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1. Einleitung

1.1. Die Alzheimer-Krankheit

Die Alzheimer-Krankheit ist die häufigste unter den neurodegenerativen Demenzerkran-
kungen. Solche Krankheiten betrafen im Jahr 2010 weltweit ca. 35,6 Millionen Menschen 
(http://www.alz.co.uk/, World Alzheimer Report 2010). Allein in Deutschland sind etwa 
1,2 Millionen Menschen betroffen, davon leiden etwa zwei Drittel an Morbus Alzheimer 
(http://www.deutsche-alzheimer.de/, Die Epidemiologie der Demenz, Stand 08/2010). Ty-
pische Alzheimer-Symptome sind zunehmende Gedächtnis- und Orientierungsstörungen 
sowie ein beeinträchtigtes Denk- und Urteilsvermögen. Der größte Risikofaktor ist ein hohes 
Alter, denn ca. 97% der Patienten erkranken mit frühestens 65 Jahren an der sogenannten 
sporadischen Form der Alzheimer-Krankheit. Patienten, die früher erkranken, tragen Mu-
tationen in einem der Gene, die für die Proteine APP (Amyloidvorläuferprotein, „amyloid 
precursor protein“), Presenilin 1 oder Presenilin 2 kodieren. Hier spricht man von erblichen 
oder familiären Formen der Alzheimer-Krankheit (FAD, „familial Alzheimer’s Disease“). 

Im Jahr 1907 beschrieb Alois Alzheimer zum ersten Mal den Fall einer Patientin, in deren 
Hirn er eine cortikale Atrophie sowie zwei Formen von Ablagerungen fand: die extrazellu-
lären amyloiden („stärkeähnlichen“) Plaques und die intrazellulären Neurofibrillen (Alzhei-
mer 1907). Beide sind charakteristische Merkmale der Alzheimer-Pathologie. Die Neurofi-
brillen, die hauptsächlich aus hyperphosphorylierten Formen des Mikrotubuli-assoziierten 
Proteins Tau bestehen, treten jedoch auch bei anderen neurodegenerativen Erkrankungen 
wie z.B. der frontotemporalen Demenz auf (Goedert und Spillantini 2006). Sie scheiden 
deshalb als alleinige molekulare Ursache der Alzheimer-Krankheit aus. Der wichtigste Be-
standteil der amyloiden Plaques sind die Aβ-Peptide, die nach der Amyloid-Hypothese zur 
Entstehung der Krankheit führen (Masters et al., 1985; Hardy und Allsop 1991). Ein weiterer 
Aspekt der Alzheimer-Pathologie ist eine chronische Neuroinflammation. Die amyloiden 
Plaques sind von aktivierten Mikroglia umgeben. Diese wirken wahrscheinlich einerseits 
neuroprotektiv, da sie Aβ phagozytieren, können aber andererseits die Neurodegeneration 
durch die chronische Entzündung noch fördern (McGeer et al., 1988; Venneti et al., 2006).

1.2. APP und seine Prozessierung

Der molekulare Vorläufer der Aβ-Peptide ist das Amyloidvorläuferprotein APP (Goldga-
ber et al., 1987; Kang et al., 1987; Tanzi et al., 1987). Dieses ist Teil einer Genfamilie, 
die integrale Membranproteine vom Typ I kodiert und zu der beim Menschen noch die 
APP-ähnlichen Proteine APLP1 und APLP2 („APP-like proteins“ 1 & 2) gehören. Ortholo-
ge des APP finden sich z.B. in Mäusen, Ratten, D. melanogaster und C. elegans (Paliga et 
al., 1997; Sprecher et al., 1993; Wasco et al., 1993; Coulson et al., 2000). Es existieren 
neun Isoformen des humanen APP, die durch alternatives Splicen entstehen. Das neu-
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ronalen Splicen wird durch microRNAs reguliert (Smith et al., 2011). Im menschlichen 
Hirn werden die Isoformen APP695, APP770 und APP751 exprimiert (benannt nach der 
Anzahl ihrer Aminosäurereste), die Tyrosin-sulfatiert sowie N- und O-glycosyliert vorlie-
gen (Tang et al., 2003; Tanaka et al., 1988; Weidemann et al., 1989). Die überwiegende 
neuronale Isoform ist APP695 (LeBlanc et al., 1991). APP ist hauptsächlich in intrazel-
lulären Kompartimenten lokalisiert, wird aber auch zur Plasmamembran transportiert 
und wiederum internalisiert (Kaden et al., 2009; Weidemann et al., 1989; Haass et al., 
1992a). 

APP kann über zwei verschiedene Wege prozessiert werden (Abb. 1.1): Der größte Teil der 
APP-Moleküle wird an der Zelloberfläche von den sogenannten α-Sekretasen geschnitten 
(in Neuronen primär von ADAM 10, „a disintegrin and metalloprotease“). Dabei wird die 
lösliche Ektodomäne sAPPα freigesetzt und ein 83 Aminosäuren langes C-terminales Frag-
ment (α-CTF) verbleibt in der Membran (Esch et al., 1990; Sisodia 1992; Kuhn et al., 2010). 
Die Entfernung der Ektodomäne ist die Voraussetzung für die weitere Prozessierung des 
APP-CTF durch den γ-Sekretase-Komplex, bei der die APP intrazelluläre C-terminale Domä-
ne AICD und das 3 kDa große nicht-amyloidogene p3-Peptid entstehen (Struhl und Adachi 
2000; Haass et al., 1993). 

Abb. 1.1: Prozessierung von APP. Bei der amyloidogenen Prozessierung wird APP zunächst von der β-Sekretase geschnit-
ten, wobei die lösliche Ektodomäne sAPPβ freigesetzt wird. Das 99 Aminosäuren lange membranverankerte Fragment β-CTF 
wird von der γ-Sekretase weiter prozessiert, wobei das Aβ-Peptid sowie die APP intrazelluläre C-terminale Domäne (AICD) 
entstehen. Bei der nicht-amyloidogenen Prozessierung schneidet die α-Sekretase das APP innerhalb der Aβ-Sequenz, wobei 
ein längeres lösliches APP-Fragment, sAPPα, freigesetzt wird und ein 83 Aminosäuren langes Frament, α-CTF, in der Mem-
bran verbleibt. Dieses wird von der γ-Sekretase zur AICD und dem kurzen p3-Peptid umgesetzt.
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Bei der amyloidogenen Prozessierung erfolgt der erste Schnitt weiter N-terminal als 
der α-Schnitt (Abb. 1.1). Das APP wird durch die β-Sekretase BACE („β-site APP clea-
ving enzyme“) hauptsächlich in frühen Endosomen geschnitten, wobei ein verkürz-
tes sAPP (sAPPβ) und ein längeres APP-CTF (C99 bzw. β-CTF) entstehen (Vassar et al., 
1999; Koo und Squazzo 1994; Kinoshita et al., 2003). Das APP-CTF wird wiederum 
von der γ-Sekretase weiter prozessiert, wobei die AICD und das 4 kDa große neuro-
toxische Aβ-Peptid entstehen (Haass et al., 1992b). Auf die verschiedenen Aβ-Spezies 
und ihre sequentielle Produktion wird weiter unter ausführlich eingegangen (s. 1.2.2. 
& 1.2.3.6.).
APP reguliert seine eigene Prozessierung unter anderem durch Beeinflussung der 
γ-Sekretase-Lokalisation sowie durch eine γ-Sekretase-Inhibitordomäne (Liu et al., 
2009; Tian et al., 2010). Da die α- und β-Sekretasen eine unterschiedliche subzellu-
läre Lokalisation aufweisen, kann auch durch eine Modulation der APP-Lokalisation 
(z.B. durch den Rezeptor SORL1 oder durch Kupfer) reguliert werden, welcher der 
beiden Wege bevorzugt eingeschlagen wird (Rogaeva et al., 2007; Acevedo et al., 
2011). Etwa zwei Drittel des APP werden normalerweise über den nicht-amyloidoge-
nen Weg abgebaut (Selkoe 2004). Seit kurzem ist noch ein dritter APP-Abbauweg be-
kannt, bei dem sowohl α- als auch β-Sekretase an der Prozessierung beteiligt sind, so 
dass sehr kurze Aβ-Fragmente von 14 bis 16 Aminosäuren Länge entstehen (Portelius 
et al., 2009).
Die durch die amyloidogene Prozessierung entstandenen Aβ-Peptide können durch eine Reihe 
von Proteasen wie die Matrix-Metalloproteasen 2 und 9, Neprilysin, das Insulin-abbauende 
Enzym IDE („insulin degrading enzyme“) und das Endothelin-konvertierende Enzym ECE („en-
dothelin converting enzyme“), aber auch durch BACE selber weiter abgebaut werden (Roher et 
al., 1994; Backstrom et al., 1996; Yan et al., 2006; Iwata et al., 2001; Farris et al., 2003; Miller et 
al., 2003; Eckman et al., 2003; Fluhrer et al., 2003; Bethge 2010). Die Expression von Neprilysin 
kann direkt durch die AICD induziert werden (Belyaev et al., 2009).

Die Funktion von APP ist bis heute nicht genau geklärt. Funktionelle Untersuchungen 
werden dadurch erschwert, dass APLP2 fähig ist, eine APP-Inaktivierung im Mausmodell 
zu großen Teilen zu kompensieren (Heber et al., 2000). Es scheint, dass APP bei der neu-
ronalen und neuromuskulären Entwicklung und Reizweiterleitung sowie der Zelladhäsi-
on und der Regulation der NMDA-Rezeptorströme eine Rolle spielt (Zheng et al., 1995; 
Wang et al., 2005; Young-Pearse et al., 2007; Multhaup 1994; Hoe et al., 2009; Weyer et 
al., 2011). Wichtige Funktionen von APP werden wahrscheinlich über seine Abbaupro-
dukte sAPP und AICD vermittelt. Die lösliche extrazelluläre Domäne sAPP stimuliert das 
Zellwachstum und die neurale Stammzelldifferenzierung (Saitoh et al., 1989; Kwak et al., 
2006). Die AICD ist ein Transkriptionsaktivator, der unter anderem die APP-Funktionen in 
der neuromuskulären Entwicklung vermittelt (Cao und Sudhof 2001; Cao und Sudhof 
2004; Li et al., 2010). Die AICD-vermittelte Signaltransduktion erfordert interessanter-
weise die Abspaltung der Ektodomäne durch die β- und nicht die α-Sekretase (Goodger 
et al., 2009).
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1.3. Aβ-Peptide: die Suche nach der toxischen Form

Basierend auf der Identifikation der Aβ-Peptide als Hauptbestandteil der amyloiden Plaques 
wurde die sogenannte Amyloid-Hypothese aufgestellt, die besagt, dass Aβ die Alzheimer-
Krankheit auslöst (Hardy und Allsop 1991). Da jedoch die Lokalisation der amyloiden Plaques 
im Gehirn nicht gut mit dem kognitiven Verfall korreliert (Aizenstein et al., 2008), musste die 
ursprüngliche These, in der eine Toxizität der Plaques postuliert wurde, deutlich modifiziert 
werden. Der heutige Stand der Forschung besagt, dass lösliche Aβ-Oligomere die Toxizität 
vermitteln, wobei sowohl die Länge der Peptide als auch ihre Lokalisation, ihr Oligomerisie-
rungszustand und die Struktur der Oligomere von Bedeutung sind (s. unten).
Es existieren unterschiedlich lange Formen des Aβ-Peptids, wovon Aβ42 mit einer Länge 
von 42 Aminosäuren besonders stark zur Aggregation neigt und neurotoxisch wirkt (Xia 
et al., 1997; Younkin 1998). Aβ42 macht etwa 5-10% der Aβ-Peptide im menschlichen Hirn 
aus, die häufigste Form, Aβ40, etwa 90% (Dovey et al., 1993; Suzuki et al., 1994; Vigo-
Pelfrey et al., 1993). Weiterhin existieren die kürzeren Spezies Aβ37, Aβ38 und Aβ39 sowie 
Aβ43 und einige Aβ-Modifikationen, z.B. pyroGlu-Aβ3-42 und weitere N-oder C-terminal 
verkürzte Formen (Naslund et al., 1994; Wiltfang et al., 2001; Portelius et al., 2010). Auch 
Aβ43, das verstärkt im Kern der amyloiden Plaques auftritt, kann neurotoxische Wirkung 
haben, die kürzeren Spezies Aβ40, Aβ38 und Aβ34 jedoch nicht (Welander et al., 2009; 
Stephan et al., 2001; Harmeier 2008). 
Die naheliegende Erklärung besteht darin, dass die längeren Aβ-Peptide aufgrund ihrer 
höheren Hydrophobizität stärker zur Aggregation neigen und als Oligomere oder größere 
Aggregate toxisch wirken. Tatsächlich wurde gezeigt, dass Aβ42-Peptide als Tetramere und 
in geringerem Maße als Di-, Hexa- und Dekamere toxisch für Neuronen sind, wohingegen 
größere Oligomere wie 16- oder 20-mere keine neurotoxische Wirkung mehr haben. Durch 
Mutationen induzierte Konformationsänderungen der Aβ-Oligomere können die Toxizität 
von der Oligomerisierung entkoppeln (Harmeier et al., 2009). Lösliche Oligomere kom-
men verstärkt im Hirn von Alzheimer-Patienten vor (Kuo et al., 1996; Gong et al., 2003; 
Tomiyama et al., 2008; Mc Donald et al., 2010), und es ist in vitro und in vivo in einer Viel-
zahl von Studien gezeigt worden, dass diese Oligomere, und nicht die größeren Fibrillen, 
die Neurotoxizität vermitteln (Roher et al., 1996; Lambert et al., 1998; Walsh et al., 2002; 
Cleary et al., 2005; Klyubin et al., 2005; Shankar et al., 2008; Sandberg et al., 2010). Wei-
terhin kann die Inhibition der Oligomerisierung die Aβ42-vermittelte Neurotoxizität deut-
lich reduzieren (Taylor et al., 2010). Für therapeutische Ansätze ergibt sich hieraus, dass es 
sinnvoll wäre, die Aggregation von Aβ-Monomeren zu inhibieren. Jedoch sollten nicht die 
Plaques aufgelöst werden, wie dies in einer Reihe von Aβ-Immunisierungsstudien versucht 
wird, da die Plaques wahrscheinlich dem Hirn die toxischen löslichen Oligomere entziehen.

Eine weitere toxische Form des Aβ sind intrazelluläre Aggregate. Intraneuronale Aβ-
Ablagerungen entstehen noch vor den extrazellulären Plaques, und auch intrazelluläre Aβ-
Oligomere sind neurotoxisch (Wertkin et al., 1993; Walsh et al., 2000). In Fliegen, Mäusen 
und Ratten wurde eine Korrelation der Neurodegeneration mit der Bildung intraneuronaler 
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Aβ-Aggregate gezeigt (Carmine-Simmen et al., 2009; Christensen et al., 2008; Rebeck et 
al., 2010). Unklar ist noch, in welchem Ausmaß das intrazelluläre Aβ aus dem Extrazellu-
lärraum aufgenommen bzw. aus den Zellen sekretiert wird. Eine aktuelle Fragestellung ist 
auch, ob die Konformationsänderung von der α-helikalen zur β-Faltblatt-Struktur bei der 
intrazellulären Aβ-Synthese beschleunigt ist. Die Ausbildung der β-Faltblatt-Konformation 
ist zur Ausbildung amyloider Aggregate notwendig und bei einem pH von 6, wie er in 
Endosomen vorliegt, besonders begünstigt (Soto et al., 1995; Barrow und Zagorski 1991; 
Khandogin und Brooks 2007). 

Noch ist nicht geklärt, wie die Aβ-Toxizität eigentlich vermittelt wird. Neben der direkten 
Interaktion der hydrophoben Aβ-Peptide mit der Zellmembran, die sie destabilisieren könn-
ten, sind eine Reihe von potentiellen „Rezeptoren“ für extrazelluläres Aβ im Gespräch, da-
runter der p75-Neurotrophinrezeptor und das Prionprotein (McLaurin und Chakrabartty 
1996; Michikawa et al., 2001; Demuro et al., 2005; Sotthibundhu et al., 2008; Lauren et 
al., 2009; Resenberger et al., 2011). Intrazelluläres Aβ induziert ER-Stress und destabilisiert 
Endosomen, Lysosomen und Mitochondrien (Umeda et al., 2011). Außerdem ist seit Kur-
zem bekannt, dass extrazelluläres Aβ42 in den Zellkern transportiert wird und dort die Ex-
pression von APP und anderen Genen moduliert, was einen weiteren Mechanismus für die 
Vermittlung der Toxizität eröffnet (Barucker 2008).

1.4. Der γ-Sekretase-Komplex

Die γ-Sekretase ist eine von wenigen Proteasen, die fähig sind, Peptidbindungen in der hy-
drophoben Membranumgebung zu hydrolysieren. Die γ-Sekretase ist eine Aspartatprote-
ase, die Transmembranproteine vom Typ I abbaut. Sie besteht aus den vier Komponenten 
Presenilin, Nicastrin (Nct), Aph-1 („anterior pharynx defective phenotype“ 1) und Pen-2  
(„presenilin enhancer“ 2) (Abb. 1.2). Die Koexpression dieser vier Proteine ist notwendig 
und hinreichend, um eine γ-Sekretase-Aktivität in Hefen, Säugerzellen und in D. melano-
gaster zu rekonstituieren. Auch aus humanen Zellen aufgereinigte γ-Sekretase-Komplexe 
enthalten diese Komponenten (Edbauer et al., 2003; Kimberly et al., 2003; Takasugi et al., 
2003; Fraering et al., 2004b). 
Die γ-Sekretase ist in der Lage, sehr unterschiedliche Substrate zu prozessieren, weshalb 
sie manchmal auch als das „Proteasom der Membran“ bezeichnet wird. Bisher sind mehr 
als 70 γ-Sekretase-Substrate bekannt. Eine gemeinsame Erkennungssequenz gibt es nicht, 
statt dessen werden Substrate danach selektiert, ob die Abspaltung ihrer Ektodomäne statt-
gefunden hat (Wolfe et al., 1999; De Strooper et al., 1999; Kopan und Ilagan 2004; Lleo 
und Saura 2011; Struhl und Adachi 2000). In vielen Fällen, so z.B. bei der Proteolyse von 
Notch, LRP („low density lipoprotein receptor-related protein“), der Rezeptortyrosinkinase 
ErbB-4 und dem epithelialen Cadherin (E-Cadherin), entstehen intrazelluläre Domänen, 
die Funktionen in der Signaltransduktion erfüllen können (De Strooper et al., 1999; Struhl 
und Greenwald 1999; May et al., 2002; Ni et al., 2001; Marambaud et al., 2002). 
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Für die Proteolyse innerhalb der Membran müssen zwei Schwierigkeiten gelöst werden: 
zum einen muss das für die Hydrolyse benötigte Wasser in die Membranumgebung ge-
bracht werden, zum Zweiten muss das Peptidrückgrat des Substrats der Proteolyse zu-
gänglich gemacht werden. Im Fall der γ-Sekretase zeigen elektronenmikroskopische Auf-
nahmen und Tests der Wasserzugänglichkeit von substituierten Cysteinen, dass sich im 
Inneren des Komplexes eine wassergefüllte Pore befindet, in der die Proteolyse stattfinden 
kann (Lazarov et al., 2006; Renzi et al., 2011; Sato et al., 2006; Tolia et al., 2006; Sato et al., 
2008). Für APP wurde gezeigt, dass der initiale ε-Schnitt nicht stattfinden kann, wenn die 
Schnittstelle als α-Helix vorliegt, sondern dass diese in einer Schleifenstruktur liegen muss 
(Sato et al., 2009). Demnach werden die α-helikalen Transmembransequenzen (TMS) der 
Substrate für die Proteolyse entwunden.

1.4.1. Presenilin

Die Preseniline sind Transmembranproteine mit einer Länge von 467 (PS1) bzw. 448 
(PS2) Aminosäuren. Sie werden durch die Gene PSEN1 und PSEN2 kodiert, deren mu-
tierte Formen mit dem Auftreten familiärer Formen der Alzheimer-Krankheit (FAD) as-
soziiert sind (Sherrington et al., 1995; Levy-Lahad et al., 1995). Für PSEN1, das auf 
dem Chromosom 14 lokalisiert ist, sind mittlerweile 182 FAD-Mutationen bekannt, für 

Abb. 1.2: Modell des g-Sekretase-Komplexes mit gebundenem Substrat. Der γ-Sekretase-Komplex besteht aus 
Pen-2  („presenilin enhancer“ 2), den N- und C-terminalen Presenilinfragmenten PS-NTF und PS-CTF, Nicastrin (Nct) und 
Aph-1 („anterior pharynx defective phenotype“ 1). Die katalytisch aktiven Aspartatreste 257 und 385 des Presenilins sind 
durch schwarze Punkte dargestellt. Die Aβ-Sequenz des Substrats APP-CTF ist rot markiert.
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PSEN2, kodiert auf Chromosom 1, sind es 13 (http://www.molgen.ua.ac.be/ADMuta-
tions, Stand 05/2011). γ-Sekretase-Komplexe enthalten jeweils nur eines der homo-
logen Proteine (Yu et al., 1998; Steiner et al., 2002). Die Preseniline haben zum Teil 
redundante Funktionen, PS1 ist jedoch essentiell und sein Verlust kann nur in gerin-
gem Maß durch PS2 kompensiert werden. Mäuse, denen das PSEN1-Gen fehlt, ster-
ben kurz nach der Geburt, da die γ-Sekretase-Prozessierung des Transkriptionsfaktors 
Notch für die embryonale Entwicklung essentiell ist. Eine Inaktivierung der PSEN-
Gene im adulten Tier führt zu Gedächtnisstörungen und Neurodegeneration (Shen 
et al., 1997; Herreman et al., 1999; Saura et al., 2004; Selkoe und Kopan 2003; Elder 
et al., 2010). 
Preseniline enthalten die beiden katalytischen Aspartatreste des γ-Sekretase-Komplexes 
(D257 und D385 bei PS1) und katalysieren neben der Spaltung der anderen γ-Sekretase-
Substrate auch ihre eigene Endoproteolyse (Li et al., 2000; Wolfe et al., 1999). In 
vitro zeigt in Liposomen rekonstituiertes PS1 auch ohne die anderen Komponenten des 
Komplexes γ-Sekretase-Aktivität (Ahn et al., 2010). PS1 liegt im γ-Sekretase-Komplex 
nach seiner Spaltung zwischen T291 und A299 als Heterodimer des 27 kDa großen 
N-terminalen Fragments (PS1-NTF) und des 17 kDa großen C-terminalen Fragments 
(PS1-CTF) vor (Abb. 1.2). Das Heterodimer hat eine längere Halbwertszeit als das PS1-
Holoprotein, und normalerweise ist die Endoproteolyse die Voraussetzung für die ka-
talytische Aktivität. Es sind jedoch auch PS1-Mutanten beschrieben worden, die als 
Holoprotein γ-Sekretase-Aktivität zeigen (Podlisny et al., 1997; Thinakaran et al., 1996; 
Steiner et al., 1999). 

Das PS1-NTF enthält den im Cytosol lokalisierten N-Terminus und 6 Transmembranse-
quenzen (TMS 1-6). Das PS1-CTF besteht aus einer langen cytosolischen Schleife, drei 
weiteren TMS (TMS 7-9) und dem extrazellulären bzw. luminalen C-Terminus, der an 
der Membranoberfläche eine amphipathische α-Helix ausbildet (Laudon et al., 2005; 
Oh und Turner 2005; Spasic et al., 2006; Sobhanifar et al., 2010; Sato et al., 2008). 
Die TMS 6, 7 und 9, aber nicht TMS 8 haben Kontakt mit der wassergefüllten Pore des 
γ-Sekretase-Komplexes. Die katalytischen Aspartate ragen in diese hinein und befinden 
sich in räumlicher Nähe zueinander (Sato et al., 2006; Tolia et al., 2006; Sato et al., 
2008). Die TMS 1 befindet sich in der Nähe der TMS 8, die TMS 2 und 6 in der Nähe 
der TMS 9, was eine Ringstruktur des Presenilins impliziert (Kornilova et al., 2006; Wa-
tanabe et al., 2010). 
Kreuzvernetzungsexperimente, Tests der Wasserzugänglichkeit von substituierten Cy-
steinen sowie eine NMR-Studie zeigen, dass die TMS des PS1-CTF keine durchgängige 
α-helikale Struktur aufweisen. So ist die TMS 7 N-terminal von D385 möglicherweise li-
nearisiert und kleidet die Pore aus (Abb. 1.3). Die TMS 8 ist wahrscheinlich geknickt. Die 
TMS 9 schließlich enthält in ihrem luminalen Abschnitt eine α-Helix, der cytosolische Teil 
bildet entweder eine zweite, deutlich abgeknickte Helix oder ist in linearisierter Form Teil 
der Porenoberfläche (Sato et al., 2006; Kornilova et al., 2006; Sato et al., 2008; Sobhanifar 
et al., 2010). 



Einleitung

14

Presenilin besitzt in der Nähe des aktiven Zentrums noch 
eine initiale Substratbindungsstelle, an der die luminale 
α-Helix der TMS 9 Anteil zu haben scheint (Esler et al., 
2002; Das et al., 2003; Tian et al., 2003; Kornilova et al., 
2005; Sato et al., 2008). Die gesamte TMS 1 ist essenti-
ell für die γ-Sekretase-Aktivität des Presenilins, nur ihr lu-
minaler Teil wird hingegen für die Presenilinase-Aktivität 
benötigt. Auch die TMS 2, 4, 6, 8 und 9, jedoch nicht 
TMS 3, sind für die γ-Sekretase-Aktivität des Presenilins 
notwendig. Die TMS 4 vermittelt die Bindung an Pen-2, 
die 12 C-terminalen Aminosäuren sind für die Bindung 
an den Aph-1-Nct-Subkomplex verantwortlich (Brunkan 
et al., 2005; Watanabe et al., 2005; Watanabe et al., 
2010; Kim und Sisodia 2005a; Bergman et al., 2004; Ka-
ether et al., 2004). 
Weitere besonders wichtige Motive sind die GxGD-Se-
quenz in der TMS 7 und das PAL-Motiv in der kurzen 
cytosolischen Schleife zwischen den TMS 8 und 9. Das 
GxGD-Motiv enthält das katalytische D385 und kommt 
auch bei anderen intramembranär schneidenden Aspar-
tatproteasen vor. Die beiden Glycinreste des Motivs sind 
wahrscheinlich aus sterischen Gründen konserviert, da 
Substitutionen dieser Reste ohne Verlust der γ-Sekretase-
Aktivität nur zu den ebenfalls kleinen Alaninresten mög-
lich sind. L383 (das x des Motivs) ist für die Prozessierung 
von Notch, jedoch nicht von APP, notwendig (Steiner et 
al., 2000; Weihofen et al., 2002; Perez-Revuelta et al., 
2010; Yamasaki et al., 2006). Das PAL-Motiv wird für die 
Ausbildung der richtigen Konformation des aktiven Zen-

trums benötigt. Mutationen in dieser Sequenz inhibieren die γ-Sekretase-Aktivität (Wang 
et al., 2004; Wang et al., 2006).

Unklar ist, über welchen Mechanismus Presenilin-Mutationen zur Entstehung der Alzhei-
mer-Krankheit führen. Die meisten, jedoch nicht alle PS1-FAD-Mutanten erhöhen entweder 
die Produktion von Aβ42 oder das Verhältnis von Aβ42:Aβ40, was auch zu einer verstärkten 
Oligomerbildung führt. Schon geringe Veränderungen des Aβ42:Aβ40-Verhältnisses kön-
nen die Bildung toxischer Oligomere entscheidend beeinflussen (Borchelt et al., 1996; Duff 
et al., 1996; Citron et al., 1997; Jankowsky et al., 2004; Duering et al., 2005; Kumar-Singh 
et al., 2006; Shioi et al., 2007; Xia et al., 1997; Kuperstein et al., 2010). Im Hirn von Alzhei-
mer-Patienten mit der PS1-FAD-Mutante E280A wurden auch noch längere Aβ-Spezies wie 
Aβ45, Aβ48 und Aβ49 (die direkten Vorläufer von Aβ42 und Aβ40) sowie erhöhte Mengen 
des APP-CTFs gefunden. Dies ist ein Hinweis darauf, dass die Toxizität über die Einschrän-

Abb. 1.3: Modell der katalytischen 
Pore der γ-Sekretase. Wasserzugäng-
lichkeit der einzelnen Aminosäuren des 
PS1 (Sequenz von TMS 6 bis zum C-Ter-
minus) im Komplex mit dem APP-CTF. 
Die α-helikalen Anteile der Aminosäure-
sequenz sind als Zylinder dargestellt und 
die TMS von 6 bis 9 nummeriert. Amino-
säurepositionen, die durch ein wasser-
lösliches Reagenz Biotin-markiert werden 
konnten, sind als blaue Punkte einge-
zeichnet. Die katalytischen Aspartatreste 
sind als schwarze Punkte dargestellt. Weiß 
gekennzeichnete Positionen wurden nicht 
untersucht. 
Abbildung nach (Sato et al., 2008).
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kung der enzymatischen Funktion („loss of function“) vermittelt wird (Van Vickle et al., 
2008). In vitro wird die Hypothese eines „loss of function“ der PS-FAD-Mutanten unter-
mauert durch
i.	 eine Akkumulation der γ-Sekretase-Substrate, 
ii.	 eine reduzierte gesamt-Aβ-Produktion, 
iii.	 die verstärkte Produktion besonders langer Aβ-Spezies, und / oder 
iv.	 eine erniedrigte Produktion der AICD und NICD („Notch intracellular domain“). 
Jedoch verhalten sich die einzelnen PS1-Mutanten in diesen Experimenten sehr unterschiedlich 
(Bentahir et al., 2006; Shimojo et al., 2007; Shimojo et al., 2008; Heilig et al., 2010). 
Besonders interessant ist die Beobachtung, dass PS1-FAD-Mutanten die Konformation 
des Presenilins und des PS1-APP-CTF-Komplexes verändern können. Der N-Terminus 
von FAD-PS1-Mutanten liegt näher am C-Terminus und an der cytosolischen Schleife 
als bei PS1-wt, und die cytosolische Schleife ist näher beim C-Terminus des APP lo-
kalisiert (Lleo et al., 2004; Berezovska et al., 2005; Uemura et al., 2009). Dies impli-
ziert, dass FAD-PS1-Mutanten ihre Wirkung durch eine Konformationsänderung des 
Enzyms vermitteln, die die γ-Sekretase-Aktivität inhibiert. Das würde erklären, warum 
FAD-Mutanten unabhängig von ihrer Lokalisation im Protein FAD auslösen können. Un-
terschiedlich lokalisierte Mutanten können die PS1-Konformation aber mehr oder we-
niger stark beeinflussen (Berezovska et al., 2005). Dies könnte der Grund für ihre zum 
Teil sehr unterschiedliche Wirkung sein.
Es gibt jedoch noch einige andere Theorien zur Toxizität der FAD-PS-Mutanten, die dar-
auf beruhen, dass Presenilin auch eine Reihe von Funktionen außerhalb des γ-Sekretase-
Komplexes erfüllt. So wurde zum Beispiel gezeigt, dass Presenilin direkt mit BACE inter-
agiert und dessen Reifung unterstützt (Kuzuya et al., 2007). Weiterhin ist PS1 notwendig 
für die neuronale Makroautophagie. PS1-FAD-Mutanten verhindern diese und könnten 
auch dadurch zur Neurotoxizität beitragen (Lee et al., 2010). Es gibt auch Belege, dass Pre-
seniline passive Kalziumkanäle bilden, die für das Ausströmen von Ca2+ aus dem endoplas-
matischen Retikulum (ER) notwendig sind und dass bei PS-FAD-Mutanten diese Funktion 
beeinträchtigt ist. Die Inhibition eines anderen ER-Kalziumkanals verstärkt die Alzheimer-
Pathologie in einem murinen Modell. Hier wird die Toxizität der FAD-Mutanten vermutlich 
durch eine gestörte Neurotransmitter-Freisetzung aus der Präsynapse vermittelt, die die 
synaptische Plastizität beeinträchtigt (Stutzmann et al., 2004; Tu et al., 2006; Zhang et 
al., 2010; Zhang et al., 2009). Diese Effekte, die wahrscheinlich die Alzheimer-Pathologie 
verstärken, könnten ebenfalls über eine Konformationsänderung des Presenilins vermittelt 
werden.  

1.4.2. Nicastrin, Aph-1 und Pen-2

Nicastrin (Nct) ist ein Typ I-Transmembranprotein mit einer großen glycosylierten 
Ektodomäne (Abb. 1.2). Es stabilisiert den γ-Sekretase-Komplex und könnte als Sub-
stratrezeptor fungieren. Ob es für die Aktivität des Komplexes notwendig ist, ist noch 
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nicht eindeutig geklärt (Esler et al., 2002; Herreman et al., 2003; Shah et al., 2005; 
Shirotani et al., 2004a; Zhang et al., 2005; Chavez-Gutierrez et al., 2008; Dries et al., 
2009). Der kürzlich geführte Nachweis eines aktiven trimeren γ-Sekretase-Komplexes 
aus PS1, Pen-2 und Aph-1a in Zellkultur stellt auch seine Funktion als Substratrezep-
tor in Frage (Zhao et al., 2010). Nct bindet über seine TMS an aph-1 (Morais et al., 
2003).

„Anterior pharynx defective phenotype“ 1 (Aph-1) ist ein Transmembranprotein mit 
7 TMS, einem luminalen bzw. extrazellulären N- und einem cytosolischen C-Terminus 
(Abb. 1.2). Es bildet als „Gerüst“ für den Aufbau des γ-Sekretase-Komplexes zunächst 
mit Nct einen Subkomplex, an den sich dann PS und zuletzt Pen-2 anlagern (Goutte et 
al., 2002; Francis et al., 2002; Lee et al., 2002; LaVoie et al., 2003; Takasugi et al., 2003; 
Shirotani et al., 2004a; Fortna et al., 2004; Lee et al., 2004; Niimura et al., 2005; Kaether 
et al., 2006a). Ein doppeltes GxxxG-Motiv in der TMS 4 ist notwendig für die Interaktion 
mit den anderen γ-Sekretase-Komponenten und die korrekte Assemblierung des Kom-
plexes (Lee et al., 2004; Niimura et al., 2005; Edbauer et al., 2004). Aph-1 kann auch an 
γ-Sekretase-Substrate binden (Chen et al., 2010).
Im Menschen existieren zwei Homologe, Aph-1a, und Aph-1b. Es gibt es zwei Splicefor-
men des Aph-1a, Aph-1aS und Aph-1aL (für „short“ und „long“). Die drei Formen tre-
ten in getrennten γ-Sekretase-Komplexen auf, die alle gleich viel gesamt-Aβ produzieren. 
Dabei bilden γ-Sekretase-Komplexe mit PS1 und Aph-1b weniger Aβ42 als Komplexe mit 
PS1 und einer der Aph-1a-Formen (Francis et al., 2002; Lee et al., 2002; Shirotani et al., 
2004b; Shirotani et al., 2007). Aph-1a ist im Gegensatz zu Aph-1b unverzichtbar für die 
γ-Sekretase-Aktivität. Interessanterweise schwächt aber die Inaktivierung von Aph-1b in 
einem Alzheimer-Mausmodell den pathologischen Phänotyp ab (Serneels et al., 2005; 
Serneels et al., 2009).

„Presenilin enhancer“ 2 (Pen-2) ist notwendig für die Aktivität des γ-Sekretase-
Komplexes, da erst seine Bindung die PS-Endoproteolyse und die Reifung des Komple-
xes ermöglicht. Weiterhin stabilisiert es die entstehenden PS-Fragmente (Francis et al., 
2002; Steiner et al., 2002; Takasugi et al., 2003; Prokop et al., 2004). Pen-2 enthält zwei 
TMS (Abb.1.2), wovon die erste sowie die zwischen ihnen liegende Schleife wahrschein-
lich Teil der wassergefüllten γ-Sekretase-Pore sind. Die luminalen zwei Drittel der TMS 
1 sind notwendig für die Endoproteolyse, die konservierten Reste Gly22 und Pro27 für 
die Komplexbildung und -stabilität. N-und C-Terminus sind luminal bzw. extrazellulär 
lokalisiert. Der C-Terminus ist notwendig für die Bindung an die anderen Komponenten 
des γ-Sekretase-Komplexes und die Komplexstabilisierung. Wird der C-Terminus verlän-
gert oder verkürzt, sind PS-Endoproteolyse und Nct-Maturierung beeinträchtigt. Eine 
Verlängerung des N-Terminus verändert die Struktur der hydrophilen Pore und führt 
zu einer verstärkten Produktion von Aβ42 (Crystal et al., 2003; Bammens et al., 2011; 
Kim und Sisodia 2005b; Prokop et al., 2004; Hasegawa et al., 2004; Prokop et al., 2005; 
Isoo et al., 2007).
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1.4.3. Assemblierung des γ-Sekretase-Komplexes

Die Assemblierung des γ-Sekretase-Komplexes findet in den frühen Kompartimenten des ERs 
statt. Es wird als erstes ein Subkomplex aus Aph-1 und Nct gebildet, an diesen bindet dann PS 
und schließlich Pen-2, das die Endoproteolyse induziert (Kim et al., 2004; Capell et al., 2005; 
LaVoie et al., 2003; Shirotani et al., 2004a; Kaether et al., 2006a). Erst danach wird der Komplex 
aus dem ER transportiert, wahrscheinlich weil die ER-Retentionssignale zwischen den PS-TMS 
8 und 9 und in der Pen-2-TMS 1 in der maturierten γ-Sekretase maskiert sind (Kaether et al., 
2004; Kaether et al., 2007). Die γ-Sekretase zeigt im ER, dem Golgi-Apparat, dem trans-Golgi-
Netzwerk und den sekretorischen Vesikeln noch keine Aktivität. Erst an der Plasmamembran, 
wo sich auch die meisten ihrer Substrate befinden, wird sie aktiv. Dort erfolgt die Proteolyse von 
Notch und wahrscheinlich auch von C83, dem α-CTF des APP, das in der Plasmamembran von 
der α-Sekretase produziert wird. Die Produktion von Aβ aus C99 scheint dagegen primär in den 
frühen Endosomen abzulaufen, wo auch der β-Schnitt stattfindet (Kaether et al., 2006b; Soren-
sen und Conner 2010; Annaert et al., 1999; Perez et al., 1999; Rajendran et al., 2006). Innerhalb 
der Membranen scheint die γ-Sekretase in Detergenz-resistenten Mikrodomänen lokalisiert zu 
sein (Wahrle et al., 2002; Vetrivel et al., 2004; Hur et al., 2008).

1.4.4. Stöchiometrie des γ-Sekretase-Komplexes

Über die Stöchiometrie des γ-Sekretase-Komplexes herrscht noch kein Konsens. Die Tatsache, 
dass nur jeweils eines der Homologe des PS und des Aph-1 pro Komplex gefunden wird, kann 
als Hinweis darauf gedeutet werden, dass sie als Monomere vorliegen. Tatsächlich wurde die 
Stöchiometrie des aufgereinigten γ-Sekretase-Komplexes als 1:1:1:1 bestimmt (Sato et al., 
2007). Diese Untersuchung wurde jedoch in Gegenwart des Detergenz Digitonin durchge-
führt, in dem die γ-Sekretase inaktiv ist. Anders als bei Sato et al. konnte in Gegenwart des 
Detergenz CHAPSO, das die γ-Sekretase-Aktivität erhält, eine Koimmunpräzipitation von zwei 
unterschiedlich markierten Presenilinen gezeigt werden (Schroeter et al., 2003). Presenilin-Di-
mere wurden auch mittels Photoaffinitäts-Markierung und FLIM („fluorescence lifetime ima-
ging microscopy“ (Lleo et al., 2004)) nachgewiesen. Außerdem rekonstituiert die Koexpression 
der einzeln inaktiven PS1-Mutanten D257A und D385A die γ-Sekretase-Aktivität, was auf die 
Ausbildung einer katalytischen Diade der Aspartate von zwei PS-Molekülen hinweist (Schroeter 
et al., 2003; Herl et al., 2006; Cervantes et al., 2004). Möglich wäre, dass PS-NTF und -CTF, Nct, 
Aph-1 und Pen-2 ein Heteropentamer bilden, das dann wiederum dimerisieren kann, eventuell 
induziert durch die Dimerisierung des Substrats. Dafür, dass die γ-Sekretase sowohl als Mo-
nomer als auch als Dimer vorliegen kann, spricht auch, dass bei elektronenmikroskopischen 
Aufnahmen des aus eukaryotischen Zellen aufgereinigten Komplexes sowohl einzelne als auch 
zwei direkt nebeneinander liegende Komplexe zu sehen sind. Dies ist jedoch nicht in allen be-
trachteten Zelllinien der Fall (Cacquevel et al., 2008). Weiterhin wurden bei der Analyse von 
γ-Sekretase-Komplexen aus humanen Blut- und Epithelzellen Hinweise auf eine Abhängigkeit 
der Stöchiometrie vom Zelltyp gefunden (Placanica et al., 2010).
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1.4.5. γ-Sekretase-modulierende Proteine

Es sind eine Reihe von Proteinen bekannt, die die Aktivität und Substratspezifität des 
γ-Sekretase-Komplexes beeinflussen können, darunter Glycogensynthasekinase 3β 
(GSK3β), Phospholipase D1 (PLD1), CD147, TMP21 und das γ-Sekretase-aktivierende 
Protein (GSAP). GSK3β bindet an das PS1-NTF, phosphoryliert PS1-CTF und reguliert 
dessen Abbau (Takashima et al., 1998; Kirschenbaum et al., 2001a; Kirschenbaum et 
al., 2001b). PLD1, CD147 und TMP21 sind negative Regulatoren der Aβ-Produktion. 
PLD1 reguliert die Stabilität und den Membrantransport des γ-Sekretase-Komplexes 
(Cai et al., 2006a; Cai et al., 2006b; Liu et al., 2009). Die genaue Funktion von CD147 
ist noch nicht geklärt: es assoziiert mit dem γ-Sekretase-Komplex, die Aβ-Reduktion 
scheint aber über die Stimulation des Aβ-Abbaus vermittelt zu werden (Zhou et al., 
2005; Nahalkova et al., 2010; Vetrivel et al., 2008). TMP21 und das zu derselben 
Proteinfamilie gehörende p24α2 binden an die γ-Sekretase und reduzieren die Pro-
duktion von Aβ40 und Aβ42, jedoch nicht die der AICD. Die γ-Sekretase-Assoziation 
von TMP21 wird über seine TMS vermittelt (Chen et al., 2006; Hasegawa et al., 2010; 
Pardossi-Piquard et al., 2009). GSAP stimuliert die Aβ-Produktion durch Interaktion 
mit dem APP-CTF und der γ-Sekretase, interagiert aber nicht mit Notch und hat auch 
keinen Einfluss auf dessen Prozessierung (He et al., 2010). Einen weiteren wichti-
gen Einfluss auf die γ-Sekretase-Aktivität hat die Membranumgebung, vor allem ihr 
Cholesteringehalt (Wahrle et al., 2002; Fraering et al., 2004a; Fraering et al., 2004b; 
Osawa et al., 2008; Osenkowski et al., 2008; Grimm et al., 2008). Eine Störung des 
Cholesterintransports kann auch die Lokalisation der γ-Sekretase beeinflussen (Burns 
et al., 2003).

1.4.6. Schnittmechanismus der γ-Sekretase

Die γ-Sekretase prozessiert das APP-CTF schrittweise (Abb. 1.4). Der erste Schnitt an 
der sogenannten ε-Schnittstelle kann entweder Aβ49 und die 50 Aminosäuren lan-
ge AICD 50-99 oder Aβ48 und die 51 Aminosäuren lange AICD 49-99 produzieren. 
Längere AICD konnten nie nachgewiesen werden, jedoch die verkürzte AICD 52-99 
(Sastre et al., 2001; Gu et al., 2001; Sato et al., 2003; Fukumori et al., 2006). An der 
ε-Schnittstelle werden auch die anderen γ-Sekretase-Substrate wie z.B. Notch, CD44 
und E-Cadherin geschnitten (Okochi et al., 2002; Lammich et al., 2002; Marambaud 
et al., 2002). Die langen Aβ-Spezies Aβ49 und Aβ48 verbleiben in der Membran und 
werden weiter prozessiert. Dabei werden immer 3 oder 4 Aminosäuren abgeschnitten, 
was in etwa einer Helixwindung der APP-TMS entspricht. Den ersten dieser sukzessiven 
Schnitte bezeichnet man als ζ-Schnitt, die darauf folgenden als γ-Schnitte. Da beim 
ε-Schnitt nur Aβ49 und Aβ48 entstehen, ergeben sich zwei Produktlinien: Aβ49 wird zu 
Aβ46 und dann weiter zu Aβ43, Aβ40 und Aβ37 gespalten, Aβ48 hingegen zu Aβ45, 
Aβ42 und Aβ38 oder Aβ39 (Abb. 1.4). 
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Dass die Aβ-Produktion tatsächlich sequentiell abläuft, ist durch eine Reihe von Studien be-
legt: Zum einen kann durch γ-Sekretase-Inhibitoren, die nicht direkt im aktiven Zentrum der 
γ-Sekretase binden („non-transition-state“-Inhibitoren), die Akkumulation von Aβ49, Aβ46 
und Aβ43 induziert werden. Ersetzt man den „non-transition-state“-Inhibitor durch einen 
„transition-state“-Inhibitor, der den ε-Schnitt verhindert, wird das vorher akkumulierte Aβ46 
zu Aβ43 und Aβ40 abgebaut. Ob auch Aβ42 aus Aβ46 entstehen kann, also ein Wechsel zwi-
schen den Produktlinien möglich ist, ist noch umstritten (Zhao et al., 2004; Qi-Takahara et al., 
2005; Zhao et al., 2005; Yagishita et al., 2006; Yagishita et al., 2008). Auch durch Mutationen 
in der Aβ-Sequenz kann der γ-Schnitt inhibiert werden, ohne dass der ε-Schnitt beeinflusst 
wird (Ren et al., 2007). Mittlerweile wurden auch die während der sequentiellen Proteoly-
se entstehenden Tripeptide Aβ47-49, Aβ44-46 und Aβ41-43 aus der Aβ40-Produktlinie und 
Aβ46-48, Aβ43-45 und Aβ40-42 sowie das Tetrapeptid Aβ39-42 aus der Aβ42-Produktlinie 
mittels MALDI-MS direkt nachgewiesen (Takami et al., 2009). Die längeren Aβ-Peptide haben 
auch physiologische Bedeutung: Aβ48, Aβ46, Aβ45 und Aβ43 konnten im Hirn von APP-trans-
genen Mäusen nachgewiesen werden und Aβ43 ist in den Plaques von Alzheimer-Patienten 
in größerer Menge vorhanden als Aβ40 (Qi-Takahara et al., 2005; Welander et al., 2009). Dass 
die sequentielle Proteolyse hauptsächlich innerhalb der jeweiligen Produktlinie verläuft, wur-
de durch die Expression langer Aβ-Peptide in Zellkultur gezeigt: Aβ48 und Aβ51 werden pri-
mär zu Aβ42 abgebaut, Aβ49 und Aβ52 hauptsächlich zu Aβ40. Außerdem ist die Produktion 
der AICD 49-99 in Zellen, die Aβ42-erhöhende PS1-FAD-Mutanten exprimieren, ebenfalls ver-
stärkt (Funamoto et al., 2004; Munter et al., 2010; Sato et al., 2003). 
Auch andere γ-Sekretase-Substrate werden sequentiell geschnitten. Bei der Prozessierung 
von Notch entstehen neben der NICD auch unterschiedlich lange Nβ-Peptide. Der γ-Schnitt 
ist auch hier vom ε-Schnitt abhängig (Okochi et al., 2002; Chandu et al., 2006). Aβ-ähnliche 
Peptide des APLP1 werden im humanen Cerebrospinalfluid in einer Länge von 25, 27 oder 
28 Aminosäuren gefunden. Tragen die Patienten eine PS1-FAD-Mutation, die die Aβ42-
Produktion verstärkt, ist auch die Menge an APL1β28 erhöht (Yanagida et al., 2009). Bei 
der Endoproteolyse von PS werden drei sequentielle Schnitte im Abstand von je drei Ami-
nosäuren durchgeführt, hier gibt es ebenfalls zwei Produktlinien: PS1-CTF 292-467 wird 
zu PS1-CTF 295-467 und PS1-CTF 298-467, PS1-CTF 293-467 hingegen wird zu PS1-CTF 
296-467 und PS1-CTF 299-467 abgebaut (Fukumori et al., 2010).

Abb. 1.4: Sequentielle Proteolyse von Aβ in zwei Produktlinien. Nach der Proteolyse von APP durch die β-Sekretase 
(Schnittstelle markiert mit β) wird das Aβ-Peptid durch progressive γ-Sekretase-Schnitte gebildet. Als erstes findet der ε-Schnitt 
statt, der Aβ-Peptide mit 48 oder 49 Aminosäuren Länge sowie die korrespondierenden AICD 49-99 oder AICD 50-99 produ-
ziert. Danach wird innerhalb der beiden Produktlinien im Abstand von 3 (oder 4) Aminosäuren weiter geschnitten: Aus Aβ49 
entsteht zunächst Aβ46 (ζ-Schnitt), daraus dann Aβ43, Aβ40 und Aβ37; Aβ48 wird über Aβ45 (ζ-Schnitt) zu Aβ42 und weiter 
zu Aβ38 oder Aβ39 prozessiert. Dargestellt sind die Aminosäuren 1-54 der APP-CTF-Sequenz. Die Transmembransequenz 
ist mit einem gelben Kasten hinterlegt, die Glycine der 3 konsekutiven GxxxG-Motive sind nach der Aβ-Nummerierung be-
schriftet.
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1.5. Einfluss der APP-Dimerisierung auf die Aβ-Produktion

APP bildet Homodimere aus, was über drei Kontaktregionen vermittelt wird. Zwei davon 
liegen in der APP-Ektodomäne: die Kollagen-bindende Region sowie die Heparin-bindende 
sogenannte „Loop“-Region. Die APP-Dimerisierung kann durch Zugabe des „Loop“-Pep-
tids oder durch Koexpression von APLP1 oder APLP2, die mit APP Heterodimere ausbilden, 
kompetiert werden. Dies verringert die Aβ-Produktion (Beher et al., 1996; Scheuermann et 
al., 2001; Kaden et al., 2008; Kaden et al., 2009). 
In der APP-TMS existiert eine weitere Interaktionsstelle, die durch die drei konsekutiven 
GxxxG-Motive (G25xxxG29xxxG33xxxG37 nach der Aβ-Nummerierung) des APP-CTFs ge-
bildet wird. GxxxG-Motive, die zwischen den Glycinresten jede Aminosäure außer Pro-
lin enthalten können, vermitteln die Dimerisierung von TMS, da sie durch die kleinen 
Glycinreste eine Seite der α-helikalen TMS abflachen. Das ermöglicht es zwei Helices, 
sich durch eine leichte rechtshändige Verkreuzung sehr eng aneinander anzunähern, 
so dass Wasserstoffbrücken und van-der-Waals-Interaktionen zwischen ihnen ausge-
bildet werden können (Senes et al., 2004). Mutationen der APP-GxxxG-Sequenz, bei 
denen die flache Helixoberfläche mittels Substitution der Glycine durch größere Ami-
nosäuren unterbrochen wird, stören die Dimerisierung von APP-CTF, jedoch nicht von 
Volllängen-APP (Munter et al., 2007).

1.5.1. �Einfluss der GxxxG-vermittelten Dimerisierung 
auf die Aβ-Produktion

Mutationen der Glycine G29 und G33 des zentralen APP-GxxxG-Motivs stören mit zu-
nehmender Größe der substituierten Reste immer stärker die APP-CTF-Dimerisierung. 
Parallel dazu beeinflussen sie auch die sequentielle Proteolyse durch die γ-Sekretase: Je 
stärker die Dimerisierung gestört ist, desto weiter kann die Proteolyse voranschreiten. 
Bei den schwachen Mutanten G29A und G33A ist zunächst nur ein Einfluss auf die 
Aβ42-Produktlinie zu erkennen: es wird weniger Aβ42 hergestellt, die Synthese von 
Aβ38 dagegen verstärkt. Die stärkeren Mutanten G29/33A und G33I verstärken diesen 
Effekt noch und reduzieren zusätzlich die Produktion von Aβ40, dafür entstehen ver-
stärkt kürzere Aβ-Spezies wie Aβ37, Aβ35 und Aβ34. Die verstärkt Dimere bildende Mu-
tante L17C dagegen zeigt einen entgegengesetzten Effekt auf die Aβ42-Produktlinie: es 
entsteht mehr Aβ42 (Munter et al., 2007). Mechanistisch ist dies so zu erklären, dass 
die Dimerisierung die Zugänglichkeit der späteren γ-Schnittstellen für die Proteolyse 
verringert, zum Beispiel indem es das Entwinden der APP-TMS-Helices oder deren Dre-
hung innerhalb des γ-Sekretase-Komplexes verhindert.
Dass der γ-Sekretase-inhibierende Effekt der GxxxG-Motive über die APP-Dimerisierung 
vermittelt wird, wird auch noch durch andere Forschungsergebnisse gestützt. So kann 
durch eine Verstärkung der Dimerisierung schon der ε-Schnitt deutlich gehemmt wer-
den. Dies kann hervorgerufen werden durch 
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i.	 Behandlung des APP-CTFs mit Zink, 
ii.	� die Mutante G29/33L, die eine verstärkte Dimerisierung über eine verschobene Bin-

dungsoberfläche induziert, oder
iii.	� die Verlängerung der TMS-α-Helix durch die Insertion von drei Leucinresten zwi-

schen L52 und K53 am intrazellulären Ende der TMS.
Die Inhibition des ε-Schnitts zeigt sich an der Akkumulation des APP-CTFs und einer gerin-
geren AICD- bzw. gesamt-Aβ-Produktion (Hoke et al., 2005; Kienlen-Campard et al., 2008; 
Miyashita et al., 2009; Sato et al., 2009). Die Verlängerung des GxxxG-Motivs durch die Ver-
dopplung der Sequenz G29xxx induziert die Produktion der ungewöhnlichen Aβ41-Spezies, 
seine Verkürzung durch die Deletion von G29xxx führt zu einer Reduktion der Aβ40- und 
Aβ42-Produktion zugunsten von Aβ36, Aβ37, Aβ38 und Aβ39 (Murphy et al., 2002). Auch 
eine Zerstörung des G29xxxG33-Motivs durch Insertion von zwei Aminosäuren führt zur ver-
stärkten Synthese kürzerer Aβ-Spezies (primär Aβ32 und Aβ33) auf Kosten von Aβ42 und 
Aβ40. Eine Deletion der Aminosäuren A30 und I31 ruft dagegen eine erhöhte Produktion 
von Aβ42 und Aβ43 bei verringerter Bildung von Aβ40 und kürzeren Aβ-Spezies hervor 
(Lichtenthaler et al., 2002).

1.5.2. �Einfluss von γ-Sekretase-Modulatoren auf         
Aβ-Produktion und APP-Dimerisierung

Aus epidemiologischen Studien ist bekannt, dass die Einnahme bestimmter nicht-
steroidaler antiinflammatorischer Medikamente (NSAIDs, „non-steroidal anti-inflammato-
ry drugs“) das Risiko, an Alzheimer zu erkranken, deutlich senken kann (McGeer et al., 
1996; Anthony et al., 2000). 2001 wurde gezeigt, dass dieser Effekt mit einer Modula-
tion der Aβ-Produktion zusammenhängt: Die NSAID-Behandlung scheint die Effektivität 
der γ-Sekretase-Prozessierung zu erhöhen, da in vitro und in vivo weniger Aβ42 und mehr 
Aβ38 synthetisiert werden (Weggen et al., 2001; Eriksen et al., 2003). Mittlerweile sind 
noch eine Reihe anderer γ-Sekretase-Modulatoren (GSM) mit unterschiedlichen Strukturen 
bekannt, die das Aβ42:Aβ38-Verhältnis erniedrigen oder auch (die sogenannten inversen 
iGSM) erhöhen können (Kukar et al., 2005; Caldwell et al., 2010; Hall et al., 2010; Koun-
nas et al., 2010; Rivkin et al., 2010a; Rivkin et al., 2010b; Stanton et al., 2010). Diese Sub-
stanzen sind äußerst aussichtsreiche potentielle Alzheimer-Medikamente, da sie anders als 
γ-Sekretase-Inhibitoren keine Nebenwirkungen durch die Inhibition der Prozessierung an-
derer γ-Sekretase-Substrate wie z.B. Notch hervorrufen sollten.
Wie genau die Wirkung der GSM vermittelt wird, wird noch diskutiert. Für GSM-1, ein 
NSAID-Derivat mit verbesserter Potenz, ist vor kurzem eine direkte Bindung an die PS1-
TMS 1 gezeigt worden. Dies ist besonders interessant angesichts der Wichtigkeit der TMS 
1 für die γ-Sekretase-Aktivität (Page et al., 2008; Tomita et al., 2011; Ohki et al., 2011; 
Brunkan et al., 2005). Ein anderer GSM bindet an Pen-2 (Kounnas et al., 2010). Für einige 
NSAIDs wurde auch gezeigt, dass sie die Konformation von PS1 oder des APP-CTFs ver-
ändern können, wobei hier keine Aussage über den Bindungspartner getroffen werden 
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konnte. Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass iGSM den gleichen Einfluss auf 
die APP-CTF-Konformation haben wie FAD-Mutanten des APP und PS, GSM dagegen ei-
nen den FAD-Mutanten entgegengesetzten Einfluss auf die Konformation von PS1 und 
APP-CTF zeigen (Lleo et al., 2004; Uemura et al., 2011). Für den GSM Ibuprofen und den 
iGSM Fenofibrat wurde gezeigt, dass sie die PS1-Konformationsänderung nur in Gegen-
wart des Substrats oder eines Inhibitors der initialen Substratbindungsstelle induzieren 
können. Dies wurde so interpretiert, dass eine durch die Substratbindung hervorgerufe-
ne Konformationsänderung des Presenilins die Voraussetzung einer PS-GSM-Interaktion 
darstellt (Uemura et al., 2010). 
Es gibt aber auch überzeugende Belege für eine direkte Interaktion von GSM mit dem 
GxxxG-Motiv der APP-TMS. Kukar et al. zeigten 2008 eine direkte Bindung biotinylierter 
GSM-Photoproben an APP, das APP-CTF und Aβ in Abhängigkeit von den Aminosäuren 
28-36 der Aβ-Sequenz (Kukar et al., 2008). Die Spezifität dieser Bindung wurde später in 
Frage gestellt (Beel et al., 2009), mittlerweile wurde jedoch mittels Kernspin- und Ober-
flächenplasmonresonanz gezeigt, dass GSM an Aβ binden können. Diese Interaktion wird 
durch die flache Oberfläche der α-Helix ermöglicht, die die GxxxG-Motive ausbilden. Die 
Bindung der GSM an die APP-TMS führt dazu, dass das γ-Sekretase-Substrat bevorzugt 
als Monomer vorliegt. Es ist also gut möglich, dass die Erniedrigung des Aβ42:Aβ38-
Verhältnisses durch die GSM über die Inhibierung der APP-CTF-Dimerisierung vermittelt 
wird (Richter et al., 2010).
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1.6. Zielsetzung

Die Produktion unterschiedlich langer Aβ-Spezies durch die γ-Sekretase hängt primär von 
zwei Faktoren ab: Zum einen von der Aktivität des Enzyms, die wahrscheinlich durch des-
sen Konformation bedingt ist und bei FAD-Mutanten des Presenilins verändert sein kann 
(Berezovska et al., 2005). Zum anderen können die späteren konsekutiven Schnitte auch 
durch die Dimerisierung des Substrats APP-CTF über GxxxG-Motive in der TMS verhindert 
werden (Munter et al., 2007). Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Wechselwirkung die-
ser beiden Effekte zu untersuchen.
Zunächst wird analysiert, in welchem Oligomerisierungszustand das APP-C-terminale Frag-
ment C100 vorliegt, wenn man es bakteriell exprimiert und aufreinigt, da es in dieser Form 
verbreitet als Substrat für in vitro γ-Sekretase-Tests eingesetzt wird. Weiterhin wird getestet, 
ob der GSM Sulindacsulfid an das aufgereinigte C100 bindet und ob diese Bindung durch 
die GxxxG-vermittelte C100-Dimerisierung beeinflusst wird. 
Eine Auswahl von PS1-FAD-Mutanten werden hinsichtlich ihrer Aβ-Produktion charakte-
risiert. Es wird untersucht, ob es möglich ist, der durch PS1-FAD-Mutanten induzierten 
verstärkten Produktion von Aβ42 durch Mutationen im zentralen GxxxG-Motiv entgegen-
zuwirken. 



Ergebnisse

24

2. Ergebnisse

2.1. �Untersuchung des Oligomerisierungszustandes 
von rekombinantem C100 

Zur Untersuchung der γ-Sekretase-Aktivität sind in vitro-Tests verbreitet, bei denen das 
rekombinant exprimierte APP-C-terminale Fragment C100 als Substrat verwendet wird. 
Über die Konformation des C100, das in Detergenzmicellen rekonstituiert wird, ist bislang 
wenig bekannt. Die Dimerisierung von C100 hat einen deutlichen Einfluss auf die Effizi-
enz und Spezifität der γ-Sekretase-Prozessierung (Munter et al., 2007). Daher werden hier 
der Oligomerisierungszustand und die Sekundärstruktur von C100 nach Rekonstitution in 
SDS-Micellen untersucht. 

2.1.1. Aufreinigung von C100

Zur Untersuchung des Oligomerisierungszustandes wurden Cystein-Mutanten des C100 
benötigt (genauer erläutert unter 2.1.2.). Es wurden die C100-Mutanten L17C und F19C 
verwendet, um die Bedingungen für die Aufreinigung zu etablieren. C100, das humane 
C99 mit einem N-terminalen Methioninrest zur Expression in E. coli, lag nach dem Auf-
schluss der Bakterien mittels French Press in Einschlusskörpern vor. Das Protein wurde 
mit Harnstoffpuffer aus den Einschlusskörpern extrahiert und denaturiert. Um das Mem-
branprotein in Lösung zu bringen und zu halten, enthielten der Harnstoffpuffer und alle 
weiteren verwendeten Puffer ein Detergenz, meist Natriumdodecylsulfat (SDS, „sodium 
dodecyl sulfate“). Nach Rückfaltung des Proteins durch Verdünnung der Proteinlösung 
wurde das C-terminal mit einem Hexa-Histidin-Marker versehene C100 über eine Nickel-
NTA-Säule gereinigt. 
Um die Ausbeute zu optimieren, wurden die Detergenzien SDS, „Nonidet P 40 subs-
titute“ (NP-40) und Desoxycholat (DOC) auf ihre Fähigkeit hin untersucht, C100 nach 
der Elution von der Säule und bei der folgenden Aufkonzentration der Proben in Lö-
sung zu halten. Wie für C100-L17C gezeigt, haben sowohl SDS als auch DOC die Fä-
higkeit, C100 im Eluat der Ni-NTA-Säule zu solubilisieren, wohingegen in den NP-40 
enthaltenden Eluaten die Menge an gelöstem C100 deutlich niedriger ist (Abb. 2.1.A). 
Im SDS-Polyacrylamid-Gel (SDS-PA-Gel) läuft die Cysteinmutante C100-L17C zum Teil 
als Monomer von ca. 17 kDa, zum Teil als SDS-stabiles Dimer. Geringe Mengen von 
C100-Dimeren sind auch im reduzierenden SDS-PA-Gel zu sehen (nicht gezeigt). Da-
her ist anzunehmen, dass die Dimere im nicht-reduzierenden SDS-PA-Gel nur zum Teil 
durch Disulfidbrücken verknüpft sind.
Nach Entfernung des präzipitierten C100 mittels Zentrifugation wurden Proteinkonzen-
trationen von 30 µM in den NP-40 enthaltenden Eluaten detektiert, in Gegenwart von SDS 
oder DOC enthielten die Eluate 105 - 125 µM C100 (Tab. 2.1). Eine weitere Konzentra-
tionserhöhung bis auf 300 µM C100 konnte durch Zentrifugation über einen Größenaus-
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schlussfilter in Gegenwart von 0,3% SDS erreicht werden. Bei 0,1% DOC war eine Kon-
zentrationserhöhung nicht möglich, da das Protein ausfiel (Tab. 2.1). Daher wurden die 
weiteren Experimente in Gegenwart von 0,3% SDS durchgeführt. 
Unter den Versuchsbedingungen liegt diese SDS-Konzentration über der kritischen Micel-
lenkonzentration. Daher kann man davon ausgehen, dass sich das rekonstituierte C100 in 
SDS-Micellen befindet. Diese sind dann zu groß, um den Größenausschlussfilter zu passie-
ren. Das erklärt, warum C100 während des Konzentrationsschrittes nicht ausfällt, obwohl es 
mit SDS-freiem Puffer gewaschen wird. Während des Konzentrationsschrittes wurde durch 
mehrfaches Waschen ein Wechsel zum jeweils benötigten Puffer vorgenommen.
Die Sekundärstruktur des gereinigten C100 wurde mittels CD-Spektroskopie untersucht. 
Hierbei zeigte sich eine überwiegend α-helikale Struktur, erkennbar an den beiden Minima 

Tab. 2.1: Löslichkeit von C100 in unterschiedlichen Detergenzien. Konzentration von C100 im Eluat und nach Auf-
konzentration der Proben in Gegenwart verschiedener Detergenzien. CMC: kritische Micellenkonzentration („critical micelle 
concentration“) des Detergenz in H2O bei 20 - 25°C in Gewichtsprozent (http://www.sigmaaldrich.com/img/assets/15402/
Detergent_Selection_Table.pdf, Stand 05/2011).

Abb. 2.1: Stabilität und Konformation von C100 in Gegenwart von SDS. C100-L17C (A) oder F19C (B-D) wurden 
in Harnstoffpuffer mit 1% SDS und 1% Triton x-100 (A-C) oder mit 2% DOC (D) aus den Einschlusskörpern gelöst und über 
eine Nickel-NTA-Säule in Gegenwart des jeweils angegebenen Detergenz aufgereinigt. C100-F19C wurde in Gegenwart 
von 0,02% TCEP mit einem 10-fachen molaren Überschuss an MTSL Spin-markiert (B-D). C100-F19C in SDS-Puffer wurde in 
Tris/ H3PO4 umgepuffert (B, C). Vor dem Gelauftrag bzw. der CD-Messung wurde präzipitiertes C100 durch Zentrifugation 
entfernt. (A, C) Gleiche Volumina (A) bzw. gleiche Mengen (C) an C100 wurden unter nicht-reduzierenden Bedingungen 
im SDS-PA-Gel aufgetrennt und mit Coomassie Brilliant Blue gefärbt. C100-Monomere sind mit 1x bezeichnet, Dimere mit 
2x. Die Inkubationsdauer ist in Wochen (w) angegeben (C). (B, D) CD-Spektren von C100-F19C in Gegenwart von SDS (B) 
oder DOC (D).
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bei 208 und 222 nm (Abb. 2.1.B). Auch nach 15-wöchiger Lagerung bei 4°C bleibt diese 
erhalten, es findet keine spontane Bildung von β-Faltblatt-Strukturen statt. Das bedeutet, 
dass eine C100-Präzipitation durch SDS in Micellen-bildender Konzentration effektiv ver-
hindert wird. Im SDS-PA-Gel läuft das C100 in diesen Proben primär als Monomer und 
Dimer, höhere Aggregate sind kaum zu sehen (Abb. 2.1.C). Auch das zeigt, dass C100 
durch SDS sehr effektiv solubilisiert wird. Eine denaturierende Wirkung des SDS wird aus-
geschlossen, da C100, das in Gegenwart von 0,1% DOC aufgereinigt wurde, ein sehr ähn-
liches CD-Spektrum zeigt (Abb. 2.1.D).

2.1.2. MTSL-Markierung von C100 zur ESR-Analyse 

Mit Hilfe der Elektronenspinresonanz-Spektroskopie (ESR-Spektroskopie) ist es möglich, die 
Beweglichkeit eines Nitroxid-Spinmarkers zu beobachten, der an einen Cysteinrest gebun-
den ist. Aus der Markerbeweglichkeit kann man Schlüsse über die Proteinumgebung des 
Markers ziehen. Hier soll diese Methode zur Bestimmung des Oligomerisierungszustandes 
von C100 genutzt werden, das dafür zunächst möglichst quantitativ Spin-markiert werden 
muss. Um dies zu ermöglichen, mussten spontan gebildete Disulfidbrücken zwischen den 
Cysteinresten zunächst reduziert werden (Abb. 2.2.A). Hierzu wurde das Reduktionsmittel 
TCEP (Tris-(2-carboxyethyl)-Phosphin) den Puffern zugesetzt, die zum Zellaufschluss, zur 
Proteinaufreinigung und zur Spin-Markierung mit dem Nitroxidreagenz MTSL (methanethio-
sulfonate spin label) verwendet wurden. Die Markierung des C100 erfolgte auf der Ni-NTA-
Säule, da dort überschüssiges MTSL leicht durch Waschen entfernt werden kann. Direkt 
nach der Spin-Markierung des C100 wurde auch das TCEP herausgewaschen, um eine 
Verdrängung des gebundenen MTS-Markers vom Protein zu verhindern. Nach der Elution 
von der Ni-NTA-Säule wurden die Proben 24 h bei 4°C gelagert, um eine Einstellung des 
Monomer-Dimer-Gleichgewichts sicherzustellen.
Zur ESR-Analyse wurden die C100-Mutanten L17C und F19C verwendet. Die eingefügten 
Cysteinreste befinden sich auf entgegengesetzten Seiten der α-Helix. Daher ist anzuneh-
men, dass die kovalent verknüpften Dimere, die beide Mutanten spontan bilden, unter-
schiedliche Kontaktflächen haben. Mögliche Auswirkungen der unterschiedlichen Dimeri-
sierungsstellen auf die ESR-Messungen können so verglichen werden.
Die SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese) zeigt, dass die unmarkier-
ten Cystein-Mutanten aufgrund der kovalenten Stabilisierung der C100-Dimere das 
Monomer:Dimer-Verhältnis gegenüber dem Wildtyp erniedrigen (Abb. 2.2.B, Spuren 
-MTSL). Nach erfolgter MTS-Markierung ist die Rekonstitution der Disulfidbrücken 
nicht möglich, da keine freien Sulfhydrylgruppen mehr vorhanden sind (Abb. 2.2.A). 
Unter der Annahme, dass die MTS-Modifikation die Tendenz des C100, SDS-stabile 
Dimere zu bilden, nicht beeinflusst, kann man daher das Monomer:Dimer-Verhältnis 
im SDS-PA-Gel als Indikator der MTS-Markierungseffizienz verwenden. Durch die Spin-
Markierung wurde das Monomer:Dimer-Verhältnis von C100-F19C deutlich stärker er-
höht als dasjenige von C100-L17C (Abb. 2.2.B). Es wird geschlossen, dass F19C mit hö-
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Abb. 2.2: Spin-Markierung von C100 für „continuous wave“ Elektronenspinresonanz (cw-ESR)-Messun-
gen. (A) Schema der Spin-Markierungsreaktion unter reduzierenden Bedingungen. C100-Moleküle sind als weiße 
Rechtecke dargestellt, der MTS-Spin-Marker als kleiner schwarzer Kasten. Reduzierte Cysteine sind mit SH markiert, 
Disulfidbrücken mit S-S. (B-D) C100-wt und Cysteinmutanten nach Auftrennung im nicht-reduzierenden SDS-PA-
Gel und Färbung mit Coomassie Brilliant Blue. C100 wurde mit 10-fachem (B, C) oder 10- bis 80-fachem (D) MTSL-
Überschuss Spin-markiert oder als Kontrolle mit dem Lösungsmittel inkubiert (B-D, Spuren MTSL -). Die Spin-Mar-
kierung erfolgte in Gegenwart von 0,2 (B), 0,02 bis 0,5 (C) bzw. 0,02 bis 0,05 (D) mM TCEP. Zur Unterscheidung 
von Disulfid-verbrückten und nicht-kovalenten SDS-resistenten Dimeren wurde eine Spin-markierte Probe mit 2 mM 
TCEP monomerisiert und als Kontrolle mitgeführt (C, D, Spuren K). (E-G) cw-ESR-Spektren der C100-Cysteinmutanten 
(ESR-Messung: Ringo Wenzel, a.u.: willkürliche Einheiten, „arbitrary units“). C100-S59C wurde mit 10- bis 20-fachem 
MTSL-Überschuss in Gegenwart von 0,02 mM TCEP oder mit 80-fachem MTSL-Überschuss in Gegenwart von 0,05 
mM TCEP Spin-markiert (E), C100-L17C mit 10-fachem MTSL-Überschuss in Gegenwart von 0,2 mM TCEP (F) und 
C100-F19C mit 10-fachem MTSL-Überschuss in Gegenwart von 0,02 mM TCEP (F, G). Die eluierten Proben wurden 
auf einem 10 kDa-Größenausschlussfilter mit Puffer ohne Detergenz (E, F) oder mit 0,1% DOC (G) gewaschen, um 
ungebundenes MTSL zu entfernen. Signale des ungebundenen Spin-Markers sind in (E) mit Pfeilen gekennzeichnet.
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herer Effizienz markiert wird. Für weitere Untersuchungen des Spin-markierten C100 
wurde daher die Mutante F19C verwendet.
Um die Effizienz der Spin-Markierung zu optimieren, wurden die TCEP- und MTSL-Kon-
zentrationen während der Markierungsreaktion variiert. Es zeigte sich, dass in Gegenwart 
von TCEP-Konzentrationen von 0,02 bis 0,2 mM die Markierungseffizienz gleichmäßig gut 
war (Abb. 2.2.C). Ein zehnfacher molarer Überschuss an MTSL gegenüber dem C100 er-
möglichte bereits eine effiziente Markierung (Abb. 2.2.D, hier wurde die Mutante S59C 
aus dem cytosolischen Teil der C100-Sequenz eingesetzt). Gegen die Verwendung höherer 
MTSL-Konzentrationen spricht auch die Schwierigkeit, große Mengen an überschüssigem 
Spin-Marker wieder zu entfernen. Die ESR-Spektren zeigen nach der Markierung mit einem 
20- oder 80-fachen molaren Überschuss an MTSL noch deutliche Signale für freie Spin-
Marker, da das ungebundene MTSL nicht komplett weggewaschen wurde (Abb. 2.2.E).  
Bei allen folgenden Spin-Markierungen wurde mit einem 10-fachen Überschuss an MTSL 
in Gegenwart von 0,02 mM TCEP gearbeitet.

2.1.3. Oligomerisierungszustand von C100 

Zur Untersuchung des Oligomerisierungszustandes von C100 wurden „continuous wave“ 
(cw-)ESR-Messungen in der Arbeitsgruppe von Prof. Robert Bittl (Institut für Experimental-
physik, Freie Universität Berlin) durch Ringo Wenzel durchgeführt. Man verwendet diese Me-
thode, um Änderungen in der Mobilität markierter Aminosäurereste und ihrer Zugänglich-
keit für wasser- oder lipidlösliche paramagnetische „Quencher“ zu untersuchen. Hier wird 
sie eingesetzt, um die Unterschiede zwischen C100-F19C-Proben zu messen, die Monomere, 
Dimere und kreuzvernetzte Oligomere in verschiedenen Verhältnissen enthalten. Die Oligo-
merisierung markierter Proteine kann die Beweglichkeit des Marker-Nitroxids sterisch behin-
dern, was zu einer verminderten Beweglichkeit des MTS-Markers und Verschiebungen im 
cw-ESR Spektrum führt (Hubbell et al., 2000). Im Fall des α-helikalen C100-F19C wäre durch 
eine Kreuzvernetzung des Proteins zu erwarten, dass die sterisch eingeschränkte Beweglich-
keit des MTSLs zu einer Linienverbreiterung im cw-ESR-Spektrum führt.  
Um den möglichen Einfluss der unterschiedlichen Dimerisierungsoberflächen der C100-
Mutanten L17C und F19C zu untersuchen, wurden die cw-ESR-Spektren verglichen (Abb. 
2.2.F). Die Linienbreite ist bei beiden Mutanten niedrig, was auf eine geringe sterische 
Behinderung der MTSL-Bewegung durch das Protein hinweist. Die Spektren der beiden 
C100-Mutanten sind sehr ähnlich. Das bedeutet entweder, dass die Dimerisierungsober-
fläche keinen größeren Einfluss auf die MTSL-Beweglichkeit hat, oder dass nach der Reduk-
tion der Disulfidbrücken beide Mutanten dieselbe Konformation aufweisen, in der sie nur 
noch über die GxxxG-Motive der TMS interagieren.
Das cw-ESR-Spektrum von C100-F19C, das in Gegenwart von 0,1% DOC aufgereinigt und 
markiert wurde, zeigte keine großen Abweichungen von den Spektren der Proben in SDS-
Puffer (Abb. 2.2.G). Daher wird angenommen, dass SDS die zur Untersuchung des Oligo-
merisierungszustandes gemessenen ESR-Spektren nicht verändert. 
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Um zu untersuchen, ob C100-F19C in SDS-Micellen in Form von höheren Oligomeren 
vorliegt, als sie im SDS-PA-Gel zu sehen sind, wurden die C100-Moleküle über den kleinen 
Amin-Kreuzvernetzer DFDNB (1,5-Difluoro-2,4-dinitrobenzen) verknüpft. Es ist zu erwar-
ten, dass spezifisch miteinander interagierende Proteine sich relativ zügig und durch gerin-
ge DFDNB-Mengen vernetzen lassen. Nach der Kreuzvernetzung von C100 mit 5-fachem 
molaren DFDNB-Überschuss waren im SDS-PA-Gel fast ausschließlich Monomere und Di-
mere in einem Verhältnis von ca. 50:50 sowie eine sehr geringe Menge an Trimeren zu 
sehen (Abb. 2.3.A, Spur 5x DFDNB, 1d). Dies ist ein erster Hinweis darauf, dass spezifische 
Protein-Protein-Interaktionen des C100 sich fast komplett auf Dimere beschränken. 
Durch die Verlängerung der Inkubationszeit auf 3 Tage in Gegenwart eines 5-fachen DFDNB-
Überschusses sowie den Einsatz extrem hoher DFDNB-Konzentrationen konnten Proben mit 
höherem Vernetzungsgrad hergestellt werden (Abb. 2.3.A, 5x, 20x und 50x DFDNB). Die Oli-
gomere in diesen Proben entstehen wahrscheinlich durch transiente Protein-Interaktionen erst 
während der langen Inkubationszeit. Die Kreuzvernetzungsreaktion scheint zu einer Erniedri-
gung des apparenten Molekulargewichts von C100 abhängig von der DFDNB-Konzentration 
zu führen (Abb. 2.3.A). Diese wurde nicht durch Fragmentierung des C100 hervorgerufen, wie 
mit Hilfe einer MALDI-MS-Analyse nachgewiesen werden konnte (nicht gezeigt). Wahrschein-
lich verhindert die Kreuzvernetzung die komplette Entfaltung des Proteins im Probenpuffer, was 
zu einer kompakteren Konformation und schnellerem Laufverhalten im Gel führen würde.

Abb. 2.3: CD- und cw-ESR-Messungen von kreuzvernetzten C100-Oligomeren. C100-F19C wurde mit 10-fachem 
MTSL-Überschuss in Gegenwart von 0,02 mM TCEP Spin-markiert. Nach einem Pufferwechsel zu 50 mM Natriumphosphat 
wurden die Proben mit einem 5- bis 50-fachen molaren Überschuss an DFDNB für 30 min bei Raumtemperatur kreuzvernetzt 
und 1 oder 3 Tage bei 4°C gelagert. Die Proben wurden im nicht-reduzierenden SDS-PA-Gel aufgetrennt und mit Coomas-
sie Brilliant Blue gefärbt (A), im CD-Spektrometer (B) und im cw-ESR-Spektrometer (C) vermessen. Der Bereich von 3315 bis 
3336 G des ESR-Spektrums ist zusätzlich vergrößert gezeigt (C, rechtes Feld). Durch die Oligomerisierung induzierte Ver-
schiebungen im ESR-Spektrum sind mit Pfeilen markiert. (ESR-Messung: Ringo Wenzel, a.u.: willkürliche Einheiten)
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Die kreuzvernetzten C100-F19C-Oligomere (Abb. 2.3.A) wurden mittels CD-Spektro-
skopie analysiert, um zu untersuchen, ob die Oligomerisierung die native Proteinfaltung 
beeinträchtigt (Abb. 2.3.B). Interessanterweise wurde die α-helikale Proteinkonformation 
selbst durch die Kreuzvernetzung mit einem 50-fachen molaren Überschuss an DFDNB 
nicht verändert. Die geringen Unterschiede zwischen den Spektren mit und ohne Kreuz-
vernetzer sind wahrscheinlich durch die Oligomerisierung selbst hervorgerufen. Dies 
wird auch durch die Linienverbreiterung im cw-ESR-Spektrum der kreuzvernetzten Pro-
ben unterstützt, die eine verringerte Mobilität des Spin-Markers im Vergleich mit den 
unvernetzten Proben anzeigt (Abb. 2.3.C). Diese Verbreiterung korreliert mit der Anwe-
senheit und der Menge an Oligomeren und ist erkennbar an der Erniedrigung des Ma-
ximums bei ca. 3335 G und an der Schulter, die bei ca. 3324 G auftaucht (Abb. 2.3.C, 
rechtes Feld). 
Erwähnenswert ist noch, dass das Maximum bei ca. 3335 G, das durch Spin-Marker-
Moleküle mit besonders hoher Mobilität hervorgerufen wird, auch nach der Kreuz-
vernetzung noch den Hauptanteil des Signals ausmacht. Das liegt daran, dass die 
Kreuzvernetzung nicht nur an Aminogruppen in unmittelbarer Nähe des Spin-Markers 
stattfindet, sondern auch an weiter entfernten, deren Vernetzung die Spin-Beweglich-
keit nicht einschränkt. 
Ein Einfluss, den der Kreuzvernetzer jenseits der C100-Oligomerisierung auf die ESR-Spek-
tren ausüben könnte, kann ausgeschlossen werden, da die Linienverbreiterung auch zu 
sehen war, wenn die DFDNB-Konzentration konstant blieb aber die Inkubationszeit verlän-
gert wurde. Unter diesen Bedingungen wurden bei gleicher DFDNB-Konzentration mehr 
der höheren Oligomere erzeugt (Abb. 2.3.A, C, 5x DFDNB, 1d vs. 3d). 
Wichtig ist besonders, dass die Linienverbreiterung bereits nach eintägiger Behandlung 
mit einem 5-fachen DFDNB-Überschuss zu sehen ist, was fast nur zur Vernetzung von Di-
meren und kleinen Mengen von Trimeren führt. Dieser Effekt kann nur durch die Trimere 
und die Erniedrigung des Monomer:Dimer-Verhältnisses hervorgerufen werden. Daraus 
kann man schließen, dass das C100 vor der Kreuzvernetzung nur in Form von Monome-
ren und Dimeren, aber nicht höheren Oligomeren vorliegt. Die α-helikale Konformation 
scheint unabhängig vom Oligomerisierungszustand zu sein, was auf eine ungewöhn-
lich hohe konformationelle Stabilität von C100 in Gegenwart von SDS hinweist. Damit ist 
C100, das nach der hier beschriebenen Methode aufgereinigt wurde, sehr gut geeignet für 
in vitro γ-Sekretase-Tests.

2.2. Bindung von γ-Sekretase-Modulatoren an C100 

γ-Sekretase-Modulatoren (GSM) modifizieren in vivo und in vitro die Aβ-Produktion, so dass 
mehr Aβ38 und weniger Aβ42 entsteht (Eriksen et al., 2003; Weggen et al., 2001). Von ei-
nigen GSM wurde gezeigt, dass sie an den Transmembran-Anteil der Aβ-Sequenz binden 
und das Monomer:Dimer-Verhältnis der APP-TMS erhöhen (Kukar et al., 2008; Richter et 
al., 2010). Anhand eines in silico-Modells wurde postuliert, dass die Interaktion von GSM 
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und APP-TMS primär konformationell, nämlich durch die α-helikale flache Oberfläche der 
GxxxG-Motive der APP-TMS, begründet ist (Richter et al., 2010). 
Hier soll zunächst mittels Oberflächen-Plasmonresonanz (SPR) verifiziert werden, dass 
der GSM Sulindacsulfid tatsächlich spezifisch mit der α-helikalen TMS des Volllängen-γ-
Sekretase-Substrats C100 interagiert. So soll ausgeschlossen werden, dass die berichtete 
Bindung an Aβ z.B. über eine β-Faltblatt-Struktur des aggregierenden Peptides verläuft. 
Als nächstes wird die These, dass Sulindacsulfid an die flache Oberfläche des zentralen 
GxxxG-Motivs bindet, mit Hilfe der C100-Mutante G33I überprüft, die diese Oberfläche 
zerstört. Zuletzt wird mit Hilfe der disulfidverbrückten C100-Mutante L17C untersucht, 
ob es Unterschiede in der Sulindacsulfid-Bindung an monomeres und dimeres C100 gibt. 
Letzteres gibt Aufschluss darüber, wie die Erhöhung des Monomer:Dimer-Verhältnisses 
durch Sulindacsulfid mechanistisch abläuft. 

2.2.1. �Konzentrationsabhängige Bindung von           
Sulindacsulfid an C100

Die Untersuchung der Aβ-GSM-Interaktion mittels SPR durch Richter et al. zeigte, dass 
der GSM Sulindacsulfid konzentrationsabhängig an Aβ bindet. Sulindac und sein Sul-
fonderivat, die sich von Sulindacsulfid nur im Oxidationszustand des Schwefelatoms 
unterscheiden, binden dagegen nicht. Ein weiterer GSM, Indomethacin, zeigte eine 
ebenfalls konzentrationsabhängige, aber sehr schwache Aβ-Interaktion (Richter et al., 
2010). 
Hier wurde zunächst die Interaktion von C100-wt mit Sulindacsulfid untersucht. Dafür 
wurde C100 über seine C-terminale Hexa-His-Markierung an einen SPR-Sensorchip mit 
Nickel-NTA Oberfläche gekoppelt und Sulindacsulfid als Analyt über die Oberfläche 
gegeben. Die Sulindacsulfid-Injektion rief eine schnelle, konzentrationsabhängige Ver-
änderung des Resonanzsignals hervor. Nach dem Ende der Injektion ging das Signal 
ebenso schnell auf den Ursprungswert zurück (Abb. 2.4.A). Dies lässt auf eine schnelle 
Assoziation und Dissoziation schließen, ähnlich wie bereits für die Interaktion mit Aβ 
gezeigt (Richter et al., 2010). Aufgrund der geringen Größe des GSMs waren die As-
soziations- und Dissoziationsraten zu schnell für eine kinetische Analyse. Die Injektion 
von Sulindac, Sulindacsulfon oder Indomethacin rief keine signifikante SPR-Antwort 
hervor (Abb. 2.4.B, beispielhaft gezeigt für Sulindacsulfon). Sulindacsulfid interagiert 
also spezifisch und konzentrationsabhängig mit C100.
Als nächstes wurde die GSM-Bindung an die C100-Mutanten L17C und G33I unter-
sucht. Im SDS-PA-Gel zeigte G33I ein zum Wildtyp identisches Monomer:Dimer-Ver-
hältnis, wohingegen die Cysteinmutante L17C erwartungsgemäß mehr SDS-stabile 
Dimere bildete (Abb. 2.4.C). Sulindacsulfid zeigte eine konzentrationsabhängige In-
teraktion mit beiden Mutanten (Abb. 2.4.D, E, Signale für 50 µM Sulindacsulfid jeweils 
auf 100% gesetzt). Dagegen fand keine Bindung von Sulindac, Sulindacsulfon oder 
Indomethacin statt (nicht gezeigt).



Ergebnisse

32

2.2.2. �Verstärkte Bindung von Sulindacsulfid an  
C100-Dimere

Zum Vergleich der mittels SPR gemessenen Interaktion von Sulindacsulfid mit verschiede-
nen C100-Mutanten wurde auf die Menge der an den Sensorchip gekoppelten C100-Mo-
leküle normiert und die maximale Antwort bei der höchsten Sulindacsulfidkonzentration 
(50 µM) und C100-wt auf 100% gesetzt (Abb. 2.5.A). Dabei zeigte sich, dass bei Injektion 
von 50 µM Sulindacsulfid die Bindung an C100-L17C um 29% erhöht, die an C100-G33I 
dagegen um 25% erniedrigt war (Abb. 2.5.A, B). Die verstärkte Bindung an die stark dime-
risierende Mutante L17C weist auf eine bevorzugte Sulindacsulfidbindung an C100-Dime-
re hin. Im Fall von C100-L17C scheinen Assoziations- und Dissoziatonsrate des Sulindac-

Abb. 2.4: SPR-Analyse der Bindung von Sulindacsulfid an C100. (A, B, D, E) SPR-Sensorgramme der Interaktion von 
Sulindacsulfid (A, D, E) oder Sulindacsulfon (B) mit C100-wt (A, B), C100-G33I (D) und C100-L17C (E) gekoppelt an einen 
Nickel-NTA-Sensorchip. Die Sulindacderivate wurden für 60 s bei einer Flussrate von 30 µl/min injiziert. Alle Bindungskur-
ven wurden an das Molekulargewicht der Sulindacderivate angepasst und die Antwort der DMSO/ Puffer-Kontrolle und der 
leeren Flusszelle wurde abgezogen. Das Signal bei Injektion von 50 µM Sulindacsulfid wurde jeweils auf 100% gesetzt. Die 
Sensorgramme zeigen die Mittelwerte aus drei unabhängigen Messungen. (C) C100-wt, G33I und L17C nach Auftrennung 
im nicht-reduzierenden SDS-PA-Gel und Färbung mit Coomassie Brilliant Blue. C100-Monomere sind mit 1x bezeichnet, Di-
mere mit 2x, Trimere mit 3x und Tetramere mit 4x.
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sulfids etwas erniedrigt (Abb. 2.5.A), möglicherweise aufgrund der Disulfidbrücke, die die 
Beweglichkeit des C100 einschränkt. Dieser Effekt ist aber aufgrund der extrem schnellen 
Assoziation und Dissoziation nicht quantifizierbar.

2.2.3. �Modellierung der Sulindacsulfid-Bindungsstelle 
des C100

Ein mittels molekularer Modellierung erstelltes Modell der Aβ-Sulindacsulfid-Interaktion 
zeigte eine Bindung des GSM an die flache Oberfläche der drei GxxxG-Motive, bevorzugt 
zwischen den Glycinresten 29 und 33 (Richter et al., 2010). Das lässt vermuten, dass die bei 
der SPR-Messung gezeigte verminderte Bindung von Sulindacsulfid an C100-G33I direkt 
mit der veränderten Bindungsoberfläche zusammenhängt. Um dies zu untersuchen, wur-
de von Dr. Peter W. Hildebrand und Jochen Ismer (Charité Berlin) ein molekulares Modell 
für die Interaktion von Sulindacsulfid mit  C100-G33I erstellt (Abb. 2.6, C100-wt vs. G33I). 
Dieses zeigt, dass ein Isoleucin in Position 33 die flache Bindungsoberfläche stört, so dass 
das Sulindacsulfid an anderer Stelle bindet als bei C100-wt. Der GSM bildet mit C100-wt 

Abb. 2.5: Vergleich der Bindung von Sulindacsulfid an C100-wt, G33I und L17C. (A) SPR-Sensorgramm der 
Interaktion von Sulindacsulfid mit C100-wt, G33I und L17C. 50 µM Sulindacsulfid wurden für 60 s bei einer Flussrate von 
30 µl/min injiziert. Von den Bindungskurven wurde die Antwort der DMSO/ Puffer-Kontrolle und der leeren Flusszelle 
abgezogen. Die Signale wurden auf die Menge an gekoppelten C100-Molekülen normiert und die maximale SPR-Antwort 
bei C100-wt auf 100% gesetzt. Das Sensorgramm zeigt die Mittelwerte aus vier unabhängigen Messungen. (B) Signifi-
kanzberechnung der Bindung von Sulindacsulfid an C100-wt und Mutanten. Die Werte wurden aus den in (A) gemittelten 
Sensorgrammen errechnet. Sterne zeigen einen signifikanten Unterschied zum Referenzwert von 100% an mit * p < 0,05 
(t-Test nach Student).

Abb. 2.6: Modell der Sulindacsulfidbindung an 
C100-wt (A) oder G33I (B). Sauerstoffatome sind rot 
dargestellt, Schwefelatome gelb und Fluoratome lila. Die 
Glycinreste der GxxxG-Motive, die die flache Bindungs-
oberfläche bilden, sind dunkelgrau gekennzeichnet, die 
Seitenketten K28 und I33 sind blau bzw. orange markiert. 
Mögliche Wasserstoffbrücken sind als schwarze gestri-
chelte Linien eingezeichnet.
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und G33I dieselben Wasserstoffbrücken aus, ist aber bei der Bindung an G33I um 180° um 
seine Längsachse gedreht und in Bezug auf das C100 um ca. 5 Å verschoben. Sulindacsul-
fid würde bei C100-G33I also zwischen den großen Seitenketten der Aminosäurereste I32, 
I33 und L36 interkalieren und mit ihnen van-der-Waals-Kontakte ausbilden. Dies würde die 
Beweglichkeit der Seitenketten, vor allem die von I33, deutlich einschränken. Der resultie-
rende Entropieverlust kann die Verringerung der SPR-Antwort bei Bindung von Sulindac-
sulfid an C100-G33I erklären.

2.3. �Einfluss der Substratdimerisierung auf die         
Ab-Produktion durch PS1-FAD-Mutanten 

Es herrscht derzeit noch Uneinigkeit darüber, über welchen Mechanismus die Toxizität der 
PS1-FAD-Mutanten vermittelt wird und ob es überhaupt einen einheitlichen Mechanismus 
für alle Mutanten gibt. Die meisten PS1-Mutanten erhöhen entweder die absolute Menge 
an produziertem Aβ42 oder das Verhältnis von Aβ42:Aβ40 (Borchelt et al., 1996; Citron et 
al., 1997; Duering et al., 2005; Duff et al., 1996; Jankowsky et al., 2004). Es gibt jedoch 
auch PS1-FAD-Mutanten (z.B. V82L und L250S), die von diesem Mechanismus abweichen. 
Diese führen allerdings auch erst relativ spät, im Alter von mindestens 50 Jahren, zum Aus-
bruch der Krankheit (Shioi et al., 2007). 
Ein weiterer, bisher kaum erforschter Effekt ist die Produktion von intrazellulärem Aβ, das 
ebenfalls neurodegenerative Wirkung hat (D‘Andrea et al., 2001; Christensen et al., 2008; 
Rebeck et al., 2010). Die PS1-FAD-Mutante V97L, die im Alter von etwa 50 Jahren zum 
Ausbruch der Alzheimer-Krankheit führt, erhöht neben dem extrazellulären auch das in-
trazelluläre Aβ42-Level bei jeweils gleichen gesamt-Aβ-Mengen (Fang et al., 2006; Jia et al., 
2005). Auch eine Reihe anderer PS1- und PS2-Mutanten erhöhen in Zellkultur das intrazel-
luläre Aβ42:Aβ40-Verhältnis (Qi et al., 2003).
Um zu klären, über welche Mechanismen jeweils die Toxizität vermittelt wird, wurden 
alle betrachteten PS1-Mutanten zunächst hinsichtlich ihres Einflusses auf die extra- und 
intrazelluläre Aβ-Produktion charakterisiert. Daraufhin wurde untersucht, ob die patholo-
gischen Effekte der PS1-FAD-Mutanten durch Mutationen im APP-GxxxG-Motiv ausgegli-
chen werden können, die die Prozessierung zu kürzeren Aβ-Spezies ermöglichen. Sollten 
auch die PS1-Mutanten auf die APP-CTF-Monomerisierung durch die GxxxG-Mutanten re-
agieren, würde dies das therapeutische Potential von Substanzen unterstreichen, die die 
APP-CTF-Dimerisierung verringern.

Die hier untersuchten PS1-Mutanten lassen sich in zwei Gruppen einteilen (Abb. 2.7): Die 
erste bilden die zu einem sehr frühen Krankheitsausbruch (mit 32 - 45 Jahren) führenden 
„early onset“ (eo-)FAD-Mutanten M146L, L153V, G378V, L381V und G384A (Abb. 2.7, rote 
Punkte). M146L und L153V liegen in der Transmembransequenz (TMS) 2, die Anteil an der 
initialen Substratbindestelle und/ oder dem aktiven Zentrum haben könnte (Watanabe et 
al., 2010). G378V, L381V und G384A befinden sich in direkter Nähe zum katalytischen As-
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partatrest D385 in der TMS 7 und sind der wasser-
gefüllten Pore im Inneren des γ-Sekretase-Komplexes 
zugewandt (Sato et al., 2006; Tolia et al., 2006). Dies 
könnte eine direkte Interaktion dieser Aminosäureres-
te mit dem Substrat ermöglichen. Die zweite Gruppe 
bilden die Mutanten A409T und L424F, die bei ihren 
Trägern erst mit etwa 58 Jahren zum Krankheitsaus-
bruch führen (Abb. 2.7, orangefarbene Punkte). Diese 
beiden „late onset“ (lo-)FAD-Mutanten liegen in der 
TMS 8, die keinen Anteil an der hydrophilen Pore des 
γ-Sekretase-Komplexes hat (Sato et al., 2008).

Die Aβ-Produktion der in SH-SY5Y-Zellen stabil über-
exprimierten HA-markierten Presenilinmutanten 
wurde mittels ELISA („enzyme-linked immunosor-
bent assay“) untersucht. Da Aβ38 im Vergleich mit 
Aβ42 und Aβ40 nur in sehr geringen Mengen pro-
duziert wird, wurde statt APP das Flag-markierte 
Konstrukt SPA4CT koexprimiert, um messbare Aβ38-
Mengen produzieren zu können. SPA4CT besteht aus 
dem Start-Methionin, dem APP-Signalpeptid sowie 
dem 99 Aminosäuren langen APP-CTF (Dyrks et al., 
1992) . Durch den vorweggenommenen β-Sekretase-
Schnitt ist die Aβ-Produktion aus SPA4CT im Vergleich 

zu APP deutlich gesteigert. Die Messung der Sekretion verschiedener Aβ-Spezies durch 
APP oder SPA4CT exprimierende Zellen ergibt vergleichbare Ergebnisse für die Effekte der 
GxxxG-Mutanten (Munter et al., 2007).
G378V, L381V und G384A, die eo-PS1-Mutanten der TMS 7, wurden in stabil SPA4CT ex-
primierende SH-SY5Y-Zellen kotransfiziert, und die doppelt stabilen Zellen wurden mittels 
Western Blot auf eine gleichmäßige Expression von Volllängen-PS1, PS1-NTF und SPA4CT 
untersucht (Abb. 2.8.A, B). Hierbei kann beobachtet werden, dass das in SH-SY5Y-Zellen 
endogen vorhandene Wildtyp-PS1-NTF durch das HA-markierte exogene PS1-NTF ersetzt 
wird, das im SDS-PA-Gel etwas langsamer läuft. Dieser Effekt ist schon mehrfach beschrie-
ben worden und stellt eine gute Kontrolle für die hinreichende Überexpression der Mu-
tanten dar (Thinakaran et al., 1997; Uemura et al., 2003). Bei allen durchgeführten ELISAs 
wurden die Expressionslevel neu überprüft, um einen Expressionsverlust bei höheren Pas-
sagen auszuschließen.
Die SH-SY5Y-Zellen, die die PS1-Mutanten der TMS 2 (eo-FAD-Mutanten M146L und L153V) 
oder 8 (lo-FAD-Mutanten A409T und L424F) stabil exprimieren, wurden für jede ELISA- oder 
MALDI-Analyse transient mit SPA4CT transfiziert. Die Expressionsniveaus an Volllängen-PS1, 
PS1-NTF und SPA4CT wurden bei jedem Experiment neu überprüft und nur Ansätze mit ver-
gleichbaren Expressionsniveaus für die Auswertung verwendet (Abb. 2.8.C, D). 

Abb. 2.7: Analysierte PS1-FAD-Mutanten. 
Modell des Heterodimers aus PS1-NTF und PS1-
CTF mit gebundenem Substrat APP-CTF. Die 
katalytisch aktiven Aspartatreste 257 und 385 
sind durch schwarze Punkte dargestellt. Die 
ausgetauschten Aminosäuren sind durch rote 
(eo-FAD-Mutanten) bzw. orangefarbene (lo-
FAD-Mutanten) Punkte markiert.
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Alle untersuchten Zelllinien zeigten eine vergleichbare Effizienz der SPA4CT-Prozessierung 
unabhängig von den verwendeten PS1-FAD- und SPA4CT-GxxxG-Mutanten, wie die Quan-
tifizierung des gesamt-Aβ-Spiegels mittels ELISA zeigt (Abb. 2.9.A-C).

2.3.1. �Charakterisierung von PS1-FAD-Mutanten     
hinsichtlich der Ab-Produktion 

Die verwendeten Presenilinmutanten wurden zunächst daraufhin untersucht, ob und wie 
sie das Muster an extrazellulär und intrazellulär aus SPA4CT-wt produzierten Aβ-Spezies 
im Vergleich zu PS1-wt verschieben. Zum einen wurden Aβ42 und Aβ38 betrachtet, die 

Abb. 2.8: Western Blot-Analyse der PS1- und SPA4CT-Expression von SH-SY5Y-Zellen. (A, C) Stabile PS1-Expres-
sion nachgewiesen durch Immundetektion mit dem Antikörper NT1 gegen den PS1-N-Terminus. Die Bildung des endogenen 
N-terminalen PS1-Fragments (PS1-NTF), das nur in der Vektorkontrolle (mock) zu sehen ist, wird bei PS1-Überexpression un-
terdrückt. Dort sind das Holoprotein (PS1-holo) sowie das exogene PS1-NTF zu erkennen, das aufgrund der HA-Markierung 
ein höheres Molekulargewicht hat als das endogene. (B, D) Stabile (B) oder transiente (D) SPA4CT-Expression nachgewiesen 
durch Immundetektion mit dem Antikörper W0-2 gegen die Aminosäuren 4-10 des C-terminalen Fragments von APP. (A-D) 
Die unteren Felder zeigen jeweils die Aktinexpression der Zellen als Ladekontrolle.
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beide zu derselben Produktlinie gehören (s. Abb. 1.4). Da Aβ42 der Vorläufer von Aβ38 
ist, lässt die Messung der Niveaus dieser beiden Aβ-Spezies Schlüsse auf die Effektivität der 
γ-Schnitte zu. Außerdem wurde die Produktion von Aβ40 untersucht, das aus der anderen 
Produktlinie stammt (s. Abb. 1.4). So konnte überprüft werden, ob die untersuchten PS1-
Mutanten zu einer Verschiebung zwischen den Produktlinien führen.
Extrazellulär erhöhen die eo-FAD-Mutanten mit Ausnahme von M146L die Produktion von 
Aβ42 (Abb. 2.10.B, 2.11.B) und erniedrigen (signifikant nur für G378V, L381V und L424F) 
den Spiegel an Aβ38 (Abb. 2.10.C, 2.11.C). Einen signifikanten Einfluss auf die Aβ40-
Sekretion hat nur die Mutante G384A. Wie bereits bekannt (Czirr et al., 2008) verringert 
sie die Aβ40-Sekretion (Abb. 2.10.A, 2.11.A). Alle betrachteten eo-FAD-Mutanten scheinen 
also nach dem „klassischen“ Mechanismus das absolute Aβ42-Niveau sowie die Verhält-
nisse Aβ42:Aβ40 und Aβ42:Aβ38 zu erhöhen. Die Erhöhung des Aβ42:Aβ38-Verhältnisses 

Abb. 2.10: Analyse der Aβ-Sekretion durch „early onset“-FAD-PS1-Mutanten der TMS7. ELISA-Analyse von Aβ40, 
Aβ42 und Aβ38 aus Zellkultur-Überständen von SH-SY5Y-Zellen mit stabiler Überexpression von PS1 und SPA4CT-wt. Die 
bei PS1-wt detektierte Menge der jeweiligen Aβ-Spezies wurde auf 100% gesetzt. Gezeigt sind Mittelwerte ± Standardabwei-
chungen, Sterne zeigen einen signifikanten Unterschied zum Referenzwert von 100% an mit * p < 0,01, ** p < 0,0001 (t-Test 
nach Student). (A) Aβ40-Sekretion detektiert mit dem Antikörper G2-10, n = 6-10. (B) Aβ42-Sekretion detektiert mit dem 
Antikörper G2-13, n = 6-8. (C) Aβ38-Sekretion detektiert mit dem Antikörper BA1-13, n = 4-9.

Abb. 2.9: ELISA-Quantifizierung der gesamt-Aβ-Sekretion. Aβ-Sekretion der SH-SY5Y-Zellen mit stabiler HA-PS1- 
und stabiler (A) bzw. transienter (B, C) SPA4CT-Überexpression. Aβ wurde aus dem Zellkulturmedium mittels ELISA mit den 
Antikörpern 4G8 (gegen Aβ17-24) und Biotin-W0-2 (gegen Aβ4-10) quantifiziert. Die jeweiligen PS1-Mutationen sind unter 
den Diagrammen angegeben (eo-FAD: frühes Erkrankungsalter, lo-FAD: spätes Erkrankungsalter). Die für PS1-wt gemesse-
nen Werte wurden auf 100% gesetzt. Gezeigt sind Mittelwerte ± Standardabweichungen, n = 3-10 (A) / 3-5 (B) / 4-7 (C).
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weist auf einen „loss of function“ dieser Mutanten hin, da sie offenbar den späteren Aβ38-
Schnitt weniger gut ausführen können. Bei G384A kommt noch eine Verschiebung von der 
sonst wesentlich häufigeren Aβ40-Produktlinie hin zur Aβ42-Produktlinie hinzu.
Bei den lo-FAD-Mutanten fällt auf, dass sich die beiden untersuchten Mutanten sehr un-
terschiedlich verhalten: L424F erhöht die Aβ42- und erniedrigt die Aβ38-Sekretion in 
ähnlichem Maß wie die eo-Mutanten und zeigt eine zusätzliche Tendenz zu verstärkter 
Sekretion von Aβ40. Dagegen entsprechen bei A409T die Niveaus der extrazellulären Aβ-
Spezies denen des Wildtyps (Abb. 2.11.A-C). Dies wirft die Fragen auf, warum L424F erst 
vergleichsweise spät zum Ausbruch der Krankheit führt, und wie die (nach dem Zeitpunkt 
des Krankheitsausbruches zu schließen) vergleichbare Toxizität von A409T vermittelt wird.
Intrazellulär beeinflussten weder die eo-FAD-Mutanten M146L und L153V noch die lo-FAD-
Mutanten A409T und L424F die gemessenen Level an Aβ40, Aβ42 und Aβ38 signifikant im 

Abb. 2.11: Analyse der Aβ-Produktion durch „early onset“-PS1-Mutanten der TMS2 und „late onset“-PS1-
Mutanten der TMS 8. ELISA-Analyse von Aβ40, Aβ42 und Aβ38 aus Zellkultur-Überständen (A-C) oder Lysaten (D-F) von 
SH-SY5Y-Zellen mit stabiler Überexpression von PS1 und transienter Überexpression von SPA4CT-wt. Die bei PS1-wt detek-
tierte Menge der jeweiligen Aβ-Spezies wurde auf 100% gesetzt. Gezeigt sind Mittelwerte ± Standardabweichungen, Sterne 
zeigen einen signifikanten Unterschied zum Referenzwert von 100% an mit * p < 0,01, ** p < 0,0001 (t-Test nach Student). 
(A, D) Aβ40-Produktion detektiert mit dem Antikörper G2-10, n = 3-5. (B, E) Aβ42-Produktion detektiert mit dem Antikörper 
G2-13, n = 3-5. (C, F) Aβ38-Produktion detektiert mit dem Antikörper BA1-13, n = 3-7 (C) / 3-5 (F).
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Vergleich zu PS1-wt (Abb. 2.11.D-F). A409T zeigte jedoch eine Tendenz zur Erniedrigung 
der intrazellulären Level aller drei Aβ-Spezies, wobei dieser Effekt bei Aβ42 im Vergleich mit 
Aβ40 und Aβ38 deutlich schwächer war. Die resultierende Erhöhung der intrazellulären 
Verhältnisse Aβ42:Aβ40 und Aβ42:Aβ38 könnte eine Erklärung für die Toxizität dieser Mu-
tante bieten.
Bei der Untersuchung der intrazellulären Aβ-Spezies stellte sich die Frage, ob auch intrazel-
lulär vergleichbare Mengen an gesamt-Aβ produziert wurden. Beispielhaft für zwei Linien, 
die PS1-wt stabil und SPA4CT-wt bzw. G33A transient exprimierten, wird gezeigt, dass 
die gesamt-Aβ-Menge nicht nur im Überstand, sondern auch im Lysat (extrahiert mittels 
IP oder direkt mittels SDS-PAGE analysiert) vergleichbar ist (Abb. 2.12). Wie zu erwarten 
ist das Monomer:Dimer-Verhältnis von Aβ bei der GxxxG-Mutante G33A in allen Ansätzen 
leicht erhöht.
Da mit Hilfe der ELISAs nur die Produktion der Aβ-Spezies mit 40, 42 und 38 Aminosäuren 
Länge untersucht werden konnte, wurde eine MALDI-MS-Analyse sämtlicher Aβ-Spezies 
nach Immunpräzipitation aus dem Zellkulturüberstand bzw. Lysat durchgeführt. So wurde 
überprüft, ob die im ELISA untersuchten Aβ-Spezies tatsächlich die durch die PS1-Mutan-
ten am meisten produzierten sind. Dies ist notwendig, da zum Beispiel für die PS1-Mutan-
te M233V bekannt ist, dass sie selektiv die Produktion von Aβ39 erhöht (Page et al., 2008). 
Alle untersuchten PS1-Mutanten zeigen ausschließlich Signale der Aβ-Spezies Aβ37, Aβ38, 
Aβ39, Aβ40 und Aβ42 (Abb. 2.13.A-C). Letzteres ist nur bei besonders guten und rausch-
armen Spektren zu sehen, da es aufgrund seiner hohen Hydrophobizität relativ schlecht 
detektiert werden kann. Keine der PS1-Mutanten zeigt ungewöhnlich starke Signale für 
Aβ37 oder Aβ39. Auffällig ist noch, dass das Verhältnis Aβ38:Aβ40 intrazellulär gegenüber 
den sekretierten Aβ-Spezies erniedrigt zu sein scheint (Abb. 2.13.B, C). Genaue Quantifizie-
rungen sind mit MALDI-MS jedoch nicht möglich.

Abb. 2.12: Western Blot-Analyse der extrazellulären und intrazellulären gesamt-Aβ-Produktion. Zellkultur-
Überstände (ÜS) von SH-SY5Y-Zellen mit stabiler PS1- und transienter SPA4CT-Expression wurden gemeinsam mit Lysaten 
derselben Zellen sowie Immunpräzipitaten der Lysate mit W0-2 über eine reduzierende SDS-PAGE aufgetrennt und nach 
Western Blot mit W0-2 immundetektiert. Es wird ein kürzer (oben) und ein länger (unten) exponierter Film desselben Wes-
tern Blots gezeigt. Die gesamt-Aβ-Level von SPA4CT-wt und G33A sind jeweils gleich. Sowohl im Überstand als auch im Lysat 
werden hauptsächlich Aβ-Dimere detektiert.

Abb. 2.13: MALDI-MS-Analyse der Aβ-Produktion durch PS1-FAD-Mutanten. Aβ wurde mit W0-2 aus konditionier-
tem Medium (ÜS) oder aus Lysaten von SH-SY5Y-Zellen immunpräzipitiert, die HA-PS1 stabil und SPA4CT-wt stabil (A) oder 
transient (B, C) exprimierten. (A: repräsentative Spektren (Messung: Dr. Christoph Weise), B,C: n = 1 (eigene Messungen).) 
Keine der PS1-Mutanten synthetisiert ungewöhnliche Aβ-Spezies oder erhöhte Mengen an Aβ37 oder Aβ39. (eo-FAD: frühes 
Erkrankungsalter, lo-FAD: spätes Erkrankungsalter, m/z: Massenzahl pro Ladung)
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2.3.2. �Einfluss von GxxxG-Mutanten auf die Ab-             
Produktion durch PS1-FAD-Mutanten 

Mutationen der Glycinreste in den drei konsekutiven GxxxG-Motiven der APP-TMS füh-
ren zu einer verringerten Dimerisierung des APP-CTFs, wodurch die späteren Schnitte der 
γ-Sekretase verstärkt stattfinden und kürzere Aβ-Spezies produziert werden. Die relativ 
milde Substitution G33A führt primär zu einer Senkung der Aβ42- und einer Erhöhung 
der Aβ38-Spiegel. Die stärkere Mutation G29/33A verstärkt diesen Effekt auf die Aβ42-
Produktlinie und führt zusätzlich zu einer Verringerung der Aβ40-Produktion auf Kosten 
kürzerer Aβ-Spezies. SPA4CT mit der Mutante G33I schließlich wird kaum noch zu Aβ40 
und Aβ42, sondern primär zu Aβ37 und Aβ38 abgebaut (Munter et al., 2007). Diese Effek-
te sind unabhängig davon, ob im Substrat weitere Mutationen vorhanden sind – ebenso 
wie bei APP-wt führt die G33A-Mutation in Gegenwart von APP-FAD-Mutanten durchge-
hend zu einer Reduktion von Aβ42 um ca. 60% und zu einer Verdreifachung der Aβ38-
Produktion (Munter et al., 2010).
Hier sollte nun untersucht werden, ob auch die gesteigerte Produktion längerer Aβ-Spezies 
durch Presenilin-FAD-Mutanten durch Mutationen in den GxxxG-Motiven verringert wer-
den kann. 

2.3.2.1. �Einfluss der GxxxG-Mutante G33A auf die    
Ab-Produktion durch PS1-FAD-Mutanten      
mit frühem Erkrankungsalter 

Zunächst wurde untersucht, ob die eo-FAD-Mutanten der TMS7 (G378V, L381V und 
G384A) den Effekt der relativ milden GxxxG-Mutante G33A beeinträchtigen. Per ELISA 
wurde die Produktion der verschiedenen Aβ-Spezies aus dem Zellkultur-Überstand von SH-
SY5Y-Zellen quantifiziert, die sowohl PS1 als auch SPA4CT stabil exprimierten (Abb. 2.14). 

Abb. 2.14: Einfluss der GxxxG-Mutante G33A auf die Aβ-Sekretion durch „early onset“-FAD-PS1-Mutanten 
der TMS7. ELISA-Analyse von Aβ40, Aβ42 und Aβ38 aus Zellkultur-Überständen von SH-SY5Y-Zellen mit stabiler Überex-
pression von PS1 und SPA4CT-G33A. Für jede PS1-Mutante wurde die bei SPA4CT-wt detektierte Menge der jeweiligen 
Aβ-Spezies auf 100% gesetzt (schwarze horizontale Linien, Originaldaten s. Abb. 9.1). Horizontale graue Linien zeigen den 
Einfluss von G33A auf PS1-wt. Gezeigt sind Mittelwerte ± Standardabweichungen, Sterne zeigen einen signifikanten Unter-
schied zum jeweiligen Referenzwert von 100% an mit * p < 0,01 (t-Test nach Student). (A) Aβ40-Sekretion detektiert mit dem 
Antikörper G2-10, n = 3-10. (B) Aβ42-Sekretion detektiert mit dem Antikörper G2-13, n = 3-8. (C) Aβ38-Sekretion detektiert 
mit dem Antikörper BA1-13, n = 4-9.
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Der Einfluss der G33A-Mutation auf die durch PS1-wt produzierten Aβ-Spezies ist dersel-
be wie durch Munter et al. publiziert: kein signifikanter Effekt auf Aβ40, eine Senkung der 
Aβ42-Produktion um etwa 60% und eine annähernd verdreifachte Aβ38-Sekretion. Auch 
bei den betrachteten PS1-Mutanten zeigt sich kein signifikanter Einfluss auf die Sekretion 
von Aβ40 (Abb. 2.14.A). Die Effekte auf Aβ42 und Aβ38 werden durch die PS1-Mutanten 
jedoch deutlich abgeschwächt. G378V und L381V zeigen nur leichte Tendenzen zur Ver-
ringerung der Aβ42- und Erhöhung der Aβ38-Produktion. Bei G384A ist die Erniedrigung 
des Aβ42-Niveaus zwar signifikant, aber gegenüber dem Wildtyp abgeschwächt, und der 
Aβ38-Spiegel ist gar nicht erhöht (Abb. 2.14.B, C). Da G384 dem katalytischen D385 direkt 
benachbart ist, liegt die Vermutung nah, dass es direkt an der Substratinteraktion beteiligt 
ist und daher einem anderen Mechanismus folgt als die restlichen betrachteten Mutanten.
Die MALDI-MS-Analyse zeigt, dass auch bei der Prozessierung  von SPA4CT-G33A keine 
ungewöhnlichen Aβ-Spezies entstehen (Abb. 2.15).

Abb. 2.15: MALDI-MS-Analyse der Aβ-wt- und Aβ-G33A-Produktion durch „early onset“-PS1-FAD-Mutan-
ten der TMS7. Aβ wurde mit W0-2 aus konditioniertem Medium von SH-SY5Y-Zellen immunpräzipitiert, die HA-PS1 und 
SPA4CT stabil exprimierten. Es wird jeweils ein repräsentatives MALDI-MS-Spektrum gezeigt (Messung: Dr. Christoph Wei-
se). Der Aminosäureaustausch von Glycin zu Alanin führt zur Verschiebung aller Aβ-G33A-Peaks um 14 kDa gegenüber Aβ-
wt. Auch in Gegenwart von SPA4CT-G33A synthetisiert keine der PS1-Mutanten ungewöhnliche Aβ-Spezies oder erhöhte 
Mengen an Aβ37 oder Aβ39. (m/z: Massenzahl pro Ladung)



Ergebnisse

43

Es wird der Schluss gezogen, dass die Toxizität der eo-PS1-FAD-Mutanten nach einem an-
deren Mechanismus vermittelt wird als bei APP-FAD-Mutanten, da letztere auf GxxxG-Mu-
tationen ebenso reagieren wie APP-wt.

2.3.2.2. �Einfluss der GxxxG-Mutante G33A auf die    
Ab-Produktion durch PS1-FAD-Mutanten     
mit spätem Erkrankungsalter 

Da die eo-FAD-Mutanten in der PS1-TMS 7 die Effekte von G33A deutlich abschwächen (Abb. 
2.14), stellte sich die Frage, ob dies ein allgemeiner Effekt der Presenilinmutanten ist oder nur 
bei Mutanten vorkommt, die einen besonders frühen Beginn der Krankheit induzieren. Um 
dies zu untersuchen, wurden stabil lo-FAD-PS1-Mutanten exprimierende SH-SY5Y-Zellen tran-
sient mit SPA4CT-wt oder G33A kotransfiziert und die Menge an produziertem Aβ40, Aβ42 
und Aβ38 aus dem Zellkulturüberstand mittels ELISA quantifiziert (Abb. 2.16). 
SPA4CT-G33A führt weder bei PS1-wt noch bei den lo-FAD-Mutanten zu einer deutlich 
veränderten Aβ40-Produktion (Abb. 2.16.A). Die Aβ42-Sekretion ist in Gegenwart von 
SPA4CT-G33A bei beiden lo-Mutanten ähnlich wie bei PS1-wt um 50-60% erniedrigt (Abb. 
2.16.B). Hier zeigt sich der größte Unterschied zu den eo-PS1-Mutanten, bei denen die 
Aβ42-Produktion durch G33A nur wenig gesenkt werden konnte (Abb. 2.14.B). Die Aβ38-
Produktion wird durch die G33A-Mutante bei transienter SPA4CT-Expression auch bei PS1-
wt nur relativ wenig erhöht. Die Verstärkung der Aβ38-Sekretion ist bei L424F mindestens 
so ausgeprägt wie bei PS1-wt, bei A409T vermutlich abgeschwächt, was aber aufgrund 
des großen Fehlers nicht genau zu sagen ist (Abb.2.16.C).
Allgemein kann die Aussage getroffen werden, dass bei schwächeren PS1-FAD-Mutanten, 
die erst recht spät zum Krankheitsausbruch führen, bereits die leichte Verringerung der 
APP-TMS-Dimerisierung durch die G33A-Mutante ausreicht, um die Aβ42-Sekretion effek-
tiv zu verringern und verstärkt die Prozessierung zu Aβ38 zu erlauben.

Abb. 2.16: Einfluss der GxxxG-Mutante G33A auf die Aβ-Produktion durch „late onset“-FAD-PS1-Mutanten 
der TMS8. ELISA-Analyse von Aβ40, Aβ42 und Aβ38 aus Zellkultur- Überständen von SH-SY5Y-Zellen mit stabiler Über-
expression von PS1 und transienter Überexpression von SPA4CT-G33A. Für jede PS1-Mutante wurde die bei SPA4CT-wt 
detektierte Menge der jeweiligen Aβ-Spezies auf 100% gesetzt (schwarze horizontale Linien, Originaldaten s. Abb. 9.2). Ho-
rizontale graue Linien zeigen den Einfluss von G33A auf PS1-wt. Gezeigt sind Mittelwerte ± Standardabweichungen, Sterne 
zeigen einen signifikanten Unterschied zum jeweiligen Referenzwert von 100% an mit * p < 0,01, ** p < 0,0001 (t-Test nach 
Student). (A) Aβ40-Sekretion detektiert mit dem Antikörper G2-10, n = 3-5. (B) Aβ42-Sekretion detektiert mit dem Antikörper 
G2-13, n = 3-5. (C) Aβ38-Sekretion detektiert mit dem Antikörper BA1-13, n = 3-5 (C).
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2.3.2.3. �Einfluss der GxxxG-Mutanten G29/33A und G33I 
auf die Ab-Produktion durch PS1-FAD-Mutanten 
mit frühem Erkrankungsalter 

Da der Einfluss von G33A auf die lo-PS1-Mutanten gegenüber PS1-wt nicht beeinträchtigt ist 
(Abb. 2.16), ist es offensichtlich möglich, auch bei PS1-Mutanten durch Stören der Substrat-
dimerisierung die Synthese kürzerer Aβ-Spezies effektiv zu unterstützen und die Herstellung 
der toxischen Aβ42-Peptide zu verringern. Daraus ergab sich als nächstes die Fragestellung, 
ob auch stärkere PS1-FAD-Mutanten, die einen frühen Krankheitsbeginn induzieren, durch 
hinreichend starke Mutationen im GxxxG-Motiv so beeinflusst werden können, dass ihre Aβ-
Produktion wieder der des PS1-Wildtyps entspricht. Um dies zu untersuchen, wurden stabil 
PS1-wt oder die eo-PS1-Mutanten M146L oder L153V exprimierende SH-SY5Y-Zellen transi-
ent mit SPA4CT-wt, G33A, G29/33A oder G33I kotransfiziert und die Menge an produzier-
tem Aβ40, Aβ42 und Aβ38 aus den Zellkulturüberständen mittels ELISA quantifiziert (Abb. 
2.17). Für SH-SY5Y-Zellen, die SPA4CT stabil überexprimieren, ist publiziert, dass die Aβ40-
Sekretion durch G29/33A um etwa 20% und durch G33I um etwa 70% gesenkt wird. Bei-
de SPA4CT-Mutanten verringern die Aβ42-Sekretion um etwa 90% und erhöhen die Aβ38-
Sekretion in etwa auf das Fünffache (Munter et al., 2007). 

Interessanterweise ist der Effekt auf die Aβ40-Sekretion durch PS1-wt bei der transienten 
SPA4CT-Expression ausgeprägter als für die stabile Expression publiziert (G29/33A verrin-
gert Aβ40 um etwa 45%, G33I um etwa 85%, Abb. 2.17.A). Eine mögliche Erklärung ist, 
dass die GxxxG-Mutanten aufgrund der geringeren Substratmenge im transienten System 
einen stärkeren Einfluss auf die Aβ40-Produktion ausüben. Die Effekte der beiden stärke-
ren GxxxG-Mutanten auf die Aβ42-Sekretion durch PS1-wt sind vergleichbar mit denen 
bei stabiler Expression (Reduktion um ca. 90-95%, Abb. 2.17.B). Der Einfluss aller GxxxG-
Mutanten auf die extrazellulären Aβ38-Level ist jedoch bei transienter SPA4CT-Expression 
deutlich abgeschwächt. Es ist allerdings zu erkennen, dass G33A die Aβ38-Sekretion durch 
PS1-wt tendenziell erhöht, und dass dieser Effekt bei G29/33A oder G33I (etwa im gleichen 
Maß) noch leicht verstärkt wird (Abb. 2.17.C). 
Betrachtet man nun den Einfluss der GxxxG-Mutante G33A auf die Aβ-Sekretion der eo-
FAD-Mutanten M146L und L153V der TMS 2, so zeigt sich der gleiche Effekt wie bei den 
vorher betrachteten eo-FAD-Mutanten G378V und L381V der TMS 7 (Abb. 2.14.B): die Sen-
kung des Aβ42-Niveaus fällt deutlich schwächer aus als bei PS1-wt (Abb. 2.17.B). Die leich-
te Erniedrigung der durch PS1-wt sekretierten Aβ40-Menge durch G33A erscheint bei die-
sen eo-FAD-Mutanten ebenfalls etwas abgeschwächt (Abb. 2.17.A).  
Überraschend ist, dass bei M146L und L153V, anders als bei den bisher untersuchten PS1-
Mutanten (vgl. Abb. 2.14.C, 2.16.C), die Aβ38-G33A-Sekretion nicht nur nicht erhöht, son-
dern sogar (im Fall von M146L signifikant) erniedrigt ist (Abb. 2.17.C). Dies wirft die Frage 
auf, ob die G33A-Mutante bei den in der TMS 2 gelegenen eo-PS1-Mutanten nach einem 
anderen Mechanismus wirkt als bei denen in der TMS 7. Eventuell führt G33A bei den TMS 
2-Mutanten insgesamt zu einer stärkeren Verschiebung weg von der Aβ42-Produktlinie, 
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oder es werden statt Aβ38-G33A verstärkt andere Aβ-Spezies (z.B. mehr Aβ39-G33A) pro-
duziert (dies wäre durch MALDI-MS-Analyse zu überprüfen). Übereinstimmend mit den 
Daten der PS1-TMS 7-Mutanten kann die Aussage getroffen werden, dass die eo-FAD-Mu-
tanten den Effekt der G33A-Mutante abschwächen.
Bei den stärkeren GxxxG-Mutanten G29/33A und G33I zeigt sich jedoch, dass die-
se Mutanten auch die Aβ-Sekretion der eo-PS1-Mutanten effektiv regulieren können. 
Besonders deutlich wird das beim Blick auf die Aβ42-Sekretion (Abb. 2.17.B): der Ef-
fekt von G29/33A ist bei den PS1-Mutanten noch leicht abgeschwächt (die Aβ42-
Produktion wird hier nur um ca. 80% erniedrigt, bei PS1-wt dagegen um ca. 90%). Die 
G33I-Mutante ist jedoch in der Lage, die Aβ42-Sekretion durch alle Presenilinmutan-
ten um ca. 95% zu vermindern. Bei der Aβ40-Sekretion ergibt sich ein ähnliches Bild 
(Abb. 2.17.A): bei den eo-FAD-Mutanten sind die Aβ40-Spiegel durch G29/33A und 
G33I in ähnlichem Maß gesenkt wie bei PS1-wt. Bei Aβ38 fällt ein direkter Vergleich 
der Mutanten mit PS1-wt aufgrund der überraschenden Senkung des Aβ38-Niveaus 
durch G33A schwer (Abb. 2.17.C), es ist aber deutlich zu sehen, dass die stärkeren 
GxxxG-Mutanten die Aβ38-Sekretion gegenüber G33A wieder erhöhen. Bei L153V ist 
die Verstärkung der Aβ38-Produktion durch SPA4CT-G29/33A oder G33I gegenüber 
SPA4CT-wt mit der bei PS1-wt vergleichbar.

Abb. 2.17: Einfluss der GxxxG-Mutanten G33A, 
G29/33A und G33I auf die Aβ-Produktion durch 
„early onset“-FAD-PS1-Mutanten der TMS2. ELISA-
Analyse von Aβ40, Aβ42 und Aβ38 aus Zellkultur-Über-
ständen von SH-SY5Y-Zellen mit stabiler Überexpression 
von PS1 und transienter Überexpression von SPA4CT-
G33A (schwarze Balken), G29/33A (graue Balken) oder 
G33I (weiße Balken). Für jede PS1-Mutante wurde die bei 
SPA4CT-wt detektierte Menge der jeweiligen Aβ-Spezies 
auf 100% gesetzt (schwarze horizontale Linien, Original-
daten s. Abb. 9.3). Horizontale  graue Linien zeigen den 
Einfluss von G33A, G29/33A und G33I auf PS1-wt. Gezeigt 
sind Mittelwerte ± Standardabweichungen, Sterne zeigen 
einen signifikanten Unterschied zum jeweiligen Referenz-
wert von 100% an mit * p < 0,01, ** p < 0,0001 (t-Test 
nach Student). (A) Aβ40-Sekretion detektiert mit dem An-
tikörper G2-10, n = 3-6. (B) Aβ42-Sekretion detektiert mit 
dem Antikörper G2-13, n = 3-6. (C) Aβ38-Sekretion detek-
tiert mit dem Antikörper BA1-13, n = 3-7.
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 2.3.3. �Zusammenfassung: Effekte von PS1-FAD-Mutanten 
und SPA4CT-GxxxG-Mutanten auf die Ab-Sekretion

Zur besseren Übersicht sind die Ergebnisse der ELISA-Messungen hier noch einmal tabella-
risch zusammengefasst (Tab. 2.2).
Bei Koexpression von SPA4CT-wt erhöhten alle PS1-Mutanten bis auf die lo-FAD-Mutante 
A409T die extrazellulären Verhältnisse von Aβ42:Aβ40 und Aβ42:Aβ38. Die eo-Mutante 
G384A zeigte als Einzige einen deutlichen Einfluss auf die Sekretion von Aβ40. Die Unter-
schiede zwischen den PS1-Mutanten zeigen, dass es verschiedene Mechanismen geben 
muss, nach denen die Toxizität vermittelt wird. 
Die Reaktion von PS1-Mutanten auf eine Störung der Substratdimerisierung durch GxxxG-
Mutanten ist jeweils im Vergleich zu den Aβ-Mengen bei Koexpression von SPA4CT-wt 
mit der jeweiligen PS1-Mutante angegeben (Tab. 2.2). Hier ist ein deutlicher Unterschied 
zwischen eo-FAD- und lo-FAD-Mutanten zu erkennen: Während die Aβ-Sekretion durch 
lo-FAD-PS1-Mutanten schon durch G33A deutlich verändert wird, sind hierzu bei eo-FAD-
PS1-Mutanten stärkere GxxxG-Mutanten nötig. Es besteht also ein Zusammenhang zwi-
schen der Toxizität der PS1-Mutanten, die sich im Erkrankungsalter widerspiegelt, und ih-
rer Fähigkeit, auf Veränderungen des Substrats zu reagieren.

Tab. 2.2: Zusammenfassung der ELISA-Daten. Extrazelluläre Aβ40-, Aβ42-und Aβ38-Produktion in Abhängigkeit von 
den verwendeten PS1-FAD- oder SPA4CT-GxxxG-Mutanten. Die Effekte bei Koexpression von PS1-Mutanten und SPA4CT-wt 
sind im Vergleich mit PS1-wt dargestellt. Bei der Darstellung der Effekte der SPA4CT-GxxxG-Mutanten wurden jeweils die 
Messwerte bei Expression von SPA4CT-wt und der jeweiligen PS1-Mutante als Vergleichswerte verwendet. „early-onset“-
FAD-PS1-Mutanten und starke Veränderungen der Aβ-Produktion gegenüber PS1-wt sind rot unterlegt, „late-onset“-FAD-
PS1-Mutanten und geringere Veränderungen der Aβ-Produktion gegenüber PS1-wt orange. (a.o.o.: durchschnittliches Er-
krankungsalter („age of onset“) in Jahren (J.)).
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3. Diskussion

3.1. Eignung von C100 in SDS-Micellen für in vitro-Tests

Rekombinantes C100 ist ein häufig verwendetes Substrat für in vitro γ-Sekretase-Tests. 
In dieser Arbeit wurden erstmals die Konformation und der Oligomerisierungszustand 
nach Rekonstitution in SDS-Micellen bestimmt, um seine Eignung als γ-Sekretase-
Substrat sicherzustellen.
Cysteinverbrückte Aβ-Dimere nehmen spontan β-Faltblatt-Struktur an und bilden Fibrillen 
aus (Schmechel et al., 2003). Auch C100 kann dies unter denaturierenden Bedingungen 
tun (Tjernberg et al., 1997). Mit der Behauptung, das verwendete C100 sei aggregiert 
gewesen, wurde eine wichtige Studie zur GSM-Interaktion mit der APP-TMS in Frage ge-
stellt (Kukar et al., 2008; Beel et al., 2009). Es ist zu erwarten, dass γ-Sekretase-Studien mit 
aggregiertem Substrat verfälschte Ergebnisse liefern würden. Daher ist es ausgesprochen 
wichtig, die Konformation des zu verwendenden C100 zu überprüfen.
In dieser Arbeit konnte eine α-helikale Konformation des C100 in SDS-Micellen nachgewiesen 
werden, die auch erhalten blieb, wenn mittels eines Kreuzvernetzers die Ausbildung höherer 
Oligomere induziert wurde. Auch höhere Oligomere liegen demnach unter unseren Versuchs-
bedingungen nicht als Aggregate vor. Das bedeutet, dass anders als bei Aβ keine spontane 
Ausbildung von β-Faltblatt-Strukturen mit der Oligomerisierung von C100 einher geht. 
Bewahrt man C100 in Gegenwart von SDS mehrere Monate lang auf, geht ein geringer Teil 
des Proteins durch Präzipitation verloren. Der lösliche C100-Anteil behält aber die α-helikale 
Konformation bei. SDS ist demnach zur Stabilisierung hoch konzentrierter C100-Lösungen 
während ihrer Aufreinigung und Lagerung sehr gut geeignet. Für in vitro γ-Sekretase-Tests 
kann das C100 dann in einem Puffer mit einem Detergenz wie CHAPSO (3-[(3-Cholamido-
propyl)dimethylammonium]-2-hydroxy-1-Propansulfonat) verdünnt werden, in dem die 
γ-Sekretase aktiv ist. 
Insgesamt ist C100, das nach der hier etablierten Methode aus E. coli aufgereinigt wird, 
aufgrund seiner Stabilität, der α-helikalen Konformation und des niedrigen Oligomerisie-
rungsgrades sehr gut geeignet als Substrat für in vitro γ-Sekretase-Studien sowie für andere 
biochemische Untersuchungen wie z.B. Oberflächenplasmonresonanz. Es wurden bereits 
erfolgreich in vitro γ-Sekretase-Tests mit diesem C100 durchgeführt (persönliche Mitteilung 
V. Althoff und G. Multhaup)

Bei der Spin-Markierung der C100-Cysteinmutanten fiel auf, dass die Markierungseffizienz 
bei der Mutante F19C deutlich höher war als bei L17C. Dies lässt sich mit der Dimerisie-
rung des C100 über die GxxxG-Motive erklären: L17, das zwei Helixwindungen vom er-
sten Glycin (G25) der GxxxG-Motive entfernt liegt, ragt bei Annahme einer über die TMS 
fortgesetzten α-Helix in die Dimerisierungsoberfläche hinein. F19 dagegen wäre in diesem 
Modell auf der Außenseite des Dimers lokalisiert. Daher ist anzunehmen, dass nach der 
MTS-Markierung C100-L17C sehr schnell neue Disulfidbrücken ausbildet, solange das Re-
duktionsmittel TCEP noch nicht komplett entfernt ist. 
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Die höhere Markierungseffizienz bei C100-F19C kann als Hinweis darauf gedeutet werden, 
dass der α-helikale Anteil des C100 mindestens bis zum L17 reicht, und dass die Dimerisie-
rung auch in SDS-Micellen über die GxxxG-Motive vermittelt wird.

Die C100-Charakterisierung erlaubt auch Rückschlüsse auf das in vivo-Substrat APP-CTF. 
Dieses kann z.B. als SPA4CT (C99 mit APP-Signalpeptid (Dyrks et al., 1992)) in eukaryoti-
schen Zellen oder in transgenen Tieren überexprimiert werden, akkumuliert dort und wird 
zu Aβ umgesetzt (Lichtenthaler et al., 1999; Rutten et al., 2003). Die hohe Stabilität und 
α-helikale Struktur des C100 implizieren eine ähnliche strukturelle Stabilität des SPA4CT. 
Dies könnte erklären, warum dieses Fragment auch bei Überexpression nicht aggregiert 
(Dyrks et al., 1992). Damit wird SPA4CT als valides Proteinfragment für die Untersuchung 
der Prozessierung durch die γ-Sekretase in den hier vorgestellten Zellkulturexperimenten 
bestätigt.   

3.2. Interaktion von C100 und Sulindacsulfid

Die GxxxG-Dimerisierungsmotive der C100-TMS sind auch als Bindungsstellen von 
γ-Sekretase-Modulatoren (GSM) wie Tarenflurbil, Sulindacsulfid und einigen seiner Deri-
vate und der (inversen) iGSM Celecoxib, Fenofibrat, und FT-1 identifiziert worden (Kukar 
et al., 2008; Richter et al., 2010). Mit Hilfe eines in silico-Modells wurde die These aufge-
stellt, dass nicht die exakte Aminosäuresequenz für die GSM-Bindung entscheidend ist, 
sondern die durch die GxxxG-Motive gebildete flache Oberfläche der C100-TMS (Richter 
et al., 2010). Nachdem die Spezifität der Interaktion zunächst in Frage gestellt worden war 
(Beel et al., 2009), konnte sie für die Bindung von Sulindacsulfid an Aβ42 mittels NMR und 
SPR nachgewiesen werden (Richter et al., 2010). In der vorliegenden Arbeit wurde nun 
auch die spezifische, konzentrationsabhängige Sulindacsulfid-Bindung an das Volllängen-
γ-Sekretase-Substrat C100 mittels SPR nachgewiesen. 
Die hier gezeigten Daten stützen die These, dass Sulindacsulfid (und wahrscheinlich auch 
die anderen APP-TMS-bindenden GSM) an die durch die GxxxG-Motive gebildete flache 
Oberfläche der TMS binden. Die C100-Mutante G33I, die das zentrale G29xxxG33-Motiv 
zerstört und die Dimerisierung der APP-TMS stark beeinträchtigt, vermindert die Sulindac-
sulfidbindung im SPR-Experiment, hebt sie aber nicht auf. Dies ist zu erklären, wenn man 
unterschiedliche mögliche Bindungsstellen an der flachen TMS-Oberfläche annimmt, wie 
sie mittels des hier gezeigten in silico-Modells postuliert werden können. Dieses zeigt eine 
Bindung des um 180° gedrehten und lateral verschobenen Sulindacsulfids an die Helixober-
fläche von C100-G33I. Dabei können die gleichen Wasserstoffbrücken ausgebildet werden 
wie mit der Oberfläche von C100-wt. Die Bindung wird noch durch die van der Waals-
Wechselwirkungen verstärkt, die die aromatischen Ringe des Sulindacsulfids mit dem G33I 
ausbilden können. Dass die Bindung von Sulindacsulfid an C100-G33I trotzdem verringert 
ist, erklärt sich daraus, dass die Vibrations- und Translations-Freiheitsgrade des I33 bei die-
ser Interaktion stark eingeschränkt werden.
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Auch wenn verschiedene Bindungsstellen an der flachen GxxxG-Oberfläche möglich sind, 
liegt die für Sulindacsulfid günstigste nach dem in silico-Modell von Richter et al. zwischen 
G25 und G37 direkt über G33. Im Gegensatz zu der einzelnen G33I-Mutante führt der Aus-
tausch der gesamten G29xxxG33-Sequenz gegen die entsprechenden Aminosäuren aus der 
Notch-TMS wahrscheinlich dazu, dass ihre Interaktion mit der APP-TMS komplett aufgeho-
ben wird, da in diesem Fall die γ-Sekretase-modulierenden Effekte des GSM X-34 und des 
iGSM FT-1 wegfallen (Kukar et al., 2008). Auch dieser Befund stützt unsere These, dass ein 
hinreichender Teil der flachen Helixoberfläche vorhanden sein muss, um die GSM-Bindung 
zu ermöglichen (Richter et al., 2010; Botev et al., 2011).

3.3. �Einfluss der C100-Dimerisierung auf die             
Sulindacsulfid-Bindung

GSM, die an die APP-TMS binden, scheinen ihre γ-Sekretase-modulierende Wirkung über 
die Erhöhung des Monomer:Dimer-Verhältnisses des APP-CTF zu vermitteln (Richter et al., 
2010). Um zu untersuchen, über welchen Mechanismus das Monomer:Dimer-Verhältnis 
erhöht wird, wurde die Interaktion von Sulindacsulfid mit C100-wt oder den Mutanten 
L17C und G33I mittels SPR verglichen. C100-L17C bildet verstärkt disulfidverbrückte Di-
mere aus, wohingegen C100-G33I in Abwesenheit von SDS ein höheres Monomer:Dimer-
Verhältnis aufweist als der Wildtyp (Munter et al., 2007). Es zeigte sich, dass Sulindacsulfid 
besser an C100-Dimere bindet, jedoch auch mit der monomerisierten Mutante noch ein-
geschränkt interagieren kann. 
Hieraus kann man ein Modell ableiten, nach dem die APP-TMS-bindenden GSM das 
Aβ42:Aβ38-Verhältnis senken würden, indem 
sie in Zellmembranen an APP-CTF-Dimere bin-
den und diese monomerisieren. Außerdem 
würden sie (eventuell in geringerem Maße) 
an APP-CTF-Monomere binden und deren 
Dimerisierung verhindern, da sie die Dime-
risierungsoberfläche abschirmen (Abb. 3.1). 
Aufgrund des erhöhten Monomer:Dimer-
Verhältnisses kann dann die konsekutive 
γ-Sekretase-Prozessierung weiter fortschrei-
ten, so dass mehr Aβ38 und weniger Aβ42 ge-
bildet werden.

Interessanterweise schienen Assoziations- 
und Dissoziationsraten von Sulindacsulfid bei 
C100-L17C gegenüber C100-wt erniedrigt. 
Dies könnte dadurch hervorgerufen werden, 
dass die beiden Sulindacsulfid-Bindungsflä-

Abb. 3.1: Modell der Interaktion des APP-CTFs 
mit GSM. Die GSM sind als blaue Ovale dargestellt, 
die AICD-Sequenz ist orange und die Aβ-Sequenz 
rot markiert. Die Dimerisierungsoberfläche der drei 
GxxxG-Motive ist mit Kreuzen gekennzeichnet. GSM 
können das Monomer:Dimer-Verhältnis des APP-CTFs 
erhöhen, indem sie die Dimerisierungsoberfläche ab-
schirmen.
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chen des C100-L17C-Dimers einander zugewandt sind. Dadurch kann die Assoziation 
erschwert sein, da der GSM zwischen die C100-Moleküle insertieren muss. Die Disso-
ziationsrate könnte dadurch erniedrigt werden, dass sich eine zweite Bindungsoberflä-
che in direkter Nähe jedes dissoziierenden Sulindacsulfidmoleküls befindet, was eine 
Reassoziation begünstigt. 
Weitere Untersuchungen zur Bindung von GSM an C100-Dimere sollten mit Proben durch-
geführt werden, aus denen die Cystein-enthaltenden Monomere über eine Thiopropyl-
sepharose-Säule entfernt wurden (Brandt et al., 1977). Solche Proben würden noch klarere 
Aussagen über die Effekte der C100-Dimerisierung ermöglichen.   
 

3.4. Pathogene Mechanismen der PS1-FAD-Mutanten

Es sind viele Versuche unternommen worden, einen gemeinsamen Mechanismus zu 
finden, nach dem die Presenilin-FAD-Mutanten ihre pathogene Wirkung entfalten. 
Anders als lange angenommen erhöhen nicht alle FAD-Mutanten die Aβ42-Sekretion 
oder das Aβ42:Aβ40-Verhältnis, auch wenn dies sehr häufig vorkommt (Bentahir et 
al., 2006; Shioi et al., 2007). Andere vorgeschlagene allgemein gültige Wirkungsme-
chanismen der PS-FAD-Mutanten wie die Beeinträchtigung des neuronalen Kalzium-
haushalts und der Makroautophagie sind γ-Sekretase-unabhängig (Tu et al., 2006; 
Lee et al., 2010). 
In dieser Arbeit werden die PS1-FAD-Mutanten L153V, G378V, A409T und L424F zum ers-
ten Mal hinsichtlich ihrer Aβ-Sekretion charakterisiert, für die Mutante L381V wird erstmals 
die Aβ-wt-Sekretion betrachtet (eine frühere Studie wurde mit der „schwedischen“ APP-
FAD-Mutante APP-sw durchgeführt) (Ikeuchi et al., 2008). Die Mutanten L153V, A409T 
und L424F werden zum ersten Mal auf die intrazelluläre Aβ-Produktion hin untersucht. 
Die bereits in anderen Studien untersuchten PS1-Mutanten M146L und G384A dienen als 
Kontrollen. 
Im Wesentlichen stimmen die Daten dieser Arbeit für PS1-M146L und G384A mit den ver-
öffentlichten Werten überein. M146L hat keinen Einfluss auf die extrazelluläre Aβ40- und 
Aβ38- oder die intrazelluläre Aβ40-Produktion, erhöht jedoch die extra- und intrazellulären 
Aβ42-Mengen (Qi et al., 2003; Shioi et al., 2007). G384A erhöht die Aβ42- und erniedrigt 
die Aβ40-Sekretion. Für Aβ38 existieren keine absoluten Vergleichswerte (Kumar-Singh et 
al., 2006; Shioi et al., 2007; Page et al., 2008). Es ist anzunehmen, dass die prozentualen 
Abweichungen von den veröffentlichten Daten daraus resultieren, dass dort andere Zell-
kultursysteme (HEK293- („human embryonic kidney“) oder CHO-Zellen („chinese hamster 
ovary“)) verwendet wurden, zum Teil auch APP751 oder APP695-sw statt wie in dieser Ar-
beit das von APP695-wt abgeleitete SPA4CT in SH-SY5Y-Zellen. 
In Bezug auf die intrazellulären Aβ-Messungen gilt, dass diese Ergebnisse mit anderen 
Methoden überprüft werden sollten, da die vergleichsweise hohen Proteinkonzentrati-
onen der Zelllysate möglicherweise die Ergebnisse der ELISA Messungen beeinträchti-
gen könnten. 
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Zur Interpretation der Auswirkungen der PS1-Mutanten auf die Aβ-Produktion wird die Theo-
rie der sequenziellen γ-Sekretase-Prozessierung in zwei Produktlinien zu Grunde gelegt. Die-
se besagt, dass Aβ49 durch konsekutive Schnitte zu Aβ46, Aβ43, Aβ40 und Aβ37 umgesetzt 
wird, Aβ48 dagegen zu Aβ45, Aβ42 und zuletzt zu Aβ38 (oder seltener Aβ39) (Abb. 3.2). 
Nimmt man an, dass kein Wechsel zwischen den Produktlinien stattfindet,  gibt es zwei Mög-
lichkeiten, wie PS1-FAD-Mutanten die Aβ42-Produktion erhöhen können (Abb. 3.2): 
i.	� Es kann der ε-Schnitt beeinflusst sein, so dass das APP-CTF häufiger entlang der 

Aβ42-Produktlinie und seltener über die Aβ40-Produktlinie abgebaut wird, oder 
ii.	� die γ-Schnitte sind beeinträchtigt, so dass die Prozessierung von Aβ42 zu Aβ38 sel-

tener stattfinden kann. 
Von den hier untersuchten PS1-FAD-Mutanten mit frühem Erkrankungsalter („early onset“, 
eo-FAD) scheinen alle ihre Wirkung mindestens zum Teil auf die γ-Schnitte auszuüben. 
Sie erhöhen die Aβ42- und erniedrigen (bis auf M146L) die Aβ38-Sekretion. Bei G384A ist 
zusätzlich der Aβ40-Spiegel deutlich gesenkt, was auf eine Verschiebung von der Aβ40- 
zur Aβ42-Produktlinie hindeutet. G384A scheint also sowohl den ε-Schnitt als auch die 
γ-Schnitte beeinflussen zu können, G378V, L381V, M146L und L153V hingegen nur die 
γ-Schnitte. Ein Einfluss auf den ε-Schnitt kommt noch bei einigen anderen PS-FAD-Mu-
tanten vor, für die eine Senkung des Aβ40-Spiegels in Kombination mit erhöhter (M139V, 
I143T), unveränderter (A79V, A231V, C263F) oder leicht gesenkter (C263R) Aβ42-Sekretion 
beschrieben ist (Kumar-Singh et al., 2006; Shioi et al., 2007). 

Interessanterweise zeigen die „late onset“ (lo-)FAD-Mutanten A409T und L424F, die bei-
de mit ungefähr 58 Jahren zum Ausbruch der Alzheimer-Krankheit führen, ein völlig unter-
schiedliches Verhalten bezüglich ihrer Aβ-Produktion. Während L424F ebenso wie die eo-
FAD-Mutanten den γ-Sekretase-Schnitt beeinträchtigt, bei dem Aβ42 zu Aβ38 prozessiert 
wird, zeigt A409T keinen Einfluss auf die Aβ-Sekretion. Dies unterstützt die These, dass die 
pathogene Wirkung der verschiedenen PS1-FAD-Mutanten über unterschiedliche Mechanis-
men vermittelt wird. Im Fall von A409T könnte dies z. B. über die leichte Verschiebung der 
intrazellulären Aβ-Produktion geschehen. Es muss jedoch noch angemerkt werden, dass das 
genaue Erkrankungsalter bei den betrachteten lo-Mutanten nicht gesichert ist. Wie die mei-
sten lo-FAD-PS1-Mutanten (http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations, Stand 05/2011) 

Abb. 3.2: Einfluss von PS-FAD-Mutanten auf die sequentielle Proteolyse von Aβ. APP-TMS mit eingezeich-
neten Schnittstellen der Aβ40- (oben) und Aβ42-Produktlinie (unten). Die Glycine der GxxxG-Motive sind nach der Aβ-
Nummerierung beschriftet. Die meisten PS-FAD-Mutanten inhibieren die späteren γ-Schnitte, vor allem den Prozessierungs-
schritt von Aβ42 zu Aβ38. Einige können jedoch auch den ε-Schnitt so beeinflussen, dass der Abbau verstärkt über die 
Aβ42-Produktlinie abläuft.
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sind A409T und L424F nur aus einer einzigen Familie bekannt, nur ein (A409T) bzw. zwei 
(L424F) erkrankte Patienten wurden bisher untersucht (Aldudo et al., 1999; Mehrabian et al., 
2006). Es ist daher möglich, dass weitere genetische oder Umweltfaktoren das Erkrankungs-
alter verfälschen. Der ApoE-Genotyp kann zum Beispiel den Erkrankungszeitpunkt bei (APP-)
FAD-Mutanten stark verschieben (St George-Hyslop et al., 1994). 
Die meisten der sonstigen bisher untersuchten lo-PS1-FAD-Mutanten (A79V, L250S, L262F, 
L262R und C263F) verringern die Aβ40-Sekretion, ohne einen Einfluss auf die Aβ42-Level 
auszuüben (Kumar-Singh et al., 2006; Shioi et al., 2007). Hier scheint also der ε-Schnitt 
beeinflusst zu sein. Für die lo-PS1-FAD-Mutante C92S ist publiziert, dass sie die Aβ42-
Sekretion erhöht ohne die Aβ40-Produktion zu beeinflussen (Assini et al., 2003). Hier könn-
ten wiederum die γ-Schnitte beeinträchtigt sein. Ebenso wie in dieser Arbeit gezeigt sind 
die publizierten Effekte der lo-PS1-Mutanten auf die Aβ42- und die Aβ40-Produktion zum 
Teil vergleichbar mit denen der eo-PS1-Mutanten (Kumar-Singh et al., 2006; Shioi et al., 
2007). Dies weist auf weitere pathogene Effekte bestimmter Mutanten jenseits der Erhö-
hung des Aβ42:Aβ40-Verhältnisses hin. Offensichtlich kann auch für die lo-PS1-Mutanten 
kein einheitlicher Mechanismus angenommen werden. Es können wie bei den eo-Mutan-
ten der ε-Schnitt und/ oder die γ-Schnitte beeinflusst sein.

Ein weiterer Faktor der Toxizität von FAD-Mutanten könnte die Produktion des ebenfalls 
neurotoxischen intrazellulären Aβ sein (Walsh et al., 2000). Eine Reihe von PS-FAD-Mutan-
ten erhöht neben dem extrazellulären auch das intrazelluläre Aβ42:Aβ40-Verhältnis, was 
zu ihrer Toxizität beitragen könnte (Qi et al., 2003; Fang et al., 2006). Für die meisten PS1-
FAD-Mutanten ist die intrazelluläre Aβ-Produktion noch nicht charakterisiert worden. 
Bei den in dieser Arbeit untersuchten PS1-FAD-Mutanten scheinen die extrazelluläre und 
die intrazelluläre Aβ-Produktion nicht parallel reguliert zu werden. Viele Einflüsse (zum Bei-
spiel erhöhte Aβ42-Level), die extrazellulär sehr deutlich hervortraten, waren intrazellulär 
nicht erkennbar. Bei der lo-FAD-Mutante A409T waren dagegen nur intrazellulär auch nur 
tendenzielle Effekte auf die Aβ-Produktion zu sehen. 
Bislang sind in der Literatur nur PS1-FAD-Mutanten beschrieben, die die extra- und intra-
zellulären Aβ42:Aβ40-Verhältnisse parallel erhöhen (Qi et al., 2003). Eine Entkopplung der 
extra- und intrazellulären Effekte auf die Aβ-Produktion ist dagegen für FAD-Mutanten des 
APP und für durch Caspase-Prozessierung konformationell verändertes Presenilin gezeigt 
worden (Grimm et al., 2003; Hedskog et al., 2010). Es liegt nahe, wiederum unterschiedli-
che Mechanismen verschiedener PS1-FAD-Mutanten zu vermuten. Einige von ihnen könn-
ten die extra-und intrazellulären Aβ-Level parallel regulieren, andere die beiden Effekte ent-
koppeln.
Für die unterschiedlichen Effekte der untersuchten PS1-FAD-Mutanten auf extra- und intrazel-
luläres Aβ gibt es eine Reihe möglicher Erklärungen. So könnte es sein, dass die γ-Sekretase, 
die das intrazelluläre Aβ produziert, anders lokalisiert ist als bei der Produktion von extrazellu-
lärem Aβ. Es ist noch nicht abschließend geklärt, wo die Aβ-Produktion abläuft. Der β-Schnitt 
findet hauptsächlich in den frühen Endosomen statt, die γ-Sekretase ist in den Endosomen 
und der Plasmamembran aktiv (Small und Gandy 2006; Kaether et al., 2006; Frykman et al., 
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2010). Es wäre möglich, dass intrazelluläres Aβ hauptsächlich in den Endosomen produziert 
wird, extrazelluläres dagegen in der Plasmamembran (nach Rücktransport des β-prozessierten 
APP-CTF von den Endosomen zur Plasmamembran). In Übereinstimmung mit diesem Modell 
verändert eine Behandlung mit dem GSM Sulindacsulfid nur die Spiegel der extrazellulären, 
aber nicht der intrazellulären Aβ-Spezies (Czirr et al., 2008). In Endosomen synthetisiertes Aβ 
kann allerdings auch sekretiert werden, und extrazelluläres Aβ wird wiederum in die Zelle 
aufgenommen (Rajendran et al., 2006; Saavedra et al., 2007). Wie stark diese Effekte die in-
tra- und extrazellulären Aβ-Spiegel beeinflussen, ist jedoch noch ungeklärt. Es scheint plausi-
bel, dass die Sekretion oder intrazelluläre Ablagerung des Aβ mindestens zum Teil von seiner 
Produktionsstätte abhängt. Je nachdem, wo diese liegt, befindet sich die γ-Sekretase in unter-
schiedlichen Membranumgebungen, was wiederum die Verhältnisse der Aβ-Spezies zueinan-
der verändern kann (Fraering et al., 2004; Amtul et al., 2010; Amtul et al., 2011).
Es ist auch wahrscheinlich, dass es Unterschiede in der extra- und intrazellulären Stabilisie-
rung und im Abbau von Aβ gibt. Aβ kann sich an die Plasmamembran anlagern, wird aber 
auch im Cytosol und im Zellkern gefunden (Yanagisawa et al., 1995; Barucker 2008). Seine 
Lokalisation könnte seinen Abbau regulieren, was bei unterschiedlich effizientem Abbau 
der verschiedenen Aβ-Spezies deren Verhältnisse zueinander ändern würde. 

Insgesamt zeigen die Ergebnisse der hier durchgeführten Charakterisierung verschiede-
ner PS1-FAD-Mutanten, dass jede Mutante separat betrachtet werden muss, um Aussagen 
über die Mechanismen ihrer Toxizität treffen zu können. Idealerweise sollten sowohl die 
extrazellulären als auch die intrazellulären Effekte untersucht werden, um eine PS1-FAD-
Mutante gut zu charakterisieren. 

3.5. �Einfluss von SPA4CT-GxxxG-Mutanten auf die    
Aβ-Prozessierung durch PS1-FAD-Mutanten

Mutanten des G29xxxG33-Motivs der APP-TMS schwächen die Dimerisierung des APP-CTFs. 
Es wird angenommen, dass sie dadurch einen besseren Abbau im γ-Sekretase-Komplex er-
möglichen, so dass statt des toxischen Aβ42 verstärkt kürzere Aβ-Spezies entstehen. Daher 
ist die Monomerisierung von APP-CTF, zum Beispiel durch bestimmte GSM, ein vielver-
sprechender therapeutischer Ansatz zur Behandlung und/ oder Prävention der Alzheimer-
Krankheit (Munter et al., 2007; Richter et al., 2010).
In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass der Effekt von GxxxG-Mutanten auf PS1-
FAD-Mutanten von ihrer jeweiligen „Stärke“ abhängt. „Milde“ lo-PS1-FAD-Mutanten re-
agieren ebenso wie PS1-wt bereits auf die „milde“ GxxxG-Mutante G33A, die „stärkeren“ 
eo-PS1-FAD-Mutanten dagegen schwächen den Effekt der G33A-Mutante deutlich ab. 
Auch die eo-PS1-FAD-Mutanten lassen sich jedoch durch „stärkere“ GxxxG-Mutanten ef-
fektiv beeinflussen. Die Erniedrigung der Aβ42- und Aβ40-Niveaus und die Erhöhung des 
Aβ38-Niveaus durch die „stärkste“ GxxxG-Mutante, G33I, sind bei eo-PS1-FAD Mutanten 
genauso deutlich wie bei PS1-wt. 
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SPA4CT-GxxxG-Mutanten und PS1-FAD-Mutanten konkurrieren also um den Einfluss auf 
die Aβ-Produktion. Der entscheidende Faktor ist letztendlich die Monomerisierung des 
APP-CTF, da „starke“ GxxxG-Mutanten in der Lage sind, die Effekte aller PS1-FAD-Mutanten 
aufzuheben. 

γ-Sekretase-Modulatoren (GSM) unterstützen ähnlich wie GxxxG-Mutanten den Abbau 
des APP-CTFs, so dass kürzere Aβ-Spezies entstehen (Weggen et al., 2001; Eriksen et 
al., 2003). Ebenso wie GxxxG-Mutanten können auch bestimmte GSM die Dimerisie-
rung des APP-CTF abschwächen. Es ist daher eine plausible Annahme, dass diese GSM 
ihren Einfluss auf die Aβ-Produktion nach demselben Mechanismus vermitteln wie die 
GxxxG-Mutanten (Richter et al., 2010). Es ist darum interessant, zu vergleichen, ob 
GSM und GxxxG-Mutanten auch die Aβ-Produktion durch PS1-FAD-Mutanten auf ähn-
liche Weise beeinflussen. 
Eine auffällige Parallele besteht zunächst darin, dass eine Reihe von PS1-FAD-Mutanten 
die GSM-induzierten Effekte ebenso wie die der GxxxG-Mutanten abschwächen können 
(Weggen et al., 2003; Czirr et al., 2007; Page et al., 2008; Hahn et al., 2011). Einige der 
verbesserten GSM der zweiten Generation können auch die Aβ-Produktion durch starke 
PS1-FAD-Mutanten effektiv modulieren, die auf den relativ schwachen GSM Sulindacsul-
fid noch nicht reagieren. Es gibt allerdings auch eine PS1-FAD-Mutante (L166P), die durch 
keinen bisher untersuchten GSM beeinflusst werden konnte (Kretner et al., 2011; Hussain 
et al., 2011). 
Interessant ist, dass bei PS1-FAD-Mutanten keine starke Korrelation zwischen dem Er-
krankungsalter und der Reaktion auf GSM zu erkennen ist. Dies unterstreicht wiederum 
die Unterschiedlichkeit der PS1-Mutanten und weist darauf hin, dass Mechanismen jen-
seits der Aβ-Produktion eine Rolle für das Erkrankungsalter spielen können. Eine auffäl-
lige Ausnahme bildet zum Beispiel die eo-FAD-Mutante M146L, die den Effekt des GSM 
Sulindacsulfid gegenüber PS1-wt sogar verstärkt (Weggen et al., 2003; Kretner et al., 
2011). Im Gegensatz dazu schwächt diese Mutante in unseren Experimenten ebenso 
wie die anderen eo-PS1-Mutanten den Effekt der GxxxG-Mutante G33A ab. Auch ist bei 
uns klar zu sehen, dass lo-FAD-Mutanten ebenso wie PS1-wt auf G33A reagieren und 
alle untersuchten eo-FAD-Mutanten den Effekt von G33A verringern, also eine Korre-
lation mit dem Erkrankungsalter vorhanden ist. Allerdings ist auch bei den Studien zur 
Reaktion von PS1-FAD-Mutanten auf GSM die Tendenz erkennbar, dass „mildere“ PS-
FAD-Mutanten, die erst relativ spät zum Krankheitsausbruch führen, besser auf GSM 
reagieren als eo-FAD-Mutanten. Eine Reihe von Mutanten weicht von dieser Regel ab, 
jedoch wurden auch nur Mutanten mit einem Erkrankungsalter bis maximal 50 Jahren 
betrachtet (Kretner et al., 2011).
Abgesehen von einzelnen Ausnahmen gilt, dass PS1-FAD-Mutanten auf GSM und auf 
GxxxG-Mutanten ähnlich reagieren. Dies ist wahrscheinlich dadurch zu erklären, dass 
einige GSM das Monomer:Dimer-Verhältnis von APP-CTF erhöhen (Richter et al., 2010). 
In der hier vorgelegten Studie wurde gezeigt, dass ein sehr hohes Monomer:Dimer-Ver-
hältnis (wie bei der Mutante G33I) in der Lage ist, sogar bei sehr starken PS1-FAD-Mu-
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tanten die Aβ-Prozessierung komplett zu normalisieren. Dies unterstreicht noch einmal 
die Bedeutung von APP-CTF monomerisierenden Substanzen als mögliche Therapeuti-
ka, die sogar gegen äußerst aggressive familiäre Formen der Alzheimer-Krankheit wirk-
sam sein können. 

3.6. �Vergleich der Aβ-Prozessierung bei APP-FAD-    
und PS1-FAD-Mutanten

2010 veröffentlichten Munter et al. die erste umfassende Studie zum Einfluss von APP-
FAD-Mutanten auf die Produktion verschiedener Aβ-Spezies. Sie zeigten, dass APP-FAD-
Mutanten ihre pathogene Wirkung auf den ε-Schnitt auszuüben scheinen, da sie zusätzlich 
zum Aβ42:Aβ40-Verhältnis auch das Aβ38:Aβ40-Verhältnis erhöhen. Die einzige Ausnahme 
bildet die Mutante APP-sw, die das Aβ38:Aβ40-Verhältnis nicht deutlich verändert. Anders 
als bei PS1-FAD-Mutanten scheinen die γ-Schnitte nicht beeinflusst zu sein (Munter et al., 
2010) (Abb. 3.3).
In der genannten Studie wurde außerdem untersucht, wie APP-FAD-Mutanten auf die Mo-
nomerisierung des APP-CTFs durch die „milde“ GxxxG-Mutante G33A reagieren. Anders 
als bei PS1-FAD-Mutanten mit frühem Erkrankungsalter kann G33A bei allen APP-FAD-Mu-
tanten unabhängig von deren Stärke die Sekretion von Aβ42 zugunsten von Aβ38 senken 
(Munter et al., 2010). 
Auch bei der Betrachtung der APP-FAD-Mutanten zeigt der Vergleich mit GSM, dass diese 
einen ähnlichen Einfluss ausüben wie GxxxG-Mutanten. Im Unterschied zu PS1-FAD-Mu-
tanten reagieren APP-FAD-Mutanten ebenso gut wie APP-wt auf alle untersuchten GSM 
(Weggen et al., 2003; Page et al., 2010; Hahn et al., 2011). Auch dies unterstützt die These, 
dass mindestens einige GSM ihren Einfluss auf die Aβ-Prozessierung durch eine Schwä-
chung der APP-CTF-Dimerisierung vermitteln.
 

Abb. 3.3: Einfluss von APP- und PS-FAD-Mutanten auf die sequentielle Proteolyse von Aβ. APP-TMS mit ein-
gezeichneten Schnittstellen der Aβ40- (oben) und Aβ42-Produktlinie (unten). Die Glycine der GxxxG-Motive sind nach der 
Aβ-Nummerierung beschriftet. Sowohl APP- als auch PS-FAD-Mutanten können den ε-Schnitt beeinflussen, so dass der Ab-
bau verstärkt über die Aβ42-Produktlinie abläuft. Die meisten PS-FAD-Mutanten inhibieren jedoch die späteren γ-Schnitte, 
vor allem den Prozessierungsschritt von Aβ42 zu Aβ38. Die späten γ-Schnitte beider Produktlinien können durch GSM oder 
GxxxG-Mutanten unterstützt werden.
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3.7. �Die Produktion toxischer Aβ-Spezies als Folge        
eines konformationell bedingten Funktions-     
verlustes der γ-Sekretase

Es verstärken sich die Hinweise, dass die Toxizität von PS-FAD-Mutanten auf einem Funk-
tionsverlust beruht, der den normalen Abbau des APP-CTF zu kurzen nicht-toxischen Aβ-
Spezies verhindert. Dafür sprechen zum einen die Akkumulation der Vorläufer dieser kur-
zen Peptide wie APP-CTF und längere Aβ-Spezies in Zellkultur und im Alzheimer-Hirn sowie 
zum anderen eine geringere Produktion von gesamt-Aβ und der APP intrazellulären Domä-
ne AICD bei vielen FAD-PS-Mutanten (Bentahir et al., 2006; Shimojo et al., 2007; Shimojo 
et al., 2008; Van Vickle et al., 2008; Heilig et al., 2010). 
Vermittelt wird der Funktionsverlust wahrscheinlich über eine Konformationsänderung des 
Presenilins. In den letzten Jahren wurde dies ausführlich mit Hilfe der FLIM-Technik („fluo-
rescence lifetime imaging“, einer Variante der Messung des Fluoreszenz-Resonanz-Energie-
transfers FRET), untersucht (Lleo et al., 2004; Berezovska et al., 2005). Dabei wurden zwei 
Positionen im PS oder jeweils eine im PS und im APP-CTF mit Antikörpern markiert, die mit 
einem Donor- oder Akzeptor-Fluorophor verknüpft waren. Bei geringen Abständen der Fluo-
rophore nimmt die Lebensdauer des Donor-Fluorophors mit der Distanz ab. Anhand der un-
terschiedlich langen Lebensdauer bei der Markierung der gleichen Aminosäuren von PS1-wt 
und FAD-Mutanten konnten verschiedene PS-Konformationen nachgewiesen werden.
Nach den Ergebnissen der FLIM-Messungen nimmt PS-wt normalerweise eine „offene“ 
Konformation ein, in der APP-CTF hauptsächlich zu kürzeren, nicht-toxischen Aβ-Spezies 
abgebaut wird. In der alternativen „geschlossenen“ PS-Konformation liegt der PS-N-Ter-
minus näher sowohl bei der cytosolischen Schleife als auch beim C-Terminus, und es wird 
verstärkt Aβ42 gebildet. PS-FAD-Mutanten liegen in der „geschlossenen“ Konformation 
vor, wobei N- und C-Terminus des PS desto näher zusammen liegen, je früher die entspre-
chende Mutante zum Krankheitsausbruch führt (Lleo et al., 2004; Berezovska et al., 2005). 
Eine „geschlossene“ PS-Konformation kann aber auch bei PS-wt durch APP-FAD-Mutanten, 
durch Verlängerung des N-Terminus von Pen-2 und durch iGSM induziert werden. GSM 
können dagegen auch PS-FAD-Mutanten teilweise „öffnen“ (Berezovska et al., 2005; Isoo 
et al., 2007; Herl et al., 2009; Uemura et al., 2009). Auch das Substrat APP-CTF kann seine 
Konformation ändern. So wird durch PS- und APP-FAD-Mutationen der Abstand zwischen 
dem APP-C-Terminus und der Membran verringert (Uemura et al., 2011).  In der „offenen“ 
PS-Konformation ist auch der Abstand zwischen dem APP-C-Terminus und der cytosoli-
schen Schleife des Presenilins größer (Lleo et al., 2004; Berezovska et al., 2005).

Insgesamt ergibt sich ein Bild, in dem die Konformation des Enzym-Substrat-Komplexes mit der 
Aβ42-Produktion korreliert. Es liegt nahe, einen Mechanismus zu vermuten, in dem die Beweg-
lichkeit von Enzym und Substrat zueinander eingeschränkt ist (Abb. 3.4). Für die konsekutiven 
γ-Schnitte müssen sich Enzym und Substrat jedes Mal neu zueinander ausrichten, damit die 
neue Schnittstelle in das aktive Zentrum gelangt. Wenn eines der beiden Proteine diese Neu-
ausrichtung nicht mehr durchführen kann, werden die späteren Schnitte verhindert. 
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So kann eine mit früherem Erkrankungsalter zunehmende Unbeweglichkeit der PS1-FAD-
Mutanten postuliert werden: In Abb. 3.4.A sind PS1-wt, lo-Mutanten und eo-Mutanten als 
drei verschiedene PS1-Klassen mit abnehmender konformationeller Flexibilität dargestellt. 
Für den Aβ42 senkenden Effekt der Substratmonomerisierung sind zwei mögliche Modelle 
vorstellbar. Nimmt man an, dass die Monomerisierung von APP-CTF keinen Einfluss auf 
die Konformation von PS hat, wäre die verbesserte Prozessierung von Monomeren aus-
schließlich auf die erhöhte Flexibilität des APP-CTF zurückzuführen (Abb. 3.4.B). Ohne die 
sterische Behinderung durch ein zweites APP-CTF-Molekül könnte sich das Substrat ge-
genüber dem Enzym so einfach verschieben, dass auch durch eine starre, „geschlossene“ 
PS-FAD-Mutante noch eine Prozessierung zu kürzeren Aβ-Spezies möglich wäre. In einem 
alternativen Modell (hier nicht gezeigt) könnte das monomerisierte Substrat auch die PS-
Konformation „öffnen“. Eine Kombination beider Effekte wäre ebenfalls denkbar. 

Abb. 3.4: Modell der verschiedenen Konformationen des APP-CTF-PS1-Komplexes. Enzym-Substrat-Kom-
plex aus PS1 (dargestellt als unterschiedlich flexibler Ring:          PS1-wt,          „late onset“-PS1-FAD,          „early onset“-
PS1-FAD) und APP-CTF in dimerer (A) oder monomerer (B) Form. Flexible Proteine sind gelb gekennzeichnet, unbeweg-
liche rot. Wie effektiv die Prozessierung von Aβ42 zu Aβ38 jeweils ablaufen kann, ist durch + und – gekennzeichnet (-: 
mehr Aβ42, weniger Aβ38, +: mehr Aβ38, weniger Aβ42). Je weniger beweglich Enzym oder Substrat sind, desto mehr 
Aβ42 wird gebildet. Die Monomerisierung des Substrats hat einen stärkeren Einfluss als die PS-Konformation und kann 
die Aβ-Produktion normalisieren.  
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PS1-FAD-Mutanten und Modulatoren der APP-CTF-Oligomerisierung konkurrieren um den 
Einfluss auf die Aβ-Produktion und wahrscheinlich auf die Flexibilität des Enzym-Substrat-
Komplexes (Abb. 3.4.B). Für lo-PS1-FAD-Mutanten reicht bereits eine leichte Erhöhung des 
Monomer:Dimer-Verhältnisses des APP-CTF aus, um die Aβ-Produktion zu normalisieren. 
Bei eo-PS1-FAD-Mutanten muss dagegen ein wesentlich größerer Anteil des APP-CTF als 
Monomer vorliegen, damit die Prozessierung wieder normal stattfinden kann.

Auch andere γ-Sekretase-Komponenten können die Konformation des APP-CTF-PS-
Komplexes beeinflussen, da zum Beispiel die Verlängerung des Pen-2-N-Terminus die PS-
Konformation verändert (Isoo et al., 2007). Nimmt man an, dass die Aβ-Produktion über 
jeden Effekt beeinflusst werden kann, der die Konformation des γ-Sekretase-Komplexes 
oder des Substrats APP-CTF beeinflusst, ermöglicht dies eine Erklärung für den langsamen 
Verlauf der Alzheimer-Krankheit. Es scheint plausibel, dass durch die vielen verschiedenen 
Effektoren des Enzym-Substrat-Komplexes die Aβ-Produktion nicht immer im gleichen Maß 
dysreguliert ist. Die Aβ-Produktion könnte während des Krankheitsverlaufes zwischenzeit-
lich wieder normalisiert sein. Dies könnte zum Beispiel durch die Regulation der γ-Sekretase-
Lokalisation durch APP oder Phospholipase D1 (Liu et al., 2009) vermittelt werden, die die 
Membranumgebung des Komplexes verändert.
Die vielfältigen Einflussmöglichkeiten auf die Konformation des Enzym-Substrat-Komple-
xes bieten zudem einen Erklärungsansatz für das Auftreten sporadischer Formen der Alz-
heimer-Krankheit. Im Alter verändert sich die Transkription von Genen, die neben vielen 
anderen Funktionen für Lipidstoffwechsel, Metallionenhomöostase und Vesikeltransport 
entscheidend sind (Lu et al., 2004). Es wäre vorstellbar, dass diese Veränderungen eben-
falls die Konformation des Enzym-Substrat Komplexes subtil beeinflussen und somit lang-
fristig einen pathologischen Einfluss auf die Aβ-Produktion haben.

Nimmt man an, dass die Konformation des γ-Sekretase-Komplexes über vielfältige Ef-
fektoren verändert werden kann, bietet dies auch eine Lösung für die derzeit geführte 
Diskussion darüber, wo GSM binden. Für GSM-1 ist eine Bindung an PS1-NTF (Tomi-
ta et al., 2011; Ohki et al., 2011), für „Compound 6“ an Pen-2 (Kounnas et al., 2010), 
und für Sulindacsulfid an das APP-CTF gezeigt worden (Kukar et al., 2005; Richter et 
al., 2010). Diese Ergebnisse stellen keinen Widerspruch dar: es könnte verschiedene 
GSM-Klassen geben, von denen einige an das Substrat und andere an unterschied-
liche Komponenten des Enzyms binden. Alle könnten eine Konformationsänderung 
des Substrats und/ oder des Enzyms induzieren. Die veränderte Konformation wür-
de zu einer verbesserten Beweglichkeit von einer oder mehreren Komponenten des 
Enzym-Substrat-Komplexes und damit zu einem effektiveren Aβ-Abbau führen. Dieses 
Modell wird durch Studien gestützt, die zeigen, dass unterschiedliche Einflüsse auf die 
Aβ-Produktion im γ-Sekretase-Komplex kumulativ wirken können. So erhöhen mehrere 
FAD-Mutationen des APP und/ oder PS die Aβ42-Synthese stärker als eine einzelne Mu-
tation (Citron et al., 1998). Auch GxxxG-Mutationen und GSM können additiv wirken, 
um die Aβ-Prozessierung zu verbessern (Page et al., 2010). 
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Hieraus ergeben sich auch therapeutische Implikationen. Ein möglicher Ansatz wäre, Kom-
binationspräparate aus mehreren GSM zu entwickeln, von denen bekannt ist, dass sie an 
unterschiedliche Komponenten des Enzym-Substrat-Komplexes binden. Auch hier wäre 
eine kumulative Wirkung zu erwarten, so dass insgesamt die Aβ42-Produktion deutlich 
effektiver erniedrigt werden könnte als durch ein einzelnes Präparat.
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4. Zusammenfassung

Das toxische Aβ42-Peptid gilt als kausatives Agens der Alzheimer-Krankheit. Es wird von 
der γ-Sekretase durch sukzessive Schnitte aus dem Vorläufermolekül APP-CTF (C-terminales 
Fragment des Amyloidvorläuferproteins) produziert. Die Dimerisierung des APP-CTFs über 
die GxxxG-Motive in seiner Transmembransequenz (TMS) ist einer der entscheidenden Fak-
toren für die Länge der produzierten Aβ-Peptide. Ein hoher Dimerisierungsgrad des Sub-
strats behindert die sequentielle Proteolyse, so dass verstärkt längere, toxische Aβ-Peptide 
gebildet werden.

Ein Schwerpunkt dieser Arbeit war die Untersuchung des Oligomerisierungszustandes und 
der Konformation des rekombinant hergestellten APP-CTFs C100. C100 wird häufig für 
in vitro γ-Sekretase-Tests verwendet, wurde bislang aber nicht näher charakterisiert. Hier 
konnte mittels CD-Spektroskopie und „continuous wave“-ESR-Messungen gezeigt wer-
den, dass in SDS-Micellen rekonstituiertes C100 eine langlebige α-helikale Konformation 
annimmt und hauptsächlich in Form von Monomeren und Dimeren vorliegt. Damit ist es 
sehr gut geeignet für in vitro-Tests.
Einige γ-Sekretase-Modulatoren (GSM) hemmen die Produktion von Aβ42, indem sie an die 
Oberfläche der APP-TMS binden und die Dimerisierung von APP-CTF inhibieren. Anhand 
eines molekularen Modells wurde postuliert, dass diese Bindung der GSM an APP-CTF über 
die flache Helixoberfläche vermittelt wird, die die GxxxG-Motive ausbilden. In dieser Arbeit 
konnte mittels Oberflächenplasmonresonanz gezeigt werden, dass der GSM Sulindacsulfid 
spezifisch an C100 bindet. Diese Bindung ist bei der C100-GxxxG-Mutante G33I verringert, 
was die These einer Interaktion über die GxxxG-Oberfläche stützt. Zudem bindet Sulin-
dacsulfid verstärkt an C100-Dimere. Dies impliziert, dass dieser GSM seine Aβ42-senkende 
Wirkung unter anderem durch die Monomerisierung des APP-CTF ausübt.

Die meisten Presenilinmutanten verstärken die Produktion des toxischen Aβ42-Peptids. 
GxxxG-Mutanten des APP-CTF führen dagegen zu einer erhöhten Produktion verkürzter, 
nicht-toxischer Aβ-Peptide wie Aβ38, da sie das APP-CTF monomerisieren und so die se-
quentielle Proteolyse unterstützen. In dieser Arbeit wurde zum ersten Mal die Wechselwir-
kung zwischen diesen beiden Effekten betrachtet. 
Es wurden 7 Mutanten des Presenilin 1 (PS1) hinsichtlich ihrer Aβ-Produktion mittels ELISA 
charakterisiert. Davon führen 5 Mutanten schon früh, zwischen 32 und 45 Jahren, zum 
Ausbruch der Alzheimer-Krankheit („early-onset“, eo-FAD-Mutanten). Die anderen beiden 
Mutanten haben einen Krankheitsbeginn von etwa 58 Jahren („late onset“, lo-FAD-Mutan-
ten). Die meisten der analysierten Mutanten hemmen die sequentielle Proteolyse, so dass 
weniger Aβ38 und mehr Aβ42 entsteht. 
Kombiniert man PS1-FAD-Mutanten und GxxxG-Mutanten des APP-CTF, so heben sich ihre 
Effekte auf die Aβ-Produktion teilweise auf. Die schwache GxxxG-Mutation G33A kann die 
sequentielle γ-Sekretase-Prozessierung bei PS1-Wildtyp und lo-FAD-Mutanten erhöhen, 
was zu einer verstärkten Aβ38- und einer verringerten Aβ42-Produktion führt. Auf eo-FAD-
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Mutanten hat diese Mutation jedoch nur einen schwachen Effekt. Stärkere GxxxG-Mutati-
onen wie G33I können aber auch bei diesen Mutanten die γ-Sekretase-Prozessierung be-
einflussen wie bei PS1-wt. Damit ist die GxxxG-vermittelte Dimerisierung des APP-CTFs der 
entscheidende Faktor für die Aβ-Produktion. 
Diese Ergebnisse unterstützen die These, dass Substanzen, die das Monomer:Dimer-Ver-
hältnis des APP-CTFs erhöhen, erhebliches therapeutisches Potential als Alzheimer-Medika-
mente haben.

Nach dem hier entwickelten Modell ist zur Produktion kurzer Aβ-Spezies eine relativ gro-
ße Flexibilität des Enzym-Substrat-Komplexes aus Presenilin und APP-CTF notwendig. Die 
Beweglichkeit der Proteine kann unter anderem durch PS-FAD-Mutanten oder durch die 
Substratdimerisierung eingeschränkt werden. Damit trägt diese Arbeit zum besseren Ver-
ständnis des Mechanismus der Aβ-Synthese bei. Viele verschiedene Faktoren können Ver-
änderungen in der Konformation des Enzym-Substrat-Komplexes induzieren und so die 
Aβ-Prozessierung beeinflussen. Dies könnte erklären, warum sich der Krankheitsverlauf bei 
Alzheimer-Patienten über mehrere Jahrzehnte hinziehen kann. 
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4. Summary

The toxic Aβ42 peptide is held to be the causative agent of Alzheimer’s Disease (AD). It is 
produced from its precursor APP-CTF (amyloid precursor protein C-terminal fragment) by 
γ-secretase through stepwise cleavage. The dimerization of the APP-CTF via the GxxxG mo-
tifs in its transmembrane sequence (TMS) is one of the determining factors for the length 
of the produced Aβ peptides. A high level of substrate dimerization impedes its sequential 
proteolysis, leading to the increased production of longer, toxic Aβ peptides.

One focus of this thesis was to investigate the oligomeric state and conformation of the re-
combinantly expressed APP-CTF C100. C100 is frequently used in in vitro γ-secretase assays 
but has not been well characterized so far. Here, using CD spectroscopy and continuous 
wave ESR measurements, it is shown that C100 reconstituted in SDS micelles adopts a 
long-lived α-helical conformation and is present mostly in the form of monomers and di-
mers. Thus, it is very suitable for in vitro assays.
A number of γ-secretase modulators (GSMs) lower the production of Aβ42 by binding to 
the APP-TMS surface and inhibiting APP-CTF dimerization. On the basis of a molecular mo-
del it was postulated that the interaction of these GSMs with the APP-CTF requires the flat 
helix surface formed by the GxxxG motifs. Using surface plasmon resonance, it is shown 
here that the GSM sulindac sulfide binds specifically to C100. This interaction is lowered for 
the C100 GxxxG mutant G33I, which supports the theory of GSM binding via the GxxxG 
surface. Furthermore, sulindac sulfide binds preferentially to C100 dimers. This implies 
that this GSM achieves Aβ42 lowering partially by the monomerization of APP-CTF. 

Most presenilin mutants increase the production of the toxic Aβ42 peptide. GxxxG mutants 
of the APP-CTF, on the other hand, increase the production of shorter, non-toxic Aβ peptides 
such as Aβ38 by momomerizing the APP-CTF, thereby facilitating its sequential proteolysis. 
This study analyzes for the first time the interplay between these two effects.
7 mutants of presenilin 1 (PS1) were characterized as to their Aβ production using ELISA.     
5 of these mutants cause early-onset familial AD (eo-FAD mutants, age of onset 32 to 45   
years). The other two mutants have an age of onset of approximately 58 years, making 
them late-onset (lo-)FAD mutants. Most analyzed mutants inhibit sequential proteolysis, 
leading to an enhanced Aβ42 production at the expense of Aβ38.
When PS1-FAD mutants and APP-CTF GxxxG mutants are combined, their effects on Aβ 
production partially neutralize each other. The mild GxxxG mutation G33A enhances 
the sequential proteolysis by PS1-wt or lo-FAD mutants, increasing Aβ38 and decrea-
sing Aβ42 production. On eo-FAD mutants, G33A exhibits only weak effects. Stronger 
GxxxG mutations such as G33I, however, can also influence γ-secretase processing by 
these mutants. Thus, the GxxxG-mediated APP-CTF dimerization is the decisive factor 
for Aβ production.
These results support the hypothesis that substances which increase the monomer:dimer 
ratio of APP-CTF have considerable therapeutic potential as drugs against AD.
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According to the model presented here, a relatively high flexibility of the enzyme-substrate 
complex of presenilin and APP-CTF is necessary for the production of short Aβ species.   
Protein mobility can be constrained e.g. by presenilin FAD mutants or by substrate dimeri-
zation. Thus this work contributes to a better understanding of the mechanism of Aβ syn-
thesis. Many different factors can modulate Aβ processing by changing the conformation 
of the enzyme-substrate complex. This may explain the slow course of AD.
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5. Material

5.1. Geräte

• Autoklav: Varioklav 135S (H+P, Oberschleißheim)
• Begasungsbrutschrank für eukaryotische Zellkultur: HERA cell 240 (Heraeus, USA)
• Blotapparatur: Tankblot-Cell (Bio-Rad, München)
• Brutschrank für bakterielle Zellkultur: Modell 600 (Memmert, Schwabach)
• CASY® Model DT Cell Counter (Roche, Schweiz)
• Einfrierdose: Nalgene Cryo 1C Freezing Container (Nalge Nunc, USA)
• Entwicklermaschine Cawomat 2000 IR (Cawo, Schrobenhausen)
• Feinwaage MC1 AC120S (Sartorius, Göttingen)
• Geldokumentation AlphaImager 2200 (Biozym, Hamburg)
• GenePulser für Elektroporation (Bio-Rad, München)
• Grobwaage L2200P (Sartorius, Göttingen)
• Heizblock UBD2 (Grant, UK)
• Lichtmikroskop Axiovert 135 (Zeiss, Jena)
• Millipore water purification systems, Q Gard 1 (Millipore, USA)
• Netzgeräte:
          •	für Agarosegelelektrophorese: Power Supply 2000/200 (Bio-Rad, München)
          •	für SDS-PAGE: Electrophoresis Power Supply EPS 301 (Amersham, USA)
• PCR-Maschinen Mastercycler oder Mastercycler gradient (Eppendorff, Hamburg)
• �Pipettierhilfen: Pipetman P2, P20, P200 & P1000 (Gilson, USA), Pipetboy acu (Integra 

Biosciences, Schweiz)
• Photometer
          •	Küvettenphotometer SmartSpec 3000 (Bio-Rad, München)
          •	Plattenphotometer Anthos HT2 (Anthos, Krefeld)
          •	Nanodrop 1000 (Thermo Scientific, USA)
• SDS-Gelapparaturen: 
          •	für Glycin-SDS-PAGE: Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad, München)
          •	für Tricin-SDS-PAGE: Vertikal-Elektrophorese-System für Minigele (Hoefer, USA)
• Schütteltische für Bakterienkulturen: HR225, HR250 (Infors-HR, Bottmingen)
• Sterilwerkbank Herasafe (Heraeus, USA)
• Thermomixer Comfort (Eppendorff, Hamburg)
• Überkopfschüttler Reax 2 (Heidolph, Schwabach)
• Vakuumpumpe CVC2 vacuubrand (ABM, Marktredwitz)
• Vortex Genie 2 (Scientific Industries, USA)
• Wasserbad U3 (Julabo, Seelbach)
• Zentrifugen & Rotoren:
          •	Minizentrifuge Spectrafuge (Labnet, USA)
          •	Tischzentrifuge Centrifuge 5417R (Eppendorf, Hamburg)
          •	Zellzentrifuge Megafuge 1.0 (Heraeus, USA)
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          •	Ultrazentrifuge J2-MC (Beckman, München)
                      •	für ≤ 10.000 rpm: JA-10 Festwinkelrotor (Beckman, München)
                      •	für > 10.000 rpm: F13B-14x50cy mL Festwinkelrotor (FiberLite, USA)

5.2. Chemikalien

Gesondert angegeben werden nur Chemikalien, die nicht von Sigma-Aldrich (Deisen-
hofen), Roth (Karlsruhe), Merck (Darmstadt), Fluka (Schweiz) oder Bio-Rad (München) 
stammen. Alle Chemikalien haben PA-Grad.
• Agarose (Invitrogen, Karlsruhe)
• BCA Protein Assay (Pierce, USA)
• GelCode Blue Safe Protein Stain (Thermo Scientific, USA) 
• �NucleoBond PC 500-Kit oder Xtra Midi-Kit zur Präparation von Plasmid-DNA (Macherey-

Nagel, Düren)
• Proteaseinhibitor Complete (Roche, Schweiz)
• Protein G Sepharose (Amersham, GB)
• RC DC Protein Assay (Bio-Rad, München)

5.3. Enzyme und Standards

• 1kb Plus DNA Ladder, 0,1 µg/µl (Invitrogen, Karlsruhe)
• BSA, 1 µg/µl (NEB, USA)
• dNTPs, 10 mM (Bioline, GB)
• Dual Color Precision Plus Protein Standards (Bio-Rad, München)
• �Pfu DNA Polymerase (3000 U/ml) & Pfu-Puffer (Promega, Heidelberg) bzw. Pfu-Polyme-

rase Ultra Fusion II & Pfu-Puffer (Stratagene, USA)

5.4. Antikörper

W0-2: 		� monoklonaler Maus-Antikörper gegen gesamt-Aβ (Epitop Aβ 4-10, von 
TGC, Schweiz)

4G8:		�  monoklonaler Maus-Antikörper gegen gesamt-Aβ (Epitop Aβ 17-24, von 
Covance, USA)

G2-10:		� monoklonaler Maus-Antikörper gegen Aβ40 (Epitop Aβ 33-40, von TGC, 
Schweiz)

G2-13:		� monoklonaler Maus-Antikörper gegen Aβ42 (Epitop Aβ 35-42, von TGC, 
Schweiz)

BA1-13:	� monoklonaler Kaninchen-Antikörper gegen Aβ38 (Epitop Aβ38 C-Terminus, 
von Covance, USA)
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NT1:		�  monoklonaler Maus-Antikörper gegen PS1-NTF (Epitop PS1 41-49, von AG 
Mathews, NYU, USA)

APS18:		� monoklonaler Maus-Antikörper gegen PS1-CTF (Epitop PS2 313-334, von 
Alexis, Schweiz)

APS 21:	� monoklonaler Maus-Antikörper gegen PS2-NTF (Epitop PS1 31-45, von ab-
cam, GB)

α-Flag:		� monoklonaler Maus-Antikörper gegen den Flag-Marker (Epitop DYKDDDDK, 
von Sigma-Aldrich, Deisenhofen)

α-Aktin:	� monoklonaler Maus-Antikörper gegen humanes β-Aktin (Epitop β-Aktin 
1-16, von Sigma-Aldrich, Deisenhofen)

α-Maus-HRP:	� mit Meerrettichperoxidase gekoppelter Zweitantikörper gegen Erstantikör-
per aus Maus (Promega, USA)

5.5. Zellkultur-Medien

Alle Zutaten für die Medien der bakterielle Zellkultur wurden bezogen von BD (USA). 
Alle Medien und Medienzusätze sowie PBS und Trypsin/ EDTA für die eukaryotische 
Zellkultur wurden bezogen von Biochrom (Berlin) oder PAA (Österreich). Die Antibioti-
ka stammten von Roth (Karlsruhe) (Ampicillin) und Invitrogen (Karlsruhe) (Zeocin und 
Hygromycin).

5.6. Zelllinien, E. coli-Stämme und Plasmide

• �humane Zellen: SH-SY5Y, humane Neuroblastoma (DSMZ, Braunschweig)

• �chemisch kompetente E. coli-Zellen: CH3 Blue (Bioline, GB)

• �elektrokompetente E. coli-Zellen: 
          •	�Top10, hergestellt aus E-shotTM DH10BTM T1R ElectrocompTM Cells (Invitrogen, 

Karlsruhe)
          •	XL1blue (Invitrogen, Karlsruhe)

PS1 wurde in pcDNA3.1/Zeo(+) (Invitrogen, Karlsruhe) vermehrt. In E. coli wurde über 
die Ampicillin-Resistenz selektiert, in eukaryotischen Zellen über die Zeocin-Resistenz. Das 
Konstrukt stammte von Prof. Christian Haass (LMU, München).
SPA4CT wurde in pCEP4 (Invitrogen, Karlsruhe) vermehrt. In E. coli wurde über die Ampi-
cillin-Resistenz selektiert, in eukaryotischen Zellen über die Hygromycin-Resistenz.
C100 wurde im Vektor pQE60 (Qiagen, Hilden) vermehrt und in E. coli wurde über die 
Ampicillin-Resistenz selektiert. Das Konstrukt stammte von Prof. Christian Haass (LMU, 
München).
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5.7. Primer

5.7.1. Mutationsprimer

Alle Primer wurden HPLC-gereinigt von Sigma-Aldrich (Deisenhofen) bezogen.

Primer zur Einführung des HA-Markers in pcDNA3.1-PS1:
1. PCR		  fw  	 5’ CAGTTGCTCCAATGTATCCGTATGATGTTCCACAGAGTTACCTGC 3’
		  rev	 5’ GCAGGTAACTCTGTGGAACATCATACGGATACATTGGAGCAACTG 3’
2. PCR		  fw	 5’ CCGTATGATGTTCCTGATTATGCTAGCCTCACAGAGTTACCTGC 3’
		  rev	 5’ GCAGGTAACTCTGTGAGGCTAGCATAATCAGGAACATCATACGG 3’

Primer zur Einführung von Punktmutationen in pcDNA3.1-HA-PS1:
M146L		 fw	 5‘ GTGTCATTGTTGTCCTGACTATCCTCCTG 3‘
		  rev	 5‘ CAGGAGGATAGTCAGGACAACAATGACAC 3‘
L153V		  fw	 5‘ CCTCCTGGTGGTTGTGTATAAATACAGGTG 3‘
		  rev	 5‘ CACCTGTATTTATACACAACCACCAGGAGG 3‘
G378V		 fw 	 5‘ CCAGAGGAAAGGGTAGTAAAACTTGGATTGGG 3‘
		  rev	 5‘ CCCAATCCAAGTTTTACTACCCTTTCCTCTGG 3‘
L381V 		 fw	 5‘ GGAGTAAAAGTTGGATTGGGAGATTTC 3‘
		  rev	 5‘ GAAATCTCCCAATCCAACTTTTACTCC 3‘
G384A		 fw	 5‘ GGAGTAAAACTTGGATTGGCAGATTTCATTTTCTAC 3‘
		  rev	 5‘ GTAGAAAATGAAATCTGCCAATCCAAGTTTTACTCC 3‘
A409T		  fw	 5’GGAACACAACCATAACCTGTTTCGTAGC 3‘
		  rev	 5’ GCTACGAAACAGGTTATGGTTGTGTTCC 3‘
L424F		  fw	 5‘ GCCTTACATTATTATTCCTTGCCATTTTC 3‘
		  rev	 5’ GAAAATGGCAAGGAATAATAATGTAAGGC 3‘

Primer zur Einführung von Punktmutationen in pQE60-C100:
L17C		  fw	 5’CATCATCAAAAATGCGTGTTCTTTGCAG 3‘
		  rev	 5’ CTGCAAAGAACACGCATTTTTGATGATG 3‘
F19C		  fw	 5‘ CAAAAATTGGTGTGCTTTGCAGAAGATG 3‘
		  rev	 5‘ CATCTTCTGCAAAGCACACCAATTTTTG 3‘  
S59C		  fw	 5‘ CAGTACACATGCATTCATCATGGTGTGGT 3‘
		  rev	 5‘ ACCACACCATGATGAATGCATGTGTACTG 3‘

Alle Punktmutationen in pCEP4-SPA4CT wurden von Lisa Münter erzeugt.
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5.7.2. Sequenzierprimer

Die Sequenzierprimer wurden von GATC Biotech (Konstanz) synthetisiert. 
BGH			   rev	 5’ TAGAAGGCACAGTCGAGG 3’
EBV			   rev	 5’ GTGGTTTGTCCAAACTCATC 3‘
pcDNA3.1		  fw	 5’ GTGGGAGGTCTATATAAGCA 3’
pcDNA3.1		  rev	 5’ CAAACAACAGATGGCTGGC 3‘
pQE-30		  fw	 5’ CGGATAACAATTTCACACAG 3‘
PS1 471-489		  fw	 5‘ GCTGCCATCATGATCAGTG 3‘
PS1 724-743 		  fw 	 5‘ GACTCCAGCAGGCATATCTC 3‘
PS1 1107-1126 	 fw 	 5‘ CTAGGGCCTCATCGCTCTAC 3‘

5.8. Verbrauchsmaterial

• Elektroporationsküvetten 0,2 cm GenePulser Cuvettes (Bio-Rad, München)
• ELISA-Platten: C96 Maxisorp Nunc Immuno-Plates (Nunc, Dänemark)
• Filterpapier Whatman 3MM (Whatman Int. Ltd., GB)
• Kryo-Röhrchen: CryoTube Vials (Nunc, Wiesbaden)
• Mikrotiterplatten (Greiner, Österreich)
• Nitrocellulosemembran porablot NCP (Macherey-Nagel, Düren)
• Petri-Schalen (Greiner, Österreich)
• Pipettenspitzen (Steinbrenner, Wiesenbach)
• Reaktionsgefäße (Sarstedt, Nümbrecht)
• Röntgenfilme Hyperfilm ECL (Amersham, GB)
• Schraubdeckelröhrchen (Sarstedt, Nümbrecht & BD, USA)
• Zellkulturtestplatten (TPP, Schweiz)
• Zellkulturschalen (TPP, Schweiz)

5.9. Puffer

Alle nicht im Methodenteil angegebenen Puffer wurden nach Sambrook und Russell (Sam-
brook und Russell 2000) angesetzt.
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6. Methoden

6.1. Molekularbiologie

6.1.1. Mutagenese

6.1.1.1. Klonierungsstrategien 

Zum Einführen der Punktmutationen in pcDNA3.1-HA-PS1 und pQE60-6xHis-C100 
wurden komplementäre Primerpaare entworfen, die ca. 30 Basenpaare lang sind 
und etwa in der Mitte die Punktmutation enthalten (Primersequenzen s. 5.7.1.). Das 
vollständige Plasmid wurde mittels PCR amplifiziert (s. 6.1.1.2.) und die unmutierte 
„template“-DNA durch DpnI-Verdau entfernt. Die DNA wurde in chemisch kompeten-
te E. coli transformiert (s. 6.1.2.2.), Einzelklone im Mini-Präparations-Maßstab aufge-
reinigt (s. 6.1.4.) und sequenziert (s. 6.1.6.). Die SPA4CT-Mutanten stammen von Lisa 
Münter – danke Lisa! 
Zum Einführen eines Hämagglutinin-Markers (HA-„tag“) am N-Terminus des PS1 
wurden zwei Primerpaare entworfen (Sequenzen s. 5.7.1.). Das erste Primerpaar 
enthielt 15 Basenpaare (bp) der Sequenz von pcDNA3.1/Zeo(+) direkt vor der PS1-
Sequenz sowie der Sequenz von Methionin, dann die Sequenz der ersten Hälfte des 
HA-Markers und zuletzt 15 bp der PS1-Sequenz ab Aminosäure 2. Nach dem Einfü-
gen der ersten Hälfte des Markers mittels PCR (s. 6.1.1.2) wurde die DNA gereinigt, 
amplifiziert und sequenziert wie oben beschrieben. Danach wurde eine zweite PCR 
mit einem Primerpaar durchgeführt, das aus 15 bp der bereits eingefügten Marker-
Sequenz, der noch fehlenden Marker-Sequenz sowie 15 bp der PS1-Sequenz ab Ami-
nosäure 2 bestand. Wiederum wurde die DNA wie beschrieben gereinigt, amplifiziert 
und sequenziert.

6.1.1.2. PCR

Für die Polymerase-Kettenreaktion (PCR, „polymerase chain reaction“) wurden 80 - 
100 ng C100- oder PS1-wt-DNA mit je 10 pmol der beiden Primer, 47,5 µl Mastermix 
(5 µl Pfu-Puffer (10x), 1 µl DMSO und 15 nmol dNTPs (bei Verwendung von Promega 
Pfu-Polymerase) oder 50 nmol (bei Stratagene Pfu Ultra Fusion II) dNTPs (Bioline, GB), 
H2O Milli-Q ad 47,5 µl pro Ansatz) und 0,5 µl Pfu DNA-Polymerase (Promega,USA) 
bzw. 0,25 µl Pfu-Polymerase Ultra Fusion II (Stratagene, USA) auf Eis vermischt. Die 
Amplifikation erfolgte mittels „hot start“-PCR ((PCR-Programm: 1. 95°C für 30 sec, 2. 
55°C für 1 min, 3. 68°C für je 1 min pro 1 kb Plasmidgröße, 20 Zyklen, abschließend 
68°C für 10 min, Lagerung bei 4°C). Der Erfolg der Amplifikation wurde im Agarose-
gel überprüft.
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6.1.1.3. Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNA-Proben nach ihrer Molekülgröße wurden die Proben mit 
mindestens einem Sechstel ihres Volumens an 6x DNA-Probenpuffer (60% (w/v) Sac-
charose, 0,05% (w/v) Bromphenolblau) versetzt und auf ein 0,8%iges Agarosegel (mit 
0,005% (v/v) Ethidiumbromid in TBE-Puffer (90 mM Tris Base, 90 mM Borsäure, 2 mM 
EDTA, pH 8,3)) aufgetragen. Die DNA-Auftrennung erfolgte bei 150 mA für ein Gel 
oder 250 mA für zwei Gele. Die Ethidiumbromid-markierte DNA wurde auf einem UV-
Tisch sichtbar gemacht.

6.1.2. Transformation kompetenter E. coli-Zellen

6.1.2.1. Elektrotransformation

Zur Vervielfältigung von Plasmiden wurden diese in elektrokompetente E. coli Top10- 
oder XL1blue-Zellen retransformiert. Zur Elektrotransformation wurde 0,5 µl Plasmid-
DNA auf Eis vorgelegt, 40 µl der Zellen zugegeben und beides in eine vorgekühlte 
Elektroporationsküvette (Bio-Rad, München) überführt. Die Transformation wurde bei 
200 Ohm, 25 µF und 1,8 kV mit einem GenePulser II (Bio-Rad, München) durchgeführt; 
die Zeitkonstante lag bei ca. 5,2. Die transformierten Zellen wurden 30 min mit 1 ml 
LB-Medium (1% (w/v) Bacto-Trypton, 0,5% (w/v) Hefeextrakt, 0,5% (w/v) NaCl) ohne 
Antibiotikum bei 37°C und 900 rpm im Thermomixer inkubiert, dann wurde eine 100 
ml-Kultur (LB mit 0,1 mg/ml Ampicillin) angeimpft und bei 160 rpm und 37°C über 
Nacht inkubiert.

6.1.2.2. Chemische Transformation

Die Vervielfältigung von Plasmiden, die durch Mutations-PCR erzeugt wurden, er-
folgte in chemisch kompetenten CH3 Blue E. coli-Zellen von Bioline (GB). Es wurden 
je 2 µl der DpnI-verdauten Plasmide vorgelegt, 50 µl der aufgetauten Zellen zugege-
ben und 30 min auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden durch einen Hitzeschock (45 s 
bei 42°C im Wasserbad) permeabilisiert, 2 min auf Eis gekühlt und 30 min mit 500 µl 
FHK-Medium (1,6% (w/v) Bacto-Trypton, 1% (w/v) Hefeextrakt,  0,5% (w/v) NaCl) bei 
37°C und 900 rpm im Thermomixer inkubiert. Die transformierten Zellen wurden für 
1 min bei 9000 rpm in der Tischzentrifuge pelletiert, in ca. 100 µl des Überstandes 
resuspendiert, auf LB-Platten mit 0,1 mg/ml Ampicillin ausplattiert und diese über 
Nacht im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Einzelne Klone wurden in LB-Flüssigmedi-
um vermehrt.
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6.1.3. Induktion der Proteinexpression in E. coli

Zur Expression von C100 wurde eine Übernachtkultur von mit pQE60-C100 transformier-
ten E. coli XL1blue-Zellen (s. 6.1.2.1.) 1:20 in frischem LB-Medium mit 0,1 mg/ml Ampicillin 
verdünnt. Die Zellen wurden bei 37°C und 160 rpm inkubiert, bis bei 600 nm eine optische 
Dichte (OD600) von ca. 0,5 gemessen wurde. Dann wurde die Proteinexpression durch Zu-
gabe von 1 mM Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid (IPTG) induziert. Die Zellen wurden 
nach weiteren 4 h Inkubation geerntet. Hierzu wurden sie zunächst 10 min auf 4°C gekühlt 
und dann im JA-10-Rotor in der Ultrazentrifuge für 12 min bei 4500 rpm und 4 °C abzentri-
fugiert. Die Zellpellets wurden bis zur Proteinaufreinigung (s. 6.3.1.) bei -20°C aufbewahrt.

6.1.4. DNA-Präparation

Die Präparation der Plasmid-DNA aus 100 ml-Übernachtkulturen (Midi-Präparation) wurde mit 
dem endotoxinfreien NucleoBond Xtra Midi EF-Kit (Macherey-Nagel, Düren) für DNAs für sta-
bile Kotransfektionen oder mit dem NucleoBond Xtra Midi-Kit für alle sonstigen DNAs nach 
Herstellerangaben durchgeführt. Zur Plasmidpräparation aus 3 ml-Übernachtkulturen (Mini-
Präparation) wurden Zelllyse, Proteinfällung, DNA-Fällung und -Rekonstitution mit den Lösun-
gen und nach den Angaben des NucleoBond PC 500-Kits durchgeführt, die gefällten Proteine 
wurden jedoch bei 13.000 rpm und 4°C 20 min in der Tischzentrifuge abzentrifugiert.

6.1.5. �Photometrische Bestimmung von DNA-Konzentrationen

Die Konzentration von DNA-Lösungen wurde durch Messung der optischen Dichte einer 
verdünnten Lösung bei 260 nm in einer Quarzküvette im Photometer (SmartSpec 3000, 
Bio-Rad, München) oder im NanoDrop 1000 Spektrophotometer (Thermo Scientific, USA) 
bestimmt. Referenzwellenlänge war 320 nm; durch Messung bei 280 nm wurde über-
prüft, ob die DNA mit Proteinen verunreinigt war.

6.1.6. DNA-Sequenzierung

DNA aus Mini-Präparationen wurde ansequenziert, um die Anwesenheit der gewünschten 
Mutante zu überprüfen. DNA aus Midi-Präparationen wurde gegebenenfalls mit mehreren 
Primern sequenziert, bis die gesamte Proteinsequenz gesichert war. Die verwendeten Se-
quenzierprimer sind unter 5.7.2. aufgeführt. Alle DNA-Sequenzierungen wurden durch die 
Firma GATC Biotech (Konstanz) durchgeführt. 
Die erhaltenen Sequenzen wurden mittels Clone Manager 5.2 (Sci-Ed, USA) oder CLC Se-
quence Viewer (CLC bio, Dänemark) mit der Originalsequenz verglichen und Mutationsstellen 
mit Chromas Lite 2.01 (Technelysium, Australien) analysiert, um Mischklone auszuschließen.
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6.2. Zellbiologie

Alle zellbiologischen Experimente wurden an der Sterilwerkbank durchgeführt. Alle ver-
wendeten Reagenzien und Materialien waren entweder steril verpackte Einmalartikel oder 
wurden vor der Benutzung durch Autoklavieren bei 120°C mit Wasserdampf oder trocken 
bei 165°C sterilisiert.

6.2.1. Kultivierung eukaryotischer Zellen

SH-SY5Y-Zellen wurden im Brutschrank unter Zusatz von 5% CO2 bei 37°C und 95% Luft-
feuchtigkeit kultiviert. Es wurde SH-SY5Y-Wildtypmedium (DMEM/ F12-Medium, 10% (v/v) 
FCS, 1,2% (v/v) L-Glutamin, 1,2% (v/v) nicht-essentielle Aminosäuren, 0,5% (v/v) Natri-
umpyruvat) verwendet oder bei stabil transfizierten Linien zusätzlich Zeocin ad 0,2 mg/
ml (bei Verwendung des Vektors pcDNA3.1(+)) und/ oder Hygromycin ad 0,3 mg/ml (bei 
Verwendung von pCEP4) zugegeben.
Zum Auftauen von Säugetierzellen wurden die Kryoröhrchen aus dem Stickstofftank im 
Wasserbad bei 37°C aufgetaut und sofort in ein Falconröhrchen mit 6 ml Wildtypmedium 
überführt. Die Zellen wurden 4 min bei 400 rpm und RT in der Zellzentrifuge abzentrifu-
giert, in 4 ml Wildtypmedium resuspendiert und in eine 10 cm Zellkulturschale mit vorge-
legten 6 ml Medium überführt. 
Zum Einfrieren wurden 70 bis 100% konfluente Zellen auf 10 cm Zellkulturschalen mit 4 ml 
PBS gewaschen, mit 800 µl Trypsin/ EDTA abgelöst, in 4 ml Wildtypmedium in ein Falcon-
röhrchen überführt und 4 min bei 500 rpm und RT in der Zellzentrifuge abzentrifugiert. 
Die Zellpellets wurden in 3 ml kaltem Einfriermedium (Wildtypmedium, 20% FCS, 10% 
DMSO) resuspendiert, auf zwei Kryoröhrchen verteilt und sofort in einer Einfrierdose mit 
Isopropanol auf -80°C gekühlt. Nach einer Nacht im -80°C-Kühlschrank wurden die Zellen 
in den Stickstofftank gebracht.
Zum Aussähen definierter Zellzahlen wurde die Konzentration der trypsinierten Zellen mit 
Hilfe eines CASY® Cell Counter Systems (Modell DT, Schärfe System, Reutlingen) bestimmt. 

6.2.2. Herstellung stabiler Zelllinien

Die Transfektionen wurden mit dem TransFectinTM Lipid Reagenz von Bio-Rad (München) 
nach Herstellerangaben durchgeführt. Als serumfreies Transfektionsmedium wurde Opti-
MEM von Invitrogen (Karlsruhe) verwendet. 80% konfluente Zellen auf 6-„well“-Platten 
wurden jeweils mit 3 µg (pCEP4-SPA4CT-Flag) oder 2,5 µg (pcDNA3.1/Zeo(+)-HA-PS1) 
DNA und 5 µl TransFectin (Bio-Rad, München) pro Ansatz nach Herstellerangaben trans-
fiziert. Zur Kotransfektion von SH-SY5Y-Zellen, die bereits SPA4CT stabil exprimierten, 
wurden diese auf 10 cm-Schalen bei 50-60% Konfluenz mit 4 µg pcDNA3.1/Zeo(+)-HA-
PS1 und LipofectAMINE Plus (Invitrogen) transfiziert wie bei Schmechel et al. beschrieben 
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(Schmechel et al., 2004). Alle Zellen wurden mit den Komplexen aus DNA und Transfekti-
onsreagenz über Nacht im Brutschrank inkubiert. Zellen auf 6-„well“-Platten wurden auf 
6 cm-Zellkulturschalen umgesetzt, bei Zellen auf 10 cm-Schalen wurde nur das Medium 
gewechselt. Einen Tag später wurde mit der Selektion der Zellen mittels Hygromycin (0,3 
mg/ml) oder Zeocin (0,2 mg/ml) begonnen.  

6.2.3. Transiente Transfektionen

Die transienten Transfektionen wurden ebenfalls mit TransFectin und OptiMEM als Transfek-
tionsmedium nach Herstellerangaben durchgeführt. Für die Transfektion der SH-SY5Y-Zellen 
mit stabiler Expression von PS1 wurden 1,5 µg SPA4CT-DNA (pCEP4-SPA4CT-Flag) und 1,5 
µl TransFectin pro Ansatz (60-90% konfluente Zellen auf 24-„well“-Platten) eingesetzt. Die 
Zellen wurden mit den DNA-TransFectin-Komplexen über Nacht im Brutschrank inkubiert. 
Am nächsten Tag wurde das Medium ausgetauscht. 24 h konditionierte Zellkulturüberstände 
wurden für die ELISA- und MALDI-MS-Messungen sowie direkt oder nach Immunpräzipita-
tion zur Detektion von Aβ nach Tris-Tricin-SDS-PAGE und Western Blot  verwendet. 

6.2.4. Zelllyse

Um die Expression von PS1 und SPA4CT zu quantifizieren, wurden die Zellen nach Diehl-
mann et al. lysiert (Diehlmann et al., 1999). Die Zellen wurden mit 300 µl sterilem PBS pro 
„well“ einer 24-„well“-Platte gewaschen und mit 100 µl Diehlmann-Lysepuffer (50 mM 
Tris/ HCl, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1% (v/v) Triton x-100, 0,2% (v/v) NP40, 1x Complete 
Protease Inhibitor, pH 7,5) mindestens 15 min bei 4°C auf einem Inkubationsschütteltisch 
inkubiert. Die Proben wurden in 1,5 ml-Reaktionsgefäße überführt und 15 min bei 13.000 
rpm und 4°C in der Tischzentrifuge abzentrifugiert. Die Lysate wurden in neue Reaktions-
gefäße überführt,  auf Stickstoff eingefroren und bei -20°C gelagert.

6.3. Proteinbiochemie

6.3.1. �Proteinaufreinigung aus bakteriellen              
Einschlusskörpern

6.3.1.1. Lösung und Rückfaltung der Proteine

Die E. coli-Zellpellets (s. 6.1.3.) wurden in TE-Puffer (20 mM Tris/ HCl, 1mM EDTA, pH 
7,5) resuspendiert und mit drei Passagen in der „french press“ aufgeschlossen. Die 
Einschlusskörper, die das C100 enthielten, wurden bei 25.000 g und 12°C für 10 min 
pelletiert. Die Pellets wurden mit Harnstoffpuffer ((20 mM Tris/ HCl, pH 8,5, 100 mM 
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NaCl, 1 mM EDTA, 6 M Harnstoff, 2% Detergenz (2% DOC oder 1% Triton x-100 und 
1% SDS), 1 mM CaCl2, 1x Complete Proteaseinhibitor (Roche)) versetzt und die Prote-
ine durch Ultraschallbehandlung gelöst. Die Proteinlösung wurde erneut abzentrifu-
giert und der Überstand sofort 1:4 mit Tris/ NaCl-Puffer (20 mM Tris/ HCl, 50 mM NaCl, 
pH 7,5) verdünnt. Zur Reduktion der Disulfidbrücken wurden die Proben mit TCEP ad 
2,5 mM versetzt und über Nacht bei 4°C inkubiert. Die Proben wurden 1:5 mit Tris/ 
NaCl-Puffer verdünnt und bei 4°C aufbewahrt.

6.3.1.2. Nickel-NTA-Säulenchromatographie

Zur Bindung an das Säulenmaterial wurden die C100-Lösungen über Nacht bei 4°C 
mit Nickel-Nitrilotriessigsäure-Agarose (Ni-NTA-Agarose, „nitrilotriacetic acid“) inku-
biert. Das Säulenmaterial wurde bei Raumtemperatur (RT) mit 40 Säulenvolumina 
(SV) Waschpuffer (50 mM Tris/ HCl, 300 mM NaCl, Detergenz (meist 0,3% SDS), pH 
8,0) mit 0,02 bis 0,2 mM Tris-(2-carboxyethyl)-Phosphin (TCEP) gewaschen. Danach 
erfolgte gegebenenfalls eine Spin-Markierung (s. 6.4.2.1.) und das Protein wurde mit 
weiteren 120 SV Waschpuffer (ohne TCEP) gewaschen. Es wurde zwei Mal mit je 4 SV 
Elutionspuffer (Waschpuffer, 50 mM EDTA, 0,02% NaN3, 1x Complete Proteaseinhibi-
tor) nach 10 min Inkubation bei RT und 800 rpm eluiert. Die Proben wurden bei 4°C 
gelagert.
Zur Konzentration der Proben wurden diese mit 5 ml Waschpuffer ohne Detergenz (für 
Proben in SDS-Puffer) oder mit 0,1% DOC pro 0,5 mg C100 auf einem 10 kDa-Größenaus-
schlussfilter („Ultrafree 0.5 centrifugal filter device“, Millipore, USA) gewaschen und einge-
engt. Bei diesem Schritt wurde gegebenenfalls auch der Puffer gewechselt.

6.3.2. Bestimmung von Proteinkonzentrationen

6.3.2.1. BCA-Test

Die Proteinkonzentrationen von Zelllysaten wurden mit nach der BCA-Methode (Pierce, 
USA) nach Herstellerangaben bestimmt. Es wurden je 20 µl Probe mit 200 µl BCA-Lösung 
auf einer Mikrotiterplatte ca. 15 min bei 50-60°C inkubiert und die Absorption bei 562 nm 
mit dem Plattenphotometer gemessen. Die Proteinkonzentrationen wurden mit Hilfe einer 
BSA-Standardreihe berechnet.

6.3.2.2. RC DC-Test

Zur Bestimmung der Proteinkonzentrationen von C100-Lösungen wurde der RC DC-Test 
von Bio-Rad (München) verwendet, um störende Effekte der Detergenzien auszuschließen. 
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Der Test wurde nach Herstellerangaben nach dem „microfuge tube assay“-Protokoll in 1,5 
ml-Reaktionsgefäßen durchgeführt und die Absorption bei 750 nm im Küvettenphotome-
ter (Schichtdicke 10 mm) vermessen. Die Proteinkonzentrationen wurden mit Hilfe einer 
BSA-Standardreihe berechnet, die in dem gleichen Puffer angesetzt wurde wie die jeweili-
gen Proben.

6.3.3. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

6.3.3.1. Probenvorbereitung

Lysate von SH-SY5Y-Zellen wurden mit einem Drittel ihres Volumens an 4x SDS-Proben-
puffer (250 mM Tris/ HCl, 8% (w/v) SDS, 40% (v/v) Glycerin, 0,2% (w/v) Bromphenol-
blau, pH 6,8) mit 8% β-Mercoptoethanol (MCE) und 8 M Harnstoff versetzt und 20 min 
bei 42°C denaturiert. Zellkulturüberstände wurden mit einem Drittel ihres Volumens 
an 4x SDS-Probenpuffer mit 8% MCE versetzt. Immunpräzipitiertes Aβ wurde durch 5 
min Kochen bei 95°C mit 15 μl 2x SDS-Probenpuffer mit 8% MCE eluiert. Alle sonsti-
gen Proteinlösungen wurden mit einem Drittel ihres Volumens an 4x SDS-Probenpuffer  
ohne MCE versetzt. 

6.3.3.2. Glycin-SDS-PAGE

Die Trennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht erfolgte mit Hilfe der diskon-
tinuierlichen Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach 
Laemmli (Laemmli 1970). Es wurden 15%ige SDS-PA-Gele verwendet. Die Elektrophorese 
wurde mit 35 mA pro Gel und 200 V in SDS-Glycin-Laufpuffer (25 mM Tris/ HCl, 192 mM 
Glycin, 1% (w/v) SDS, pH 8,3) durchgeführt.
Die Proteine wurden geblottet und immundetektiert (s. 6.4.) oder mittels Coomassie Brilli-
ant Blue-Färbung („GelCode Blue Safe Protein Stain“, Pierce, USA) nach Herstellerangaben 
im Gel sichtbar gemacht.

6.3.3.3. Tricin-SDS-PAGE

Zur elektrophoretischen Auftrennung von Aβ wurde die kontinuierliche Tricin-SDS-PAGE 
nach Schagger und von Jagow eingesetzt (Schagger und von Jagow 1987). Die PAGE 
wurde mit 10-20% Tris-Tricin-SDS-Fertiggelen von anamed (Darmstadt) in SDS-Tricin-
Laufpuffer (100 mM Tris/ HCl, 100 mM Tricin, 0,1% (w/v) SDS) bei 100 mA und 125 V 
durchgeführt. 
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6.3.4. Western Blot-Analyse

6.3.4.1. Proteintransfer auf Nitrocellulosemembranen

Durch Übertragen auf eine Nitrocellulosemembran wurden die mittels SDS-PAGE aufge-
trennten Proteine für weitere Untersuchungen zugänglich gemacht. Der Proteintransfer 
erfolgte im Nassblotverfahren in einer Tankblotapparatur bei  4°C für 3 h bei 380 mA oder 
über Nacht bei 180 mA (Blotpuffer: 25 mM Tris/ HCl, 0,2 M Glycin, 10% (v/v) Methanol 
oder Ethanol). Zur Überprüfung des gleichmäßigen Proteintransfers wurden die Mem-
branen in Ponceau S-Lösung (0,2% (w/v) Ponceau S, 1% (v/v) Essigsäure) gefärbt und 
überschüssige Färbelösung durch Waschen mit deionisiertem Wasser entfernt. Nach der 
Dokumentation wurden die Membranen durch Waschen mit PBS wieder entfärbt. Über 
Tris-Tricin-Gele aufgetrenntes Aβ wurde nach der Ponceau S-Färbung durch 5 min Kochen 
in PBS in der Mikrowelle denaturiert.

6.3.4.2. Immunologischer Nachweis von Proteinen

Nach dem Transfer auf Nitrocellulose können die Proteine mittels Immundetektion sicht-
bar gemacht werden. Die Membranen wurden als erstes für 1 h bei RT in 10% (w/v) Ma-
germilch in PBS blockiert, drei Mal mit PBS gewaschen und dann 1 - 2 h bei RT oder über 
Nacht bei 4°C mit dem Erstantikörper inkubiert. Die Antikörper sind unter 5.4. aufgeführt. 
Nun wurden die Membranen drei Mal 10 min mit PBS gewaschen, ca. 45 min mit dem 
Zweitantikörper-HRP-Konjugat (anti-Maus-HRP 1:10.000 in 5% (w/v) Magermilch/ PBS) in-
kubiert und erneut drei Mal 10 min mit PBS gewaschen. Die Membranen wurden 1 min mit 
frisch angesetzter ECL-Entwicklerlösung (1 ml ECL-Lösung A (0,25 mg/ml Luminol in 0,1 
M Tris/ HCl, pH 8,6), 100 µl ECL-Lösung B (1,1 mg/ml p-Hydroxycoumarinsäure in DMSO), 
0,3 µl H2O2 (30% v/v)) inkubiert, dann erfolgte die Chemolumineszenz-Belichtung und 
Entwicklung der Röntgenfilme in einer Filmkassette im Dunkelraum. 

6.3.5. Immunpräzipitation

Aβ wurde aus 24 h konditionierten Zellkulturüberständen oder aus Lysaten der SH-SY5Y-
Zellen durch Immunpräzipitation aufkonzentriert. Hierzu wurde der Überstand eines 
„wells“ einer 24-„well“-Platte (bei stabiler SPA4CT-Expression) oder der Überstand bzw. 
das Lysat (1:5 mit PBS verdünnt) einer 10 cm-Zellkulturschale (bei transienter SPA4CT-Ex-
pression) mit 30 μl Protein G-Sepharose, 5 µg des Antikörpers W0-2 und 1x Complete Pro-
teaseinhibitor über Nacht bei 4°C im Überkopfschüttler inkubiert. Die Sepharose wurde 
bei 2000 rpm für 3 min in der Tischzentrifuge sedimentiert und der Überstand verworfen.
Bei Proben, die mittels SDS-PAGE aufgetrennt werden sollten, wurde zweimal mit 1 ml PBS 
gewaschen und zwischendurch wie beschrieben abzentrifugiert. Die Sepharose wurde mit 
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einer Kanüle ganz vom Puffer befreit und die gebundenen Proteine durch Kochen mit Pro-
benpuffer eluiert (s. 6.3.3.1.). Bei Proben, die mittels MALDI-MS analysiert werden sollten, 
wurde nach den Waschschritten mit PBS noch zweimal mit 1 ml 100 mM Ammoniumace-
tat gewaschen und abzentrifugiert wie beschrieben. Die Elution erfolgte zwei Mal mit je 
500 µl 50%iger Essigsäure für 10 min bei 40°C. Die beiden Eluate wurden vereinigt und in 
der Vakuumzentrifuge zur Trockne eingedampft.

6.3.6. ELISA

Der ELISA („enzyme-linked immunosorbent assay“) wurde von The Genetics Company 
(TGC, Schweiz) bezogen und nach Angaben des Herstellers mit 24 h konditionierten Zell-
kulturüberständen (300 µl OptiMEM für Aβ38, 2 ml SH-SY5Y-Widtypmedium für gesamt-
Aβ, Aβ40 und Aβ42) oder Zelllysaten in Dreifachbestimmung durchgeführt. Aβ40 wurde 
mit dem Erstantikörper G2-10 (5 µg/ml, von TGC), Aβ42 mit G2-13 (8 µg/ml, von TGC), 
Aβ38 mit BA1-13 (4 µg/ml, von Covance, USA) und gesamt-Aβ mit 4G8 (1 µg/ml, von Co-
vance) auf den Platten fixiert. Es wurden jeweils 50 µl der Überstände oder 10 µl Lysat und 
40 µl steriles PBS für den ELISA eingesetzt. Für gesamt-Aβ und extrazelluläres Aβ40 wurde 
Mono-Streptavidin-HRP (Thermo Fisher Scientific, USA) zur Vervielfältigung des Signals ge-
nutzt, für alle anderen ELISAs Poly-Streptavidin-HRP (Thermo Fisher Scientific, USA).

6.3.7. Kreuzvernetzung

Zur Kreuzvernetzung von C100 wurden die Eluate der Ni-NTA-Säule (s. 6.3.1.2.) in 50 mM 
Natriumphosphat (pH 8,0) umgepuffert. 50 µM C100 wurden mit einem 5- bis 50-fachen 
molaren Überschuss an DFDNB (1,5-Difluoro-2,4-Dinitrobenzen, Thermo Fisher, USA) ge-
löst in Aceton oder nur mit Aceton für 30 min bei RT inkubiert. Nach 1 bis 3 Tagen Lage-
rung bei 4°C wurden die Proben mittels SDS-PAGE und Coomassie Brilliant Blue-Färbung 
(s. 6.3.3.2.), CD (s. 6.4.1.) und cw-ESR (s. 6.4.2.2.) analysiert.

6.3.8. Tryptischer Verdau im SDS-PA-Gel

Vor der massenspektroskopischen Analyse (s. 6.4.4.) von C100-Proben mussten diese zu-
nächst mit Trypsin in kleinere Peptidfragmente aufgespalten werden. Hierzu wurden die 
entsprechenden Banden aus Coomassie Brilliant Blue-gefärbten SDS-PA-Gelen (s. 6.3.3.2.) 
mit einem Skalpell ausgeschnitten und in ca. 1 mm kleine Stücke geschnitten. Diese wur-
den in einem 1,5 ml-Reaktionsgefäß mit 20 µl Acetonitril/ 100 mM NH4HCO3 (1:1) 15 min 
bei RT inkubiert. Der Überstand (ÜS) wurde verworfen und durch 20 µl Acetonitril ersetzt 
und die Inkubation fortgesetzt, bis die Gelstücke milchig weiß waren (ca. 5 min). Der ÜS 
wurde verworfen und die Gelstücke in der SpeedVac für 10 min lyophilisiert. Zur Reduktion 
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von Disulfidbrücken wurde als Nächstes mit 100 mM Dithiothreitol in 100 mM NH4HCO3 

bei 56°C für 30 min inkubiert. Die Proben wurden kurz abzentrifugiert, das Volumen des 
ÜS (V(ÜS)) bestimmt (Kapazität der Gelstückchen = 20 µl – V(ÜS)) und dieser verworfen. 
Die Gelstücke wurden erneut mit 20 µl Acetonitril geschrumpft, bis sie weiß waren (5 - 10 
min) und dann zur Carbamidomethylierung der Cysteinreste mit 55 mM Iodacetamid in 
100 mM NH4HCO3 für 20 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Die Proben wurden kurz ab-
zentrifugiert, der ÜS verworfen, die Gelstücke mit 100 mM NH4HCO3 15 min bei RT gewa-
schen, erneut abzentrifugiert, der ÜS verworfen und die Gelstücke wiederum mit Aceto-
nitril geschrumpft. Nach erneutem Lyophilisieren (10 min) wurden die Proben mit Trypsin 
(12,5 ng/µl in 25 mM NH4HCO3) versetzt und 30 min auf Eis inkubiert. Dabei wurde ein 
Trypsinvolumen von 3 µl plus der Kapazität der Gelstückchen eingesetzt. Die Proben wur-
den über Nacht bei 37°C verdaut, am nächsten Morgen kurz abzentrifugiert und noch ein-
mal 30 min bei 37°C inkubiert. Der ÜS wurde zur MALDI-MS-Analyse eingesetzt. 

6.4. Spektroskopische Methoden

6.4.1. Zirkularer Dichroismus

Für die CD-Messungen („circular dichroism“) der C100-Proben wurden die Eluate der 
Ni-NTA-Säule (s. 6.3.1.2.) in 10 mM Tris/ H3PO4 und 50 mM Natriumphosphat (pH 8,0) 
umgepuffert. 50 µM Proben wurden mit einem J-810 Spektropolarimeter (Jasco, USA) 
bei 20°C, einer Schichtdicke von 0,2 mm, 100 nm/min Scangeschwindigkeit und 1 s 
„response time“ je dreifach vermessen. Von allen Spektren wurde eine entsprechende 
Pufferkontrolle abgezogen.

6.4.2. Elektronenspinresonanz

6.4.2.1. Spin-Markierung von Proteinen

Die Spin-Markierung von C100 erfolgte während der Aufreinigung über die Ni-NTA-Säule 
(s. 6.3.1.2.). Zur Berechnung der einzusetzenden MTSL-Menge („methanethiosulfonate 
spin label“, Toronto Research Chemicals, Kanada) wurde zunächst eine Testaufreinigung 
ohne Spin-Markierung durchgeführt und die C100-Konzentration des Eluats mittels RC 
DC-Test bestimmt (s. 6.3.2.2.). Es wurde mit einem 10- bis 80-fachen molaren Überschuss 
an MTSL (gelöst in 50% DMSO) für 2 h bei RT und 800 rpm in 4 Säulenvolumen Wasch-
puffer mit 0,02-0,2 mM TCEP inkubiert. Nach der Entfernung von TCEP und ungebun-
denen MTSL-Molekülen, Elution und Aufkonzentration der Proben (s. 6.3.1.2.) wurde die 
Markierungseffizienz mittels SDS-PAGE und Coomassie Brilliant Blue-Färbung (s. 6.3.3.2.) 
überprüft. 
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6.4.2.2. „continuous wave“-ESR-Messung

cw-ESR-Messungen („continuous wave“-Elektronenspinresonanz) wurden von Ringo 
Wenzel in der Arbeitsgruppe von Prof. Robert Bittl (Institut für Experimentalphysik, 
Freie Universität Berlin) durchgeführt. Es wurde ein selbst gebautes cw-Spektrometer 
verwendet, bestehend aus einer ER 046 XK-T Mikrowellenbrücke (Bruker, Rheinstetten) 
und einer Bruker ER 048 X Kontrolleinheit. Der Magnet stammte aus einem AEG 20 
XT Spektrometersystem und wurde über ein Bruker ER 081S-Netzteil mit B-H15 Feld-
kon-trolle mit Strom versorgt. Die Signale wurden mit einem SR 810 DSP Trägerfre-
quenzverstärker (Stanford Research, USA) bei 100 kHz Modulationsfrequenz, 2,7 G 
Modulationsamplitude und einer „lock-in“-Zeitkonstante von 100 ms detektiert. Alle 
Messungen wurden mit einem Bruker SHQ-Resonator bei Raumtemperatur und einer 
Mikrowellenstärke von 2 mW (Frequenz 9,38 GHz) durchgeführt. Die C100-Konzentra-
tion der gemessenen Proben lag bei 50 – 300 µM.

6.4.3. Oberflächenplasmonresonanz

Die Oberflächenplasmonresonanz (SPR, „surface plasmon resonance“)-Messungen 
wurden mit einem BIAcore 3000-Gerät (GE Healthcare, USA) durchgeführt. Ein NTA-
Sensorchip (GE Healthcare) wurde mit 20 µl einer 500 µM NiCl2-Lösung in Biacore-
Laufpuffer (0,01 M HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure), 
0,15 M NaCl, 1 µM EDTA, 0,005% Tween 20, pH 7,4) beladen. Als Dispenser-Puffer 
wurde Laufpuffer mit 3 mM EDTA verwendet. Die Eluate der Ni-NTA-Säule (s. 6.3.1.2.) 
wurden in Laufpuffer umgepuffert und die Proben auf 0,125 µg/µl für C100-wt, 0,2 
µg/µl für C100-G33I und 0,025 µg/µl für C100-L17C verdünnt. Die Signalstärke bei 
Injektion von je 10 µl dieser Lösungen bei einer Flussrate von 30 µl/min war vergleich-
bar. Als Negativkontrolle wurde C100-wt über eine nicht mit Nickel beladene Flusszelle 
gegeben, wobei keine Signaländerung gemessen wurde. 5, 10, 25 und 50 mM Stamm-
lösungen von Sulindacsulfid, Sulindacsulfon, Sulindac und Indomethacin (Sigma-Ald-
rich, Deisenhofen) in DMSO wurden 1:1000 in Laufpuffer verdünnt und es wurden je 
30 µl bei einer Flussrate von 30 µl/min injiziert. Nach einer Dissoziationsphase von 200 
s erfolgte direkt die nächste Injektion, da aufgrund der schnellen Dissoziation der GSM 
keine Regeneration notwendig war. 
Zur Regeneration des NTA-Chips wurde zwei Mal 1 min mit 30 µl Regenerationslösung 
(Laufpuffer mit 0,35 M EDTA) gewaschen. Auf dem Chip präzipitiertes C100 wurde ent-
fernt, indem nacheinander mit je 30 µl 100 mM NaOH, 8 M Harnstoff und 0,5% SDS 
und danach über Nacht mit Laufpuffer gewaschen wurde. Die Regeneration wurde 
durch Injektion von 30 µl des Antikörpers W0-2 (3,4 µg/ml in Laufpuffer, TGC, Schweiz) 
überprüft.
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6.4.4. MALDI-Massenspektroskopie

In der SpeedVac getrocknete Aβ-Proben wurden in 10 µl TA-Puffer (20% Acetonitril, 0,1% 
Trifluoressigsäure in H2O) aufgenommen und für 10 min im Ultraschallbad gelöst. Eine 
gesättigte Lösung der Matrix Sinapinsäure in TA-Puffer wurde ebenfalls im Ultraschallbad 
behandelt, dann abzentrifugiert und 1 µl des Überstandes mit 1 µl Probe vermischt. Die 
Überstände des tryptischen in-Gel-Verdaus von C100 (s. 6.3.8.) wurden 1:1 mit der Matrix 
CCA (4-Hydroxy-a-cyano-Zimtsäure) in TA-Puffer vermischt. 1 µl der jeweiligen Mischung 
wurde auf einen Probenteller aus Stahl aufgetragen, bei RT getrocknet („dried droplet“-
Methode) und in einem Ultraflex II-Massenspektrometer (Bruker Daltonics, Bremen) im 
Reflektor-Modus mit dem Programm RP_PepMix gemessen. Die Messungen wurden selbst 
oder durch Dr. Christoph Weise durchgeführt.

6.5. Molekulares Modell

Das Modell der TMS von APP-wt bzw. G33A und der Interaktion mit Sulindacsulfid wur-
de von Dr. Peter W. Hildebrand und Jochen Ismer (Institut für Medizinische Physik und 
Biophysik, Charité Berlin) erstellt. Das APP-TMS-Modell basierend auf der Struktur von 
Glycophorin A wurde aus einer früheren Analyse übernommen (Munter et al., 2007). Die 
G33I-Mutante wurde mit Hilfe des PyMOL „Molecular Graphics“-Systems (http://www.
pymol.org) erzeugt und mit GROMACS (http://www.gromacs.org/) energetisch mini-
miert. Die Interaktion mit Sulindacsulfid wurde modelliert wie bei Richter et al. beschrie-
ben (Richter et al., 2010).
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8. Abkürzungsverzeichnis

Aβ			   Amyloid β-Peptid
α-CTF			   C83; membranständiges APP-Fragment nach α-Sekretase-Spaltung
AD			   Alzheimer-Krankheit („Alzheimer’s Disease”)
ADAM			   „a disintegrin and metalloprotease”
AICD			�   APP intrazelluläre C-terminale Domäne („APP intracellular carboxy-

terminal domain“)
Aph-1			   „anterior pharynx defective phenotype“ 1
APLP1/ APLP2		�  Amyloidvorläufer-ähnliches Protein 1/ 2 („amyloid precursor-like 

protein“ 1/ 2)
APP			   Amyloidvorläuferprotein („amyloid precursor protein“)
APP-CTF		�  carboxyterminales Fragment von APP nach α- oder β-Sekretase-

Spaltung
BACE			   „b-site APP-cleaving enzyme”
β-CTF			   C99; membranständiges APP-Fragment nach β-Sekretase-Spaltung
°C			   Grad Celsius
C100			�   humanes β-CTF mit einem N-terminalen Methioninrest zur rekombi-

nanten Expression
CD			   zirkularer Dichroismus („circular dichroism“)
CTF			   carboxyterminales Fragment
cw-ESR			  „continuous wave“-Elektronenspinresonanz
DFDNB			  1,5-Difluoro-2,4-dinitrobenzen
DMSO			  Dimethylsulfoxid
DOC			   Desoxycholat
DNA			   Desoxyribonukleinsäure („deoxyribonucleic acid“)
E. coli			   Escherichia coli
EDTA			   Ethylendiamintetraacetat
ELISA			   „enzyme-linked immunosorbent assay“
eo-FAD			�  familiäre Alzheimer-Krankheit mit frühem Erkrankungsalter („early 

onset familial Alzheimer’s Disease“)
ESR 			   Elektronenspinresonanz
FAD			   familiäre Alzheimer-Erkrankung („familial Alzheimer’s Disease“)
FCS			   fetales Kälberserum („fetal calf serum“)
GSM			   g-Sekretase-Modulator(en)
h			   Stunde(n)
HA			   Hämagglutinin
HRP			   Meerrettich-Peroxidase („horseradish peroxidase”)
iGSM			   inverse(r) g-Sekretase-Modulator(en)
IP			   Immunpräzipitation
kDa			   Kilodalton
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lo-FAD			�  familiäre Alzheimer-Krankheit mit spätem Erkrankungsalter („late 
onset familial Alzheimer’s Disease“)

M			   molar (Mol/l)
mA			   Milliampere
MALDI-MS		  „matrix-assisted laser-desorption ionisation“-Massenspektrometrie
MCE			   β-Mercaptoethanol
min			   Minute(n)
MTSL			�   Methanthiosulfonat-Spin-Marker („methanethiosulfonate spin 

label“)
Nct			   Nicastrin
nm			   Nanometer
NMR			   Kernspinresonanz („nuclear magnetic resonance“)
NTA			   Nitrilotriessigsäure („nitrilotriacetic acid“)
NTF			   aminoterminales Fragment
NP-40			   „Nonidet P 40 substitute“
NSAID			�   nicht-steroidales antiinflammatorisches Medikament („non-steroidal 

anti-inflammatory drug“)
PBS			   phosphatgepufferte Salzlösung („phosphate-buffered saline”) 
PCR			   Polymerase-Kettenreaktion („polymerase chain reaction”) 
Pen-2			   “presenilin enhancer“ 2
PS (PS1/ PS2)		  Presenilin (Presenilin 1/ 2)
rpm			   Umdrehungen pro Minute („revolutions per minute“)
RT			   Raumtemperatur
s			   Sekunde(n) 
sAPPα/sAPPβ		�  lösliche APP-Ektodomäne („soluble APP“) nach α- bzw. β-Sekretase-

Schnitt
SDS			   Natriumdodecylsulfat („sodium dodecyl sulfate”) 
SDS-PAGE		  SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
SDS-PA-Gel		  SDS-Polyacrylamid-Gel
SPA4CT		�  Protein bestehend aus dem APP-Signalpeptid (SP) und β-CTF 

(A4CT)
SPR			   Oberflächenplasmonresonanz („surface plasmon resonance“)
SV			   Säulenvolumen
TCEP			   Tris-(2-carboxyethyl)-Phosphin
TMS			   Transmembransequenz(en)
Tris			   Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
ÜS			   Überstand
V			   Volt
v/v			   Volumenprozent („volume/ volume”)
wt			   Wildtyp
w/v			   Gewichtsprozent („weight/ volume“)   
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Aminosäuren:
A		  Ala		  Alanin
C		  Cys		  Cystein
D		  Asp		  Asparaginsäure
E		  Glu		  Glutaminsäure
F		  Phe		  Phenylalanin
G		  Gly		  Glycin
H		  His		  Histidin
I		  Ile		  Isoleucin
K		  Lys		  Lysin
L		  Leu		  Leucin
M		  Met		  Methionin
N		  Asn		  Asparagin
P		  Pro		  Prolin 
Q		  Gln		  Glutamin
R		  Arg		  Arginin
S		  Ser		  Serin
T		  Thr		  Threonin
V		  Val		  Valin
W		  Trp		  Tryptophan
Y		  Tyr		  Tyrosin
x		  alle Aminosäuren außer Prolin
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9. Anhang

9.1. ELISA-Originalmesswerte

Abb. 9.1: Einfluss der GxxxG-Mutante G33A und der „early onset“-FAD-PS1-Mutanten der TMS7 auf die Aβ-
Produktion im Vergleich mit SPA4CT-wt und PS1-wt (Originaldaten zu Abb. 2.14). ELISA-Analyse von Aβ40, 
Aβ42 und Aβ38 aus Zellkultur-Überständen von SH-SY5Y-Zellen mit stabiler Überexpression von PS1 und SPA4CT-wt 
(schwarze Balken) versus SPA4CT-G33A (graue Balken). Die bei SPA4CT-wt und PS1-wt detektierte Menge der jeweiligen Aβ-
Spezies wurde auf 100% gesetzt. Gezeigt sind Mittelwerte ± Standardabweichungen, Sterne zeigen einen signifikanten Un-
terschied zum jeweiligen Referenzwert von 100% an mit * p < 0,01, ** p < 0,0001 (t-Test nach Student). (A) Aβ40-Sekretion 
detektiert mit dem Antikörper G2-10, n = 3-10. (B) Aβ42-Sekretion detektiert mit dem Antikörper G2-13, n = 3-8. (C) Aβ38-
Sekretion detektiert mit dem Antikörper BA1-13, n = 4-9.

Abb. 9.2: Einfluss der GxxxG-Mutante G33A und der „late onset“-FAD-PS1-Mutanten der TMS8 auf die Aβ-
Produktion im Vergleich mit SPA4CT-wt und PS1-wt (Originaldaten zu Abb. 2.16). ELISA-Analyse von Aβ40, 
Aβ42 und Aβ38 aus Zellkultur-Überständen von SH-SY5Y-Zellen mit stabiler Überexpression von PS1 und transienter Über-
expression von SPA4CT-wt (schwarze Balken) versus SPA4CT-G33A (graue Balken). Die bei SPA4CT-wt und PS1-wt detek-
tierte Menge der jeweiligen Aβ-Spezies wurde auf 100% gesetzt. Gezeigt sind Mittelwerte ± Standardabweichungen, Sterne 
zeigen einen signifikanten Unterschied zum jeweiligen Referenzwert von 100% an mit * p < 0,01, ** p < 0,0001 (t-Test nach 
Student). (A) Aβ40-Sekretion detektiert mit dem Antikörper G2-10, n = 3-5. (B) Aβ42-Sekretion detektiert mit dem Antikörper 
G2-13, n = 3-5. (C) Aβ38-Sekretion detektiert mit dem Antikörper BA1-13, n = 3-5 (C).
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Abb. 9.3: Einfluss der GxxxG-Mutanten G33A, G29/33A und G33I und der „early onset“-FAD-PS1-Mutan-
ten der TMS2 auf die Aβ-Produktion im Vergleich mit SPA4CT-wt und PS1-wt (Originaldaten zu Abb. 2.17). 
ELISA-Analyse von Aβ40, Aβ42 und Aβ38 aus Zellkultur-Überständen von SH-SY5Y-Zellen mit stabiler Überexpression von 
PS1 und transienter Überexpression von SPA4CT-wt (schwarze Balken) oder GxxxG-Mutanten (hellere Balken). Die bei 
SPA4CT-wt und PS1-wt detektierte Menge der jeweiligen Aβ-Spezies wurde auf 100% gesetzt. Gezeigt sind Mittelwerte         
± Standardabweichungen, Sterne zeigen einen signifikanten Unterschied zum jeweiligen Referenzwert von 100% an mit        
* p < 0,01, ** p < 0,0001 (t-Test nach Student). (A) Aβ40-Sekretion detektiert mit dem Antikörper G2-10, n = 3-6. (B) Aβ42-
Sekretion detektiert mit dem Antikörper G2-13, n = 3-6. (C) Aβ38-Sekretion detektiert mit dem Antikörper BA1-13, n = 3-7.
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