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EINLEITUNG

1. Einleitung

1.1 Die Alzheimer-Krankheit

Die Alzheimer-Krankheit ist eine altersbedingte neurodegenerative Erkrankung und stellt die
haufigste Ursache der Demenz dar (Selkoe, 2001). Gegenwartig sind (iber 35 Millionen Menschen
weltweit von einer Demenz betroffen (http://www.alz.co.uk/, World Alzheimer Report 2010). In
Deutschland allein leben derzeit etwa 1,2 Millionen Demenzkranke, die Giberwiegende Mehrheit
von ihnen leidet an der Alzheimer-Krankheit. Sofern kein Durchbruch in der Pravention und The-
rapie gelingt, wird die Zahl der Demenzkranken in den nachsten Jahren dramatisch zunehmen.
Experten schitzen die weltweite Zahl auf Giber 65 Millionen Betroffene im Jahr 2030 und 115
Millionen im Jahr 2050 (http://www.alz.co.uk/, World Alzheimer Report 2010).

Der Psychiater und Neuropathologe Alois Alzheimer beschrieb im Jahre 1906 erstmals die spater
nach ihm benannte Erkrankung (Alzheimer, 1907). Neben Gedachtnis- und Orientierungsstorun-
gen kennzeichnen Stérungen des Denk- und Urteilsvermdgens das Krankheitsbild. Haufig sind
zudem die Sprache und weitere hohere Hirnleistungen beeintrachtigt, woraus zunehmend eine
Wesensveranderung sowie allgemeine Auffalligkeiten im Verhalten in den Vordergrund treten.
Im fortgeschrittenen Stadium besteht ein hochgradiger geistiger Abbau, die Patienten sind bett-
lagerig, inkontinent und auf permanente Betreuung angewiesen (Galimberti und Scarpini, 2011;
Holtzman et al., 2011). Die Alzheimer-Krankheit ist damit nicht nur ein schwerwiegendes per-
sonliches Schicksal, sondern hat auch in sozialer und sozio6konomischer Hinsicht weitreichende
Folgen.

Auf neuropathologischer Ebene fiihrt die Alzheimer-Krankheit zu einem massiven Untergang
von Synapsen und Nervenzellen insbesondere in Strukturen des limbischen Systems und im
zerebralen Kortex. Damit verbunden weist das Gehirn eine diffuse Atrophie auf, die mit einer Ver-
schmalerung der Hirnwindungen und einer Erweiterung der Furchen und Hirnkammern einher-
geht (Holtzman et al., 2011). Als histologisch aufféllige Veranderungen lassen sich nicht |9sliche
Neurofibrillenbiindel (»neurofibrillar tangles«, NFT) aus hyperphosphoryliertem Tau-Protein und
extrazelluldre Ablagerung amyloider Plaques in Hirngewebe und HirngefaRen nachweisen, wo-
bei die Plaques das charakteristische pathologische Merkmal der Demenz vom Alzheimer-Typ
sind. Die Hauptkomponente dieser Plaques stellt das sogenannte Amyloid-p-Peptid (AfB) dar,
das proteolytisch aus dem membranstandigen Amyloid-Vorlauferprotein (»amyloid precursor
protein«, APP) herausgeschnitten wird (Glenner und Wong, 1984; Masters und Beyreuther, 1989).
Den Grofteil der Plaques bildet dabei eine stark zur Aggregation neigende 42 Aminosauren lan-
ge Form des Peptids (AB42), wahrend ein kleinerer Teil aus dem AB-Peptid mit 40 Aminosauren
(AB40) besteht. Obwohl in zahlreichen Studien ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten der
Amyloid-Plaques und der Pathologie der Alzheimer-Krankheit gezeigt werden konnte (Hardy
und Selkoe, 2002), sind nach heutiger Sicht jedoch nicht die Plaques neurotoxisch. Vielmehr geht
die Toxizitat von 16slichen AB-Oligomeren aus, die direkt oder indirekt zu einem Funktionsverlust
und zum Absterben von Nervenzellen fihren (Walsh et al., 2002).

Bei der Alzheimer-Krankheit unterscheidet man zwischen der sporadischen Form und der fa-
milidren Form (»familial Alzheimer’s Disease«, FAD). In den meisten Fallen (95%) entsteht die
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Krankheit sporadisch. Die ersten charakteristischen Symptome treten hier meist erst nach dem
65. Lebensjahr auf (Galimberti und Scarpini, 2011). Die Entstehung der sporadischen Alzheimer-
Krankheit ist multifaktoriell bedingt. Umweltfaktoren und genetische Pradisposition kdnnen da-
bei den Ausbruch beschleunigen und den Krankheitsverlauf ma3geblich beeinflussen. Der gro3te
Risikofaktor fiir die Entstehung der Alzheimer-Krankheit ist das Alter. So liegt die Haufigkeit zu
erkranken ab dem 65. Lebensjahr bei 5%, wahrend von den 85-Jihrigen und Alteren bereits jeder
Dritte betroffen ist (Galimberti und Scarpini, 2011). Der wichtigste genetische Risikofaktor ist das
Auftreten des €4-Allels des Apolipoprotein E (ApoE €4). ApoE nimmt eine regulierende Rolle im
Lipidstoffwechsel ein und ist beteiligt an der Aufnahme, am Transport und an der intrazelluldren
Freisetzung von Cholesterin. Neben dem €4-Allel existieren noch die Isoformen €2 und €3, wobei
die €3-Variante in der Gesamtpopulation am haufigsten vertreten ist. Heute weill man, dass das
€4-Allel bei sporadischen Alzheimer-Fallen Uberreprasentiert ist und das Erkrankungsrisiko mit
der Gendosis steigt (Corder et al., 1993; Saunders et al., 1993; Strittmatter et al., 1993). Weiterhin
zeigten Autopsie-Proben von Alzheimer-Patienten mit €4-Allel erhéhte cerebrale und vaskulare
AB-Ablagerungen (Rebeck et al., 1993; Schmechel et al., 1993). Fiir Trager des ApoE e2-Allels
konnte hingegen ein reduziertes Erkrankungsrisiko festgestellt werden (Corder et al., 1994).

Die familidare Form der Alzheimer-Krankheit, die weniger als 5% der Falle betrifft, ist autosomal-
dominant vererbt und manifestiert sich schon im friihen Lebensalter, in Einzelfdllen sogar schon
vor dem 30. Lebensjahr (Galimberti und Scarpini, 2011). Verschiedene Mutationen im APP-Gen
sowie in den Genen fir Presenilin 1 (PSEN1) und Presenilin 2 (PSEN2) werden als Ursache fir die
FAD diskutiert (Goate et al., 1991; Levy-Lahad et al., 1995a; Levy-Lahad et al., 1995b; Rogaev et al.,
1995; Sherrington et al., 1995). Mittlerweile wurden 32 verschiedene Mutationen im APP-Gen, 185
Mutationen in PSENT und 13 in PSEN2 beschrieben (http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations,
Stand 09/2011).

Die Pathologie der Alzheimer-Krankheit ist sehr komplex und eine kausale Therapie ist selbst
nach mehr als einem Jahrhundert nach der Entdeckung Alois Alzheimers noch nicht moglich.

1.2 Molekulare Grundlagen der Alzheimer-Krankheit

1.2.1 Charakterisierung und Funktion des APP

Das humane APP-Gen ist auf dem Chromosom 21 lokalisiert (Tanzi et al., 1987; Goldgaber et al.,
1987; Robakis et al., 1987). Von insgesamt 19 Exons kdnnen Exon 2, 7, 8 und 15 alternativ gespleif3t
werden (Tang et al., 2003). Daraus resultieren neun verschiedene APP-Isoformen, die entspre-
chend ihrer Anzahl an Aminosauren benannt werden. APP wird ubiquitar exprimiert (Selkoe et al.,
1988), wobei die APP-Isoformen von 751 (APP751) und 770 (APP770) Aminosauren Lange haupt-
sachlich in nicht-neuronalen Zellen und in peripheren Geweben exprimiert werden, wahrend
APP695 die Hauptisoform in neuronalem Gewebe darstellt (Wertkin et al., 1993).

APP ist ein 110-130 kDa grof3es Typ-I-Transmembranprotein (Selkoe et al., 1988; Weidemann et
al., 1989), das aus einer groBen N-terminalen extrazelluldren Domane (Ektodomane), einer Trans-
membransequenz (TMS) und einem verhaltnismaBig kurzen C-terminalen zytoplasmatischen
Bereich besteht (Kang et al., 1987).
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Abb. 1: Schematische Darstellung von humanem APP695 mit seinen funktionellen und strukturellen Domdnen.
N-terminal besitzt APP ein Signalpeptid. In der Ektodomdne finden sich eine Wachstumsfaktor-dhnliche Domdne (»growth factor-
like domain«, GFLD) und zwei Heparin-bindende Domdnen (HBD). Die erste HBD (iberlappt mit der »Loop«-Region. Des Weiteren
existieren Metallbindungsstellen fiir Kupfer (Cu) und Zink (Zn) sowie eine Kollagen-bindende Domdne (KBD). Die amyloidogene
AB-Sequenz ist rot markiert. Im C-Terminus befindet sich die Konsensussequenz zur Clathrin-vermittelten Internalisierung (NPXY).
M: Membran, N: N-Terminus, C: C-Terminus.

APP weist verschiedene funktionelle und strukturelle Domédnen auf (Abb. 1). Am N-Terminus be-
sitzt das APP ein Signalpeptid aus 17 Aminosauren, das fir die Translation ins Endoplasmatische
Retikulum notwendig ist (Kang et al., 1987). Daran schlie3t sich ein Abschnitt mit zahlreichen
Cysteinen an. Dieser enthalt neben der Wachstumsfaktor-ahnlichen Domane (»growth factor-
like domain«, Aminosauren 28-123) eine Heparin-bindende Domdne (Aminosauren 96-110) und
zwei Bindungsstellen flr Metallionen, eine fiir Kupfer (Aminosauren 137-151) und eine fiir Zink
(Aminosauren 181-188) (Beher et al., 1996; Bush et al., 1993; Multhaup et al., 1994; Rossjohn et
al., 1999; Small et al.,, 1994). Die Cystein-Reste C98 und C105 der Heparin-bindenden Domdne
bilden eine intramolekulare Disulfidbriicke aus und sind damit strukturgebend fiir die soge-
nannte »Loop«-Region (Aminosauren 91-111) (Kaden et al., 2008; Rossjohn et al., 1999). Weiter
C-terminal befinden sich eine zweite Heparin-bindende Domane im Bereich der Aminosauren
316-337 (im Folgenden bezogen auf APP695) sowie eine Kollagen-bindende Domane (Amino-
sauren 448-465) (Beher et al., 1996; Multhaup et al., 1995). Im C-Terminus enthalt APP ein NPXY-
Motiv (Aminosduren 682-687), das als Sortierungssignal die Clathrin-vermittelte Endozytose des
APP reguliert (Chen et al., 1990).

Im Gegensatz zu APP695 enthalten die beiden langen Isoformen, APP751 und APP770, in der Ekto-
domaéne eine 56 Aminosauren grof3e Protease-Inhibitor-Domane des Kunitz-Typs (KPI-Domane),
die durch Exon 7 kodiert wird (Kitaguchi et al., 1988; Tanzi et al., 1988). Die Spleil3variante APP770
enthalt zudem eine OX-2-Sequenz, die groRe Homologie zum Glykoprotein MRC OX-2 aufweist
(Clark et al., 1985).

In verschiedenen Arbeiten wurde gezeigt, dass APP liber mindestens drei Kontaktstellen dimeri-
siert. Die Dimerisierung wird einerseits durch die erste Heparin-bindende Domadne mit der
»Loop«-Region und andererseits durch die Kollagen-bindende Domane vermittelt (Beher et al.,
1996; Kaden et al.,, 2008; Kaden et al., 2009; Scheuermann et al., 2001). Eine dritte Dimerisierungs-
stelle existiert in der APP-TMS und wird durch drei konsekutive GxxxG-Motive gebildet (Munter
etal,, 2007).

APP gehort einer Gen-Familie mit 17 Mitgliedern an. Dazu geh6ren neben dem APP-Gen auch die
beiden Gene, die fiir die APP dhnlichen Proteine (»amyloid precursor-like protein«, APLP) APLP1
und APLP2 kodieren (Wasco et al., 1992; Wasco et al., 1993). Die Proteine der humanen APP-Familie
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gelangen Uiber den konstitutiv sekretorischen Weg und posttranslationale Modifikation an die
Zelloberflache (Dyrks et al., 1988; Weidemann et al., 1989; Buxbaum et al., 1990; Hung und Selkoe,
1994; Walter et al., 1997; Lyckman et al., 1998). Dort kann das gereifte APP internalisiert werden,
um im Folgenden entweder in den endosomal-lysosomalen Transport- und Abbauweg einge-
schleust zu werden oder Giber endosomales Recycling wieder an die Zelloberflache zu gelangen.

Die physiologische Funktion von APP ist nicht abschlieBend aufgeklart. Anhand der Primarstruk-
tur wurde bereits im Jahr 1987 postuliert, dass APP Funktionen als Zelloberflaichenrezeptor aus-
Uben konnte (Kang et al., 1987). Die Existenz extrazelluldrer Liganden konnte bisher jedoch nicht
bestatigt werden. Aktuell werden APP-Funktionen im Zusammenhang mit Synapsenbildung
und neuronaler Plastizitat diskutiert (Priller et al., 2006; Turner et al., 2003). Die Fahigkeiten von
APP zur Bindung an Proteine der extrazelluldaren Matrix, wie etwa Heparin und Kollagen, und zur
Ausbildung von Homo- und Heterodimeren mit Mitgliedern der APP-Familie geben Hinweis auf
die Funktion von APP bei der Zell-Zell- sowie der Zell-Matrix-Interaktion (Breen et al., 1991; Chen
und Yankner, 1991; Kaden et al., 2009; Soba et al., 2005). Darliber hinaus gibt es Anhaltspunkte,
dass APP Uber eine Interaktion mit Kinesin-1 am vesikuldren Transport beteiligt ist (Kamal et al.,
2001; Kamal et al., 2000). Mause, bei denen beide Allele fir APP eliminiert sind, sind lebensfahig
und zeigen keinen auffalligen Phanotyp (Zheng et al., 1995; Li et al., 1996; von Koch et al., 1997;
Heber et al., 2000), wahrend Mause, bei denen das APP sowie beide APLPs inaktiviert sind, eine
sehr friihe Letalitat zeigen (Herms et al., 2004). Damit scheinen die Mitglieder der APP-Familie
partiell redundant und fiir das postnatale Uberleben essentiell zu sein.

1.2.2 Proteolytische Prozessierung von APP und die Entstehung von AB-Peptiden

APP spielt in der Pathogenese der Alzheimer-Krankheit eine zentrale Rolle, da im sogenannten
amyloiden Weg der APP-Prozessierung das APB-Peptid freigesetzt wird (Abb. 2). Zuerst schneidet
die membrangebundene 3-Sekretase (»B-site APP-cleaving enzyme«, BACE) in der APP-Ektodo-
mane und entlasst dabei das |6sliche Fragment sAPP{ (»soluble« APP-f3), wahrend das 99-Amino-
sauren groBBe C-terminale Fragment (»3-C-terminal fragmentg, B-CTF oder C99) in der Membran
verbleibt (Vassar et al., 1999). Dieser Vorgang wird auch als »ectodomain shedding« bezeichnet.
Das 3-CTF dient anschlieBend als Substrat der y-Sekretase, die nun innerhalb der TMS schneidet,
wodurch eine intrazelluldare Doméane (»APP intracellular C-terminal domain«, AICD) und ApB-
Peptide mit unterschiedlicher Lange freigesetzt werden. Vornehmlich werden hierbei AB-Peptide
mit 40 und 42 Aminosauren Lange (AB40 und AB42) gebildet.

Im nicht-amyloidogenen Weg wird APP hingegen zuerst durch die a-Sekretase geschnitten,
was zur Freisetzung des l6slichen sAPPa (»soluble« APP-a) sowie dem membranstandigen
a-CTF mit 83 Aminosauren (»a-C-terminal fragment«, a-CTF oder C83) fiihrt (Esch et al., 1990).
Die a-Sekretase spaltet dabei innerhalb der AB-Sequenz zwischen den Aminosdure-Resten K16
und L17 und verhindert so die Bildung von AB-Peptiden. Das a-CTF wird ebenfalls durch die
y-Sekretase gespalten. Da der Schnitt der a-Sekretase innerhalb der AB-Sequenz erfolgt, wird
ein kiirzeres, etwa 3 kDa groB3es Peptid (p3) generiert (Haass et al., 1993). Die a- und [3-Sekretase
konkurrieren um das Substrat APP. Unter physiologischen Bedingungen werden etwa 90% des
gesamten APP durch die a-Sekretase prozessiert, was vermutlich iber die intrazellulare Lokali-
sation von APP und der Sekretasen gesteuert wird.
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Abb. 2: Schematische Darstellung der APP-Prozessierung. Die amyloidogene Prozessierung beginnt mit der 3-Sekretase,
welche in der APP-Ektodomdne spaltet und dabei das Iésliche Fragment (sAPPB) und das membranstindige C-terminale
Fragment (B-CTF) entstehen ldsst. Das 3-CTF wird dann von der y-Sekretase geschnitten, woraufhin A (rot) sowie AICD aus der
Membran entlassen werden. Die nicht-amyloidogene Prozessierung beginnt mit dem Schnitt der a-Sekretase. Hierbei entstehen
I6sliches sSAPPa und das a-CTF. Das a-CTF verbleibt in der Membran und ist nun ebenfalls Substrat der y-Sekretase. Durch den Schnitt
der y-Sekretase entstehen das Peptid p3 (blau) sowie AICD. sAPP: »soluble« APP, AICD: »APP intracellular C-terminal domain«.

Die a-Sekretase-Aktivitat geht von mehreren Typ-I-Transmembranproteinen der sogenannten
Disintegrin- und Metalloproteinase- (»a disintegrin and metalloprotease«, ADAM) Familie aus, die
an der Zelloberflache aktiv sind (Abdul-Hay et al., 2009; Asai et al., 2003). Neben ADAM17 (»tumor
necrosis factor-a-converting enzyme«, TACE) besitzen auch die Familienmitglieder ADAM10
und ADAM9 a-Sekretase-Aktivitat (Buxbaum et al., 1998; Koike et al., 1999; Lammich et al., 1999),
wobei diese in neuronalen Zellen grof3tenteils auf ADAM10 zurlickzufiihren ist (Kuhn et al., 2010).
Die Spaltung durch die a-Sekretase wird vermutlich unabhangig von einer Konsensussequenz
katalysiert und erfolgt in einer Distanz von 12 bis 13 Aminosduren zur Membran. Wichtige Voraus-
setzung fur die Erkennung der Schnittstelle scheint eine a-helikale Konformation des Substrates
im Bereich der Spaltstelle zu sein (Sisodia, 1992). Die Substratspezifitat der a-Sekretasen ist rela-
tiv gering. So sind verschiedene Zytokine, Wachstumsfaktoren, Rezeptoren und Zelladhdsions-
molekdle Substrate der ADAMs (Seals und Courtneidge, 2003).

Die [-Sekretase-Aktivitat wird bei der APP-Prozessierung hauptsachlich durch BACE1 vermittelt,
ein Typ-I-Transmembranprotein, dessen aktives Zentrum sich in der Ektodomane befindet und
aus zwei Aspartat-Resten besteht (Lin et al., 2000; Vassar et al., 1999; Yan et al., 1999; Hussain
et al., 1999). BACE1 wird besonders stark im Gehirn exprimiert, wahrend das homologe BACE2
vor allem im peripheren Gewebe zu finden ist (Bennett et al., 2000; Lin et al., 2000; Vassar et
al., 1999). Verschiedene Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass BACE1 als Dimer vorliegt und in
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der Plasmamembran mit so genannten »lipid rafts« assoziiert ist (Cordy et al., 2003; Ehehalt et
al., 2003; Marlow et al., 2003; Schmechel et al., 2003; Tun et al., 2002; Westmeyer et al., 2004).
BACET1 besitzt eine optimale Aktivitdt bei pH 4,5 und ist demnach in sauren Zellkompartimenten,
wie dem Golgi-Apparat, dem trans-Golgi Netzwerk und den Endosomen, lokalisiert (Vassar et
al., 1999). Von BACE1 sind gegenwartig drei alternative Spaltstellen im APP bekannt. Zum einen
die klassische B-Schnittstelle an Position D1 in der AB-Sequenz, zum anderen an Position E11, die
eine kirzere AB-Form entstehen ldsst. Des Weiteren wurde ein BACE1-Schnitt zwischen L34 und
M35 identifiziert, der allerdings erst nach dem y-Sektretase-Schnitt im AB-Peptid erfolgt (Fluhrer
et al,, 2003). Neben APP konnte eine Reihe weiterer Substrate identifiziert werden, darunter die
APP-Homologen APLP1 und APLP2, die Sialyltransferase ST6Gal-I, der P-Selektin-Glykoprotein-
Ligand-1 und die B-Untereinheit spannungsgesteuerter Natriumkanale (Kitazume et al., 2007;
Li und Sudhof, 2004; Lichtenthaler et al., 2003; Wong et al., 2005). BACE1 ist auBerdem fir die
Prozessierung des neuronalen Signalmolekiils Neuregulin-1 verantwortlich und demzufolge fir
die regulierte Myelinisierung im peripheren Nervensystems essentiell (Hu et al., 2006; Willem et
al., 2006).

Die Prozessierungsprodukte von APP spielen ebenfalls eine physiologische Rolle. So kann AICD
vermutlich im Komplex mit dem Adapterprotein Fe65 und der Histon-Acetyltransferase Tip60
in den Zellkern translozieren und dort transkriptionell aktiv werden (Cao und Sudhof, 2001; Cao
und Sudhof, 2004). Dem bei der nicht-amyloidogenen Prozessierung gebildeten sAPPa werden
neurotrophe und neuroprotektive Eigenschaften zugesprochen, da es positiv auf das Neuriten-
und Axonenwachstum wirkt (Mattson et al., 1993; Perez et al., 1997; Ring et al., 2007). Uberdies
sollen die l6slichen APP-Fragmente, und insbesondere das sAPP(, die neurale Differenzierung
humaner embryonaler Stammzellen auslésen (Freude et al., 2011).

Bemerkenswerterweise liegt eine Vielzahl der bisher bekannten FAD-Mutationen im APP-Gen in
der Nahe der Schnittstellen der a-, - oder y-Sekretase. Die meisten Mutationen haben entweder
eine Erhéhung der Gesamtmenge an AB-Peptiden zur Folge oder erhdhen spezifisch die Gene-
rierung von A42 (Citron et al., 1992; Selkoe, 1996). Die Doppelmutation K595N/M596L (bezogen
auf APP695), die in einer schwedischen Familie mit FAD nachgewiesen wurde (APPsw), erhoht
beispielsweise die Affinitat der B-Sekretase zu ihrem Substrat, wodurch vermehrt AR gebildet
wird (Citron et al., 1992; Mullan et al., 1992).

1.2.3 AB-Peptide als Ursache der Alzheimer-Krankheit

Die aus der amyloidogenen APP-Prozessierung hervorgegangenen AB-Peptide kdnnen nach
Verlassen der hydrophoben Membran in den extrazelluldaren Raum abgegeben werden (Haass
et al., 1992). Im wassrigen Milieu lagern sich die Peptide dann von einer a-helikalen Struktur in
eine B-Faltblatt-Struktur um (Simmons et al., 1994; Xu et al., 2005). Ebenfalls ist bekannt, dass
AB-Peptide auch intrazelluldr zu finden sind (Walsh et al., 2000; Wertkin et al., 1993). Hierbei ist
jedoch noch nicht abschlieBend geklart, ob intrazelluldres AP dort gebildet wird oder aus dem
extrazelluldaren Raum in die Zelle gelangt.

Obwohl AB42 nur ungefdhr 10% der gebildeten AB-Menge ausmacht, stellt es die Hauptkompo-
nente der Alzheimer-typischen Plaques dar (Roher et al., 1993b; Roher et al., 1993a). Durch die
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beiden zusatzlichen C-terminalen Aminosauren Isoleucin und Alanin besitzt das Ap42 eine stark
erhohte Hydrophobizitdt und zeigt infolgedessen im Vergleich zu AB40 eine deutlich hohere
Bereitschaft zur Aggregation (Jarrett et al., 1993). Es bildet zundchst Isliche Oligomere, die
gemaB ihrer GroBe in niedere (2-8-mere) und hohere (10-20-mere) Oligomere unterteilt werden
(Hilbich et al., 1991; Walsh et al., 1997). Diese lagern sich im weiteren Verlauf tGber Protofibrillen
zu reifen Fibrillen und schlieBlich zu amyloiden Plaques zusammen, welche sich extrazellular ab-
lagern (Abb. 3). Derzeit wird davon ausgegangen, dass weder monomere Formen des AB-Peptids
noch unlosliche fibrilldre Aggregate die Neurotoxizitat bedingen. Vielmehr werden |6sliche AB-
Oligomere fiir die synaptische Dysfunktion und das Absterben von Nervenzellen verantwortlich
gemacht, wahrend die Plaques eine Art Speicher solcher Intermediate darstellen kénnten und
erst im Falle eines Herauslésens reaktiver AB-Oligomere zur Toxizitat beitragen wiirden (Cleary
et al., 2005; Klein et al., 2001; Lambert et al., 1998; Walsh et al., 2002). Obwohl bereits in ver-
schiedenen Studien gezeigt werden konnte, dass insbesondere die niederen Oligomere, wie Di-,
Tri- und Tetramere, eine synaptotoxische Wirkung haben, ist der Mechanismus, der zum Verlust
von Synapsen und Nervenzellen fiihrt, bis heute noch nicht eindeutig geklart (Jin et al., 2011;
Klyubin et al., 2008; Shankar et al., 2007; Shankar et al., 2008).

Da eine Gbermafige Produktion an AR, insbesondere an AB42, den Aggregationsprozess und die
damit verbundene Entstehung toxischer Oligomere initiiert, wird derzeit die selektive Reduktion
von AB42 als vielversprechender Ansatz zur Entwicklung einer wirksamen kausalen Alzheimer-
Therapie diskutiert.

AB-Monomer Oligomere Protofibrille Fibrille
|—1  J——

Abb. 3:Schematische Darstellung des Aggregationsprozessesvon AB-Peptiden. Monomeres A3 lagert sich rasch zu niederen
und héheren Oligomeren zusammen, um daraus Gber Protofibrillen und Fibrillen weiter zu amyloiden Plaques zu aggregieren.
Diese sind als charakteristische Ablagerungen im Gehirn von Alzheimer-Patienten zu finden.

1.2.4 Der y-Sekretase-Komplex

1.2.4.1 Charakterisierung und Aufbau des y-Sekretase-Komplexes

Die y-Sekretase ist eine Aspartatprotease, die Transmembranproteine vom Typ | abbaut. Nach-
dem die APP-Ektodomane durch die -Sekretase abgespalten wurde, erkennt die y-Sekretase ihr
Substrat B-CTF und katalysiert dessen sequentielle proteolytische Spaltung (Struhl und Adachi,
2000; Takami et al., 2009). AuBergewdhnlich hierbei ist, dass die Peptidbindung des membran-
standigen Substrats innerhalb der TMS hydrolysiert wird (»regulated intramembrane proteo-
lysis«, RIP).

Bei der y-Sekretase handelt es sich um einen Proteinkomplex bestehend aus den vier Komponenten
Presenilin, Nicastrin, Aph-1 (»anterior pharynx-defective 1«) und Pen-2 (»presenilin enhancer
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protein«) (Abb. 4). Das Presenilin bildet die katalytische Untereinheit (Wolfe et al., 1999), wahrend
die anderen drei Proteine notwendige und hinreichende Kofaktoren fiir die Assemblierung und
die enzymatische Aktivitat der y-Sekretase darstellen (Takahashi et al., 2003; Edbauer et al., 2003;
Kimberly et al., 2003; Fraering et al., 2004). Im y-Sekretase-Komplex treten die Komponenten
wahrscheinlich in einer 1:1:1:1-Stochiometrie auf (Sato et al., 2007), wobei entweder Presenilin 1
(PS1) oder das homologe Presenilin 2 (PS2) eingebaut wird. Die Assemblierung des Komplexes
beginnt im Endoplasmatischen Retikulum mit der Zusammenlagerung von Nicastrin und Aph-1.
An diesen Subkomplex lagert sich dann Presenilin an, welches nach Anlagerung von Pen-2 endo-
proteolytisch gespalten wird (Baulac et al., 2003; LaVoie et al., 2003).

Presenilin besteht aus insgesamt neun TMS und besitzt einen zytosolischen N-Terminus sowie
eine luminale/extrazelluldare C-terminale Domane (Henricson et al., 2005; Laudon et al., 2005;
Kornilova et al., 2006; Spasic et al., 2006). Das aktive Zentrum wird durch zwei sich gegentiber-
liegende Aspartat-Reste gebildet. Ein Aspartat-Rest (D257 bei PS1 oder D263 bei PS2) befindet
sich in TMS6, der andere (D385 bei PS1 oder D366 bei PS2) ist im hochkonservierten GxGD-Motiv
in TMS7 enthalten (Wolfe et al., 1999; Steiner et al., 2000; Yamasaki et al., 2006). Das PAL-Motiv
in TMS9 ist sehr wahrscheinlich an der Ausbildung der richtigen Konformation des aktiven Zen-
trums beteiligt und fiur die katalytische Aktivitat ebenfalls notwendig (Wang et al., 2004; Wang
et al., 2006; Tolia et al., 2008). Nach Takagi et al. ist auch TMS1 an der Bildung der katalytischen
Pore beteiligt und wird sowohl fir die Substraterkennung als auch fiir die katalytische Reaktion
bendtigt (Takagi et al., 2010). Flir TMS4 von Presenilin wurde eine Bindung mit Pen-2 postuliert
(Watanabe et al., 2005; Kim und Sisodia, 2005a). Da sich TMST1 in der Ndhe von TMS8 befindet
und TMS2 und TMS6 in der Nahe von TMS9 liegen, wird von einer Ringstruktur des Presenilins
ausgegangen (Kornilova et al., 2006; Watanabe et al., 2010).

extrazellularer
Raum/Lumen

Membran

Zytosol

Pen-2 Presenilin Nicastrin Aph-1

Abb. 4: Aufbau der y-Sekretase. Der y-Sekretase-Komplex wird aus den Komponenten Presenilin, Nicastrin, Aph-1 und Pen-2
gebildet. Im reifen Komplex liegt Presenilin als Heterodimer bestehend aus einem N-terminalen (PS-NTF) und einem C-terminalen
Fragment (PS-CTF) vor. Die katalytisch aktiven Aspartate in TMS6 und TMS7 von Presenilin sind als weil3e Sterne abgebildet.
Die AB-Sequenz des Substrats 3-CTF ist rot markiert.
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Presenilin katalysiert seine eigene Spaltung (Endoproteolyse) und liegt im aktiven y-Sekretase-
Komplex als Heterodimer vor, bestehend aus einem N-terminalen (PS-NTF) und einem C-termi-
nalen Fragment (PS-CTF) (Thinakaran et al., 1996; Brunkan et al., 2005a; Brunkan et al., 2005b).
Die Endoproteolyse erfolgt innerhalb der langen zytosolischen Schleife zwischen TMS6 und TMS7.

Nicastrin ist ein Typ-l-Transmembranprotein mit einer gro3en, stark glycosylierten extrazellula-
ren Domane und wird aktuell als Substrat-Akzeptor diskutiert, der y-Sekretase-Substrate anhand
ihres verkilrzten N-Terminus erkennt und bindet (Shah et al., 2005; Yu et al., 2000). Aph-1 besteht
aus sieben TMS, einem luminalen/extrazelluldren N- und einem zytoplasmatischen C-Terminus.
Es stellt ein stabilisierendes Gertist dar, das fiir die Assemblierung als auch fiir die Reifung des
y-Sekretase-Komplexes notwendig ist (Baulac et al., 2003; LaVoie et al., 2003). Hierbei ist ein kon-
serviertes GxxxG-Motiv in TMS4 von zentraler Bedeutung (Lee et al., 2004; Niimura et al., 2005;
Araki et al., 2006). Pen-2, ein integrales Membranprotein mit zwei TMS, ist fiir die Endoproteolyse
von Presenilin essentiell (Takasugi et al., 2003; Luo et al., 2003; Hu und Fortini, 2003; Kim und
Sisodia, 2005b). Weiterhin wurde gezeigt, dass die C-terminale Domane von Pen-2 ein Stabilisator
der entstehenden Presenilin-Fragmente (PS-NTF und PS-CTF) im reifen y-Sekretase-Komplexe ist
(Prokop et al., 2004; Hasegawa et al., 2004).

Die Anwesenheit von Wasser im aktiven Zentrum der y-Sekretase ist fiir die Hydrolyse eines Sub-
strats unerlasslich (Lopez-Otin und Bond, 2008). Lazarov et al. haben mittels 3D-Rekonstruktion
aus elektronenmikroskopischen Aufnahmen der aufgereinigten y-Sekretase zeigen kdnnen, dass
sich im Inneren des y-Sekretase-Komplexes eine 20-40 A groBe wassergefiillte Pore befindet,
die eine hydrolytische Spaltung in der Membranumgebung moglich macht (Lazarov et al., 2006).
Weitere Studien, in denen die Wasserzuganglichkeit der einzelnen Aminosauren im Presenilin
durch Cystein-Scanning-Mutagenese untersucht wurde, konnten dieses Modell stiitzen (Sato et
al., 2006a; Tolia et al., 2006).

Damit eine Peptidbindung innerhalb der TMS hydrolysiert werden kann, muss das Peptidriickgrat
der TMS fiir die Protease zuganglich gemacht werden. Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass der
initiale Schnitt der y-Sekretase (e-Schnitt) wahrend der APP-Prozessierung nur dann stattfinden
kann, wenn das a-helikale Rickgrat der TMS im Bereich der Schnittstelle entwunden vorliegt
(Sato et al., 2009).

1.2.4.2 Mechanismus der sequentiellen Proteolyse

Die y-Sekretase prozessiert das B-CTF zu AB-Peptiden unterschiedlicher Lange, was auf zahl-
reiche y-Sekretase-Schnittstellen in der APP-TMS zuriickzufiihren ist (Abb. 5A). So schneidet die
y-Sekretase im Bereich der zytoplasmatischen Seite der Membran bei Aminosdure-Rest L49
(e-Schnittstelle, Numerierung entsprechend der AB-Sequenz), an der sogenannten (-Schnittstelle
bei Aminosdure-Rest V46 sowie mehrfach in der Membranmitte im Bereich der Aminosaure-
Reste V40 und A42 (y-Schnittstellen) (Weidemann et al., 2002; Zhao et al., 2005).

Heute weill man, dass sich die Freisetzung der A-Peptide dabei nicht in einem Schritt vollzieht,
sondern in einem sequentiellen Prozess durch mehrere aufeinanderfolgende Schnitte (Munter
et al.,, 2007; Qi-Takahara et al., 2005; Weidemann et al., 2002; Zhao et al., 2004). Der &-Schnitt stellt
dabei den initialen Schnitt der y-Sekretase dar (Weidemann et al., 2002), wobei entweder AB49
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und das AICD 50-99 oder AB48 und das AICD 49-99 entstehen (Kakuda et al., 2006). Ausgehend
von A349 bzw. AB48 findet nun in Richtung N-Terminus eine schrittweise Verkiirzung zu kleineren
AB-Spezies statt (Qi-Takahara et al., 2005; Zhao et al., 2007). Dabei werden Fragmente bestehend
aus drei bis vier Aminosaure-Resten abgeschnitten, was in etwa einer Helixwindung der APP-
TMS entspricht (Takami et al., 2009).

Nach einem kirzlich aufgestellten Modell erfolgt die Prozessierung entlang zweier »Produktli-
nien« (Abb. 5B): Die AB40-Produktlinie fiihrt von AB49 (iber AB46 zu AB43 und weiter zu AB40
und AR37. Die ApB42-Produktlinie hingegen generiert aus AB48 lber AR45 das AP42-Peptid,
woraus wiederum AB39 oder AB38 entstehen kdnnen (Munter et al., 2007; Qi-Takahara et al., 2005;
Takami et al., 2009). Auch die wahrend dieser sequentiellen Proteolyse entstehenden Tripeptide
APB47-49, AB44-46 und AB41-43 der AB40-Produktlinie und AP46-48, AB43-45 und AB40-42
sowie das Tetrapeptid AP39-42 der AB42-Produktlinie konnten mittlerweile mit Hilfe von MALDI-
MS-Analysen nachgewiesen werden (Takami et al., 2009), was die Existenz dieser beiden
Produktlinien bestatigt.

A %c(;;)F AB49/48 AB46/45 AB43/42 AB40/38
extrazellularer
Raum/Lumen
Membran v-Sekretase
d y-Sekretase
v:Sekretase y;Sekretase MERIRRN Y _VV
7t ¢ X
Zytosol AICD L | ]
Tri- und Tetrapeptide
B B a y ¢

L —
1 ! S T S

KMDAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIATVIVITLVMLKKK
1 U L I |

Y ¢ =«
AICD50-99
AB40-Produktlinie GAIIGLMVGGVV IAT VIV ITL VMLKKK
AICD49-99
AB42-Produktlinie GAIIGLMVGG VVIA TVI VIT LVMLKKK

Abb. 5: Schematische Darstellung des sequentiellen Proteolysemechanismus der y-Sekretase. (A) Das 3-CTF wird zuerst
durch den g-Schnitt der y-Sekretase am C-terminalen Ende der TMS gespalten. Hierbei werden AICD und AB-Peptide mit 49 oder 48
Aminosduren generiert. AB49 und AB48 sind wiederum Substrate der y-Sekretase und werden durch den (-Schnitt um weitere drei
Aminosduren verklirzt, so dass AB46 bzw. AB45 entstehen. Der nun folgende y-Schnitt verkiirzt AB46 und AB45 zu AB43 bzw. AB42
und generiert daraus in einem weiteren Schritt AB40 bzw. AB38. (B) Gezeigt ist ein Ausschnitt aus der APP695-Sequenz (Amino-
sduren 619-651) mit den Schnittstellen der a-, B- und y-Sekretase. Die AB42-Sequenz ist rot markiert. Die TMS ist grau unterlegt.
Aus der sequentiellen Proteolyse ergeben sich zwei unabhdngige Produktlinien. Ausgehend von AB49 und AB48 werden Peptide aus
drei oder vier Aminosduren abgespalten.
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1.2.4.3 Substrate der y-Sekretase

Bisher sind iber 60 Typ-l-Transmembranproteine mit unterschiedlichen zelluldren Funktionen
als Substrate der y-Sekretase bekannt (McCarthy et al., 2009). Die y-Sekretase prozessiert unter
anderem auch APLP1 und APLP2, CD44, die Rezeptor-Tyrosin-Kinase ErbB-4, die Notch-Rezepto-
ren 1-4 sowie die Notch-Liganden Delta und Jagged (De Strooper et al., 1999; Eggert et al., 2004;
Ikeuchi und Sisodia, 2003; Lammich et al., 2002; LaVoie und Selkoe, 2003; Ni et al., 2001; Okochi
et al., 2002; Scheinfeld et al., 2002; Six et al., 2003). Die Substrate der y-Sekretase besitzen dabei
keinerlei Gemeinsamkeiten in ihrer Sequenz, vielmehr scheint der Schnitt von der Topologie, der
Flexibilitat und der Lange des jeweiligen Substrats abhangig zu sein. So ist das »ectodomain
shedding« eine entscheidende Voraussetzung fiir die Substraterkennung (Struhl und Adachi,
2000).

Notch wird in ganz ahnlicher Weise wie APP prozessiert. Nach Bindung eines Liganden wird
Notch zunachst an der sogenannten S2-Schnittstelle durch die a-Sekretase prozessiert. Dadurch
wird die Ektodomaéne entfernt, wahrend das C-terminale Notch-Fragment NEXT (»Notch extracel-
lular truncation«) in der Membran verankert bleibt (Mumm et al., 2000). Im Weiteren wird NEXT,
vermittelt durch die y-Sekretase, im C-terminalen Bereich der TMS (S3/e-Schnittstelle) gespalten,
wobei die intrazelluldre Doméane (»Notch intracellular C-terminal domain«, NICD) und ein AB-
dhnliches Fragment (NB) freigesetzt werden. In Analogie zur APP-Prozessierung schneidet die
y-Sekretase auch hier mehrfach nacheinander und es entstehen verschieden lange NB-Peptide
(Chandu et al., 2006; Okochi et al., 2006; Okochi et al., 2002). Auch fur CD44, APLP1 und APLP2
konnten mehrere AB-dhnliche Peptide nachgewiesen werden (Hogl et al., 2011; Lammich et al,,
2002; Yanagida et al., 2009), was vermuten lasst, dass diese und die meisten anderen y-Sekretase-
Substrate sequentiell prozessiert werden.

Viele Substrate sind in der Lage, Uiber die y-Sekretase-abhdngige Freisetzung der intrazelluldren
Domane auf die Genexpression Einfluss zu nehmen (Fortini, 2002). Die Prozessierung von Notch
beispielsweise spielt wahrend der embryonalen Entwicklung eine bedeutende Rolle. Das dabei
entstehende NICD wird in den Zellkern transportiert, um dort tiber die Bindung an Transkrip-
tionsfaktoren die Transkription von Zielgenen zu steuern, die bei der Zelldifferenzierung mit-
wirken (Mumm und Kopan, 2000). Die zellulare Bedeutung der y-Sekretase wird durch den Pha-
notyp von solchen Mausen deutlich, denen das PSEN1-Gen fehlt. Diese Mduse weisen schwere
Defekte in der Skelett- und Gehirnentwicklung auf und sterben bereits kurz nach ihrer Geburt
(Shen et al., 1997). Auch die Haut und das Immunsystem scheinen durch den Ausfall von Preseni-
lin-Funktionen und die damit verbundene fehlende Notch-Signaltransduktion betroffen zu sein
(Beglopoulos et al., 2004; Soriano et al., 2001; Tournoy et al., 2004; Xia et al., 2001).

1.2.5 Einfluss des GxxxG-Motivs auf die Produktion und Aggregation von AB-Peptiden

Kirzlich konnte das zentrale GxxxG-Motiv (G29xxxG33, nach der AB-Numerierung) in der APP-
TMS als wichtige Dimerisierungsstelle identifiziert werden (Abb. 6), welche nach Abspaltung
der APP-Ektodomadne ausschlaggebend fiir die Dimerisierung des membranstandigen B-CTF ist
und einen bedeutenden Einfluss auf die Bildung von AB-Peptiden hat (Munter et al., 2007). Die
GxxxG-vermittelte Dimerisierung flihrt aufgrund einer sterischen Hinderung im 3-CTF zum vor-
zeitigen Abbruch der sequentiellen Proteolyse durch die y-Sekretase und zur Bildung von AB40

|16



EINLEITUNG

und AB42. Wird die Dimerisierungsstarke durch einen Aminosadure-Austausch im GxxxG-Motiv
gezielt herabgesetzt, so kann die y-Sekretase weiter voranschreiten und es entstehen Uberwie-
gend kiirzere, nicht toxische A3-Peptide (Munter et al., 2007). Diese Erkenntnisse stellten eine
Erweiterung des von Qi-Takahara et al. vorgeschlagenen Produktlinien-Modells dar.

Das GxxxG-Motiv ist ein klassisches Dimerisierungs-Motiv. In einer a-helikalen Konformation
der TMS liegen die Glycin-Reste im Abstand von vier Resten auf der gleichen Seite einer Helix
und bilden aufgrund fehlender Seitenketten eine flache Helix-Oberflache (Senes et al., 2004).
Infolge dieser strukturellen Besonderheit kénnen zwei benachbarte Helices in sehr engen Kon-
takt treten, so dass an der Kontaktflache ausgedehnte van-der-Waals-Wechselwirkungen und
Wasserstoff-Briicken-Bindungen ausgebildet werden kdnnen (Senes et al., 2004). Auch die Aus-
bildung interhelikaler Wasserstoff-Briicken-Bindungen zwischen den C,-Wasserstoff-Atomen
der Glycine und den Carbonyl-Sauerstoffatomen der Riickgrate (C,-H...O) werden begiinstigt
(Senes et al., 2001). Auf diese Weise entsteht ein rechtshdandiges Helix-Helix-Paar, was sich unter
einem negativen Winkel kreuzt (QQ < 0).

Nach statistischen Analysen ist das GxxxG-Motiv das am starksten Uberreprasentierte Paar
von Aminosdure-Resten in TMS, was auf eine weitverbreitete Funktion dieses Dimerisierungs-
Motivs hindeutet (Arkin und Brunger, 1998; Senes et al., 2000). Interessanterweise dimerisieren
z.B. auch die y-Sekretase-Substrate Notch, Syndecan-3, E-cadherin, ErbB4 und Uber ihre TMS
(Asundi und Carey, 1995; Huber et al., 1999; Mendrola et al., 2002; Vooijs et al., 2004). Uber 25%
der y-Sekretase-Substrate besitzen ein GxxxG-Motiv (Beel und Sanders, 2008). Dem Einfluss der
Dimerisierungsstarke auf die y-Sekretase-abhangige Prozessierung wurde bisher allerdings nur
wenig Beachtung geschenkt. Méglicherweise ist dieser aber auch nicht fir alle dimerisierenden
y-Sekretase-Substrate von Bedeutung.

A
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Abb. 6: Das GxxxG-Motiv in der APP-TMS. (A) Dargestellt
ist ein Ausschnitt aus der APP695-Sequenz (Aminosduren 595-
652). Die Glycine der drei konsekutiven GxxxG-Motive sind rot
markiert und entsprechend der AB-Sequenz nummeriert. Die
TMS ist grau unterlegt. (B) Struktur-Modell der dimeren APP-
TMS mit Sichtweise entlang der Dimer-Kontaktfldche (links)
und entlang der Dimer-Achse (rechts). Die Glycin-Reste des
GxxxG-Motivs sowie der Alanin-Rest an Position 42 sind als
Kugeln hervorgehoben. Aus Munter et al. (2007) entnommen
und modifiziert.
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Das GxxxG-Motiv spielt auch in B-Faltblatt-Strukturen eine wichtige Rolle. Sobald sich die
a-helikale TMS in wassriger Umgebung befindet, forcieren die GxxxG-Motive die Bildung von
B-Faltblatt-Strukturen und erh6hen deren Stabilitat (Liu et al., 2005). Im Af3-Peptid 16st vor allem
das zentrale GxxxG-Motiv eine Verdichtung der einzelnen 3-Faltblatter zu Amyloid-Fibrillen aus
und erhoéht damit deren Aggregation (Xu et al.,, 2005). Unlangst haben Sato et al. mittels kurzer
Inhibitor-Peptide, die direkt an das GxxxG-Motiv im AR binden, die Aggregation effektiv verhin-
dern kénnen (Sato et al., 2006b). Ein gezielter Aminosdure-Austausch im GxxxG-Motiv konnte
des Weiteren zeigen, dass das Glycin an Position 33 die Bildung besonders toxischer Oligomere
fordert, wahrend eine Substitution zu Alanin oder Isoleucin die Toxizitdt sowohl in vitro als auch
in vivo deutlich reduziert. Damit ist das GxxxG-Motiv fiir das pathologische Verhalten des AB42-
Peptids essentiell (Harmeier et al., 2009).

1.3 Therapie der Alzheimer-Krankheit

1.3.1 Etablierte Therapieformen

Obwohl Dank intensiver Forschung mittlerweile sehr viel iber die molekularen Ursachen
der Alzheimer-Krankheit aufgeklart werden konnte, ist eine Heilung bis heute nicht moglich.
Um jedoch die geistige Leistungsfahigkeit und die Alltagsbewaltigung der Betroffenen mog-
lichst lange aufrechtzuerhalten, werden Wirkstoffe zur symptomatischen Therapie verabreicht.

Abgeleitet von der Annahme eines Acetylcholinmangels in bestimmten Hirnregionen von
Alzheimer-Patienten zielt die Gabe von Acetylcholin-Esterase-Inhibitoren darauf ab, den Neuro-
transmitter Acetylcholin, der den Reiz eines Nervenimpulses durch den synaptischen Spalt auf
das Folgeneuron Ubertragt, nicht sofort durch die Acetylcholin-Esterase abbauen zu lassen.
Durch die erhohte Acetylcholin-Konzentration im synaptischen Spalt soll eine langere Stimu-
lation des Folgeneurons erreicht und auf diese Weise dem Verlust von cholinergen Neuronen
entgegengewirkt werden. Zugelassene Arzneimittel dieser Klasse sind Donepezil, Rivastagmin
und Galantamin (Raskind et al., 2000; Rogers und Friedhoff, 1996; Rosler et al., 1999). Fiir diese
Behandlungsmethode konnte eine Verbesserung der Symptome bei Alzheimer-Patienten mit
leichtgradiger bis mittelschwerer Demenz erreicht werden (Ibach und Haen, 2004). Das Voran-
schreiten der Krankheit konnte jedoch nicht hinausgezdgert werden.

Der nicht-kompetitive Glutamat-Antagonist Memantin wird zur Regulierung des durch Af ge-
storten glutamatergen Neurotransmittersystems eingesetzt und soll die dauerhafte Aktivierung
des N-Methyl-D-Aspartat- (NMDA) Rezeptors unterdriicken (Reisberg et al., 2003). Memantin
blockiert dadurch die schadliche Wirkung von Glutamat, die zum Funktionsverlust und schlieB3lich
zum Absterben von Nervenzellen flihrt. Seit 2002 ist Memantin in Deutschland fiir die Behand-
lung der Alzheimer-Krankheit mit mittelschwerer bis schwerer Demenz zugelassen. Jedoch wur-
de bald erkannt, dass die Behandlung mit diesem Arzneimittel nur eine geringfligige Verbesse-
rung der Alltagsfahigkeiten und der kognitiven Leistungsfahigkeit erreichen kann (McShane und

Schneider, 2005).
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1.3.2 Neue Therapieansatze

1.3.2.1 Vakzinierung

Ein moderner Therapieansatz beinhaltet die aktive Immunisierung mit prdaggregierten AB-
Peptiden, welche im APP-transgenen Tiermodell zu verminderten A(3-Ablagerungen fiihrte
(Schenk et al., 1999). Auch eine Verbesserung von Lerndefiziten konnte bei diesen Mausen durch
die aktive Immunisierung erzielt werden (Morgan et al., 2000). Jedoch zeigten sich bei diesem
therapeutischen Ansatz bei 18 von 300 Alzheimer-Patienten inflammatorische Reaktionen in
Form einer schweren Hirnhautentziindung als Nebenwirkung (Nicoll et al., 2003). Die klinische
Studie musste 2002 abgebrochen werden.

Eine Modifikation dieser Methode stellt die passive Immunisierung mit monoklonalen anti-A-
Antikorpern dar, die ebenfalls hoffnungsvolle Ergebnisse in Tiermodellen zeigte (Bard et al.,
2000; DeMattos et al., 2001). Der vielversprechende Antikdrper Bapineuzumab (Wyeth und Elan)
erreichte Ende 2007 sogar die Phase lll der klinischen Studien. Jedoch wurde kirzlich bekannt,
dass als negative Konsequenz einer passiven Immunisierung toxische A342-Oligomere aus den
Plaques herausgelost werden kdnnen, was zur Umverteilung von Plaque-gebundenem AR in
die Hirngefale fliihren kann. Damit verbunden erhdhte sich auch das zerebrale Blutungsrisiko in
transgenen Tiermodellen (Racke et al., 2005; Wilcock et al., 2004).

1.3.2.2 Sekretase-Stimulation/-Inhibition

Als potentielle Therapiemdglichkeit werden die Inhibition oder Stimulation der APP-prozessie-
renden Enzyme diskutiert. Eine Stimulation der a-Sekretase flihrt durch die damit einhergehende
Reduktion der B-Sekretase-Prozessierung zu einer verminderten AP-Produktion. Gleichzeitig
entsteht vermehrt sAPPq, das protektiv auf Nervenzellen wirkt. Da die a-Sekretase jedoch ein
groBBes Substratspektrum besitzt und unter anderem Uber die Prozessierung von Zytokinen und
Wachstumsfaktoren verschiedene Stoffwechselwege aktiviert, ist die Gabe von Stimulatoren der
a-Sekretase mit Risiken behaftet.

Eine Inhibition der amyloidogenen 3- und y-Sekretase hat eine Reduktion aller AB-Formen zur
Folge, wodurch die Akkumulation und Aggregation von AB-Peptiden verhindert werden kdnnte.
Die Beobachtung, dass in BACE1-»Knockout«-Mausen keine AB-Produktion mehr nachzuweisen
war und die Tiere zugleich phanotypisch unauffallig waren, fiihrte zur Entwicklung effizienter
[-Sekretase-Inhibitoren (Cai et al., 2001; Ghosh et al.,, 2001; Ghosh et al., 2008; Luo et al., 2001;
Roberds et al., 2001; Sinha und Lieberburg, 1999). Aber auch die B-Sekretase erfiillt in anderen
Stoffwechselwegen des Korpers wichtige Funktionen, so dass im Fall einer medikamentdsen
Hemmung der B-Sekretase beispielsweise die Prozessierung von Neuregulin-1 und die damit
verbundene Myelinisierung im peripheren Nervensystems mitbeeinflusst werden wiirde (Willem
et al.,, 2006). y-Sekretase-Inhibitoren zielen darauf ab, die enzymatische Aktivitat der y-Sekretase
vollstandig zu unterbinden. Es wurden bereits einige Molekiile entwickelt, die mit sehr hoher
Wirksamkeit die Bildung von AB-Peptiden vermindern (Wolfe, 2002; Wolfe, 2008). Die Substanz
LY-450,139 (auch Semagacestat, Eli Lilly) befindet sich gerade in Phase Ill der klinischen Priifung
und ist damit der am weitesten in der klinischen Entwicklung vorangeschrittene y-Sekretase-
Inhibitor. Fur diesen Inhibitor konnte im Blutplasma von Alzheimer-Patienten eine 50%ige
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Reduktion der AB-Menge nachgewiesen werden, wohingegen im Liquor keine Veranderung der
AB-Mengen feststellbar war (Siemers et al., 2005; Siemers et al., 2006). Zudem wurden vor allem
gastrointestinale Nebenwirkungen sowie Stérungen im blutbildenden System beobachtet, die
wohl auf Einschrankungen im Notch-Signaltransduktionsweg zurlickzufiihren sind.

Die Firma Wyeth befindet sich mit GSI136 und GSI953, zwei weiteren Inhibitoren der y-Sekretase,
in Phase-I-Studien. Vielversprechend erscheint auch der Wirkstoff BMS-708163 (Bristol-Myers
Squibb, aktuell in Phase-ll-Studien), der die Prozessierung von Notch erst bei 190-fach hoherer
Konzentration nennenswert beeinflusst, aber bereits eine signifikante dosisabhangige Abnahme
von AR im Liquor freiwilliger Probanden zeigte (Gillman, 2010). Die Entwicklung hochpotenter
und selektiver y-Sekretase-Inhibitoren, die eine ausreichende Verminderung der AB-Peptide
erzielen, ohne dabei kritische Nebenwirkungen zu verursachen, erscheint trotz der Vielzahl ver-
schiedener y-Sekretase-Substrate moglich.

1.3.2.3 Modulation der AB-Produktion

Aufgrund des erheblichen Nebenwirkungspotentials von y-Sekretase-Inhibitoren, wird heute
zunehmend an Substanzen geforscht, welche die enzymatische Aktivitat der y-Sekretase nicht
inhibieren, sondern die modulierend auf den Proteolysemechanismus der y-Sekretase wirken
(y-Sekretase-Modulatoren, GSMs). Ein solch modulierender Effekt konnte erstmals 2001 fir
die Substanzen Ibuprofen, Sulindac Sulfid und Indomethacin nachgewiesen werden (Weggen
et al.,, 2001). Diese gehoren zur Gruppe der nicht-steroidalen Antiphlogistika (»non-steroidal
antiinflammatory drugs«, NSAIDs), die primar dafiir bekannt sind, Gber die Blockade des Enzyms
Cyclooxygenase (COX) die Synthese von Entziindungsmediatoren zu hemmen. Epidemiologi-
sche Studien gaben Hinweise darauf, dass die Langzeiteinnahme von NSAIDs mit einem deutlich
verminderten Alzheimer-Risiko einhergeht, und haben die Aufmerksamkeit der Wissenschaftler
auf dem Gebiet der Alzheimer-Forschung auf diese Substanzen gelenkt (in ‘t Veld et al., 1998;
McGeer et al., 1990). In den letzten Jahren konnte sowohl in Zellkulturexperimenten als auch in
Tierversuchen mehrfach gezeigt werden, dass NSAIDs in der Lage sind, die Bildung des neuro-
toxischen AP42 zugunsten des kiirzeren AP38 zu senken, ohne dabei die Gesamtmenge an
AB-Peptiden zu beeinflussen (Eriksen et al., 2003; Kukar et al., 2005; Weggen et al., 2001). Da
nicht alle NSAIDs diese Fahigkeit besitzen und auch bei einigen COX-inaktiven Derivaten eine
AB-Modulation festgestellt werden konnte, ist ein Zusammenhang mit der COX-hemmenden
Wirkung der Substanzen auszuschlieBen (Eriksen et al., 2003; Weggen et al., 2001). So zeigte
beispielsweise das COX-inaktive R-Flurbiprofen (auch Tarenflurbil) eine seinem S-Enantiomer
vergleichbare Senkung der AB42-Menge (Eriksen et al., 2003). Bemerkenswerterweise beein-
flussen GSMs innerhalb bestimmter Dosisbereiche weder die Prozessierung von Notch noch die
Spaltung anderer y-Sekretase-Substrate, wodurch viele unerwiinschte Nebenwirkungen vermie-
den werden kénnen (Weggen et al., 2001; Weggen et al., 2003a). Erstaunlich war auch die Beob-
achtung, dass einige NSAIDs, wie Celecoxib und Fenofibrat, eine den GSMs entgegengesetzte
Wirkung zeigten und die Bildung von AB42 auf Kosten kiirzerer AB-Formen beglinstigten (Kukar
et al,, 2005). Diese Substanzen werden als inverse GSMs (iGSMs) bezeichnet.

Da die y-Sekretase-Modulation auch in zellfreien y-Sekretase-Testsystemen beobachtet wurde,
wird u.a. eine direkte Beeinflussung des Enzyms durch eine allosterische Bindung von GSMs an
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den Enzym-Komplex vermutet (Beher et al., 2004; Takahashi et al., 2003; Weggen et al., 2003a;
Weggen et al., 2003b). Des Weiteren konnte mit Hilfe der FLIM/FRET-Technik (»fluorescence
lifetime imaging microscopy/fluorescence resonance energy transfer«) beobachtet werden,
dass Ibuprofen eine Konformationsanderung des Enzym-Komplexes induziert. Daraus wurde
geschlossen, dass GSMs die Orientierung des Substrats zum katalytischen Zentrum des Enzyms
verandern und auf diese Weise das Spaltungsverhalten hin zu kiirzeren AB-Formen fordern kon-
nen (Lleo et al., 2004). Allerdings wurde in einer kiirzlich veréffentlichten Studie mit photoakti-
vierbaren GSMs und iGSMs keine Bindung an Komponenten des y-Sekretase-Komplexes festge-
stellt, sondern eine spezifische Bindung an das Substrat 3-CTF gefunden (Kukar et al., 2008).
Zudem wurde postuliert, dass insbesondere die Aminosauren 28-36 (nach der AB-Numerierung)
in der APP-TMS fiir die Interaktion von wesentlicher Bedeutung zu sein scheinen (Kukar et al.,
2008). In der gleichen Studie konnte auch gezeigt werden, dass sowohl AB42-reduzierende als
auch AB42-steigernde Substanzen hemmend auf die Aggregation von AB-Peptiden wirken (Ku-
kar et al., 2008). Der genaue Wirkmechanismus der GSMs und iGSMs wurde bisher noch nicht
vollstandig aufgeklart.

Einige vielversprechende Substanzen werden bereits in klinischen Studien getestet. Die Einnahme
von R-Flurbiprofen (Flurizan, Myriad) konnte bei Alzheimer-Patienten mit leichtgradiger Demenz
den Verfall der geistigen Leistungen verlangsamen. AuBerdem konnten diese Patienten viele
Alltagsaktivitaten deutlich langer verrichten (Wilcock et al., 2008). Da allerdings im Laufe der
Phase-Ill-Studien keine signifikante Verbesserung der kognitiven Leistungen und keine relevan-
te AB42-Reduktion im Liquor bestdtigt werden konnte, wurde die klinische Entwicklung von
R-Flurbiprofen eingestellt (Green et al., 2009). Derzeit werden jedoch verschiedene Bemiihungen
zur Verstarkung der AB-modulierenden Wirkung, zur Erhéhung der Hirngangigkeit und zur Ver-
besserung des Nebenwirkungsprofils unternommen. Kiirzlich wurde beispielsweise das NSAID-
dhnliche GSM-1 (Merck) veroffentlicht (Page et al., 2008), welches im Gehirn von transgenen
Mausen sehr wirkungsvoll eine Reduktion der AB42-Menge zeigte und von dem méglicherweise
ein potenter Wirkstoff zur Behandlung der Alzheimer-Krankheit abgeleitet werden kann.
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1.4 Zielsetzung

Das AP42-Peptid aggregiert zu neurotoxischen Oligomeren und ist ursachlich fiir den Verlust
von Synapsen und Nervenzellen sowie fir die klinische Symptomatik der Alzheimer-Krankheit.
Die Reduktion der AB42-Bildung ist als therapeutisches Ziel Gegenstand intensiver Forschung.
Jedoch gestaltet sich sowohl die Inhibition der (3- als auch der y-Sekretase-Spaltung aufgrund
des grofBen Substratspektrums dieser Enzyme sehr schwierig.

In zahlreichen Publikationen der letzten Jahre offenbarte sich, dass niedermolekulare Substan-
zen das sequentielle Voranschreiten der y-Sekretase wahrend der APP-Prozessierung forcieren
kdnnen und dadurch tberwiegend kiirzere AB-Peptide auf Kosten des toxischen AB42-Peptids
entstehen lassen. Der genaue Wirkmechanismus dieser GSMs ist bisher jedoch nicht bekannt.
Interessanterweise konnte dieser AB-modulierende Effekt auch flir Mutanten des GxxxG-Motivs
in der APP-TMS beobachtet werden, die darliber hinaus in der Lage sind, das Ausmal3 der TMS-
vermittelten Dimerisierung herabzusetzen.

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die APP-TMS als molekulares Target von klassischen GSMs
und iGSMs zu untersuchen. Es sollte zudem festgestellt werden, welche Rolle die GxxxG-Motive
fur diese Interaktion spielen. Des Weiteren sollte analysiert werden, inwiefern sich die Dimeri-
sierung der APP-TMS durch solche Substanzen modulieren ldsst und ob sich ein méglicher Effekt
als spezifisch firr diese Sequenz herausstellt.

Neben klassischen GSMs und iGSM sollten auch neuartige AB-modulierende Substanzen hin-
sichtlich ihrer Bindung und ihres Einflusses auf die Dimerisierung der APP-TMS analysiert werden,
um Rickschlisse auf die Struktur-Wirkungs-Beziehung dieser Substanzen ziehen zu kénnen.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss wirksamer GxxxG-Motiv-bindender GSMs auf
die Oligomerisierung und Fibrillenbildung von AB42 zu untersuchen.
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2. Ergebnisse

2.1 Darstellung der untersuchten Substanzen

y-Sekretase-Modulatoren (GSMs) sind in der Lage, die AB-Produktion dahingehend zu verandern,
dass gleichzeitig die AB42-Menge vermindert und APB38-Menge erhdht wird. In dieser Arbeit
wurde der Wirkmechanismus wichtiger Vertreter der GSMs naher untersucht.

Sulindac Sulfid (Abb. 7A) gehort in der Gruppe der NSAIDs zu den Indenessigsaure-Derivaten
und weist fur die AB42-reduzierende Wirkung einen EC50-Wert von 25-50 pM auf (Czirr und
Weggen, 2006). Die beiden Derivate Sulindac Sulfon (Abb. 7B) und Sulindac (Abb. 7C), die sich
vom Sulfid lediglich im Oxidationszustand des Schwefelatoms unterscheiden, haben hingegen
keinen modulierenden Einfluss auf die AB-Produktion und dienen als Kontrollen. Zudem wurde
das NSAID Indomethacin (Abb. 7D) untersucht, welches strukturell und pharmakologisch sehr
eng mit dem Sulindac Sulfid verwandt ist und eine vergleichbare AB-modulatorische Wirkung
zeigt (Czirr und Weggen, 2006).
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Abb. 7: Chemische Strukturen der in dieser Arbeit verwendeten Substanzen.
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Flurbiprofen (Abb. 7E) und Ibuprofen (Abb. 7F) sind ebenfalls Vertreter aus der Gruppe der
NSAIDs, die fir ihre Wirkung als GSMs bekannt sind. Diese Arylpropionsdure-Derivate unter-
scheiden sich in ihrer Struktur wesentlich von Sulindac Sulfid und Indomethacin und zeigen nur
eine maBige Modulation der AB-Produktion (Flurbiprofen: EC504g4, = 150-200 uM, lbuprofen:
EC50pp42 = 250 pM). Neben den klassischen GSMs existiert eine Reihe von Substanzen, die
bereits in nanomolaren Konzentrationen wirksam sind. In dieser Arbeit wurde das hochwirksa-
me NSAID-ahnliche Phenylpiperidin-Derivat GSM-1 untersucht (EC504p4, = 180 nM).

Zudem kamen im Folgenden auch Fenofibrat (Abb. 7H) und Celecoxib (Abb. 71) als wichtige Ver-
treter der sogenannten inversen GSMs (iGSMs) zum Einsatz, die eine den GSMs entgegengesetz-
te Wirkung zeigen. Wahrend Celecoxib sehr effektiv die AB42-Produktion zu steigern vermag
(EC504g4, = 10 uM), ist Fenofibrat weniger potent und weist einen ungefahr 10-fach héheren
EC504p4,-Wert auf (Kukar et al., 2005).

2.2 Untersuchung der Bindungseigenschaften von GSMs und iGSMs

2.2.1 Analyse der Bindung von Sulindac Sulfid und strukturell verwandter Substanzen an
AB42-Peptide

Um die direkte Interaktion von AB-modulierenden Substanzen mit der AB-Sequenz zu unter-
suchen, wurden Oberfldichen-Plasmon-Resonanz- (»surface plasmon resonance«, SPR) Analysen
mittels Biacore durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurde synthetisches AB42-Peptid frisch gelost
und mittels Aminkopplung kovalent an die beschichtete Oberflache eines Sensorchips immobi-
lisiert (Ligand, Abb. 8A), um anschlieBend verschiedene Substanzen (Analyten) in aufsteigender
Konzentration Uber den Sensorchip zu geben.
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Abb. 8: Bestimmung des Oligomerisierungszustandes von AB42 unter den Bedingungen der Aminkopplung. 40-100 ug
monomerisierts AB42 wurden in 40 ul alkalisiertem H,0 (0,12% NH3) aufgenommen, sonifiziert und sofort 1:10 mit 10 mM Natrium-
acetat (pH 3,4) und 300 mM NaCl verdiinnt, um auf die Sdule (Superose 12) aufgetragen zu werden. NaCl wurde hinzugefiigt,
um ionische Wechselwirkungen wdhren der Auftrennung zu minimieren. Fraktionen von 500 ul wurden bei einer Flussrate von
0,5 ml/min gesammelt. (A) SEC-Fraktionen wurden direkt auf eine Nitrozellulosemembran tiberfiihrt. AB42 wurde mit dem Antikor-
per W0-2 detektiert. Gezeigt ist die densiometrische Auswertung der Dot-Blot-Analyse der gesammelten Fraktionen (Mittelwerte
+ Standardabweichungen, n = 4). (B) Western-Blot-Analyse der SEC-Fraktionen. Die Proben wurden mittel eines 10-20%igen
Tris-Tricin-Gradientengels elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Nitrocellulosemembran transferiert. AB42 wurde mit Hilfe
des Antikérpers WO0-2 nachgewiesen. Dot-Blot- und Western-Blot-Analyse zeigen, dass AB42 unter den gewdhlten Bedingungen
ausschlieBlich Monomere bildet
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Unter neutralen Pufferbedingungen oligomerisiert AB42 schnell zu niederen und héheren Oligo-
meren (2-8- und 10-20-mere) (Harmeier et al., 2009). Um den Oligomerisierungszustand von
AP42 unter den sauren Bedingungen der Kopplungsreaktion zu prifen, wurde zunachst eine
GroBenausschluss-Chromatographie (»size exclusion chromatography«, SEC) in entsprechen-
dem Kopplungspuffer durchgefiihrt. Aufgrund der hohen Absorption des Puffers war das Peptid
bei 215-280 nm nicht detektierbar, so dass kein Chromatogramm aufgenommen werden konnte.
Jedoch zeigen Dot-Blot- und Western-Blot-Analyse der gesammelten SEC-Fraktionen, dass Ap42
unter den gewahlten Bedingungen ausschlieBlich Monomere bildet (Abb. 8B und 8C).

Fir die Interaktion mit sehr kleinen Analyten wurde die zu koppelnde AB-Menge nach folgender
Formel berechnet:

Rmax = (MWA/MWL) X RL X S,

wobei R, die theoretisch maximale Sensorantwort (Response), MW, das Molekulargewicht des
immobilisierten Liganden (AB42, MW = 4,5 kDa) und MW, das Molekulargewicht des Analyten
(zu untersuchende Substanz, durchschnittliches MW = 350 Da) darstellt. R, entspricht der gekop-
pelten Menge an Ligand und S der molaren Stochiometrie. Ausgehend von R,,,.-Werten von
mindestens 50-150 RU (Response Units) und der Annahme einer 1:1-Stochiometrie wurden in der
Regel 600-2000 RU gekoppelt. 1 RU entspricht dabei 1 pg/mm? an gekoppeltem Liganden auf
der Sensorchip-Oberflaiche. Um Kurven aus Messungen mit unterschiedlicher Menge an gekop-
peltem Liganden direkt miteinander vergleichen zu kénnen, wurde stets auf eine einheitliche
Ligand-Menge normiert.
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Abb. 9: Bindungsanalyse mittels SPR. Bindung von Sulindac Sulfid (A), Sulindac Sulfon (B), Sulindac (C) und Indomethacin (D)
an AB42. Synthetisches AB42 wurde an einen Sensorchip immobilisiert (1700 RU). Verschiedene Konzentrationen (5-100 uM) der
Substanzen wurden fiir 60 s bei einer Flussrate von 30 ul/min injiziert.
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Zunachst wurden Sulindac Sulfid und die strukturell verwandten Substanzen Sulindac Sulfon,
Sulindac und Indomethacin im SPR-Experiment getestet. Die Ergebnisse in Abbildung 9A zeigen,
dass die Injektion von Sulindac Sulfid schnell zu einem deutlichen Anstieg der Basislinie flihrte.
Nach der Injektion ging das Signal auf den Ursprungswert zurlick. Dies lasst auf eine schnelle
Assoziation und Dissoziation schlieBen. Die Bindung von Sulindac Sulfid an AB42 ist konzent-
rationsabhdngig. Des Weiteren ist die Bindung spezifisch, da weder fiir Sulindac noch fiir sein
Sulfon-Derivat eine signifikante Bindung an immobilisiertes AB42 zu beobachten war (Abb. 9B
und C). Indomethacin zeigte ebenfalls eine Interaktion mit der AB-Sequenz, jedoch fiel diese im
Vergleich zu Sulindac Sulfid relativ schwach aus (Abb. 9D).

A B
250 250 — 100 uM
k.app — 75uM
200 = 200 o
10pM
150 L~ 150 5uM
=2 100 =2 100
o o
k,app k. app k,app
50 50
0 J 0 - F ¢
50 100 150 200 250 300 50 100 150 200 250 300
-50 Zeit (s) -50 Zeit (s)
k.app [1/Ms] = 952 k.app [1/Ms]=3.8x 10°
K.app [1/M] =3.4x 10* K.app [1/M]=14x10°
K,app [1/s]=2.8x 107 K,app [1/s1=2.7 x 107
Kyapp [M]=3x10° Kpapp [M]=7x10°
C D
250 Req 250
200 — 200
150 150
o
2 100 100
50 50
0 - 0
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Abb. 10: Bestimmung kinetischer Parameter fiir die Bindung von Sulindac Sulfid an AB42. (A, B) Konzentrationen von
5-100 uM Sulindac Sulfid wurden fiir 60 s bei einer Flussrate von 30 ul/min injiziert. Unter Verwendung des 1:1 Langmuir-Bin-
dungsmodells wurden die apparente Assoziations- (k,app) und Dissoziationsrate (kzapp) sowie die daraus resultierende appa-
rente Gleichgewichts-Assoziations- (K,app, Kxapp = ksapp/k,app) und Gleichgewichts-Dissoziationskonstante (Kpapp, Kpapp =
kqapp/kqapp) ermittelt. Wurden die Kurven aller Konzentrationen an Sulindac Sulfid in die Auswertung einbezogen (A), betrug
Kpapp 30 uM. (B) Bei Vernachldssigung der hdchsten Konzentrationen wurde ein Kpapp-Wert von 7 uM berechnet. Dies deutet
darauf hin, dass die Kpapp-Werte fiir diese Interaktion mit steigender Konzentration an Sulindac Sulfid leicht zunehmen. (C)
Um die Response im Equilibrium (R,,) bestimmen zu kénnen, wurden 5-100 uM Sulindac Sulfid fiir 5 min bei einer Flussrate von
30 ul/min injiziert. Fiir jede Konzentration wurde am Ende der Injektionszeit der R.,-Wert (mittlere RU bei 425-450 s) ermittelt.
Durch Auftragung der R.q-Werte gegen die eingesetzte Konzentration an Sulindac Sulfid und unter Verwendung des »Steady-
state«-Modells erhdlt man schliefSlich die Dosis-Antwort-Kurve (D). Die Dosis-Antwort-Kurve ergab (iber einen weiten Bereich an
Konzentrationen nahezu eine Gerade, so dass keine Séittigung erreicht wurde.
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A
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AB42 scr: AIAEGDSHVLKEGAYMEIFDVQGHVFGGKIFRVVDLGSHNVA
B C
250 . AB42 wt 250 . AB42G33A
200 200
150 150
2 100 2 100
50 50
0 | — 0 l
50 100 150 200 250 300 50 100 150 200 250 300
-50 Zeit (s) -50 Zeit (s)
D E
250 . APB42 G33I 250 . APB42scr
200 200
150 150
2 100 2 100
50 ‘
0 -
50 100 150 200 250 300
-50 Zeit (s) -50 Zéit (s)

Abb. 11: Bindungsanalyse verschiederer AB42-Peptide mittels SPR. (A) Dargestellt sind die verwendeten AB42-Peptide. Die
Glycin-Reste des GxxxG-Motivs sind rot hervorgehoben. Bindung von Sulindac Sulfid an das wildtypische AB42 (B), an die GxxxG-
Mutanten AB42 G33A (C) und G331 (D) und an das Kontroll-Peptid AB scr (E). Verschiedene Konzentrationen (5-100 uM) an Sulindac
Sulfid wurden fiir 60 s bei einer Flussrate von 30 ul/min injiziert.

Fur Sulindac Sulfid wurden unter Verwendung eines einfachen 1:1 Bindungsmodells (1:1 Lang-
muir-Bindung) kinetische Parameter bestimmt (Abb. 10). Da nicht ausgeschlossen werden konnte,
dass sich monomeres AB42 auf der Sensorchip-Oberflache zu oligomeren Formen zusammen-
lagert, wurde der Begriff apparenter Ky (Kpapp) gewadhlt, um Affinitaten zu beschreiben. Die
kinetische Analyse zeigte, dass Sulindac Sulfid mit einer Affinitat im mikromolaren Bereich an die
AB-Sequenz bindet. So wurde flir Konzentrationen von 5-100 uM ein Kpapp von 30 uM ermittelt
(Abb. 10A). Interessanterweise flihrten geringe Konzentrationen an Sulindac Sulfid (5-10 uM) zu
einer leichten Zunahme der Affinitat (Abb. 10B), was einen Hinweis auf eine komplexere Stochio-
metrie gibt. Im Bereich der eingesetzten Konzentrationen an Sulindac Sulfid ergab die ermittelte
Dosis-Antwort-Kurve nahezu eine Gerade (Abb. 10C und D). Eine Sattigung wurde nicht erreicht.
Die Interpretation der Dosis-Antwort-Kurve und die Berechnung der Stéchiometrie tGber die Formel

S= (Rmax/RL) X (MWA/MWL),

ergaben eine ansteigende Stochiometrie von 0,2:1 auf 2:1 flir Konzentrationen von 5-100 uM
Sulindac Sulfid. Die Injektionen von Indomethacin ergaben Sensorgramme, deren Kurven sich
nicht zufriedenstellend an das 1:1 Bindungsmodell anpassen lieBen und somit keine genauere
Analyse zuliel3en (»BlAevaluation«, Version 4.1, GE Heathcare, Mlinchen).
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Die Spezifitat der Bindung von Sulindac Sulfid an AB42 wurde weiter untersucht, indem andere
Liganden eingesetzt wurden (Abb. 11A). Zum einen wurden die GxxxG-Mutanten AB42 G33A
(Abb. 11C) und G33I (Abb. 11D) verwendet. Zum anderen wurde ein Kontroll-Peptid, bestehend aus
allen in AB42 vorkommenden Aminosauren nur in zufalliger Reihenfolge (scrambled AB42, AB42
scr), als Interaktionspartner flr Sulindac Sulfid getestet (Abb. 11E). Sulindac Sulfid bindet neben
der wildtypischen AB42-Sequenz sowohl AB42 G33A als auch G33I (Abb. 11C und D). Kinetische
Parameter fir diese Interaktionen wurden in Tabelle 1 zusammengefasst. Hier wird deutlich,
dass Sulindac Sulfid im Vergleich zum AB42-wt-Peptid mit einer leicht abgeschwachten Assozi-
ationsrate und einer erh6hten Dissoziationsrate an die G33A-Mutante bindet. Die Mutation G33|
verursachte eine noch viel starkere Abnahme der Assoziationsrate und steigerte die Dissoziati-
onsrate um mehr als das doppelte. Demnach beeinflusst der konservative Aminosdure-Austausch
von Glycin zu Alanin die Bindung von Sulindac Sulfid nur geringfligig, wahrend Isoleucin mit
seiner verzweigten Seitenkette die Bindung sehr viel starker zu storen scheint. Flir AB42 scr zeigte
sich nur eine schwache, unspezifische Interaktion mit Sulindac Sulfid (Abb. 11E). Diese Resultate
unterstreichen die Spezifitdt der Bindung von Sulindac Sulfid an die wildtypische Ap42-Sequenz.

Tab. 1: Kinetische Parameter aus den Messungen B-D in
AB42wt | AB42G33A | Ap42G33I Abb. 11. Zur Bestimmung der kinetischen Parameter wurden
die Kurven aller Konzentrationen an Sulindac Sulfid einbe-
zogen. Fiir die Bestimmung der apparenten Assoziationrate
(k,app) wurde der Zeitrahmen von 104-114 s verwendet. Die
Kqapp [1/5] 2.8x107? 3.6x107? 6.3x10? apparente Dissoziationsrate (kyapp) wurde im Zeitrahmen von
150-250 s ermittelt.

k.app [1/Ms] 952 947 274

Aus den Ergebnissen der SPR-Analysen ergeben sich folgende Schlussfolgerungen: Sulindac
Sulfid bindet spezifisch und konzentrationsabhangig an die wildtypische AB-Sequenz. Unter der
Annahme einer 1:1 Stochiometrie liegt die Affinitat dieser Bindung im niedrigen mikromolaren Be-
reich, wobei sich die Stdchiometrie anscheinend weitaus komplexer gestaltet. Demnach konnte
Sulindac Sulfid mit mehr als einer Bindungsstelle in der AB-Sequenz interagieren oder mit der
aus den drei konsekutiven GxxxG-Motiven gebildeten flachen Molekiil-Oberflache in Kontakt
treten. Das zentrale GxxxG-Motiv in der APP-TMS scheint hierbei eine besondere Rolle zu spielen,
da sich die Bindung von Sulindac Sulfid durch einen Aminosaure-Austausch an Position G33 zu
Alanin oder Isoleucin graduell reduzieren lieR3.

2.2.2 Analyse der Interaktion weiterer GSMs und iGSMs mit AB42

Auch die GSMs Flurbiprofen, Ibuprofen und GSM-1 sowie die beiden iGSMs Fenofibrat und Cele-
coxib wurden in gleicher Weise wie Sulindac Sulfid hinsichtlich ihrer Interaktion mit der Ap-
Sequenz analysiert (Abb. 12 und 13). Eine spezifische Bindung an immobilisiertes A342-Peptid
wurde weder fiir Flurbiprofen (Abb. 12A) noch fiir Ibuprofen (Abb. 12B) festgestellt.
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Abb. 12: SPR-Analysen zur Untersuchung der Bindung von weiteren GSMs an AB42. 1700 RU synthetisches AB42 wurden
tber Aminkopplung an einen Sensorchip immobilisiert. 5-100 uM Flurbiprofen (A) bzw. Ibuprofen (B) wurden fiir 60 s injiziert.
(C) Verschiedene Konzentrationen (5-50 uM) an GSM-1 wurden fiir 60 s injiziert. Die Flussrate in A-C betrug jeweils 30 ul/min.
kqapp: apparente Assoziationsrate, kyapp: Dissoziationsrate.

Der hochwirksame Modulator GSM-1 zeigte im Konzentrationsbereich von 5-50 pM hin-
gegen eine deutliche Bindung an die AB-Sequenz. Im Vergleich zu den Messungen mit Sulindac
Sulfid wiesen die Bindungskurven zwar eine langsamere Assoziation, aber auch eine wesent-
lich langsamere Dissoziation auf, was sich in den entsprechenden apparenten Assoziations- und
Dissoziationsraten widerspiegelte (Abb. 12C). Der Verlauf der hier erhaltenen Bindungskurven
ahnelt dabei dem eines polyklonalen Antikdrpers, so dass auch fiir GSM-1 mehr als eine definierte
Bindungsstelle in der AB-Sequenz zu vermuten ist.

Die beiden iGSMs Fenofibrat noch Celecoxib vermochten unter den gewahlten experimentellen
Bedingungen im Biacore-Experiment nicht an AB42 zu binden (Abb. 13A und B).

A B

250 . Fenofibrat 250 . Celecoxib — 100uM
— 75uM
200 200 i
10pM
150 150 5uM

2 100 2 100

50 50

0 — 0 ¢
50 100 150 200 250 300 50 100 150 200 250 300
-50 Zeit (s) -50 Zeit (s)

Abb. 13: SPR-Analysen zur Untersuchung der Bindung von iGSMs an AB42. 1700 RU synthetisches AB42 wurden (iber Amin-
kopplung an einen Sensorchip immobilisiert. 5-100 uM Fenofibrat (A) bzw. Celecoxib (B) wurden fiir 60 s bei einer Flussrate von
30 ul/min injiziert.
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2.2.3 Einfluss von Sulindac Sulfid auf die Sekundarstruktur von Ap42

AP42 lagert sich nach Verlassen der hydrophoben Membran in hydrophiler Umgebung von der
a-helikalen zur B-Faltblatt-Struktur um (Simmons et al., 1994). Um zu Uberpriifen, ob die Inter-
aktion mit Sulindac Sulfid mit einer Konformationsanderung von Af342 einhergeht, wurde die
Sekundarstruktur des Peptids in Anwesenheit von Sulindac Sulfid mittels Circulardichroismus
(CD) bestimmt. Eine Losung aus 50 uM frisch geléstem AB42 wurde mit 100-400 uM Sulindac
Sulfid versetzt und im CD-Spektrometer vermessen (Abb. 14). Da DMSO die CD-Messungen stort,
wurde Methanol als Losungsmittel fiir Sulindac Sulfid verwendet. In Abwesenheit von Sulindac
Sulfid zeigte sich ein charakteristisches CD-Spektrum fiir einen hohen Gehalt an B-Faltblatt.
Selbst ein 8-facher molarer Uberschuss an Sulindac Sulfid fiihrte keine Anderung des CD-Spek-
trums herbei. Dies gibt einen Hinweis darauf, dass Sulindac Sulfid an AB42 bindet, ohne die
Konformation des Peptids signifikant zu verandern.

— AB42

—— AB42 + 100 uM S. Sulfid
10 AB42 + 200 uM S. Sulfid
AB42 + 400 uM S. Sulfid
5 5
£ 7R
° 0 \ Abb. 14: Analyse der Sekunddrstruktur von AB42 in An-
b — wesenheit von Sulindac Sulfid. CD-Messungen von frisch
5 —~— ) T oresung )
x 5 geldsten AB42 (50 uM) ergaben ein typisches Spektrum einer
= B-Faltblatt-Struktur in Ab- und Anwesenheit von 100-400 uM
210 Sulindac Sulfid.
200 210 220 230 240

Wellenlange [nm]

2.2.4 NMR-Analyse der Interaktion von Sulindac Sulfid und A42

Die spezifische Interaktion von Sulindac Sulfid mit der AB-Sequenz sollte mittels Kernspin-
Resonanz- (»nuclear magnetic resonance«, NMR) Spektroskopie verifiziert werden. Dazu wurde
ein zweidimensionales Festkorper-NMR-Spektrum von "N-markiertem APB42 in Gegenwart von
Sulindac Sulfid aufgenommen (Abb. 15). Die Messungen wurden in Zusammenarbeit mit
Muralidhar Dasari aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Bernd Reif (TU Miinchen) durchgefiihrt.
Eine Veranderung der chemischen Verschiebung zeigt eine Anderung der chemischen Umge-
bung des Peptid-Riickgrats an und gibt damit Hinweise auf eine Bindung. Flr die Aminosaure-
Reste 132, L34, M35 und V39 wurde eine Veranderung der chemischen Verschiebung beobachtet.
Auffallig ist, dass sich diese Aminosdure-Reste allesamt in der APP-TMS befinden. Die Intensitdt
des Resonanzsignals fiir die Glycin-Reste des GxxxG-Motivs fiel in Anwesenheit von Sulindac
Sulfid stark ab, was moglicherweise auf eine Austauschverbreiterung zurlickzufiihren ist, die vor-
rangig die C-terminalen Glycin-Reste betraf.

Die NMR-spektroskopischen Daten weisen ebenfalls auf eine spezifische Interaktion zwischen
AB42 und Sulindac Sulfid hin und untermauern die Resultate der SPR-Analysen. Auch hier wurde
gezeigt, dass die Bindung maf3geblich durch die APP-TMS vermittelt wird.
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Abb. 15: Zweidimensionale Festkorper-NMR-Spektroskopie zur Analyse der Bindung von Sulindac Sulfid an AB42.
'H, 1’N-Spektrum von AB42 in Abwesenheit (schwarz) und Anwesenheit von Sulindac Sulfid (rot). Das molare Verhdltnis von
AB42:Sulindac Sulfid betrug 1:3. Gestrichelte Linien/Kreise kennzeichnen die chemischen Verschiebungen im Peptid.

2.2.5 Analyse der Bindung von Sulindac Sulfid an das rekombinante y-Sekretase-Substrat
c100

Dass kleine AB-modulierende Substanzenin der Lage sind, an die B-Faltblatt-Struktur von A342 zu
binden, wurde mittels SPR-, CD- und NMR-Analysen nachgewiesen. Da die TMS des y-Sekretase-
Substrats 3-CTF a-helikal vorliegt, war von besonderem Interesse zu testen, ob Sulindac Sulfid
auch spezifisch mit dem rekombinant hergestellten C100 interagiert. Hierbei handelt es sich um
das in E. coli aufgereinigte und in Detergenz-Micellen rekonstituierte 3-CTF (Abb. 16A), das lber
einen C-terminal angefligten His-Tag an eine mit Ni-NTA funktionalisierte Sensorchip-Oberflache
gekoppelt wurde.

Ahnlich wie bereits fiir die Interaktion mit dem AB42-Peptid gezeigt, lie sich fiir Sulindac Sulfid
eine konzentrationsabhdngige Bindung feststellen (Abb. 16B), nicht jedoch fiir das Sulfon-
Derivat (Abb. 16C). Die Kurven aus den Messungen mit Sulindac Sulfid lieBen sich nicht zufrieden-
stellend an das 1:1 Bindungsmodell anpassen und lieferten somit keine kinetischen Parameter.
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Abb. 16: Untersuchung der Bindung von Sulindac Sulfid an C100 mittels SPR. (A) Dargestellt ist die Sequenz des rekombinant
hergestellten B-CTF (C100). Die darin enthaltene AB42-Sequenz ist unterstrichen. Die Glycin-Reste des GxxxG-Motivs sind rot her-
vorgehoben. C100 wurde (ber Nickel an einen NTA-funktionalisierten Sensorchip immobilisiert (1600 RU). (B) Verschiedene Kon-
zentrationen (5-100 uM) an Sulindac Sulfid (B) bzw. Sulindac Sulfon (C) wurden fiir 60 s bei einer Flussrate von 30 ul/min injiziert.

2.2.6 Einfluss von Sulindac Sulfid auf die Sekundarstruktur des rekombinanten y-Sekretase-
Substrats C100

Das aufgereinigte C100 liegt Uberwiegend in a-helikaler Konformation vor (Botev et al., 2011).
Wurden zu 50 uM C100 100-400 uM Sulindac Sulfid gegeben, so war im aufgenommenen CD-
Spektrum kein Unterschied zur Kontrolle zu beobachten. Dies zeigt, dass die a-helikale Sekundar-
struktur in Anwesenheit von Sulindac Sulfid erhalten bleibt.

_ E:gguoo UM S. Sulfid

20 C100 + 200 uM S. Sulfid
C100 + 400 uM S. Sulfid

o

£ IR

“‘; 0 A - Abb. 17: Analyse der Sekunddrstruktur von C100 in An-

- 10 wesenheit von Sulindac Sulfid. CD-Messungen von aufge-

= reinigtem C100 (50 uM) ergaben in Ab- und Anwesenheit von
-20 100-400 uM Sulindac Sulfid eine a-helikale Konformation.
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2.3 Einfluss von GSMs und iGSMs auf die TMS-Dimerisierung

2.3.1 Etablierung des ToxR-Assays in Gegenwart von potentiell modulierender Substanzen

Der Einfluss von kleinen Substanzen auf die Dimerisierung der APP-TMS wurde mit Hilfe des
bakteriellen ToxR-Systems untersucht (Kolmar et al., 1995; Langosch et al., 1996). Dieses System
macht von einem Fusionsprotein Gebrauch, welches aus der zytoplasmatischen Domane des
ToxR-Transkriptionsaktivators (ToxR) aus V. cholerae, aus der zu untersuchenden TMS und aus
dem periplasmatischen Maltosebindeprotein (MBP) besteht. Wird dieses Fusionsprotein in E. coli-
Zellen des Indikatorstammes FHK12 exprimiert, so 16st die Dimerisierung der TMS die spezifische
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Assoziation zweier ToxR-Domanen aus. Als Konsequenz wird die Transkription des Reportergens
B-Galaktosidase (B-Gal) initiiert, die durch die enzymatische Bildung eines photometrisch mess-
baren Produkts festgestellt werden kann (Kolmar et al., 1995; Langosch et al., 1996). Dabei kor-
reliert die Menge der gebildeten [3-Gal mit der Starke der Dimerisierung der zu untersuchenden
TMS und ldsst eine Quantifizierung der TMS-TMS-Affinitat zu. Die im ToxR-Fusionprotein verwen-
dete TMS umfasst die Aminosduren G29-A42 (entsprechend der AB-Numerierung, Abb. 18A) und
enthalt das zentrale GxxxG-Motiv, das fiir die homophile Interaktion der APP-TMS verantwortlich
ist (Munter et al., 2007).

Die duBBere Membran von E. coli ist flir die meisten Molekile uniiberwindbar. Um die Permeabili-
tat der auBBeren Bakterienmembran gegentiber kleinen Substanzen zu erhéhen, wurde der ToxR-
Assay in der vorliegenden Arbeit dahingehend erweitert, dass Polymyxin-B-Nonapeptid (PMBN)
als Hilfsstoff eingesetzt wurde. Als kationisches Peptid kann PMBN mit den Carboxylgruppen der
auBleren Lipopolysaccharidschicht interagieren, was eine Veranderung der Membranstabilitat
und eine Permeabilisierung der Membran zur Folge hat (Vaara, 1991; Kimura et al., 1992).

In Abwesenheit von PMBN flihrte die Inkubation mit 10 uM Sulindac Sulfid zu keiner veranderten
Dimerisierung der APP-TMS (Abb. 18B). Hingegen zeigte sich bei Zugabe von 5 pg/ml PMBN (Abb.
18C) eine deutliche Abnahme der Dimerisierung im Vergleich zur DMSO-Kontrolle (Substratum-
satz der B-Gal gleich 100% gesetzt). Dieser Effekt verstarkte sich bei Verwendung von 10 pg/ml
PMBN noch weiter. Hier betrug die Dimerisierung der APP-TMS nur noch 67%.

A AB 29-42
APP-TMS: DVGSNKGAIIGLMVGGVVIATVIVITLVMLKK
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Abb. 18: Einfluss von Sulindac Sulfid auf die Dimerisierung der APP-TMS in Anwesenheit von PMBN. (A) Dargestellt sind
die Aminosdure-Reste D23 bis K54 der AB-Sequenz. Die vollstédndige APP-TMS ist grau unterlegt. Die Glycin-Reste des GxxxG-
Motivs sind rot hervorgehoben. Die gekennzeichnete Sequenz AB 29-42 entspricht den Aminosdure-Resten, welche als TMS ins

ToxR-Fusionsprotein integriert wurden. (B) Um die im ToxR-Assay verwendeten Bakterien fiir die Test-Substanzen zugdnglich zu

machen, wurde die optimale Konzentration des Hilfsstoff PMBN getestet. Gemessen am Substratumsatz durch die gebildete 3-Gal
wurde die Dimerisierungsstdrke der APP-TMS in Anwesenheit von 10 uM Sulindac Sulfid bei aufsteigender PMBN-Konzentration

ermittelt. Die DMSO-Kontrolle wurde gleich 100% gesetzt (Mittelwerte + Standardabweichungen, n = 4-15). Sterne zeigen einen

signifikanten Unterschied zur DMSO-Kontrolle an (*p < 0,0001, Student t-Test). Sulindac Sulfid reduziert die Dimerisierungsstcrke

der APP-TMS, jedoch erst in Anwesenheit von PMBN. (C) Die Zelldichte der E. coli FHK-Zellen wurde bei 620 nm (OD620) nach 6 h

Inkubation gemessen und mir der DMSO-Kontrolle verglichen (Mittelwerte + Standardabweichungen, n = 8-15).
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Zur Kontrolle wurde die Zelldichte nach 6 h Inkubation mit 10 uM Sulindac Sulfid und maximal
10 pg/ml PMBN gemessen. Im Vergleich zur DMSO-Kontrolle war die Zelldichte unverandert,
wodurch eine bakterizide Wirkung von PMBN unter den gewdhlten Bedingungen ausgeschlossen
werden kann.

Die Starke der Dimerisierung der APP-TMS lasst sich demnach durch Sulindac Sulfid reduzieren,
jedoch nur in Anwesenheit von PMBN. In folgenden ToxR-Experimenten wurde stets mit einer
PMBN-Konzentration von 10 ug/ml gearbeitet.

2.3.2 Einfluss von Sulindac Sulfid und strukturell verwandter Substanzen auf die Dimeri-
sierung der APP-TMS

Sulindac Sulfid und seine Derivate Sulindac Sulfon und Sulindac sowie Indomethacin wurden
dem ToxR-Assay jeweils in aufsteigender Konzentration fiir 6 h zugesetzt. Die Dimerisierungs-
starke der APP-TMS wurde durch Sulindac Sulfid konzentrationsabhdngig reduziert (Abb. 19A).
Flr Sulindac und das Sulfon-Derivat, die beide keinerlei Einfluss auf die AB-Produktion haben,
zeigte sich ein anderes Bild: Lediglich sehr hohe Konzentrationen (= 20 uM) an Sulindac verur-
sachen eine Schwadchung der Dimerisierung (Abb. 19B). Hier liegt jedoch die Vermutung nahe,
dass ein Teil der Substanz durch die Aktivitat von in E. coli vorkommenden Methioninsulfoxid-
Reduktasen zu Sulindac Sulfid reduziert wurde (Etienne et al., 2003).
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Abb. 19: Dimerisierung der APP-TMS in Anwesenheit von Sulindac Sulfid (A), Sulindac Sulfon (B), Sulindac (C) oder
Indomethacin (D). Der Substratumsatz durch die gebildete 3-Gal korreliert mit der Dimerisierungsstcrke der APP-TMS und wurde
fiir die DMSO-Kontrolle gleich 100% gesetzt (Mittelwerte + Standardabweichungen, n = 8-15). Sterne zeigen einen signifikanten
Unterschied zur DMSO-Kontrolle an (*p < 0,0001, Student t-Test). Sulindac Sulfid schwiéicht die Dimerisierung der APP-TMS in
Abhdngigkeit von der Konzentration.
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Sulindac Sulfon, welches weder zu Sulindac Sulfid noch zu Sulindac metabolisiert werden
kann, beeinflusste die Dimerisierung gar nicht (Abb. 19C). Diese Beobachtung unterstreicht die
Spezifitdt der Dimer-schwachenden Wirkung von Sulindac Sulfid. Auch durch Indomethacin
konnte die Dimerisierung herabgesetzt werden (Abb. 19D), jedoch gemessen an den Effekten,
die mit gleichen Konzentrationen an Sulindac Sulfid erzielt wurden, war dieser Effekt vergleichs-
weise schwach. So wurde die Dimerisierungsstarke bei einer Konzentration von 2,5 uM Sulindac
Sulfid um 10% reduziert, wahrend ein vergleichbarer Effekt erst mit einer Konzentration von
20 pM Indomethacin erreicht wurde.
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Abb. 20: Bakterienwachstum und Expressionsspiegel der ToxR-Fusionsproteine nach 6 h Inkubation mit Sulindac Sulfid,
Sulindac Sulfon, Sulindac oder Indomethacin. (A-D) Die Zelldichte der E. coli FHK-Zellen wurde bei 620 nm (OD620) gemessen.
Die DMSO-Kontrolle wurde auf 100% gesetzt (Mittelwerte + Standardabweichungen, n = 8-15). Sterne zeigen einen signifikanten

Unterschied zur DMSO-Kontrolle an (*p < 0.01, Student t-Test). Vergleichbare OD620-Werte konnten in Anwesenheit der Subs-
tanzen ermittelt werden. Lediglich sehr hohe Konzentrationen an Sulindac Sulfid (= 20 uM) verminderten leicht die Zelldichte im

Vergleich zur DMSO-Kontrolle. (E-H) Um die gleichmdBige Expression der ToxR-Fusionsproteine in Anwesenheit der verwendeten

Substanzen zu kontrollieren, wurden Bakteriensuspensionen gleicher Zellzahl lysiert, die Proteine mittels SDS-PAGE aufgetrennt
und im Western-Blot mit Hilfe des anti-MBP-AntikGrpers detektiert.
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Die Zelldichte der behandelten Bakterien wurde kontrolliert, um eine toxische/wachstumshem-
mende Wirkung der Substanzen Sulindac Sulfid, Sulindac Sulfon, Sulindac und Indomethacin
auszuschlieBen (Abb. 20A-D). Nach 6 h Inkubation in Anwesenheit der Substanzen wurden ver-
gleichbare OD620-Werte beobachtet. Nur Konzentrationen =20 uM an Sulindac Sulfid scheinen
die Zelldichte leicht zu reduzieren (Abb. 20A). Hierbei sei jedoch anzumerken, dass fiir die Be-
stimmung der Dimerisierungsstarke das gemessene Signal fiir den Substratumsatz durch die
[-Gal stets auf die OD620 der Zellsuspension normiert wurde.

Es konnte vermutet werden, dass nicht eine geschwdchte Dimerisierung sondern eine vermin-
derte Expression des untersuchten ToxR-Fusionsproteins die Signalstarke des ToxR-Systems
herabsetzt. Eine Western-Blot-Analyse stellte sicher, dass alle ToxR-Fusionsproteine in einem
vergleichbaren MaB3e exprimiert wurden (Abb. 20E-H).

Diese durch das ToxR-System erzielten Resultate lassen darauf schlielen, dass die dimerisie-
rende APP-TMS ein molekulares Target fiir das GSM Sulindac Sulfid und nahe verwandte Ap42-
reduzierende Substanzen, wie Indomethacin, darstellt. In ihrer Effektivitat hinsichtlich des
Einflusses auf die Dimerisierung scheinen sich die Substanzen zu unterscheiden, wobei Sulindac
Sulfid wesentlich potenter ist.

2.3.3 Einfluss weiterer GSMs und iGSMs auf die Dimerisierung der APP-TMS

Des Weiteren wurden Flurbiprofen, Ibuprofen und GSM-1 mittels ToxR-System untersucht
(Abb. 21). Sowohl Flurbiprofen als auch Ibuprofen fiihrten im ToxR-Assay zu einer Reduktion der
Dimerisierungsstarke (Abb. 21A und B). Allerdings waren hierfiir relativ hohe Konzentrationen
notwendig. So mussten fiir eine Abnahme der Dimerisierung um ca. 40% etwa 50 uM Flurbi-
profen oder 50 pM Ibuprofen eingesetzt werden. Bemerkenswerterweise zeigte das potente
GSM-1, welches einen sehr geringen EC50-Wert fiir die AB42-reduzierende Wirkung hat, im Ver-
gleich zu Sulindac Sulfid einen deutlich verstarkten Effekt (Abb. 21C). Schon 0,5 uM GSM-1 waren
ausreichend, um die Dimerisierungsstarke um Uber 10% herabzusetzen. In Anwesenheit von
5 UM GSM-1 betrug die Dimerisierung gegeniiber der DMSO-Kontrolle nur noch 60%.

Die GSMsFlurbiprofen, Ibuprofen und GSM-1 beeinflussten unterden gewahlten experimentellen
Bedingungen des ToxR-Assays weder die Zelldichte der verwendeten Bakterien (Abb. 21D-F)
noch den Expressionsspiegel des ToxR-Fusionsproteins (Abb. 21H-I).

Da sich fiir eine Gruppe von GSMs eine spezifische Dimer-schwdachende Wirkung zeigte, stellte
sich die Frage, ob sich im Umkehrschluss die Dimerisierung der APP-TMS durch iGSMs verstarken
lasst. Die Substanz Fenofibrat zeigte im ToxR-Assay jedoch bei Konzentrationen bis zu 20 pM
keinen Einfluss auf die Dimerisierung (Abb. 22A). Hohere Konzentrationen an Fenofibrat konnten
nicht getestet werden, da Fenofibrat sehr hydrophob ist und im verwendeten Medium ausfiel.
Ganz anders verhielt sich das iGSM Celecoxib (Abb. 22B). Die Starke der Dimerisierung der APP-
TMS lieB sich durch Celecoxib modulieren. Besonders interessant ist, dass hierbei verglichen mit
den getesteten GSMs die entgegengesetzte Wirkung beobachtet werden konnte und bereits
2,5 UM zu einer um 20% verstarkten Dimerisierung flihrten.
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Abb. 22: Dimerisierung der APP-TMS in Anwesenheit der iGSMs Fenofibrat und Celecoxib. Die Dimerisierungsstdrke der
APP-TMS in Anwesenheit von Fenofibrat (A) oder Celecoxib (B) wurde anhand des Substratumsatzes durch die gebildete (3-Gal
ermittelt. Die DMSO-Kontrolle wurde jeweils auf 100% gesetzt. Gezeigt sind die Mittelwerte + Standardabweichungen, n = 9-10
(A)/ 11-14 (B). Sterne zeigen einen signifikanten Unterschied zur DMSO-Kontrolle an (*p < 0,0001, Student t-Test). (C, D) Bakterien-
wachstum nach 6 h Inkubation. Die Zelldichte der E. coli FHK-Zellen wurde bei 620 nm (OD620) gemessen und die DMSO-Kontrolle
jeweils auf 100% gesetzt. Gezeigt sind die Mittelwerte + Standardabweichungen, n = 9-10 (C) / 11-14 (D). (E, F) Western-Blots zur
Kontrolle des Expressionsspiegels der ToxR-Fusionsproteine nach 6 h Inkubation. Die Detektion erfolgte mit Hilfe des anti-MBP-
Antikérpers.

Durch die Inkubation mit Fenofibrat und Celecoxib wurde die Zelldichte der im ToxR-Assay ver-
wendeten Bakterien nicht beeinflusst (Abb. 22C und D). Auch der Expressionsspiegel des ToxR-
Fusionsproteins war gegentiber der DMSO-Kontrolle stets vergleichbar (Abb. 22E und F).

Aus diesen Ergebnissen kann geschlossen werden, dass sowohl GSMs als auch iGSMs mit der
APP-TMS interagieren und auf die Dimerisierungsstarke Einfluss nehmen kdnnen.

2.3.2 Analyse der Spezifitat der Wirkung von Sulindac Sulfid und Celecoxib auf die TMS-
Dimerisierung

Neben APP existiert eine Vielzahl von Transmembranproteinen, die Uber ihre TMS dimerisie-
ren, darunter auch andere Substrate der y-Sekretase. Aus diesem Grund war von besonderem
Interesse, die Spezifitat der GSMs und iGSMs hinsichtlich ihrer modulierenden Wirkung bei der
APP-TMS-Dimerisierung zu analysieren.
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Abb. 23: Dimerisierung ausgewdihlter ToxR-Fusionsproteine. (A) Dargestellt sind Sequenz-Ausschnitte der Transmembran-
proteine APP, APP mit der GxxxG-Mutation G33A, GpA, APLP2 und Notch1 sowie die Oligo-Leucin-Sequenzen L16 und L549. Die

jeweiligen TMS sind grau unterlegt. Glycin-Reste, die einem GxxxG-Motiv zugeordnet werden kénnen, sind rot hervorgehoben.
Aminosduresequenzen der im Kontext von ToxR exprimierten TMS sind durch waagerechte Linien gekennzeichnet. (B) Zur
Kontrolle der gleichmdBigen Expression der ToxR-Fusionsproteine wurden gleiche Zellzahlen lysiert und die Proteine mittels

SDS-PAGE aufgetrennt. Die Detektion erfolgte im Western-Blot mittels anti-MBP-Antikérpers. (C) Anhand des Substratumsatzes

durch die gebildete 3-Gal konnte die Dimerisierung der untersuchten TMS verglichen werden. Der Substratumsatz des Konstrukts

APP-TMS wt wurde gleich 100% gesetzt (Mittelwerte + Standardabweichungen, n = 12-17). Sterne zeigen einen signifikanten

Unterschied zu APP-TMS wt an (*p < 0,0001, Student t-Test). (D) PD28-Assay als Kontrolle der Membranintegration der verwenden

Konstrukte. Die Zelldichte wurde bei 620 nm nach 48 h Inkubation gemessen. Die Zelldichte der Sequenz APP-TMS wt wurde auf
100% gesetzt (Mittelwerte + Standardabweichungen, n = 5-8). Transfizierte PD28-Zellen kénnen die MBP-Defizienz durch korrekte

und effiziente Membranintegration komplementieren und in Medium mit Maltose als einziger Kohlenstoffquelle wachsen.

Dazu wurden zunéchst alternative Konstrukte im ToxR-System auf ihre Selbstaffinitdt untersucht
und mit derjenigen der wildtypischen APP-TMS verglichen (Abb. 23). Es wurden neben der bereits
gut untersuchten APP-GxxxG-Mutante, bei der das Glycin an Position 33 (entsprechend der AB-
Numerierung) zu Alanin ausgetauscht wurde (APP-TMS G33A) (Munter et al., 2007), die Sequenz
K75-T87 des Transmembranproteins Glycophorin A (GpA-TMS), die Sequenz S693-A706 des APP-
homologen APLP2 (APLP2-TMS) sowie die Sequenz A1740-G1753 aus dem y-Sekretase-Substrat
Notch1 (Notch1-TMS) getestet (Abb. 23A). Des Weiteren kamen die Oligo-Leucin-Sequenzen L16
mit mittelmafiger und LS49 mit hoher Selbstaffinitat zum Einsatz (Herrmann et al., 2009).

Wie bereits gezeigt, flihrte die Mutation G33A in der APP-TMS zu einer Destabilisierung des
Dimers (Munter et al., 2007). Hier wurde im Vergleich zur wildtypischen Sequenz eine Reduktion
der Dimerisierung um 24% ermittelt. Die Affinitat, mit der das bereits gut charakterisierte
Konstrukt GpA-TMS dimerisiert, war vergleichsweise hoch (128%) und liegt im Wesentlichen an
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der dichten Packung der Seitenketten an der Kontaktflache, die das GxxxG-Motiv ermoglicht
(MacKenzie und Fleming, 2008). Im Gegensatz dazu wies die TMS von APLP2 eine relativ geringe
bis maBige Dimerisierung auf (65%), wahrend sich die Konstrukte Notch1-TMS und L16 recht
ahnlich der wildtypischen APP-TMS verhielten und nur eine leichte Schwachung des Substrat-
umsatzes durch die B-Gal zeigten (87% bzw. 93%). Besonders auffallend war die hohe Selbst-
affinitat der Modell-Sequenz LS49 (~300%), die wohl mal3geblich vom gleichzeitigen Vorhanden-
sein des Histidins und des GxxxG-Motivs abhangt (Herrmann et al., 2009). Zusammengefasst
kdnnen die Selbstaffinitdten der untersuchten Sequenzen folgendermafen dargestellt werden:
LS49 > GpA-TMS > APP-TMS wt > L16 > Notch1-TMS > APP-TMS G33A > APLP2-TMS (Abb. 23C).

Die Western-Blot-Analyse zeigte, dass der Expressionsspiegel fast aller Konstrukte mit der wild-
typischen APP-TMS vergleichbar war (Abb. 23B). Lediglich das APLP2-Konstrukt scheint etwas
schwacher exprimiertworden zu sein. Dies kdnnte mit zum verringerten Substratumsatz durch die
[-Gal beigetragen haben. Die ToxR-Fusionsproteine mit den Sequenzen L16 oder LS49 besitzen
zusatzlich einen His-Tag. Der dadurch erzeugte Grof3enunterschied war nach elektrophoretischer
Auftrennung der Proteine im 12,5%igen SDS-Polyacrylamid-Gel detektierbar.

Um als Ursache fiir die unterschiedliche Signalstdrke im ToxR-Assay unterschiedliche Konzentrati-
onen der ToxR-Fusionsproteine in der inneren Bakterienmembran auszuschlieBen, wurde deren
Membranintegration mittels PD28-Assay Uberpriift. Bei diesem Kontrollexperiment wurden die
Konstrukte in MBP-defizienten E. coli-Zellen des Stammes PD28 exprimiert. Das Konstrukt ATM ist
ein ToxR-Fusionsprotein mit deletierter TMS. Es liegt als Monomer im Zytoplasma exprimieren-
der Bakterienzellen vor und reprasentiert den basalen Expressionsspiegel der 3-Gal durch den
ctx-Promotor (Brosig und Langosch, 1998). Alle verwendeten Konstrukte waren in der Lage, die
MBP-Defizienz von PD28-Zellen zu komplementieren, so dass die transformierten PD28-Zellen in
einem Mangelmedium mit Maltose als einziger Kohlenstoffquelle wachsen konnten (Abb. 23D).
Die Effizienz der Membranintegration der untersuchten Konstrukte war dabei ungefahr genauso
hoch wie die von APP-TMS wt und lasst somit auf eine vergleichbare Konzentration der ToxR-
Fusionsproteine in der inneren Bakterienmembran schlief3en.

Nachdem die Selbstaffinitat der verschiedenen Sequenzen bestimmt worden war, wurde deren
Interaktion in Anwesenheit von 10 uM Sulindac Sulfid (Abb. 24A) bzw. 10 uM Celecoxib (Abb.
24B) mittels ToxR-System analysiert. Hierbei wird deutlich, dass sich nicht nur die Dimerisierungs-
starke der APP-TMS durch Sulindac Sulfid und Celecoxib modulieren lasst. So wurde die Dimeri-
sierung der G33A-Mutante durch Sulindac Sulfid um weitere 20% reduziert. Celecoxib hingegen
scheint die geschwachte Dimerisierung von G33A aufzuheben und das Dimer effektiv zu
stabilisieren, so dass die Dimerisierungsstarke in Gegenwart von 10 uM Celecoxib sogar Uber
das Niveau der wildtypischen APP-TMS angestiegen war (117%). Ahnlich verhielt es sich mit den
anderen TMS, bis auf L549. Fiir eine bessere Vergleichbarkeit und zur Darstellung des prozentualen
Einflusses der beiden Substanzen auf die verschiedenen Sequenzen wurden diese Daten auf die
DMSO-Kontrolle der jeweilig untersuchten ToxR-Konstrukte normiert (Abb. 24C). Offensichtlich
ist Sulindac Sulfid in der Lage, die Dimerisierungsstarke ganz verschiedener TMS um ungefahr
25% zu vermindern, wahrend Celecoxib den gegenteiligen Effekt zeigte und die Dimerisierung
um wenigstens 30% zu steigern vermag. Die TMS von APLP2, welche vergleichsweise schwach
dimerisierte, zeigte nach Inkubation mit Sulindac Sulfid eine eher gemaBigte Reduktion der
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Dimerisierung (Reduktion um 12%). Celecoxib jedoch konnte die Selbstaffinitdt dieses Konstruk-
tes Uiberdurchschnittlich stark erh6hen. Interessanterweise konnte fiir die besonders hochaffine
TMS LS49 kein signifikanter Einfluss der Substanzen festgestellt werden.

Diese Ergebnisse lassen schlussfolgern, dass neben der wildtypischen APP-TMS durchaus auch
weitere Sequenzen der Dimer-stabilisierenden bzw. Dimer-schwachenden Wirkung von GSMs
bzw. iGSMs ausgesetzt sein kdnnen. Ist die Affinitat, mit der die TMS dimerisieren, allerdings sehr
hoch, so lasst sich die Dimerisierungsstarke nicht mehr effektiv modulieren.

2.4 Analyse und Charakterisierung neuartiger Sulindac-Derivate

In der vorliegenden Arbeit konnte bereits deutlich gezeigt werden, dass sich geringfiigige struk-
turelle Unterschiede nicht nur auf die AB-modulierende Wirkung, sondern auch auf die Affinitat
gegenliber der AB-Sequenz und auf die Fahigkeit, die Dimerisierungsstarke von TMS zu reduzie-
ren, auswirken kdnnen. So bindet das GSM Sulindac Sulfid effektiv an AB42 und vermindert die
Dimerisierung der APP-TMS bereits in niedrigen mikromolaren Konzentrationen, wahrend sich
Sulindac beziiglich dieser Eigenschaften inaktiv verhalt.

Um genauere Aussagen Uber die Struktur-Wirkungs-Beziehung von Sulindac-Derivaten treffen
zu kdnnen und eine Strategie zur chemischen Optimierung zu entwickeln, wurden abgeleitet
von der Sulindac-Grundstruktur verwandte Substanzen synthetisiert und anschlieBend im Zell-
kultursystem auf ihre AB-modulierende Wirkung hin untersucht. Im Labor von Prof. Dr. Herbert
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Waldmann (Max-Planck-Institut fir molekulare Physiologie, Dortmund) wurde hierbei der Hetero-
zyklus von Sulindac durch Einfiihrung hydrophober funktioneller Gruppen an Position R oder
Elektronen-ziehender Substituenten an Position R modifiziert (Abb. 25).

In einer in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Sascha Weggen (Heinrich-Heine-
Universitat Disseldorf) wurden CHO-Zellen, die sowohl das humane Wildtyp-APP751 als auch
das humane Wildtyp-PS1 stabil Gberexprimierten, fiir 24 h mit je 60 uM dieser Substanzen
behandelt, um dann die AB38-, AB40- und AB42-Mengen aus konditioniertem Medium mittels
ELISA (»enzyme-linked immunosorbent assay«) zu quantifizieren (Abb. 26A). Im Vergleich zur
DMSO-Kontrolle verminderten die Substanzen (b), (d), (f) und (h) AB42 um weit mehr als 70%,
wobei Substanz (f) mit einer Reduktion der AB42-Menge auf 20% den deutlichsten Effekt
zeigte. Substanz (g) erhohte die AB42-Menge leicht, wobei dieser Effekt nicht signifikant war.
Des Weiteren zeigten die Substanzen (b), (d), (f) und (h) eine verstérkte Prozessierung zu AB38,
was eine inverse Beziehung zwischen AB42 und AB38 erkennen lasst. Die Erhohung von AB38
durch Substanz (f) war dabei verhaltnismaBig gering und erreichte den Effekt von Sulindac Sulfid
(Erhéhung von APB38 um ~165%) nicht. Vergleichbar mit Sulindac Sulfid zeigten die meisten Deri-
vate keinen Einfluss auf die AB40-Produktion. Eine Ausnahme stellte Substanz (e) dar, die zu
einer erh6hten AB40-Menge fiihrte. Aullerdem wurde fiir Substanz (f), welche die grof3te AR42-
reduzierende Wirkung hatte, eine leichte Abnahme der AB40-Menge beobachtet. Die Wirkung
der Substanz (f) auf die AB-Produktion dhneln den Effekten der sorgfaltig analysierten GxxxG-
Mutante G33I (Munter et al., 2007). Diese Mutante, welche die Dimerisierung der APP-TMS fast
vollstandig verhindern konnte, zeigte ebenfalls eine wesentliche Reduktion der AB40- und
AB42-Menge, wahrend A38 nur wenig erhoht wurde. Entsprechend dieser Ergebnisse konnten
Sulindac-Derivate mit gleichem Substituenten in Position R' in Zweiergruppen bestehend aus
jeweils einer aktiven und einer inaktiven Substanz zusammengefasst werden. Als aktiv wurden
diejenigen Substanzen klassifiziert, die im Vergleich zu Sulindac Sulfid die AB42-Generierung mit
gleicher oder erhohter Effektivitat herabsetzen konnten (Abb. 25).
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Abb. 25: Ubersicht iiber neuartige Sulindac-Derivate. (A) Sulindac-Grundstruktur, von der neue Substanzen abgeleitet
wurden. (B) Tabellarische Ubersicht iiber die strukturellen Eigenschaften der untersuchten Sulindac-Derivate. Substanzen, die
im Zellkultursystem eine AB42-reduzierende Wirkung besaBBen, wurden als »aktiv« klassifiziert, andernfalls als »inaktiv«. R, R
Substituenten.
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Abb. 26: Sulindac-Derivate und Analyse ihrer AB-modulierenden Wirkung, ihrer Bindung an die AB-Sequenz sowie ihres
Einflusses auf die Dimerisierung der APP-TMS. (A) ELISA: AB38-, AB40- und AB42-Menge nach Behandlung von CHO-Zellen
(APP CHO PS1-wt) mit einer Substanzkonzentration von 60 uM. Die DMSO-Kontrolle wurde gleich 100% gesetzt (Mittelwerte +
Standardabweichungen, n = 3). Signifikante Unterschiede zur DMSO-Kontrolle sind durch Sterne gekennzeichnet (*p < 0,005,
Student t-Test). 60 uM Sulindac Sulfid erh6hen AB38 um ca. 60% (schwarze horizontale Linie) und reduzieren AB42 um ca. 40%
(gestrichelte horizontale Linie), ohne dabei A40 zu beeinflussen (graue horizontale Linie). (B) SPR-Analyse: Substanzkonzentra-
tionen von 40 uM wurden bei einer Flussrate von 30 ul/min iiber immobilisiertes AB42 gegeben. Die Assoziationsphase wurde fiir
30 s verfolgt. Die Sensorgramme wurden um das entsprechende Molekulargewicht der Substanzen korrigiert. RU-Werte am Ende
jeder Injektion wurden in Prozent angegeben (RU nach Injektion von 40 uM Sulindac Sulfid wurden auf 100% gesetzt, gestrichelte
horizontale Linie, Mittelwerte + Standardabweichungen, n = 3, *p < 0,01, Student t-Test). (C) ToxR-Assay: Das ToxR-Fusionsprotein
mit der APP-TMS und eine Substanzkonzentration von je 10 uM wurden verwendet. Bei dieser Konzentration fiihrt Sulindac Sulfid
zu einer Reduktion der Dimerisierungsstdrke der APP-TMS um 33% (gestrichelte horizontale Linie). Die DMSO-Kontrolle wurde
gleich 100% gesetzt (Mittelwerte + Standardabweichungen, n = 3, *p < 0,01, Student t-Test).

Im Folgenden sollten diese Substanzen auch hinsichtlich ihrer Bindung an die AB-Sequenz und
ihres Einflusses auf die Dimerisierungsstarke der APP-TMS analysiert werden. Um mit Hilfe der
Biacore-Technik die direkte Interaktion mit der AB-Sequenz zu untersuchen, wurden je 40 uM
dieser Substanzen auf immobilisiertes AB42-Peptid injiziert und die durchschnittlichen RU am
Ende jeder Injektion mit demjenigen Signal verglichen, das eine Injektion von 40 uM Sulindac
Sulfid hervorrief (Abb. 26B). Vier Substanzen zeigten eine reduzierte Bindung an immobilisiertes
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AB42, namlich (@), (b), (¢) und (g). Zwei Sulindac-Derivate, (c) und (d), vermochten genauso gut
wie Sulindac Sulfid mit AB42 zu interagieren, wahrend die Substanzen (f) und (h) sogar zu einem
erhoéhten Signal fihrten.

Der Einfluss dieser Substanzen auf die Dimerisierungsstarke der APP-TMS wurde ermittelt,
indem 10 uM dieser Substanzen im bakteriellen ToxR-System eingesetzt wurden (Abb. 26Q).
Bemerkenswerterweise bewirkten die drei Substanzen (d), (f) und (h), die auch eine AfB42-
reduzierende Wirkung zeigten, eine deutlich abgeschwdchte Dimerisierung der APP-TMS.
Derivat (f) bewirkte sogar eine Schwdachung der Dimerisierungsstarke um 70% und stellte
sich somit als besonders potente Substanz heraus. Hingegen hatten (a), (c), (e) und (g) nahezu
keinen Effekt auf die Dimerisierung der APP-TMS sowie auf die AB42-Produktion. Substanz (b)
zeigte beziiglich der Dimerisierungsstarke nur einen geringfiigigen Effekt, was sich sehr gut mit
der vergleichsweise schwachen Bindung an Af342 deckt. Diese Substanz war jedoch in der Lage,
die AB42-Menge zu vermindern.

Das Wachstum der im ToxR-Assay verwendeten Bakterien wurde durch Zugabe der Substanzen
nicht beeinflusst (Abb. 27A). Lediglich (f) flihrte unter den gewahlten Bedingungen zu einer
leichten Abnahme der Zelldichte. Die Expression des ToxR-Fusionsproteins war gegeniiber der
DMSO-Kontrolle stets vergleichbar (Abb. 27B).

Zusammengefasst zeigten die Substanzen graduelle Effekte in Hinsicht auf die Modulation der
AB-Produktion, die direkte Interaktion mit der AB-Sequenz und die Beeinflussung der Dimeri-
sierungsstarke der APP-TMS. Diesbezuglich verhielt sich Substanz (d) ganz ahnlich dem Sulindac
Sulfid, wahrend (f) und (h) sogar noch wirkungsvoller waren.
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Abb. 27: Bakterienwachstum und Expressionsspiegel der ToxR-Fusionsproteine nach 6 h Inkubation mit Sulindac-
Derivaten. (A) Vergleichbare OD620-Werte konnten in Anwesenheit der Substanzen (a) - (h) ermittelt werden. Lediglich 10 uM (f)

verminderten die Zelldichte im Vergleich zur DMSO-Kontrolle leicht. (B) Um die gleichmdSige Expression der ToxR-Fusionsproteine

in Anwesenheit der Sulindac-Derivate zu kontrollieren, wurden Bakteriensuspensionen gleicher Zellzahl lysiert, die Proteine mit-
tels SDS-PAGE aufgetrennt und im Western-Blot mit Hilfe des anti-MBP-Antikérpers detektiert.
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Aus diesen Ergebnissen lasst sich weiterhin ableiten, dass Substituenten an Position R? einen we-
sentlichen Einfluss auf die genannten Aspekte haben. So war hier die Einfiihrung von Elektronen-
ziehenden Substituenten, insbesondere von Fluor und von Phenylethenyl-Substituenten, fiir die
Wirkung essentiell. Hingegen beeinflussten die Substituenten an Position R' insbesondere die
Lipophilie der Substanzen. Die Substanzen waren umso potenter, je hydrophober ihr Substituent
an Position R! war. Dies kdnnte womaglich auch die Unterschiede zwischen Sulindac Sulfid und
den beiden inaktiven Derivaten Sulindac und Sulindac Sulfon erklaren.

Obwohl hier sehr verschiedene experimentelle Ansatze miteinander verkniipft wurden, verdeut-
lichen diese Resultate eindrucksvoll den Zusammenhang zwischen AB-modulierender Wirkung,
Affinitat zur AB-Sequenz und Einfluss auf die Dimerisierungsstarke der APP-TMS.

2.5 Molekulares Ligandenbindungs-Modell

Mittels SPR-Analysen konnte gezeigt werden, dass Sulindac Sulfid, Indomethacin und GSM-1
spezifisch an die Sequenz von AB42 binden. Es stellte sich zudem heraus, dass die APP-TMS flir
diese Interaktion von Bedeutung ist.

Sulindac
Sulfon

Sulindac
Sulfid

Sulindac

Abb. 28: Computergestiitzes Modell der Interaktion von Sulindac Sulfid und strukturell verwandter Substanzen mit der
APP-TMS. Dargestellt sind die Aminosduren E23 bis V45. Fiir Sulindac Sulfid (A), Sulindac Sulfon (B), Sulindac (C) und Indometha-
cin (D) sind Ergebnisse mit hochstem »GOLD-Score« gezeigt. Sauerstoff-Atome sind rot, Stickstoff-Atome dunkelblau, Schwefel-
Atome orange, Fluor-Atome violett und Chlor-Atome hellgriin gekennzeichnet. Potentielle Wasserstoff-Briicken-Bindungen sind
als gestrichelte Linien dargestellt.
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Um die Bindungsstellen dieser Substanzen innerhalb der APP-TMS genauer zu bestimmen und
die wahrscheinlichste raumliche Anordnung eines solchen Komplexes darzustellen, wurde von
Dr. Peter W. Hildebrand (Charité, Berlin) mit Hilfe einer Software zur Simulation von Liganden-
bindungen an Proteinen (»GOLD«) ein molekulares Modell erstellt (Abb. 28). Dazu wurde die
Interaktion der Substanzen mit dem a-helikalen Sequenz-Bereich von E23 bis V45 modelliert.
Betrachtet man Sulindac Sulfid, seine inaktiven Derivate und Indomethacin in Abbildung 30,
so fallt auf, dass sich alle Substanzen entlang einer flachen Helix-Oberfliche anlagerten, wel-
che durch die Glycin-Reste G25, G29, G33 und G37 des GxxxG-Motivs gebildet wird. Alle vier
Substanzen sind aufgrund ihres aromatischen Charakters sehr flach und rigide und kénnen
daher vorzugsweise Bindungen mit flachen Protein-Oberflachen eingehen. Des Weiteren besit-
zen die Substanzen eine giinstige Lange von 10-12,5 A und passen dadurch genau zwischen die
Amid-Gruppen zweier benachbarter Glycine. Da sich die aromatischen Ringe der Substanzen
nahezu parallel zur Helix-Achse anordnen, scheinen auch elektrostatische Wechselwirkungen
zwischen den delokalisierten m-Elektronen und einer partiell positiv geladenen N-H- oder C-H-
Gruppe zum Tragen zu kommen (N-H...m oder C-H...m) (McGaughey et al., 1998). Die Unterschie-
de in der Affinitat der Substanzen gegeniiber der APP-TMS sind vermutlich auf die uneinheitliche
Ausbildung von Wasserstoff-Briicken-Bindungen zurlickzufiihren. So ist die Carboxyl-Gruppe
von Sulindac Sulfid (Abb. 28A) bzw. Sulindac (Abb. 28B) Uber Wasserstoff-Briicken mit der Amid-
Gruppe von G29 oder mit der freien Amino-Gruppe von K28 verbunden. Im Gegensatz zu
Sulindac Sulfid bestehen jedoch AbstofBungskrafte zwischen der Sulfoxid-Gruppe im Sulindac
und der Acyl-Gruppe von G33, was die deutlich schwachere Affinitdt von Sulindac zur APP-TMS
erklart. Flr Sulindac Sulfon (Abb. 28C) wurden keinerlei Wasserstoff-Briicken-Wechselwirkungen
mit Aminosauren der APP-TMS gefunden, hingegen scheint eine AbstofBung bedingt durch die
Sulfon-Gruppe gegeben. Indomethacin lagerte sich interessanterweise in entgegengesetzter
Orientierung an die Helix-Oberflache an und konnte lber seine Carboxyl-Gruppe mit der
Amid-Gruppe von G33 Wasserstoff-Briicken-Bindungen ausbilden (Abb. 28D). AbstoBungskrafte
existieren aufgrund des hydrophoben Chlors als Substituenten nicht.

Abb. 29: Interaktion von Sulindac Sulfid und Indomethacin mit der APP-TMS. Dargestellt sind die Aminosduren E23 bis V45.
Gezeigt sind neben Ergebnissen mit héchstem »GOLD-Score« auch solche mit zweitbestem »GOLD-Score«. (A) Seitenansicht der
Helix. Die Glycine des GxxxG-Motivs bilden die Kontaktflciche fiir die GSMs. Bevorzugt werden die Aminoséure-Reste G29 und G33.
(B) Die Sichtweise entlang der Helix-Achse zeigt die flache Molekiil-Oberfliiche der APP-TMS, die durch die Glycine gebildet wird.
Nur an diese Seite der Helix lagern sich die GSMs an. Sauerstoff-Atome sind rot, Stickstoff-Atome dunkelblau, Schwefel-Atome
orange, Fluor-Atome violett und Chlor-Atome hellgriin gekennzeichnet. Gestrichelte Linien: potentielle Wasserstoff-Briicken-
Bindungen.
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Abb. 30: Computergestiitzes Modell der Interaktion
von GSM-1 mit der APP-TMS. Dargestellt sind die Amino-
sduren E23 bis V45. Gezeigt sind Ergebnisse mit héchstem
»GOLD-Score«. Sauerstoff-Atome sind rot, Stickstoff-Atome
dunkelblau, Schwefel-Atome orange, Fluor-Atome violett und
Chlor-Atome hellgriin gekennzeichnet.

Aus Abbildung 29, in der auch Ergebnisse mit weniger gut bewertetem »GOLD-Score« dargestellt
sind, wird deutlich, dass Sulindac Sulfid, anstatt an eine definierte Bindungstasche zu binden, eher
mit der flachen Molekil-Oberflache im Bereich der drei konsekutiven GxxxG-Motive interagieren
kann.

Das molekulare Modell fir die Interaktion der APP-TMS mit dem potenten GSM-1 zeigt, dass
sich auch hier ein Komplex aus TMS und Substanz ausbilden kann (Abb. 30). Interessanterweise
scheint GSM-1 das am weitesten C-terminal gelegene GxxxG-Motiv zu bevorzugen und lagerte
sich in idealer Weise mit seinem Piperidin-Ring an G33 und mit seinem Trifluoromethyl-substi-
tuierten Phenyl-Ring an G37 der APP-TMS an. Die aromatischen Ringe lagen dabei fast parallel
zur Helix-Achse, so dass die delokalisierten m-Elektronen optimal mit partiell positiv geladenen
N-H- oder C-H-Gruppen der TMS wechselwirken kénnen (McGaughey et al., 1998). Der Chloro-
phenyl-Ring ordnete sich genau dazwischen senkrecht zur Helix-Achse an.

Zusammengefasst bildet das GxxxG-Motiv der APP-TMS eine ideale Kontakt-Oberflache fiir
GSMs wie Sulindac Sulfid, Indomethacin und GSM-1, die bevorzugt zwischen den Glycin-Resten
G29 und G33 bzw. G33 und G37 binden. Demnach konnten die experimentellen Daten durch das
molekulare Ligandenbindungs-Modell unterstiitzt werden.

2.6 Einfluss von Sulindac Sulfid auf die Oligomerisierung von AB42

Seit einigen Jahren ist bekannt, dass die durch AB42 vermittelten toxischen Effekte nicht auf die
abgelagerten Plaques oder Fibrillen zurtickzufiihren sind, sondern vielmehr niedere Oligomere
toxisch wirken. Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse, dass Sulindac Sulfid und dhnliche
GSMs an die AB-Sequenz binden und die Dimerisierung effektiv reduzieren konnen, warf die
Frage auf, ob Sulindac Sulfid auch in der Lage ist, hGhere oligomere Strukturen aufzulésen. Aus
diesem Grund wurde die Oligomerisierung von AB42 in Anwesenheit von Sulindac Sulfid mittels
SEC bei 214 nm verfolgt (Abb. 31). Dazu wurde eine L&sung aus 0,2 mM frisch geldstem A342 mit
1,25 mM Sulindac Sulfid oder mit dem Losungsmittel als Kontrolle versetzt und anschlieBend
flr 24 h bei RT inkubiert. Da DMSO im relevanten Spektralbereich sehr stark absorbiert, wurde
Methanol als Lésungsmittel fiir Sulindac Sulfid verwendet. Sulindac Sulfid selbst beeintrachtigte
unter den gewahlten experimentellen Bedingungen die Absorption des Peptids nicht. Nach 0 h,
12 h sowie 24 h wurden Aliquote der gleichen Stammldsung entnommen, abzentrifugiert und
Uber eine SEC-Sdule aufgetrennt.
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Abb. 31: Einfluss von Sulindac Sulfid auf die Oligomerisirung von AB42. Synthetisches Af342 (100 uM) wurde fiir 24 h bei 25°C
mit Methanol (8%) zur Kontrolle (A) oder mit 1,25 mM Sulindac Sulfid (B) inkubiert. Nach 0 h, 12 h und 24 h wurden jeweils 100 ul-
Aliquote 1:4 mit PBS verdiinnt und auf eine Superose 12 Sdule gegeben. Die Oligomerisierungszustdnde (1x, 2x, 4x, ...) von AB42
sind im Chromatogramm durch Pfeile markiert.

Wie bereits von Harmeier et al. gezeigt, lag das frisch geloste AB42-Peptid nicht nur in Form
von Monomeren und Dimeren vor, sondern bildet in erster Linie grol3e Mengen tetramerer und
hexamerer Oligomerformen und geringere Mengen hdherer Oligomere wie 16- und 20-mere
(Abb. 31A) (Harmeier et al., 2009). Nach 12 h zeigte sich eine deutliche Abnahme von Tetrameren
und Hexameren zugunsten von héheren Oligomeren. Der Anteil an niederen Oligomeren nahm
Uber die folgenden 12 h noch weiter ab, wohingegen sich die Konzentration der hheren Oligo-
mere nicht wesentlich veranderte. Es ist aber anzunehmen, dass tiber den langen Zeitraum von
24 h auch eine Aggregation hin zu protofibrillaren Strukturen und reifen Fibrillen stattfand.

Im Beisein von Sulindac Sulfid zeigte das frisch geldste Peptid eine zur Kontrolle dhnliche Oligo-
merverteilung. Auch hier waren vor allem Tetramere und Hexamere und nur kleine Mengen an
Dimeren und hoheren Oligomeren detektierbar (Abb. 31B). Bemerkenswerterweise nahm hier
aber der Anteil an niederen Oligomeren tber 24 h weitaus starker ab. Nach 12 h und 24 h wurden
insbesondere 16-mere gefunden. Dass die Konzentration der héheren Oligomere, insbesondere
der 20-mere, zu diesen Zeitpunkten im Vergleich zur Kontrolle insgesamt etwas niedriger war,
ist vermutlich auf die Ausbildung noch hoherer Aggregate zuriickzufiihren.

Der Peak beim Elutionsvolumen von 18,9 ml liegt auBBerhalb des molekularen GréBenbereichs fir
AB42-Peptide und entspricht niedermolekularen Begleitkomponenten (z.B. Salzen).

Die Chromatogramme von frisch geléstem AB42 in Abwesenheit und Anwesenheit von Sulindac
Sulfid weisen groBe Ahnlichkeit auf. Wurde der Oligomerisierungszustand tiber einen Zeitraum
von 24 h betrachtet, scheint Sulindac Sulfid jedoch tendenziell die Ausbildung hoherer Aggrega-
te auf Kosten der niederen Oligomere zu induzieren.

2.7 Einfluss von Sulindac Sulfid auf die Fibrillenbildung von Ap42

In Gegenwart von Sulindac Sulfid zeigte sich flir AB42 eine schnellere Abnahme niederer Oligo-
mere. Um zu untersuchen, ob sich die Anwesenheit von Sulindac Sulfid auch auf den weiteren
Aggregationsprozess auswirkt und die Substanz die Peptide schneller zu Fibrillen aggregieren
lasst, wurde frisch gel6stes Peptid auf eine Konzentration von 50 uM eingestellt, direkt mit
100 uM, 250 uM oder 500 uM Sulindac Sulfid versetzt und fiir 48 h bei RT inkubiert. Als Kontrolle
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diente eine mit DMSO versetzte AP-Probe. Die Fibrillenbildung wurde anschlieBend mittels
elektronenmikroskopischer Aufnahmen in Zusammenarbeit mit Dr. Rudi Lurz (Max-Planck-
Institut fir Molekulare Genetik, Berlin) analysiert.

Die Aufnahmen des Kontroll-Ansatzes zeigten, dass der GroB3teil des Peptids nach 48 h zu typi-
schen maturierten AB-Fibrillen gereift war (Walsh et al., 1997). Die entstandenen Fibrillen wiesen
eine hohe Rigiditat und eine durchschnittliche Lange von 595 nm + 231 nm auf (Abb. 32A).
Der Fibrillendurchmesser betrug in der Regel 11-14 nm. Lediglich ein geringer Teil des Peptids
lag noch in Form von protofibrillaren oder kleineren Aggregaten vor. In Gegenwart von 100 uM
Sulindac Sulfid aggregierte AB42 ebenfalls zu reifen Fibrillen (Abb. 32B), deren Dicke und Lénge
sich kaum von Fibrillen der DMSO-Kontrolle unterschied (Lange: 582 nm + 203 nm). Auffallig
war jedoch, dass hier vermehrt kleinere Aggregate mit einem Durchmesser von 11-14 nm und
einer Lange von 50 nm + 15 nm gefunden wurden. Wurde die Konzentration an Sulindac Sulfid
auf 250 uM erhoht, traten nur noch vereinzelt langere AB-Fibrillen auf, wohingegen der Anteil
an Protofibrillen, die in ihrer Lange nur 33 nm £ 9 nm umfassten, merklich zunahm (Abb. 32C).
Bei Zugabe eines 10-fach molaren Uberschusses an Sulindac Sulfid war die Fibrillenbildung fast
vollstandig inhibiert. Hier fanden sich nahezu keine reifen Fibrillen mehr. Vielmehr bildeten sich
stark verkiirzte Aggregate, die sich teilweise auch zu gréBeren amorphen Strukturen zusammen-
lagerten (Abb. 32D).

Diese Resultate zeigen, dass die Aggregation von Af342 zu einer reifen Fibrille im Beisein von
Sulindac Sulfid deutlich erschwert ist und die Substanz die Fibrillenbildung konzentrationsab-
hangig stort.

Pt

Sulindac Sulfid

o

100 pM 250 uM 500 uM

Abb. 32: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von aggregiertem AB42. Synthetisches AB42 wurde fiir 48 h bei 25°C in
Gegenwart von Sulindac Sulfid inkubiert. Mit zunehmender Konzentration an Sulindac Sulfid nimmt die Ausbildung langer
Fibrillen ab. Bei einer Konzentration von 500 uM Sulindac Sulfid AB42 sind fast nur noch protofibrilldre Strukturen zu beobachten.
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3. Diskussion

Die GxxxG-vermittelte Dimerisierung der APP-TMS begiinstigt die Bildung des neurotoxischen
AP42-Peptids und stellt daher einen Risikofaktor fiir die Entstehung der Alzheimer-Krankheit dar
(Munter et al., 2007). Da sowohl eine abgeschwachte Dimerisierung der APP-TMS als auch die
Anwesenheit niedermolekularer Substanzen die y-Sekretase-abhangige Prozessierung modulie-
ren und dadurch eine reziproke Verdanderung der AB42- und A338-Mengen herbeiflihren kann
(Kukar et al., 2005; Munter et al., 2007; Weggen et al., 2001), wurden im Rahmen der vorliegenden
Arbeit erstmals klassische AP42-reduzierende (GSMs) sowie AB42-steigernde Substanzen (iGSMs)
hinsichtlich ihres Einflusses auf die Dimerisierung eingehend untersucht.

Das GxxxG-Motiv im APB42-Peptid férdert zudem die Ausbildung toxisch wirkender Oligomere
(Harmeier et al., 2009). Um auszuschlieBen, dass sich potentiell protektive Substanzen moglicher-
weise nachteilig auf den Aggregationsprozess auswirken und solche oligomeren Formen des
AP42-Peptids stabilisieren, wurde in dieser Arbeit des Weiteren der Einfluss AB42-reduzierender
Substanzen auf die Oligomerisierung und Fibrillenbildung von AB42 analysiert.

3.1 Die APP-TMS als molekulares Target fiir GSMs und iGSMs

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die dimerisierende APP-TMS ein mole-
kulares Target fiir Substanzen mit AB-modulierender Wirkung darstellt. Im Folgenden werden
sowohl experimentelle Hinweise aus dieser Arbeit als auch Befunde aus verschiedenen Publika-
tionen aufgefiihrt, die diese Annahme untermauern:

Mittels SPR-Analyse wurde fir die direkte Bindung des GSMs Sulindac Sulfid an die AB-
Sequenz eine Affinitat im niedrigen mikromolaren Bereich ermittelt, wahrend fiir Sulindac und
sein Sulfon-Derivat keine signifikante Bindung an immobilisiertes AB42 festgestellt wurde.
Dies steht im Einklang mit Ergebnissen aus Zellkulturexperimenten, in denen Sulindac Sulfid je
nach verwendeter Zelllinie und eingesetztem Medium fiir die AB42-reduzierende Wirkung einen
EC50-Wert von 25-50 uM aufweist, wohingegen weder Sulindac noch sein Sulfon-Derivat in der
Lage sind, die AB-Produktion zu beeinflussen (Czirr und Weggen, 2006; Weggen et al., 2001).
Die Interaktion von Indomethacin mit der AB-Sequenz ist entsprechend der gewonnenen SPR-
Daten relativ gering, obwohl Indomethacin verglichen mit Sulindac Sulfid eine dhnliche Wirkung
auf die AB-Produktion zeigt (Czirr und Weggen, 2006; Weggen et al., 2001). Dass Flurbiprofen und
Ibuprofen keinerlei Bindung an AB42 zeigten, ist vermutlich mit der maBigen AB-modulierende
Wirkung dieser GSMs zu erklaren (Czirr und Weggen, 2006). Es ist aber auch nicht auszuschlief3en,
dass die AB42-Reduktion durch diese Arylpropionsdure-Derivate lber einen vollig anderen
Mechanismus vermittelt wird.

Photoaffinitatsmarkierungs-Studien mit photoaktivierbaren Flurbiprofen- bzw. Fenofibrat-
Derivaten von Kukar et al. konnten zeigen, dass GSMs und iGSMs nicht durch die Komponenten
des y-Sekretase-Komplexes gebunden werden, sondern durch APP, die APP-CTFs und A.
Als minimale Bindungsstelle stellte sich der Bereich um die Aminosduren 28-36 (nach der Ap-
Numerierung) in der APP-TMS heraus, der auch das zentrale GxxxG-Motiv umfasst (Kukar et al.,
2008). Interessanterweise konnte die Bindung der markierten Substanzen an rekombinant herge-
stelltes C100 auch durch solche GSMs wie Sulindac Sulfid und Indomethacin kompetiert werden,
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was auf eine dhnliche Bindungsstelle dieser Substanzen hindeutet. Da die Kompetition durch
Indomethacin im Vergleich zu Sulindac Sulfid jedoch weniger effizient war (Kukar et al., 2008),
konnten fir diese Substanz potentiell noch weitere Interaktionspartner oder andere Wirkmecha-
nismen existieren, durch welche eine Modulation der AB-Spezies hervorgerufen wird. Weiterhin
ging aus dieser Studie hervor, dass bereits geringfligige strukturelle Unterschiede, wie im Fall des
inaktiven Sulindac Sulfons, eine Kompetition vollstandig verhindern kénnen (Kukar et al., 2008).

Die Spezifitat der Bindung von GSMs an C100 wurde spater in Frage gestellt, als diese Interak-
tion in NMR-Analysen mit aufgereinigtem und in LMPG-Mizellen rekonstituiertem C100 nicht
bestatigt werden konnte (Beel et al., 2009). Die gegensatzlichen Resultate sind laut Schluss-
folgerung dieser Autoren darauf zurlickzufiihren, dass das von Kukar et al. untersuchte C100
(in 0,25% CHAPSO) unter den gewdhlten experimentellen Bedingungen wohl nicht als mono-
disperses Protein sondern als hochmolekulares Aggregat vorgelegen haben muss (Beel et al.,
2009). Experimentelle Beweise, die diese Vermutung unterstiitzen, gibt es allerdings nicht. Hin-
gegen wurde in der NMR-Studie wiederum nicht nachgewiesen, dass das verwendete Detergenz
LMPG die Spaltung des C100 durch die y-Sekretase tiberhaupt erlaubt. Dies ldsst Zweifel tiber die
native Konformation dieses Substrats offen.

In den SPR-Experimenten der vorliegenden Arbeit konnte neben der Bindung von Sulindac
Sulfid an die AB-Sequenz auch eine Interaktion dieser Substanz mit C100 gezeigt werden.
Dabei konnte sichergestellt werden, dass wahrend der Kopplung an die Sensorchip-Oberflache
sowohl das frisch geloste AB42 vorwiegend Monomere bildet als auch das nach der Methode
von Botev et al. in SDS-Mizellen rekonstituierte C100 (Botev et al., 2011). Die NMR-spektroskopi-
schen Daten, die in dieser Arbeit mit AB42 in Anwesenheit und Abwesenheit von Sulindac Sulfid
gewonnen wurden, unterstlitzen zudem die Annahme, dass GSMs direkt mit der AB-Sequenz
wechselwirken und dass die APP-TMS maBgeblich an der Interaktion beteiligt ist. Um noch
weitere Anhaltspunkte dafiir zu finden, wurden neben dem wildtypischen ApB42 auch Peptide
mit Mutationen an Position 33 in den SPR-Analysen verwendet. Der Befund, dass die Bindung
von Sulindac Sulfid an A42 durch die Mutation G33A bereits leicht abgeschwacht wird, sowie
der Befund, dass sich die Interaktion durch starkere Mutationen im zentralen GxxxG-Motivs
(G33I) noch sehr viel starker storen lasst, machen deutlich, dass die Intaktheit des GxxxG-Motivs
fur die spezifische Bindung an die APP-TMS eine entscheidende Rolle spielt. Ein dhnliches
Resultat lieferte auch eine SPR-Analyse mit C100 G33l, in der im Vergleich zum C100 wt eine
verminderte Bindung an die Mutante festzustellen war (Botev et al., 2011).

Bemerkenswerterweise scheint die Sekundarstruktur fiir die Bindung von GSMs an die APP-TMS
weniger von Bedeutung zu sein, da Sulindac Sulfid neben der 3-Faltblatt-Struktur von AB42 auch
mit dem a-helikalen y-Sekretase-Substrat C100 spezifisch in Wechselwirkung tritt. Daraus lasst
sich vermutlich auch die duale Wirkung von Sulindac Sulfid ableiten, die einerseits die Modu-
lation der AB-Produktion und andererseits den Einfluss auf den Aggregationsprozess von ApB42
einschlief3t.

Des Weiteren weisen die SPR-Experimente mit Sulindac Sulfid auf eine von einer 1:1 Stochio-
metrie abweichende komplexere Stochiometrie hin, die mit zunehmender Substanz-Konzen-
tration von 0,2:1 auf 2:1 ansteigt. Diese Resultate legen nahe, dass Sulindac Sulfid wohl nicht
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nur mit einer genau definierten Bindungsstelle in der AB-Sequenz interagiert, sondern vielmehr
mit der durch die drei konsekutiven GxxxG-Motive gebildeten Molekiil-Oberflache in Kontakt
treten kann. Fir die a-helikale Konformation der APP-TMS konnte diese Annahme mit Hilfe
eines molekularen Ligandenbindungs-Modells bestatigt werden. Demzufolge bildet der gesamte
die GxxxG-Motive umfassende Bereich der APP-TMS eine flache hydrophobe Helix-Oberflache
und erfillt somit eine optimale Voraussetzung fiir die Anlagerung von Sulindac Sulfid sowie des
strukturell verwandten Indomethacins. Diese flachen und duBlerst rigiden Substanzen legen sich
dabei aufgrund ihrer Linge von 10-12,5 A vorzugsweise zwischen zwei benachbarte Glycine
eines GxxxG-Motivs. Offensichtlich liegt eine Préferenz furr das zentrale GxxxG-Motiv vor, wobei
beispielsweise auch eine Interaktion mit dem C-terminal angrenzenden Motiv moglich scheint
(Abb. 28 und 29).

Eine Erklarung, warum Sulindac Sulfid und Indomethacin, nicht jedoch Sulindac und Sulindac
Sulfon mit der APP-TMS wechselwirken kdonnen, konnte ebenfalls aus den in dieser Arbeit
erstellten Modellen abgeleitet werden. So bedingen AbstoBungskrafte zwischen der Sulfoxid-
bzw. der Sulfon-Gruppe der beiden inaktiven Derivate und Aminosauren der APP-TMS die
deutlich schwachere Bindungsneigung. Zudem mangelt es im Fall dieser Substanzen an der
Ausbildung von Wasserstoff-Briicken-Wechselwirkungen, die gleichsam wie fiir die Assoziation
zweier nah beieinanderliegender Helices auch fiir die Bindung niedermolekularer Substanzen
von Bedeutung zu sein scheint (Senes et al., 2004).

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals nachgewiesen werden, dass das potente GSM-1, das
sich strukturell von Sulindac Sulfid unterscheidet, ebenfalls an die AB-Sequenz bindet. Aus den
Bindungskurven der SPR-Analysen ging interessanterweise hervor, dass vermutlich auch GSM-1
mebhr als eine definierte Bindungsstelle in der AB-Sequenz besitzt. Insbesondere die langsame
Dissoziationsrate weist darauf hin, dass der Komplex aus AB42-Peptid und Substanz vergleichs-
weise sehr stabil ist und kdnnte moglicherweise erklarend fiir die effiziente AB42-reduzierende
Wirkung von GSM-1 sein. Auch wenn die Ergebnisse des molekularen Ligandenbindungs-Modells
mit hochstem »Gold-Score« nahelegen, dass insbesondere das am weitesten C-terminal gelegene
GxxxG-Motiv in der APP-TMS fiir die Interaktion mit GSM-1 verantwortlich ist, so ist wohl auch
bei dieser Substanz davon auszugehen, dass die gesamte Dimer-Kontaktflache als molekulares
Target in Frage kommt. Inwiefern die untersuchten Substanzen auch in weiteren Bereichen der
AB-Sequenz binden, konnte mittels der computergestiitzten Modelle nicht abgeschatzt werden,
da lediglich die Sequenz von E23 bis V45 in die Berechnungen einbezogen wurde.

Nach Ergebnissen dieser Arbeit zeigen weder Celecoxib noch Fenofibrat eine direkte Bindung
an die AB-Sequenz. Dies steht im scheinbaren Widerspruch zu veroffentlichten Daten, da in der
bereits erwahnten Studie auch ein photoaktivierbares Fenofibrat-Derivat mit der APP-TMS
quervernetzt werden konnte (Kukar et al., 2008). Vor dem Hintergrund, dass immobilisiertes
AP42 in den SPR-Experimenten Uberwiegend als Monomer vorlag, wahrend das y-Sekretase-
Substrat in aufgereinigter Form (als C100) bzw. angereichert in solubilisierten Membranfrakti-
onen (als B-CTF) vermutlich zu einem betrachtlichen Anteil auch als Dimer auftrat (Botev et al.,
2011; Kukar et al., 2008; Wang et al., 2011), ist eine Praferenz von iGSMs fiir das Substrat-Dimer
anzunehmen. Dies wiirde auch die gegensatzlichen Resultate erklaren. Auch wenn derzeit keine
experimentellen Beweisefiir diese Vermutung vorliegen, deutet ein erstes vorlaufiges molekulares
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Ligandenbindungs-Modell darauf hin, dass das iGSM Celecoxib bevorzugt an die dimere APP-
TMS bindet und dabei die beiden TMS-Helices wie eine Art Klammer zusammenhalt (Daten nicht
gezeigt). Des Weiteren sprechen auch die Ergebnisse der ToxR-Assays fiir diese Hypothese.

3.2 Postulierte Bindungsstellen fiir GSMs und iGSMs

Wie einleitend beschrieben geht aus verschiedenen Veréffentlichungen die Annahme hervor,
dass GSMs und iGSMs allosterisch an den y-Sekretase-Komplex binden und das Enzym somit in
seiner Schnittspezifitat beeinflussen kdnnen (Beher et al., 2004; Takahashi et al., 2003; Weggen
et al., 2003a; Weggen et al., 2003b). Tatsachlich schlagen die Autoren einer jlingst publizierten
Photoaffinitatsmarkierungs-Studie einen Bindungsmechanismus vor, wonach GSM-1 sowie ein
strukturell verwandtes iGSM an die hydrophobe C-terminale Halfte der TMS1 von Presenilin 1
binden (Aminosauren 61-110) und dadurch eine konformationelle Anderung an der hydrophilen
zytosolischen Seite dieser TMS hervorrufen (Ohki et al., 2011). Diese hydrophobe Region nimmt
sowohl an der Assemblierung des y-Sekretase-Komplexes als auch an der Substraterkennung
teil und ist zudem dafiir bekannt, Gber intensive TMS-TMS-Interaktionen mit benachbarten
TMS im Presenilin 1 mal3geblich an der Aufrechterhaltung der Presenilin-Struktur beteiligt zu
sein (Takagi et al., 2010; Watanabe et al., 2010). Es ist daher durchaus denkbar, dass neben dem
GxxxG-Motiv in der APP-TMS auch diese hydrophobe C-terminale Halfte der TMS1 die Bindung
bestimmter niedermolekularer Substanzen beglinstigt, zumal beide Targets sogar eine dhnliche
topologische Position innerhalb des Lipid-Bilayers der Membran aufweisen. Ein Riickschluss auf
eine Interaktion von Sulindac Sulfid und strukturell verwandten Substanzen mit dieser Region
kann jedoch nicht gezogen werden, da in dieser Publikation weder eine direkte Bindung noch
eine Kompetition durch diese Substanzen gezeigt wurde (Ohki et al., 2011).

Des Weiteren gibt es Indizien, dass durch sehr hohe Konzentrationen an Sulindac Sulfid oder
Indomethacin auch der Proteolysemechanismus einer Signalpeptid-Peptidase (SPP), einer
Presenilin-dhnlichen Aspartatprotease mit inverser Topologie, gegeniiber einem synthetischen
Prolaktin-Signalpeptid beeinflusst werden kann (Sato et al., 2006). Eine spezifische Bindungsstel-
le fir GSMs wurde in diesem Enzym bisher allerdings nicht nachgewiesen.

Zudem wurde fir sogenannte GSMs der zweiten Generation, die sich von klassischen NSAID-
dhnlichen GSMs im Wesentlichen durch das Fehlen der Carboxylgruppe unterscheiden, die
Bindung an Pen-2 postuliert (Kounnas et al., 2010). Die Interaktion soll dabei entweder direkt oder
Uber ein Heterodimer bestehend aus Pen-2 und dem NTF von Presenilin 1 vermittelt werden
(Kim und Sisodia, 2005; Kounnas et al., 2010). Diese neuartigen Substanzen mit einem Phenyl-
imidazol als Pharmakophor vermindern neben AB42 allerdings auch AB40 und erhéhen gleich-
zeitig sowohl AB38 als auch AB37 (Kounnas et al., 2010). Folglich wirken sich solche Substanzen
nicht nur auf die AB42-Produktlinie (AB48-AP45-AB42-AB38) aus, sondern beeinflussen Uber-
lappend auch deutlich die AB40-Produktlinie (AB49-ApB46-AB43-AB40-AB37). Ein vergleichbarer
Effekt auf die AB-Produktion wurde auBerdem fiir GSMs der zweiten Generation mit verbriickten
Ringsystemen gefunden, die an das NTF von Presenilin 1 und Presenilin 2 binden kénnen (Ebke
et al., 2011). Insofern ist nahe liegend, dass solche Substanzen die Entstehung von AB-Peptiden
durch Interaktion mit Komponenten des y-Sekretase-Komplexes lber einen von dem der
klassischen GSMs generell verschiedenen Mechanismus modulieren kdnnen. Ferner ist nicht
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auszuschlieBen, dass GSMs mit verschiedenen molekulare Targets wechselwirken oder auch
genau an der Kontaktflache zwischen Enzym und Substrat wirken kénnten (Uemura et al., 2010).

Diesen Ergebnissen und den Befunden der vorliegenden Arbeit zufolge, lassen sich AB-
modulierende Substanzen in verschiedene Gruppen einteilen: (i) Substanzen, die ihre Wirkung
primdr Uber die Bindung an das Substrat vermitteln, (ii) Substanzen, die vorwiegend liber die
Bindung an Komponenten des y-Sekretase-Komplexes wirken und (iii) Substanzen, diein der Lage
sind, sowohl mit der y-Sekretase als auch mit seinem Substrat direkt zu interagieren. Schlie3lich
bleibt auch festzuhalten, dass anscheinend insbesondere hydrophobe TMS-Bereiche, die zu
intensiven Wechselwirkungen mit anderen TMS neigen, fir eine spezifische Bindung von GSMs
und iGSMs geeignet sind.

3.3 Modulation der Substrat-Dimerisierung als Wirkmechanismus von GSMs und iGSMs

Aktuell werden verschiedene Mechanismen der Wirkung von GSMs und iGSMs kontrovers
diskutiert. So wird beispielsweise von Autoren einer FLIM/FRET-Studie angenommen, dass GSMs
wie lbuprofen und Flurbiprofen eine Konformationsanderung im Presenilin auslésen und infolge-
dessen die Ausrichtung des Substrats zum katalytischen Zentrum der y-Sekretase beeinflussen
kdnnen (Lleo et al., 2004). Darliber hinaus wird vermutet, dass sich die Position des y-Sekretase-
Substrats durch die direkte Interaktion mit GSMs oder iGSMs relativ zum katalytischen Zentrum
des Enzyms verandert. Demnach wiirden GSMs dem Substrat ermdglichen, weiter im Lipid-Bilayer
der Membran zu »versinken«, wahrend iGSMs das Substrat eher in Richtung des luminalen/
extrazelluldren Raumes aus der Membran »herausschieben« wiirden (Kukar et al., 2008). Auf
diese Weise soll das Spaltungsverhalten der y-Sekretase hin zu einer verminderten bzw. ver-
mehrten AB42-Produktion moduliert werden. Aus Studien von Gamerdinger et al. gingen die
Befunde hervor, dass Sulindac Sulfid biologischen Membranen eine erhdhte Fluiditat verleiht
und die iGSMs Fenofibrat und Celecoxib indessen analog zu Cholesterol eine verstarkte
Rigiditat der Membran hervorrufen (Gamerdinger et al.,, 2007, Gamerdinger et al., 2008).
Dadurch gelangten die Autoren indirekt zu der Schlussfolgerung, dass diese strukturellen
Membranverdanderungen auf die enzymatische Aktivitdt von Transmembranproteinen Einfluss
nehmen kdnnen. Allerdings stehen diese Ergebnisse im deutlichen Widerspruch zu anderen
Veroffentlichungen, da die verdnderte Membranarchitektur offenbar nur eine Modulation der
Gesamtmenge von A zur Folge hatte, nichtjedoch eine Modulation der AB-Spezies (Gamerdinger
et al., 2007; Gamerdinger et al., 2008).

In der vorliegenden Arbeit wurde zum ersten Mal nachgewiesen, dass sowohl Sulindac Sulfid
und strukturell verwandte GSMs als auch das Phenylpiperidin-Derivat GSM-1 die Dimerisierungs-
starke der APP-TMS in einer biologischen Membran vermindern konnen, wahrend das iGSM
Celecoxib eine Dimer-stabilisierende Wirkung besitzt. Demzufolge ist eine veranderte
y-Sekretase-Spaltung unmittelbar auf die durch niedermolekulare Substanzen vermittelte Modu-
lation der TMS-Dimerisierung zurlickzufiihren.

Ein direkter Zusammenhang zwischen AB-Produktion und Stabilitat des Substrat-Dimers konnte
bisher nur flr Mutationen im GxxxG-Motiv gezeigt werden (Munter et al., 2010; Munter et al.,
2007). Aus den experimentellen Befunden der Mutationsanalysen von Munter et al. gingen die
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Erkenntnisse hervor, dass die Dimerisierung der APP-TMS einen bedeutenden Risikofaktor der
Alzheimer-Krankheit darstellt und dass bereits eine geringfligige Schwachung der Dimerisie-
rungsstarke eine beachtliche Reduktion der AB42-Menge mit sich bringt. So fliihren die GxxxG-
Mutanten G29A und G33A beispielsweise zu einer 7%igen bzw. 23%igen Verminderung der
Dimerisierung, reduzieren aber die AB42-Produktion um etwa 60% (Munter et al., 2007). Da 20 uM
Indomethacin bzw. 2,5 uM Sulindac Sulfid bei einer 10%igen Reduktion der Dimerisierung
eine vergleichbare Wirkung auf die AB42-Menge zeigen (Kukar et al., 2005; Weggen et al., 2001),
kdnnen die Effekte dieser Substanzen direkt mit den Effekten der GxxxG-Mutaten verglichen
werden. Ubereinstimmend mit dem Befund, dass die Dimerisierung vornehmlich die AB42-
Produktlinie beeinflusst, modulieren auch Sulindac Sulfid und strukturell verwandte GSMs sowie
das potente GSM-1 hauptsachlich AB-Spezies dieser Produktlinie und provozieren insbesondere
den Prozessierungsschritt von AB42 zu AB38 (Kukar et al., 2005; Munter et al., 2007; Munter et al.,
2010; Page et al., 2008; Weggen et al., 2001).

Aufgrund des amphiphilen Charakters des GSMs Sulindac Sulfid ist anzunehmen, dass diese Sub-
stanz gewissermal3en in den Lipid-Bilayer der Membran eintauchen kann, wobei die Carboxyl-
gruppe in Richtung der polaren Membran-Oberflache orientiert ist und sich der Sulfoxid-
Substituent im Inneren der Membran im Bereich der hydrophoben Kohlenwasserstoff-Reste
befindet. Tatsachlich existieren zwei Veroffentlichungen, in denen beschrieben ist, dass Sulindac
Sulfid die Fahigkeit besitzt, in einer solchen Orientierung tief in den Lipid-Bilayer zu interkalieren
und infolgedessen Wechselwirkungen mit den Phospholipiden der Membran einzugehen (Fan
und Shen, 1981; Hwang und Shen, 1981). Bemerkenswerterweise wurde in diesem Zusammen-
hang auch gezeigt, dass Sulindac Sulfid mit hydrophoben Bereichen des heptahelikalen Trans-
membranproteins Bacteriorhodopsin aus H. salinarum interagieren und vermutlich auf diese
Weise eine rdumliche Distanzierung eng benachbarter TMS induzieren kann (Hwang und Shen,
1981). Fir die inaktiven Substanzen Sulindac und Sulindac Sulfon hingegen wurde in diesen
Studien lediglich eine Anlagerung an die Membran-Oberflache beobachtet. Da sich die chemi-
schen Strukturen der drei Sulindac-Derivate nur im Oxidationszustand des Schwefelatoms und
dementsprechend inihrer Polaritat unterscheiden, wird angenommen, dass die starke Interaktion
von Sulindac Sulfid mit der Membranen und mit Membranproteinen auf dessen geringeren elek-
trischen Dipolmoment (Dipolmomente von Sulindac Sulfid, Sulindac und Sulindac Sulfon sind:
1,50, 3,96 bzw. 4,49) beruht (Fan und Shen, 1981; Hwang und Shen, 1981). Die Befunde aus diesen
Veroffentlichungen untermauern die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit und machen deutlich,
dass neben einerausgepragten Affinitatzur APP-TMS die Fahigkeit, in Membranen zuinterkalieren,
eine weitere Voraussetzung fir die effektive AB-modulierende Wirkung darstellt.

Eindrucksvollist ebenfalls das Resultat einer Studie, in welcher der Einfluss exogener TMS-Peptide
auf die TMS-vermittelte Dimerisierung des bakteriellen Chemotaxis-Rezeptors Tar mittels des
ToxR-Systems untersucht wurde. Hierbei zeigte sich namlich, dass die Dimerisierungsstarke der
N-terminalen TMS dieses Rezeptors durch ein homologes Protease-resistentes Peptid konzent-
rationsabhdngig herabgesetzt werden kann (Sal-Man et al., 2004). Demnach kénnten wohl auch
kurze Peptide die Dimerisierung der APP-TMS modulieren. Auf diese Vermutung aufbauend
hat Paul Dembny im Rahmen seiner Diplomarbeit mdgliche Effekte des sogenannten Inhibitor-
Peptids mit der Sequenz RGTFEGKF-NH, auf die Dimerisierung analysiert. Dieses Peptid enthalt
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ein GxxxG-Motiv und ist dafiir bekannt, andere GxxxG-Motive zu binden (Liu et al., 2005). In der
Tat lie3 sich die Dimerisierung der APP-TMS im Beisein von 50 uM Inhibitor-Peptid um rund 15%
schwachen (personliche Mitteilung P. Dembny und G. Multhaup). Somit birgt méglicherweise
auch dieses kurze Peptid therapeutisches Potential.

Wie fir alle nichtkovalenten Interaktionen ist auch fir die GxxxG-vermittelte Dimerisierung
der APP-TMS anzunehmen, dass in der Membran ein dynamisches Gleichgewicht zwischen
Monomeren und Dimeren besteht. Den Ergebnissen dieser Arbeit zufolge scheint die Interak-
tion von GSMs mit der monomeren APP-TMS die Assoziation zweier benachbarter APP-TMS zu
kompetieren. Auf diese Weise verschieben GSMs das Monomer-Dimer-Gleichgewicht zuguns-
ten der Monomere. Hingegen bewirken iGSMs eine Verschiebung des Gleichgewichts in Richtung
des Dimers, moglicherweise bedingt durch eine Stabilisierung bereits existierender Substrat-
Dimere. Auch wenn diese Wirkung nicht fur alle untersuchten GSMs und iGSMs in gleicher
Weise deutlich wurde, lasst sich dieser vorgeschlagene Wirkmechanismus jedoch insbesondere
fir potente klassische Substanzen in einem schliissigen Modell zusammenfassen, welches die
entgegengesetzten Effekte von GSMs und iGSMs liberzeugend miteinander verknuipft (Abb. 33).

stabilisiertes Substrat-Dimer Monomeres
Substrat-Dimer Substrat
extrazellularer iGSMs GSMs
Raum/Lumen (Celecoxib) (Sulindac Sulfid)
— E——
iGSM P
Membran
Zytosol

AB40 AB40

AB42 AB42

AB38 AB38 I

Abb. 33: Modell des Wirkmechanismus von GSMs und iGSMs. Gewisse GSMs sind in der Lage, durch direkte Interaktion mit
der APP-TMS die GxxxG-vermittelte Dimerisierung herabzusetzen (rechts). Dadurch verschiebt sich das Monomer-Dimer-Gleich-
gewicht zugunsten des monomeren Substrats. Auf diese Weise bekommt die y-Sekretase Zugang zu weiteren Schnittstellen
und AB42 wird weiter zu kiirzeren AB-Spezies prozessiert. Hingegen stabilisieren einige iGSMs die Dimerisierung der APP-TMS,
vermutlich durch Interaktion mit dem Substrat-Dimer (links). Infolgedessen findet eine Verschiebung des Monomer-Dimer-Gleich-
gewichts in Richtung des Dimers statt. Aufgrund der sterischen Hinderung im Substrat-Dimer bricht die sequentielle Proteolyse
durch die y-Sekretase friihzeitig ab, so dass vermehrt AB42 gebildet wird.
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3.4 Spezifitdt der Wirkung von Sulindac Sulfid und Celecoxib auf die TMS-Dimerisierung

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass Sulindac Sulfid in der Lage ist, die Dimerisie-
rungsstarke von TMS mit vergleichsweise schwacher (APP-TMS G33A und APLP2-TMS), mittelma-
Biger (APP-TMS wt, Notch1-TMS und L16) sowie hoher Selbstaffinitdt (GpA-TMS) zu vermindern.
Die Reduktion der TMS-Dimerisierung betrug bei allen in etwa 25%. Die TMS von APLP2 scheint
hierbei etwas weniger auf Sulindac Sulfid zu reagieren. Celecoxib bewirkt erwartungsgemald den
gegenteiligen Effekt und stabilisiert die Dimerisierung dieser TMS um wenigstens 30%. Auffal-
lend hierbei war der Befund, dass die Dimerisierung sowohl der TMS der GxxxG-Mutante G33A
als auch der APLP2-TMS durch Celecoxib Gberdurchschnittlich stark erhéht wurde (um etwa 60%).

Nach den Erkenntnissen aus dieser Arbeit lassen diese Resultate die Schlussfolgerung zu, dass
solche Dimer-Kontaktflaichen mit intaktem GxxxG-Motiv (APP-TMS wt, GpA-TMS) oder aber auch
GxxxA-Motiv (APP-TMS G33A) aufgrund der dichten Packung der Seitenketten eine glinstige
Kontaktflache fiir die Interaktion mit Sulindac Sulfid darstellen. Dies ist auch in Einklang mit den
SPR-Bindungsstudien, in denen der konservative Aminosaure-Austausch im GxxxG-Motiv von
Glycin zu Alanin die Bindung von Sulindac Sulfid an die AB-Sequenz nur geringfiigig beeinflusste.
Die TMS von APLP2 besitzt N-terminal ein GxxxG-ahnliches SxxxG-Motiv, welches bereits in der
Rezeptor-Tyrosin-Kinase ErbB2 aus der Familie der epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptoren
intensiv untersucht wurde. Dieses Motiv vermittelt ebenfalls die Dimerisierung von TMS-Helices,
die jedoch im Vergleich zur GxxxG-vermittelten Dimerisierung in der GpA-TMS wesentlich
schwacher ausgepragt ist (Mendrola et al., 2002). Mit diesem besitzt die APLP2-TMS zwar offen-
bar auch ein fir die Interaktion mit Sulindac Sulfid minimal erforderliches Aminosaure-Motiv,
welches allerdings verglichen mit einem GxxxG- oder einem GxxxA-Motiv fur die Wirkung von
GSMs weniger gut geeignet zu sein scheint. Die Notch1-TMS verfligt liber keines der bekannten
Dimerisierungs-Motive, jedoch ist die Uberreprisentation von Phenylalanin-Resten in dimerisie-
renden TMS statistisch hochsignifikant und konnte die Assoziation zweier Notch1-TMS erklaren
(Unterreitmeier et al., 2007). Vermutlich begiinstigen die elektrostatischen Wechselwirkungen
mit den delokalisierten m-Elektronen der Phenylalanin-Reste auch die Bindung von Sulindac
Sulfid an der Dimer-Kontaktflache der Notch1-TMS.

Entsprechend der ToxR-Daten und der in dieser Arbeit hergeleiteten Hypothese, dass das iGSM
Celecoxib seine AB42-reduzierende Wirkung durch Bindung an die dimere APP-TMS entfaltet,
kommen vermutlich auch die TMS von Notch1 und GpA in dimerer Form als Target fir diese
Substanz in Frage. Darliber hinaus vermag Celecoxib anscheinend sogar noch besser mit der
APP-TMS G33A und der APLP2-TMS zu interagieren, die tendenziell weniger stark miteinander
assoziieren kénnen. Da gemal3 der ToxR-Daten bei diesen beiden TMS das dynamische Gleich-
gewicht zwischen Monomeren und Dimeren ohne den Einfluss von Substanzen generell weiter
in Richtung des Monomers zu liegen scheint, ist jedoch auch anzunehmen, dass Celecoxib hier
eine wesentlich deutlichere Verschiebung des Monomer-Dimer-Gleichgewichts in Richtung des
Dimers bewirkt als beispielsweise im Fall der wildtypischen APP-TMS, bei der das Gleichgewicht
von vornherein schon viel weiter auf Seiten des Dimers liegt.

Aus molekulardynamischen Simulationen in Membranen ist bekannt, dass die Aminosaure-
Seitenketten benachbarter Oligo-Leucin-Sequenzen reilBverschlussartig ineinandergreifen und
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dabei im Gegensatz zu TMS mit GxxxG-Motiv vorzugsweise linkshandige Helix-Helix-Paare mit
positivem Kreuzungswinkel (Q > 0) bilden (Ash et al., 2004). Da auch die Dimerisierungsstarke
der Sequenz L16 von Sulindac Sulfid und Celecoxib beeinflusst wird, scheint die Interaktion mit
diesen Substanzen nicht vom Kreuzungswinkel abhangig zu sein.

Mit der Oligo-Leucin-Sequenz LS49 wurde eine Sequenz gefunden, die hinsichtlich ihrer Selbst-
affinitat weder durch Sulindac Sulfid noch durch Celecoxib moduliert werden kann. Bemerkens-
werterweise besitzt LS49 von allen untersuchten Sequenzen die héchste Selbstaffinitdt. Diese
erklart sich zum einen durch die Existenz des C-terminalen GxxxG-Motivs und zum anderen
durch das Vorhandensein des Histidins an Position 6 sowie der Aminosauren mit hydroxylierter
Seitenkette an den Positionen 2, 5 und 8, die allesamt an der Ausbildung ausgeprdgter inter-
helikaler Wasserstoff-Briicken-Bindungen beteiligt und dadurch besonders interaktionsfordernd
sind (Herrmann et al., 2009). Es l3sst sich nun mutmaBen, dass sich die Helix-Helix-Interaktion
energetisch sehr viel glinstiger darstellt als eine Assoziation zwischen TMS und GSM. In diesem
Fall ware eine effiziente Kompetition durch eine Substanz nur mit sehr viel héheren Konzentra-
tionen moglich. Eine ausbleibende Verstarkung der Dimerisierung dieser Sequenz durch iGSMs
kdonnte gegebenenfalls daraus resultieren, dass der Anteil der dimerisierenden TMS bereits zu
hoch ist, als dass eine weitere Steigerung zu erzielen ware. Vielleicht ist die Sequenz LS49 aber
auch allgemein ungiinstig, um mit den untersuchten Substanzen in Kontakt zu treten. In jedem
Fall zeigt dieses Beispiel, dass nicht jede TMS, die zur Dimerisierung neigt, als molekulares Target
fir GSMs und iGSMs geeignet ist.

Zusammenfassend weisen diese Ergebnisse darauf hin, dass die Modulation der Dimerisierung
durch niedermolekulare Substanzen nicht ausschlieBlich auf die APP-TMS beschrankt ist, son-
dern darliber hinaus auch verschiedene andere dimerisierende TMS beeinflusst werden kdnnen.

In einer kurzlich verdffentlichten Studie wurden Chimdren des C100-Proteins untersucht, bei
denen die N-terminale Halfte der TMS (GAIIGLMVGGVVIAT) durch entsprechende Aminosaure-
Reste der Notch1-TMS (LHFMYVAAAAFVLL) oder der APLP2-TMS (GALIGLLVIAVAIATV) ersetzt
wurde (Sagi et al., 2011). Bei letzterer TMS wurde zudem das SxxxG-Motiv in ein GxxxG-Motiv
Uberfihrt. Die Resultate zeigten, dass die Sensitivitat gegeniiber Sulindac Sulfid beim Austausch
mit der APLP2-TMS erhalten bleibt, wahrend der Austausch mit der TMS von Notch1 zu keiner
Modulation der entstandenen chimaren AB-dhnlichen Peptide fihrt (Sagi et al., 2011). Obwohl
in dieser Studie weder die Konformation noch die Tendenz zur Dimerisierung dieser chimaren
y-Sekretase-Substrate analysiert wurde, ist aufgrund der groBen Ahnlichkeit der TMS von APLP2
und APP (75% ldentitat) wohl anzunehmen, dass sich diese TMS im C100 ahnlich verhalten. Die
Befunde unterstiitzen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit und unterstreichen somit auch
die Bedeutung des GxxxG-Motivs fiir die Interaktion mit Sulindac Sulfid. Hingegen lasst der
Austausch mit der Notch1-TMS einen weitaus grof3eren Einfluss auf die Struktur des chimaren
Proteins vermuten und daher nur bedingt einen direkten Widerspruch zu den in dieser Arbeit
gewonnenen Befunden erkennen.

Bereits in friheren Veroffentlichungen wurde nachgewiesen, dass murines Notch1 (iber seine
TMS dimerisiert und dass das membranstandige C-terminale Notch-Fragment NEXT nach er-
folgtem »ectodomain shedding« (S2-Schnitt) vergleichbar mit dem B-CTF zunachst im Bereich
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der zytoplasmatischen Seite der Membran (53-Schnitt) durch die y-Sekretase gespalten wird
(Chandu et al., 2006; Okochi et al., 2006; Vooijs et al., 2004). AnschlieBend erfolgt ebenfalls eine
schrittweise Verkirzung zu AB-dhnlichen Peptiden, wobei hauptsachlich Nf21 und Nf25 in
einem Verhaltnis von ~5:1 gebildet werden (Okochi et al., 2006). Auch fiir APLP2 konnte kiirzlich
gezeigt werden, dass durch mehrfaches Schneiden der y-Sekretase im Bereich der luminalen/
extrazelluldren Seite der Membran neben einem Peptid aus 39 Aminosauren mindestens sechs
weitere AB-ahnliche Peptide entstehen (Hogl et al., 2011). Inwiefern diese unterschiedlich langen
AB-dhnlichen Peptide eine physiologische Relevanz haben, ist bisher allerdings nicht bekannt.
Es ist jedoch zu vermuten, dass diese Peptide vollstandig durch die y-Sekretase gespalten wer-
den oder aufgrund ihrer geringen Stabilitat auch als Substrate anderer Proteasen dienen und auf
diese Weise abgebaut werden.

Aus einer Publikation von Okochi et al. geht hervor, dass Sulindac Sulfid und auch Indomethacin
die Prozessierung des murinen Notch1 modulieren kdnnen, was eine verminderte Produktion
von NB325 und eine Erhéhung der N321-Menge zur Folge hat (Okochi et al., 2006). Genau wie auch
bei der Prozessierung von APP wird dabei die Gesamtmenge an Nf3-Peptiden nicht verandert.
Auch die y-Sekretase-Spaltung an der S3-Schnittstelle wird durch die Wirkung dieser Substanzen
nicht unterbunden, so dass das NICD ohne Einschrankungen in den Zellkern translozieren und
die Transkription von Zielgenen aktivieren kann (Okochi et al., 2006).

Aus diesen Befunden zusammen mit den Erkenntnissen, dass auch die TMS von Notch1 und
APLP2 der modulierenden Wirkung von Sulindac Sulfid und Celecoxib ausgesetzt sind, zeichnet
sich ab, dass auch fir diese y-Sekretase-Substrate ein gewisser Zusammenhang zwischen der
Stabilitat der TMS-Dimerisierung und dem Mechanismus der sequentiellen Proteolyse besteht.
Diesbeziiglich konnten Mutationsanalysen der Notch1-TMS bisher lediglich ausschliel3en, dass
die y-Sekretase-abhdngige Spaltung von Notch1 durch die TMS-Dimerisierung per se verhindert
wird (Vooijs et al., 2004). Dies unterstiitzt die von Munter et al. aufgestellte Theorie, dass die
y-Sekretase in der Lage ist, auch dimere Substrate zu spalten (Munter et al., 2010; Munter et al.,
2007). Da sich die verschiedenen Substrate durch eine sehr unterschiedliche Beschaffenheit der
TMS auszeichnen, ist gleichwohl anzunehmen, dass der Proteolysemechanismus der y-Sekretase
von Substrat zu Substrat variiert.

3.5 Der Einfluss neuartiger Sulindac-Derivate auf die AB42-Produktion korreliert mit
deren Bindung an die AB-Sequenz sowie der Modulation der TMS-Dimerisierung

Mit den in dieser Arbeit etablierten Methoden wurden neuartige Sulindac-Derivate systematisch
analysiert. So wurden diese Substanzen im Zellkultursystem auf ihre Fahigkeit zur AB-Modulation
hin untersucht und mit Sulindac Sulfid verglichen. Die Derivate lassen sich entsprechend ihres
Substituenten in Position R' in Zweiergruppen einteilen, wovon sich jeweils eine Substanz
hinsichtlich der effektiven AB42-Reduktion als aktiv herausstellte, wahrend die andere im
Vergleich zu Sulindac Sulfid deutlich weniger aktiv bzw. vollig inaktiv war (Abb. 25). Die Ergeb-
nisse der SPR-Analysen und der ToxR-Assays legen die Vermutung nahe, dass die Wirkung dieser
niedermolekularen Substanzen auf die AB42-Generierung direkt mit ihren Bindungseigenschaf-
ten und ihrem Einfluss auf die TMS-Dimerisierung korreliert. Um dieser Annahme nachzugehen,
wurden fir die untersuchten Sulindac-Derivate sowohl die prozentuale AB42-Menge als auch die
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prozentuale Dimerisierungsstarke der APP-TMS in einem Diagramm gegeneinander aufgetragen
(Abb. 34). Des Weiteren wurde in dieser Korrelation auch die Tendenz, an die AB-Sequenz zu
binden, beriicksichtigt. Aus der graphischen Darstellung geht hervor, dass Sulindac Sulfid und
verwandte Substanzen mit AB42-reduzierender Wirkung zwei wichtige Eigenschaften gemein
sind: Sie besitzen einerseits eine starke Neigung, an die AB-Sequenz zu binden, und sie setzen
andererseits die Dimerisierungsstarke der APP-TMS effektiv herab. Solche Substanzen zeichnen
sich strukturell insbesondere durch den Besitz Elektronen-ziehender Substituenten an Position
R2 aus und sind umso wirkungsvoller, je hydrophober ihr Substituent an Position R' ist (Abb. 25).
Hingegen wirken sich solche Substanzen mit mafBliger bis geringer Bindungsneigung sowie
mangelndem Einfluss auf die Dimerisierungsstarke kaum oder gar nicht auf die AB42-Menge aus.

Von allen analysierten Sulindac-Derivaten bildet Substanz (b) eine Ausnahme und ist trotz schwa-
cher Bindung an AB und nur geringer Wirkung auf die Starke der TMS-Dimerisierung in der Lage,
die AB42-Menge zu vermindern. Dieser Befund macht erneut deutlich, dass die AB-Modulation
nicht fir jede Substanz tGiber die Bindung an das Substrat vermittelt wird, sondern sich in einigen
Fallen wohl auch aus einem anderen molekularen Mechanismus ergibt. Interessanterweise
fUhrte Substanz (f), welche hinsichtlich aller drei untersuchten Aspekte besonders effektiv war,
zudem zu einer wesentlichen Reduktion der AB40-Menge, wahrend AB38 nur geringfligig
erhoht wurde. Somit wirkt sich dieses Derivat nicht nur auf die AB42-Produktlinie aus, sondern
auch auf die AB40-Produktlinie. Die Effekte dieser hochpotenten Substanz lassen folglich einen
direkten Vergleich zu der starken GxxxG-Mutante G33l zu, die infolge der beinahe vollstandig
unterbundenen Dimerisierung auch die Produktion von AB40 herabsetzt (Munter et al., 2007).

Durch den Einsatz verschiedenster experimenteller Methoden und Bedingungen lasst sich
zusammenfassend bestdtigen, dass eine direkte Korrelation zwischen der Bindung von nieder-
molekularen Substanzen an die AB-Sequenz und der herabgesetzten Stabilitdt des Substrat-
Dimers besteht, die schlussendlich in einer verminderten Bildung der neurotoxischen Ap42-
Spezies resultiert.
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Abb. 34: Korrelation des Einflusses neuartiger Sulindac-Derivate auf die Bildung von AB42 mit deren Bindung an die
AB-Sequenz und deren Modulation der GxxxG-vermittelten Dimerisierung. Die einzelnen Datenpunkte setzen sich aus
der prozentualen AB342-Menge (ELISA) und der prozentualen Dimerisierungsstérke der APP-TMS (ToxR-Assay) zusammen, jeweils
bezogen aufdie DMSO-Kontrolle (siehe auch Abb. 25 und 26). Die Tendenz der Substanzen, an die AB-Sequenz zu binden (Bindungs-
neigung) spiegelt sich zudem in der Gr68e der Datenpunkte wider, wobei ein Datenpunkt umso gréfSer dargestellt ist, desto hGher
die Bindungsneigung ist. Die prozentuale Bindungsneigung jeder Substanz wurde mittels SPR-Analyse ermittelt und mit Sulindac
Sulfid verglichen (siehe auch Abb. 25 und 26).
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Diese Erkenntnisse untermauern die in dieser Arbeit entwickelte Theorie, dass der Wirkmechanis-
mus einiger niedermolekularer Substanzen auf der Modulation der TMS-Dimerisierung beruht.
Darliber hinaus bieten die in dieser Arbeit etablierten Methoden eine neue vielversprechende
Maoglichkeit, weitere Substanzen hinsichtlich ihrer Struktur-Wirkungs-Beziehung zu untersuchen
und auf diese Weise noch potentere GSMs zu identifizieren.

3.6 Einfluss von Sulindac Sulfid auf die Aggregation von A342

Niedere Oligomere des AB42-Peptids, insbesondere Di-, Tri- und Tetramere, haben bereits in ge-
ringer Konzentration eine toxische Wirkung (Harmeier et al., 2009; Jin et al., 2011; Klyubin et al.,
2008; Shankar et al., 2007; Shankar et al., 2008). Vor dem Hintergrund, dass GSMs wie Sulindac
Sulfid sowohl an die AB-Sequenz binden als auch die Stabilitat der GxxxG-vermittelten Dime-
risierung effektiv herabsetzen kdnnen und dass die GxxxG-Motive nicht nur eine bedeutende
Rolle bei der APP-Prozessierung, sondern auch beim Aggregationsprozess des AB42-Peptids
spielen (Harmeier et al., 2009; Munter et al., 2007), stellte sich die Frage, welchen Einfluss Sulindac
Sulfid auf die Oligomerisierung und Fibrillenbildung von A342 ausiibt. Dabei war von besonderem
Interesse, ob Sulindac Sulfid niedere Oligomere zu stabilisieren vermag, wodurch die potentiell
protektive Wirkung moglicherweise wieder aufgehoben wiirde.

In der vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass Sulindac Sulfid in der Lage ist, die
Ausbildung hoéherer Aggregate auf Kosten niederer Oligomere zu induzieren. So wurde in Anwe-
senheit von Sulindac Sulfid der Anteil an niederen Oligomeren im Vergleich zur Kontrolle Giber
die Zeit deutlich starker reduziert. Hingegen war die Fibrillenbildung von AB-Peptiden im Beisein
von Sulindac Sulfid erschwert und nahm konzentrationsabhingig ab. In Ubereinstimmung mit
diesen Resultaten weisen erste deskriptive Studien mit Sulindac Sulfid darauf hin, dass NSAIDs
und NSAID-ahnliche Substanzen in vitro auch als Aggregations-Inhibitoren wirken kdnnen, indem
sie die Kinetik der Fibrillenbildung verdandern und bereits existierende AB-Fibrillen destabili-
sieren (Hirohata et al., 2005). Obwohl nach heutiger Sicht nicht die fibrillaren Aggregate die Neuro-
toxizitat bedingen sondern niedere A-Oligomere, postulierten die Autoren dieser Studie einen
solchen Effekt als Hauptursache fiir die protektive Wirkung dieser Substanzen. Der Einfluss auf
die 16slichen AB-Oligomere wurde hier jedoch nicht weiter untersucht (Hirohata et al., 2005).

Wie einleitend beschrieben, fordert das zentrale GxxxG-Motiv die Aggregation und Toxizitat
des AP42-Peptids (Harmeier et al., 2009; Liu et al., 2005; Xu et al., 2005). Dies konnte kiirzlich
besonders eindrucksvoll anhand von AB42-Peptiden demonstriert werden, bei denen dieses
Motiv durch einen gezielten Aminosaure-Austausch von Glycin zu Alanin oder Isoleucin an Posi-
tion 33 zerstort wurde. Hier zeigte sich im Vergleich zum wildtypischen Peptid eine merkliche
Verschiebung zu héheren Oligomeren, die dann aber keine langen Fibrillen ausbilden konnten.
Damit einher ging eine signifikant reduzierte Toxizitat dieser Peptide (Harmeier et al., 2009).
Es wird vermutet, dass die beschleunigte Oligomerisierung von Af342 G33A und G33l aus einer
erhohten Hydrophobizitdt an Position 33 und einer damit verbundenen verstarkten Stabilitat
des Faltungskerns von A42 (Aminosauren 21-30) resultiert (Grant et al., 2007; Harmeier, 2008;
Harmeier et al., 2009; Lazo et al., 2005). Infolge einer optimalen Abschirmung der hydropho-
ben Molekil-Oberflache, unterstiitzt durch benachbarte hydrophobe Aminosaure-Reste (131
und/oder M35), kommt es wohl schnell zu einer starken Krimmung und zu einem Abbrechen
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aggregierter Untereinheiten, was die mangelnde Fibrillenbildung erklart (Harmeier et al., 2009).
Daher ist davon auszugehen, dass auch die Bindung von Sulindac Sulfid im Bereich des GxxxG-
Motivs vermutlich in dhnlicher Weise zu einer planen hydrophoben Molekil-Oberflache fiihrt.
Es ist weiterhin zu vermuten, dass diese bestimmte Konformation des Peptids nicht nur den
Aggregationsprozess beeinflusst, sondern auch die Toxizitat des Peptids herabsetzt.

Beachtlicherweise konnte durch die Zugabe des bereits erwahnten GxxxG-bindenden Inhibitor-
Peptids ebenfalls die Aggregation des wildtypischen AB42-Peptids zu reifen Fibrillen verhindert
werden (Munter, 2007). Somit lasst sich die Aggregation sowohl durch exogene Peptide als auch
durch niedermolekulare Substanzen modulieren, die bevorzugt im Bereich der GxxxG-Motive
binden.

Zusammenfassendfolgtaus den gewonnenen Ergebnissen, dass AB42-reduzierenden Substanzen
eine duale Rolle zukommt: Erstens schwachen sie die Dimerisierung der APP-TMS, indem sie in
die Membran interkalieren und an die a-helikale Konformation binden. Auf diese Weise wird die
Bildung von AB42-Peptiden herabgesetzt. Zweitens induzieren sie die schnellere Aggregation
des AB42-Peptids hin zu héheren Oligomeren, wahrend die Bildung reifer Fibrillen unterbunden
wird. Dies resultiert aus der Bindung Af342-reduzierender Substanzen an die B-Faltblattstruktur
des Peptids und fuhrt zur Reduktion niederer Oligomere. In beiden Fallen wirken sich solche
Substanzen offensichtlich férderlich aus, was schlussendlich auf die duale Rolle des GxxxG-
Motivs in der APP-TMS zurlickzufiihren ist (Harmeier et al., 2009; Munter et al., 2007).

3.7 Modulation der TMS-Dimerisierung als therapeutische Strategie

Zur Behandlung der Alzheimer-Krankheit existieren bisher nur rein symptomatische Therapie-
moglichkeiten, wahrend trotz intensiver Forschung noch keine kausale Behandlung maoglich ist.
Wie einleitend beschrieben, lasst dies die dringende Notwendigkeit der Entwicklung einer wirk-
samen Therapie erkennen.

Generell wird bei der Entwicklung von potentiellen Wirkstoffen, die eine bestimmte Enzym-
Substrat-Reaktion beeinflussen sollen, fast ausschlieB8lich die Modulation des jeweiligen
Enzyms in den Vordergrund gestellt. Dabei kann fiir gewohnlich das aktive Zentrum des Enzyms
durch einen Wirkstoff besetzt werden, wodurch die Bindung des Substrats und folglich die enzy-
matische Reaktion verstarkt oder unterbunden wird. Alternativ kann die Enzymaktivitat auch
dadurch verandert werden, dass eine vom aktiven Zentrum verschiedene Bindungsstelle mit
einer Substanz spezifisch in Kontakt tritt. Da ein Enzym haufig gleichzeitig mehrere Substrate
besitzt, ist der Angriff auf das Enzym nicht selten mit unerwiinschten Nebenwirkungen verbun-
den - so auch bei der vollstandigen Blockade der APP-prozessierenden Sekretasen.

Die Erkenntnisse aus der vorliegenden Arbeit legen hingegen einen vollig neuartigen Wirk-
mechanismus nahe, wonach niedermolekulare Substanzen direkt Einfluss auf die Substrat-
Dimerisierung nehmen und auf diese Weise die Bildung toxischer Spaltprodukte effektiv ver-
hindern kdnnen. Interessanterweise ist im Fall der APP-TMS nur eine leicht abgeschwachte Di-
merisierung notwendig, um bereits eine enorme Wirkung auf die AB42-Menge herbeizufiihren.
Der protektive Effekt AP42-reduzierender Substanzen wird dabei vermutlich noch durch die
beschleunigte Aggregation von AB42 hin zu hoheren Oligomeren unterstitzt. Folglich ergibt
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sich aus diesem Wirkmechanismus ein vielversprechender Ansatz zur Therapie der Alzheimer-
Krankheit.

Der Befund, dass unter Umstanden auch andere dimerisierende Sequenzen ein molekulares
Target flir GSMs und iGSMs darstellen kénnen, macht eine sorgfdltige Analyse bezlglich des
moglichen Nebenwirkungspotentials solcher Substanzen notwendig. Insbesondere ware dabei
zu klaren, welche Relevanz ein solcher modulierender Mechanismus fiir andere Zielproteine und
zelluldre Prozesse hat. Ein weiteres zukiinftiges Ziel ware es, die Struktur-Wirkungs-Beziehung
seitens der modulierbaren TMS noch naher zu analysieren, um die minimalen Erfordernisse fiir
eine Bindung potentiell protektiver Substanzen weiter eingrenzen zu konnen. Darliber hinaus
muss gewahrleistet sein, dass solche Substanzen die Blut-Hirn-Schranke effizient passieren kon-
nen und somit auch im Gehirn von Patienten in wirksamen Konzentrationen vorkommen. Auf
diesen Erkenntnissen aufbauend lieBen sich neue, hochaffine und selektive Substanzen entwi-
ckeln, die idealerweise ausschlie3lich mit der APP-TMS wechselwirken kdnnen. Zweifelsohne
sind die in dieser Arbeit etablierten Methoden fiir die sorgféltige Suche und Charakterisierung
geeigneter Wirkstoffe dienlich.
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4. Zusammenfassung

Die 42 Aminosduren lange Form des Amyloid-[3-Peptids (AB42) flihrt zum Verlust von Synapsen
und Nervenzellen und nimmt daher eine ursachliche Rolle bei der Entstehung der Alzheimer-
Krankheit ein. Dieses Peptid entsteht durch die Prozessierung des Amyloid-Vorlduferproteins
(APP) durch die B- und y-Sekretasen. Infolge des sequentiellen Proteolysemechanismus der
y-Sekretase werden neben AB42 auch weitere AB-Spezies mit unterschiedlicher Lange gebildet.

Das B-CTF (C-terminales APP-Fragment nach erfolgter [3-Sekretase-Spaltung) dimerisiert tber
drei konsekutive GxxxG-Motive in der Transmembransequenz (TMS). Die GxxxG-vermittelte
Helix-Helix-Interaktion wirkt sich dabei maBgeblich auf die sukzessive y-Sekretase-Spaltung
des B-CTF aus und flhrt vermehrt zur Bildung des neurotoxischen A{342-Peptids. Hingegen
begiinstigt eine abgeschwachte Dimerisierung, bedingt durch Punktmutationen im zentralen
GxxxG-Motiv, die Entstehung von AB38 und auch kiirzeren AB-Peptiden auf Kosten von AR42.
Interessanterweise wurde diese reziproke Veranderung in verschiedenen in vitro- und in vivo-
Experimenten auch fiir niedermolekulare Substanzen, wie Sulindac Sulfid und Indomethacin,
beobachtet, die heute klassische y-Sekretase-Modulatoren (GSMs) darstellen. Indessen wurde
der entgegengesetzte Effekt flir Fenofibrat und Celecoxib gefunden - zwei wichtige Vertreter der
inversen y-Sekretase-Modulatoren (iGSMs). Im Rahmen dieser Arbeit wurde erstmals der direkte
Zusammenhang zwischen der AB-modulierenden Wirkung klassischer GSMs sowie iGSMs und
der GxxxG-vermittelten Dimerisierung detailliert untersucht.

Die direkte Interaktion von GSMs mit der AB-Sequenz als mégliches molekulares Target wurde
in dieser Arbeit mittels SPR-Analysen und NMR-spektroskopischen Experimenten untersucht.
Es konnte nachgewiesen werden, dass sowohl Sulindac Sulfid und Indomethacin als auch das
hochwirksame GSM-1 direkt an die AB-Sequenz binden, wahrend inaktive Sulindac-Derivate
keine spezifische Bindung zeigten. Es stellte sich heraus, dass die APP-TMS fiir diese Interaktion
von Bedeutung ist. Des Weiteren machten molekulare Ligandenbindungs-Modelle deutlich, dass
die flache Dimer-Kontaktflache der APP-TMS, gebildet aus den Glycin-Resten der drei aufeinander-
folgenden GxxxG-Motive, eine ideale Kontaktflache fiir solche AB42-reduzierenden Substanzen
darstellt. Diese Ergebnisse unterstiitzen die experimentellen Daten

Um den Einfluss dieser Substanzen auf die Dimerisierung der APP-TMS in lebenden Zellen zu
analysieren, kam ein bakterieller Reportergen-basierter Dimerisierungs-Assay zum Einsatz. Die
Resultate zeigen bemerkenswerterweise, dass die homophile Helix-Helix Interaktion der APP-
TMS durch Sulindac Sulfid und Indomethacin abgeschwacht wird, nicht jedoch durch inaktive
Sulindac-Derivate. Zudem offenbarte sich, dass GSM-1 diesbezliglich noch wirkungsvoller war
als Sulindac Sulfid.

Des Weiteren wurden neuartige Sulindac-Derivate systematisch untersucht. Beachtlicherweise
konnte eine direkte Korrelation hinsichtlich der AB-Modulation, der TMS-Dimerisierung und der
Bindung an AB42 nachgewiesen werden. Es lieBen sich zudem Rickschlisse auf die Struktur-
Wirkungs-Beziehung dieser Substanzen ziehen.

Bei der Analyse klassischer iGSMs stellte sich heraus, dass weder Fenofibrat noch Celecoxib in der
Lage war, unter den verwendeten experimentellen Bedingungen an die monomere Af3-Sequenz
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zu binden. Dennoch liel sich die Dimerisierung der APP-TMS durch Celecoxib konzentrations-
abhangig stabilisieren. Dies weist also darauf hin, dass bestimmte iGSMs die GxxxG-vermittelte
Dimerisierung entgegengesetzt zu GSMs modulieren kdnnen.

Zusammengefasst machen diese Befunde deutlich, dass niedermolekulare Substanzen Einfluss
auf die AB-Bildung nehmen konnen, indem sie sich direkt auf die Dimerisierung der APP-TMS
auswirken. Daraus erschlief3t sich ein vollig neuartiger Wirkmechanismus fiir solche Substanzen.
Diese Daten wurden teilweise in der internationalen Fachzeitschrift »Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America« (PNAS) veroffentlicht (Richter et al., 2010).

Weitere Untersuchungen mit anderen dimerisierenden Sequenzen legten jedoch nahe, dass die
Fahigkeit von Sulindac Sulfid und Celecoxib zur Modulation der Dimerisierung nicht allein auf die
APP-TMS beschrankt ist. Folglich besteht die Notwendigkeit, Substanzen mit erhdhter Spezifitat
gegeniber der TMS von APP zu entwickeln.

Das zentrale GxxxG-Motiv in der APP-TMS spielt zudem eine wesentliche Rolle bei der Aggrega-
tion von AP42 und fordert die Ausbildung neurotoxisch wirkender Oligomere. Ein weiteres Ziel
dieser Arbeit war es, den moglichen Einfluss protektiver AB42-reduzierender Substanzen auf die
Oligomerisierung und Fibrillenbildung von Af342 zu analysieren.

Zu diesem Zweck wurden GréBenausschluss-Chromatographien und elektronenmikroskopische
Analysen durchgefiihrt. Dabei konnte festgestellt werden, dass die Oligomerisierung von Ap42
in Anwesenheit von Sulindac Sulfid beschleuningt war, wahrend die Bildung von reifen Fibrillen
mafgeblich unterdrickt wurde.

Diese Ergebnisse zeigen Uiberzeugend, dass durch AB42-reduzierende Substanzen nicht nur die
APP-Prozessierung in Richtung kirzerer, nicht toxischer AB-Spezies verschoben wird, sondern
zudem auch eine Verschiebung der Oligomerisierung von Af342 hin zu héheren, nicht toxischen
Oligomeren sattfindet. Beide Eigenschaften lassen sich dabei wohl auf die duale Rolle der GxxxG-
Motive in der APP-TMS zuriickfiihren.

Schlie3lich ergab sich in der vorliegenden Arbeit eine neue und vielversprechende Strategie zur
Therapie der Alzheimer-Krankheit, die neue Méglichkeiten zur Identifizierung und Entwicklung
neuartiger AB42-reduzierender Substanzen mit optimierten pharmakologischen Eigenschaften
eroffnet.
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4. Summary

The 42-amino acid residue isoform of the amyloid-3 peptide (Af42) contributing to synaptic and
neuronal loss is thought to be the main culprit in the pathogenesis of Alzheimer’s disease. This
peptide is generated by proteolytic processing of the amyloid precursor protein (APP) by - and
y-secretases. Besides A342 several AP species of variable length are produced as a result of the
sequential y-secretase cleavage mechanism.

B-CTF (C-terminal fragment of APP after B-secretase cleavage) dimerizes via three consecutive
GxxxG motifs in its transmembrane sequence (TMS). The GxxxG-mediated helix-helix interaction
has regulatory impact on the successive y-secretase cleavage process, thereby leading to the
increased production of the neurotoxic AB42 peptide. In contrast, an attenuated dimerization
strength induced by point mutations in the central GxxxG motif results in a reduced ApB42 pro-
duction in favor of A338 or even shorter AP peptides. Interestingly, this inverse regulation has
also been observed in numerous in vitro and in vivo studies for small compounds, like sulindac
sulfide and indomethacin, being classified as y-secretase modulators (GSMs). The opposite effect
has been found for fenofibrate and celecoxib, two well-known inverse y-secretase modulators
(iIGSMs). In this thesis the direct link between the AB-modulating effects of GSMs and iGSMs and
the GxxxG-mediated dimerization was analyzed for the first time.

The direct interaction of classical GSMs with the Af sequence as a potential molecular target was
examined by SPR experiments and NMR spectroscopy. It was observed that sulindac sulfide and
indomethacin as well as the highly potent GSM-1 directly bind to the AR sequence, whereas all
inactive sulindac derivatives did not show specific binding. The APP-TMS was found to be critical
for this interaction. Moreover, molecular docking analyses showed that the flat dimer interface
within the APP-TMS composed of the alternating glycine residues of the GxxxG motifs forms an
ideal contact site for AB42-lowering compounds, further supporting the experimental data.

In order to analyze the compounds’ effect on APP-TMS dimerization in living cells a bacterial
reporter gene-based dimerization assay was used. Strikingly, it was found that homophilic helix-
helix interaction of the APP-TMS was attenuated by sulindac sulfide and indomethacin, but not
by inactive sulindac derivatives. In addition, GSM-1 was found to be even more potent than
sulindac sulfide.

Furthermore, novel sulindac-derived compounds were systematically analyzed. Remarkably,
the results show a tight correlation regarding Ap modulation, APP-TMS dimerization and AfB42
binding, thereby drawing firm structure-activity relationship conclusions of those compounds.

When analyzing classical iGSMs for their ability to bind to the A sequence, neither fenofibrate
nor celecoxib were able to interact with monomeric AB under the experimental conditions used
in this study. However, dimerization of the APP-TMS was stabilized in a dose-dependent manner
by celecoxib, indicating an inverse modulation of the GxxxG-mediated dimerization by certain
iGSMs.

Collectively, thesefindings strongly demonstrate that small compounds affect AB42 production by
directly interfering with APP-TMS dimerization, thus providing clear evidence for a new molecular
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mechanism of action for those compounds. Parts of these results have been published in:
PNAS - Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America (Richter
etal., 2010).

Further investigations using other dimerizing sequences revealed that the ability of sulindac
sulfide and celecoxib to modulate the dimerization strength is not necessarily restricted to the
TMS of APP, though. Accordingly, there is a need for compounds showing improved specificity for
the APP-TMS as a molecular target.

Additionally, the central GxxxG motif within the APP-TMS plays a pivotal role in early aggregation
of AB42 and promotes the formation of neurotoxic oligomers. A further aim was to investigate the
possible impact of potentially protective AB42-lowering compounds on AB42 oligomerization
and fibrillization.

Therefore, size exclusion chromatography and electron microscopy were performed. It was ob-
served that AB42 oligomerization was accelerated whereas fibril formation was suppressed by
sulindac sulfide.

These results convincingly show that AB42-lowering compounds not only shift APP processing
towards shorter non-toxic AP species but also shift AB42 oligomerization towards higher non-
toxic oligomers. Indeed, both properties can be attributed to the dual role of the GxxxG motifs
within the APP-TMS.

In conclusion, in this thesis a new promising therapeutic strategy against Alzheimer’s disease has
been uncovered and opens novel possibilities for the identification and development of new
AB42-lowering compounds with optimized pharmacological properties.
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5. Material

5.1 Aligemeine Verbrauchsmaterialen

Alle Plastikwaren wie ReagiergefaRe, Mikrotiterplatten und Petrischalen wurden von Sarstedt
(Nimbrecht) oder Greiner (Osterreich) bezogen. Pipettenspitzen stammten von Steinbrenner
(Wiesenbach) oder Roth GmbH (Karlsruhe). Mikrotiterplatten fiir ELISA (C96 Maxisorp Nunc
Immuno-Plates) sowie Kryo-Réhrchen fiir Zelllinien wurden von Nunc (Wiesbaden) bezogen,
Zellkulturtestplatten und Zellkulturschalen von TPP (Schweiz). Es wurden Rontgenfilme (Hyper-
film ECL) von Amersham Pharmacia (GB) verwendet.

5.2 Allgemeine Laborchemikalien

Alle nicht gesondert aufgefiihrten Chemikalien zum Ansetzen von Puffern und Reaktions-
[6sungen wurden von Sigma-Aldrich (Deisenhofen), Roth GmbH (Karlsruhe), Fluka (Schweiz),
Bio-Rad (Mlinchen) oder Merck (Darmstadt) in der Qualitdtsstufe »pro analysi« bezogen.

5.3 Pufferlésungen

Alle nicht gesondert aufgelisteten Pufferlésungen wurden nach Sambrook et al. hergestellt
(Sambrook, 1989).

5.4 Enzyme und »Kits«

Alle in dieser Arbeit verwendeten und nicht gesondert aufgefiihrten Enzyme und »Kits« wurden
von folgenden Firmen bezogen und nach Angaben des Herstellers verwendet: Macherey-Nagel
(Diren), Qiagen (Hilden), The Genetics Company (Schweiz), Stratagene (USA), Invitrogen (Karls-
ruhe), GE Healthcare (Miinchen). Restriktionsenzyme wurden von New England Biolabs (USA)
bezogen.

5.5 Bakterienstamme und Nahrmedien

Die Bakterienstamme DH5a, Top10 und XL1-Blue stammten von Invitrogen (Karlsruhe);
Nahrmedium: LB-Medium

FHK12 (Bedouelle und Duplay, 1988);
Nahrmedium: LB-Medium, FHK-Medium (s. 6.9.1)

PD28 (Kolmar et al., 1994);
Nahrmedium: LB-Medium, M9-Minimalmedium (s. 6.9.2)

5.6 Zelllinien und Ndhrmedien

APP CHO PS1-wt, Ovarienzellen des Chinesischen Hamsters (»chinese hamster ovary cells«), stabil
transfiziert mit humanem APP751 wt und PS1 wt (Perez et al., 1996; Xia et al., 1997);
Nahrmedium: DMEM

10% (v/v) Fotales Kalberserum (FCS)

2 mM L-Glutamin

1 mM Natriumpyruvat
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Bei Bedarf erfolgte der Zusatz von 10 pg/ml Streptomycin und 100 U/ml Penicillin.
Selektionsmedium enthielt zusatzlich 2 ug/ml Puromycin und 200 pug/ml Geneticin (G418).

SH-SY5Y, humane Neuroblastoma-Zellline, ATCC-Nummer: CRL-2266 (ATCC, Rockville, USA);
Nahrmedium: 50% (v/v) DMEM

50% (v/v) HAM's F12

10% (v/v) Fotales Kalberserum (FCS)

2 mM Glutamin

1 mM Natriumpyruvat

1x Nicht-essentielle Aminosauren

Bei Bedarf erfolgte der Zusatz von 10 pg/ml Streptomycin und 100 U/ml Penicillin.
Selektionsmedium enthielt in der Regel zusatzlich 250 ug/ml Hygromycin.

Alle Medien, Zusatze, Waschpuffer (PBS) sowie Trypsin-Losungen fiir die Zellkultur wurden von
den Firmen PAA (USA) oder Biochrom (Berlin) bezogen.

5.7 Plasmid-Vektoren

pToxRV (Gurezka und Langosch, 2001), Kanamycin-Resistenz;

Inserts: AP 29-42 wt, AP 29-42 G33A, GpA, APLP2, Notcht, L16, LS49

Die Konstrukte stammten von Dr. Lisa Miinter (Arbeitsgruppe Prof. Dr. Gerd Multhaup)

bzw. von Dr. Roswitha Jana Herrmann (Arbeitsgruppe Prof. Dr. Dieter Langosch, TU Miinchen).

pQE6O (Quiagen, Hilden), Ampicillin-Resistenz;
Insert: C100 wt
Das Konstrukt stammte von Prof. Dr. Christian Haass (LMU, Miinchen).

5.8 Sequenzierprimer

Die aufgelisteten Sequenzierprimer wurden von GATC synthetisiert.

GATC-pToxR-233F-140809 ATTAGCGGATGCTACCTGAC
GATC-Tox-2226R-129209 GCCAATCCGGATATAGTTCC
GATC-Tox-663F-127154 AGCGCGGTTACCAATTGATC

5.9 Antiseren und Antikorper

WO0-2: monoklonaler Maus-Antikérper gegen humanes AR (The Genetics Company, Schweiz);
Epitop: AR 5-8 (Ida et al., 1996)
Western-Blot: 0,03 mg/ml, Immunprazipitation: 0,5 mg/ ml

22C11: monoklonaler Maus-Antikdrper gegen humanes APP;
Epitop: APP 66-81, (Hilbich et al., 1993),
Western-Blot: 1:10000

IC16: monoklonaler Maus-Antikorper gegen humanes Ap;
Epitop: AB 1-16 (Hahn et al., 2011)
ELISA: 1:250
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BAP-15: mit Meerrettich-Peroxidase (HRP) konjugierter, monoklonaler Maus-Antikorper;
Epitop: C-Terminus von APB42 (Brockhaus et al., 1998)
ELISA: 1:500

BAP-24: mit Meerrettich-Peroxidase (HRP) konjugierter, monoklonaler Maus-Antikorper;
Epitop: C-Terminus von AB40 (Brockhaus et al., 1998)
ELISA: 1:1000

BAP-29: mit Meerrettich-Peroxidase (HRP) konjugierter, monoklonaler Maus-Antikorper;
Epitop: C-Terminus von AB38 (Brockhaus et al., 1998)
ELISA: 1:125

Anti-MBP: polyklonales Kaninchen-Antiserum (New England Biolabs, USA);
Western-Blot: 1:10000

2nd-anti-Maus-HRP: mit Meerrettich-Peroxidase (HRP) konjugierter Sekundarantikorper zur
Chemilumineszenz-Detektion muriner Erstantikorper (Promega, USA);
Western-Blot: 1:10000

2nd-anti-Kaninchen-HRP: mit Meerrettich-Peroxidase (HRP) konjugierter Sekundarantikdrper zur
Chemilumineszenz-Detektion von Erstantikorpern aus Kaninchen (Promega, USA);
Western-Blot: 1:10000

5.10 Gerate

« Autoklav Varioklav 135S (H+P, Oberschleif3heim)
+ Begasungsbrutschrank HERA Cell 240 (Heraeus-Kendro, USA)
» Biacore 3000 (Ge Healthcare, Miinchen)
« Blot-Apparatur Trans-Blot Cell (Bio-Rad, Mlnchen)
+ Brutschrank Modell 600 (Memmert, Schwabach)
« CD-Spektropolarimeter J-810 (Jasco, USA)
. Chromatographieanlage Akta FPLC Explorer (Pharmacia, Freiburg)
- DNA-Agarose-Gelelektrophorese-Apparatur (Selbstanfertigung am ZMBH, Uni Heidelberg)
+ Dot-Blot-Apparatur Minifold | Dot-Blot-System (Minifold, Schleicher & Schuell, Dassel)
- Einfrierdose Nalgene Cryo 1C Freezing Container (Nalge Nunc, USA)
« Elektroporator Gene Pulser Il (Bio-Rad, Miinchen)
+ Entwicklermaschine Cawomat 2000 IR (Cawo, Schrobenhausen)
« Festkorper-NMR-Spektrometer Bruker 600-MHz Avance (Bruker Biospin, Karlsruhe)
« French Press fur Zellaufschluss French Pressure Cell-Press (SLM Amico, USA)
+ Geldokumentation Alphalmager 2200 (Biozym, Hamburg)
+ Heizblock UBD2 (Grant, UK)
« Kihlfalle RVT400 Thermo (Savant, USA)
« Lichtmikroskop Axiovert 135 (Zeiss, Jena)
« Massenspektrometer Ultraflex Il (Bruker Daltonic, Bremen)
+ Millipore water purification systems, Q Gard 1 (Millipore, USA)
- Netzgerate:
- fir DNA-Agarose-Gelelektrophorese: Power Supply 2000/200 (Bio-Rad, Miinchen)
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« fur SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese: 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:
« Kivettenphotometer SmartSpec 3000 (Bio-Rad, Miinchen)
+ Plattenphotometer Anthos HT2 (Anthos, Krefeld)
« Nanodrop 1000 (Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen)
+ Rotations-Vakuumkonzentrator SpeedVac (Savant, USA)
+ SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese-Apparaturen:
« fur Glycin-SDS-PAGE: Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad, Mlinchen)
« fr Tricin-SDS-PAGE: Vertikal-Elektrophorese-System fiir Minigele XCell SureLock
(Invitrogen, Kahlsruhe)
« Schitteltische fur Bakterienkulturen HR225, HR250 (Infors-HR, Bottmingen)
« Sterile Werkbank Herasafe (Heraeus-Kendro, USA)
« Thermomixer Comfort (Eppendorff, Hamburg)
« Uberkopfschiittler Reax 2 (Heidolph, Schwabach)
« Vakuumpumpe CVC2 (Vacuubrand, Wertheim)
« Vortex Genie 2 (Scientific Industries, USA)
- Waagen:
» Feinwaage MC1 AC120S (Sartorius, Gottingen)
 Grobwaage L2200P (Sartorius, Gottingen)
« Wasserbad U3 (Julabo, Seelbach)
« Zellzahler CASY® Cell Counter Model DT (Roche, Schweiz)
« Zentrifugen:
+ Kihlzentrifuge GS-6KR (Beckman, Miinchen)
« Minizentrifuge Spectrafuge (Labnet, USA)
« Tischzentrifuge Centrifuge 5417R (Eppendorf, Hamburg)
+ Ultrazentrifuge J2-MC (Beckman, Miinchen)
« Zellzentrifuge Megafuge 1.0 (Heraeus, USA)
« Zellzentrifuge Multifuge 3 S-R (Heraeus-Kendro, USA)

5.11 Software

+ Bildbearbeitung: Adobe Photoshop CS5, Adobe lllustrator CS5
 Datenauswertung: Microsoft Excel 2008 und 2011 fiir Mac, GraphPad Prism
(GraphPad Software, USA)

Erstellen von chemische Strukturformeln: ACD/ChemSketch 2.0
Internet-Datenbanken: NCBI Blast, PubMed, Expasy

Literaturverwaltung: Bookends 11 (Sonny Software, USA)
Sequenzdatenvergleich: Clone Manager 5.2 (Sci-Ed, USA)

Textverarbeitung und Layout: Microsoft Word 2011 fiir Mac, Adobe InDesign CS5
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6. Methoden

6.1 Molekularbiologische Methoden

6.1.1 Herstellung chemisch kompetenter E. coli-Zellen und chemische Transformation

Um chemisch kompetente Zellen herzustellen, wurden 50 ml LB-Medium 1:100 aus einer 4 ml-
Ubernachtkultur angeimpft und unter Schiitteln bei 37°C wachsen gelassen, bis bei 620 nm eine
optische Dichte (OD620) von 0,4-0,5 erreicht war. Die Zellsuspension wurde fiir 5 min auf 4°C ab-
gekiihlt, um dann unter sterilen Bedingungen fiir 5 min bei 4000 rpm abzentrifugiert zu werden.
Alle weiteren Schritte erfolgten ebenfalls bei 4°C. Das Zellpellet wurde in 2/5 des urspriinglichen
Volumens (20 ml) Tfb | resuspendiert und fiir 5 min inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation fir
5 min bei 4000 rpm wurde das erhaltene Zellpellet in 1/25 des urspriinglichen Volumens (2 ml)
Tfb Il resuspendiert, 15 min inkubiert und anschlieend aliquotiert. Die Aliquote wurden in flis-
sigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

50 ng der zu transformierenden DNA und 50 ul der chemisch kompetenten Zellen wurden vor-
sichtig gemischt und fiir 30 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend erfolgte ein Hitzeschock fiir 45 s
bei 42°C im Wasserbad. Die Zellen wurden fiir 2 min auf Eis abgekiihlt und dann in 800 pl LB-
Medium (ohne Selektionsmarker) aufgenommen. Nach 30-60 min Inkubation bei 37°C wurde der
Transformationsansatz auf LB-Agarplatten mit geeignetem Antibiotikum (100 pg/ml Ampicillin
bzw. 30 ug/ml Kanamycin) ausplattiert oder zum Animpfen einer 4 ml-Ubernachtkultur genutzt.

« Tfb I: 30 mM Kaliumacetat, 100 mM RbCl,, 10 mM CaCl,, 50 mM MnCl,, 15% (v/v) Glycerin, pH 5,8
« Tfb Il: 10 MM MOPS, 75 mM CaCl,, 10 mM RbCl,, 15% (v/v) Glycerin, pH 6,5

6.1.2 Herstellung elektrisch kompetenter E. coli-Zellen und Elektrotransformation

Zur Herstellung elektrisch kompetenter Zellen wurde zundchst 1 | LB-Medium 1:100 aus einer
50 ml-Ubernachtkultur angeimpft und unter Schiitteln bei 37°C wachsen gelassen. Nach Errei-
chen einer OD620 von 0,4-0,5 wurden die Zellen fiir 15-30 min auf Eis inkubiert und anschlieBend
unter sterilen Bedingungen bei 4000 rpm fiir 15 min pelletiert. Alle weiteren Schritte erfolgten
ebenfalls bei 4°C. Das Zellpellet wurde einmal mit 1 | und einmal mit 0,5 | eiskaltem, sterilem H,0
gewaschen. Die Zellen wurden nun in 20 ml 10% (v/v) Glycerin aufgenommen, zentrifugiert und
dann in 3 ml 10% (v/v) Glycerin resuspendiert. Die Zellzahl wurde durch eine photometrische
Messung bei 620 nm bestimmt und mit 10% (v/v) Glycerin auf 2-3 x 10'° Zellen pro ml eingestellt.
Die Zellen wurden aliquotiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

50 ng der zu transformierenden DNA und 50 pl der elektrisch kompetenten Zellen wurden vor-
sichtig gemischt, in eine vorgekiihlte Elektroporationskiivette (Bio-Rad, Miinchen) Uberfiihrt
und fiir 1 min auf Eis inkubiert. Die Elektrotransformation erfolgte bei 25 uF, 1,8-2,0 kV und 200 Q
unter Verwendung eines Elektroporator Gene Pulser Il (Bio-Rad, Miinchen). Danach wurden die
Zellen sofort in 800 pl LB-Medium (ohne Selektionsmarker) aufgenommen und fiir 30-60 min
bei 37°C inkubiert. Der Transformationsansatz wurde auf LB-Agarplatten mit geeignetem Anti-
biotikum (100 pg/ml Ampicillin bzw. 30 pg/ml Kanamycin) ausplattiert oder zum Animpfen einer
4 ml-Ubernachtkultur verwendet.
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6.1.3 Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Praparation kleiner Mengen Plasmid-DNA (ca. 5 pg, Mini-Préparation) erfolgte nach dem
Prinzip der alkalischen Lyse unter Verwendung der Puffer aus dem »NucleoBond® PC 500 Kit«
(Macherey-Nagel, Diren). Zunachst wurden pro LB-Agarplatte 6-10 Kolonien gepickt, in je 4 ml
LB-Medium (mit Selektionsmarker) tGberfuhrt und bei 37°C Giber Nacht geschdttelt. Von dieser
Kultur wurden 2 ml bei 4500 rpm fiir 8 min zentrifugiert. Die pelletierten Zellen wurde in 400 pl
S1-Puffer (50 mM Tris/HCI, pH 8,0, 10 mM EDTA, 100 pug/ml RNase A) resuspendiert und dann
durch die Zugabe von 400 pl S2-Puffer (200 mM NaOH, 1% (w/v) SDS) fiir hochstens 5 min lysiert.
Durch Zugabe von 400 pl eiskaltem Neutralisationspuffer S3 (2,8 M Kaliumacetat, pH 5,1) und
eine 20-min(tige Inkubation auf Eis erfolgte die Fallung der Proteine, welche anschlieBend zwei-
mal flir 20 min bei 14000 rpm und 4°C abzentrifugiert wurden. Die Plasmid-DNA wurde durch
die Zugabe von 0,7 Vol Isopropanol ausgefallt und fiir 30 min bei 14000 rpm und 12°C abzentri-
fugiert. Das Pellet wurde mit 500 ul 70% (v/v) Ethanol gewaschen, getrocknet und in 30-50 pl
H,0 aufgenommen.

Die Aufreinigung von Plasmid-DNA im groBen MaBstab (Midi-Praparation) erfolgte mit dem
»NucleoBond® Xtra Midi Kit« (Macherey-Nagel, Diiren) nach Angaben des Herstellers.

6.1.4 Photometrische Bestimmung von DNA-Konzentrationen

Die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte mit Hilfe des Kiivettenphotometers Smart-
Spec 3000 (Bio-Rad, Mlinchen). Dazu wurde eine DNA-Praparation 1:100 in H,O verdiinnt und die

Absorption sowohl bei 260 nm (A260) als auch bei 280 nm (A280) in einer Quarzkiivette gemessen.
Da bei der Messung doppelstrangiger DNA eine A260 von 1 in etwa einer DNA-Konzentration

c von 50 pug/ml entspricht, wurde diese wie folgt berechnet:

¢ = A260 x Verdiinnungsfaktor x 50 pug/mil

Alternativ wurden A260 und A280 einer unverdiinnten DNA-Praparation mittels Nanodrop 1000
(Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen) photometrisch bestimmt.

Die Reinheit der DNA-Praparation wurde anhand des Quotienten A260/A280 Uberpriift, wobei
der Quotient Ublicherweise um die Werte 1,8-1,9 lag.

6.1.5 Spaltung von DNA mit Restriktionsenzymen

Der Restriktionsverdau erfolgte nach Standardmethoden und unter optimalen Bedingungen
nach Empfehlungen des Herstellers (New England Biolabs, USA). In der Regel wurden 1-2 pug zu
verdauende DNA und ca. 1 U Restriktionsenzym pro pug DNA-Menge eingesetzt. Die Restriktions-
ansatze enthielten zudem eine Endkonzentration von 1x NEB-Puffer (New England Biolabs, USA)
und wurden bei Bedarf mit 100 ug/ml BSA (New England Biolabs, USA) versetzt. Die Inkubation
erfolgte fuir 1-2 h bei einer fiir das jeweilige Enzym optimalen Temperatur.

6.1.6 DNA-Agarose-Gelelektrophorese

Entsprechend der Grof3e der aufzutrennenden DNA-Fragmente wurden Gele mit 0,8-1,2% (w/v)
Agarose (Invitrogen, Kahlsruhe) in TBE-Puffer verwendet. Die Zugabe von Ethidiumbromid in
einer Endkonzentration von 1 pg/ml machte die Visualisierung der DNA unter UV-Licht moglich.
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Die zu analysierenden Proben wurden mit 6x DNA-Probenpuffer versetzt und neben dem
DNA-GroBenstandard »1 kb Plus DNA Ladder« (Invitrogen, Kahlsruhe) auf das Gel aufgetragen.
Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte in TBE-Puffer bei einer Spannung von 100-200 V.

« TBE-Puffer: 90 mM Tris/HCl, pH 8,3, 90 mM Borsaure, 0,1 mM EDTA
« 6x DNA-Probenpuffer: 0,25% (w/v) Bromphenolblau, 60% (v/v) Glycerin, 0,1 mM EDTA, pH 8,0

6.1.7 Sequenzierungen

DNA-Konstrukte aus Mini- und Midi-Praparation wurden mit fluoreszierenden Primern auf Basis
der Didesoxynukleotid-Methode nach Sanger (Sanger et al., 1977) durch die Firma GATC Biotech
(Konstanz) sequenziert, um die Korrektheit der gewiinschten Sequenz zu tiberpriifen. Die verwen-
deten Sequenzierprimer sind unter 5.3 aufgefiihrt.

Die erhaltenen Sequenzen wurden mit der Software »Clone Manager« (Version 5.2, Sci-Ed, USA)
mit der Originalsequenz verglichen.

6.2 Proteinbiochemische Methoden

6.2.1 Peptidsynthese und Lésen von AB-Peptiden

Alle verwendeten synthetischen AB-Peptide wurden von der Firma PSL (Heidelberg) oder der
Firma AnaSpec (USA) bezogen bzw. von Dr. Michael Beyermann (FMP Berlin) durch Fmoc-
Synthese hergestellt (Beyermann et al., 1996).

AB-Peptide wurden nach dem Einwiegen in 80% (v/v) Ameisensdure geldst, da unter dieser
Bedingung der Hauptteil des Peptids in monomerer Form vorliegt (Roher et al., 1996). Das L6-
sungsmittel wurde anschlieBend fiir mindestens 1 him Rotations-Vakuumkonzentrator (SpeedVac,
Savant, USA) abgezogen und die Peptide bis zum Gebrauch bei -20°C gelagert. Monomerisierte
AB-Peptide wurden stets in alkalisiertem H,0 (0,12% (v/v) NH;) durch eine 15-minltige Ultra-
schallbehandlung gel6st (Schmechel et al., 2003) und unmittelbar danach fir diverse Analysen
eingesetzt.

Die korrekte Groe und die Reinheit der Peptide wurden stets mittels MALDI-MS (s. 6.3) verifiziert.

6.2.2 Proteinaufreinigung aus bakteriellen »inclusion bodies«

Induktion der Proteinexpression in E. coli

Kompetente E. coli-Zellen des Stammes XL1-Blue wurden mit pQE60-C100 transformiert (s. 6.1.1
und 6.1.2). 50 ml LB-Medium wurden mit 10 pl eines Transformationsansatzes angeimpft und die
Zellen tiber Nacht unter Schiitteln bei 37°C wachsen gelassen. Diese Ubernachtkultur wurde 1:20
in frischem LB-Medium verdiinnt. Die Zellen wurden bei 37°C und 160 rpm inkubiert, bis eine
0D620 von 0,5-0,6 gemessen wurde. Durch Zugabe von 1 mM IPTG wurde die Proteinexpression
nun induziert. Nach weiteren 4 h Inkubation bei 37°C und 160 rpm wurden die Zellen zunachst
10 min auf 4°C gekihlt und dann fiir 12 min bei 4500 rpm und 4°C pelletiert. Das Zellpellet wurde
bis zur Proteinaufreinigung bei -20°C aufbewahrt.
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Zellaufschluss, Losung und Riickfaltung der Proteine

Das E. coli-Zellpellet wurde in TE-Puffer (10 ml pro 1 g Pellet) resuspendiert und dreimal in der
French Press (SLM Amico, USA) aufgeschlossen. Die Einschlusskorper (»inclusion bodies«) wurden
bei 12000 rpm und 12°C fir 10 min abzentrifugiert. Das Pellet wurde dann in Harnstoffpuffer
(5 ml pro 1 g Pellet) aufgenommen und die Proteine durch eine anschlieBende Ultraschall-
behandlung gel&st. Die Proteinldsung wurde gegebenenfalls 1 h bei 4°C tGber Kopf geschittelt
und erneut bei 12000 rpm und 12°C fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde sofort 1:10
mit Equilibrierungspuffer verdiinnt und bei 4°C aufbewahrt.

« TE-Puffer: 20 mM Tris/HCl, pH 7,5, 1 mM EDTA

« Harnstoffpuffer: 20 mM Tris/HCI, pH 8,5, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 6 M Harnstoff, 1 mM CaCl,,
1% (v/v) Triton x-100, 1% (w/v) SDS, 1x »Complete-Protease-Inhibitor« (Roche, Schweiz)

« Equilibrierungspuffer: 20 mM Tris/HCl, pH 7,5, 50 mM NacCl

Ni-NTA-Sdaulenchromatographie

1 ml (Bettvolumen) Ni-NTA-Agarose (Qiagen, Hilden) wurde zundchst mit 40-fachem Bettvolu-
men Equilibrierungspuffer (s.0.) gewaschen (Zentrifugation jeweils fiir 3 min bei 1200 rpm bzw.
300 x g), dann mit der verdiinnten Proteinldsung versetzt und Uber Nacht bei 4°C liber Kopf
geschiittelt. AnschlieBend erfolgte eine erneute Zentrifugation. Méglichst viel Uberstand wurde
verworfen, die Ni-NTA-Agarose mit 2 ml Waschpuffer aufgeschlemmt und dann in eine kleine
Sdule Uberfiihrt. Das Saulenmaterial wurde nun 30 mal mit zweifachem Bettvolumen Wasch-
puffer gewaschen (Zentrifugation jeweils flir 3 min bei 1200 rpm bzw 300 rpm). Nach 10 min
Inkubation bei RT unter Schiitteln erfolgte die Elution viermal mit zweifachem Bettvolumen
Elutionspuffer. Die Proben wurden bei 4°C gelagert.

« Waschpuffer: 50 mM Tris/HCI, pH 8,0, 300 mM Nadcl, 0,3% (w/v) SDS
« Elutionspuffer: 50 mM Tris/HCI, pH 8,0, 300 mM Nacl, 0,3% (w/v) SDS, 50 mM EDTA, 0,02%
(w/v) NaNj3;, 1x »Complete-Protease-Inhibitor« (Roche, Schweiz)

Umpuffern und Aufkonzentrieren

Zum Umpuffern und Aufkonzentrieren der aufgereinigten Probe wurde diese mit dem gewiinsch-
ten Puffer mehrfach auf dem 10 kDa-GréRBenausschlussfilter »Amicon® Ultra-0.5 Centrifugal
Filter Device« (Millipore, USA) nach Angaben des Herstellers gewaschen und gegebenenfalls
eingeengt.

6.2.3 Konzentrationsbestimmung von Proteinlésungen

BCA-Assay

Proteinkonzentrationen wurden in der Regel nach der Bicinchoninsdure- (BCA) Methode (Smith
et al., 1985) mit Hilfe des »BCA™ Protein Assay Kit« (Pierce, USA) bestimmt. Nach Angaben des
Herstellers wurden je 20 pl der zu untersuchenden Proben mit 200 pl BCA-L6sung auf einer
96-«well«-Mikrotiterplatte fir mindestens 15 min bei 50-60°C inkubiert. Die Absorption wurde
schlieBlich bei 562 nm gemessen. Die Proteinkonzentrationen der Proben konnten anhand einer
mitgefiihrten BSA-Standardreihe errechnet werden.

« BCA-L6sung: BCA-Reagenz 1:40 versetzt mit 4% (w/v) CuSO, x 5 H,0-Losung
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RC-DC-Assay

Zur Bestimmung der Proteinkonzentrationen von C100-Lésungen kam der »RC DC™ Protein Assay
Kit« (Bio-Rad, Miinchen) zum Einsatz. Die Methode basiert auf der Proteinbestimmung nach
Lowry (Lowry et al., 1951), ist aber wesentlich toleranter gegenuliber Detergenzien und Reduk-
tionsmitteln. Der Assay wurde entsprechend der Vorschrift des Herstellers in 1,5 ml-Reagier-
gefdllen durchgefiihrt. Die Absorption wurde schlie3lich bei 750 nm im Kiivettenphotometer
(Schichtdicke 1 cm) vermessen. Bei jeder Proteinbestimmung wurde eine BSA-Standardreihe in
entsprechendem Pufferangesetzt und mitgefiihrt, die der Ermittlung der Proteinkonzentrationen
der zu untersuchenden Proben diente.

Konzentrationsbestimmung mittels Nanodrop

Handelte es sich bei der zu untersuchenden Proteinldsung um ein gereinigtes Protein, dessen
molarer Extinktionskoeffizient bei 280 nm (€280) und Molekulargewicht bekannt waren, erfolgte
die Konzentrationsbestimmung photometrisch bei 280 nm mittels Nanodrop 1000 (Peglab Bio-
technologie GmbH, Erlangen).

6.2.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Dasaufzutrennende Proteingemisch wurde zunachst mit 1xSDS-Probenpuffer, wahlweise mitoder
ohne 20% (v/v) B-Mercaptoethanol, versetzt und fiir 5 min bei 95°C denaturiert. Das negativ gela-
dene Detergenz SDS bindet mit konstantem Ladung-zu-Masse-Verhadltnis an die denaturierten
Proteine (etwa 1,4 g SDS/ 1 g Protein) und erlaubt somit die elektrophoretische Auftrennung
von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht.

In der Regel erfolgte die Auftrennung von Proteinen mittels der diskontinuierlichen SDS-Poly-
acrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli (Laemmli, 1970). Die Proben wurden
entsprechend dem Molekulargewicht der erwarteten Proteine auf 8-15%ige Gele geladen und
bei 25-35 mA pro Gel in SDS-haltigem Tris-Glycin-Laufpuffer aufgetrennt. Als GréBenstandard
diente in der Regel der Protein-Marker »Dual Color Precision Plus™ Protein Standards« (Bio-Rad,
Minchen).

Fir die Auftrennung von niedermolekularen Peptiden und Proteinen ist die Verwendung des
Tris-Tricin-Gelsystems nach Schagger und Jagow (Schagger und von Jagow, 1987) wesentlich
besser geeignet. So erfolgte die elektrophoretische Auftrennung von AB-Peptiden mit Hilfe
von 10-20%igen Tris-Tricin-Gradientengelen (Anamed, Darmstadt) bei 40 mA pro Gel in SDS-
haltigem Tris-Tricin-Laufpuffer. Hier wurde in der Regel der Protein-Marker »SeeBlue® Pre-Stained
Protein Standard« (Invitroge, Karlsruhe) verwendet.

+ 4x SDS-Probenpuffer: 250 mM Tris/HCI, pH 6,8, 4% (w/v) SDS, 40% (v/v) Glycerin, 0,008% (w/v)
Bromphenolblau

+ Tris-Glycin-Laufpuffer: 25 mM Tris/HCI, pH 6,8, 192 mM Glycin, 0,1% (w/v) SDS

+ Tris-Tricin-Laufpuffer: 0,1 M Tris/HCl, 0,1 M Tricin, 0,1% (w/v) SDS
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6.2.5 Coomassie-Farbung

Die Farbung von Proteinen im SDS-Polyacrylamid-Gel erfolgte mit kolloidalem Coomassie Bril-
liantblau (Coomassie G-250) durch Inkubation mit der Farbelosung »GelCode™ Blue Safe Protein
Stain« (Pierce, USA) entsprechend der Anweisung des Herstellers. Uberschiissige Farbelésung
wurde durch mehrfaches Waschen mit H,O entfernt.

6.2.6 Dot-Blot- und Western-Blot-Analyse

Transfer von Proteinen auf Nitrozellulosemembranen

Fir den Dot-Blot wurden zunachst ein Whatman-Papier (Whatman Int. Ltd., GB) und eine Nitro-
zellulosemembran (Macherey-Nagel, Diren) in PBS eingeweicht und in die Dot-Blot-Apparatur
(Schleicher & Schuell, Dassel) eingespannt. Nun wurden 50-400 pl der Proben in die vorge-
sehenen »wells« pipettiert. Mittels Pumpe wurde ein Vakuum angelegt, so dass die Proteine
auf die Membran gesaugt werden konnten und lber hydrophobe Wechselwirkungen auf der
Membran haftenblieben. Die Membran wurde aus der Apparatur genommen, kurz getrocknet
und anschlieBend fir die Immunodetektion mittels spezifischer Antikdrper genutzt.

In der SDS-PAGE nach ihrer GréBe aufgetrennte Proteine wurden im Nassblotverfahren in einer
Trans-Blot-Apparatur (Bio-Rad, Miinchen) auf Nitrozellulosemembranen (ibertragen (Western-
Blot). Der Transfer erfolgte in Transferpuffer bei 380 mA fiir 3 h bzw. bei 180 mA Uber Nacht.
AnschlieBend wurde die Nitrozellulosemembran kurz in H,O gewaschen und zur Kontrolle des
gleichmaBigen Proteinauftrags und des erfolgreichen Transfers mit einer Ponceauldsung rever-
sibel angefarbt. Die Entfarbung erfolgte durch mehrfaches Waschen der Membran mit PBS.

Sollten AB-Peptide auf der Nitrozellulosemembran detektiert werden, so wurde die Membran fiir
5 min in PBS erhitzt. Dadurch wird das Epitop fiir den W0-2 Antikorper besser zuganglich und die
Signale entsprechend verstarkt.

« Transferpuffer: 192 mM Glycin, 25 mM Tris, 10% (v/v) Ethanol
+ Ponceauldsung: 0,2% (w/v) Ponceau S, 1% (v/v) Essigsaure

Immunodetektion von Proteinen auf Nitrozellulosemembranen

Die Membranen wurden mit 10% (w/v) Magermilchpulver in PBS fir mindestens 1 h bei RT
oder Uber Nacht bei 4°C blockiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurde der gewilinschte
Primarantikorper in der entsprechenden Verdiinnung fiir 2 h bei RT oder tber Nacht bei 4°C
auf dem Blot inkubiert und anschlieBend durch dreimaliges Waschen mit PBS wieder entfernt.
Danach erfolgte die Inkubation mit einem Maus- bzw. Kaninchen-spezifischen Sekundar-
antikorper (Promega, USA), der mit einer Meerrettich-Peroxidase konjugiert war und stets in
einer Verdinnung von 1:10000 eingesetzt wurde. Der Sekundarantikorper wurde durch
dreimaliges Waschen mit PBS entfernt. Uber die gebundenen Antikdrper wurden Peptide oder
Proteine, die vom jeweiligen Primarantikorper erkannt werden konnten, mittels Chemolumines-
zenz auf Rontgenfilmen (Amersham-Pharmacia, GB, Hartenstein, Wiirzburg) indirekt detektiert.
Die Chemolumineszenzreaktion wird nach Zugabe des ECL-Reagenzes durch die Meerrettich-
Peroxidase katalysiert.

« ECL-Reagenz: 1 ml A (50 mg Luminol in 200 ml 0,1 M Tris/HCI, pH 8,6) + 100 ul B (22 mg
p-Hydroxycoumarinsaure in 20 ml DMSO; bei RT und dunkel lagern) + 0,33 ul H,0,
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6.3 MALDI-MS

Bei der Matrix-unterstiitzten Laser-Desorption/-lonisation-Massenspektrometrie (»matrix-assis-
ted laser desorption/ionization mass spectrometry«, MALDI-MS) erfolgt die Analyse der biologi-
schen Molekiile durch die Bestimmung des Masse-zu-Ladung-Verhaltnisses (m/z) der lonen, die
aus der Probe intakt freigesetzt (desorbiert) werden.

Als Matrix wurde entweder a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure (CCA) oder Sinapinsaure (SA) verwen-
det. CCA und SA wurden dazu in 0,1% (v/v) Trifluoressigsaure und 30% (v/v) Acetonitril im Ultra-
schallbad gel6st. Nicht gelostes Material wurde abzentrifugiert. Die zu untersuchenden Proben
wurden 1:1 mit dem Uberstand der gesattigten Matrixlésung gemischt, auf den Stahl-Proben-
teller (Target) aufgetragen und bei RT vollstandig getrocknet, so dass die Matrix zusammen mit
den Peptiden bzw. Proteinen auskristallisiert (sDried-Droplet«-Methode) (Karas und Hillenkamp,
1988). Die Proben wurden dann mit einem Ultraflex Il Massenspektrometer (Bruker Daltonic,
Bremen) im Reflektor-Modus mit dem Programm »RP-PepMix« vermessen.

6.4 Circulardichroismus

Die Sekundarstruktur von Proteinen und Peptiden wurde mittels Circulardichroismus (CD) charak-
terisiert. Bei dieser Methode wird die Tatsache ausgenutzt, dass links- und rechtsdrehend zirkular
polarisiertes Licht von einer optisch aktiven (chiralen) Substanz unterschiedlich stark absorbiert
wird.

Aufgrund der Chiralitdt von Peptidstrukturen ist das CD-Spektrum im fernen UV-Bereich (170 nm
bis 250 nm, Amid-Region) sehr empfindlich gegeniiber der Sekundarstruktur von Proteinen
und Peptiden. Ein CD-Spektrum mit einem Maximum bei 190 nm und zwei Minima bei 210 und
220 nm deuten dabei auf eine a-helikale Struktur hin, wahrend eine B-Faltblatt-Struktur ein Maxi-
mum bei 190 nm und ein Minimum bei 220 nm liefert. Ein CD-Spektrum mit einem Maximum bei
220 nm und einem Minimum bei 190 nm ist charakteristisch fir eine zufallige Struktur (»random
coil«).

Synthetisches AB-Peptid wurde frisch geldst, in 50 mM Natriumphosphat (pH 7,0) aufgenom-
men und auf eine Konzentration von 50 uM eingestellt. Fiir die CD-Messungen der C100-Proben
wurden die Eluate der Ni-NTA-Sdule (s. 6.2.2) in 50 mM Natriumphosphat (pH 7,0) umgepuffert
und eine Konzentration von 50 uM eingestellt. Die Proben wurden gegebenenfalls mit Sulindac
Sulfid, geldst in Methanol, versetzt, so dass die Methanol-Endkonzentration 8% (v/v) betrug. Alle
Proben wurden mit einem Jasco J-810 CD-Spektropolarimeter (Jasco, USA) bei 20°C vermessen.
Die Kuvette aus UV-Quarzglas (Hellma, Jena) hatte eine Schichtdicke von 0,1 cm. Die CD-Spektren
wurden mit einer Aufnahmegeschwindigkeit von 100 nm/min im Wellenbereich von 250-190 nm
aufgezeichnet (2 nm Bandbreite, 1 s Response). Die Auflésung betrug 0,2 nm, die Empfindlichkeit
des Gerats betrug 100 mdeg. Fiir jedes CD-Spektrum wurden fiinf Wiederholungen akkumuliert
und die Spektren um das dazugehdrige Losungsmittelspektrum korrigiert.

6.5 Kernspin-Resonanz-Spektroskopie

Alle Kernspin-Resonanz- (»nuclear magnetic resonance«, NMR) Analysen wurden in Kooperation
mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Bernd Reif (TU Miinchen) an einem Bruker 600-MHz Avance
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Festkorper-NMR-Spektrometer (Bruker Biospin, Karlsruhe) bei 5°C durchgefiihrt. Wie in Dasari
et al. beschrieben wurde rekombinantes, "N-markiertes AB42 in E. coli exprimiert und anschlie-
Bend aus »inclusion bodies« aufgereinigt. Das Peptid wurde nun in 20 mM NaOH durch eine
15-20-min(tige Ultraschallbehandlung solubilisiert (Dasari et al., 2011). Das gel6ste Peptid wurde
nun mit 50 mM Phosphat-Puffer (pH 7,0) auf eine Endkonzentration von 100 uM verdiinnt und
entweder mit einem dreifachen molaren Uberschul3 an Sulindac Sulfid oder einer entsprechen-
den Menge DMSO versetzt und direkt vermessen, um ein zweidimensionales Festkdrper-NMR-
Spektrum zu generieren.

6.6 Oberflaichen-Plasmon-Resonanz-Analysen

Die Oberflachenplasmonresonanz- (»surface plasmon resonance«, SPR) Analysen wurden mit ei-
nem Biacore 3000-Gerét (GE Healthcare, Miinchen) bei 25°C durchgefiihrt. Alle verwendeten Puf-
fer und Losungen wurden vor Verwendung steril filtriert und 30 min im Ultraschallbad entgast.

6.6.1 Aminkopplung

Fir die Kopplung von synthetischen AB-Peptiden wurden CM5-Sensorchips (GE Healthcare,
Minchen) oder wahlweise SCB CMD500L-Sensorchips (XanTec bioanalytics, Disseldorf) verwen-
det. Diese Sensorchips besitzen eine carboxymethylierte Dextran-Oberflache, die eine kovalente
Immobilisierung der gewtinschten Liganden iber Aminkopplung erlaubt. Bei der Aminkopplung
reagieren freie NH,-Gruppen des Liganden mit Ester-Gruppen auf dem Sensorchip zu Amiden.

Die Aktivierung der Sensorchip-Oberflache erfolgte durch eine 7-miniitige Injektion eines
1:1-Gemisches aus 0,2 M EDC (1-Ethyl-3-[dimetylaminopropyl]-carbodiimid) und 0,05 M NHS
(N-Hydroxysuccinimid) nach Herstellerangaben (GE Healthcare, Miinchen), wodurch die Carboxyl-
gruppen der Dextran-Oberflache in reaktive NHS-Ester tiberflihrt werden. AnschlieBend wurde
eine frisch geldste T mg/ml AB-Losung (s. 6.2.1) 1:10 in Kopplungspuffer verdiinnt und sofort fuir
5 min bei einer Flussrate von 10 pl/min gekoppelt. Freie NHS-Ester wurden abschlieend mit-
tels einer 7-mindtigen Injektion von 1T M Ethanolamin (pH 8,5) abgesattigt. In der Regel wurden
600-2000 RU gekoppelt. Mit der entsprechenden Referenz-Flusszelle wurde analog verfahren,
jedoch ohne Zusatz eines Liganden.

« Laufpuffer: PBS (0,005% (v/v) Surfactant P20)
« Kopplungspuffer: 10 mM Natriumacetat, pH 3,4

6.6.2 Kopplung durch Chelatierung mittels Ni-NTA

Fir die Kopplung von His-Tag-Liganden kamen NTA-Sensorchips (GE Healthcare, Miinchen) oder
wahlweise SCB NiHC80m-Sensorchips (XanTec bioanalytics, Disseldorf) zum Einsatz. Die Dextran-
Oberflache dieser Sensorchips ist endstandig mit dem NTA-Chelator funktionalisiert und eignet
sich nach Komplexierung von Ni2* zur reversiblen Immobilisierung His-Tag-modifizierter Peptide
und Proteine (Nieba et al., 1997).

Der Sensorchip wurde initial fir T min mit Regenerationslésung konditioniert (Flussrate: 20 pl/
min). Verbleibende EDTA-Reste wurden unter Verwendung der »EXTRACLEAN«-Funktion aus der
Anlage gespilt. AnschlieBend wurden 20 pl Ni¢+-Losung injiziiert (Flussrate: 5 pl/min) und erneut
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die Waschprozedur »EXTRACLEAN« durchgefiihrt. Die Eluate der Ni-NTA-Saule (s. 6.2.2) wurden
in Laufpuffer umgepuffert und bei Bedarf verdiinnt. Je 40-200 pl einer 1 ug/ml Lésung wurden
bei einer Flussrate von 20 pl/min injiziert. Zur Kontrolle wurde C100 Uber eine nicht mit Nickel
beladene Flusszelle gegeben, wobei kein Anstieg der RU zu verzeichnen war.

Zur Regeneration des Sensorchips wurde bei einer Flussrate von 20 pl/min flir 3 min mit Rege-
nerationslésung und dann mit Hilfe der Waschprozedur »EXTRACLEAN« gewaschen. Auf dem
Sensorchip prazipitiertes C100 wurde entfernt, indem nacheinander mit je 30 pul 100 mM NaOH,
8 M Harnstoff und 0,5% (w/v) SDS und danach tber Nacht mit Laufpuffer gewaschen wurde.

- Laufpuffer: 0,01 M Hepes, pH 7,4, 0,15 M NaCl, 1 uM EDTA, 0,005% (v/v) Surfactant P20

« NiZ*-Losung: 500 uM NiCl, in Laufpuffer

« Regenerationslosung: 0,01 M Hepes, pH 8,5, 0,15 M NaCl, 0,5 M EDTA, 0,005% (v/v) Surfactant P20
« Dispenserpuffer: 0,01 M Hepes, pH 7,4, 0,15 M NaCl, 3 mM EDTA, 0,005% (v/v) Surfactant P20

6.6.3 Bindungs-Analysen

Fir die jeweiligen Messreihen wurden Stammlésungen der zu untersuchenden Substanzen,
geldst in DMSO, jeweils 1:1000 in den entsprechenden Laufpuffer verdiinnt. Die Proben wurden
in aufsteigender Konzentration unter Verwendung der »KINJECT«-Funktion fiir mindestens 1 min
bei einer Flussrate von 30 pl/min injiziert. Es folgte eine Dissoziationsphase von 200 s. Fir den
Nullabgleich wurde 0,1% (v/v) DMSO in Laufpuffer (Pufferkontrolle) mitgefiihrt. Gegebenenfalls
wurde nach einem Probenlauf mit 20 mM HCI gespiilt.

Direkt nach der Kopplung sowie zwischen den einzelnen Messreihen erfolgte in der Regel die
Injektion von 30 pl des Antikorpers WO0-2 (3,4 ug/ml in Laufpuffer, Flussrate: 30 pl/min), um die
Kopplung und die Integritdt der Sensorchip-Oberflache zu tberprifen.

Die Auswertung der aufgenommenen Sensorgramme wurde mit Hilfe der Software »BlAevalu-
ation« (Version 4.1, GE Heathcare, Miinchen) vorgenommen. Zunachst wurde die Basislinie (ein
Zeitpunkt vor der Injektion) aller Sensorgramme einer Messreihe auf 0 RU gesetzt (»Y-Transform).
Um unspezifische Interaktionen mit der Sensorchip-Oberflache auszuschlieen, wurden dann
entsprechende Signale der Referenz-Flusszelle von den Mess-Flusszellen abgezogen. Darliber
hinaus wurden Signale der Pufferkontrolle subtrahiert.

6.7 GroBBenausschluss-Chromatographie

Mit Hilfe der Gro3enausschluss-Chromatographie (»size exclusion chromatographys, SEC) kdnnen
Molekiile nach ihrer GréBe getrennt werden. Die Trennung beruht dabei auf der unterschiedli-
chen Verteilung von Molekilen zwischen einer stationaren Phase (Gelfiltrationsmatrix) und einer
mobilen Phase (Laufmittel). Die stationare Phase besteht dabei aus stark vernetzten Polymeren,
die Poren mit definierter Gro3e ausbilden. Lost man die aufzutrennenden Molekile im Lauf-
mittel und tragt sie auf die stationare Phase auf, so bewegen sich wahrend des Trennvorgangs
solche Molekiile, die gréBer sind als die Poren der stationdren Phase, mit dem Laufmittel an den
Poren vorbei. Kleine geloste Molekiile hingegen kénnen in die Poren eindringen, wodurch sie
zurlickgehalten werden und ihre Wanderungsgeschwindigkeit sich vermindert.
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Die GréBenausschluss-Chromatographie erfolgte an einer Akta FPLC-Anlage (Pharmacia,
Freiburg). Zur Auftrennung von AB-Peptiden wurde die Grof3enausschluss-Sdule Superose 12
10/300 GL (GE Healthcare, Miinchen) mit vernetzter Agarose als Gelfiltationsmatrix verwendet.
Diese Sdule hat ein Bettvolumen von 24 ml und einen theoretischen Trennbereich von 1-300 kDa.
Alle verwendeten Puffer und Losungen wurden vor Verwendung steril filtriert und 30 min im Ultra-
schallbad entgast. Als Laufmittel diente in der Regel PBS. Die Flussrate betrug stets 0,5 ml/min.
Vor dem Probenauftrag wurde die Saule mit dreifachem Bettvolumen Laufmittel equilibriert.
Die Proteine wurden dann in einem Volumen von 200 pl Giber eine Probenschlaufe appliziert.

1,35 kDa

— zzgg Abb. 35: SEC-Eichldufe zur Bestimmung der Molekularge-
2500 wichtsverteilung von mono- und oligomeren AB-Formen.
% 2000 BSA (67 kDa), Ovalbumin (43 kDa), Chymotrypsinogen
2 1500 (25 kDa), RNaseA (13,7 kDa), Aprotinin (6,5 kDa) und Vitamin
% 1000 B12 (1,35 kDa) kamen als Standards zum Einsatz. Dargestellt
é 500 sind exemplarische Eichldufe aus mindestens drei unabhdngi-
0 gen Sdulenldufen fiir jede verwendete Séule.
5 10 15 20 25
Volumen [ml]

Zur Ermittlung der GroBBenverteilung des AB-Monomers sowie von niederen und hoheren
AB-Oligomeren wurden Eichlaufe mit folgende Standards durchgefiihrt: Blue Dextran 2000
(~2000 kDa), BSA (67 kDa), Ovalbumin (43 kDa), Chymotrypsinogen (25 kDa), RNase A (13,7 kDa),
Aprotinin (6,5 kDa) und Vitamin B12 (1,35 kDa) (Abb. 35). Mit Hilfe des erhaltenen Elutionsprofils
konnte eine Eichgerade erstellt werden, indem das Elutionsvolumen der Standards gegen das
jeweilige Molekulargewicht aufgetragen wurde. Anhand der Steigung dieser Eichgeraden lief3
sich schlieBlich die Molekulargewichtsverteilung der eluierten mono- und oligomeren ApB-
Formen bestimmen (Walsh et al., 1997).

Nach mindestens jedem zweiten Probenlauf wurde die Sdule erst mit zweifachem Bettvolumen
50% (v/v) Ameisensdure oder T M NaOH und dann mit dreifachem Bettvolumen H,O oder Lauf-
mittel gesplilt. Die Saule wurde bis zur weiteren Verwendung in 20% (v/v) Ethanol gelagert.

6.8 Elektronenmikroskopie

Die Darstellung von 48 h gereiften AB42-Fibrillen wurde in Kooperation mit Dr. Rudi Lurz (Max-
Planck-Institut fiir Molekulare Genetik, Berlin) mittels elektronenmikroskopischer Aufnahmen
ermdoglicht. Dazu wurde zunachst eine frisch geléste T mg/ml AB-Lésung (s. 6.2.1) mit PBS auf
eine Endkonzentration von 50 pM eingestellt, mit Sulindac Sulfid bzw. 1% (v/v) DMSO versetzt
und anschlieBend fiir 48 h bei RT inkubiert. Zur Detektion der Fibrillen im Elektronenmikroskop
wurde das Peptid kurz mit H,O gewaschen, um dann mit 2% (w/v) Uranylacetatlésung gefarbt
zu werden. Die angefarbten Fibrillen wurden auf einem Kohlenstofffilm immobilisiert und mit
einem Philips CM100 Elektronenmikroskop bei 100 kV und einer CCD-Kamera (Tietz Video und
Image Processing Systems GmbH, Gauting) aufgenommen. Die Auswertung der Bilder erfolgte
mit Adobe Photoshop CS5.
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6.9 Dimerisierungs-Assay

6.9.1 ToxR-Assay zur Bestimmung der relativen Dimerisierungsstarke

Mit Hilfe des bakteriellen ToxR-Systems (Abb. 38A) lassen sich dimerisierende Transmembran-
sequenzen (TMS) in einer nativen Membranumgebung identifizieren und charakterisieren
(Langosch et al., 1996). Dabei werden chimdre Proteine bestehend aus der zytoplasmatischen
Domane des ToxR-Transkriptionsaktivators (ToxR) aus V. cholerae, aus einer kurzen TMS und aus
dem periplasmatischen Maltosebindeprotein (MBP) in E. coli-Zellen des Indikatorstammes FHK12
exprimiert (Kolmar et al., 1995; Langosch et al., 1996). In diesem Stamm steht das chromosomal
integrierte lacZ-Gen unter Kontrolle des ctx-Promotors (Kolmar et al., 1995). Eine hohe gegen-
seitige Affinitdt der zu untersuchenden TMS fihrt zur Dimerisierung der Fusionsproteine und
dadurch zur raumlichen Anndherung der ToxR-Domanen. Da die ToxR-Domanen ausschlief3lich
in dimerer Form den ctx-Promotor aktivieren, hat die Oligomerisierung der betrachteten TMS
die Transkriptionsaktivierung des lacZ-Gens und letztlich die Expression des Reporterenzyms
B-Galaktosidase (B-Gal) zur Folge. Die 3-Gal-katalysierte Hydrolyse des chromogenen Substrats
o-Nitrophenyl-B-D-galactopyranosid (ONPG) zu o-Nitrophenol (ONP, gelbes Spaltprodukt) kann
im Bakterienlysat quantifiziert werden (Abb. 38B).

A

Perip|asma MBP MBP MBP | MBP

innere T Abb. 36: Darstellung des ToxR-Systems. (A) ToxR-Fusions-
Membran l\s’l s s (s proteine bestehend aus dem Maltosebindeprotein (MBP),
der zu untersuchenden TMS und der zytoplasmatischen

Domdne des ToxR-Transkriptionsaktivators (ToxR) werden

=+
=+
=+

Zytoplasma

{oR >R JoxR [[ToxR in E. coli des Stammes FHK12 exprimiert. Die TMS-vermittelte
( Dimerisierung der ToxR-Fusionsproteine in der inneren Memb-
o | B-Gal ran aktiviert die Transkription des ctx-Promotor-kontrollierten
lacZ-Gens und induziert so die Expression der 3-Galaktosidase
B (B-Gal). (B) Die gebildete B-Gal ist in der Lage, das Substrat
~AaF o ONPG in ein gelbes Produkt (ONP) und Galaktose zu spalten.
B-Gal 0. .~ Die Menge der so erzeugten B-Gal korreliert dabei mit der
- Ho"/[\"--"’k-:-H " HnJ” relativen Dimerisierungsstdrke und kann durch den Umsatz
oH M, des Farbstoff-bildenden Substrats photometrisch bei405nm
Galaktose  ONP (gelb) bestimmt werden.

Ermittlung der relativen Dimerisierungsstarke (Substratumsatz durch die B-Gal)
Kompetente FHK12-Zellen wurden mit den entsprechenden ToxR-Konstrukten transformiert
(s. 6.1.1 und 6.1.2). 4 ml FHK-Medium wurden mit 10 ul des Transformationsansatzes angeimpft
und die Zellen lber Nacht unter Schiitteln bei 37°C wachsen gelassen. Jeweils 1 ml frisches FHK-
Medium wurde mit 10 pl der Ubernachtkultur angeimpft (Vierfachbestimmung).

Gegebenenfalls wurde das Medium mit einer zu untersuchenden Substanz oder mit einer ent-
sprechenden Menge an DMSO (0,01-0,1%) versetzt. Dem Medium wurde zudem 10 pg/ml Poly-
myxin-B-Nonapeptid (PMBN) als Hilfsstoff zugefligt, um die Permeabilitat der du3eren Bakterien-
membran gegenuber den Substanzen zu erh6hen, die ansonsten nicht in der Lage waren, diese
effektiv zu Gberwinden (Vaara, 1991). Die Kultivierung erfolgte in 24-«well«-Zellkulturplatten bei
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37°C und 200 rpm Uber einen Zeitraum von 6 h. AnschlieBend wurden 10 ul jedes 24-«wells«
auf eine 96-«well«-Mikrotiterplatte tGberfiihrt und in je 100 pl Chloroform-gesattigten Z-Puffer
aufgenommen. Nun erfolgte die Bestimmung der Zellkonzentrationen durch eine photometrische
Messung der OD620. Zur Zelllyse wurden je 50 ul vorgewdrmter SDS-haltiger Z-Puffer zugege-
ben und die Mikrotiterplatte fiir 10 min bei 37°C inkubiert. Die 3-Gal-katalysierte Farbreaktion
wurde durch Zugabe von je 50 pl Z-Puffer/ONPG gestartet und die Absorption photometrisch bei
405 nm (A405) tiber 20 min verfolgt. Der Substratumsatz durch die 3-Gal wurde nach folgender
Formel ermittelt:

Substratumsatz B-Gal [Miller Units] = A405/(0D620 x Zeit [min])

Aus den Vierfachbestimmungen wurde stets ein Mittelwert gebildet. Um den Effekt der unter-
suchten Substanzen aus mehreren unabhangigen ToxR-Assays zu vergleichen, wurde die DMSO-
Kontrolle immer auf 100% gesetzt. Um verschiedene ToxR-Konstrukte Giber mehrere ToxR-Assays
hinweg miteinander vergleichen zu kdnnen, wurde jeweils der Mittelwert einer Referenzkons-
trukts gleich 100% gesetzt und alle weitere Konstrukte prozentual zum Referenzkonstrukt ver-
glichen.

Kontrolle des Expressionsspiegels der ToxR-Fusionsproteine

Die gleichmaBige Expression der ToxR-Fusionsproteine wurde Gberpriift, indem im Anschluss an
einen ToxR-Assay aus jedem der 24-«wells« 200 pl Kultur entnommen und die jeweiligen Vierfach-
bestimmungen vereinigt wurden. Die Bakterien wurden zweimal mit PBS gewaschen und bei
3000 rpm fir 5 min abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 100 ul 2x SDS-Probenpuffer aufgenom-
men und dreimal fir 10 min bei 95°C aufgekocht. Davon wurden 5-10 pl auf ein 12,5%iges SDS-
Polyacrylamidgel aufgetragen. Der Nachweis der etwa 66 kDa grof3en ToxR-Fusionsproteine
erfolgte im Western-Blot mit Hilfe eines Anti-MBP-Antiserums (New England Biolabs, USA) .

+ FHK-Medium: 1% (w/v) Hefe-Extrakt, 1,6% (w/v) Bakto-Trypton, 0,5% (w/v) NaCl, 2% (w/v)
Glukose, 0,05-0,2% (w/v) L-Arabinose und 0,4 mM IPTG

Z-Puffer: 60 mM Na,HPO,, 40 mM NaH,PO,, 10 mM KCl, T mM MgSO,
Z-Puffer/Chloroform: Z-Puffer, 10% (v/v) Chloroform, 1% (v/v) B-Mercaptoethanol
Z-Puffer/SDS: Z-Puffer, 1,6% (w/v) SDS

Z-Puffer/ONPG: Z-Puffer, 0,4% (w/v) ONPG

6.9.2 PD28-Wachstums-Assay zur Kontrolle der Membranintegration

Das periplasmatische MBP des ToxR-Fusionsproteins dient nicht nur zur Detektion bei der Western-
Blot-gestiitzten Analyse des Expressionsspiegels, sondern auch zur Kontrolle der korrekten und
effizienten Membranintegration der chimaren Proteine. Das MBP spielt in E. coli eine essentielle
Rolle bei der energieabhdngigen Aufnahme von Maltose Uber die innere Bakterienmembran.
Demnach kénnen MBP-defiziente E. coli-Zellen in einem Minimalmedium mit Maltose als einzige
Kohlenhydratquelle nur dann wachsen, wenn sie ToxR-Fusionsproteine exprimieren, die in die
innere Bakterienmembran integriert sind und deren MBP dabei im Periplasma vorliegt.
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Kompetente MBP-defiziente E. coli des Stammes PD28 wurden mit den entsprechenden ToxR-
Konstrukten transformiert und die Zellen Gber Nacht in 4 ml LB-Medium bei 37°C kultiviert
(s. 6.1.1 und 6.1.2). Am ndchsten Tag wurden die Zellen abzentrifugiert, zweimal mit PBS gewa-
schen und in 800 ul PBS resuspendiert. Je 2 ml M9-Minimalmedium wurden in einer 12-«well«-
Platte vorgelegt und danach mit 10 ul der Bakteriensuspension angeimpft (Dreifachbestim-
mung). Es erfolgte eine Inkubation fiir 48 h bei 37°C. Sowohl nach 24 h als auch nach 48 h wurden
je 200 ul der Ansatze auf eine 96-«well«-Mikrotiterplatte Giberflihrt und das Zellwachstum durch
Messung der OD620 bestimmt. Als Referenz fiir eine fehlende bzw. nicht effiziente Membran-
integration wurde in jedem Assay ein Konstrukt ohne TMS (ATM) mitgefiihrt. Die Mittelwerte
aus mehreren unabhangigen PD28-Assays wurden miteinander verglichen, indem ein Referenz-
konstrukt jeweils auf 100% gesetzt wurde.

+ 5x M9-Salze: 240 mM Na,HPO,, 110 mM KH,PO,, 45 mM NacCl, 95 mM NH,CI
« M9-Minimalmedium: 1x M9-Salze, 0,4% (w/v) Maltose, 80 pg/ml Leucin, 80 pg/ml Threonin,
2 mM MgSO,

6.10 Kultivierung eukaryotischer Zellen

SH-SY5Y-Zellen und CHO-Zellen wurden im Brutschrank unter Zusatz von 5% CO, bei 37°C und
95% Luftfeuchtigkeit kultiviert.

6.11 ELISA

Der Einfluss der Sulindac-Derivate (Substanzen (a)-(h), s. Abb. 27) auf die APP-Prozessierung wurde
mittels AB38-, AB40- und AB42-spezifischer ELISAs (»enzyme-linked immunosorbent assay«) in
Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Sascha Weggen (Heinrich-Heine-Universitat
Dusseldorf) untersucht. Dabei wurden CHO-Zellen verwendet, die sowohl das humane Wildtyp-
APP751 als auch das humane Wildtyp-PS1 stabil Gberexprimieren (Czirr et al., 2007). Die Zellen
wurden fiir 24 h mit einer Substanzkonzentration von 60 uM oder mit einer entsprechenden
Menge an DMSO behandelt. AB38-, AB40- und AB42-Mengen wurden anschlieBend aus dem
konditionierten Medium bestimmt (Czirr et al., 2007). Als Fangantikorper wurde der AB-spe-
zifische monoklonale AntikorperIC16, der gegen die N-terminalen 16 Aminosauren des A3-Peptids
gerichtet ist, verwendet. Die C-terminal spezifischen Antikdrper BAP-29 (AB338), BAP-24 (AB40)
bzw. BAP-15 (AB42) wurden mittels »EZ-Link™ Plus Activated Peroxidase Kit« (Thermo Fisher
Scientific, USA) entsprechend den Herstellerangaben an HRP gekoppelt und zur Detektion von
AB38, AB40 und AB42 eingesetzt.

Der Antikorper 1C16 wurde 1:250 in PBS verdiinnt und Uber Nacht bei 4°C an eine geeignete
96-«well«-Mikrotiterplatte gekoppelt. Dazu wurden jeweils 100 pl in jedes »well« Gberfihrt.
Ungebundener Antikdrper wurde anschlieBend vollstandig entfernt und 50 pl ELISA-Proben-
puffer in jedes »well« vorgelegt. Zur Quantifizierung der gebildeten AB-Spezies wurden 100 pl
konditioniertes Medium flr AB38, 10 pl fir AB40 und 50 pl fir AB42 eingesetzt. Jeweils 50 pl der
entsprechenden AB-Standardreihe wurden geladen. Die HRP-gekoppelten AB38-, AB40- bzw.
AP42-spezifischen Detektionsantikorper wurden 1:125, 1:1000 bzw. 1:500 in ELISA-Probenpuf-
fer verdiinnt und jeweils 50 pul davon wurden in die entsprechenden »wells« tGberfiihrt. Gege-
benenfalls wurde mit ELISA-Probenpuffer auf ein Endvolumen von 200 ul pro »well« aufgefiillt.
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Nach einer Inkubation tiber Nacht bei 4°C wurden die Platten dreimal mit PBS-T und ein weiteres
Mal mit PBS gewaschen. Nach der Zugabe von 50 pl »1-Step™ Ultra TMB ELISA-Substrat« (Thermo
Fisher Scientific, USA) erfolgte die Reaktionsentwicklung im Dunkeln fiir 1-10 min bei RT. Die
Reaktion wurde durch die Zugabe von 50 pl 2 M H,50, abgestoppt und die Platte bei 450 nm
ausgelesen.

Fir die AB-Standardreihen wurden die synthetischen Peptide AB38, AB40 und AB42 (Bachem AG,
Schweiz) in einer Konzentration von 1 mg/ml in DMSO geldst, aliquotiert und bei -80°C gelagert.
Direkt vor Gebrauch wurden die Peptide in ELISA-Probenpuffer verdiinnt (125-3000 pg/ml).

Die gebildeten AB-Spezies wurden bei einer Substanzkonzentration von 60 uM mit der DMSO-
Kontrolle verglichen. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm »GraphPad Prism«
(GraphPad Software, USA).

« PBS-T: PBS, 0,05% (v/v) Tween-20
« ELISA-Probenpuffer: PBS-T, 0,5% (w/v) BSA

6.12 Molekulares Modell

Das Modell der Interaktion der APP-TMS mit ausgewdhlten Substanzen wurde von Dr. Peter
W. Hildebrand (Charité Berlin) mit dem Programm »GOLD« (»Genetic Optimization for Ligand
Docking«, Cambridge Cristallographic Data Centre, UK) erstellt. Dieses Programm verwendet
einen genetischen Algorithmus zur Vorhersage von Liganden-Positionen in Protein-Bindungs-
taschen, wobei sowohl die Konformation als auch die Positionierung des Liganden gleichzeitig
optimiert werden (Jones et al., 1997).

Das APP-TMS-Modell, bestehend aus den Aminosauren E23 bis V45 (entsprechend der ApB-
Numerierung), basierte auf der Struktur von Glycophorin A aus einer friiheren Analyse (Munter et
al., 2007). Die chemischen Strukturen der zu analysierenden Substanzen wurden der Datenbank
»PubChem« entnommen und mit Hilfe der Software »DS-Viewer« (Accelrys, USA) dargestellt.
Die computerbasierten Berechnungen wurden unter einer flexiblen Betrachtung von Amino-
sdure-Seitenketten und Substanzen (»flexible docking«) durchgefiihrt. Als Fitness-Funktion,
mit der die Qualitat der Einpassung bewertet wird, wurde der sogenannte »GOLD-Score« ver-
wendet. Dieser beinhaltet folgende Parameter: (i) Energie der Wasserstoff-Briicken zwischen
Protein und Ligand, (ii) Energie der van-der-Waals-Wechselwirkungen zwischen Protein und
Ligand, (iii) Energie der internen van-der-Waals-Wechselwirkungen des Liganden und (iv) Ener-
gie der Torsionsspannung des Liganden. Alle Abbildungen wurden mit dem Programm »PyMOL
Molecular Graphics System« erstellt.
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8. Abkiirzungsverzeichnis

AB:

a-CTF (C83):

ADAM:
AICD:
Aph-1:
APLP:
APP:
APP-CTFs:
APPsw:
ApoE:

Ax:

B-CTF (C99):

B-Gal:
BACE:
BCA:
BSA:
°C
c1o00:
CCA:
CD:
CD44:
COX:
ctx:
Da:
DMEM:
DMSO:
DNA:
€280:
E. coli:
EDC:
EDTA:
EGFR:
ELISA:
ErbB-4:
F:

FAD:
FCS:
FLIM:
FRET:

Amyloid-3

»a-C-terminal fragment«, C-terminales APP-Fragment nach a-Sekretase-
Spaltung

»a disintegrin and metalloprotease«, a-Sekretase

»APP intracellular C-terminal domain”, intrazelluldre C-terminale Domane von APP
»anterior pharynx-defective 1«

»amyloid precursor-like protein«, Amyloid-Vorlaufer-ahnliches Protein
»amyloid precursor protein«, Amyloid-Vorlduferprotein

»APP C-terminal fragments«, C-terminale APP-Fragmente, a- und 3-CTF
Amyloid-Vorlauferprotein mit der schwedischen Mutation
Apolipoprotein E

Absorption bei x nm

»B-C-terminal fragment«, C-terminales APP-Fragment nach [(-Sekretase-
Spaltung

[3-Galaktosidase

»B-site APP-cleaving enzymeg, 3-Sekretase

Bicinchoninsaure

bovines Serumalbumin

Grad Celsius

humanes [3-CTF mit einem N-terminalen Methionin-Rest
a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure

Circulardichroismus

transmembranes Glycoprotein, Zelloberflichenrezeptor
Cyclooxygenase

Choleratoxin

Dalton

»Dulbecco’s minimal essential mediumc«

Dimethylsulfoxid

»deoxyribonucleic acid«, Desoxyribonukleinsdure

molarer Extinktionskoeffizient bei 280 nm

Escherichia coil

1-Ethyl-3-[dimetylaminopropyl]-carbodiimid

Ethylendiamintetraacetat

»epidermal growth factor receptors, epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor
»enzyme-linked immunosorbent assay«

Rezeptor-Tyrosin-Kinasen der ErbB-Familie

Farad

»familial Alzheimer’s Disease, familidre Form der Alzheimer-Krankheit
»fetal calf serumg, Fotales Kalberserum

»fluorescence lifetime imaging microscopy«

»fluorescence resonance energy transfer«
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g: Gramm
GFLD: »growth factor-like domain«, Wachstumsfaktor-ahnlichen Domane
GSM(s): y-Sekretase-Modulator(en)
h: Stunde(n)
HBD: Heparin-bindende Doméne
Hepes: 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsdure
HRP: »horseradish peroxidase«, Meerrettich-Peroxidase
H. salinarum: Halobacterium salinarum
iGSM(s): inverse(r) y-Sekretase-Modulator(en)
IPTG: Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid
KBD: Kollagen-bindende Domane
KPI: Protease-Inhibitor-Domdne des Kunitz-Typs
l: Liter
LB: »lysogeny broth«, Nahrlésung zur Kultivierung von Bakterien
lacZ: Gen, das fir die B-Galaktosidase kodiert
M: molar
MALDI: »matrix-assisted laser desorption/ionization,
Matrix-unterstitzte Laser-Desorption/-lonisation
MBP: Maltosebindeprotein
min: Minute(n)
MOPS: 3-(N-Morpholino)-Propansulfonsadure
MS: Massenspektrometrie
NEXT: »Notch extracellular truncation«, C-terminales Notch-Fragment
NFT: »neurofibrillar tangles«, Neurofibrillenblndel
NHS: N-Hydroxysuccinimid
NICD: »Notch intracellular C-terminal domaing,
intrazelluldre C-terminale Domdne von Notch
NMDA: N-Methyl-D-Aspartat
NMR: »nuclear magnetic resonance, Kernspin-Resonanz
NSAID(s): »non-steroidal antiinflammatory drug(s)«, nicht-steroidale Antiphlogistika
NTA: »nitrilotriacetic acid«, Nitrilotriessigsaure
0D620: optische Dichte bei 620 nm
ONP: o-Nitrophenol
ONPG: o-Nitrophenyl-B-D-galactopyranosid
Q: Kreuzungswinkel; Ohm
p: Signifikanz
p3: APP-Spaltprodukt nach a- und y-Sekretase-Spaltung
PBS: »phosphate-buffered saline«, phosphatgepufferte Salzlésung
PEN-2: »presenilin enhancer protein«
pH: negativer dekadischer Logarithmus der Protonenkonzentration
PMBN: Polymyxin-B-Nonapeptid
PS: Presenilin
PS-CTF: C-terminales Presenilin-Fragment nach Endoproteolyse
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RNase A:
rpm:

RT:

SA:
sAPPa:
SAPPp:
SDS:
SDS-PAGE:
SEC:
SPR:
TACE:
TBE:

TE:

TMS:
ToxR:
Tris:

u:

uv:

V:

V. cholerae:

v/V:
wit:
w/v:

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

N-terminales Presenilin-Fragment nach Endoproteolyse

Gen, das fir Presenilin 1 kodiert

Gen, das fir Presenilin 2 kodiert

»regulated intramembrane proteolysis«

Ribonuklease A

»revolutions per minute«, Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur

Sinapinsaure

»soluble« APP-q, [6sliches APP-Fragment nach a-Sekretase-Spaltung
»soluble« APP-q, 16sliches APP-Fragment nach B-Sekretase-Spaltung
»sodium dodecyl sulfate«, Natriumdodecylsulfat
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

»size exclusion chromatography«, GroBenausschluss-Chromatographie
»surface plasmon resonance«, Oberflaichen-Plasmon-Resonanz
»tumor necrosis factor-a-converting enzymes, TNFa-spaltendes Enzym
Tris-Borat-EDTA

Tris-EDTA

Transmembransequenz(en)

ToxR-Transkriptionsaktivator aus V. cholerae
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

»unit(s)«, Reaktionseinheit(en)

ultraviolett

Volt

Vibrio cholerae

»volume/volume”, Volumenprozent

Wildtyp

»weight/volume, Gewichtsprozent
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IUB-Code der Nukleotide:
Adenin
Cytosin
Guanin

A
C
G
-

Aminosauren:

X <s< d4duvrxxpoovzZzrX""TIOGOGmTmMmQgOnNn>r

Thymin

Ala
Cys
Asp
Glu
Phe
Gly
His
lle
Lys
Leu
Met
Asn
Pro
Gln
Arg
Ser
Thr
Val
Trp
Tyr

alle Aminosauren auf3er Prolin

Alanin

Cystein
Asparaginsaure
Glutaminsdure
Phenylalanin
Glycin

Histidin
Isoleucin

Lysin

Leucin
Methionin
Asparagin
Prolin
Glutamin
Arginin

Serin
Threonin

Valin
Tryptophan
Tyrosin
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9.2 Lebenslauf

Der Lebenslauf ist in der Online-Version

aus Griinden des Datenschutzes nicht enthalten

[117



ANHANG

9.3 Danksagung

Mein gréBter Dank gilt Prof. Dr. Gerd Multhaup fiir die Uberlassung dieses (iberaus spannenden
Themas, flr seine uneingeschrankte Unterstlitzung am Fortgang dieser Arbeit sowie fiir seine
stetige Bereitschaft zur Diskussion und zur konstruktiven Kritik.

Bei Prof. Dr. Ferdinand Hucho bedanke ich mich ganz herzlich fiir sein Interesse an meiner Arbeit
und die Ubernahme des Zweitgutachtens.

All meinen aktuellen und auch ehemaligen Kollegen Lydia Alnajjar, Veit Althoff, Christian
Barucker, Hermann Bayer, Dr. Tobias Bethge, Karolina Bobowski, Dr. Anne Botev, Gerhard
Buchlow, Paul Dembny, Dr. Vivienne Engelschalt, Susanne Fehse, Boas Felmy, Sarah Hampe, Dr.
Anja Harmeier, Dr. Daniela Kaden, Filip Liebsch, Dr. Kerstin May-Witt, Magnus Mayer, Dr. Lisa
Munter, Clara Schafer, Linda Schauenburg, Andrea Senge, Holger Sieg, Dr. Carina Treiber,
Dr. Christoph Weise und Thomas Wons gebiihrt ein groRes Dankeschon fiir eine tolle Arbeits-
atmosphare, fir die Hilfe bei kleinen und gréBeren Problemen im rauen Laboralltag sowie fir
die vielen schonen, oft auch humorvollen Stunden. Besten Dank fiir die Grundversorgung mit
Gummibdrchen und Kuchen. Dr. Lisa Minter bin ich zu besonders groem Dank verpflich-
tet. Durch ihre unzahligen, hilfreichen Ratschlage und Ideen hat sie mich stets mit infektidser
Begeisterung fiir die Alzheimer-Forschung wissenschaftlich begleitet und ganz wesentlich zum
Gelingen dieser Arbeit und auch der PNAS-Veroffentlichung beigetragen. Bei unseren Hiwis
Lisa Grohmann, Lisa Janke und Felix Oestereich mochte ich mich fiir ihre Hilfe bedanken. Ganz
herzlich danke ich Sarah Hampe, die mich als Mitarbeitsstudentin, mehrfach als Hiwi und dann
schlieBlich als Diplomandin tatkraftig unterstiitzt hat. Auch Dr. Daniela Kaden und Dr. Chris Weise
gebihrt zusatzlicher Dank fiir die schnelle und aufmerksame Durchsicht dieser Arbeit und fir
eine schone gemeinsame Zeit im 3. Stock.

Dr. Peter Hildebrand danke ich sehr fiir die angenehme und konstruktive Zusammenarbeit bei
der Erstellung zahlreicher, computergestiitzter Modelle sowie die anregenden Gesprache.

Ein besonderes Dankeschon gilt Dr. Rudi Lurz fiir die Kooperation betreffend der elektronen-
mikroskopischen Aufnahmen. Er war mir mit seinen Fachkenntnissen eine groR3e Hilfe.

Meinen aufrichtigen Dank mdchte ich an dieser Stelle auch meinen Kooperationspartnern der
TU Miinchen aussprechen, allen voran Prof. Dr. Dieter Langosch und seinen Mitarbeitern Oxana
Pester, Walter Stelzer und Dr. Stephanie Unterreitmeier.

Fir die fachliche Unterstiitzung, flr viele, kritische und inspirierende Diskussionen und die gute
Zusammenarbeit mochte ich mich bei Prof. Dr. Ronald Gust und Prof. Dr. Bernd Reif bedanken.
Mangesh Joshi und Muralidhar Dasari danke ich fir die Durchfiihrung der NMR-Messungen.

Flr die Bereitstellung wertvoller Reagenzien sowie fiir die gute Zusammenarbeit danke ich
Prof. Dr. Sascha Weggen, Dr. Bruno Bulic, Prof. Dr. Herbert Waldmann und Dr. Todd Golde.

Nicht zuletzt gilt mein Dank meiner Familie und besonders meinen Eltern, ohne deren Beistand
Studium und Promotion nicht moéglich gewesen waren. Meinem Partner Matze mdchte ich zum
einen fir die Unterstlitzung beim Gestalten der Arbeit danken, zum anderen aber vielmehr dafiir,
dass er meinen Riicken mit groBer Ausgeglichenheit, viel Humor und gutem Essen starkt.

[118



ANHANG

9.4 Erklarung

Hiermit erkldre ich ehrenw®értlich, dass ich die vorliegende Arbeit selbststandig und nur unter
Verwendung der angegebenen Literatur und Hilfsmittel verfasst habe.

Ich versichere, dass diese Arbeit noch keiner anderen Universitat vorgelegt wurde.

Berlin, 02.11.2011 Luise Richter

[119



