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1. Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Die Alzheimer-Demenz im Uberblick

Demenzen gehdren zu den haufigsten Erkrankungen des Gehirns. Sie sind durch einen
Verlust von Gedachtnisfunktionen und Alltagskompetenzen gekennzeichnet. Die Haufigkeit
von Demenzen nimmt mit héherem Lebensalter exponentiell zu. Aufgrund des wachsenden
Anteils alterer Menschen an unserer Bevdlkerung wird die Demenzproblematik ein zentrales
Problem des heutigen Gesundheitssystems. Demenzen fiihren zu langwierigem Leiden der
Patienten, zu erheblichen Belastungen der betreuenden Angehdrigen und zu hohen

Versorgungskosten.

Die haufigste Form der Demenz ist die Alzheimer-Demenz (AD). Das Demenzsyndrom ist mit
einem Anteil von 6-8% bei Uber 65-Jahrigen und bei jedem Dritten der Gber 85-Jahrigen eine
der haufigsten geronto-psychatrischen Erkrankungen. In der Bundesrepublik Deutschland
leben zwischen 800.000 und 1 Million Alzheimer-Patienten. In den Vereinigten Staaten sind
vier Millionen Menschen von dem Leiden betroffen. Experten rechnen damit, dass es in 25

Jahren weltweit 22 Millionen Alzheimer-Kranke geben wird.

Der klinische Verlauf der AD ist durch die Kernsymptomatik einer Verminderung kognitiver
Funktionen wie Gedachtnis, Orientierung und Sprache gekennzeichnet. Der Zeitraum vom
Auftreten der ersten klinischen Symptome bis zum Versterben des Patienten betragt im
Schnitt 7 bis 9 Jahre. Der eigentliche Beginn der neurodegenerativen Krankheitsprozesse
mit Bildung von Amyloid-Plaques im Gehirn und von Neurofibrillaren Bindeln (NFT’'s) in den
Nervenzellen wird jedoch 15 bis 30 Jahre vor dem Auftreten der ersten klinischen Symptome
vermutet. Dies bedeutet, dass einer mehrjahrigen klinischen Krankheitsphase eine
wahrscheinlich jahrzehntelange praklinische Phase neurodegenerativer Veranderungen
vorausgeht, so dass sich der gesamte praklinische und klinische Krankheitsprozess letztlich

Uber einen Zeitraum von 30 bis 40 Jahren erstreckt.

Die Pathologie der AD zeichnet sich durch massive Ablagerungen von Amyloid-Plaques,
Verklumpungen des Ap-Peptids und der Bildung von Neurofibrillaren Bindeln durch
ineinander verdrilltes Tau-Protein aus. Die Amyloid-Plaques sind schwer |8slich und
entstehen durch fehlerhafte proteolytische Vorgange am Amyloid-Vorlauferprotein (APP). Die

AD wird in den meisten familiaren Fallen — etwa 10 bis 15% der Erkrankungen — durch
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vererbbare Mutationen der APP- und Prasenilin-Gene verursacht. Diese Mutationen fuhren
zur erhoéhten Bildung des gefahrlichen AP 42 Peptids, das dulRerst schnell aggregiert und so
die pathologischen Amyloid-Plaques bildet. Die Bildung der NFT’s kommt durch stark
modifiziertes Tau-Protein zustande, das dadurch seine mikrotubulistabilisierende Wirkung in
den Nervenzellen nicht mehr wahrnehmen kann und sich verdrillt zusammenlagert. Der

Stofftransport in der Zelle kommt somit zum Erliegen, die Nervenzelle stirbt.

Eine Heilung der Alzheimer-Demenz gibt es bislang nicht. Sie lasst sich jedoch durch eine
gute Medikation bei frihzeitiger Diagnose etwas verzégern. Neue Medikamente, die derzeit
kurz vor der Kklinischen Prifung stehen, basieren auf der Senkung der
Amyloidkonzentrationen im Gehirn. Sie umfassen Enzym-Inhibitoren sowie die
Immunisierung gegen Amyloid, die in transgenen Mausmodellen zu erheblicher Reduktion
der Plaques flihren. Wenn diese therapeutischen Ansatze zur Stabilisierung der kognitiven
Funktionen fihren, werden sie in der Zukunft auch praventiv bei Tragern von Risikofaktoren

zur Anwendung kommen koénnen.

1.2 Faktoren fir die Entstehung der Alzheimer-Demenz

Wie bereits unter 1.1 beschrieben, wird die Alzheimer-Demenz durch das Vorkommen
Neurofibrillarer Blndel aus aggregiertem Tau-Protein und EiweilRablagerungen, die aus
Verklumpungen des AB-Peptids entstehen, hervorgerufen. An der Bildung der Amyloiden-
Plaques sind wiederum zwei Faktoren beteiligt, die Prasenilin-Gene und das Apolipoprotein
E4. Wie in Abbildung 1.1 gezeigt, sind die Prasenilin-Gene auf Chromosom 1 und 14
lokalisiert. Deren exprimierte Proteine bilden mit verschiedenen Enzymen einen Komplex,
der das APP falsch schneidet. Es entsteht das AB-Peptid. Dieses Peptid lagert sich vermehrt
im Gehirn an, wenn Apolipoprotein E4 vorhanden ist. Das Apolipoprotein hat eine geringe
Affinitdt zu AP und schleust es nicht aus dem Gehirn heraus. Diese beiden Faktoren werden
in den Kapiteln 1.3 und 1.4 genauer erklart.

Das Tau-Protein ist im aggregierten Zustand fir die Entstehung der AD verantwortlich.
Dieser aggregierte Zustand wird durch Hyperphosphorylierung und Hyperglykosylierung
hervorgerufen. An der starken Phosphorylierung ist der P25-Cdk5-Komplex beteiligt, auf den
in Kapitel 1.5.4.1.1 detaillierter eingegangen wird. Durch das Zusammenlagern der Tau-
Proteine in den NFT’s kénnen diese ihre Mikrotubuli-stabilisierende Funktion nicht mehr
austiben und der Organellentransport in der Zelle bricht zusammen (dies wird in Kapitel 1.5.2
erlautert). In Abbildung 1.1 sind die Faktoren fiir die Entstehung der Alzheimer-Demenz in

der Ubersicht dargestellt.
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Abbildung 1.1: Faktoren flr die Entstehung der Alzheimer-Demenz in der Zusammenfassung.

1.3 Die Rolle des B-Amyloid-Peptids bei der Entstehung der Alzheimer-Demenz

Neben dem Tau-Protein wird das pB-Amyloid-Peptid als Verursacher der Alzheimer-Demenz

angesehen. Es ist fur die Ausbildung der senilen Plaques im Gehirn von Alzheimer-Patienten
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verantwortlich. Mitte der 80-iger Jahre wurde das B-Amyloid-Peptid - auch kurz AB genannt -
als Hauptbestandteil der Plaques identifiziert. Kurz darauf gelang es, das Gen fir das
grélkere Vorlauferprotein, das sog. B-Amyloid-Precursor-Protein (BAPP), zu identifizieren,

von dem das B-Amyloid-Peptid abstammit.

Das Gen, das fur das BAPP codiert, ist auf Chromosom 21 lokalisiert. Man konnte zeigen,
dass Personen mit Mutationen in diesem Gen ein erhdhtes Risiko aufweisen, eine frihe
Form der AD zu entwickeln. In diesem Zusammenhang sei noch erwahnt, dass das
Chromosom 21 in doppelter Ausfihrung bei Patienten mit Down-Syndrom vorkommt und
dass diese Patienten ungefahr mit 40 Jahren die gleichen Symptome aufweisen, wie sie bei
der AD Ublich sind.

Das BAPP ist zwischen 695 und 770 Aminosauren lang und ein Transmembranprotein. Es
kann durch 2 verschiedene Enzymkomplexe geschnitten werden. Wird das BAPP durch
einen Komplex von Prasenilin 1 und 2, Nicastrin, y-Sekretase und a-Sekretase geschnitten,
so entsteht das ,harmlose” Peptid p3. Wird das Protein hingegen durch den Komplex aus
Prasenilin 1 und 2, Nicastrin, y-Sekretase und p-Sekretase geschnitten, kdénnen 2
Endprodukte entstehen: das 40 Aminosaure lange Amyloid-Peptid oder - durch fehlerhaftes
Schneiden - das 42 Aminosaure lange, neurotoxische Ap-Peptid. Bei der Spaltung durch den
zuletzt genannten Komplex trennt zuerst die B-Sekretase ein 99 Aminosaure langes Peptid
von BAPP ab, von dem dann die y-Sekretase das Amyloid abspaltet. Ein Grund fur das
falsche Schneiden des Enzymkomplexes kdonnte darin begrindet liegen, dass das Gen fur
das BAPP genau dort Mutationen aufweist, an denen das Molekul gespalten wird und somit
die Enzyme ihr Substrat nicht mehr erkennen kdénnen und an falschen Aminosduren
angreifen. Die neurotoxische, 42 Aminosdure lange Form des Amyloid-Peptides bildet
grolkere Aggregate aullerhalb der Nervenzellen, die sog. Plaques. Diese kdnnen die
Neuronen auf mehrere Weisen schadigen: durch Stérung der Calcium-Regulation, indem sie
die Entstehung freier Radikale férdern, oder durch Anlockung von Mikrogliazellen, die

Entziindungsprozesse im Gehirn hervorrufen.

Weiterhin wurden innerhalb der Prasenilin-Gene Mutationen identifiziert. Das Prasenilin 1
Gen ist auf Chromosom 14, das Prasenilin 2 Gen auf Chromosom 1 lokalisiert. Mutationen in
diesen Genen verursachen eine Alzheimer-Form, die in relativ frlhem Alter beginnt und sehr
aggressiv verlauft. An dieser frih einsetzenden Form erkranken in Familien mit gehauftem,
erblichen Alzheimer zehn bis sechzig Prozent der Patienten.

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass bei bestimmten kinstlichen Mutationen in den
Prasenilin-Genen bei Mausen die Aktivitat der enzymatischen Komplexe gestort ist. Bei

Prasenilin-1 Knock-out Mausen wird unter anderem kein p-Amyloid-Peptid gebildet. Der
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zweite Spaltungsschritt von BAPP durch die y-Secretase findet dadurch nicht statt. Gerade
das Gegenteil tritt bei Alzheimer-Patienten aus erblich belasteten Familien auf, wenn sie
mutierte Prasenilin-Gene besitzen. Diese Mutanten bewirken die Steigerung der Schnittrate
durch y-Sekretase. Dadurch wird das 42 Aminoséure lange Ap im UbermaR gebildet. Hieraus
lasst sich schliessen, dass die Prasenilin-Gene mit der y-Sekretase in Zusammenhang

stehen.

1.4 Die Rolle des Apolipoproteins bei der Entstehung der Alzheimer-Demenz

So schwerwiegend sich die Mutationen in den Prasenilin-Genen und des BAPP-Gens auch
auswirken, sind sie jedoch nur fur jeden zweiten Fall von frihzeitig ausbrechendem
familiarem Alzheimer verantwortlich. Somit betrifft dies insgesamt hdchstens jeden
zwanzigsten Fall. Ein anderes schadhaftes Gen tritt bei der haufigsten Form der AD, der
sporadischen, bei der erst im Alter auftretenden Demenz deutlich gehauft auf. Dieses Gen
codiert flr das Apolipoprotein E (APO E) und ist auf Chromosom 19 lokalisiert. Das Gen
existiert in drei Allelen, APO E2, APO E3 und APO E4, wobei das Vorhandensein des APO
E4 Allels bei 40% der Erkrankten nachgewiesen werden konnte und somit auch als mdgliche
Ursache der AD angesehen wird. Bemerkenswert ist weiterhin, dass Alzheimer sehr viel

friher auftritt, wenn Patienten neben einer Mutation im BAPP-Gen dieses Allel besitzen.

Das Cholesterol-transportierende Enzym LRP-1 (,low-density-lipoprotein receptor-related
protein“) ist normalerweise dafir verantwortlich, Ap aus dem Hirn herauszutransportieren.
LRP-1 arbeitet eng mit den Proteinen o-2-Makroglobulin und APO E zusammen. Bei
Patienten mit dem APO E4-Allel ist eine geringere Affinitat zu A zu beobachten und somit
ein weniger effizienter Transport dieses Peptids aus dem Gehirn heraus. Daher kann sich

das B-Amyloid im Hirn akkumulieren und die Plaques ausbilden.

1.5 Die Rolle des Tau-Proteins im Gehirn

1.5.1 Biochemie des Tau-Proteins

Erstmals wurde das Tau-Protein 1975 von Weingarten und Mitarbeiter als hitzestabiles
Protein beschrieben, das zusammen mit Tubulin durch mehrere Polymerisationsschritte

aufgereinigt werden konnte und mafR3geblich an der Formierung von Mikrotubuli beteiligt ist.

Daraufhin wurde dieses Protein mit ,Tau“ gekennzeichnet, da es die Fahigkeit besitzt,



1. Einleitung 6

»,Tubulinbildung zu induzieren® (Weingarten et al., 1975). 1977 gelang es Cleveland et al.,
das Tau-Protein einzeln zu isolieren und es isoelektrisch Uber SDS-PAGE aufzutrennen.
Hierbei konnte gezeigt werden, dass sich das Protein im Gel in einzelne Banden auftrennt,
die zwischen 55 und 62 kDa liegen. Weiterhin wurde festgestellt, dass Tau ein
Phosphoprotein ist mit einem durchschnittlichen Isoelektrischen Punkt (pl) von 7,3. Es
kommt hauptsachlich in Axonen mit geringer Intensitat in Zellkdrperchen und gar nicht in
Dendriten vor (Binder et al., 1985).

Weiterfolgende Studien ergaben, dass das Tau-Protein eine Proteinfamilie ist, die durch

alternatives Splicen eines einzigen Gens entsteht (Lee et al., 1988).

Cleveland stellte 1977 die Behauptung auf, dass Tau ein stark asymmetrisches Protein mit
einer wenig definierten Sekundarstruktur sei. Dies konnte 1994 von Schweers et al. bestatigt
werden, der feststellte, dass das Tau-Protein ein lineares Protein ohne o-Helix oder -
Faltblattstrukur ist. Diese fehlende Konformation kdnnte durch das starke Vorkommen von
Prolin und Glycin in der Primarstruktur zu erklaren sein. Durch die fehlende Sekundarstruktur
ist auch die Hitzestabilitat des Tau-Proteins, aber auch die Loslichkeit in 2,5% Perchlorsaure
(PCA) und die verzdgerte Wanderung in der SDS-PAGE zu erklaren.

1.5.2 Die Funktion des Tau-Proteins in der Zelle

Die Bedeutung des Tau-Proteins im gesunden Gehirn liegt in seiner Mikrotubuli-
stabilisierenden Funktion. In Alzheimer-Hirnen ist Tau hyperphosphoryliert (Jameson et al.,
1980) und stark glykosyliert (Ledesma et al., 1994). Dadurch wird seine Assoziation an die
Mikrotubuli gestort. Es lagert sich zu paarigen helicalen Filamenten (PHF’s) zusammen.
Somit kann das Tau-Protein seine Mikrotubuli-stabilisierende Funktion nicht mehr ausuben.

An den Mikrotubuli findet der Organellentransport innerhalb der Zellen statt. Ihr Aufbau wird
vom MTOC (,microtubule-organizing-center®) organisiert, der in der Nahe des Zellkerns, dem
Minus-Ende, liegt und von dem aus der Transport in die Peripherie zu den Plus-Enden
erfolgt. Im Falle von Neuronen liegen die Plus-Enden in den Axonen. Der intrazellulare
Organellentransport zu den Plus-Enden wird Uber Kinesin gesteuert, der Transport zu den
Minus-Enden Uber Dynein. Wird Tau Uberexprimiert, inhibiert es den gerichteten Transport
zu den Plus-Enden. Daraus resultiert, dass der Transport zu den Minus-Enden dominant
wird, sich Mitochondrien, Peroxisomen und andere Zellorganellen im Zellinneren
akkumulieren, sich das Endoplasmatische Retikulum von der Plasmamembran ablést und
die Zellprozesse langsam zum Erliegen kommen, da die Zelle mit Organellen unterversorgt

ist.
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Biochemisch sind die Réhren der Mikrotubuli aus 13 geraden, parallel aneinanderliegenden
Protofilamenten aufgebaut, die eine ca. 6 nm dicke Wand um den inneren Hohlraum bilden.
Die Protofilamente sind geradkettige Heterodimere, d.h. sie bestehen aus vielen
hintereinandergeknupften Dimeren. Dabei besteht ein Dimer aus den miteinander
verbundenen globularen Proteinen alpha- und beta-Tubulin. Jedes Heterodimer bindet 2
GTP (Guanosin-5"-triphosphat)-Molekile. Dabei bindet das alpha-Tubulin irreversibel 1 GTP,
wobei das beta-Tubulin reversibel das andere GTP bindet, und dies zu GDP (Guanosin-5'-
diphosphat) umwandeln kann, was fir die Anlagerung von Dimeren an bestehende
Mikrotubuli von Bedeutung ist. Mit den Mikrotubuli sind auch zahlreiche Proteine assoziiert.
Das bekannteste ist das Dynein (eine ATPase), das zur Energieumsetzung in Bewegung
bendtigt wird. Ferner gibt es eine ganze Gruppe von Proteinen mit dem Sammelnamen
MAPs (microtubule associated proteins), zu denen auch das Tau-Protein gehort; die meisten

von ihnen nehmen regulatorische Funktionen wahr.

Mikrotubuli entstehen - wie bereits beschrieben - durch die Aneinanderreihung freier
Tubulindimere zu den Protofilamenten, die sich, seitlich um wenige Nanometer versetzt, zu
einem kurzen Rohrenstlick aneinander lagern. Die weitere Verlangerung (self-assembly)
erfolgt durch Anknupfung zusatzlicher Dimere an den Enden der Roéhre, die auch GTP-
Kappen genannt werden, da dort GTP an Tubulin gebunden ist. Dabei erfolgt die
AnknlUpfung am Plus-Ende, wo die alpha-Tubulin Einheiten das Ende der Réhre bilden, etwa
doppelt so schnell wie am Minus-Ende, wo die beta-Tubulin Einheiten als Anknupfungsort
dienen. Durch gebundenen GTP werden die Mikrotubuli stabilisiert. Zu einem Abbau
(disassembly) kommt es hingegen dann, wenn durch GTP-Hydrolyse GDP-Untereinheiten
entstehen, die nur labil gebunden sind. Der Auf- und Abbau der Mikrotubuli kann je nach

Erfordernissen im Laufe von Tagen bis zu wenigen Minuten (z.B. bei der Mitose) erfolgen.

Der Organellentransport entlang der Mikrotubuli zu den Plus-Enden wird Uber Kinesin
gesteuert, wobei ATP in mechanische Energie umgewandelt wird. Kinesin ist ein Dimer,
bestehend aus zwei schweren Ketten (120-130 kDa), von denen jede am N-Terminus eine
kugelférmige Motordomane und am C-Terminus eine facherféormige Bindedomane besitzt.
Die Motordomane weist eine ATPase Aktivitat auf, wobei die Umsetzung eines ATPs zu ADP
in einer Bewegung des Kinesinmoleklls entlang des Mikrotubulus von einigen Mikrometern
resultiert, um danach wieder vom Mikrotubulus abzufallen. Fir die nachste Bewegung ist die

Umsetzung eines neuen ATPs noétig.

Der Rucktransport von den Plus-Enden zu den Minus-Enden wird Uber Dynein gesteuert. An

den alpha-Tubuli inserieren paarweise Dynein-Arme, die zu den benachbarten beta-Tubuli
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hin gerichtet sind. Sie besitzen ATPase Aktivitadt. Im Ruhezustand weisen die Dynein-Arme
schrag nach unten. Unter ATP-Spaltung treten sie mit dem gegenuberliegenden beta-Tubulin
in Kontakt. Durch Bewegung des Dynein-Armes in die Waagerechte werden die Tubulin-
Dimere gegeneinander verschoben. Durch abermalige ATP-Spaltung I6st sich der Dynein-

Arm wieder vom beta-Tubulin ab und streckt sich nach unten.

1.5.3 Die Genetische Struktur des Tau-Proteins

Das Gen, das fur das Tau-Protein codiert, ist auf Chromosom 17 lokalisiert. Im menschlichen
adulten Hirn entstehen durch alternatives Splicen der Tau-mRNA 6 unterschiedliche
Isoformen (Goedert et al., 1989), wohingegen im bovinen Hirn nur 5 Isoformen vorkommen.
Die humanen Isoformen beinhalten entweder 3 oder 4 Mikrotubuli-Binde-Domanen mit 31
oder 32 Aminosauren in der carboxyterminalen Region des Molekiils (Himmler et al., 1989,
Butner u. Kirschner, 1991; Gustke et al., 1994), abhangig von dem Vorkommen von Exon 10
in der mMRNA (Goedert et al.,, 1989). Alle vorkommenden humanen adulten und fetalen
Isoformen sind in Abbildung 1.2 zusammengefasst. Die Tau-lsoformen enthalten entweder
kein aminoterminales Insert, ein 29 Aminosdure langes Insert (Exon 2) oder eine 58
Aminosaure langes Insert (Exon 2 und Exon 3). Beide Inserts — das aminoterminale sowie
das carboxyterminale — werden entwicklungsgemal® reguliert, wobei jedoch dem

aminoterminalen Insert bisher noch keine Funktion zugeordnet werden konnte.

Fetales Tau 2- 3- 10- 316As
Adultes Tau, Isoform2 2- 3- 10- I 352As
Isoform 4 2+ 3- 10- - 381AS
Isoform 6 2+ 3+ 10- 77 [ 1 410AS
Isoform 3 2- 3- 10+ L =< ! 383AS
Isoform 5 2+ 3- 10+ [ L ==l | 421AS
Isoform 1 2+ 3+ 10+ L V7 L == l 441AS
AS 252 AS 376 (Iso1)

Exon 2@ Exon 3 Exon 10 =] Bindedomane |

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der humanen Tau-Isoformen mit adult-spezifischen Exonen.
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Es ist eindeutig geklart, dass die Sequenz-Wiederholungen (repeats) innerhalb der
Bindedomane am carboxyterminalen Ende des Tau-Proteins fur die Bindung von Tau an die
Mikrotubuli verantwortlich ist, jedoch deutet vieles darauf hin, dass sowohl die flankierenden
Bereiche als auch die Inter-Repeat-Regionen fir die Tau-Mikrotubuli-Interaktionen von
groBer Bedeutung sind. Taukonstrukte haben beispielsweise nur eine geringe Affinitat zu
den Mikrotubuli, wenn sie nur die Sequenz-Repeats aufweisen (Gustke et al., 1994). Werden
die flankierenden Bereiche dem Konstrukt zugefiigt, so verstarkt sich die Affinitat des Tau-
Proteins, an die Mikrotubuli zu binden (Gustke et al., 1994). Weiterhin konnte in vitro
nachgewiesen werden, dass bei Vorhandensein der flankierenden Bereiche Tau aggregiert,
anti-parallele Dimere bildet und filamentdse Strukturen ausbildet (Wilson and Binder et al.,
1995; Schweers et al.,, 1995). Die flankierenden Domanen sind auf’erdem durch das
Vorhandensein von zahlreichen potentiellen Phosphorylierungsstellen gekennzeichnet. Sie
beinhalten beinahe die Halfte der 17 Ser/Thr-Pro Motive, die im Tau-Protein vorkommen.
Diese Motive sind Substrate flir Prolin-gerichtete Kinasen und eine groRe Anzahl dieser
Ser/Thr-Pro Sites kommen phosphoryliert in humanem Kontroll- sowie Alzheimer-Hirnen vor
(Hasegawa et al., 1992; Morishima-Kawashima et al., 1995).

Das bovine Tau weist eine gro3e Homologie zum humanen Tau-Protein auf. Jedoch ist die
langste Form im Rinderhirn 448 Aminosauren lang (Isoform 1) im Gegensatz zu der langsten
Form im humanen Hirn (long splice form), die 441 Aminosauren aufweist. Auch gibt es beim
humanen Tau im Gegensatz zu bovinem die zusatzliche Isoform 6, das im peripheren
Nervensystem vorkommende ,Big Tau® und das fetale Tau. Alle Isoformen des bovinen und

humanen Tau sind in der Tabelle 1 aufgelistet.

Tabelle 1: Vergleich der einzelnen Isoformen von humanem und bovinem Tau miteinander und Auflistung der
Sequenzabschnitte der einzelnen Repeat-Units. Die Terminierung richtet sich jeweils nach den Isoformen 1.

Bovines Tau Humanes Tau

Big Tau (in peripheren
Nervenzellen) 758AS
Isoform 1 mit 448 AS long splice form mit 441 AS
(Isoform 1)

AS 125 — AS 375 und
AS 395 — As 460 fehlen
Isoform 2 mit 430 AS Isoform 2 mit 352 AS
AS 175 — AS 192 fehlt AS 45- AS 102,

AS 125 - AS 375 und
AS 395 — AS 460 fehlen
Isoform 3 mit 402 AS Isoform 3 mit 383 AS
AS 175 - AS 192 und AS 45 - AS 102 und
AS1 - AS131 verandert, 28 fehlen | AS 112 — AS 375 und
AS 395 — AS 460 fehlen
Isoform 4 mit 302 AS Isoform 4 mit 381 AS
AS 175 - AS 192 und AS 74 — AS 102,

AS 1- AS 100 aus Iso 2 fehlen AS 125 — AS 375 und
AS 395 — AS 460 und
AS 592 — AS 622 fehlen
Isoform 5 mit 340 AS Isoform 5 mit 412 AS
AS 175 — AS 192 und AS 74 — AS 102 und
AS 1 - AS 131verandert, 28 fehlen | AS 125 - AS 375 und
AS 235 — AS 296 fehlen AS 395 — AS 460 fehlen
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Isoform 6 mit 410 AS
AS 125 — AS 375 und
AS 395 — As 460 und
AS 592 — AS 622 fehlen
Fetales-Tau mit 308 AS
AS 2 — AS 104 und

AS 125 — AS 375 und
AS 395 — AS 460 und
AS 592 — AS 622 fehlen.

Repeat-Unit 1(nach Iso1) Repeat-Unit 1 (nach Iso1)
AS 251 — AS 281 AS 252 — AS 282
Repeat-Unit 2 (nach Iso1) Repeat-Unit 2 (nach Iso1)
AS 282 — AS 312 AS 283 — AS 313
Repeat-Unit 3 (nach Iso1) Repeat-Unit 3 (nach Iso1)
AS 313 — AS 343 AS 314 — AS 344
Repeat-Unit 4 (nach Iso1) Repeat-Unit 4 (nach Iso1)
AS 344 — AS 375 - AS 345 — AS 376

Am Beispiel der humanen und bovinen Isoform 1 ist in Abbildung 1.3 ein Sequenzvergleich
dargestellt. Die homologen Bereiche stehen untereinander und sind grau hinterlegt.
Weiterhin sind Phosphorylierungs- und Glykosylierungsstellen fett und die Mikrotubuli-Binde-
Region in grofRerer Schrift gekennzeichnet. In der Mikrotubuli-Binde-Region des Tau-
Proteins gibt es 2 potentielle Phosphorylierungsstellen (Ser 262 und Ser 356) und eine
potentielle N-Glykosylierungsstelle (N-359-1-T). Ser 412 ist zugleich Phosphorylierungsstelle

und gehdrt zum Motiv fur eine potentielle N-Glykosylierungsstelle.

H 1 MAEPRQEFEVMEDHAGTYGLGDRKDQGGYTMHQDQEGDTDAGLKESPLQTPTEDGSEEPG
B 1 MAEPRQEFDVMEDHAQGDYTLQDQEGDMDPGLKESPLQTPADDGS EEPG

H 61 SETSDAKSTPTAEDVTAPLVDEGAPGKQAAAQPHTEIPEGTTAEEAGIGDTPSLEDEAAG
B SETSDAKSTPTAEDATAPLVDEGAPGEQAAAQAPAEIPEGTAAEEAGIGDTSNLEDQAAG

H 121 HVTQARMVSKSKDGTGSDDKKAKGADGKT  KIATPRGAAPPGQKGQANATRIPAKTPPAPK
B HVTQARMVSKGKDGTGPDDKKTKGADGKPGTKIATPRGAAPPGQKGQANATRIPAKTTPTPK

H 181 TPPSSGEPPK SGDRSGYSSPGSPGTPGSRSRTPSLPTPPTREPKKVAVVRTPPKSPSSAK
B 181 TSPATMQVQKKPPPAGAKSERGESGKSGDRSGYSSPGSPGTPGSRSRTPSLPTPPTREPKKVAVVRTPPKSPSAAK

H 241 SRLQ T AP V P M PDLKNVKSKIGSTENLKHQPGGGKVQIINKKLDLSNVQSKCGSKDNIKHV
B  SRLQAAPGPMPDLKNVKSKIGSTENLKHQPGGGKVQIINKKLDLSNVQSKCGSKDNIKHV

H 301 PGGGSVQIVYKPVDLSKVTSKCGSLGNIHHKPGGGQVEVKSEKLDFKDRVQSKIGSLDNI
B PGGGSVQIVYKPVDLSKVTSKCGSLGNIHHKPGGGQVEVKSEKLDFKDRVQSKIGSLDNI

H 361 THVPGGGNKKIETHKLTFRENAKAKTDHGAEIVYKSPVVSGDTSPRHLSNVSSTGSIDMV
B THVPGGGN KKI ET H KLTFRENAKAKTDHGAEIVYKSPVVSGDTSPRHLSNVSSTGSIDMV

H 421 DSPQLATLADEVSASLAKQGL
B DSPQLATLADEVSASLAKQGL

Abbildung 1.3: Vergleich der Aminosaure-Sequenz der bovinen Isoform 1 (B) mit der long human splice form
(H), ebenfalls Isoform 1. Zusatzlich sind die Positionen fiir potentielle Phosphorylierungsstellen fett und fir
potentielle N-Glykosylierungsstellen kursiv, unterstrichen und fett markiert. Die Region fir die Mikrotubuli-Binde-
Doménen ist durch groRere Schrift hervorgehoben. In dieser Region gibt es 2 potentielle
Phosphorylierungsstellen (Ser 262 und Ser 356) und eine potentielle N-Glykosylierungsstelle (N-359-I-T). Ser 412
ist zugleich Phosphorylierungsstelle und gehdrt zum Motiv fir eine potentielle N-Glykosylierungsstelle.
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1.5.4 Die verschiedenen Modifizierungen am Tau-Protein

1.5.4.1 Die Phosphorylierung am Tau-Protein

Neben den lIsoform-Variationen spielt die Phosphorylierung eine wichtige Rolle in der
Regulation der Tau-Mikrotubuli-Interaktionen. Aus Hirn isoliertes Tau-Protein ist an vielen
Stellen phosphoryliert. Zuséatzlich gibt es eine Vielzahl von Kinasen, die Tau in vitro
phosphorylieren. Dazu z&hlen u.a., aber nicht ausschlieRlich, die Ca**/Calmodulin-abhangige
Proteinkinase Il (CaMKIl) (Johnson et al., 1992), die Caseinkinase Il (Greenwood et al.,
1994), die cAMP-abhangige Proteinkinase (cCAMP-PK) (Johnson, 1992), die MAP-Kinase
(auch als ERK2 bekannt) (Drewes et al., 1992), die cyklinabhangige Kinase 5 (ckd5/p35)
(Lew and Wang, 1995) und die Glykogensynthase Kinase 3 (GSK3) (Mandelkow et al.,
1992). Es ist jedoch noch immer unklar, welche Proteinkinase das Tau-Protein in vivo

phosphoryliert.

Jameson et al. prasentierten 1980 Ergebnisse, die darauf hindeuteten, dass ein erhdhter
Phosporylierungs-Grad von Mikrotubuli-assoziierten Proteinen (MAPs) deren Fahigkeit
herabsetzt, Mikrotubuli zu stabilisieren. Diese Theorie wurde von Lindwall and Cole 1984 mit
der Beobachtung gestutzt, dass bovines Tau durch Dephosphorylierung die Polymerisierung
von Mikrotubuli viel schneller und starker vorantreibt als im unbehandelten, phosphorylierten
Zustand. Es hat sich gezeigt, dass nicht der gesamte Phosphatgehalt des Tau-Proteins,
sondern vielmehr die Phosphorylierung bestimmter Sites Einfluss auf die Fahigkeit von Tau
besitzt, an die Mikrotubuli zu binden und somit ihren Aufbau voranzutreiben und die Form zu
stabilisieren.

Interessanterweise wird die Tubulinbindung des Tau-Proteins mit CAMP-PK durch die
Phosphorylierung sehr stark geschwacht, wohingegen die Phosphorylierung durch CaMKI|
keine Auswirkungen hat (Johnson et al., 1992). Durch die Kinase ERK2 wird Tau in vitro sehr
stark phosphoryliert und die Affinitat des Proteins zu den Mikrotubuli stark herabgesetzt
(Gustke et al., 1992).

Die Phosphorylierung des Tau-Proteins durch p110K (p110 Mikrotubuli Affinitats-
Regulierungs Kinase, auch MARK abgekiirzt) an nur einigen wenigen Sites (Ser 262, Ser
356 und mit schwacherem Effekt an Ser 324 und Ser 293) innerhalb der Mikrotubuli-Binde-
Domane bringt die Fahigkeit von Tau, an Mikrotubuli zu binden, vollig zum Erliegen (Drewes
et al.,, 1995). Diese Studien rechtfertigen die Behauptung, dass die Phosphorylierung an
speziellen Tau-Sites einen groRen Einfluss auf die Tau-Mikrotubuli-Interaktionen in vitro

haben.
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Das phosphorylierte Tau-Protein wird von einer grof3en Zahl von Phosphatasen in vitro
dephosphoryliert. Bei Phosphatase 1 (PP1), Phosphatase 2 B (PP2B, auch bekannt als
Calcineurin), Phosphatase 2 A und die Ca""/Calmodulin-abhéngige Phosphatase konnte
gezeigt werden, dass sie alle Tau-Isoformen dephosphorylieren (Goedert et al., 1992; Gong
et al., 1994). Die Dephosphorylierung des Tau-Proteins verstarkt wiederum die Fahigkeit von

Tau, sich an Mikrotubuli zu binden und deren Aufbau zu unterstiutzen (Wang et al., 1995).

1.5.4.1.1 PHF-Tau

Der Entdecker und Namensgeber der Alzheimer Erkrankung, Alois Alzheimer, entdeckte
1906 fibrillenahnliche Proteinbindel im Gehirn von Demenzkranken, die er Neurofibrillare
Bindel (NFT's = neurofibrillary tangles) nannte. Unabhangig davon zeigten die
Wissenschaftler Kidd und Terry 1963, dass die NFT’s aus paarweise umeinander
gewundenen Fasern des Tau-Proteins bestehen, den sog. PHF's (paired helical filaments).
In AD-Hirnen kommen die PHF’s sowohl in unléslicher Form in den NFT's vor als auch in
I6slicher Form. Die Struktur der l0slichen PHF s ist ahnlich, aber nicht identisch mit der der
unléslichen PHF’'s (Lee et al.,, 1991), denn die I6slichen kénnen im Gegensatz zu den

unléslichen in der SDS-PAGE zu Monomeren getrennt werden.

Tau, das aus den l6slichen PHF s isoliert wird (PHF-Tau), ist weitaus starker phosphoryliert
als normales Tau. Die meisten Informationen Uber Posphorylierungsstellen hatte man sehr
lange Zeit nur durch den Gebrauch von speziellen gegen Phospho-Epitope gerichtete
Antikorper. Der Tau-1 Antikérper erkennt nur Tau, wenn es an Ser 199/202 und Thr 205
dephosphoryliert ist, und war der erste Phosphat-abhangige Antikérper, der entwickelt wurde
(Binder et al., 1985). In den nachfolgenden Jahren wurden viele Antikdrper speziell gegen
Phospho-Epitope hergestellt, wie bspw. AT8, PHF-1, AT270 und AT 180, die die
phosphorylierten Epitope an Ser 202, Ser 396 , Thr 181 und Thr 231 erkennen. Auch wurden
Antikoérper gegen doppelt phosphorylierte Epitope hergestellt, so wie PHF-20 (Ser 214 + Thr
217), PHF-27 (Thr 231 + Ser 235) und AT 100 (Thr 212 + Ser 214) (die Nummerierung
basiert auf der langsten humanen Tau-Isoform von 441 Aminosauren). Mit Hilfe der
Massenspektrometrie konnten bisher 25 Phosphorylierungsstellen identifiziert werden
(Hanger et al., 1998), von denen nur 9 Ser/Thr-Pro Motive sind und alle - bis auf Ser 262 - in
den amino- und carboxyterminalen Domanen liegen, die die Mikrotubuli-Binde-Region

umgeben (Moishima-Kawashima et al., 1995).
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In Tabelle 2 sind alle bekannten, mittels Massenspektrometrie oder Edmann-Sequenzierung
identifizierten Phosphorylierungsstellen nach Hanger et al. aufgelistet. Die entsprechenden

Kinase sind nebenstehend aufgeflhrt.

Tabelle 2: Tau-Phosporylierungsstellen direkt identifiziert durch MS oder Edman-Sequenzierung (Hanger et al.,
1998), CDKS5, cyclin-dependent kinase 5 (Ishiguro et al., 1992; Vulliet et al., 1992); GSK-3, glycogen-synthase
kinase —3 (Ishiguro et al., 1992; Yang et al., 1994; Song and Yang, 1995); MAPK, mitogen activated protein
kinase (Drewes et al., 1992); p110K, p110 microtubule affinity-regulating kinase (Drewes et al., 1995); PK,
phosphorylase kinase (Paudel, 1997), cAMP-PK, cyclic-AMP-dependent protein kinase (Scott et al., 1993;
Drewes et al., 1995; Litersky et al., 1996); PKC, protein kinase C (Correas et al., 1992; Drewes et al., 1995).

Aminosaure in PHF-Tau Proteinkinase

Thr 175 MAPK

Thr 181 MAPK

Ser 184/185

Ser 198

Ser 199 MAPK , GSK-3

Ser 202 MAPK , CDK5

Ser 208

Ser 210

Thr 212 MAPK , GSK-3

Ser 214 CAMP-PK , PKC

Thr 217 GSK-3

Thr 231 GSK-3, CDK5

Ser 235 MAPK , GSK-3 , CDK5

Ser 237

Ser 238

Ser 262 GSK-3 , cAMP-PK , PKC ,
p110K

Ser356 GSK-3, PKA, p110K

Ser 396 MAPK , GSK-3

Ser 400 GSK-3

Thr 403

Ser 404 MAPK , GSK-3 , CDK5

Ser 409 cAMP-PK

Ser 412

Ser 413 GSK-3

Ser 422 MAPK

Fir die Phosphorylierung am Tau-Protein spielt die cyclin-dependent-cinase 5 die grofite
Rolle. Cdk5 ist eine prolingerichtete Kinase und bindet unter normalen Umstanden p35, eine
hirnspezifische Regulatoruntereinheit. p35 ist der Vorlaufer von p25. In Patienten mit AD
bindet die Cdk5 zusatzlich an p25. Dadurch kommt es zu der Hyperphosphorylierung des
Alzheimer PHF-Tau. Sind die potentiellen Cdk5 Sites im Tau-Protein phosporyliert, so
unterstltzt sie die Phosphorylierung der nicht-Prolin-gerichteten Sites durch GSK-3 (Ishiguro
et al., 1993).
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Am starksten wird die Bindung von Tau an die Mikrotubuli inhibiert, wenn das Tau-Protein an

Ser 262 und Thr 231 gleichzeitig phosphoryliert vorliegt (Sengupta et al., 1998).

1.5.4.2 Die Glykosylierung am Tau-Protein

Uber die Glykosylierung am Tau-Protein als zusatzliche Modifiktion zur Phosphorylierung
und den Glykosylierungsgrad ist bisher wenig in der Literatur bekannt. Die
Phosphorylierungen und O-Glykosylierungen finden an den gleichen Aminosduren statt und
es wird vermutet, dass sich die verschiedenen Modifikationen in einem dynamischen

Prozess gegenseitig ersetzen (Johnson et al., 1996).

Im Jahre 1996 konnten Wang et al. zeigen, dass abnormales hyperphosphoryliertes Tau aus
Alzheimer Hirnen und PHF-Tau, aber nicht normales humanes Tau-Protein, durch Lektine
angefarbt wird. Sich daran anschlieBende Deglykosylierungs-Studien haben gezeigt, dass
sich enzymatisch-deglykosyliertes PHF-Tau wieder entdrillt und I6slich wird. Dies lie} den
Schluss zu, dass das Tau-Protein nur in Alzheimer-Hirnen glykosyliert ist.

Die Ergebnisse von Takahashi et al. (1999) unterstiitzen diese Theorie, da auch an
Hirnschnitten gezeigt werden konnte, dass die Tau-Proteine in den PHF's durch Lektine, die

an Zucker binden, angefarbt werden.

Nicht nur PHF-Tau und hyperphosphoryliertes Tau aus Alzheimer-Hirnen sind glykosyliert,
wie zunachst angenommen, sondern auch bovines Tau ist durch Lektine anfarbbar, die
allgemein zum Glykosylierungsnachweis eingesetzt werden (Arnold et al., 1996). Zuséatzlich
wurde isoliertes bovines Tau mittels Glactosyltransferase mit [*H]-Galactose markiert und die
B-Eliminierung untersucht. Hierbei wurde festgestellt, dass bovines Tau durch O-glykosidisch
gebundenes GIcNAc glykosyliert ist (Arnold et al., 1996). Es wird von Arnold et al.
angenommen, dass mehr als 12 besetzte O-Glykosylierungsstellen im bovinen Tau
vorkommen und die Glykosylierung mit einer durchschnittlichen Stochiometrie von mehr als
4 Mol O-GIcNAc pro Mol Tau-Protein vorliegt. Eine mdgliche Erklarung fir die Glykosylierung
des bovinen Taus kdnnte sein, dass durch die O-GIcNAcetylierung der Tau-Abbau und auch

die Lokalisation von Tau in der Zelle gesteuert wird (Arnold et al., 1996).

Angenommen wird, dass PHF-Tau auf nicht-enzymatischem Wege glykosyliert wird
(Ledesma et al., 1994), es sich dabei um eine spontane Reaktion handelt, &hnlich der der
Schiffschen Base. Hierbei werden reduzierte Zucker an die Amino- und Thiol-Gruppen der
Proteine kovalent gebunden. Es wird diskutiert, dass die O-GlcNAcetylation eine wichtige

Rolle in regulatorischen Prozessen spielt und, da sie ebenfalls an Serine oder Threonine
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gekoppelt ist, im dynamischen Wechsel zur Phosphorylierung stattfindet (Hart, 1997). Im
Gegensatz zum bovinen Tau, an dem die O-Glykosylierung eindeutig nachgewiesen werden
konnte, ist in Alzheimer-Hirnen lediglich eine Herauf-Regulierung des O-GIlcNAc-Levels
beobachtet worden (Griffith et al., 1995).

Einen grof3en Erfolg in der Aufklarung der N-Glykosylierung am PHF-Tau gelang 2001 Sato
et al. Diesem Forscherteam, das durch eine Kooperation von drei fihrenden Gruppen
gebildet wurde, gelang es, die N-glykosidisch gebundenen Zuckerbadume am Peptidriickgrat
von PHF-Tau und AD P-Tau (abnormally hyperphosphorylated tau) abzuspalten und deren
Aufbau durch sukzessives enzymatisches Abdauen der Zucker zu identifizieren. Es wurde
festgestellt, dass bovines Tau sehr wahrscheinlich nicht N-glykosyliert ist und dass in PHF-
Tau und AD P-Tau N-Glykosylierungen des Komplexen Typs und des Mannosereichen Typs

vorliegen.

In Abbildung 1.4 sind die verschiedenen Glykosylierungstypen in ihren unterschiedlichen

Auspragungen nach Sato et al. dargestellt.

Komplexer Typ

6-1aMan
| GlIcNAc4-1BGIcNAc4-1pMan4-1BGIcNAc
3-1oMan

Fuca1

6 6-1aMan
| GIcNAc4-1BGIcNAc4-1pMan4 2-1BGIcNAc
3-1oMan

6-1aMan2-1BGIcNAc4-1pGal
]} GIcNAc4-1BGIcNAc4-1pMan4
3-1aMan2-13GIcNAc4-1pGal

Fuca
6 6-1oMan2-1BGIcNAc4-1pGal
v GIcNAc4-1BGIcNAc4-1pMan4
3-1aMan2-13GIcNAc4-1pGal

6-1aMan2-1BGIcNAc4-1pGal

Vv GIcNAc4-1BGIcNAc4-1pMan4
3-1aMan2-1BGIcNAc4-1pGal
4-1BGIcNAc4-1pGal
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Mannosereicher Typ

6-1aMan
6-1aMan

| GlIcNAc4-1BGIcNAc4-1pMan4 3-1aMan
3-1oMan

6-1aMan
6-1aMan 2-1oMan
1 GIcNAc4-1BGIcNAc4-1pMan4 3-1aMan
3-1aMan

6-1oMan
6-1aMan (2-1aMan),
]} GIcNAc4-1BGIcNAc4-1pMan4 3-1aMan
3-1oMan

6-1aMan
6-1aMan (2-1aMan)s
v GIcNAc4-1BGIcNAc4-1pMan4 3-1aMan
3-1oMan

6-1aMan2-1aMan

6-1aMan
\' GlIcNAc4-1BGIcNAc4-13Man4 3-1aMan2-1oMan
3-1aMan2-1aMan2-1aMan

Fuca1 ™~
6 6-1aMan
Vi GIcNAc4-1BGIcNAc4-1pMan4
3-1aMan

6-1aMan2- 1aMan
Vil GIcNAc4-1BGIcNAc4-1pMan4
3-1aMan

_

Abbildung 1.4: Angenommene Zuckerstrukturen aus Alzheimer-Hirn. Isoliert aus AD P-Tau und PHF-Tau (nach
Sato et al., 2001).

Die einzelnen Aminosadure-Positionen der N-Glykosylierungen innerhalb des humanen Tau-
Proteins konnten jedoch nicht geklart werden. Jedes Tau-Protein besitzt drei potentielle N-

Glykosylierungsmotive. Die Motive haben generell die Aminosdureabfolge Asn-X-Ser/Thr,
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wobei X jegliche Aminosdure mit Ausnahme von Prolin oder Asparagin sein kann. Im
humanen Tau sind diese Motive an den Positionen Asn'®’-Ala-Thr, Asn®*®-lle-Thr und Asn*'’-
Val-Ser lokalisiert. Im bovinen Tau befinden sie sich an den Positionen Asn'*®-Ala-Thr,

Asn®*®®_|le-Thr und Asn*'"—Val-Ser.

Sato et al. diskutieren drei verschiedene Modelle, wie es zu Glykosylierungen am Tau-
Protein in Alzheimer-Hirnen kommen konnte. Eine Mdglichkeit sehen sie darin, dass Tau
innerhalb der AD seine intrazellulare Position verandert und dadurch untypischerweise
Glykosyl-Transferasen zuganglich wird, die daraufhin Tau glykosylieren. Ein Beispiel daflr ist
die Oligosaccheryltransferase (OST), die im Lumen des ER lokalisiert ist. In AD-Hirnen
wurde beobachtet, dass Tau teilweise mit Ribosomen am Rauen ER assoziiert war
(Papasozomenos, 1989). Die zweite Mdglichkeit ware die der gesteigerten Aktivitat der OST
in den Neuronen von Alzheimer-Patienten. Als dritte Mdglichkeit wurde die geanderte
Aktivitat einer bisher uncharakterisierten, cytosolischen PNGase angesehen, die ihre
Aufgabe in der Zuckerabspaltung von Proteinen nicht mehr oder nur noch eingeschrankt

ausuben kann.

In der Zusammenfassung bedeutet dies, dass an bovinem Hirn-Material O-Glykosylierungen,
jedoch keine N-Glykosylierungen identifiziert wurden. Im Gegensatz dazu wurden bei PHF-
Tau und AD P-Tau bisher keine O-Glykosylierungen festgestellt, sondern nur N-
Glykosylierungen, von denen auch die Strukturen aufgeklart wurden. Fur den O-GIcNAc-
Level wurde eine Herauf-Regulierung in AD-Hirnen beobachtet. Bisher ist es allerdings noch
nicht gelungen, die genauen Aminosaure-Positionen der N- bzw. O-Glykosylierungen aus

nativem humanem oder bovinem Material zu identifizieren.

1.6 Ansatze zur Therapie in der Alzheimer-Demenz

Der Wissensstand lber die AD ist heute weitaus gréRer als noch vor 10 Jahren, dennoch ist
die Krankheit immer noch unheilbar. Der Patient ist darauf angewiesen, dass die AD zu
Lebzeiten korrekt diagnostiziert und nicht fir eine andere Demenzform gehalten wird. Durch

richtige Medikation ist dann eine Verzégerung des Krankheitsverlaufs maglich.

Eine erfolgreiche Medikation ist die Verabreichung von Acetylcholin-Esterase-Hemmern.
Diese Therapie zielt darauf ab, den Neurotransmitter Acetylcholin, der den Reiz eines
Nervenimpulses durch den Synaptischen Spalt auf das Folgeneuron Ubertragt, nicht sofort

durch das Enzym Acetylcholin-Esterase abbauen zu lassen. Denn je langer dieser
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Neurotransmitter im Synaptischen Spalt verbleibt, umso haufiger kann er das Folgeneuron
stimulieren. Durch diesen Vorgang kann bis zu einem gewissen Grad das Absterben von
Nervenzellen kompensiert werden. Die Firma Warner-Lambert brachte 1996 als Erste das
Medikament Cognex mit dem Wirkstoff Tacrin auf den Markt. Danach folgte Pfizer mit Aricept
(Wirkstoff Donepezil Hydrochlorid) und 1998 zog Novartis mit Exelon (Wirkstoff Rivastigmin)

nach.

Eine andere Therapie, die ebenfalls auf dem Neurotransmitter Acetylcholin basiert, hat die
Firma Shire aus England entwickelt. Das Medikament Reminyl mit seinem Wirkstoff
Galantamin Hydrobromid stimuliert die Rezeptoren, Acetylcholin in groRem Male
freizusetzen. Somit werden bei unveranderter Acetylcholin-Esterase-Aktivitat immer
geniugend Neurotransmitter nachgeliefert, damit neue Reize am Folgeneuron ausgelost

werden konnen.

Der Nachteil dieser Art der Medikation besteht darin, dass die Medikamente umso weniger
Effekt aufweisen, je mehr Nervenzellen krankheitsbedingt absterben. Somit werden sie im
fortgeschrittenen Stadium der Krankheit nutzlos. Auch kommt es haufig vor, dass Alzheimer-

Patienten auf diese Medikamente nicht ansprechen.

Immer mehr Firmen forschen daher an neuen Therapien fir die Behandlung der AD.
Memantin — ein neuer Wirkstoff - blockiert die NMDA-Rezeptoren, die auf Glutamat
reagieren. Verletzte Nervenzellen setzen groRe Mengen an Glutamat frei, die wiederum
andere Nervenzellen in dieser hohen Konzentration schadigen, da deren NMDA-Rezeptoren
Uberstimuliert werden. Werden diese Rezeptoren blockiert, so werden die Nervenzellen auf
eine Art geschitzt und fallen nicht so schnell der Kaskade der Schadigungen zum Opfer, die
die AD mit sich bringt. Die Firma Merz bspw. setzt auf den Wirkstoff Memantin, der

mittlerweile in Phase Il getestet wird.

Der neue Wirkstoff Ampalax, der die Aktivitat des Glutamatrezeptors ,Ampa“ in den
Nervenzellen verstarkt, soll im Frihstadium der AD die Effektivitat der gesunden Zellen
verbessern und somit den kognitiven Verfall herauszogern. Die Firma Cortex

Pharmaceuticals aus den USA hat den neuen Wirkstoff Ampalax entwickelt.

Anstatt sich mit dem Schutz von bereits existierenden Nervenzellen zu beschaftigen,
konzentrierte sich die Firma Neo Therapeutics auf die Nervenzellvermehrung. Der Wirkstoff

Neo Trofin, der klein genug ist, um die Blut-Hirn-Schranke zu passieren und im Zellkern der
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Neuronen die Expression bestimmter Wachstumsfaktoren zu stimulieren, regt somit

Neuronen zur Vermehrung an.

Vollig neue Forschungsansatze geben weiterhin Grund zur Hoffnung auf die mdgliche
Heilbarkeit der Krankheit. Die Entwicklung von Wirkstoffen, die die Enzymaktivitadt von B-
Sekretase und y-Sekretase hemmen, haben sich die Firmen GlaxoSmithKline, Amgen,
Novartis und DuPont Pharmaceuticals zum Ziel gesetzt.

Scios, eine andere US-amerikanische Biotechnology-Firma, entwickelt gerade einen
Wirkstoff, der an die Prasenilin-Proteine bindet, diese blockiert und somit den

Enzymkomplex, der das -APP schneidet, inhibiert.

Die vielversprechendste und effektivste Art der Behandlung wére die Impfung gegen AD. Die
irische Firma Elan Pharmaceuticals arbeitet zur Zeit an dieser praventiven Methode. Sie
entwickelte AN-1792, eine Form des 42 Aminosaure langen AB-Peptids. Bereits 1999 konnte
sie zeigen, dass sich in den Hirnen von transgenen Mausen, die AD entwickeln, nach der
Immunisierung mit AN-1792 die Anzahl der Plaques nachweislich reduzierte und die
Neubildung weiterer Plaques gestoppt wurde. Die klinische Erprobungsphase | wurde
mittlerweile mit Erfolg abgeschlossen und es konnte gezeigt werden, dass diese
Behandlungsmethode sicher ist und eine gute Vertraglichkeit bei Tieren zeigt, wie bspw. bei

Schweinen, Kaninchen und Affen.

1.7 Fragestellung

Es wurden im Laufe der letzten Jahre einige Hypothesen zur Klarung der Alzheimer-Demenz
aufgestellt. Zum einen auf Proteinebene durch das Vorkommen von hyperphosphoryliertem
Tau in NFTs oder Ap-Peptiden in den Plaques. Zum anderen auf DNA-Ebene durch den
APO E-Polymorphismus und die Mutationen in den Prasenilin-Genen und des APP-Gens. All
diese Hypothesen basieren auf den Beobachtungen in vivo und wurden unterstitzt durch in
vitro Forschungsergebnissen. Aber keine Hypothese erklart alle Aspekte der Alzheimer-
Demenz und somit kédnnen nur Mutmalfiungen angestellt werden, welche Hypothese wohl
der Realitat am nachsten kommt. Auch konnte es sein, dass all die bisher beschriebenen
Studien nur Sekundaraspekte sind und keine von ihnen die wahre Ursache der AD

widerspiegelt.

Jedoch die starke Modifikation des Tau-Proteins, hervorgerufen durch seine

Glykosylierungen und Phosphorylierungen, wurde immer haufiger als eine der
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Hauptursachen der Alzheimer-Demenz diskutiert. In diesem Zusammenhang gewinnt das
Vorhandensein von N- und O-Glykosylierungen eine immer groflere Bedeutung, da das
Ausmald der Glykosylierung bisher unterschatzt wurde. Deglykosylierungsstudien am Tau-
Protein haben gezeigt, dass sich dadurch die NFT's wieder entdrillen (Takahashi et al.,
1999 ; Sato et al., 2001).

Die Hyperphosphorylierung des Tau-Proteins und die dadurch verursachte Bildung von
PHFs, die sich in NFTs zusammenlagern, ist eine viel diskutierte These fur die Entstehung
der Alzheimer-Demenz (Jameson et al., 1980; Gustke et al., 1994; Wang et al., 1995). Bisher
wurden 25 Phosporylierungsstellen identifiziert, die unter anderem auch in den Bereichen
des Tau-Proteins liegen, die fir die Bindung an Tubulin verantwortlich sind. Die
Glykosylierung macht neben der Phosphorylierung einen Grofdteil der poststranslationalen
Modifizierungen am Tau aus. Allein das bovine Tau soll aufgrund stochiometrischer
Schatzungen mehr als 12 O-Glykosylierungen (Arnold et al., 1996) und kénnte mindestens
drei potentielle, auf Sequenzmotiven beruhende N-Glykosylierungen aufweisen. Es konnte
bisher jedoch keine zugehdrige O- oder N-Glykosylierungstellen in der Sequenz des nativen
Tau-Proteins identifiziert werden. Doch deutet alles darauf hin, dass die Glykosylierung eine
ebenso grolde Rolle bei der Entstehung der AD spielt wie die Phosphorylierung (Johnson et
al., 1996). Dies ist u.a. dadurch zu begrinden, dass Phosphorylierungen und O-
Glykosylierungen an den gleichen Aminosauren stattfinden und sich die verschiedenen

Modifikationen in einem dynamischen Prozess gegenseitig ersetzen (Johson et al., 1996).

Daraus ergibt sich folgende Hypothese: Ist eine gestorte Glykosylierungs-Maschinerie fir die
Entstehung der Alzheimer-Demenz verantwortlich?

Dazu ist es nétig, die Glykosylierungsstellen in der Aminosauresequenz von normalem und
PHF-Tau (mittels Massenspektrometrie) zu identifizieren und durch deren Vergleich
Hinweise auf die AD-spezifischen O- und N-Glykosylierungsstellen erhalten zu kénnen.
Wirden die veranderten Sites gefunden, so kdnnten die dafir verantwortlichen Enzyme oder
Mechanismen eindeutiger bestimmt werden. Eine gezieltere Behandlung von Alzheimer-

Patienten ware somit mdglich.

Als Modellorganismus zum Menschen bietet sich in diesem speziellen Fall das Rind an, da
bovines Tau eine sehr hohe Homologie zu der Aminosauresequenz des humanen Tau-
Proteins aufweist. Aus der Literatur ist bekannt, dass bovines Tau glykosyliert im Hirn
vorliegt (Arnold et al., 1996). Das bovine Tau dient somit als Kontrolle im Vergleich zu den
Untersuchungen am PHF-Tau aus Alzheimer-Hirn, das uns von C. Gong aus den USA zur

Verfugung gestellt wurde.
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Durch die Komplexitdt des Tau Proteins, hervorgerufen durch seine verschiedenen
Isoformen mit ihren Phorsphorylierungen und Glykosylierungen, erscheint es sinnvoll, Tau
auf zwei unterschiedliche Arten aus bovinem Hirn aufzuarbeiten. Bei der Total-Tau-
Praparation wird Wert auf den Erhalt des vollstdndigen komplexen Taugehaltes des Gehirns
gelegt, was jedoch auch eine starke Verunreinigung der Probe mit Fremdproteinen zur Folge
hat. Die Twice-cycled-Tau-Praparation hingegen zielt auf eine nahezu reine Aufarbeitung
des Tau-Proteins ab, wobei es mdglich ware, dass einzelne Varianten verloren gehen.

Anhand dieser beiden Praparationen sollen N- und/oder O-Glykosylierungsstellen am Tau-

Protein identifiziert werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden bei den Ublichen Herstellern fir Laborchemikalien

bezogen und entsprechen, wenn nicht anders erwahnt, dem Reinheitsgrad pro analysis.

2.2 Tau-Protein und Praparation

2.2.1 Tau-Protein

Bei dem hier in der Arbeit beschriebenen Tau-Protein handelt es sich, falls nicht gesondert
darauf hingewiesen wird, um selbst aufgereinigtes Protein aus Rinderhirn. Die Rinderhirne
wurden mit einer Sondergenehmigung vom Diisseldorfer Schlachthof freundlicherweise zur
Verfigung gestellt, wobei darauf geachtet wurde, dass die Tiere bei der Entnahme nicht alter
als 1 Jahr waren. Die Hirne wurden jeweils frisch prapariert und zuvor nicht auf BSE

getestet.

2.2.2 Total-Tau-Praparation

Fur diese Art der Praparation wurde das Rinderhirn nach der Methode von Johnson et al.
(1989) aufgearbeitet. Hierzu wurde das Hirn im frischen Zustand — maximal 1 Stunde nach
der Entnahme — im Waring Blender 1:1 mit High-Salt-Buffer versetzt und 4x20 Sekunden mit
jeweils 20-seklindiger Pause homogenisiert. Danach wurde das Homogenisat fur 30 Minuten
bei 28.000g abzentrifugiert, um die Proteine von Zelltrimmern zu trennen. Der Uberstand
wurde abgenommen und dann noch einmal fiir 60 Minuten bei 48.000g und 4°C zentrifugiert,
um die restlichen Schwebstoffe zu entfernen. Im Anschluss daran wurde dieser Uberstand
im Wasserbad bei 95°C fiur 10 Minuten einer Hitzedenaturierung unterzogen, gefolgt von
einer 30-minltigen Zentrifugation bei 35.000g und 4°C, um die ausgefallenen Proteine
abzutrennen. Der Uberstand wurde langsam und unter stéandigem Rihren mit
Ammoniumsulfat (50% Endkonzentration) versetzt und tber Nacht (UN) bei 4°C stehen

gelassen. Schliellich wurden die ausgefallten Proteine durch 20-minttige Zentrifugation bei
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30.000g und 4°C gewonnen. Das so erhaltene Pellet wurde in moglichst wenig Assembly-

Buffer resuspendiert und bis zum weiteren Gebrauch bei —80°C eingefroren.

High-Salt-Buffer

Komponenten Menge (g/l)
PIPES (Piperazinethansulfonsdure) pH 6,9 100mM
EGTA (Ethylenglycoltetraessigsaure) 1mM
EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure) 0,5mM
MgSO, (Magnesiumsulfat) 0,5mM
DTT (Dithiothreitol) 2mM
PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid) 0,1m
Benzamidin 10mM
NaCl 750mM

H>0 dest. (auffiillen auf)

Assembly-Buffer

Komponenten Menge (g/l)
PIPES, pH 6,9 50mM
EGTA TmM
MgSO, 0,5mM

pH-Wert mit NaOH auf 6,9 einstellen

2.2.3 Twice-Cycled-Tau-Praparation

Die Strategie der Twice-cycled-Tau-Praparation ist eine Kombination aus 3 verschiedenen
Aufarbeitungsprotokollen aus der Literatur (Johnson et al., 1989; Berkowitz et al., 1977;
Lindwall and Cole, 1984) und basiert auf der Fahigkeit des Tau-Proteins, sich unter Zugabe
von Guanosin-Tri-Phosphat (GTP) an Mikrotubuli zu binden. Dieser Bindungsprozess
(Polymerisationsschritt) dient dem Zweck, Tau effektiv von Fremdproteinen zu trennen und
somit eine sehr reine Praparation zu erhalten.

Das Rinderhirn wurde im frischen Zustand — maximal 1 Stunde nach der Entnahme — im
Waring Blender 1:1 mit High-Salt-Buffer versetzt und 4x20 Sekunden mit jeweils 20
seklundiger Pause homogenisiert (Johnson et al., 1989). Das so erhaltene Homogenisat
wurde bei 10.500g und 4°C fir 15 Minuten abzentrifugiert, um die groben Zelltrimmer
loszuwerden. Im Anschluss daran wurde der Uberstand mit 1mM GTP versetzt und
wiederum bei 60.000g und 4°C zentrifugiert (Berkowitz et al., 1977). Von diesem Uberstand
wurden 4,5% abgenommen und als Aliquot ZP1 (= Zwischenprodukt 1) bei —80°C
aufbewahrt. Diesem bereits mit GTP als Energielieferanten versetzte Uberstand wurde nun

Glycerol im Verhaltnis 1:3 zugegeben. Durch Inkubation bei 37°C wurde dann die Probe flr
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20 Minuten dem ersten Polymerisationszyklus unterzogen. Im Anschluss daran wurde der
entstandene Tau-Tubulin-Komplex 90 Minuten bei 60.000g und 30°C abzentrifugiert. Das
Pellet wurde in PM-Puffer, dem 1mM GTP frisch zugegeben wurde, resuspendiert (Lindwall
et al., 1984). Nach diesem Schritt wurden 22% der Probe abgenommen und als Aliquot ZP2
(= Zwischenprodukt 2) bei —80°C aufgehoben. Durch Zugabe von GTP bei 4°C soll der Tau-
Tubulin-Komplex wieder zur Dissoziation gebracht werden. Im Anschluss daran wurden 75
Minuten bei 75.000g und 4°C zentrifugiert (Lindwall et al. 1984).

Der mit GTP versetzte Uberstand wurde nun dem zweiten 20-minitigen
Polymerisationszyklus unterzogen, in dem bei 37°C inkubiert wurde, jedoch ohne Zugabe
von Glycerol (Lindwall et al., 1984). Hieran schloss sich wiederum eine 75-mintige
Zentrifugation bei 75.000g und 30°C an, um den entstandenen Tau-Tubulin-Komplex erneut
im Pellet zu erhalten (Lindwall et al., 1984). Dieses Pellet wurde in PM-Puffer, dem
zusatzlich NaCl und DTT zugesetzt wurde, resuspendiert (Johnson et al., 1989). Von diesem
Zwischenprodukt 3 (ZP3) wurden bei der zweiten Praparation 20% abgenommen und bei —
80°C gelagert.

Die Probe wurde im Anschluss daran fir 10 Minuten einer Hitzedenaturierung bei 95°C
unterzogen, um Fremdproteine auszufallen, die sich dann nach einer 30-minltigen
Zentrifugation bei 35.000 g und 4°C im Pellet befanden (Johnson et al., 1989). Vom
Uberstand wurden 12,5% abgenommen und als Zwischenprodukt 4 (ZP4) bei —80°C
gelagert.

Der restliche Uberstand wurde mit Ammoniumsulfat (50% Endkonzentration) versetzt
(Johnson et al., 1989). Die in der Praparation von Johnson et al. angegebene Fallungszeit
von 4 Stunden erwies sich als zu kurz. Fallungsschritte UN zeigten eine wesentlich héhere
Ausbeute an Tau-Protein. Nach abgeschlossener Fallung wurde die Probe 20 Minuten bei
35.000g und 4°C =zentrifugiert und das Pellet in mdglichst wenig Assembly-Buffer
resuspendiert (Johnson et al., 1989). Zu diesem Zeitpunkt der Praparation waren noch 41%
des Ausgangsmaterials vorhanden, was als Zwischenprodukt 5 (ZP5) bei —80°C gelagert

wurde.

PM-Puffer
Komponenten Menge (g/l)
PIPES 100mM
EGTA 2mM
MgSO, 1TmM

pH 6,9 mit NaOH einstellen und bei 23°C lagern.
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2.3 Haufig verwendete Losungen und Puffer

10x PBS (phosphat-gepufferte Salzlésung)

Komponenten Menge (g/l)
NaCl 150mM
Na,HPO, 40,5mM
NaH,PO, 9,5mM

den pH-Wert der Losung mit NaOH auf 7,4 einstellen.

PBSN (phosphat-gepufferte Salzlosung mit Nonidet P40)
PBS (pH 7,4) + 0,1% NP-40 (Nonidet P40)

Acrylamid-Stammlésung (30:0,8)

Komponenten Zusammensetzung
Acrylamid 30%
N,N-Methylenbisacrylamid 0,8%
Die Losung wurde bei 4°C aufbewahrt.
Coomassie Brilliant Blue

Coomassie-Stammlésung, filtriert
Komponenten Zusammensetzung
CBB R 250 0,5%
Essigsaure 50%

Coomassie-R-250-Farbelosung
Komponenten
1 Teil CBB- Stammldsung
2 Teile Methanol
3 Teile Wasser

Entfarber
Komponenten Zusammensetzung
Essigsaure 10%
Methanol 20%

2.4 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proben aus der Total-Tau-Praparation und die finf Zwischenprodukte aus der Twice-

cycled-Tau-Praparation wurden einer Proteinkonzentrationsbestimmung nach der Bradford-
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Methode unterzogen (M.M. Bradford, 1976). Das Absorptionsmaximum von Coomassie
Brilliant Blue G 250 verschiebt sich in einer sauren Lésung von 465 nm (rot) zu 595 nm
(blau), nachdem das zu messende Protein gebunden wurde. Dies wird durch die
Stabilisation der anionischen Form von Coomassie Brilliant Blue G 250 hervorgerufen, die
auf hydophoben und ionischen Interaktionen mit dem Protein zurtickzufihren sind. Der
Farbstoff interagiert hauptsachlich mit Arginin-Resten, aber auch in geringerem Malle mit
Histidin-, Lysin-, Tyrosin-, Tryptophan- und Phenylalanin-Resten. Fir jede Messreihe wurde
zunachst eine Eichreihe mit BSA als Standard-Protein und Konzentrationen von 1 bis 25
Mg/ml erstellt.

Der Farbstoff Coomassie Brilliant Blue G 250 wurde zunachst in Ethanol vollstandig gelost,
bevor die konzentrierte Phosphorsaure und das Wasser hinzugefligt wurden. Nach
einstindigem Rihren in einer dunklen lichtundurchlassigen Flasche wurde die Lésung fir 24
Stunden bei 4°C stehen gelassen. Danach wurde sie durch einen Faltenfilter filtriert und
unter Lichtauschluss bei 4°C bis zu 6 Monaten gelagert. Nach Erstellung der BSA-
Standardkurve und Abgleichung durch den Leerwert (800ul BSA + 200ul Bradford) konnten

die Proteinproben gemessen werden.

Losungen fiir die Proteinbestimmung nach Bradford

Bradford-Reagenz

Komponenten Zusammensetzung
Coomassie Brilliant Blue G 250 0,05%
95 % Ethanol 23,75%
85,5 % Hs;PO, 42 75%

BSA-Stocklésung
Komponenten Zusammensetzung

BSA (Bovinserumalbumin) 0,025%
1x PBS (auffullen auf 1000 ml)

2.5 Proteingelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Auftrennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht wurde die Methode der
diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamidelektrophorese nach Laemmli (1970) angewandt. Bei
der Elektrophorese von Proteinen in Polyacrylamid-Gelen unter den durch SDS
hervorgerufenen, denaturierenden Bedingungen (Shapiro et. al., 1967; Weber et. al., 1969)
ergibt sich ein lineares Verhaltnis zwischen dem Logarithmus des Molekulargewichts und der

relativen Mobilitat der Proteine. Diese Linearitat ist aber flr eine gegebene Gelkonzentration
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limitiert. Die kombinierte Anwendung von SDS und Gelgradienten (Lambin, 1976; Lambin
1978) bietet den Vortell
Reproduzierbarkeit Uber einen breiteren Bereich (Molekulargewichte zwischen 13k und
1000k bei 3-30%igen Gelen).

Es wurden 8-18%ige, 1mm starke Gradientengele mit Hilfe von Gradientenmischern

der Genauigkeit der Molekulargewichtsabschatzung und

gegossen. Diese gewahrleisten, dass der Gradient von oben nach unten zunimmt. Nach dem
Gielten wurde mit Isobutanol Uberschichtet, um eine glatte Oberflache zu erzielen. Das 4%
ige Sammelgel wurde immer erst kurz vor dem Start eines Gels gegossen. Die Gele wurden
in einer Hoefer SE 600 Elekrophoreseapparatur (16x16x0,1cm) in 1x Probenpuffer UN bei 60
Volt gefahren, bis die gewilinschte Trennstrecke erreicht war. Als Marker diente der Low-
Range-Molekulargewichtsstandard von Bio-Rad (SDS-PAGE Molecular Weight Standards,
Low-Range, Bio-Rad, Hercules CA).

Losungen fiir die SDS-PAGE

10x Gelelektrophoresepuffer nach Laemmli

Komponenten Zusammensetzung
Glycin 1,9M
Tris 0,25M
SDS 0,1%

18% Tenngellésung
Komponenten Zusammensetzung

Acrylamid-Stammldésung (30:0,8)

1,5M Tris/HCI, pH 8,8 375 mM
10 % SDS 0,1%
Glycerol 12,5%

8% Trenngellésung
Komponenten Zusammensetzung
Acrylamid-Stammldsung (30:0,8)
1,5 M Tris/HCI pH 8,8 375mM
10% SDS 0,1%

4% Sammelgel
Komponenten Zusammensetzung
Acrylamid-Stammldsung (30:0,8)
0,5M Tris/HCI pH 6,8 124mM

10% SDS

0,1%
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2x Probenpuffer nach Laemmli

Komponenten Zusammensetzung
0,5M Tris/HCI, pH 6,8 125mM
10 SDS 0,14M
Glycerol 20%
DTT 0,2mM
Bromphenol Blue 0,03mM

Der Probenpuffer wurde in 1ml-Portionen aliquotiert und bei —20°C gelagert.

2.6 Zweidimensionale Gelelektrophorese

Die Zweidimensionale Gelelektrophorese hat sich flr die Auftrennung komplexer
Proteingemische als eine der besten Methoden etabliert (Goérg et al.; 1988). Die Proteine
werden in der ersten Dimension, der sog. lIsoelektrischen Fokussierung, in einem
elektrischen Feld nach ihrem isoelektrischen Punkt voneinander getrennt. Hierbei wird im
elektrischen Feld unter Verwendung kiinstlicher Ampholyte ein pH-Gradient im Probenpuffer
aufgebaut. In diesem pH-Gradient bewegt sich jedes Proteinmolekill zu der Stelle, die
seinem isoelektrischen Punkt entspricht. Im Anschluss daran werden sie in der zweiten
Dimension Uber eine SDS-PAGE nach dem Molekulargewicht aufgetrennt. Diese Methode
erlaubt eine Trennung von mehr als 1000 Proteinen in einem einzelnen Gel. Die
Durchflihrung der Isoelektrischen Fokussierung orientiert sich an der Methode von Goérg et
al.,, 1999, sowie an den Hersteller-Angaben des verwendeten IPG-Phor-Gerates von

Amersham Biosciences.

2.6.1 Isoelektische Fokussierung mit immobilisierten pH-Gradienten (Erste Dimension)

Fur die Fokussierung wurden Immobilin Dry Strips mit einem immobilisierten pH-Bereich von
3 bis 10 (Immobilin Dry Strips pH 3-10, Amersham Biosciences) verwendet, um bei der
komplexen Tau-Probe die groitmdgliche Auftrennung Uber den gesamten pH-Bereich zu
erreichen. Die Strips wurden mit der Gelseite nach unten in die bereits mit 250l
Probenpuffer (in dem Probe, DTT und Ampholyte schon geldst waren) gefiiliten Strip-Holder
gelegt und noch einmal auf die Elektroden angedrickt, damit der elektrische Fluss
gewahrleistet wurde. Danach wurden die Gelstreifen mit je 800ul IPG Cover Fluid
Uberschichtet, um ein Austrocknen der Strips wahrend der Fokussierung zu verhindern.
Dann wurden die Strip-Holder mit einem Plexiglasdeckel verschlossen, der im Bereich der
Elektroden Ausbuchtungen aufweist und somit den Gelstreifen wahrend der Fokussierung

auf die Elektroden drickt. Die fertig zusammengesetzten Strip-Holder wurden nun auf der
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Elektrodenflache der IPG-Phor so platziert, dass das spitze Ende des Holders mit dem
sauren Strip-Ende auf der Kathode und das stumpfe Ende mit dem basischen Strip-Ende auf

der Anode liegt. Die Fokussierung erfolgte nach folgendem Programm:

Programm fiir die Fokussierung

Rehydration 7 Stunden

S-1-Phase 8 Stunden 30 Volt
S-2-Phase 1 Stunde 500 Volt
S-3-Phase 1 Stunde 1000 Volt
S-4-Phase 9 Stunden 8000 Volt
S-5-Phase 15 Stunden 1000 Volt

In der 7-stiindigen Rehydrationsphase quillt der Gelstreifen auf und die im Probenpuffer
geloste Probe diffundiert in den Gelstreifen ein. Diese Phase wird verlangert durch die sich
daran anschlieBende S-1-Phase, in der die Probe spannungsunterstitzt in das Gel
einwandern kann. Ohne diesen Schritt konnten die grofien Proteine tiber 100 kDa nicht in
das Gel gelangen. In Phase S 2 und S 3 wird die Spannung langsam gesteigert, bis sie in
Phase S 4 ihr Maximum erreicht. Dies ist die eigentliche Fokussierungsphase. Die Phase S 5
dient lediglich zur Lagerung der Streifen im Gerat, falls nach Phase 4 nicht direkt weiter-
gearbeitet werden kann. Die angelegte Spannung verhindert, dass die Proteine von ihrem

isoelektrischen Punkt wegdiffundieren.

2.6.2 SDS-PAGE im Anschluss an die Isoelektrische Fokussierung (Zweite Dimension)

Im Anschluss an diese erste Fokussierung wurden die Strips aus den Holdern entfernt und
zur Vorbereitung auf die SDS-PAGE in zwei verschiedenen SDS-Equilibrierungspuffern
inkubiert. Zunachst wurden sie fur 2x7 Minuten in einem SDS-Puffer, dem 1% DTT zugesetzt
wurde, gewaschen, um vorhandene Disulfidbriicken zu zerstéren. Im zweiten Schritt wurde
frischer SDS-Puffer mit 2% Jodacetamid versetzt und die Stripes wiederum 2x7 Minuten
darin gewaschen, um die freien Cysteine zu alkylieren, damit die Zerstérung der
Disulfidbriicken durch die vorgeschaltete DTT-Behandlung irreversibel wird. Nun wurden die
Gelstreifen auf ein 11%-iges SDS-Gel aufgelegt und mit Agarose Sealing Solution
luftblasenfrei  Uberschichtet. Die Gele wurden in einer Hoefer SE 600
Elekrophoreseapparatur (16 x 16 x 0,1cm) in 1x Probenpuffer UN bei 60 Volt gefahren, bis
die gewlnschte Trennstrecke erreicht war. Als Marker diente der Low-Range-
Molekulargewichtsstandard von Bio-Rad (SDS-PAGE Molecular Weight Standards, Low
Range, Bio-Rad, Hercules CA).
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Losungen fiir die zweidimensionale Fokussierung

Probenpuffer fiir die Isoelektrische Fokussierung

Komponenten Zusammensetzung
Urea 8M
CHAPS 1%
Bromphenolblau 1 kleine Spatelspitze
Vor Gebrauch frisch zugeben:
Pharmalyte 0,5%
DTT 2mM
SDS-Equilibrierungspuffer
Komponenten Zusammensetzung
Tris/HCI, pH 8,8 ™
Urea 36%
Glycerol (reinst) 30%
SDS 8%
Bromphenolblau 1 kleine Spatelspitze
Vor Equilibrierung Zugabe von
Puffer 1

Komponente Zusammensetzung

DTT 1%
Puffer 2

Komponente Zusammensetzung
Jodacetamid 2%

Acrylamid-Monomer-Stocklésung

Acrylamid/Bis-Solution (29:1) von Gibco BRL

11% Trenngellésung

Komponenten Zusammensetzung
Acrylamid-Monomer-Stocklésung (29:1)
Tris/HCI, pH 8,8 1™
H,O dest. 50,59
SDS 1%

Agarose Sealing Solution

Komponenten Zusammensetzung
5x Elektophoresepuffer 20%
Agarose 1,5g
Bromphenolblau eine kleine Spatelspitze

vor Gebrauch in der Mikrowelle verflissigen
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5x Elektrophoresepuffer

Komponenten Zusammensetzung
Glycin 1,9M
Tris 0,25M
SDS 0,1%

2.7 Farbung von SDS-Gelen

Bei der Farbung von Proteingelen wurde darauf geachtet, dass das Farbeprotokoll

kompatibel mit der anschlieRenden Analyse im Massenspektrometer ist.

2.7.1 Silberfarbung

Mit Hilfe der Silberfarbung nach Heukeshoven & Dernick (1989) kann unter optimalen
Bedingungen bis zu 1 ng Protein pro Bande nachgewiesen werden, wobei jedoch die
Intensitat der einzelnen Spots keinen Aufschluss Uber die jeweilige Proteinmenge gibt. Dies
ist darin begriindet, dass das Ag*-lon-Komplexe mit den Glutamin-, Asparagin- und Cystein-
Resten der Proteine bildet und sich somit an Proteine, die reich an diesen Aminosauren sind,
verstarkt anlagert. Alkalisches Formaldehyd reduziert dann in der Farbereaktion das Ag* zu
Ag.

Farbeprotokoll

Konzentration der Komponenten

Zeitangaben

Fixierer | : 50% Methanol, 5% Essigsaure flr mind. 20 min.
Fixierer Il: 50% Methanol 2x10 min.
Waschen H,O dest. 10 min.
Oxidieren 0,02% Natriumthiosulfat 1 min.
Waschen H,O dest. 3x20 sec.
Farben 0,2% Silbernitrat 20 min.
Waschen H,O dest. 3x20 sec.
Entwickeln 3% Natriumcarbonat, 0,02% Formaldehyd, 5-10 min.
0,0005% Natriumthiosulfat
Waschen H,O dest. 3x20 sec.
Stoppen 5% Essigsaure 5 min.

Lagerung 1% Essigsaure bei 4°C
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2.7.2 Coomassiefarbung

Eine weniger empfindliche Gelfarbung ist die Coomassie-Farbung (200-400ng). Hierzu wird
das Gel in der Coomassie-Farbelésung fir mind. 2 Stunden bei Raumtemperatur gefarbt
(Chrambach et al., 1967; Weber et al., 1969). Anschlieliend muss ca. 2-3 Stunden entfarbt
werden, bis der Hintergrund klar ist. Die Proteine werden bei dieser Art der Farbung
zeitgleich fixiert und gefarbt.

Diese Farbung ist im Gegensatz zur Silberfarbung quantitativ.

2.8 Western-Blot (semi-dry)

Das Western-blotting erfolgte nach der semi-dry-Methode nach Khyse-Anderson (1984). Es
handelt sich um einen Elektroblot, der den Vorteil bietet, dass die durch das SDS negativ
geladenen Proteine durch ein angelegtes elektrisches Feld beschleunigt werden und der
Transfer so in wesentlich kirzerer Zeit als mit anderen Blottechniken (z.B. einem Saugblot)
erfolgen kann. Der Aufbau eines Western-Blots ist in Abbildung 2.5 dargestellt.

Die Blotkammer besteht aus zwei als Elektroden dienenden Graphitplatten, zwischen denen
das Gel direkt auf der Membran aufliegt und beides von in Puffer getrankten Filterpapieren
umgeben ist. Dieser Aufbau bewirkt, dass das elektrische Feld direkt senkrecht auf der
Gelflache steht und ein 1:1 Abdruck des Proteinbandenmusters auf der Membran entsteht.
Die Proteine auf der Membran lassen sich mit Ponceau S reversibel anfarben. Die

Nachweisgrenze flr Ponceau S liegt bei ca. 50 ng pro Proteinbande.

8 kathodische Filterpapiere

| Graphitplatte (Kathode)
|

zu transferierendes Gel

Membran

|

4 schwach anodische Filterpapiere

4 stark anodische Filterpapiere

Graphitplatte (Anode)

Abbildung 2.5: Aufbau einer Wester-Blot-Apparatur
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Losungen fiur den Western-Blot

Anodenpuffer, stark

Komponenten Zusammensetzung
2M Tris/CI 0,3M
Methanol 20%

Anodenpuffer, schwach

Komponenten Zusammensetzung

2M Tris/Cl 25mM

Methanol 20%
Kathodenpuffer

Komponenten Zusammensetzung

¢- Aminocapronsaure 40mM

Methanol 20%

Ponceau S- Farbelosung (Konzentrat)

Komponenten Zusammensetzung
Ponceau S 0,2%
TCA 3%
Sulfosalicylsaure 3%

Ponceau S wurde lediglich mit Wasser wieder aus der Membran ausgewaschen.

2.9 Immunumsetzung

2.9.1 Anti-Tau-Antikorper-Umsetzung

Das geblottete Tau-Protein wurde zur genauen Lokalisation auf der Membran und
Charakterisierung der einzelnen Isoformen einer Immunumsetzung unterzogen. Hierzu
wurde die Membran zunachst mit einer Lésung aus 0,1% BSA und 10,1% NP40 dber 15
Minuten blockiert, um freie Membranbindungsstellen abzudecken. Anschliefiend wurde 2x5
Minuten mit PBSN gewaschen. Dann wurde der geblockte Blot zuerst mit einem Anti-Tau-
Antikorper in der Verdinnung von 1:1000 (Monoclonal Anti-Tau Clone Tau-2 Antikérper,
Sigma) fur 2 Stunden inkubiert.

Im Anschluss daran wurde 2x fir 5 Minuten in PBSN gewaschen, um mdglicherweise

ungebundene Anti-Tau-Antikérper wegzuwaschen. Nun wurde der Blot fiir 1 Stunde mit dem
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Zweit-Antikdrper (Anti-Mouse 1gG, Fc-specific, Peroxidase Conjugated, Sigma) in der
Verdinnung 1:10.000 inkubiert. Dieser Antikorper reagiert unspezifisch mit dem gesamten
gebundenen IgG. Nach weiterem Waschen mit PBS wurde der Blot mit Hilfe der Peroxidase-
Markierung des Zweit-AntikGrpers entwickelt und damit die Position des Tau-Proteins
sichtbar gemacht. Fur die Entwicklung wurden 10mg Diaminobenzidin (DAB) in 500pl
Dimethylformamid geldst und sogleich in 15 ml PBS verdinnt. Durch Zugabe von 50l
Wasserstoffperoxid wurde die Oxidationsreaktion der Peroxidase mit seinem DAB-Substrat
ausgeldst. Nach wenigen Minuten wurde im Bereich der Proteinbanden eine braunlich-rote

Farbung sichtbar.

2.9.2 Lektin-Umsetzung

Lektine sind Proteine, die reversibel Mono- oder Polysaccharide oder die Zuckerreste von
Glykoproteinen binden. Lektine unterscheiden sich in ihrer Zuckerspezifitat, ihrem Aufbau
und in den Cofaktoren, die fur die Bindung des Zuckers notwendig sind. Flr die Umsetzung
eines Blots wurde hauptsachlich das peroxidasegekoppelte Weizenkeim-Agglutinin (WGA,
Sigma), zum Teil aber auch Concanavalin A (Con A, Sigma), verwendet. WGA-Lektin hat
eine Affinitdt zur N-Acetyl-Glucosamin und N-Acetyl-Galactosamin, wohingegen Con A
terminale a-D-Mannose und a-D-Glucose bindet. Bei der Lektin-Umsetzung spiegelt die

Starke der gefarbten Banden die Konzentrationsstarke wider.

Fir die Lektin-Umsetzung wurden die unspezifischen Bindungsstellen auf dem Blot fir 15
Minuten mit Blockierer abgesattigt. Dann wurde 2x fir 5 Minuten mit PBSN gewaschen und
im Anschluss daran der Blot mit lektingebundener Peroxidase in der Verdinnung 1:1000 flr
2 Stunden bei Raumtemperatur in PBSN inkubiert. Bei der Verwendung von Con A muss die
gesamte Reaktion bei pH 6,8 durchgefiihrt werden und PBSN zusatzlich Mn?* und Ca** in
der Konzentration von jeweils 1mg/ml zugesetzt werden. Nach weiterem Waschen mit PBS
konnte der Blot mit Hilfe der Peroxidase-Markierung entwickelt und damit die Position der

zuckergebundenen Proteine sichtbar gemacht werden.

Fir die Entwicklung wurden 10mg Diaminobenzidin (DAB) in 500ul Dimethylformamid geldst
und sogleich in 15ml PBS verdinnt. Durch Zugabe von 50ul Wasserstoffperoxid wurde die
Oxidationsreaktion der Peroxidase mit seinem DAB-Substrat ausgel6st. Nach wenigen

Minuten wurde eine braunlich-rote Farbung im Bereich der Proteinbanden sichtbar.
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Losungen fiir die Inmunumsetzung

Blockierer
Komponenten Zusammensetzung
BSA 0,2%
NP-40 10%

PBSN (PBS + 0,1% NP-40) 89,8%

2.10 Lektin-Chromatographie auf Peptid-Ebene

Mit Hilfe der Auftrennung der Tau-Praparationen Uber eine selbst gebaute Mini-Lektinsaule
wurde versucht, glykosylierte Peptide aufzureinigen und aufzukonzentrieren. Die Mini-
Lektinsaule wurde im Rahmen meiner Arbeit entwickelt und auf Reproduzierbarkeit getestet.

In einer 10ul Pipettenspitze wurde ein Saulenbett aus 40ul WGA-Lektin-gebundenen
Agarose-beads (4% Agarose, Sigma) errichtet, auf das die Probe in 10pl-Potionen
aufgetropft und mit Hilfe einer 10ul-Pipette sehr langsam durchgedriickt wurde. Dann wurde
mit PBS gewaschen und danach mit 0,1M l&slichem GIcNAc (Sigma) eluiert. Bei der Elution
werden die zuckergebundenen Peptide kompetitiv von einem Uberschuss an GIcNAc von
den Lektinbindungsplatzen verdrangt. Im Anschluss daran wurde das Probenvolumen an der

Speed-Vac bis auf wenige pl eingeengt.

2.11 Lektin-Batch-Verfahren

Alternativ zur Mini-Lektinsdule wurde mit Hilfe des Lektin-Batch-Verfahrens versucht,
glykosylierte Peptide aus einer komplexen Mischung zu isolieren und anzureichern. Hierzu
wurde das Peptidgemisch im Eppendorfgefalt mit WGA-Lektin-gebundenen Agarose-beads
(Sigma, 4% Agarose) fur 30 Minuten bei Raumtemperatur unter gelegentlichem Schutteln
inkubiert. Danach wurde kurz abzentrifugiert und der Uberstand — in dem sich nur
ungebundenes, unglykosyliertes Peptid befinden sollte — abgenommen. Nun wurde 2x mit
PBSN gewaschen und anschlieBend mit 0,1M GlcNAc eluiert und der Uberstand nach dem
Abzentrifugieren aufgehoben. Bei der Elution werden durch kompetitive Verdrangung mit
0,1M GIcNAc die glykosylierten Peptide von ihren Bindungsstellen freigesetzt. Der
Elutionsvorgang wurde 3x wiederholt, um sicherzustellen, dass sich alle glykosylierten
Peptide im Uberstand befinden. Durch spezielle Dialysemembranen (Slide-A-Lyzer Mini
Dialisyis Units, Perbio) wurde versucht, das zur Verdrangung eingesetzte GIcNAc von der

restlichen Probe zu trennen.
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2.12 Dot-Blot

Der Dot-Blot bietet die Moglichkeit des schnellen Antigenaufzuges auf eine Membran. Hierfur
wurde ausschlieRlich Nitrocellulose (Schleicher & Schiill) verwendet. Die Protein- oder
Peptidlédsung wurde von Hand aufgespottet, wobei jedoch nie mehr als 2ul Probenvolumen
auf einmal auf die Membran aufgegeben wurden. Bei gréReren Probenvolumen von mehr als
2ul wurde mehrfach mit dazwischengeschalteten Trockenphasen aufgespottet. Die
verwendete Porengrdfie von 0,2um hat den Vorteil, dass auch Peptide gut haften bleiben.

Die Detektion erfolgte durch Immunologischen Nachweis.

2.13. Entsalzen/Umpuffern mit Centrikons

Eine Methode des Entsalzens bzw. Umpufferns einer Losung ist die Verwendung von
Centrikons (Amikon, cut off 30kDa). Hierbei wurde die Probe durch Zentrifugalkraft (max.
5000g) durch eine Membran mit einer bestimmten PorengréRe (30kDa) gedrickt. Alle
Proteine, die nicht durch die Poren der Membran in den Abfallbehalter gedriickt wurden,
konzentrierten sich oberhalb der Membran auf. Nun konnte die Probe mit einem anderem
Puffer (Ammoniumhydrogencarbonat oder PBS) versetzt und durch erneutes Zentrifugieren
gewaschen werden. Anschlielend wurde auf den Mikrokonzentrator ein Auffangefal®
gesetzt, der Abfallbehalter abgenommen und die ganze Einheit um 180° gedreht. In dieser
Position erfolgte die letzte Zentrifugation bei 1000g fir 5 Minuten, wodurch die an der
Membran haftenden Proteine abgelést wurden und sich im Auffanggefald sammelten. Diese

umgepufferte/entsalzte Probe wurde gefriertrocknet.

2.14 Tryptischer In-Lésung-Verdau

Die Proteine wurde fir die massenspektrometrische Analyse tryptisch verdaut (Sequencing
Grade Modified Trypsin from bovine, Promega). Trypsin spaltet Proteine an der
carboxyterminalen Seite von Lysin- und Argininresten. Arginin-Prolin bzw. Lysin-Prolin
Stellen sind trypsinresistent. Auch greift Trypsin Peptidbindungen zwischen einer basischen
Aminosaure (Lysin, Arginin) und einer sauren Aminosaure (Glutamin, Asparagin) nur
langsam an.

Der tryptische In-Lésung-Verdau wurde in einem 25 mM Ammonium-Hydrogencarbonat
Puffer pH 8,0 bei 37°C flir 5 Stunden durchgefiihrt. Es wurde jeweils 1/5 der Proteinmenge
an Trypsin eingesetzt. Zum Stoppen der Reaktion wurde fir 5 Minuten auf 95°C erhitzt, um

das Enzym zu zerstoéren. Im Anschluss daran wurde die Probe gefriertrocknet.
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2.15 Dephosphorylierung

Zur Dephosphorylierung wurde die Alkalische Phosphatase (AP) von Sigma verwendet. In
einem Tris/MgCl,-Puffer wurde 1/10 der Proteinmenge an AP eingesetzt und fir 2 Stunden
bei 30°C inkubiert. Zum Stoppen der Reaktion wurde fir 5 Minuten auf 95°C erhitzt, um das

Enzym zu zerstéren. Im Anschluss daran wurde die Probe gefriertrocknet.

2.16 Deglykosylierung durch N-Glykosidasen

Durch die Deglykosylierung mittels N-Glykosidasen werden N-glykosidisch gebundene
Zucker direkt vom Asparaginrest abgedaut, der dabei zur Asparaginsaure umgesetzt wird.
Es wurden zwei verschiedene N-Glykosidasen verwendet. Die N-Glykosidase F (Roche) —
auch als PNGase F bezeichnet — spaltet alle Typen asparagingebundener N-Glykanketten,
vorausgesetzt, dass sowohl die Amino- als auch die Carboxylgruppe in peptidischer Bindung
vorliegen. Die N-Glykosidase A (Roche) — auch PNGase A genannt — hat die gleichen
Eigenschaften und besitzt zusatzlich noch die Fahigkeit, N-glykosidisch gebundene
Kohlenhydratketten zu spalten, die einen a(1-3)-gebundenen Fucoserest am Asparagin-
GIcNAc tragen.

Die beiden Enzyme wurden nacheinander eingesetzt, da sie bei unterschiedlichen
Pufferbedingungen arbeiten. Zuerst wurde mit PNGase A abgedaut in einem 100mM Citrat-
Phosphat-Puffer pH 5,0 fir 3 Stunden bei 37°C. Es wurden pro 20 ug Peptidmenge 1 U
Enzym eingesetzt. Zum Stoppen der Reaktion wurde fir 5 Minuten auf 95°C erhitzt. Im
Anschluss daran wurde die Probe gefriertrocknet. Im zweiten Schritt wurde mit PNGase F
abgedaut, wobei hier in einem 50mM Natrium-Phosphat-Puffer pH 8,0 flir 3 Stunden bei
37°C inkubiert wurde. Auch hier wurden pro 20 ug Peptid 1 U Enzym eingesetzt. Zum
Stoppen der Reaktion wurde wiederum fir 5 Minuten auf 95°C erhitzt. Im Anschluss daran

wurde die Probe erneut an der Lyophylle gefriertrocknet.

2.17 Perchlorsaure-Fallung

Die Perchlorsdure-Fallung bietet fur das Arbeiten mit glykosyliertem Tau-Protein zwei

wesentliche Vorteile. Zum einen wird Tau aufgrund seiner fehlenden Sekundarstruktur nicht

ausgefallt und verbleibt im Uberstand, was eine Trennung von einer groRen Anzahl
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Fremdproteinen ermdglicht, und zum anderen ist sie nicht so stark sauer, dass die
Zuckerreste von den Proteinen abgespalten werden. Es wurde 2,5% v/iw (= 0,38M)
Perchlorsdure (PCA) zur Fallung eingesetzt und das PCA-Proteingemisch mit 0,1xPBS auf
ein Endvolumen von 200ul aufgefillt. Die Probe wurde 10 Minuten auf Eis stehen gelassen
und danach bei 50.000g fiir 10 Minuten bei 4°C abzentrifugiert.

Der Tau-haltige Uberstand wurde abgenommen und neutralisiert. Dazu wurden 200ul 1xPBS
und 150ul 0,38M NaOH zugegeben und danach der pH mittels pH-Papier getestet, wobei
sich jetzt der pH-Wert meist zwischen 5 und 7 bewegte. Die Umpufferung der Probe auf

0,1xPBS erfolgte mittels Centrikon. AnschlieRend wurde sie gefriertrocknet.

2.18. Chromatographische Methoden

Fur alle chromatographischen Trennungen wurden die verwendeten Losungsmittel vor ihrer

Benutzung entgast.

2.18.1 GroRenauschluss-Chromatographie

Mit der GrofRenauschluss-Chromatographie (Size-Exclusion-Chromatography, SEC) werden
Proteine nach ihrer GroRe getrennt. Das verwendete Saulenmaterial besteht aus pordsen
Kigelchen. GroRe Molekule kénnen nicht in die Poren dieser Kugelchen eindiffundieren und
werden deshalb schneller durch die Sdule hindurchtransportiert und somit weniger stark
verzdgert als kleine Molekdile.

Im Gegensatz zur Gelelektrophorese ist eine Denaturierung nicht erforderlich, so dass auch
nicht-kovalente Wechselwirkungen erhalten bleiben. Es wurde eine FPLC (Fast-
Performance-Liquid-Chromatography)-Anlage (Pharmacia LKB) verwendet. Als Saule wurde
eine XK26/40 von Pharmacia benutzt und mit Sephadex-Material (Bio Gel 1,5 m fine,
BioRad) unter Fluss selber gepackt.

Mit ihr wurde die Reinigung der Total-Tau-Praparation durchgefiihrt. Als Puffer wurde
ausschlieB3lich Assembly-Buffer benutzt, dem zuvor zusatzlich 750mM NaCl, und 2mM DTT
zugesetzt wurden. Der gesamte Lauf dauert 180 Minuten und wurde mit einer Flussrate von

1ml/min durchgefiihrt. Die Fraktionierung erfolgte nach Zeit im Abstand von 3 Minuten.
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2.18.2 Reversed-Phase-Chromatographie

2.18.2.1 Peptidreinigung liber eine analytische Saule

Zur Reinigung von nativen Tau-Proteinen aus der Total-Tau- und der Twice-cycled-Tau-
Praparation wurde eine Beckmann-HPLC mit einer analytischen Saule (Jupiter 5y Cs 300A,
30x4,60 mm, Phenomenex) verwendet. Die Detektion erfolgte bei 230 nm. Es wurde ein
Gradient von 5-95% Acetonitril mit einer Steigung von 0,1% pro Minute Gber 90 Minuten
gefahren. Es wurde von Hand nach Peaks fraktioniert. Die erhaltenen Fraktionen wurden

gefriertocknet.

2.18.2.2 Peptidreinigung iiber eine semi-praparative Saule

Zur Trennung von grof’en Mengen an synthetisch hergestellten Tau-Peptiden wurde eine
Beckmann-HPLC (System Gold) mit einer semi-praparativen Saule (Jupiter 5y Cqg 300A,
250x10 mm, Phenomenex) verwendet. Es wurde ein Gradient von 5-65% Acetonitril in einer
Zeit von 40 min. gefahren. Detektiert wurde bei 230 nm. Es wurde ebenfalls von Hand nach

Peaks fraktioniert. Die erhaltenen Fraktionen wurden gefriertrocknet.

2.19 Peptidsynthese

Die Peptidsynthese wurde im Peptid-Synthesizer (ABI-433A) nach der FMOC/tert-Butyl-
Schutzgruppen Strategie durchgefihrt. Es wurden glykosylierte und unglykosylierte Peptide
hergestellt, die in Tabelle 3 zusammengefasst sind. Die glykosylierte Aminosdure wurde von
Hand gekoppelt. Danach wurde das Peptid wie gewohnt weitersynthetisiert. Die

synthetischen Peptide wurden massenspektrometrisch mittels MALDI-MS Gberprift.
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Tabelle 3: Tabelle der synthetischen Glykopeptide und ihrer unglykosylierten Derivate.

Unglykosyliertes synthetisches Glykosyliertes synthetisches
Tau-Peptid Tau-Peptid
11°er GQANATRIPAK
. GQANATRIPAK |

Peptid GIcNAc

19%er GAAPPGQKGQANATRIPAK
GAAPPGQKGQANATRIPAK

Peptid GIcNAc

27er IGSLDNITHVPGGGNKGQANATRIPAK
IGSLDNITHVPGGGNKGQANATRIPAK | |

Peptid GIcNAc GIcNAc

2.20 Charakterisierung von Peptiden mittels Massenspektrometrie

Das Prinzip der Massenspektrometrie ist die Messung des Verhaltnisses Masse zu Ladung
(m/z) von lonen in der Gasphase. Diese Methode hat in den letzten Jahren zunehmend an
Bedeutung fiir die Analyse von Proteinen und Peptiden erlangt (zum Uberblick s. Johnsson
(2001)). Dies ist unter anderem der Entwicklung so genannter weicher lonisierungsmethoden
wie ESI (Electro Spray lonisation) und MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption lonisation)
zu verdanken. Sie ermdglichen die Uberfihrung groRer, labiler Biomolekiile in die Gasphase,

ohne sie zu fragmentieren.

2.20.1 MALDI-Massenspektrometrie

Die MALDI-lonisierungsmethode wurde Ende der 80er Jahre von Franz Hillenkamp und
Michael Karas entwickelt. Der Analyt wird mit einem 1000-fachen molaren Uberschuss an
Matrix gemischt und auf einem Probentrager kristallisiert. Das eingestrahlte Licht eines
Laserimpulses wird von der Matrix absorbiert und fuhrt zu einer starken lokalen Aufheizung
der Kristalle. Die schnelle Aufheizung fuhrt zur Sublimation der Matrixkristalle und des

Analyten in die Gasphase.

Der typische Gerateaufbau besteht aus einer Kopplung der MALDI lonenquelle mit einem
Flugzeit-Massenspektrometer (time-of-fight MS, TOF-MS). Der kurze Laserpuls fungiert

neben der Desorption des Analyten gleichzeitig als Startsignal fur die Flugzeitmessung.
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Die durch den Laserpuls erzeugten lonen werden in der Quelle beschleunigt und durchlaufen
nach dem Verlassen der Quelle eine feldfreie Flugstrecke von etwa 1-2 Metern. Hier
separieren sie sich aufgrund ihrer Geschwindigkeit nach ihrem Masse/Ladungs-(m/z)-
Verhaltnis. Das Verhaltnis von Masse zu Ladung ist dem Quadrat der Flugzeit proportional,
d.h. die schwereren lonen mit einem grof3en m/z-Verhaltnis erreichen den Detektor zu einem

spateren Zeitpunkt als die leichteren lonen.

2.20.2 ESlI-Massenspektrometrie

Bei der ESI-Methode (Fenn et al., 1989) werden die Proteine nicht durch Einbau in eine
verdampfbare Matrix, sondern durch Verspriihen der Proteinldésung in feinste Trépfchen in
die Gasphase Uberflihrt. Zugesetzte Sauren dienen zur lonisierung der Analyten, organische

Lésungsmittel werden zur Verbesserung der Sprayeigenschaften eingesetzt.

Die von Mann und Wilm entwickelte Nanospray-ESI-Methode erlaubt die Untersuchung
geringster Probenvolumina (minimal 0,5 ul) bei gleichzeitiger erhéhter Empfindlichkeit (Wilm
et al, 1996; Wilm et al., 1994).

Die Probe befindet sich dabei in einer dinnen Glaskapillare (Nadel), die mit Metall bedampft
ist. Zwischen Metallschicht und dem Einlass (Quelle) des Massenspektrometers wird eine

Spannung angelegt.

Im so genannten Positiv-Mode werden dabei negative lonen an der Anode entladen,
wahrend positive sich am Meniskus sammeln. Dieser wird destabilisiert und ein Nebel aus
feinen Tropfchen entsteht. Durch Verdunstung des Lésungsmittels werden diese Trépfchen
immer kleiner und die Ladungsdichte nimmt zu, bis schlieBlich einzelne Gasphase-lonen
entstehen. Wegen der elektrostatischen Abstolung zerplatzen die Tropfchen (Coulomb-
Explosionen) und es entstehen — im Gegensatz zum MALDI - mehrfach geladene

Peptidionen.
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Abbildung 2.6: Schematische Darstellung des Elektrospray-Mechanismus.

Aus einzelnen Molekularten kdnnen deshalb mehrere Peaks mit unterschiedlicher Ladung
entstehen. Die Ladungen kénnen aufgrund des Isotopenmusters bestimmt werden. Natirlich
vorkommende schwerere Isotope der einzelnen Elemente sind in statistischer Verteilung in
die Analytmolekule eingebaut. Als monoisotopische Masse eines Elements oder Molekuls
bezeichnet man die Masse des leichtesten Isotops. Als Element mit dem natirlich
vorkommenden schweren lIsotop ist bei Proteinen vor allem '*C von Bedeutung. Bei
Messung der Masse eines Peptids bekommt man also ein Signal fur die Monoisotopische
Masse +1 (Einbau eines *C-Atoms) usw. Im Spektrum ist der Massenunterschied von einer
Masse sichtbar. Aus der Massendifferenz zwischen den Peaks flr die einzelnen Isotope
lasst sich die Ladung berechnen: So betragt sie fiir ein doppelt geladenes (M+2H)**-lon
14=0,5, fur ein dreifach geladenes (M+3H)** dagegen 4=0,33. Bei Proteinen gilt dabei, dass
bis zu einem Molekulargewicht von 1500 Da das monoisotopische Signal am starksten ist,

bei groferen Massen dagegen schwerere Isotope iberwiegen (Johnsson, 2001).
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Abbildung 2.7: Darstellung mehrfach geladener lonen. A zeigt ein doppelt geladenes lon, B zeigt ein dreifach geladenes lon.
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Alle ESI-MS-Messungen wurden mit einem ESI-QqTOF (Q-Star Pulsar |, Applied
Biosystems) ausgestattet mit einer Nanospray-lonenquelle durchgeflhrt (siehe Abbildung
2.8). Dieses Massenspektrometer besteht aus einer lonenquelle, drei Quadrupolen - Q0, Q1,
Q2 und einem TOF - und einem Detektor. Quadrupol Q1 dient hier nur als Massenanalysator
im eigentlichen Sinne, wahrend Q0 und Q2 hautsachlich dazu dienen, den lonenstrom durch
das Gerat zu stabilisieren. Hinter Q1 befindet sich die Kollisionszelle Q2. Als dritter

Massenanalysator dient ein orthogonales TOF.

Detektor
[ | | [ ] [ ] A/
Nadel L -l i R ————— N e [
| | | | | —Z
Qo Q1 Q2 Bl
—p | L gm -t —mm-
Reflektor - -
| |
| |

TOF

Abbildung 2.8: Darstellung des Q-Star Pulsar | bestehend aus einer lonenquelle, drei Quadrupolen — QO, Q1,
Q2 - und einem orthogonalen TOF mit Detektor.

2.20.3 Scan-Modi im ESI-MS
2.20.3.1 TOF-MS
Bei der Aufnahme eines Ubersichtsspektrums eines Peptidgemisches werden Quadrupole

und Kollisionszelle so geschaltet, dass sie die lonen auf einer stabilen Flugbahn halten und

die eigentliche Massenanalyse im TOF erfolgt.

| | (F /"

e ___ xS o —»

© e © s
Q1 Q2 TOF

m/z = konstant m/z = scannend

Abbildung 2.9: Schematische Darstellung des ESI-MS-Modus.
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2.20.3.2 Product-lon-Scan - MS/MS-Modus

Bei der ESI-MS-Messung dient Q1 zur Selektion einzelner lonen einer bestimmten Masse

(Product lon) aus komplexen Substanzgemischen.

Die selektierte Masse fliegt weiter in Quadrupol Q2, der Kollisionszelle. Hier erfolgt eine
stoRinduzierte Fragmentierung mit Stickstoff (N;) als StoRgas. Die entstandenen Fragmente

werden dann vom TOF-Analysator nach ihrem m/z-Verhaltnis getrennt (MS/MS-Analyse).

(B [—
© —» e —>
. (O S—
Q1 Q2 TOF
m/z = konstant Fragmentierung m/z = scannend

Abbildung 2.10: Schematische Darstellung des MS/MS-Modus.

Méchte man im Product-lon Modus nur eine bestimmte Masse ohne ihre verschiedenen
natirlichen Isotope selektieren, so bedient man sich hierbei der Resolution-Einstellung am
Q1.

Bei dieser Einstellung wird das Eintrittsfenster der zu selektierenden Masse in das Gerat von
der Low-Resolution- Uber die Unit-Resolution- bis hin zur High-Resolution-Einstellung immer
kleiner.

Die Low-Resolution-Einstellung wird standardmalig im MS/MS-Modus verwendet. Hierbei
werden alle Isotope einer bestimmten Masse zur MS/MS-Analyse zugelassen.

Die Unit-Resolution-Einstellung ist in der Lage, eine ,mass unit® zu selektieren. Dies
bedeutet, dass fur ein einfach geladenes Peptid nur ein Isotop selektiert wird, fur ein doppelt
geladenes Peptid zwei Isotope - also eine Masseneinheit - usw.

In der High-Resolution-Einstellung ist es mdglich, jedes beliebige Isotop einzeln zu

selektieren und dieses im MS/MS-Modus zu analysieren.

2.20.3.3 Precursor-lon-Scan

Das ESI bietet im sog. Precursor-lon-Scan-Modus die Mdglichkeit zur Identifizierung von

Modifikationen. Dazu wird die Masse der Modifikation als Selektionsgrofie flr das TOF
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angegeben. Der Q1 steht im scannenden Modus, so dass nach und nach alle lonen zur
Fragmentierung in die Kollisionszelle Uberfuhrt werden. Der zweite Quadrupol Q2 ist so
geschaltet, dass nur die Masse der Modifikation zum TOF und Detektor durchgelassen wird.
Das TOF ist mit dem Q1 so gekoppelt, dass dem Signal der Modifikation im TOF eine

Precursor-Masse, die zu diesem Signal geflhrt hat, zugeordnet werden kann.

e w%oa

TOF
m/z = scannend Fragmentlerung m/z = konstant

Abbildung 2.11: Schematische Darstellung des Precursor-lon-Scans.

2.20.4 Sequenzierung von Proteinen und Peptiden mittels ESI-Massenspektrometrie

Die Sequenzierung von Proteinen/Peptiden mittels ESI kann folgendermalen ablaufen:

Protein-Isolierung (Gelelektrophorese, HPLC, etc.)

v

Protease-Verdau (z.B. Trypsin, im Gel oder in L6sung)

v

Entsalzung (ZipTips als ,Mikro-Chromatographie)

v

Ubersichtsspektrum des Peptidgemisches

V

Produkt-lon-Selektion oder Precursor-lon-Scan

Y

MS/MS-Spektrum der Fragmente
Sequenzierung des selektierten Peptids

Bei der Fragmentierung in der Kollisionszelle kdénnen unterschiedliche Fragmentionen
entstehen. Peptid-lonen fragmentieren hauptsachlich an der Peptidbindung entlang des
Ruckgrades. Ist die Ladung am C-Terminus lokalisiert, spricht man von einem y-Fragment,
ist sie am N-Terminus lokalisiert, von einem b-Fragment. Die Benennung orientiert sich an
Roepstorff (1984) und Johnson et al. (1988).
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Abbildung 2.12: Schematische Darstellung des Fragmentierungsverhaltens von Peptiden nach Roepsdorf und
Johnson.

Der Massenabstand zwischen zwei Fragment-lonen der gleichen Serie entspricht einer
spezifischen Aminosaure. Aminosauren mit basischen Seitenketten wie Arginin oder Lysin
kénnen je nach ihrer Position im Peptid die Art der Fragment-Serie bestimmen. Sind sie in
der Nahe des N-Terminus lokalisiert, wird das Spektrum im allgemeinen von einer b-Serie
dominiert. Befinden sie sich in der Nahe des C-Terminus, so dominieren die y-Fragmente.
Peptide, die durch einen tryptischen Verdau entstehen, werden fast immer von einer y-Serie

dominiert, da sie C-terminal ein Arginin oder Lysin besitzen.
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3. Ergebnisse

Das Tau-Protein in stark glykosylierter und hyperphosphorylierter Form ist neben dem
Amyloid B Peptid (Ap) ursachlich an der Entstehung der Alzheimer Demenz beteiligt. Ziel
meiner Arbeit war es, die Glykosylierungsstellen am  Tau-Protein  mittels
Massenspektrometrie zu identifizieren. Hierzu bot sich das bovine Tau mit seiner hohen
Homologie zum menschlichen Tau-Protein als Modell an. Das bovine Tau weist 12 O-
Glykosylierungsstellen (Arnold et al., 1996) und drei potentielle, auf Sequenzmotiven
beruhende N-Glykosylierungsstellen auf. Die genauen Aminosaurepositionen, an denen das
Tau-Protein glykosyliert wird, konnten bisher noch nicht nachgewiesen werden. Es wird
jedoch angenommen, dass Phosphorylierungen und O-Glykosylierungen an den gleichen
Aminosauren stattfinden und dass sich die verschiedenen Modifikationen in einem
dynamischen Prozess gegenseitig ersetzen (Johnson et al., 1996). Durch die
(massenspektrometrische) Identifikation von Glykosylierungsstellen in der
Aminosauresequenz von normalem und PHF-Tau kdnnten durch deren Vergleich Hinweise
auf die AD-spezifischen O- und N-Glykosylierungsstellen erhalten werden.

Durch die Komplexitat des Tau-Proteins, hervorgerufen durch seine verschiedenen
Isoformen und dem hohen Modifikationsgrad, war es sinnvoll, Tau auf zwei unterschiedliche
Arten aus bovinem Hirn aufzuarbeiten. Dazu wurden die Total-Tau-Praparation und die

Twice-cycled-Tau-Praparation ausgewahlt.

3.1 Total-Tau-Praparation

Bei der Total-Tau-Praparation wurde Wert auf den Erhalt des vollstandigen komplexen
Taugehaltes des Gehirns gelegt, was jedoch auch eine starke Verunreinigung der Probe mit
Fremdproteinen zur Folge hat. Als einziger grober Vorreinigungsschritt nach der
Homogenisierung des Rinderhirns und anschlielender Ultrazentrifugation wurde eine
Hitzedenaturierung durchgefihrt, die die native Konformation vieler Fremdproteine zerstort
und diese dadurch ausfallen lasst. Im Anschluss daran wurde ein Grossteil der verbliebenen
Fremdproteine mit der nativen Ammoniumsulfatfallung vom Tau-Protein abgetrennt, das
aufgrund fehlender Sekundarstruktur im Uberstand verblieb. Es sollte mit dieser Praparation
versucht werden, aus dem gesamten, mit Fremdprotein verunreinigten Tau-Gehalt eines
Rinderhirns Uber verschiedene chromatographische Methoden, die teilweise auch mit
anderen Aufreinigungsschritten kombiniert wurden, glykosyliertes reines Tau zu erhalten,

das massenspektrometrisch charakterisiert werden kann.
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Das aus der Praparation erhaltene Tau - hier als Total-Tau bezeichnet - wurde im Anschluss
an die Praparation auf drei Arten weiter charakterisiert. Die Praparationsschritte und die drei

Wege der weiteren Charakterisierung sind in Abbildung 3.13 dargestellt.

Homogenisierung von
Rinderhirn

Ultrazentrifugation

Hitzedenaturierung

Ammoniumsulfat-

Fallung (4h)
I
Total Tau
SDS-PAGE SEC SEC
eindimensional |
RP-HPLC -
PCA-Fallung
Western-Blot Western-Blot |
AK-Detektion WGA-Lektin- Dephospho |
Detektion ryIierung RP-HPLC
| [ [
Mini-Lektin MS
MS Saule
I
Abbildung 3.13: Total-Tau-Praparation im Uberblick MS

Das aus dieser Praparation erhaltene Total-Tau-Protein wurde zum Ersten mit Hilfe der
eindimensionalen SDS-PAGE und anschlieRendem Western-Blotting charakterisiert (vgl.
Kapitel 3.1.1). Dabei wurden die einzelnen Tau-Isoformen im Western-Blot durch
Behandlung mit Anti-Tau-2 Antikérper charakterisiert und das Vorhandensein von
Glykosylierungen in der Praparation durch Behandlung mit WGA-Lektin nachgewiesen.
Diese Charakterisierung vorab ist sinnvoll, um einen Uberblick tber die Komplexitat des Tau-
Proteins mit all seinen Isoformen sowie Informationen Uber den Glykosylierungsgrad zu

erhalten.

Zum Zweiten wurde das aus der Praparation erhaltene Total-Tau Uber Saulen-Ausschluss-
Chromatographie (SEC) (siehe Kapitel 3.1.2, Abbildung 3.15) nach der Grolie getrennt und

dadurch grob vorgereinigt. Die einzelnen aus der SEC erhaltenen Proben wurden ber RP-
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HPLC aufgetrennt und die daraus gewonnenen Fraktionen dephosphoryliert. Die
Dephosphorylierung dient dazu, die Komplexitdt der Probe zu verringern, damit die

Glykosylierungen am Tau-Protein besser massenspektrometrisch analysiert werden kdnnen.

Hierbei zeigte sich jedoch, dass diese Fraktionen noch zu stark verunreinigt waren, um sie
massenspektrometrisch analysieren zu konnen.

Daher wurde versucht, durch Kombination mit zusatzlichen Aufreinigungsschritten das in der
Total-Tau-Praparation erhaltene Fremdprotein abzutrennen. Dazu wurde Total-Tau
wiederum Uber SEC aufgetrennt, mittels PCA-Fallung von einem Anteil Fremdprotein
gereinigt und danach tUber RP-HPLC in einzelne Fraktionen aufgetrennt. Diese Fraktionen
wurden entweder direkt massenspektrometrisch analysiert oder nach tryptischem Verdau
mittels Mini-Lektinsaule aufgereinigt, um zuckerhaltige Peptide abzutrennen und diese
aufzukonzentrieren. Das Eluat der Mini-Lektinsdule wurde danach ebenfalls
massenspektrometrisch analysiert. Die zwischen der SEC-Trennung und RP-HPLC-
Reinigung durchgefiihrte PCA-Fallung erwies sich als sinnvoll, da hierbei Fremdprotein
ausgefallt wird und das Tau-Protein aufgrund seiner fehlenden Sekundarstruktur im
Uberstand verbleibt. Zudem ist die PCA-Fallung mit pH2 nicht so stark sauer, dass die
Zuckerreste vom Tau-Protein abgespalten werden. Durch diese Vorreinigung war eine
bessere Trennung der Probe mittels RP-HPLC und im Anschluss daran auch eine bessere

massenspektrometrische Analyse moglich.

3.1.1 Charakterisierung der Total-Tau-Praparation mittels SDS-PAGE

Das aus der Praparation gewonnene Total-Tau wurde mittels SDS-PAGE und Western-
Blotting charakterisiert. Dabei wurde Tau im Western-Blot einerseits durch Behandlung mit
Anti-Tau 2 Antikérper charakterisiert und andererseits durch Farbung mit WGA-Lektin das
Vorhandensein von Glykosylierungen in der Praparation getestet. Diese Charakterisierung
vorab ist sinnvoll, um einen Uberblick Uber die Komplexitat und den Glykosylierungsgrad des
Tau-Proteins mit seinen 5 bovinen Isoformen zu erhalten. Die aus der Charakterisierung
gewonnenen Beobachtungen dienen als Grundlage flir weitere Analysen am Tau-Protein.
Abbildung 3.14 zeigt die Total-Tau-Praparation in der Ponceau-S-Farbung, im Western-Blot
durch die Umsetzung mit Anti-Tau 2 Antikérper und nach Detektion der Glykosylierungen
mittels WGA-Lektin. Ponceau-S farbt Proteine reversibel und vertragt sich mit
anschlieRender Immunfarbung. Die in der Farbeldsung enthaltene Trichloressigsaure fixiert

die Proteine auf der Membran.



3. Ergebnisse 50

Hier wird deutlich, wie hoch die Probe konzentriert ist und wie komplex sie ist. In der
Ponceau-S-Farbung lassen sich die Proteinbanden noch einzeln erkennen, hingegen bei der
Antikorper-Detektion mit Anti-Tau 2 Antikdrper ist eine Uberladung des Gels im Tau-Bereich
zwischen 55 und 66 kDa zu beobachten. In diesem Bereich sind die 5 Isoformen des
bovinen Taus zu finden (Johnson et al., 1996). In der Total-Tau-Probe ist das durch den Anti-
Tau 2 Antikdrper nachgewiesene Tau-Protein — auch mit seinen kleinen Abbauprodukten, die

bis in den 20 kDa Bereich reichen — in hoher Konzentration enthalten.

Die Herkunft der kleineren Tau-Abbauprodukte ist nicht geklart, obwohl sie in allen Tau-
Praparationen auftreten (vgl. auch Arnold et al., 1996). Trotz Zugabe von Enzymhemmern
wahrend der Praparation lassen sich diese Abbauprodukte im Western-Blot identifizieren.
Dies deutet darauf hin, dass die 5 Isoformen des Tau-Proteins nicht erst enzymatisch
wahrend der Praparation verdaut wurden, sondern bereits im Rinderhirn. Dies kénnte sowohl
vor als auch nach dem Ableben des Rindes erfolgt sein. Im lebenden Organismus finden
bekanntlich auch enzymatische Abbaureaktionen statt. Jedoch konnte ein verstarkter
enzymatischer Abbau in der Zeit nach der Gehirnentnahme auf dem Schlachthof bis zur

Praparation (maximal 1 Stunde) stattgefunden haben.

WGA AK PS M

97 kDa
66 kDa
5 Tau-Iso-
formen
45 kDa
31 kDa
21 kDa

Abbildung 3.14: Diese Abbildung zeigt den Vergleich der Total-Tau-Praparation zwischen der Ponceau-S-

Farbung (PS), der Umsetzung im Western-Blot mit Anti-Tau 2 Antikdrper (AK) und der Umsetzung mit WGA-
Lektin (WGA). Es wurden in der 8-18%igen SDS-PAGE pro Lane 10ug der Total-Tau-Praparation aufgetragen.
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Die WGA-Farbung zeigt ebenfalls deutlich die Komplexitdt der Probe. Hier sind
hauptsachlich in den héhermolekularen Bereichen glykosylierte Proteine angefarbt. Doch
auch im Bereich der 5 bovinen Tau-Isoformen ist eine starke Farbung zu beobachten. Die
kleineren Tau-Abbauprodukte werden weniger stark detektiert. Diese Beobachtung ergibt
sich aus dem Vergleich mit den angefarbten Banden der Antikérperdetektion. In der WGA-
Farbung wird durch die Detektion glykosylierter Proteine auflerhalb des Tau-Bereichs

besonders deutlich, wie stark die Total-Tau Probe mit Fremdprotein verunreinigt ist.

3.1.2 Charakterisierung der Total-Tau-Praparation mittels SEC

Zur Abtrennung groéRerer Fremdproteine und der kleineren Abbauprodukte wurden die
Proteine, die aus der Total-Tau-Praparation gewonnen wurden, mittels SEC nach der Grofie
getrennt. Das SEC-Chromatogramm ist in Abbildung 3.15 dargestellt. Bei einer Flussrate von
1ml/min wurde isokratisch gefahren. Als Laufpuffer wurde ausschliefdlich ein spezieller
L2Anreicherungspuffer®, der sog. Assembly-buffer, verwendet, dem zuvor zusatzlich NaCl und
DTT zugesetzt worden waren. Es wurden ab dem Einspritzpeak jeweils 3ml-Fraktionen Uber
einen Fraktionssammler gesammelt. Der eingerahmte Bereich im UV-Chromatogramm in
Abbildung 3.15 - von Minute 92 bis 119 — zeigt den Elutionszeitraum des Tau-Proteins von
der SEC-Saule an (Proben 13-22). Dieser Zeitrahmen erwies sich als typischer
Elutionszeitraum des Tau-Proteins von der SEC-Saule. Dies konnte anhand mehrerer
Praparationen festgestellt werden, die im Ganzen nach erfolgter SEC-Reinigung uber SDS-
PAGES aufgetrennt und mit Anti-Tau 2 Antikdrper auf das Vorkommen von Tau-Proteinen

getestet worden waren.

Volts

<«— Leitfahigkeit
<«— UV-Chromatogramm

100
Minutes

Abbildung 3.15: Auftrennung der Total-Tau-Praparation nach der Proteingrof’e tUber SEC. Es wurden 6mg
Protein/1ml Assembly-Buffer auf die Saule aufgegeben. Ab dem Einspritzpeak in der 56. Minute wurde alle 3
Minuten bei einer Flussrate von 1ml/min fraktioniert. In dem eingerahmten Bereich (92. bis 119. Minute) eluiert
das Tau-Protein von der Saule (Proben 13 bis 22). Gezeigt sind das UV-Chromatogramm und die Leitfahigkeit.
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Die 3ml-Fraktionen wurden Uber Nacht mittels eines Lyophilisators getrocknet und das Pellet
in 200pl 0,1x PBS resuspendiert. Im Anschluss daran wurden die Proben 13 bis 22 Uber eine
SDS-PAGE aufgetrennt und auf PVDF-Membran geblottet. Die Ponceau S-Farbung des
Blots ist in Abbildung 3.16 dargestellt.

M 13 14 15 16 17 18 19 20 21 Pko

e,

97 kDa | e
66kba | .
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31kDa ’V

Abbildung 3.16: 8-18%ige SDS-PAGE der SEC-Fraktionen 13-22 geblottet auf PVDF und angefarbt mit Poncau-
S. Aus 200ul-Fraktionen wurden jeweils 5 pl pro Lane aufgetragen. Die Positiv-Kontrolle ist mit Pko (5 pg Total-
Tau-Praparation) gekennzeichnet.

Hier sieht man deutlich, wie durch die SEC-Chromatographie die Proteine nach der GréRRe
aufgetrennt werden. In Fraktionen 13 bis 15 eluieren vermehrt gro3e Proteine zwischen 97
und 66 kDa von der Saule. Kleine Proteine sind kaum vertreten. Diese Verteilung verschiebt
sich bei langerer Elutionszeit bis hin zu der Freisetzung von Proteinen unterhalb von 45 kDa
in den Fraktionen 21 und 22. In diesen Proben sind deutliche Banden im Bereich von 66 kDa
zu erkennen. Es wurde angenommen, dass es sich hierbei um BSA handelt. Dies wurde
nicht weiter spezifiziert, da es fir die Fortfihrung des Projektes nicht von Interesse war.

Die o.g. Verteilung I&sst sich auch auf die einzelnen unterschiedlich groRen Tau-Isoformen
und deren kleinere Abbauprodukte Ubertragen. Durch Umsetzung des Blots mit Anti-Tau 2
Antikérper wurde festgestellt, dass die 5 Tau-Isoformen zwar Uber die gesamte Elutionszeit
der Proben 14 bis 22 von der Saule freigesetzt werden, jedoch mit unterschiedlichen
Intensitaten. Die kleineren Tau-Abbauprodukte eluieren erst ab der 104. Minute in Probe 17

von der Saule. Der zugehérige Western-Blot ist in Abbildung 3.17 zu sehen.

M 1314 15 16 17 18 19 20 21 22 Pko

97 kDa
66 kDa

45 kDa

31 kDa

Abbildung 3.17: Western Blot der SEC-Fraktionen 13 bis 22 mit Anti-Tau 2 Antikorper.
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In den Proben 13 und 14 sind die 5 Tau-Isoformen kaum zu erkennen; in den Proben 15 und
16 sind sie nur schwach sichtbar. Aus der Poncau-S-Farbung (Abbildung 3.16) geht hervor,
dass hier hauptsachlich die grof3en Proteine eluieren. Proben 17 und 18 zeigen bereits erste
Spuren der Tau-Abbauprodukte, die sich in Proben 19 und 20 noch verstarken. Ab Probe 20
nimmt jedoch der Anteil der von der Saule freigesetzten 5 Tau-Isoformen ab, bis sie in Probe
22 kaum noch vorkommen. Die Elution der Abbauprodukte ist in Fraktionen 19 bis 21 stark

vorhanden und schwacht sich in Probe 22 ebenfalls ab.

3.1.3 Auftrennung von SEC-Fraktionen mittels RP-HPLC

Die Auftrennung der sehr komplexen und stark mit Fremdprotein verunreinigten Total-Tau-
Praparation tber SEC konnte lediglich als grobe Vorreinigung der Probe angesehen werden.
Um eine bessere Aufreinigung der Probe und eine gute Auftrennung der Isoformen und
Abbauprodukte zu erhalten, wurden ausgewahlte SEC-Fraktionen Uber RP-HPLC
aufgetrennt. Die Auswahl der Proben erfolgte aufgrund des ahnlichen Bandenmusters in der
Ponceau-S-Farbung und in der Anti-Tau 2 Antikdrper-Farbung. Ahnliche Proben wurden
vereinigt und Uber RP-HPLC aufgetrennt. Das RP-HPLC-Chromatrogramm der vereinigten
SEC-Fraktionen 17 und 18 ist in Abbildung 3.18 dargestellit.

Abbildung 3.18: RP-HPLC Chromatogramm der vereinigten SEC-Fraktionen 17 und 18 (vgl. Abb. 3.17). Es
wurde von Hand nach Peaks fraktioniert.

Dieses Chromatogramm spiegelt ebenfalls die Komplexitat der bereits vorgereinigten Probe
wieder. Wie in Abbildung 3.17 sichtbar ist, sind in den vereinigten Proben 17 und 18 die 5
Tau-Isoformen und einige kleine Tau-Abbauprodukte zu erkennen. Diese eluieren in 12

unterschiedlichen Peaks von der HPLC-Saule.
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Die HPLC-Fraktionen wurden nach der Chromatographie an einem Lyophilisator Gber Nacht
gefriertrocknet, in 100pl 0,1xPBS aufgenommen und wiederum Uber eine SDS-PAGE

aufgetrennt.

3.1.4 Charakterisierung von RP-HPLC-Fraktionen mittels SDS-PAGE

Durch die Vorreinigung der Total-Tau-Praparation mittels SEC und die sich daran
anschliefende Chromatographie ausgesuchter Fraktionen Uber RP-HPLC sollte eine gute
Abtrennung der 5 Tau-Isoformen und deren Abbauprodukte von Fremdproteinen gegeben
sein. Dies wurde durch die Trennung der einzelnen Fraktionen Gber SDS-PAGE mit daran
anschlieendem Western-Blotting und Umsetzung mit Anti-Tau 2 Antikérper und WGA-
Lektin Uberprift. Abbildung 3.19 zeigt die Ponceau-S-Farbung der geblotteten SDS-PAGE.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

97 kDa

66 kDa

45 kDa
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Abbildung 3.19: 8-18%ige SDS-PAGE der RP-HPLC Fraktionen 1 - 12 liber SDS-PAGE, geblottet auf PVDF und
angefarbt mit Ponceau-S. 1/3 des jeweiligen Probenvolumens wurde flir die einzelnen Proben pro Lane
aufgegeben. Probe 7 wurde nach Dephosphorylierung massenspektrometrisch charakterisiert.

Bereits in der Poncau-S-Farbung ist in Probe 7 das typische Tau Bandenmuster —
hervorgerufen durch die 5 Isoformen — zu erkennen. Diese Probe zeigt auch keine sichtbare
Verschmutzung durch Fremdprotein, was fir eine massenspektrometrische Analyse der
Probe Voraussetzung ist. Weitere Fremdproteinspuren sind lediglich in Fraktion 4 und 5 zu
erkennen. Das zugehdérige RP-HPLC-Chromatogramm in Abbildung 3.18 zeigt, dass genau
die drei Fraktionen die hochsten Peaks, d.h. die hochste Proteinkonzentration, aufweisen.
Die geringeren Proteinkonzentrationen in den anderen Fraktionen lasst ein Anfarben der
darin enthaltenen Proteine durch Ponceau-S nicht zu. Hier liegt demnach die
Proteinkonzentration unter der Nachweisgrenze von Ponceau-S von ca. 50ng pro

Proteinbande.
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Durch den Nachweis mit Anti-Tau 2 Antikdrper wird in Abbildung 3.20 sichtbar, dass die

Abbauprodukte bei der HPLC-Trennung frither von der Saule eluieren als die 5 Isoformen.

Die HPLC-Fraktionen 6, 7 und 8 zeigen in der Anti-Tau 2 Antikdrper-Farbung nur das reine
Tau Protein mit seinen 5 Isoformen. Diese sind gut anhand ihres charakteristischen
Bandenmusters zu erkennen. Die Ponceau-S-Farbung in Abbildung 3.19 weist bei diesen

Fraktionen ebenfalls keine Verunreinigungen durch Fremdproteine auf.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

g=

31 kDa

Abbildung 3.20: Western-Blot der RP-HPLC Fraktionen 1 - 12 mit Anti-Tau 2 Antikorper. 1/3 des jeweiligen Probenvolumens
war fiir die einzelnen Proben pro Lane aufgegeben worden (vgl. Abbildung 3.19).

Die Umsetzung des Western-Blots mit Anti-Tau 2 Antikdrper hat gezeigt, dass gereinigtes
Tau-Protein in den Fraktionen 6, 7 und 8 vorliegt und dass eine Abtrennung der Tau-
Abbauprodukte von den Isoformen durch die HPLC-Trennung gegeben ist. Daher wurden im
Anschluss daran diese gereinigten Proben auf mogliche Glykosylierungen getestet. Dazu
wurde eine zweite SDS-PAGE mit 1/3 jeder Probe beladen, auf PVDF geblottet und mit
WGA-Lektin zum Nachweis von Glykosylierungen umgesetzt (Abbildung 3.21). WGA-Lektin
farbt GalNAc, GIcNAc und NeuNAc an. Der mit Poncau-S gefarbte Blot dieser zweiten SDS-
PAGE ist in Abbildung 3.19 dargestellt.
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112

Abbildung 3.21: Western Blot der RP-HPLC Fraktionen 1 — 12 mit WGA-Lektin (wheat germ agglutinin). 1/3 des
jeweiligen Probenvolumens wurde fir die einzelnen Proben pro Lane aufgegeben. Proben 6 und 8 wurden
massenspektrometrisch analysiert.

Dieser Lektin-Western-Blot in Abbildung 3.21 zeigt, dass glykosylierte Proteine in den
Proben 4 bis 11 enthalten sind. Auch die 5 Tau-Isoformen in Proben 6, 7 und 8 liegen in
glykosyliertem Zustand vor. Dies lasst sich an dem charakteristischen Bandenmuster
erkennen, das die Tau-Proteine in der SDS-PAGE aufweisen.

Auffallig ist, dass sich in Probe 7 eine ca. 31 kDa schwere Doppelbande befindet, die weder
in der Ponceau-S-Farbung noch in der Anti-Tau 2 Antikdrper-Farbung sichtbar war (siehe
Abbildungen 3.19 und 3.20). Die einzige Erklarung daflr ist, dass es sich hierbei um stark
gykosylierte Fremdproteine handeln muss, die daher nicht in der Anti-Tau 2 Antikorper-
Farbung detektiert wurden. Zusatzlich missen diese Proteine in einer Konzentration
unterhalb der Nachweisgrenze von Ponceau-S auf der PVDF-Membran vorliegen.

Somit boten sich nur noch Proben 6 und 8 aufgrund ihrer Reinheit und ihrer vorhandenen

Glykosylierung zur Charakterisierung im Massenspektrometer an.

3.1.5 Massenspektrometische Charakterisierung ausgewahlter RP-HPLC-Fraktionen

Die Proben 6 und 8, die reines Tau-Protein ohne Fremdproteinverschmutzungen enthalten,
wurden aufgrund ihrer Reinheit und der Tatsache, dass sie glykosyliert vorliegen, fur eine
massenspektrometrische Analyse vorbereitet. Dazu wurden sie vorab tryptisch verdaut. Im
Anschluss daran wurde jeweils die Halfte des Probenvolumens Uber ZipTip fur die
massenspektrometrische Analyse aufbereitet. Die andere Halfte wurde Uber eine selbst
gebaute Mini-Lektinsdule gereinigt, die die glykosylierten Peptide von den unglykosylierten
abtrennen und aufkonzentrieren sollte. Danach wurde auch dieser Teil der Probe fir eine

massenspektrometrische Analyse mittels ZipTip vorbereitet.
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In beiden Ansatzen konnte keine glykosylierte Tau-Sequenz mittels Massenspektrometerie
identifiziert werden. Es lieRen sich keine Signale, die auf eine glykosylierte Sequenz
hindeuteten in den Massenspektren der Probe erkennen. Daher wurde darauf verzichtet,
diese abzubilden. Die Komplexitdt des Proteins mit all seinen Phosphorylierungsstellen
wurde als mdgliche Ursache dafir angesehen. Daher wurde versucht, durch
Dephosphorylierung der Probe 7 (vgl. Abbildungen 3.19 und 3.20) die Komplexitat zu
reduzieren. Doch auch in dieser Probe war es nicht mdglich, eine glykosylierte Sequenz zu
identifizieren.

Durch diese verschiedenen Messungen konnte eine 53%ige Sequenzabdeckung der
langsten Tau-Isoform 1 erreicht werden (in Abbildung 3.22 dargestellt). Von den drei
potentiellen N-Glykosylierungsstellen im bovinen Tau konnte eine in unmodifiziertem
Zustand identifiziert werden. Im bovinen Tau befinden sich die drei potentiellen
Glykosylierungsstellen an den Positionen Asn'*®-Ala-Thr, Asn®*°—lle-Thr und Asn*'"-Val-Ser.

Die Position Asn®*®* konnten hier unglykosyliert identifiziert werden (vgl. Abbildung 3.22).

1 maeprgefdv. medhaqgdyt lgdgegdmdp glkesplqtp addgseepgs etsdakstpt
61 aedataplvd egapgegaaa qapaeipegt aaeeagigdt snledgaagh vtqarmvskg
121 kdgtgpddkk tkgadgkpgt kiatprgaap pggkgqanat ripakttptp ktspatmqvq
181 kkpppagaks ergesgksgd rsgysspgsp gtpgsrsrip slptpptrep kkvavvrtpp
241 kspsaaksrl qaapgpmpdl knvkskigst enlkhqpggg kvqiinkkld Isnvgskcgs
301 kdnikhvpgg gsvqivykpv diskviskcg slgnihhkpg ggqvevksek ldfkdrvgsk
361 igsldnithv pgggnkkiet hkltfrenak aktdhgaeiv ykspvvsgdt sprhisnvss
421 tgsidmvdsp qlatladevs aslakqgl

Abbildung 3.22: Darstellung der Aminosauresequenz der langsten bovinen Tau-Isoform 1 mit 448 Aminosauren.
Die unterlegten Sequenzbereiche wurden massenspektrometisch identifiziert. Die drei potentiellen
Glykosylierungsstellen sind fett gedruckt.

Méglicherweise ist die Total-Tau-Praparation zu komplex und zu unrein, um in einer
massenspektrometrischen Analyse glykosylierte Peptide identifizieren zu kénnen. Daher
wurde das Tau-Protein aus Rinderhirn mit der Twice-cycled-Praparation aufgearbeitet, von
der aus der Literatur bekannt ist, dass sie Tau in hochreiner Form liefert (Johnson et al.,
1989; Lindwall and Cole, 1984).

3.2. Twice-cycled-Tau-Praparation
Die Twice-cycled-Tau-Praparation zielt im Gegensatz zu der Total-Tau-Praparation auf eine

reine Aufarbeitung des Tau-Proteins ab, wobei es jedoch mdglich ist, dass einzelne

Varianten verloren gehen. Diese Praparation ist eine Kombination aus drei verschiedenen
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Aufarbeitungsprotokollen aus der Literatur (siehe auch Kapitel 2.2.3) und basiert auf der
Fahigkeit des Tau-Proteins, sich unter Zugabe von GTP an Mikrotubuli zu binden. Dieser
Bindungsprozess dient dem Zweck, Tau effektiv von Fremdproteinen zu trennen und
dadurch eine sehr reine Praparation zu erhalten. Wie bereits erwahnt ist es jedoch mdglich,
wahrend der Praparation einzelne Tau-Varianten zu verlieren. Die Twice-cycled-Tau-
Praparation ist schematisch in Abbildung 3.23 dargestellit.

Im Gegensatz dazu steht die Total-Tau-Praparation, die bereits schon unter Kapitel 2.2.2
und Kapitel 3.1 behandelt wurde. Bei der Total-Tau-Praparation wurde Wert auf den Erhalt
des vollstandigen komplexen Taugehaltes des Gehirns gelegt, was jedoch auch eine starke
Verunreinigung der Probe mit Fremdproteinen zur Folge hat.

Bei der Twice-cycled-Tau-Praparation wurde aufgrund der hohen Reinheit, hervorgerufen
durch die Praparation, darauf verzichtet, sie tUber SEC vorzureinigen. Sie wurde direkt mittels
RP-HPLC aufgetrennt.

Homogenisierung von
Rinderhirn

—» ZP1

Polymerisation
GTP, Glycerol, 37°C

—»  ZP2

Polymerisation
GTP, 37°C

—» ZP3

Hitzedenaturierung

—————»  ZP4

Ammoniumsulfat-

Fallung (UN)
I
Twice-cycled-Tau —> ZP3
I
I. 1I1. I11. IV.
SDS-PAGE RP-HPLC SDS-PAGE PNGase Abdau der
eindimensional zwei- Zucker vom Peptid-
dimensional rickgrad mit PNGase A
und F
I I [ [
SDS-PAGE MS Matchen MS
eindimensional
[ [ I
Western-Blot Western-Blot Resolution-
WGA-Lektin- AK-Detektion Einstellung
Detektion

Abbildung 3.23: Schematische Darstellung der Twice-cycled-Tau-Praparation.
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Wahrend der Twice-cycled-Tau-Praparation wurden nach bestimmten Aufarbeitungs-
schritten kleine Mengen an Zwischenprodukten (ZP1 bis ZP4; siehe Abbildung 3.23)
abgenommen. Das durch Ammoniumsulfat geféllte Endprodukt wurde mit ZP5
gekennzeichnet.

Das praparierte Twice-cycled-Tau wurde mit Hilfe von vier verschiedenen Ansatzen weiter
charakterisiert. Zuerst wurde die Probe Uber eine eindimensionale SDS-PAGE und sich
daran anschlieBendes Western-Blotting charakterisiert. Der Blot wurde mit Anti-Tau 2
Antikdrper und mit WGA-Lektin umgesetzt, um Informationen Uber den Tau-Gehalt und die
Glykosylierungen am Tau zu erhalten. Dies wurde zum zweiten nach vorangegangener
Reinigung mittels RP-HPLC wiederholt. Diese HPLC-gereinigten und im Western-Blot
charakterisierten Proben wurden dann tryptisch verdaut und massenspektrometrisch
analysiert. Dies sollte Aufschluss Uber die Modifizierungen, im Speziellen die
Glykosylierungen am Twice-cycled-Tau, geben.

Zum dritten wurde durch die zweidimensionale SDS-PAGE geklart, ob wahrend der

Praparation die befiirchteten Verluste einzelner Tau-Varianten auftreten.

Zuletzt wurde das Twice-cycled Tau tryptisch verdaut und sodann mit PNGase A und F
behandelt, um die N-gebunden Zucker vom Peptidrickgrat abzuspalten. Danach wurde

diese Probe mittels ZipTip fur eine massenspektrometrische Analyse vorbereitet.

3.2.1 Charakterisierung der Twice-cycled-Tau-Praparation mittels SDS-PAGE

Die Zwischenprodukte ZP1 bis ZP5 der Twice-cycled-Tau-Praparation wurden mittels einer
8-18%igen SDS-PAGE und Western-Blotting charakterisiert. Dabei wurde das in den Proben
ZP1 bis ZP5 enthaltene Tau im Western-Blot einerseits durch Behandlung mit Anti-Tau 2
Antikérper charakterisiert, und andererseits durch Farbung mit WGA-Lektin auf das
Vorhandensein von Glykosylierungen getestet. Diese Charakterisierung vorab ist sinnvoll,
um einen Uberblick Uber die Komplexitat, den Glykosylierungsgrad und die Reinheit des
Tau-Proteins mit seinen 5 bovinen Isoformen zu erhalten. Die aus der Charakterisierung
gewonnenen Beobachtungen dienen als Grundlage fiir weitere Analysen am Tau-Protein.
Abbildung 3.24 zeigt die Zwischenprodukte ZP1 bis ZP5 der Twice-cycled-Tau-Praparation
in der Ponceau-S-Farbung, im Western-Blot durch die Umsetzung mit Anti-Tau 2 Antikoérper

und nach Detektion der Glykosylierungen mittels WGA-Lektin.
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Abbildung 3.24: Vergleich der Zwischenprodukte ZP1 bis ZP5 der Twice-cycled-Tau-Praparation zwischen der
Ponceau-S-Farbung (PS), der Umsetzung im Western-Blot mit Anti-Tau 2 Antikérper (AK) und der Umsetzung mit
WGA-Lektin (WGA). In der Spur des ZP5 in der Ponceau-S-Farbung ist eine Verunreinigung des Blots mit einem
nicht geldésten Ponceau-S-Korn unterhalb des charakteristischen Tau-Bandenmusters zu sehen.

Die Ponceau-S-Farbung in Abbildung 3.24 ganz rechts zeigt die deutliche Aufreinigung des
Tau-Proteins wahrend der Twice-cycled-Praparation. Die Verunreinigung durch
Fremdprotein nimmt von ZP1 bis ZP3 immer mehr ab. In den Zwischenprodukten ZP4 und
ZP5 liegt nur noch reines Tau-Protein vor, gut erkennbar an seinem charakteristischen
Bandenmuster zwischen 55 und 66kDa. Bei den stark gefarbten Banden in den
Zwischenprodukten ZP1 bis ZP3 mit einem Molekulargewicht von ca. 50-55kDa handelt es
sich um o~ und B-Tubulin, da diese Banden im Western-Blot durch die Umsetzung mit Anti-
Tubulin-Antikdrpern detektiert wurden (hier nicht gezeigt).

In der Anti-Tau 2 Antikérper-Farbung wird sichtbar, dass Tau in sehr hoher Konzentration in
den einzelnen Zwischenprodukten vorliegt. Der Schmier oberhalb der Tau-Banden im ZP5
lasst auf eine Uberladung des Gels mit Tau-Protein schlieRen.

Die WGA-Farbung der Zwischenprodukte ZP1 bis ZP3 zeigt eine deutliche Verunreinigung
der Proben mit glykosyliertem Fremdprotein. Die Glykoproteine a- und B-Tubulin sind hier
ebenfalls angefarbt. ZP4 als erstes Zwischenprodukt, das reines Tau enthalt, zeigt aufgrund
der geringen Proteinkonzentration auf dem Blot keine Farbung. Schon in der Poncau-S-
Farbung waren hier nur sehr schwache Banden zu erkennen. Die wesentlich starker
konzentrierte Probe ZP5 wird hingegen in der Ponceau-S-Farbung und auch in der WGA-

Lektin-Farbung auf der Hohe der charakteristischen Tau-Banden deutlich angefarbt. Das
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charakteristische Tau-Bandenmuster ist hier zu erkennen. Dies deutet auf glykosyliertes

Tau-Protein in der Probe ZP5 hin, in der Tau in hoch reiner Form enthalten ist.

3.2.2 Chromatographische Charakterisierung der Twice-cycled-Tau-Praparation mittels
RP-HPLC

Nach der Uberpriifung des Twice-cycled-Taus hinsichtlich seines Tau-Gehaltes und der
Verunreinigung mit Fremdprotein mittels SDS-PAGE und anschlieliendem Western-blotting,
wurde ZP5 aufgrund seiner hohen Konzentration an sehr reinem - auch glykosyliertem - Tau
Uber RP-HPLC gereinigt. Damit sollte eine bessere Auftrennung der Probe in seine 5
Isoformen bzw. deren Abbauprodukte erfolgen. In Abbildung 3.25 ist die RP-HPLC-Trennung

des ZP5 der Twice-cycled-Tau-Praparation dargestellt.

HPLC. Es wurden 80 ug Protein auf die Saule aufgegeben und die Peaks von Hand fraktioniert.

Hier 1asst sich bei gleichem Gradienten ein geédndertes Elutionsverhalten der Proteine von
der Saule im Vergleich zur Total-Tau-Praparation (vgl. Abbildung 3.18) erkennen. Die
einzelnen Varianten des Twice-cycled-Tau eluieren erst wesentlich spater von der Saule als

die Proteine der Total-Tau-Praparation.

Dies kann dadurch erklart werden, dass bei der Total-Tau-Praparation nur ein ausgewahlter
Teil des Tau-Proteins (nur einzelne Fraktionen, vgl. Kapitel 3.1.3) Uber die HPLC getrennt
wurde, wahrend bei der Twice-cycled-Tau-Praparation der gesamte Tau-Gehalt des
Rinderhirns aufgetrennt wird, jedoch ohne die kleineren Abbauprodukte. Diese kleinen
Abbauprodukte, die erfahrungsgemal sehr friih von der Saule eluieren, sind im Twice-

cycled-Tau nur noch in sehr geringer Konzentration vorhanden.
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Dies kénnte daran liegen, dass der gréfite Teil der kleinen Abbauprodukte nicht mehr fahig
ist, sich an die Mikrotubuli anzulagern und somit bei der Praparation verloren gehen. Eine
Erklarung dafur ware, dass sie durch den enzymatischen Abbauprozess eine oder auch
mehrere der vier Mikrotubuli-Binde-Domanen oder deren flankierende Bereiche (vgl. Kapitel
1.5.3) verloren haben. Sie kénnen daher in den zwei Polymerisationsschritten der Twice-
cycled-Praparation nicht mehr an die Mikrotubuli binden und werden dadurch mit den

anderen Fremdproteinen verworfen.

Die wahrend der RP-HPLC-Reinigung einzeln von Hand fraktionierten Peaks wurden an

einem Lyophilisator (iber Nacht gefriertrocknet und in 100ul 0,1xPBS resuspendiert.

3.2.2.1 Charakterisierung von RP-HPLC-Fraktionen mittels SDS-PAGE

Um Informationen Uber die Trennung des Tau-Proteins mittels RP-HPLC zu erhalten, wurden
die einzelnen Fraktionen tber SDS-PAGE aufgetrennt und mittels Western-Blotting auf ihren
Tau-Gehalt und das Vorhandensein von Glykosylierungen getestet.

Der Ponceau-S gefarbte Blot der SDS-PAGE ist in Abbildung 3.26 dargestellt.

97 kDA

66 KDA  —
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Abbildung 3.26: 8-18%ige SDS-PAGE der RP-HPLC-Fraktionen auf PVDF geblottet und mit Ponceau-S
angefarbt. Es wurden von jeder 100ul-Fraktion 20ul pro Lane aufgetragen.
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Hier zeigt sich, dass — genau wie bei der Total-Tau-Praparation — die 5 Tau-lIsoformen Uber
die gesamte Peakbreite verteilt eluieren. Fraktionen 2, 4, 5 und 6 weisen zusatzlich geringe
Spuren der kleineren Abbauprodukte auf. Diese sind hier — wie bereits unter Kapitel 3.2.2
diskutiert - im Gegensatz zur Total-Tau-Praparation nur in sehr geringen Konzentrationen

vertreten.

Deutlich wird dieses bei der Detektion des Tau-Gehaltes durch Umsetzung des Blots mit
Anti-Tau 2 Antikdrper, der in Abbildung 3.27 zu sehen ist.

97 kDa
66 kDa
31 kDa

Abbildung 3.27: Western-Blot der SDS-PAGE der RP-HPLC-Proben mit Anti-Tau 2 Antikdrper umgesetzt.

Hier sieht man nun deutlich, was sich bereits in der Poncau-S-Farbung abzeichnete. Die 5
Tau-Isoformen eluieren in unterschiedlichen Konzentrationen von der Saule. Zusatzlich sind
in Fraktion 2 die kleinen Abbauprodukte in geringer Konzentration enthalten. Dies lasst
darauf schlie®en, dass sich die Isoformen in den einzelnen Fraktionen in ihrem
Modifikationsgrad nur marginal unterscheiden, so dass die Unterschiede lediglich nur durch
eine analytische Saule, jedoch nicht Uber einen Bandenshift im SDS-Gel erkannt werden
kénnen. Eine definitive Klarung des unterschiedlichen Modifikationsgrades lasst sich nur

durch eine Sequenzanalyse im Massenspektrometer herbeiflihren.

Um klaren zu kdnnen, ob die Proteine in den einzelnen Fraktionen glykosyliert vorliegen,
wurde eine zweite SDS-PAGE durchgeflihrt, deren Blot mit WGA-Lektin umgesetzt wurde.
Es wurden hier die gleichen Mengen an Probe (1/5 des Gesamtansatzes) aufgegeben wie
bei der ersten SDS-PAGE. Abbildung 3.28 zeigt den mit WGA-Lektin umgesetzten Western-
Blot.
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Abbildung 3.28: Western-Blot der SDS-PAGE der RP-HPLC-Proben mit WGA-Lektin umgesetzt. Proben 4 und 6
wurden massenspektrometrisch analysiert.

Die Abbildung 3.28 zeigt, dass nur in drei Fraktionen glykosylierte Proteine enthalten sind.
Die angefarbten Banden weisen in der Fraktion 4 das typische Tau-Bandenmuster auf bzw.
zeigen in Fraktionen 6 und 8 in diesem Bereich einen dunklen Schmier. Fraktionen 6 und 8
enthalten zusatzlich angefarbte Banden in einem héheren Molekularbereich zwischen 66 und
97 kDa. Grundsatzlich ist die Farbung eher schwach, was auf einen geringen
Glykosylierungsgrad der Proteine in den drei Fraktionen schlieRen Iasst. Detaillierte Angaben

zu den Glykosylierungen am Tau-Protein sind in Kapitel 1.5.4.2 aufgefihrt.

Das Vorhandensein von Zuckerstrukturen an den Proteinen sollte je nach
Glykosylierungsgrad zu einem Massenshift fuhren. Auffallig ist, dass bei den gefarbten
Banden in Fraktion 4 eindeutig das typische Tau-Bandenmuster ohne Massenshift zu
erkennen ist.

Wahrscheinlich sind die einzelnen Isoformen nur mit ein oder zwei N-glykosidisch
gebundenen Zuckerbdumen, die jeweils maximal eine Masse von 2 kDa ausmachen, oder
mit vereinzelten O-Glykosylierungen versehen. Eine Massenerhéhung von 2 kDa ist bei der

Auftrennung der Proteine in dieser SDS-PAGE nicht zu erkennen.

Die Fraktionen 6 und 8 zeigen in der SDS-PAGE im typischen Tau-Massenbereich einen
dunklen Schmier, der keine vereinzelten Banden erkennen lasst, was jedoch auf
glykosyliertes Tau hindeutet.

Zusatzlich weisen diese Fraktionen noch WGA-gefarbte Banden zwischen 66 und 97 kDa

auf, die nicht durch den Anti-Tau 2 Antikérper markiert wurden (vgl. Abbildung 3.27). Dies
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lasst auf sehr stark glykosyliertes Fremdprotein schlief3en, das in der Ponceau-S-Farbung
nicht zu erkennen war, da dessen Proteinkonzentration auf der PVDF-Membran
anscheinend unter der Nachweisgrenze von Ponceau S von ca. 50 ng pro Bande liegt. Trifft
dies zu, lasst sich mit der Twice-cycled-Tau-Praparation keine 100% reine Praparation des

Tau-Proteins erzielen.

Dass es sich bei den héhermolekularen Banden um glykosyliertes Tau-Protein handelt ist
hochst unwahrscheinlich, da es — um einen Massenshift von ca.20 - 30 kDa zu erzielen -
ungefahr 10-15 N-glykosidisch gebundene Zucker tragen misste. Das Tau-Protein besitzt
jedoch nur 3 potentielle N-Glykosylierungsstellen. Wirde Tau hingegen an jeder
Phosphorylierungsstelle einen O-gebundenen Zuckerbaum mit einer Durchschnittsmasse
von 1 kDa tragen, so lieRe sich der Massenshift erklaren. Diese Annahme ist jedoch aus

sterischen Griinden hochst unwahrscheinlich und daher zu verwerfen.

Proben 4, 6 und 8 wurden aufgrund in der SDS-PAGE sichtbaren Glykosylierungen durch

tryptischen Verdauung auf eine massenspektrometrische Analyse vorbereitet.

3.2.2.2 Massenspektrometrische Charakterisierung ausgewahiter RP-HPLC-Fraktionen

Durch die Charakterisierung der einzelnen RP-HPLC-Fraktionen mittels Anti-Tau-Antikorper-
und Lektin-Western-Blot wurden Glykosylierungen im Bereich der Tau-Banden festgestellt.
Um zu prifen, ob es sich tatsachlich um glykosyliertes Tau-Protein handelt, wurden die
Fraktionen 4, 6 und 8 aus der RP-HPLC-Reinigung massenspektrometrisch analysiert. Dazu
wurden die Proteine in den Fraktionen 4, 6 und 8 tryptisch verdaut und mittels ZipTip fur die

Analyse vorbereitet.

Doch auch bei der massenspektrometrischen Analyse zeigte sich — wie schon bei der Total-
Tau-Praparation —, dass es auch hier nicht mdglich war, glykosylierte Peptide zu
identifizieren. Die zahlreichen Messungen ergaben in Summe eine 55%ige
Sequenzabdeckung der langsten bovinen Tau-Isoform (Isoform 1). Es konnte — wie bei der
Total-Tau-Praparation (vgl. Kapitel 3.1.5) - eine der drei potentiellen Glykosylierungsstellen
an den Positionen Asn'®®—Ala-Thr, Asn®*®—lle-Thr und Asn*'’—Val-Ser identifiziert werden.
Die Position Asn®® konnte hier unglykosyliert identifiziert werden (vgl. Abbildung 3.29). Dies
entspricht den Ergebnissen aus der Total-Tau-Praparation. Die identifizierten

Sequenzbereiche sind in Abbildung 3.29 dargestellt.
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1 maeprgefdv. medhaqgdyt lgdgegdmdp glkesplqtp addgseepgs etsdakstpt
61 aedataplvd egapgeqaaa qapaeipegt aaeeagigdt snledgaagh vtqarmvskg
121 kdgtgpddkk tkgadgkpgt kiatprgaap pggkgqanat ripakttptp ktspatmqvq
181 kkpppagaks ergesgksgd rsgysspgsp gtpgsrsrip slptpptrep kkvavvrtpp
241 kspsaaksrl qaapgpmpd| knvkskigst enlkhqpggg kvqiinkkld Isnvgskcgs
301 kdnikhvpgg gsvqivykpv diskvtskcg slgnihhkpg ggqvevksek ldfkdrvgsk
361 igsldnithv pgggnkkiet hkltfrenak aktdhgaeiv ykspvvsgdt sprhisnvss
421 tgsidmvdsp qglatladevs aslakqgl

Abbildung 3.29: Darstellung der Aminoséuresequenz der langsten bovinen Tau-Isoform 1 mit 448 Aminosauren.
Die unterlegten Sequenzbereiche wurden massenspektrometisch identifiziert. Die drei potentiellen
Glykosylierungsstellen sind fett gedruckt.

Die geringe Konzentration der Glykosylierungen am Tau-Protein kénnte als Grund fiir die
bisher unmdgliche Identifizierung der Glykosylierungsstellen angesehen werden. Die
schwache Detektion im WGA-Western-Blot und der fehlende Massenshift in der SDS-PAGE
(vgl. Abbildung 3.28) deuten auf einen sehr geringen Glykosylierungsgrad der einzelnen
Isoformen hin.

Fur eine massenspektrometrische Analyse des glykosylierten Tau-Proteins sind die Zucker
anscheinend auch zu komplex, um Glykosylierungsstellen identifizieren zu kdnnen. Daher
wurde versucht, mittels zuckerabdauender Enzyme die Zuckerbdume zum Teil abzudauen
und damit die Peptide, die den noch verbleibenden Zucker am Peptidrickgrat tragen, einer

massenspektometrischen Analyse zuganglich zu machen.

Es wurden die Enzyme Mannosidase, Galaktosidase und Hexosaminidase nacheinander
eingesetzt, abhangig von der Struktur der angenommenen Zuckerbdume nach Sato et al.
(vgl. auch Kapitel 1.5.4.2). Die einzelnen Zucker wurden dadurch von ihrem freien Ende bis

auf die Core-Sequenz, die aus zwei GIcNAc und 3 Mannosen besteht, abgedaut.

Doch auch nach dieser Behandlung war eine massenspektrometrische |dentifikation der
Glykosylierungsstellen nicht moglich. Dies deutet darauf hin, dass nicht die hohe Komplexitat
der einzelnen Zucker, sondern der geringe Glykosylierungsgrad des Tau-Proteins fir die

bisher unmaogliche Identifikation der Glykosylierungsstellen verantwortlich ist.

Die Charakterisierung des Tau-Proteins mittels zweidimensionaler Gelelektrophorese kénnte
moglicherweise Aufschluss Uber den Modifikationsgrad und insbesondere den

Glykosylierungsgrad des Tau-Proteins geben.



3. Ergebnisse 67

3.2.3 Charakterisierung der Twice-cycled-Tau-Praparation mittels zweidimensionaler
SDS-PAGE

Aufschluss Uber den Modifikationsgrad des Tau-Proteins mit all seinen Glykosylierungen und
Phosphorylierungen gibt die Charakterisierung mittels Zweidimensionaler Gelelektrophorese
(vgl. Kapitel 2.6). Hier wurden die Proteine zuerst nach ihrem Isoelektrischen Punkt
aufgetrennt, der durch das Vorhandensein von Modifikationen beeinflusst wird. Danach
erfolgte die Trennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht. Jeder so erhaltene Spot

konnte flr einen anderen Modifikationsgrad stehen.

Durch die Phosphorylierung wird der Isoelektrische Punkt (pl) des Tau-Proteins in den
sauren pH-Bereich verschoben (Janke et al., 2000). Der Grad der Phosphorylierung, also die
Anzahl der negativen Phosphatgruppen, ist entscheidend fiir den pl des Tau-Proteins. Je
starker das Protein phosphoryliert ist, umso starker verlagert sich sein pl in den sauren

Bereich.

Bei glykosylierten Proteinen ist der Isoelektrische Punkt von der Art und Gewichtung der
Zuckerketten an den einzelnen Glykosylierungsstellen abhangig - und somit durch die Zahl
der jeweils gebundenen, negativ geladenen NeuNAc-Resten. Die Isoelektrische
Fokussierung erlaubt also auch eine wichtige Aussage im Hinblick auf den
Sialysierungsstatus eines intakten Glykoproteins. Fur das Tau-Protein sollte dies bedeuten,
dass sich der pl durch das Tragen von O-Glykosylierungen, die ja bekanntlich kein NeuNAc

beinhalten, nicht verandert.

Das Tau-Protein tragt N-glykosidisch gebundene Zucker des komplexen- und
mannosereichen-Typs (Sato et al., 2001). Demnach verandert das Tau-Protein, das einen
Zuckerbaum des Komplexen Typs tragt, pro Glykosylierung seinen pl um eine negative
Ladung in den sauren pH-Bereich. Mannosereiche Zuckerbaume enthalten kein NeuNAc und
dirften somit den jeweiligen Isoelektrischen Punkt des Tau-Proteins nicht verandern. Die 5
bovinen Tau-Isoformen haben je einen aus der Sequenz errechenbaren theoretischen pl von
9,18 (Isoform 1), 7,79 (Isoform 2), 10,69 (Isoform 3), 10,63 (Isoform 4) und 10,68 (Isoform 5)
(berechnet in GPMAW). Hierbei sind die Modifikationen nicht beriicksichtigt.

Es sollte daher also mdglich sein, durch Anfarbung der verschiedenen Modifikationen - durch
einen phosphatabhangigen Anti-Tau 2 Antikérper und durch WGA-Lektin - einzelne

Modifikationsvarianten des Tau-Proteins unterscheiden und charakterisieren zu kbnnen.
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Ziel bei dieser Art der Charakterisierung sollte das Blotten der zweidimensionalen Gele auf
PVDF sein mit daran anschlielendem Western-Blotting durch Umsetzung mit Anti-Tau 2
Antikérper und WGA-Lektin. Dadurch werden sowohl die phosphattragenden als auch die

zuckertragenden Proteine je nach Modifikationsgrad voneinander getrennt detektierbar.

Die Blots kénnen durch eine spezielle Auswerte-Software (Image Master) durch Matchen
(Ubereinanderlegen) untereinander verglichen werden. Dadurch kdénnen die unter-

schiedlichen Modifikationsvarianten detektiert werden.

Die Proben ZP1 bis ZP5 der Twice-cycled-Tau-Praparation wurden (ber eine
zweidimensionale Gelektrophorese aufgetrennt, auf PVDF geblottet und mit Anti-Tau 2
Antikbrper umgesetzt. Hierbei werden nur Tau-Proteine angefarbt, eventuelle
Verunreinigungen sind nur im Silbergel sichtbar. Wie in Abbildung 3.30 zu erkennen ist,

weisen ZP1 bis ZP5 ungefahr das gleiche Tau-Spotmuster auf.

Die einzelnen Zwischenprodukte ZP1 bis ZP5 wurden in unterschiedlichen, jeweils
abnehmenden Konzentrationen fiir die zweidimensionale Gelelektrophorese eingesetzt, da
wahrend der Twice-cycled-Tau-Praparation die Aufreinigung der Probe und die
Konzentration des Tau-Proteins immer mehr zunahmen. Lediglich ZP5 wurde in sehr hoher
Konzentration eingesetzt, um auch schwach konzentrierte Spots in der Anti-Tau 2

Antikdrperfarbung sichtbar zu machen.

Das vorhandene Spotmuster des Tau-Proteins erstreckt sich Gber den gesamten pH-Bereich
zwischen pH 3 und pH 10 wie in Abbildung 3.30 zu sehen ist. Im basischen bis neutralen
Bereich treten in 3 verschiedenen Banden zwischen 55 und 66 kDa je Doppelspots auf, die
schrag gegeneinander nach oben verschoben sind. Hierbei kénnte es sich um die Isoformen
handeln, die in ihre einzelnen Modifikationsvarianten aufgetrennt sind, wobei der stetige Shift
in den sauren pH-Bereich auf das unterschiedlich groRe Vorkommen an sauren

Phosphatresten am Protein zurtickzufiihren sein koénnte.

Aus dem neutralen in den stark sauren Bereich vereinzeln sich Spots, die ein immer
geringeres Molekulargewicht bis hin zu 20 kDa aufweisen. Hierbei kdnnte es sich um stark

phosphorylierte Tau-Abbauprodukte oder grol3e Peptide handeln.
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Abbildung 3.30: Auftrennung von ZP1 bis ZP5 der Twice-cycled-Tau-Praparation Uber zweidimensionale
Gelelektrophorese. Es wurden folgende Konzentrationen eingesetzt: ZP1: 140ug; ZP2: 100 ug; ZP3: 35 ug; ZP4:
15 ug; ZP5: 50ug. Die Detektion der Tau-Proteine erfolgte mittels Anti-Tau 2 Antikdrper. Aus ZP 5 ist der Bereich
der potentiell phosphorylierten Isoformen herausvergroRert. Es sind hier an einem Beispiel die Doppelspots

umrahmt dargestellt.

Die einzelnen Blots wurden jeweils mit den zugehérigen Silbergelen (hier nicht gezeigt), bei

denen alle Proteine angefarbt sind, einer vergleichenden Analyse unterzogen. Es zeigte sich

hierbei, dass Tau im ZP1 mit viel Fremdprotein verunreinigt vorlag, im ZP2 und ZP3 nur noch

schwach verunreinigt war und im ZP4 und ZP5 im Reinzustand vorlag. Bei den

Zwischenprodukten ZP2 und ZP3 wurde angenommen, dass sie durch o- und B-Tubulin
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verunreinigt sind, da diese Zwischenprodukte aus den Polymerisationsschritten der Twice-
cycled-Tau-Praparation entnommen wurden (vgl. Kapitel 2.2.3 und Kapitel 3.2). Diese
Annahme wurde durch die Umsetzung eines Blots von ZP2 und ZP3 mit Anti-Tubulin-
Antikérpern gegen a- und B-Tubulin (hier nicht gezeigt) bestatigt. Auch wurden die Blots der
Proben ZP1 und ZP5 untereinander verglichen, um festzustellen, ob wahrend der
Praparation Spots (also Modifikationsvarianten) verschwunden waren. Es konnte gezeigt
werden, dass fast alle Spots noch vorhanden waren. Dies ist der Beweis, dass durch die
Twice-cycled-Tau-Praparation das Tau-Protein vollstdndig und in grofer Reinheit aus

Rinderhirn aufgearbeitet werden kann.

Neben der Umsetzung der Western-Blots mit Anti-Tau 2 Antikérper wurden Blots der Proben
ZP1 bis ZP5 auch mit WGA-Lektin umgesetzt. Es wurden jedoch auch nach diversen
Wiederholungen keine Spots auf den PVDF-Membranen entdeckt. Nur beim ZP1 konnten
sehr schwache, vereinzelte Spots entdeckt werden. Dies lasst darauf schlieRen, dass die
verschiedenen Tau-Isoformen und Modifikationsvarianten wahrscheinlich nur einzelne
Zuckerbdume tragen. Aufgrund ihres zusatzlichen unterschiedlichen Phosphorylierungs-
grades lassen sich glykosylierte Proteine dadurch nicht in ein paar vereinzelte Spots

aufkonzentrieren.

Das ZP5 ist aufgrund seiner hohen Reinheit und der vorhandenen, in der eindimensionalen
SDS-PAGE nachgewiesenen Glykosylierungenen am besten fur weitere Analysen zur

Identifikation von Glykosylierungsstellen geeignet.

3.2.4 Identifikation von Glykosylierungsstellen am Tau-Protein

Die bisherigen Charakterisierungen haben gezeigt, dass das Tau-Protein sowohl in der
Total-Tau-Praparation als auch in der Twice-cycled-Tau-Praparation in schwach
glykosyliertem Zustand vorliegt (vgl. Abbildungen 3.21 und 3.28). Das glykosylierte Total-Tau
ist mit Fremdprotein verunreinigt, wohingegen Tau im ZP5 der Twice-cycled-Praparation in

hoch reinem Zustand teilweise glykosyliert vorliegt.

Moglicherweise ist es auf Grund des schwachen Glykosylierungsgrades nicht mdglich,
einzelne Glykosylierungsstellen am bovinen Tau-Protein massenspektrometrisch zu
identifizieren. Es kdnnte mdglich sein, dass die schwachen Signale fir die glykosylierten

Tau-Sequenzen im MS/MS-Spektrum unterdrickt werden.
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Es erschien daher sinnvoll, glykosylierte Tau-Peptide anzureichern, um deren
Signalintensitat im Massenspektrometer zu erhéhen. Die Technik des Batch-Verfahrens mit

an Lektin gebundener Agarose wurde hierflr als sinnvoll und vielversprechend erachtet.

3.2.4.1 Anreicherung von glykosyliertem Tau mittels Lektin-Batch-Verfahren

Mit Hilfe des Lektin-Batch-Verfahrens wurde versucht, glykosylierte bovine Tau-Peptide aus
einer komplexen Mischung zu isolieren und anzureichern (vgl. Kapitel 2.11).

Hierzu wurde tryptisch verdautes ZP5 eingesetzt, bei dem zuvor im Western-Blot durch
Umsetzung mit WGA-Lektin Glykosylierungen festgestellt worden waren (siehe Abbildung
3.24). Durch den tryptischen Verdau lag ein Peptidgemisch von glykosylierten und
unglykosylierten Peptiden vor. Dieses wurde mit WGA-gebundenen Agarosebeads inkubiert.
Hierbei sollten die glykosylierten Peptide an das WGA binden.

Die unglykosylierten Peptide verblieben im Uberstand, der nach anschlieRender
Zentrifugation abgenommen wurde. Durch Lésen des Pellets in 0,1M GIcNAc sollten die
gebundenen Peptide vom WGA-Lektin kompetitiv verdrangt werden. Danach konnte der mit
GIcNAc und Glykopeptid versetzte Uberstand abgenommen werden.

Nun wurde versucht, das zur Verdrdngung genutzte GIcNAc durch das Einsetzen einer
speziellen, flr Peptide geeignete Dialysemembran von der restlichen Probe abzutrennen.
Nach der Dialyse war die Probe jedoch nach wie vor mit GIcNAc uberfrachtet und dadurch
sehr zahflissig. Daher war es nicht maoglich, die Probe mittels ZipTip fur die
massenspektrometrische Analyse vorzubereiten. Da die Entsalzungsproblematik nicht gelost

werden konnte, wurde diese Moglichkeit der Anreicherung von Glykopeptiden verworfen.

Um Uberhaupt eine Vorstellung zu erlangen, wie sich glykosylierte Peptide im
Massenspektrometer verhalten und wie eine Glykosylierungsstelle zu identifizieren ist,
wurden verschiedene glykosylierte Peptide selbst synthetisiert und anschlielend

massenspektrometrisch analysiert.

3.2.4.2 Massenspektrometrische Analyse synthetischer Glykopeptide

Durch die Analyse von Glykopeptiden ist bekannt, dass diese im Massenspektrometer sehr
leicht zerfallen. Die Zuckerstrukturen fallen aufgrund hoher StoRgasintensitaten schnell von
den zugehorigen Peptiden ab. Anschliellend wird die Fragmentierung des Peptidrickgrates

scheinbar unterdriickt. Eine Bestimmung der Aminosduresequenz des Peptides und damit
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auch die ldentifizierung der Glykosylierungsstellen ist nicht mehr moglich (Huddelston et al.,

Medzihradszky et al., Fridriksson et al., Nemeth et al.).

Anhand synthetisch hergestellter Peptide mit N-glykosidisch gebundenem Zucker war es
mdglich, das Verhalten von Glykopeptiden im Massenspektrometer naher zu
charakterisieren und die Parameter zur Identifizierung der Glykosylierungsstellen zu
optimieren.

Das Verhalten von Glykopeptiden im Massenspektrometer ist sequenz-spezifisch. Daher
wurden drei verschieden lange Glykopeptide und deren unglykosylierte Varianten hergestellt,
wobei die ausgewahlten Sequenzen originalen Tau-Sequenzen entsprechen. Die N-
glykosidisch gebundenen N-Acetylglucosamine befinden sich an realen, im Tau-Protein
existierenden potentiellen N-Glykosylierungsstellen. Dies zielte darauf ab, die aus diesen

Messungen gewonnenen Erkenntnisse auf die nativen Proben Ubertragen zu kénnen.

Es wurde u.a. ein 27 Aminosauren langes Peptid aus zwei realen Tau-Sequenzen, die
jeweils ein N-Glykosylierungsmotiv aufweisen, zu einer doppeltglykosylierten Sequenz
zusammengesetzt. Die Sequenz gibt es in dieser Zusammensetzung im nativen Tau-Protein
nicht. Die drei unglykosylierten Peptide dienten zur Kontrolle der Messungen im

Massenspektrometer. Tabelle 4 zeigt alle 6 synthetisierten Peptide in der Ubersicht.

Tabelle 4: Ubersicht aller 6 synthetisch hergestellten Peptide mit realen Tau-Sequenzen.

Unglykosyliertes synthetisches Glykosyliertes synthetisches
Tau-Peptid Tau-Peptid
11°er GQANATRIPAK
GQANATRIPAK |
Peptid GIcNAc
19%er GAAPPGQKGQANATRIPAK
GAAPPGQKGQANATRIPAK
Peptid GIcNAc
27 er IGSLDNITHVPGGGNKGQANATRIPAK
IGSLDNITHVPGGGNKGQANATRIPAK | |
Peptid GIcNAc GIcNAc

Die Peptidsynthese wurde im Peptid-Synthesizer (ABI-433A) nach der FMOC/tert-Butyl-
Schutzgruppen Strategie durchgefuhrt. Die glykosylierte Aminosaure wurde von Hand
gekoppelt. Danach wurde das Peptid wie gewohnt weitersynthetisiert. Die synthetischen

Peptide wurden massenspektrometrisch mittels MALDI-MS Uberprift. Sie wurden nach der
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HPLC-Reinigung gefriertrocknet und direkt in das Methanol-Ameisensauregemisch (60%
MeOH, 1% Ameisensaure) aufgenommen, das fir die Messungen am Massenspektrometer

eingesetzt wird.

Die Charakterisierung der 6 synthetischen Glykopeptide erfolgte mit einem ESI Q-Star Pulsar
| (vgl. Kapitel 2.20.2). Als erstes wurde ein Ubersichtsspektrum des jeweiligen Peptids
aufgenommen. Anhand der zuvor theoretisch berechneten, einfach geladenen Massen der
synthetischen Peptide und den daraus berechenbaren, mehrfach geladenen Massen war es
schon im Ubersichtsspektrum méglich, das jeweilige Peptid in seinen verschiedenen
Ladungszustanden zu identifizieren. Dadurch konnten die richtigen Massen Uber den
Product-lon-Modus selektiert und einer Analyse im MS/MS-Modus unterzogen werden.

Im MS/MS-Modus werden die Peptide durch StoRinduzierung fragmentiert. Anhand des
Fragmentspektrums kann die Sequenz des Peptids bestimmt werden.

Tragt eine Aminosaure mit einer spezifischen Masse eine Modifikation — in unserem Fall ein
N-Acetylglucosamin (GIcNAc) -, so erhoht sich die spezifische Masse der Aminosaure im
Peptid um die Masse m/z = 203,09 des GIcNAc.

Es wurden alle 6 synthetischen Peptide massenspektrometrisch analysiert. An den drei
glykosylierten Peptiden war es moglich, die jeweilige Glykosylierungsstelle zu identifizieren.
An dem 27°er Glykopeptid konnten beide Glykosylierungsstellen eindeutig identifiziert
werden. Am Beispiel des glykosylierten 19°er-Peptides soll an dieser Stelle die

massenspektrometrische Identifizierung einer Glykosylierungsstelle erlautert werden.

Abbildung 3.31A zeigt das Ubersichtsspektrum einer massenspektrometrischen Analyse des
synthetischen glykosylierten 19°er-Peptids mit der Sequenz GAAPPGQKGQANATRIPAK.
Dieses glykosylierte 19°er-Peptid ist an Position 12, der Aminosaure Asparagin, durch ein N-
Acetylglucosamin (GIcNAc) glykosyliert. Das Peptid hat dadurch eine theoretische einfach
geladene Masse m/z = 2036,08. Daraus ergibt sich in doppelt geladenem Zustand die Masse
[M+2H]?* = 1018,54 und in dreifach geladenem Zustand die Masse [M+3H]** = 679,03.

Im Ubersichtsspektrum in Abbildung 3.31A sind das dreifach und das doppelt geladene
Peptid zu sehen. Da das dreifach geladene Peptid eine hohere Signalintensitat aufweist als
das doppelt geladene Peptid, also in hoherer Konzentration vorliegt, eignet es sich besser flr
eine Analyse im MS/MS-Modus.

In dem MS/MS-Spektrum des dreifach geladenen glykosylierten 19°er-Peptids (Abbildung
3.31B im Auszug) konnte die Sequenz und die Glykosylierungsstelle in der Sequenz

eindeutig identifiziert werden. Die Asparagin-Teilsequenz mit gebundenem N-
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Acetylglucosamin (plus 203,09 Massen) mit einer Masse [M+H]" = 1072,63, lieR sich
eindeutig in der Sequenz identifizieren. Dies ist in einem Ausschnitt des MS/MS-Spektrums
in Abbildung 3.31C dargestellt. Die Masse der an Position 12 unmodifizierten Asparagin-

Teilsequenz war nur sehr schwach in dem Spektrum wiederzufinden (nicht gezeigt).
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Abbildung 3.31: A zeigt das Ubersichtsspektrum des 19 er-Tau-Glykopeptids (GAAPPGQKGQANATRIPAK) mit
glykosyliertem Asparagin an Position 12. B zeigt das MS/MS Spektrum von [M+3H]** = 679,03. Die
Aminosaureteilsequenzen mit ihren zugehdérigen Massen und den entsprechenden Fragmentionen sind
eingezeichnet. C zeigt einen Ausschnitt des MS/MS-Spektrums mit der Masse m/z = 1072,63 fiir die Teilsequenz
der Aminosaure Asparagin mit gebundenem N-Acetylglucosamin.

Um einschatzen zu kénnen, ob sich mehrfach glykosylierte Peptide im Massenspektromter
anders verhalten als einfach glykosylierte Peptide, wurde das doppelt glykosylierte, 27

Aminosauren lange Peptid massenspektrometrisch analysiert. Bei der Synthese dieses
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Peptides waren die realen Tau-Sequenzen IGSLDNITHVPGGGN mit dem darin enthaltenen
potentiellen N-Glykosylierungsmotiv. NIT und KGQANATRIPAK mit dem potentiellen N-
Glykosylierungsmotiv NAT miteinander verknupft worden. Die theoretische einfach geladene
Masse dieser doppelt glykosylierten Sequenz betragt [M+H]" = 3091,64. Daraus ergibt sich
in doppelt geladenem Zustand die Masse [M+2H]** = 1546,32 und in dreifach geladenem
Zustand die Masse [M+3H]*" = 1031,21. Durch die enorme GréRe von 27 Aminosauren
zerbricht ein solches Peptid wahrend der massenspektrometrischen Analyse schnell, meist
bereits schon im Quadrupol Q0. Daher sind im Ubersichtsspektrum oftmals nur noch Massen
von Peptidbruchstiicken zu detektieren. Auch in diesem Fall war nur eine Teilsequenz
sichtbar mit der Masse [M+2H]** = 619,13. Diese Teilsequenz wurde selektiert und im

MS/MS-Modus sequenziert (siehe Abbildung 3.32A-D)
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A ]
1000 [M+2H]* 10 1
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202,0 203,0 204,0 205,0
i m/z
T 600 c
= 15 1 8
[72)
7z 1 1072,63
[0}
2
£
200 1
“ 5
" bevbry y . { |
600 660 700 760 1070 1072 1074
m/z
m/z
D -
b6
803,37
40 1
20
801 803 805
m/z

Abbildung 3.32: A zeigt das Ubersichtsspektrum des doppeltglykosylierten 27 er-Peptids (vgl. Tabelle 4). In B ist
der Einzelpeak des vom Asparagin gelosten N-Acetylglucosamins zu sehen. C zeigt das Asparagin aus dem
Sequenzmotiv NZAT mit gebundenem GIcNAc als y-lon. In D ist das Asparagin aus dem Sequenzmotiv N°IT mit

gebundenem GIcNAc als b-lon zu sehen.
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Bei dieser massenspektrometrischen Analyse der Teilsequenz des doppelt glykosylierten
27 er Peptids konnten beide Glykosylierungsstellen identifiziert werden. Das Spektrum bzw.
Ausschnitte daraus sind in Abbildung 3.32A-D dargestellt.

Eindeutiger Hinweis flr das Vorhandensein einer Glykosylierungsstelle ist die Identifizierung
einer abgespaltenen GIcNAc-Gruppe im MS/MS-Spektrum. Der protonierte GIcNAc-Peak mit
der Masse [M+H]" = 204,09 ist eindeutig in Abbildung 3.32B zu sehen.

Die Glykosylierungsstelle an Position 20 des doppelt glykosylierten 27 er Peptids befindet
sich in dem zweiten Sequenzabschnitt des Peptids. Diese Glykosylierungsstelle war bereits
aus den Messungen des glykosylierten 19°er Peptids (dort an Position 12) bekannt. Die
glykosylierte Aminoséure Asparagin mit der Masse [M+H]" = 1072,63 ist auch in diesem

Sequenzabschnitt wieder eindeutig als y-lon zu identifizieren (siehe Abbildung 3.32C).

In héheren Massenbereichen werden die Aufldsungen der einzelnen Peaks der y-lonen
immer schlechter. Daher konnte die zweite Glykosylierungsstelle an Position 6 der Sequenz
des doppeltglykosylierten 27°er Peptids nur als b-lon, vom N-Terminus des Peptids
ausgehend (vgl. Kapitel 2.20.4, Abbildung 2.12), identifiziert werden. Das Asparagin mit
gebundenem GIcNAc hat als b-lon die Masse [M+H]" = 803,37 und konnte in dieser Sequenz
eindeutig identifiziert werden (siehe Abbildung 3.32D).

Diese beiden Messungen der glykosylierten synthetischen Peptide haben gezeigt, dass sich
Glykosylierungen an einer oder auch an zwei Aminosauren in einer Sequenz gut nachweisen
lassen, wenn die Aminosauren jeweils nur mit einem einzigen Zucker modifiziert sind. Die
Problematik bei nativen Proben besteht jedoch darin, dass im Zuge von N-Glykosylierungen
grolRe Zuckerbaume am Peptidriickgrat gebunden sind. Das kénnte zu den bisherigen
Schwierigkeiten bei der ldentifizierung der Glykosylierungsstellen gefuhrt haben. Daher
musste eine andere Technik fur den Nachweis der genauen Aminosaureposition von
gebundenen Zuckern gefunden werden.

Durch die Moglichkeit der Deglykosylierung der Tau-Peptide mittels N-Glykosidasen A und F
vor der massenspektrometrischen Analyse kénnen N-glykosidisch gebundene Zucker direkt
vom Asparaginrest abgedaut werden, der dabei zur Asparaginsaure umgesetzt wird. Die
Asparaginsaure ist jedoch um eine Masse schwerer als das Asparagin. Dadurch kommt es in
der Sequenz des vormals modifizierten Peptids zu einem Massenshift um eine zusatzliche
Masse. Solch ein Massenshift lasst sich im Massenspektrometer nachweisen und somit
kénnen Rickschlisse auf eine vormals vorhandene Glykosylierung gezogen werden
(Gonzalez et al., 1992; Zhang et al., 2003).
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3.2.4.3 Massenshift durch Zuckerabdau mit PNGasen am glykosylierten Tau-Protein

Mittels N-Glykosidasen A und F wurden N-glykosidisch gebundene Zucker im ZP5 des
Twice-cycled-Tau direkt vom Asparaginrest abgedaut. Es wurden zwei verschiedene
Enzyme verwendet. Die N-Gykosidase F — auch PNGase F genannt — spaltet alle Typen
asparagingebundener N-Glykanketten, vorausgesetzt, dass sowohl die Amino- als auch die
Carboxylgruppen in peptidischer Bindung vorliegen. Die N-Glykosidase A — auch als
PNGase A bezeichnet — hat die gleichen Eigenschaften und besitzt zusatzlich noch die
Fahigkeit, N-glykosidisch gebundene Kohlenhydratketten zu spalten, die einen o(1-3)-

gebundenen Fucoserest am Asparagin-GIcNAc tragen.

Das Tau-Protein besitzt drei potentielle N-Glykosylierungsstellen in seiner Sequenz und tragt
dort komplexe oder mannosereiche Zuckerbdume, die teilweise einen a(1-3)-gebundenen
Fucoserest am Asparagin-GIcNAc tragen (Sato et al., 2001). Daher ist der Einsatz beider N-

Glykosidasen sinnvoll.

Das Asparagin mit einer monoisotopischen Masse von [M+H]* = 114,04 wird durch den
enzymatischen Abdau der Zucker zu Asparaginsaure mit einer monoisotopischen Masse von
[M+H]" = 115,02 umgesetzt. Die NH-Gruppe des Asparagins, an die das GIcNAc gebunden
ist (siehe Abbildung 3.33), wird beim Abspalten des Zuckers durch die PNGasen mit
abgespalten. Sie wird ersetzt durch eine freie OH-Gruppe, die eine Masse schwerer ist.

Dieser Massenshift um eine Masse lasst sich im Massenspektromter nachweisen.

OH
H NH H H
.......... O O\ N\ 2 O 2
\
HO I -0 PNGase . 7 -0
NH 0 N O HN
Ac //O \ /,O
OH OH

Abbildung 3.33: Die Bindung von GIcNAc an das Asparagin ist mittels Strukturformel dargestellt. Die umrahmte
NH-Gruppe wird zusatzlich zum GIcNAc durch PNGasen mit abgespalten und danach durch eine OH-Gruppe
ersetzt. Dadurch wird das glykosylierte Asparagin zur deglykosyierten Asparaginsaure.



3. Ergebnisse 78

3.2.4.4 Die Massenspektrometrische Identifikation einer Glykosylierungsstelle am Tau-

Protein

Durch die Deglykosylierung der Tau-Peptide des ZP5 der Twice-cycled-Tau-Praparation
mittels N-Glykosidasen A und F und den dadurch verursachten Massenshift der
deglykosylierten Peptide um [M+H+1]" wurde versucht, eine Glykosylierungsstelle am
bovinen Tau-Protein massenspektrometrisch zu identifizieren.

In diesem Zusammenhang spielt die Isotopenverteilung der Peptide aus einem Gemisch von
deglykosylierten und nativen, nicht glykosylierten Peptiden eine zentrale Rolle. Den Einfluss
der Isotopie auf das massenspektrometrische Signal mdchte ich in einem gesonderten

Unterpunkt detailliert beschreiben.

3.2.4.4.1 Einfluss der Isotopie auf das massenspektrometrische Signal

Viele in der Natur vorkommende chemische Elemente sind Gemische von Isotopen. Daher
ergeben sich fiur fast alle natlrlichen Molekile eine Isotopenverteilung entsprechend der
Anzahl an unterschiedlichen Massen. In der Massenspektrometrie kdnnen die Nebenisotope
von Wasserstoff (H), Stickstoff (N) und Sauerstoff (O) wegen des nur sehr geringen Anteils in
der Natur vernachlassigt werden. Das Kohlenstoff-Isotop *C kommt zu einen hohen Anteil
natlrlich vor und ist fast allein fir die Isotopenmuster von Peptiden und Proteinen
verantwortlich. Das monoisotopische Peptid-lon besteht ausschlieRlich aus '?C-Atomen. Zur
Verdeutlichung der verschiedenen Mdglichkeiten der Isotopie sind einige Beispiele fir das

Zustandekommen des ersten Isotops der bovinen Tau-lsoform 1, in Abbildung 3.34

dargestellt.
Monoisotopisch "?Cio76 Hazas *Nsgo "°Og7s *Sg 46.303,43
M+1 1ZC1975 13C1H3233 14N589 160675 3239 46.304,43
"?C1g76 "Haz32 H *Nsgo "®Oe75 S 46.304,43
12C1976 1H3233 14N588 N 160675 3239 46.304,43
12C1976 1H3233 14N589 160674 0 3289 46.304,43
"?Cior6 'Hazzs “Nsgg "°Ogrs °Sg *°S 46.304,43

Abbildung 3.34: Finf verschiedene Mdglichkeiten fir das Zustandekommen des ersten Isotops der bovinen Tau-
Isoform 1.
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Die Masse eines Molekuls einer gegebenen Elementarzusammensetzung kann mit der
Durchschnittsmasse oder der monoisotopischen Masse berechnet werden. Die
Durchschnittsmasse ist die Masse eines lons, berechnet aus den durchschnittlichen
Atomgewichten der einzelnen Elemente unter Berlcksichtigung aller Isotope. Die
monoisotopische Masse ist die Masse eines lons, berechnet aus den exakten Massen des
jeweils haufigsten Isotops eines Elements.

In  Abbildung 3.35 ist am Beispiel eines dreifach geladenen Tau-Peptids die

Isotopenverteilung des Peptids mit den zwei berechenbaren Massen dargestellt.

4— Durchschnitts-

Mono- (average)-Masse
isotopische ——p»

Masse

Abbildung 3.35: Isotopenverteilung eines dreifach geladenen Tau-Peptid-lons.

3.2.4.4.2 Isotopenverteilung im Tau-Massenspektrum

Jede Peptidmasse besitzt mehrere Isotope mit unterschiedlich starken Intensitaten.
Verandert nun in einem Peptidgemisch ein Teil der Peptide seine Masse um [M+H+1]" durch
Deglykosylierung mittels PNGasen und der andere Teil verandert seine Masse nicht, da er
nicht glykosyliert war, so Uberlagern infolgedessen die Isotopenmuster der beiden
Peptidgruppen miteinander und die Signalintensitaten der Isotope addieren sich durch die

Uberlagerung auf.

In unserem Fall sitzt dadurch das erste Isotop der asparaginsaurehaltigen und damit
schwereren Sequenz auf dem zweiten Isotop der asparaginhaltigen und damit leichteren
Sequenz auf usw. Um dies zu verdeutlichen sind in Abbildung 3.36 zwei Tau-Sequenzen aus

dem Ubersichtsspektrum des tryptisch verdauten ZP5 und deren Uberlagerung dargestellt.
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Hier sind die verschiedenen Isotopenverteilungen der PNGase-behandelten und -
unbehandelten Tau-Sequenz *'IGSLDN**ITHVPGGGNK®"® im dreifach geladenen Zustand
abgebildet. In Abbildung 3.36A ist die Isotopenverteilung flr die unbehandelte, dreifach
geladene Peptid-Sequenz mit der monoisotopischen Masse [M+3H]** = 526,92 zu sehen. In
Abbildung 3.36B ist dieses Peptid um eine Masse schwerer (durch Massenshift), in dreifach
geladenem Zustand mit der monoisotopischen Masse [M+3H]** = 527,21 dargestellt. Diese
Isotopenverteilung ist nur eine theoretische Darstellung in Anlehnung an die
Isotopenverteilung ihrer unbehandelten Sequenz. Das hier theoretisch dargestellte
Isotopenmuster der schwereren Peptidsequenz konnte in den Massenspektren einzeln nicht

detektiert werden, da es von der unbehandelten Sequenz iberlagert wurde.

Bei Uberlagerung dieser beiden Peptid-Sequenzen in dem Tau-Peptid-Gemisch der Probe
ZP5 kommt es zu einer Aufsummierung ihrer Isotopen-Signale. Nur das erste Isotop der
unbehandelten und dadurch leichteren Sequenz bleibt dabei unverandert. Die Uberlagerung
ist in Abbildung 3.36C dargestellt.
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Abbildung 3.36: A zeigt die Isotopenverteilung der PNGase-unbehandelten Tau-Sequenz
%1 GSLDN**®*ITHVPGGGNK®"® in dreifach geladenem Zustand mit der monoisotopischen Masse [M+3H]3+ =
526,92. In B ist die theoretische Isotopenverteilung der PNGase-behandelten und somit um eine Masse
schwereren Sequenz dargestellt im Vergleich zur Isotopenverteilung ihrer unbehandelten Sequenz. Sie hat die
Masse [M+3H]3+ =527,21. C zeigt die Isotopenverteilung der beiden Peptid-Sequenzen in der realen Probe.
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6

3.2.4.4.3 Identifikation der N-Glykosylierungsstelle Asn®*®® am nativen bovinen Tau-

Protein

Solch ein verandertes Isotopenmuster lasst sich natirlich nur im Vergleich zu der
unbehandelten Probe feststellen, in der nur die asparaginhaltige, um eine Masse leichtere
Peptidsequenz vorkommt. Die asparaginsaurhaltige Sequenz ist in der unbehandelten Probe
nicht zu finden, da hier die Glykosylierungen noch vorhanden sind. Die Isotopenverteilungen
einzelner Peptidsequenzen des tryptisch verdauten ZP5 wurden vor und nach
Deglykosylierung mittels PNGasen miteinander verglichen. Dies konnte Aufschluss Uber die
urspriingliche Glykosylierungsstelle in diesen Sequenzen geben. Dies ist nachfolgend

detailliert dargestellt.
Abbildung 3.37 zeigt das Ubersichtsspektrum eines tryptischen Verdaus von ZP5 des Twice-

cycled-Tau nach der Deglykosylierung mit PNGase A und F. Durch das Herauszoomen

einzelner Peaks lasst sich deren Isotopenmuster analysieren (vgl. Abbildung 3.36C).
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Abbildung 3.37: Ubersichtsspektrum eines tryptischen Verdaus des ZP5 der Twice-cycled-Tau-Préparation nach
PNGase-Behandlung. Die Massen zeigen den zweifachen und dreifachen Ladungszustand des Tau-Peptids mit
der Sequenz *1|GSLDDITHVPGGGNK®®. Hier wurde durch den Abbau des Zuckers am Peptidrickgrat die
Aminosaure N (Asparagin) an Position 6 zu D (Asparaginsaure) verandert.

In der Sequenz des Tau-Proteins gibt es 3 potentielle N-Glykosylierungsstellen an den
Positionen Asn'*®-Ala-Thr, Asn®**—lle-Thr und Asn*'-Val-Ser. Wird Tau tryptisch verdaut,
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liegen diese Motive in definierten Peptidsequenzen vor. Fir alle drei tryptischen
theoretischen Sequenzen wurden die Massen [M+H+1]" fir den Massenshift von Asparagin
zur Asparaginsaure durch PNGase-Behandlung berechnet. Das Vorhandensein dieser

Massen wurde im Tau-Ubersichtsspektrum (Abbildung 3.37) Uberpriift.

Fir die durch PNGase-Behandlung verdnderte Sequenz **'IGSLDD®**®ITHVPGGGNK®"®
wurden die Signale des dreifach geladenen Peptids mit der Masse [M+3H]** = 526,92 und
des zweifach geladenen Peptids mit der Masse [M+2H]** = 790,01 gefunden. Diese
Peptidmassen sind in Abbildung 3.37 aufgezeigt.

In beiden Fallen war im Vergleich der Isotopenmuster in den Ubersichtsspektren der
behandelten und unbehandelten Probe die Signalintensitat des zweiten Isotops wesentlich
groBer als die des ersten Isotops. Die Isotopenverteilungen fur die dreifachgeladene
Sequenz sind in Abbildung 3.36A-C dargestellt. Sie zeigen eine deutliche Uberlagerung von
zwei Sequenzen, die sich um eine Masse unterscheiden. Der zweite und dritte Isotopenpeak
sind stark aufsummiert.

Dies ist der erste Hinweis darauf, dass hier ein Massenshift durch Deglykosylierung
stattgefunden hat. Den Beweis dafur liefert der Vergleich zwischen den Isotopenverteilungen
der Fragment-Signale in den MS/MS-Spektren der behandelten und unbehandelten

Sequenz.

Durch unterschiedliche Resolutioneinstellungen im MS/MS-Modus (vgl. Kapitel 2.6) kann
eine bestimmte Masse gezielt selektiert werden. Bei dieser Einstellung wird das
Eintrittsfenster der zu selektierenden Masse in das Gerat von der Low-Resolution- tber die
Unit-Resolution- bis hin zur High-Resolution-Einstellung immer kleiner.

Die Low-Resolution-Einstellung wird standardmafRig im MS/MS-Modus verwendet. Hierbei
werden alle Isotope einer bestimmten Masse zur MS/MS-Analyse zugelassen.

Die Unit-Resolution-Einstellung ist in der Lage, eine ,mass unit® zu selektieren. Dies
bedeutet, dass fur ein einfach geladenes Peptid nur ein Isotop selektiert wird, fur ein doppelt
geladenes Peptid zwei Isotope - also eine Masseneinheit - usw.

In der High-Resolution-Einstellung ist es maoglich, jedes beliebige Isotop einzeln zu
selektieren und dieses im MS/MS-Modus zu analysieren. Daher ist die High-Resolution-
Einstellung von groBer Wichtigkeit fir den Nachweis eines Massenshifts um eine Masse.
Hier kann in den MS/MS-Spektren einzelner Isotope nachgewiesen werden, um welche
Sequenz — in unserem Fall die asparaginhaltige oder die asparaginsaurehaltige - es sich
handelt.
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Bei Vorhandensein zweier Peptide mit gleicher Sequenz, die sich nur durch eine Masse
unterscheiden, ist im Isotopenmuster des Precursor-lons sowie bei den entsprechenden
Fragmention-Signalen die beeinflusste Isotopenverteilung zu erkennen. Das MS/MS-
Spektrum von zwei Peptiden mit gleicher Sequenz , die sich nur durch die Aminosaure
Asparagin/Asparaginsdure  unterscheiden, ist am Beispiel der Tau-Sequenz
%1|GSLDD***ITHVPGGGNK?®"® in Abbildung 3.38 dargestellt.

Gly Pro Val His Thr lle Asn/Asp
432,22 529,27 628,34 765,40 866,44 979,53 1093,72/1094,74
y5 y6 y7 y8 y9 y10 y11
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Abbildung 3.38: MS/MS-Spektrum des dreifach geladenen Peptids der Sequenz % GSLDD**ITHVPGGGNK®"®
mit der Masse [M+3H]3+ = 526,92. Die Aminosaurteilsequenzen mit ihren zugehérigen Massen und den
entsprechenden Fragmentionen y5 — y11 sind eingezeichnet.

Fir die Sequenz *'IGSLDNITHVPGGGNK®® hat das Signal fiir die Aminosaure Asparagin
in der Teilsequenz fiir das y11-lon die Masse [M+H]" = 1093,74. Diese Sequenz wird des
weiteren mit N-Sequenz bezeichnet. Verandert sich das Asparagin durch PNGase-
Behandlung zur Asparaginsaure, hat das Signal fir die Asparaginsaure in der Teilsequenz

die Masse [M+H]" = 1094,72. Diese Sequenz wird im weiteren mit D-Sequenz bezeichnet.

Wie sich die Aminosaure-Signale im MS/MS-Spektrum fir die N- und D-Sequenz bei
Uberlagerung der Tau-Sequenz **'IGSLDN/DITHVPGGGNK®"® theoretisch verdndern

wirden, mdchte ich anhand der Abbildung 3.39 verdeutlichen.
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Isotopenverteilung im Ubersichtsspektrum Aminosaure-Intensitaten im MS/MS-Spektrum
[M+3H]*
] 527,21 [M+3H]* = 526,92
] Teilsequenz mit der Masse [M+H]" = 1093,74
18007 ausschlieBlich Asparagin , da erstes Isotop (*°C)
] [M+3HP**
1200  M#3HJ™ 521,52 [M+3H]** = 527,21
] 526,92 Intensitit hoch, Teilsequenz mit Masse [M+H]" = 1094,72

h da erstes Isotop Asparaginsaure (*?C)
Intensitét niedrig, Teilsequenz mit Masse [M+H]" = 1093,74,
da zweites Isotop Asparagin (**C)

] [M+3H]* = 527,52
Intensitit hoch, Teilsequenz mit Masse [M+H]" = 1094,72
527 528 529 da zweites Isotop Asparaginsaure (*°C)
Intensitét niedrig, Teilsequenz mit Masse [M+H]" = 1093,74,
da drittes Isotop Asparagin

m/z

Abbildung 3.39: Die linke Seite zeigt die Isotopenverteilung der iberlagerten dreifachgeladenen Peptidsequenz
31| GSLDN/DITHVPGGGNK®® im bovinen Tau-Protein. Auf der rechten Seite ist fiir diese Sequenz aufgelistet, in
welchen Isotopen die N- und D-Sequenzen in hoher und niedriger Intensitat vorkommt.

Fir Uberlagerte Peptid-Sequenzen bedeutet dies, dass im ersten Isotop immer die leichtere
Sequenz alleine vorliegt. In unserem Fall handelt es sich hierbei um die N-Sequenz. Im
zweiten Peptid-Isotop Uberlagern sich N- und D-Sequenz, wobei die D-Sequenz hier in
hoherer Konzentration vorliegen sollte, da sie sich mit ihrem sehr intensiven ersten Isotop
auf das wenig intensive zweite Isotop der N-Sequenz addiert. Diese Intensitatenverteilung
lasst sich fur jedes weitere Isotop gleichermalRen beobachten. Die Gesamtintensitaten

nehmen jedoch ab.

Lassen sich diese Beobachtungen auf die Aminosaure-Intensitaten im MS/MS-Spektrum der
nativen bovinen Tau-Sequenz Ubertragen, so ist dies der Beweis flir das hauptsachliche
Vorhandensein der schweren, asparaginsaurehaltigen Sequenz in den aufaddierten
Isotopen. Daraus folgt, dass vor PNGase-Behandlung am Asparagin der Peptidsequenz

ursprunglich eine Glykosylierung vorlag.

Die nachfolgenden Abbildungen 3.40 bis 3.42 zeigen jeweils den Vergleich zwischen den
Fragmentsignalen der einzelnen Resolution-Einstellungen im MS/MS-Spektrum der zweifach
und dreifach geladenen nativen Peptidsequenz **'IGSLDN/DITHVPGGGNK®"®.

Zunachst sind in Abbildung 3.40 die Low-Resolution- und die Unit-Resolution-Einstellungen
fir die zweifach geladene D-Peptidsequenz nach PNGase-Behandlung mit der Masse
[M+2H]?* = 790,01 im MS/MS-Modus dargestellt.
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Abbildung 3.40: Resolution-Einstellungen. Hier sind in A die Low-Resolution- und in B die Unit-Resolution-
Einstellungen fir die zweifachgeladene D-Peptidsequenz mit der Masse [M+2H]2+ = 790,01 nach PNGase
Behandlung im MS/MS-Modus dargestellt. Die Low-Resolution-Einstellung lasst alle Isotope fiir den Eintritt in den
MS/MS-Modus zu. Die Unit-Resolution-Einstellung selektiert eine Masseneinheit ab einer Masse von [M+2H]2+ =
790,51 flr den Eintritt in den MS/MS-Modus.

In der Abbildung 3.40 wird deutlich, dass im MS/MS-Spektrum bei Low-Resolution-
Einstellung das Signal fiir die N-Sequenz mit der Masse [M+H]" = 1093,74 hoher ist als das
fur die D-Sequenz mit der Masse [M+H]" = 1094,72. Hierbei ist die Intensitat der Masse
[M+H]" = 1094,72 fur ein zweites Isotop der N-Sequenz jedoch viel zu hoch. Dies ist ein
Hinweis auf eine Uberlagerung von zwei Sequenzen, die also auch im MS/MS-Modus

sichtbar ist.

Bei der Unit-Resolution-Einstellung wird eine Masseneinheit fir das zweifachgeladene
Peptid mit der Masse [M+H]" = 790,01 selektiert. Es werden hierbei die ersten beiden
Isotope selektiert. Bei der Unit-Resolution-Einstellung in Abbildung 3.40 ist deutlich zu
erkennen, dass das Signal der schwereren D-Sequenz mit der Masse [M+H]" = 1094,72 das

der leichteren N-Sequenz mit der Masse [M+H]" = 1093,74 deutlich tberragt.

Dies beweist, dass das zweite Isotop der Masse [M+2H]** = 790,01 aus dem
Ubersichtsspektrum zu einem Grofteil die schwerere Peptidsequenz mit der verdnderten
Aminosaure D enthalt. Das deutet darauf hin, dass durch PNGase-Behandlung des Peptids
mit der Masse [M+2H]** = 790,01 (*'IGSLDNITHVPGGGNK?®*®) die Aminosaure Asparagin
(N) zur Asparaginsaure (D) umgewandelt wird. Dies aufert sich in einem Masseshift von
[M+H+1]", der bei zweifach geladenen Peptiden [M+2H+0,5]** betragt. Somit beweist das
veranderte Isotopenmuster der Masse [M+2H]** = 790,51 im MS/MS-Spektrum, dass die
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Aminosaure Asparagin vormals glykosyliert in der Sequenz vorlag. Dieses Ergebnis ist

reproduzierbar.

Diese Beobachtungen missen fir eine definitive Behauptung bei der dreifach geladenen
Sequenz aus dem Ubersichtsspektrum mit der Masse [M+3H]** = 526,92 (Abbildung 3.37)
ebenfalls zutreffen. Hier wurden die Spektren der Resolution Einstellungen der PNGase
behandelten Sequenz zusatzlich mit den MS/MS-Spektren der unbehandelten Sequenz

verglichen.

Hier wurden ebenfalls - wie in Abbildung 3.41 dargestellt — die Aminosaure-lsotopen-
Verteilungen in den MS/MS-Spektren der behandelten und unbehandelten Sequenz mit der

Masse [M+3H]** = 526,92 anhand der verschiedenen Resolution-Einstellungen (iberpriift.
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Abbildung 3.41: Resolution-Einstellungen. Es sind die Low-Resolution- und Unit-Resolution-Einstellungen im
MS/MS-Modus flr die dreifach geladene unbehandelte Peptidsequenz und flr die Peptidsequenz nach PNGase
Behandlung mit der Masse [M+3H]3+ = 526,92 dargestellt. Die Low-Resolution-Einstellung lasst alle Isotope fiir
den Eintritt in den MS/MS-Modus zu. A zeigt die unbehandelte Sequenz in der Low-Resolution-Einstellung. B
zeigt die PNGase-behandelte Sequenz in der Low-Resolution-Einstellung. Die Unit-Resolution-Einstellung
selektiert eine Masseneinheit von drei Isotopen ab einer Masse von [M+3H]3+ = 527,21 fir den Eintritt in den
MS/MS-Modus. C zeigt die PNGase-behandelte Sequenz der Masse [M+3H]3+ = 527,21 in der Unit-Resolution-
Einstellung.
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In Abbildung 3.41A sieht man deutlich, dass in der Low-Resolution-Einstellung der
unbehandelten Probe im MS/MS-Modus nur die N-Sequenz in der Masse [M+3H]*" = 526,92
vorliegt, da hier die restlichen Isotope nur in sehr geringen Intensitaten vorhanden sind. Das

zweite Isotop der N-Sequenz ist etwa um 70% kleiner als das erste Isotop.

Im Gegensatz zur unbehandelten Sequenz ist in der Low-Resolution-Einstellung der
behandelten Sequenz (Abbildung 3.41B) der Peak des zweiten Isotops mit der Masse
[M+H]" = 1094,72 wesentlich héher, wenn auch immer noch nicht vorherrschend. Seine
Intensitdt macht ungefahr 60% der Gesamtintensitat des ersten Isotops aus. Diese
Beobachtung stimmt mit denen aus der Low-Resolution-Einstellung der zweifach geladenen
Peptidsequenz Uberein. Es ist also bei der dreifach geladenen Sequenz ebenfalls der erste

Hinweis auf eine Sequenziberlagerung gegeben.

In der Unit-Resolution-Einstellung in Abbildung 3.41C ist deutlich zu erkennen, dass der
Peak mit der Masse [M+H]" = 1094,72 fir die D-Sequenz den der N-Sequenz mit der Masse
[M+H]" = 1093,74 Uberragt. Diese Beobachtung stitzt ebenfalls den Hinweis auf die

Uberlagerung von zwei Sequenzen in der Peptidmasse [M+3H]*" = 526,92.

Treffen diese Beobachtungen auch auf die High-Resolution-Einstellungen der PNGase-
behandelten Peptidsequenz zu, die in Abbildung 3.42 dargestellt sind, so ist dies der
definitive Beweis fiir eine Uberlagerung zweier Sequenzen. Die Schlussfolgerung aus dieser

Erkenntnis ist das urspriingliche Vorhandensein einer N-Glykosylierung am Asparagin®®.

In der High-Resolution-Einstellung wird immer nur ein einziges Isotop fur den Eintritt in den
MS/MS-Modus zugelassen. In Abbildung 3.42A sieht man das selektierte erste Isotop der
Masse [M+3H]** = 526,92 vor dem Eintritt in die Kollisionszelle - also vor der Analyse im
MS/MS-Modus. Das erste Isotop liegt hier vollig isoliert und von den restlichen abgetrennt

vor.

Im MS/MS-Modus des ersten Isotops (Abbildung 3.42B) ist erwartungsgemal auch nur die
Masse der asparaginhaltigen Teilsequenz von [M+H]" = 1093,74 zu erkennen. Die Masse
der asparaginsaurehaltigen Teilsequenz von [M+H]" = 1094,72 ist definitiv nicht vorhanden.
Selbst die zweifach geladene Variante der N-Teilsequenz — in Abbildung 3.42C dargestellt —
weist kein zweites Isotop mehr auf. Die D-Teilsequenz ist in diesem ersten Isotop

erwartungsgeman nicht enthalten.
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Abbildung 3.42: Resolution-Einstellungen. Hier sind in A,B und C die High-Resolution-Einstellungen flr das
erste Isotop mit der Masse [M+3H]3+ = 526,92 dargestellt. A zeigt den selektierten Peak vor dem Eintritt in die
Kollisionszelle, B zeigt den Peak fiir die N-Teilsequenz ([M+H]" = 1093,74) im MS/MS-Spektrum, C zeigt den
Peaks flr die N-Teilsequenz als 2-fach geladenes lon im MS/MS-Spektrum. Abbildungen D,E und F zeigen die
High-Resolution-Einstellungen fir das zweite Isotop mit der Masse [M+3H]3+ = 527,21. D zeigt den selektierten
Peak vor dem Eintritt in die Kollisionszelle, E zeigt den Peak fiir die N-Teilsequenz ([M+H]* = 1093,74) und die D-
Teilsequenz ([M+H]'= 1094,72) im MS/MS-Spektrum, F zeigt die Peaks fiir die N- und die D-Teilsequenz als 2-
fach geladene y-lonen im MS/MS-Spektrum.

Die Ergebnisse der High-Resolution-Einstellung des zweiten Isotops mit der Masse [M+3H]**
= 527,21 geben nun Aufschluss (iber eine urspriingliche Glykosylierung am Asparagin®® in

dieser Peptidsequenz.

In Abbildung 3.42D ist das selektierte zweite Isotop der Peptidmasse [M+3H]*" = 526,92 vor
seiner Analyse im MS/MS-Modus zu sehen. Hier ist wieder eine eindeutige Isolation dieses
Isotops mit der Masse [M+3HJ]** = 527,21 von dem ersten und dem dritten Isotop zu

erkennen.

Abbildung 3.42E zeigt das Fragmentierungsverhalten der N- und D-Teilsequenz im MS/MS-
Modus. Der Massenpeak der asparaginsaurehaltigen Teilsequenz mit [M+H]" = 1094,72
Ubersteigt hier den der asparaginhaltigen Teilsequenz mit [M+H]" = 1093,74 um das
Doppelte. Dies ist ebenfalls fir die zweifach geladenen Varianten der N- und D-Teilsequenz
zu erkennen (Abbildung 3.42F). Die asparaginsaurehaltige Sequenz ist also auch in der
dreifach geladenen Peptidsequenz mit der Masse [M+3HJ]** = 526,92 zum Grossteil

vorhanden.
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Diese Beobachtung ist der eindeutige Beweis fir die Uberlagerung der nativen
asparaginhaltigen mit der veranderten asparaginsaurehaltigen Sequenzen. Daraus folgt der
Schluss, dass in der Sequenz **'IGSLNITHVPGGGNK®® eine N-Glykosylierung am

Asparagin®®*® vorhanden war.

Diese Position muss in unserem nativem bovinen Material glykosyliert vorliegen, denn
ansonsten ware das Asparagin nicht durch die Abspaltung des Zuckers mittels PNGasen in
Asparaginsdure umgewandelt worden. Ohne PNGase-Behandlung ist nur die
asparaginhaltige Sequenz in den untersuchten Massen vorhanden (vgl. Abbildung 3.42).

Dies ist bisher der erste Nachweis einer N-Glykosylierungsstelle am Tau-Protein, der an

nativem bovinem Material erbracht wurde.

3.3 Charakterisierung von PHF-Tau

Aufgrund der hohen Sequenz-Homologie diente das bovine Tau-Protein als Modell fir
humanes Alzheimer-Tau. An dem bovinen Tau-Protein sollte im Rahmen dieser Arbeit das
Verhalten der Tau-Peptide im Massenspektrometer analysiert werden. Die gewonnenen

Erkenntnisse sollten auf PHF-Tau aus Alzheimer-Gehirnen Ubertragen werden.

In Alzheimer-Hirnen liegt das Tau-Protein in stark glykosylierter und hyperphosphorylierter
Form vor. Dadurch wird seine Assoziation an die Mikrotubuli gestoért und es lagert sich zu
paarigen helicalen Filamenten zusammen, den sog. PHF's (paired helical filaments). Zur

Untersuchung von Modifikationen eignet sich PHF-Tau daher besonders gut.

Parallel zu den Versuchen, Glykosylierungsstellen am bovinen Tau-Protein zu identifizieren,
wurden Charakterisierungen am PHF-Tau vorgenommen, das uns freundlicherweise von C.
Gong aus den USA zur Verfigung gestellt wurde. Das PHF-Tau ist aus der Literatur als
besonders stark phosphoryliertes und auch glykosyliertes Protein bekannt (z.B. Johnson et
al., 1989) . An ihm wurden schon viele Phosphorylierungsstudien am Massenspektrometer
durchgefihrt (z.B. Hanger et al., 1998).
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3.3.1 Charakterisierung von PHF-Tau mittels eindimensionaler und zweidimensionaler
SDS-PAGE

Das PHF-Tau wurde auf zwei verschiedene Arten und Weisen charakterisiert. Zum einen
wurde es elektrophoretisch Uber ein- und zweidimensionale SDS-PAGE aufgetrennt und mit
speziellen Anti-Tau-Antikérpern (AT8, HT7 und AT100, s.u.) umgesetzt. Dies ist in Abbildung
3.43 dargestellt. Zum anderen wurde es tryptisch verdaut, mit ZipTip entsalzt und

umgepuffert und dadurch auf eine massenspektrometrische Analyse vorbereitet.

M AT8 HT7 AT100

- p—— ~

i | pAH3 \ v pH 10

97kDa | | ~4| 97 kDa
66 kDa %i ui . "¥| 66 kDa
i 1 | - -
45kDa | [HEE
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Abbildung 3.43: links: 8-18% ige SDS-PAGE mit je 2,6 ug PHF-Tau beladen, auf PVDF geblottet und mit HT7,
AT8 und AT100 umgesetzt. rechts: 11%iges zweidimensionales Gel mit 4ug PHF-Tau beladen.

Die eindimensionale 8-18%ige SDS-PAGE in Abbildung 3.43 wurde geblottet und mit den 3
verschiedenen Anti-Tau-Antikérpern AT8, HT7 und AT100 umgesetzt. Das Epitop von AT8
ist phosphoryliertes Serin an Position 202 (auf Isoform 1 bezogen), HT7 markiert Tau ohne
Phosphorylierung in der Region 159-163 (Isoform 1) und das Epitop von AT100 ist ein
doppelt phosphoryliertes Sequenzstiick mit Phospho-Serin 212 und Phospho-Threonin 214.
HT7 farbt das PHF-Tau am starksten, da der Antikérper auf einen unmodifizierten
Sequenzbereich angewiesen ist, der wesentlich haufiger in den Tau-lsoformen vorkommt als
eine einfache Phosphorylierung (AT8) oder eine doppelte Phosphorylierung (AT100) einer
bestimmten Sequenz. Daher markiert AT 8 das PHF-Tau auch nicht so wirkungsvoll wie
HT7, jedoch besser als AT 100.

Das Silbergel der zweidimensionalen Gelelektrophorese in Abbildung 3.43 zeigt nur eine

schwache Farbung der Tau-Proteine. Es sind nur wenige einzelne Spots zu erkennen;
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sichtbar ist ein Schmier im sauren pH-Bereich mit einem Molekulargewicht zwischen 55kDa
und 66kDa . Dies lasst auf ungel6stes aggregiertes PHF-Tau schliel3en. Es ist bekannt, dass
sich durch Hyperphosphorylierung der pl von PHF-Tau in den sauren pH-Bereich verschiebt
(Sergeant et al., 1997).

3.3.2 Massenspektrometrische Charakterisierung von PHF-Tau

Durch die massenspektrometrische Analyse des PHF-Tau konnte ein GroRteil der 25 bisher
aus der Literatur bekannten Phosphorylierungsstellen (Hanger et al., 1998) bestatigt werden.
Wir konnten 11 Phosphorylierungsstellen an den Positionen Thr181, Ser210, Ser214,
Thr217, Thr231, Ser235, Ser237, Ser238, Ser396, Ser400, Thr4d03 nachweisen, die teils
einzeln, teils in Kombination in einer Sequenz vorlagen. Weiterhin wurde eine Deamidierung

an Position N/D?*®

identifiziert. Die Deamidierung wurde in einer Sequenz festgestellt, die
nicht zu einem potentiellen N-Glykosylierungsmotiv gehért. Es konnte in Summe eine mehr
als 50%ige Sequenzabdeckung - bezogen auf die langste humane Isoform (Isoform 1) —

erreicht werden.

Es konnten jedoch am PHF-Tau keine Glykosylierungen nachgewiesen werden.
Méglicherweise unterdriicken im MS/MS-Spektrum die Signale flr die hyperphosphorylierten
Peptide auch hier die schwacheren Signale der Glykosylierungen. Dies war uns aus
vorangegangenen massenspektrometrischen Analysen am bovinen Tau-Protein bekannt.
Erfolgversprechend fur die massenspektrometrische Identifizierung von
Glykosylierungsstellen am PHF-Tau ware mdglicherweise auch eine Deglykosylierung des
Proteins mittels PNGasen.

Es war nicht mdglich, PHF-Tau dahingehend zu charakterisieren, da das Material nicht

weiter zur Verfugung stand.

Es war uns alternativ eine Probe aus der Neuropathologie der Uniklinik Disseldorf zur
Verfugung gestellt worden, aus der sich jedoch weder PHF-Tau noch I8sliches
phosphoryliertes Tau (AD P-Tau) isolieren lie. Dies konnte daran liegen, dass dieses
Material schon mehrere Jahre bei —80°C tiefgefroren war und es sich dadurch verandert hat.
In tiefgefrorenem Material bei diesen Temperaturen sollte jegliche Enzymaktivitdt zum
Erliegen kommen - daher gibt es keine Erklarung fir die Veranderungen in dem Material, die

fir das Fehlschlagen der Praparationen verantwortlich sein kénnten.
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4. Diskussion

Die Hauptproteinkomponente in den Paired Helical Filaments (PHF’s) bei der Alzheimer-
Demenz ist das Tau-Protein mit seinen sechs im humanen System vorkommenden
Isoformen. In den PHF’s kommt Tau in stark glykosylierter und hyperphosphorylierter Form
vor. Es wird angenommen, dass das Tau-Protein sowohl O- als auch N-glykosyliert wird, da
zum einen die O-Glykosylierung an Serin- und Threonin-Resten in dynamischem
Gleichgewicht zu deren Phosphorylierung steht (Hart, 1997) und zum anderen drei
potentielle N-Glykosylierungsmotive in der Tau-Sequenz vorhanden sind. Deglykosylierungs-
Studien am PHF-Tau haben gezeigt, dass es sich durch enzymatische Deglykosylierung
wieder entdrillt und I6slich wird (Wang et al., 1996).

Daraus ergibt sich die Hypothese, dass mdglicherweise eine gestorte
Glykosylierungsmaschinerie fur die Entstehung von Alzheimer verantwortlich ist. Ziel dieser
Arbeit war es, die bisher unbekannten Glykosylierungsstellen im Tau-Protein mittels
Massenspektrometrie zu identifizieren. Ein Vergleich der genauen Positionen der
Glykosylierungen von stark glykosylietem PHF-Tau zu normalem Tau-Protein koénnte
Hinweise auf die daflir verantwortlichen Enzyme oder Mechanismen geben. Die Ergebnisse

koénnten auch zu einem neuen Therapieansatz dienen.

4.1 Bekannte Glykosylierungen am bovinen Tau und am PHF-Tau

Durch die sehr hohe Sequenzhomologie zu humanem Tau bietet sich als Modellorganismus
das Rind an. Aus der Literatur ist bereits bekannt, dass bovines Tau O-glykosyliert vorliegt
(Arnold et al, 1996). Diese Erkenntnis beruht auf der Analyse von (*H)-Galaktose-markiertem
Tau uber SDS-PAGE und anschlieRendem Western-Blotting mit Umsetzung durch WGA
(Weizenkeim-Agglutinin). Der Einbau der radioaktiv markierten Galaktose erfolgte in vitro
durch Zugabe von Glaktosyl-Transferase. Durch Behandlung mit PNGase F, die N-
gebundene Zucker am Proteinrickgrat abtrennt, lie sich die Galaktose nicht entfernen und
somit wurde dies als Beweis fur das Vorliegen von O-Glykosylierungen angesehen. Im
Gegensatz dazu wurden bisher am PHF-Tau nur N-Glykosylierungen entdeckt (Sato et al.,
2001). Durch Behandlung mit Hydrazin wurden hier alle an PHF-Tau gebundenen Zucker
abgetrennt. Diese wurden dann enzymatisch vom freien Ende abgedaut. Somit konnten
Ruckschlisse auf deren Aufbau getroffen werden. Es wurden nur Zuckerstrukturen, wie sie
fur N-Glykosylierungen des komplexen- und des mannosereichen-Typs ublich sind,
identifiziert. Die genaue Aminosaure-Position der Zucker konnte bisher weder fiir die O- noch

fir die N-Glykosylierungen geklart werden. In meiner Arbeit ist es mir erstmals gelungen,
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einen Nachweis fiir das Vorliegen einer N-Glykosylierungsstelle an dem Motiv Asn®®-lle-Thr

an nativem bovinem Material zu erbringen.

4.2 Charakterisierung des Tau-Proteins

Das bovine Material wurde uns mit einer Sondergenehmigung vom Dusseldorfer Schlachthof
zur Verfugung gestellt. Es musste in frischem Zustand - maximal eine Stunde nach
Entnahme - prapariert werden und wurde daher nicht auf BSE getestet. Je frischer das
Material war, umso bessere Resultate wurden bei der Praparation erzielt. Es zeigte sich,
dass das Tau-Protein aus eingefrorenem Rinderhirn bei —80°C nicht zu praparieren war.
Diese Praparationen schlugen mehrfach fehl. In tiefgefrorenem Material bei diesen
Temperaturen sollte zwar jegliche Enzymaktivitdt zum Erliegen kommen, jedoch ist bekannt,
dass durch das Einfrieren die Zellstruktur geschadigt wird. Dies konnte ein Grund fiir das
Fehlschlagen der Praparationen aus tiefgefrorenem Material sein.

Dieses Phanomen wurde zusatzlich an Alzheimer-Material, das bereits mehrere Jahre
tiefgefroren war, festgestelll. Es war uns eine Probe aus der Neuropathologie der
Universitatsklinik Dusseldorf zur Verfligung gestellt worden, aus der sich weder PHF-Tau
noch l6sliches phosphoryliertes Tau (AD P-Tau) isolieren liel3. Somit wurde auf prapariertes
PHF-Tau von C. Gong aus den USA zurlckgegriffen, das Herrn Prof. Dr. Ralf Hoffmann im
Rahmen einer Kooperation freundlicherweise zur Verfigung gestellt wurde. Dieses Material
wurde zusatzlich zur bovinen Probe am Massenspektrometer analysiert. Es konnten jedoch
keine Glykosylierungen identifiziert werden. Somit konnte der angestrebte Vergleich
zwischen den Glykosylierungsstellen an PHF-Tau und normalem Tau (hier bovines Tau)

nicht durchgefiihrt werden.

4.2.1 Identifizierung von Glykosylierungen am bovinen Tau-Protein mittels SDS-PAGE

Durch die Komplexitdt des Tau-Proteins, hervorgerufen durch seine verschiedenen
Isoformen und deren hohen Modifikationsgrad durch Glykosylierung und Phosphorylierung,
wurde Tau auf zwei unterschiedliche Arten aus bovinem Hirn aufgearbeitet. Bei der Total-
Tau-Praparation wurde Wert auf den Erhalt des vollstandigen komplexen Taugehalts des
Rinderhirns gelegt, was jedoch auch eine starke Verunreinigung der Probe mit Fremdprotein
zur Folge hatte. Die aufwendigere Twice-cycled-Tau-Praparation zielt im Gegensatz dazu
auf eine reine Aufarbeitung des Tau-Proteins ab, wobei es jedoch moglich ist, dass einzelne
Varianten verloren gehen. Wahrend der Twice-cycled-Tau-Praparation wurden nach
bestimmten Aufarbeitungsschritten kleine Aliquots (Zwischenprodukte) genommen (ZP1 bis

ZP4) und deren Taugehalte spater mit dem des Endproduktes (ZP5) verglichen. Die
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Praparationen wurden eindimensional Uber SDS-PAGE und anschlielendes Western-
Blotting analysiert. Der vollstandige Tau-Gehalt der Proben wurde durch das Einsetzen des
Anti-Tau-2-Antikorpers sichtbar gemacht. Durch Behandlung der Blots mit WGA-Lektin
konnte das Vorhandensein von Glykosylierungen nachgewiesen werden. Die einzelnen
Banden wurden hierbei nur schwach angefarbt, so dass man von einer geringen
Konzentration an glykosyliertem Tau ausgehen muss.

Es zeigte sich, dass die durch WGA-Lektin angefarbten Banden in der SDS-PAGE auf
gleicher Hohe mit den durch den Antikorper detektierten Tau-Banden lagen. In der
Lektinfarbung waren eindeutig die fiinf Isoformen des bovinen Taus zu erkennen.

Dies ist verwunderlich, da bisher bekannt war, dass glykosyliertes Tau in der SDS-PAGE
einen deutlichen Massenshift aufweist. Liu et al. (2002) wiesen durch Lektinfarbung
zusatzlich zu den Isoformen mit einem Molekulargewicht von 55-66 kDa gefarbte Banden
zwischen 98 und 200 kDa nach. Es wurde diskutiert, dass es sich hierbei um glykosylierte
Tau-Aggregate oder auch glykosyliertes Fremdprotein handeln kdnnte.

Diese hochmolekularen Banden traten anfangs ebenfalls in den Lektin-Blots der
Zwischenprodukte ZP4 und ZP5 unserer Twice-cycled-Tau-Praparation auf (hier nicht
gezeigt). Diese Banden waren jedoch nur zu beobachten, wenn die Zwischenprodukte auf
die SDS-PAGE aufgetragen wurden, wie sie aus der Twice-cycled-Praparation gewonnen
wurden. Wurde zuvor jedoch mittels Centricon umgepuffert, zeigten sich diese
hochmolekularen Banden im Lektin-Blot nicht mehr. In den Antikdrper-Farbungen waren
diese Banden — auch ohne vorheriges Umpuffern - ebenfalls nicht auf den Blots vorhanden.
Daher erschien es uns wahrscheinlicher, dass es sich bei diesen hochmolekularen Proteinen
nicht um glykosylierte Tau-Aggregate handelt, sondern um glykosyliertes Fremdprotein.

Dies alles sind jedoch Spekulationen, da bisher ein eindeutiger Beweis durch Analyse dieser

Banden im Massenspektrometer fehlt.

4.2.2 Kein direkter Nachweis von Glykosylierungen durch Massenspektrometrische

Analyse des bovinen Tau-Proteins

Zur Vorbereitung auf eine massenspektrometrische Analyse missten die detektierten
Banden aus den SDS-Gelen ausgeschnitten und tryptisch verdaut werden. Bei einem
tryptischen In-Gel-Verdau sind jedoch Probenverluste zu verzeichnen, da die Probe aus dem
Gelstlick heraus eluiert werden muss. Somit ist die Gefahr grol3, dass von dem ohnehin
gering konzentrierten glykosylierten Tau-Protein zu wenig flr eine Analyse Ubrig bleibt. Somit
war es sinnvoll, die einzelnen Proben zwar mittels SDS-PAGE und Western-Blotting auf das
Vorhandensein von Glykosylierungen zu testen, jedoch nach erbrachtem Nachweis die

restliche Probe tryptisch in Lésung zu verdauen und dann massenspektrometrisch zu
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analysieren. Bei diesen Analysen konnten fur die Total-Tau-Praparation eine 53%ige und fur
die Twice-cycled-Tau-Praparation eine Uber 55%ige Sequenzabdeckung erreicht werden. Es
wurde jeweils eine der drei potentiellen Glykosylierungsstellen an der Position Asn®®® in
unmodifiziertem Zustand identifiziert. Dass die beiden anderen Glykosylierungsstellen an
den Positionen Asn'® und Asn*'” nicht in unmodifiziertem Zustand identifiziert werden
konnten, koénnte moglicherweise an der Grolke, der durch den tryptischen Verdau
entstandenen Peptide liegen. Die Peptide, die die Glykosylierungsstelle Asn'® beinhalten
sind sehr klein. Sie sind in zwei und dreifach geladenem Zustand weniger als 300 Massen
schwer. In diesem Bereich finden sich in der Regel sehr viele intensive Ldsungsmittel-
Signale im massenspektrometrischen Ubersichtsspektrum, die die Signale dieser Tau-
Peptide unterdriicken kénnten.

Die Peptide, die die Glykosylierungsstelle Asn*'” beinhalten sind sehr groR und sind selbst in
dreifach geladenem Zustand noch tber 1000 Massen schwer. In diesem Bereich konnten im
Tau-Ubersichtsspektrum keine Signale detektiert werden. Es war jedoch auch nicht méglich,
glykosylierte Peptide zu identifizieren. Dies wurde darauf zurlickgefiihrt, dass die Tau-
Signale der unmodifizierten Peptide die moéglicherweise sehr schwachen Signale der
glykosylierten Peptide unterdriicken kdnnten. Daher erschien es sinnvoll, die glykosylierten
Varianten vorab aufzukonzentrieren. Dazu wurde eine Mini-Lektinsdule selbst gefertigt, die
es erlauben sollte, nach tryptischem Verdau glykosylierte Peptide anzureichern.

An Testpeptiden konnte gezeigt werden, dass diese Art der Chromatographie funktioniert,
jedoch nicht reproduzierbar und verldsslich ist. Trotzdem wurde bei der Total-Tau-
Praparation versucht, mit dieser Methode Glykopeptide anzureichern.

Durch Detektion mit WGA lieRRen sich in daran anschlieRenden Dot Blots (hier nicht gezeigt)
Glykopeptide im Eluat nachweisen, jedoch konnten diese im Massenspektrometer nicht
identifiziert werden. Daher wurde versucht, nach der Methode von Sato et al. einen Teil der
Zucker vom freien Ende schrittweise enzymatisch abzudauen, um damit die Komplexitat der
Probe herabzusetzen. Doch auch nach dieser Behandlung lieRen sich keine glykosylierten
Peptide im Massenspektrometer nachweisen. Dabei ist offen, ob fiir die fehlgeschlagenen
massenspektrometrischen ldentifizierungen der Glykosylierungsstellen am nativen Tau-

Protein jeweils andere Griinde oder eine einheitliche Schwierigkeit vorlagen.

4.2.3 Ein Versuch, den Modifikationsgrad des bovinen Tau-Proteins mittels

zweidimensionaler Gelelektrophorese zu klaren

Aufschluss Uber den Modifikationsgrad des Tau-Proteins, der mdglicherweise in seiner
Komplexitdt mit all seinen Phosphorylierungen und Glykosylierungen der Grund fir die

erschwerte Analyse im Massenspektrometer ist, gibt die Charakterisierung mittels
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zweidimensionaler Gelelektrophorese (vgl. Kapitel 2.6). Hier trennen sich die Proteine nach
ihrem Isoelektrischen Punkt auf, der durch das Vorhandensein von Modifikationen
beeinflusst wird. Jeder erhaltene Spot kdnnte fur einen anderen Modifikationsgrad stehen.
Durch Phosphorylierung wird der Isoelektrische Punkt (pl) des Tau-Proteins in den sauren
pH-Bereich verschoben (Janke et al. 2000). Der Grad der Phosphorylierung, also die Anzahl
der negativen Phosphatgruppen, ist entscheidend fir den pl des Tau-Proteins — je starker
das Protein phosphoryliert ist, umso starker verlagert sich sein pl in den sauren Bereich. Bei
glykosylierten Proteinen ist der Isoelektrische Punkt zusatzlich von der Art und Gewichtung
der Zuckerketten an den einzelnen Glykosylierungsstellen abhangig — und somit durch die
Zahl der jeweils gebundenen, negativ geladenen NeuNac-Resten. Die Isoelektrische
Fokussierung erlaubt also auch eine wichtige Aussage im Hinblick auf den
Sialysierungsstatus eines intakten Glykoproteins.

Fir das Tau-Protein sollte dies bedeuten, dass sich der pl durch das Tragen von O-
Glykosylierungen, die ja bekanntlich kein NeuNac beinhalten, nicht verandert. Das Tau-
Protein tragt N-glykosidisch gebundene Zucker des komplexen- und mannosereichen-Typs
(Sato et al.,, 2001). Demnach verandert das Tau-Protein, das einen Zuckerbaum des
komplexen Typs tragt, pro Glykosylierung seinen pl um eine negative Ladung in den sauren
pH-Bereich. Mannosereiche Zuckerbdume enthalten kein NeuNac und dirften somit den
jeweiligen Isoelektrischen Punkt des Tau-Proteins nicht verédndern. Die 5 bovinen Tau-
Isoformen haben je einen aus der Sequenz berechenbaren theoretischen pl von 9,18
(Isoform 1), 7,79 (Isoform 2), 10,69 (Isoform 3), 10,63 (Isoform 4) und 10,68 (Isoform 5)
(berechnet in GPMAW). Hierbei sind die Modifikationen nicht beriicksichtigt.

Es sollte daher also mdglich sein, durch Anfarbung der verschiedenen Modifikationen - durch
einen phosphatabhangigen Anti-Tau 2 Antikdrper und durch WGA-Lektin — einzelne

Modifikationsvarianten des Tau-Proteins unterscheiden und charakterisieren zu konnen.

Es wurden die Proben ZP1 bis ZP5 der Twice-cycled-Tau-Praparation fir die
zweidimensionale Gelelektrophorese mit anschlieRendem Western-Blotting eingesetzt.
Neben der Umsetzung der Western-Blots mit Anti-Tau-2-Antikorper, die Aufschluss tber den
komplexen Phosphorylierungsgrad des Tau-Proteins gaben, wurden die Blots ebenfalls mit
WGA-Lektin umgesetzt. Hierbei konnten jedoch auch nach mehrfachen Wiederholungen
keine Spots auf den PVDF-Membranen entdeckt werden. Lediglich ZP1 zeigte schwache
vereinzelte Spots. Dies lasst darauf schlielen, dass die Tau-lsoformen und deren
Modifikationsvarianten nur einzelne Glykosylierungen tragen. Aufgrund ihrer zusatzlichen,
unterschiedlich starken Phosphorylierung lassen sich daher die glykosylierten Proteine nicht

in einzelnen Spots aufkonzentrieren.
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Die Auftrennungen der Twice-cycled-Tau-Praparation mittels zweidimensionaler
Gelelektrophorese hatte zum Erfolg flhren koénnen, wenn zum einen eine starkere
Glykosylierung des Tau-Proteins vorliegen und/oder zum anderen sich die Glykosylierungen

auf wenige Phosphorylierungsmuster aufteilen wirden.

Die aus der zweidimensionalen Trennung gewonnene Erkenntnis wird unterstitzt durch die
Beobachtungen bei den HPLC-Trennungen, die zum Aufreinigen der Praparationen
durchgefuhrt wurden. Auch hier eluierten die glykosylierten Proteine nicht in einer einzelnen

Fraktion, sondern Uber einen weiten Bereich hinweg.

4.2.4 Identifizierung von Phosphorylierungsstellen am PHF-Tau

Aus diesen Beobachtungen heraus scheint eine Klarung des Modifikationsgrades,
insbesondere auch des Phosphorylierungsgrades, sinnvoll flir das weitere Verstandnis des
Verhaltens der Tau-Proteine im Massenspektromter. Dazu wurde das humane PHF-Tau von
C. Gong aus den USA eingesetzt. Das PHF-Tau ist aus der Literatur als besonders stark
phosphoryliertes und zum Teil auch glykosyiertes Protein bekannt. An ihm wurden bisher
viele Phosphorylierungsstudien am Massenspektrometer durchgefihrt (z.B. Hanger et al.,
1998). Die bisher bekannten Phosphorylierungsstellen konnten in  unseren
massenspektrometrischen Analysen teilweise bestatigt werden. Doch auch hier war es uns

nicht moglich, ein glykosyliertes Peptid nachzuweisen.

4.3 Wie kann glykosyliertes bovines Tau im Massenspektrometer detektiert werden?

Anscheinend ist das Tau-Protein so schwach glykosyliert, dass die einzelnen Positionen

kaum nachzuweisen sind.

Es erschien daher sinnvoll, nicht das vollstandige glykosylierte Tau-Protein, sondern
glykosylierte Tau-Peptide anzureichern. Die Technik des Batch-Verfahrens mit an Lektin
gebundener Agarose wurde hierfir als sinnvoll und vielversprechend erachtet. Bei diesem
Verfahren sollten glykosylierte Peptide aus tryptisch verdautem ZP5 durch Bindung an die
WGA-gekoppelten  Agaraosebeads und anschlieBender Zentrifugation von den
unglykosylierten Peptiden abgetrennt werden. Durch Zugabe von 0,1 M GIcNAc sollten die
gebundenen Peptide von dem WGA-Lektin kompetitiv verdrangt werden. Das Problem
bestand nun darin, den zur Verdrangung eingesetzten Zucker von den Glykopeptiden wieder
abzutrennen. Trotz Einsatz spezieller, flr Peptide geeigneter Dialysemembranen gelang dies

nicht. Die Probe war nach wie vor mit freiem GIcNAc Uberfrachtet und sehr zahflissig. Daher
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war es nicht mdglich, sie mittels ZipTip flir die massenspektrometrische Analyse
vorzubereiten. Da die Entsalzungsproblematik nicht gelést werden konnte, wurde diese

Méglichkeit der Anreicherung von Glykopeptiden wieder verworfen.

Um die Methode zur massenspektrometrischen Analyse von glykosylierten Peptiden zu
optimieren, wurde das Verhalten von Glykopeptiden anhand synthetisch hergestellter
glykosylierter Peptide untersucht. Dazu wurden drei verschiedene Glykopeptide und deren
unglykosylierte Varianten selbst synthetisiert und massenspektrometrisch analysiert. Hierbei
zeigte sich, dass alle drei Peptide gut zu sequenzieren und deren Glykosylierungsstellen
problemlos zu identifizieren waren. Auch das lange, doppelt glykosylierte Peptid mit 27
Aminosauren konnte vollstandig analysiert und beide Glykosylierungsstellen identifiziert
werden.

Dies ist der Beweis, dass es uns mdglich ist, die Position einzelner gebundener Zucker am

Peptidriickgrat zu identifizieren.

Die Problematik bei unseren nativen Proben besteht mdglicherweise darin, dass die Tau-
Proteine zu schwach glykosyliert vorliegen, um sie massenspektrometrisch analysieren zu
kénnen. Dadurch kdnnten ihre Signale von anderen Peptidsignalen im Massenspektrometer
unterdruckt werden. Es musste also eine Mdglichkeit gefunden werden, die unterdrickten
Glykopeptide auf eine andere Art und Weise einer massenspektrometrischen Identifizierung

zuganglich zu machen.

4.3.1 Identifizierung einer N-Glykosylierungsstelle am nativen bovinen Tau-Protein

durch Massenshift

Die Deglykosylierung mittels N-Glykosidasen A und F bietet die Moglichkeit, N-glykosidisch
gebundene Zucker direkt vom Asparaginrest im Peptid abzudauen. Dieser wird dabei zur
Asparaginsaure umgesetzt, die eine Masse schwerer ist als das Asparagin. Daher wird auch
das durch PNGase-Behandlung veranderte Peptid um eine Masse schwerer. Dieser
Massenshift von [M+H+1]" kann im Massespektrometer nachgewiesen werden. Es kdénnen
somit Ruckschlisse auf eine vormals vorhandene Glykosylierung getroffen werden
(Gonzalez et al., 1992; Zhang et al., 2003). Daraufthin wurde die Probe ZP5 mit PNGase A

und F behandelt, danach tryptisch verdaut und massenspektrometrisch analysiert.

Der Massenshift um [M+H+1]" ist im Ubersichtsspektrum anhand des veranderten
Isotopenmusters des betreffenden Peptid-Signals zu erkennen. Jede Peptidmasse besitzt

mehrere natirlich schwerere Isotope mit unterschiedlich starken Intensitaten. Der Peak fiir
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das "2C -Isotop ist am gréRten und die Peaks fiir die nachfolgenden schwereren Isotope - wie
bspw. *C etc. - werden immer kleiner.

Verandert nun im einem Peptidgemisch ein Teil der Peptide seine Masse um [M+H+1]"
durch Deglykosylierung mittels PNGasen und der andere Teil verandert seine Masse nicht,
da er nicht glykosyliert war, so Uberlagern infolgedessen die Isotopenmuster der beiden
Peptidgruppen miteinander.

In diesem Fall sitzt das erste Isotop der asparaginsaurehaltigen und damit schwereren
Sequenz auf dem zweiten Isotop der asparaginhaltigen und damit leichteren Sequenz auf.
Die Signal-Intensitaten addieren sich auf und infolgedessen Ubersteigt der zweite Isotopen-
Peak den Ersten in seiner Intensitat.

Dieses Phanomen lieR sich fiir die Sequenz *'IGSLDNITHVPGGGNK?*"® beobachten, bei
der das Asparagin in dem potentiellen N-Glykosylierungsmotiv  N**IT durch PNGase-
Behandlung zur Asparaginsdaure umgewandelt wurde. Diese Sequenz lag im
Ubersichtsspektrum zweifach und dreifach positiv geladen vor. Den definitiven Beweis
lieferten die Isotopenverteilungen der Aminosaurepeaks der beiden MS/MS-Spektren der
behandelten im Gegensatz zu der unbehandelten Sequenz. Hierbei wurden die Spektren in

drei verschiedenen Resolutioneinstellungen miteinander verglichen.

Durch unterschiedliche Resolutioneinstellungen im MS/MS-Modus kann eine bestimmte
Masse ohne ihre verschiedenen naturlichen Isotope selektiert werden. Bei dieser Einstellung
wird das Eintrittsfenster der zu selektierenden Massen in das Massenspektrometer von der
Low-Resolution- Uber die Unit-Resolution- bis hin zur High-Resolution-Einstellung immer
kleiner.

Die Low-Resolution-Einstellung wird standardmafRig im MS/MS-Modus verwendet. Hierbei
werden alle Isotope einer bestimmten Masse zur MS/MS-Analyse zugelassen. Die Unit-
Resolution-Einstellung ist in der Lage, eine ,mass-unit‘ zu selektieren. Dies bedeutet, dass
fir ein einfach geladenes Peptid nur ein Isotop selektiert wird, flir ein doppelt geladenes
Peptid zwei Isotope - also eine Masseneinheit - usw. In der High-Resolution-Einstellung ist
es moglich, jedes beliebige Isotop einzeln zu selektieren und dieses im MS/MS Modus zu
analysieren. Daher ist die High-Resolution-Einstellung von groRer Wichtigkeit fir den
Nachweis eines Massenshifts um eine Masse. Hier kann in den MS/MS-Spektren einzelner
Isotope nachgewiesen werden, um welche Sequenz — in unserem Fall die asparaginhaltige

oder die asparaginsaurehaltige - es sich handelt.

Im MS/MS-Modus der Unit-Resolution-Einstellung far die Sequenz
*1|GSLDNITHVPGGGNK®*® war zu beobachten, was sich durch die High-Resolution-

Einstellung definitiv beweisen lie3. Im zweiten Isotop der zweifach und auch der dreifach
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geladenen Peptidsequenz Ubersteigt das Signal der asparaginsaurehaltigen Teilsequenz mit
der Masse [M+H]" = 1094,72 das der asparaginhaltigen Teilsequenz mit der Masse [M+H]" =
1093,74. Dies beweist, dass in dem Peak flir das zweite Isotop der zweifach und dreifach
geladenen Peptidmasse aus dem Ubersichtsspektrum als Hauptbestandteil die
asparaginsaurehaltige, durch PNAGase-Behandlung veranderte Sequenz enthalten ist.
Folglich muss in der Sequenz *'IGSLDNITHVPGGGNK®"® die Position N**° glykosyliert
vorliegen, denn ansonsten hatte sich das Asparagin nicht durch die Abspaltung des Zuckers
mittels PNGasen in Asparaginsaure umgewandelt. Ohne PNGase-Behandlung ist nur die
asparaginhaltige Sequenz in den untersuchten Massen vorhanden.

Dies ist der erste Nachweis einer N-Glykosylierungsstelle, der an nativem bovinem Material

bisher erbracht wurde.

Darauf aufbauend koénnte im nachsten Schritt geklart werden, ob die Glykosylierung an der
Position N krankheitskorreliert ist. Ware dies der Fall, so miisste getestet werden, ob sich
aus dieser Erkenntnis ein vereinfachter Diagnose- oder Therapieansatz in der Alzheimer-

Demenz ergeben kdnnte.
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5. Zusammenfassung

Die Hauptproteinkomponente in den Paired Helical Filaments (PHF’s) bei der Alzheimer-
Demenz ist das Tau-Protein mit seinen sechs humanen Isoformen. In den PHF's kommt Tau
in stark glykosylierter und hyperphosphorylierter Form vor. Es wird angenommen, dass das
Tau-Protein sowohl O- als auch N-glykosyliert wird, da zum einen die O-Glykosylierung an
Serin- und Threonin-Resten in dynamischem Gleichgewicht zu deren Phosphorylierung steht
(Hart, 1997) und zum anderen 3 potentielle N-Glykosylierungsmotive in der Tau-Sequenz
vorhanden sind. Deglykosylierungs-Studien am PHF-Tau haben gezeigt, dass es sich durch
enzymatische Deglykosylierung wieder entdrillt und I8slich wird (Wang et al., 1996).

Daraus ergibt sich die Hypothese, dass mdglicherweise eine gestdrte
Glykosylierungsmaschinerie fur die Entstehung von Alzheimer verantwortlich ist. Ziel dieser
Arbeit war es, die bisher unbekannten Glykosylierungsstellen im Tau-Protein mittels
Massenspektrometrie zu identifizieren. Ein Vergleich der vermutlich veranderten Sites von
stark glykosyliertem PHF-Tau zu normalem Tau-Protein kénnte Hinweise auf die daflr
verantwortlichen Enzyme oder Mechanismen geben. Eine gezieltere Behandlung von
Alzheimer-Patienten ware somit méglich.

Durch die sehr hohe Sequenzhomologie zu humanem Tau bietet sich als Modellorganismus
das Rind an. Aus der Literatur ist bereits bekannt, dass bovines Tau O-glykosyliert vorliegt
(Arnold et al, 1996).

Aufgrund der Komplexitdt des Proteins erschien es anfangs sinnvoll, Tau auf zwei
verschiedene Arten aus Rinderhirn aufzuarbeiten. Es zeigte sich jedoch, dass nur eine
Praparation , die sog. Twice-cycled-Tau-Praparation, Tau in so reiner Form lieferte, dass es
massenspektrometrisch gut analysiert werden konnte. Die beiden Praparationen wurden
Uber eindimensionale SDS-PAGE mit anschlieiendem Western-Blotting und Umsetzung mit
Anti-Tau 2 Antikérper und WGA-Lektin charakterisiert. Zusatzlich wurde die Twice-cycled-
Tau-Praparation uber zweidimensionale SDS-PAGE analysiert. Durch den Vergleich
zwischen der Antikorper-Detektion und der WGA-Farbung wurde festgestellt, dass die Tau-
Proteine schwach glykosyliert in den Praparationen vorlagen.

In allen massenspektrometrischen Analysen der beide Praparationen lielen sich zwar Tau-
Peptide nachweisen, jedoch konnten keine glykosylierten Peptide detektiert werden. An
synthetisch hergestellten Peptiden lieRen sich - durch Optimierung der Parameter in der
massenspektrometrischen Analyse - Glykosylierungen nachweisen und deren Positionen
identifizieren.

Durch die Mdglichkeit der Deglykosylierung der Tau-Peptide am Asparaginrest mittels N-
Glykosidasen A und F konnte schlieRlich eine N-Glykosylierung am Asparagin®®

nachgewiesen werden. Das Asparagin wird durch die PNGase-Behandlung zur
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Asparaginsaure umgesetzt, die eine Masse schwerer ist als das Asparagin. Daraus resultiert
ein Massenshift von einer zusétzlichen Masse [M+H+1]", der sich bei der veranderten
Peptidsequenz **'IGSLDNITHVPGGGNK?*"® massenspektrometrisch durch den Vergleich der
Intensitaten der Isotopenverteilungen flr diese Peptidmasse nachweisen liel3.

Dies ist der erste Nachweis einer N-Glykosylierungsstelle an nativem bovinem Material.
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