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Amyloid-Aggregate, Praseniline und die Alzheimer-Krankheit

Ralf Baumeister® und Stefan Eimer

Die Alzheimer-Krankheit ist heute unter den neurodege-
nerativen Erkrankungen die hiufigste Todesursache in den
westlichen Industrieldndern. Zwei typische Ereignisse cha-
rakterisieren das klinische Bild, die Akkumulation unlosli-
cher Fibrillen des 3-Amyloid-Peptids (AS) und die Degenera-
tion und das Absterben von Nervenzellen in den Gehirnre-
gionen, die fiir Gedachtnis und Lernfdhigkeit verantwortlich
sind. Auch bei anderen altersbedingten hirnschddigenden
Erkrankungen, zu denen die Parkinson-Krankheit, die Cho-
rea Huntington (erblicher Veitstanz) und die Prionkrank-
heiten zdhlen, wurden dhnliche anomale Proteinablagerungen
nachgewiesen. Es wird immer offensichtlicher, da3 die Ag-
gregationsmechanismen bei all diesen Krankheiten dhnlich
sind.' In den letzten Monaten haben zahlreiche Veroffentli-
chungen zu einem besseren Verstdndnis der molekularen und
zelluldren Grundlagen der Alzheimer-Krankheit beigetragen,
was in diesem Beitrag zusammengefafit werden soll.

Biochemische Vorgdnge bei der APP-Prozessierung und der
Amyloid-Aggregation

Ein kleines, nur aus 40-42 Aminosduren bestehendes
Peptid mit einem Molekulargewicht von 4 kDa, das Af
genannt wird, spielt die zentrale Rolle bei der Pathogenese
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der Alzheimer-Krankheit. A entsteht aus einem aus 695 —
770 Aminosiduren bestehenden Vorlduferprotein (APP, amy-
loid precursor protein) nach mehreren proteolytischen Spal-
tungen, die vermutlich in unterschiedlichen zelluldren Kom-
partimenten ablaufen (Abb. 1). Weder der Mechanismus
der ApS-Produktion durch Prozessierung von APP noch die
genaue Lokalisation der drei beteiligten Proteasen, noch die
Funktion von AS und APP sind genau bekannt (Ubersichts-
artikel hierzu siehe Lit.[3, 4]). Das aus 40 Aminosduren
bestehende Peptid AB40 ist das Hauptprodukt des APP-
Stoffwechsels. Unter gewissen pathologischen Bedingungen,
die weiter unten diskutiert werden, steigt die Konzentration
eines Peptids aus 42 Aminosduren (Af42) an, das unter
physiologischen Bedingungen nur in Spuren nachgewiesen
werden kann.

Ap40 ist in Losung mehrere Tage lang kinetisch inert.
Durch seine Umwandlung in eine faserige Struktur, die
gegeniiber chemischer Denaturierung und proteolytischem
Abbau weitgehend resistent ist,”! wird die Krankheit ein-
geleitet. Dabei verdndert sich die dreidimensionale Struktur
von Ap40, und die Hydrophobie des Peptids nimmt zu. Das
Peptid aggregiert nun, wobei geordnete Fibrillen entstehen.
Die Struktureigenschaften der AS-Aggregate legen nahe, daf3
ihre Polymerisation, im Unterschied zur Bildung von amor-
phen Prizipitaten, durch das Entstehen eines Nucleations-
keims eingeleitet wird.[>® Aufgrund des hohen Entropiever-
lusts bei intermolekularen Wechselwirkungen ist dieser Vor-
gang jedoch sehr langsam.l! Daher treten die sporadischen
Fille der Alzheimer-Krankheit, die den weitaus grofiten Teil
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Sekretasen; mut = Mutante; wt = Normalform.

der klinischen Fille stellen, erst im hoheren Alter auf (in der
Regel zwischen 75 und 85 Jahren), obwohl Af40 schon frither
im Organismus nachgewiesen werden kann. Die hydropho-
bere Form AB42 ist vermutlich der eigentliche Aggregations-
keim. AB42 aggregiert sehr leicht und ist die Hauptform von
Ap in den senilen Plaques.’J Wird APP in Méusen oder in
Zellkultur tiberexprimiert, so entsteht sowohl mehr AB40 als
auch mehr Apf42, und die Aggregation wird insgesamt
beschleunigt.”! In diesem Zusammenhang ist es erwihnens-
wert, daf3 Patienten mit Down-Syndrom, die ein zusétzliches
Exemplar des Chromosoms 21 haben, auf dem das Gen fiir
APP lokalisiert ist, die Symptome der Alzheimer-Krankheit
durchweg in einem bedeutend friiheren Alter entwickeln.!

Modulatoren der Aggregation

Ein wichtiges Gen, das die Wahrscheinlichkeit der Ent-
wicklung von sporadischen Fillen der Alzheimer-Krankheit
beeinfluflt, ist das apoe-Gen, das ein am Cholesterintransport
beteiligtes Protein kodiert.®! Menschen mit einer bestimmten
Variante des APOE-Proteins (der e4-Isoform) haben ein
groeres Risiko, im Alter an der Alzheimer-Krankheit zu
erkranken.

Ein iiberzeugendes Argument dafiir, dafl apoe direkt an der
Ablagerung von Ap beteiligt ist, lieferten Ergebnisse von Paul
und Mitarbeitern.”) Sie kreuzten transgene Méuse, die eine
Variante des humanen APP exprimierten, die zu verstirkter
Ap-Produktion und Aggregation fiihrt, mit apoe-Knock-out-
Maiusen. In den Nachkommen aus dieser Kreuzung war die
Af-Konzentration ganz erheblich reduziert. Dies wurde als
deutlicher Hinweis auf die wichtige Rolle interpretiert, die
APOE bei der Bildung der AS-Fibrillen spielt. Eine weitere
Untersuchung ergab, daf3 andere Polymorphismen in der
Promotorregion des apoe-Gens ebenfalls mit einem erhchten
Risiko der Entwicklung von Alzheimer-Demenz korreliert
werden konnen, sogar ohne die Beteiligung der 4-Isoform.["]

APOE ist nur ein Modulator der Alzheimer-Krankheit,
weil die Genvarianten nicht den Ausbruch, sondern nur die
Spétstadien der Krankheit beeinflussen. Im Unterschied dazu
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fiilhren die Mutationen in den drei bis heute identifizierten
Genorten auf den Chromosomen 2, 14 und 21 zu erblichen
Formen der Krankheit, die als FAD (familial Alzheimer’s
disease) bezeichnet werden und durchweg zu einem fritheren
Ausbruch und einem schnelleren Fortschreiten der Symptome
fiihren. Alle bekannten Mutationen verstiarken die Aggrega-
tion von Af. Das erste identifizierte Gen kodiert das APP-
Protein selbst.>!"l Die bekannten Mutationen fiihren alle
entweder zu einer Uberproduktion von AB42 oder zu einer
erhohten AfS-Sekretion. Mutationen im app-Gen sind aller-
dings selten und wurden weltweit nur in wenigen Patienten-
familien gefunden. Die weitaus meisten erblichen Alzheimer-
Fille korrelieren mit Mutationen in den beiden anderen
Genen, die die Transmembranproteine Présenilin-1 (PS1) und
Prisenilin-2 (PS2) kodieren. Sie fithren zu den am aggressiv-
sten verlaufenden klinischen Féllen der Alzheimer-Krank-
heit, die im Durchschnitt im Alter von 45 bzw. 52 Jahren
auftritt. In jiingster Zeit erschienene Forschungsergebnisse
zur Funktion der Préseniline lieferten Hinweise auf den
Mechanismus der Krankheitsentstehung.

Prisenilin-Mutanten und Amyloid-Bildung

PS1 und PS2 kodieren zwei zu etwa 67% identische
Proteine mit 467 bzw. 448 Aminosiuren.['” Die Priiseniline
sind im Lauf der Evolution hochkonserviert geblieben und
wurden beim Fadenwurm (Caenorhabditis elegans), in der
Taufliege (Drosophila), im Krallenfrosch (Xenopus), im
Zebrafisch und bei anderen Sidugern nachgewiesen.['¥ Ver-
schiedene Arbeitsgruppen haben die Topologie von PS1[* 13
und des homologen C.-elegans-Proteins SEL-1211) aufgeklirt.
Die Proteine bestehen aus acht Transmembrandominen
(TMs), wobei die amino- und die carboxyterminalen Enden
sowie eine grofle, hydrophile Schleife ins Cytoplasma der
Zelle ragen (Abb. 2). Wegen der deutlichen Sequenziiberein-
stimmungen ist anzunehmen, daf3 andere Préseniline dhnliche
Topologien aufweisen.

Fir das Verstindnis der Funktion der Priseniline im
Nervensystem sind die Phénotypen von Mutanten hochst
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Abb. 2. Die Struktur von PS1. Dargestellt ist das acht Transmembrandoménen enthaltende Modell der PS1-Struktur, wie es von Li
et al.l'®l vorgeschlagen wurde. Die mutmaBlichen TM-Doménen sind eingerahmt. Die Schnittstellen von Priésenilinase (schwarze
Pfeilspitze, genaue Position: schwarze Sterne) und Caspase (weiBe Pfeilspitze) sind gekennzeichnet. Positionen von PS1-Mutationen,

die bei FAD auftreten, sind eingerahmt.

informativ. Bis heute wurden aus den Zellen von FAD-
Patienten mehr als 35 Mutationen im PS1-Gen und zwei
Mutationen im PS2-Gen identifiziert, was die vermutete
Schliisselrolle der Préseniline fiir den Mechanismus der
Krankheitsentstehung untermauert.

Alle Mutationen, die bisher in den Genen von Patienten
identifiziert wurden, fiihren zu einzelnen Aminosidureaustau-
schen. Eine beachtenswerte Ausnahme ist PS1A10, eine Splei$3-
variante, der das Exon 10 fehlt (und die auBerdem einen
Austausch von Serin zu Cystein an der Spleifistelle in TM6
enthilt). Mutationen, die den Leserahmen verschieben oder
frithzeitige Terminationssignale fiir die Translation enthalten
und so zur Produktion von carboxyterminal verkiirzten
Proteinen fithren, wurden bisher noch nicht gefunden. Man
kann daher annehmen, daB der Organismus gravierende
strukturelle oder funktionale Defekte der Priseniline nicht
toleriert. Die Embryonensterblichkeit bei Préasenilin-knock-
out-Méusen liefert ein weiteres Argument fiir diese Ansicht.
Die FAD-Mutationen dagegen scheinen die Funktion der
Praseniline wihrend der Embryogenese nicht zu beeintréch-
tigen. Mehr als 80% der Mutationen wurden an Aminosidu-
repositionen identifiziert, die in den Présenilinen verschiede-
ner Spezies konserviert sind.'”! Die Lage dieser Mutationen
schreibt TM2 und den beiden groB3en, hydrophilen Schleifen
eine entscheidende Rolle fiir die Funktion von PS1 zu.

Proteolytische Prozessierung der Priseniline

Nur ein geringer Teil der endogenen Préseniline konnen als
vollstindige Proteine isoliert werden. Uberwiegend findet
man ein etwa 27 -28 kDa groBes aminoterminales (NTF) und
ein etwa 18-20kDa groBles carboxyterminales Fragment
(CTF)."l PS2 wird proteolytisch in zwei #hnlich stabile
Polypeptide von 20kDa und 34 kDa GroBe gespalten.!'®!
Diese Proteolyse in der groBen cytoplasmatischen Schleife
ist offensichtlich sehr genau reguliert, da eine Uberproduk-
tion von PS-Proteinen nur zur Anhdufung des intakten
Proteins, nicht aber zu mehr Spaltprodukten fithrt. NTF und
CTF sind sehr stabil und konnen aneinander binden. Da man
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sie auch in Komplexen mit einem hoheren Molekulargewicht
findet, wechselwirken sie moglicherweise auch mit anderen,
bisher noch nicht identifizierten Proteinen. Es wurden
betriachtliche Anstrengungen unternommen um festzustellen,
ob die Spaltprodukte die funktionsfihigen Formen der
Priseniline,'"” stabile Zwischenprodukte des Proteinabbaus® 211
oder gar Artefakte der Isolierung?? sind — diese Frage konnte
bis jetzt noch nicht zufriedenstellend beantwortet werden.
Eine fehlende Spaltung scheint jedoch kein zentrales Merk-
mal der Pathogenese bei FAD-Patienten zu sein, da im
Gehirn von Patienten mit Mutationen im ps/-Gen allenfalls
sehr wenig ungespaltenes PS1-Protein gefunden wurde.?!

Die Préseniline PS1 und PS2 werden dariiber hinaus auch
von den Proteasen der Caspase-Familie (Proteine, die am
programmierten Zelltod, der Apoptose, beteiligt sind) pro-
zessiert.l'8! Je nach Substrat entsteht dabei ein groBeres NTF
und ein kleineres CTF, oder aber nur ein kleineres CTF, falls
das bereits abgespaltene herkommliche CTF von den Cas-
pasen gespalten wird (Abb. 2). Letztes Jahr erregten Ergeb-
nisse der Arbeitsgruppe von Tanzi Aufsehen, die belegten,
daB die PS2-Mutation N1411 die intrazelluldre Konzentration
des durch Caspase entstandenen alternativen CTFs erhoht.?4l
Man schlug daraufthin einen Mechanismus vor, wonach die bei
der Apoptose prozessierten Prasenilin-Mutanten eine Rolle
bei der pathogenen Af-Prozessierung spielen sollten. In der
Tat war eine funktionale Beteiligung der PS-Proteine bei der
Apoptose schon vorher postuliert worden. Drei Arbeits-
gruppen zeigten allerdings kiirzlich, dal die Hemmung der
Spaltung durch Caspasen, anders als von Tanzi angenommen,
die Entstehung von Af nicht beeinfluBt. Wihrend Mutatio-
nen an der Caspase-Schnittstelle die apoptotische Proteolyse
verhinderten, wurde die biologische Aktivitdt der mensch-
lichen PS1- und PS2-Proteine bei In-vivo-Untersuchungen an
C. elegans nicht beeintrichtigt.[*’!

Priseniline und APP-Stoffwechsel

Mutationen in den Prisenilinen und in APP verstiarken die
Prozessierung von APP auf dem amyloidogenen Weg
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(Abb. 1). Alle bisher untersuchten PS1- und PS2-Mutationen
fiihren ausschlieBlich zu einer Anreicherung des Ap42-
Peptids,'? wihrend die Konzentration von AB40 unveréindert
bleibt. Wie schon erwihnt spielt Af42 eine wesentliche Rolle
bei der Krankheitsentstehung, da es erheblich schneller als
Ap40 aggregiert und vermutlich auch dessen Umwandlung
von der loslichen in die aggregierende Form katalysiert. Diese
Ergebnisse zeigen, daf die AS-Bildung und die Funktion der
Préseniline eine zentrale Rolle im Mechanismus der Krank-
heitsentstehung einnehmen.

Welchen direkten Einflu3 haben nun die Préseniline auf die
proteolytische Prozessierung von APP? Man nahm lange Zeit
an, daB APP an oder nahe der Cytoplasmamembran (ent-
sprechend dem nicht-amyloidogenen oder sekretorischen
Weg, oberer Teil von Abb. 1) oder wiahrend der Re-Internali-
sierung (AS-bildender Weg, unterer Teil von Abb. 1) gespal-
ten wird.?! Allerdings sind die Priseniline hauptsiéchlich in
den Membranen des Endoplasmatischen Retikulums (ER)
und des frithen Golgi-Apparates lokalisiert. Im letzten Jahr
konnten verschiedene Arbeitsgruppen nachweisen, dall AfS
tatséchlich bereits intrazellulidr gebildet wird und daf3 das ER
das erste Kompartiment ist, in dem AfB42 akkumuliert.’->"]
Diese Ergebnisse legen nahe, da3 die proteolytischen Spal-
tungen an den carboxyterminalen Enden von A40 und AS42
durch unterschiedliche Enzyme ausgefiihrt werden und/oder
dal3 das oder die beteiligten Enzyme in der Zelle in verschie-
denen Kompartimenten lokalisiert sind. Diese Daten lassen
sich mit einem interessanten neuen Modell erklidren, das den
EinfluB der Préseniline auf die APP-Prozessierung be-
schreibt. Die Préseniline sind in den Membranen des ER
und des Golgi-Apparates lokalisiert und befinden sich somit
in einer ausgezeichneten Position fiir die Kontrolle des
Transports und/oder der Sortierung von APP. Es gibt in der
Tat Untersuchungen, die diese Annahme unterstiitzen: So
wurde vor mehreren Jahren gezeigt, daf3 das Présenilin SPE-4
im Fadenwurm C. elegans die Sortierung und den Transport
von Proteinen in spezialisierte Organellen kontrolliert.”
Zudem mehren sich die Hinweise auf eine Bindung von PS1
und PS2 an die unreife Form von APP im ER.P: 3 Obwohl
diese Wechselwirkungen, die mit Co-Immunpréazipitations-
Experimenten und einem Hefemodell (yeast two-hybrid
system) nachgewiesen wurden, gut in das neue Modell passen,
blieben Versuche erfolglos, diese Ergebnisse in anderen
Arbeitsgruppen zu wiederholen.?®l Trotzdem 148t der all-
gemein beobachtete Anstieg der AB42-Produktion in Gegen-
wart von Prisenilin-Mutanten den SchluB zu, da3 APP und
Préaseniline zumindest funktional miteinander wechselwir-
ken.’* Es war daher zunichst iiberraschend, da in den
Zellen von psl-knock-out-Midusen der Gehalt an Af40 und
Ap42 um 80 % sank, wihrend Neuronen von FAD-Patienten
einen erhohten Gehalt an ApB42 aufweisen.’) Obwohl die
intrazelluldre Lokalisation dieser APP-Fragmente nicht be-
stimmt werden konnte, ist die naheliegende Interpretation
die, daf} die Préseniline selbst die gesuchte Proteaseaktivitét
(y-Sekretase, sieche Abb. 1) aufweisen oder die Aktivitit
dieser Protease regulieren. Die Resultate sind jedoch auch
mit einem Modell vereinbar, in dem PS1 eine Rolle im
intrazelluldren Transport von Membranproteinen durch die
Kompartimente spielt. In Ubereinstimmung mit dem letztge-
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nannten Vorschlag wiirde man erwarten, daf3 der Verlust von
PS1 zu einer fehlerhaften Sortierung von APP in solche
Kompartimente fiihrt, denen eine y-Sekretase-Aktivitét fehlt.
Warum sowohl die Bildung von AB40 als auch die von AS42
gleichermalen von PS-Mutationen betroffen sind, bleibt
unklar. Zusétzliche Arbeiten sind sicherlich notwendig, um
diese Diskrepanzen zu kldren. Unter Umstidnden zeigen diese
Ergebnisse jedoch, daB Priseniline schlieBlich sogar zu
Zielmolekiilen fiir therapeutische Ansdtze werden konnten.
Die Verminderung der Expression oder der Prozessierung der
Priseniline sollte deren Aktivitdt und damit die AS-Produk-
tion verringern, was zu einer verminderten Aggregation im
Gehirn fithren wiirde.

Die biologische Funktion der Priseniline

Um die Rolle der Préseniline fiir die Alzheimer-Krankheit
vollstéandig zu verstehen, wird es notig sein, mehr iiber deren
eigentliche biologische Funktion zu lernen. Die wenigen
Daten, die wir heute haben, stammen aus Untersuchungen,
die an C. elegans und an Méausen durchgefiihrt wurden. In
C. elegans spielt das Présenilin SEL-12 eine Rolle bei der
Signaltransduktion iiber den Transmembranrezeptor Notch.(
Auf diesem Weg kommunizieren benachbarte Zellen mitein-
ander. Die menschlichen Priseniline werden ebenfalls dem
Notch-Signalweg zugeordnet, da erstens sowohl menschliches
PS1 als auch PS2 in C. elegans funktionsfihig sind?” 2 und
zweitens die Aktivitdt von Notch in psI-Knock-out-Midusen
stark reduziert ist.’” 3 Es ist bislang noch nicht geklirt, ob die
Priseniline selbst am Signalweg beteiligt sind oder an einem
fritheren Schritt, z. B. dem Transport oder dem Sortieren von
Notch vom ER in die Cytoplasmamembran. Da sel-12-
Mutationen auch die Funktion anderer sekretierter Trans-
membranproteine modulieren kénnen,*! was das zweite Mo-
dell unterstiitzt, nehmen wir an, daf3 PS-Proteine in der Zelle
eine allgemeinere Rolle spielen, als bisher angenommen wurde.

Ausblick

In den letzten Jahren wurden bemerkenswerte Fortschritte
bei der Aufkldrung der molekularen und genetischen Grund-
lagen von Alzheimer-Krankheit und FAD gemacht. Die
grundsitzliche Bedeutung von A$42 und der Priseniline als
zentrale Komponenten beim Entstehungsmechanismus der
Krankheit konnte etabliert werden. In den kommenden
Jahren wird sich die Forschung mit Sicherheit darauf kon-
zentrieren, neue Gene und Proteinkomponenten zu identifi-
zieren, um die verbliebenen Liicken in den Modellen zu
schlieBen. Die Verwendung des Fadenwurms C. elegans als In-
vivo-Testsystem wird es wahrscheinlich ermoglichen, zusitz-
liche Komponenten zu identifizieren, die fiir die Funktion der
Préseniline erforderlich sind. Weitere Hinweise werden aus
den Mausmodellen stammen, mit denen man die AS-Aggre-
gation studieren kann. Man kann hoffen, damit in der nahen
Zukunft Ansatzpunkte fiir eine Behandlung der Krankheit zu
erhalten.

Stichworter: Alzheimer-Krankheit - Amyloide - Préseniline
« Proteinstrukturen
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