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Zusammenfassung

Das Amyloid Precursor Protein (APP) spiet eine zentrde Rolle be der Pathogenese der
Alzhemer Demenz (AD). APP wird durch die sog. a-, b- und g-Sekretase zu verschiede-
nen proteolytischen Fragmenten gespdten. Diese Prozesserung von APP wird u.a durch
verschiedene Signalkaskaden reguliert.

O-glykosdisch an Serin- oder Threonin-Reste gebundenes N-Acetylglucosamin (O-
GIcNAC) ig ene ubiquitdre intrazdlul&re Kohlenhydratmodifikation von Proteinen. O-
GIcNAc schent ua die Asozidion von Proteinen zu beeinflussen und en zur Phospho-
rylierung dternatives Signatransduktionssystem darzugtellen.

Baserend auf friheren Untersuchungen, in denen gezeigt worden war, dass (@) APP O-
GlcNAc-modifiziet ig¢ und (b) in humanen Hirnregionen von AD-Pdienten die O-
GlcNAc-Expresson dgnifikant erhoht i, sollte in der vorliegenden Arbet die Bedeutung
der O-GIcNAc-Modifiketion von Proteinen fir das proteolytische Prozesseren des huma-
nen APPsgs untersucht werden. Dazu wurden Experimente an stabil mit der cDNA des
humanen APPsgs trandfizieten N2a-Zdlen durchgeftihrt. Im Vergleich zu nicht-trandfi-
Zierten, parentalen N2a-Zelen wiesen die das humane APPsgs exprimierenden N2a-Zdlen
langere Neuriten sowie eine gedeigerte Zdladhéson auf. Die Beobachtung dseht im Ein-
klang mit Untersuchungen an anderen APP-exprimierenden Zdllen.

Es konnte gezeigt werden, dass das von den N2aZdlen exprimierte humane APPsgs O-
GlcNAc-modifiziert igt. Die unreife Form des Proteins wies eine dtérkere O-GIcNAcylie-
rung auf as die rafe Form. Dies traf sowohl fir den Wildtyp ds auch die schwedische
Mutante des humanen APPsgs zu.

Es wurde kein ggnifikanter Einfluss ener erhdhten O-GIcNAc-Modifikation von Pro-
tenen auf die Sekretion des humanen APPs bzw. APPs beobachtet. Im Gegensatz dazu
konnte eine sgnifikant reduzierte Sekretion des humanen Aby.so verzeichnet werden, was
jedoch ener Absgcherung durch wetere Versuche bedaf. Dieses vorlaufige Ergebnis
konnte auf eine Betaligung der O-GIcNAcylierung an der Regulation der Prozesserung
von APP hindeuten.

Des weteren fuhrte die gesteigerte O-GIcNAc-Modifikation von Proteinen zu ener ver-
sérkten Expresson des humanen APPsgs in Neuriten. Daraus lasst sich schlief3en, dass die
O-GIcNAcylierung von APP sdbst oder aber von anderen Proteinen maglicherweise eine
wichtige Rolle beim axonaden Trangport von APP spielt.



Abstract

The Amyloid precursor protein (APP) plays a centrd role in the pahogeness of
Alzheimer's dissase (AD). APP is cleaved by so-cdled a-, b- and g-secretase leading to
the generation of severa proteolytic fragments. This processng of APP is regulated by a
vaiety of different Sgnding pathways.

N-acetylglucosamine O-glycosdicaly linked to serine or threonine resdues (O-GIcNAC)
is a ubiquitous intracdlular carbohydrate modification of protens. O-GICNAc may be
involved in the multimerizetion of proteins and may function as an dterndive sgnd
transduction pathway to phosphorylation.

Based on former invedigations demondrating that () APP is O-GIcNAc-modified and (b)
in human brain areas of AD patients the O-GIctNAC expresson of proteins is sgnificantly
upregulated, the am of the present study was to ducidate the role of the O-GIcNAC
modification of proteins for the proteolytic processng of human APPsgs. Experiments were
peformed on N2a cdls sably transfected with the cDNA of human APPsgs. Human
APPsgs expressng N2a cels exhibited longer neurites and an increased cdl adhesion
compared to non-transfected, parentd NZ2a cells. These observations are in agreement with
former investigations on other APP-expressing cell types.

It was shown that human APPsgs expressed by N2a cdls is O-GlcNAc-modified. The
immature protein was more heavily O-GIcNAcylated than the mature form. This
observation was shown to be true for the wild type as well as the Swedish mutant of human
APPsgs.

Increased O-GIcNAc-levels of proteins did not have any dgnificant influence on the
scretion of human APPs and APPsy respectively. On the contrary, it resulted in a
ggnificant reduction of the secreted human Aby.40; this, however, needs to be confirmed in
additional experiments. This prdiminay result may hint a the involvement of O-
GlcNAcylation in the regulation of the proteolytic processing of APP.

Furthermore, it was shown that the increased O-GIcNAc-levels of proteins leed to an
enhanced expresson of the human APPsgs in neurites. As a rexult, O-GlcNAcylaion of

APP itsdlf or of other proteins may play amgor role for the axona transport of APP.
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Einletung 1

1 Einleitung

11 Die Alzhemer Krankheit

Die Alzhemer Krankhet betrifft ca 5-20 % der dteren Bevdlkerung. In den westlichen
Indugtridléndern it de neben der koronaren Herzkrankheit, Krebs und Apoplexie die
vierthaufigste Todesursache (Haass und De Strooper, 1999; Schultz et d., 2001).

Be der Alzhemer Demenz (AD) handdt es sch um eine multifaktoriele Erkrankung. In
die Pathogenese snd u.a genetische, metabolische sowie Umwdtfaktoren involviert (Igbal
et d., 1994). Man unterscheidet zwel Formen der Krankhet. Am haufigsten kommt die
senile oder sporadische Form vor. Diese ist durch einen spdten Krankheitsbeginn (>65
Jahre) gekennzeichnet. Die wesentlich sdtenere, familide Form der AD (FAD) bricht
schon in jingerem Alter (<60 Jahre) aus. Insgesamt weniger as 5 % der gesamten Erkran
kungen snd auf Mutationen in drel verschiedenen Genen zurtickzufihren (APP, Presenilin
1und2).

1.2  Histopathologische Merkmale der Alzheimer Demenz

Charakterigtisch fur die AD snd neben dem Verlust von Synapsen und dem Absterben von
Neuronen vor dlem anormae Proteinablagerungen im cerébraen Cortex und Hippocam
pus (Sinha und Lieberburg, 1999).

1907 beschrieb der Psychologe Alois Alzheimer ersmds die charakterigischen histo-
pathologischen Verdnderungen anhand enes Gehirnprparates ener  verstorbenen
5ljarigen Pdatientin. Auguste D. wies zu Lebzeten ua Anzeichen enes zunehmenden
Gedéchtnisverlusges und Haluzingtionen auf (Alzheimer, 1907; Maurer et d., 1997).
Heute weil3 man, dass es sch be den histopathologischen Verdnderungen um extrazellu-
l&re amyloide Plagues und intrazellul&re neurcfibrillére Bundd handdt.

1.2.1 Amyloide Plaques

Die amyloiden Plagues in Hirmen von Alzhemer Paienten enthdten fibrillde und nicht-
fibrill&re Formen des sog. Ab, einem 4 kD grolen Peptid, das durch Proteolyse aus dem
Amyloid Precursor Protein entsteht (De Strooper und Annaert, 2000; Lichtenthaer et d.,
1997) (sehe 1.3.4). Weitere Bedtandteile snd Apolipoprotein E, verschiedene Proteasen



Einletung 2

und andere Proteine (Dawbarn und Allen, 1995). Ab-Ablagerungen kommen auch in
Basdmembranen eniger cerebrden Kapillaren, Arteriolen und Venolen sowie in enigen
meningealen Arteriolen vor (Selkoe, 1999).

Man unterscheidet im dlgemeinen zwa Arten der Plagues. In den prdamyloiden oder dif-
fusen Plagues liegt Ab in nicht-fibrillérer, a-hdikder Konformation vor. Diese Plagues
bestehen hauptséchlich aus den um zwe bis dre Aminosauren langeren, sark amyloido-
genen Formen des Peptids (Ab42/43) (sehe 1.3.4), wdhrend reife oder neuritische Plagues
zusitzlich Ab40 und Ab42/43 in der b-Fdtblatt-Konformation enthaten. Aullerdem ent-
haten se neben den oben genannten Proteinen degenerierte Neuriten. In der Peripherie der
Plagues befinden sich zudem resktive Agrocyten, und innerhalb des Zentrums der Plagues
sand auch aktivierte Mikroglia nachgewiesen worden.

Zwischenformen der Plaques enthdten fibrilldre und nicht-fibrilld&re Ab-Formen. Sie sind
zudem in unterschiedlichem Ausmad mit aktivieten Gliazdlen und verénderten (z.B.
geschwollenen) Neuriten assoziiert (Iwatsubo et a., 1994; Selkoe, 2000).

1.2.2 Neurofibrillare Strange

Die intrazdlulé&en neurcfibrilldren Strange bestehen aus nicht-membrangebundenen Bin
deln paariger helikaer Filamente (PHF). Hauptbestandtell der PHF ist die hyperphospho-
rylierte Form des Tau-Proteins.

Tau gehdrt zu der Familie der mit den Mikrotubuli assoziierten Proteinen. In gesunden
Neuronen reguliert das Protein die Assoziation und Stabiliserung axonder Mikrotubuli
sowie den Transport von Vesken bzw. Organdlen entlang der Mikrotubuli (Mandelkow,
1999). Uber sdine Mikrotubuli-Bindungsdoméne kann Tau auch an sich sdbst binden
(Bustiglio et d., 1995). Zudem kann das Protein in Abhdngigkeit der Phosphorylierung
mit der Plasmamembran assoziieren und mit den Tyrogn-Kinasen fyn und sc interagieren.
Daher ist Tau auch direkt in Signalkaskaden involviert (Gotz, 2001).

Die Asoziation von Tau mit den Mikrotubuli wird durch Phosphorylierung reguliert. So
ig anscheinend eine moderate Phosphorylierung von Tau fUr die Hexibilitdt der Mikro-
tubuli nétig. Nach bisheriger Auffassung setzt die Hyperphosphorylierung' von Tau dessen
Bindungsféhigkeit an die Mikrotubuli herab. In Folge dessen depolymeriseren die Mikro-

! Hyperphosphoryliertes Tau ist nicht nur an physiologischen Stellen in starkerem Maf3e sondern auch an sog.
anormalen Epitopen phosphoryliert (Goétz, 2001).
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tubuli. Die gesteigerte Menge an ungebundenem, hyperphosphorylietem Tau konnte en
eder Schritt in der Fbrillenbildung sain (Gotz, 2001; Imahori und Uchida, 1997,
Mandelkow, 1999) (siehe auch 1.34). Mdglicheweise findet die (Hyper-)Phosphorylie-
rung von Tau jedoch auch erst nach dessen Aggregation Statt. ES konnte sogar ein protekti-
ver Effekt der (Hyper-)Phosphorylierung von Tau beziglich der Bildung der PHF gezeigt
werden (Schneider et d., 1999).

In vitro konnen verschiedene Kinasen bzw. Phosphatasen Tau phosphorylieren  bzw.
dephosphorylieren. Zu den Kinasen gehdren u.a die GlykogenSynthase-Kinase-3b (GSK-
3b), die Mitogenaktivierte Protein Kinase (MAPK) sowie die neuronale cdc-dhnliche
Kinase (Cdk5) (Schultz et d., 2001). Letztere scheint in Hirnen von Alzheimer Petienten
dereguliert zu sain. Zudem akkumuliert die Cdk5 in Neuronen, die fibrillare Strange ent-
haten (Patrick et d., 1999). Die Protein-Phosphatasen 1, 2A und 2B sowie Cdcineurin
konnen Tau dephosphorylieren. Die Protein-Phosphatase 2A, die im Gehirn stark expri-
miert wird, ist u.a auch mit den Mikrotubuli und Tau asoziiert (Gotz, 2001).

Einige der bei der AD ds hyperphosphoryliert nachgewiesenen Aminosiuren von Tau snd
auch unter physologischen Bedingungen phosphoryliert. Dies i inshesondere in fétaen
Geweben und in noch nicht ausdifferenzierten Neuronen zu beobachten. Es wird vermutet,
dass die Phogphorylierung von Tau im Zusammenhang mit der  Proliferationsfahigkeit
embryonaer Neuronen zu sehen ig und dass be der AD Proliferationsmechanismen ds
Antwort auf Degenerationsvorgange initiiert werden, zu denen die verstérkte Phosphorylie-
rung von Tau gehort (Preuss et d., 1995).

1.3  DasAmyloid Precursor Protein (APP)

1.3.1 Expresson und Struktur von APP

Ab wurde zuerd ds Bedandtell der Amyloidablagerungen in meningeden Blutgefélien
und kurze Zeit spdter ads Hauptbestandtell der amyloiden Plagues identifiziert (Glenner
und Wong, 1984; Magters et a., 1985). Klonierung des zugehtrigen Gens, das auf Chro-
mosom 21 lokaisert ist, ergab, dass A ein Peptidfragment von APP dargtelt (Kang et a.,
1987; Tanzi et d., 1987).

APP ig Mitglied einer Proteinfamilie, zu der auch die APP-dhnlichen Proteine APLPL und
APLP2 gehtren, denen jedoch die Ab-Region fehlt (Wasco et d., 1992; Slunt et d., 1994).
APP und APLPs sind vermutlich redundante Proteine. So weisen APP-knock-out-Méause



Einletung 4

s im spdteren Leben ua ceebrde Glioss sowie Verdnderungen im Bewegungsver-
haten auf (Selkoe, 1999; Zheng et a., 1995). Doppe-knock-out-Méuse, denen APP und
APLP2 bzw. APLP1 und APLP2 fehlen, sterben vor der Geburt (von Koch et d., 1997,
Heber et al., 2000). In Drosophila, C. elegans und Xenopus wurden homologe Proteine
identifiziert (De Strooper und Annaert, 2000).

APP ig en Typ 1 Transmembranprotein. Es besteht aus einer grofen extrazdluldren N-
terminden, ener tranamembranen sowie ene kurzen cytoplasmatischen Doméne. Das
Protein wird ubiquitdr exprimiert und ist zwischen Spezies hoch konsarviert (De Strooper
und Annaert, 2000). Durch dternatives Spleifen der APP-mRNA entstehen insgesamt 8
Isoformen (Wilson et d., 1999).

Drei Isoformen (APPsgs, APPss; und APPy7ot) kommen tberwiegend im Gehirn vor.
APPsgs wird hauptsichlich von Neuronen, APP7s; und APP77¢ hingegen von Gliaa und
anderen nicht-neuronden Zdlen exprimiert (Smdl et d., 1996; Wilson et d., 1999). Im
Gegensatz zu APPsgs enthdten APPys; und APPy70 e@ne 56 Aminosiuren grole Doméane in
ihrem N-Terminus die Homologie zu der KunitzFamilie von Serinprotessen aufwest
(KPI-Doméne; Sinhaund Lieberburg, 1999).

Aufgrund seines Signdpeptids wird APP co-trandationd im Endoplasmatischen Retiku-
lum (ER) synthetisert. Die Refung efolgt im konditutiven Exozytosaweg. APP wird
zunichs N- und O-glykosyliert, spéter phosphoryliert, tyrosnsulfatiet sowie gayliert
(Weidemann et d., 1989).

Nur ein geringer Prozentsatz des APP-Holoproteins lésst sch an der Zdloberfléche nach
weisen (Sdkoe, 1998). Die cytoplasmatische NPTY-Sequenz emdglicht die Renterndi-
serung in Clahrin-bedeckten Vesken. In Lysosomen efolgt dann teillweise der Abbau
von APP (Koo und Squazzo, 1994; Golde et a., 1992).

1.3.2 Funktionen von APP

Die genauen Funktionen von APP bzw. dessen Proteolyseprodukten APPs, Ab sowie des
C-Terminus sind noch weatgehend unbekannt. Die Struktur des membrangebundenen APP
deutet jedoch auf eine Funktion ds Zeloberfléchenrezeptor hin (Kang e d., 1987). Da
APP ene dnliche Struktur wie Integrine bestzt, kdnnte membrangebundenes APP &hn-

! Die zahl gibt die Anzahl der Aminosauren an.



Einletung 5

liche Funktionen aufweisen, wie bespidswese die Vemittlung der Zdladhéson (Chow et
al., 1996) (sehe 4.4.2). So wurde fur APPs gezeigt, dass es in vitro Zdl-Zdl- bzw. Zdl-
Extrazd luldmatrix-Interaktionen neuronder und nicht-neuronder Zelen fordert (Schubert
et a., 1989).

Moglicheweise spidt APP aber auch ene wichtige Rolle b der neuronden Differenzie-
rung wahrend der Gehirnentwicklung (Qiu et d., 1995; Hung et d., 1992). So wiesen be-
sielsveise Neuronen aus dem Hippocampus von APP-knock-out-Mausen ene enge-
schrankte Lebendféhigkeit sowie eine verzogerte neuronde Entwicklung auf (Perez & 4.,
1997). Zudem konnte die Lokdisation von APP in Synapsen auf eine Rolle von APP bel
der Neuritenextension (Sehe 4.4.1) oder der syngptischen Trangmisson hinwesen (Muller
et a., 1994).

Aullerdem beanflussen sowohl APPs ds auch Ab offenbar den intrazdlul&ren Cacium-
Spiegel (Mattson et d., 1993; Maitson et a., 1998). Da APPxp® dem Inhibitor der
Serinprotease Nexin 11 bzw. einem Inhibitor der Blutgerinnungsfektoren Xla und IXa ent-
goricht, konnte diese spezidle APP-Form an der Regulation der Blutgerinnung betaligt
sain (Oltersdorf et d., 1989; Davis-Sdinas et ., 1994; Saitoh und Mook-Jung, 1996).

Inzwischen konnten verschiedene Bindungspartner der cytoplasmatischen Doméne von
APP identifiziert werden (Abb. 1). Dazu gehotrt das in den Zdlzyklus involvierte APP-BP1
sowie die Adapterproteine X11 und Fe65 (Neve et d., 2000; Russo et d., 1998). Der an
Fe65 gebundene C-Terminus scheint nach Trandoketion in den Zdlkern an der Transkrip-
tionsaktivierung bestimmter Gene betelligt zu sein (sehe auch 1.3.3.3) (Cao und Sudhof,
2001; Cuperset d., 2001; Kimberly et a., 2001; Minopoli et a., 2001).

Auch das in Sgndkaskaden involviert G,, das G-Protein in den Wachstumskegeln, bindet
an APP, wobel Bindung von G an die schwedische Mutante von APP (APPs,) (siehe Abb.
2 owie 1.3.4) Apoptose audost (Russo et a., 1998; Neve et d., 2000; Yamatsuji et al.,
1996).

APP wird des weiteren im G Terminus durch verschiedene Caspasen gespdten (LeBlanc et
d., 1999; Pdlegrini et d., 1999), was ebenfdls im Zusammenhang mit moglichen pro-
oder antigpoptotische Eigenschaften diskutiert wird (De Strooper und Annaert, 2000).

1 APP; mit der KPI-Doméne (siehe 1.3.1).
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Abb.1: Aminosduresequenz der cytoplasmatischen Doméane von APP und dessen Bindungspartner
(nach Russo et al., 1998)

Dargestellt ist die Aminosduresequenz der cytoplasmatischen Doméne von APP mit den minimalen
Regionen, die fur die Bindungen an die Proteine PAT1, Fe65, X11, G bzw. APP-BP1 von APP
gezeigt wurden. Die Signalsequenz fir Endocytose durch Clathrin bedeckte Vesikel ist unter-
strichen.

1.3.3 Dasproteolytische Prozessieren von APP

Dra verschiedene Proteinasen snd fir das proteolytische Prozesseren von APP verant-
wortlich: a-, b- sowie g-Sekretase (Abb. 2).

Extrazelluldrraum Membran  Cytosol

NH, —|

|—cooH

(AS 44459
Schwediische 8E
Mutation
NL

4G8
(AS 18-24)

M

—KM-I DAEFRHDSGY EVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIAT-{VI—

P Y 1

b-Sekretase a-Sekretase g-Sekretase

Abb. 2:  Schematische Darstellung von APP und der Sekretase-Spaltstellen
Dargestellt ist APP mit den a-, b- und g-Sekretase-Spaltstellen, die Aminosiuresequenz von Ab
sowie die von der schwedischen Mutante betroffenen Aminosduren. Aul3erdem sind die durch die
Antikorper 8E5, W0-2 sowie 4G8 erkannten Peptidsequenzen eingezeichnet.
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Die a-Sekretase (sehe 1.3.3.1) spdtet membrangebundenes APP in ener definierten Ent-
fernung von der Zdloberfléche zwischen Lysn 16 und Leucin 17 der Ab-Doméne. Dabei
entstehen das lodiche APPy (ca. 90-100 kD) sowie das membrangebundene C-terminde
Fragment C83 (CTF; ca. 10 kD) (Schubert et al., 1989). Da die a-Sekretase-Spdtung
innerhalb der Ab-Region dattfindet, wird die Entstehung von Ab verhindert.

Alternativ. kann  membrangebundenes APP durch die kirzlich identifiziete b-Sekretase
(dehe 1.3.3.2) prozesset werden. Dabel entstehen das sog. APPy, sowie das membran
gebundene CTF C99 (ca 12 kD). Diese Spdtung erfolgt ca 28 Aminosauren N-termind
von der Membran entfernt. C99 enthdt somit die gesamte Ab-Region (Neve et d., 2000;
Nunan und Small, 2000; Selkoe, 1999).

C83 und C99 konnen weiterhin durch die potentielle g-Sekretase (sSehe 1.3.3.3) gespalten
werden. Im Falle des C83 entsteht das Peptid p3 (ca. 3 kD), das sezerniert oder aber in den
Lysosomen abgebaut wird. Durch g-Sekretase-Spaltung des C99 entsteht das Peptid Ab
(ca. 4 kD) (Haass et d., 1992; Schubert et a., 1989; Thinakaran et a., 1996a).

1.3.3.1a-Sekretase

Die primé&re Aminosduresequenz von APP ig vermutlich nicht entscheidend fur die Spd-
tung durch die a-Sekretase. Hingegen scheinen dafir folgende Parameter essentidl zu
sn: e@ne a-hdikde Konformation, der Abstand der Spdtdtele von der Membran sowie
ene bassche Aminosure (Arginin 672 von APPegs) in der cytoplasmatischen Doméne
von APP (Sisodia, 1992; Tomita et a., 1998). Es wurden bisher eine basale oder konstitu-
tiv exprimierte sowie eine durch Protein Kinase C (PKC) aktivierbare, d.h. regulierbare a-
Sekretase- Aktivitét nachgewiesen (Sehe 1.4).

Verschiedene Proteasen weisen a -Sekretase- Aktivitét auf:

1. TACE (Tumor Necrosis, Cleaving Engyme = ADAM!-17): TACE kann ein syntheti-
sches Peptid mit einer Aminoséuresequenz, die der a-Sekretase-Schnittstelle entspricht,
godten. Zudem beanflusst die Inhibition des Enzyms durch ,Immunex Compound 3,
enem effektiven Inhibitor von Proteasen der ADAM-Familie, die APPs- und Ab-Bildung.
Allerdings weisen Zdlen von TACE-knock-out-M&usen eine basde APPs-Sekretion auf
(Buxbaum et d., 1998).

1 ADAM = A Disintegrin And Metalloprotease
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2. ADAM-10: Uberexpresson von ADAM-10 in HEK293-Zdlen resultiert in ener geste-
geten konditutiven sowie regulierten APPs-Sekretion. Allerdings fuhrt eine  dominant
negative Form des Enzyms nicht zur kompletten Inhibition der APPs-Sekretion (Lammich
et d., 1999). Somit scheinen sowohl TACE as auch ADAM-10 ene Rolle be der regu-
lierten a - Sekretase- Spatung zu spiden (Skovronsky et d., 2000a).

3. Die membrangebundene Metdloprotease MDC9, ebenfals eine Protease der ADAM-
Familie kann APP an der a-Sekretase-Spaltstelle schneiden, was durch Phorbolester akti-
vierbar ist (Koike et a., 1999).

4. Moglicherweise gdlt die Prohormon-Konvertase PC7 ene konditutiv exprimierte a-
Sekretase dar. Allerdings konnte PC7 auch die as Proproteine synthetiserten Enzyme
TACE und ADAM-10 aktivieren und so ds , Pro-a-Sekretase’ fungieren (Lopez-Perez et
al., 1999).

5. Auch Proteasomen komten an der a-Sekretase Aktivitét beteiligt sein (Marambaud et
a., 1996, Marambaud et a. 1997a; Marambaud et a. 1997b; Nunan et da., 2001;
Skovronsky et al., 2000b).

1.3.3.2b-Sekretase

Vor ca zwe Jdren konnten funf verschiedene Arbetsgruppen mit unterschiedlichen
Methoden unabhdngig von enander die b-Sekretase BACE (Beta-Ste APP-Cleaving
Enzyme) identifizieren (Hussain et d., 1999; Snha et d., 1999; Vassar et d., 1999; Yan &
a., 1999; Lin et d., 2000). Kurze Zet spéter wurde das homologe Enzym BACE2 identifi-
Ziert (Vassar und Citron, 2000).

BACE weig dle ndtigen Eigenschaften einer b-Sekretase auf: 1. Das Enzym wird von den
meisen Zdltypen exprimiet. 2. BACE und APP werden co-exprimiet und snd sub-
zdluldr co-lokdiget, z.B. in Kompartimenten des sekretorischen Weges sowie in Endo-
somen. 3. BACE besitzt ein fir Endosomen typisches saures pH-Optimum. 4. Das Enzym
it insbesondere in Neuronen aktiv. 5. BACE spdtet an der fur die b-Sekretase typischen
Aminosaure Asp 1 von Ab, und es spdtet APPg, besonders effizient (Snha et a., 1999;
Yaneta., 1999; Hussain et d., 1999; Vassar et ., 1999).
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BACE und BACE2 snd Typ 1 Transmembranproteine. lhr aktives Zentrum ist dem
Lumen des ER bzw. Golgi-Komplexes zugewandt. Die Gene von BACE bzw. BACE2
befinden sch auf Chromosom 11 bzw. 21, dso auf Chromosomen, deren Assoziation mit
AD schon langer bekannt is. BACE2 i mdglicheweise in die AD-Pathogenese bei der
Trisomie 21 (Down Syndrom) (Sehe 1.3.4) involviert (Vassar und Citron, 2000).

Die gakste Enzymaktivitét ist im Gehirn zu beobachten. Der Pankreas hingegen weist die
hochste mMRNA-Expression auf (Vassar et d., 1999; Yan et d., 1999; Sinha et d., 1999).
Da ene betimmte Spleillvariante von BACE auschlieldich im Parkreas exprimiert wird,
kdnnte die Enzymeaktivitst durch gewebespezifisches dternatives Spleilfen reguliet wer-
den (Bodendorf et d., 2001). Die fir Aspartat-Proteasen ungewohnlichen 6 Disulfid-Bri-
cken konnen ebenfdls die enzymatischen Eigenschaften beanflussen (Vassar und Citron,
2000).

1.3.3.3g-Sekretase und Preseniline

Im Gegensatiz zur a- und b-Sekretase spatet die noch unbekannte g Sekretase APP auf
noch ungeklate Weise innerhab der Transmembrandoméne. Eine &hnliche intramembra:
ndse Spdtung findet auch bei dem Transmembranprotein Notch dtatt, an der wie bei der
Spdtung von APP die Presaniline beteiligt snd. Die durch die g-Sekretase freigesetzte
intrazelul&e Domédne von Notch kann im Zedlkern die Transkription aktivieren (De
Strooper und Annaert, 2000; Selkoe, 2000). Ein &hnlicher Vorgang wurde auch fur das
durch die g-Sekretase-Spdtung von APP-C83 bzw. -C99 entstandene C-terminde Frag
ment nachgewiesen, wobel dlerdings die Bindung von C83 bzw. C99 an Fe65 eforderlich
i (Cao und Sudhof, 2001; Cupers e d., 2001; Kimberly et d., 2001; Minopoli et 4.,
2001).

Es gibt zunehmend Hinwese auf enen funktiondlen Zusammenhang zwischen den Prese-
nilinen und der g-Sekretase.

Presenilin 1 (PS1) wurde ds das Gen auf Chromosom 14 identifiziert, fir das eine Assozi-
ation be 50 % bis 60 % dler FAD-Erkrankungen gezeigt worden war (Sherrington et al.,
1995; Doan et d., 1996; Thinakaran et al., 1996b). Das Genprodukt eines homologen Gens
auf Chromosom 1, wurde entsprechend Presenilin 2 (PS2) bezeichnet (Levy-Lahad et 4.,
1995).
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Die Presilin-Gene weisen eine gewisse Homologie zu den C. elegans Genen sd-12 und
spe-4 auf. S&-12 ig in die lin-12/Notch-Signdkaskade involviert, die wichtig fur die Zdl-
differenzierung is. Spe-4 soidt ene Rolle be der Spermatogenese durch Regulation der
Protenzidgeuerung im Golgi-Komplex (Selkoe, 1999; Thinakaran et d., 1996b; Mattson
et d., 1998). Der Phanotyp von sd-12-Mutanten wird durch die Preseniling, aber nur
bedingt durch deren FAD-Mutanten, aufgehoben. Dies weist auf konservierte Funktionen
der vier Proteine hin (Capédll et d., 1998).

Die Preseniline and Transmembranproteine mit wahrscheinlich 8 Transmembrandoménen
(TM) (9ehe Abb. 3). Die Spatung durch eine noch unbekannte Presenilase innerhab der
konservierten hydrophilen Schleife zwischen 6. und 7. TM fuhrt zur Bildung eines N-ter-
minden und C-terminden Fragmentes (NTF bzw. CTF), die nicht-kovadent miteinander
assoziieren (Xia et d., 1998; Capell et d., 1998; Thinakaran et a., 1996b). Dieses Hetero-
dmer gdit vermutlich die biologisch aktive Form der Preseniline dar (Haass und De
Strooper, 1999; Capell et a., 1998).

Bis heute konnten mehr ds 50 Mutationen in den Presenilin-Genen nachgewiesen werden,
die wie oben erwdhnt, fur die Pathogenese der meisten FAD-Fédle verantwortlich gemacht
werden (Wolfe et a., 1999b; Capell et d., 1998; Wisniewski et al., 1995).

Be Presilin-Mutationen lasst sich insbesondere ein sdlektiver Angtieg von Ab42 nach
weisen (Annaert et a., 1999). An neuonden Kulturen PSL defizienter Mausembryonen
konnte gezeigt werden, dass u.a sdektiv die g-Sekretase-Spdtung von APP blockiert ist
und es glechzdtig zu ene intrazdluldren Akkumulation der APP-CTF kommt (De
Strooper et d., 1998). All diese Beobachtungen belegen, dass die Preseniline an der ¢
Sekretase- Spatung von APP beteiligt Sind oder aber mit der g- Sekretase identisch sind.

Durch mehrere Untersuchungen wurde belegt, dass die Preseniline eine direkte Interaktion
mit APP eingehen konnen, und zwar Uber die jewelligen TM. So befinden sch die Prese-
niline in Kompartimenten, in denen die g-Sekretase-Spdtung Haitfindet (ER, Golgi-Kom-
plex und Intermedi&r Kompartiment (IK)) (Culvenor et d., 1997; Xia et a., 2000). Es
konnte auch eine Anreicherung von PS1, APP-C83 und -C99 in Fraktionen mit g Sekre-
tase-Aktivitdt gezeigt werden (Pinnix et d., 2001). APP und die Preseniline konnten
aullerdem aus Golgi-reichen und trans-Golgi-Netzwerk-(TGN)-reichen Fraktionen co-pré
Zipitiert werden (Xiaet d., 2000).
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Folgende Mechanismen werden fir die Betelligung der Preseniline an der g-Sekretase-
Spatung vorgeschlagen (Abb. 3):

A Bildung eines katal ytischen Komplexes
Presenilin Presenilin
Cytosol Cytosol
\| \ |
Membran \ J_ Membran
Extrazellul&rraum Extrazellul&rraum
APP APFT
gSekretase
B Beeinflussung des Protein-Transportes
Presenilin
g-Sekretase
A
g-Sekretase

Abb.3: Zwei Modelle der moglichen Funktion der Preseniline bei der g-Sekretase-Spaltung von APP
(nach Selkoe, 2000)
A: Bildung eineskatalytischen Komplexes
Die Preseniline, dargestellt in der postulierten Topologie mit 8 Transmembrandoménen, stellen
einen essentiellen katalytischen Co-Faktor der g-Sekretase-Spaltung dar (links). Die Preseniline
konnten aber auch die g-Sekretase selbst sein (rechts).
B: Beeinflussung des Protein-Transportes
Es kommt zu keiner direkten Interaktion zwischen den Presenilinen und APP. Die Preseniline
beeinflussen den Transport der gSekretase in eine membrandse Mikrodoméane, um die Interaktion
zwischen APP und der g-Sekretase zu ermdglichen..
Das Rechteck in der schematischen Zeichnung von APP stellt die 40 bis 42 Aminoséduren grof3e
Ab-Region dar.
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1. Die Preseniline erleichtern ds essentieller Co-Faktor die g- Sekretase- Spatung.
Maglicherweise bilden die Preseniline eine Mikrodoméne in der Membran, um die spétere
Proteolyse zu ermoglichen. Die Preseniline konnten dlerdings auch ds Chaperone fungie-
ren und so den Transport von APP und/oder der g-Sekretase zu Kompartimerten ermogli-
chen, in denen die g-Sekretase lokaigert ist (De Strooper und Annaert, 2000; Selkoe,
2000).

2. Die Preseniline sind identisch mit der g-Sekretase.

PS1 kénnte tatsachlich eine autoaktivierte Aspartat-Protease sein. So sind offenbar zwel
Aspartat-Reste in TM6 und TM7 essentil fur die g-Sekretase-Spaltung von APP und die
Endoproteolyse von PS1. Mdéglicherweise gehdren die Preseniline zu einer neuen Familie
der Aspartat-Proteasen, da se keine Homologie zu bisher bekannten Aspartat-Protease
aufweisen (Steiner et d., 2000; Wolfe et d., 1999a). Jedoch ist das aktive Zentrum beider
Preseniline homolog zu dem der Mitglieder der Familie von Typ-4 Prepilin Peptidasen aus
Bakterien (Steiner et d., 2000), was die resdude g Sekretase-Aktivité PSI1-defizienter
Zdlen erklaren konnte (Kimberly et d., 2000). Be einem Doppe-knock-out von PS1 und
PS2 ig tatsachlich die gesamte g- Sekretase- Aktivitét inhibiert (Nunan und Smdl, 2000).

1.3.4 Ab und die Amyloid-Hypothese

Die Ab-Bildung ig nicht, wie zundchst vermutet, pathologisch. Das Peptid it in der
Cerebrospindfliissgkeit sowie im Plasma von gesunden Kontrollpersonen und Alzheimer
Patienten nachweishar (Seubert et d., 1992). Zudem wird es von kultivierten Zellen unter
physologischen Bedingungen in das Zdlkulturmedium sezerniet (Shoji e d., 1992
Haass et al., 1992).

In pico- bis nanomolaren Konzentrationen werden Ab verschiedene physologische Funk-
tionen zugeschrieben (Luo et d., 1996). Da Deetion der lumenden, dh. extrazdlulaen
Region von Ab im APP den axonden Trangport von APP hemmt, wird angenommen, dass
diesr Bereich moglicherweise fir das axonde Sortieren von APP durch Interaktion mit
enem bestimmten Rezeptor verantwortlich ist (Tienari e d., 1996). Ab bedtzt ansche-
nend aulerdem neurotrophe Eigenschaften fur differenzierende Neuronen und  scheint
bedingt durch die RHDS-Sequenz die Zdladhdson zu fordern (Whitson et a., 1989;
Yankner et a., 1990; Chen und Yankner, 1991) (sehe 4.4.2). Saitoh und Mook-Jung
(1996) schlagen auRRerdem vor, dass Ab moglicherweise ds neuromodulatorisches Peptid
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die synaptische Funktion an den Axonenenden kontrolliert, da Ab Tachykinin-Rezeptoren
aktiviert und in Gegenwart von Glutama zu einer Akkumulation von Inostoltrisphosphat
und einem Angieg der intrazdluldren Cadcdum-Konzentration fuhrt (Kimura und Schubert,
1993).

Neben diesen potentidl physiologischen Funktionen sprechen viele Beobachtungen fur die
zentrde Rolle von Ab bel der Pathogenese der AD (Amyloid-Hypothese). So fihren ale
bisher bekannten FAD-Mutetionen von APP und den Presenilinen zu einem sdlektiven
Angtieg von Aby.s2" (su.), mit Ausnahme von APPg, (siehe 1.3.2 sowie 1.3.3.2), das eine
gesteigerte Sekretion des gesamten Ab bewirkt (Haass et d., 1995; Thinakaran et 4.,
19963).

Patienten mit Trisomie 21 entwickeln oftmas nach dem 40. Lebengahr eine der AD &hnli-
che Symptomatik und Pethologie (Wisniewski et d., 1985). Dies ig auf die dreifache
Kopie des Chromosoms 21 zuriickzufihren, auf dem sich das APP-Gen befindet, so dass
€S zu ener gedteigerten APP-Expresson und damit vermutlich auch zu einer gestelgerten
Ab-Produktion kommt.

Ab weig sowohl N- ds auch C-terminde Heterogenitét auf. Die am haufiggen vorkom-
menden Peptide sind Adj.40 bzw. Ab1.42. In der Cerebrospinaflissigkeit entfalen ca 90-95
% des gesamten Ab auf Aby.40, aber nur ca. 510 % auf Aby.4o (Evin et d., 1994; Wilson et
a., 1999). In vitro Studien ergaben, dass letzteres eine stérkere Aggregationsneigung auf-
weist as Aby_ag.

Auch die N-terminaen Heterogenitét ist anscheinend bel der Pathogenese der AD von
Bedeutung. So scheinen p3 (dehe 1.3.3) bzw. en um 10 Aminosduren am N-Terminus
verkirztes Ab rdativ unlédich zu sein und leicht zu aggregieren (Busciglio e d., 1993;
Demeester et al., 2001; Kumar-Singh et al., 2000; Kuo et a., 1996; Podlisny et d., 1995).

Inkubation verschiedener Zdltypen mit hoheren Konzertrationen (1 - 10 pM) syntheti-
schem Ab? is toxisch und fiihrt zB. zur Neurodegeneration sowie zu Aktivierung von
Mikrogliazdlen (Hartmann, 1999; Luo et d., 1996). Es gibt verschiedene Vermutungen
Uber den Mechanismus der Ab-induzierten Neurotoxizitdt. Dazu gehdren die Bildung enes
Cddum-Kands, die Bildung freer Radikde, ene Versdkung der Glutama-Toxizité

L Aby.4o bzw. Ab, 40 Weisen auf die N-terminale Heterogenitat des Peptids hin.

2 Fur die Untersuchungen hinsichtlich der Cytotoxizitat von synthetischem Ab wird dieses haufig in vitro 3
bis 7 Tage bei 37 °C inkubiert. Dadurch entstehen aggregierte, oligomere sowie polymere Formen des
Peptids (Podlisny et al., 1995).
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sowie die Aktivierung von Kinasen und der Apoptose (Arispe et d., 1994; Behl und
Schubert, 1993; Mattson et al., 1992; Zhang et al., 1994; De Strooper und Annaert, 2000).

Ab aktiviert u.a die GSK-3, die neben Tau (Sehe 1.2.2) und der Glykogensynthase auch
die Pyruvat-Dehydrogenase phosphoryliert, ein Schlissdenzym der Glykolyse. Da die
Pyruvat- Dehydrogenase dadurch inaktiviert wird, konnte lédiches Ab auch fur die bel der
AD beobachteten Storungen im Energie- und Glucose- Stoffwechsd des Gehirns sowie fur
die Reduktion des Acetylcholingehdtes verantwortlich sein (Brandt, 2001; Imahori und
Uchida, 1997).

Monomeres Ab ig nicht toxisch. Es gibt dlerdings kontroverse Ergebnisse darliber, ob
schon die Fibrillenbildung oder erst die Aggregation des Peptid fir dessen Toxizité ver-
antwortlich i (Podlisny et d., 1995; Lorenzo und Yankner, 1994; Zhang & d., 1994;
Boland et d., 1996; Hendey et ., 1994).

Nach ener reativ neuen Hypothese spidt nicht sezerniertes, sondern intrazellul&res Ab
ene zentrde Rolle ba der Entsehung der amyloiden Plagues. Ab kann in verschiedenen
Zdltypen intrazdluldr nachgewiesen werden, und zwar sowohl Aby.40 ds auch Aby.so.
Daba schent intrazdluld&es Ab dlerdings in anderen Kompartimenten zu entstehen ds
sezerniertes Ab (Wertkin et al., 1993; Tienari et d., 1997; Wilson et a., 1999). Letzteres

wird vermutlich in Neuronen in Golgi- und/oder post-Golgi-Vesken bzw. in nicht-neuro-
nden Zdlen im endosomdevlysosomden Sysem gebildet. Intrazdlul&r nachgewiesenes
Ab befindet hingegen sich im ER/IK (Hartmann, 1999; Wilson et d., 1999).

Im Gegenstz zu sezemnietem Ab  besteht intrazdluléres Ab  hauptsichlich aus Aby.sz,
dessen unlédiche Form mit zunehmender Dauer  der Zdlkultivieeung  zunimmt
(Skovronsky et d., 1998). Durch Absterben der betroffenen Neuronen konnte akkumulier-
tes Aby.4> freigesstzt werden und dann den Nidus fir die Akkumulatiion von sezerniertem
Ab bilden (Wilson et al., 1999). Das bedeutet, dass gerade intrazelluléres A fir die Ent-
stehung der amyloiden Plagues von entscheidender Bedeutung sain konnte (Turner et d.,
1996; Tienari et ., 1997).

In Hirngewebe von Alzheimer Patienten wurde in Neuronen nachgewiesen, dass intra
zdluld&es Ab und neurdfibrillére Binde (sehe 1.2.2) co-lokdiget snd und miteinander
asoziieren (Grundke-Igba et a., 1989; Murphy et d., 1994; Schwab et a., 1998). Diese
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Beobachtungen weisen auf einen kausden Zusammenhang zwischen der  Amyloidbildung
und der Aggregation von Tau bzw. der Entstehung der neurcfibrill&ren Binde hin.

Ein weterer Zusammenhang zwischen Ab- und Taupathologie ist dadurch gegeben, dass
Ab die Aktivitdt verschiedener Proteinkinasen, wie z.B. GSK-3, seigert, die ua auch Tau
phosphorylieren (sehe 1.2.2). Ab aktiviet aulerdem Cdpan, ene Cacium-abhdngige
Protease. Dadurch wird u.a. das Rotein p35 gespaten, das fur die Membranassoziation der
Cdk5 verantwortlich ist. Dies fuhrt dazu, dass die Cdk5 in die l6diche Form Uberfihrt
wird. Wahrend die membranassoziierte Form der Cdk5 (Trans-)Membranproteine, wie z.B.
APP, phosphoryliert, phosphoryliert die I6diche Form u.a die Neurofilamente und Tau
(Dhavan und Tsai, 2001).

1.4  Die Bedeutung der Phosphorylierung fur das proteolytischen Prozessieren von
APP

Es gibt zahlreche Untersuchungen, aus denen hervorgeht, dass bestimmte Signdtrans-
duktionsmechanismen das proteolytische Prozesseren von APP  beanflussen (Gandy,
1999). Dazu gehtren Signdwege, die durch muskarinerge Agenzien dimuliert werden,
bzw. solche, in denen Protein Kinase C (PKC), Protein Kinase A (PKA), Protein-Phos
phatasen 1 und 2A und/oder Rezeptor-Tyrosnkinasen ene Rolle spiden (Xu et d., 1996;
Mills et a., 1997, Buxbaum et d., 1990; Wolf et a., 1995; Nitsch et d., 1996). Auch
scheint die Phosphorylierung von APP durch die Prolin-dirigierende Cdc2-Kinase in
betimmten Phasen des Zdl-Zyklus dessen proteolytisches Prozesseren zu beeinflussen
(Suzuki et a., 1994).

Die Regulation des APP-Prozesserens durch die PKC ig fir die vorliegende Arbet von
besonderem Interesse. Daher soll im Folgenden néher auf die Rolle der PKC beim APP-
M etabolismus eingegangen werden.

Aktivierung der PKC durch Phorbolester oder Neurotransmitter stimuliert den a-sekreto-
rischen Weg (Buxbaum et al., 1992) (sehe 1.3.3.1). Die APPy-Sekretion wird dadurch
meg indirekt beeinflusst, d.h. dass Aktivierung des a-Sekretase-Weges ene veringerte
Prozesserung von APP durch die b-Sekretase zur Folge hat. Allerdings ist die beobachtete
Wirkung auf die Ab-Sekretion abhéngig vom jewells verwendeten Zdltyp und manchma
nur transient (Sinha und Lieberburg, 1999; Salkoe, 1998).
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Die genauen Ursachen des ,,PKC-Effekts' snd noch unklar. Er scheint jedoch unabhéngig
von der in vitro nachgewiesenen cytoplasmatischen Phosphorylierung von APP durch PKC
zu san (Gandy et d., 1988; Suzuki e d., 1992). Dies wurde an Zdlen gezeigt, die APP
mit einer Mutation der durch PKC phosphoryliecbaren Aminosaure bzw. mit deletierter
cytoplasmatischer Doméne exprimieren. Das APP-Prozesseren diesr Mutanten reagiert
ebenso sengtiv auf Phorbolester wie in Kontrollzellen (Haass et d., 1993; da Cruz e Silva
eta., 1993).

Es gibt verschiedene Mdoglichkeiten, wie die PKC die a-Sekretase-Spdtung beanflussen
konnte. Einersaits konnte die PKC die a-Sekretase direkt phosphorylieren (Skovronsky et
al., 2000a); dies konnte fir MDC9 (siehe 1.3.3.1) gezeigt werden (Roghani et d., 1999).
Anderersaits konnte die Aktivierung der PKC den APP-Transport vom TGN zur Zellober-
flache beschleunigen. Dies wirde zu enem gedeigerten Einbau von APP in die Plasma-
membran fihren, wo die a-Sekretase-Spaltung erfolgt (Caporaso et d., 1994; Xu et 4d.,
1995).

Wéhrend des Verlaufs der Alzhemer Demenz vom sporadischen Typ treten Dysfunktionen
verschiedener Signdtransduktionssysteme auf. Dazu gehdren ene reduzierte Produktion
von Phosphoinogt-4,5-bisphosphat, ene Beantréchtigung von G-Proten vermittdten Sg-
nalkaskaden, Verdnderungen in der APP-Gy,-Sgndtransduktion sowie en verminderter
neuronaer Gehalt der PKC (Fowler et d., 1995; Roth et al., 1995).

Die Ursachen fur die genannten, nicht nur auf das Gehirn beschrénkten Veranderungen
snd noch unbekannt. Auch der (kausde) Zusammenhang zwischen den verdnderten Sig-
nalkaskaden und z.B. dem proteolytischen Prozesseren von APP ist noch wetgehend
unklar (Fowler et d., 1995; Roth et d., 1995).

15 Die O-GIcNAc-M odifikation

Bis vor ca 15 Jdwren ging man davon aus, dass Proteine nur auf ihren extrazeluldren
Doméanen glykosyliet sein kénnen, da man annahm, dass die Glykosylierung von Pro-
tenen nur in lumenden Kompatimenten des ER oder Golgi co- und post-trandationa
dattfindet. Dann wurde dlerdings eine Form der pos-trandaionden Glykosylierung ent-
deckt, die nicht im ER oder Golgi-Komplex dattfindet sondern im Cytosol und Zdlkern.
Es handdt sch hiecbel um das Monosaccharid N-Acetylglucosamin, das O-glykosdisch an
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die Hydroxylgruppen von Serin- bzw. Threonin-Resten gebunden ist (O-GIcNAC) (Torres
und Hart, 1984).

O-GIcNAc ig eine weit verbreitete Modifikation. Se wird von alen bisher untersuchten
Eukaryoten exprimiert. Dazu gehdren z.B. filamentose Pilze, Pflanzen, Tiere, tierische
Parasiten sowie fur Eukaryoten infektiose Viren (Comer und Hart, 2000). O-GIcNAc
kommt auf Proteinen des Zellkerns sowie des Cytoplasmas vor, wobel die Kernhille die
hochge Konzentration an O-GlIcNAc-modifizierten (O-GIcNAcylierten) Proteinen  bestzt
(Hart, 1997; Holt et al., 1987).

Inzwischen konnten schon mehr ds 100 Proteine ds O-GIcNAc-modifiziet nachgewiesen
werden (Dong et a., 1996). Dazu gehtren die Kernporenproteine, an der Trandation und
Transkription beteiligte Proteine, Tumorsuppressor-Proteine und Oncogene, Proteine des
Cytoskeletts, Kinasen und Phosphatasen sowie Membranproteine (Comer und Hart, 1999,
Hart, 1997; Roos und Hanover, 2000; Snow und Hart, 1998; Griffith et d., 1995; Cheng
und Hart, 2001; Jang und Hart, 1997). Fir das Kernporenprotein p62, aber auch fur andere
Proteine konnte gezeigt werden, dass mehrere Aminosauren eines Proteins mit O-GICNAC
modifiziert sein kénnen (Lubas et al., 1995; Dong et d., 1996).

1.5.1 Madagliche Funktionen der O-GIcNAc-M odifikation

Die genauen biochemischen Funktionen von O-GIcNAc sind noch nicht bekannt, jedoch
deuten verschiedene Experimente auf lebensnotwendige Funktionen von O-GIcNAcC hin.
So fuhrt z.B. Trandfektion von CHO-Zdlen mit einer cytoplasmatisch oder nukledr lokdi-
derten Gaactogyltranderase zur Gdactosylierung von O-GICNAC (,capping®) und bewirkt
das Abgerben der Zdlen innerhdb eines Zdlzyklus. Die Autoren fihren diesen letden
Effekt auf die Hemmung des O-GIcNAc-Metabolismus zurtick (Snow et d., 1996; Hart et
d., 199). Aulerdem snd embryonde Stammzellen mit enem inaktivieten Gen der O-
GlcNAc-Transferase (OGT) (siehe 1.5.2.1) nicht lebensfahig, was deutlich macht, dass die
OGT fir die Maus-Ontogenitd sowie die Vitditd embryonder Stammzdlen essentidl ist
(Shafi et d., 2000).
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Abb.4: Zusammenhang zwischen den Proteinmodifikationen O-GIcNAc und Phosphat (nach Correr
und Hart, 2000)
Zur Vereinfachung der Komplexitét ist ein Protein mit zwei mdglichen Modifikationsstellen (Stelle
A und Stelle B) dargestellt. Ausgehend vom unmodifizierten Zustand kann das Protein entweder O-
GlcNAcyliert (Wege 1 und 3) oder phosphoryliert (Weg 2) werden. Auch ist ein reziproker
Zusammenhang zwischen den beiden Modifikationen an derselben Stelle (Weg 4) oder aber an
unterschiedlichen Stellen (Weg 5) méglich. Bestimmte zellulére Signale kdnnen zum jeweiligen
Austausch zwischen O-GIcNAc und Phosphat fihren. Die beiden Modifikationen kdnnten auch auf
zelluldre Stimuli hin unabhéngig von einander an dieselben (Wege 1 und 2) oder verschiedenen
Serin-/Threonin-Reste (Wege 2 und 3) gebunden oder von ihnen abgespalten werden. Diese unter-
schiedlichen M odifikationszustdnde kénnen mit unterschiedlichen Funktionen des Proteins verbun-
den sein. Die beiden Modifikationen kdnnen sich auch gegenseitig beeinflussen, so dass das Protein
nacheinander GGIcNAcyliert und phosphoryliert wird (Wege 2 bis 6 oder 3 bis 7). Nicht darge-
stellt ist die Moglichkeit, dass die Stelle A phosphoryliert ist bzw. beide Stellen mit O-GIcNAc
oder nur Phosphat modifiziert sind.

Alle bisher identifizierten O-GlcNAcylierten Proteine sind Phosphoproteine. Vide der O-
GlcNAc-modifizieten Stdllen 8hneln Konsensus-Sequenzen  verschiedener  Kinasen,  wie
zB. der Prolin-dirigierenden Kinasen, Casainkinase Il und GSK-3 (Hatiwanger et 4.,
1992a; Hayes und Hart, 1994; Hart et d., 1996). Tats&chlich kompetieren G GIcNAc und
Phosphat in einigen Falen um diesdbe Aminosiure, wie z.B. fir den murinen Ostrogen
Rezeptor b, das SV40 T-Antigen sowie das Oncogen ¢Myc gezeigt wurde (Cheng et d.,
2000; Cheng und Hart, 2001; Medina et al., 1998; Chou et d., 1995). Es konnte aber auch
die Co-Exigenz von O-GIcNAc und Phosphat auf verschiedenen Serin-/Threonin-Resten
eines Proteins gezeigt werden (Dong et a., 1996).

Experimente mit Aktivatoren (Inhibitoren) von Kinasen bzw. Phosphatasen weisen auf
ene generdle reziproke Beziehung zwischen O-GIcNAc und Phosphat hin. In Klenhirm
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neuronen fihrte die Aktivierung der PKC oder PKA zu einer Reduktion der O-GIcNAC-
Modifikation, und zwar hauptsichlich bel cytoskeletden und mit dem Cytoskelett assozi-
ierten Proteinen (Griffith und Schmitz, 1999). Auch Inhibition von Phosphatasen mittels
Okadasdure reduzierte den O-GIcNAc-Einbau in  hauptsichlich  nukledre  Proteine
(Lefebvreet d., 1999).

Da Sgndkaskaden zdlulé&re Prozesse durch (De-)Phosphorylierung von Proteinen regulie-
ren, kénnte O-GIcNAc ene fur Kohlenhydrate ungewohnliche, direkte Rolle be Signd-
kaskaden spiden (Wells et d., 2001). So kann O-GIcNAc den Phosphorylierungsgrad von
Proteinen durch gerische Hinderung oder Blockade der Phosphorylierungsstellen beein-
flussen. Zum anderen igt aber auch maglich, dass O-GIcNAc-modifiziete Proteine eine
andere Konformation annehmen as die durch negativ geladene Phosphatreste modifizier-
ten Proteine, s0 dass daraus je nach Modifikation unterschiedliche Aktivitéiszustande ein
und dessdben Proteins resutieren (Hanover e d., 1999). Das komplexe Zusammenspidl
zwischen O-GIcNAc und Phosphat ist vereinfacht in Abb. 4 dargestelt.

Die Ahnlichkeit der O-GIcNAc-Modifikation mit der Phosphorylierung von Proteinen wird
durch weltere Beobachtungen unterstiitzt: 1. O-GICNAc bestzt eine sehr vid grof3ere
Umsatzrate ads das Trégerprotein, was man fir eine dynamische, in Signadtransduktion
involvierte pog-trandationale Modifikation erwarten wirde. Dies wurde fur Cytokeratine
sowie fur kleine Hitzschock-Proteine gezeigt (Chou und Omary, 1993; Roquemore et d.,
1996). 2. In bestimmten Fdlen reagiert O-GIcNAc auf zdluldre Stimuli, wie zB. be der
Aktivierung von Lymphocyten mit Concavdin A (Kearse und Hat, 1991). 3. Die O-
GIcNAc-Expresson zB. der Cytokeratine sowie verschiedener Kernporenproteine ist
abhéngig vom Zdlzyklus (Chou und Omary, 1993; Hayes und Hart, 1994).

O-GIcNAc werden auch noch weitere Funktionen zugeschrieben. Vide der O-GIcNAC-
modifizieten Proteine kdnnen multimere Komplexe bilden, wie z.B. die Kernporenpro-
teine. Es wird daher angenommen, dass O-GIcNAc die Assoziation von Proteinen begiins-
tigen oder sabiliseren kann (Hat et d., 1996). AuRerdem scheint O-GIcNAc ene Roalle
beim , Turmover* von Protdnen zu spiden, die ,PEST“-Sequenzen® tragen. Proteine mit
einer oder mehreren PEST-Sequenzen werden schnell abgebaut, wenn diese phosphoryliert
and, wohingegen die O-GIcNAc-Modifikation dieser Serin- bzw. Threonin-Reste den

1 PEST-Sequenzen zeichnen sich durch einen hohen Gehalt an Prolin (P), Glutamat (E), Serin (S) und
Threonin (T) aus (Rechensteiner, 1990).
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PEST-vermittelten Abbau zu verhindern scheint (Hayes und Hart, 1994; Haltiwanger et d.,
1992a; Rechengteiner, 1990). Dies konnte fir den Ostrogen-Rezeptor b gezeigt werden
(Cheng et d., 2000). Weiterhin wird angenommen, dass O-GIcNAc as Glucose-Sensor
fungieren konnte, da die extrazdlul&e Glucose-Konzentration die O-GlcNAcylierung von
Proteinen beeinflussen kann. Essentiell dafir ist, dass Glucose Uber Glucosamin zu UDP-
GIcNAc, dem Substrat der O-GlcNAc-Transferase metabolisert wird (Han et d., 2000;
Liuetd., 2000).

152 EnzymedesO-GIcNAc-Zyklus

1.5.2.1 Die O-GIcNAc-Transferase

Ene O-GlcNAc-Trandferase (OGT) mit cytosolischer  und  nukledrer  Enzymaktivitét
wurde zunéchgt aus Rattenleber und aus Membranen von Kaninchenreticulocyten isoliert
(Haltiwanger et dl., 1990).

Das aus Rattenleber, humanen Erythrocyten und C. elegans klonierte OGT-Gen befindet
gch auf dem X-Chromosom (Kreppel et a., 1997; Lubas et d., 1997; Shafi et a., 2000).
Das Gen kann in dlen bisher untersuchten Eukaryoten nachgewiesen werden und weist
keine Sequenz- oder Struktur-Homologie zu bisher klonierten UDP-GIcNAC-Transferasen
auf (Kreppd und Hart, 1999). In der Pflanze Arabidopsis wurde en homologes Gen
(spindly, spy) identifiziet, dessen Genprodukt in die Hemmung des Gibberilin-
Sgndtransduktionsiveges involviert ist (Thornton et ., 1999).

Die OGT ig e@n Heterotrimer aus zwe a- und ene b-Untereinheit. Die a-Untereinheit
(p110) enthdlit wahrscheinlich das katdytische Zentrum, wahrend die b-Untereinhet (p78)
vermutlich dnlich wie bae anderen Glykosyltrandferasen regulatorische Funktionen besitzt
(Haltiwanger et d., 1992b).

Die OGT ig zwischen den Spezies hoch konserviert und wird in alen bisher untersuchten
Geweben exprimiert, wobe die stérkste Expresson im Pankreas zu beobachten ist (Lubas
et a., 1997). Das Enzym ig O-GIcNAcyliert und bestzt ene Konsensus-Sequenz fir
Tyrosn-Phosphorylierung, so dass die Enzymaktivitdt vermutlich durch eine oder mehrere

! Uridin Diphospho-N-A cetyl glucosamino: Peptid b-N-A cetyl glucosaminyltransferase
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Rezeptor-Tyrosinkinasen reguliert werden kann (Kreppel et d., 1997). Des weiteren sind
UDP, UTP sowie UDP-GIcNACc, nicht aber UDP-GANAc oder UMP, potente Inhibitoren
des Enzyms (Hatiwanger et d., 1992b).

1.5.2.2 Die O-GIcNAc-Hydrolase

Ahnlich wie Phosphatasen fir die Abspatung von Phosphat verantwortlich sind, sind O-
GlcNAc-Hydrolasent verantwortlich fir die Abspatung von O-GIcNAc. Eine cytosolische
und nukledre O-GIcNAc-Hydrolase, die sdektiv O-glykosdisch gebundenes GIcNAC
abgpdtet, konnte aus Ratenmilz aufgereinigt und identifiziet werden (Dong und Hart,
1994).

Das Gen der O-GIcNAc-Hydrolase, das sich auf Chromosom 10 befindet, konnte kirzlich
aus humanem Hirn kloniet werden. Die O-GIcNAc-Hydrolase, die keine dgnifikante
Homologie zu anderen Proteinen oder Glykosdasen aufwed, ist in hoheren Eukaryoten
konsarviert, wéhrend ein Homolog in Hefen oder Prokaryoten fehit (Gao et d., 2001).

Die O-GIcNAc-Hydrolase ist ein Heterodimer bestehend aus einer a- und ener b- Unter-
enhet. Die Enzymektivitst i in alen untersuchten Rattengeweben nachweisbar und hat
im Gegensatz zur lysosomaen GIcNAc-Hydrolase en neutrdes pH-Optimum (Dong und
Hart, 1994). Das Enzym wird durch GICNAc und dessen Andoga. einschliefdich PUGNAC
(O-(2- Acetamido- 2- deoxy- D- glucopyranosyliden) -amino- N - phenyl carbamet) und
LOGNAC  (2-Acetamido-2-deoxy-D-gluconhydroxim-1,5-lacton) gehemmt  (Hatiwanger
etal., 1998).

1.5.3 Zusammenhang zwischen O-GIcNAc und der Alzhemer Krankheit

Es gibt verschiedene Hinwese fir ene mogliche Betaligung von O-GIcNAc an der
Pathogenese der AD. So dnd die beiden an der Entstehung der Krankhet betelligten Pro-
tene Tau (Sehe 1.22) und APP (sehe 1.3) O-GIcNAc-modifiziert (Arnold et d., 1996;
Griffith et d., 1995). Es ig nicht auszuschlief3en, dass auch die Preseniline O-GIcNAcyliert
sand, da se auch phosphoryliert snd und darliber hinaus die N-terminde Region von PS2

! b-N-Acetylglucosaminidase
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einer PEST-Sequenz dhndt (Wadter et d., 1998; Li und Greenwald, 1996). Zudem werden
be der Krankhet Stérungen verschiedener Signdtransduktionssysteme beobachtet (Roth
et d., 1995; Mattson et a., 1998) (sehe 1.4).

Da de O-GIcNAc-Modifikation vermutlich en  zur  Phosphorylierung — dterndives
Signdtransduktionssystem darstdlt (sehe 1.5.1), spiden maoglicheeweise neben verdnder-
ten Kinase-/Phosphatase-Aktivitdten auch Veranderungen der  Aktivitdten  und/oder
Expression der OGT bzw. O-GlIcNAc-Hydrolase bel der Pathogenese der AD eine Ralle.

Ein weterer Hinwels auf Verdnderungen der O-GIcNAc-Modifikation von Proteinen bel
der AD lasst dch daraus adleten, dass im Vergleich zu Hirnen von gesunden Kontroll-
patienten in Hirnen von Alzhemer Patienten mit dem Cytoskdett asoziierte Proteine eine
gesteigerte O-GIcNAc-Modifikation aufweisen. Dies i nur in Hirnregionen nachweisbar,
die von den pathologischen Veranderungen der Krankhet betroffen sind, wie z.B. Hippo-
campus, Tempora- und Frontalcortex (Griffith und Schmitz, 1995). Die von der gedte-
gerten O-GlcNAcylierung betroffenen Proteine sind dlerdings noch unbekannt.

Es wurde auch be Alzhemer Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen ene
geringere Expression der O-GlcNAc-modifizierten Proteine AP-3 und AP-180" beobachtet
(Yao und Coleman, 19983 Yao und Coleman, 1998b). Allerdings lasst sich aufgrund der
reduzierten Proteinmenge keine Aussage dariber machen, ob auch die O-GIcNAc-Expres

son dieser Proteine verdndert ist.

16 Zidsetzung der Arbeit

Das APP-Prozesseren wird durch verschiedene Signdtransduktionssyseme reguliert. Wie
in 1.4 diskutiert, ist von besonderer Bedeutung, dass das APP-Prozesseren durch PKC
regulierbar is. Da O-GIcNAc as en zur Phosphorylierung dternatives Signdtransduk-
tionssysem gilt und auch gezeigt worden igt, dass sch die O-GIcNAc-Expression reziprok
zur PKC-Aktivierung/-Inaktivierung verhdt, ldsst sch podulieren, dass der APP-Metabo-
lismus durch O-GIcNAcylierung beeinflusst werden kann.

Ein weterer Hinwes id, dass in Hirnen von Alzhemer Patienten eine erhthte O-GIcNAC-
Modifikation von cytoskdetden und mit dem Cytoskeett-assoziierten Protenen im Ver-
gleich zu Hirnen von Kontrollpatienten beobachtet wurde (Sehe 15.3). Es ig nicht
bekannt, ob APP aus Gehirnen von Alzheimer Patienten eine verdnderte O GIcNAc-Modi-

*AP-3 und AP-180 sind an der Clathrin-abhangigen Vesikel bildung beteiligt.
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fikation aufwels. Es i moglich, dass die abnorme O-GIcNAc-Modifikation von (regulao-
rischen) Proteinen oder von APP selbst dessen proteolytisches Prozess eren beainflusst.

In der vorliegenden Arbat sollte der mogliche Einfluss der O-GIcNAc-Modifikation von
Proteinen auf das proteolytische Prozesseren des humanen APPsgs untersucht werden. An
Neuroblastomzellen in Kultur wurde daher (@) die O-GICNAc-Maodifikation von APP und
(b) die Auswirkungen ener vergédrkten O-GIcNAc-Modifikation dler Proteine, die durch
Hemmung der O-GIcNAc-Hydrolase erreicht wurde, auf verschiedene Parameter des APP-
Metabolismus untersucht.
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2. Material und Methoden
21 Materialien und Geréte
211 Gerate
Gerat Typ; Hersteller/Vertrieb Sitz
Elektrophorese-System fir Mini- Protean |; Bio-Rad Munchen
Proteinauftrennung
Geltrockner Frobel Laborgerédte Kaln
Membranpumpen M72C; Vacuubrand Wertheim
Mikroskop DMIL; Leica Wetzlar
pH-Messgerét 761 Cdimatic; Knick Fastnacht Bonn
Reinstwasser- Anlage Barbstead E-Pure; Werner Leverkusen
Spannungsudle PowerPac200; BioRad Munchen
Sterilbank BHA72; Schrader Friedland
Tiefkthlschrank -80 °C UltraLow; Sanyo Japan
Titertek PLUS MS2 ICN Meckenheim
Vortexer Certomat MV; Braun Biotech Int. Melsungen
Zdl-1nkubator Modell 160; ICN Eschwege
Zentrifugen: Biofuge 15R; Heraeus Osterode

Biofuge 13, Heraeus Osterode

L abofuge 200; Heraeus Osterode

2K15, Sigma Deisenhofen
2.1.2 Verbrauchsmaterialien
Artikel Hersteller Sitz
Einweg Zd|schaber Becton-Dickinson Plymouth, GB
Flexible Falcon 3912 Mikrotiter- Becton-Dickinson Heidelberg
Patten
Kryogefdde, 1ml Greiner Solingen
Mikroreaktionsgefalie, 1,5ml Eppendorf Hamburg
Petrischalen Sarstedt NUmbrecht
Pipetten Sarstedt Numbrecht
T75-Zdlkulturflaschen Sarstedt Numbrecht
Zdlkulturschalen 6cm Sarstedt Numbrecht
Zentrifugenréhrchen 15 ml Falcon®, Becton-Dickinson Plymouth, GB
Zentrifugenréhrchen 50 ml Falcon®, Becton Dickinson Pymouth, GB



Materia und Methoden

25

2.1.3 Chemikalien

Alle nicht aufgefiihrten Chemikaien ssammen von der Firma Merck, Darmstadit.

Reagenz

Acrylamid
Ammoniumpersulfat-Ldsung
Aprotinin

Bis-Acrylamid

Bradford

Protei nbestimmungsreagenz
Bromphenolblau
Cyanogenbromid- aktivierte
Sepharose

DC (Detergent Compatible) Protein
Assay

DMSO

DOTAP®

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM)
Ethylendiamintetraecetat (EDTA)
Fotales Kdlberserum (FKYS)
Geneticin (G418)

Glutamin

HEPES

Leupeptin

Lumilight™s

Mercapthoethanol
Micr-O-protect

Mowiol

Natriumdodecylsulfat
Nitrocellulose-Membran
Nonidet P 40
Penicillin/Streptomycin

Pepstatin

PMSF

Ponceau-S

Protein-M ol ekulargewichtsstandard
Rinderserumabumin (BSA)
RPMI 1640

Rontgenfilme X-OMAT AR
SuperSigna®Substrate

TEMED

Trypsn (fur die Zdlkultur)
Wasserstoffperoxid

Hersteller

Serva
Sgma
Roche
Serva
Biorad

Sarva
Phamacia

Biorad

Sgma
Roche

Sgma

Riedl-de Haén
Sgma
ICN
Huka
Serva
Sgma
Roche
Sgma
Roche
Hoechst
Biorad
Satorius
Roche
Sgma
Roche

Eastman-K odak
Pierce
Pharmecia
Roche

Riedl-de Haén

Sitz

Heidelberg
Desenhofen
Mannham
Heidelberg
Minchen

Heidelberg
Frelburg

Minchen

De senhofen
Mannham
Deisenhofen

Sedze
Desenhofen
Meckenheim
Neu-Ulm
Heidelberg
Desenhofen
Mannhem
Desenhofen
Mannham
Frankfurt
Minchen
Gottingen
Mannhem
Desenhofen
Mannhem
Desenhofen
Heidelberg
Freiburg
Desenhofen
Deiserhofen
Minchen
Rochester, USA
Freiburg
Mannhem
Sedze
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2.1.4 Antikorper

Primére Antikor per

8E5

AL25

AL28

anti-APPs1gY-Antikorper

HGAC39
RL2

WO0-2

Monoklonder Maus-Antikorper gegen das Epitop 444-592
von APP. Humanspezifisch.  Aliquots mit  Glycerin  im
Verhdtnis 1:1 (v/v), Antikorperkonzentration: 2,65 pg/pl
Polyklonder  KaninchentAntikorper  gegen  die  pl10-
Untereinheit der O-GICNAC-Transferase

Polyklonder KaninchentAntikdrper gegen den C-Teminus
der p110-Untereinheit der O-GIcNAC-Transferase

Polyklonder Huhn- Antikdrper gegen rekombinantes APPs
Monoklonaler Maus- Antikorper gegen O-GIcNAC

Monoklonder Maus-Antikdrper gegen O-GIcNAc der Fa
Affinity Bioresgents Inc., USA. Aliquots mit Glycerin im
Verhdtnis 1:1 (v/iv), Antikdrperkonzentration: 1pg/ul
Monoklonaler Maus-Antikorper gegen das Ab-Epitop von
APP. Humanspezifisch. Antikorperkonzentration 0,5 pg/pl

Der 8E5-Antikorper wurde freundlicherweise von Athena Neuroscience (San Francisco),
der WO-2-Antikorper von K. Beyreuther (Heidelberg), der AL25 sowie AL28-Antikorper
von G. Hat (Bdtimore, USA) und die Eigdbe von mit rekombinantem APPs
immunisierten Hihnern von V. Herzog (Bonn) zur Verfiigung gestellt.

Die Antikorper-Zdllinie des HGAC39-Antikorpers wurde freundlicherweise von  N.
Greenspan (Cleveland, Ohio, USA) zur Verfligung gestdt.
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Sekundare Antik6r per

anti-Maus-POD

anti- Kaninchen-POD

anti-Maus-Cy3

Polyklonder  Ziege- Antikorper,
Subklassen 1gG und IgM  erkennt, gekoppdt an Mearettich

der die Maus-Antikorper der

Peroxidase

Polyklonder Ziege-Antikorper, der die KaninchenAntikorper der
Subklassen 1gG und IgM  erkennt, gekoppelt an Meerrettich-
Peroxidase

Polyklonder  Ziege-Antikorper,
Subklasse 1gG erkennt, gekoppelt an Cy3

der die Maus-Antikorper der

Alle Zweitantikdrper wurden von der Firma Dianova (Hamburg) bezogen.

2.2 Losungen und Puffer

Haufig verwendete Puffer und Stamml 6sungen:

Apratinir/Leupeptin-

StammlGsung (10.000fach):

PBS:

Pepgtatin- Stammlésung:

Probenpuffer (5fach):

10 mg/m
10 mg/ml

137 mM
3mM
16 mM
1,5mM

1 mg/ml

250 mM

7,5 % (W)
30 % (W)
0,25 %(wW/v)
1% (VV)

Aprotinin
Leupeptin

NaCl

KCI
NaHPO,
KH>PO4
pH 7,2-7,4

Pepgtatin
in Methanol

Tris-HCl

DS

Glycerin
Bromphenolblau
b-Mercaptoethanol
pH 6,8
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2.3 M ethoden

2.3.1 Zdlkultur

2.3.1.1 Kultivierung und Subkultivierung von N2a- sowie COS-Zellen

HBSS: 54mM KCl
044mM KH,PO,
1369mM NaCl
462mM  Na,HPO,
55mM D-Glucose
0,03mM Phenolrot
pH 7,2-7,4 (eingestellt)

Trypsin/HBBS: 0125% Trypsin
(wiv) inHBSS

Zdlkulturmedium: RPMI 1640 (mit Glutamin)
1% (v/v) Penicilin/Streptomycin
0,2% (w/v) Geneticin G418
10% (v/iv) FKS
DMEM

1% (v/v) Penicilin/Streptomycin
1% (w/v) Glutamin

10% (v/v) FKS

Murine N2aNeuroblasomzdlen wurden in Zusammenarbeit mit der Arbetsgruppe von
PD Dr. T. Bayer, Klinik fur Psychiatrie und Psychothergpie, Universté Bonn, stabil mit
der cDNA des Wildtyps bzw. der schwedischen Mutante des humanen APPsgs (N2a-
APPsos-  bzw. N2aAPPsgssy-Zellen) trandfiziert. Als Expressonsvektor diente der
retrovirde Vektor pLXSN. Néhere Angaben zur Durchfibrung der Trandfektion sind
Weggen (1996) zu entnehmen.

N2a-Zdlen weden in RPMI mit 10 % foétaem Ké8bersssum (FKS) und 1 %
Penicilli/Streptomycin bei 37 °C und in 5 % CO,-Atmosphére kultiviert. Die Selektion
der Zdlen, die das Plasmid dabil in ihr Genom integriert haben, efolgt mit Geneticin
G418 (0,2 %) in RPMI-Kulturmedium. Die Kultivierung efolgt in T75-Zdlkulturflaschen,
die zur besseren Adhésion der Zellen mit 0,1 % poly-L-Lysin (PLL) beschichtetet werden.

Die fur die transente Transfektion verwendeten COS-Zdlen werden in DMEM mit 10 %
FKS, 1 % Penicllin/Sreptomycin und 1 % Glutamin bei 37 °C und in 5 % COs,-
Atmosphére kultiviert.
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Ca 95 % konfluente Zedlen werden dreimd mit HBSS gewaschen und dann zur
Disozigtion ca 3 min mit Trypsn/HBSS inkubiert. Durch Zugabe von 1/10 Vol. FKS
wird der Prozess gestoppt, die Zdlsuspenson in en 15 ml Zentrifugenréhrchen Gberflhrt
und ba 150 g pdleiet. Das Zdlpdle wird in Kulturmedium resuspendiert und
abschlief3end in einem Verhdtnis von 1:10 auf neue Zd lkulturflaschen verteilt.

2.3.1.2 Langzeit-L agerung von Zellen

Einfrier-Medium: 90 % (v/v) Zellkultur-Medium

10% (v/v) DMSO
Zdlen mit ener Konfluenz von ca 95 % werden aus einer T75-Zdlkulturflasche abgel 6t
und pdldiet (sehe 2311). Das Zdlsediment wird in 2 ml der Einfrielésung
resuspendiet und auf zwe 1 ml Kryogefdde vertelt. Bevor die Zdlen zur Langzet-
Lagerung in flissgen Stickstoff Uberfiihrt werden, werden se ca. 1 Woche be -80 °C
aufbewahrt.

2.3.1.3Trangente Transfektion von N2a- sowie COS-Zellen

Die trandente Transfektion der N2a& sowie COS-Zdlen mit der ¢cDNA der O-GIcNAC-
Transferase aus Ratte, die freundlicheweise von G. Hat (Bdtimore, USA) zur Verfligung
gestdlt wurde, efolgt mit dem DOTAP-Kit der Fa Roche entsprechend der Anleitung des
Hergdlers. Es werden 5 ug cDNA pro Petrischde (6 cm Durchmesser) zur Transfektion
engestzt. Die Inkubation mit der DOTAP/cDNA-Mischung efolgt 18 h. Nach
dremdigem Waschen mit HBSS werden die Zdlen fir wetere 24 h in Kulturmedium
kultiviert.



Materia und Methoden 30

2.3.1.4 Kultivierung von Zéllen in Ab- und Anwesenheit von PUGNAC

Zur Behandlung der N2a& und N2a-APPsgs-Zdlen mit PUGNAC, einem potenten Inhibitor
der O-GlcNAc-Hydrolase, werden 0,25 x 10° Zdlen/Petrischde (6 cm Durchmesser)
ausgesdt (sehe 2.3.1.1). Nach 72 h werden die Zdlen dreimd mit HBSS gewaschen, 1,5
ml serumfreies RPMI und dann 40 uM PUGNAC (1,5 pl ener 40 mM Stammlésung) bzw.
die &uivdente Menge agua dem. zugegeben. Die Zelen werden anschlielend 20 h

weterkultiviert.

2.3.1.5Herstellung von Gesamthomogenaten von Zellen

Homogenisierungspuffer 10mM NaHPO,/NaH,PO,, pH 8,0 (eingestellt)
140mM  NaCl
3mM MgCl,
1% (v/v) Nonidet P40 (NP-40)

DPBS Losung A (10fach)

137M NaCl

003M KCI

008M NayHPO,+2H,0

001M KH,PO,

Ldsung B (1.000fach)

09M MgCl,*6H,0
0,9 M C&lz 2 Hzo

100 mM GIcNAc sowie die Proteasainhibitoren PMSF (1 mM), Aprotinin (1 pg/mi),
Leupeptin (1 pg/ml) sowie Pepdain (1 pg/ml) werden dem Homogenisierungspuffer
unmittelbar vor Gebrauch zugegeben.

Nach dremdigem Waschen mit DPBS weden die Zdlen mit enem Zdlschaber in
Homogeniserungspuffer abgeldst und suspendiert. Nach 30mindtiger Inkubation auf Eis
wird die Sugpenson 10 min be 15000 g (Biofuge 15R, Rotor 3743) und 4 °C zentrifugiert.
100 pl des Uberstandes (Gesamthomogenat) werden direkt mit 25 pl Sfach Probenpuffer
(dehe 2.2) versetzt und bis zur Andyse bei -20 °C, der restliche Uberstand bei -80 °C
aufbewahrt.
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2.3.1.6 Praparation der Detergens-lodichen Fraktion und der Detergens-unlédichen
Cytoskelettfraktion (nach Refoloet al., 1991)

Solubilisierungspuffer A:

10mM PIPES (Serva, Heidelberg)

50mM Kd
2mM EGTA (Boehringer, Mannheim)
1mM MgCl,

2M Glycerin
0,5% (w/v) Triton X-100 (Serva, Heidelberg)
100mM GIcNAc (Sigma, Minchen)

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

100 mM GIcNAc sowie die Proteasainhibitoren PMSF (1 mM), Aprotinin (1 pg/ml),
Leupeptin (1 pg/ml) und Pepdtatin (1 pug/ml) werden frisch zu den Puffern hinzugegeben.

Die Zdlen werden dreimd mit DPBS (Sehe 2.3.1.5) und eénma mit Solubiliserungspuffer
A ohne Triton X-100 gewaschen bevor se 5 min be Raumtemperatur (RT) mit
Solubiligerungspuffer A (mit Triton X-100) inkubiert und so extrahiet werden. Die
Detergendésung wird abgenommen und 10 min be RT und 15000 g zentrifugiert. Der
Uberstand wird a's Detergens-16diche Fraktion bezeichnet.

Die in dar Perischde verbliebenen Zedlreste werden mit Solubiliserungspuffer A ohne
Triton X-100 abgeschabt und mit ener Pidille auf Eis homogenidert. Das Homogenat
wird 15 min bel 4 °C und 10000 g zentrifugiert. Das Detergens-unlédiche Pdlet wird in
Solubiliserungspuffer B resuspendiert und ca 7md durch ene 22 gauge Nadd gepresst
und zuletzt 10 min be 100 °C erhitzt, um den Losungsvorgang zu unterstiitzen. Nach ener
abschlieRenden 10-minitigen Zentrifugation bei RT und 15000 g wird der Uberstand, bei
dem es sch um die Detergens-unl6diche Cytoske ettfraktion handelt, abpipettiert.
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2.3.1.7 Gewinnung von konditionierten Medien

Ca 8 % konfluente Zellen werden dremd mit HBSS gewaschen und in serumfreem
Kulturmedium ca 22 h weterkultiviet. Der Zdlkulturlberdand (konditioniertes Medium)
wird abgenommen und mit den Proteasainhibitoren PMSF (1 mM), Aprotinin (1 pg/ml),
Leupeptin (1 pg/ml) sowie Pepdatin (1 pg/ml) versetzt. Ein Tel des konditionierten
Mediums wird mit 5fach Probenpuffer (Sehe 2.2) versetzt und be -20 °C, der Rest nach
Einfrieren in fliissgem Stickstoff bei -80 °C aufbewahrt.

2.3.2 Begtimmung der Proteinkonzentration

.Reagenz A", ,Reagenz S*' und ,Reagenz B“ des Proteinbestimmungskits DC (Detergent Compatible)
Protein Assay nach der Methode von Lowry (1951) (BioRad, M tinchen)
Bradford-Reagenz (BioRad, M linchen)

Die Betimmung der Proteinkonzentration nach Lowry bzw. Bradford wird gemd? den
Angaben des Hergdlers durchgefihrt. Als Standard dient eine Verdinnungsreihe von
BSA in  Homogeniserungspuffer  bzw. PBS ba  Zdlkulturlberganden.  Die
Ausgangskonzentration  betrdgt 10 pg/pl. Se  wird  schrittweise bis zu  ener
Endkonzentration von 0,00049 pg/ul verdinnt. Sowohl von der Standardverdiinnungsreihe
asauch von den einzelnen Proben werden Dreifachbestimmungen durchgefiihrt.

Aus den Mittedwerten der Standardverdinnungsreihe wird nach Abzug des Hintergrundes
ene Eichkurve ersdlt. Durch Auftragen der optischen Dichte gegen die Konzentration
|&sst Sch die Proteinkonzentration direkt bestimmen.

2.3.3 Proteinchemische M ethoden

2.3.3.1Immunprazipitation von APP aus Gesamthomogenaten

LiCl-Waschpuffer: 100mM LiCl
150mM  TrigHCl
pH 7,4 (eingestelIt)

Tris-Puffer: 1mM Tris’/HC
pH 7,9 (eingestelIt)
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1 ml frisch prépariertes Gesamthomogenat wird mit 150 pl des an CNBr-aktivierte
Sepharose gekoppelten polyklonalen anti-APPs1gY-Antikorpers (sehe 2.3.4) Uber Nacht
(0. N.) unter Rotieren bel 4 °C inkubiert. Am néchsten Tag wird der AntigenAntikorper-
Sepharose-Komplex durch 2-minltige Zentrifugation bel 13000 rpm (Biofuge 15R, Rotor
3743) und 4 °C pdletiert. Der Uberstand wird verworfen und das Pdlet dreimal mit je 1 ml
LiClPuffer und abschliel¥end einma mit 1 ml TriHCl gewaschen. Anschlief3end wird das
Pellet in 120 pl reduzierendem 2fach Probenpuffer aufgenommen und 10 min be 100 °C
erhitzt. Die duierten Proteine werden durch SDS-PAGE (sehe 2.3.3.2) aufgetrennt.

2.3.3.2 Auftrennung von Proteinen durch SDS-PAGE

Acrylamid-Stamml dsung: 29,2 % (w/v) Acrylamid
0,8 % (w/v) Bisacrylamid

APS-Losung: 10 % (w/v) Ammoniumpersulfat (APS)
Elektrophoresepuffer: 25mM  Tris-HCI
192mM  Glycin
0,1% (w/v) SDS

pH 8,3
Sammel gelpuffer: 1M Tris-HCI

pH 6,8
SDS-Ldsung: 10 % (w/v) SDSin aguadem.
Trenngelpuffer: 15M Tris-HCl

pH 8,8

Die Auftrennung von Proteinen gemd3 ihres Molekulargewichtes efolgt durch die
diskontinuierliche Geleektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli (1970), be der das
Minigd-System der Fa. Biorad verwendet wird. Das Sammelgel hat eine Grofe von 1 cm,
das Trenngd von 6 cm. Die Zusammensetzung des Polyacrylamidges und der Puffer
entspricht der Vorschrift von Harlow und Lane (1988). Es wurden 1,5 mm dicke
Polyacrylamidgele verwendet.

Die zu untersuchenden, mit Probenpuffer gemischten Proteine werden 10 min bei 100 °C
denaturiert bzw. immunprézipitierte Proteine duiert. Nach Auftragen der Proben in die
Gdtaschen efolgt die Auftrennung, indem man zundchst enen Stromfluss von 30 mA
anlegt. Hat die Proteinfront das Trenngd erreicht, wird die Stromstérke auf 50 mA erhoht.
Als Molekulargewichtsstandard wird die ,Molekulargewichtdeiter der Fa  Gibco

verwendet.
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2.3.3.3 Commassie-Blau Farbung von SDS-Polyacrylamidgelen

Coomassie-Férbung: 6 % (w/v) Ammoniumsulfat
2% (vlv) Phosphorséure
6 % Ammoniumsulfat in 2 % Phosphorsaure |6sen
0,1% (w/v) Coomassie brilliant blue G250 (das in 10 ml ajua dem. gel6st
ist, wobel sich 0,1 % auf das Gesamtvolumen bezieht.)

Fixier-L 8sung: 25 % (v/v) |sopropanol

10 % (v/v) Essigsaure
Die SDS-Gde werden 30 min bel RT in der Fixier-Lésung inkubiert und anschlief?end Q.
N. be RT in der Coomasse-LGsung gefabt. Am néchsen Tag wird nichtgebundener
Farbstoff mit agua dem. solange herausgewaschen, bis die gefarbten Proteinbanden
dgchtbar sind. Die Trocknung der Gele erfolgt unter Vakuum.

2.3.3.4Westernblot nach dem Semi-dry Verfahren

Anodenpuffer |: 300mM  Tris-HCl
20% (v/v) Methanol
pH 10,4

Anodenpuffer |1: 2SmM  Tris-HCl
20 % (v/v) Methanol
pH 10,4

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

Die durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine werden mit Hilfe eines eektrischen Feldes
auf ene Nitrocdlulose trandferiert. Es wird eine sdbstgebaute horizontae Transferkammer
mit enem diskontinuierlichen Puffersystem verwendet.

Vorbereitend werden zehn Stiick WhatmantFilterpapier und ein Stiick Nitrocdlulose auf
die Groe des SDS-Ges zugeschnitten. Es werden erst drel in Anodenpuffer |, dann zwel
in Anodenpuffer 1l getrankte Flterpapiere auf die Anodengraphitplaite gelegt. Auf diesen
Stepe legt man luftblasenfre die mit Anodenpuffer |1 befeuchtete Nitrocdlulose und das
SDS-Gd. Bedeckt wird der Stapd mit funf in Kathodenpuffer getrénkten Filterpapieren.
AbschlieRend wird die Kathodengrephitplatte aufgelegt. Der Transfer erfolgt bel enem
konstanten Strom von 150 mA his 3 mA/en? (entspricht be einem der in 2.3.3.2
beschriebenen Gele ca 25 min) geflossen sind. Die Nitrocdlulose wird vor der welteren

Verwendung in agua dem. gewaschen.
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2.3.3.5 Ponceau-S-Féarbung
Ponceau-S-Farbung: 0,2% (w/v) Ponceau S
3% (v/v) Eisessig
Die revarsble PoncearS-Farbung efolgt, um den Protentrander auf  die

Nitrocdlulosemembran zu  kontrollieren.  Gleichzeitig ermdglicht se das Markieren des

Molekulargewichtsstandards und das eventudle Zerschneiden der Membran in enzelne

Bahnen.

Nach dem Trandfer der Proteine auf die Nitrocelulosemembran wird diese 2 min in der
Ponceau S-Farbedsung inkubiert und anschlief3end mit Wasser gewaschen, wodurch die
Proteine as rote Banden dchtbar werden. Nach Markierung der Proteinbanden des
Molekulargewichtstandards wird die Membran durch mehrmdiges Waschen mit PBS

entfarbt. Die Nitrocdlulosemembran wird 5 min

in PBS aufgekocht, wodurch

unspezifische  Wechsdwirkungen von  Antikorpern mit  der  Nitrocdlulosemembran  bzw.

mit anderen Proteinen minimiert werden (Ida et d., 1996).

2.3.3.6 Detektion von Proteinen im Westernblot

Blockierldsung: 5% (w/v)
0,1 % (v/v)

Inkubationsldsung fur Antikorper 0,25 % (w/v)
0,05 % (v/v)

Antikdrper-V erdunnungen: AL25
AL28

8E5

RL2

wWo-2

anti-M aus-POD

anti-K aninchen-POD

Waschpuffer I: 0,5 % (w/v)

Waschpuffer I1: 0,05 % (v/v)

Milchpulver
Tween 20
in PBS

BSA
Tween 20
in PBS

1:5000
1:5000
1:10000
1:8000
1:2000
1:5000
1:5000

Triton X-100
in PBS

Tween 20
in PBS

Die Nitrocdlulose wird eine Stunde bei RT in der Blockierlésung inkubiert. Anschlief3end
wird se drema in PBS gewaschen bevor die Inkubation mit dem priméren Antikorper G.

N. be 4 °C efolgt. Um unspezifische Bindungen des Antikorpers mit anderen Proteinen

zu minimieren, wird die Membran dreimd jewels 10 min mit Waschpuffer | gewaschen.
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Die Inkubation mit dem sekunddren, an Peroxidase-gekoppelten Antikorper erfolgt ene
Sunde be RT. Die Membran wird erneut dreimd jewells 10 min mit Waschpuffer |
gewachen. Die Bindung beider Antikérper wird durch ene Chemilumineszensresktion,
die durch die Peroxidase katadysert wird, nachgewiesen. Dabe wird das SuperS'gnalo
Substrate-Kit der Fa. Pierce eingesetzt. Das emittierte Licht wird auf einem Rontgenfilm
schtbar gemacht.

Wird der WO-2-Antikorper ds Primérantikorper eingesetzt, erfolgen dle Waschschritte mit
Waschpuffer 1. Fir die Chemilumineszensresktion wird das Lumilight™"-Kit der Fa
Roche verwendet.

2.3.3.7 Enzyme-L inked-l mmunosor bent Assay (EL1SA)

Antigenverdiinnungs-L 6sung: 100mM NaCOs

Blockier-L 6sung: 100mM NaCO3
1% (w/v) BSA

Acetatpuffer: 100 MM Natriumacetat
50 mM  Natriumdihydrogenphosphat
mit Eisessig auf pH 4,2 eingestel It

ABTSL6sung 2% (2,2 -Azino-di(3-ethyl-benzthiazoliumsulfonséure(6)) (Roche, Mannheim)

Entwickler-L 6sung: 95% Acetatpuffer
0,1% ABTS-L6sung
0,03% H,0; (35 %)

Stopp-L 6sung: 0,6 % (w/v) SDS

Die Mikrotiterplatte wird mit ca 50 pl konditioniertem Medium (45 ng/ul Protein) pro
Vetiegfung U. N. bei 4 °C inkubiet. Am néchgen Tag wird dreima mit PBS gewaschen
bevor mit jeweils 200 pl Blockier-Ldsung blockiert wird. Nach erneutem Waschen mit
PBS werden 50 pl des priméren 8E5-Antikorpers in einer Verdinnung 1:2000 in jede
Vertiefung pipettiert. Nach ener Inkubation von zwe Sunden bei RT wird drema mit
PBS gewaschen und 50 pl des sekundéren Antikorpers in einer Verdinnung von 1:2000 in
jede Vertiefung pipettiet und ebenfals fir zwel Stunden bel RT inkubiert. Nach erneutem
dremadigem Waschen mit PBS werden 50 pl der  Peroxidase-Entwickler-Ldsung
zugegeben. Die Resktion wird nach ca 20 min gestoppt und die optische Dichte der
Férbung photometrisch bei 405 nm bestimmt.
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2.3.4 Isolierung von Antikor pern aus Hihner-Eigelb (verandert nach Jenseniuset al., 1981)

5 g gefrorener Eidotter werden in 5 ml PBS suspendiert und mit weiteren 15 ml PBS
vermischt. Danach werden 2 ml ener 10 %igen Dextransulfat-Losung und 5 ml ener 1 M
CaCl-L6sung zugegeben. Nach 15-mindtiger Inkubation bel RT wird das Gemisch bea 4
°C und 6000 g (2K15, Rotor 12139) 15 min zentrifugiert. Der klare Uberstand wird auf Eis
langsam mit gesdttigter Ammoniumsulfat-Lésung bis zu einer Endkonzentration von 45 %
versetzt und U. N. bel 4 °C unter Rihren inkubiert. Anschlief3end wird 30 min bel 4 °C und
6000 g (so.) zentrifugiert. Das Préazipitat wird in 1 ml PBS aufgenommen und 45 min bel
5000 g (Biofuge 15R, Rotor 3751) und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand (IgY -Fraktion)
wird bei -20°C aufbewahrt.

Zur Uberprifung der Reinheit werden die Proteine des Uberstandes mittdls SDS-PAGE
aufgetrennt und mit Coomassie-Blau angefarbt.

2.3.5 Kopplung des anti-APPs-I gY-Antikor pers an CNBr-aktivierte Sepharose

Kopplungspuffer (2fach): 02M NaHCO;
1M NaCl
pH 8,3

Blockier-L dsung: 02M Glycin
pH 8,0 (eingestellt)

Saurer Waschpuffer: 0,1M Na-Acetat x 3 H,O
05M NaCl
pH 4,0 (eingestelIt)

Basischer Waschpuffer: 01M NaHCO;
05M NaCl
pH 8,3 (eingestelIt)

De polyklonde anti-APPsIgY-Antikorper aus Huhner-Eigdb wird in @nem Verhdtnis
von 1 mg CNBr-aktiviete Sepharose zu 2 pg Protein an diese gekoppelt. Dazu wird
zuné&chgt die Sepharose in 1 mM HCl in @nem 15 ml Zentrifugenréhren gequollen und
mehrmas mit 1 mM HCl gewaschen. Anschlief?end wird der Antikdrper (1 ml Antikorper
(10 mg Protein)), der in enem Verhditnis 1:1 mit Kopplungspuffer (2fach) versetzt wurde,
aufpipettiert. Der Ansatz wird U. N. unter Rotieren bel 4 °C inkubiert und dann bel 4 °C
und 1600 g (Biofuge 15R, Rotor 3751) 4 min zentrifugiet. Danach werden die freien
Bindungsstellen der CNBr-aktivierten Sepharose durch zwestindige Inkubation mit der
Blockier-Losung abgesdttigt. Abschlief?end wird die Gelmaesse je viebma im Wechsd mit
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saurem und basischem Waschpuffer gewaschen. Die Lagerung erfolgt in PBS unter Zusatz
von Micr-O-protect bei 4 °C.

2.3.6 Indirekte Immunfluoreszenzanalyse

Antikoérper-Verdinnungen: 8E5 12000
RL2 1:500

HGAC39 Hybridomaiiberstand
anti-Maus-Cy3 1:100

Blockierldsung: 1% (w/v) BSA
0,1 % (v/v) Tween20
in PBS
Inkubationsl6sung fur die Antikorper : 0,25 % (w/v) BSA
0,05% (v/v) Tween 20
in PBS

Mowiol-L 6sung 4,8 g Mowiol 4-83

12 g Glycerinp.a

12 ml agua dem.

2 hbel RT mischen

24 ml 200 mM TriHCI, pH 8,5
10 min be 50 °C erhitzen, dann 15 min bel 4000 rpm
zentrifugieren; aliquotiert bei -20 °C lagern

PFA-L 6sung: 4% (w/v) Paraformaldehyd (PFA)
in Phosphatpuffer
Phosphatpuffer 0,33g NaH,PO4 xH,O

2249 Na,HPO, x 2H,0
pH 7,3 (eingestellt)

Waschl6sung: 0,2% (v/v) Tween 20
in PBS

Fir die indirekte Immunfluoreszenzanalysen werden 0,25 x 10° Zdlen/Petrischde (6 cm
Durchmesser) auf 8 mit PLL beschichteten Glasdeckgléschen ausgesit und 72 h kultiviert.
Nach dremdigem Waschen mit HBSS werden 2 ml serumfreies Kulturmedium dazu
pipettiert und die Zdlen 20 h in An- bzw. Abwesenheit von 40 uM PUGNAC bzw. der
aquivaenten Menge agua dem. inkubiert.

Sofern nicht anders erwédhnt, erfolgen dle folgenden Schritte bl RT in ener feuchten, vor
Lichteinfal geschitzten Kammer. Die Zdlen werden dremd mit DBPS (dehe 3.1.5)
gewaschen und 15 min mit PFA-L6sung fixiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen mit
DBPS werden die Zdlen mit eskdtem (-20°C) 100 %igem Ethanol 5 min auf Eis
permesbilisert und dreima mit DPBS gewaschen. Anschliel3end wird mit der Blockier-
L6sung mindestens 15 min blockiert, bevor nach zweimaigem Waschen mit DPBS die
Inkubation mit dem priméen Antikorper (RL2 1:500; 8E5 1:2000) fur eine Stunde erfolgt.
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Nach dreimaligem Waschen mit der Wasch-Lésung werden die Zelen ene Stunde mit
dem an Cy3-gekoppdten sekunddren Antikorper (1:500) inkubiert. Nach enem
abschlielfendem Waschschritt werden die Deckgléschen in Ethanol  entfettet, in Mowiol-
LOosung eingebettet und im Huoreszenzmikroskop betrachtet. Die Anregung von Cy3
erfolgt bel 546 - 580 nm.
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3. Ergebnisse

3.1 Nachweis der Expresson und Sekretion des humanen APPsgs von stabil

transfizierten N2a-Zellen

In der vorliegenden Arbet <ollite die Bedeutung der O-GIcNAc-Modifikation von
Proteinen auf das proteolytische Prozesseren von APP andysert werden. Die Versuche
wurden mit der N2aNeuroblastom-Zdl-Linie durchgefiihrt, die in Zusammenarbet mit
PD Dr. Bayer, Klinik fur Psychiatrie und Psychotherapie, Bonn, stabil mit der cDNA des
Wildtyps des humanen APPsgs (N2a- APPsgs-Zdlen) trandfiziert worden waren.

Als Expressionsvektor diente der retrovirde Vektor pLXSN. Die Verwendung von Retro-
viren ds Vektoren fir den Gentrandfer und die Expresson nicht-virder Gene in eukaryoti-
schen Zdlen hat verschiedene Vortele Zum enen ig die Effizienz des Gentranders gré-
er ds ba gangigen Trandektionsmethoden. Zum anderen integriet das retrovirde
Genom dgabil in die Chromosomen der Wirtszdle und wird be jeder Telung der
Wirtszelle an die Tochtergeneration weitergegeben. Des waeteren wird aufgrund  der
Struktur des Provirus ene hohe Expressionseffiziens der virden Gene ezidt (Kriggler,
1994).

Eine wichtige Voraussetzung fur die geplanten Versuche war, dass die trandfizierten Zelen
das humane APPsgs konditutiv exprimieren und auch sezernieren. Als erstes wurden daher
diese beiden Parameter untersucht.

Es wurde versucht, die Expresson des humanen APPsgs nach Auftrennung von Zdlhomo-
genaen mittdls SDS-PAGE und Fabung mit Coomasse-Blau nachzuweisen (Sehe auch
3.2.2). Weiterhin wurde versucht, die Expresson des humanen APPsgs nach metabolischer
Markierung der Zdlen mit 3S-Methionin, Immunprézipitation des humanen APPsgs mit
dem monoklonden 8E5-Antikorper (sehe Abb. 2 sowie 3.1.1) und Auftrennung mittels
SDS-PAGE autoradiographisch zu detektieren. Keines der Experimente fihrte zum Nach
weis des humanen APPsgs.

Ers die Westernblot-Andyse fihrte zum spezifischen Nachweis des humanen APPsgs in
Gesamthomogenaten sowie des sezernierten APPs in Zdlkulturibersténden.  Maoglicher-
weise haten die Zdlen in den genannten Versuchen trotz Sdektionsdruck die Expresson
des exogenen Proteins eingestelt. Daher wurden die im folgenden beschriebenen Nach

weise zur Kontrolle der Expression regel madg wiederholt.
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3.1.1 Nachweisder Expresson des humanen APPggs

Die Expresson des humanen APPsgs wurde in Gesamthomogenaten konfluenter N2a-
APPsgs-Zdlen mittds Westernblot andydert. Da die primae Aminosauresequenz des mu-
rinen und humanen APPsgs zu 97 % identisch ist, war eine Kreuzresktion humanspezifi-
scher Antikorpern mit endogenem Maus-APP nicht auszuschlielen (De Strooper et al.,
1992). Aus diesem Grund dienten parentde, d.h. nicht-trandfizierte N2a-Zdlen as Kon
trolle Um fir dle nachfolgenden Untersuchungen Zedlen mit vergleichbarer Expression
des humanen APPsgs ensetzen zu konnen, wurde zudem ene Einzezdl-Klonierung
durchgefihrt (Sehe 3.1.2).

Zundchst wurde APP mit dem polyklonden anti-APPs-1gY-Antikdrper (Sehe 2.3.3 und
2.34) aus Gesamthomogenaten von N2a-APPsgs-Zdlen sowie des Einzdzdl-Klons A2
(sehe 312) immunprézipitiet. Die immunprézipitieten Proteine wurden mit Hilfe der
SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitrocdlulose tranderiet. Pardld  dazu  wurden
Gesamthomogenate der N2a-APPsgs-Zdlen aufgetrennt. Zur Detektion des  humanen
APPsgs wurde der humanspezifische monoklonde 8E5-AntikOrper eingesetzt. Dieser
erkennt die Aminosduren 444-592 der N-terminden, extrazdlulé&ren Doméne von APP
(dehe Abb. 2) (Games et d., 1995). Das gleiche Prozedere wurde mit Gesamthomogenaten
parentaler N2a-Zdlen durchgeftinrt.

IP Ho MG

N2a 695 A2 695 A2

— 120kD
= . — .—110kD

Abb.5: Nachweis des humanen APPggs aus immunpréazipitierten Proteinen und Gesamthomogenaten
von N2a& und N2a-APPggs-Z€ellen mittels Westernblot
Konfluente N2a- (N2a), N2a-APPggs-Z€llen (695) sowie Zellen des Einzelzell-Klons A2 (A2) wur-
den homogenisiert. Mit dem polyklonalen anti-APPs-IgY-Antikorper immunpréazipitierte Proteine
(IP) bzw. Proteine des Gesamthomogenats (Ho) wurden Uber SDS-PAGE (10 %) aufgetrennt und
auf Nitrocellulose transferiert. Die Immundetektion des humanen APPggs erfolgte mit dem mo-
noklonalen 8E5-Antikdrper und dem anti-Maus-POD-Antikérper. (MG = Molekulargewichtsstan-
dard)

Dea Nachweis des humanen APPsgs wurde insggesamt 12ma wiederholt. Alle Versuche
lieferten das gleiche Ergebnis.
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Der 8E5-Antikorpers detektierte zwel immunprézipitierte Proteinbanden, die en Moleku
largewicht von ca 110 kD und 115 kD aufweisen. Wie erwartet, reagierte der 8E5-Anti-
korper nicht mit immunprézipitierten Proteinen von paentden N2a-Zdlen. Auch aus
Gesamthomogenaten von N2a-APPsgs-Zdlen und des Einzdzdl-Klons A2 wurden mit
dem 8ES5-Antikorper zwel Proteine mit einem Molekulargewicht von ca 110 kD bzw. 115
kD nachgewiesen (Abb. 5).

Die Molekulargewichte der mit dem 8E5-Antikorper immundetektierten Proteine entspre-
chen denen von ,reifem* (115 kD) bzw. ,unrefem® (110 kD) APPsgs (Weidemann et d.,
1989; Schubert et a., 1989; Thinakaran et a., 1996a). Das hthere Molekulargewicht der
Lrefen” Form des APP reaultiert daraus, dass es Uber komplexe N- und O-Glykane
vefugt, warend die ,unrefe’ Form nur die ER-gpezifischen oligomannosdischen N-
Glykane trégt. Da der 8E5-Antikorper nicht mit endogenem Maus-APP reagierte, muss es
gch bel den beiden immundetektierten Proteinbanden um Formen des humanen APPsgs
handeln.

Der spezifische Nachwels des humanen APPsgs wurde mit dem WO-2-Antikdrper, einem
humanspezifischen monoklonden anti-Ab-Antikdrper (sSehe Abb. 2 sowie 3.1.3.3), besta&
tigt (nicht gezeigt).

In den nachfolgend beschriebenen Versuchen wurde humanes APPsgs im Westernblot mit
dem 8E5-AntikOrper aus Gesamthomogenaten ohne vorangegangene Immunprézipitation
detektiert.

3.1.2 Einzezdl-Klonierung

Be da Trandektion von Zelen entstehen heterogene Zdlpopulationen, d.h. Zelen mit
unterschiedlicher Expresson des humanen APPsgs. Um Zdlen glecher Expresson zu
erhdten, wurde ene Einzdzdl-Klonierung durchgefiihrt, bei der insggesamt 9 Einzdzdl-
Klone (A2, A3, B2, C2, C4, D1, D3, E1 und E2) gewonnen wurden.

Es konnten ewartungsgemd? be den jewelligen Einzelzdl-Klonen keine phénotypischen
Veranderungen verglichen mit den nicht-klonierten Zellen beobachtet werden. Mit Hilfe
der Westernblot-Andyse wurden die erhdtenen Einzezdl-Klone auf die Expresson des

humanen APPsg5 untersucht.
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Abb.6: Westernblot-Analyse der Expression deshumanen APPggs ver schiedener Einzelzell-Klone
Konfluente Einzelzell-Klone (A3, B2, C2, C4, D1, D3, E1, E2) wurden homogenisiert. Jeweils 20
Hg Protein wurden Uber SDS-PAGE (10 %) aufgetrennt und auf Nitrocellulose transferiert. Die
Immundetektion des humanen APPggs erfolgte mit dem monoklonalen 8E5-Antikdrper und dem
anti-M aus-POD-Antikorper. (MG = Molekulargewichtsstandard)

Abb. 6 zeigt die Expresson des humanen APPsgs der Klone. Humanes APPsgs wurde von
den Klonen B2, C2, D1, E1 und E2 nur in sehr geringer Menge exprimiert. Die Klone C4
und A3 hingegen exprimierten humanes APPsgs deutlich sérker. Die Expresson des
humanen APPsgs durch den Klon A2 war vergleichbar mit der Expression des Klons A3
(nicht gezeigt). Die weiteren Versuche wurden mit dem Klon A3 durchgefiihrt.

3.1.3 Nachweisder Sekretion des humanen APPs

Nach Spaltung von APP durch die a- bzw. b-Sekretase entsteht das sog. APPs, bzw. APPy,
(sehe Abb. 2). Diese APP-Fragmente werden von Zdlen sezerniert und konnen daher in
Zdlkulturibersténden nachgewiesen werden.

De Nachweis des humanen APPs kann durch im fotalen Ké&lberserum enthdtene Proteine
erschwert bzw. beeintrachtigt werden. Deshab wurden ca. 90 % konfluente N2a- und N2a
APPsgs-Zdlen in  serumfrdem  Kultumedium gehdten. Der  Zdlkulturibersand  (sog.
»Kkonditioniertes Medium®) wurde nach 24stiindiger Kultivierung abgenommen und andy-
sert.

3.1.3.1 Nachweisder Sekretion von humanem APPs mittels Wester nblot

APP; wurde entweder ohne vorherige Konzentrierung oder nach Acetonfdlung aus Zel-
kulturiberst&nden von N2a und N2aAPPsgs-Zdlen im Westernblot nachgewiesen. Alter-
nativ wurde der Nachweis auch nach Immunprézipitation mit dem polyklonden anti-APPs
IgY-Antikorper gefuhrt. Alle drei Versuche, die 6ma mit dem gleichen Ergebnis durchge-
fuhrt wurden, waren erfolgreich.
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Waéhrend nach Immunprézipitation nur eine sehr schwache Proteinbande bel ca 95 kD mit
dem 8E5-Antikorper nachgewiesen werden konnte, war diese ohne vorherige Immunprézi-
pitation und v.a nach Konzentrierung der Zelkulturlberstdnde deutlich zu erkennen (Abb.
7). Auch ba den immunpréazipitieten Proteinen von N2a-APPsgs-Zdlen i be langerer
Exposition des Rontgenfilms eine Reaktion des Antikdrpers zu verzeichnen (nicht gezeigt).

IP Acetonféllung | kond. Medium
N2a A3 N2a A3 N2a A3 MG

- —100 kD
— 90kD

Abb.7: Nachweis des humanen APPs aus konditionierten Medien von N2a (N2a) und N2aAPPggs-
Zellen (A3) mittels Wester nblot
Ca. 90 % konfluente N2a- und N2a-APPsgs-Z€ellen wurden 24 Stunden in serumfreien Kulturme-
dium kultiviert. Anschlief3end wurden die konditionierten Medien abgenommen. Mit dem polyklo-
nalen anti-APPs-l1gY-Antikdrper immunprazipitierte Proteine (IP), mit Aceton gefélte Proteine
(Acetonfallung) und Proteine des konditionierten Mediums ohne Vorbehandlung (kond. Medium)
wurden Uber SDS-PAGE (10 %) aufgetrennt und auf Nitrocellulose transferiert. Humanes APPg
wurde mit dem monoklonalen 8E5-Antikdrper und dem anti-Maus-POD Antikdrper immundetek-
tiert. (MG = Molekulargewichtsstandard)

Das Molekulargewicht des immundetektierten Proteins entpricht dem wvon  APPs
(Thinakaran et d., 1996a). Der 8E5-Antikorper reagierte in keinem Fal mit einem der von
den parentden N2a-Zdlen sezernieten Proteine. Somit muss es dch be dem immunde-
tektierten Protein um humanes APPs handdlt.

De Nachweis des humanen APPs aus konditionierten Medien konnte durch Behandiung
der Nitrocdlulose (5minitige Inkubation in  kochendem PBS), Vednderung der
Inkubationdésungen (Verdinnung der AntikOrper nicht in Blockier- bzw. Milchpulverl6-
sungen sondern in der Inkubationddsung, wie in 2.3.3.6 beschrieben) sowie Optimierung
der AntikOrperkonzentrationen verbessert werden. Dadurch wurde eine Konzentrierung
mittels Acetonfdlung oder Immunprézipitation unndtig, so dass in den folgenden Versu
chen der Nachwes des humanen APPs direkt aus den Zdlkulturiibersdnden mittels
Westernblot erfolgen konnte.
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3.1.3.2 Nachweis der Sekretion des humanen APPggs mittels EL 1 SA

Die Ergebnisse der Wedernblot-Andyse sollten zusitzlich im ELISA bedtétigt werden.
Mikrotiterplatten wurden mit Zdlkulturlbersdnden von N2a und N2a APPsgs-Zdlen
beschichtet. Nach Inkubation mit dem monoklonaen 8E5-Antikorper as Erstantikorper
und dem anti-Maus-POD-Antikorper wurde der ELISA wie in 2327 beschrieben

entwickelt.

OD (405 nm)
H

APP695 N2a

Abb.8: ELISA von konditionierten Medien von N2aAPPggs- (APP695) und N2aZellen (N2a) mit

dem monoklonalen 8E5-Antikor per

Ca 90 % konfluente N2a- und N2a-APPggs-Z€ellen wurden 24 Stunden in serumfreien Kulturme-
dium kultiviert. Anschlieflend wurden die konditionierten Medien abgenommen und jeweils 50 pl
mit einer Proteinkonzentration von 45 ng/pl pro Vertiefung in eine Mikrotiterplatte pipettiert.
Nach Blockierung der freien Bindungsstellen der Mikrotiterplatte mit BSA erfolgte die Inkubation
mit dem monoklonalen 8E5-Antikdrper und dem anti-M aus-POD-Antikorper. Die optische Dichte
(OD) der Farbreaktion wurde bei einer Wellenléange von 405 nm (OD (405 nm)) gemessen. Darge-
stellt sind die Mittelwerte von Dreifachbestimmungen mit Standardabweichung. Der Hintergrund
(Reaktion des anti-M aus-POD-Antikdrpers mit Proteinen der konditionierten Medien bzw. dem
Kulturmedium, Reaktion des 8E5-Antikdrpers mit dem Kulturmedium, Reaktion beider
Antikdrper mit BSA) wurde nicht abgezogen. Die OD-Werte dieser Reaktionen lagen zwischen
0,13 und 0,24.

Der 8E5-AntikOrper resgierte ausschliefdich mit  Proteinen aus dem  konditionierten
Medium der N2aAPPsgs-Zdlen. Die Resktion mit Proteinen aus dem konditionierten
Medium von Kontroll-N2a-Zdlen lag im Bereich der unspezifischen Antikorperreaktionen
(Abb. 8). Das ELISA-Ergebnis betétigt somit die Ergebnisse der Westernblot- Anayse.
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3.1.3.3 Nachweis der Sekretion des humanen APPg,

Aktivierung der PKC durch Phorbolester fihrt zu enem sdektiven Angieg der APPsx-
Sekretion (Sehe 14). Zudem besteht ene reziproke Beziehung zwischen der PKC-
Phosphorylierung und der O-GIcNAc-Modifikation von Proteinen (Griffith und Schmitz,
1999). Daher erschien im Rahmen dieser Arbeit der Nachwels von APPs zusiZich zu
dem des gesamten APPs snnvoll.

Der in den vorangegangenen Kapiteln verwendete 8ES-Antikorper reegiert mit den Amino-
sduren 444-592 des N-Terminus von APP (sehe Abb. 2). Er unterscheidet somit nicht zwi-
schen a- und b-Sekretase gespaltenem APPs, so dass nur eine Aussage Uber das gesamte
APPs moglich ig. Der C-Terminus von APPs enthd8lt 16 Aminosiuren, die im Fale der b-
Sekretase-Spatung von APP den N-Terminus von Ab bilden. APPs, |&sst sch daher mit
enem Antikorper nachweisen, der spezifisch gegen diese Region gerichtet is. Der humant
soezifische monoklonde WO-2-Antikorper erkennt die Aminosduren 5-8 des humanen Ab
(sehe Abb. 2) und kann daher zum spezifischen Nachweis des humanen APPs, verwendet

werden.

N2a A3 MG
— 110kD
- — 100kD
— 90kD

Abb.9:  Nachweis des humanen APPs, aus konditionierten Medien von N2a (N2a) und N2a-APPggs-
Zellen (A3) mittels Wester nblot
Ca. 90 % konfluente N2a- und N2a-APPsgs-Z€ellen wurden 24 Stunden in serumfreien Kulturme-
dium kultiviert. Anschlief3end wurden die konditionierten Medien abgenommen, die jeweiligen

Proteine Uber SDS-PAGE (10 %) aufgetrennt und auf Nitrocellulose transferiert. Humanes APPg,
wurde mit dem monoklonalen W0-2-Antikdrper und dem anti-Maus-POD Antikdrper immunde-
tektiert. (MG = Mol ekulargewichtsstandard)

Der WO-2-Antikorper reegierte mit enem der von N2aAPPesgs-Zdlen sezerierten
Proteine mit enem Molekulargewicht von ca 95 kD. Es konnte keine Resktion mit von
Kontroll-N2a-Zdlen sezernierten  Proteinen nachgewiesen werden (Abb. 9). Da das
Molekulargewicht des mit dem WO-2-Antikrper immundetektierten Proteins mit dem fur
APPg bekannten Molekulargewicht Ubereingimmt, ist anzunehmen, dass es dch be dem
detektierten Protein um humanes APPs, handelt (Thinakaran et d., 1996a).
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Zusammenfassend |8sst Sch festdtdlen, dass die N2aAPPsgs-Zdlen humanes APPsgs
dauerheft exprimieren und humanes APPs bzw. APPsy sezernieren. Be  besserer
Auftrennung der sezernierten Proteine konnten mit dem 8E5-Antikdrper zwe  digtinkte
Proteinbanden  beobachtet werden, die en um ca 2 kD unterschiedliches
Molekulargewicht aufwiesen (nicht gezeigt). In Ubereingimmung mit den Ergebnissen
von Thinakaran et d. (1996a) handdt sich be den beiden Proteinen vermutlich um APPg
sowie APPy. Daraus |&sst sich schlief¥en, dass die N2a APPesgs-Zdlen humanes APPsgs
Uber den nicht-amyloidogenen sowie amyloidogenen Weg prozesseren. Sie stelen daher
en geagnetes Zdlkultursystem fUr die geplanten Versuche dar.

3.2  Einflussder Expression des humanen APPggs auf N2a-Zellen

3.2.1 Morphologischer Vergleich der N2a- und N2a-APPsgs-Ze€llen

Be der Betrachtung mit dem Phasenkontrast-Mikroskop der parentalen und der von PD
Dr. T. Bayer zur Vefligung gesdlten trandizierten N2aZellen waren morphologische
Unterschiede der Zelen zu beobachten. So wiesen N2aAPPsgs-Zélen langere Neuriten
auf und die Zdlkorper waren stéarker abgerundet, wahrend die Zelkorper der parentden
N2a-Zdlen spinddformiger waren. Zudem wurden unterschiedlich grofie und vide lokae
Verdickungen in den Neuriten der trandizieten Zedlen beobachtet, die moglicheweise
Synapsen darstelen (Abb. 10).

Diese morphologischen Unterschiede traten be jedem der oben genannten Einzelzell-
Klone auf (nicht gezeigt) und waren unabhangig von der Stérke der Expresson des huma-
nen APPsgs (Sehe 3.1.2). Die veranderte Morphologie wurde wéhrend der gesamten Ver-
suche beobachtet.
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Abb. 10: Phasenkontrastaufnahmen von N2a und N2a-APPggs-Z€ellen
N2a (A) und N2a-APPggs-Zellen (B) wurden in PLL-beschichteten T75-Kulturflaschen nach

Subkultivierung drei Tage kultiviert. Ca. 50 % konfluente Zellen wurden fotografiert. Der in
Abb. 10A eingezeichnete Balken entspricht 10 um.
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3.2.2 Proteinbiochemischer Vergleich der N2a- und N2a-APPggs-Ze€llen

Zusdzlich zu der verdnderten Morphologie der N2aAPPsgs-Zellen wurde ene versérkte
Adn&enz an das Plagstikmaterid der Petrischden dieser Zdlen im Vergleich zu parentden
N2a-Zdlen beobachtet. Dies machte sch bei der Subkultivierung der Zelen bemerkbar.
Das Abtrypsinieren dauerte ca. zwei- bisdrema so lange wie bel den parentalen Zdlen.

Daher wurden auch proteinbiochemische Unterschiede zwischen den beiden Zdl-Linien in
Betracht gezogen. Um diese Mdglichkeit zu untersuchen, wurden neben Gesamthomoge-
naten auch die sog. Detergens-ldiche Fraktion bzw. Detergens-unlodiche Cytoske-
lettfraktion andysert. In der Detergens-lédichen Fraktion sowie in Gesamthomogenaten
befinden dch nach Detergens-Extraktion und Zentrifugation hauptséchlich  cytosolische
und Membranassoziierte Proteine. Die Detergens-unlodiche Cytoskelettfraktion enthdt
im Gegensatz dazu Proteine, die sch nicht durch Detergens-Extraktion in Ldsung bringen
lassen. Dabel handdt es sch Uberwiegend um mit dem Cytoskeett-assoziierte und SDS-
|6diche cytoskdetde Proteine (Refolo et d., 1991).

Proteine aus den genannten Fraktionen beider Zdl-Linien wurden mit Hilfe der SDS-
PAGE aufgetrennt. Anschlieend efolgte ene Coomasse-Blau Féarbung der Proteine.
Dieser Versuch wurde insgesamt vierma mit dem gleichen Ergebnis durchgefthrt.

Abb. 11 zeigt en mit Coomasse-Blau angeférbtes Polyacrylamidgd, mit dem die Proteine
von N2a und N2a-APPsgs-Zdlen der oben genannten Fraktionen aufgetrennt wurden.
Zwischen den Bandenmustern der Gesamthomogenate und der  Detergens-lédichen
Frektion wurden unter diesen Bedingungen nur  Unterschiede  in hoheren
Molekulargewichtsbereichen beobachtet. Einige Proteine mit e@nem Molekulargewicht >
200 kD waren in Gesamthomogenaten, nicht aber in der Detergens-lodichen Fraktion
enthdten. Proteinbanden in diesem Molekulargewichtsbereich  traten  dafir  in der
Detergens-unlédichen Cytoskelettfraktion auf. Die Doppelbande be ca 33 kD sowie
wetere  Proteinbanden  im  unteren  Molekulargewichtsbereich  waren  hingegen
charakteristisch fur die Detergens-unlédiche Cytoskdettfraktion. Einige Proteinbanden im
unteren Molekulargewichtsbereich (< 40 kD) treten hingegen nur in der Detergens-
lodichen Fraktion auf, dh. dass es dch bea diessn Proteinen um cytosolische bzw.
membrangebundene Proteine handelt. Dies trifft auch auf Proteine bel ca. 95 bzw. 60 kD

Zu.
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Abb.11: Coomassie-Blau gefarbtes SDS-Polyacrylamidgel der Proteine von Gesamthomogenaten,

der Detergens-loslichen Fraktion und der Detergens-unldslichen Cytoskelettfraktion von
N2a-(N2a) und N2aAPPggs-Z€ellen (A3)
Von konfluenten N2a- und N2a-APPggs-Zellen wurden Gesamthomogenate (Ho), die Detergens-
|6sliche Fraktion (dsf) und die Detergens-unlésliche Cytoskelettfraktion (dicf) prépariert. Jeweils
20 pg der entsprechenden Fraktionen wurden uber SDS-PAGE (10 %) aufgetrennt und mit
Coomassie-Blau angeférbt. Die Pfeile markieren Proteine, die nur in der Detergens-dslichen
Fraktion bzw. Detergens-unléslichen Cytoskelettfraktion vorkommen. (MG = Molekularge
wichtsstandard)

Es konnten keine Unterschiede beziglich des Bandenmusters der jeweiligen Fraktionen
zwischen den beiden Zel-Linien beobachtet werden. Die Transfektion fuhrt somit zu ke-
nen unter diesen Bedingungen detektierbaren Veranderungen der Proteinexpresson. Auch
das in den N2a-APPsgs-Zdlen exprimierte humane APPsgs filhrte in Ubereingimmung mit
den in 3.1.1 sowie 3.1.2 beschriebenen Versuchen nicht zu Unterschieden der Proteinban
den in dem Bereich von 100 - 120 kD. Es lasst sch daher nicht mit Sicherheit sagen, ob die
versakte Adhéarenz der N2aAPPsgs-Zdlen auf die zusitzliche Expresson des humanen
APPsgs zurtickzufihren i<
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3.3 Nachweis der O-GlcNAc-Modifikation von Proteinen aus N2a- und NZ2a-
APP695-ZeIIen

Um den mdglichen Einfluss von O-GIcNAc auf das Prozesseren des humanen APPsgs zu
untersuchen, wurde zundchgt die O-GlIcNAc-Modifikation der gesamten von den N2a und
N2a-APPsgs-Zdlen exprimierten Protene andydet und miteinander verglichen. Folgende
Proteinfraktionen der beiden ZdlenLinien wurden andyset: Gesamthomogenate, die
Detergens-l6diche Fraktion (Uberwiegend cytosolische und Membranproteine) sowie die
Detergens-unlodiche  Cytoskelettfraktion  (Uberwiegend cytoskdetde und mit  dem
Cytoskelett assoziierte Proteine) (Sehe 3.2.2). Die O-GlcNAc-Modifikation von Proteinen
wurde im Westernblot mit dem monoklonaen RL2- Antikorper nachgewiesen.

Ho MG dsf dicf
N2a | A3 N2a | A3 N2a | A3

Abb.12:  Westernblot-Analyse der O-GIcNAc-M adifikation von Proteinen aus Gesamthomogenaten,
der Detergens-l6dlichen Fraktion und der Deter gens-unldslichen Cytoskelettfraktion von
N2a (N2a) und N2a-APPggs-Zellen (A3)
Von konfluenten N2a- und N2a-APPggs-Zellen wurden Gesamthomogenate (Ho), die Detergens-
|6sliche Fraktion (dsf) und die Detergens-unl&sliche Cytoskelettfraktion (dicf) prépariert. Jeweils
20 g Protein wurden Uber SDS-PAGE (10 %) aufgetrennt und auf Nitrocellulose transferiert.
Die OGIcNAc-Moadifikation von Proteinen wurde mit dem monoklonalen RL2-Antikorper und
dem anti-M aus-POD-Antikérper nachgewiesen. (MG = Molekulargewichtsstandard)
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Abb. 12 zegt exemplaisch das Ergebnis einer von inggesamt vier durchgefihrten
Westernblot-Andysen. In Gesamthomogenaten wurden 4 bis 5 Proteine mit dem RL2-
Antikorper detektiert. Diese wiesen dle en Molekulargewicht > 60 kD auf. Die Reaktion
mit zwel der genannten Proteine bel ca. 65 kD bzw. 210 kD war deutlich schwécher as mit
den Ubrigen Proteinen.

Die von den Zdlen exprimierten Proteine wurden in die Detergens-l0diche Fraktion bzw.
die Detergens-unigdiche Cytoskdettfraktion differenziert. Beide Fraktionen scheinen die
geichen Proteine zu enthdten, dlerdings in unterschiedlicher Vertelung. Der RL2-
Antikorper resgierte starker mit Proteinen der Detergens-unlddichen Cytoskelettfraktion
ds mit denen der Deergens-lodichen Fraktion, dh. dass cytoskdetde und mit dem
Cytoskelett-assoziierte  Proteine der N2a-Zdlen offendchtlich gérker O-GIcNAc-modifi-
Ziet snd ds cytosolische und Membranproteine. Diese Beobachtung stimmt mit Untersu
chungen von Griffith und Schmitz (1999) an Kleinhirnneuronen tberein.

Wie zu erwarten, detektierte der RL2-Antikorper nicht dle von den N2a bzw. N2a
APPsgs-Zellen exprimierten  Proteine wie bel e@nem Vegleich der Ergebnise der
Westernblot-Andyse (Abb. 12) mit dem Coomassie-gefarbten Gel (Abb. 11) deutlich wird.
Die nur in da  Deegens-lodichen  Fraktion oder  Detergens-unlddichen
Cytoskelettfraktion ~ vorkommenden  Proteine  (Sehe  Abb.  11) im  unteren
Molekulargewichtsbereich tragen keine detektierbare O- GICNAc-M odifikation.

Es wurde kein Unterschied in der Resktion des RL2-Antikdrpers mit Proteinen von paren
tden und trandizieten N2a-Zelen beobachtet, so dass ausgeschlossen werden kann, dass
die Trangfektion die O- GICNA c- Expression beanflusst.

3.4 Nachweisder O-GIcNAc-Modifikation des humanen APPggs

Griffith & d. (1995) hatten den Nachweis der O-GIcNAc-Modifikation des murinen APP
mit einer chemischen Methode gefilhrt. Dabei wurde der Einbau von 3H-Gaactose in O-
Glykane von immunprézipitietem APP gemessen, dessen N-Glykane zuvor mit PNGase F
abgespdten worden waren (Griffith et a., 1995). Da es sich dabel um einen eher indirekten
und umgtdndlichen Nachweis handdt, wurde untersucht, ob die O-GlIcNAc-Modifikation

des humanen APPsg5 im Westernblot nachwe sbar i<t.
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APP wurde aus Gesamthomogenaten mit dem polyklonden anti-APPs1gY-Antikorper
immunprézipitiert. Die immunprézipitieten Proteine wurden mittds SDS-PAGE  aufge-
trennt, auf Nitrocdlulose transferiert und humanes APPsgs im Westernblot mit den
monoklonden Antikérpern 8E5 und WO0-2 nachgewiesen. Der Nachweis von O-GIcNAC
efolgte mit den monoklonden Antikérpern RL2 und HGAC39. Durch Berechnung der
jewdligen Ri-Werte wurde eine mogliche Ubereingimmung der erhdtenen APP- und O-
GlcNA c-Chemilumineszenz- Sgnale gepriift.

Das Experiment wurde insgesamt 11ma mit dem 8E5- und dem RL2-Antikorper durchge-
fuhrt. Bel 7 Versuchen wurden jewells die R-Werte berechnet, wobel in 6 Versuchen ver-
gleichbare Werte erhdten wurden. Zur Bestétigung der Ergebnisse wurde viermd zusiiz-
lich zum 8E5-Antikérper der WO-2-Antiktrper erfolgreich eingesetzt. Der Nachwels der
O-GIcNAc-Modifikation sollte mit dem HGAC39-Antikérper bestétigt werden. Dies
gdang ae auf Grund der unzuverldssgen Reektion des HGAC-Antikorpers im

Westernblot nur bal einem von drel Versuchen.

Abb. 13 zeigt eine exemplarische Westernblot-Andyse. Beide anti-APP-Antikorper detek-
tierten zwe Proteine mit eénem Molekulargewicht von ca. 115 kD und 110 kD (Abb. 13B
und 13C). Da sowohl der 8E5- ds auch der WO-2-Antikorper nicht mit endogenem Maus-
APP reagieren, muss es sch ba den beiden Proteinen um die reife (ca 115 kD) bzw.
unreife (ca. 110 kD) Form des humanen APPsgs handeln (sehe 3.1.1 und 3.1.2).

Dea RL2-Antikorper reagierte mit mehreren Proteinen. Die Resktion mit einem ca 100 kD
und enem ca 110 kD grolen Protein it besonders stark (Abb. 13A und 13B). Der
HGAC39-Antikorper reagierte ebenfdls mit mehreren der immunprézipitierten Proteine.
Dazu gehdrt auch die Resktion mit einem ca 115 kD sowie 110 kD grol3en Protein. Aller-
dings zeigte der HGAC39-Antikorper mit diesen beiden Proteinen im Vergleich zu den
anderen Proteinen eine relativ schwache Resktivitét (Abb. 13C).
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Abb. 13:  Westernblot-Analyse der O-GIcNAc-M adifikation des humanen APPggs

Konfluente N2a- und N2a-APPggs5-Zellen wurden homogenisiert und APP mit dem polyklonalen
anti-APPs-1gY-Antikorper immunprézipitiert. Die Uber SDSPAGE (8 %) aufgetrennten
immunprazipitierten Proteine wurden auf Nitrocellulose transferiert und humanes APPggs mit den
monoklonalen Antikérpern: 8E5 (B) und WG0-2 (C) und dem anti-M aus-POD-Antikérper immun-
detektiert. Der Nachweis der O-GIcNAc-Modifikation von Proteinen erfolgte mit den monoklo-
nalen Antikérpern RL2 (A und B) und HGAC39 (C) mittels Immunoblot. Abb. 13A und 13B
zeigen denselben Versuch mit dem RL2-Antikdrper, wobei der Rontgenfilm in Abb. 13B lénger
exponiert wurde. Es wurden die R-Werte der Chemilumineszenz-Signale berechnet. Alle vier
Antikdrper reagierten nit zwei Proteinbanden im Molekulargewichtsbereich von ca. 110 kD
bzw. ca. 115 kD. (MG = Molekulargewichtsstandard)

Die R-Werte der oben genannten beiden Proteinbanden wurden berechnet und in einem
semilogarithmischem  Diagramm  ausgewertet  (nicht  gezeigt). Diese Auswertung ergab
Ubereingimmende Molekulargewichtsbereiche von Proteinbanden bei 110 und 115 kD, die
sowohl von den anti-APP- ds auch von den O-GlcNAc-spezifischen Antikorpern erkannt
wurden. Dies bedeutet, dass nicht nur, wie bereits gezeigt wurde, Maus-APP sondern auch
das humane APPsgs O-GICNAc-modifiziert is. Der Vergleich der Ri-Werte der mit dem
RL2-Antikorper detektierten Proteinbanden mit denen, die vom 8E5-Antikorper erkannt
wurden, l&sst vermuten, dass die unreife Form des humanen APPsgs stirker O-GICNAC-
modifiziert i dsdie reife Form.

Die Resktion des RL2- und HGAC39-Antikorpers mit mehreren der mit dem polyklonden
anti-APPs-1gY-Antikorper  immunprézipitierten Proteine i vermutlich darauf  zuriickzu-
fUhren, dass der anti-APPsIgY-Antikdrper nicht affinitétsaufgereinigt wurde und daher
offenbar zusitzlich zum humanen APPsgs noch wetere Proteine aus Gesamthomogenaten
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immunprazipitiet wurden. Endogenes Maus-APP weig en um ca 5 kD groferes Mole-
kulargewicht auf ds humanes APPsgs (nicht gezeigt), so dass es Sch ba den mit dem RL2-
bzw. HGAC35-Antikérper immundetektierten 110 kD bzw. 115 kD grof¥en Proteinen ver-
mutlich nicht um endogenes Maus- A PP handelt.

3.5 Lokalisation deshumanen APPggs in ver schiedenen Zdlfraktionen

Es war an verschiedenen Zdl-Linien gezeigt worden, dass APP mit dem Cytoskelett asso-
ziiet i (Allinquant et d., 1994; Refolo et d., 1991). Aktivierung der PKC fuhrt in C6-
Gliomzdlen aus noch unbekannten Grinden zu einer gedteigerten Assoziation von APP
mit dem Cytoskelett (Refolo et d., 1991). Da ene reziproke Beziehung zwischen der PKC-
Phosphorylierung und O-GICNAC gezeigt worden war, it es moglich, dass nicht nur die
Phosphorylierung durch die PKC sondern auch Verdnderungen der O-GIcNAc-Expresson
die Asozigion von APP mit dem Cytoskdett beanflussen (Sehe 15.2) (Griffith und
Schmitz, 1999).

Aus diessem Grund wurde untersucht, ob auch das von den N2a-Zdlen exprimierte humane
APPsgs mit dem Cytoskdett asoziiert is. Dazu wurden in Anlehnung an Refolo et d.
(1991) die sog. Detergens-lodiche Fraktion und Detergens-unlddiche Cytoskeettfraktion
prpariet (Sehe 3.2.2). Die Lokalisation des humanen APPsgs in den beiden Fraktionen
wurde mit dem monoklonden 8E5-Antikorper im Westernblot analysiert. Insgesamt wur-
den 8 Experimenten mit jewells Doppd- bzw. Dreifachbestimmungen durchgefihrt.

Abb. 14 zeigt exemplarisch eine Westernblot-Analyse. In der Detergens-lédichen Fraktion
wurde schon nach kurzer Expodtion des Rontgenfilms eine Resktion des 8E5-Antikérpers
beobachtet (Abb. 14A). Erg nach deutlich langerer Expostion des Rontgenfilmes traten
auch in der Detergens-unlédichen Cytosked ettfraktion zwel Proteinbanden auf (Abb. 14B).

Das von den N2a-Zedlen exprimierte humane APPsgs war somit hauptsachlich in der Deter-
gens-lodichen Fraktion lokdiset und nur in geringem Ausmald in der cytoskeetden
Fraktion. Im Gegensatz dazu haben andere Arbeitsgruppen gezeigt, dass APP Uberwiegend
in cytoskeletder Assoziation vorliegt (Allinquant et d., 1994; Refolo et d., 1991).
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Abb. 14: Nachweis des humanen APPggs in der Detergens-lédichen Fraktion (dsf) und der Deter-
gens-unléslichen Cytoskelettfraktion (dicf) mittels Wester nblot
Von konfluenten N2a-APPgsgs-Zellen wurden die Detergens-l6sliche Fraktion und die Detergens-
unlésliche Cytoskelettfraktion prépariert. Jeweils 20 ug Protein wurden Uber SDS-PAGE (10 %)
aufgetrennt und auf Nitrocellulose transferiert. Humanes APPggs wurde mit dem 8E5-Antikorper
und dem anti-Maus-POD Antikérper immundetektiert. Abb. 14A und 14B zeigen denselben
Versuch, wobei in Abb. 14B der Rontgenfilm [énger exponiert wurde.

3.6 Trangente Transfektion eukaryotischer Zellen mit der cDNA der O-GIcNAc-

Transferase

Es war gezeigt worden, dass Transfektion von HEK293- und Hela-Zelen mit der cDNA
der OGT zu ener gesteigerten Enzymaktivitd und damit zu ener gesteigerten O-GIcNAC-
Modifikation von Proteinen fuhrt (Kreppe et a., 1997; Lubas et d., 1997). Daher wurde
versucht, die O-GIcNACc-Expresson in N2aZelen mit diessr Methode zu erhdhen, um den
Einfluss von O-GIcNAC auf das Prozesseren von APP bel gesteigerter O GICNAC-Expres-
sion untersuchen zu kdnnen.

Zusdtzlich zu N2a- bzw. N2a-APPsgs-Zdlen wurden COS-Zdlen trangent trandfiziert. Mit
der DOTAP-Technik wurden insgesamt drel trandente Trandfektionen von N2a und N2a
APPsgs-Zellen sowie vier trandente Trandfektionen von COS-Zdlen durchgefihrt. COS-
Zdlen wurden zusdizlich ds Kontrolle mit der cDNA fir humanes L1, ein transmembranes
Zdladhésionsmolekll der |g- Superfamilie, trandfiziert.

Nach 18stiindiger Inkubation mit dem DOTAP-Reagenz und der jeweiligen cDNA (5 ug)
(sehe 2.3.1.3) und Wechsd des Zdlkulturmediums wurden die Zelen weitere 24 Stunden
kultiviert. Anschlielfend wurden Gesamthomogenate der Zellen prépariert, die Proteine
mittds SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitrocdllulose transferiert. Fir die Andyse der
Expresson der OGT mittels Westernblot wurden die polyklonaen Kaninchen Antikorper
AL25 und AL28 eingesetzt. Gleichzatig wurde untersucht, ob es zu einer Veranderung der
O-GIcNAc-Expression kam.
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Abb. 15: Westernblot-Analyse der transient mit der cDNA fir die O-GIcNAc-Transferase (OGT)
transfizierten COS-Zéelen mit den polyklonalen Antikérpern AL25 (A) und AL 28 (B)
Ca. 80 % konfluente COS-Zellen wurden mit dem DOTAP-Kit und der cDNA der OGT (5 ug)
entsprechend den Angaben des Herstellers transfiziert (OGT). Kontrollzellen (Ko) wurden mit
Ausnahme der DNA identisch behandelt. Die Zellen wurden 18 Stunden mit dem DOTAP-DNA -
Gemisch inkubiert und anschliefiend 24 Stunden in Kulturmedium weiterkultiviert. Die Zellen
wurden homogenisiert, 40 pug Protein tber SDS-PAGE (8 %) aufgetrennt und auf Nitrocellulose
transferiert. Die Immundetektion der OGT erfolgte mit den polyklonalen Antikdrpern AL25
bzw. AL 28 und dem anti-K aninchen-Antikérper. (M G= Molekul argewicht)

Abb. 15 zeigt enen représentativen Westernblot nach trandenter Transfektion von COS-
Zdlen mit der cDNA der OGT. Der AL25-Antikorper reagierte ausschliedich mit enem
Protein von ca 110 kD (Abb. 15A). Mit dem AL28-Antikorper wurden insgesamt vier
Proteine immundetektiert, die en Molekulargewicht von ca. 60 kD, 78 kD, 80 kD bzw.
110 kD aufwiesen (Abb. 15B).

Die bel Eukaryoten hoch konsarvierte OGT it en Heterotrimer aus zwel pl10 Unterein-
heiten und einer p78 Untereinheit (Sehe 1.6.3.1). Der AL25-Antikorper wurde gegen die in
E. coli Uberexprimierte, rekombinante pl10 Untereinheit hergestelt, der AL28-Antikorper
gegen deren C-Terminus (persdnliche Mitteilung C. Shane, Bdtimore, USA). Es wurden
keine Kreuzreaktion mit anderen Proteinen beobachtet (Kreppel et d., 1997). Beide Anti-
korper detektierten die p110 Untereinheit, der AL28-Antikorper aul}erdem die p78-Unter-
einheit der OGT.

Zusitzlich dazu reagierte der AL28-Antikorper mit einer ca. 80 und 60 kD grofien Protein-
bande. Dieses Bandenmuster wurde ebenfdls nach Silberférbung der aus Rattenleber auf
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gereinigten OGT beschrieben. Dabel scheinen weder das ca. 80 kD noch das ca 60 kD
grol¥e Protein ein Enzymbestandtell zu sein (Hdtiwanger et d., 1992b).

In keinem der durchgefiihrten Experimente konnten Unterschiede in der Resktion der bei-
den Antikorper zwischen Kontroll- und trandfizierten Zelen beobachtet werden, so dass es
sch bel den detektierten Proteinen um die endogene OGT der COS- bzw. N2a Zdlen han
ddt. Es wurde nach der Trandfektion auch keine Zunahme der O-GIcNAc-Modifikation
von Proteinen beobachtet (nicht gezeigt).

Da auch humanes L1 nach Transfektion mit der entsprechenden cDNA nicht nachgewiesen
werden konnte (nicht gezeigt), wird davon ausgegangen, dass die trandenten Trans-
fektionen der N2a- und der COS-Zédlen nicht erfolgreich war.

3.7 Einfluss von PUGNAc auf die O-GIcNAc-Modifikation und das proteolytische

Prozessieren des humanen APPggs

Um mogliche Auswirkungen ener gesegeaten O-GIcNAc-Modifikation von Proteinen auf
verschiedene Parameter des APP-Prozessierens untersuchen zu kénnen, wurden N2a und
N2a-APPsgs-Zdlen 20 Stunden mit 40 uM PUGNAC, einem potenten Inhibitor der O-
GlcNAc-Hydrolase, behandelt (Hatiwanger et d., 1998).

De Einfluss der PUGNAc-Behandlung auf folgende Parameter wurde untersucht: 1. die
O-GIcNAc-Madifikation von Proteinen dlgemen, 2. die Expresson des humanen APPsgs,
3. die O-GIcNAc-Modifikation des humanen APPsgs, 4. die intrazelulére Lokalisation des
humanen APPsgs sowie 5. die Sekretion des humanen APPs bzw. APPs. Die Andyse des
sezernierten Ab1-40 wurde von Dr. D. Beher, Merck, London, durchgeftihrt.

3.7.1 Untersuchung des Einflusses von PUGNAc auf die O-GIcNAc-Modifikation

von Proteinen

Unter serumfrelen Bedingungen wurde der Einfluss einer 20stindigen PUGNAC-Behand-
lung auf die O-GIcNAc-Expresson von Proteinen der Gesamthomogenate von N2a und
N2a-APPsgs-Zdlen untersucht. Die serumfrelen Bedingungen waren flr den Nachwes des
humanen APPs bzw. APPs aus Zdlkulturibersténden notwendig (Sehe 3.1.2). Aul3erdem

wurden intrazdlluldre Immunfluoreszenz- Farbungen der Zellen durchgefiihrt.
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Fur die Wegternblot-Analyse wurden insgesamt 10 Versuche mindestens as Doppelbe-
simmung durchgefilhrt (n = 29%). Die immuncytochemischen Experimente umfassten ins-
gesamt 9 Versuche mindestens a's Doppe bestimmung.

3.7.1.1Untersuchung des Einflusses von PUGNAc auf die O-GlcNAc-Modifikation

von Proteinen im Wester nblot

Gesamthomogenate von Kontroll- und mit PUGNAC behandelten N2a& und N2a-APPgsgs-
Zdlen wurden prapaiet. Die O-GIcNAc-Modifiketion von Protenen wurde im
Wegenblot mit dem RL2-Antikdrper andydet. Alle durchgeflhrten Experimenten
ligferten @nliche Ergebnisse. Allerdings wurden in den durchgefiihrten Versuchen immer
wieder Schwankungen in der Resktivitét des RL2-Antikorpers beobachtet (nicht gezeigt).

N2a A3 MG
Ko |PUGNAc| Ko |PUGNAc
“ | — 200kD
-
_— © ™| 120kD
- .
. — 90kD
— 80kD
- | — 70KD
— 60kD
— 50kD
— 40kD

Abb. 16: Westernblot-Analyse der O-GlcNAc-Modifikation von Proteinen von Gesamthomogenaten
von N2a (N2a) und N2a-APPggs-Zellen (A3) in Ab- (Ko) und Anwesenheit (PUGNAC) von
PUGNACc
Ca. 85 % konfluente N2a- und N2a-APPggs-Zellen wurden unter serumfreien Bedingungen 20
Stunden mit PUGNACc (40 uM) kultiviert und anschlieRend Gesamthomogenate prépariert. 20 ug
Protein wurden Uber SDS-PAGE (10 %) aufgetrennt und mit dem monoklonaen Antikorper RL2
und dem anti-M aus-POD-Antikorper analysiert. (MG = Molekulargewichtsstandard)

! Eswurden jeweils 29 Kontroll- sowie 29 mit PUGNAc-behandelte Zellen analysiert.
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PUGNAC flhrte zu einem deutlich schtbaren Andieg der Resktion des RL2-Antikorpers.
Neben der stérkeren Resktion des Antikorpers mit den Proteinen, die auch unter Kontroll-
bedingungen detektiet wurden, lielen dch zusdizlich noch weitere Protene ds O-
GlcNAc-modifiziet nachweisen. Diese Beobachtungen treffen fir N2a- und N2aAPPgsgs-
Zdlen zu (Abb. 16).

3.7.1.2 Unter suchung des Einflusses von PUGNACc auf die O-GIcNAc-M odifikation

von Proteinen mittelsindirekter |mmunfluor eszenz

Mittels Immuncytochemie sollten die Ergebnisse der Westernblot Andyse bestétigt wer-
den. Die immuncytochemischen Untersuchungen wurden mit den monoklonden Antikor-
pern RL2 und HGAC39 durchgefihrt. Auf mit PLL beschichteten Glasdeckgléschen kulti-
vierte N2a= und N2a-APPsgs-Zdlen wurden unter serumfreen Bedingungen 20 Stunden
mit 40uM PUGNAC inkubiert. Im Anschluss daran erfolgte die immuncytochemische Far-
bung mit dem RL2- bzw. HGAC39-Antikorper. Alle 9 durchgefihrten Experimente liefer-
ten die gleichen Ergebnisse.

Abb. 17 zegt exemplaisch intrazdlul&e Immunfluoreszenz-Farbungen mit dem RL2-
Antikorper. Der RL2-Antikorper farbt insbesondere den Kern von nicht mit PUGNAC-
behanddlten Zdlen, wéhrend das Cytoplasma eine deutlich schwéchere Férbung aufweist.
Zusdtzlich wurde der proximae Bereich der Neuriten von spindeférmigen Zdlen geféarbt.
Zwischen nicht mit PUGNAc-behanddten Zdlen der parentden sowie der trandizierten
Zdllen wurden keine Unterschiede beobachtet.

PUGNACc-Behandlung der Zdlen flhrte — wie erwartet — zu enem Andieg der Intengtét
der Farbung, und zwar der nukledren und cytoplasmatischen Farbung. Im Gegensaiz zum
Wedernblot i der Angieg der Immunfluoreszendfarbung des RL2-Antikorpers reativ
schwach (Abb. 17).
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Abb.17: Intrazelluléare Immunfluoreszenz-Féarbung von N2a (A) und N2aAPPggs-Zellen (B) in Ab-
(Kontrolle) und Anwesenheit (PUGNAC) von PUGNAc mit dem monoklonalen Antikorper
RL2
N2a- (N2a) und N2a-APPsgs-Zellen (A3) wurden nach Subkultivierung drei Tage auf mit PLL-
beschichteten Glasdeckgléaschen und dann unter serumfreien Bedingungen 20 Stunden in Ab-
bzw. Anwesenheit von 40 uM PUGNAC, einem Inhibitor der OGIcNAc-Hydrolase, kultiviert.
Nach Fixierung mit Paraformaldehyd (4 %) und Permeabilisierung mit Ethanol (100 %, p.a.)
wurden die Zellen mit dem monoklonaen RL2-Antikérper und dem anti-Maus-Cy3 Antikorper
inkubiert. Die mikroskopische Beobachtung erfolgte mit dem Fluoreszenzmikroskop bei 546 -
580 nm. Der eingezeichnete Balken entspricht 20 um.

3.7.2 Einflussvon PUGNACc auf die O-GIcNAc-M odifikation des humanen APPggs

Um zu untersuchen, ob auch das humane APPsgs und dessen schwedische Mutante
(APPsgssw) in Gegenwart des Inhibitors der O-GlcNAc-Hydrolase PUGNAC verstérkt O-
GIcNAc-modifiziert snd, wurden N2aAPPsos-Zdlen und N2aAPPsgss-Zelen 20 Stun-
den in Ab- bzw. Anwesenheit von 40 pM PUGNAC kultiviert. Anschlief?end wurden die
Zdlen homogenisert, APP aus den Gesamthomogenaten mit dem polyklonden anti-APPs
IgY-Antikorper immunprézipitiert (Sehe 3.1.1 sowie 34), das Immunprézipitat Uber SDS-
PAGE aufgetrennt und auf Nitrocdlulose trandferiert. Der Nachwels des humanen APPsgs
bzw. APPsgssw efolgte mit dem monoklonalen 8E5-Antikorper und der Nachweis der O-
GlcNAc-Modifiketion mit dem monoklonden RL2-Antikorper. Dieses Experiment wurde
inggesamt 5ma durchgefihrt.

Abb. 18 zeigt das Ergebnis einer reprasentativen Westernblot-Analyse. Der 8E5- Antikor-
per resgiete mit zwe der aus Gesamthomogenaten immunprézipitieten Proteine mit
einem Molekulargewicht von ca. 115 kD bzw. 110 kD, die die reife (ca 115 kD) bzw.
unreife (ca. 110 kD) Form des humanen APPsgs bzw. APPesgssy darstelen (sehe 3.1.1
sowie 34). Zwischen Kontroll- und PUGNAC behandeten Zdlen konnte kein sgnifikanter
Unterschied der Immunresktion des 8E5-Antikorpers beobachtet werden. Die Reaktion des
8E5-Antikorpers mit APPsgssy War dlerdings schtbar schwéacher ds mit APPsgs, vermut-
lich bedingt durch eine schwéchere Expression des APPsgssy.

De RL2-Antikorper reagiete mit mehreren Proteinen, u.a auch mit zwe Proteinen mit
einem Molekulargewicht von ca. 115 kD bzw. 110 kD. PUGNAc-Behandlung der Zdlen
fuhrte zu ener schtbar sérkeren Immunresktion des RL2- Antikorpers.
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Abb. 18: Westernblot-Analyse der OGIcNAc-Modifikation des Wildtyps (APPwt) und der schwedi -
schen Mutante (APPs,) des humanen APPggs in Ab- (Ko) und Anwesenheit (PUGNAC) von
PUGNAC
Ca. 90 % konfluente N2a-APPgsgs- und A PPggssy-Z€ellen wurden 20 Stunden mit 40 uM PUGNAC
behandelt. Anschlief3end wurden die Zellen homogenisiert und APP mit dem polyklonalen anti-
APPs-1gY-Antikorper immunprézipitiert. Die immunprézipitierten Proteine wurden Uber SDS-
PAGE (8 %) aufgetrennt und auf Nitrocellulose transferiert. Humanes APPyt bzw. APPg,
wurden mit dem monoklonalen 8E5-Antikérper und dem anti-Maus-POD-Antikorper, die O
GlcNAc-Modifikation mit dem monoklonalen RL2-Antikérper und dem anti-Maus-POD-Anti-
korper nachgewiesen. Die R¢-Werte der erhaltenen Chemilumineszenz-Signale wurden berech-
net. Beide Antikorper reagieren mit zwei Proteinen, die ein Molekulargewicht von ca. 110 kD
bzw. ca. 115 kD aufweisen (MG = Mol ekul argewichtsstandard)

Es wurden die Ri-Werte der jewaligen Chemilumineszenz-Signade berechnet und in enem
semilogarithmischem  Diagramm  ausgewertet  (nicht gezeigt). Diese Auswertung  ergab
Ubereingimmende Molekulargewichte der Proteinbanden bei 110 kD und 115 kD, die
sowohl von dem 8E5- ds auch von dem RL2-Antikorper erkannt wurden. Das bedeurtet,
nicht nur der Wildtyp des humanen APPsgs i O-GICNACc-modifiziert sondern auch dessen
schwedische Mutante. Inkubation der Zelen mit PUGNAC flhrte zu einer geteigerten O-
GlcNAc-Modifikation des humanen APPsgs bzw. APPsgssy, jedoch sind die unreifen For-
men beider Proteine deutlich stérker O-GIcNAc-modifiziert ds die jewelige reife Form.

Es konnte wie ewatet kan Unterschied hingchtlich der O-GIcNAc-Modifikation zwi-
schen humanem APPsgos und APPsgss,y beobachtet werden. da der GTerminus beder Pro-
teineidentisch ig.
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3.7.3 Einflussvon PUGNACc auf die Expression und Sekretion des humanen APPggs

Fur die Untersuchung des Einflusses einer gesteigerten O-GIcNAc-Modifikation von Pro-

teinen auf das proteolytische Prozesseren des humanen APPsgs wurden N2a APPsgs-Zdlen
unter serumfreien Bedingungen 20 Stunden mit 40 uM PUGNACc inkubiert.

Abb. 19:

Einfluss von PUGNACc auf das APPg:.-
Prozessieren
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[
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o 200 ]
X
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Einfluss von PUGNACc auf die Expression und Sekretion des humanen APPggs (APP), APPg
(APPs) und APPs, (APPsa)

Ca. 85 % konfluente N2a-APPggs-Z€ellen wurden unter serumfreien Bedingungen in Ab- (Ko)
und Anwesenheit (PUGNACc) von 40 uM PUGNAc kultiviert. Anschlieffend wurde der
Zellkulturiiberstand (konditioniertes Medium) abgenommen und die Zellen homogenisiert. 10 ug
Protein der Gesamthomogenate wurden Uber SDS-PAGE (8 %) aufgetrennt und humanes APPggs
mit dem monoklonalen 8E5-Antikorper und dem anti-Maus-POD-Antikorper mittels
Westernblot immundetektiert. Fir den Nachweis des humanen APPs wurden 0,5 pug Protein des
konditionierten Mediums (iber SDS-PAGE (8 %) aufgetrennt und A PPs mittels Westernblot mit
dem monoklonalen 8E5-Antikdrper nachgewiesen. Zur Immundetektion des humanen APPs, mit
dem monoklonalen W0-2-Antikdrper wurde 1 pg Protein des konditionierten Mediums Uber
SDS-PAGE (8 %) aufgetrennt. Die den Proteinen entsprechenden Chemilumineszenz-Signae
wurden mit dem Programm ImageQuant quantifiziert. Die erhaltenen Werte sind in Pixel (in
Tausend (Tsd.)) angegeben. Fir die statistische Auswertung wurde ein unabhéngiger T-Test mit
n=29 durchgefuhrt.
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Es wurden inggesamt 10 Versuche mit Doppe- bis Vierfachbestimmungen der Gesamtho-
mogenae sowie der konditionieten Medien von Kontroll- bzw. PUGNAc-behandelten
Zdlen andydert. Humanes APPsgs, APPs sowie APPs, wurden mittels Westernblot detek-
tiet und die den Proteinen entsprechenden Chemilumineszenz-Sgnde mit dem Programm
ImageQuant denstometrisch quantifiziert. Zur daidischen Auswertung wurde en  unab-
héngiger T-Test (n = 29) durchgefthrt.

Abb. 19 zeigt, dass eine 20-siUndige Behandlung der Zdlen mit PUGNAC keinen Einfluss
auf die Expression des humanen APPsgs sowie die Sekretion von APPs und APPg, hat.

Die Andyse des sezernierten Aby.q0 wurde in Kooperation mit Dr. D. Beher, London,
durchgefiihrt. Die Konzentrationsbestimmung efolgte mit dem sog. HTRF (homogeneous
time-resolved fluorescence) ,Immunoassay”. Bei diessr Methode wird die Uberlagerung
von Resonanzenergie zwischen zwel Huorophoren genutzt. Mit diesen Fluorophoren sind
Antikorper markiert, die mit dem N- bzw. C-Terminus von Ab reagieren. Die Eigenschaf-
ten der eingesetzten Huorophore ermdglichen eine quantitative und quditative Bedtim-
mung von Ab in Ldsungen (Clarke und Shearman, 2000). Die Konzentrationen des sezer-
nieten Aby.42 konnte auch mit diessr Methode nicht bestimmt werden, da sie unterhab der
Detektionsgrenze lagen (personliche Mitteilung Dr. Beher).

Sezerniertes Aby.so wurde von 6 Kontrollversuchen sowie von 6 Versuchen mit PUGNAC-
behanddten Zdlen gemessen. Die Aby.g0-Konzentration betrug in konditionierten Medien
von Kontrollzdlen 1,22 pmol/ml konditioniertes Medium. Dem gegeniber wurde eine
Konzentration von 1,04 pmol/ml konditioniertes Medium bea den mit PUGNAc-behandd-
ten Zdlen gemessen werden. Die datisische Auswertung efolgte ebenfdls mit enem
unabhéngigen T-Tedt. Dieser ergab ene dgnifikante Abnahme der Aby.40-Sekretion (p =
0,01).

Unter den gewéhiten Bedingungen hat die gesteigerte O-GICNAc-Modifikation von Prote-
nen weder einen messbaren Einfluss auf die Expresson des humanen APPsgs noch auf die
Sekretion des humanen APPs bzw. APPg. Hingegen flhrt ene gesteigerte O-GICNAC-
Modifiketion zu einer Sgnifikanten Abnahme der Aby.40- Sekretion.
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3.7.4 Einflussvon PUGNAC auf intrazdlulare L okalisation des humanen APPggs

Um zu untersuchen, ob O-GIcNAc die intrazdlulde Vertellung des humanen APPsgs
beainflusst, wurde untersucht, ob die Behandlung der N2a-APPsgs-Zdlen mit PUGNAC die
subzeluldre Lokaisaion des humanen APPsgs beeinflusst. Es wurde daher zum einen die
Asoziation des humanen APPsgs mit dem Cytoskdett in Ab- bzw. Anwesenhet von
PUGNAC untersucht, zum anderen die subzdlulae Lokdisation des humanen APPsgs
mittels Immuncytochemie.

3.74.1Einfluss von PUGNAc auf die Lokalisation des humanen APPgys in
ver schiedenen Zé€llfraktionen

N2a- und N2a-APPsgs-Zdlen wurden 20 Stunden in An- bzw. Abwesenheit von PUGNAC
kultiviert. Im Anschluss daran wurden die Detergens-lodiche Fraktion sowie die Deter-
gens-unlédiche Cytoskelettfraktion prépariert (dehe 3.2.2). Humanes APPsgs wurde
mittel s Westernblot- Andlyse nachgewiesen.

dsf MG dicf
Ko PUGNAC Ko PUGNAC
— 120kD
- .
’ — 100kD

Abb.20: Analyse des humanen APPggs in der Detergens-loslichen Fraktion (dsf) und Detergens-
unldslichen Cytoskelettfraktion (dicf) in Ab- (Ko) und Anwesenheit (PUGNAC) von
PUGNAC mittels Westernblot
Ca. 85 % konfluente N2a- und N2a-APPggs-Zellen wurden 20 Stunden mit PUGNAC (40 uM)
kultiviert. AnschlieRend wurden die Detergens-losliche Fraktion und die Detergens-unldsliche
Cytoskelettfraktion prépariert. Jeweils 20 pug Protein der beiden Fraktionen wurden Uber SDS-
PAGE (10 %) aufgetrennt und nit dem monoklonalen Antikorper 8E5 und dem anti-M aus-POD-
Antikorper analysiert. (MG = Mol ekulargewichtsstandard)

Es wurden inggesamt vier Experimente mit Doppe- bzw. Drefachbestimmungen durchge-
fuhrt. In dlen durchgefihrten Experimenten konnte eine starke Resktion des 8E5-Antikor-
pers in der Detergens-16dichen Fraktion beobachtet werden. Nur in zwei der durchgefihr-
ten Versuche konnte eine Resktion des 8E5-Antikorpers mit humanem APPsgs in der
Detergens-unlodichen Cytoskelettfraktion verzeichnet werden (Abb. 20). Dies beruht ver-
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mutlich auf den geringen Mengen des humanen APPsgs, die in dieser Fraktion detektiert
werden konnten (Sehe Abb. 14). PUGNAcC hatte keinen Einfluss auf die Vertellung des
humanen APPsgs zwischen der Detergens-lodichen Fraktion und der  Detergens-
unlodichen Cytoskeettfraktion (Abb. 20).

3.7.4.2 Immuncytochemische Untersuchung des Einflusses von PUGNAc auf die

intrazellulare L okalisation des humanen APPegs

Fur die Untersuchung der subzdluldren Lokdisation des humanen APPsgs mittels indirek-
ter Immunfluoreszenztechnik wurden auf Glasdeckglaschen kultiviete N2a und N2a
APPsgs-Zdlen unter serumfreien Bedingungen 20 Stunden in Ab- bzw. Anwesenheit von
PUGNAC inkubiert. Die immuncytochemische Fabung efolgte anschlieflend mit dem
monoklonden 8E5-Antikorper. Es wurden insgesamt 9 Versuche mit Doppd- oder Drei-
fachbestimmungen durchgefihrt, die dle zu denselben Ergebnissen fihrten.

Im Gegensatiz zur Westernblot Analyse (Sehe 3.1.1 und 3.1.2) zeigte der 8E5-Antikorper
eéne schwache Immunfluoreszenzféabung von cytoplasmatischen Veskedn und Neuriten
der parentalen N2a-Zdlen (Abb. 21A). Ob es sch dabel jedoch um ene spezifische Regk-
tion des 8E5-Antikdrpers mit murinem APP oder um ene unspezifische Resktion handdt,
|&sst Sich nicht ohne weiteres beurteilen.

N2a-APPsgs-Zdlen hingegen wiesen ene dake cytoplasmatische Féarbung auf. Auffalend
war die Perlenschnur-ahnliche Farbung der Neuriten der N2a und N2a APPsgs-Zdlen und
die deutlich verstarkte Férbung der Neuriten sowohl von N2a as auch von N2a APPsgs-
Zdlen unter PUGNA c-Behandiung.
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Abb.21: Intrazellulare Immunfluoreszenz von Kontroll- und PUGNAc-behandelten N2a (A) und
N2a-APPggs-Z€ellen (B) mit dem monoklonalen Antikor per 8ES
N2a- (N2a) und N2a-APPsgs-Zellen (A3) wurden nach Subkultivierung drei Tage auf mit PLL-
beschichteten Deckglaschen und dann unter serumfreien Bedingungen die Zellen 20 Stunden in
Ab- (Kontrolle) bzw. Anwesenheit (PUGNAC) von 40 uM PUGNACc kultiviert. Nach Fixierung
mit Paraformaldehyd (4 %) und Permeabilisierung mit eiskaltem Ethanol (100 %, p.a.) wurden
die Zellen mit dem monoklonalen 8E5-Antikdrper und dem anti-Maus-Cy3-Antikorper
inkubiert. Die mikroskopische Beobachtung erfolgte mit dem Fluoreszenzmikroskop bei 546 -
580 nm. Der eingezeichnete Balken entspricht 20 um.

Zusammenfassend lasst dch festgtelen, dass eine gesteigerte O-GIcNAc-Modifikation von
Proteinen keinen Einfluss auf die Expresson des humanen APPsgs hat. Auch beeinflusste
ge die Sekretion des humanen APPs bzw. APPg nicht. Im Gegensatz dazu war eine Sgni-
fikante Reduktion der Aby.40-Sekretion zu verzeichnen. Aul3erdem konnte immuncytoche-
misch gezeigt werden, dass die Neuriten in Gegenwat von PUGNAC in ihrer gesamten
Lange mit dem fir humanes APP spezifischen Antikorper angefarbt and, wéhrend in
Abwesenheit von PUGNAC lediglich Farbungen im proximaen Bereich der Neuriten zu

beobachten waren.
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4. Diskussion

Es gibt Hinweise, die auf ene mogliche Bedeutung der O-GIcNAc-Modifikation von Pro-
tenen be der Pahogenese der Alzheimer Demenz hindeuten (Sehe 1.5.3). So snd APP
und Tau, die eine zentrde Rolle bel der Entstehung der Krankheit spidlen (sSehe 1.3 sowie
1.2.2), O-GlcNAc-modifiziert (dehe 1.5). Des weteren wurde in Gehirnen von Alzhemer
Paienten in Berechen, die morphologische Verdnderungen aufweisen, eine deutlich
héhere O-GIcNAc-Expression nachgewiesen ds be Kontroll-Patienten (sehe 1.5.3). Da
aulerdem das proteolytische Prozesseren von APP durch verschiedene Signalkaskaden
reguliet wird (Sehe 1.4) und die O-GlcNAcylierung en zur Phosphorylierung dternatives
Sgndtransduktionssystem darstelt (sehe 1.5.1), wurde die Hypothese aufgestellt, dass die
O-GlcNAgylierung die Ab-Bildung aus APP mdglicherweise reziprok zur Phosphorylie-
rung beainfluss.

Um diese Hypothese zu beweisen, wurden Experimente an ener neuronden Zdl-Linie
durchgefihrt, die mit der cDNA des humanen APPsgs trandfiziert worden war. Diese Zdl-
kulturbedingungen wurden gewdhlt, um eine der Pathogenese des humanen Gehirns etwa
vergleichbare Situation zu schaffen, da bekannt war, dass Ab — und damit die Plagues-
bildung — zum enen nicht in aderen Spezies, wie z.B. der Maus, nachweisbar ist und zum
anderen wahrscheinlich ausschliefdich durch das Prozesseren von APP in Neuronen und
nicht in anderen Zdlen des Gehirns verursacht wird.

41  Metabolismus des humanen APPggs

411 Nachweis der Expresson des humanen APPsgs in N2a-Zelen mittels

Wester nblot-Analyse sowie indirekter |mmunfluor eszenz

Die Expresson des humanen APPsgs konnte im Westernblot mit dem fir das humane APP
pezifischen monoklonden 8E5-Antikorper nachgewiesen werden (Abb. 5). Damit die
geplanten Versuche an ener homogenen Zdlpopulation durchgefiihrt werden  konnten,
wurden Einzdzdl-Klone isoliet (Abb. 6) und fir die weteren Versuche ein Einzdzdl-

Klon (A3) mit starker Expression des humanen APPsgs ausgewahit.
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Die Expresson des humanen APPsgs durch die N2a-Zdlen konnte nicht durch Coomassie-
Fabung von SDS-Gden der Gesamthomogenate detektiert werden (dehe Abb. 11), s
dass anzunehmen g, dass die N2a-Zdlen das humane APPsgs nicht sehr stark Uberexpri-
mierten.

Wahrend im Westernblot keine Kreuzregktion des gegen das humane APP gerichteten
8E5-Antikorpers mit endogenem Maus-APP beobachtet wurde (Abb. 5), war immuncyto-
chemisch ene schwache, tolerierbare Farbung der parentden, d.h. nicht mit humanem
APPsgs trandizierten N2a-Zellen zu erkennen, die auf den Fotos dlerdings deutlicher zu
erkennen ig ads unter dem Mikroskop (Abb.21A). In Folge dessen wurden die Versuchs-
bedingungen nicht weiter optimiert.

Moglicherweise handelt es sich bel der Farbung der parentalen N2a-Zdlen um ene unspe-
zifische Reektion des 8E5-Antikorpers. Dies liglle dch prinzipiel durch Kompetitionsex-
perimente zeigen, in denen die Bindung des 8E5-Antikérpers an das endogene Antigen
durch zugeflgtes I6diches Antigen (in diessm Fdl zB. APPy) verhindert wird. Dieses
Experiment wurde jedoch nicht durchgefiihrt.

N2a sowie N2aAPPsgs-Zdlen wiesen ene veskulére Farbung des Cytoplasmas sowie
ene — wenn auch schwéchere — Farbung der Zelkerne mit dem 8E5-Antikorper auf.
Aulerdem konnte eine deutliche veskulae bzw. zT. ssgmentde Fabung der Neuriten
beobachtet werden (Abb. 21).

Diese Farbung scheint typisch fir APP zu sain, da se sowohl fur Uberexprimiertes ds auch
endogenes APP beschrieben wird (Ando et d., 1999; Caporaso et d., 1994; Haass et d.,
1995; lijima et d., 2000, Storey et a., 1996a; Storey et al., 1996b; Xu et d., 1999;
Yamazaki et al., 1996).

Die veskuléare Farbung der Neuriten der N2aAPPsgs-Zellen wird bel verschiedenen Ner-
verzdl-Typen beschrieben, wie z.B. Klenhirnneuronen von Mausen bzw. Reatten, mit der
cDNA des humanen APP trandfizieten B103-Zdlen sowie Hippocampus-Neuronen der
Ratte (Coulson et d., 1997; Storey et d., 1996a; Storey et a., 1996b; Xu et d., 1999,
lijima et a., 2000). Diese Farbung it scheinbar spezifisch fur APP, da se durch Behand-
lung von Maus-DRGs mit Antisense-Oligonukleotiden von APP reduziert werden konnte
(Coulson et al., 1997).
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Fur die veskuldre Farbung konnte zum enen in Trangportveskeln lokadisertes APP ver-
antwortlich sein. So unterliegt APP einem schnellen axonden anterograden Transport;, es
kann aber auch retrograd transcytosert werden (Koo et d., 1990; Smons e d., 1995;
Yamazaki et d., 1995).

Zum anderen konnte es sch be den lokaden Verdickungen, die auch deutlich in der
Phasenkontrast-Mikroskopie zu erkennen snd (vgl. Abb. 10), um Synagpsen handdn (per-
snliche Mittellung Prof. V. Herzog, Inditut fur Zdlbiologie, Bonn). Es ist bekannt, dass
in Neuronen ein Grof¥ell von APP in Syngpsen lokdidert is, so dass die veskuldre Fér-
bung der Neuriten auf in Syngpsen lokalisertes humanes APPsgs zurlickgefihrt werden
konnte (Huber et d., 1999; Saitoh und Mook-Jung, 1996; Schubert et al., 1991;
Shimokawaet d., 1993).

Des weiteren konnte in Fokakontakten oder anderen Adhésionsstdlen lokaisertes APP
fur die veskulé&re Farbung verantwortlich saein. Darauf deuten Beobachtungen verschiede-
ner Arbeitsgruppen hin, die ene Co-Lokdisaion von APP mit bl-Integrin und Tdin
gezeigt haben. Bede Proteine snd Bedtandteile von Fokakontakten und bestzen ene
punktartige Verteilung (Coulson et d., 1997; Storey et d., 1996h).

4.1.2 Untersuchungen zur Sekretion des humanen APPs bzw. APPs,

Das von den N2a-APPgsgs-Zdlen in das Zdlkulturmedium sezernierte humane APPs bzw.
APPg konnte im Westernblot nachgewiesen werden (Abb. 7 sowie Abb. 9). Die Sekretion
des humanen APPs; wurde im ELISA bestétigt (Abb. 8). Daraus lasst sich schlief3en, dass
diese murine Zdl-Linie Sekretasen beditzt, die das humane APPsgs proteolytisch abbauen

koénnen.

4.1.3 Untersuchungen zur Sekretion des humanen Ab

Zur Andyse der Sekretion von Ab wurde konditionietes Medium auf unterschiedliche
Weise konzentriet und mit Ameisensdure sowie Acetonitril behandelt. Dieses Prozedere
wird oftmds in der Literatur as Voraussetzung fUr den Ab-Nachwes beschrieben
(Gravinaet a., 1995; Permanne et d., 1995; Roher et d., 1996; Skovronsky et a., 1998).

Es gdang jedoch nicht, im ELISA mit dem monoklonden G2-10-Antikorper sezerniertes
Ab nachzuweisen. Auch Immunprézipitation von Ab mit @nem k&uflichen polyklonden
Anti-Ab-Antikorper und anschlielende Westernblot-Andyse mit dem G2-10- sowie G2-
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11-Antikorper fihrte nicht zum Nachwels des sezernieten Ab (beides nicht gezeigt). In
Kontrollversuchen konnte synthetisches Abi.40 mit beiden Antikdrpern nachgewiesen wer-
den (nicht gezeigt). Prinzipidl war das verwendete Prozedere dso fur den Ab-Nachwels

gesignet.

Die Problematik des Ab-Nachweises ist aus der Literatur bekannt. So scheinen zum einen
N2a-Zelen trotz (starker) Uberexpression von APP nur geringe Mengen Ab zu sezernieren
(Sastre et d., 1998; Thinakaran et al., 1996a; Xu et al., 1997). Da die Ab-Sequenz nur
enen Methionin-Rest enthdt (sehe Abb. 2), ist der Nachweis nach metabolischer Markie-
rung des Peptids mit *°S-Methionin nicht sehr sensitiv. Des weiteren tendiet Ab zur
Aggregation (dehe 1.3.4), was wiederum den Ab-Nachweis beeintrdchtigen konnte, da die
Aggregation die Erkennung durch Antikorper behindern konnte (Kuo et d., 1996,
Permanne et d., 1995; Podlisny et d., 1995; Roher et d., 1996; Walsh et al., 2000).
Verschiedene Arbeitsgruppen  konnten  dlerdings nach  metabolischer  Markierung von
Protdnen mit °S-Methionin und anschlielender Immunprézipitation mit anderen  Anti-
korpern von N2a-Zdlen sezerniertes Ab nachweisen (Sastre et d., 1998; Thinakaran et d.,
199%6a; Xu et d., 1997). Auch ohne metabolische Markierung gelang dies Arbeitsgruppen,
die jedoch andere Zeiten fir die Gewinnung des konditionierten Mediums sowie andere
Antikorper in der Immunprézipitation, Westernblot-Andyse bzw. im (,Sandwich”-)ELISA
verwendeten (Asami-Odaka et al., 1995; Sudoh et al., 2000).

Sezerniertes Ab konnte somit nicht selbst detektiert werden. Daher wurde dessen Ko
zentration in Kooperation mit Dr. D. Beher, Merck, London, mit dem sehr sengtiven
HTRF ,Immunoassay” (Clarke und Shearman, 2000) (Sehe 3.7.3 sowie 4.6.3) andysert.
Mit dieser Methode konnte gezeigt werden, dass die N2a-APPsgs-Zdlen ca 1 pmol/ml
Aby.40 (ca 4 ng/ml Medium) sezernierten, was deutlich unterhalb der Detektionsgrenze der
eigenen Westernblot- Analyse von 100 ng synthetischem Ab 140 pro Laufbahn lag.

Die Menge des sezerniertes Aby 4> konnte dlerdings auch mit diessr Methode nicht nach
gewiesen werden, da dessen Konzentration offenbar  ebenfdls unterhalb der Detek-
tionsgrenze der HTRF-Methode lag (personliche Mitteilung Dr. D. Behe).
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Ein Grund fir die im Vergleich zu APPs geringe Menge an Ab koénnte sein, dass nur en
geringer Tel des gesamten APP zu Ab prozessert wird (Busciglio et d., 1993; Haass et
a., 1992; Kumar-Singh et d., 2000; Kuo et a., 1996; McConlogue et d., 1996; Nunan et
a., 2001; Sambamurti et a., 1999; Shoji et d., 1992). An Astrocyten sowie einer humanen
Neurogliom-Zdlinie konnte beispidsveise gezeigt werden, dass APP Uberwiegend durch
die a - Sekretase prozessert wird (Kuentzdl et a., 1993; LeBlanc et d., 1996).

Auch der Abbau von Ab durch extrazeluldre Proteasen kann nicht ausgeschlossen werden.
So konnten synthetische Ab-Peptide nachweldich durch Proteasen im  konditionierten
Medium von N2a-Zelen degradiert werden (Wang et d., 1996). Neben Mikrogliazelen
scheinen auch neuronde und nicht-neuronde Zelen (Medlo-) Proteasen zu sezernieren,
die Ab degradieren kénnen. Dazu gehdrt auch das Insulin-degradierende Enzym (Paresce
etd., 1997; Qiuet d., 1997; Qiu et a., 1998).

4.1.4 Untersuchungen von intrazellularem humanem Ab

Um zu untersuchen, ob NZ2aZdlen dhnlich wie fur andere Zdlen beschrieben Ab intra-
zdlul& bilden und madglicherweise nur in geringem Umfang sezemieren (Sehe 1.3.4),
wurde Ab aus Gesamthomogenaten bestimmt (Skovronsky et d., 1998; Wash et d., 2000;
Xu et a., 1997).

Es wurden aus Gesamthomogenaten Immunprézipitationen mit enem polyklonden Anti-
Ab-Antikérper durchgefiihrt. Im Westernblot konnte Aby.4o mit dem G2-10-Antikorper
dlerdings nicht nachgewiesen werden (nicht gezeigt). Auch Einhatung der in der Literatur
beschriebenen Versuchsbedingungen (sehe 4.1.3) fihrte nicht zum Nachwes von Aby.4o
mittels Immunoblot (nicht gezeigr).

Da im Gegensaz zu sezerniertem Ab intrazdluld&es Ab hauptsachlich aus Aby.42 besteht
(sehe 1.34), wurde versucht, intrazeluldres Aby.42 nachzuweisen. Dieses kann spezifisch
mit dem monoklonden G2-11-Antikorper nachgewiesen werden, der im Westernblot
bereits ca. 12 pg (3 fmol) synthetisches Ab1-42 nachweisen kann, dso sehr sengtiv is (Ida
et d., 1996).

Bel der Immunoblot-Andyse mit dem G2-11-Antikorper traten jedoch methodische Prob-
leme auf (nicht gezegt). Daher konnte auch intrazdluldres Aby.42 mit keiner der verwen

deten Methoden nachgewiesen werden.
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Die durchgeflhrten Experimente lassen somit keinen Rickschluss auf die Menge an intra-
zdlugem Ab zu. Vermutlich is dessen Menge noch geringer ds die des sezernierten
Ab(x-40), wie von verschiedenen Arbetsgruppen an nicht neuronden sowie neuronden
Zdlen bzw. Zdl-Linien (ua auch N2a-Zdlen) beobachtet wurde (Martin et a., 1995;
Tienari et d., 1997; Turner et al., 1996; Wertkin et d., 1993; Wild-Bode et d., 1997; Xu et
d., 1997). Vemutlich hédte durch den Einsatz sendtiverer Antikorper/Methoden intra-

zdluléres Ab nachgewiesen werden kénnen (sehe 4.1.3).

4.2 Die O-GIcNAc-Modifikation von Proteinen

421 Nachweisder O-GlIcNAc-M odifikation von Proteinen mittels Wester nblot

Die O-GIcNAc-Modifikation der von N2a bzw. N2a-APPsgs-Zdlen exprimierten Proteine
wurde in Gesamthomogenaten, der Detergens-lédichen Fraktion sowie der Detergens-
unlédichen Cytoske ettfraktion untersucht (Abb. 12).

Der Nachweis von O-GIcNAc efolgte entweder mit dem monoklonden RL2- oder dem
monoklonden HGAC39-Antikorper. Der RL2-Antikorper, der gegen Kernporenproteine
aus Rattenleber hergestelt wurde, erkennt hauptsachlich O-GIcNAc, dlerdings auch noch
zusitzlich bestimmte Sekundér- oder Primarstrukturen des Proteinrtickgrats (Snow et d.,
1987; Holt et a., 1987). Das bedeutet, dass dieser Antikorper nicht alle O-GIcNA c-modifi-
Zierten Proteine gleich gut erkennt.

Dea monoklonale HGAC39-Antikdrper wurde gegen Kohlenhydrate von Streptokokken
hergestdlt. Im Gegensaiz zum RL2-Antikdrper it die Erkennung von O-GIcNAc durch
den HGAC39-Antikdrper anscheinend unabhdngig vom Proteinriickgrat, alerdings gibt
dieser Antikorper aus unbekannten Grinden im Wesernblot keine reproduzierbaren
Ergebnisse (Turner et ., 1990).

O-GIcNAC kann auch durch die *H-Gdactosylierung der O-glykosidisch gebundenen ter-
minden GIcNAc-Reste mittds Gdactosyltransferase  nachgewiesen werden. Es  wurde
gezeigt, dass diese Methode und der immunologische Nachweis von O-GIcNAc zumindest
im ELISA vergldéchbar sind (Griffith und Schmitz, 1999). Da die *H-Gaactosylierung im
Verglech zur Wedernblot-Analyse deutlich zeitaufwendiger ist, wurde letztere fir den
Nachweis der O-GIcNAc-Modifikation von Proteinen gewéhlt.
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Es konnten keine Unterschiede hingchtlich der O-GIcNAc-Modifikation von Proteinen
zwischen parentden N2a- und N2aAPPsgs-Zelen beobachtet werden. Dies trifft fur dle
untersuchten Proteinfraktionen zu (Abb. 12), d.h. es kann ausgeschlossen werden, dass die
Expresson des humanen APPsgs @nen Einfluss auf die O-GIcNAc-Modifikation von Pro-
teinen hat.

Da RL2-Antikorper zeigte mit Proteinen aus Gesamthomogenaten und der Detergens-
unlédichen Cytoskelettfraktion ene vergleichbare Resktivitd, wadhrend er mit Proteinen
aus der Detergens-lédichen Fraktion be gleicher Proteinkonzentration deutlich schwécher
reagierte (Abb. 12).

Dies dimmt mit den Ergebnissen von Griffith und Schmitz (1999) an Klenhirnneuronen
Uberein. Mittels ELISA konnten Se zeigen, dass cytoskeletde und mit dem Cytoskelett
aswziierte Proteine eine 2-3fach hoher O-GICNAc-Expresson pro pg Protein aufwiesen
a's cytosolische und membrangebundene Proteine (Griffith und Schimitz, 1999).

Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass O-GIcNAc fir spezifische Eigenschaften des
Cytoskdetts von Bedeutung sein konnte. Fir die Organisation des Cytoskdetts ist die
Phosphorylierung wichtig und die Organisation des Cytoskdetts wiederum spiet in New
ronen eine wichtige Rolle beim Neuritenwachsum (Brandt, 1998; Suter und Forscher,
1998).

Maoglicherweise ig auch O-GIcNAc fur die Regulation des Cytoskeletts bzw. dessen Sta
biliserung von entscheidender Bedeutung. Daflr spricht, dass viee cytoskeletde Proteine
sowohl phosphoryliert ds auch O-GIcNAc-modifiziet snd, wie z.B. die MAPs (Micro-
tubule Associated Proteing) Tau, Vincuin und Tdin' (Arnold et d., 1996; Ding und
Vandré, 1996; Hat e a. 1996, Hagmann e a., 1992). Auch beenflusst O-GICNAC
anscheinend die Asoziation der Neurofilamente und spidt ene Rolle ba der Fbrillenbil-
dung von Intermediarfilamenten (Hart, 1997; Hart et a., 1996; Comer und Hart, 2000).

Die genanten Ergebnisse konnten daher auf eine wichtige Funktion von O-GIcNAc bel
der Organisation des neuronden Cytoskdetts hindeuten. Ein Vergleich mit den genannten
Zdlfraktionen von nicht-neuronden Zdlen wére in diessm Zusammenhang von besonde-

rem Interesse.

1 MAPs, Vinculin und Talin vermitteln die Bindung des Cytoskeletts an die Plasmamembran. Dies wiederum
ist abhangig von der Phosphorylierung (Clark und Brugge, 1995).



Diskussion 79

Die Behandlung der N2a- bzw. N2aAPPsgs-Zdlen mit PUGNAC flhrte erwartungsgemald
zu enem deutlichen Andieg der RL2-Reaktion im Westernblot (Abb. 16). Dies it jedoch
in den immuncytochemischen Untersuchungen weniger deutlich zu erkennen (Abb. 17). Im
Westernblot reagierte der RL2-Antikorper sowohl verstérkt mit Proteinen, die auch unter
Kontrollbedingungen detektiert wurden, as auch mit zusdzlichen Proteinen (Abb. 16).
Ahnliche Beobachtungen wurden an NIH-3T3-, CV-1- und HelLa-Zdlen sowie murinen
K leinhirnneuronen gemacht (Hatiwanger et d., 1998; Rex-Mathes et a., 2001).

4.2.2 Untersuchung der O-GIcNAc-Modifikation von Proteinen mittels indirekter

| mmunfluor eszenz

Mit den beiden O-GlcNAc-spezifischen Antikdrpern RL2 und HGAC39 konnte eine starke
nuklere Farbung sowie ene deutlich schwéchere, diffuse cytoplasmatische Féarbung
beobachtet werden (Abb. 17). Dies simmt mit Beobachtungen anderer Arbeitsgruppen an
FR 3T3-Zdlen, DRG- sowie Klenhirnneuronen Uberein (Turner et a., 1990; Griffith et 4.,
1995; Rex-Mathes et al., 2001).

Mittds indirekter Immunfluoreszenz mit dem RL2-Antikdrper konnte weder bei N2a bzw.
N2a-APPsgs-Zdlen (vorliegende Ergebnisse) noch be Kleinhirnneuronen (Rex-Mathes et
a., 2001) eine mit der Plasmamembran-assoziierte Farbung beobachtet werden. Im Gegenr
saz dazu wiesen DRG-Neuronen mit dem HGAC-Antikérper und nach einer DAB-Farb-
reaktion eine membranassoziierte Farbung auf (Griffith et d., 1995).

Ursache hierfir konnten unterschiedliche Sengtivitdten der verwendeten Methoden oder
aber zdltypspezifische Unterschiede sain. Aul3erdem wurde bis heute auch nur von weni-
gen Transmembranproteinen nachgewiesen, dass se O-GIcNAc-modifiziet snd (dehe
15). Mdoglicherweise ig daher die O-GIcNAc-Expresson von Transmembranproteinen zu

gering fir den Nachweis mittels indirekter Immunfluoreszenz.

4.2.3 Die O-GlcNAc-Modifikation des humanen APPeggs

Die O-GIcNAc-Modifikation des humanen APPsgs wurde mittds Westernblot mit den
RL2- sowie HGAC39-Antikérpern andysert. Dabe konnte eine stérkere Resktion insbe-
sondere des RL2-Antikorpers mit der unreifen Form des humanen APPsgs beobachtet wer-
den (Abb. 13).
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Die Resktion beider O-GIcNAc-spezifischer Antikdrper mit dem humanen APPsgs it
jedoch verhdltnismatig schwach. Es igt anzunehmen, dass in Ubereingimmung mit Unter-
suchungen von anderen O-GIcNAcylierten Proteinen nur eine Subpopulation des humanen
APPsg5 O-GIcNAc-modifiziert ist (Ding und Vandré, 1996; Dong et d., 1993; Dong et d.,
1996; Inaba und Maede, 1989; Kdly et d., 1993; Reason et al., 1992).

Des weteren i die Erkennung von O-GIcNAc durch den RL2-Antikérper auch von dem
Proteinrtickgrat abhangig (Snow et d., 1987) (dehe 4.2.1). Daher it moglicherweise die
Affinitdt des RL2-Antikorpers fir APP niedriger ds fir die Kernporenproteine, das Anti-
gen, gegen das er hergestelIt wurde.

Es wurde bisher noch nicht gezeigt, dass im Verglech zur refen Form die unreife Form
des humanen APPsgs starker O-GIcNAcyliet id. Griffith et d. (1995) konnten be ihren
Untersuchungen diese beiden Formen aufgrund der angewendeten Methode nicht unter-
scheiden (Sehe 3.4).

Das Ergebnis ig besonders interessant im Hinblick auf die konditutive Phosphorylierung
des reifen APP durch die Cdk5 und scheint die Hypothese der dternativen, moglicherweise
reziproken Beziehung zwischen O-GIcNAc und Phosphat zu unterstitzen (lijima e d.,
2000). So sind beispielsweise bei der RNA-Polymerase 1l diesdlben Serin- und Threonin-
Reste entweder O-GIcNAcyliert oder phosphoryliert (Kely et d., 1993). Die O-GIcNAc-
modifiziete Form des Enzyms spidt eine Rolle ba der Bildung des Préinitiationskom:
plexes, wahrend die phosphorylierte Form fir die Elongationsphase der Transkription von
Bedeutung ist (Wellset d., 2001).

Mdoglicherweise trifft eine &hnliche reziproke Beziehung zwischen Phospha und O-
GlcNAc auch fur APP zu. Dazu missten dlerdings noch weitere Versuche durchgefiinrt
werden. Beispidsweise misste die O-GIcNAc-Modifikation bzw. Phosphorylierung  der
Serin-/Threonin-Reste der reifen bzw. unreifen Form APP identifiziert werden.

Es wird angenommen, dass O-GIcNAc die Assozidion von Proteinen begingigt (sehe
151) und es gdlt sch die Frage, ob die O-GIcNAc-Modifiketion von APP fir seine
Asoziation mit anderen Proteinen eine Rolle spidlt.

Es ig zwar gezeigt worden, dass APP und die Preseniline im ER einen Komplex bilden,
aber ob O-GIcNAC dabe ene Rolle spidt ist eher fraglich, da angenommen wird, dass die
Interaktion zwischen APP und den Presenilinen zwischen den Transmembranregionen und
nicht zwischen den cytosolischen Doménen daitfindet (Weidemann et d., 1997, Xia & 4d.,
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1997; Xia et d., 1997). Allerdings ist gezeigt worden, dass unreifes APP Bestandtell eines
hochmolekularen Proteinkomplexes is, der neben den Presenilinen u.a auch Cdreticulin
und das Transmembranprotein Nicastrin enthdlt (Johnson et d., 2001; Yu et d., 1998; Yu
e d., 2000). Moglichewese beeinflusst die O-GIcNAc-Modifikation die Interaktionen
zwischen APP und anderen Transmembran bzw. cytosolischen Proteinen und so indirekt
die Interaktion zwischen APP und den Presenilinen.

Um die Frage zu beantworten, ob O-GIcNAc tasichlich die Assoziation zwischen APP
und cytosolischen Proteinen beenflusst, misste man Versuche durchfihren, in denen mit
und ohne Bednflussung der O-GlcNAc-Modifikation (z.B. durch PUGNAc-Behandiung)
die mit APP co-prézipitierten Proteine andysert und quantifiziert werden.

Zwischen dem humanen APPsgs und dessen schwedischer Mutante (APPsgssy) konnten
mittls Wegernblot-Andyse keine Unterschiede hingchtlich der O-GIcNAc-Modifikation
festgestdlt werden. In beiden Fdlen ig die unrefe Form saker O-GlcNAcyliet ds die
refe Form, unabhdngig davon, ob die Zdlen mit PUGNAC behanddt wurden oder nicht
(Abb. 18).

Anhand der vorliegenden Ergebnisse schent somit die O-GIcNAc-Modifikation  von
APPsgssy Selbst keine Rolle bei der gesteigerten Ab-Produktion der schwedischen Mutante
ZU oieen.

4.3  Untersuchungen zur Assoziation des humanen APPggs mit dem Cytoskelett

Humanes APPsgs wurde mittes Westernblot-Andyse Uberwiegend in der Detergens-16s-
lichen Fraktion nachgewiesen, wéhrend die Detergens-unlodiche Cytoskdettfraktion ver-
gleichsweise geringe Mengen APPsgs enthielt (Abb. 14).

Das Ergebnis seht im Widerspruch zu Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen. So snd in
PC12- bzw. C6-Gliomzdlen ca 50 % bzw. ca. 85 % des APP mit dem Cytoskelett assozi-
iet (Refolo et d., 1991). In embryonaen Kleinhirnneuronen der Ratte sind ebenfdls ver-
gleichbare Mengen APP in der Detergens-lodichen Fraktion und Detergens-unlddichen
Cytoskdettfraktion enthdten (Allinquant et d., 1994).

Es ig unwahrschenlich, dass humanes APPsgs schlechter mit dem murinen Cytoskelett
verankert werden kann ds murines APP sdbgt, da die Aminosiuresequenzen der jewelli-
gen C-Termini identisch snd. Mdoglicheweise liegt deher hier ein  zdltypspezifischer
Effekt vor. Das Cytoskeett der PC12- oder C6-Zdlen konnte sch von dem der N2aZdlen
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unterscheiden und eine bessere Assoziation von APP erlauben ds das Cytoskelett der N2a-
Zdlen.

Ein anderer Grund fir diese Diskrepanz konnte sein, dass in der vorliegenden Arbet mit
humanen APPsgs trandizierte Zdlen andyset wurden, wahrend in den oben genannten
Studien das endogene APP der jewelligen Zellen untersucht wurde.

Es ig mdglich, dass bereits die meigen dler Bindungsstellen zum Cytoskelett durch endo-
genes Maus-APP abgeséttigt Snd, 0 dass das zusdizlich exprimierte humane APPsgs nicht
mehr gebunden werden kann und daher Uberwiegend in der lédichen Fraktion auftritt. ES
wére in diesem Zusammenhang interessant zu untersuchen, ob das endogene Maus-APP
en unterschiedliches Bindungsverhdten gegeniber dem Cytsoskdett aufweis im Ver-
gleich zum zusitzlich exprimierten humanen APPsgs.

Als magliche limitierte Bindungspartner fir APP kommen die Proteine Fe65 und Mena in
Frage (dehe Abb. 1), die eine Verbindung zwischen APP und den Cytoskeett-Kompo-
nenten ProfilincActin und Vinculin herstellen (Neve et d., 2000; Russo et d., 1998;
Ermekova et d., 1997; Gertler et d., 1996; Suter und Forscher, 1998). Auch Kinesin bzw.
dessen Homolog PAT1 binden an die cytosolische Doméne von APP (sehe Abb. 1) und
gleichzeitig an die Mikrotubuli (Isohara et d., 1999; Kamd et a., 2000; Zheng & 4.,
1998). Ob eines oder mehrere dieser Proteine O-GIcNAc-abhangig an APP bindet bzw.
binden, ist unbekannt. Da auch der in Bakterien hergestellte rekombinante G Terminus von
APP an Fe65 bindet, scheidet dieses Protein als Bindungspartner fir die O GIctNAc-modi-
fizierte cytosolische Doméne von APP aus (Cao und Suidhoff, 2001).

Die durch PUGNAc-Behandlung der Zelen gesteigate O-GIcNAc-Modifikation von Pro-
tenen beanflusste die Vertalung des humanen APPsgs zwischen der Detergens-16dichen
Fraktion und der Detergens-unlodichen Cytoskelettfraktion nicht (Abb. 20), so dass fest-
zugdlen is, dass die O-GIcNAc-Modifikation von Proteinen zumindest in N2aZdlen
unter den gewdhiten Bedingungen keinen Einfluss auf die Assozidion des humanen
APPsg5 mit dem Cytoskelett hat.
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4.4  Einflussder Expression des humanen APPgsgs auf die N2a-Zellen

4.4.1 Einflussder Expression des humanen APPggs auf das Neuritenwachstum

N2a-APPsgs-Zdlen wiesen verglichen mit parentalen N2a-Zdlen ein verstérktes Neuriten
wachsum auf (Abb. 10). Allerdings konnte dies nicht unter dlen Zdlkulturbedingungen
festigestdlt werden. Bel Kultivierung auf mit PLL beschichteten Glasdeckgldschen zeigten
N2a- und N2aAPPsgs-Zellen ein ausgeprégtes Aggregationsverhdten, so dass neben dicht
bewachsenen Areden zT. ser verenzdte Zdlen auftraten (Abb. 21). Diese Problematik
trat nicht be der Kultivierung der Zdlen auf PLL-beschichteten Plagtikschden auf, wie se
in Abb. 10 dargestdlt ist. Dort wurde nach Subkultivierung ene gleichmdige Zdlverte-
lung ezidt. Da das Neuritenwachsdum von der Zdldichte abhéngig i, wurden madgli-
cherwese die Unterschiede im Fdle der unregedmédgen Zdlvertellung weniger deutlich.

Des weiteren wurden die Zdlen fir die immuncytochemischen Untersuchungen 20 Stun-
den unter serumfreien Bedingungen kultiviert. Es ist bekannt, dass das Neuritenwachstum
durch Serumentzug stimuliert wird (Ishii et d., 2001; Satoh et d., 2000; Shea et d., 1992a;
Shea et d., 1992b; Shea e d., 1991; Spero und Roisen, 1984). Mdglicherweise sind die
simulierenden  Effekte durch Serumentzug und Expresson des humanen APPsgs nicht
additiv, so dass unter diesen Umddnden kein Unterschied in der Neuritenldnge zu
beobachten i<t

Im Einklang mit Ergebnissen verschiedener Arbetsgruppen i vermutlich die zusézliche
Expresson des humanen APPsgs fir das gesteigerte Neuritenwachstum verantwortlich. So
war gezeigt worden, dass B103-Zdlen, die kein endogenes APP exprimieren, nach Trans-
fektion mit APP en versarktes Neuritenwachstum aufweisen (Schubert und Behl, 1993).
Aulerdem konnte durch Trandfektion von Klenhirnneuronen der Ratte mit Antisense-
Oligonukleotiden von APP das Neuritenauswachsen gehemmt werden (Allinquant et d.,
1995).

Der Einfluss des humanen APPsgs auf das Neuritenwachsum war unabhangig von der
Stérke dessen Expresson. Dies simmt ebenfdls mit Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen
Uberein, wonach schon eine moderate Expresson des humanen APP im Maushirn zu ener
gedteigerten syngptischen Dichte fuhrt bzw. schon geringe Veranderungen der APP-
Expresson die normde Endothefunktion von Hep-1-Zdlen beanflussen (Mucke et d.,
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1994; Kusak et d., 2001). Anscheinend reichen schon geringe Verénderungen der APP-
Expresson fur einen maximaen Effekt aus.

Die Sgndkaskaden, die fur die Regulation des Neuritenwachstums von Bedeutung sind,
snd noch nicht in dlen Einzeheiten bekannt. Sicher is, dass zB. die MAPK-(Mitogen
Activated Protein Kinase)-Signdkaskade, die PKC sowie die intrazdlul&re Cdcium-Kon-
zentration von Bedeutung snd (Greenberg et a., 1994; Wood et a., 1992; Perron und
Bixby, 1999; Théodore et d., 1995; Hundle et al., 1995; Rizzuto, 2001).

Es gibt Hinwase auf einen Zusammenhang zwischen APP bzw. APPs und der Aktivierung
der MAPK-Signdkaskade (Wadlace et d., 1997). Die Aktivierung der p21™-abhdngigen
MAPK-Sgnakaskade erfolgt mdglicherweise Uber die Cysein-reiche Region in der Nahe
des N-Terminus von APP (Greenberg et a., 1994; Greenberg et d., 1995). Uber die
RERMSSequenzl, die in B103-Zdlen das Neuritenwachsum stimuliet, schent APPs
hingegen die Phosphoinostid-PK C-Kaskade zu aktivieren (Jin et a., 1994; Ishiguro et 4.,
1998). Daba it noch nicht sicher bekannt, an welchen Rezeptor APPs bindet, um das
Sgnd weterzuleten.

4.4.2 Einflussder Expression deshumanen APPggs auf die Zelladh&sion

Bel der Subkultivierung der N2a-APPsgs-Zdlen wurde ene gedeigerte Zdladh&sion
beobachtet (Sehe 3.2.2). In Ubereingimmung mit Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen ist
vemutlich die zusizliche Expresson des humanen APPsgs nicht nur fir das gesteigerte
Neuritenwachstum (Sehe 4.4.1) sondern auch die verstérkte Adhésion verantwortlich.

Es wurde beispidswveise gezeigt, dass Inkubation von Maus-DRG-Neuronen mit Anti-
sense-Oligonukleotiden von APP die Adhdson der Zelen an Heparansulfatproteoglykane,
Kollagen sowie Laminin reduziert (Coulson et d., 1997). Auch Transfektion von B103-
Zdlen mit APP reaultiert in ener schndleren Adhdson an Kollagen (Schubert und Behl,
1993).

Es muss jedoch darauf hingewiesen werden, dass PLL im Gegensaiz zu Heparansulfatpro-
teoglykanen, Kollagen und Laminin kein Bedtandtell der extrazdlul&en Matrix ig. Mogli-
cherweise beruht daher die im Rahmen der vorliegenden Arbet beobachtete gesteigerte
Adhdson auf der Interektion zwischen dem negativ geladenen PLL und extrazdlulden
Glykanen von APP und it daher unspezifisch.

! Die RERM S Sequenz befindet sich in der Mitte der Ectodoméane von APP.
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In der Literatur gibt es verschiedene Erklérungsansiize fir den Mechanismus, Uber den
APP die Zdladhésion fordert. So konnen APP oder APPs an verschiedene Proteoglykane
oder Glykoproteine der extrazdluléren Matrix binden, wie z.B. Laminin, HSPG, Kollagen
und Fbulin-1 (Kibbey et d., 1993; Clarris et d., 1994; Beher et d., 1996; Ohasawa €t 4.,
1997).

Da APP auferdem ua Uber die RHDS-Sequenz! mit Integrinen interagiert, konnten
dadurch Zdl-Zdl- oder Zdl-Matrix-Wechsdwirkungen moduliert werden (Ghiso e 4.,
1992; Coulson et d., 1997). Die Interaktion der Integrine mit dem Cytoskedlett ist essentiell
fir deren Funktionen bea Zdl-Zdl- bzw. Zdl-Substrat-Wechselwirkungen (Clark und
Brugge, 1995; Suter und Forscher, 1998). Mdglicherweise gilt dies ebenfdls fir APP
(Refolo et d., 1991) (Sehe 4.3).

G, soidt ua bem Neuritenwachsum und bel der neuronden Zeladhdson ene Rolle, 0
dass auch die Assoziation von APP mit G, in diessem Zusammenhang von Bedeutung sein
konnte (Brabet et d., 1990; Strittmatter et a., 1994; Schuch et d., 1989; Doherty et d.,
1991; Nishimoto et al., 1993; Okamoto et a., 1995).

45 Trandente Transfektion von eukaryotischen Zellen mit der cDNA der O-
GlcNAc-Transferase (OGT)

Durch Transfektion eukaryotischer Zellen mit der cDNA der OGT solite die O-GIcNACc-
Modifikation von Proteinen gesteigert werden. In keinem der durchgefiihrten Experimente
konnte eine Zunahme der Expresson der GGT verzeichnet werden (Abb. 15). Auch wurde
kein Angtieg der O-GIcNAc-Moadifikation von Proteinen beobachtet (nicht gezeigt).

Vermutlich wurde nur ene geringe Trandektionseffizienz erzidt wie es auch be Hela-
Zdlen beobachtet wurde (Lubas et a., 1997). Die Zunahme der Proteinmenge der OGT
konnte daher zu niedrig fur den Nachweis mittels Westernblot gewesen sain.

Mdoglicheewase héte die Vewendung ener anderen Transfektionsmethode zu enem
besseren Ergebnis gefihrt. So wurden HelLa- und HEK293-Zdlen erfolgreich mit der
cDNA der OGT mittds Cdcium-Phosphat- bzw. Lipid-vermittelter Transfektion sowie
Elektroporation transfiziert (Lubas et d., 1997; Kreppe et d., 1997).

! Die RHDS-Sequenz befindet sich zwischen der b- und a-Sekretase-Spaltstelle in der N-terminalen Doméne
von Ab (siehe Abb. 2). Ab scheint somit nicht nur neurotoxisch zu sein sondern auch als
Zelladhasionsmol ekl fungieren zu kdnnen (Chen und Y ankner, 1991).
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4.6  Einfluss der OGIcNAc-Modifikation auf das proteolytische Prozessieren des

humanen APPggs

4.6.1 Einfluss einer gesteigerten O-GIcNAc-Moaodifikation von Proteinen auf die

Expression des humanen APPsgs

Es konnte kein Einfluss der in Gegenwart von PUGNAC geteigerten O-GIcNAc-Modifi-
kation von Proteinen auf die Expresson des humanen APPsgs beobachtet werden (Abb.
19). Dies wurde auch unter vergleichbaren Bedingungen fir den Transkriptionsfaktor Spl
an HT29-Zdlen gezeigt (Hdtiwanger et d., 1998). Das bedeutet, dass zumindest unter den
gewdhlten Bedingungen ene gedeigate O-GIcNAc-Modifikation von Protenen nicht in
die Regulation der Synthese oder des Abbaus von Proteinen eingreift.

Eine veringerte O-GIcNAc-Modifikation von Spl fuhrt jedoch zu dessen gesteigertem
Abbau durch Proteasomen (Han und Kudlow, 1997). Auch APP kann durch Proteasomen
abgebaut werden (Marambaud et a., 1996; Marambaud et a., 1997a; Marambaud et d.,
1997b; Nunan et d., 2001; Skovronsky et a., 2000b). Die Proteasomen scheinen dabel
auch in die Entsehung von Ab involviert zu sain (Nunan et d., 2001; Skovronsky et 4.,
2000b). Besonders interessant ist, dass die Proteasomen zumindest in HEK293-Zdlen bel
der durch die PKA gimulierten APPs-Sekretion eine Rolle spiden (Marambaud et d.,
1997a).

Es wéare daher — auch im Hinblick auf die schon mehrfach erwéhnte reziproke Beziehung
zwischen der PKC- bzw. PKA-Phosphorylierung und O-GIcNAcC — von Interesse, den Ein-
fluss ener reduzieten O-GIcNAc-Modifikation auf den Abbau des humanen APPsgs,
dessen proteolytische Fragmente sowie ene mogliche Betelligung der Proteasomen zu

untersuchen.

4.6.2 Einfluss einer gesteigerten O-GIcNAc-Modifikation von Proteinen auf die
Sekretion des humanen APPs bzw. APPs,

Es lie3 9ch auch kein Einfluss ener PUGNACc-Behandlung der Zdlen auf die Sekretion
des humanen APPs oder die des humanen APPs; nachweisen (Abb. 19).
Interessanterweise  fuhrt PUGNAc-Behandiung von N2a-Zdlen, die die schwedische

Mutante von APPsgs exprimieren, unter vergleichbaren Bedingungen zu einer gesteigerten
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Sekretion von APPs sowie APPg (Gollner, 2001). Daher konnte die O GIcNAc-Modifika:
tion von Proteinen — nicht aber von APP sabst (Sehe 4.2.3) — auf unterschiedliche Weise
das Prozessieren des Wildtyps (APRwt) bzw. der schwedischen Mutante von APP (APPg,)
beainflussen.

Verschiedene Transmembranproteine des ER sowie des Golgi-Komplexes snd auf ihren
cytosolischen Doménen O-GIcNAc-modifiziert (Abejon und Hirschberg, 1988; Capasso et
al., 1988). In diesen beden Kompartimenten spatet offenbar die b-Sekretase (unreifes)
APPg,, nicht aber APRy; (Citron et d., 1995; Gabuzda et al., 1994; Haass et a., 1995,
Thinakaran et d., 1996a; Urmoneit e d., 1998). Es ist somit durchaus moglich, dass eine
gesteigerte O-GIcNAc-Modifikation von anderen, regulatorischen Proteinen die b-Sekre-
tase-Spdtung von APPg, beglingtigt. Gollner (2001) setzte ebenfdls den WO-2-Antikorper
fur die Andyse des APPy en, s0 dass ene Unterscheidung zwischen APPg und
bedimmten C-termina verlangerten APPy,-Spezies (su.) nicht moglich war. Daher kann
nicht ausgeschlossen werden, dass die Sekretion dieser C-termind verlangerten APPy,-
Formen eine Abnahme der APPs-Sekretion Uberdeckte.

Inzwischen konnte die b-Sekretase BACE identifiziet werden (Sehe 1.3.3.2). Es ist daher

besonders interessant, zu untersuchen, ob (8) BACE O-GIcNAc-modifiziert it und (b) ob
O-GIcNAc ihre Aktivitét beeinflusst.

Allerdings bedaf das Ergebnis der vorliegenden Arbeit aus verschiedenen Griinden einer
Absicherung durch zusétzliche Experimente.

So werden mit dem WO2-Antikorper auler APPs auch bestimmte Formen von APPg
detektiert. Ab weig neben C-terminder auch N-terminde Heterogenitdt auf. Das it darauf
zuriickzufihren, dass die b-Sekretase auf3er der an Aspl von Ab (siehe 1.3.4 sowie Abb. 2)
in gainggrem Umfang ua auch zwischen Tyrl0 und Glull innerhdb der Ab-Region
gpdtet (De Strooper und Annaert, 2000; Evin et a., 1994; Vassar e a., 1999). Mittes
MALDI-TOF MS (Matrix-Asssted Laser Desorption lonization Time-of-Fligt Mass
Spectrometry) wurde gezeigt, dass N2a-Zellen Uber 4 verschiedene Ab-Spezies produzie-

ren, von denen en grof3er Tel N-termina verkirzt i (Wang et d., 1996) (Sehe auch
4.6.3).

Eine Unterscheidung zwischen APPs, und C-termind verlangertem APPy, ist mit dem WO-
2-Antikorper nicht mdglich, da dieser Antikorper die Aminosiuren 5-8 von Ab  erkennt
(dehe Abb. 2) und daher aul3er APPs, C-termind verlangerte Formen von APPy, detektiert.
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So kénnte eine Zunahme der Sekretion von C-termind verlangertem APPy, eine Abnahme
der APPg-Sekretion Uberdecken, was durch den WO-2-Antikorper nicht detektiert werden
konnte. Darlber wirde die massenspektrometrische Andyse der sezernierten Ab-Spezies
sowie die Vewendung von Antikdrpern Aufschluss geben, die spezifiscch C-termind ver-
langertes APPy, detektieren.

Dass unter PUGNAC nicht wie erwartet eine erhdhte APPy,-Bildung nachgewiesen werden
konnte, liegt moglicherweise auch daran, dass der Sekretionszeitraum von 20 Stunden zu
lang i und dass Verdnderungen der APPg-/APPg- Sekretion unter Zdlkulturbedingungen
nur kurzfrigig gettfinden. So wurde gezeigt, dass die durch den Phorboleter PMA stimu-
lierte APPg-Sekretion von CHO- bzw. C6-Gliomzedlen bereits nach ca 1 Stunde en
Maximum erreicht (Skovronsky et d., 2000a; Efthimiopoulos et d., 1994), wobe dler-
dings die Konzentration des PMA entscheidend igt fir die Schndligkeit der Aktivierung
bzw. Inaktivierung der PKC.

In Anbetracht der reziproken Beziehung zwischen der PKC-Phosphorylierung und O-
GIcNAc konnen andoge zetabhdngige Effekte ener gesteigerten O-GlcNAc-Modifikation
von Proteinen nicht ausgeschlossen werden (Griffith und Schmitz, 1999). Maglicherweise
waren daher die in Anlehnung an Hdtiwanger et d. (1998) gewahiten Versuchsbedingun-
gen (20 Stunden Behandlung mit PUGNAC) ungeeignet fir den Nachweis von Verdnde-
rungen der humanen APPs-/APPs,- Sekretion.

Zudem sind mogliche Folgen der (Uber-)Expression des humanen APPsgs zu beriicksichti-
gen. Es ig nicht ausgeschlossen, dass die Expresson des humanen APPsgs zu einer Siti-
gung von Sekretasen fihrt. Dies wurde jedenfdls fur die g-Sekretase beschrieben (Forman
eta., 1997).

Auf einen weiteren problematischen Aspekt der (Uber-)Expresson von APP weisen auch
die Ergebnisse von Johnson et d. (2001) hin. Sie hatten gezeigt, dass in nicht trandfizierten
IMR-32-Zdlen und Klenhirneuronen nur unreifes APP mit Cdreticulin®  assoziiert,
wohingegen in mit APPsgs trandfizierten HEK293-Zdlen sowohl unrefes as auch refes
APPsgs an Careticulin bindet. Die Autoren vermuten, dass bedingt durch die Uberexpres-
gon reifes APP Uber den endosomaen Weg zurlick ins ER transportiert werden konnte,
wodurch die (kondtitutive) a-Sekretase-Spatung verhindert wirde, die Uberwiegend an der

! Calreticulin ist ein wichtiges Calciumbindendes Protein im ER, das anscheinend als molekulares Chaperon
fungiert.
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Zdloberflache erfolgt (Johnson et d., 2001; Pavathy e d., 1999; Ssodia, 1992
Skovronky e d., 20009). Allerdings kann en zdltypspezifischer Effekt nicht ausge-
schlossen werden.

Des weiteren findet das proteolytische Prozesseren von APP wohl auch in sog. ,rafts't
datt (Bouillot et a., 1996; lkezu et d., 1998; Ledesma et d., 2000; Lee et ., 1998;
Nishiyama et a., 1999; Sambamurti et d., 1999; Smons und Ikonen, 1997; Smons & 4.,
1998; Tang et d., 1996; Yanagisawa et a., 1995). Mdoglicherweise snd Caveolae, Caveo-
lin sowie GPI-verankerte Proteine bel a-Sekretase baw. b-Sekretase-Spdtung von APP
wichtig (Ikezu et d., 1998; Nishiyama et d., 1999; Sambamurti et a., 1999; Tang e 4.,
1996). Die endogenen, fir die Lokdisaion von APP in DIGs verantwortlichen Bindungs-
partner konnten einen limitierenden Faktor fir die Lokdisation des humanen APPsgs in
diesen Membranmikrodoménen dargtellen (vgl. 4.3.1), so dass Auswirkungen auf das Pro-

zesseren des humanen APPsgs nicht ausgeschlossen werden kdnnen.

4.6.3 Einfluss einer gesteigerten O-GIcNAc-Modifikation von Proteinen auf die
Sekretion des humanen Ab

PUGNACc-Behandiung der Zdlen fihrte zu ener sgnifikanten Abnahme der Aby.40-Sekre-
tion (sehe 3.7.3). Auch Verdnderungen der Aby.4o-Sekretion konnen nicht ausgeschlossen
werden (sehe 4.1.3).

Diese Beobachtung widerspricht der Hypothese, dass die O GlcNAcylierung das APP-Pro-
zesseren reziprok zur Phosphorylierung beeinflusst.  Allerdings muss festgestellt  werden,

dass mit dem HTRF ,Immunoassay” nicht nur Aby.40 sondern auch p3 detektiert wird, da
fur den Nachwels von Aby.4o neben dem G2-10-Antikorper auch der 4G8-Antikorper ein-
gesetzt wurde, der mit der mittleren Region von Ab reagiert, die u.a auch Bestandtell von
p3 ig (sehe Abb. 2 und vgl. 4.6.2). So it zum enen keine Unterscheidung zwischen Aby.
40 und p3 moglich. Zum anderen erfasst der HTRF , Immunoassay” auch N-termind ver-
kirzte Formen von Ab (vgl. 4.6.2). Daher kann nicht ausgeschlossen werden, dass eine
Abnahme der p3-Sekretion durch eine gesteigerte Sekretion der N-termina verkirzten Ab-
Spezies verdeckt wird.

1 Rafts*, auch DIG (Detergent-Insoluble Glycolipid-enriched membrane domains) genannt, sind Caveolae-
dhnliche Mikrodomanen der Membran. In ,rafts* sind neben Sphingolipiden, Cholesterin, cytoplasmatischen
Signalmolekiilen (z.B. heterotrimere GProteine und Mitglieder der src-Familie von Tyrosin-Kinasen) auch
zahlreiche GPI-verankerte Proteine konzentriert (Gorodinsky und Harris, 1995; Simons und Ikonen, 1997).
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Die Beantwortung der Frage, ob unter PUGNAc-Behandlung vermehrt verkirztes Ab —
und damit auch verléngertes APPy, (Sehe 4.6.2) — gebildet wird, ist insofern wichtig, da
ene vemehrte Bildung von Ab im Einklang mit der aufgestditen Hypothese dehen
wirde, dass eine erhdhte O-GIcNAc-Expresson in enem kausden Zusammenhang mit
dem verdnderten Prozesseren von APP geht. Von wesentlicher Bedeutung dabel i, dass
gerade in letzter Zeit in mehreren Publikationen darauf hingewiesen wird, dass N-termind
verkirztes Ab ene hohe Aggregdionsneigung hat und zumindest ba  bestimmten
Alzheémer-Formen in Plagues zu finden is (Demeester et d., 2001; Kumar-Singh et d.,
2000; Wdlsh et d., 2001; Yip und McLaurin, 2001). Da MALDI-MS-Andysen von Ab
s st kurzem efolgrech durchgefiihit werden, i davon auszugehen, dass in zahl-
reichen frilheren Untersuchungen zur Ab-Bildung verkirztes Ab nicht erfasst wurde.

Wetere Versuche dnd daher wichtig, in denen die sezernieten Ab-Peptide
massenspektrometrisch andysert und quantifiziet werden. Auch die Westernblot-Andyse
oder der (,Sandwich“-)ELISA mit Antikorpern, die spezifisch mit verschiedenen Amino-
sAuresequenzen von Ab reagieren, wirden Uber die N-terminale Heterogenitét der sezer-
nierten Aby.40/Abx.-42- Spezies Auskunft geben.

4.6.3 Einfluss einer gesteigerten O-GIcNAc-Modifikation von Proteinen auf die sub-

zdlulare Lokalisation des humanen APPgg5

Ergebnisse verschiedener Arbetsgruppen deuten auf einen Einfluss der Phosphorylierung
auf den intrazdlul&ren Transport von APP hin (Caporaso et a., 1994; De Strooper et al.,
1993; La et a., 1995; Refolo et al., 1991; Xu et d., 1995). In Anbetracht der reziproken
Beziehung zwischen der Phosphorylierung und O-GlcNAcylierung von Proteinen  kdnnte
dies auch fir O-GIcNAcC zutreffen.

Nach PUGNAc-Behandlung der Zelen konnte sowohl ba N2a ds auch N2aAPPsgs-
Zdlen ene verstérkte Resktion des 8E5-Antikorpers mit den Neuriten beobachtet werden
(Abb. 21). Somit scheint tatsdchlich eine erhthte O-GIcNAc-Modifikation von Proteinen
oder aber des humanen APPsgs selbst den intrazdluldren Transport des humanen APPsgs in
die Neuriten zu fordern.

O-GIcNAc scheint generdl eine Rolle be der Organisation bzw. Stabiliserung des
Cytoskeletts zu spiden (Comer und Hart, 2000; Ding und Vandré, 1996; Hagmann et d.,
1992; Hart, 1997; Hart et al., 1996) (sSehe 4.2.1). Eine gesteigerte O-GIcNAc-Modifikation
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von Proteinen konnte die fir den Trangport von APP in die Neuriten nétigen Proteininter-
aktionen begingigen. Dazu gehdrt zB. die Interaktion zwischen der mit den Mikrotubuli
asoziierten ATPase Kinesn (sSehe 4.3) und APP. Der schnelle anterograde Transport von
APP hin zu den Pus-Enden der Mikrotubuli it von dieser Interaktion abhéngig (Kamd et
a., 2000; Ferreira et a., 1993). Interessant in diesem Zusammenhang i, dass Kinesn
bzw. das homologe Protein PAT1 tatsichlich an eine Sequenz von APP bindet, die zwel
potentiele O-GIcNAcylierte Aminoséuren enthdlt (sehe Abb. 1) (Isohara e d., 1999;
Kamd et d., 2000; Zheng et d., 1998; Lai et d., 1995).

Weitere Versuche and notwendig, um zu nun klaen, ob O-GIcNAc tatsichlich z.B. die
Interaktion zwischen Kinesin bzw. PAT1 beainflusst.
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5. Zusammenfassung

Das Amyloid Precursor Protein (APP) spidt eine zentrde Rolle bei der Pathogenese der
Alzheimer Demenz. Hauptbestandtell der senilen Plagues ist das 4 kD schwere Peptid Ab,
das durch Proteolyse aus APP entsteht. Die b-Sekretase-Spatung von APP in der extra
zdlul&en Doméane nahe der Plasmamembran sdlt den ersen Schritt der Ab-Bildung dar.
Nach g-Sekretase-Spdtung innerhalb der Transmembrandoméne wird Ab  sezerniert.
Alternativ kann APP durch die a-Sekretase innerhalb der Ab-Doméne geschnitten werden.
Somit wird durch die a - Sekretase- Spaltung die Entstehung des Peptids verhindert.

Das proteolytische Prozesseren von APP wird ua durch verschiedene Signadkaskaden
reguliert. Aktivierung der Protein Kinase C (PKC) fordert bespielsweise die a-Sekretase-

Spaltung von APP. Dabe scheint jedoch die Phosphorylierung von APP sdbst durch die
PKC nicht entscheidend zu sain.

O-glykosdisch an Serin- oder Threonin-Reste gebundenes N-Acetylglucosamin (O-
GIcNAC) i ene ubiquitae intrazelulae Kohlenhydratmodifikation von Proteinen. Neben
zahireichen cytoplasmatischen und nukle&ren Proteinen it auch das Transmembranprotein
APP O-GIcNAc-modifiziert.

Andog zu Kinasen und Phosphatasen snd O-GlcNAc-Transferasen (OGT) und  O-
GlcNAc-Hydrolasen fur den Turnover von O-GIcNAc verantwortlich. Obwohl es ansche-
nend kene Konsensussequenz fur die O-GIcNAcylierung gibt, kommt O-GIcNAc héufig
an  Sain/ThreoninrResten von Konsensussequenzen  Prolin-dirigierender  Kinasen  vor.
Zudem dgnd dle bisher ds O-GIcNAcyliet identifizieten Proteine ebenfdls phosphory-
liet. Diese und weitere Beobachtungen deuten darauf hin, dass O-GIctNAc en zur
Phosphorylierung  dternatives  Signdtransduktionssystem darstdlen konnte. So ist gezegt
worden, dass eine reziproke Beziehung zwischen der O-GIcNAcylierung und der Phospho-
rylierung durch die PKC besteht.

Im Rahmen der vorliegenden Arbet solite die Bedeutung der O-GIcNAc-Modifikation von
Proteinen fir das proteolytische Prozessieren des humanen APPsgs untersucht werden.
Dazu wurden Experimente an dabil mit der ¢cDNA des humanen APPsgs trandfizierten
N2a-Zdlen (N2a APPsgs-Zdlen) durchgefthrt.

N2a-APPsgs-Zdlen wiesen im Vergleich zu parentden N2a Zelen léngere Neuriten sowie
ene erhodhte Zdladh&son auf. Diese Beobachtungen stehen im Einklang mit denen anderer
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Arbetsgruppen, denen zufolge APP ds Zdladhdésonsmolekil fungieren und das Neuri-
tenwachstum stimulieren kann.

Mit enem O-GIcNAc-spezifischen Antikorper konnte im Westernblot gezeigt  werden,
dass humanes APPsgs O-GIcNAc-modifiziert ig. Damit wurde der von Griffith e 4.
(1995) mit einer chemischen Methode fur murines APP gefiihrte Nachweis der G GIcNAC-
Modifikation von APP begtédtigt. Darlber hinaus konnte gezeigt werden, dass die unreife
Form des Proteins eindeutig stérker O-GIcNAcyliet ig ds die refe Form. Dies trifft
sowohl fir den Wildtyp as auch die schwedische Mutante des humanen APPsgs zu.

Da unrefes APP mit verschiedenen Proteinen, ua den Presanilinen, zu interagieren
scheint, it es moglich, dass die gérkere O-GIcNAcylierung der unreifen Form von APP
von Bedeutung ist fUr die Regulation der Interaktion zwischen APP und sainen Bindungs-

partnern.

Da gezeigt worden war, dass in Hirnen von Alzheimer Petienten die O-GIcNAc-Modifika-
tion von Protenen in den Bereichen, in denen morphologische Veranderungen vorkom:
men, erhoht ig, sollte untersucht werden, ob eine gesteigerte O-GIcNAc-Modifikation von
Proteinen das Prozesseren von APP durch den amyloidogenen b-Sekretase-Weg
beschleunigt.

Zur Seigerung der O-GlIcNAc-Modifikation von Proteinen wurden N2a-APPsgs-Zdlen mit
PUGNAC, einem potenten Inhibitor der O-GIcNAc-Hydrolase, behanddt. Im Westernblot
konnte nachgewiesen werden, dass in Gegenwart von PUGNACc die O-GIcNAc-Modifika:
tion von Proteinen deutlich erhoht ist. Allerdings lief3 sch unter diesen Bedingungen keine
Veranderung der Sekretion des humanen APPs bzw. APPy nachweisen. Im Gegensatz
dazu konnte eine dgnifikante Reduktion der Sekretion des humanen Aby.4o Verzeichnet
werden.

Da die verwendete Nachwelsmethode nicht die Unterscheidung zwischen Abj.40, verkirz-
tem Aby.40 und dem durch a-Sekretase-Spatung gebildetem p3 erlaubt, ist es ohne zusiiz
liche Versuche nicht moglich zu entscheiden, ob APP taiséchlich entsprechend der aufge-
delten Hypothese bei erhthter O-GIcNAcylierung verstarkt durch den b-Sekretase-Weg
prozessiert wird.

Des weteren wurde der Einfluss der gesteigerten O-GIcNAc-Modifikation von Proteinen
auf die subzdluldae Lokaisation des humanen APPsgs untersucht. Im Gegensatz zu den aus
der Literatur bekannten Beobachtungen zeigt das von den N2a-Zdlen exprimierte humane
APPsgs nur eine schwache Assoziation mit dem Cytoskelett, die durch erhohte G GICNACc-



Zusammenfassung 94

ylierung von Proteinen nicht beainflust wurde. Hingegen konnte bel gedtegeter O-
GlcNAc-Modifikation von Proteinen eine verstérkte Expresson des humanen APPsgs in
Neuriten nachgewiesen werden. Diese Beobachtung lésst vermuten, dass die O-GIcNACc-
ylierung von APP sdbst oder aber von anderen Proteinen von Bedeutung ist fur den
axonalen Transport von APP.
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