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y-Sekretase in vitro Testsystem

Technisches Feld der Erfindung
Die vorliegende Erfindung liegt im Feld der Verfahren zum Auffinden von spezifischen y-
Sekretase Inhibitoren, die zur Behandlung von neurodegenerativen Erkrankungen eingesetzt
werden konnen, insbesondere von Verfahren, die in vitro durchgefiihrt werden kénnen. Ferner
betrifft diese Erfindung einen Testkit, mit dem das erfindungsgemiBe Verfahren durchgefiihrt
werden kann, sowie die Verwendung dieses Testkits oder des Verfahrens zum Auffinden von
Substanzen, die spezifisch y-Sekretase inhibieren. Eine weitere Ausfiihrungsform betrifft die
Verwendung dieser Substanzen zur Herstellung eines Medikaments zur Behandlung
neurodegenerativer Erkrankungen und pharmazeutische Formulierungen, die diese Substanzen
enthalten.

Hintergrund der Erfindung

Aggregation und Prazipitation von Proteinen sind an der Entstehung von verschiedenen
neurodegenerativen Erkrankungen wie Alzheimer, Parkinson und Veitstanz (Engl.: , Chorea
Huntington) beteiligt. Bei der Alzheimer Erkrankung aggregiert das Amyloid-g-peptid (AB) und
fihrt zu unléslichen senilen Plaques, welche einen der pathologischen Marker der Erkrankung
darstellen (Selkoe et al, 1996). AP entsteht durch proteolytische Spaltung eines
Vorlauferproteins, dem Amyloid-Vorlauferprotein (Engl.: ,,amyloid precursor protein®; Engl.:
APP). Man unterscheidet zwei Stoffwechselwege des APPs, den nicht amyloidogenen Weg und
den amyloidogenen Weg (Selkoe, 1991, 1994)
Im nicht amyloidogenen Metabolismus des APPs spaltet die o-Sekretase innerhalb der A Region
des APPs und fiihrt damit zur Sekretion des loslichen N-terminalen Bereiches des Proteins (o
APPs) sowie nach erfolgtem y-Sekretase-Schnitt zur Freisetzung von p3. Dagegen fithrt der
amyloidogene Weg zur Enstehung von Ap, indem zwei Proteasen den N-Terminus (B-Sekretase)
bzw. den C-Terminus (y-Sekretase) von AP generieren (Haass, 1993; Selkoe, 1994).
In vivo ist AP im humanen Plasma und der Zerebrospinalfliissigkeit nachzuweisen. Auch in
Zellkultur kann sekretiertes A im Zellkulturiiberstand in verschiedenen Zelltypen nachgewiesen
werden, die APP oder Fragmente davon endogen exprimieren oder iiberexprimieren. Sowohl Ap-
Produktion und damit auch die Amyloid-Plaqueentstehung werden durch verschiedene genetische
Risikofaktoren beeinfluit. Dazu gehoren Mutationen in den homologen Proteinen Presenilin 1
und Presenilin 2 als auch im APP selbst. Die Analyse dieser Mutationen an Fibroblasten von
Alzheimer-Patienten mit familiir vererbter- Alzheimerkrankheit (Engl.: ,Familiar Alzheimer

BESTATIGUNGSKOPIE
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Disease” (FAD)), zeigten den EinfluB, den sie auf die AB-Entstehung haben. Dies konnte durch
Untersuchungen an transfizierten Zellen und transgenen Tieren bestitigt werden. Alle Mutationen
erhohen die Produktion von AP und fiihren im Fall der Presenilin Mutationen zur selektiven
Erhohung der langeren AP Variante, dem AP42 (Selkoe, 1996; Price, 1998). Dieses Peptid
aggregiert im hoheren Maf3e als die kiirzere Form, dem AB40, und wird in den diffusen Plaques
und zusammen mit AB40 in den senilen Plaques gefunden (Lemere et al., 1996; Mann et al.,
1996). Neben diesem EinfluB der Mutationen gibt es Hinweise, daBB auch die Wildtypform der
Preseniline eine fundamentale Funktion in der physiologischen Entstehung von AB haben. In
Neuronen von Mausembryonen, bei denen das PS1-Gen (PS: Presenilin) auf gentechnischen
Wege ausgeschaltet wurde, konnte eine drastische Reduktion von AB 40 und AB 42
nachgewiesen werden. Auflerdem akkumulieren in diesen Zellen die C-terminalen Fragmente des
APPs, welches zu der Ansicht fiihrte, die Preseniline aktivieren die y-Sekretase oder besitzen
selbst y-Sekretase Aktivitit (De Strooper et al., 1998; Sisodia et al, 1998). Erste in vitro
Testsysteme kombiniert mit Mutationsstudien an konservierten Aspartaten des Presenilin 1 legen
die Vermutung nahe, dafl die Preseniline spezielle autokatalytisch aktive Aspartatproteasen sein
konnten, die fiir den y-Sekretase Schnitt in der Membran verantwortlich sind (Wolfe et al., 1999).
Die Diskussion iuber die Identifizierung der y-Sekretase als entscheidender Schritt in der
Generierung von Ap und damit in der Entstehung von Alzheimer ist bis heute nicht abgeschlossen.
Unabhingig davon stellt diese Protease ein interessantes Ziel dar, um pharmakologisch in den
ProzeB3 der AB-Entstehung eingreifen zu konnen, indem man Inhibitoren findet, die selektiv ihre
Aktivitit reduzieren. Dazu ist es wichtig, neben Tiermodellen und zellulidren Assays auch in vitro
Testsysteme zu entwickeln, die unabhingig von Transportprozessen innerhalb der Zelle, das
Testen von spezifischen Wirksubstanzen moglich machen.

Von Wolfe et al. (1999) wird ein in vifro System zur Messung der Aktivitdt der y-Sekretase
gezeigt. Zur Bereitstellung des Systems werden Membranen aus Zellen aufgearbeitet, die stabil
PS1 exprimieren. Diese werden mit einem das LC99-Polypeptid kodierenden Plasmid vermischt
und einer in vitro Transkriptions-/Translationsreaktion in Gegenwart von **S-Methionin
unterworfen, wobei das y-Sekretase-Substrat C99 gebildet wird. Die Mischung wird anschlieBend
unter geeigneten Bedingungen inkubiert, wobei das C99-Fragment von APP von der y-Sekretase
proteolytisch gespalten und die Abbauprodukte durch Gelelektrophorese nach einer
Immunprézipitation nachgewiesen werden. LC99 steht im Rahmen dieser Erfindung fir ein
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Fusionsprotein zwischen dem y-Sekretase-Substrat C99 und einer Signalsequenz (L: ,leader”

(engl.); Shoji et al., 1992).

Kurze Zusammenfassung der Erfindung
Die vorliegende Erfindung liegt im Feld der Verfahren zum Auffinden von spezifischen v-
Sekretase Inhibitoren, die zur Behandlung von neurodegenerativen Erkrankungen eingesetzt
werden konnen, insbesondere von Verfahren, die in vitro durchgefithrt werden kénnen. Ferner
betrifft diese Erfindung einen Testkit, mit dem das erfindungsgemédBe Verfahren durchgefiihrt
werden kann, sowie die Verwendung dieses Testkits oder des Verfahrens zum Auffinden von
Substanzen, die spezifisch y-Sekretase inhibieren. Eine weitere Ausfithrungsform betrifft die
Verwendung dieser Substanzen zur Herstellung eines Medikaments zur Behandlung
neurodegenerativer Erkrankungen und pharmazeutische Formulierungen, die diese Substanzen

enthalten.

Abbildungen
Fig. 1: Charakterisierung der mikrosomalen Fraktion SIII
Die H4-ind/APP-LC99 Zellen lieB man in Abwesenheit von Doxycyclin drei Tage wachsen, um
die Expression von LC99 zu induzieren. PNS wurde wie beschrieben pripariert und weiter mit
Saccharose-Stufengradienten angereichert (Taylor et al. 1997)
A. Anreicherung des y-Sekretase-Substrats C99 in der Mikrosomenfraktion SIII. Aliquots
(jeweils 30ug) des PNS und der Mikrosomenfraktion (SIII) wurden auf ein 12% SDS-
Polyacrylamidgel aufgetragen. Dazu wurde PNS von H4-ind/APP-LC99 Zellen prépariert, die in
An- und Abwesenheit von Doxycyclin gewachsen waren. Die Proteine wurden auf eine
Polyvinylidendifluorid-(PVDF)-Membran (Poly Screen, New Life Science) iibertragen und C99
mit dem polyklonalen Antikorper 5818 detektiert, der gegen die letzten 20 Aminosiuren des C99
gerichtet ist (1:1000 verdiinnt; alternative gleichwirkende Antikérper: Produktnummer SAD
3138, Labgen).
B. Anreicherung der Preseniline in der Mikrosomenfraktion SIIL
Aliquots (jeweils 30pg) des PNS und Fraktionen des Saccharose-Stufengradienten wurden auf ein
12% SDS-Polyacrylamidgel geladen und die aufgetrennten Proteine auf eine PVDF-Membran
(Poly Screen, New Life Science) iibertragen. Zur Detektion der zwei PS Proteine wurde entweder
der monoklonale Antikérper BL.3D7 (PS1 CTF-spezifisch; 1:3000; Steiner et al., 1999) oder der

3
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monoklonale Antikérper BI-HF5C (PS2 CTF-specifisch; 1:3000; Steiner et al., 1999) bentitzt. Es
konnte gezeigt werden, dal CTFs von PS1 und PS2 in der SIII Fraktion angereichert worden
waren. Ob die beobachtete Proteinbande bei einem Molekulargewicht von ca. 46-50 kDa jeweils
Vollangen-PS1 oder -PS2 war, konnte nicht bewiesen werden.

C. Charakterisierung der SIII-Fraktion durch Nachweis von Markerproteinen, die fiir
bestimmte Kompartimente charakteristisch sind

Aliquots (jeweils 30pg) des PNS und Fraktionen des Saccharose-Stufengradienten (9) wurden auf
ein 12% SDS-Polyacrylamidgel geladen und die aufgetrennten Proteine auf eine PVDF Membran
(Poly Screen, New Life Science) iibertragen.

Um die Anreicherung von Membranen des endoplasmatischen Retikulums in der SIII-Fraktion zu
zeigen wurde ein Anti-Calreticulin Antikérper (Stressgen Biotechnologies; 1:2000) beniitzt. Die
Verteilung von endosomalen Membranen im Gradienten wurde mit Hilfe von Anti-rab5

Antikérpern (Transduction Laboratories Inc.) gezeigt.

Fig. 2: Zellfreie Generierung von AB 40 und AB 42 von isolierten Mikrosomen

A. De novo AB Generierung in einem zellfreien y-Sekretase Testsystem mit isolierten Mikrosomen
von H4 Zellen, stabil transfiziert mit APP-LC99. Mikrosomen wurden wie beschrieben (Taylor et
al., 1997) prépariert (SII-Fraktion) und bei 37°C oder 4°C fir 4 Stunden unter neutralen
Bedingungen inkubiert (pH 6,8). Nach Inkubation des Substrats C99 wurden die Produkte AB40
und AB42 immunoprizipitiert mit den Antik6rpern 6E10 und 4G8 (Senetek, Grofbritannien; Galli
et al., 1998). Dadurch konnte das Substrat/Produkt-Verhiltnis abgeschitzt werden. Zur
Prézipitation der AB40 und AB42 Peptide alleine wurde die spezifischen Antikorper B1.40 und
BI.42 beniitzt. Die prizipitierten Proteine wurden mit einem Tris-Bicine-Gel aufgetrennt, auf eine
Nitrozellulose-Membran iibertragen und mit den Antikérpern 6E10 und 4G8 sichtbar gemacht,
wobei eine hochsensitive Western-Blot-Prozedur angewendet wurde (Ida et al., 1996). Um den
basalen intrazelluldren AB-Gehalt zu bestimmen, wurden Immunprazipitationen direkt mit der bei
— 80 °C gelagerten mikrosomalen Fraktion durchgefiithrt (Spur c). Das in vifro generierte AB40
and AB42 wandert mit den synthetischen AB Peptiden. Unterer Teil: Langere Exposition

B. Zeitabhiingigkeit der in vitro Al Generation.

Die SII-Fraktion wurde wie beschrieben pripariert und bei 37°C oder 4°C unter neutralen
Bedingungen (pH 6,8) fiir die angegebene Zeit inkubiert. AB Peptide wurden immunoprézipitiert
mit den spezifischen Antikérpern B1.40 and BI1.42. Die prazipitierten Proteine wurden mit Tris-

Bicine Gelelektrophorese (Klaftki et al, -1996) aufgetrennt und anschlieBend mit einer
y
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hochsensitiven Westernblot Prozedur mit den Antikérpern 6E10 and 4G8 detektiert (Ida et al.,
1996). Als Standard wurden die synthetischen AB40 und AB42 Peptide beniitzt. Nach 3-4
Stunden Inkubation bei 37°C erreichte die de novo AB Generation ein Maximum.

Fig. 3: Das y-Sekretase Spaltprodukt AB wird von einer Ca’-abhingigen Protease
degradiert

Die SIII-Fraktion wurde wie beschrieben erzeugt und unter Standardbedingungen inkubiert
(37°C; pH 6,8; 4 Stunden) in der An oder Abwesenheit von Kationenchelatoren, wie EDTA oder
BAPTA. Als Kontrolle wurden die Mikrosomen bei 4 °C in der Anwesenheit von EDTA
inkubiert. AB Peptide wurden immunoprizipitiert mit den spezifischen Antikdrpern B1.40 und
BI.42 und durch Westernblot mit den Antikrpern 6E10 and 4G8 (Senetek, Grofbritannien; Galli
et al., 1998) wie beschrieben detektiert. Als Standard dienten die synthetischen Peptide AB40 and
AB42. Alle Reaktionen wurden dreifach durchgefiihrt. In Abwesenheit eines Chelators ist die de
novo AB Produktion drastisch reduziert. Sowohl EDTA als auch BAPTA, das nur Ca**-Ionen
cheliert, verursachen eine héhere de novo AB-Menge. Dies kann dadurch erklirt werden, daB A

durch eine Ca’*-abhiingige Protease sofort nach der Entstehung wieder degradiert wird.

Fig. 4: Die y-Sekretase ist eine Transmembranprotease.

Die SITI-Fraktion wurde wie beschrieben pripariert und unter Standardbedingungen inkubiert (pH
6,8; 5 mM EDTA; 4 Stunden) bei 37°C oder 4°C als Kontrolle. Die mikrosomalen Membranen
wurden entweder mit Hochsalzlosung gewaschen (1 M KCI) oder mit Na,COs extrahiert, um
schwach gebundene Proteine von den mikrosomalenen Membranen zu entfernen. Dazu wurden
die pelletierten Membranen in KCl-Puffer resuspendiert (1 M KCI, 250 mM Saccharose, 20 mM
Hepes, pH 6,8) und fiir 30 min bei 4°C inkubiert. Zur Na;COs Extraktion wurden die Membranen
in 100 mM Na,CO;, pH 11,5, homogenisiert and 30 min bei 0 °C inkubiert. Die Membranen
wurden bei 220.000 g fiir 1 Stunde bei 4°C inkubiert, vorsichtig mit kaltem Wasser gewaschen
und mit 1 ml Reaktionspuffer (9) wihrend der Homogenisierung gewaschen. Die Membranen
wurden wie oben beschrieben zentrifugiert und in Reaktionspuffer resuspendiert. Aliquots wurden
in fliissigem Stickstoff eingefroren. AB Peptide wurden mit den spezifischen Antikérpern B1.40
und BI.42 immunoprizipitiert und durch Westernblot mit den Antikorpern 6E10 and 4G8 wie
beschrieben detektiert. Als Standard wurden die synthetischen Peptide AB40 and AB42 beniitzt.
Alle Reaktionen wurden zweifach durchgefiihrt. Unabhéngig von der Vorbehandlung der

I



10

15

20

25

30

WO 01/16355 PCT/EP00/08340
Membranen war der Gehalt an de novo generierten AB nahezu identisch. Diese Daten legen die
Vermutung nahe, dall die y-Sekretase eine Protease ist, die entweder fest an die Membran

gebunden ist oder ein integrales Membranprotein ist.

Fig. 5: Das pH-Optimum fiir die y-Sekretase Aktivitiit liegt zwischen pH 6.8 und 7.4

Die SIII-Fraktion wurde wie beschrieben pripariert und bei den angegebenen pH-Werten unter
Standardbedingungen inkubiert (pH 6,8; 5 mM EDTA; 4 Stunden). AB-Peptide wurden mit den
spezifischen Antikérpern B1.40 und BI.42 immunoprizipitiert und durch Westernblot mit den
Antikérpern 6E10 and 4G8 wie beschrieben detektiert. Alle Reaktionen wurden zweifach
durchgefiihrt. Zur Kontrolle wurde die in vitro Reaktion bei 4°C und pH 6.8 durchgefiihrt. Das
pH-Optimum fiir die in vitro y-Sekretase Aktivitit liegt im neutralen Bereich zwischen pH 6.8
und pH 7.4. Stark reduzierte y-Sekretase Aktivitit wurde sowohl unter leicht sauren als auch

unter basischen pH-Bedingungen gefunden.

Fig. 6: Effekt eines moglichen y-Sekretaseinhibitors in dem zellfreien y-Sekretase

Testsystem.

Die SIII-Fraktion wurde wie beschrieben pripariert und bei einem pH-Wert von 6,8 unter

Standardbedingungen in der An- oder Abwesenheit verschiedener Konzentrationen der

Verbindung A(Abb.: A) inkubiert (pH 6,8; 5 mM EDTA, 4 Stunden). AB Peptide wurden mit den

spezifischen Antikérpern B1.40 und BI.42 immunoprizipitiert und mittels Westernblot mit den

Antikérpern 6E10 und 4G8 (Senetek, Grofbritannien; Galli et al, 1998) wie beschrieben

detektiert. Alle Reaktionen wurden zwei- oder dreifach durchgefiihrt. Als Kontrolle wurden die

Reaktionen bei 4°C durchgefiihrt.

A. Verbindung A zeigte eine konzentrationsabhingige Inhibition der in vitro AB
Generation. Die Quantifizierung des de novo generieten AB wurde mit dem
Chemiluminescence Imaging System (Biorad) durchgefiihrt und ist im unteren Teil abgebildet.

B. Verbindung A zeigte eine konzentrationsabhiingige Reduktion von extrazellulirem
APB40 und AB42

Die Verbindung A war auch in einem zelluldren Testsystem aktiv, in dem der extrazellulire Gehalt

an AB40 und 42 bestimmt wird, der von der U373 Zellinie (U373: ATCC No. HTB 14) sekretiert

wird. Diese Zellinie U373/APP751 ist eine Astrocytoma Zellinie, ‘die menschliches APP-s;

iberexprimiert und groBe Mengen an AB40 (~1000pg/ml/ 4 Stunden mit 5x107 Zellen in 15 mi

b
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Medium) and AB42 (~100pg/ml/ 4 Stunden mit 5x10’ Zellen in 15 ml Medium) sekretiert. Die
Bestimmung erfolgt iber ELISA (ELISA: , Enzyme linked immunosorbent assay* (Steiner et al.,
1998). Die AB40-Sekretion wurde durch die Verbindung A in einer konzentrationsanhiingigen
Weise stark reduziert, wobei die AB42-Sekretion bei subinhibitorischen Dosen leicht erhéht war

und dann bei héheren Dosen ebenfalls inhibiert wurde.

Fig. 7: Effekt eines beschriebenen y-Sekretaseinhibitors in dem zellfreien y-Sekretase
Testsystem.

Die SIII-Fraktion wurde wie beschrieben pripariert und bei einem pH-Wert von 6,8 unter
Standardbedingungen in der An- oder Abwesenheit verschiedener Konzentrationen der
Verbindung MG132 (Biomol Bestellnr : PI-102; De Strooper et al. 1999) inkubiert (pH 6,8; 5
mM EDTA; 4 Stunden). A Peptide wurden mit den spezifischen Antikérpern B1.40 und BI.42
immunprézipitiert und mittels Westernblot mit den Antikérpern 6E10 und 4G8 (Senetek,
GroBbritannien; Galli ef al., 1998) wie beschrieben detektiert. Alle Reaktionen wurden zweifach
durchgefiihrt. Als Kontrolle wurden die Reaktionen bei 4°C bzw. bei 37°C ohne Inhibitor
durchgefiihrt.

A) Die Verbindung MG132 zeigte eine konzentrationsabhingige Inhibition der in vitro AB

Generation. ‘
B) Die Quantifizierung des de novo generierten AB wurde mit dem Chemiluminescence Imaging

System ( Firma Biorad) durchgefiihrt und ist im unteren Teil abgebildet.

Fig. 8 : Charakterisierung der mikrosomalen Fraktionierung von H4indLC99 Zellen

Die H4-ind/APP-LC99 Zellen lieB man in Abwesenheit von Doxycyclin drei Tage wachsen, um
die Expression von LC99 zu induzieren. Die Fraktionen wurden wie beschrieben pripariert
(Schroter et al. 1999).

A) Nachweis von Markerproteinen, die fiir bestimmte Kompartimente charakteristisch
sind

Aliquots (jeweils 30pg) der Fraktionen wurden auf ein 12% SDS-Polyacrylamidgel geladen und
die aufgetrennten Proteine auf eine PVDF-Membran (Poly Screen, New Life Science) iibertragen.
Um die Anreicherung von Membranen des endoplasmatischen Retikulums in der Mi-Fraktion zu
zeigen wurde ein Anti-PDI Antikorper (Stressgen Biotechnologies; 1:2000) beniitzt. Als
Vergleich wurde die SIII Fraktion der ersten mikrosomalen Fraktionierung mit aufgetragen. PDI
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ist in der mikrosomalen Fraktion angereichert.Die Verteilung von lysosomalen Membranen in den
Fraktionen wurde mit Hilfe von Anti-CathepsinD Antikérpern (Transduction Laboratories Inc.;
1:1000) gezeigt. Die mikrosomale Fraktion ist frei von lysosomalen Proteinen. Als Vergleich
wurde das PNS der H4indLC99 Zellen mit aufgetragen.

B) Zellfreie AB Entstehung in der mikrosomalen Fraktion

Mikrosomen (Mi-Fraktion) wurden wie beschrieben pripariert und bei einem pH-Wert von 6,8
unter Standardbedingungen inkubiert (pH 6,8; 5 mM EDTA, 4 Stunden).

AB Peptide wurden mit den spezifischen Antikdrpern B1.40 und BI.42 immunprizipitiert und
mittels Westernblot mit den Antikérpern 6E10 und 4G8 (Senetek, GroBbritannien; Galli ef al.,
1998) wie beschrieben detektiert. Die 37°C inkubationen wurden zweifach durchgefiihrt. In der

mikrosomalen Fraktion, als auch in der endosomalen Fraktion findet eine AB Bildung statt.

Ausfiihrliche Beschreibung der Erfindung

Die Aufgabe ein verbessertes Testsystem bereitzustellen, konnte durch die vorliegende Erfindung
im Rahmen der Beschreibung und der Anspriche gelost werden. ErfindungsgemifB3 wird ein in
vitro Testsystem zum Auffinden von Substanzen, die spezifisch y-Sekretase inhibieren konnen,
bereitgestellt. In einer weiteren Ausfithrungsform der Erfindung wird ein Testkit zum Auffinden
von Substanzen, die spezifisch y-Sekretase inhibieren konnen, offenbart. Eine weitere
Ausfuhrungsform der Erfindung ist die Verwendung des erﬁndungsgvemﬁﬁen Verfahrens oder des
erfindungsgemiBen Testkits zum Auffinden von Substanzen, die spezifisch y-Sekretase inhibieren
koénnen. Ferner werden Substanzen bereitgestellt, die mit dem erfindungsgeméBen Verfahren oder
dem erfindungsgemiBen Testkit auffindbar sind. Eine weitere Ausfiihrungsform betrifft die
Verwendung dieser Substanzen zur Herstellung eines Medikaments zur Behandlung
neurodegenerativer Erkrankungen und pharmazeutische Formulierungen, die diese Substanzen
enthalten.

Das erfindungsgemifle Verfahren verwendet gereinigte Membranen, die aus Zellen isoliert
werden, die ein Substrat der y-Sekretase nachweisbar exprimieren und y-Sekretase-Aktivitit
aufweisen. Unter y-Sekretase soll im Rahmen dieser Erfindung ein Protein verstanden werden, das
die Eigenschaft hat, APP oder Fragmente davon proteolytisch zu spalten, insbesondere das C99-
Peptid (Shoji et al.,, 1992), in p3 oder APB. Somit sind alle Zellen fiir das erfindungsgemifBe
Verfahren geeignet, in denen der Fachmann mittels Western Blot und Verwendung spezifischer
Antikérper ein Substrat der y-Sekretase bzw. dessen Spaltprodukte nachweisen kann. Geeignete
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Membranen sind alle Membranen, in denen der Fachmann mittels Western Blot und Verwendung
spezifischer Antikorper ein Substrat der y-Sekretase nachweisen kann, bevorzugt lysosomale und
endosomale Membranen, besonders bevorzugt mikrosomale Membranen. Verfahren zur
spezifischen Aufreinigung von Membranen sind dem Fachmann bekannt aus Methods in
Enzymology, Vol. 219, Titel: Reconstitution of intracellular Transport, und dem Buch
~Biochemische Arbeitsmethoden“, T.G. Cooper, De Gruyter Verlag, 1981. Zur Ausfiihrung des
erfindungsgeméBen Verfahrens konnen, wie in einer nicht limitierenden Ausfiihrungsform im
Beispiel beschrieben, Zellen mit einer DNS-Sequenz transfiziert werden (DNS:
Desoxyribonukleinsdure), die fiir ein Substrat der y-Sekretase kodiert. Bei einer beispielhaften
Ausfihrungsform kann durch den Entzug von Doxycyclin die Expression dieses Substrates
induziert werden. Die Zellen konnen gedffnet werden und ein postnuklearer Uberstand (Engl.:
,»post nuclear supernatant®; Abk.: PNS) hergestellt werden, der weiter aufgearbeitet wird, um z.B.
die mikrosomale Fraktion zu isolieren. Diese Fraktion kann unter geeigneten Bedingungen
inkubiert werden und die Bildung des Produktes der Reaktion der y-Sekretase mit einem
geeigneten Substrat durch Immunprézipitation und anschlieBendem Nachweis mittels geeigneter
Antikorper im Western Blot Verfahren bestimmt werden. Das y-Sekretase-Substrat konnte im
PNS und in einer hoheren Konzentration in der mikrosomalen Fraktion gefunden werden (Fig.
1A). Die C-terminalen Fragmente (CTF) von PS1 und PS2 wurde auch in der SIII-Fraktion
angereichert (Fig. 1B). Die mikrosomale Fraktion enthielt keine endosomalen Membranen, aber
ER und Golgi Kompartimente waren angereichert (Fig. 1C). De novo generiertes AB konnte in
den mikrosomalen Fraktionen gefunden werden, die bei 37 °C inkubiert worden waren (Fig. 2A).
Inkubation bei 4 °C verhinderte die de novo AB-Entstehung. Geringe Mengen an AB waren durch
die Existenz von intrazelluldren AP in den frisch préparierten mikrosomalen Fraktionen bedingt
(Fig. 2A, Spur c). Die de novo AB-Entstehung war zeitabhingig und erreichte ein Maximum nach
3 bis 4 Stunden Inkubation (Fig. 2B). Jedoch zeigte eine Evaluierung der Substrat/ Produkt-
Beziehung, daB die in vitro AB-Generierung keine effiziente proteolytische Reaktion war (Fig.
2A). Die Inkubation der mikrosomalen Membranen in Abwesenheit von EDTA fiihrte zu einer
dramatischen Verminderung der in vitro Af-Generierung (Fig. 3). Den gleichen Effekt hatte der
Calciumchelator BAPTA. Dies legt die Vermutung nahe, daB eine in derselben Fraktion
anwesende Ca**-abhingige Protease AP abbaut. Die Behandlung der mikrosomalen Membranen
mit 1 M KCI im Puffer oder eine Extraktion dieser Membranen mit 0,1 M Na,CO; pH 11,5 vor
der Durchfithrung des y-Sekretase-Testsystems zeigt, daB die y-Sekretase membranstindig oder
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zumindest fest an die Membran gebunden sein muB (Fig. 4). Im Gegensatz zu frither publizierten
Daten (Wolfe et al., 1999) liegt das mit diesem Testsystem bestimmte pH-Optimum fiir die y-
Sekretase-Aktivitit bei einem pH-Wert zwischen 6,8 und 74 (Fig. 5).Weder bei einem
basischeren (pH 8,0 bis 8,5) noch bei einem saureren pH (pH 6,0 bis 6,4) erfolgte die de novo
AB-Generation.

In einer erfindungsgemafen Ausfiihrungsform werden die beschriebenen gereinigten Membranen
insbesondere mikrosomale Membranen mit einem geeigneten Reaktionspuffer und einer
Testsubstanz vermischt. Unter Testsubstanz soll im Rahmen dieser Erfindung jede Substanz
verstanden werden, die daraufhin getestet werden soll, ob sie inhibitorisch auf die y-Sekretase-
Aktivitat wirken konnte. Dann wird die Mischung unter Bedingungen inkubiert, unter denen das
Substrat der y-Sekretase bei Abwesenheit der Testsubstanz gespalten wird. Dann wird die Menge
eines gebildeten Spaltprodukts bestimmt und der erhaltene Wert mit dem Wert verglichen, der in
Abwesenheit der Testsubstanz erhalten wird. Ist die Menge des gebildeten Spaltprodukts in
Anwesenheit der Testsubstanz geringer als in Abwesenheit der Testsubstanz, so inhibiert die
Testsubstanz die Bildung des Spaltprodukts und die Testsubstanz ist ein Inhibitor der y-Sekretase.
Im Stand der Technik wurden u.a. Verbindungen identifiziert, die als spezifische y-Sekretase-
Inhibitoren bezeichnet wurden und eine inhibitorische Aktivitit auf die Sekretion von AB40 und
AP42 hatten, ohne die Bildung von A zu beeinflussen. Mit dem erfindungsgemiBen y-Sekretase-
Testsystem konnen nun vorteilhafterweise spezifische y-Sekretase-Inhibitoren identifiziert und
validiert werden und von Inhibitoren unterschieden werden, die die Sekretion von AB40 und
AB42 verhindern. Eine Verbindung wurde, wie im Beispiel beschrieben, mit dem
erfindungsgeméfBen Testsystem getestet. Die Verbindung A ([aS-(aR*, yR*, 8R*)] N-butyl-y-
hydroxy-o.-(1-methylethyl)-3-[(4-methylpentyl)amino]cyclohexanhexanamid-hydrochlorid; ~ siehe
Beispiel 20 von EP 778 266 Al) wurde gemiB den Angaben im Beispiel 20 der Europiischen
Patentanmeldung EP 778 266 Al hergestelit und zeigte eine konzentrationsabhingige Inhibition
der AB-Generierung mit einem IC50-Wert von etwa 6 pM (Fig. 6A). Ahnliche Resultate wurden
in einem Testsystem ermittelt, das sekretiertes AB40 und AB42 in einem quantitativen ELISA
miBt, der spezifisch fiir beide AB-Peptide ist (Steiner et al., 1998). Hier wird eine Astrocytoma
Zellinie (U373) beniitzt, die Wildtyp APP751 iiberexprimiert und detektierbare Mengen beider
AB-Spezies sekretiert. Eine konzentrationsabhingige Reduktion in der Menge an extrazelluliren
AB40 und AP42 konnte nach einer Ubernachtbehandlung mit der Verbindung A beobachtet
werden (Fig. 6B).
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In einer Ausfiihrungsform der Erfindung werden Zellen kultiviert, die ein endogenes Polypeptid
exprimieren, das ein Substrat der y-Sekretase ist. Unter dem Begriff endogen ist im Rahmen
dieser Erfindung zu verstehen, daB diese Zelle oder Zelllinie das bezeichnete Polypeptid in einer
ausreichenden Menge exprimiert, ohne daB dazu weitere Manipulationen, z.B. mittels
gentechnologischer Methoden nétig sind. Im Rahmen der Erfindung soll unter einer
ausreichenden Menge an Substrat der y-Sekretase eine Menge verstanden werden, die in einer
etablierten biochemischen Nachweismethode (z.B. ELISA, Western Blot) unter Verwendung
spezifischer Antikorper ein nachweisbares, iiber dem Hintergrund liegendes Signal ergibt.

In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung werden Zellen kultiviert, die ein
exogenes Polypeptid exprimieren, das ein Substrat der y-Sekretase ist. Unter dem Begriff exogen
ist im Rahmen dieser Erfindung zu verstehen, daB diese Zelle oder Zelllinie mittels
gentechnologischer Methoden so manipuliert wird, daB sie das y-Sekretase-Substrat exprimiert.
Enthilt die Zelle oder Zellinie das y-Sekretase-Substrat auch ohne die besagten Manipulationen,
so soll mit diesem Begriff ausgedriickt werden, daB die Menge des y-Sekretase-Substrats
gegenilber dem Wert ohne Manipulation meBbar erhoht ist. Zur Herstellung einer das y-
Sekretase-Substrat exogen exprimierenden Zelle kann eine Nukleotidsequenz, die fiir die
Aminosiuresequenz des y-Sekretase-Substrats kodiert, in eine geeignete Expressionskassette
eines eukaryontischen Expressionsvektors eingebracht werden. Geeignete Expressionskassetten
haben einen in eukaryontischen Wirten funktionellen Promoter wie z.B. den Cytomegalovirus-
Promoter (CMV-Promoter) und ein funktionelles Polyadenylierungssignal z.B. vom SV40 Virus
(Engl.: "Simian Virus"; Abk.: SV). Geeignete Expressionsvektoren sind Vektoren, die in
eukaryontischen Wirten replizieren konnen, d.h. einen funktionellen Replikationsursprung (Engl.:
"Origin of replication") besitzen. Diese Expressionsvektoren kénnen nach der Transfektion
episomal vorliegen oder in das Genom integriert werden, wenn sie geeignete Sequenzen tragen,
die eine Integration ermoglichen.

In einer bevorzugten Ausfiithrungsform wird ein Expressionssystem verwendet, das es erlaubt, die
Expression des exogenen Polypeptid zu induzieren, wobei hier verschiedene Systeme verwendet
werden konnen wie z.B. das , Tet-on“- oder , Tet-off*-System (US-Patent 5,464,758; Gossen und
Bujard, 1992, 1995, vertrieben durch Clontech, Heidelberg) oder das LacSwitch-System (siehe
U.S. Patent. 5,589,392; vertriecben durch Stratagene). In einer besonders bevorzugten
Ausfiihrungsform der Erfindung wird die Expression des y-Sekretase-Substrats durch Entzug von
Tetracyclin oder Doxycyclin induziert (,, Tet-Off-System). Dazu wird die Nukleotidsequenz, die
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die Aminosiduresequenz des y-Sekretase-Substrats kodiert, hinter mindestens eine Bindungsstelle
des Tetracyclin-Repressors kloniert. Ferner ist auf dem selben Plasmid, einem weiteren Plasmid
oder chromosomal integriert eine weitere Nukleotidsequenz zu finden, die fiir ein Fusionsprotein
zwischen dem Tet-Repressor und einer sauren, aktivierenden Domine kodiert, das konstitutiv
exprimierbar ist. Unter saurer, aktivierender Doméne ist eine Proteindoméne zu verstehen, die
einen hohen Anteil an sauren Aminoséuren hat und die Eigenschaft besitzt, die Transkription eines
Gens zu vermitteln, wenn die Domine in geeigneter Position in den vor dem Gen lokalisierten
Transkriptionskomplex eingebracht wird. Diese Eigenschaft kann durch den bekannten "One-
hybrid-Assay" ermittelt werden. Bei dieser Methode wird eine DNS-bindende Doméne mit einer
zu untersuchenden Domine fusioniert, wobei die DNS-bindende Doméne an eine Sequenz bindet,
die sich vor einem Reporterprotein befindet, und die Aktivitit des besagten Reporterproteins
gemessen wird (Clontech, Heidelberg). In dem oben beschriebenen Fall wird die Expression des y-
Sekretase-Substrats nicht stattfinden, wenn die Konzentration von Tetracyclin oder einem Derivat
von Tetracyclin wie z.B. Doxycyclin in der Zelle einen bestimmten Wert Gberschreitet, da der
Tetracyclin-Repressor Tetracyclin oder das Derivat davon bindet, infolgedessen nicht an seine
Bindungsstelle in der DNS bindet und daher nicht die Transkription des hinter diese
Bindungsstelle geschalteten Gens induzert, das fur das fy-Sekretase-Substrat kodiert. In
Abwesenheit von Tetracyclin oder einem Derivat davon bindet das Fusionsprotein zwischen Tet-
Repressor und saurer Aktivierungsdomédne an seine DNS-Bindungsstelle und induziert die
Transkription des dahinter geschalteten Gens, das fiir das y-Sekretase-Substrat kodiert. Damit ist
gewihrleistet, daB eine gesteuerte und gezielte Expression des y-Sekretase-Substrats stattfindet.

In einer Ausfihrungsform der Erfindung ist das y-Sekretase-Substrat das Amyloid-
Vorléuferprotein (APP; engl.: "amyloid precursor protein") oder ein Fragment davon, sofern es
die y-Sekretase Schnittstelle beinhaltet.. In einer bevorzugten Ausfithrungsform der Erfindung ist
das y-Sekretase-Substrat das C99-Fragment des Amyloid-Vorldufer-Proteins (Shoji et al., 1992).

Das y-Sekretase-Substrat kann ganz allgemein membranassoziert, bevorzugt aber
membranstindig, sein. Unter membranstindig soll im Rahmen dieser Erfindung verstanden
werden, dafl das Substrat integraler Bestandteil der Membran ist. Unter membranassoziert soll im
Rahmen dieser Erfindung verstanden werden, daB das Substrat an die Oberfliche der Membran
oder an integrale Membranproteine gebunden ist. Es sollen von dieser Definition fiir
membranassozierte Substrate auch Substrate umfaBt werden, die tiber chemische Gruppierungen
mit dem hydrophoben Teil der Membran wechselwirken, die durch posttranslationale
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Modifikationen hinzugefligt wurden. Ferner sollen unter den Begriff membranassozierte Substrate
auch Substrate fallen, die iiber Aminoséurenseitenketten mit dem hydrophoben Teil der Membran
wechselwirken, allerdings in geringerem MaBe als die integralen Membranproteine. Beispielhaft
soll hier die Prostaglandinsynthetase genannt werden.

In einer anderen Ausfithrungsform der Erfindung ist das y-Sekretase-Substrat ein Fusionsprotein
eines Reporterproteins mit dem Amyloid-Vorlauferproteins oder eines Fragments davon, sofern es
die y-Sekretase Schnittstelle beinhaltet. In einer bevorzugten Ausfilhrungsform ist das y-
Sekretase-Substrat ein Fusionsprotein zwischen einem Reporterprotein und dem C99-Fragment.
Im Rahmen dieser Erfindung soll unter einem Reporterprotein ein Protein verstanden werden, das
die Eigenschaft besitzt, ein leicht detektierbares Signal zu generieren, und dessen Menge mit der
Menge des interessierenden Spaltproduktes korreliert. Die Signalgenerierung erfolgt entweder
durch die Bestimmung der enzymatischen Aktivitit des Reporterproteins mit leicht zu
detektierenden Substraten oder durch Messung der Intensitdt der Fluoreszenz des
Reporterproteins. Beispiele fiir Reporterproteine sind das griin fluoreszierende Protein (GFP;
engl.. ‘"green fluorescent protein",; siehe zB. WO95/07463) oder in anderen
Wellenlingenbereichen fluoreszierende Derivate davon oder Enzyme wie die Luziferase, die
sekretorische alkalische Phosphatase oder die B-Galaktosidase. Bei dieser Ausfithrungsform der
Erfindung wird das Fusionsprotein des Spaltproduktes mit dem Reporterprotein von dem
Fusionsprotein des ungespaltenen y-Sekretase-Substrats mit dem Reporterprotein z.B. durch
Immunprizipitation getrennt. Dies kann mit selektiv das Spaltprodukt erkennenden Antikdrpern
erfolgen. AnschlieBend wird die Menge des Reporterproteins mit den erwihnten Verfahren
bestimmt, die abhingig von den Eigenschaften desselben sind. Die erwéhnten Fusionsproteine
konnen durch gingige gentechnologische Methoden (Sambrook et al., 1989) hergestellt werden,
wenn die fiir das Reporterprotein und das y-Sekretase-Substrat kodierende DNS verfiigbar ist.
Die DNS, die fiir die Reporterproteine kodiert, kann z.B. von kommerziellen Anbietern erhalten
werden, wie z.B. Clontech, Heidelberg, und durch Standardverfahren (Sambrook et al., 1989) in
die gewiinschten Vektoren eingesetzt werden. Die DNS, die fur das y-Sekretase-Substrat oder fiir
das C99-Fragment kodiert, kann mit Standardmethoden aus geeigneten Genbanken erhalten
werden (Sambrook et al., 1989).

Zur Ausfiihrung der Erfindung sind alle Zellen oder Zelllinien geeignet, die dem Fachmann
bekannt sind, vor allem eukaryontische Zellen oder Zelllinien. Bevorzugt sind Zellen oder

Zelllinien, die in der neurologischen oder neurobiologischen Forschung verwendet werden, z.B.
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Sdugerzellen oder —zelllinien wie H4, U373, NT2, HEK 293, PC12, COS, CHO, Fibroblasten,
Myelomazellen, Neuroblastomzellen, Hybridomzellen, Oozyten, embryonische Stammzellen.
Ferner sind Insektenzelllinien (z.B. unter Verwendung von Baculovirus Vektoren wie pPbac oder
pMbac (Stratagene, La Jolla, CA)), Hefe (z.B. unter Verwendung von Hefeexpressionsvektoren
wie pYESHIS (Invitrogen, CA)), und Pilze geeignet.

Besonders bevorzugt sind Zellen oder Zelllinien neuronalen oder glialen Ursprungs. In einer ganz
besonders bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung handelt es sich bei den verwendeten
Zellen um H4-Zellen, menschliche Neurogliomazellen aus dem Gehirn, die unter der ATCC-
Nummer HTB-148 bei der "American Type Culture Collection (ATCC)", in Manassas, Virginia,
USA, hinterlegt sind.

In einer bevorzugten Ausfithrungsform der Erfindung werden aufgereinigte zellulire Membranen
verwendet, bevorzugt intrazellulire Membranen, besonders bevorzugt aufgereinigte lysosomale
oder endosomale Membranen. Besonders bevorzugt werden mikrosomale Membranen verwendet,
die aus den verwendeten Zellen durch Lyse der Zellen, Entfernen der Zellkerne, Reinigung iiber
Saccharose-Dichtegradienten, erneute Sedimentation durch Ultrazentrifugation,
Homogenisierung, emneute  Sedimentation durch  Ultrazentrifugation und erneute
Homogenisierung aufgereinigt werden. Standardverfahren zur Aufreinigung von Membranen sind
in Methods in Enzymology, Vol. 219, und in dem Buch , Biochemische Arbeitsmethoden®, T.G.
Cooper, De Gruyter Verlag, 1981 beschrieben. Grundsitzlich ist Ultrazentrifugation mit
Gradienten aus Saccharose, Metrizamid, Ficoll und Iodoxanol zur Membranreinigung geeignet.

In einer bevorzugten Ausfithrungsform der vorliegenden Erfindung hat der Reaktionspuffer einen
pH-Wert im Bereich von 5-10, bevorzugt im Bereich von 6,0 bis 8,0, besonders bevorzugt von
6,8 bis 7,4 und enthilt noch mindestens einen Membranstabilisator. Unter Membranstabilisator
soll im Rahmen dieser Erfindung eine Substanz verstanden werden, die die Aggregation der
Membranen unterbindet. Unter Membranaggregation soll im Rahmen dieser Erfindung, die
Verklumpung oder Aggregation und eventuell anschlieBende Fusion von Vesikeln oder
Liposomen oder auch multilamellarer Gebilde verstanden werden. Dies kann durch die
experimentell bestimmbare Zunahme der Triibung oder Lichtstreuung einer zu untersuchenden
Losung oder Suspension bestimmt werden, wobei hiermit auch die Eigenschaft einer Substanz auf
seine membranstabilisierende Wirkung hin festgestellt werden kann. Der Membranstabilisator im
Rahmen dieser Erfindung ist bevorzugt Saccharose oder Sorbitol, wobei der Fachmann diese

jedoch durch gleichwirkende Substanzen ersetzen kann. Bevorzugt liegt die Konzentration des
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Membranstabilisators im Reaktionspuffer zwischen 200 und 1000 mM, bevorzugt zwischen 200
und 500 mM, besonders bevorzugt zwischen 200 und 300 mM.

In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform des erfindungsgemiBen Verfahrens enthilt der
Reaktionspuffer zusitzlich ein komplexierendes Agens, bevorzugt fiir zweiwertige Ionen. Dies
kann zB. Ethylen-diamin-tetraessigsdure (EDTA) oder ein Salz davon, 1,2-bis(o-
aminophenoxy)ethan-N, N, N, N-‘-tetraessigsdure (BAPTA) oder ein Salz davon oder
Ethylenglykol-bis(b-aminoethyl)-N,N,N*,N*-tetraessigsdure (EGTA) oder ein Salz davon sein.
Der Komplexbildner liegt bevorzugt in einer Konzentration von 0,1 bis 20 mM, bevorzugt 5 bis
10 mM, vor. Als Komplexbildner bezeichnet man Verbindungen, die als Liganden zur Bildung
von Komplexen beféhigt sind, d.h. besonders zur Komplexierung und Maskierung von Metallen,
insbesondere von zweiwertigen Metallionen. Die Bezeichnung wird hiufig synonym fiir
Chelatbildner gebraucht. In dem erfindungsgemiBen Verfahren konnen auch weitere
Komplexbildner eingesetzt werden.

In einer Ausfiihrungsform der Erfindung wird zusitzlich ein ATP-regenerierendes System zu dem
Reaktionansatz  hinzugegeben. Dieses System enthdlt Adenosintriphosphat (ATP),
Guanosintriphosphat (GTP), Phosphokreatin, Kreatinphosphokinase, vorzugsweise in einer
Konzentration von 1 mM ATP, 0,1 mM GTP, 8 mM Phosphokreatin, 31 mM
Kreatinphosphokinase bei einem pH-Wert im neutralen Bereich, vorzugsweise zwischen 6,8 und
7,2, besonders bevorzugt bei einem pH-Wert von 7,0.

In einer bevorzugten Ausfiilhrungsform der Erfindung erfolgt die Bestimmung der Menge des
Spaltprodukts durch Immunprizipitation oder Western Blot, bevorzugt durch eine Kombination
von Immunprizipitation und Western Blot. Die Durchfithrung der Immunpréazipitation und des
Western Blot erfolgt wie von Ida et al. (1996) beschrieben. Unter Western Blot ist eine Methode
zu verstehen, bei der Proteine entsprechend ihrer Ladung im nativen oder meist im denaturierten
Zustand mittels Gelelektrophorese meist Polyacrylamidgelelektrophorese aufgetrennt werden, auf
Tréger transferiert werden wie z.B. Nitrozellulose oder Polyvinylidendifluorid und anschlieend
mittels Antikérpern nachgewiesen werden. In einer weiteren Ausfiihrungsform der Erfindung
erfolgt die Bestimmung der Menge des Spaltprodukts durch Enzymimmunoassay (Engl.: Enzyme-
linked immunosorbent assay, Abk.: ELISA) (Steiner et al., 1999) oder durch
Massenspektrometrie.

In einer weiteren Ausfiilhrungsform der Erfindung erfolgt die Bestimmung der Menge des
Spaltprodukts durch Bestimmung der Menge des an das Spaltprodukt fusionierten

Reporterproteins, nachdem dieses von dem Fusionsprotein zwischen ungespaltenem y-Sekretase-
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Substrat und Reporterprotein abgereinigt wurde. Die Menge der an das Spaltprodukt fusionierten
Luziferase, sekretorischen alkalischen Phosphatase oder pB-Galaktosidase erfolgt durch
Bestimmung der enzymatischen Aktivitit des Reporterproteins nach Substratzugabe. In einer
anderen Ausfilhrungsform der Erfindung erfolgt die Bestimmung der Menge des griin
fluoreszierenden Proteins oder eines Derivats davon durch Messung der Intensitit des
Fluoreszenzlichts.

Eine bevorzugte Ausfiihrungsform der Erfindung ist ein erfindungsgeméBer Testkit zum
Auffinden von Substanzen, die spezifisch y-Sekretase inhibieren kénnen. Ein Testkit ist eine
Zusammenstellung samtlicher Komponenten fir das erfindungsgemaBes Verfahren. Nicht
erschopfende Beispiele fiir weitere Elemente, um das erfindungsgemiBes Verfahren auszufiihren,
sind Gefile wie z. B. 96-Loch-Platten oder Mikrotiterplatten, ReaktionsgefiBe, weitere geeignete
GefdBe, Oberflichen und Substrate, Membranen wie Nitrozellulosefilter, Waschreagenzien und
Puffer oder &hnliches. Weiterhin kann ein Testkit Reagenzien, die gebundene Antikérper
nachweisen konnen, enthalten wie z. B. markierte Sekundérantikrper, Chromophore, Enzyme (z.
B. an Antikorper konjugiert) und deren Substrate oder andere Substanzen, die Antikorper binden
konnen. Der erfindungsgemafBle Testkit enthilt mindestens gereinigte zellulire Membranen aus
Zellen, die y-Sekretase-Aktivitit aufweisen und ein Substrat der y-Sekretase enthalten, und
Reaktionspuffer. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform sind die Membranen aufgereinigte
intrazellulire Membranen, bevorzugt lysosomale oder endosomale, besonders bevorzugt
mikrosomale Membranen. Besonders bevorzugt wurden die Membranen aus Zellen aufgereinigt,
die exogen ein Substrat der y-Sekretase exprimieren. In einer bevorzugten Ausfithrungsform der
Erfindung hat der Reaktionspuffer einen pH-Wert im Bereich von 5-10, bevorzugt im Bereich von
6,0-8,0, besonders bevorzugt im Bereich von 6,8 bis 7,4, und enthilt als weitere Komponenten
noch mindestens einen erfindungsgemidflen wie oben beschriebenen Membranstabilisator.
Bevorzugt liegt die Konzentration des Membranstabilisators, der bevorzugt Saccharose oder
Sorbitol ist, im Reaktionspuffer zwischen 200 und 1000 mM, bevorzugt zwischen 200 und 500
mM, besonders bevorzugt zwischen 200 und 300 mM.

Besonders bevorzugt enthdlt der Reaktionspuffer zusitzlich einen erfindungsgemiBen
Komplexbildner, bevorzugt fir zweiwertige Ionen. Dies kann wie oben beschrieben z.B. EDTA,
BAPTA oder EGTA oder ein Salz davon sein. Der Komplexbildner liegt in einer Konzentration
von 0,1 bis 20 mM, bevorzugt 5 bis 10 mM vor.
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In einer Ausfiihrungsform der Erfindung enthalt der Testkit zusitzlich ein erfindungsgemifles wie
oben beschriebenes ATP-regenerierendes System, das zu dem Reaktionansatz hinzugegeben
werden kann. In einer weiteren Ausfiihrungsform der Erfindung enthalt der Testkit Antikérper,
die es erlauben, die Bestimmung der Menge des Spaltprodukts durch Immunprizipitation oder
Western Blot, bevorzugt durch eine Kombination von Immunprizipitation und Western Blot,
durchzufithren.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung wird das erfindungsgemifle Verfahren oder
der erfindungsgemifBle Testkit benutzt, um Substanzen aufzufinden, die spezifisch y-Sekretase
inhibieren konnen. In einer weiteren Ausfiihrungsform wird eine Substanz bereitgestellt, die mit
dem erfindungsgemiBen Verfahren oder dem erfindungsgemiBen Testkit auffindbar ist und die
spezifisch die proteolytische Spaltung eines y-Sekretase-Substrats inhibiert. Die erfindungsgemiBe
Substanz kann zur Herstellung eines Medikaments zur Behandlung neurodegenerativer
Erkrankungen verwendet werden, insbesondere der Alzheimer-Krankheit. AuBerdem werden
pharmazeutische Formulierung bereitgestellt, die eine erfindungsgeméBe Substanz enthalten und
einen pharmazeutisch akzeptablen Tréger.

Ein pharmazeutisch akzeptabler Trager kann physiologisch akzeptable Verbindungen enthalten,
die zB. die Stabilitit oder Absorption der erfindungsgemiBen Substanz erhohen. Solche
physiologisch akzeptable Verbindungen beinhalten z B. Kohlenhydrate wie Glukose, Saccharose
oder Dextrane, Antioxidantien wie Ascorbat oder Glutathion, Chelatbildner, Proteine mit
niedrigem Molekulargewicht oder andere Stabilisatoren (siehe z.B. Remington’s Pharmaceutical
Sciences (1990)). Ein Fachmann weif, daB die Auswahl eines pharmazeutisch akzeptablen
Trigers einschlieBlich einer physiologisch akzeptablen Verbindung z.B. vom Administrationsweg

abhangt.
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Beispiel 1- Durchfiihrung des Testsystems:

1.1 Herstellung einer geeigneten Zellinie

H4 Neurogliomazellen (Hinterlegungsnummer HTB 148 bei der ,,American Type Culture
Collection, Manassas, Virginia, USA) wurden unter Standardbedingungen mit dem
Regulatorplasmid pUHD15-1neo (pUHD15-1 mit Neomycinresistenzgen) transfiziert, das das
Gen fur einen Tetracyclin reprimierbaren Transaktivator tragt (Gossen und Bujard, 1992, 1995).
Durch transiente Transfektionsexperimenten wurde fiir die zweite stabile Transfektion mit dem
APP-LC99-Konstrukt ein individueller Klon ausgewihlt, der eine streng regulierte und eine starke
induzierbare transiente Expression eines Reportergens aufwies (pUHD10-3/ SEAP; SEAP:
sekretorische alkalische Phosphatase). Zur Herstellung des APP-LC99-Konstrukts wurde eine
Sequenz, die die N-terminale Signalsequenz und die letzten 99 Aminosduren des APP enthilt
(Shoji et al., 1992), uber BamHI und SacIl Restriktionsschnittstellen in den Tetracyclin
kontrollierten Expressionsvektor pUHD10-3 kloniert. Dieses Konstrukt wurde als pUHD10-
3/APP-LC99 bezeichnet. Der wie oben beschrieben erhaltene Zellklon wurde mit 10 pg pUHD10-
3/ APP-LC99 und 1 pg pTK-Hyg (Clontech, Heidelberg; Genbank-Zugangsnummer U40398)
kotransfiziert und die Selektion mit dem Fugene-Transfektionssystem von Boehringer Mannheim
nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Einzelne Hygromycin resistente Zellklone
wurden durch Entzug von Doxycyclin und anschlieBender Immunfluoreszenz und/ oder Western
Blot mit einem APP-CTF-spezifischen Antikorper auf die induzierbare Expression von LC99
untersucht. Der selektierte Klon wurde H4-ind/ APP-LC99 genannt.

1.2 Aufarbeitung einer Mikrosomenfraktion aus H4 LC99 Zellen

Die H4-ind/ APP-LC99 Zellen lieB man bei 37 °C , 5% CO, mit DMEM Medium (DMEM:
»Dulbecco’s Modified Eagle Medium“ (Engl.), vertrieben von der Firma BioWittacker) und 10%
fotalem Kilberserum (Engl.: ,Fetal Calf Serum“, FCS), 1% Glutamin, 1% Penicillin und
Streptomycin in der Abwesenheit von Doxyzyklin auf 15 cm grofien Petrischalen bis zur
Konfluenz wachsen. Durch Entzug von Doxyzyklin wurde die Expression des Fusionsproteins
induziert. Alle Schritte der Préiparation des postnuklearen Uberstandes wurden auf Eis oder bei 4
°C durchgefiihrt. Die Zellen wurden nach Zugabe von 2 ml PBS pro Petrischale mit einem
Zellschaber von den Petrischalen entfernt. Nach Zentrifugation bei 500 g fiir 10 min wurden die
Zellen vorsichtig in HIS-Puffer (250 mM Sucrose, 5 mM Imidazol, 10 mM HEPES pH 6,8)

resuspendiert, bei 1400 g fiir 10 min erneut zentrifugiert und anschlieBend in 300 pl HIS'-Puffer
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(HIS-Puffer mit 5 mM EDTA) pro Petrischale resuspendiert. Das Zellhomogenat wurde durch
eine 22 gauge Nadel unter Verwendung einer 1 ml Spritze gedriickt und die Lyse der Zellen mit
Phasenkontrastmikroskopie kontrolliert. Das Zellysat wurde bei 2500 g fiir 10 min zentrifugiert,
um den Uberstand von den intakten Zellen und den Zelltrimmern zu trennen.

Der PNS wurde mit einem Saccharose-Stufengradienten (Taylor et al., 1997) weiter
aufgearbeitet, wobei dieser zuerst auf 100 mM KH,PO4/ K;HPO,, pH 6,8, eingestellt wurde. Alle
Saccharoselosungen enthielten 100 mM KH,PO4/ K,HPO,, pH 6,8, 5 mM MgCl, und die
Proteaseinhibitoren Leupeptin (10 pg/ml) und Aprotinin (10 pg/ml). Der Gradient enthielt Stufen
von 1,3 M, 0,86 M und 0,5 M Saccharose, die mit dem eingestellten PNS uiberschichtet wurden
und anschlieBend bei 100,000 g fur 1,5 Stunden bei 2 OC zentrifugiert wurden. Die
Zwischenschicht zwischen 1,3 M und 0,86 M Saccharose ist die mikrosomale Fraktion SIII. Um
die Membranen zu pelletieren, wurde die SIII-Fraktion auf 250 mM Saccharose mit 100 mM
KH;PO./ K,HPO,, pH 6,8, eingestellt und bei 220,000 g fiir 20 min bei 4 °C zentrifugiert. Die
Membranen wurden mit Reaktionspuffer gewaschen (250 mM Saccharose, 50 mM KCl, 2,5 mM
Magnesiumacetat, 20 mM HEPES, pH 6,8, 5 mM EDTA), wie oben beschrieben zentrifugiert und
bis zur Homogenitdt in 1 ml Reaktionspuffer resuspendiert. Kleine Aliquots der mikrosomalen

Fraktion wurden in fliissigem Stickstoff gefroren und bei —80 °C aufbewahrt.

1.3 Durchfiihrung des y-Sekretase-Inhibitor-Testsystems

Die gefrorene mikrosomale Fraktion von den induzierten H4-ind/APP-LC99 Zellen wurde auf Eis
aufgetaut und jeweils 10 pl fiir jede zellfreie Reaktion verwendet. Die Proben wurden auf 30 pl
mit Reaktionspuffer verdiinnt und bei bestinmten Temperaturen, pH-Werten und Zeiten
inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Proben auf 2 % SDS eingestellt und bei 95 °C fiir 5
Minuten erhitzt. Zu den Proben wurden 1 ml IP-Puffer (150 mM NaCl, 10 mM Tris pH 7,4, 1
mM EDTA, 0,2 % NP40 und die Proteaseinhibitoren Aprotinin (10 pg/ ml), Leupeptin (10 pg/
ml), 5 pg/ml Pepstatin, 1 mM Pefabloc) und jeweils 6 ng/ mi der spezifischen Antikérper B1.40
und BI.42 (Alternative gleichwirkende Antikérper sind von QCB, Quality Control Biochemicals,
Inc., Hopkinton, USA; Katalognummern 44-348 and 44-344 erhiltlich) hinzugegeben. Nach einer
Stunde bei 4 °C wurden 20 pl vorgewaschener Gammabind-Sepharose G Kugeln (Pharmacia
Biotech) hinzugefiigt und iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Der Sepharose-Immunokomplex wurde
mit IP-Puffer gewaschen und prazipitierte Proteine mit 20 ml Tris-Bicine (Klafki et al., 1996)

Probenpuffer eluiert. Die Proben wurde mittels Tris-Bicine Polyacrylamidgelelektrophorese wie
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beschrieben aufgetrennt (Klafki et al., 1996). Die bereits beschriebene hochsensitive Western Blot
Methode mit den Antikérpern 6E10 und 4G8 (Produktnummern mAb 200-10 und mAb 300-10,
Senetek, GroBbritannien; Galli et al.,, 1998) wurde benutzt, um die immunoprézipitierte Ap-
Spezies zu detektieren (Ida et al., 1996). Chemiluminiszenz wurde mit dem Western Star Substrat

(Tropix) detektiert und mit einem Chemiluminiszenz-Detektions-System von BioRad quantifiziert.

1.4 Gewinnung des Cytosols aus Meerschweinchenleberzellen

Ein postnukleirer Uberstand (PNS) aus der Leber eines Meerschweinchens wird wie beschrieben
durch Homogenisierung und Zentrifugation gewonnen (Taylor et al., 1997). Dieser Uberstand
wird auf einem Saccharose-Stufengradienten aufgetragen (Taylor et al., 1997) und bei 100.000 g
und 4°C fiir 1,5 h zentrifugiert. Die Fraktion mit 500 mM Saccharose wird mit 1 x KPi Puffer auf
250 mM Saccharose verdiinnt und bei 200.000 g und 4°C fiir 20 Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand ist das Cytosol (Jones et al., 1998).

1.5 Alternative Durchfithrung des y-Sekretase-Inhibitor-Testsystems mit einem ATP-
regenerierenden System

Eine aufgereinigte Mikrosomenfraktion dieser rekombinanten H4 Zellen wird mit einem
geeigneten Puﬁ‘ersystém (50-150 mM KCl, 1,5-5 mM Magenesiumacetat, 250 mM Saccharose,
20 mM Hepes pH 6,8), einem ATP regenerierenden System (1 mM ATP, 0,1 mM GTP pH 7,0; 8
mM Phosphokreatin, 31 mM Kreatinphosphokinase) und Cytosol, das wie unter 1.2 beschrieben
aufgearbeitet wurde, bei 37 °C inkubiert und anschlieBend die y-Sekretase Aktivitit iiber den
Nachweis des Produktes A mittels Western Blot wie oben beschrieben gemessen.

Beispiel — Durchfiihrung des Testsystems

1.6 Alternative Aufarbeitung einer Mikrosomenfraktion aus H4 LC99 Zellen

Es wurde die gleiche Zellinie (H4 Neurogliomazellklon mit APP-LC99-Konstrukt) wie unter 1.1
beschrieben verwendet.

Die H4-ind/ APP-LC99 Zellen lieB man bei 37 °C , 5% CO, mit DMEM Medium (DMEM:
,,Dulbecco’s Modified Eagle Medium*“ (Engl.), vertrieben von der Firma BioWittacker) und 10%
fotalem Kilberserum (Engl.: ,Fetal Calf Serum“, FCS), 1% Glutamin, 1% Penicillin und
Streptomycin in der Abwesenheit von Doxyzyklin auf 15 cm groflen Petrischalen bis zur
Konfluenz wachsen. Durch Entzug von Doxyzyklin wurde die Expression des Fusionsproteins fiir
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drei Tage induziert. Alle Schritte der Préparation des postnuklearen Uberstandes wurden auf Eis
oder bei 4 °C durchgefiihrt. Fir einen préparativen Ansatz wurden je 10 mal 15 cm Petrischalen
zusammen aufgearbeitet. Die Zellen wurden nach Zugabe von 2 ml eiskaltem PBS pro Petrischale
mit einem Zellschaber von den Petrischalen entfernt. Alle folgenden Arbeiten wurden wie in
Schréter et al. beschrieben durchgefiihrt. Nach Zentrifugation bei 500 g fiir 10 min wurden die
Zellen vorsichtig in ST-Puffer (250 mM Sucrose, 10 mM Tris pH 7,4) resuspendiert, bei 1400xg
fir 10 min erneut zentrifugiert und anschlieBend alle Zellen in 5 ml ST-Puffer resuspendiert. Die
Zellen wurde mit einem 5 ml Potter (Firma Braun, Melsungen) mit 500 rpm homogenisiert und
die Lyse der Zellen mit Phasenkontrastmikroskopie kontrolliert. Das Zellysat wurde zunichst bei
2000xg fur 2 min zentrifugiert, um intakte Zellen und groBe Zelltriimmer zu sedimentieren.
AnschlieBend wurde der Uberstand bei 4000xg fiir 2 min zentrifugiert; | um Zellmembranen und
Zellkkerne abzutrennen (Fraktion PN). Das Sediment bestehend aus Zellkernen und
Plasmamembranen wurde zweimal mit ST-Puffer gewaschen und wie oben beschrieben
zentrifugiert. Die Uberstinde wurden vereinigt und in einem neuen Gefif3 bei 100000xg fiir 2 min
zentrifugiert, um Mitochondrien, Lysosomen und Endosomen abzutrennen (Fraktion EL). Um
abschlieBend die gereinigten Mikrosomen zu sedimentieren, warde der Uberstand bei 400000xg
zentrifugiert. Zur Trennung der Lysosomen und der Endosomen wurde die EL-Fraktion weiter
bearbeitet. Die Lysosomen wurden durch eine 10 miniitige hypotone Lyse auf Eis zum Platzen
gebracht (Bohley et al. 1969) und die intakten Endosomen wurden anschlieBend bei 100000xg fiir
2 min sedimentiert. (Lysosomen = Fraktion L; Endosomen = Fraktion E).

Zur Charakterisierung der Trennung wurden 30pug Gesamtprotein jeder Fraktion auf ein
Polyacrylamidgel aufgetragen und die Verteilung verschiedener Markerproteine einzelner
Kompartimente in den Fraktionen im Westernblot Verfahren nachgewiesen.

Die endosomalen und mikrosomalen Membranen wurden mit Reaktionspuffer aufgenommen (250
mM Saccharose, 50 mM KCl, 2,5 mM Magnesiumacetat, 20 mM HEPES, pH 6,8, 5 mM EDTA)
und bis zur Homogenitit in 1 ml Reaktionspuffer resuspendiert. Kleine Aliquots der
verschiedenen Fraktionen wurden in fliissigem Stickstoff gefroren und bei —80 °C aufbewahrt.
AnschlieBend wird, wie unter 1.3 beschrieben, das y-Sekretase-Inhibitor-Testsystems unverindert
durchgefiihrt.
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Anspriiche:

1.

10.

11.

Verfahren zum Auffinden von Substanzen, die spezifisch y-Sekretase inhibieren kénnen,

dadurch gekennzeichnet, da

a) man aus Zellen, die y-Sekretase-Aktivitit aufweisen und ein Substrat der y-Sekretase
enthalten, gereinigte Membranen herstellt,

b) diese Membranen mit Reaktionspuffer und einer Testsubstanz mischt,

¢). diese Mischung unter Bedingungen inkubiert, unter denen das Substrat der y-Sekretase bei
Abwesenheit der Testsubstanz gespalten wird,

d) die Menge eines gebildeten Spaltprodukts bestimmt wird, und

e) der erhaltene Wert mit dem Wert verglichen wird, der in Abwesenheit der Testsubstanz
erhalten wird.

Verfahren gemiB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB man Zellen kultiviert, die ein

endogenes Polypeptid exprimieren, das ein Substrat der y-Sekretase ist.

Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB man Zellen kultiviert, die ein

exogenes Polypeptid exprimieren, das ein Substrat der y-Sekretase ist.

Verfahren gemiB Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, da3 die Expression des exogenen

Polypeptid induzierbar ist.

Verfahren gemiB Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daBB die Expression des y-Sekretase-

Substrats durch Entzug von Tetracyclin oder einem Tetracyclinderivat induziert werden kann.

Verfahren gemiB einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB das y-Sekretase-

Substrat das Amyloid-Vorldufer-Protein oder ein Fragment davon ist.

Verfahren gemiB Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dal das Fragment des Amyloid-

Vorldufer-Proteins das C99 Fragment ist.

. Verfahren gemif einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daBB das y-Sekretase-

Substrat ein Fusionsprotein des Amyloid-Vorldufer-Proteins oder eines Fragmentes davon,
insbesondere des C99-Fragments, mit einem Reporterprotein ist.

Verfahren gemi3 Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daf3 das Reporterprotein das griin
fluoreszierende Protein oder ein Derivat davon, die Luziferase, die sekretorische alkalische
Phosphatase oder die $-Galaktosidase ist.

Verfahren gemilB einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dal die Zellen
neuronalen oder glialen Ursprungs sind.

Verfahren gemiB Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB die Zellen H4-Zellen sind.
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Verfahren gemiB einem der Anspriiche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, daB die Membranen
zellulire Membranen, bevorzugt intrazellulire Membranen sind.

Verfahren gemiB Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daf3 die Membranen lysosomale oder
endosomale Membranen sind.

Verfahren gemiB Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dal die Membranen mikrosomale
Membranen sind.

Verfahren gemaB Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dal die mikrosomale Membranen
mit folgenden Schritten aufgereinigt werden:

a) Lyse der Zellen,

b) Entfernen der Zellkerne,

c) Reinigung iiber Saccharose-Dichtegradienten,

d) Erneute Sedimentation durch Ultrazentrifugation,

e) Homogenisierung,

f) Emeute Sedimentation durch Ultrazentrifugation, und

g) Emeute Homogenisierung.

Verfahren gemif einem der Anspriiche 1 bis 15, dadurch gekennzeichnet, da8 der pH-Wert
des Reaktionspuﬁ'ers im Bereich von 5-10, bevorzugt im Bereich von 6,0-8,0, besonders
bevorzugt von 6,8 bis 7,4, liegt und als weitere Komponente noch mindestens einen
Membranstabilisator enthalt.

Verfahren gemil Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daB der Membranstabilisator
Saccharose oder Sorbitol ist.

Verfahren gemiB Anspruch 16 oder 17, dadurch gekennzeichnet, daB die Konzentration des
Membranstabilisators zwischen 200 und 1000 mM, bevorzugt zwischen 200 und 500 mM,
besonders bevorzugt zwischen 200 und 300 mM liegt.

Verfahren gemiB einem der Anspriiche 1 bis 18, dadurch gekennzeichnet, daB der
Reaktionspuffer zusitzlich einen Komplexbildner enthiilt.

Verfahren gemidB Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, daB der Komplexbildner EDTA,
EGTA oder BAPTA oder ein Salz davon ist.

Verfahren gemdB Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, daB EDTA, EGTA oder BAPTA
oder das Salz davon in einer Konzentration von 0,1 bis 20 mM, bevorzugt von 5 bis 10 mM,
vorliegt.

Verfahren gemiB einem der Anspriiche 1 bis 21, dadurch gekennzeichnet, da3 zusitzlich ein

ATP-regenerierendes System zu dem Reaktionansatz hinzugegeben wird.
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23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

Verfahren gemiB einem der Anspriiche 1 bis 22, dadurch gekennzeichnet, daB die
Bestimmung der Menge des Spaltprodukts durch Immunprézipitation oder Western Blot,
bevorzugt durch eine Kombination von Immunprizipitation und Western Blot erfolgt.
Verfahren gemiB einem der Anspriiche 1 bis 23, dadurch gekennzeichnet, daB die
Bestimmung der Menge des Spaltprodukts durch ELISA erfolgt.

Verfahren gemiB einem der Anspriiche 1 bis 22, dadurch gekennzeichnet, daB die
Bestimmung der Menge des Spaltprodukts durch Massenspektrometrie erfolgt.

Verfahren gemiB einem der Anspriiche 8 bis 22 dadurch gekennzeichnet, dafl die Bestimmung
der Menge des Spaltprodukts durch Bestimmung der Menge des an das Spaltprodukt
fusionierten Reporterproteins erfolgt.

Verfahren gemiB Anspruch 26 dadurch gekennzeichnet, daB die Menge der an das
Spaltprodukt fusionierten Luziferase, sekretorischen alkalischen Phosphatase oder fB-
Galaktosidase durch Bestimmung der enzymatischen Aktivitat nach Substratzugabe erfolgt.
Verfahren gemif3 Anspruch 26 dadurch gekennzeichnet, daBB die Bestimmung der Menge des
griin fluoreszierenden Proteins oder eines Derivats davon durch Messung der Intensitit des
Fluoreszenzlichts erfolgt.

Testkit zum Auffinden von Substanzen, die spezifisch y-Sekretase inhibieren konnen, dadurch
gekennzeichnet, daB der Testkit mindestens gereinigte Membranen aus Zellen, die -
Sekretase-Aktivitit aufweisen und ein Substrat der y-Sekretase enthalten, und Reaktionspuffer
enthilt.

Testkit gemdB Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet, da die Membranen lysosomale oder
endosomale, bevorzugt mikrosomale Membranen sind.

Testkit gemiB einem der Anspriiche 29 bis 30, dadurch gekennzeichnet, daB die Zellen
exogen ein Substrat der y-Sekretase exprimieren.

Testkit gemdB einem der Anspriiche 29 bis 31, dadurch gekennzeichnet, daB der
Reaktionspuffer einen pH-Wert im Bereich von 5-10, bevorzugt im Bereich von 6,0-8,0,
besonders bevorzugt von im Bereich von 6,8 bis 7,4, hat und als weitere Komponenten noch
mindestens einen Membranstabilisator enthélt.

Testkit gemﬁB Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet, daB der Membranstabilisator

Saccharose oder Sorbitol ist.
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34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42

43.

Testkit gemdB Anspruch 32 oder 33, dadurch gekennzeichnet, daB die Konzentration des
Membranstabilisators im Reaktionspuffer zwischen 200 und 1000 mM, bevorzugt zwischen
200 und 500 mM, besonders bevorzugt zwischen 200 und 300 mM liegt.

Testkit gemidB einem der Anspriiche 29 bis 34, dadurch gekennzeichnet, dafl der
Reaktionspuffer zusitzlich ein komplexierendes Agens enthilt.

Testkit gemdB Anspruch 35, dadurch gekennzeichnet, daB das komplexierende Agens EDTA,
EGTA oder BAPTA oder ein Salz davon ist.

Testkit gemafl Anspruch 36, dadurch gekennzeichnet, da EDTA, EGTA oder BAPTA oder
ein Salz davon in einer Konzentration von 0,1 bis 20 mM, bevorzugt S bis 10 mM, vorliegt.
Testkit gemidB einem der Anspriiche 29 bis 37, dadurch gekennzeichnet, daB der Testkit
zusitzlich ein ATP-regenerierendes System enthalt.

Testkit gemidl einem der Anspriiche 29 bis 38, dadurch gekennzeichnet, daBl die Bestimmung
der Menge des Spaltprodukts durch Immunprézipitation oder Western Blot, bevorzugt durch
eine Kombination von Immunprézipitation und Western Blot erfolgt.

Verwendung eines Verfahrens gemiB3 einem der Anspriiche 1 bis 28 oder eines Testkits
gemiB einem der Anspriiche 29 bis 39 zum Auffinden von Substanzen, die spezifisch y-
Sekretase inhibieren kénnen.

Substanz auffindbar mit einem Verfahren gemafB einem der Anspriiche 1 bis 28 oder einem
Testkit gemiB einem der Anspriiche 29 bis 39, dadurch gekennzeichnet, daB sie spezifisch die
proteolytische Spaltung eines y-Sekretase-Substrats inhibiert.

Verwendung einer Substanz gemiB Anspruch 41 zur Herstellung eines Medikaments zur
Behandlung neurodegenerativer Erkrankungen, insbesondere der Alzheimer-Krankheit.

Pharmazeutische Formulierung, die eine Substanz gemiB Anspruch 41 enthalt.
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