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1 EINLEITUNG 
 
1.1 DIE ALZHEIMERSCHE ERKRANKUNG 
Altersbedingte Demenzerkrankungen stellen eines der gravierendsten Gesundheitsprobleme 

der industriellen Gesellschaft dar, da sie zum Einen über Jahre hin sehr belastend für die 

beteiligten Familien und zum Anderen durch den chronisch progressiven Verlauf auch 

sozioökonomisch problematisch sind. Demenzerkrankungen betreffen vor allem ältere 

Menschen, sie sind jedoch keine normalen, sondern pathologische Alterungsprozesse. 

Entsprechend verschiedener Schätzungen beginnen zwischen 2 und 10 Prozent aller Fälle der 

Demenz vor dem Alter von 65 Jahren. Die Prävalenz verdoppelt sich alle fünf Jahre ab einem 

Alter von 65. Die Zahl der Menschen mit Demenz aus dem Jahr 2011 beträgt schätzungsweise 

35,6 Millionen weltweit und epidemiologische Studien deuten darauf hin, dass diese Zahl mit 

einer alarmierenden Geschwindigkeit weiter wachsen wird. Es wird geschätzt, dass sich die 

Zahl alle 20 Jahre auf 65,7 Millionen im Jahr 2030 und 115,4 Millionen im Jahr 2050 nahezu 

verdoppelt (Abb. 1.1 A; Alzheimer's Disease International, 2009). Laut einer Studie über die 

relative Häufigkeit von Demenz-Subtypen beträgt dabei der Anteil an Alzheimer-Erkrankten 

41 Prozent (Stevens et al., 2002) und ihre mediane Überlebenszeit wird auf 7,1 Jahre 

geschätzt (Fitzpatrick et al., 2005). Eine Heilung ist nach dem aktuellen Stand der Forschung 

nicht möglich, lediglich eine palliativ-medizinische Behandlung.  

Die Alzheimersche Erkrankung (AD), entdeckt 1907 durch Alois Alzheimer, ist eine 

schleichend fortschreitende neurodegenerative Erkrankung. Neuropathologisch ist die AD 

durch die extrazellulär gelegenen Plaques, (A ; Glenner und Wong, 

1984), einem Spaltprodukt des Amyloid Vorläuferproteins (amyloid precursor protein, APP), 

und die intraneuronalen neurofibrillären Tangles (NFTs), bestehend aus 

hyperphosphoryliertem Tau (Abb. 1.1 C; Mirra et al., 1991), charakterisiert. Neueren 

Forschungsergebnissen zufolge werden die der AD zugrundeliegenden pathologischen 

Mechanismen jedoch 10 bis 20 Jahre vor den ersten Symptomen aktiviert (Holtzman et al., 

2011). Die Entwicklung neuer Methoden zur Früherkennung der für die AD typischen 

Amyloidpathologie sowie die präventiver Therapien ist demnach unerlässlich. 
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Abb. 1.1 Der Krankheitsverlauf der AD auf klinischer und neuropathologischer Ebene. (A) Hypothetisches 
Modell der sich verändernden Biomarker im Krankheitsverlauf der AD. Horizontal ist die Progression der AD 
dargestellt: keine kognitive Beeinträchtigung (cognitively normal), mildes kognitives Defizit (MCI), und 
Demenz (dementia). Vertikal ist die Änderung der Biomarker dargestellt - von maximal normal bis maximal 
abnormal. (B) Magnetresonanztomographie des Hirns eines Gesunden, eines Individuums mit MCI und eines 
AD Patienten des gleichen Alters. Der Grad der Atrophie ist im AD-Patienten deutlich erhöht. (C) Foto eines 
senilen Plaques (oben) und neurofibrillären Tangles (unten) eines 85-jährigen mit verifizierter AD (Jack, Jr. et 
al., 2010; Jack, Jr., 2012). 
 

Nach dem heutigen Stand der Forschung löst die Akkumulation von A  eine Kaskade von 

pathologischen Ereignissen aus, die unter anderem zur extensiven, intrazellulären Ablagerung 

von NFTs, zur Aktivierung neuroinflammatorischer Mechanismen, zur Erhöhung des 

oxidativen Stresses, zu Exzitotoxizität, zum Verlust synaptischer Verknüpfungen und 

schließlich zum Zelltod führen, was sich letztlich in einem Verlust der Hirnmasse manifestiert 

(zusammengefasst in Hardy und Allsop, 1991; Hardy und Selkoe, 2002 und Vlassenko et al., 

2012). Dieser Massenverlust wird durch die Gewichtsbestimmung von AD Gehirnen deutlich. 

Während die durchschnittliche Hirnmasse des Gesunden 1250 bis 1440 Gramm beträgt, 

wiegen AD Gehirne nur in etwa 1000 Gramm. Die Atrophie ist dabei symmetrisch und im 

Frontal-, Temporal-, und Parietallappen besonders stark ausgeprägt. Die lateralen Ventrikel 

sind vergrößert, Gyri und Hippocampus bilden sich zurück und die lateralen Fissuren sind 

erweitert (zusammengefasst in Cairns, 2009). 

Auf klinischer Ebene beginnt der Krankheitsverlauf mit milden kognitiven Defiziten. Die 

persönlichen Fähigkeiten der Planung und Organisation verringern sich (Abb. 1.1, violette 

Linie). Darauf folgt ein Stadium, in dem die Erkrankten mit den Aufgaben des täglichen 
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Lebens überfordert sind. Während dieser Phase treten Gedächtnisdefizite hinsichtlich 

alltäglicher Details wie Telefonnummern oder Adressen auf. Sie benötigen Hilfe mit täglichen 

Aufgaben wie der Auswahl geeigneter Kleidung und bei Routine-Aktivitäten wie dem Baden. 

Die Patienten leiden außerdem häufig an einer Dysregulation der Schlaf-Wach-Zyklen. Das 

Bewusstsein für die Umgebung nimmt ebenfalls ab und ist von dem Verlust der Fähigkeit sich 

an jüngste Ereignisse und Aktivitäten zu erinnern begleitet. Im letzten Stadium sind die 

Patienten in der Regel pflegebedürftig und nehmen ihre Umgebung überhaupt nicht mehr 

wahr. Ihre Kommunikation beschränkt sich auf kurze Sätze oder einzelne Wörter. Auch die 

Reflexe funktionieren nicht mehr normal. Sie verlieren die Fähigkeit sich aufzusetzen, zu 

lächeln und zu schlucken (zusammengefasst in Lupien et al., 2009). Todesursachen der an 

AD Erkrankten sind häufig allgemeine Entkräftung, Unterernährung, und/oder 

Lungenentzündung (zusammengefasst in Bird, 2008). 

Es existieren mehrere Subtypen der AD, die sporadische sowie die familiäre Form. Diese 

basieren alle auf der pathophysiologischen Prozessierung des APP und sind 

neuropathologisch nicht voneinander zu unterscheiden. 

 

 

 

1.2 DIE SCHLÜSSELROLLE DER APP-PROZESSIERUNG IN DER 

ALZHEIMERSCHEN ERKRANKUNG 
 

1.2.1  DAS AMYLOID-VORLÄUFER-PROTEIN 
Wie in Abb. 1.1 A zu sehen, ist das A -Peptid für die Entstehung der AD von primärer 

Bedeutung (zusammengefasst in Vlassenko et al., 2012). Dieses für die AD 

pathognomonische A  ist ein Prozessierungsprodukt des APP. Das APP-kodierende Gen ist 

auf dem Chromosom 21 lokalisiert (Kang et al., 1987; Tanzi et al., 1987) und besteht aus 18 

alternativ gespliceten Exons (Yoshikai et al., 1990). Die häufigsten durch alternatives 

Splicing entstehenden Isoformen sind das APP695, das APP751 mit einer Kunitz Typ II 

Protease Inhibitor Domäne und das APP770, welches die Kunitz und eine Ox2-ähnliche 

Domäne enthält (Abb. 1.2; Kang et al., 1987; Kitaguchi et al., 1988; Tanzi et al., 1988; Ponte 

et al., 1988). 
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Abb. 1.2 Der strukturelle Aufbau desTyp I Membranproteins APP. Die N-Terminal liegende E1-Domäne 
besteht aus der einem Wachstumsfaktor ähnlichen Domäne GFLD und der Kupfer bindenden Domäne CuBD. 
Sie ist über die azide Domäne mit der E2-Domäne verbunden, die aus der zentralen APP-Domäne (CAPPD) und 
einem Linker besteht. Innerhalb dieses Bereichs liegen zwei Glykosylierungsstellen. Daraufhin schließt sich die 

Amyloid-Peptidsequenz. Die Kunitz Typ II Protease Inhibitor Domäne des APP751/770 und die Ox2-Sequenz des 
APP770 liegen zwischen der aziden und der E2-Domäne (zusammengefasst in Reinhard et al., 2005) . 
 
Evolutionär ist das APP stark konserviert mit nahezu vollständiger Homologie zu den 

Aminosäuresequenzen von Maus und Ratte (Yamada et al., 1987; Shivers et al., 1988). Auch 

in Drosophila melanogaster und Caenorhabditis elegans wurden homologe Proteine 

beschrieben (Rosen et al., 1989; Daigle und Li, 1993). In Säugetieren gibt es zudem zwei 

weitere dem APP ähnliche Proteine (APP-like protein 1/2 - APLP1/2; Wasco et al., 1992; 

Wasco et al., 1993; Coulson et al., 2000).  

Mittels Northern Blot Analysen wurde die APP-mRNS in nahezu allen Geweben von 20 bis 

22 Wochen alten humanen Föten nachgewiesen. Am stärksten ist das APP im Hirn, im Herz, 

in der Milz, der Niere, der Bauchspeicheldrüse und dem Muskel exprimiert (Tanzi et al., 

1987). Dabei nimmt die Isoform APP695 den größten Teil des im Gehirn des Menschen und 

der Ratte gebildeten APP ein, während die längeren Splicevarianten eher in peripheren 

Geweben vorkommen (Mita et al., 1989; Tanaka et al., 1989). Im Gehirn der Ratte wird APP 

hauptsächlich in Neuronen und nicht in Gliazellen exprimiert (Mita et al., 1989).  

Aufgrund seiner sequenzspezifischen Eigenschaften, die charakteristisch für glykosylierte 

Membranrezeptoren sind, wurde schon früh vermutet, dass auch APP als 

Transmembranrezeptor fungiert (Kang et al., 1987). Durch seine hohe Expression im Gehirn 

wurde seine Funktion in neuralen Zellen besonders eingehend studiert. So wurde APP in 

neuronalen Endigungen sowie der extrazellulären Matrix gefunden, was Funktionen im Zell-

Zell-Kontakt sowie beim Neuritenwachstum suggerierte (Whitson et al., 1989; Klier et al., 

1990; Whitson et al., 1990). Später wurde beispielsweise bestätigt, dass APP an der 

Progenitorzellmigration im sich entwickelnden Gehirn beteiligt ist (Young-Pearse et al., 

2007). Zudem zeigen gen-manipulierte, APP-defiziente Mäuse, dass APP wesentlich zur 

Synapsenbildung beiträgt: APP-Verlust führt zu Veränderungen in der Dendritenlänge und 

ihrer Komplexität. Dies geht mit einem Funktionsverlust in der synaptischen Übertragung 
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einher, was letztlich zu einer Störung der Langzeitpotenzierung (LTP), einem Maß für Lernen 

und Gedächtnis, führt (Tyan et al., 2012). Außerdem kolokalisiert APP mit NMDA (N-

Methyl-D-Aspartat) -Rezeptoren in der postsynaptischen Membran und steigert so die 

NMDA-Rezeptor abhängige Reizweiterleitung an exzitatorischen Synapsen (Hoe et al., 

2009).  

Multiple Funktionen des APP wurden bis heute gefunden. Neben den oben erwähnten als 

Oberflächen-Rezeptor, Adhäsionsmolekül und Regulator neuronaler Prozesse fungiert APP 

außerdem als Signalmolekül, Regulator der Kalzium- und Metall-Homöostase sowie als 

neurotrophischer bzw. apoptotischer Faktor (zusammengefasst in Reinhard et al., 2005). Viele 

von diesen Funktionen werden allerdings nicht durch das APP selbst ausgelöst, sondern durch 

die Spaltprodukte, die aus der proteolytischen Prozessierung des Proteins resultieren. Dabei 

wirken sich nicht alle APP-Prozessierungsprodukte positiv auf die Homöostase der Zellen 

aus. 

 

 

 

1.2.2 DIE PROZESSIERUNG DES APP 
Für die Entstehung der Alzheimerschen Erkrankung ist die Prozessierung des APP zu 

spezifischen, pathognomonischen Spaltprodukten Voraussetzung. An der Spaltung des APP 

-Sekretase (ADAM; a disintegrin and metalloprotease -

Sekretase (BACE; -site APP cleaving enzyme -Sekretase. Außerdem spielt die 

-Sekretase APP nicht an 

der Zelloberfläche spalten kann, jedoch in den späten endosomalen Kompartimenten des 

Intrazellularraums. Es bestehen zwei Wege der APP-Prozessierung, ein sogenannter 

amyloidogener, pathophysiologischer (A  - -Sekretase; Abb. 1.3 A) und ein 

nicht-amyloidogener, physiologisc - -Sekretase; Abb. 1.3 A). Die Spaltung des C-

Terminus durch Caspasen ist dabei Bestandteil beider Wege. Die Caspase schneidet innerhalb 

der zytoplasmatischen -Sekretase-Schnittstelle und C-Terminus. Generiert 

werden die Fragmente Jcasp und C31 (Abb. 1.3 A; Lu et al., 2000), denen beiden eine 

zytotoxische Wirkung nachgewiesen wurde (Lu et al., 2003). Auch die Prozessierung durch 

-Sekretase ist Bestandteil beider Wege. Sie besteht aus einem in der Zellmembran 

liegenden Multiproteinkomplex mit den vier Untereinheiten Präsenelin 1 oder 2 (PSEN 1/2), 

Präsenelin Enhancer 2 (PEN-2), Anterior-Pharynx-Defective (APH-1) und Nicastrin und alle 

vier sind essentiell für die proteolytische Aktivität der katalytischen Untereinheit PSEN 
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(zusammengefasst in De Strooper B., 2003). Di -Sekretase-Schnittstellen liegen innerhalb 

der Transmembrandomäne des APP. Durch multiple Schnittstellen an den Aminosäuren 40, 

-Peptids generiert sie die C-terminalen Fragmente (AICD - APP 

intracellular domain, siehe Abb. 1.3 A) und die löslichen Fragmente unterschiedlicher Länge, 

- -Sekretase vermittelten Spaltung hervorgegangen sind (Weidemann 

et al., 2002; Zhao et al., 2004; Zhao et al., 2005; Sato et al., 2005). -Sekretase-

Prozessierung erfolgt in den späten endosomalen und sekretorischen Kompartimenten (Abb. 

1.3 B ; zusammengefasst in De Strooper B. und Annaert, 2010). Die AICD im nicht 

geschnittenen APP ist über die YENPTY-Aminosäuresequenz essentiell für die 

Internalisierung (Perez et al., 1999). Außerdem sind die löslichen AICD in die 

Transkriptionsregulation involviert (Kimberly et al., 2001; Cao und Sudhof, 2004; Chang et 

al., 2006).  

 

 
Abb. 1.3 Die Prozessierung und Kompartimentalisierung des APP. (A) Schematische Darstellung der APP-
Prozessierung (aus Zhang et al., 2011). (B) Intrazelluläre Verteilung von APP. Synthetisierte APP Moleküle 
(schwarze Balken) reifen innerhalb des konstitutiven sekretorischen Weges . Erreicht APP die Zelloberfläche, 
wird es schnell internalisiert  und anschließend mittels der endosomalen Kompartimente zurück an die 
Zellmembran gebracht  oder lysosomal degradiert. Die nicht-amyloidogene Prozessierung findet größtenteils 
an der Zellmembran statt, während die amyloidogene in den endozytotischen Organellen stattfindet (aus 
Thinakaran und Koo, 2008). 
 

Als pot -Sekretase-Aktivität wurden die Mitglieder der Disintegrin- und 

Metalloprotease Familie ADAM9, 10 und 17 identifiziert (Buxbaum et al., 1998; Koike et al., 

1999; Lammich et al., 1999). Sie spielen eine wichtige Rolle in der Zelladhäsion sowie der 

proteolytischen Spaltung von Zelloberflächenrezeptoren und Signalmolekülen 

(zusammengefasst in Edwards et al., 2008). Dabei ist ADAM 10 die im Hirn am stärksten 

exprimierte (Chantry und Glynn, 1990; Howard et al., 1996) und in Neuronen die 

physiologisch relevante Isoform zur konstitutiven Spaltung des APP (Kuhn et al., 2010). Die 
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-Sekretase führt durch die Spaltung des für die AD pathognomonischen 

C-terminalen Fragment (Esch et al., 1990) -Sekretase zu p83 und der AICD 

weiter prozessiert wird (Abb. 1.3 A, zusammengefasst in Zhang et al., 2011). Die 

-Sekretase findet mehrheitlich in den Kompartimenten des 

Trans-Golgi-Netzwerkes (TGN) und an der Plasmamembran statt (Abb. 1.3 B ; Esch et al., 

1990; Wang et al., 1991). Dieser Weg der Prozessierung wurde wegen der positiven Effekte 

neuroprotektiv (Mattson et al., 1993; Mucke et al., 1996). 

-Sekretasen gehören zu den Aspartyl-Proteasen, sind ebenfalls membranständig und 

auch hier sind mehrere homologe Proteine (BACE1/2) identifiziert worden (Yan et al., 1999; 

Vassar et al., 1999; Farzan et al., 2000). Beide Enzyme werden in neuralen Geweben 

exprimiert, BACE2 allerdings zu einem geringeren Teil und vorwiegend in Gliazellen 

(Bennett et al., 2000; Laird et al., 2005). Zudem weist die Prozessierung des APP durch 

BACE2 Ähnlichkeiten zur Proteolyse durch d -Sekretase auf, da sie effizient innerhalb der 

-Sequenz schneidet (Farzan et al., 2000; Yan et al., 2001b). Beide Enzyme sind in den 

post-Golgi Membranen lokalisiert (Abb. 1.3 ; Yan et al., 2001a; Ehehalt et al., 2002). 

-Sequenz. So 

  (C-Terminale Fragmente). Die weitere Spaltung 

-Sekretase führt zu dem für und zur Freisetzung 

-Sekretase-Spaltung können vier unterschiedliche Peptide der Längen 40, 42, 

46 und 49 hervorgehen (Abb. 1.3 A; zusammengefasst in Zhang et al., 2011). Die 

Sezernierung dieser in etwa 4 kDa großen Peptide wurde in humaner Zerebrospinalflüssigkeit, 

Plasma und Zellkulturüberständen nachgewiesen (Haass et al., 1992; Seubert et al., 1992). 

Dabei nimmt A 40 etwa 90 Prozent und A 42 5 bis 10 Prozent der A -Last ein (Dovey et al., 

1993; Suzuki et al., 1994). Weiterhin wurden jedoch auch Spaltprodukte anderer Längen 

gefunden (Vigo-Pelfrey et al., 1993) 42 

allerdings das stärkste Aggregationspotential auf und hat in Zellkultursystemen die größte 

Toxizität (Jarrett et al., 1993; El-Agnaf et al., 2000). 
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1.2.3 DIE LÖSLICHE Aß (SAß)-HYPOTHESE 
Lange Zeit wurden die senilen Plaques als Auslöser der progressiven Neurodegeneration in 

der Alzheimerschen Erkrankung angesehen (zusammengefasst in Hardy und Allsop, 1991). 

Bald stellte sich jedoch heraus, dass die Anzahl der senilen Plaques nicht mit den Symptomen 

der Demenz korrelierten (Braak und Braak, 1991). 1998 konnte dann gezeigt werden, dass 

nicht- -Derivate, sogenannte ADDL (  oder lösliche 

-Derivate (sA  potente Neurotoxine sind, die sich auf die LTP auswirken. So wurde die 

Hypothese aufgestellt, dass die zuerst gestörte synaptische Plastizität durch Interaktion dieser 

-Derivate mit neuralen Signalwegen zur Abnahme der Gedächtnisleistung innerhalb der 

frühen Stadien des Krankheitsverlaufs führt, sich dann in der schweren, zellulären 

Degeneration und der Demenz manifestiert (Lambert et al., 1998). Bestätigt werden konnte 

dies in APP- -Spezies 

stimmte mit dem Verlust von Synapsen überein (Mucke et al., 2000). Auch in humanen AD-

(Lue et al., 1999). Die direkte Verbindung zwischen den ADDL und Synapsen wurde durch 

den Nachweis der Kolokalisation der ADDL mit dem postsynaptischen Marker PSD-95 

(postsynaptic density protein 95) geschaffen (Lacor et al., 2004).  

Wie genau der Mechanismus, der durch die ADDL ausgelösten Synaptotoxizität funktioniert, 

ist bis heute nicht geklärt. Snyder et al. (2005) p 42 mit 

-nikotinergen Rezeptor zu einer reduzierten NMDA-Rezeptordichte an den Synapsen 

führt. Dies wiederum stört die glutaminerge Transmission und in Folge die synaptische 

Plastizität. Des Weiteren könnte die -Rezeptoren 

exzitotoxisch wirken. Dies induziert den Verlust von Dendriten und führt zu synaptischer 

Depression (Kamenetz et al., 2003; Wei et al., 2010). 

Aktivierung von muskarinergen Glutamat-Rezeptoren auslösen, was zu einer Erhöhung des 

postsynaptischen, intrazellulären Kalziums und synaptischen Defekten führt (Renner et al., 

2010) -Wiederaufnahme inhibieren und 

indirekt die nicht-physiologische Überaktivierung von NMDA-Rezeptoren hervorrufen (Li et 

al., 2009). 

-Spezies physiologisch in geringen Konzentrationen während des 

ganzen Lebens im Gehirn vorkommen, ist es derzeit nicht bekannt, durch welche 

-Formen im Gehirn 

hervorgerufen werden. 
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1.3 DIE URSACHEN DER ALZHEIMER-DEMENZ  
Obwohl die pathophysiologische Endstrecke der AD durch einen gemeinsamen 

der AD. So sind seltene, familiäre, früh einsetzende (early-onset Alzheimer´s Disease, EOAD) 

und häufige, nicht-familiäre, spät einsetzende (late-onset Alzheimer´s Disease, LOAD) 

Formen gut dokumentiert. Die Letzteren werden häufig auch als „sporadische“ Formen der 

AD beschrieben. Es gibt jedoch eine wachsende Zahl von Anzeichen dafür, dass ein großer 

Teil dieser Fälle wesentlich durch genetische Faktoren beeinflusst ist (zusammengefasst in 

Bertram und Tanzi, 2008). Tatsächlich liegt in über 25 Prozent aller AD-Erkrankungen eine 

familiäre Prädisposition vor, d. h. zwei oder mehr Personen in einer Familie sind betroffen. 

Von diesen leiden etwa 95 Prozent an der spät beginnenden und 5 Prozent an der früh 

beginnenden AD (vor dem Alter von 65 Jahren). In den verbleibenden Fällen unbekannter 

Ursache werden Kombinationen aus Umweltfaktoren und genetischer Prädisposition 

diskutiert (zusammengefasst in Bird, 2008). Diese oben genannten Beobachtungen, dass der 

Einfluss der genetischen Faktoren in der AD hoch ist und dass nicht-genetische 

Risikofaktoren einen ebenso großen Stellenwert einnehmen, wurde in der größten bisher 

durchgeführten Zwillingsstudie bestätigt. Diese Studie zeigte zudem, dass Umweltfaktoren, 

wie z.B. der Lebensstil, sowohl das Risiko an AD zu erkranken als auch den Zeitpunkt des 

Ausbruchs der AD mitbestimmen (Gatz et al., 2006). Weitere epidemiologische Befunde 

deuten darauf hin, dass ein niedriger Bildungsstand, ein Schädeltrauma, hochkalorische, 

fettreiche Ernährung und Bewegungsmangel das Risiko an AD zu erkranken erhöhen 

(zusammengefasst in Mattson, 2004). Auch Schwermetalle und Pestizide sowie 

elektromagnetische Felder stehen im Verdacht kausal an der AD beteiligt zu sein 

(zusammengefasst in Brown et al., 2005).  

Die EOAD nimmt den geringsten Teil der diagnostizierten Alzheimer Demenzen ein. In 

ungefähr 1 bis 6 Prozent aller AD-Fälle manifestiert sich die Krankheit vor dem 60. 

Lebensjahr (zusammengefasst in Bird, 2008). Ursache der sehr seltenen EOAD ist die 

autosomal dominante Vererbung einzelner Mutationen in einem von drei Genloci (APP, 

PSEN1 und PSEN2). Alle Mutationen in den genannten Genen führen eine Änderung der 

APP-Prozessierung herbei und wirken somit auf die Generierung des für die AD 

(zusammengefasst in Bertram und Tanzi, 2008). Mutationen 

innerhalb des APP-Gens sind verantwortlich für etwa 10 bis 15 Prozent der EOAD-

Erkrankungen. Die Mehrzahl dieser Mutationen, die primär nahe der Sekretase-Schnittstellen 

liegen, ist innerhalb oder benachbart zu -Sequenz lokalisiert (Abb. 1.4 B). Das 
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Erkrankungsalter der Träger von APP-Mutationen liegt bei ungefähr 50 Jahren 

(zusammengefasst in Bekris et al., 2010). Auch an Trisomie 21 leidende Personen entwickeln 

ab dem 40. Lebensjahr die für die AD typische Pathologie der senilen Plaques (Mann et al., 

1990), welche durch die zusätzliche Kopie des Chromosoms 21 und damit stetiger 

Überexpression der APP-Genprodukte erklärt werden kann (Tanzi et al., 1987; Neve et al., 

1988). 

 

Abb. 1.4 Übersicht der häufigsten Mutationen in der EOAD. Pathogene Mutationen sind in Rot dargestellt, 
die mit ungeklärtem Effekt in orange und nicht pathogene in  grün. (A) APP: Die - - –Sekretase-
Schnittstellen sind markiert; (B) PSEN1; (C) PSEN2 (http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations; Cruts et al., 
2012). 
 

-Produktion wie auch eine spezifische 

42-Peptids herbeiführen können (Citron et al., 1992; Cai et al., 1993; Haass 

et al., 1994), verschiebt sich in PSEN- -Spezies 

42 (zusammengefasst in Bertram und Tanzi, 2008 und ; 

Bekris et al., 2010). 50 Prozent aller Fälle von familiärer AD werden durch Polymorphismen 

im Präsenelin 1-Gen verursacht, während die Mutationen in seinem Homolog Präsenelin 2 

sehr selten sind (Abb. 1.4 B und C). Die meisten bisher beschriebenen PSEN-

Polymorphismen führen zu missense-Mutationen. Durch Aminosäureaustausch entstehen 

abnormale Proteine, die durch einen Funktionsgewinn die pathophysiologische Prozessierung 

begünstigen. Alle Mutationen betreffen Aminosäuren, die zwischen den Homologen PSEN1 
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und 2 konserviert sind. (zusammengefasst in Rubinsztein, 2001). Mutationen im PSEN1-Gen 

lösen eine früh einsetzende und im Alter des Ausbruchs konsistente AD aus, während 

PSEN2-Defekte durch ein späteres und variableres Einsetzen der Symptomatik charakterisiert 

sind (zusammengefasst in Hardy und Hutton, 1995).  

Im Gegensatz zu der EOAD weist die LOAD oder „sporadische“ Form der AD kein 

autosomal dominantes Vererbungsmuster auf und es ist oft keine offensichtliche familiäre 

Häufung erkennbar. Sie wird wahrscheinlich durch eine Reihe gemeinsamer Risiko-Allele in 

einer Reihe von verschiedenen Genen ausgelöst. Diese Gene betreffen verschiedene 

-Metabolismus beteiligt sind (zusammengefasst in 

Bertram und Tanzi, 2008).  

-Allel des Apolipoproteins 

E (APOE) ein konsistenter Zusammenhang zur AD nachgewiesen werden (Abb. 1.3; 

zusammengefasst in Bertram und Tanzi, 2008). In AD-

innerhalb der senilen Plaques (Strittmatter et al., 1993) und auch die Menge der senilen 

Plaques ist -Allels erhöht (Schmechel et al., 1993; Rebeck et al., 1993). Ein 

identisches Bild ergab auch die Expression humaner ApoE-Isoformen in AD-Mausmodellen 

(Holtzman et al., 1999; Fagan et al., 2002; DeMattos, 2004) -Allels 

führt zum E -Peptide (Wisniewski et 

al., 1994; Castano et al., 1995), und zum Anderen verlangsamt es die Elimination durch die 

(Jiang et al., 2008) sowie den 

Abtransport über die Blut-Hirn-Schranke durch Familienmitglieder der LDL (low density 

lipoprotein)-Rezeptorfamilie (Deane et al., 2008). 

Mittlerweile wurden in genomweiten Assoziationsstudien weitere LOAD-Risikogene 

-Metabolismus beteiligt sind. Eines dieser mit der AD 

assoziierten Gene ist der Sortilin-related receptor with A-type repeats (SorLA oder LR11, 

Rogaeva et al., 2007). 

 

 

 

  



Einleitung 

20 

1.4 DER SORTILIN-RELATED REZEPTOR SORLA 
Das SORL1-Gen, welches für SorLA, ein 250 kDa großes Membranprotein, kodiert, ist auf 

dem Chromosom 11 lokalisiert (Jacobsen et al., 1996). SorLA wird ubiquitär exprimiert, zeigt 

jedoch die höchste Expression in neuralen Geweben wie dem Hippokampus und dem 

zerebralen Cortex (Hermans-Borgmeyer et al., 1998; Kanaki et al., 1998).  

 

Abb. 1.5 Der strukturelle Aufbau von SorLA. SorLA besteht aus einer vacuolar protein sorting 10 protein-
Domäne (Vps10p) gefolgt von fünf (F/Y)WTD/ -Propeller-Domänen, 11 LDL-receptor class A (LA) repeats 
(LA repeats), sechs Fibronektin Typ III repeats (FN Typ III), einer Transmembrandomäne (TMD) und einem 
zytoplasmatischen C-Terminus (Jacobsen et al., 2001). 
 

SorLA bildet ein Bindeglied zwischen der Vps10p (vacuolar protein sorting 10 protein)-

Domänen- und der LDL-Rezeptorfamilie. Für die erste Familie ist die luminale Vps10p-

Domäne charakteristisch (Jacobsen et al., 1996; Yamazaki et al., 1997). Diese trägt ein 

Propeptid, das in den späten Kompartimenten des TGN abgespalten wird (Jacobsen et al., 

2001). Die zweite zeichnet sich durch die innerhalb der LDL–Rezeptoren charakteristischen 

LDL-receptor class A (LA) repeats und die folgend -Propeller-Domäne aus (Abb. 1.5; 

Jacobsen et al., 1996). SorLA ist deshalb auch als Low Density Lipoprotein-Rezeptor (LR11) 

bekannt (Yamazaki et al., 1997). Die zuvor erwähnten LA repeats interagieren beispielsweise 

mit Komponenten des Plasminogen-aktivierenden Systems, PDGF (platelet-derived growth 

), RAP (receptor-associated protein), ApoE und Apolipoprotein AV (Jacobsen et al., 

1996; Gliemann et al., 2004; Nilsson et al., 2007; Nilsson et al., 2008). Zudem bewegt sich 

SorLA zwischen dem TGN und den späten Endosomen (Jacobsen et al., 2001; Nielsen et al., 

2007). Über die zytoplasmatische Domäne interagiert SorLA mit verschiedenen zellulären 

Adaptern wie AP-1 (adaptor-protein-1), GGA (Golgi- -ear-containing, ARF-

binding proteins) und dem Retromerkomplex (Jacobsen et al., 2002; Nielsen et al., 2007). 

Subzellulär liegt SorLA zu etwa 10 Prozent an der Zellmembran und zu 90 Prozent in den 

Kompartimenten des Golgi-Apparats vor (Jacobsen et al., 2001).  

SorLA wurde erstmals 2004 mit der AD in Verbindung gebracht, da immortalisierte 

Lymphoblasten von Alzheimer-Patienten eine wesentlich niedrigere SorLA-Expression als 
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gesunde Kontrollen aufwiesen (Scherzer et al., 2004). Zudem fand sich eine verminderte 

SorLA Expression in postmortalen Hirnen von Patienten mit mild cognitive impairment oder 

der sporadischen AD (Dodson et al., 2006; Sager et al., 2007), sowie in der 

Zerebrospinalflüssigkeit von durch Autopsie-verifizierten AD-Fällen (Ma et al., 2009). 

Außerdem fehlt selektiv in den von der AD am stärksten betroffenen Hirnregionen die 

Expression von SorLA (Offe et al., 2006). Molekularepidemiologische Studien fanden zudem 

polymorphe Genvarianten von SorLA, die zur verminderten SorLA Transkription sowie 

Translation führen und mit der sporadischen AD assoziiert sind (Rogaeva et al., 2007; 

Caglayan et al., 2012).  

 

 

 

1.5 DIE ROLLE VON SORLA IN DER ALZHEIMERSCHEN ERKRANKUNG 
Aufgrund der oben beschriebenen (Kap.1.4) molekularen und molekularepidemiologischen 

Daten beim Menschen gab es Hinweise, dass SorLA möglicherweise protektiv für die AD 

sein könnte. Die molekularen Mechanismen, die diese Annahme unterstützen, wurden in den 

letzten Jahren aufgeklärt, sodass es mittlerweile durch Zell-, und Tierstudien unbenommen ist, 

dass SorLA einen für die AD protektiven Faktor darstellt. 

 

Abb. 1.6 Modell zur Rolle von SorLA in der APP-Prozessierung. Neu synthetisiertes APP wird aus den 
Golgi-Kompartimenten zur Plasmamembran transportiert . 
Nicht-prozessiertes APP wird von der Plasmamembran in die späten endosomalen Kompartimente endozytiert 

. SorLA fungiert als ein Sortierrezeptor, der APP in den 
Golgi-Kompartimenten festhält und so den Transport zur Zellmembran zur weiteren Prozessierung verhindert. 
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Des Weiteren transportiert SorLA APP möglicherweise aus den frühen Endosomen zurück zum Golgi-Apparat 
-Produktion in den späten Endosomen  (Andersen et al., 2005). 

 

Die Studien von Anderson et al. (2005) waren dabei maßgeblich und werden im Folgenden 

beschrieben. In Zellkulturexperimenten zeigten sie, dass SorLA die APP-Prozessierung 

reguliert. Dabei interagiert SorLA mit APP in einem stöchiometrischen Verhältnis von 1:1 

über die LA repeats von SorLA und die CAPPD des APP (Abb. 1.2 & 1.5; Andersen et al., 

2006). Die Analyse der subzellulären Lokalisation beider Proteine ergab, dass APP alleine 

hauptsächlich im endoplasmatischen Reticulum (ER) und an der Plasmamembran vorliegt 

(Abb. 1.6 ), während sich die subzelluläre Verteilung durch die Expression/Interaktion 

von/mit SorLA in Richtung der frühen Endosomen und der Kompartimente des Golgi-

Apparates verschiebt (Abb. 1.6 ). Diese Änderung des Aufenthaltsorts ging außerdem mit 

einer deutlichen Reduktion der APP-Prozessierungsprodukte einher. Dass die subzelluläre 

Lokalisation und die Funktionalität von SorLA von seiner zytoplasmatischen Domäne 

abhängig sind, zeigten entsprechende Deletionsversuche. Das Fehlen funktioneller 

Bindestellen für GGA-1, PACS-1 ( -1), RAP und 

ROCK2 (Rho-associated coiled-coil containing protein kinase 2) innerhalb von SorLA kann 

zu einer erhöhten amyloidogenen Prozessierung führen (Schmidt et al., 2007; Xu et al., 2008; 

Herskowitz et al., 2011; Herskowitz et al., 2012). Zusätzlich reduziert SorLA durch direkte 

Interaktion mit der Sekretase BACE die Bildung des APP-BACE-Komplexes (Spoelgen et al., 

2006), was ebenfalls die Prozessierung zum amyloidogenen A  konterkariert. 

Diese in vitro Ergebnisse wurden außerdem in vivo bestätigt. Wildtyp-Mäuse zeigten gemäß 

der protektiven SorLA-Hypothese -Last als SorLA-Knockout 

Tiere. Aus diesen Befunden wurde das in Abb. 1.6 dargestellte Modell zur Rolle von SorLA 

in der APP-Prozessierung generiert und es entstand das Arbeitsmodell, dass in der 

umgekehrten Situation, wie sie innerhalb der AD vorliegt, ein Verlust von SorLA zur 

-Defizienz im AD-

Mausmodell eine frühe Gendosis-abhängige Entwicklung der AD-Pathologie (Dodson et al., 

2008). 
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2 ZIELSETZUNG UND FRAGESTELLUNG 
Eine endogene Substanz, die schon lange in Verbindung mit Demenzerkrankungen gebracht 

wurde, ist das Schilddrüsenhormon Trijodthyronin (T3). So kann Hypothyreoidismus die 

Symptome einer Demenz verursachen (zusammengefasst in Dugbartey, 1998). In Vorarbeiten 

der Arbeitsgruppe ist im Rahmen von Microarrayuntersuchungen T3 als positiver Modulator 

von SorLA in humanen neuralen Progenitorzellen identifiziert worden (Moors & Fritsche, 

unpublizierte Beobachtung). Da sowohl der Wirkmechanismus von SorLA bekannt ist als 

auch seine Assoziation mit der AD wiederholt von verschiedenen Gruppen bestätigt wurde, 

wird SorLA als präventivmedizinische Zielstruktur diskutiert, deren Modulation die 

Entstehung oder Progression der sporadischen AD reduzieren könnte (Scherzer et al., 2004; 

Offe et al., 2006; Rogaeva et al., 2007).  

Innerhalb dieser Arbeit sollten deshalb den Fragen nachgegangen werden, ob und wie das 

Schilddrüsenhormon T3 präventiv auf die Prozessierung des Amyloid-Vorläuferproteins zum 

amyloidogenen A  wirkt.  

 

Dazu wurden die folgenden Ziele verfolgt: 

 

i. Charakterisierung verschiedener in vitro Modellsysteme: Untersuchungen der 

- - -

Sekretase sowie die der Schilddrüsenhormonrezeptoren und der T3-abhängigen 

SorLA-Expression. 

 

ii. Identifizierung des Mechanismus, welcher zur Aufregulation von SorLA durch T3 

führt. 

 

iii. Verifizierung des SorLA-abhängigen, protektiven Effekts von T3 auf die APP-

. 
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3 MATERIAL 
 

3.1 GERÄTE 
8-Kanalpipette; 10-100 μL Eppendorf 

Arrayscan Thermo Scientific 

Autoklav KSG GmbH, Bioklav 

Binokular Olympus 

Eismaschine Scotsman 

Entwicklermaschine Protec 

Feinwaage  Satorius, A200S 

Flachbettapparatur  Easy Cast Elektrophoresis System 

Fluoreszenzmikroskop Carl Zeiss 

Geldokumentation Intas 

Gewebezerkleinerer McIllwain Tissue Chopper, Vibratome 

Heizblock Mixing Block MB-102, Bioer 

Inkubationsschüttler Infors AG 

Inkubator HeraCell 240, Heraeus 

Kamera VisitronSystems 

Lichtmikroskop CKX41, Olympus 

Magnetrührer Monotherm 

Multimode Reader Tecan 

Netzgeräte Pharmacia Biotech 

pH-Meter WTW, pH537 

Pipetten 0,5-10; 10-100; 100-1000 μl Eppendorf 

Pipetus Hirschmann Laborgeräte 

Robocycler Stratagene 

Rotor-Gene Q Qiagen 

RT-Block Biometra 

SDS-PAGE/Wet Blotting Kammer BioRad 

Sterilbank HeraGuard, Heraeus 

MSC Advantage, Thermo Scientific 
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Waage Satorius, 1204MP 

Wärmeschrank Memmert 

Wasserbad Lauda 

Wasser-Deionisierer Milli-Q, Millipore 

Zählkammer (Neubauer/Nageotte) Marienfeld 

Zentrifugen Mikro 22R, Hettich Zentrifugen 

Sorvall Evolution RC 

Rotina 420R, Hettich 

Heraeus Fresco 17, Thermo Scientific 

 

 

 

3.2 VERBRAUCHSMATERIALIEN 
100 x 20 mm Petrischalen BD Falcon 

3 kDa Cut-off Säulen Millipore 

60 x 15 mm Petrischalen Greiner 

8-Kammerobjektträger BD-Falcon 

Bottle Top Filter Sarstedt 

Centricon®Plus-70 Centrifugal Filter 

Devices 

Millipore 

Deckgläschen Menzel Gläser  

Durapore™ 0.45 μm Stericup Millipore 

Einwegpasteurpipetten Roth 

Einwegpippetten (5, 10, 25 ml) Greiner 

Falcon Röhrchen (15 ml, 50 ml) Greiner Bio-One/Sarstedt 

Kryoröhrchen Greiner 

Multiwellplatten Greiner 

Parafilm Pechinery 

Pipettenspitzen (10 μl, 100 μl, 1000 μl, 

mit/ohne Filter) 

Biozym 

Rasierklingen Wilkinson 

Reaktionsgefäße (0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 ml) Eppendorf 
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Sterilfilter Pall 

Striptubes LTF-Labortechnik 

Zellkulturflaschen Greiner 

Zellschaber Costar 

 

 

 

3.3 MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN 
 

3.3.1 VERBRAUCHSMATERIALIEN 
10x TAE Life Technologies 

6x Probenpuffer Fermentas 

Agarose Biozym 

ATP Sigma Aldrich 

Chloroform-Isoamylalkohol Roth 

DEPC-Wasser Roth 

dNTP peqGold dNTP-Mix 

EDTA Sigma Aldrich 

Ethanol Roth 

Ethidiumbromid  Roth  

Isopropanol Roth 

Natriumacetat Merck 

Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol Roth 

Poly dt Primer Roche 

Tris-HCl Roth 
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3.3.2 LÖSUNGEN 
0,25 % lineares Polyacrylamid 

 5 % Acrylamid in 40 mM Tris-HCl, 20 mM Natriumacetat und 1 mM EDTA  

 Mit 1/100 des Volumens einer 10 % APS-Lösung und einem 1/1000 TEMED 

versetzen 

 Ca. 30 min polymerisieren, bis die Lösung viskos ist 

 2,5x Volumen an Ethanol hinzufügen und durch Zentrifugation pelletieren 

 Pellet in 20x Volumen an dH2O durch Schütteln über Nacht lösen 

 

 

 

3.3.3 ENZYME 
Alkalische Phosphatase (TSAP) Promega 

Polynukleotid-Kinase Fermentas 

Restriktionsenzyme NEB  

Reverse Transkriptase Promega 

T4 DNS-Ligase Fermentas 

Bei allen Enzymreaktionen wurde der mitgelieferte Puffer in einfacher Endkonzentration 

verwendet. 

 

 

 

3.3.4 KITS 
Blood Extraction Kit Qiagen 

Gel Extraction Kit Qiagen 

PCR Purification Kit Qiagen 

PCR-Kit (Taq) Qiagen 

peqGold Total RNA Kit peqLab 

Plasmid High Speed Maxi Kit Qiagen 

Plasmid Mini Kit Qiagen 

RNeasy Mini Kit Qiagen 

Quantitect Reverse Transcription Kit Qiagen 
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3.3.5 OLIGONUKLEOTIDE 
Alle Oligonukleotide wurden von der Firma Eurofins MWG GmbH (Ebersberg, Deutschland) 

bezogen (Tab. 4.1; Tab. 4.2) 

 

 

 

3.3.6 DNS-LÄNGENSTANDARDS 
100 bp Ladder peqLab 

Marker X Roche 

Marker XVI Roche 

 

 

 

 

3.4 MIKROBIOLOGISCHE METHODEN 
 

3.4.1 VERBRAUCHSMITTEL 
Ampicillin Applichem 

Casein Sigma Aldrich 

Glucose Merck 

Hefeextrakt Roth 

KCl Merck 

LB-Agar Roth 

LB-Medium Roth 

MgCl2 Sigma Aldrich 

MgSO4 Sigma Aldrich 

NaCl Roth 

Transformations-Kit  Stratagene 
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3.4.2 BAKTERIENSTÄMME 
Es wurde der Escherichia coli (E. coli)-Stamm XL1-Blue (superkompetente Zellen) mit dem 

Genotyp recA1, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relA1, lac(F’ proAB laclq Z M15 

Tn10[Tetr]) verwendet. Dieser stammte aus dem Transformationskit von Stratagene. 

 

 

 

3.4.3 PLASMIDE 
PCR-Fragmente wurden in dem prokaryotischen Expressionsvektor pUC18 vermehrt. Das 

Plasmid ist 2686 bp lang und enthält -Lactamase-Gen (Ampr) eine Ampicillin-

Resistenz. Dieser Vektor stammte aus dem Transformationskit von Stratagene. 

 

 

 

3.4.4 MEDIEN 
LB-Agar  40 g/l LB-Agar 

1 mg/l Ampicillin 

LB-Medium  25 g/l LB-Medium 

1 mg/l Ampicillin 

SOB-Mg  20 g/l Casein-Hydrolysat 

5 g/l Hefeextrakt 

10 mM NaCl 

2,5 mM KCl 

SOC  10 mM MgCl2 

10 mM MgSO4 

20 mM Glucose 

in SOB-Mg-Medium 
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3.5 ZELLBIOLOGISCHE METHODEN 
 

3.5.1 ZELLEN 
A172  

Caco2  

HEK293FT PD. Joachim Altschmied (IUF, Leibniz-

Institut für umweltmedizinische Forschung) 

HepG2  

hNPC Lonza 

msNPC Maushirn C57BL/6 Postnataltag 3 

SH-SY5Y Prof. Dr. Sascha Weggen (Institut für 

Neuropathologie, HHU Düsseldorf) 

 

 

 

3.5.2 MEDIEN UND MEDIENZUSÄTZE 
 

3.5.2.1 Verbrauchsmittel 
Antibiotikum/Antimykotikum (100x) PAA 

B27 Life Technologies 

DMEM Life Technologies 

DMSO Roth 

Fötales Kälberserum PAA 

Genetecin Life Technologies 

Ham’s F12 Life Technologies 

hEGF Life Technologies 

hFGF-basic R & D Systems 

Hormonfreies fötales Kälberserum Biochrom 

MEM PAA 

Mix nicht essentieller Aminosäuren PAA 

N2 Life Technologies 

PBS Life Technologies 
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Penicillin/Streptomycin (100x) PAA 

RPMI PAA 

Trypsin/EDTA PAA 

 

 

 

3.5.2.2 Zusammensetzung 
Caco2-Zellkulturmedium MEM 

20 % (v/v) FCS 

1 % (v/v) Antibiotikum/Antimykotikum 

Differenzierungsmedium N2 (NPC) DMEM-Glutamax/Ham´s F12, 3:1 

1 % (v/v) N2 

1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin 

Einfriermedium für Zelllinien Entsprechendes Kulturmedium 

10 % DMSO 

10 % FCS 

HEK293-FT Zellkulturmedium DMEM-Glutamax 

10 % (v/v) FCS 

1 % (v/v) Antibiotikum/Antimykotikum 

1 % (v/v) Mix nicht essentieller 

Aminosäuren 

0,5 mg/ml Geneticin 

HepG2-Zellkulturmedium RPMI 

10 % (v/v) FCS 

1 % (v/v) Antibiotikum/Antimykotikum 

Hormonfreies Medium DMEM-Glutamax 

10 % (v/v) hormonfreies FCS 

1 % (v/v) Antibiotikum/Antimykotikum 
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Medium für die Transduktion der hNPC DMEM-Glutamax/Ham´s F12, 3:1 

2 % (v/v) B27 

50 ng/ml EGF 

20 ng/ml rhFGFb 

1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin 

Proliferationsmedium B27 (NPC) DMEM-Glutamax/Ham´s F12, 3:1 

2 % (v/v) B27 

20 ng/ml EGF 

20 ng/ml rhFGFb 

1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin 

SH-SY5Y/A172-Zellkulturmedium DMEM-Glutamax 

10 % (v/v) FCS 

1 % (v/v) Antibiotikum/Antimykotikum 

 

 

 

3.5.3 PRÄPARATION VON MAUSNEUROSPHÄREN 
 

3.5.3.1 Verbrauchsmittel 
BSA Serva 

DNase I Worthington 

MEM, DMEM, steriles PBS Life Technologies 

Papain Worthington 

Trypsininhibitor Sigma Aldrich 
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3.5.3.2 Lösungen 
Verdaulösung 

 970 μL MEM  

 20 μL Papain (Endkonzentration: 30 U/ml) 

 Inkubation zehn Minuten bei 37 °C  

 10 μL DNase I zusetzen (Endkonzentration: 40 μg/ml)  

 durch einen 0,2 μm Spritzenfilter steril filtrieren 

 

Ovomucoid-Lösung 

 975 μL DMEM 

 10 μL DNase I (40 μg/ml) 

 5 μL BSA (10 % in PBS) 

 10 μL Trypsin-Inhibitor (1 μg/ml) 

 durch einen 0,2 μm Spritzenfilter steril filtrieren 

 

 

 

3.5.4 BESCHICHTUNG 
 

3.5.4.1 Chemikalien 
Laminin Sigma Aldrich 

PBS-Ca2+ Mg2+ Life Technologies 

Poly-D-Lysin-Hydrobromid Sigma Aldrich 

 

 

 

3.5.4.2 Lösungen 
Laminin 1:100 in dH2O 

Poly-D-Lysin 0,1 mg/ml in PBS 
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3.5.5 TRANSFEKTION 
 

3.5.5.1 Kits 
AD1 4D-Nucleofector™ Y Kit Lonza 

CaPhos Kit Sigma Aldrich 

Lipofectamine® LTX & Plus Reagent Life Technologies 

P3 Primary Cell 4D-Nucleofector® X Kit Lonza 

 

 

 

3.5.5.2 Expressionsvektoren 
 PD. Joachim Altschmied 

pLKO.1-shRNS Kontrollvektor Open Biosystems 

pLKO.1-shRNS shSorLA Open Biosystems 

pMAX-eGFP Lonza 

pMCC-eGFP Prof. Fritz Boege 

pMCC-TagRFP Prof. Fritz Boege 

pMD2.G PD. Joachim Altschmied 

 

 

 

3.5.6 VIRALE TRANSDUKTION 
 

3.5.6.1 Chemikalien 
Polybren Sigma Aldrich 

Puromycin Sigma Aldrich 

 

 

 

3.5.6.2 Lösungen 
Polybren  1 mg/ml in dH2O 

Puromycin 1 mg/ml in dH2O 
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3.5.7 CHEMIKALIEN FÜR ZELLULÄRE BELASTUNGEN 
 

3.5.7.1 Chemikalien 
1 N HCl Roth 

Cycloheximid (CHX) Sigma Aldrich 

DMSO Roth 

Ethanol, unvergällt Roth 

Trijodthyronin (T3) Sigma Aldrich 

 

 

 

3.5.7.2 Lösungen 
 
Tab. 3.1 Die verwendeten Belastungslösungen. Verwendete Chemikalien für die Belastung von eukaryotische 
Zellen mit entsprechender Stock- und Belastungskonzentration und dem jeweiligen Lösungsmittel. 
Stock Endkonzentration Lösungsmittel 
300 μM T3 0,3 -30 nM EtOH/HCl (1:2) 
25 mM CHX 25 μM DMSO 
100 % EtOH/HCl (1:2) 0,01 % EtOH/HCl (1:2)  
100 % DMSO 0,1 % DMSO  

 

 

 

3.6 PROTEINANALYTIK 
 

3.6.1 VERBRAUCHSMATERIALIEN 
Ammoniumpersulfat Serva 

Bromphenol Blau Serva 

BSA Serva 

Desoxycholat Sigma Aldrich 

DTT Life Technologies 

ECL Plus Detection System GE Healthcare 

EDTA Sigma Aldrich 

Entwickler-/Fixierlösung Kodak 

Essigsäure Merck 
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Glycerol Serva 

Hoechst 33258 Sigma Aldrich 

Isopropanol Roth 

Magermilchpulver Handelsübliches 

Methanol Roth 

NaCl Roth 

Natronlauge Roth 

Nonidet 40 ICN-Biomedicals Inc. 

NuPAGE® (3-8 %) Tris-Acetate Gel Life Technologies 

NuPAGE® LDS Sample Buffer Life Technologies 

NuPAGE® Tris-Acetate SDS Running 

Buffer 

Life Technologies 

Paraformaldehyd Sigma Aldrich 

PBS (gebrauchsfertige Mischung) Biochrom  

Ponceau-S Lösung Sigma Aldrich 

Precision Plus Protein Standard Dual Color BioRad 

Protease Inhibitor (PMSF) Applichem 

Protease-Inhibitor-Cocktail (PIC III) Calbiochem 

PVDF Transfer Membran GE Healthcare 

Röntgenfilme Amersham 

Salzsäure Roth 

SDS Serva 

TEMED Sigma Aldrich 

Tris MP Biomedicals Inc 

Triton-X 100 Sigma Aldrich 

Tween Sigma Aldrich 
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3.6.2 LÖSUNGEN  
1x Laufpuffer 0,2 M Glycin 

20 mM Tris 

0,1 % SDS (w/v) 

1x Sammelgelpuffer 1 M Tris pH 6,8 

1 x Transferpuffer 25 mM Tris 

0,2 mM Glycin 

20 % Methanol 

pH 8,5 

1x Trenngelpuffer 1,5 M Tris pH 8,8 

10x PBS 191 g PBS gebrauchsfertige Mischung 

ad 2 L dH2O 

10x TBS-T 1,5 M NaCl 

0,5 M Tris 

1 % Tween 20 (v/v) 

12 % Paraformaldehyd 12 g PFA 

5 Tropfen 1 N NaOH 

ad 100 ml PBS 

pH 7,4 mit HCl 

2x RIPA 100 mM Tris/HCl pH 7,4 

300 mM NaCl 

0,2 mM EDTA pH 8 

2 % Nonidet P40 

2 % Desoxycholat 

0,2 % SDS 

4x Ladepuffer 500 mM Tris 

16 % SDS (w/v) 

30 % Glycerin 

400 mM DTT 

0,04 % Bromphenolblau 

Blockierlösung 5 % Magermilchpulver (w/v) in 1 x TBS-T 
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Hoechst 33258 (0,2 mg/ml Stock) 10 mg/ml Hoechst 33258 Stock in DMSO 

zu 0,2 mg/ml in dH2O verdünnt 

Lysispuffer (1x RIPA) 50 % 2x RIPA 

0,5 % PMSF 

0,5 % PIC 

49 % dH2O 

PBS-T 0,1 % Triton X (v/v) in PBS 

 

 

 

3.6.3 SDS-PAGE 
Sammelgel 72 % dH2O 

13 % [40 % Acrylamid (v/v)] 

13 % 1,5 M Tris (pH 6,8) 

0,5 % [20 % SDS (v/v)] 

0,5 % [20 % APS (v/v)] 

0,1 % TEMED (v/v) 

12 % Trenngel 42 % dH2O 

30 % [40 % Acrylamid (v/v)] 

26 % 1,5 M Tris (pH 8,8) 

0,5 % [20 % SDS (v/v)] 

0,5 % [20 % APS (v/v)] 

0,06 % TEMED (v/v) 
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3.6.4 ANTIKÖRPER FÜR WESTERN BLOT ANALYSEN 
Anti-Mouse-IgG (2nd; HRP-gekoppelt) GE Healthcare 

Anti-Rabbit-IgG (2nd; HRP-gekoppelt) GE Healthcare 

CT-15 (1st) Prof. Dr. Weggen 

GAPDH (1st) Abcam 

IC-16 (1st) Prof. Dr. Weggen 

LR11 (1st) BD 
st) Sigma Aldrich 

 

 

 

3.6.5 KITS 
-ELISA-Kit (1-42) FL IBL International 

-ELISA-Kit (1-x) IBL International 

DC Protein Assay BioRad 

Quick Titer™ Lentivirus Titer Kit Cell Biolabs Inc. 

 

 

 

3.7 SOFTWARE 
Axiovision (Carl Zeiss) Dokumentation der fluoreszenzmikroskopischen 

Aufnahmen 

FinchTV (Geospiza) Programm zum Auslesen der Elektropherogramme aus 

den Sequenzierungen 

ImageJ (National Institutes of 

Health) 

Densitometrie der Western Blots  

PickPrimers (NCBI) Primerdesign 

Rotorgene (Qiagen) Auswertung der quantitativen RT-PCRs  

Serial Cloner (Serial Basics) Erstellung der Vektorkarten/Planung der Klonierung  

Adobe Photoshop/Graph Pad 

Prism 

 

Erstellung der Abbildungen 
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4 METHODEN 
 

4.1 MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN 
 

4.1.1 RNS-ISOLIERUNG AUS EUKARYOTISCHEN ZELLEN 
Zur Isolierung von RNS aus den Zelllinien A172 und SH-SY5Y wurden 3 x 106 Zellen pro 6-

Well ausplattiert. Die RNS wurde mit dem peqGold Total RNA Kit nach Angaben des 

Herstellers isoliert. Die RNS wurde in 50 μl DEPC Wasser eluiert und bei -80 °C gelagert. 

Die RNS-Isolation der NPC erfolgte mit dem RNeasy Mini Kit nach Herstellerangaben. Je 

nach Versuchsaufbau wurden 10 bis 20 Neurosphären im 24-Well-Format in 1 ml des 

entsprechenden Mediums ausplattiert. Für die Isolation der NPC unter proliferierenden 

Bedingungen wurde das komplette Medium mit Neurosphären abgenommen, bei 4 °C und 

7000xg für 5 min pelletiert -Mercaptoethanol 

versetzt. Lagen differenzierende Bedingungen vor, wurde das Medium vorsichtig 

abgenommen und der Lysispuffer in die Wells pipettiert. Die RNS wurde in 30 μl DEPC 

Wasser isoliert und bei -80 °C gelagert. 

 

 

 

4.1.2 REVERSE TRANSKRIPTION  
Bei aus Zelllinien gewonnener RNS (siehe Kap. 4.1.1) wurde eine Konzentrationsbestimmung 

durchgeführt. Für die cDNS-Synthese wurde ein definierter RNS-Gehalt (500 ng) eingesetzt. 

Diese erfolgte nach folgendem Ansatz: 

 

500 ng RNS 

1,25 μl dt (15) Primer (Stockkonzentration 100 μM)  

1 μl dNTP Mix (Stockkonzentration 10 mM) 

 5 min, 65 °C; anschließend 4 °C und nachfolgenden Ansatz hinzufügen 
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5 μl DEPC-Wasser 

4 μl 5x RT-Puffer 

1 μl Reverse Transkriptase (200 U/μl) 

 52 min, 37 °C; 15 min, 70 °C; anschließend 4 °C 

 

Für die reverse Transkription der RNS aus Neurosphären wurde das Quantitect Reverse 

Transcription Kit verwendet. Wegen der geringen Anzahl an eingesetzten Zellen wurde stets 

das maximale Volumen der eluierten RNS eingesetzt. Eine Normierung erfolgte durch den 

Abgleich auf konstant exprimierte Haushaltsgene. Dies erfolgte nach folgendem Ansatz:  

 

x gDNS Wipeout Buffer 

12 μl RNS 

 2 min, 42°C; anschließend auf Eis und nachfolgenden Ansatz hinzufügen 

 

1 l Quantiscript Reverse Transcriptase 

4 l 5x Quantiscript RT Buffer 

-Primer Mix 

 30 min, 42 °C; 3 min, 95 °C; anschließend 4 °C 

 

In beiden Protokollen wurde die cDNS ohne weitere Aufreinigungsschritte jedoch in einer 1:3 

Verdünnung in der quantitativen RT-PCR eingesetzt. Die cDNS wurde bei -20 °C gelagert. 

 

 

 

4.1.3 ISOLIERUNG GENOMISCHER DNS AUS EUKARYOTISCHEN ZELLEN 
Zur Isolierung genomischer DNS wurden 50 proliferierende Neurosphären verwendet. Diese 

wurden bei 7000xg und 4 °C für 5 min pelletiert, das Medium entfernt und anschließend nach 

den Angaben des Hersteller mit dem Blood Extraction Kit aufgereinigt. 
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4.1.4 POLYMERASE-KETTEN-REAKTION (PCR)  
In einer Polymerase-Ketten-Reaktion werden die Eigenschaften von temperaturstabilen DNS-

Polymerasen genutzt, um Nukleinsäuren zu amplifizieren. Dazu wird in der ersten 

Temperaturstufe die doppelsträngige Template-DNS getrennt (Denaturierung). Im zweiten 

Schritt erfolgt die Primer-Bindung (annealing). Als Primer bezeichnet man kurze 

einzelsträngige Oligonukleotide. In jedem PCR-Ansatz befinden sich zwei solcher 

Oligonukleotide, von denen einer am sense- und einer am antisense-Strang bindet. In der 

dritten Temperaturstufe wird dann ausgehend vom 3`-OH-Ende dieser Oligonukleotide ein 

neuer Doppelstrang synthetisiert (Elongation). Danach beginnt der Temperaturzyklus erneut 

mit der Denaturierung des Doppelstrangs.  

Die konventionelle PCR wurde in einem Robocycler durchgeführt und es wurde die Taq-

Polymerase mit dem dazu gehörenden Puffer verwendet. Die Auswertung erfolgte über 

Agarose-Gelelektrophorese. Dies erfolgte nach folgendem Ansatz: 

 

PCR-Ansatz 

SorLA-Promoter-Konstrukte 

1309 bp/631 bp 

PCR-Ansatz 

SorLA-Promoter-Konstrukt 

2000 bp 

 

100 ng gDNS 100 ng gDNS 

1x Puffer 1x Puffer 

1 U Taq-Polymerase 1 U Taq-Polymerase 

0,2 μM fw-Primer 0,2 μM fw-Primer 

0,2 μM rv-Primer 0,2 μM rv-Primer 

0,2 mM dNTP 0,2 mM dNTP 

7,5 % DMSO 2,5 mM MgCl2 

ad 20 μl dH2O ad 20 μl dH2O 

 

  



Methoden 

43 

Die Amplifikation erfolgte nach folgendem Programm: 

 

94 °C    4 min 

94 °C    30 sek 

Tab. 4.1   30 sek  40x 

72 °C     30 sek 

72 °C    4 min 

4 °C 

 

 

Tab. 4.1 Die SorLA-Promoter Klonierungsprimer. Fw bezeichnet den sense-Primer und rv den antisense-
Primer. Gezeigt sind die Sequenzen der verwendeten Primer mit der Enzymschnittstelle, welche über die PCR 
eingefügt wurde (schwarz unterlegt ClaI; schwarz unterlegt, kursiv XhoI). Der jeweils entstehende Überhang ist 
fett gedruckt und unterstrichen. Außerdem sind die Länge des Amplikons und die in der PCR verwendete 
Annealing-Temperatur angegeben. Alle Sequenzen sind in 5´-3´ Orientierung angegeben. 

SorLA-
Promoter 

Sequenz Amplikon Annealing 
Temperatur 

fw 2000 bp AGA ATCGAT GGTTGTCCATTCCTGGTAAGG 2000 51-53 °C 
fw 1309 bp AGA ATCGAT GTGGCTTGTCGGAGATGAGG 1309 51-65 °C 
fw 631 bp AGA ATCGAT TTGTGGTGCCCAGAGTAGATG 631 51-63 °C 

rv AGA CTCGAG GTTCGGGCGAACGCTACTGCA   

 

Zur quantitativen Analyse der mRNS-Expression wurde die Methode der quantitativen RT-

PCR angewandt.  

Die quantitative RT-PCR wurde mit einem Rotor-Gene Q durchgeführt und das SensiMix 

SYBR Hi-ROX Kit verwendet. Dies besteht aus einer hitzeaktivierten DNS-Polymerase, 

dNTPs, MgCl2 (Konzentration 6 mM), einer internen Referenz und dem Fluoreszenzfarbstoff 

SYBR® Green I. Die PCR erfolgte nach folgendem Ansatz: 

 

7,5 μl SensiMix 

1 μl fw-Primer (4 μM) 

1 μl rv-Primer (4 μM) 

2,5 μl DEPC 

3 μl cDNS (1:3 verdünnt) 
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Die Amplifikation erfolgte nach folgendem Programm: 

 

95 °C   15 min 

95 °C   20 sec 

56 °C   20 sec  50x 

72 °C    20 sec 

50 °C   30 sec 

50 °C bis 99 °C je 5 sec 

 

Das Prinzip der quantitativen RT-PCR basiert auf der Interkalation des Fluoreszenzfarbstoffs 

SYBR-Green mit doppelsträngiger DNS. Der daraus resultierende Komplex absorbiert blaues 

Licht und emittiert grünes Licht. Die Zunahme der Ziel-DNS korreliert somit mit der 

Zunahme an grüner Fluoreszenz. Aufgrund der Verwendung externer Standards, die durch die 

Aufreinigung der spezifischen, amplifizierten Fragmente gewonnen werden, ist die 

Berechnung der Genkopienzahlen in den eingesetzten Proben möglich. Die PCR-Proben 

wurden mit dem PCR Purification Kit aufgereinigt, ihre Konzentration bestimmt und mit 

folgender Formel die Molekülzahl/μl berechnet: 

 ü =  -  ( / )ä   660 /   6,023  10  ü  

 

Auf Grundlage der berechneten Moleküle wurde eine Eichreihe mit den Molekülzahlen von 

1,5 x 102 bis 1,5 x 106 erstellt. Die aus der Standardreihe ermittelten Zykluszahlen gegen den 

Logarithmus der eingesetzten DNS-Moleküle aufgetragen ergeben eine Gleichung, mit deren 

Hilfe aus den Zykluszahlen der Proben die Kopienzahl der DNS von Interesse berechnet 

werden kann. Die Kopienzahlen der Gene von Interesse wurden immer auf das Haushaltsgen 

-Aktin abgeglichen. 
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Tab. 4.2 Die Primer zur quantitativen RT-PCR Analyse. Fw bezeichnet den sense-Primer und rv den 
antisense-Primer. Weiterhin sind die Produktgröße und die Spezies dargestellt, für die der jeweilige Primer 
spezifisch ist. Alle Sequenzen sind in 5´-3´ Orientierung angegeben. 
Gen Spezies Sequenz Länge 

(bp) 
ADAM human fw GAAGATGGTGTTGCTGAGAG 

rv GTCTTCATGTGAGACTGCTC 
175 

APP human fw ATCATGGTGTGGTGGAGGTT 
rv CCGATGGGTAGTGAAGCAAT 

179 

BACE1 human fw CCAGTCATCTCACTCTACCT 
rv GAAGCCCTCCATGATAACAG 

183 

BACE2 human fw CCATCAAGTTCTCTGGAGAC 
rv GGGTATACCAGATGTCTCCT 

181 

BDNF human fw TGCTCCCCAGTGAAGGCCACA 
rv TGGCAGAGGTGAGGCAGGGAC 

78 

Hairless human fw GCAGCCTATGGTGTGAGCCCG 
rv CACCATCTGGAGAAAGCGGCGGATG 

249 

PSEN human fw TCAAGTACCTCCCTGAATGG 
rv CCATATTCACCAACCACACC 

183 

SorLA human fw GGTGAATGGCTATGTGGTGA 
rv AGTCTGGTTGATGGCTTTGG 

247 

SorLA murin fw CGTGGTGAACCTTTTCTGGT 
rv AGTCTGATTGATGGCCTTGG 

238 

 human fw GCTGCTAATGTCAACAGACCGCT 
rv CCCCGATCATGCGGAGGTCA 

170 

(Silva et al., 
2002) 

human fw AAGTGCCCAGACCTTCCAAA 
rv AAAGAAACCCTTGCAGCCTTC 

150 

-Aktin human fw GCACAGAGCCTCGCCTTTGCC 
rv CATGCCCACCATCACGCCCTGG 

198 

-Aktin murin fw CTACAATGAGCTGCGTGTGG 
rv TCCTCCCTGGAGAAGAGCTA 

450 

 

 

 

4.1.5 GELELEKTROPHORESE VON DNS  
Die Gelelektrophorese ist ein Verfahren zur Auftrennung von DNS im elektrischen Feld 

innerhalb eines festen Trägermaterials. Die Wahl des Trägermaterials für die Elektrophorese 

ist abhängig von Art und Größe der aufzutrennenden Nukleinsäuren. Während der 

Dissertationsarbeit wurden Agarosegele zur Kontrolle von Restriktionen und Präparationen 

von Plasmid-DNS oder zur Isolation von DNS-Fragmenten verwendet. Agarose ist ein 

Polymer, das sich aus unterschiedlich verknüpften Galaktose-Einheiten zusammensetzt. Die 

Auftrennung der Nukleinsäuren im elektrischen Feld erfolgt aufgrund der negativen Ladung 
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des Zucker-Phosphat-Rückgrats, welches in einem pH-Bereich kleiner 7 stabil ist, in Richtung 

der Anode. Die Wandergeschwindigkeit und damit die effektive Größe der Nukleinsäure im 

Trägermaterial sind nicht nur abhängig von ihrer absoluten Masse, sondern auch von ihrer 

Form. Es wird unterschieden zwischen linearer und zirkulärer DNS. Bei linearer DNS ist die 

Laufstrecke umgekehrt proportional zum Logarithmus der Anzahl der Basenpaare, d.h. 

größere Moleküle werden eher zurückgehalten als kleine. Zirkuläre DNS hat eine längere 

Laufstrecke, je höher der Grad der Superspiralisierung ist. Nachgewiesen wird die DNS über 

Ethidiumbromid, welches zwischen den Basen interkaliert. Der Ethidiumbromid-DNS-

Komplex emittiert nach Anregung mit UV-Licht Fluoreszenzstrahlung (500-590 nm). 

Innerhalb der Arbeit wurden Agarosegele der Konzentrationen 1 % (w/v) für Fragmente 

zwischen 1 und 14 kb und 2 % (w/v) für Fragmente unter 1 kb verwendet. Zur 

Längenbestimmung der Fragmente wurden zusätzlich DNS-Marker aufgetragen. Zur 

Elektrophorese wurde die benötigte Menge Agarose mit dem Elektrophoresepuffer 1x TAE 

(10x TAE 1:10 verdünnt in dH2O) aufgekocht, nach Abkühlen auf etwa 55 °C mit 0,4 μg/ml 

Ethidiumbromid versetzt und in eine mit einem Gelkamm bestückte Gelform gegossen. Nach 

Erkalten des Gels wurde es in eine Flachbettapparatur überführt und mit dem 

Elektrophoresepuffer (1x TAE) überschichtet. Die Proben wurden mit Ladepuffer versetzt 

und in die Taschen des Gels geladen. Danach wurde über ein Netzgerät eine konstante 

Spannung von 5 V/cm Elektrodenabstand angelegt. Nach der Auftrennung wurde das Gel 

durch UV-Licht detektiert. 

 

 

 

4.1.6 EXTRAKTION DER DNS AUS PRÄPARATIVEN AGAROSEGELEN  
Die benötigten Banden wurden mit einem sterilen Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten. Die 

DNS wurde mit Hilfe des QIAGEN Gel Extraction Kits nach den Anweisungen des 

Herstellers extrahiert und im Anschluss durch eine Ethanolpräzipitation (Kap. 4.1.8) 

konzentriert.  
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4.1.7 PHENOL-CHLOROFORM-EXTRAKTION  
Das hier genannte Verfahren wird verwendet, um in einer wässrigen Lösung enthaltene 

Proteine und Nukleinsäuren voneinander zu trennen. Zunächst wird die Nukleinsäurelösung 

mit Phenol-Chloroform, einem organischen Lösungsmittel, versetzt und gemischt. Daraufhin 

erfolgt eine Phasentrennung. In der oberen, wässrigen Phase sammelt sich die DNS aufgrund 

ihrer hydrophilen Gruppen an, während sich in der organischen Phase bzw. in der 

Grenzschicht zwischen organischer und wässriger Phase die durch das Phenol-Chloroform 

denaturierten Proteine befinden. Zur Extraktion der DNS wurde die wässrige DNS-Lösung 

mit dem einfachen Volumen von Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol versetzt und gründlich 

gemischt. Die Phasentrennung erfolgte durch Zentrifugation (1 min, 20.000xg). Die obere, 

wässrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Die untere, organische Phase 

wurde nun mit dem 0,5-fachen Volumen an dH2O erneut extrahiert. Die sich bildende, 

wässrige Phase wurde mit der ursprünglichen vereinigt und mit dem einfachen Volumen von 

Chloroform-Isoamylalkohol versetzt. Durch eine weitere Zentrifugation (1 min, 20.000xg) 

wurden nun die verbliebenen Phenolreste entfernt. Der wässrige Überstand wurde wiederum 

in einem neuen Reaktionsgefäß gesammelt. An die Phenol-Chloroform-Extraktion schließt 

sich zur Konzentrierung der DNS eine Alkoholpräzipitation (Kap. 4.1.8) an.  

 

 

 

4.1.8 ALKOHOLPRÄZIPITATION  
Dieses Verfahren dient der Konzentrierung von Nukleinsäuren in wässrigen Lösungen durch 

Ethanol oder Isopropanol. Die DNS-Lösungen wurden mit einem 0,1-fachen Volumen 3 M 

Natriumacetat pH 5,2, dem 2,5-fachen Volumen an 96 % Ethanol und 5 μl linearem 

Polyacrylamid als Fällhilfe (Gaillard und Strauss, 1990) bzw. mit einem einfachen Volumen 

an Isopropanol versetzt. In Folge der hohen Salz-und Alkoholkonzentration verliert das 

Nukleinsäuremolekül die Hydrathülle. Die DNS sammelt sich durch Zentrifugation (10 min, 

20.000xg) am Boden des Reaktionsgefäßes. In einem weiteren Zentrifugationsschritt (4 min, 

20.000xg) wird das DNS-Pellet mit 150 μl 70 %-igem Ethanol gewaschen. Im Anschluss wird 

die gewonnene DNS bei 60 °C getrocknet und in dH2O aufgenommen.  
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4.1.9 RESTRIKTION VON DNS  
Die Restriktionsanalyse dient der Charakterisierung, Identifizierung und Isolierung 

doppelsträngiger DNS. Sie ist essentiell für die Herstellung der zur Klonierung verwendeten 

DNS-Fragmente sowie zur Identifizierung der entstehenden Klonierungsprodukte. Grundlage 

für dieses Analyseverfahren ist die Aktivität von Restriktionsenzymen, die an spezifischen 

Erkennungsstellen die doppelsträngige DNS binden und spalten. Durch die Lage der 

Spaltstellen entstehen Fragmente mit definierter Länge, d.h. die Kombination jedes DNS-

Moleküls mit einem Restriktionsenzym bildet ein spezifisches Bandenmuster. Diese können 

mittels Gelelektrophorese nach der Größe aufgetrennt und mit Längenstandards verglichen 

werden. Innerhalb der Arbeit wurden Restriktionsenzyme des Typs II verwendet. Sie gehören 

zu den Endonukleasen, ihre Erkennungsstelle ist meist 4 bis 8 Basen lang und palindromisch. 

Diese Enzyme schneiden innerhalb ihrer Erkennungssequenz. Die Spaltung erfolgt durch 

Hydrolyse einer Phosphodiesterbindung, wodurch ein 5´-Phosphatende entsteht. Die 

einzusetzende Enzymmenge richtete sich nach der eingesetzten DNS-Menge, der Anzahl der 

in der DNS vorkommenden Spaltstellen und der Spaltaktivität des Enzyms. Die Spaltaktivität 

gibt an, welche DNS-Stoffmenge durch 1 U Enzym pro Stunde gespalten wird. Dabei 

entspricht 1 U der Enzymmenge, die 1 μg lambda-DNS in einer Stunde unter 

Standardbedingungen vollständig spaltet. Das Volumen des Ansatzes wurde so gewählt, dass 

eine Glycerolkonzentration von 5 % nicht überschritten wurde. Der zugehörige Puffer des 

Enzyms wurde in einfacher Konzentration eingesetzt. Anschließend wurde der 

Restriktionsansatz mit der für das Enzym optimalen Temperatur mindestens eine Stunde im 

Wasserbad inkubiert. Sollten für einen Verdau mehrere Enzyme mit unterschiedlichen 

Puffersystemen benötigt werden, wurden die Reaktionsansätze nach jeder Restriktion durch 

eine Phenol-Chloroform-Extraktion (Kap. 4.1.7) gereinigt und durch eine 

Alkoholpräzipitation (Kap. 4.1.8) konzentriert.  
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Tab. 4.3 Die verwendeten Restriktionsenzyme und ihre Funktion. Dargestellt sind die in dieser Arbeit 
verwendeten Restriktionsenzyme, ihre Funktion und die Größen der Spaltprodukte. 

Restriktionsenzyme Funktion Spaltprodukte (bp) 
ClaI/XhoI Testverdau SorLA-Promoter/pUC18 

und 
Restriktion der SorLA-Promoter-Konstrukte aus 
pUC18 

2686 
2000/1309/631 

BamHI/HincII  6522 
2626 
1750 
1229 
23 

BamHI/EcoRI Testverdau pMD2.G 2739 
1671 
827 
556 
31 

ClaI/XhoI Restriktion des CMV-Promoters aus pMCC-
eGFP 

5424 
890 

ClaI/XhoI Testverdau SorLA-Promoter/pMCC-eGFP 5424 
2000/1309/631 

HindIII  4139 
3674 
2689 
565 
627 
365 

BsrDI pLKO.1-shRNS (Kontrollvektor/shSorLA) 2910 
2451 
1542 
182 

BsaI pLKO.1-shRNS (Kontrollvektor/shSorLA) 2214 
2055 
1601 
914 
301 

BpmI pLKO.1-shRNS (Kontrollvektor/shSorLA) 2341 
2100 
1373 
954 
317 

Eco53kI Linearisieren von pUC18 2686 
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4.1.10 DEPHOSPHORYLIERUNG VON DNS-ENDEN  
DNS-Enden werden dephosphoryliert, um eine Ligation mit sich selbst zu verhindern. Durch 

die alkalische Phosphatase (thermosensitive alkaline phosphatase, TSAP) werden die 

5’Phosphatreste an den Enden des linearisierten Vektors eliminiert, so dass dieser kein 

ringförmiges DNS-Molekül mehr ausbilden kann. Von der alkalischen Phosphatase wurde pro 

μg DNS eine Unit eingesetzt. Der entsprechende Puffer (Multicore Buffer) lag in einfacher 

Konzentration vor. Die Inkubation erfolgte 15 Minuten bei 37 °C. Im Anschluss wurde eine 

Phenol-Chloroform-Extraktion (Kap. 4.1.7) und eine Alkoholpräzipitation (Kap. 4.1.8) oder 

eine Gelextraktion (Kap. 4.1.6) durchgeführt.  

 

 

 

4.1.11 GLÄTTUNG UND PHOSPHORYLIERUNG VON DNS-ENDEN  
Die Glättung von DNS-Enden geschieht durch die T4 DNS-Polymerase. Dieses Enzym weist 

zwei unterschiedliche Aktivitäten auf. Erstens können DNS-Fragmente, an deren Ende sich 

Überhänge befinden aufgefüllt werden und zweitens können diese Enden durch die 3’-5’-

Exonuklease-Aktivität der Polymerase entfernt werden. Im selben Schritt erfolgt die 

Phosphorylierung der DNS-Fragmente durch die T4 Polynukleotid-Kinase. Dabei wird durch 

die Kinase der Transfer von einer Phosphatgruppe des ATP auf das 5’-Ende des DNS-

Fragments katalysiert. Die Inkubation erfolgte für 20 min bei 25 °C. Im Anschluss wurde die 

DNS durch eine Phenol-Chloroform-Extraktion (Kap. 4.1.7) gereinigt und durch eine 

Alkoholpräzipitation (Kap. 4.1.8) konzentriert.  

 

Ansatz: 10 - 40 ng DNS-Fragment  

400 μM dNTP-Mix  

25 μM ATP  

1x Puffer der T4 DNS-Polymerase  

2,5 U T4 DNS-Polymerase  

5 U T4 Polynukleotid-Kinase  

dH2O ad 25 μl  
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4.1.12 LIGATION  
Während einer Ligation werden die Enden eines linearen DNS-Moleküls kovalent verknüpft. 

In diesem Schritt wird unter ATP-Verbrauch die Verbindung des 5’Phosphatrests mit dem 

3’Hydroxylrest durch die T4 DNS-Ligase katalysiert. Die Inkubation erfolgte während der 

Blunt-End-Ligation bei 25 °C und der Sticky-End-Ligation bei 16 °C über Nacht. Die 

Plasmidkarten der entstandenen Konstrukte wurden mit dem Programm Serial Cloner erstellt.  

 

Blunt-End-Ligation:  150 fmol DNS-Fragment  

50 fmol Vektor (pUC18: linearisiert mit Eco53kI, dephosphoryliert mit 

 TSAP)  

5 % PEG 4000 Solution 

1x Puffer T4 DNS-Ligase  

5 U T4 DNS-Ligase  

dH2O ad 20 μl  

 

Sticky-End-Ligation:  je 45 fmol DNS-Fragment  

15 fmol Vektor (pMCC-eGFP: linearisiert mit ClaI/XhoI, 

dephosphoryliert mit TSAP)  

1x Puffer T4 DNS-Ligase  

2,5 U T4 DNS-Ligase  

dH2O ad 20 μl  

 

 

 

4.1.13 EXTRAKTION VON PLASMID-DNS AUS BAKTERIEN  
Um die Plasmid-DNS aus den Bakterien zu isolieren, wurde das Plasmid Mini Kit verwendet. 

Es basiert auf der Methode der alkalischen Lyse. Dabei wurden zunächst die Flüssigkulturen 

abzentrifugiert und das entstandene Pellet mit EDTA- und RNase A-haltigem Puffer (P1) 

resuspendiert. EDTA komplexiert in der Bakterienzellwand enthaltene Kationen und 

destabilisiert diese. Die vollständige Lyse der Bakteriensuspension erfolgte im Anschluss 

durch Zugabe eines Puffers (P2), der SDS und NaOH enthielt. SDS ist ein Detergenz, das 

Phospholipide und Proteine der Zellwände löst, während NaOH sowohl Proteine als auch 

chromosomale und Plasmid-DNS löst. Die Dauer der Inkubation unter alkalischen 

Bedingungen spielt eine entscheidende Rolle. Eine zu lange Inkubationszeit führt zum 
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Beispiel zu irreversiblen Schäden an der Plasmid-DNS. Das Lysat wurde dann mit saurem 

Kaliumacetatpuffer (P3) neutralisiert. Das entstehende Kaliumdodecylsulfat bildet mit 

Proteinen, RNS, chromosomaler DNS und der bakteriellen Zelldebris unlösliche Komplexe 

und wird mit dem Salz präzipitiert. Die kleinen Plasmidmoleküle verbleiben in der Lösung 

und können durch die Neutralisation renaturieren. Im Anschluss erfolgte eine Fällung der 

DNS mit Isopropanol zur Konzentrierung (Kap. 4.1.8). Zum Schnelltest wurden Bakterien in 

2 ml LB-Medium über Nacht bei 37 °C und 200 Umdrehungen pro Minute kultiviert. Um 

größere Mengen DNS zu erhalten, wurden 200 ml Kulturen gewählt. Die DNS wurde in 

diesem Fall über das QIAGEN HighSpeed Plasmid Maxi Kit nach den Anweisungen des 

Herstellers gereinigt.  

 

 

 

4.1.14 RNS-/DNS-KONZENTRATIONSBESTIMMUNG  
Die Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von RNS bzw. DNS-Proben erfolgte über die 

Nano Quant Platte am Multimode Reader. Das Verhältnis der Wellenlängen 260/280 sollte 

bei einer reinen Probe für DNS etwa 1,8 und für RNS 2,0 betragen. 

 

 

 

4.2 MIKROBIOLOGISCHE METHODEN  
Alle Arbeiten mit E. coli erfolgten unter einer Reinraumwerkbank. Alle Nährmedien (LB, 

LB-Agar, SOB) wurden autoklaviert und alle anderen Substanzen (Glucose, MgCl2, MgSO4, 

Ampicillin) sterilfiltriert. 

 

 

 

4.2.1 HITZETRANSFORMATION VON BAKTERIEN 
Die Hitzetransformation der Bakterien wurde nach dem Stratagene Agilent Protokoll 

durchgeführt. 
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4.2.2 ANZUCHT UND LAGERUNG VON BAKTERIEN  
Die Anzucht von E. coli erfolgte entweder in Flüssigkulturen mit LB-Medium oder auf 

Agarplatten. In beiden Fällen wurde das Antibiotikum Ampicillin in einer Endkonzentration 

von 100 μg/ml eingesetzt. Flüssigkulturen wurden angeimpft, indem ein einzelner Klon mit 

einer ausgeglühten Platinöse von der Agarplatte in die Flüssigkultur überführt wurde. Diese 

Kulturen wurden über Nacht bei 37 °C und 200 Umdrehungen pro Minute in einem 

Inkubationsschüttler gelagert. Zur Kultivierung von Bakterien auf Agarplatten wurden 100 μl 

einer Flüssigkultur mit einem ausgeglühten Drigalskyspatel ausgestrichen. Auch diese 

Kulturen wurden über Nacht bei 37 °C inkubiert. Diese Platten wurden dann mit Parafilm 

verschlossen und konnten so mehrere Wochen bei 4 °C gelagert werden. Für eine 

Langzeitlagerung wurde jedoch eine Flüssigkultur mit einem Volumen von 1 ml angeimpft 

und 4 bis 5 Stunden bei 37 °C inkubiert. Diese wurde 1:2 mit 10 % (v/v) Glycerol-LB-

Medium versetzt. Ein 1 ml Aliquot der Bakteriensuspension wurde in Kryoröhrchen überführt 

und bei -80 °C eingelagert.  
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4.3 ZELLBIOLOGISCHE METHODEN  
Alle Arbeitsschritte erfolgten unter einer Sicherheitswerkbank. Alle in der Zellkultur 

benötigten Lösungen und Puffer wurden entweder autoklaviert oder sterilfiltriert. Alle 

Gegenstände, die unter der Sicherheitswerkbank benötigt wurden, sind vor Gebrauch mit 

Terralin desinfiziert worden. Innerhalb dieser Arbeit wurden primäre, neurale 

Progenitorzellen und die immortalisierten Zelllinien SH-SY5Y (Neuroblastom), A172 

(Glioblastom), HEK293 (embryonale Nierenzellen), Caco2 (Kolonkarzinom) und HepG2 

(Leberkarzinom) verwendet (Abb. 4.1). 

 

Abb. 4.1 Übersicht der verwendeten Zellmodelle. Phasenkontrastaufnahme proliferierender (A) und 
differenzierender (B) hNPC (40x Vergrößerung). (C) Immunzytochemischer Nachweis des 
Oligodendrozytenmarkers O4 in 7 Tage differenzierten hNPC (200x Vergrößerung). (D) Immunzytochemischer 

-Tubulin (grün) und des Astrozytenmarkers GFAP (rot) in 7 Tage 
differenzierten hNPC (200x Vergrößerung). (E) Phasenkontrastaufnahme der Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y. 
(F) Immunzytochemischer Nachweis des Neuronenmarkers Doublecortin (grün). (G) Phasenkontrastaufnahme 
der Glioblastomzelllinie A172 (100x Vergrößerung). (H) Immunzytochemischer Nachweis des 
Progenitorzellmarkers Nestin (grün) und des Astrozytenmarkers GFAP (rot) in A172 Zellen (200x 
Vergrößerung). Phasenkontrastaufnahme (Größenstandard 100 μm) von (I) humanen, embryonalen Nierenzellen 
(HEK293), (J) Colonkarzinomzellen (Caco2), (K) Leberkarzinomzellen (HepG2); (A-D; Breier et al., 2010; E; 
Lopes et al., 2010; F; Abcam, 2009; G-H; Gil und Kang, 2008; J-K; ATCC, 2012) 
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4.3.1 KULTUR VON NEURALEN PROGENITORZELLEN (NPC) 
 

4.3.1.1 Präparation von murinen neuralen Progenitorzellen (msNPC) 
Mäuse des Stamms C57BL/6 wurden am Postnataltag 3 mit einer Schere dekapitiert und die 

Köpfe nacheinander in eine mit auf 37 °C äquilibriertem sterilen PBS gefüllte, 100 x 20 mm 

Petrischale überführt. Nach Freilegen des Gehirns wurde es in eine mit auf 37 °C 

äquilibriertem MEM gefüllte 100 x 20 mm Petrischale überführt. Unter dem Binokular 

wurden die Meningen und Blutgefäße entfernt, um bei der späteren Kultivierung der neuralen 

Zellen ein Wachstum von Fibroblasten zu verhindern. Nach der Freipräparation wurde je ein 

Gehirn in ein mit 1 ml MEM gefülltes Reaktionsgefäß überführt und mit der Schere grob 

zerkleinert. Dieser Ansatz wurde mit je 1 ml einer Verdaulösung versetzt. 

Der Gewebeverdau wurde etwa 30 Minuten bei 37 °C durchgeführt. Nach dem 

Gewebeverdau wurde das Gewebe mit einer 1 ml Pipettenspitze titruiert, bis eine 

Einzelzellsuspension entstanden ist. Zum Stoppen des Gewebeverdaus wurde je Gehirn 1 ml 

Ovomucoid-Lösung hinzugefügt. 

Die Einzelzellsuspension wurde in ein mit 9 ml DMEM gefülltes Falcon-Röhrchen überführt 

und fünf Minuten bei 300xg zentrifugiert. Anschließend wurde das überstehende Medium 

vorsichtig abgegossen und das Zellpellet in 1 ml B27 Medium vorsichtig resuspendiert. Die 

Zellsuspensionen aller präparierten Gehirne wurden vereint, um spätere interindividuelle 

Unterschiede zu minimieren. Je präpariertes Gehirn wurde eine mit 20 ml B27 Medium 

gefüllte 100 x 20 mm Petrischalen verwendet. 

 

 

 

4.3.1.2 Proliferationskultur und Passage von Neurosphären 
Humane neurale Progenitorzellen (hNPC) wurden als Einzelzellsuspension aus 

Vollhirnhomogenat von der Firma Lonza erworben. Die NPC wurden in einem Volumen von 

20 ml B27-Medium pro Petrischale (100 x 20 mm) bei 37 °C und 7,5 % CO2 kultiviert. Alle 

zwei bis drei Tage wurde die Hälfte des Mediums ersetzt. Da NPC als dreidimensionale 

Zellaggregate (Neurosphären) kultiviert werden, führt die Proliferation der Zellen zu einer 

Vergrößerung des Durchmessers. Als Proliferationsmedium (B27) der NPC wurden 

Dulbecco´s Modified Eagle Medium und F12 im Verhältnis 3:1 verwendet. Dem wurde 

außerdem 2 % (v/v) B27, die Wachstumsfaktoren EGF und FGF in einer Endkonzentration 

von 20 ng/ml sowie 1 % Penicillin/Streptomycin zugesetzt. 
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Zur Passagierung wurden die Neurosphären mit einem McIllwain Tissue Chopper zerteilt.  

 

Tab. 4.4 Die verwendeten humanen neuralen Progenitorzellen und der Zeitpunkt der Präparation. 
Lotnummer Präparation (Gestationswoche) 
503 16. Woche 
095 19. Woche 
942 18. Woche 

 

 

 

4.3.1.3 Kultivierung von Neurosphären unter differenzierenden Bedingungen 
Die Differenzierungsinitiation von NPC erfolgte durch den Entzug der Wachstumsfaktoren 

auf mit einer Proteinmatrix beschichteten Oberflächen. Die Oberflächen wurden zunächst mit 

einer 100 μg/ml Poly-D-Lysin-Hydrobromid Lösung für eine Stunde bei 37 °C inkubiert. 

Anschließend wurde mit sterilem dH2O gewaschen und eine weitere Stunde mit 10 μg/ml 

Laminin bei 37 °C inkubiert. Dann wurde nochmals mit sterilem dH2O gewaschen. Zur 

Lagerung wurden die Oberflächen mit Calcium- & Magnesium-haltigen PBS überschichtet 

und bis zu sieben Tage mit Parafilm versiegelt bei 4 °C gelagert. Als Differenzierungsmedium 

(N2) der NPC wurden Dulbecco´s Modified Eagle Medium und Ham´s F12 im Verhältnis 3:1 

verwendet. Dem wurde außerdem 1 % (v/v) N2 sowie 1 % Penicillin/Streptomycin zugesetzt. 

Die Differenzierung der Neurosphären erfolgte bei 37°C und 7,5% CO2 über einen dem 

Versuchsdesign entsprechenden Zeitraum. Auch die Anzahl und die Größe ausplattierter 

Neurosphären wurden in Abhängigkeit des Versuchsdesigns gewählt. 

 

 

 

4.3.2 KULTUR VON TUMORZELLLINIEN 
 

4.3.2.1 Revitalisierung kryokonservierter Zelllinien 
Das Aliquot der konservierten Zelllinie wurde aus dem Stickstofftank entnommen und bei 37 

°C schnell aufgetaut. Es wurde unverzüglich in eine vorbereitete Zellkulturflasche mit dem 

entsprechenden Kulturmedium überführt. Am nächsten Tag erfolgte ein Mediumwechsel. 
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4.3.2.2 Kultur und Passage 
Die Kultur der Zellen erfolgte in 175 cm2-Plastikkulturflaschen. Alle zwei bis drei Tage 

wurde das Medium ausgetauscht. Die Kultur wurde bei einer nahezu vollständigen Konfluenz 

passagiert. Dazu wurden die Zellen mit PBS gewaschen, in Trypsin/EDTA abgelöst, 

anschließend in frischem Wachstumsmedium resuspendiert und die gewünschte Zellzahl in 

eine neue Flasche überführt. 

Für Experimente wurden die abgelösten Zellen in Medium aufgenommen, das mit 10 % 

hormonfreiem FCS versetzt war. Die Belastung erfolgte ebenfalls in diesem Medium. 

 

 

 

4.3.2.3 Kryokonservierung von Zelllinien 
Für die Kryokonservierung wurden die Zellen einer konfluenten Kulturflasche (175 cm2), wie 

in Abschnitt 4.3.2.2 beschrieben, vom Flaschenboden abgelöst und in ein Falcon-Röhrchen 

überführt. Dieses wurde mit dem entsprechenden Medium zur Verdünnung des Trypsins auf 

50 ml aufgefüllt. Daraufhin erfolgte bei 300xg das Abzentrifugieren der Zellen. Der 

Überstand wurde verworfen und das Pellet in 6 ml Einfriermedium resuspendiert. Die 

Zellsuspension wurde anschließend in 1,8 ml Portionen in Einfrierröhrchen aliquotiert. Um 

die Zellen langsam einzufrieren, wurden die Röhrchen in einem Einfriergefäß, welches mit 

Isopropanol gefüllt war und dadurch kontrolliert 1 °C pro Minute herunterkühlt, 24 Stunden 

bei -80 °C gelagert. Anschließend wurden sie in flüssigen Stickstoff überführt. 

 

 

 

4.3.3 GENTECHNISCHE MANIPULATION EUKARYOTISCHER ZELLEN 
 
4.3.3.1 4D-Nucleofector™ Technologie 
Die Nukleofektion ist eine Technologie, die auf der Formation von kleinen Poren in der 

Zellmembran beruht. Diese entstehen durch das Anlegen eines kurzen, elektrischen Impulses. 

Dies in Kombination mit zelltyp-spezifischen Transfektionsreagenzien führt zu einer hohen 

Transfektionseffizienz unabhängig von der proliferativen Kapazität. 

Zur Etablierung dieser Technologie unter proliferierenden Bedingungen wurden 400 

proliferierende Neurosphären mit 20 μl Transfektionsmastermix (P3-Lösung + Supplement 1 

[4,5:1] + 0,4 μg pMax-GFP; P3 Primary Cell 4D-Nucleofector® X Kit) versetzt, in ein 16-

well Nucleocuvette® Strip überführt und mit der X-Unit des 4D-Nucleofector™ Systems 
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(Programm DC-104) elektroporiert. 24 Stunden nach Transfektion wurde das GFP-Signal des 

Kontrollplasmids fluoreszenzmikroskopisch überprüft. Unter differenzierenden Bedingungen 

wurden die Neurosphären in ein 24-Well ausplattiert und 72 Stunden differenziert. Im 

Anschluss wurden sie mit 350 μl Transfektionsmastermix (AD1-Lösung + Supplement 1 

[4,5:1] + 17,5 μg pMax-GFP; AD1 4D-Nucleofector™ Y Kit) versetzt und mit der Y-Unit des 

Nucleofector Systems (Programm ER-137) elektroporiert. 24 Stunden nach Transfektion 

wurden die Zellen fixiert, eine Zellkernfärbung durchgeführt (HOECHST, blau) und das GFP- 

bzw. HOECHST-Signal fluoreszenzmikroskopisch überprüft. Zur Durchführung des 

Reportergenassays in humanen, neuralen Progenitorzellen wurden diese nach den zuvor 

beschriebenen Protokollen mit dem Originalvektor pMCC-eGFP bzw. pMCC-eGFP/SorLA-

Promoter (1309 bp/ 631 bp) in Kombination mit pMCC-TagRFP in einem Verhältnis von 5:1 

transfiziert. Dazu wurden unter proliferierenden Bedingungen DNS-Mengen von 0,1 μg für 

die Konstrukte mit pMCC-eGFP-Rückgrat und 0,4 μg für den Kontrollvektor pMCC-TagRFP 

eingesetzt. Unter differenzierenden Bedingungen wurden 3 μg DNS für die eGFP-Konstrukte 

und 12 μg für die Transfektionskontrolle pMCC-TagRFP verwendet. 24 Stunden nach der 

Transfektion wurden die Zellen mit 3 nM T3 und dem entsprechenden Lösemittel behandelt. 

Die GFP- und RFP-Fluoreszenz wurde 48 Stunden nach der Belastung am 

Fluoreszenzmikroskop dokumentiert. 

 

 

 

4.3.3.2 Lipofectamine 
Diese Methode beruht auf der Formation von Liposomen aus im Transfektionsreagenz 

enthaltenen Lipid-Untereinheiten im wässrigen Milieu, die das zu transfizierende Material 

einschließen. Diese Liposomen fusionieren mit der Zellmembran und die darin 

eingeschlossene DNS wird ins Zytoplasma entlassen. Sie wurde zur Kontrolle der 

Knockdown-Effizienz der shRNS-Plasmide (plKO.1-shSorLA) in HEK293-FT Zellen und zur 

Durchführung des Reportergenassays in Caco2 bzw. HepG2 Zellen angewendet.  

Einen Tag vor der Transfektion wurden die Zellen im 6-Well-Format ausplattiert. Die 

gewählte Zellzahl war abhängig von der verwendeten Zelllinie. Pro μg DNS wurden 5 μl 

Plus-Reagenz und 7,5 μl Lipofectamine eingesetzt. Die DNS wurde zunächst in 100 μl 

serumfreiem Medium aufgenommen und die entsprechende Menge an Plus-Reagenz 

hinzugefügt. Dieser Ansatz wurde gut gemischt und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. 

Innerhalb dieses Zeitraums wurde der Lipofectamine Ansatz vorbereitet (100 μl serumfreies 
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Medium + entsprechende Menge Lipofectamine). Dieser wurde durch Vortexen mit dem 

oberen Ansatz gemischt und ebenfalls 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Während 

dieser Inkubationszeit wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und es wurde 800 μl 

serumfreies Medium hinzugefügt. Anschließend erfolgte die Zugabe des 

Transfektionsansatzes. Dieser verblieb drei Stunden auf den Zellen und wurde dann mit 1,5 

ml des entsprechenden Kulturmediums verdünnt. Am nächsten Tag wurde das Medium 

vollständig durch reguläres Medium ersetzt. 

Zur Kontrolle der Knockdown-Effizienz der SorLA-shRNS wurden 3 x 105 Zellen HEK293-

FT Zellen mit 0,8 μg pLKO.1-shSorLA bzw. Kontrollvektor transfiziert. 48 Stunden nach der 

Transfektion wurde die RNS der HEK293-FT Zellen nach Protokoll geerntet und mittels 

quantitativer RT-PCR hinsichtlich der SorLA-Expression untersucht. 

Zur Durchführung des Reportergenassays wurden 4 x 105 Caco2 bzw. 2 x 105 HepG2 Zellen 

mit dem Originalvektor pMCC-eGFP bzw. pMCC-eGFP/SorLA-Promoter in Kombination 

mit pMCC-TagRFP in einem Verhältnis von 5:1 transfiziert. Dazu wurden DNS-Mengen von 

0,4 μg für die Konstrukte mit pMCC-eGFP-Rückgrat und 1,6 μg für den Kontrollvektor 

pMCC-TagRFP eingesetzt. Die Konstrukte pMCC-eGFP/Original, pMCC-eGFP/SorLA-

Promoter (1309 bp) sowie pMCC-eGFP/SorLA-Promoter (631 bp) wurden jeweils mit dem 

Vektor pMCC-TagRFP kombiniert. Vor und nach der Transfektion wurde ausschließlich das 

hormonfreie Medium verwendet. 24 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen mit 30 

nM T3 und dem entsprechenden Lösemittel behandelt. Die GFP und RFP-Fluoreszenz wurde 

48 Stunden nach der Belastung mit Hilfe des Array Scan dokumentiert. 

 

 

 

4.3.3.3 Calcium-Phosphat-Transfektion/Virusproduktion 
Die Calcium-Phosphat-Transfektion basiert auf dem Prinzip, dass DNS an präzipitiertes 

Calciumphosphat bindet. DNS wird in isotonischer Kochsalzlösung mit einer niedrigen 

Phosphat-Konzentration verdünnt und Calciumchlorid wird zugegeben, was zur Bildung eines 

Calciumphosphat-Präzipitats führt. Die DNS kopräzipitiert mit dem Calciumphosphat und 

wenn die resultierende Suspension zu einer Monozellschicht hinzugefügt wird, adsorbiert die 

DNS an die Zellen und wird aufgenommen (Graham und Van der Eb, 1973). Hier wird sie 

eingesetzt um lentivirale Partikel zu erzeugen, die für kleine interferierende RNS (small 

hairpin RNS; shRNS) kodieren, die zur Stilllegung eines spezifischen Gens eingesetzt 

werden. Die shRNS Konstrukte bilden eine Haarnadelstruktur, die aus einem 21 Basenpaar 
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langen Rückgrat und einer 6 Basenpaar langen Schleife besteht. Diese Sequenz ist in den 

lentiviralen Vektor pLKO.1 kloniert. pLKO.1 ist ein HIV basierter lentiviraler Vektor, der zur 

transienten und stabilen Transfektion sowie zur Produktion viraler Partikel in lentiviralen 

Verpackungszelllinien geeignet ist, zudem enthält er eine Puromycin-Resistenz. 

 

Tab. 4.5 Die SorLA-spezifische shRNS. Dargestellt sind die Klon-ID aus der TRC-Datenbank (Open 
Biosystems; http://www.thermoscientificbio.com/EktronTemplates/ProductLayout.aspx?id=17179927389& 
term=SORL1&productId=1961A1D5-D4C1-4A23-A7D0-81D8B30525CB&sourceId=ING:arm) und die in 
dieser Arbeit verwendete Bezeichnung. 

Klon-ID Bezeichnung 
TRCN0000062948 48 
TRCN0000062949 49 
TRCN0000062950 50 
TRCN0000062951 51 
TRCN0000062952 52 

 

Außerdem wurde noch ein für GFP kodierender Lentivirus produziert um die Transduktion 

von hNPC zu etablieren. Zur Virusproduktion wurde die Verpackungszelllinie HEK293FT 

verwendet. Sie ist ein schnellwachsender Klon der parenteralen humanen, embryonalen 

Nierenkarzinomzellen (HEK293), die mit einer Adenovirus Typ-5-DNS immortalisiert 

wurden (Graham et al., 1977). Der Lentivirus wird durch die Kotransfektion des 

Transfervektors und der Verpackungsplasmide pCMV- -pol Expressionsvektor) 

pMD2.G (VSV-G Expressionsvektor) generiert.  

Zur Transfektion der HEK293FT-Zellen wurden an Tag 1 zunächst 10 cm Petrischalen für 20 

min mit Polyornithin beschichtet. Im Anschluss wurden sie einmal mit PBS gewaschen und 5 

x 106 HEK293FT-Zellen pro Kulturschale in 7 ml Medium ausplattiert. An Tag 2 erfolgte die 

Transfektion. Zunächst wurde ein Mediumwechsel (10 ml) durchgeführt.  
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Dann wurde nach dem Protokoll des Calcium-Phosphate-Transfection Kit folgender Ansatz 

pro 10 cm Schale vorbereitet. 

 

  

  

  

 2 

 2O, mischen 

 

 x HeBS unter Vortexen tropfenweise zugeben 

 weitere 5 sek Vortexen  

 

Dieser Ansatz wurde 5 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend tröpfchenweise 

und gleichmäßig über die Schale verteilt. Daraufhin wurde noch durch mehrfache nach vorne 

und hinten bzw. links und rechts Bewegung gemischt. 4 bis 6 Stunden später wurde das 

Medium durch weitere 10 ml ergänzt. Am nächsten Tag (3) wurde das HEK293FT-Medium 

gegen 15 ml des Medium zur Virusernte ausgetauscht. An Tag 4, 5 und 8 wurde der 

Virusüberstand abgenommen und konnte 1 bis 2 Tage  bei 4 °C gelagert werden.  

Im weiteren Verlauf wurde der Virusüberstand für 20 min bei 4750xg und 4 °C zentrifugiert, 

um restliche Zellen und Zelltrümmer zu entfernen, durch einen 0,45  Steril Filter filtriert 

und durch Ultrafiltration mit Centricon Plus-70 Säulen nach Herstelleranweisung 

konzentriert. Bei 7 Ansätzen zur Virusproduktion wurde auf 2 bis 3 ml Endvolumen 

konzentriert, mit dem Medium für die Virusernte auf 10 ml aufgefüllt, in 500 μl Aliquots 

abgefüllt und bei -80 °C gelagert. 

Die Virustiter wurden mit einem das virale Hüllprotein p24 messenden ELISA nach 

Herstellerangaben bestimmt. Dies geschah mit einmal bei -80 °C eingefrorenen Aliquots, da 

diese direkt mit den weiteren gelagerten Aliquots vergleichbar waren. 
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4.3.3.4 Lentivirale Transduktion 
Für die lentivirale Transduktion von Neurosphären wurden diese 2 bis 4 Tage vorher 

gechoppt, um eine homogenere Größenverteilung innerhalb der Proliferationskultur zu 

erhalten. Am Tag der Transduktion (Tag 1) wurden die Neurosphären erneut gechoppt. Diese 

wurden dann in B27 resuspendiert und die Partikelzahl mit der Zählkammer Nageotte 

bestimmt. Zur Berechnung der Partikel pro μl wurde folgende Formel verwendet. 

 

Partikel/(μl)=(gezählte Partikel)/(Fläche*Tiefe*Verdünnung) 

 

Als nächstes wurde nun der Virus vorbereitet. Es wurden 10.000 lentivirale Partikel pro Zelle 

eingesetzt. Das benötigte Virusvolumen wurde mit einer einfachen Konzentration an B27, 

EGF (50 ng/ml Endkonzentration) sowie FGF (20 ng/ml Endkonzentration) versetzt und 

zusätzlich wurde jedem Ansatz 1 μl Polybren hinzugefügt, um die Effizienz der Infektion zu 

erhöhen. Dies wurde nun zu der gewünschten Anzahl an Neurosphären in einem 6-Well 

hinzugegeben und mit dem Transduktionsmedium auf 1 ml Endvolumen aufgefüllt. Nach 4 

Stunden erfolgte die Zugabe von weiteren 4 ml Transduktionsmedium. Am nächsten Tag (Tag 

2) wurden die Zellen abzentrifugiert und mit Standard-Proliferationsmedium in eine 10 cm 

Zellkulturschale überführt. Zur Selektion der nicht transduzierten Zellen wurde dem 

Standardproliferationsmedium an Tag 3 0,25 μg/ml Puromycin zugesetzt. Im Falle der 

lentiviralen Transduktion mit shRNS wurde hier die Knockdown-Effizienz überprüft. Nach 4 

Tagen ist die Selektion abgeschlossen. Die transduzierten Neurosphären werden jedoch 

weiterhin in Selektionsmedium kultiviert. 

 

 

 

4.3.3.5 Adenovirale Transduktion 
Die Infektion mit einem Adenovirus kann sowohl in proliferierenden als auch in 

differenzierenden Neurosphären durchgeführt werden. Die verwendeten Viren kodierten für 

humanes APP und dieses sollte in den humanen NPC überexprimiert werden. Der gesamte 

Versuch wurde in der Arbeitsgruppe von Prof. Sascha Weggen (Institut für Neuropathologie, 

HHU Düsseldorf) mit Unterstützung von Dr. Julia Ness durchgeführt.  

Um unter proliferierenden Bedingungen zu transduzieren wurden 200 Neurosphären gechoppt 

und direkt mit unterschiedlichen Konzentrationen von Adenoviren behandelt. Um den 

Versuch unter differenzierenden Bedingungen durchzuführen wurden die Neurosphären einen 
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Tag vor der Transduktion gechoppt und in einer PDL/Laminin beschichteten 6-Well 

ausplattiert. 4 Stunden nach der Belastung mit den Viren wurde das Medium gewechselt und 

48 Stunden später konnte die Überexpression überprüft werden. 

esamten Versuchszeitraum in 

mit 3 nM T3 bzw. dem entsprechenden Lösungsmittel versetztem Medium gehalten. 

 

 

 

4.4 PROTEINANALYTIK 
 

4.4.1 SDS-PAGE UND WESTERN BLOT ANALYSE 
Das Western-Blotting beschreibt eine Methode, mit Hilfe derer Proteine immunologisch 

nachgewiesen werden. Dafür werden die Proteine zunächst gelelektrophoretisch aufgetrennt 

und anschließend mit Hilfe eines elektrischen Feldes auf eine Membran mit hoher 

Proteinbindekapazität transferiert und immobilisiert. Im Anschluss können die Proteine durch 

spezifische Erstantikörper nachgewiesen werden  

Für die Analyse der Proteine mittels Western Blot wurden zwei unterschiedliche Protokolle 

angewendet.  

Bei der Vorgehensweise ohne Proteinbestimmung wurden je nach Versuchsaufbau 10 bis 20 

Neurosphären ausplattiert. Unter differenzierenden Bedingungen wurde das Medium 

vorsichtig abgenommen und der Lysispuffer in die Wells pipettiert. Das Protein wurde in 25 

μl aufgenommen. Vor dem Beladen des SDS-Gels wurden die Proben bei 4 °C und 20.000xg 

für 10 min abzentrifugiert und der Überstand in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Der 

komplette Ansatz wurde mit 4x Ladepuffer versetzt. 

Nach dem Protokoll mit Proteinbestimmung wurden 1000 Neurosphären unmittelbar nach 

dem Passagieren in einer PDL/Laminin beschichteten 6-Well ausplattiert. Nach dem 

entsprechenden Experiment wurde das Medium vorsichtig abgenommen, einmal mit PBS 

gewaschen und 150 μl Lysispuffer hinzugefügt. Die Zellen wurden mit einem Zellschaber 

abgelöst und das Zelllysats in ein Reaktionsgefäß überführt. Vor der Proteinbestimmung 

wurden die Proben bei 4 °C und 20.000xg für 10 min abzentrifugiert und der Überstand in ein 

neues Reaktionsgefäß überführt. Die Proteinbestimmung wurde mit dem DC Protein Assay 

von Biorad nach dem Protokoll des Microplate Assays durchgeführt. Bei jeder Messung 

wurde eine BSA-Eichreihe mit den Konzentrationen 1,5; 1,2; 0,9; 0,75; 0,6; 0,3; 0,2 und 0 

mg/ml BSA mitgeführt. Es wurden mindestens 2 Verdünnungen in Doppelbestimmung 
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gemessen. Eichreihe sowie Verdünnungen wurden mit dem Lysispuffer hergestellt. Für die 

Analyse wurde folgender Ansatz verwendet. 

 

20 μg Protein 

5 μl 4 x Puffer 

Ad 20 μl dH2O 

 

Vor Beladen des Gels wurden die Proben denaturiert Die Bedingungen der Gelelektrophorese 

wurden in Abhängigkeit zu untersuchenden Proteinen gewählt (Tab. 4.6) 

 

Tab. 4.6 Die Bedingungen für die Elektrophorese der zu untersuchenden Proteine. Dargestellt sind die 
verwendeten Gele, die Bedingungen für die Denaturierung sowie die Parameter für die Elektrophorese. 
Protein Denaturierung Verwendetes Gel Elektrophorese 
SorLA 10 min, 70 °C; 

NuPAGE® LDS 
Sample Buffer 

NuPAGE® (3-8%) 
Tris-Acetate Gel 

150 V, 60 min mit 
NuPAGE® Tris-Acetate 
SDS Running Buffer 

 Dr. Julia Ness (AG Weggen) 
APP 5 min, 90 °C; 4x 

Ladepuffer 
14 % SDS-Page 90 V, 20 min; 130 V 180 

min mit 1x Laufpuffer  

 

Im Anschluss an die Gelektrophorese wurden die Proteine mittels Wet-Blotting auf eine 

PVDF-Membran transferiert. Diese wurde zunächst in Methanol aktiviert und anschließend in 

Transferpuffer eingelegt. Auch die benötigten Fiber Pads, Filterpapiere und das Gel wurden 

vor Transferbeginn in Transferpuffer inkubiert. Für den Transfer wurden ein Fiber Pad, 

gefolgt von einem Filterpapier, dem Gel, der PVDF-Membran, einem weiteren Filterpapier 

und Fiber Pad in einer Gel-Halte-Kassette geschichtet und in die Blotting-Kammer überführt. 

Der Transfer erfolgte für 60 min mit 100 V. Danach wurde die PVDF-Membran mit Ponceau 

S angefärbt, um den Transfer zu überprüfen. Im Falle eines positiven Ergebnisses wurde die 

Membran für 1 Stunde in 5 % Magermilchpulver in TBS-T blockiert. Danach wurde mit der 

Antikörperfärbung begonnen. Die Bedingungen der Erstantikörperfärbung richteten sich nach 

dem nachzuweisenden Protein (Tab. 4.7). Die Zweitantikörperfärbung erfolgte für 1 Stunde 

(Tab. 4.7). Nach jeder Antikörperinkubation wurde die Membran 3 x 10 Minuten in TBS-T 

gewaschen.  
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Tab. 4.7 Die Bedingungen für die Analyse der zu untersuchenden Proteine. Dargestellt sind die verwendeten 
Antikörper sowie die eingesetzte Verdünnung und der Wirt der im Western Blot verwendeten Erst- und 
Zweitantikörper.  
Protein Antikörper Verdünnung Wirt 
SorLA LR11 (1st) 1:1000 in 

Blockierlösung 
Maus 

 IC-16 (1st) Dr. Julia Ness (AG Weggen) 
APP CT-15 (1st) 1:1000 in 

Blockierlösung 
Kaninchen 

 st) 1:50.000 in 
Blockierlösung 

Maus 

Glycerinaldehyd-3-
phosphat-
Dehydrogenase 

GAPDH (1st) 1:100.000 in 
Blockierlösung 

Maus 

 Anti-Rabbit-IgG (2nd; HRP-
gekoppelt) 

1:5000 in 
Blockierlösung 

Esel 

 Anti-Mouse-IgG (2nd; HRP-
gekoppelt) 

1:5000 in 
Blockierlösung 

Schaf 

 

Nach dem letzten Waschschritt wurde die Membran 5 min mit dem ECL Plus Reagenz 

inkubiert. Die Detektion der spezifischen Banden beruht auf der an die Zweitantikörper 

gekoppelten Meerrettichperoxidase, welche die Oxidation des im Detektionsreagenz 

enthaltenen Luminol in Gegenwart von Wasserstoffperoxid in alkalischem Milieu katalysiert. 

Luminol geht so in einem angeregten Zustand über und fällt unter Abgabe von Licht in den 

Ausgangszustand zurück. Die Abgabe des Lichts wird auf einem Röntgenfilm detektiert. Die 

Zeitspanne, für die der Röntgenfilm exponiert wird, kann stark variieren und richtet sich nach 

der Bandenintensität. 

Zur Quantifizierung der Banden wurden die exponierten Röntgenfilme eingescannt, die Farbe 

in Graustufen umgewandelt und mit dem Programm ImageJ densitometrisch ausgewertet, 

wobei für die Quantifizierung ein Abgleich gegen eine Ladekontrolle (Tab. 4.7) durchgeführt 

wurde.  
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4.4.2 AMYLOID-ß ELISA 
Der ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) ist ein Antikörper basiertes 

Nachweisverfahren. Das nachzuweisende Antigen wird über einen spezifischen Erstantikörper 

an eine Mikrotiterplatte gebunden. Durch die Zugabe eines enzymgekoppelten 

Zweitantikörpers und eines Substrats für dieses, kommt es zu einer enzymatischen 

Farbreaktion, deren Absorption gemessen wird.  

für 12 bzw. 24 Stunden unter der Behandlung T3 und der entsprechenden Kontrolle in 1 ml 

N2-Medium diff -Nachweis wurden 

unterschiedliche Versuchsdesigns verwendet, die im Folgenden aufgelistet sind: 

 

 Ernte des Überstands und des Proteins nach 12 Stunden 

 Ernte des Überstands und des Proteins nach 24 Stunden 

 Ernte des Überstands nach 12 Stunden, erneute Belastung, Ernte des Überstands nach 

weiteren 12 Stunden und Ernte des Proteins 

 

Das Zelllysat und die Zellkulturüberstände wurden für 10 min bei 4 °C mit 20.000xg 

abzentrifugiert, um feste Bestandteile zu pelletieren, und in neue Reaktionsgefäße überführt. 

-Gehalt 

42-Nachweises 

mittels der 3 kDa Cut-off Säulen nach dem Protokoll des Herstellers auf 100 μl konzentriert 

und das vollständige Volumen im ELISA (1-42) FL verwendet. Für den ELISA (1-x) wurden 

100 μl des Überstandes eingesetzt. Bis zur Verwendung wurden die Zelllysate bei -20 °C 

gelagert und die Überstände bei -80 °C. 

Der ELISA (1-x) bzw. (1-42) FL wurde exakt nach den Angaben des Herstellers 

durchgeführt. 
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4.4.3 FLUORESZENZMIKROSKOPIE 
Das Prinzip der Fluoreszenzmikroskopie basiert auf der Filterung sehr hellen Lichts, so dass 

nur die Anregungswellenlänge eines bestimmten Fluorophors den Filter durchtritt und so das 

Präparat anregt. Das im Präparat enthaltene Fluorophor absorbiert das Licht einer bestimmten 

Wellenlänge und geht in einen angeregten Zustand über. Anschließend wird die 

Anregungsenergie wieder abgegeben und das Fluorophor fällt in seinen Grundzustand zurück. 

Die dabei abgegebene Strahlung durchtritt erneut einen Filter, den Emissionsfilter. So wird 

nur das emittierte Licht zum Auge bzw. zur Kamera geleitet. Durch das Einsetzen 

unterschiedlicher Filter ist es möglich, mehrere unterschiedliche Fluorophore in einem 

Präparat zu detektieren. 

Um die Fluoreszenz innerhalb des Reportergenassays zu detektieren, wurden die transfizierten 

Zellen mit den Wellenlängen 488 nm für grüne Fluoreszenz, 546 nm für rote Fluoreszenz und 

358 nm für blaue Fluoreszenz, falls eine Nuklei-Färbung mit HOECHST durchgeführt wurde, 

angeregt. Wichtig hierbei war, dass in den unterschiedlichen Belastungen innerhalb eines 

Versuchs immer mit der gleichen Belichtungszeit gemessen wurde. Dies galt sowohl für die 

Bilddokumentation am Fluoreszenzmikroskop wie auch am Arrayscan. 
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5 ERGEBNISSE 
 

5.1 DIE CHARAKTERISIERUNG DER MODELLSYSTEME 
Innerhalb dieser Arbeit wird der Frage nachgegangen, ob und wie das Schilddrüsenhormon 

T3 SorLA reguliert und somit präventiv auf die Prozessierung des Amyloid-Vorläuferproteins 

zum amyloidogenen A  wirkt. Die Voraussetzungen für diese in vitro Untersuchungen sind, 

dass (i) in den genutzten Zellkulturen die Genprodukte der APP-Prozessierung vorhanden 

sind sowie die APP-Prozessierung funktionell ist und (ii) die Zellen in der Lage sind auf T3 

zu reagieren. Dies wurde in drei verschiedenen Zellmodellen untersucht. Zum einen in 

humanen, neuralen Progenitorzellen (hNPC), welche in 3D Kulturen wachsen und die humane 

Neurogenese in vitro abbilden, da sie als neurale Progenitorzellen proliferieren und nach 

Wachstumsfaktorentzug zu Neuronen und zu Gliazellen (Astrozyten/Oligodendrozyten) 

differenzieren (Abb. 4.1 A-D). Diese Kulturen repräsentieren somit als organotypische 

Kulturen einen Teil der normalen Physiologie des Gehirns (Moors et al., 2009). Solche 

Zellmodelle haben jedoch die Nachteile, dass sie sehr teuer, aufwendig in der Kultur und 

limitiert an zur Verfügung stehendem Material sind. Daher wurden in dieser Arbeit zusätzlich 

zwei Tumorzelllinien mit in die Untersuchungen einbezogen, die preislich wesentlich 

günstiger und zudem unlimitiert in der Menge des Materials sind. Daher wurden die 

Neuroblastom Tumorzelllinie SH-SY5Y, die neuronalen Ursprungs ist (Abb. 4.1 E & F) 

sowie die Glioblastomzelllinie A172 (Abb. 4.1 G & H) auf oben genannte Eigenschaften hin 

untersucht.  

Für die Entstehung der Alzheimerschen Erkrankung ist die Prozessierung des APP 

- - -Sekretase 

beteiligt. Daher ist es zur Bearbeitung der Fragestellung essentiell, dass das für die AD 

kritische Protein APP und die an seiner Prozessierung beteiligten Enzyme in den 

Zellmodellen vorhanden sind. Um dies zu untersuchen wurde die mRNS-Expression der Gene 

von Interesse durch quantitative RT-PCR untersucht. Die Express - Sekretase wurde 

über die im Hirn am stärksten exprimierte Isoform ADAM10 bestimmt. Außerdem wurden 

-Sekretasen BACE1/2 sowie die der katalytischen 

Untereinheit PSEN der aus einem Multiproteinkomplex bestehende -Sekretase quantifiziert 

(Abb. 5.1).  
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Abb. 5.1 Die Expression der für die AD kritischen Gene. Die Expression der Gene wurde in den Kontrollen 
aus Abb. 5.3 (hNPC, SH-SY5Y, A172) analysiert. Die Genkopienzahlen wurden mittels quantitativer RT-PCR 

-Aktin abgeglichen. Alle Daten sind aufgetragen als Mittelwert ± SEM von 3 unabhängigen 
Experimenten. n. d.: nicht detektierbar. 
 
Alle Zellmodelle weisen in etwa den gleichen APP-Gehalt auf, der sich im Mittel zwischen 

-Aktin-Transkripten in der Tumorzelllinie A172 und 710 Kopien pro 

-Aktin in den SH-SY5Y bewegt. ADAM 10, BACE1 und die katalytische 

-Sekretase sind in den A172 und den hNPC in etwa gleich verteilt. Der 

mRNS- -Aktin. Im 

Vergleich dazu ist die Expression von ADAM 10 in den SH-SY5Y 2,1- bis 3,6-fach und von 

BACE1 2,7 bis 3,2-fach erhöht. BACE2 erreicht in den A172 das gleiche Expressionsniveau 

wie die anderen Sekretasen, ist jedoch in den SH-SY5Y gar nicht und in den Primärzellen 

ungefähr zehnfach niedriger exprimiert. Bis hierhin zeigt dies, dass alle Zellmodelle die für 

die Prozessierung des Amyloid-Vorläuferproteins zum amyloidogenen A  notwendige 

Enzymausstattung enthalten.  

Ebenso wesentlich für die Untersuchung der Fragestellung, ob das Schilddrüsenhormon 

 kann, ist eine 

funktionelle THR-Maschinerie der Zellmodelle. Deshalb wurde die Expression der 

Schilddrüsenhormonrezeptoren ebenfalls quantifiziert (Abb. 5.2). 
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Abb. 5.2 Die Expression der Schilddrüsenhormonrezeptoren. Die Expression der Rezeptoren wurde in den 
Kontrollen der Abb. 5.3 (hNPC, SH-SY5Y, A172) analysiert. Die Genkopienzahlen wurden mittels quantitativer 
RT- -Aktin abgeglichen. Alle Daten sind aufgetragen als Mittelwert ± SEM von 3 
unabhängigen Experimenten. n. d.: nicht detektierbar. 
 
Die humanen neura -Aktin den 

-Gehalt auf. Die SH-SY5Y exprimieren in etwa die Hälfte und die A172 ein 

- -Aktin 

in den Primärzellen und den SH-SY5Y, in der Glioblastomzelllinie ist dieser Rezeptor mittels 

quantitativer RT-PCR nicht nachweisbar (Abb. 5.2).  

Da T3 schon in Vorarbeiten der Arbeitsgruppe im Rahmen von Microarrayuntersuchungen als 

positiver Modulator von SorLA in neuralen Progenitorzellen des Menschen identifiziert 

worden ist, besteht durch die Analyse der Thyroidhormonrezeptoren die Möglichkeit, dass es 

sich um einen THR-abhängigen Prozess handelt. Ob das Expressionsmuster der 

Thyroidhormonrezeptoren Rückschlüsse auf die T3-abhängige Induktion von SorLA liefert, 

wurde durch weitere quantitative RT-PCRs analysiert (Abb. 5.3 A). 
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Abb. 5.3 Die T3-abhängige Regulation von SorLA. (A) Differenzierende humane und murine NPC sowie SH-
SY5Y und A172 wurden für 24 Std. mit 0,3, 3 und 30 nM T3 sowie dem Lösemittel 0,01% EtOH/HCl 
behandelt. Die Genkopienzahlen wurden mittels quantitativer RT- -Aktin abgeglichen. 
Alle Daten sind aufgetragen als Mittelwert ± SEM von 3-12 unabhängigen Experimenten. Innerhalb der 
Experimente mit den hNPC wurden 3 verschiedene Individuen getestet (Tab. 4.4). (B) Behandlung wie unter (A) 
beschrieben. Die Zelllysate wurden mittels Western Blot Analyse hinsichtlich der SorLA-Expression untersucht. 
Zur Quantifizierung wurde eine densitometrische Analyse der SorLA- -
Tubulin abgeglichen. Alle Daten sind aufgetragen als Vielfaches der EtOH/HCl-Kontrolle. (C) Differenzierende 
hNPC wurden für 12, 18 und 24 Std. mit 3 nM T3 sowie dem Lösemittel 0,01% EtOH/HCl behandelt. Die 
Genkopienzahlen wurden mittels quantitativer  RT- -Aktin abgeglichen. Alle Daten sind 
aufgetragen als Mittelwert ± SEM von 3 unabhängigen Experimenten. (D) Behandlung wie unter (C) 
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beschrieben. Auswertung wie unter (B) beschrieben, jedoch wurde zum Proteinabgleich GAPDH verwendet. * 
p-  
 

Im Gegensatz zu neuralen Primärzellen der Maus und des Menschen ist SorLA in den 

Tumorzelllinien SH-SY5Y und A172 bei T3-Konzentrationen von 0,3 bis 30 nM und einer 

Belastungszeit von 24 Stunden auf mRNS-Ebene nicht induzierbar. Dabei ist in 

Progenitorzellen der Maus SorLA signifikant um das 3,5-fache induziert (0,3 und 3 nM T3; 

Abb. 5.3 A), in hNPC steigern die Konzentrationen 0,3, 3 und 30 nM T3 die SorLA-

Expression signifikant um das 2,7- bis 4-fache (Abb. 5.3 A, C). Diese Induktion ist außerdem 

unabhängig vom verwendeten Individuum und wurde auf Proteinebene bestätigt. Die 

densitometrische Auswertung ergab eine 1,5- bis 2-fache Steigerung der SorLA-

Proteinexpression bei verschiedenen T3-Konzentrationen über 24 Stunden (Abb. 5.3 B). Die 

Evaluierung des zeitlichen Verlaufs der SorLA-Expression von 12 bis 24 Stunden bei einer 

Belastung mit 3 nM T3 erbrachte eine stabile Induktion von SorLA auf mRNS und Protein-

Ebene. Die SorLA mRNS-Expression ist vierfach und der Protein-Gehalt bis zu zweifach 

gegenüber der Kontrolle erhöht (Abb. 5.3 C, D).  

Ob Thyroidhormonrezeptoren an der SorLA-Induktion durch T3 beteiligt sind, konnte durch 

diese Versuche nicht geklärt werden. Da jedoch keine der beiden Tumorzelllinien in der Lage 

ist, SorLA durch T3 aufzuregulieren, habe ich die folgenden Untersuchungen zum protektiven 

Effekt des T3 auf die APP-Prozessierung und zur Identifizierung des Mechanismus der T3-

abhängigen Aufregulation von SorLA ausschließlich in den humanen neuralen 

Progenitorzellen durchgeführt. 
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5.2 UNTERSUCHUNG DES PROTEKTIVEN EFFEKTS VON T3 AUF DIE APP-
PROZESSIERUNG 

 

5.2.1 T3 REDUZIERT DIE BILDUNG DES FÜR DIE AD PATHOGNOMONISCHEN Aß 
Für den Beweis, dass T3 einen protektiven Effekt auf die APP-Prozessierung hat, musste 

n, wurden hNPC zur Überexpression von APP 

adenoviral transduziert (Abb. 5.4). Diese Versuche wurden in Kooperation mit Prof. Sascha 

Weggen (Institut für Neuropathologie, HHU Düsseldorf) durchgeführt. 

 

Abb. 5.4 Die adenovirale Überexpression von APP in proliferierenden und differenzierenden hNPC. 48 
Stunden nach Transduktion wurden die hNPC Lysate (20 μg Protein/Spur) mittels Western Blot Analyse 
hinsichtlich der APP-Expression unter Verwendung eines APP-spezifische Antikörpers untersucht. Ein GAPDH-
spezifischer Antikörper wurde als Ladekontrolle verwendet. Zur Quantifizierung wurde eine densitometrische 
Analyse der APP-Signale durchgeführt und diese auf GAPDH abgeglichen. Alle Daten sind aufgetragen als 
Vielfaches der nicht transduzierten hNPC. 
 

In proliferierenden Neurosphären steigern schon 50 infektiöse Partikel die APP-Expression 

um das 20-fache. Es folgt ein nahezu linearer Anstieg bis zu 250 infektiösen Partikeln mit 

einer Steigerung der Expression um das 57-fache. Darauf folgt eine Sättigung mit einem nur 

noch leichten Anstieg auf das 65-fache bei einer Behandlung mit 500 und das 70-fache bei 

1000 infektiösen Partikeln. In differenzierenden hNPC ist erst bei 100 infektiösen Partikeln 
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pro Zelle eine relevante Steigerung der APP-Expression (27-fach) zu verzeichnen. Der 

Einsatz von 250 infektiösen Partikeln führt zu einem Anstieg auf das 48-fache. Danach flacht 

auch hier die Kurve ab. Die APP-Expression erhöht sich insgesamt auf das 75-fache.  

Die adenovirale Transduktion hat sich als effiziente Methode zur Überexpression von 

Proteinen in proliferierenden und differenzierenden hNPC erwiesen (Abb. 5.4). Jedoch liegt 

die übertragende DNS episomal vor und wird nicht in das Wirtsgenom integriert (Harui et al., 

1999). Es ist also lediglich eine transiente Infektion der Wirtszelle möglich. Zudem bleibt eine 

basale Replikation des Virus-Rückgrats bestehen, was zytotoxisch auf die Wirtszelle wirkt 

(Shenk, 1996). Daher eignet sich die adenovirale Transduktion lediglich für Kurzversuche, 

jedoch mit einer sehr effizienten Expression des Transgens. 

n Effekts von 

Zellkulturüberständen nachgewiesen werden. Dazu diente zum einem die Methode des 

 

 

Abb. 5.5 Der 24 Stunden differenzierende hNPC 
wurden adenoviral mit APP bzw. einem Kontrollvektor (CV) transduziert (250 infektiöse Partikel). Im 
Anschluss wurden sie für 48 Std. mit 3 nM T3 sowie dem Lösemittel 0,01% EtOH/HCl behandelt. Die 
Zellkulturüberstände wurden mittels Western Blot Analyse (Dr. Julia Ness, AG Weggen, HHU Düsseldorf) 
hinsichtlich des Gesamt- unter Verwendung eines -spezifischen Antikörpers untersucht. (B) Behandlung 
wie unter (A). Die Zellkulturüberstände wurden mittels ELISA hinsichtlich des Gesamt- -x) untersucht. Der 

-Gehalt wurde auf die Proteinkonzentration im Zelllysat der entsprechenden Proben normalisiert. 
 

Zunächst habe ich Western Blo

-Fragment, sondern auch das durch die 

Überexpression, die durch die Erhöhung des sAPP -Gehalts im Vergleich zum 
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hNPC. Die Positivkontrolle, die a

Signal (Abb. 5.5 berständen zu quantifizieren, habe ich die 

gleichen Proben in einem ELISA analysiert. Während die Überstände der mit Kontrollvektor 

- -Gehalt der 

APP-überexprimierenden hNPC Überstände über dem Detektionsmaximum (Abb. 5.5 B). 

 

Aus diesem Grund wurde als Standardmethode der ELISA in nicht gentechnisch-

manipulierten hNPC etabliert und der protektive Effekt von Trijodthyronin auf die 

untersucht (Abb. 5.6). 

 

Abb. 5.6  (A) Differenzierende hNPC 
wurden für 24 Std. mit 0,3, 3 und 30 nM T3 sowie dem Lösemittel 0,01 % EtOH/HCl behandelt. Die 
Zellkulturüberstände wurden mittels ELISA hinsichtlich des Gesamt- -x) untersucht. (B) Differenzierende 
hNPC wurden für 12 und 24 Std. (h = Std.) mit 3 nM T3 sowie dem Lösemittel 0,01 % EtOH/HCl behandelt. 
Die Zellkulturüberstände wurden mittels ELISA hinsichtlich des Gesamt- 42 (1-x, 1-42) untersucht. 
(A) & (B) -Gehalt wurde auf die Proteinkonzentration im Zelllysat der entsprechenden Proben 
normalisiert.  
 

Der ELISA (1- -Spezies (1-42, 1-40, 1-38, 1-28) detektiert bei 

einer 24-stündigen Behandlung mit 0,3 bzw. 3 nM T3 eine Abnahme des Gesamt-

30 Prozent. Durch einen T3-Stimulus von 30 nM wurde eine Reduktion des Gesamt-

50 Prozent erreicht (Abb. 5.6 A). Da jedoch in der Pathologie der Alzheimerschen 

42 42-

spezifischen ELISA die Wirkung von T3 auf die APP- 42 analysiert 

(Abb. 5.6 B). Dazu wurde eine T3 Konzentration von 3 nM verwendet. Nach 12 Stunden ist 

-Gehalt durch die T3-Belastung von 3,5 auf 2,8 pg/mg Protein reduziert, was einer 

Abnahme um 20 Prozent entspricht. Nach 24 Stunden liegt eine Reduktion um 30 Prozent 
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42-Gehalt in der Kontrolle 16,8 pg/mg Protein und verringerte sich 

unter Belastung auf 11,9. Dies entspricht exakt der prozentualen Verringerung des Gesamt-

-Belastung.  

Somit konnte ich zeigen, dass T3 tatsächlich die Prozessierung des APP zum für die AD 

Progression der AD wirkt. Nun stellte sich die Frage, auf welchem Mechanismus dieser 

protektive Effekt beruht. So zeigten Studien in der Maus, dass T3 die APP-Expression 

reduziert (O'Barr et al., 2006). Dies habe ich nun in den hNPC auf transkriptioneller sowie 

translationaler Ebene überprüft (Abb. 5.6 A, B). 

 

Abb. 5.7 Der protektive Effekt des T3 auf die APP-Prozessierung ist unabhängig von der APP-Expression. 
(A) Differenzierende hNPC wurden für 12, 18 und 24 Std. mit 3 nM T3 sowie dem Lösemittel 0,01 % 
EtOH/HCl behandelt. Die Genkopienzahlen von APP wurden mittels quantitativer  RT- -
Aktin abgeglichen. Alle Daten sind aufgetragen als Mittelwert ± SEM von 3-6 unabhängigen Experimenten. (B) 
Behandlung wie unter (A) beschrieben. Die Zelllysate wurden mittels Western Blot Analyse hinsichtlich der 
APP-Expression untersucht. Zur Quantifizierung wurde eine densitometrische Analyse der APP-Signale 
durchgeführt und diese auf GAPDH abgeglichen. Alle Daten sind aufgetragen als Mittelwert ± SEM von 4 
unabhängigen Experimenten. 
 
Die APP-mRNS Expression schwankt über einen Zeitraum von 12 bis 24 Stunden zwischen 

-Aktin. Zu keinem der Zeitpunkte besteht ein 

Unterschied in der APP-Expression zwischen der Lösemittelkontrolle und der T3-Belastung 

(Abb. 5.7 A). Dies spiegelt sich auch auf Proteinebene wieder. Hier ist zudem der APP-Gehalt 

zwischen den verschiedenen Zeitpunkten konstant (Abb. 5.7 B). Somit zeigt sich, dass der 

protektive Effekt des Schilddrüsenhormons unabhängig von der APP-Expression ist. Als 

letzten Schritt galt es nun, zu verifizieren, dass der protektive Effekt des 

Schilddrüsenhormons auf die APP-Prozessierung und die T3-abhängige Induktion von SorLA 

kausal zusammenhängen. 
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5.2.2 DER PROTEKTIVE EFFEKT VON T3 AUF DIE APP-PROZESSIERUNG IST 
ABHÄNGIG VON SORLA 

Um die funktionelle Signifikanz der T3-abhängigen SorLA-Induktion innerhalb der APP-

Prozessierung zu verifizieren, wurde nun ein lentiviraler Knockdown mittels shRNS 

angestrebt. Dazu musste zunächst die lentivirale Transduktion der hNPC etabliert werden. 

(Abb. 5.8). 

 

Abb. 5.8 Die Etablierung der lentiviralen Transduktion. Das Flussdiagramm zeigt die kritischen Faktoren 
innerhalb dieser Methode. Pinkfarben sind die unerwünschten Effekte und Grün der etablierte Faktor innerhalb 
der Methode. Des Weiteren ist eine lentivirale Transduktion der hNPC mit GFP dargestellt. 
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der Expression des GFP 48 Stunden nach Transduktion (200x 
Vergrößerung, in Zusammenarbeit mit Janette Schuwald). 
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Da die Expression eines Fluoreszenzmarkers eine einfache und zuverlässige 

Nachweismethode der Transfektionseffizienz darstellt, wurde mit Hilfe des GFP die 

lentivirale Transduktion in hNPC etabliert. Dazu musste zunächst die Virusproduktion 

etabliert werden. Ein kritischer Punkt hierbei war die Wahl des Mediums. Das 

Standardkulturmedium der Verpackungszelllinie enthält fötales Kälberserum. Wurde der 

Virus darin produziert, initiierte dies die Differenzierung von nahezu allen in der 

Transduktion eingesetzten hNPC und eine weitere Kultivierung war nicht möglich. Der 

Versuch den Virus im Proliferationsmedium der hNPC zu produzieren schlug fehl, es konnten 

keine ausreichenden Virustiter erreicht werden. Schließlich stellte sich heraus, dass eine 

effiziente Virusproduktion mit der Grundkomponenten des Proliferationsmediums 

(DMEM/F12, 3:1) möglich ist. Während der Transduktion der hNPC wurden diesem dann die 

anderen Komponenten des hNPC-Proliferationsmediums zugesetzt, doch auch dies führte zur 

Differenzierung von etwa 50 Prozent der eingesetzten hNPC. Die Gründe dafür sind 

unbekannt. Da jedoch die Proliferation der hNPC dosisabhängig dem Wachstumsfaktor EGF 

unterworfen ist (Moors et al., 2009), verhindert der kurzeitige Einsatz von mehr EGF die 

Differenzierung der hNPC nahezu vollständig. 

Neben der Transduktionseffizienz ist jedoch die Knockdown-Effizienz essentiell. Diese hängt 

zum einen von den infektiösen, viralen Partikeln (  Units, TU) und zum anderen 

vom Verhältnis der viralen Partikel zur eingesetzten Zellzahl ab. Zellzahl und eingesetzte 

Menge infektiöser Partikel sollten deshalb konstant sein. 

Durch einen ELISA zur Quantifizierung des Virushüllproteins p24 wird der Gesamt-

Virusgehalt, der sich aus infektiösen, nicht-infektiösen und zerfallenden Viruspartikeln 

zusammensetzt, bestimmt (Marozsan et al., 2004). 1 TU entspricht demnach 100 bis 1000 

viralen Partikeln und die Bestimmung des funktionellen Titers kann nur über eine Titration 

erfolgen. Diese ergab, dass im Falle der hNPC 10.000 virale Partikel pro Zelle einzusetzen 

sind.  

Zu Beginn der Etablierung wurden die Neurosphären per Hand sortiert. Hier stellte sich 

jedoch heraus, dass bei großen Ansätzen von ca. 3000 Neurosphären die Abweichungen in der 

Transduktionseffizienz, verursacht durch eine schwankende Zellzahl, und damit der Verlust 

an hNPC während der Selektion, sehr hoch waren. Optimiert wurde dies durch die 

Etablierung einer Zählkammer (Nageotte). Diese weist eine Kammertiefe von 0,5 mm auf und 

ist deshalb geeignet, um Neurosphären zu zählen. Der Verlust an Neurosphären während der 

Selektion ist dadurch erheblich verbessert worden. Ein optimales Ergebnis könnte jedoch 

durch einen automatisierten Sortiervorgang mittels einem speziell auf große Partikel 
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ausgerichtetem Durchflusszytometer (complex object parametric analyzer and sorter, COPAS 

Plus, Union Biometrica Inc.) erreicht werden (Gassmann et al., 2012). 

Kritische Punkte innerhalb dieser Methode waren also das Medium, in dem der Virus 

produziert wurde, die einzusetzende Virusmenge im Verhältnis zur einzusetzenden Zellzahl 

der hNPC, die Größe der eingesetzten hNPC, das Medium während der Transduktion und den 

24 Stunden danach, sowie die Selektion. Nach Etablierung all dieser Faktoren erbrachte die 

Transduktion mit dem GFP eine sehr hohe Transduktionseffizienz (Abb. 5.8) und es konnte 

mit der Testung der SorLA-shRNS auf ihre Knockdown-Effizienz begonnen werden (Abb. 

5.9).  

 

Abb. 5.9 Die Etablierung des lentiviralen SorLA-Knockdown. (A) HEK293-FT Zellen wurden eingesät und 
24 Stunden später mittels Lipofectamine mit den SorLA-shRNS (48 bis 52) und dem entsprechenden 
Kontrollvektor (CV) transfiziert. Weitere 24 Stunden später wurde Knockdown der einzelnen shRNS-Plasmide 
überprüft. Die Genkopienzahlen von SorLA wurden mittels quantitativer RT- -Aktin 
abgeglichen. Alle Daten sind aufgetragen als Mittelwert ± min/max einer Doppelbestimmung. (B) hNPC wurden 
mit den SorLA-shRNS 49 und 51 transduziert. Nach Abschluss der Selektion wurden differenzierende hNPC für 
18 Std. mit 3 nM T3 sowie dem Lösemittel 0,01 % EtOH/HCl behandelt. Die Genkopienzahlen von SorLA 
wurden mittels quantitativer RT- -Aktin abgeglichen. Alle Daten sind aufgetragen als 
Mittelwert ± Standardabweichung eines Triplikats. 
 

Die verwendeten shRNS stammten aus der TRC-Bibliothek (The RNAi Consortium, Open 

Biosystems), einer gemeinsamen Forschungsanstrengung universitärer Institute und 

internationaler Organisationen. Das Ziel der TRC ist es lentivirale shRNA Bibliotheken mit 

mehreren Konstrukten pro Gen zu erstellen, die 15.000 Zielgene des Menschen und der Maus 

erfassen. Die TRC prognostiziert, dass 1 oder 2 aus den 4 bis 5 Konstrukten pro Gen 

voraussichtlich mindestens 70 Prozent Knockdown-Effizienz zeigen (Thermo Fisher Scientific 

Inc, 2009). Für die SorLA shRNS-Konstrukte konnte ich dies bestätigen (Abb. 5.9). HEK293-

FT Zellen wurden transient mit fünf verschiedenen SorLA-shRNS und dem Kontrollplasmid 

CV-shRNS transfiziert. Außerdem wurden nicht transfizierte Zellen als zusätzliche Kontrolle 
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mitgeführt. Die CV-shRNS Zellen unterschieden sich in ihrer SorLA Expression nicht 

wesentlich von den nicht transfizierten Zellen. Im Gegensatz dazu hemmten die fünf SorLA-

shRNS die SorLA Expression unterschiedlich stark. Die shRNS 49 und 51 wiesen dabei die 

größte Knockdown-Effizienz auf. Im Vergleich zum Kontrollplasmid reduzierten sie die 

SorLA- -Aktin auf 8 (shRNS 49) und 10 (shRNS 

51). Dies entspricht einem Knockdown von 65 bzw. 57 Prozent (Abb. 5.9 A). Diese shRNS 

wurden nun hinsichtlich ihrer Hemmung der T3-abhängigen Induktion von SorLA in hNPC 

getestet. Hier zeigte sich, dass, obwohl die shRNS 49 die größte Knockdown-Effizienz in den 

HEK293-FT Zellen hatte, ihr inhibitorischer Effekt auf die T3-induzierte Aufregulation von 

SorLA lediglich 30 Prozent betrug, wohingegen die shRNS 51 diese um 50 Prozent hemmte 

(Abb. 5.9 B). Zur Untersuchung, ob der protektive Effekt des T3 direkt mit der Aufregulation 

von SorLA verknüpft ist, wurde daher die shRNS 51 verwendet (Abb. 5.10). 

 

Abb. 5.10 Der protektive Effekt von T3 auf die APP-Prozessierung ist abhängig von SorLA (A) Mit 
Kontroll- bzw. SorLA-shRNS transduzierte hNPCs wurden für 24 Std. differenziert und über diesen Zeitraum 
mit 3 nM T3 sowie dem Lösemittel 0,01 % EtOH/HCl behandelt. Die Zellkulturüberstände wurden alle 12 
Stunden abgenommen und durch neues Belastungsmedium ersetzt. Anschließend wurden sie mittels ELISA 

42- -Gehalt wurde auf die Proteinkonzentration im Zelllysat der 
entsprechenden Proben normalisiert. (B) Behandlung wie unter (A). Die Zelllysate wurden mittels Western Blot 
Analyse hinsichtlich der SorLA-Expression untersucht. Zur Quantifizierung wurde eine densitometrische 
Analyse der SorLA-Signale durchgeführt und diese auf GAPDH abgeglichen (n = 1) 
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Die Überstände der SorLA-shRNS sowie CV-shRNS transduzierten hNPC wurden zum A -

Nachweis in den A  42 beträgt nach 12 Stunden T3-

Behandlung in den mit der CV-shRNS transduzierten Neurosphären 50 Prozent, in den mit 

der SorLA-shRNS sind es lediglich 30 Prozent verglichen mit der Lösemittelkontrolle. Nach 

42-Gehalts 

von 30 Prozent in den mit der CV-shRNS transduzierten hNPC und eine Steigerung (1,3-fach) 

42 in den Neurosphären mit einer verminderten SorLA-Expression (Abb. 5.10 A). Die 

Western Blot Analyse des entsprechenden Zelllysats zeigt, dass die Transduktion der shRNS 

die Expression des SorLA-Proteins reduziert. Sowohl die basale Expression von SorLA als 

auch die durch T3-induzierte sind im Vergleich zu der jeweiligen Behandlung der Kontroll-

hNPC um 20 Prozent vermindert (Abb. 5.10 B). 

Da die durch T3- 42 in den mit SorLA-shRNS transduzierten 

Zellen nach 12 Stunden vermindert und nach 24 Stunden nicht vorhanden ist, deuten diese 

präliminären Daten darauf hin, dass der protektive Effekt des Schilddrüsenhormons auf die 

APP-Prozessierung und die T3-abhängige Induktion von SorLA tatsächlich kausal 

zusammenhängen. 
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5.3 UNTERSUCHUNG DES MECHANISMUS DER T3-ABHÄNGIGEN 

AUFREGULATION VON SORLA 
 

5.3.1 DIE SORLA-INDUKTION IST ABHÄNGIG VON TRANSLATIONSPROZESSEN 
Um mehr über den molekularen Mechanismus der T3-abhängigen SorLA-Induktion 

herauszufinden, habe ich zunächst untersucht, ob es sich um einen direkten oder indirekten 

Signalweg handelt. Dazu wurde der Translationsinhibitor Cycloheximid (CHX) verwendet 

(Abb. 5.11). Sollte der Translationsinhibitor die T3-abhängige SorLA-Induktion hemmen, 

liegt eine indirekte Regulation vor. Wesentlich für diese Experimente war die Etablierung 

einer Positivkontrolle, die die Wirkung des T3-Stimulus verifiziert. In diesem Fall habe ich 

das T3-regulierte Gen Hairless gewählt (Thompson, 1996). Wie in der Literatur bereits 

beschrieben, wird Hairless im Gehirn durch T3 direkt über den T  reguliert (Ramos und 

Weiss, 2006).  

 

Abb. 5.11 Die SorLA-Induktion ist abhängig von Translationsprozessen. Differenzierte hNPC wurden für 
12, 18 und 24 Std. mit 3 nM T3 und 25 μM CHX sowie dem entsprechenden Lösemittel (0,01 % EtOH/HCl + 
0,1 % DMSO) behandelt. Die Genkopienzahlen von SorLA und Hairless wurden mittels quantitativer RT-PCR 

-Aktin abgeglichen. Gezeigt sind die Daten der T3- sowie der Ko-Behandlung mit T3 und 
CHX als Mittelwert ± SEM des Vielfachen der Kontrolle dreier unabhängiger Experimente. * p-
signifikante Hemmung gegenüber der T3-Behandlung. 
 

Die Exposition der NPC gegenüber 3 nM T3 führte zu einer 4,9-fachen, 3,5-fachen und 3,3-

fachen Induktion von SorLA nach 12, 18 und 24 Stunden. Diese wird durch die Ko-Belastung 

von T3 mit CHX nach 12 Stunden auf 50 Prozent und nach 18 und 24 Stunden auf 

Kontrollniveau und 80 Prozent des Kontrollniveaus reduziert. Die T3-abhängige Regulation 

des Kontrollgens Hairless ist dagegen nach 12 und 18 Stunden nicht beeinflusst. Nach 24 

Stunden führt die Ko-Behandlung zu einer 3,8-fachen Steigerung der Induktion, was auf eine 
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Superinduktion hindeutet. Dieses Phänomen kann - beispielsweise wegen verhinderter 

Translation von Repressormolekülen - durch eine verlängerte und stabilisierte Expression der 

schnell-regulierten Gene ausgelöst werden (Lau und Nathans, 1987; Haarmann-Stemmann et 

al., 2007). Da die Induktion von Hairless im Gegensatz zu der von SorLA nicht gehemmt, 

sondern sogar gesteigert ist, ist es naheliegend, dass diese beiden T3-abhängigen Gene durch 

unterschiedliche molekulare Mechanismen reguliert werden.  

Für die Induktion von SorLA wird im Gegensatz zu Hairless Proteinbiosynthese benötigt. Da 

BDNF (brain- ) kürzlich als Induktor von SorLA in der Maus in 

vivo und in vitro beschrieben wurde (Rohe et al., 2009), stellt dieser neurotrophe Faktor einen 

möglichen Kandidaten innerhalb der Signalkaskade dar, der zur T3-induzierten 

Genexpression von humanem SorLA führen könnte. T3 induziert SorLA nach 12 Stunden 

vierfach (Abb. 5.3 C), daher wäre mit einer T3-abhängigen BDNF-Induktion vor dem 

Zeitpunkt von 4 Stunden zu rechnen. Aus diesem Grund wurde die BDNF-mRNS nach 2, 4, 6 

und 8 Stunden quantifiziert (Abb. 5.12 A). 

 

Abb. 5.12 Die Induktion von SorLA ist unabhängig von BDNF. (A) Differenzierte hNPCs wurden für 2, 4, 6 
und 8 Std. mit 3 nM T3 sowie dem Lösemittel 0,01 % EtOH/HCl behandelt. Die Genkopienzahlen wurden 
mittels quantitativer RT-PCR bestimmt -Aktin abgeglichen. Alle Daten sind aufgetragen als Mittelwert 
± SEM dreier unabhängiger Experimente. (B) Differenzierte hNPC wurden für 6 und 24 Std. mit 15 und 150 
ng/ml BDNF sowie 3 nM T3 und der entsprechenden Lösemittelkontrolle (0,1 % BSA in dH2O bzw. 0,01 % 
EtOH/HCl) behandelt. Die Genkopienzahlen wurden mittels quantitativer RT- -Aktin 
abgeglichen. Alle Daten sind aufgetragen als Mittelwert ± SEM (Vielfaches der Kontrolle) von 3 unabhängigen 
Experimenten. * p- 5. 
 

Eine Exposition der NPC mit 3 nM T3 beeinflusste die BDNF mRNS-Expression von 2 bis 8 

Stunden jedoch nicht. (Abb. 5.12 A). Dies deutet daraufhin, dass auch die T3-abhängige 

Induktion von SorLA unabhängig von BDNF verläuft. Um jedoch vollständig auszuschließen, 

dass BDNF an der Induktion von SorLA beteiligt ist, wurden die hNPC außerdem mit 15 und 

150 ng/ml BDNF belastet. Die physiologische Konzentration im Serum von Primaten beträgt 

etwa 18 ± 7,9 ng/ml (Mori et al., 2003). BDNF beinflusste die SorLA-Induktion nicht. Im 
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Gegensatz dazu induziert T3, welches als Kontrolle mitgeführt wurde, nach 6 Stunden die 

SorLA mRNS zweifach und nach 24 Stunden fünffach (Abb. 5.12 B). Die Möglichkeit, dass 

BDNF an der Aufregulation von SorLA beteiligt ist, ist somit ausgeschlossen, da T3 weder 

BDNF induziert (Abb. 5.12 A) noch die Belastung mit BDNF eine Induktion von SorLA 

hervorruft (Abb. 5.12 B). 

 

 

 

5.3.2 ANALYSE DES SORLA-PROMOTERS 
Um den molekularen Mechanismus der T3-abhängigen SorLA-Induktion weiter zu 

untersuchen, habe ich mich als Nächstes mit dem SorLA-Promoter beschäftigt. Zunächst 

wurde dieser hinsichtlich putativer Thyroidhormon responsiver Elemente (TRE) mit der 

Software TFBind analysiert. Innerhalb der ersten 2000 bp wurden 10 putative TRE ermittelt 

(Kap. 11, SorLA-Promoter Sequenz). Im Falle einer genomischen Regulation interagiert T3 

mit dem Thyroidhormonrezeptor, welcher an TRE im SorLA-Promotor bindet, oder schon 

gebunden ist, und die Transkription moduliert. Deshalb sollten die ersten 2000 bp des SorLA-

Promoters in einen Reportergenvektor (pMCC-eGFP, Kooperation mit Prof. Fritz Boege, 

Zentralinstitut für Klinische Chemie und Laboratoriumsdiagnostik, HHU Düsseldorf) kloniert 

werden (Abb. 5.13), um damit den Mechanismus der T3-abhängigen Regulation von SorLA 

aufzuklären.  
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Abb. 5.13 Das Klonierungsschema der SorLA-Promoter-Konstrukte. (A) Mit Ethidiumbromid versetzte, 1 
%-ige Agarosegele der amplifizierten SorLA-Promoter-Fragmente (2000, 1309 und 631 bp) und des 
Längenstandards (Marker XVI, Roche). Die aus dem Gel eluierten Amplikons sind mit pinkfarbenen Pfeilen 
markiert. Diese wurden in den pUC18-Vektor kloniert. (B) Gezeigt sind die ausgewählten Bereiche des humanen 
SorLA-Promotors mit jeweiliger Basenpaar-Länge. Die Kästen stellen schematisch die putativen TRE-
Sequenzen dar, welche mit TFBind ermittelt wurden. Die Restriktionsenzyme ClaI und XhoI markieren die über 
PCR eingefügten Schnittstellen. (C) Mit Ethidiumbromid versetzte, 1 %-ige Agarosegele der mittels ClaI und 
XhoI aus pUC18 geschnittenen SorLA-Promoter-Fragmente (1309 und 631 bp) und des Längenstandards 
(Marker XVI, Roche). Der linearisierte pUC18-Vektor ist mit einem grauen Pfeil gekennzeichnet. Die aus dem 
Gel eluierten Fragmente sind mit pinkfarbenen Pfeilen markiert. Diese wurden über die Schnittstellen ClaI und 
XhoI in den Vektor pMCC-eGFP kloniert. (D) Schematische Darstellung der in pUC18 klonierten SorLA-
Promoter-Konstrukte. (E) Testverdau der pMCC-eGFP/SorLA-Promoter-Konstrukte. Mit Ethidiumbromid 
versetzte, 1 %-ige Agarosegele der mittels ClaI und XhoI aus pMCC-eGFP geschnittenen SorLA-Promoter-
Fragmente (1309 und 631 bp) und des Längenstandards (Marker X, Roche). Die SorLA-Promoter-Fragmente 
sind mit pinkfarbenen Pfeilen markiert. Der linearisierte pMCC-eGFP ist mit einem grauen Pfeil gekennzeichnet. 
(F) Schematische Darstellung der in pMCC-eGFP klonierten SorLA-Promoter-Konstrukte. 
 

Um schon früh eingrenzen zu können, welche der TRE funktional sind, wurden die ersten 

2000 bp noch zweimal unterteilt, woraus die Konstruktlängen von 2000, 1309 und 631 bp 

resultieren. Diese wurden mittels konventioneller PCR amplifiziert (Abb. 5.13 A). Außerdem 



Ergebnisse 

86 

wurden durch die PCR je eine ClaI-Schnittstelle am 3‘-Ende und je eine XhoI-Schnittstelle 

am 5‘-Ende eingefügt (Abb. 5.13 B). Die PCR-Fragmente wurden anschließend über eine 

Eco53kI-Schnittstelle (blunt-end) in den pUC18-Vektor ligiert (Abb. 5.13 D). Dies gelang 

jedoch nur mit den Konstrukten der Längen 1309 und 631 bp (Abb. 5.13 C). 

Vor der Verwendung für weitere Klonierungsschritte wurden diese zunächst mittels 

Sequenzierung auf ihre Richtigkeit überprüft. Die fehlerfreien Konstrukte wurden in den 

Expressionsvektor pMCC-eGFP kloniert (Abb. 5.13 E, F). Dazu wurde aus dem 

Originalvektor der CMV-Promoter mittels eines Restriktionsverdaus mit den Enzymen ClaI 

und XhoI entfernt und durch den SorLA-Promoter ersetzt. Die Promoter-Fragmente wurden 

ebenfalls mit den Enzymen ClaI und XhoI aus pUC18 ausgeschnitten (Abb. 5.13 C) und im 

Folgenden in den pMCC-eGFP Vektor umkloniert (Abb. 5.13 F). Dieser Schritt wurde 

nochmals durch eine Restriktion des Promoters aus dem pMCC-Rückgrat überprüft (Abb. 

5.13 E). 

Nach Abschluss der Klonierung konnten die Konstrukte für das Reportergen-Assay 

verwendet werden. Dazu wurden die Zelllinien Caco2 und HepG2 gewählt, da diese eine 

funktionelle T3-Signaltransduktion besitzen (Theriault et al., 1992; Matosin-Matekalo et al., 

1998). Zusätzlich wurde ein zweiter Fluoreszenz-Vektor (pMCC-TagRFP, Kooperation mit 

Prof. Fritz Boege) als Transfektionskontrolle in den Versuch integriert. Um die Funktionalität 

der Ko-Transfektion zu überprüfen und als Maß für die Intensität der grünen Fluoreszenz, 

wurde neben den Promoter-Konstrukten außerdem der Original-eGFP-Vektor in Kombination 

mit pMCC-RFP in einem Verhältnis von 1:5 transfiziert. In den Kontrollvektoren pMCC-

eGFP bzw. -RFP wird die Expression der Reportergene über einen CMV-Promoter reguliert.  
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Abb. 5.14 Die Transfektion der SorLA-Promoter-Konstrukte in CaCo2 und HepG2 Zellen. 4 x 105 Caco2 
und 2 x 105 HepG2 Zellen wurden in Medium mit hormonfreiem FCS eingesät und 24 Stunden später mittels 
Lipofectamine transfiziert. Weitere 24 Stunden später wurden die Zellen mit 30 nM T3 (T3) und der 
entsprechenden Lösemittelkontrolle 0,01 % EtOH/HCl (K) belastet. Die GFP und RFP-Fluoreszenz wurde 48 
Stunden nach der Belastung mit Hilfe des Array Scan dokumentiert. Das erste Bild zeigt die RFP-Fluoreszenz-
(rot), das zweite die GFP-Fluoreszenz (grün) und das dritte Bild zeigt eine mit Adobe Photoshop generierte 
Überlagerung der Farbebenen (gelb). Dargestellt sind exemplarische Bilder der jeweiligen Belastungen. (A) 
Transfektion der Kontrollvektoren pMCC-eGFP und -RFP. Die Expression der Fluoreszenzproteine wird durch 
einen CMV-Promoter reguliert. (B) Transfektion des pMCC-eGFP/SorLA-Promoter-Konstrukts (1309 bp) und 
des Kontrollvektors pMCC-TagRFP. (C) Transfektion des pMCC-eGFP/SorLA-Promoter-Konstrukts (631 bp) 
und des Kontrollvektors pMCC-TagRFP. 
 

Durch die transiente Transfektion der Kontrollvektoren pMCC-eGFP und -RFP in die 

Zelllinien HepG2 und CaCo2 konnte ich zunächst zeigen, dass die Ko-Transfektion 

methodisch funktioniert. 72 Stunden nach der Transfektion war eine deutliche eGFP- bzw. 

RFP-Fluoreszenz sichtbar (Abb. 5.14 A). Auch die Ko-Transfektion des pMCC-RFP und der 

SorLA-Promoter-Konstrukte verlief positiv, da basale Reporterexpression präsent war (Abb. 
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5.14 B [K], C [K]). Allerdings war weder in dem 1309 bp langen Promoter-Konstrukt (Abb. 

5.14 B) noch in dem der Länge 631 bp (Abb. 5.14 C) ein Unterschied in der eGFP-Expression 

zwischen der Lösemittelkontrolle und der T3-Belastung detektierbar. Dies zeigt somit, dass 

die klonierten Konstrukte funktionell sind, aber keine der beiden Zelllinien mit einer 

Erhöhung der Reportergen-Expression auf den T3-Stimulus reagiert. 

Parallel zu diesen Experimenten wurde die Transfektion der hNPC durch das 4D-

Nucleofector™ System etabliert. Durch Elektroporation wird hier Fremd-DNS in 

eukaryotische Zellen eingebracht. Das System ist sowohl für proliferierende als auch für 

differenzierende NPC geeignet. Zur Etablierung wurde der von Lonza zur Verfügung gestellte 

Vektor pMAX-GFP verwendet (Abb. 5.15 A, B). 

 

Abb. 5.15 Die Etablierung des 4D-Nucleofector™ Systems. (A) 400 proliferierende Neurosphären wurden mit 
Transfektionsmastermix (P3-Lösung + Supplement 1 [4,5:1] + 0,4 μg pMax-GFP; P3 Primary Cell 4D-
Nucleofector® X Kit) versetzt, in ein 16-well Nucleocuvette® Strip überführt und mit der X-Unit des 
Nucleofector Systems (Programm DC-104) elektroporiert. 24 Stunden nach Transfektion wurde das GFP-Signal 
fluoreszenzmikroskopisch überprüft (200x Vergrößerung). (B) 150 Neurosphären wurden in ein 24-Well 
ausplattiert und 72 Stunden differenziert. Im Anschluss wurden sie mit 350 μl Transfektionsmastermix (AD1-
Lösung + Supplement 1 [4,5:1] + 17,5 μg pMax-GFP; AD1 4D-Nucleofector™ Y Kit) versetzt und mit der Y-
Unit des Nucleofector Systems (Programm ER-137) elektroporiert. 24 Stunden nach Transfektion wurden die 
Zellen fixiert, eine Zellkernfärbung durchgeführt (HOECHST, blau) und das GFP- bzw. HOECHST-Signal 
fluoreszenzmikroskopisch überprüft (200x Vergrößerung). (C) 400 proliferierende Neurosphären wurden mit 20 
μl Transfektionsmastermix (P3-Lösung + Supplement 1 [4,5:1] 0,1 μg pMCC-GFP + 0,4 μg pMCC-TagRFP) 
versetzt, in ein 16-well Nucleocuvette® Strip überführt und mit der Y-Unit des Nucleofector Systems 
(Programm DC-104) elektroporiert. 24 Stunden nach Transfektion wurden das GFP- und RFP-Signal 
fluoreszenzmikroskopisch überprüft. Gezeigt sind außerdem eine Durchlichtaufnahme sowie die Überlagerung 
(200x Vergrößerung). (D) 150 Neurosphären wurden in ein 24-Well ausplattiert und 72 Stunden differenziert. Im 
Anschluss wurden sie mit 350 μl Transfektionsmastermix (AD1-Lösung + Supplement 1 [4,5:1] + 3 μg pMCC-
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GFP + 12 μg pMCC-TagRFP; AD1 4D-Nucleofector™ Y Kit) versetzt und mit der Y-Unit des Nucleofector 
Systems (Programm ER-137) elektroporiert. 24 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen fixiert, eine 
Zellkernfärbung durchgeführt (HOECHST, blau) und das GFP-, RFP- bzw. HOECHST-Signal 
fluoreszenzmikroskopisch überprüft. Gezeigt sind außerdem eine Durchlichtaufnahme sowie die Überlagerung 
(400x Vergrößerung). 
 

Obwohl mit dem pMax-GFP (Kontrollvektor der Firma Lonza) eine sehr gute 

Transfektionseffizienz erreicht wurde (Abb. 5.15 A, B), war es nicht möglich, dies mit den 

pMCC-Vektoren zu reproduzieren. Exemplarisch ist hier die Transfektion der Vektoren mit 

den CMV-regulierten Fluoreszenzproteinen gezeigt. Diese erbrachte weder unter 

proliferativen noch unter differenzierenden Bedingungen ein Fluoreszenz-Signal (Abb. 5.15 

C, D). Eine Untersuchung der T3-abhängigen Aktivierung der Transkription durch den 

SorLA-Promoter in hNPC konnte somit nicht durchgeführt werden. 

Zusammenfassend konnte ich also nachweisen, dass die Aufregulation von SorLA durch 

einen translationsabhängigen Prozess gesteuert wird, die präzisen zugrundeliegenden 

molekularen Mechanismen bleiben Gegenstand zukünftiger Untersuchungen. 
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6 DISKUSSION 
 
6.1 DIE CHARAKTERISIERUNG DER IN VITRO MODELLSYSTEME 
Innerhalb dieser Arbeit wurde untersucht, ob eine Aufregulierung des Sortilinrezeptors SorLA 

durch das Schilddrüsenhormon T3 zu einer Verminderung der Prozessierung von APP zum 

pathogenen A  führt. Für diese Untersuchungen war es essentiell, ein in vitro System zu 

verwenden, welches profizient in der APP Prozessierung sowie im T3 Signalweg ist. 

Primärzellen des Menschen werden heutzutage generell als die bevorzugteren Zellsysteme 

angesehen, da sie humane Signalwege besser konservieren als Zellen des Nagers, welche eben 

Nager Signalwege in vitro abbilden (Abbott et al., 1999; Gassmann et al., 2010). Diese 

Aussage ist jedoch nicht allgemeingültig, sondern sicherlich stark vom untersuchten 

Signalweg abhängig. Wesentliche Limitierungen der Nutzung humaner Primärzellen sind 

zudem Kosten und Menge des vorhandenen Materials. Im Rahmen dieser Arbeit wurden auch 

Tumorzelllinien in die Untersuchungen mit einbezogen, da solche wesentlich günstiger sind 

und Zellmaterial in großen Mengen zu generieren ist. Aus diesem Grund wurden hNPC, SH-

SY5Y und A172 Zellen auf ihre Eignung zur Beantwortung der oben genannten Fragestellung 

untersucht. Humane NPC wachsen als 3D Kulturen in Neurosphären, bilden die humane 

Neurogenese (Progenitorzellproliferation, -migration und -differenzierung; Abb. 4.1 A-D) in 

vitro ab und repräsentieren somit als organotypische Kulturen einen Teil der Physiologie des 

Gehirns (Fritsche et al., 2005; Moors et al., 2007; Moors et al., 2009; Moors et al., 2010; 

Tegenge et al., 2011; Fritsche et al., 2011). Unter Wachstumsfaktorentzug differenzieren sie 

zu Neuronen und zu Gliazellen (Astrozyten/Oligodendrozyten) und bilden die phänotypischen 

Marker dieser Zelltypen aus (Abb. 4.1 C & D; Breier et al., 2010). Im Gegensatz zu dieser 

organotypischen Mischkultur der verschiedenen Hirnzelltypen exprimieren die 

Tumorzelllinien neuronalen (SH-SY5Y, Abb. 4.1 F) und glialen Ursprungs (A172, Abb. 4.1 

H) ähnlich der NPC die für die jeweiligen Ursprungsgewebe phänotypischen Marker DCX 

und GFAP (Gil und Kang, 2008; Abcam, 2009). Um mit Hilfe dieser Modellsysteme die 

Frage zu beantworten, ob das Schilddrüsenhormon Trijodthyronin präventiv auf die 

Prozessierung des Amyloid-Vorläuferproteins zum amyloidogenen A  und somit auf die 

Pathogenese der Alzheimerschen Erkrankung wirkt, musste zunächst sichergestellt werden, 

dass die obengenannten Modellsysteme alle für diese Fragestellung notwendigen Gene 

exprimieren. Dazu gehören das Amyloid- - -

-Sekretase PSEN sowie die 



Diskussion 

91 

Schilddrüsenhormonrezeptoren -abhängige Induktion von 

SorLA essentiell zur Beantwortung der Frage.  

Northern Blot Analysen der APP-mRNS zeigten, dass APP in nahezu allen Geweben 

vorhanden ist. Dabei ist die Expression im Gehirn im Vergleich zu anderen Organen 

besonders hoch (Tanzi et al., 1987). Physiologisch nimmt die Isoform APP695 den größten 

Teil des im Hirn gebildeten APP ein, während die längeren Splice-Varianten eher in anderen 

peripheren Geweben vorkommen (Mita et al., 1989; Tanaka et al., 1989). In den im Rahmen 

dieser Arbeit gewählten Zellmodellen, den hNPC, SH-SY5Y sowie A172 Zellen, war das 

APP exprimiert (Abb. 5.1). Zur quantitativen RT-PCR Analyse wurde ein Primerpaar 

verwendet, das alle Splice-Varianten des APP detektiert. Eine Differenzierung zwischen den 

unterschiedlichen Splice-Varianten konnte mit diesem Primer demnach nicht durchgeführt 

werden. In Gehirnen der Ratte wurden Neuronen im Gegensatz zu Gliazellen als Hauptort der 

APP-Synthese identifiziert (Mita et al., 1989). Dies ließ sich in meinen Analysen mit den 

verwendeten Modellen nicht bestätigen. Die hNPC als organotypische Mischkultur, welche 

nach Differenzierung aus ca. 10 Prozent neuronalen Zellen bestehen, die SH-SY5Y 

neuronalen Ursprungs wie auch die A172 glialen Ursprungs wiesen sehr ähnliche APP-

Gehalte auf. Wesentliche Unterschiede zwischen den Arbeiten in den Gehirnen der Ratte 

(Mita et al., 1989) und diesen Untersuchungen bestehen darin, dass diese hier verwendeten 

Modelle (i) in vitro Arbeiten sind, (ii) aus einer unterschiedlichen Spezies, nämlich dem 

Menschen, stammen, (iii) im Falle der hNPC es fetale und keine adulten Zellen sind und (iv) 

die Zelllinien betreffend es Tumorzellen sind, die nur eingeschränkt die Physiologie des 

Ursprunggewebes repräsentieren. Daher ist der Vergleich mit den Ergebnissen von Mita et al. 

(1989) nur eingeschränkt möglich.  

Neben dem APP exprimierten alle drei Zellmodelle die drei für die APP-Prozessierung 

-Sekretase Aktivität wurden die 

Mitglieder der Disintegrin- und Metalloprotease Familie ADAM9, 10 und 17 identifiziert 

(Buxbaum et al., 1998; Koike et al., 1999; Lammich et al., 1999). Da ADAM10 die im Hirn 

am stärksten exprimierte und die in Neuronen physiologisch relevante Isoform zur 

(Chantry und Glynn, 1990; Esch et al., 1990; 

Howard et al., 1996; Kuhn et al., 2010), wurde die Expression dieser Isoform in allen drei 

Zellmodellen, hNPC, A172 und SH-SY5Y, nachgewiesen (Abb. 5.1). Frühere Arbeiten 

fanden ebenfalls ADAM10- -Sekretase- -Sekretase-

n A172-Zellen (Tanabe et al., 2007). Das 

ADAM10-Protein wurde ebenfalls in SH-SY5Y detektiert (Hogl et al., 2011; Colombo et al., 
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2012). Das Vorhandensein von ADAM10 in hNPC war zu erwarten, da ADAM10 essentiell 

für die Entwicklung des murinen Gehirns ist (Jorissen et al., 2010).Dessen Expression in 

A172 und SH-SY5Y spiegelt ebenfalls die Literatur wider.   

-Sekretase sind mehrere homologe Proteine (BACE1/2) identifiziert worden 

(Yan et al., 1999; Vassar et al., 1999; Farzan et al., 2000). Beide Enzyme werden in neuralen 

Geweben exprimiert, BACE2 allerdings auf einem niedrigeren Niveau als BACE1 und 

vorwiegend in Gliazellen (Bennett et al., 2000; Laird et al., 2005). Auch in den in dieser 

Arbeit untersuchten Zellmodellen fand sich eine zehnfach höhere BACE2-mRNS-Expression 

in Glioblastom-Zellen verglichen mit hNPC und SH-SY5Y Zellen. Im Gegensatz dazu liegen 

die BACE1-Kopienzahlen in allen untersuchten Zellmodellen in einem ähnlichen Bereich 

(Abb. 5.1). In aus embryonalen Stammzellen differenzierten hNPC sowie SH-SY5Y konnte 

das BACE1-Protein durch Western Blot Analysen detektiert werden (Porayette et al., 2009; 

Li et al., 2011), in situ Hybridisierungen zeigten eine Ko-Expression von BACE1 und APP 

ausschließlich in kortikalen Neuronen des Menschen sowie der Maus (Marcinkiewicz und 

Seidah, 2000). Um in den Ko-Kulturen der NPC die exakte Zelltyp-spezifische Expression zu 

erfassen, müssten immunzytochemische Untersuchungen durchgeführt werden, die allerdings 

über den Inhalt dieser Arbeit hinausgehen. 

Expressionsstudien zur quantitativen Erfassung von APP, ADAM10 und BACE1 mRNS im 

menschlichen Kortex demonstrierten, dass im direkten Vergleich die Expression von APP am 

höchsten ist, gefolgt von BACE1 und ADAM10 (Marcinkiewicz und Seidah, 2000). In den in 

dieser Arbeit untersuchten Zellmodellen wird das APP ebenfalls am stärksten exprimiert, 

BACE1 und ADAM10 unterscheiden sich jedoch nicht in der Höhe ihrer Expression (Abb. 

5.1). Das mag entweder daran liegen, dass es sich bei den untersuchten Zellmodellen 

ausschließlich um in vitro Modelle handelt, oder an der Tatsache, dass die untersuchten Zellen 

kein normales adultes Gewebe repräsentieren.  

-Sekretase wies in allen drei Zellmodellen eine 

ähnliche hohe Expression auf (Abb. 5.1). Schon in einer kürzlich erschienenen Arbeit wurde 

PSEN in SH-SY5Y Zellen auf Proteinebene nachgewiesen (Xiong et al., 2011), während dazu 

keine Untersuchungen in den A172-Zellen beschrieben sind. Für die hNPC war eine 

subst -Sekretase Expression zu erwarten, da auch in vivo PSEN eine wichtige Rolle 

in der neuralen Entwicklung und der adulten Neurogenese spielt (Yang et al., 2000; Wen et 

al., 2002; Gadadhar et al., 2011) und es scheint, als ob NPC die in vivo exprimierten 

Signalwege auch in vitro konservieren könnten (Moors et al., 2007; Moors et al., 2010; 

Gassmann et al., 2010). Dies bestätigen die Beobachtungen zur physiologischen Funktion von 
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APP in der frühen Embryogenese in humanen embryonalen Stammzellen sowie neuralen 

Progenitorzellen, in welchen die Sekretasen exprimiert und deren Funktionalität durch den 

(Porayette et al., 2009). 

Zusammenfassend entspricht also die Expression des APP sowie die Expression der 

Sekretasen in den hNPC weitestgehend der in vivo Situation im Gehirn. Abweichend ist 

lediglich, dass ADAM10 und BACE1 das gleiche Expressionslevel aufweisen. Die SH-SY5Y 

scheinen ebenfalls mit der in vivo Situation vergleichbar zu sein. Dagegen entspricht die APP-

Expression in den A172 möglicherweise nicht dem physiologischen Bild, da diese trotz 

glialen Ursprungs einen mit den SH-SY5Y und hNPC vergleichbaren Gehalt an APP 

aufweisen, der Hauptort der APP-Synthese jedoch in Zellen neuronalen Ursprungs liegt. 

Ebenso wesentlich für die Untersuchung der Fragestellung dieser Arbeit ist eine funktionelle 

THR-Maschinerie der Zellmodelle. Eine Voraussetzung dafür ist die Expression dieser 

Rezeptoren. Quantitative RT-PCR Analysen ergaben, dass hNPC und SH-SY5Y Zellen beide 

THR-Isotypen, nämlich THR  und THR , exprimieren. Die Expression des 

in den hNPC hundertfach und in den SH-SY5Y zehnfach höher verglichen mit der Expression 

-Isoform. In der Glioblastom- -Variante 

exprimiert (Abb. 5.2). Wegen eines Mangels an funktionierenden Antikörpern konnte dies im 

Rahmen dieser Arbeit auf Proteinebene nicht bestätigt werden. In vivo werden beide, THR  

und – , 

die prädominante Isoform (Bradley et al., 1992). 

während des Fötalstadiums signifikant höher als exprimiert, dessen Expression im 

adulten Gehirn jedoch stark zunimmt. (Chan et al., 2002)

neuronalen Differenzierung wurde zudem in embryonalen Stammzellkulturen mechanistisch 

aufgeklärt (Liu et al., 2002). Auch zwischen den verschiedenen Hirnzelltypen unterscheiden 

sich die THR-Isoformexpressionen. Primäre astrogliale Zellen der Ratte besitzen keine 

-mRNS (Leonard et al., 1994). Auch diese Zelltyp-Spezifität ließ sich im Rahmen 

dieser Arbeit wegen des bereits oben erwähnten Mangels an funktionierenden humanen THR 

Antikörpern nicht untersuchen. Somit entsprechen die THR Expressionen der untersuchten in 

vitro Systeme denen des sich entwickelnden Gehirns. Ob auch adulte NPC des Menschen, die 

sich im Hippokampus befinden und für die regenerative Kapazität des adulten Gehirns 

verantwortlich sind (Eriksson et al., 1998), THR-Isoformen in diesem THR /  Verhältnis 

exprimieren ist derzeit nicht bekannt, in adulten NPC der Ratte, ist jedoch -Isoform 

prädominant (Desouza et al., 2005).  
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Da zumindest der THR  in allen untersuchten in vitro Systemen detektiert wurde, war eine 

Induktion von SorLA durch T3 in diesen Systemen zunächst zu erwarten. Die quantitative 

Bestimmung der T3-abhängigen SorLA mRNS zeigte jedoch, dass SorLA nur in neuralen 

Primärzellen des Menschen und der Maus durch T3 induzierbar ist (Abb. 5.3), nicht aber in 

immortalisierten neuralen Tumorzelllinien (Abb. 5.3 A). Die Expressionsmuster der THR 

lassen somit keinen Rückschluss auf die Induktion von SorLA durch T3 zu. Dies war der erste 

Hinweis, dass SorLA durch T3 nicht über den ‚klassischen’, THR-abhängigen Weg 

(zusammengefasst in Horn und Heuer, 2010) reguliert wird. Diese Annahme wird von 

Rezeptorbindungsstudien in SH-SY5Y Zellen unterstützt: die identifizierten 4500-4800 

Rezeptormoleküle pro Zelle interagieren mit T3, wobei die spezifische THR Isoform in dieser 

Studie nicht untersucht wurde (Goya und Timiras, 1991).  

Ob die Glioblastomzellen eine funktionelle THR-Maschinerie ausbilden ist bisher noch nicht 

beschrieben. Dass die Differenzierung von NPC durch T3 moduliert wird, wurde in unserer 

Arbeitsgruppe untersucht. In vitro beeinflusst T3 die Migration und die Differenzierung 

humaner neuraler Progenitorzellen: unter T3-Behandlung nimmt zum Einen der 

Progenitorzellmarker Nestin ab und zum Anderen wird die Differenzierung zu 

Oligodendrozyten induziert (Fritsche et al., 2005; Schreiber et al., 2010). Unter T3-Mangel in 

vivo kommt es so während der Hirnentwicklung zu massiven Störungen der Neurogenese und 

der Differenzierung im zerebralen Kortex (zusammengefasst in Koibuchi und Chin, 2000), 

aber auch die adulte Neurogenese ist vom Thyroidhormon abhängig. In hypothyroiden 

Mäusen ist die Migration von Zellen entlang des RMS (rostral migratory stream) inhibiert 

und die Anzahl von Zellen mit proliferativer Kapazität in der subventrikulären Zone reduziert 

(Lemkine et al., 2005). Auch für das durch T3 regulierte SorLA ist eine Beteiligung an 

Entwicklungsprozessen von NPC möglich, da es sowohl im differenzierenden Nervensystem 

als auch in Hirnarealen des adulten Nervensystems, in denen Zellen aus der proliferativen 

Zone migrieren, hoch exprimiert ist. Auch in Subpopulationen unreifer Neurone findet sich 

verstärkte SorLA-Expression, was diese Annahme unterstützt (Hermans-Borgmeyer et al., 

1998).  

Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass nur die humanen NPC, nicht aber die 

Tumorzelllinien geeignet sind, die T3-abhängige SorLA-Induktion und die möglicherweise 

daraus resultierende veränderte Prozessierung des APP zum amyloidogenen A  zu 

untersuchen.  
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6.2 SCHILDDRÜSENHORMON UND DIE ALZHEIMERSCHE ERKRANKUNG 
Seit langem ist bekannt, dass Hypothyreoidismus die Symptome einer Demenz verursachen 

kann (zusammengefasst in Dugbartey, 1998). Kürzlich fand zudem eine epidemiologische 

Studie, dass in der Zerebrospinalflüssigkeit von euthyreoten Patienten mit AD die 

Konzentration von Gesamt-T3 erniedrigt und die des inhibitorischen rT3 erhöht war 

(Sampaolo et al., 2005). Außerdem zeigten post-mortem Untersuchungen des präfrontalen 

Kortex, dass in Hirnen von Patienten mit AD gegenüber denen ohne AD ein signifikant 

niedrigerer T3-Gehalt vorliegt (Davis et al., 2008). Dies weist darauf hin, dass trotz 

euthyreoten Blutwerten ein T3-Mangel im Liquor cerebrospinalis möglicherweise kausal an 

der Entstehung der AD beteiligt sein könnte. Die molekularen Mechanismen, die hinter der 

protektiven Wirkung von T3 auf die AD stehen, sind weitestgehend unbekannt. Daher wurde 

im Rahmen dieser Arbeit ein in vitro Modell etabliert, welches die Möglichkeit bietet, die 

Effekte sowie die zu Grunde liegenden Mechanismen von T3 auf die APP Prozessierung zu 

untersuchen.  

Zur Erfassung der funktionellen Bedeutung von T3 auf die APP-Prozessierung wurden die 

aus der enzymatischen Proteolyse hervorgehenden Spaltprodukte (Gesamt- 42) mittels 

ELISA bestimmt. Abb. 5.6 verdeutlicht, dass T3 zu einer Abnahme aller APP-

Prozessierungsprodukte führt. Schon früher wurden Effekte von T3, allerdings auf die 

Expression von APP in der Maus und in der Ratte in vitro und in vivo sowie in humanen 

Tumorzelllinien beschrieben. Laut ihnen reprimiert der T3/Rezeptor-Komplex die APP-

Promoter-Aktivität durch die Bindung an spezifische DNS-Sequenzen im ersten Exon des 

APP-Gens. Die Interaktion des unligierten Rezeptors erhöht die transkriptionelle Aktivität des 

Promoters, während T3 den Effekt umkehrt. Dieser Effekt ist unabhängig von der THR-

Isoform (Belandia et al., 1998). Zudem reduziert T3 die Expression des APP in 

Neuroblastomzellen und in Kulturen primärer Rattenneuronen (Latasa et al., 1998; O'Barr et 

al., 2006; Belakavadi et al., 2011; Contreras-Jurado und Pascual, 2012). Auch in vivo erhöht 

ein hypothyroider Status die Expression der APP-mRNS und des APP-Proteins im Gehirn 

(O'Barr et al., 2006), so wie ein hyperthyroider Status die APP-mRNS reduziert (Belakavadi 

et al., 2011). Ein simultaner Knockout der THR  und  in Mäusen bestätigte diese Studien 

(Contreras-Jurado und Pascual, 2012). In all diesen Arbeiten wurde die Konsequenz der APP 

Ob die T3-

abhängige Abnahme der APP-Prozessierungsprodukte in den hier untersuchten hNPC an 

solch einer Reduktion der APP-Produktion an sich oder an einer veränderten Prozessierung 

des APPs liegt, war Gegenstand der weiteren Arbeiten. Dazu wurden die APP mRNS- und 
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Proteinexpressionen nach Behandlung von hNPC mit  T3 analysiert. T3 führte in hNPC weder 

zu einer Abnahme der APP-mRNS noch des Proteins (Abb. 5.7). Da alle bisherigen 

Untersuchungen zu diesem Thema am Nager durchgeführt wurden und bisher beim Menschen 

noch nicht untersucht sind, könnte es sich hier um einen Speziesunterschied in der Regulation 

der APP-Expression handeln. Dass es weitreichende molekulare Unterschiede zwischen 

verschiedenen Spezies gibt, ist mittlerweile unbenommen (zusammengefasst in Hartung, 

2008). So hat beispielsweise eine Proteomanalyse postsynaptischer Dichten von Maus und 

Mensch signifikante Unterschiede in der Expression von Proteinen gezeigt, die innerhalb der 

postsynaptischen Dichte von zentraler Bedeutung sind (Bayes et al., 2012). Ähnliche 

Ergebnisse erbrachte eine Transkriptomanalyse humaner und muriner Strukturen der Niere. 

Besonders in Strukturen mit den gleichen funktionellen Eigenschaften waren die größten 

Expressionsunterschiede zwischen den Spezies vorhanden (Cheval et al., 2012). Solche 

Abweichungen im Transkriptom bzw. Proteom entstehen durch Interspezies-Unterschiede in 

der Genregulation. Ein Beispiel dafür ist die Spezies-spezifische Lipopolysaccharid/TLR-4 

(toll-like receptor-4) -abhängige Genexpression, einem zentralen Prozess in der 

Immunabwehr des Organismus. Gene, die zwischen Maus und Mensch divergent reguliert 

sind, weisen vor allem eine hohe Streuung innerhalb der Genexpression und in Sequenz-

spezifischen Merkmalen des Promoters, wie einer Anreicherung mit TATA-Box Motiven und 

das Fehlen von CpG-Bereichen, auf. Diese regulatorische Divergenz steht stets in Verbindung 

mit stark konservierten Promotersequenzen zwischen den Spezies (Schroder et al., 2012). 

Neben den Speziesunterschieden könnte auch die Art der Zellen, bzw. deren 

Entwicklungsstadium für die unterschiedlichen Ergebnisse verantwortlich sein. Während die 

Studien am Nager Neuronenkulturen oder ganze Hirne verwendeten, handelt es sich in dieser 

Arbeit um neurale Vorläuferzellen und/oder differenzierte neurale Zellen in einem frühen 

Entwicklungsstadium. 

Da diese Ergebnisse also ausschlossen, dass die T3- -Spezies in 

hNPC auf einer Reduktion der APP-Expression beruht, lag ein weiterer möglicher 

Mechanismus in der Regulation der APP-Prozessierung durch das mit der AD-assoziierte Gen 

SorLA. SorLA kompartimentalisiert das Amyloid Precursor Protein (APP) in späte 

Endosomen, was die an der Membran stattfindende Prozessierung von APP zum 

 (Andersen et al., 2005). Dieser protektive Effekt von SorLA 

auf die AD wird bei Patienten deutlich, die polymorphe Varianten dieses Gens exprimieren. 

Die gefundenen Genvarianten führen zur verminderten SorLA Transkription sowie 

Translation und in einer molekularepidemiologischen Studie waren sie mit der AD assoziiert  
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(Rogaeva et al., 2007; Caglayan et al., 2012). Zudem fand sich eine verminderte SorLA 

Expression in postmortalen Hirnen von Patienten mit mild cognitive impairment oder der 

sporadischen AD (Dodson et al., 2006; Sager et al., 2007). Da sowohl der Wirkmechanismus 

von SorLA bekannt ist, als auch seine Assoziation mit der AD wiederholt von verschiedenen 

Gruppen bestätigt wurde, wird SorLA als präventivmedizinische Zielstruktur diskutiert, deren 

Modulation die Entstehung oder Progression der sporadischen AD reduzieren könnte 

(Andersen et al., 2005; Offe et al., 2006; Ma et al., 2007). Um die funktionelle Signifikanz 

der T3-abhängigen SorLA-Induktion innerhalb der APP-Prozessierung zu verifizieren, wurde 

ein lentiviraler Knockdown mittels SorLA shRNS durchgeführt. Da in einem präliminären 

42 in den mit SorLA-shRNS transduzierten 

Zellen vermindert bzw. nicht vorhanden ist, ist möglicherweise der protektive Effekt des 

Schilddrüsenhormons auf die APP-Prozessierung tatsächlich durch eine Induktion von SorLA 

vermittelt (Abb. 5.10).  

 

 

 

6.3 DER MOLEKULARE MECHANISMUS DER T3-ABHÄNGIGEN SORLA-
INDUKTION 

Da es scheint, dass die T3-abhängige SorLA-Induktion möglicherweise als 

präventivmedizinischer Mechanismus genutzt werden könnte, ist es von grundlegender 

Bedeutung, die molekularen Mechanismen zu verstehen, die zu einer protektiven SorLA 

Genregulation führen. Aus diesem Grund wurde zunächst untersucht, ob SorLA durch T3 

direkt reguliert wird, oder ob die Zelle für die SorLA Induktion die Produktion eines neuen 

Proteins benötigt. Eine Ko-Behandlung der hNPC mit Cycloheximid, einem 

Translationsinhibitor, und T3 zeigte, dass die T3-abhängige Geninduktion Proteinneusynthese 

benötigt (Abb. 5.11). Als Kontrolle für die ‚klassische’ THR-Signaltransduktion fungierte 

hierbei das Gen Hairless, welches bekannterweise im Gehirn dem klassischen, genomischen 

Regulationsmechanismus durch T3 (Abb. 6.1 A; Thompson, 1996) un  (Ramos 

und Weiss, 2006) unterliegt. Da die T3-Induktion von Hairless durch CHX - im Gegensatz zu 

SorLA - nicht gehemmt sondern sogar superinduziert wird (Thompson, 1996), ist ein 

unterschiedlicher Mechanismus der Regulation dieser zwei T3-abhängigen Gene 

anzunehmen. Wie bereits erwähnt wurde BDNF kürzlich als Induktor von SorLA identifiziert 

(Rohe et al., 2009). Da die Regulation von BDNF im Nagerhirn einem T3-abhängigen 

Mechanismus unterliegt (Koibuchi et al., 1999; Koibuchi et al., 2001), war BDNF ein 
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möglicher Kandidat, der die T3-abhängige SorLA-Induktion mediieren könnte. Dieser 

Mechanismus wurde jedoch für hNPC ausgeschlossen, da weder T3 BDNF (Abb. 5.12 A) 

noch BDNF SorLA in den Progenitorzellen des Menschen induziert (Abb. 5.12 B).  

Neben einem unbekannten Protein, das in die translationsabhängige Regulation von SorLA 

selbst ein Kandidat, da T3 die eigene 

Rezeptorexpression in vivo positiv reguliert und dieser Prozess durch Cycloheximid im 

euthyreoten Rattenhirn unterbunden wird (Lemarchand-Beraud et al., 1987). Spätere in vitro 

Versuche ergaben a -Isoform-spezifisch ist und 

sowohl die mRNS- als auch die Proteinexpression beeinflusst (Kanamori und Brown, 1992; 

Maruvada et al., 2004). Zudem löst die Hormonbindung auch die Degradation seines 

Rezeptors durch das Proteasom aus (Dace et al., 2000). Da unter Ko-Behandlung mit CHX 

die Synthese von neuem Protein inhibiert wird, erfolgt so keine Neusynthese des Rezeptors 

-abhängigen Genen. Dies zusammen mit der Tatsache, 

-abhängig reguliert ist, macht eine direkte Beteil

Induktion von SorLA möglich. 

unterschiedlich resistent gegen die Degradation durch das Proteasom sind. Unter Ko-

Belastung von T3 und CHX erfolgte eine kontinuierliche Degradation des Proteins in der 

zytosolischen und solublen, nukleären Fraktion, während in der insolublen, nukleären 

Fraktion neben einem kurzen Anstieg durch Translokation des Rezeptors in den Nukleus das 

basale Level bestehen bleibt (Brunelle et al., 2011). Die in den löslichen Fraktionen 

vorliegenden Rezeptoren sind damit sensitiver gegenüber einer Translationsinhibierung und 

interessanterweise spielen diese eine wichtige Rolle innerhalb des nicht-genomischen T3-

Signalwegs (Abb. 6.1). Dies könnte möglicherweise bedeuten, dass die SorLA-Induktion über 

das nicht- -abhängige T3-Signaling reguliert wird. 
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Abb. 6.1 Die molekularen Mechanismen des T3-Signaling. (A) Klassisches TR/TRE-vermittelte 
Geninduktion; (B) Aktivierung der PI3K- (C) 
Nukleus durch die T3-vermittelte Aktivierung der ERK-Kaskade (modifiziert nach Moeller und Broecker-
Preuss, 2011). 
 

Zur Regulation von SorLA können also mehrere Mechanismen in Betracht gezogen werden: 

(i) die Expression eines unbekannten Proteins über einen unbekannten Mechanismus führt zur 

-abhängigen 

Mechanismus, der den nicht-genomischen Signalwegen der T3-abhängigen Genregulation 

angehört. Einer dieser vielversprechenden Mechanismen beinhaltet die Interaktion von T3 

Zytosol, die dann einen Komplex mit der regulatorischen Untereinheit der 

IP3K bilden und so eine Kinase-Kaskade auslösen, die letztendlich zur Genexpession führt. 

Dieser Mechanismus wurde für die Regulation von ZAKI4, einem Calcineurin-Inhibitor, 

identifiziert (Abb. 6.1 B; Cao et al., 2005). Es wurde jedoch auch ein weiterer, zunächst 

Rezeptor-unabhängiger T3-Signalweg beschrieben, welcher Integrine beteiligt. Durch die 

Bindung des T3 an die S2-

dort die Transkription aktiviert (Abb. 6.1 C; Cao et al., 2009). Ob diese Wege, oder ein 

weiteres, bisher unbekanntes Protein an der Aufregulierung von SorLA durch T3 beteiligt 

sind, ging über das Volumen dieser Arbeit hinaus und wird Gegenstand weiterer 

Untersuchungen sein. 

Ein Werkzeug zur Klärung des Mechanismus der T3-abhängigen SorLA Induktion, das im 

Rahmen dieser Studien etabliert wurde, ist die Klonierung des SorLA-Promoters in einen 



Diskussion 

100 

Reportergenvektor. Die transiente Transfektion dieses Vektors in Caco2, HepG2 und hNPC 

sollte Aufschluss über die T3-abhängige Aktivierung der Transkription durch den SorLA-

Promoter geben. Die Versuche in den Tumorzelllinien Caco2 und HepG2 zeigten, dass die 

Konstrukte funktionell sind, jedoch die eGFP-Expression durch T3 nicht induziert wurde 

(Abb. 5.14). Zudem konnte auch die endogene SorLA Expression in HepG2 Zellen durch T3 

nicht induziert werden (unpublizierte Ergebnisse, Björn Oswald). Dass diese Zellen eine 

funktionelle ‚klassische’ T3 Signaltransduktionsmaschinerie besitzen, wurde durch 

Reportergenassays mit funktionellen TREs (You et al., 2006) in diesen Zellen bestätigt 

(unpublizierte Ergebnisse, Katharina Dach, IUF). Dies wird von den Beobachtungen 

unterstützt, dass unter T3-Belastung die Genexpression der SGLT und Na+-K+-ATPase in 

Caco2 sowie der HTGL und des ApoB in HepG2 Zellen aktiviert wird (Theriault et al., 1992; 

Giannella et al., 1993; Kihara et al., 1993; Matosin-Matekalo et al., 1998). Diese 

Tumorzelllinien scheinen also mindestens eine funktionelle THR-Isoform zu exprimieren, die 

den ‚klassis

ist nicht bekannt. Dass T3 die SorLA-Promoter Reportergenexpression in diesen Zelllinien 

nicht beeinflusste, könnte somit bedeuten, dass (i) diese Zelllinien nur eine Rezeptor-Isoform 

exprimieren und die SorLA-Regulation von der fehlenden anderen abhängig ist oder (ii) die 

Mechanismen der SorLA-Regulation nicht-genomisches TH-Signaling involvieren, welches 

in diesen Zelllinien möglicherweise nicht funktionell ist. Diese Reportergenuntersuchungen 

müssen in hNPC wiederholt werden, da diese die endogenen Signalwege exprimieren, die zur 

Aufregulierung von SorLA durch T3 notwendig sind. Es bleibt also zu diesem Zeitpunkt 

ungeklärt, ob die Regulation von SorLA durch T3 ein THR-abhängiger Mechanismus ist und 

möglicherweise TREs involviert.  
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6.4 AUSBLICK 
Um die Arbeiten für die Publikation der Daten abzuschließen, muss zunächst die Kausalität 

zwischen dem protektiven Effekt des Schilddrüsenhormons auf die APP-Prozessierung und 

der T3-abhängigen Induktion von SorLA in hNPC verifiziert werden. Dies war im Rahmen 

dieser Arbeit aus technischen Gründen nicht möglich. Des Weiteren wird der protektive 

Effekt der SorLA Induktion durch T3 in vivo untersucht. Dazu eignet sich der Vergleich 

zwischen einem transgenen Mausmodell mit SorLA-Knockout und den entsprechenden 

Wildtyp-Mäusen. Nach Behandlung dieser Tiere mit T3 ist eine SorLA-Induktion und 

konsequenterweise eine Reduktion der murinen APP-Prozessierungsprodukte in den Gehirnen 

von Wildtyp-Mäusen zu erwarten, während dieser Effekt in den SorLA-defizienten Tieren 

fehlen würde.  

Darüber hinaus werden in weiteren Arbeiten die molekularen Mechanismen identifiziert, die 

der T3-abhängigen SorLA-Induktion zu Grunde liegen. Da ich während meiner Dissertation 

ausschließen konnte, dass der ‚klassische’ THR Signalweg die SorLA Induktion mediiert, 

werden T3-abhängige, nicht-genomische Signalwege, die THR-abhängig oder auch –

unabhängig sein können, in die zukünftigen Untersuchungen mit einbezogen.  

Zusammenfassend werden diese geplanten Arbeiten zur Klärung der molekularen 

Mechanismen beitragen, über die SorLA durch T3 in NPC reguliert wird. Die in vivo 

Versuche werden der Bestätigung der hier erhobenen in vitro Befunde dienen und somit 

letztendlich dazu beitragen, möglicherweise ein neues Zielmolekül zur 

Prävention/Behandlung der AD zu identifizieren.  
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7 ZUSAMMENFASSUNG 
Demenzerkrankungen wie die Alzheimersche Erkrankung (AD) stellen eines der gravierendsten 
Gesundheitsprobleme der heutigen Gesellschaft dar. Die AD gehört zu den langsam fortschreitenden 
neurodegenerativen Erkrankungen, die mit einem zunehmenden Verlust der kognitiven Leistung 

Erkrankung. Nach heutigem Wissensstand spielen neben Umwelteinflüssen auch genetische Faktoren 
eine bedeutende Rolle für den Verlauf der AD. Eines dieser mit der AD assoziierten Gene ist der 
Sortilinrezeptor SorLA. Dieser kompartimentalisiert APP in späte Endosomen, was die an der 

Effekt von SorLA auf die AD wird bei Patienten deutlich, die polymorphe Varianten dieses Gens 
exprimieren. Die gefundenen Genvarianten führen zur verminderten SorLA Transkription sowie 
Translation und waren in einer molekularepidemiologischen Studie mit der AD assoziiert. Zudem fand 
sich eine verminderte SorLA Expression in postmortalen Hirnen von Patienten mit ‚mild cognitive 
impairment’ oder der sporadischen AD. Da der Wirkmechanismus von SorLA bekannt ist, und seine 
Assoziation mit der AD wiederholt bestätigt wurde, wird SorLA als präventivmedizinische 
Zielstruktur diskutiert, deren Modulation möglicherweise die Entstehung und/oder Progression der 
sporadischen AD reduzieren könnte. 
In meiner Arbeit habe ich nun in einem humanen neuralen Primärzellmodell (humane neurale 
Progenitorzellen, hNPC) gezeigt, dass das Schilddrüsenhormon Trijodthyronin (T3) die Expression 
von SorLA auf mRNS und Proteinebene induziert. Diese T3-abhängige SorLA-Induktion ist Zelltyp-, 
aber nicht Spezies-spezifisch, da SorLA auch in NPC der Maus durch T3 induziert wurde. Im 
Gegensatz dazu ließ sich die Expression von SorLA in den Tumorzelllinien SH-SY5Y (Neuroblastom) 
und A172 (Glioblastom) nicht heraufregulieren. Für die T3-abhängige SorLA-Induktion in hNPC ist 
Proteinneusynthese notwendig, da eine Ko-Behandlung der Zellen mit dem Translationsinhibitor 
Cycloheximid (CHX) und T3 die T3-Induktion verhinderte. Da die Induktion von Hairless, einem über 
den ‚klassischen’ THR-Signalweg regulierten Gen, im Gegensatz zu SorLA durch CHX nicht inhibiert 
wurde, deutet dies auf unterschiedliche Regulationsmechanismen dieser zwei T3-abhängigen Gene 
hin. Auch mit dem in einen GFP-Reportergenvektor klonierten SorLA Promoter bestätigte sich die 
Hypothese der SorLA Expressionsregulation über einen nicht-klassischen Schilddrüsenhormon-
Signalweg. Bisherige Arbeiten von anderen zur Induktion von SorLA identifizierten BDNF (brain 

) als Induktor in der Maus in vitro und in vivo. Dass BDNF der Mediator 
der T3-abhängigen SorLA Induktion in hNPC ist, wurde jedoch ausgeschlossen, da (i) T3 die BDNF-
Genexpression nicht induziert und (ii) BDNF die SorLA-Expression nicht stimuliert. Die präzise 
Identifizierung der molekularen Mechanismen der SorLA-Induktion durch T3 in hNPC bleibt zu 
erschließen. Die zweite Frage meiner Arbeit beschäftigte sich mit der funktionellen Relevanz der 
SorLA- -Produktion von Zellen über 

-Produktion der NPC 
-Spezies, inklusive dem für 

42 waren in Zellkulturüberständen der NPC nach Exposition gegenüber 
 eine verminderte APP-

Expression ausgelöst, da sich sowohl mRNS- als auch Protein-Expressionen von APP durch T3 nicht 
veränderten. Um den funktionellen Zusammenhang zwischen der T3-abhängigen SorLA-Induktion 
und der Reduktion der APP-Prozessierungsprodukte aufzuklären, wurde die SorLA-Expression durch 
lentiviralen Gen-Knockdown mittels shRNS reduziert. Erste Daten weisen darauf hin, dass die 

42 nach T3-Behandlung in SorLA-defizienten hNPC vermindert ist. 
Zusammenfassend habe ich durch meine Arbeiten mit primären humanen Zellen einen vollständig 
neuen Mechanismus der SorLA-Induktion identifiziert, der möglicherweise als neues Ziel für 
molekulare Strategien zur Behandlung/Prävention der AD dienen könnte. 
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8 ABSTRACT 
Dementious diseases like the Alzheimer’s disease (AD) represent one of the most serious health 
problems in industrialized societies. AD belongs to the slowly progressing neurodegenerative diseases 
and is accompanied by an increasing loss of cognitive functions, whereupon the amyloidogenic 
processing of the APP to A  is pathognomonic for the disease. Based on current knowledge besides 
environmental factors, genetic factors play a major role for the progression of AD. The sortilin-
receptor SorLA is one of these AD-related genes. It compartmentalizes APP into late endosomes and 
thereby prohibits the membrane-located processing of APP to amyloidogenic A . This protective 
effect of SorLA for AD becomes obvious in AD patients, which express polymorphic variants of this 
gene. The identified gene variants lead to reduced SorLA transcription and translation and were 
associated to AD in a molecular epidemiological study. In addition, there was reduced expression of 
SorLA in post mortem brains of patients with mild cognitive impairment or sporadic AD. As the mode 
of action of SorLA is very well known and its association with AD was repeatedly confirmed, SorLA 
is discussed as a target for prevention or therapy which modulation could possibly reduce the onset 
and/or progression of sporadic AD.  
In this thesis I demonstrated in a primary human neural cell model (human neural progenitor cells, 
hNPC), that the thyroid hormone Triiodothyronine (T3) induces the expression of SorLA on mRNA 
and protein level. This T3-dependent induction of SorLA is cell-type, but not species-specific, as in 
mouse NPC SorLA was also inducible by T3. In contrast to this SorLA could not be up-regulated in 
the tumour cell lines SH-SY5Y (neuroblastome) and A172 (glioblastome). For the T3-dependent 
induction of SorLA de novo protein synthesis is necessary as a co-treatment of the cells with the 
translational inhibitor cycloheximide (CHX) and T3 prohibited the T3-induction. As the induction of 
Hairless, a gene regulated via the ,classical’ THR pathway, unlike SorLA was not inhibited by CHX, 
this suggests different regulatory mechanisms of these two T3-dependent genes. Analysis of the 
SorLA promoter cloned into a GFP-reportergene vector also confirmed the hypothesis that the SorLA 
expression is regulated via the non-classical thyroid hormone signaling pathway. Current data of 
others identified BDNF (brain derived neurotrophic factor) as an inductor of SorLA in mouse in vitro 
and in vivo. In hNPC BDNF was excluded to be the mediator of the T3-dependent induction of SorLA 
as (i) T3 did not induce BDNF gene expression and (ii) BDNF protein did not stimulate the SorLA 
expression. However the precise identification of the molecular mechanisms of SorLA-induction by 
T3 remains elusive and needs to be further investigated. The second question of my thesis dealt with 
the functional relevance of SorLA- -production by 

-production of NPC. 
ELISA studies confirmed this hypo -species, including the 42 (pathognomonic for the 
AD)
T3 was not due to decreased APP-expression, as both mRNA and protein level was not altered by T3. 
To elucidate the functional relationship between the T3-dependent induction of SorLA and the 
reduction of APP-processing products, the SorLA expression was reduced by lentiviral gene 
knockdown using shRNA. Initial data indicates that the reduction 42 by T3 treatment in SorLA-
deficient hNPC is diminished. In summary, through my work with primary human cells I was able to 
identify a completely new mechanism of SorLA induction, which could potentially serve as a new 
target for molecular strategies for the treatment/prevention of AD. 
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10 ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 
μ Mikro 
1st Erstantikörper 
2nd Zweitantikörper 
3D Dreidimensional 
AD Alzheimersche Erkrankung 
ADAM A disintegrin and metalloprotease 
ADDL  
AICD APP intracellular domain 
AP Adaptor-Protein 
APH Anterior-Pharynx-Defective  
APLP APP-like protein 
ApoB Apolipoprotein B 
ApoE Apolipoprotein E 
APP Amyloid precursor /Amyloid Vorläuferprotein 
APS Ammoniumpersulfat 
ATP Adenosintripohosphat 

  
BACE -site APP cleaving enzyme 
BDNF Brain-derived neurotrophic factor 
Bp Basenpaar 
BSA Rinderserumalbumin 
CAPPD Zentrale APP-Domäne 
cDNS Komplementäre DNS 
CHX Cycloheximid 
Cm Zentimeter 
CMV Zytomegalie-Virus 
COPAS Complex Object Parametric Analyzer and Sorter 
CpG Cytosin-phosphatidyl-Guanin 
CTF C-Terminales Fragment 
CuBD Kupfer-bindende Domäne  
CV Kontrollvektor 
D Destilliert 
DCX Neuronal migration protein doublecortin 
DEPC Diethylpyrocarbonat 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNS Desoxyribonukleinsäure 
dNTP DesoxyNucleotidTriPhosphat 
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E. coli Escherichia coli 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
EGF Epidermal growth factor 
eGFP Enhanced GFP 
ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay 
EOAD Early-onset Alzheimer´s Disease 
ER Endoplasmatisches Reticulum 
ERK Extracellular-signal Regulated Kinase 
EtOH Ethanol 
f Femto 
FGF Fibroblast growth factor 
FN TypIII Fibronektin Typ III repeats 
fw Forward 
g Gramm 
GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 
gDNS Genomische DNS 
GFAP Glial fibrillary acidic protein 
GFLD Wachstumsfaktor ähnliche Domäne 
GFP Grün fluoreszierendes Protein 
GGA Golgi-localized, -ear-containing, ARF-binding proteins 
h Human 
HGLT Hepatische Triglyceridlipase 
HIV Human immunodeficiency virus 
HRP Meerrettichperoxidase 
IgG Immunglobulin G 
IP3K Inositol-1,4,5-trisphosphate 3-kinase 
kb Kilobasen 
kDa Kilodalton 
KO Knockout 
LA LDL-receptor class A 
LDL Low density lipoprotein 
LOAD Late-onset Alzheimer´s Disease 
LR11 Low Denity Lipoprotein-Rezeptor 
LTP Langzeitpotenzierung 
m Milli 
M Molar 
min Minute 
Mm Millimeter 
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mRNS Messenger RNS 
Ms Maus 
N Nano 
NFT Neurofibrilläre Tangles  
Nm Nanometer 
NMDA N-Methyl-D-aspartate 
NPC Neurale Prognitorzellen 
P Pico 
p24 Virales Hüllprotein 
PACS Phosphofurin acidic cluster sorting protein 
PBS Phosphatgepufferte Salzlösung 
PCR Polymerasekettenreaktion 
PDGF Platelet-derived growth factor 
PDL Poly-D-Lysin 
PEN Präsenelin Enhancer  
PIC Protease-Inhibitor-Cocktail  
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid 
PSD Postsynaptic density protein 
PSEN Präsenelin 
PVDF Polyvinylidenfluorid 
RAP Receptor-associated protein 
RFP Rot fluoreszierendes Protein 
RMS Rostral migratory stream 
RNS Ribonukleinsäure 
ROCK Rho-associated coiled-coil containing protein kinase 2 
RT Reverse Transkription 
Rv Reverse 
sAPP lösliche APP-Derivate 

 -Derivate  
SDS Natriumdodecylsulfat 
Sek Sekunde 
SGLT Na+/Glucose Ko-Transporter 
Sh small hairpin 
SorLA Sortilin-related receptor with A-type repeats  
Std Stunde 
T Tween 20 
T3 Trijodthyronin 
TAE Tris-Acetat-EDTA-Puffer 
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TATA Thymin-Adenin-Thymin-Adenin 
TBS Tris gepufferte Salzlösung 
TEMED Tetramethylethylendiamin 
TGN Trans-Golgi-Netzwerkes  
TH Thyroidhormon 
THR/TR Thyroidhormonrezeptor 
TLR Toll-like receptor 
TMD Transmembrandomäne 
TRE Thyroidhormon responsives Element 
TSAP Thermosensitive alkalische Phosphatase 
TU Transforming Units 
U Unit 
UV Ultraviolett 
V Volt 
v/v Volumenprozent 
Vps10p Vacuolar protein sorting 10 protein 
VSV-G Vesicular Stomatitis Virus Glykoprotein G 
w/v Gewichtsprozent 
ZAKI4 Calcipressin-2, Regulator of calcineurin 2 (RCAN2) 
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11 ANHANG 
Sequenz der ersten 2000 Basenpaare des SorLA-Promoters:  
Das 1309 bp lange Promoter-Fragment ist unterstrichen und das 637 bp lange grau unterlegt. 

Die putativen TREs sind fett und kursiv dargestellt bzw. schwarz unterlegt bei 

Überlagerungen. 

 
GACCATGGGGTTGTCCATTCCTGGTAAGGTGATGCTGACCAGACAGAGCTGATCTAGATGAG
GGGTGGGAGGTGACAGTGGTTCAGTGGCTTTCTTGGAGGATGCATGATTGTTTGAATTATTA
TTTTTAATTGACATATATAAGTATATAATAAATATATATGTTATATATATGAGTTAGAGCTG
AATTGCACAATATGAGCAAGGCGTTCCTCTCAGCTTCAAAACCAGCTCTGGGTTGTAAACAA
GCTACCACTTCCTCAATCCCTCTGAAATAACATCAAAGTTGGGGTGCAGGATGAAGGCACCC
CAATAATACCACACTGGGGAAAGTGTGGTATTTTGATACCTGTATACAATGTATAATGAACA
AAGCAGGGTGGTTAACATAGAGAATGCATGATTTGCTTGGTGGGGAGAACTGGATGGTTCTG
TAATTATGTTGAGATGGACAGAAAGACATCATCTGACTTGGGGAGAAAATCGGGTGTGGGAG
GAGGTGGGAGAGTGCAGAACCTGAGGCAGAGGTCCCCAGCAAGTCTGGCATGGGGTAGGGTA
GGGTGGTTGAATACTGGCTTCAGGGAGATGAGGCAAGCTGGCCTGACTCTGGCAGGTTGTCA
GTGGTAGTCCTAGGTAGAGGAGGGGGCTTTGCTAAGCTACCTGAAAAGTACTAGAGTGGGCC
GGGGTAGGAATCGGGCTACCGTGGCTTGTCGGAGATGAGGAATGTTTTTAGAAAATTGAACT
GACCATCCCTTCCTTCCCCTGAACAGCAGCTTGTATGCAACTATAAAGGTAGTCTCCCTTTC
AGCCCTGCTTGCTGTGTCTTTATTCTTATCAAAAACCAGGATCTGAGTTCAGAGGGCAGTGA
AACATAAAATGAAATAGGAAAGGTTGCAGTAGTACATAGACTTTGGCTGCTCCCACTAACCT
GCAAAAAAAATATTTTCCTTGGGCGTACCTTAGCAGTTCCATGGCAGAAGTTTTATCTCCTG
TGGTTCAGAGAGTTTGGCTCGTCAAGCTGAATGTAGGGTTAAAGTGTGTCCTCCCTCCTCTG
TGGGTGTTTGCCTAGCTCCTGGCTGTGGGTTGAAGGGACTGGTAAATATGTCTATTTTACTG
CTGAGGCAGGGTGGCTCAGTGCTTGGTCACCTTGGAGGGATCATAAGCAAGCCGCCGCTGGG
GCCCTGTGCCACGCACAGGTATTCATGCGTGCGTGCAAGCACACCCTGTATAGCTGTGTAAT
AATTGTCCAGGTGTGGTGCATTCTTTGTCAGATGTACCCTTGTTTTTACTGCCTCTGTGCAG
GATGTTTATTTGCTGTGCTTCAGGCTGGGGCACGTAGCTTGATCAAGGGTAGTTTTTGCTGT
GGCCCCTGCAAATACGTTGTGGTGCCCAGAGTAGATGAAAAACTGTGAGTTTCCCAATAGAG
CGGGTTCATCTGGACTCTTGTTGGTTGCGTTCTAGGAGCTAATTCTGTGGCTCTGGACTCTT
CCCTGGAGGTGGGGATGAGGCCGGGGCCGGGGGGAGGTGGTCTTGTGGCGCTACTGCGGGCT
GTGCACTCAGGAAAGTGGCCACGGTTTAGGACGACCTCGACACGACCCTGTATAGGACGCAA
CTAACTCCAGAGAAAACGAGCGAGCCCCATGCAACTCTTCATTCCTGCAGGGAGAACAAGGA
GGTGTGCCCGCCAGGGAAGGGACGCACCCCCACCGGCGCTCGCTGCCTTAACTTCCCCATCC
CCGCGCCAGGGAGGGGCCGGAGTCGCCGCCGAGGCCGCCGAGCGCAGAAAGTGCGCGAAAGG
GACGCGCTGCGAGCCTCACACGTGACGGCGCCGCGCCGAACCGAGCGGGACCTGGCGGCAGC
GGCGGCGGGCGCAGCGGGGCGGCCCGGAGCGGCGCGGGCGGCCTGGAGCCCCGGGAGCGGCG
CGCGCGGTCCCGGCCCAGCGGCTCTCCTGGCCTCGCGCTGCACATTCTCTCCTGGCGGCGGC
GCCACCTGCAGTAGCGTTCGCCCGAAC 
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12 EIDESSTATTLICHE ERKLÄRUNG 
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