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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Viele Studien zum Amyloid-Vorlauferprotein (APP) beschéftigten sich, aufgrund der
Mdglichkeit zur Generierung von AB-Peptiden, mit dessen Beteiligung an der
Pathogenese der Alzheimer Krankheit. Dabei konnte festgestellt werden, dass APP
unter normalen physiologischen Bedingungen hauptsachlich auf zwei Wegen
prozessiert wird. So erfolgt neben der vorwiegend ablaufenden, enzymatischen
Spaltung von APP durch ADAM10 auf dem nicht-amyloidogenen Weg auch die
Bildung von AB-Peptiden durch Prozessierung entlang des amyloidogenen Weges.
Letzterer wird wohl hauptsachlich durch die Aktivitat von BACEL eingeleitet, wobei vor
Kurzem Meprin B ebenfalls als Sekretase zur Produktion von AB-Peptiden identifiziert
wurde. Im Zusammenhang mit der Generierung von AB-Peptiden wurde schon frih
eine Beteiligung des Rezeptors LRP1 festgestellt. Mehrere Studien haben gezeigt,
dass dieser Uber direkte oder indirekte Interaktionen mit APP vermutlich die
gemeinsame Endozytose der Proteine von der Zelloberflache vermittelt, sodass APP
der amyloidogenen Prozessierung durch BACEL in endosomalen Zellkompartimenten
zugefuhrt werden kann. Neben anderen Proteinen scheint auch der
Oligomerisierungszustand von APP Einfluss auf dessen enzymatischen Spaltung
durch die a-, B- und y-Sekretasen zu haben. Da ein groRer Teil des synthetisierten
APP wohl in dimerisierter Form vorliegt und sogar in vivo in Gehirnen von Mausen
nachweisbar war, wurde bereits in mehreren Studien der Zusammenhang zwischen
der APP-Dimerisierung und der Bildung von ApB-Peptiden diskutiert. Die
Untersuchungen ergaben jedoch kontroverse Ergebnisse, was wohl zumindest
teilweise auf die verwendeten APP-Konstrukte zur Expression von APP-Dimeren

zuriickzufihren war.

Um die Expression und Prozessierung von dimerisierten APP-Proteinen sowie die
Beteiligung von LRP1 an diesen Vorgadngen weiter zu untersuchen, wurde in dieser
Arbeit zun&chst ein Expressions-Konstrukt generiert, das zu APP-Proteinen fihrte, die
bevorzugt dimerisierten. Die Expression dieser APP Cys-Mutante (APP695 K587C)
resultierte in der Bildung Hitze-stabiler APP-Dimere und wurde fir die stabile
Transfektion von CHO-Zellen genutzt. Durch Untersuchungen von LRP1-defizienten
CHO 13-5-1-Zellen sowie von Kkortikalen Primarneuronen mit induziertem Lrpl-
Knockout konnte eine deutliche Steigerung der Prozessierung nicht nur des

monomeren, sondern besonders auch des dimeren APP festgestellt werden.




Zusammenfassung

Die Pulse-Chase-Analyse von CHO-Zellen mit stabiler APP695 K587C-Expression
deutet darauf hin, dass LRP1 den Transport von APP-Dimeren zur Zelloberflache
beeintrachtigt und so dessen Prozessierung beeinflusst. Weiterhin scheint LRP1 auch
in die Internalisierung von APP-Dimeren involviert zu sein. Folglich bewirkt die LRP1-
Defizienz vermutlich eine Stabilisierung der dimerisierten APP-Proteine an der
Zelloberflache und somit deren gesteigerte Spaltung durch dort aktive Sekretasen.

An diesem Vorgang konnten sowohl ADAM10, als auch Meprin B beteiligt sein, da fur
beide Sekretasen eine Aktivitdt an dimerisierten APP-Molekulen gezeigt wurde. Fur
Meprin B wird sogar eine Favorisierung von APP-Dimeren gegentber —Monomeren
vermutet, was eventuell auf kooperative Effekte aufgrund der Dimerisierung von APP

zurickzufihren ist.

Sowohl ein beschleunigter Transport zur Zelloberflache, als auch eine verminderte
Internalisierung von APP kodnnten die signifikante Zunahme insbesondere an sAPP-
Fragmenten in der CSF von Mausen mit Lrpl-Knockout erklaren. Allerdings geben
diese in vivo-Daten durch den besonders starken Effekt der fehlenden LRP1-
Expression auf die SAPP-Dimer-Bildung zudem Anlass zur Annahme, dass LRP1 nicht

nur die Prozessierung, sondern auch die Bildung von APP-Dimeren beeinflusst.

Aufgrund der ahnlichen Eigenschaften der in dieser Arbeit analysierten APP cis-
Dimere zum monomeren APP in Bezug auf Transport, Internalisierung und
Prozessierung koénnten APP-Dimere, wie monomeres APP, verschiedene
physiologische und pathologische Funktionen von APP regulieren. Dabei deuten die
hier dargestellten Ergebnisse zudem auf eine entscheidende Rolle von LRP1 hin.
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2 Summary

Many studies of the amyloid precursor protein (APP) focused on its involvement in the
pathogenesis of Alzheimer’s disease due to its ability to generate Ap peptides. Though,
APP was shown to be processed mainly on two pathways under physiological
conditions. In contrast to the predominant cleavage by ADAM10 during the non-
amyloidogenic pathway, processing of APP by the amyloidogenic pathway results in
the production of AB peptides. This is mainly based on BACEL activity but can also be
performed by meprin 3, a secretase that has recently been identified to generate N-
teminally truncated AB variants by cleavage of APP. Due to its direct or indirect
interaction with APP the receptor protein LRP1 has been assumed to participate in the
formation of AR peptides. Several studies showed that LRP1 expression facilitates A
production probably by mediating APP endocytosis from the cell surface, thereby
supporting the accessibility of APP for BACE1 cleavage in endosomal compartments.
Not only the interaction with LRP1 or other receptors, but also the oligomerisation state
of APP itself seems to play a role in APP processing by a-, B- and y-secretases.
Recently it has been shown that a large fraction of APP exists in a dimerised form and
that APP dimers also occur in vivo in mouse brains. Thus, several studies already tried
to reveal the context between APP dimerization and the generation of AR peptides.
However, the analyses resulted in controversial results, probably at least in part due

to the various constructs used to induce APP dimerisation.

To further analyse the expression and the processing of dimerised APP and the
involvement of LRP1 in these events, an expression construct for preferential formation
of APP dimers was generated. This APP mutant (APP695 K587C) resulted in heat-
stable APP dimers and was used to stably transfect CHO K1 and CHO 13-5-1 cells
with an APP dimer construct. The investigation of the LRP1-deficient CHO 13-5-1 cells
as well as of primary cortical neurons with an induced Lrpl knockout revealed a

significantly increased processing not only of APP monomers but also of APP dimers.

A pulse-chase assay of the stably transfected CHO cells indicated that LRP1 may
impact the trafficking of APP dimers to the cell surface, thereby affecting their
processing. Furthermore, the results of this study point to an impact of LRP1 in
endocytosis of APP dimers from the cell surface. Thus, LRP1 deficiency may lead to a
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stabilisation of dimerised APP and along with this to an increased sAPP dimer
generation by secretases active at the cell surface.

In this process ADAM10 as well as meprin B may be involved, as for both secretases
an activity on APP dimers could be detected. Moreover, meprin 3 seems to
preferentially cleave dimeric compared to monomeric APP, suggesting a cooperative

effect of APP dimerisation on meprin 3 activity.

The in vivo data showing a significant increase in SAPP generation in the CSF of mice
with an induced Lrp1 knockout may result from a faster trafficking of APP to as well as
from a reduced internalisation from the cell surface in absence of LRP1. Nevertheless,
the particularly immense gain of soluble APP dimers further points to a role of LRP1
not only in processing but also in formation of APP dimers.

The similar characteristics in transport, endocytosis and processing of monomeric APP
and the analysed APP cis-dimers in this study indicate that these dimers may also
control various physiological and pathological functions of APP. In addition, the here

depicted results implicate a crucial role of LRP1 in those processes.

Die Ergebnisse dieser Arbeit sind zum Teil veroffentlicht in:

Herr et al. (2017): “LRP1 Modulates APP Intraneuronal Transport and Processing in

Its Monomeric and Dimeric State.”
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3 Einleitung

3.1 Die Alzheimer Krankheit

Demenz ist heutzutage, aufgrund der demografischen Entwicklung unserer
Gesellschaft, eine der bedeutendsten Erkrankungen im Alter (Holtzman et al., 2011,
ladecola, 2016). Charakterisiert durch den Verlust des Ged&achtnisses und anderer
kognitiver Fahigkeiten erlangt sie einen Schweregrad, der das alltagliche Leben

mafdgeblich beeintrachtigt (Holtzman et al., 2011).

Mit 60 — 70 % aller auftretenden Demenz-Erkrankungen stellt die Alzheimer Krankheit
die haufigste Form der Demenz in der alternden Bevélkerung dar (Prince et al., 2013).
Diese progressive und irreversible, neurodegenerative Erkrankung wurde erstmals
1906 vom Psychologen Alois Alzheimer beschrieben, nachdem er histologische
Veranderungen im Gehirn seiner verstorbenen Patientin Auguste D. festgestellt hatte
(Hippius and Neundorfer, 2003). Die mittlerweile als intrazellulare Neurofibrillen
(neurofibrillary tangles) und extrazellulare Proteinablagerungen (senile plaques)
bekannten Kennzeichen von Alzheimer (s. Abbildung 1) flihren insbesondere im
zerebralen Kortex sowie im Hippocampus zu einer ausgepragten Atrophie der
Nervenzellen (Blennow et al., 2006; Braak et al., 1999). Heute ist bekannt, dass
hyperphosphorylierte Tau-Proteine zur Bildung der Neurofibrillen fihren (Bancher et
al., 1989; Gong and Igbal, 2008; Grundke-lgbal et al., 1986). Dieses Mikrotubuli-
assoziierte Protein (MAP) ist insbesondere in den Neuronen des zentralen
Nervensystems (ZNS) fur den Aufbau der Mikrotubuli aus Tubulin-Molekilen
verantwortlich (Cleveland et al., 1977; Weingarten et al., 1975). Durch die veranderte
Phosphorylierung wird die physiologische Funktion des Tau-Proteins gestort und
dessen Selbstaggregation gefoérdert (Bancher et al., 1989; Gong and Igbal, 2008;
Grundke-Igbal et al., 1986; Liu et al.,, 2008). Die extrazellularen Ablagerungen
bestehen im Kernbereich aus verschiedenen AB-Peptiden, die zusammen mit
weiteren, abgelagerten Proteinen und Metallionen die sogenannten senilen Plaques
bilden (Atwood et al., 2002; Masters et al., 1985; Merz et al., 1983; Naslund et al.,
1994).
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Abbildung 1: Neurofibrille und
senile Plagques im Gehirn eines
Alzheimer Patienten. Der
dargestellte Hirnschnitt  eines
Alzheimer Patienten weist mit der
Neurofibrille (roter Pfeil) und den
senilen Plagues (schwarze Pfeile)
die typischen Kennzeichen der

Erkrankung auf.

AB-Peptide entstehen auch unter normalen physiologischen Bedingungen durch eine
Abfolge an enzymatischen Spaltungen des Amyloid-Vorlauferproteins (Amyloid
Precursor Protein, APP) (Kang et al., 1987). Dabei wird hauptsachlich AB4o gefolgt von
AB42 gebildet, dem eine besondere Rolle in der Pathogenese der Alzheimer Krankheit
zukommt (Burdick et al., 1992; Haass et al., 1993; Kuo et al., 1996; Pietrzik and Behl,
2005; Selkoe, 2000). Da AP42 eine starkere Tendenz zur Bildung neurotoxischer
Aggregate besitzt als ABa4o (lwatsubo et al., 1994; Roher et al., 1993), kdnnte eine
Verschiebung im Verhaltnis von ABs42 zu AP4o Einfluss auf die Entstehung der
Alzheimer Erkrankung haben.

Alzheimer kann in seltenen Fallen genetisch bedingt sein. Hierbei fihren autosomal
dominante Mutationen in den Genen fur APP (Goate et al., 1991) oder fir Prasenilin-
1 bzw. Prasenilin-2 (Levy-lahad et al., 1995; Sherrington et al., 1995) zur famili&ren
Form der Krankheit (Familiar Alzheimer’s Disease, FAD). Haufiger tritt die Erkrankung
dagegen sporadisch auf, wobei das Altern den gré3ten Risikofaktor darstellt (Pietrzik
and Behl, 2005). Aufgrund des stetig steigenden Alters der Bevolkerung und des
fehlenden Therapieerfolges wird bis 2050 eine Verdrei- bis Vervierfachung der heute
weltweit rund 40 Millionen Betroffenen erwartet (Brookmeyer and Gray, 2000;
ladecola, 2016; Prince et al., 2013).
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3.2 Das Amyloid-Vorlauferprotein (APP)

APP ist ein Typ-l Transmembranprotein, das erstmals in Zusammenhang mit
Alzheimer als Vorlaufer von AB-Peptiden identifiziert wurde (Kang et al., 1987). Durch
alternatives Splei3en der pra-mRNA von APP werden verschiedene Isoformen dieses
Proteins exprimiert. Es entstehen vorwiegend drei Varianten mit 695, 751 oder 770
Aminosauren (s. Abbildung 2). Wahrend die kurzeste Form, APP695, vor allem in
neuronalen Zellen gebildet wird, findet die Expression der langeren Isoformen,
APP751 und APP770, mehr ubiquitar statt (Beyreuther et al., 1993; Haass et al., 1991;
Kitaguchi et al., 1988; Selkoe, 2001). Daher wird angenommen, dass APP695 fir den
Grofteil der im ZNS generierten ABR-Peptide verantwortlich ist (Sisodia et al., 1993).

3.2.1 APP-Synthese

Die Synthese von APP beginnt im endoplasmatischen Retikulum (ER), aus dem es
nach der N-Glykosylierung in den Golgi-Apparat gelangt, wo weitere posttranslationale
Modifikationen, wie O-Glykosylierung, Phosphorylierung und Sulfatierung stattfinden
(Buxbaum et al., 1990; Oltersdorf et al., 1990; Saito et al., 1993; Weidemann et al.,
1989). Nur etwa 10 % des nun reifen APP werden in sekretorischen Vesikeln Uber das
trans-Golgi-Netzwerk (TGN) zur Plasmamembran transportiert. Der Uberwiegende Teil
verbleibt dagegen im Golgi-Apparat oder im TGN (Haass et al., 2012). Das an der
Zelloberflache exprimierte APP kann entweder proteolytisch gespalten oder nach
wenigen Minuten wieder internalisiert werden (Lai et al., 1995; MarquezSterling et al.,
1997). Uber Sortierungsvesikel gelangt es entweder zuriick an die Zelloberfliche
(recycling) oder in Lysosomen, in denen das Protein degradiert wird (Haass et al.,
1992).

3.2.2 Proteinstruktur der APP-Familie

Zusammen mit seinen in Sdugetieren vorkommenden Paralogen APLP1 und APLP2
(Amyloid Precursor Like Proteins) bildet APP eine Gen-Familie (Coulson et al., 2000;
Wasco et al., 1992, 1993), deren Mitglieder eine konservierte Proteinstruktur teilen (s.
Abbildung 2). Diese umfasst eine grof3e Ektodoméne, eine Transmembrandoméne
und einen kurzen zytoplasmatischen C-Terminus mit dem Proteininteraktionsmotiv

YENPTY, welches fir die Clathrin-vermittelte Endozytose essenziell ist (Dyrks et al.,
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1988; Kang et al., 1987; King and Turner, 2004; Lai et al., 1995; MarquezSterling et
al., 1997).

PM
(I)X2 *YENPTY
APP770 [ _E1 | AcD| [KPI[] E2 I Ag M|
APP751 |L__E1__ |AcD| [KPI| E2 I AB M|
APP695 L E1 o AcD]| | E2 \ Ag |
APLP1 LI e AR E2 |
APLP2 | B ET S AcD| [KPIlRE E2 2l

Abbildung 2: Die APP-Familie. Dargestellt sind die drei h&aufigsten Spleil(formen des
Amyloid-Vorlauferproteins (APP) mit 770, 751 bzw. 695 Aminosauren sowie dessen
Paraloge, die Amyloid-Vorlaufer-ahnlichen Proteine (APLP1 und APLP2). Alle Mitglieder
teilen gewisse Strukturen, wie die E1- und E2-Doméanen im extrazellularen Bereich, die
durch die saure Region (AcD) voneinander getrennt sind, sowie das Internalisierungsmotiv
YENPTY am zytoplasmatischen Terminus. Neben APP770, bei dem zuséatzlich die OX2-
Doméane zwischen E1 und E2 liegt, trennt auch in APP751 und APLP2 die Kunitz-

Proteaseinhibitor-Domane (KPI) diese beiden Regionen. (PM = Plasmamembran).

Die Ektodoméne ist in die Subdoménen E1 und E2 unterteilt, die Uber eine saure
Aminosaureregion (Acidic Domain, AcD) miteinander verbunden sind. Bei den
langeren APP-Isoformen sowie bei APLP2 enthélt dieser Bereich zusatzlich die Kunitz-
Proteaseinhibitor-Doméne (KPI-Domane), die APP695 und APLPL1 fehlt (Kitaguchi et
al., 1988). AulRerdem besitzt APP770 anschlielend an die KPI-Domé&ne noch eine
OX2-Doméane. E1- und E2-Doméane sind jeweils in weitere Sektionen wie die
Wachstumsfaktor-ahnliche Domane (Growth Factor-Like Domain, GFLD) oder die
Bindedomanen fur Metallionen bzw. Heparin unterteilt. Zudem enthéalt die E2-Domane
einen Abschnitt, an dem die N-Glykosylierung stattfindet (Coburger et al., 2013;
Coulson et al., 2000; Gralle and Ferreira, 2007; Reinhard et al., 2005). Der wohl gréf3te
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Unterschied zwischen APP und seinen Paralogen APLP1/2 liegt im Vorhandensein
der AB-Sequenz bei APP, die in der Transmembranregion des Proteins endet. Somit
kann, trotz Beteiligung der selben Sekretasen an der enzymatischen Prozessierung
aller Mitglieder der APP-Familie, nur die Spaltung von APP zur Bildung von ApB-
Peptiden fuhren (Kuan et al., 2006; Li and Sudhof, 2004; Mduller and Zheng, 2012;
Sisodia et al., 1993; Walsh et al., 2003).

3.2.3 Die APP-Prozessierung

Die Prozessierung des Amyloid-Vorlauferproteins kann grundlegend in zwei Wege
unterteilt werden, die beide unter physiologischen Bedingungen ablaufen (Busciglio et
al., 1993; Haass et al., 1992, 1993; Seubert et al., 1992; Shoji et al., 1992). Abhangig
von der Sekretase, die die enzymatische Spaltung der Ektodomé&ne Ubernimmt,
unterscheidet man den amyloidogenen und den nicht-amyloidogenen Weg (Pietrzik
and Behl, 2005) (s. Abbildung 3). Im Letzteren wird APP zunachst durch eine a-
Sekretase geschnitten, wodurch ein grof3es N-terminales Fragment, das sogenannte
I6sliche APPa (soluble APPa, sAPPa), und ein membrangebundenes C-terminales
Fragment (CTF) aus 83 Aminosaureresten (auch C83, CTFa) entstehen (Chow et al.,
2010; Pietrzik and Behl, 2005; Postina et al., 2004; Selkoe, 1999; Sisodia, 1992; Zhang
et al., 2011). Die folgende Spaltung von CTFa unterliegt der Aktivitat der y-Sekretase
(De Strooper et al., 1998), einem integralen Membranproteinkomplex. Dieser setzt sich
aus den vier Proteinuntereinheiten Nicastrin, APH-1 (Anterior Pharynx-defective-1),
PEN-2 (Presenilin Enhancer-2) und dem katalytisch aktiven Prasenilin (PS-1 oder PS-
2) zusammen (De Strooper, 2003; Edbauer et al., 2003; Wolfe et al., 1999). Durch den
Schnitt der y-Sekretase wird von CTFa zum einen ein kurzes Peptid (p3) in den
extrazellularen Raum, zum anderen die APP intrazellulare Doméne (AICD) ins Zytosol
freigesetzt (Chow et al., 2010; Gu et al., 2001; Haass et al., 1993; Pietrzik and Behl,
2005; Sastre et al., 2001) (s. Abbildung 3).
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Abbildung 3: APP-Prozessierung. Bei der nicht-amyloidogenen Prozessierung von APP

DS X< -°-

Meprin B

durch ADAM10 entsteht zun&achst das losliche N-terminale Fragment sAPPa sowie das in
der Membran verbleibende C-terminale Fragment (CTF) C83. Die anschlieBende Spaltung
durch die y-Sekretase setzt das Peptid p3 sowie die APP intrazellulare Domane (AICD)
frei. Bei der amyloidogenen Prozessierung von APP schneiden zunachst BACE1 oder
Meprin B, wodurch I6sliche sAPPB-Fragmente und die membrangebundenen CTFs C99
bzw. C98 entstehen. Hier fuhrt die folgende Spaltung durch die y-Sekretase zu ApB-
Peptiden, die entweder an Position 1 oder, im Falle der Meprin -Prozessierung, auch an

Position 2 beginnen. Zudem wird so ebenfalls die AICD ins Zytosol freigesetzt.

Bereits in frGhen Studien konnten, u.a. mit Hilfe von Proteaseinhibitoren, Zink-
Metalloproteinasen der ADAM-Familie (A Disintegrin And Metalloproteinase) als
mogliche a-Sekretasen von APP identifiziert werden (Allinson et al., 2003; Roberts et
al.,, 1994; Sisodia, 1992). Dabei wurde insbesondere bei vier Mitgliedern dieser
Proteinfamilie, namlich ADAM9, ADAM10, ADAM17 und ADAM19, ein direkter Einfluss
auf die sAPPa-Produktion festgestellt (Koike et al., 1999; Lammich et al., 1999; Slack

et al., 2001; Tanabe et al., 2006). Bei allen Kandidaten handelt es sich, ebenso wie
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bei APP, um Typ-lI Transmembranproteine, die hauptsachlich an der Zelloberflache
enzymatisch aktiv sind (Allinson et al., 2003; Zhang et al., 2011). Wahrend ADAM9
und ADAM17 (auch TACE, Tumor Necrosis Factor-a Converting Enzyme) an der
regulatorischen a-Prozessierung von APP beteiligt sind (Blacker et al., 2002; Buxbaum
et al., 1998; Koike et al., 1999; Kuhn et al., 2010; Merlos-Suérez et al., 1998), wurde
ADAM10 und ADAM19 eine konstitutive a-Sekretase-Aktivitat an APP zugesprochen
(De Strooper and Annaert, 2000; Esch et al., 1990; Kuhn et al., 2010; Lammich et al.,
1999; Lopez-Perez et al., 2001; Tanabe et al., 2006; Weidemann et al., 1989).
Dennoch gilt ADAM10 als die relevanteste a-Sekretase in Neuronen, nicht zuletzt
dadurch, dass sie dort vorwiegend aktiv ist. Verschiedene Studien haben bereits die
Bedeutung von ADAM10 flr die Bildung von sAPPa und somit flr die Reduktion von
AB-Peptiden gezeigt (Colciaghi et al., 2002; Jorissen et al., 2010; Kuhn et al., 2010;
Postina et al.,, 2004; Tyler et al., 2002). So konnte bei Alzheimer Patienten
beispielsweise eine verringerte a-Sekretase-Aktivitat im temporalen Kortex und ein
verringerter sAPPa-Level in der Zerebrospinalflissigkeit (cerebrospinal fluid, CSF)
nachgewiesen werden (Colciaghi et al., 2002; Tyler et al., 2002). Es wird suggeriert,
dass dieses losliche Fragment von APP bedeutend fiir das Uberleben sowie die
Plastizitdt neuronaler Zellen ist und wichtige Funktionen in der Entwicklung des ZNS
Ubernimmt (Caille et al., 2004; Furukawa et al., 1996; Mattson, 1997; Meziane et al.,
1998; Ohsawa et al., 1999; Ring et al., 2007). Die Prozessierung von APP durch die
a-Sekretase verhindert mit ihrem Schnitt innerhalb der AB-Sequenz (s. Abbildung 3)
folglich nicht nur die Entstehung des AB-Peptids, sondern hat sogar neuroprotektive
Effekte.

Im Gegensatz zum nicht-amyloidogenen Weg, der unter physiologischen
Bedingungen vorwiegend ablauft (Esch et al., 1990; Sisodia et al., 1990; Wang and
Lehmann, 1991), entstehen bei der Prozessierung von APP Uber den amyloidogenen
Weg AB-Peptide (Selkoe, 1999; Seubert et al., 1993). Hierbei erfolgt die Spaltung von
APP im ersten Schritt durch die Aspartylprotease BACE1l (B-site APP Cleaving
Enzyme 1), welche als Haupt-B-Sekretase gilt (Cai et al., 2001; Haass, 2004; Sinha et
al., 1999; Vassar et al., 1999; Yan et al., 1999). BACE1-Expression wurde vorwiegend
im TGN sowie in Endosomen mit saurem Milieu nachgewiesen. Da das
Aktivitatsoptimum dieser Sekretase gerade im aziden pH-Bereich liegt, findet die
Prozessierung von APP durch BACE1l nahezu ausschlief3lich intrazellular statt.

Mehrere Studien deuten darauf hin, dass die enzymatische Spaltung von APP durch
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diese [(-Sekretase nach Internalisierung von APP von der Zelloberflache, in
endosomalen Kompartimenten ablauft (Das et al., 2014; Golde et al., 1992; Haass et
al., 1992; Koo and Squazzo, 1994; Perez et al., 1999). Durch das Schneiden von
BACE1 wird APP in das l6sliche N-Terminale Fragment sAPPB und das
membranstandige CTFB mit 99 Aminosaureresten (auch C99 genannt) gespalten
(Pietrzik and Behl, 2005; Selkoe, 1999, 2001; Seubert et al., 1992; Zhang et al., 2011).
Letzteres wird wiederum durch die y-Sekretase weiter prozessiert, wobei die AICD
freigesetzt wird (s. Abbildung 3). Jedoch entstehen bei dieser Spaltung, je nachdem,
an welcher Position die y-Sekretase schneidet, AB-Peptide unterschiedlicher Lange,
wie u.a. AB4o und AB42 (Haass and Selkoe, 2007; Qi-Takahara et al., 2005; Sastre et
al., 2001; Takami et al., 2009; Weidemann et al., 2002; Zhao et al., 2004). Aufgrund
ihrer Rolle in der Entstehung dieser pathologisch relevanten Peptide, stellt die
Sekretase BACE1 den Hauptansatzpunkt fur die medikamentése Behandlung von
Alzheimer dar. Allerdings wiirde die vollstandige Inhibierung dieser Sekretase mehrere
unerwinschte Nebenwirkungen zur Folge haben. Da BACE1 neben APP viele andere
Substrate enzymatisch spaltet, ist die Sekretase auch an physiologischen Prozessen,
wie u.a. der Myelinisierung von Axonen oder der neuronalen Konnektivitat, beteiligt
(Cheret et al., 2013; Fleck et al., 2012; Hu et al., 2006; Lichtenthaler, 2013; Vassar et
al., 2009, 2014; Willem et al., 2006). Somit ist die Analyse weiterer Ansatzpunkte fur

eine mdgliche Therapie der Alzheimer-Erkrankung von Bedeutung.

Vor Kurzem wurde Meprin 3, eine weitere Zink-Metalloproteinase aus der Familie der
Astazin-Proteasen und Mitglied der Metinzin-Superfamile (Sterchi et al., 2008), als
APP-prozessierende Sekretase identifiziert (Jefferson et al., 2011). Die phylogenetisch
mit Matrixmetalloproteinasen verwandten Meprins (Metallo-endoprotease from renal
tissue) wurden erstmals als hoch exprimierte Proteine in Niere und Darm beschrieben
(Beynon et al., 1981). Meprin B formt Uber Disulfidbriicken verkniipfte Homodimere
(Bertenshaw et al., 2003; Kruse et al., 2004) und ist vorwiegend membrangebunden,
kann jedoch durch die Abspaltung der Ektodom&ane von der Plasmamembran
freigesetzt werden (Hahn et al., 2003). Die Protease wird bei Menschen in vielen
Geweben, u.a. auch im Gehirn, exprimiert (Becker-Pauly et al., 2007; Kronenberg et
al., 2010; Kruse et al., 2004; Schiitte et al., 2007; Sterchi et al., 2008; Vizcaino et al.,
2009) und schneidet praferiert an sauren Aminosaureresten (Becker-Pauly et al.,
2011; Bertenshaw et al., 2001). Neuere Studien haben gezeigt, dass die Spaltung von
APP durch Meprin B zu N-terminal verkurzten AB-Peptiden fuhrt (Bien et al., 2012;
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Jefferson et al., 2011). Diese trunkierten AB-Varianten beginnen mit dem Alanin an
Position 2 (P2) der AB-Sequenz (s. Abbildung 3) und weisen eine starke Tendenz zur
Aggregation auf (Bien et al.,, 2012). Verklrzte AB-Peptide, die nicht mittels
Prozessierung von APP durch BACEL entstehen konnen (Citron et al., 1996; Vassar
et al., 1999), wurden bereits in Patienten mit Alzheimer beschrieben (Becker et al.,
2013; Bibl et al., 2012; Bouter et al., 2013; Jawhar et al., 2011; Lewczuk et al., 2004a,
2004b; Maler et al., 2007; Wiltfang et al., 2001; Wirths et al., 2010). Die Produktion von
AB2-40 und AB2-42 durch die Spaltung von endogenem APP in den Gehirnen von
Mausen unterstreicht die Bedeutung von Meprin 3 an diesem Prozess (Bien et al.,
2012; Jefferson et al., 2011; Schénherr et al., 2016). Somit deutet die Tatsache, dass
sie ihre Aktivitat unabhangig von BACE1 noch vor der Endozytose von APP von der
Zelloberflache ausubt, darauf hin, dass Meprin B eine alternative Protease flr die
amyloidogene Prozessierung von APP ist (Bien et al., 2012; Schénherr et al., 2016).
Meprin B ist folglich moglicherweise an der Bildung der die Alzheimer Krankheit

kennzeichnenden Plagues sowie an der physiologischen Spaltung von APP beteiligt.

3.2.4 APP-Dimerisierung

Neben der Relevanz fur die Bildung von AB-Peptiden und der damit einhergehenden
Pathogenese der Alzheimer Krankheit spielt APP auch in vielen physiologischen
Prozessen eine wichtige Rolle. Verschiedene Analysen haben gezeigt, dass APP u.a.
an der intrazellularen Signaltransduktion, der trophischen Aktivitat in Neuronen und an
Synapsen sowie an der synaptischen und interzellularen Adhé&sion beteiligt ist
(Baumkoétter et al., 2012; Miller and Zheng, 2012). Dabei scheint auch der
Dimerisierung von APP eine besondere Rolle zuzukommen. Neuere Studien belegen,
dass APP sowohl Homodimere, als auch Heterodimere mit seinen beiden Paralogen
(APLP1 und 2) bilden kann. Die Oligomerisierung von APP erfolgt entweder in cis-
oder in trans-Orientierung (Baumkoétter et al., 2014; Isbert et al., 2012; Kaden et al.,
2008; Klevanski et al., 2014; Munter et al., 2007; Scheuermann et al., 2001; Soba et
al., 2005; Stahl et al., 2014; Wang et al., 2009) (s. Abbildung 4) und findet vermutlich
auch in vivo statt, worauf der Nachweis von APP-Dimeren in Mausegehirnen hindeutet
(Schmidt et al., 2012).

13



Einleitung
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Abbildung 4: APP-Dimerisierung. Schematische Darstellung der APP-Dimerisierung

Uber die E1-Doméne in cis- (links) oder trans-Orientierung (rechts).

Abgesehen von der E1-Doméne, die hauptsachlich an der Dimerisierung beteiligt ist
(Baumkotter et al., 2014; Hoefgen et al., 2014; Kaden et al., 2008; Soba et al., 2005;
Wang et al., 2009), kdnnen auch die E2-Doméane (Lee et al., 2011; Wang et al., 2005;
Wang and Ha, 2004; Xue et al., 2011) sowie die Transmembrandomane (Decock et
al., 2016; Munter et al., 2007; Nadezhdin et al., 2012; Song et al., 2013) zu diesem
Prozess beitragen. Trans-Dimerisierung von APP beeinflusst vorwiegend die
Organisation von Synapsen und fordert somit die synaptische Adhasion (Baumkoétter
et al., 2014, Isbert et al., 2012; Klevanski et al., 2014; Soba et al., 2005; Stahl et al.,
2014; Wang et al., 2005, 2009). Um Zell-Zell-Kontakte zu ermdglichen, erfolgt diese
Variante der Oligomerisierung vermutlich an der Zelloberflache (Baumkoétter et al.,
2014; Isbert et al., 2012). Hierbei sind v.a. die langeren APP-Isoformen, APP751 und
APP770, involviert. Im Gegensatz dazu tritt die APP cis-Dimerisierung nur bei APP695
auf und findet bereits im ER statt (Isbert et al., 2012). Ihr wird eine Rolle in der
Prozessierung von APP durch a-, B- und y-Sekretasen zugesprochen (Eggert et al.,
2009; Jung et al., 2014; Kaden et al., 2008; Libeu et al., 2012; Munter et al., 2007,
2010; Richter et al., 2010; Schmidt et al., 2012; So et al., 2012). So wird postuliert,
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dass der Oligomerisierungszustand von APP einen kooperativen Effekt auf die a- und
B-Sekretasen hat und sich damit auf die Prozessivitat dieser allosterischen Enzyme
auswirkt (Schmidt et al., 2012). Hierbei wurde auch die Beteiligung von SORLA
(Sortilin-related Receptor with A-type Repeats), einem neuronalen Rezeptor, der den
intrazellularen Transport und die Prozessierung von APP kontrolliert (Andersen et al.,
2005; Offe et al., 2006; Schmidt et al., 2007), nachgewiesen (Schmidt et al., 2012).
Somit kdnnten auch andere derartige Rezeptoren, wie beispielsweise LRP1, Einfluss

auf die Lokalisation und die Prozessierung von APP-Dimeren haben.

3.3 Low Density Lipoprotein Receptor-related Protein 1
(LRP1)

LRP1 gehdrt zur Low Density Lipoprotein Receptor (LDLR) —Familie und stellt mit
einem Molekulargewicht von ca. 600 kDa einen der gro3ten, bekannten
Membranrezeptoren dar (Herz et al., 1988; Herz and Strickland, 2001; Krieger and
Herz, 1994). Dieser Rezeptor wird als einzelne Polypeptidkette im ER synthetisiert und
im TGN durch Furin in zwei Untereinheiten gespalten. Dabei entstehen eine schwere
Kette (515 kDa, a-Kette) und eine leichte Kette (85 kDa, B-Kette), die jedoch nicht-
kovalent miteinander verbunden bleiben (Herz et al., 1990) (s. Abbildung 5). Die a-
Untereinheit enthalt vier Liganden-Bindedomanen (Domaéne I-1V; Herz et al., 1988) mit
2, 8, 10 bzw. 11 CRs (cysteine-rich Complement-type Repeats). Diese sind durch
weitere extrazellulare Wiederholungseinheiten von EGF (Epidermal Growth Factor)
und die YWTD-Spacer voneinander getrennt. Die leichte Kette von LRP1 setzt sich
dagegen aus der Transmembrandoméane und dem zytoplasmatischen C-Terminus mit
zwei NPxY-Motiven zusammen (Cam and Bu, 2006; Herz and Strickland, 2001) (s.
Abbildung 5).
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Abbildung 5: Low Density Lipoprotein Receptor-related Protein 1 (LRP1).
Schematische Darstellung der extrazellularen a-Kette mit den vier extrazellularen Protein-
Bindedoméanen (Domane I-1V), die tber EGF-Wiederholungseinheiten und YWTD-Spacer
verbunden sind, und der die Plasmamembran (PM) durchspannenden 3-Kette von LRP1

mit den intrazellularen NPxY-Motiven.

Das zweite NPxY-Motiv (NPxY2) im C-Terminus von LRP1 ist flr dessen
Internalisierung entscheidend (Gordts et al., 2012; Li et al., 2000; Reekmans et al.,
2010; Roebroek et al., 2006). LRP1 gelangt bei diesem Prozess, ggf. zusammen mit
seinem gebundenen Liganden, Uber durch coated pits entstandene Vesikel von der
Zelloberflache ins Endosom (Chen et al., 1990). Von dort wird es entweder in einem

stetigen Zyklus recycled und zurlck zur Plasmamembran transportiert oder aber im

16



Einleitung

Lysosom abgebaut (Brown and Goldstein, 1986). LRP1 bindet Gber 30 strukturell und
funktionell unterschiedliche Liganden vorwiegend uber die Doméanen Il und IV (Bu et
al.,, 2006; Jager and Pietrzik, 2008; Neels et al.,, 1999). Daher ist dieser
Multiligandenrezeptor, der zudem in einer Vielzahl von Geweben exprimiert wird, an
verschiedensten biologischen  Ablaufen Dbeteiligt. Diese umfassen u.a.
Signaltransduktion, Schutz von Blutgefal3en, Lipid-Metabolismus, axonalen Transport
oder die Beseitigung von AB-Peptiden aus dem Gehirn (Cam and Bu, 2006; Jager and
Pietrzik, 2008; Lillis et al., 2008; Storck et al., 2016). Zu den Liganden von LRP1 zahlen
auch einige, die im Zusammenhang mit der Alzheimer Krankheit stehen, wie
beispielsweise das Apolipoprotein E (apoE), AB, aber auch dessen Vorlauferprotein
APP selbst (Cam and Bu, 2006; Jager and Pietrzik, 2008).

3.3.1 Interaktion von LRP1 und APP

Schon frih wurde angenommen, dass LRP1 eine Rolle in der Pathogenese von
Alzheimer spielt, indem es mit APP interagiert und dessen Abbau vermittelt (Knauer
et al., 1996; Kounnas et al., 1995). In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass
LRP1 den zellularen Transport von APP und damit dessen Prozessierung verandert,
in Richtung der vermehrten Spaltung durch BACE1 (Golde et al., 1992; Koo and
Squazzo, 1994; Perez et al., 1999; Pietrzik et al., 2002, 2004; Ulery et al., 2000). Dieser
Effekt beruht vermutlich auf der gemeinsamen Internalisierung von APP und LRP1.
Dies wurde in LRP1-defizienten Zellen durch einen Anstieg der sAPPa-Produktion und
durch die Akkumulation von APP an der Zelloberflache aufgrund der Hemmung der
LRP1-Endozytose bekraftigt (Cam et al., 2005; Pietrzik et al., 2002). LRP1 interagiert
mit APP entweder direkt Uber die Bindung der KPI-Doméane (Herz and Strickland,
2001; Knauer et al., 1996) im extrazellularen N-Terminus der langeren APP-Isoformen
oder, z.B. im Falle von APP695, indirekt Uber Adapterproteine, die an die
zytoplasmatischen Termini beider Proteine binden. Hierbei ist das Adapterprotein
Fe65 von Bedeutung (s. Abbildung 6), das mit Hilfe seiner proximalen Phosphotyrosin-
Interaktionsdomane (PID) mit LRP1 und uber die distale PID mit APP interagiert.
Kommt es zur Assemblierung des trimeren Komplexes, kann dieser im Folgenden Gber
die Clathrin-vermittelte Endozytose von der Zelloberflache internalisiert werden
(Kinoshita et al., 2001; Pietrzik et al., 2002, 2004; Trommsdorff et al., 1998). APP kann

so der amyloidogenen Prozessierung durch BACEl1 in endosomalen
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Zellkompartimenten zugefuhrt werden. Damit hat die LRP1-Expression einen direkten
Einfluss auf die proteolytische Spaltung von APP.

Abbildung 6: LRP1-APP-

Interaktion. Schematische

LRP1

Darstellung der Interaktion
von LRP1 mit APP695 Uber

die zytoplasmatischen NPxY-

APP695

Motive beider Proteine, bei
der das Adapterprotein Fe65
eine entscheidende Rolle

spielt.

Die Interaktion von LRP1 und APP findet nicht nur innerhalb des endozytotischen,
sondern auch im friilhen sekretorischen Weg statt. Bereits vor der Spaltung durch Furin
im TGN konnte LRP1 durch Immunpréazipitation im Komplex mit APP nachgewiesen
werden (Pietrzik et al., 2004). Zudem fuhrte die Expression eines verkirzten LRP1-
Konstruktes (LRP1-CT; Pietrzik et al., 2002), das zwar mit APP interagieren, aber
aufgrund des Retentionsmotivs KKAA das ER nicht verlassen konnte, zu einer
Abnahme von APP sowie von APP-CTFs an der Zelloberfliche und damit
einhergehend zur verringerten ABR-Sekretion (Waldron et al., 2008). Somit spielt LRP1
nicht nur fur die Prozessierung, sondern auch fur den Transport von APP eine wichtige

Rolle und ist ein interessanter Ansatzpunkt flr weitere Studien.
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4 Zielsetzung der Arbeit

APP und LRP1 stellen seit Jahrzehnten die Grundlage unzahliger Studien zur
Entstehung der Alzheimer Krankheit dar. Trotz der vielseitig diskutierten Beteiligung
dieser beiden Proteine an der Generierung von AB-Peptiden ist deren genaue Rolle in
der Pathogenese von Alzheimer bislang nicht vollstandig geklart. Neuere Studien, die
belegen, dass die Homodimerisierung von APP Einfluss auf die AB-Produktion haben
kann (Eggert et al., 2009; Munter et al., 2007; Scheuermann et al., 2001), eroffnen
einen weiteren Gesichtspunkt fur die Komplexitat dieses Themas. Da APP-Dimere
interessanterweise in vivo in den Gehirnen von Mausen nachgewiesen wurden
(Schmidt et al., 2012), sollte in der vorliegenden Arbeit festgestellt werden, ob diese
tatsachlich in Neuronen gebildet und dort eventuell sogar prozessiert werden. Hierfur
wurden die Zellkulturiiberstdnde sowie die Lysate von mit APP695 transfizierten
kortikalen Primé&rneuronen aus C57BL/6-Mausen auf die Dimer-Expression

untersucht.

Weiterhin lag das Augenmerk dieser Studie insbesondere auf der Analyse der
proteolytischen Spaltung von APP-Dimeren. Da LRP1 bereits mehrfach eine Rolle in
der Prozessierung und dem Transport von monomeren APP-Proteinen zugeschrieben
wurde (Cam et al., 2005; Knauer et al., 1996; Pietrzik et al., 2002, 2004; Ulery et al.,
2000; Waldron et al., 2008), sollte hier der Einfluss von LRP1 auf dimeres APP in
diesem Zusammenhang untersucht werden. Hierfir wurden CHO K1- und LRP1-
defiziente CHO 13-5-1-Zellen (Chinese Hamster Ovary cells) verwendet, die transient
oder stabil mit einem APP-Dimer-Konstrukt transfiziert waren. Dieses APP695 K587C-
Expressionskonstrukt fuhrt aufgrund einer Mutation in der E2-Domé&ne von APP zu
einer gesteigerten Dimerisierung zweier mutanter APP-Molekile (s. Abbildung 8).
Zudem wurden kortikale Primarneurone aus Mausen mit 5xFAD-Hintergrund und mit
einem von loxP-Stellen flankierten Lrpl-Gen genutzt, in denen durch Zugabe einer
Cre-Rekombinase die Exzision von Lrpl induziert wurde. In diesen Zellkulturmodellen
wurden mittels Western Blot- und Pulse-Chase-Analysen die Auswirkungen des
Fehlens von LRP1 auf die Expression, den Transport und die Prozessierung von APP-

Dimeren eruiert.

Zudem sollten die an der proteolytischen Spaltung von APP-Dimeren beteiligten

Proteasen analysiert werden. Neben den das APP-Dimer-Konstrukt stabil
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exprimierenden CHO-Zellen wurden dafir auch transient mit diesem Plasmid
transfizierte HEK293T-Zellen (Human Embryonic Kidney cells) verwendet. Mit Hilfe
eines ADAM10-Inhibitors und der Uberexpression von Meprin B wurde die Bedeutung

dieser Sekretasen auf die Bildung von dimerisierten sSAPP-Fragmenten ermittelt.

Zuletzt sollte festgestellt werden, ob die Effekte, die im Zellkulturmodell nachgewiesen
wurden, auch in vivo relevant sind. Hierfur wurde die Menge an sAPP-Dimeren in der
Zerebrospinalflissigkeit von 5xFAD-Mausen, die LRP1 exprimierten, mit der von

Tieren mit induziertem Lrpl-Knockout verglichen.
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5 Material und Methoden

5.1 Materialien

5.1.1 Chemikalien

1 kb DNA-Ladder

6 x DNA-Ladepuffer

10 x Key Buffer (Genotypisierungs-PCR)

30 % Acrylamid 37,5:1 Bis-Acrylamid

40 % Acrylamid 19:1 Bis-Acrylamid
40 % Acrylamid 29:1 Bis-Acrylamid

100 bp DNA-Ladder

Agar
Agarose

Alpha-Modified Essential Medium (a-MEM)
Ammoniumchlorid (NH4CI)

Ammoniumpersulfat (APS)

B-Glycerophosphat

B-Mercaptoethanol

B27-Supplement

Bicin
Bis-Tris

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

New England Biolabs, Frankfurt,
Deutschland

VWR International, Radnor,
Pennsylvania, USA

National Diagnostics, Patton,
Atlanta, USA

BioRad, Miinchen, Deutschland
National Diagnostics, Patton,
Atlanta, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf, Deutschland

Lonza, Basel, Schweiz
Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
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Bovines Serum Albumin (BSA)

Borsaure
Bromphenolblau
Kalziumchlorid (CaCl2)
Chloroquine

Chlorwasserstoff (HCI)

Clal

CutSmart Puffer (10 x)

Desoxyribonukleosidtriphosphat (ANTP) -Mix

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
DMEM -Cys/-Met

Dynabeads® M-280 Sheep Anti-Mouse IgG

EasyTag™ EXPRESS35S Protein Labeling
Mix

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Ethanol

Ethanol (70 %)

Ethidiumbromid (EtBr)

Essigsaure
Fotales Kalberserum (FCS)

GlutaMAX™ Supplement

Glycerin

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

New England Biolabs, Frankfurt,
Deutschland

New England Biolabs, Frankfurt,
Deutschland

New England Biolabs, Frankfurt,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA
PerkinElmer, Waltham,
Massachusetts, USA

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Carl Roth, Karlsruhe,Deutschland
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Glycin

Hank's Balanced Salt Solution (HBSS)

Harnstoff
Hefeextrakt
HEPES
Hindlll

Hydrochloric acid (HCI)
Isofluran Forene®
Isopropanol
Kaliumchlorid (KCI)

Natriumhydrogenphosphat (KH2PO4)

Magnesiumchlorid (MgCl2)

MES-SDS Elektrophoresepuffer
Methanol

Milchpulver (fettfreie Milch)
Natriumazid (NaN3)
Natriumfluorid (NaF)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdeosxycholat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat
(NaH2P0O4-2H20)
Natriumhydroxid (NaOH)

Natriumpyruvat

Neurobasalmedium (NBS)

NeutrAvidin Agarose Resin Beads

Nonidet P40

Merck, Darmstadt, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Applichem, Darmstadt, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
New England Biolabs, Frankfurt,
Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Abott, Wiesbaden, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
VWR International, Radnor,
Pennsylvania, USA

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Kroger, Cincinnati, Ohio, USA
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
BioRad, Minchen, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Roche, Mannheim, Deutschland
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PCR-Marker

Phosphat-gepufferte Saline (PBS)

Phusion® HF Reaction Buffer

Phusion® High-Fidelity DNA Ploymerase

Polyethylenimin (PEI)

Polybrene

Poly-L-ornithin

cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail
Tabletten

Protein G Agarose Beads

RotiLoad® (4 x Protein-Ladepuffer)

Saccharose

Schwefelsaure (H2S0O4)
Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin

Synthetic AR peptides
T4 DNA-Ligase

T4 DNA-Ligase Puffer (10 x)

TEMED (N,N,N+,N+-Tetramethylendiamine)

Tris-Acetat

Tris-Base (Tris-OH)
Tris-Hydrochlorid (Tris-HCI)
Triton X-100

New England Biolabs, Frankfurt,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland

New England Biolabs, Frankfurt,
Deutschland

New England Biolabs, Frankfurt,
Deutschland

Polysciences Europe, Hirschberg
an der BergstralRe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Roche, Mannheim, Deutschland

Roche, Mannheim, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

VCPBIO, China

New England Biolabs, Frankfurt,
Deutschland

New England Biolabs, Frankfurt,
Deutschland

BioRad, Munchen, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland
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Trypanblau
Trypsin
Trypton
Tween-20
X-tremeGENE

5.1.2 Antibiotika

Ampicillin

Blasticidin

Hygromycin B
Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
BD, Heidelberg, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

5.1.3 Arzneimittel und andere Materialien

4-Hydroxytamoxifen

Chromatographie Papier (Filterpapier)

G1254023X (ADAM10-Inhibitor)

Nitrozellulose-Membranen

Nitrozellulose-Membranen

NuPAGE 4-12% Bis-Tris Protein Gele

PVDF-Membranen
Tamoxifen (CreActive TAM400)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

GE Healthcare Life Sciences,
Freiburg, Deutschland
bereitgestellt von Dr. L., TU
Aachen, Deutschland

Hartenstein, Wirzburg,
Deutschland

GE Healthcare Life Sciences,
Freiburg, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Millipore, Schwalbach, Deutschland
LASvendi, Soest, Deutschland
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Tat-Cre-Rekombinase

Whatman™ Chromatographie Papier

5.1.4 Puffer und LOsungen

Anoden-Puffer (pH 8,1)
200 mM Tris-Base
50 mM H2S04
Gelo6st in VE-H20

Blot-Puffer A
210 mM Tris-Base
30 % (v/v) Methanol
Gelost in VE-H20

Blot-Puffer C
25 mM Tris-Base
5 mM Borsaure
0,025 % SDS
Gelost in VE-H20

Kathoden-Puffer (pH 8,2)
200 mM Bicin
100 mM NaOH
0,25 % (w/v) SDS
Gelost in VE-H20

bereitgestellt von Dr. R. E. V.; VIB,

Gent, Belgien

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Blot-Puffer

1,92 M Glycin

250 mM Tris-Base
20 % (v/v) Methanol
Geldst in VE-H20

Blot-Puffer B

25 mM Tris-Base
30 % (v/v) Methanol
Gel6st in VE-H20

5 x IP-Puffer

750 mM NacCl

250 mM HEPES/NaOH pH7,4

1xPI

2,5 % (v/v) Nonidet P40

0,25 % (w/v) SDS
Gel6st in VE-H20

LB-Medium (pH 7.5)
1 % (w/v) Trypton
1 % (w/v) NaCl

0,5 % (w/v) Hefeextrakt

Geldst in VE-H20
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Lysepuffer (pH 12)
25 mM NaOH
0,2 mM EDTA
Gelo6st in VE-H20

NP40-Lysepuffer
150 mM NacCl
50 mM Tris-Base pH 8,0
1 % (v/v) Nonidet P40
0,02 % (v/v) NaNs
Gelost in VE-H20

10 x PBS (pH 7,4)
1,37 M NaCl

100 mM Na2HPO4-2H20

27 mM KCI
18 mM KH2PO4
Gelost in VE-H20

4xSDS-Probenpuffer
200 mM Tris-HCI pH 6,8
40 % (v/v) Glycerin
8 % SDS
0,08 % Bromphenolblau
Gelost in VE-H20

Neutralisationspuffer

40 mM Tris-HCI
Gel6st in VE-H20

1 x PAP

360 mM Bis-Tris

160 mM Bicin

15 % (w/v) Saccharose

1 % (w/v) SDS

0,0075 % (w/v) Bromphenolblau
Gel6st in VE-H20

RIPA-Lysepuffer

150 mM NaCl

50 mM Tris-Base pH 8,0

10 mM NaF

1 mM B-Glycerophosphat

1 % (v/v) Nonidet P40

0,5 % (w/v) Natriumdesoxycholat
0,1 % (w/v) SDS

Gel6st in VE-H20

TAE-Puffer

400 mM Tris-Base
10 mM EDTA

1 % Essigsaure
Geldst in VE-H20
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10 x TBS (pH 7.4) IBST
1,37 M NaCl 137 mM NacCl
250 mM Tris-Base 25 mM Tris-Base
27 mM KClI 2,7 mM KClI
Gelbst in VE-H20 0,05 % (v/v) Tween-20

Geldst in VE-H20

5.1.5 Zellen

Tabelle 1: Verwendete, immortalisierte Zelllinien

Zelllinie Zelltyp Referenz Kulturmedium
HEK293T humane, (Graham etal., DMEM, 10 % FCS,
embryonale 1977) 1 % Pen/Strep,
Nierenzellen 1 %Natriumpyruvat
CHO K1 Ovarzellen des (Puck et al., a-MEM, 10 % FCS,
Chinesischen 1958) 1 % Pen/Strep,
Streifenhamsters 1 % Natriumpyruvat
CHO 13-5-1 Ovarzellen des (FitzGerald et a-MEM, 10 % FCS,
Chinesischen al., 1995) 1 % Pen/Strep,
Streifenhamsters 1 % Natriumpyruvat
CHO K1 K587C Ovarzellen des neu hergestellt  a-MEM, 10 % FCS,
Chinesischen 1 % Pen/Strep,
Streifenhamsters 1 % Natriumpyruvat

CHO 13-5- K587C Ovarzellen des neu hergestellt  a-MEM, 10 % FCS,
Chinesischen 1 % Pen/Strep,
Streifenhamsters 1 % Natriumpyruvat
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5.1.6 Plasmide

Tabelle 2: Verwendete DNA-Konstrukte

DNA-Konstrukte Beschreibung

pLBCX Leervektor pLBCX

pLBCX-Meprin 3 Vektor pLBCX mit Meprin B-DNA

pLHCX Leervektor pLHCX

pLHCX-APP695wt Vektor pLHCX mit wildtypischem APP695
pLHCX-APP695 K587C Vektor pLHCX mit Cys-Mutante von APP695

pLHCX-APP695 K587C NGYE Vektor pLHCX mit APP-Internalisierungsmutante

5.1.7 Antikorper

Tabelle 3: Verwendete Primar-Antikérper (WB = Western Blot; IP = Immunprazipitation)

Antigen Name Spezies Typ Verdinnung  Anbieter /
Referenz

APP N- 1G75A3 Maus monoklonal 1:3.000 (WB) bereitgestellt

Terminus 1:300 (IP) von Dr. K., UC
San Diego
School of
Medicine, USA

LRP1 C- 1704 Kaninchen polyklonal  1:10.000 (WB) Pietrzik 2002
Terminus

APP N- 22C11 Maus monoklonal 1:1.000 (WB)  Millipore,
Terminus Schwalbach,
Deutschland

B-Aktin Aktin Kaninchen polyklonal 1:1.000 (WB)  Sigma-Aldrich,
Taufkirchen,
Deutschland

AB-Peptid IC16 Maus monoklonal 1:500 (WB) Jager 2009
1:100 (IP)
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der Binder der Primar-Antikdrper an APP.

Tabelle 4: Verwendete Sekundar-Antikorper (WB = Western Blot)

Antigen Name Spezies Konjugat  Verdunnung  Anbieter
Maus IgG donkey  Esel HRP 1:3.000 (WB)  Sigma-Aldrich,
@ Taufkirchen,
mouse Deutschland
Kaninchen goat Ziege HRP 1:5.000 (WB)  Sigma-Aldrich,
IgG @rabbit Taufkirchen,

Deutschland
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5.1.8 Kits

Immobilion™ Western HRP Substrate
Reagents

Endotoxin-free Plasmid DNA Purification

NucleoSpin Extract II-PCR clean-up and gel
extraction
Pierce BCA Protein Assay Kit

5.1.9 Laborgerate

Agarose-Gelelektrophorese-Kammer
Anthos plate reader 2010

Bakterieninkubator IncuCell
Bildanalyse-System LAS-3000 mini FujiFilm
BioPhotometer plus UV/vis

COz2 Inkubator Excella Eco-170

CO2 Inkubator HeraCell 240i

Cyclone® Plus Storage Phosphor System
Falcon Cellstar

Gefrierschrank (-20°C)

Gefrierschrank (-80°C)

Glasware

Heizblock Thermomixer 5436

Kippschuttler Unitwist-RT-Schuttler

Kryoroéhrchen

Millipore, Schwalbach, Deutschland

Macherey-Nagel, Diren,
Deutschland

New England Biolabs, Frankfurt,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Biometra, Gottingen, Deutschland
Anthos Labtec, Salzburg,
Osterreich

Binder, Tuttlingen, Deutschland
Fujifilm, Dusseldorf, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
New Brunswick Scientific,
Nurtingen, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

PerkinElmer, Waltham,
Massachusetts, USA

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

Liebherr, Ochsenhausen,
Deutschland

Heraeus, Hanau, Deutschland
Schott, Mainz, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Uniequip, Planegg, Deutschland

Nunc, Wiesbaden, Deutschland
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Kuhlschrank (+4°C)

Laminar-Flow Einheit HERasafe
Laminar-Flow Einheit BIOAIR
Lichtmikroskop

Lichtmikroskop Axiovert 25

Magnetrithrer MR 3000 D

Mikrowelle Micromaxx MM 6460

Model 583 Gel Dryer

NuPAGE® Novex® Bis-Tris Gelkassetten
Pasteurpipetten

pH-Meter

Pipetten (0,1 — 1000 pl)
Pippetten (steril) Cellstar

ReaktionsgefalRe 1,5 ml

T3 Thermocycler

UV Photosystem

Waage Mettler P1200

Wasserbad GFL1086

Wecker

Zellspachtel

Zentrifuge Eppendorf 5415D
Zentrifuge Hettich Mikro 200R
Zentrifuge Hettich Unuversal 32

Zentrifuge Heraeus Fresco

Zentrifuge Sorvall RC5B

Liebherr, Ochsenhausen,
Deutschland

Heraeus, Hanau, Deutschland
EuroClone S.p.A., Mailand, Italien
Olympus, Hamburg, Deutschland
Zeiss, Oberkochen, Deutschland
Heidolph, Schwabach, Deutschland
Micromaxx

BioRad, Miunchen, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Mettler Toledo, Giel3en,
Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

Hartenstein, Wirzburg,
Deutschland

Biometra, Gottingen, Deutschland
Intas Science Imaging, Géttingen,
Deutschland

Mettler Toledo, Giel3en,
Deutschland

GFL, Burgwedel, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
TPP, Trasadingen, Schweiz
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Hettich, Tuttlingen, Deutschland
Hettich, Tuttlingen, Deutschland
Kendro, Langenselbold,
Deutschland

Kendro, Langenselbold,

Deutschland
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5.1.10 Software

ADAP

Adobe Photoshop CS3
CorelDRAW X6/7
Graph Pad Prism 4
Imaged 1.44, NIH
Mendeley Desktop
Microsoft Office 2010
Multi Gauge V3.0
OptiQuant™
SECentral 7.0
SnapGene® Viewer 3.3.3

5.1.11 Tiere und Tierhaltung

Die verwendeten Mause (s. Tabelle 5) wurden in Gruppen aus bis zu funf Tieren in
Standard-Kafigen aus durchsichtigem Plastik in der Einrichtung fir Versuchstiere in
Mainz gehalten. Wahrend des 12-stindigen Tag-Nacht-Rhythmus hatten die Tiere ad
libitum Zugang zu Wasser und Standardfutter fir Labortiere. Alle Untersuchungen an

Mausen wurden entsprechend der europaischen und deutschen Richtlinien zu Pflege

und Verwendung von Versuchstieren durchgefihrt.

Tabelle 5: Verwendete Mauslinien

Bezeichnung Herkunft
5XFAD/Lrp1flox/flox hergestellt von Steffen Storck (Storck 2016)
5XFAD/Lrplge’ hergestellt von Steffen Storck (Storck 2016)

C57BL/6J

Janvier Labs, Le Genest-Saint-Isle, Frankreich
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5.2 Methoden

5.2.1 Zellbiologische Methoden

5.2.1.1 Kultivierung immortalisierter Zellen

Alle Zellkulturarbeiten erfolgten in einem S2-zertifizierten Labor unter sterilen
Bedingungen. Die verwendeten Arbeitsmaterialien waren Einwegartikel aus
sterilisiertem Kunststoff und autoklavierte Glasgegenstdnde. Alle Kulturmedien
wurden vor Gebrauch mit 10 % fotalem Kalberserum (FCS), 1 mM Natriumpyruvat,
100 Einheiten/ml Penicillin und 0,1 mg/ml Streptomycin (Pen/Strep) versetzt und
zusammen mit den tbrigen Flissigkeiten im Wasserbad auf 37°C erwéarmt. Die Zellen
wurden bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von mehr als 80 % bei 37°C und einem CO.-
Gehalt von 5% kultiviert. Das Zellwachstum wurde mit Hilfe eines
Phasenkontrastmikroskops regelmaf3ig kontrolliert und die Zellen alle zwei bis drei
Tage passagiert. Hierfir wurde zunachst das Kulturmedium entfernt, die Zellen mit
1 x PBS gewaschen und durch eine ein- bis funfminitige Behandlung mit 0,05 %
Trypsin von der Kulturschale gelost. AnschlieBend wurden die Zellen in frisches
Kulturmedium aufgenommen und in entsprechenden Verdinnungen in neue 10 cm
Kulturschalen mit frischem Medium Uberfiihrt. Die in dieser Arbeit verwendeten
immortalisierten Zelllinien und deren entsprechende Kulturmedien sind in Tabelle 1
(s. S 28) aufgelistet.

5.2.1.2 Kryokonservierung und Revitalisierung immortalisierter Zelllinien

Fur die Kryokonservierung wurden die Zellen wie oben beschrieben von den
Zellkulturschalen geldst, mit Kulturmedium in Falcons uberfuhrt und far 4 min mit
1.200 rpm zentrifugiert. Daraufhin wurde das Zellpellet in frischem Kulturmedium mit
10 % Dimethylsulfoxid (DMSO) resuspendiert und zu je 1 ml in Kryoréhrchen
Uberfuhrt. Diese wurden sofort fir 10 min auf Eis gestellt und anschlie3end bei -80°C
oder im flissigen Stickstoff gelagert.

Um kryokonservierte Zellen zu revitalisieren, wurden die Zellsuspensionen zlgig bei
37°C aufgetaut und direkt in vorgewarmtes Kulturmedium tberfihrt. Das DMSO wurde
durch Zentrifugation fir 4 min mit 1.200 rpm entfernt, das Zellpellet in frischem Medium

resuspendiert und die Zellen in neue Kulturschalen ausgesat.

34



Material und Methoden

5.2.1.3 Isolation und Kultivierung von primaren, kortikalen Neuronen (PCN)

Zur Isolation von PCN wurden in Embryonalstadium 14 (E14) schwangere Mause
(C57BL/6J oder 5xFAD/Lrp1floxflox) zunachst mit Isofluran Forene® betaubt und mittels
Genickbruch getotet. Anschliel3end wurde der Uterus entnommen und die Embryonen
im eiskalten 1 x PBS aus der Fruchtblase prapariert. Nach Abtrennen des Kdpfchens
wurde ebenfalls im eiskalten 1 x PBS das Gehirn entnommen, von Hirnh&uten befreit
und der Kortex im eiskalten HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution) gesammelt. Nach
leichtem Andricken des Gewebes mit einer Pinzette wurde dieses (mdglichst ohne
HBSS) in eine 0,05-prozentige Trypsin-Losung (ca. 1,7 ml/Kortex) tberfuhrt und fir
20 min auf einem Wipptisch bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Nach dem
Gewebsaufschluss wurde fiir 2 min mit 1.200 rpm zentrifugiert, der Uberstand
verworfen und das Pellet in vorgewarmtes Neurobasalmedium, versetzt mit Pen/Strep,
1 x B27-Supplement und 1 x GlutaMax™ Supplement (NBS), aufgenommen. Durch
zehnmaliges Resuspendieren wurde das Gewebe geschert und die Neuronen im
Anschluss Uber eine zweilagige Gaze in dasselbe Volumen vorgewarmtes NBS
aufgenommen. Mit Hilfe eines weiteren Zentrifugationsschrittes von 5 min mit
1.200 rpm wurden die Neuronen pelletiert und daraufhin im frischen NBS
resuspendiert. Mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer wurde die Anzahl lebender
Neurone in einer 1:1-Verdinnung mit einer ein-prozentigen Trypanblaulésung
bestimmt und davon ausgehend 1.000.000 Zellen auf Poly-L-Ornithin-beschichtete
6 cm Schalen in 5 ml frisches NBS ausgesat.

Die Beschichtung der Platten erfolgte am Vortag durch Zugabe von je 1,5 ml einer
1:100-Verdunnung an Poly-L-Ornithin in 1 x PBS pro 6 cm Kulturschale. Die Schalen
inkubierten fir 20 min bei RT auf einem Wipptisch, ehe die Polyornithin-Lésung
entfernt und zweimal mit 1 x PBS gewaschen wurde. Daraufhin trockneten die Schalen

flr ein bis zwei Stunden bei RT und wurden schlielich Giber Nacht bei 4°C aufbewahrt.

Die primaren Zellen wurden bei 37°C mit einem CO2-Gehalt von 5% und einer
relativen Luftfeuchtigkeit von tber 80 % kultiviert. Nach dem dritten oder vierten Tag
in vitro (DIV3 oder DIV4) erfolgte ein halber Mediumswechsel. Hierfur wurde das alte
Kulturmedium abgenommen, mit demselben Volumen an frischem NBS versetzt und

die Halfte des Gemisches wieder zu den Zellen gegeben.
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5.2.1.4 Transfektion und Transduktion

Unter Transfektion versteht man in der Zellbiologie das Einbringen von Fremd-DNA
oder —RNA in eukaryotische Zellen. Diese kann transient erfolgen, wobei die
Expression der Uber Plasmide eingebrachten Proteine im Laufe der Zellteilungen nach
und nach verloren geht. Werden die cDNAs des Plasmids jedoch mit Hilfe von Viren
in die Zellen transportiert, spricht man von einer Transduktion. Die genetischen
Informationen kdnnen dabei entweder ebenfalls nur die voribergehende
Proteinexpression ermdglichen oder direkt ins Genom der Zellen integriert werden,
wodurch die Expression der kodierten Proteine dauerhaft erhalten bleibt. Letztere wird
auch als stabile Transfektion bezeichnet. Alle verwendeten DNA-Konstrukte sind in

Tabelle 2 (s. S. 29) angegeben.

5.2.1.4.1 Transiente Transfektion mittels Polyethylenimin (PEI)
CHO- und HEK293T-Zellen wurden mit einer Dichte von 600.000 Zellen pro 6 cm

Schale ausgesat. 24 Stunden danach erfolgte unter Verwendung von PEI, einem

Polymer aus Ethyleniminen, die Transfektion der Zellen mit verschiedenen APP-
Konstrukten bzw. der Meprin 3-Plasmid-DNA oder den entsprechenden Leervektoren.
Zunachst wurden hierfir 60 pl serumfreies DMEM mit 8 pl PEI gemischt und fir 10 min
bei RT inkubiert. Nach der Zugabe von 60 pl serumfreiem DMEM mit 2 ug Plasmid-
DNA inkubierte das Gemisch fir weitere 15 min bei RT. SchlieRlich wurde der
Transfektionsansatz tropfenweise zu den Zellen gegeben. PEI fordert durch die starke
Kondensierung und Komplexierung der Plasmid-DNA deren Aufnahme in die Zelle.
Durch eine pH-abhangige Strukturdnderung von PEl werden die endosomal-
lysosomalen Zellkompartimente destabilisiert und die Plasmid-DNA folglich ins
Zytoplasma  freigesetzt (Behr, 1997). 4 Stunden nach Zugabe des
Transfektionsgemisches wurde der Zellkulturiiberstand durch 2 ml frisches a-MEM

bzw. frisches DMEM ersetzt und die Zellen 24 Stunden spater lysiert.

5.2.1.4.2 Stabile Transfektion
CHO-Zellen, die das APP-Dimer-Konstrukt APP695 K587C stabil exprimieren, wurden

mittels lentiviraler Transduktion generiert. Da Lentiviren in der Lage sind, Fremd-DNA

in das Genom der befallenen Zelle zu integrieren, enthielt der hier verwendete Vektor
pVSV-G nicht alle fur die Replikation ndtigen Informationen, sondern kodierte
ausschlief3lich fur das Glykoprotein (G) der Hulle des Vesicular Stomatitis Virus (VSV).

Um vollstandige Viruspartikel zu erzeugen, wurde eine spezielle Zelllinie, die GP2-
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HEK293T-Linie, verwendet. Diese Zellen enthalten die Gene gag und pol, die fur das
Kapsid und die reverse Transkriptase kodieren und somit fur die Funktion des Virus
essenziell sind.

Fur die Virenherstellung wurden 10 cm Schalen mit Poly-L-Ornithin beschichtet
(Vorgehen s.o. mit je 4 ml einer 1:2.000-L6sung). GP2-HEK293T-Zellen wurden so auf
diese Platten ausgesét, dass sie am nachsten Tag eine Dichte von 60-80 % aufwiesen
und mittels der Kalziumphosphat-Methode mit pVSV-G und dem APP-Dimer-Konstrukt
transfiziert. Diese Methode beruht auf der von Graham und van der Eb entwickelten
Kalzium-Phosphat-Prazipitation (Graham and van der Eb, 1973). Dabei bindet die zu
ubertragende DNA an im Transfektionsansatz ausfallendes Calciumphosphat und wird
durch Endozytose dieser Kristalle von den Zellen aufgenommen (Kingston et al.,
2003). Um die Transfektionsrate zu erhéhen, wurden die Zellen 2 Stunden zuvor mit
25 uM Chloroquine behandelt. Fir den Transfektionsansatz wurden 50 pl 2,5 M CaCl2
mit 450 pl VE-H20 und je 10 pg der beiden Plasmid-DNAs gemischt. Nach Zugabe
von 500 yl 2 x HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure) unter
Blasenbildung inkubierte das Gemisch fuir 30 min bei RT. Die Zellen wurden 4 Stunden
mit dem Transfektionsgemisch bei 37°C und 5 % COz2 kultiviert. Der Kulturiberstand
wurde anschlieRend, aufgrund der nun vorhandenen Virenpartikel unter S2-
Bedingungen, durch 10 ml frisches DMEM ersetzt und 24 Stunden spater auf 5 ml
frisches DMEM reduziert, um den Virentiter zu steigern. Dieses Medium wurde am
nachsten Tag gesammelt und durch Zentrifugation fir 4 min mit 1.200 rpm von toten
Zellen befreit. Fur die Transduktion wurden je 2 ml Virentuberstand zusammen mit
500 ul a-MEM und 25 pg/ml Polybrene zu den zu 50 % dichten CHO-Zellen in 6-Well-
Platten gegeben. Nach einer Inkubation von 24 Stunden bei 37°C und 5% CO:2
wurden die Viren entfernt und den Zellen frisches a-MEM zugegeben. Um nur stabil
transfizierte Zellen weiter zu kultivieren, erfolgte die Selektion mit Hilfe der auf dem
APP-Plasmid kodierten Antibiotikaresistenz, deren Gen bei erfolgreicher Transduktion
ebenfalls in der Genom-DNA der Zelle integriert sein muss. In dieser Arbeit wurde mit
350 pg/ml Hygromycin B selektiert, da die Resistenz gegen dieses Antibiotikum durch
den pLHCX-Vektor des APP695 K587C-Konstruktes auf die infizierten CHO-Zellen
Ubertragen wurde. Die Herstellung der fir das APP-Dimer-Konstrukt stabilen CHO-

Zellen wurde von V. R. (AG Pietrzik, Institut fir Pathobiochemie, Mainz) durchgefihrt.
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5.2.1.4.3 Transduktion mittels adenoviralem Vektor

Da Adenoviren die transferierte cDNA nicht ins Genom der Zellen integrieren kbnnen,
fuhrt diese Transduktion nur zu einer voribergehenden Expression des kodierten
Proteins. PCN aus C57BL/6J Mausen wurden in DIV7 mit einem adenoviralen Vektor,
der die kodierende Sequenz fir humanes, wildtypisches APP695 enthalt, behandelt.
Hierfir wurde 1 ml Kulturiberstand von den Zellen abgenommen und bei 37°C
aufbewahrt. Anschlieend wurden 100 Plaque-formende Einheiten/Neuron des
Virusstocks in 1 mlI NBS mit 1 x GlutaMax™ Supplement fir 6 Stunden auf die Zellen
gegeben. Danach wurde der Virus entfernt und durch das aufbewahrte Medium und
200 pl frisches NBS komplett ersetzt. Die Transduktion wurde von C. S. (AG Pietrzik,
Institut fur Pathobiochemie, Mainz) durchgefuhrt. Nach 24 Stunden wurden die

Neurone lysiert.

5.2.2 Molekularbiologische Methoden

5.2.2.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist ein Verfahren, bei dem unter Verwendung
von zwei einzelstrangigen Oligonukleotiden (Primern) und einer DNA-Polymerase
spezifische DNA-Sequenzen angereichert werden konnen. Dabei erfolgt eine
zyklische  Wiederholung von  Erhitzen  (Denaturierungsphase), Abkuhlen
(Hybridisierungsphase) und Inkubation bei gleichbleibender Temperatur
(Elongationsphase) (Mullis et al., 1986). Zudem kann diese Methode genutzt werden,
um Modifikationen wie das Einfligen von Mutationen oder Restriktionsschnittstellen in
Protein-kodierende Sequenzen zu erreichen. In dieser Arbeit wurde die PCR sowohl
fur die Erstellung einer genetisch veranderten APP695-Sequenz, als auch fur die
Genotypisierung von Embryonen genutzt. Die hierfir verwendeten Oligonukleotide

sind in Tabelle 6 aufgelistet.
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Tabelle 6: Verwendete Primer (fwd = forward; rev = reverse; Schnittstellen fur Hindlll in

forward- sowie fur Clal in reverse-Primern sind in Blau und fett, Mutationen der APP-

Sequenz in Orange und fett markiert)

Bezeichnung

APP universal fwd

APP universal rev

APP K587C fwd
APP K587C rev

NGYE rev

5xFAD fwd

5xFAD rev

5° > 3‘-Sequenz

CCCAAGCTTATGCTGCCCGGTTTG

CCATCGATTTAATGGTGATGGTGATGATGACCGGTAT
GCATATTCAGATCCTCTTCTGAGATGAGTTTTTGTTCG
AAGGGCCCTCTAGAGTTCTGCATC

CTGGGTTGACAAATATCTGTACGGAGGAGATCTCT
AGAGATCTCCTCCGTACAGATATTTGTCAACCCAG

CCATCGATGGTTACAGATCCTCTTCTGAGATGAGTTTT
TGTTCGTTCTGCATCTGCTCAAAGAACTTTTCGTAGCC
GTTTTCGTAG

GTAGCAGAGGAGGAAGAAGTG

CATGACCTGGGACATTCTC

5.2.2.1.1 Generieren der APP695 K587C-Sequenz

Zur besseren Analyse der Eigenschaften von APP-Dimeren, wurde mittels einer

Overlap-Extension-PCR (Lee et al., 2010) eine DNA-Sequenz amplifiziert, die fir APP-

Proteine mit erhéhter Tendenz zur Homodimerisierung tber Disulfidbriicken kodiert.

Ein Aminosaureaustausch von Lysin (K) zu Cystein (C) in der E2-Domane an Position
587 von APP695 sollte dies bewirken (s. Abbildung 8).

39



Material und Methoden

APP695 K587C APP695 K587C-Dimer

583 | Leu
584 | Thr
585 | Asn
586 | lle
587
588
589
590 |
591 |

Abbildung 8: APP695 K587C-Konstrukt. Schematische Darstellung der APP Cys-
Mutante mit dem Aminosaureaustausch zu Cystein (C) an Position 587 des APP695 (links).
Dieser fihrt zur favorisierten cis-Dimerisierung zweier mutanter APP-Molekuile Uber

Disulfidbriickenbindung (S — S) zwischen den eingebrachten Cysteinresten (rechts).

Um eine DNA-Sequenz mit der entsprechenden Mutation zu erzeugen, wurden zwei
Satze an Oligonukleotiden und als Matrize der Vektor pLHCX-APP695 (Jager et al.,
2009) verwendet. Ein zum N-Terminus von APP695 komplementarer Primer, der u.a.
auch die Restriktionsschnittstelle fur Hindlll enthalt, bildete zusammen mit einem
Primer, der sich gegen den C-Terminus von APP695 richtet und zudem einen Myc-tag
und die Schnittstelle fur Clal beinhaltet, das &aul3ere Paar (s. Tabelle 6,
APP universal fwd/rev). Das innere Primer-Paar setzte sich aus zwei vollstadndig
zueinander komplementéren Oligonukleotiden zusammen, die den Basenaustausch
von AAG zu TGT enthielten (s. Tabelle 6, APP K587C fwd und APP K587C rev).
Wichtig hierbei war eine L&nge von mindestens 15 mit der APP-Sequenz
Ubereinstimmenden Basenpaaren (bp) beiderseits der Mutation. In unabhangigen

Standard-PCR-Verfahren mit je einem inneren und einem &auf3eren Primer wurden
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zunachst zwei APP-Fragmente amplifiziert. Diese beiden PCR-Produkte wurden
anschlieBend gemeinsam als DNA-Matrize fir eine dritte PCR nur mit dem &auf3eren
Satz an Primern eingesetzt. Durch die Hybridisierung der beiden DNA-Fragmente
aufgrund ihrer teilweisen Komplementaritat nahe der Mutationsposition kénnen diese
durch die Polymerase verlangert werden. Somit wurden letztlich vollstdndige
Sequenzen amplifiziert, die neben der Mutation auch den Myc-tag und die
Restriktionsschnittstellen besitzen. Letztere wurden spater fur die Klonierung in die
Vektoren pLBCX und pLHCX genutzt. Dieses PCR-Verfahren wurde von S. I. (AG
Pietrzik, Institut fir Pathobiochemie, Mainz) durchgefiihrt. Die Bedingungen aller PCRs
sind in den Tabellen 7 und 8 zusammengefasst.

Tabelle 7: PCR-Ansatz fir APP695 K587C

Komponente Volumen
5 x Phusion® HF Reaction Buffer 10 pl
forward-Primer (10 pM) 1l
reverse-Primer (10 yM) 1 pl
dNTP-Mix (je 10 mM) 1,5 ul
Matrizen-DNA (50 - 200 ng) 1l
Phusion® DNA-Polymerase 0,5 pl
Nuklease-freies H20 35 ul
Endvolumen 50 ul
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Tabelle 8: PCR-Programm fir APP695 K587C

PCR-Phase Temperatur Dauer
Initiale Denaturierung 98°C 30s
Zyklische Denaturierung 98°C 5-10 s
Hybridisierung 60°C 30s x25-35
Zyklische Elongation 72°C 30 s/kb
Finale Elongation 72°C 10 min

4°C o0

5.2.2.1.2 Generieren der APP695 K587C NGYE-Seqguenz

Um ein Konstrukt zu erzeugen, das die Expression der APP695 Cys-Mutante mit

einem veranderten Internalisierungsmotiv bewirkt, wurde zunéchst eine Standard-
PCR durchgefuhrt. Hierbei enthielt der reverse-Primer neben der Mutation, die in der
Proteinsequenz zum Austausch von NPTY zu NGYE fuhrt, auch einen Myc-tag sowie
eine Restriktionsschnittstelle fir Clal (s. Tabelle 6, NGYE rev). Als forward-Primer
diente der universale APP-Primer (s. Tabelle 6, APP universal fwd), als Matrize flr den
PCR-Ansatz (s. Tabelle 9) das Plasmid pLHCX-APP695 K587C. Das verwendete
PCR-Programm ist in Tabelle 10 dargestellt.

Tabelle 9: PCR-Ansatz fir APP695 K587C NGYE

Komponente Volumen
5 x Phusion® HF Reaction Buffer 10 pl
NGYE_fwd (10 pM) 2,5yl
NGYE._rev (10 pM) 2,5 ul
dNTP-Mix (je 10 mM) 1,5 pl
Matrizen-DNA (500 ng) 1 pl
Phusion® DNA-Polymerase 0,5 ul
VE-H20 32 pl
Endvolumen 50 ul

42



Material und Methoden

Tabelle 10: PCR-Programm fur APP695 K587C NGYE

PCR-Phase Temperatur Dauer
Initiale Denaturierung 95°C 30s
Zyklische Denaturierung 95°C 15s
Hybridisierung 64°C 45s x32
Zyklische Elongation 72°C 90 s
Finale Elongation 72°C 5 min

16°C o0

5.2.2.1.3 Genotypisierung von 5xFAD/Lrplfloxflox-Embryonen

Da die fur die Verpaarung verwendeten 5xFAD/Lrplfioxflox-Mause heterozygot fir die
5XxFAD Mutationen waren, musste nach der Préparation der PCN anhand von
Gewebestickchen der jeweiligen Embryonen deren Genotyp bestimmt werden.
Hierfir wurde das Embryonengewebe zunachst fir 1 Stunde bei 96°C in 70 pl
Lysepuffer gekocht (wie beschrieben bei Truett et al., 2000). Im Anschluss erfolgte die
Zugabe von 70 ul Neutralisationspuffer. Fur die Genotypisierungs-PCR wurde 1 pl des
Lysats mit den Primern fur die Amplifikation der humanen APP695-Sequenz (s.
Tabelle 6, 5xFAD fwd/rev) entsprechend den Tabellen 11 und 12 verwendet.
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Tabelle 11: PCR-Ansatz fur die Genotypisierung von 5xFAD/Lrp1"o/o*.Embryonen

Komponente Volumen
10 x Puffer 2,25 ul
MgCl2 (25 mM) 0,538 pl
5XFAD_fwd (10 uM) 0,25 pl
5xFAD_rev (10 uM) 0,25 ul
dNTP-Mix (je 10 mM) 0,3125 pl
Matrizen-DNA (500 ng) 1yl
DNA-Polymerase 0,125 ul
VE-H20 16,54 pl

Tabelle 12: PCR-Programm fiir die Genotypisierung von 5xFAD/Lrp17oXfox_-Embryonen

PCR-Phase Temperatur Dauer
Initiale Denaturierung 94°C 3 min
Zyklische Denaturierung 94°C 10s
Hybridisierung 65°C 15s x35
Zyklische Elongation 72°C 30s
Finale Elongation 72°C 5 min

4°C 0

5.2.2.2 Agarose-Gelelektrophorese und DNA-Gelextraktion

Mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese lassen sich DNA-Molekile entsprechend
ihrer Gréf3e auftrennen, wobei sie durch das negativ geladene Phosphatrickgrat
umgekehrt proportional zum jeweiligen Molekulargewicht durch die Agarosemaschen
in Richtung der Anode wandern. H6her prozentige Agarosegele férdern durch die
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Bildung engerer Maschen die Auftrennung kleinerer DNA-Molekiile und umgekehrt. In
dieser Arbeit wurden ein- bis zweiprozentige Agarosegele zur Auftrennung der PCR-
Fragmente verwendet, um den Erfolg der jeweiligen Amplifikation zu Uberprtfen bzw.
um den Genotyp der 5xFAD/Lrp1floxflox-Embryonen zu bestimmen. Die Agarose wurde
hierfir durch Aufkochen in 1 x TAE-Puffer geldst, mit Ethidiumbromid (EtBr) versetzt
und in horizontale Laufkammern gegossen. Nach Auftragen der mit 6 x DNA-
Ladepuffer versetzten PCR-Ansatze wurde fir ca. 90 min eine Spannung von 110 V
angelegt. Der Ladepuffer sorgt aufgrund des enthaltenen Glycerins fir das Absinken
der DNA in die Taschen des Gels und dient durch den Farbstoff Bromphenolblau als
Farbmarker zum Abschatzen der Laufweite. Die DNA wurde mit Hilfe des
Ethidiumbromids, welches zwischen die Basen interkaliert, unter UV-Licht sichtbar
gemacht und mit dem Bildanalyse-System LAS-3000 mini von FujiFilm aufgenommen.
Anhand der verwendeten Molekulargewichtsstandards (1 kb DNA-Ladder, 100 bp
DNA-Ladder, PCR-Marker) konnte das Molekulargewicht der aufgetrennten DNA-
Fragmente bestimmt werden. Die gewiinschten Fragmente wurden ggf. aus dem Gel
ausgestochen und mit Hilfe des NucleoSpin Extract II-PCR clean-up and gel extraction

Kits aufgereinigt.

5.2.2.3 Klonierung von DNA-Fragmenten

Als Klonierung werden in der Molekularbiologie alle Methoden zur Gewinnung und
identischen Vervielfaltigung von DNA bezeichnet. Dieses Verfahren wurde hier zur

Generierung der verschiedenen APP-Konstrukte angewendet.

5.2.2.3.1 Restriktionsverdau und Aufreiniqgung von DNA-Molekilen

Nach der Gel-Extraktion der gewiinschten PCR-Fragmente wurden diese, ebenso wie
die spateren Zielvektoren pLBCX und pLHCX mit den Restriktionsendonukleasen
Hindlll und Clal enzymatisch verdaut. Bei beiden Enzymen handelt es sich um TyplI-
Endonukleasen, denen palindromische Basenabfolgen aus 6 Basenpaaren als
Erkennungssequenz fir den Schnitt innerhalb des DNA-Molekiils dienen. Abbildung 9
zeigt die spezifischen Schnittstellen von Hindlll und Clal, Tabelle 13 den
entsprechenden Restriktionsansatz. Aufgrund des versetzten Verdaus innerhalb des
Palindroms entstehen 5‘-Uberhdnge, sog. sticky ends, die die spatere Ligation der
APP-Molekule in pLBCX bzw. pLHCX ermdglichten. Nach der Restriktion wurden die
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grolen DNA-Fragmente mittels des NucleoSpin Extract [I-PCR clean-up and gel

extraction Kit von den Enzymen sowie den kleinen DNA-Resten gereinigt.

Tabelle 13: Restriktionsansatz

Komponente

DNA

Hindlll

Clal

10 x CutSmart Puffer

VE-H20

aufgefullt auf 30 pl

Inkubationszeit

Temperatur

2 Stunden

37°C

5.2.2.3.2 Ligation von DNA-Molekilen

5‘...AvAGCTT...3‘ HindIll
3'...TTCG&A...5'

i v11 s X}
5...ATCGAT...3 Clal
3'...TAG1TA...5'

Abbildung 9: Restriktions-
schnittstellen. Darstellung der
palindromischen Erkennungs-
sequenzen von Hindlll (oben) und
Clal (unten) mit der jeweiligen

Schnittposition (graue Dreiecke).

Mit Hilfe der T4-DNA-Ligase, einem Enzym, das vom Enterobakteriophagen T4

gebildet wird, wurden die restringierten PCR-Fragmente in die geschnittenen Vektoren

integriert (Ansatz s. Tabelle 14). Die Ligase katalysiert dabei eine Esterbindung

zwischen freien 5°-Phosphat- und 3‘-OH-Resten. Im Zuge dieser Arbeit wurde so die
APP695 K587C-DNA in den pLBCX- bzw. den pLHCX-Vektor eingebaut und das
APP695 K587 NGYE-Fragment in pLHCX.

Tabelle 14: Ligationsansatz

Komponente

Vektor-DNA : Insert-DNA

T4-DNA-Ligase

10 x T4-DNA-Ligase Puffer

Volumen

VE-H20 aufgefullt auf 30 pl
Inkubationszeit 12-16 Stunden
Temperatur RT

46



Material und Methoden

5.2.2.3.3 Vervielfaltigung der APP-Konstrukte
Zur Vervielfaltigung der APP-Konstrukte wurden 50 pl-Aliquots kompetenter E.coli-

Zellen des Stamms DH5a mit 5-7 pl des Ligationsansatzes versetzt und 20 min auf Eis
inkubiert. Mittels Hitzeschock durch Inkubation bei 42°C fir 1 min, wurden die
Bakterien zur Aufnahme der Plasmid-DNA angeregt und danach nochmals fir 2 min
auf Eis gestellt. AnschlieBend wurden sie in 500 pl vorgewarmtes LB-Medium
aufgenommen und unter Schitteln flr eine Stunde bei 37°C inkubiert. Ein Teil der
Bakteriensuspension wurde auf LB-Agar-Platten versetzt mit 100 ug/ml Ampicillin Gber
Nacht bei 37°C kultiviert. Am néachsten Tag erfolgte die Anreicherung einzelner Klone
fur 6 Stunden in 5 ml LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin unter Schutteln bei 37°C.
Eine 1:1.000-Verdinnung dieser Vorkultur in LB-Medium mit 100 ug/ml Ampicillin
diente nach bakterieller Vermehrung Uber Nacht bei 37°C auf dem Schittler als
Grundlage fur die Plasmid-Isolierung via Midi-Praparation. Hierfur wurde das

Endotoxin-free Plasmid DNA Purification Kit verwendet.

5.2.2.4 Bestimmung der DNA-Konzentration und Sequenzierung

Die Konzentration der isolierten Plasmide wurde mit einem Photometer anhand der

Messung der Absorption bei einer Wellenlange von 260 nm durch die DNA ermittelt.

Hierbei gilt:
c (ug/ml) = Al(exl)
¢ = Konzentration A = Extinktion
e = Extinktionskoeffizient | = Weite der Kivette

Zur Uberpriifung der Korrektheit der hergestellten APP-Konstrukte, wurden diese
durch die Firma SEQ.IT GmbH & Co. KG (Kaiserslautern) sequenziert und die

Ergebnisse mit Hilfe von SnapGene Viewer und SECentral analysiert.

5.2.3 Proteinbiochemische Methoden

5.2.3.1 Zelllyse und Proteinextraktion

18 bis 48 Stunden nach Transfektion oder Behandlung der Zellen wurden diese lysiert.
Hierfur wurde fur die Proteinextraktion aus HEK293T- und CHO-Zellen der NP-40-

Lysepuffer verwendet, bei Neuronen der RIPA-Lysepuffer. Da auch l6sliche Proteine
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nachgewiesen werden sollten, wurde je 1 ml des abgenommenen Zellkulturiiberstands
gesammelt, die Zellen anschlie3end mit 1 x PBS gewaschen, in 1 ml 1 x PBS von den
Kulturschalen abgekratzt und in Eppendorf-Gefal3e Uberfihrt. Nach Zentrifugation bei
4°C mit 6.000 rpm flr 4 min, erfolgte die Lyse der Pellets im jeweiligen Lysepuffer
versetzt mit 1 x cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail (PI) fur 20 min auf Eis. Durch
erneute Zentrifugation mit 14.000 rpm fur 20 min bei 4°C wurden die Proteine von den

Zellresten befreit und in neue Eppendorf-GefalRe Uberflhrt.

5.2.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration und Probenvorbereitung

Um die Konzentration der isolierten Proteine in den Zelllysaten zu bestimmen, wurde
eine BCA-Analyse (Bicinchoninic Acid Assay) durchgefihrt. Hierbei reduzieren die
Peptidbindungen der Proteine in einer alkalischen Umgebung zunachst Cu?* von
Kupfer(ll)-sulfat zu Cu*, mit dem anschlieend je zwei Molekile der bicinchoninischen
Saure einen violetten Komplex bilden. Da die Bildung dieses Chelats proportional zur
Menge an Protein ist, kann anhand der Messung dieses Farbkomplexes, der Licht
einer Wellenlange von 562 nm absorbiert, die Proteinkonzentration bestimmt werden.
In dieser Arbeit wurde hierfur das Pierce BCA Protein Assay Kit verwendet. Zunachst
wurde ein 50:1-Gemisch aus Losung A, die u. a. Natriumhydroxid sowie die
bicinchinonische Séaure enthalt, und Losung B, einer vierprozentigen Kupfersulfat-
Losung, hergestellt. Im Anschluss wurde je 1 ml dieses Gemisches zu 50 pl der 1:10
verdinnten Lysatproben sowie einer Standardreihe mit verschiedenen BSA (Bovines
Serumalbumin) -Konzentrationen (0 pyg/ml, 100 pg/ml, 200 pg/ml, 300 ug/ml, 400 ug/mi
und 500 pg/ml) gegeben. Nach einer Inkubation von 30 min bei 60°C wurden die
Proben und der Standard mit Hilfe eines Platten-Photometers gemessen und die
Proteinkonzentration durch die ADAP Software (Version 1.6, Anthos Labtec

Instruments) berechnet.

Gleiche Proteinmengen der Lysate und auf deren Proteinkonzentration normalisierte
Zellkulturtberstdnde wurden anschlief3end mittels Polyacrylamid-Gelelektrophorese
aufgetrennt. Fur dieses Verfahren wurden die Proben mit 4 x Ladepuffer
(Endkonzentration 1x) gekocht. Hier wurde entweder 4 x RotiLoad®, der B-
Mercaptoethanol (BME) enthalt, oder 4 x SDS-Probenpuffer ohne BME und
Temperaturen von 95°C bzw. 80°C verwendet. Das Erhitzen der Proben fuhrt zur

Denaturierung von Sekundar-, Tertiar und Quartarstrukturen der Proteine, die durch
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nicht-kovalente Wechselwirkungen zustande kommen. (3-Mercaptoethanol reduziert
zudem Disulfidbrickenbindungen. Das im Probenpuffer enthaltene SDS tragt
ebenfalls zur Denaturierung der Proteine bei und tUberlagert zudem deren Eigenladung
(abhangig von den enthaltenen Aminosaureresten), sodass eine gleichmafig negative

Ladungsverteilung entsteht.

5.2.3.3 Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) ist ein biochemisches Verfahren zur
Auftrennung von Stoffgemischen nach Molekilmasse in einem elektrischen Feld. In
der vorliegenden Arbeit wurde die Natriumdodecylsulfat (SDS) —PAGE (Laemmli,
1970) als Variante fur die Trennung der Proteine in Zellkulturiberstanden und —lysaten
angewendet. Hierbei enthielten die diskontinuierlichen Gele auf Polyacrylamid-Basis
auch das anionische Tensid SDS. Aufgrund der durch dieses Detergens gleichmafig
negativen Ladung der Proteine wandern diese unabhangig von ihrer eigentlichen
Ladung nur umgekehrt proportional zum jeweiligen Molekulargewicht in Richtung der
Anode. Zur besseren Auftrennung von Proteinen mit lediglich geringfigigen
Masseunterschieden, wie der AB-Peptide, wurde hier eine spezifische Form der SDS-
PAGE unter Zugabe von Harnstoff durchgefuhrt (Klafki et al., 1996).

5.2.3.3.1 SDS-PAGE

Fur die Standard SDS-PAGE wurden diskontinuierliche Polyacrylamid-Gele
bestehend aus einem Sammel- und einem Trenngel entsprechend den Rezepten in
Tabelle 15 hergestellt oder vorgegossene Gradienten-Gele (NUPAGE 4-12 % Bis-Tris
Protein Gele, Invitrogen) genutzt. Die Elektrophorese wurde in einem XCell
SureLock™ Mini-Cell Elektrophoresis System (Thermo Fisher Scientific) unter
Verwendung von 2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure (MES) —Laufpuffer durchgefihrt.
Dabei wurden die Proben bei einer Spannung von 80-120V fir etwa 90 min

aufgetrennt.
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Tabelle 15: Rezepte der Polyacrylamid-Gele flr die Standard SDS-PAGE

Komponente Trenngel (7 %) Trenngel (6 %) Sammelgel (4 %)
VE-H20 3,36 ml 3,58 mi 1,23 ml
1,6 M Bis-Tris-Puffer 1,65 ml 1,65 ml 0,5ml
30 % Acrylamid 37,5:1 1,54 ml 1,32 ml 0,26 ml
Bis-Acrylamid

10 % APS 0,033 ml 0,033 ml 0,020 mi
TEMED 0,011 ml 0,011 ml 0,005 ml

5.2.3.3.2 Harnstoff SDS-PAGE
Far die Trennung von AB-Peptiden wurde die von Klafki und Kollegen 1996

beschriebene SDS-PAGE unter Zugabe von 8 M Harnstoff angewendet. Dieser Zusatz
ermdglicht nicht nur die Trennung von Proteinen mit einem Langenunterschied von nur
einer Aminoséaure, sondern verandert auch das Bindungsverhdltnis von SDS. Statt
proportional zur Lange des Proteins bindet SDS in diesem System in Abhangigkeit zur
Hydrophobizitdt (Kawooya et al., 2003), wodurch sich die Peptide nicht nur
entsprechend ihrer GroRe, sondern auch beziglich ihrer Hydrophobizitdt im Gel
trennen. Daher wandert beispielsweise das langere Peptid AB1-42 schneller als ABi-4o,
da letzterem die hydrophoben Aminosauren Isoleucin und Alanin fehlen.

Das hier verwendete diskontinuierliche Polyacrylamid-Gel, bestehend aus Kamm-,
Sammel- und Trenngel, wurde wie in den Tabellen 16 - 18 dargestellt in Bio-Rad Mini-
PROTEAN® Elektrophorese Glasplatten gegossen. Die elektrophoretische Trennung
der AB-Peptide erfolgte in einem Mini-PROTEAN® Elektrophorese System (Bio-Rad)
mit voneinander getrennten Anoden- und Kathodenpuffern. Dabei blieb die
Stromstéarke konstant bei 25 mA pro Gel bis die Lauffront aus dem Gel verschwunden

war.
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Tabelle 16: Rezept des Trenngels fur die Harnstoff SDS-PAGE

Komponente Menge/Volumen
Harnstoff 4,89
Trenngel-Puffer 2,5ml
40 % Acrylamid 19:1 Bis-Acrylamid 2,5ml
VE-H20 1,01 ml
10 % SDS 0,25 ml
10 % APS 0,08 mi
TEMED 0,01 ml

Tabelle 17: Rezept des Sammelgels fiur die Harnstoff SDS-PAGE

Komponente

Sammelgel-Puffer

1% SDS

40 % Acrylamid 29:1 Bis-Acrylamid
VE-H20

10 % APS

TEMED

Volumen

500 pl
250 pl
150 pl
100 pl
5,25 pl

1,75 pl
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Tabelle 18: Rezept des Kammgels fur die Harnstoff SDS-PAGE

Komponente Volumen
Kammgel-Puffer 1 mi
1% SDS 0,5 ml
40 % Acrylamid 29:1 Bis-Acrylamid 0,3ml
VE-H20 0,2 ml
10 % APS 0,012 ml
TEMED 0,004 ml

5.2.3.4 Western Blot-Verfahren

Als Western Blot wird die Ubertragung von Proteinen auf eine Tragermembran
bezeichnet. Diese Methode wurde genutzt, um die in der SDS-PAGE getrennten
Proteine mit Hilfe von Antikdrpern nachzuweisen. Hier wurden Nitrozellulose-
Membranen oder  Polyvinylidenfluorid (PVDF) —Membranen fir den
elektrophoretischen Proteintransfer mittels Nass-Blot- bzw. Semi-Dry-Blot-System
verwendet. Die Membranen wurden nach der Ubertragung fiir 0,5-1 Stunde in 5 %
Trockenmilch gelost in 1 x TBST blockiert, um die unspezifische Bindung des
Antikorpers an die Membran zu verhindern. Daraufhin inkubierte diese erst Gber Nacht
bei 4°C mit dem Primarantikorper und nach drei zehnminitigen Waschschritten mit
TBST fur 1Stunde bei RT mit dem dazugehdrigen HRP-konjugierten
Sekundarantikdrper. Dieser ermdglichte die spatere Detektion der Proteine mittels

Chemilumineszenz.

5.2.3.4.1 Nass-Blot-Verfahren

Beim Nass-Blot-System werden alle Komponenten in Blot-Puffer getrédnkt und

entsprechend der Abbildung 10 unter Blot-Puffer Ubereinandergeschichtet. Hierbei
wurden Gel und Membran zwischen Filterpapieren und Schwdmmen in einer Kassette
zusammengehalten. Die Proteintbertragung auf die Nitrozellulose-Membran fand in
einer mit Blot-Puffer gefullten Kammer (Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell,

Bio-Rad) durch Anlegen einer Spannung von 70 V fiir 2 Stunden statt.
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Abbildung 10: Aufbau des Nass-Blots. Der Pfeil neben dem Blot-Aufbau stellt die

Laufrichtung der Proteine von der Kathode (-) zur Anode (+) dar.

5.2.3.4.2 Semi-Dry-Western Blot

Dieses System wurde fiir die Ubertragung von AB-Peptiden auf PVDF-Membranen
genutzt. Hierfir wurden die Filterpapiere fir 15 min mit verschiedenen Blot-Puffern (A,
B bzw. C; s. Abbildung 11 A) getréankt. Die PVDF-Membranen wurden zunachst fir
5 min in Methanol aktiviert, da sie aufgrund ihrer Hydrophobizitat sonst nicht
vollstandig mit dem Blot-Puffer B benetzt werden kénnten, in dem sie nach Abwaschen
des Methanols in VE-H20 einige Minuten inkubierten. Nach Equilibrierung des Gels in
Blot-Puffer C wurde der Blot wie in Abbildung 11 B dargestellt in den Trans-Blot® SD
Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad) geschichtet. Durch Anlegen einer Stromstarke von
47 mA pro Gel fur 45 min wurden die Peptide auf die PVDF-Membran Ubertragen. Fur
die bessere Detektion der AB-Peptide wurde die Membran im Anschluss fir 5 min in
1 x PBS gekocht, ehe sie zum Blockieren fir 30 min in der Milchpulver-Lésung
inkubierte.
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Abbildung 11: Semi-Dry-Blot-System. (A) Tranken und Equilibirerung der verschiedenen

Komponenten fiir den (B) Blot-Aufbau im Semi-Dry-Verfahren. Der Pfeil neben dem Blot-

Aufbau stellt die Laufrichtung der Proteine von der Kathode (-) zur Anode (+) dar.

5.2.3.5 Chemilumineszenz-Detektion

Der Proteinnachweis auf den Membranen erfolgte mittels Detektion von
Chemilumineszenz. Hierfur wurde das Immobilon Western HRP Substrat verwendet,
von dem ein 1:1-Gemisch aus der Luminol- und der Wasserstoffperoxid-Losung
gleichméaRig auf den Membranen verteilt wurde. Die an den Zweitantikdrper
gekoppelte Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase, HRP) katalysierte
daraufhin die Oxidation von Luminol (3-Aminophthalsaurehydrazid) mit Hilfe von
Wasserstoffperoxid. Uber ein angeregtes Intermediat, das beim Riickfall auf das

niedrigere Energielevel zur Lichtemission fihrt, entsteht bei dieser Reaktion letztlich
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3-Aminophtalat. Das durch die chemische Reaktion freigesetzte Licht wurde anhand

des LAS-3000mini Imaging System (FujiFilm, Dusseldorf) aufgenommen.

5.2.3.6 Tat-Cre-Behandlung von PCN aus 5xFAD/Lrp1foxflox.Embryonen

Die Induktion des Lrpl-Knockouts in Kkortikalen Primarneuronen (PCN) von
5xXFAD/Lrplfloxlox-Embryonen erfolgte mit Hilfe des Cre/loxP-Systems, das auf einer
ortsspezifischen Rekombination beruht (Sauer, 1987; Sauer and Henderson, 1988). In
dieser Arbeit wurde eine Cre-Rekombinase (Cre = Causes recombination) verwendet,
die an das basische Translokationspeptid Tat (Transactivator of transcription) von HIV
(Human Immunodeficiency Virus) gekoppelt ist (bereitgestellt von Dr. R. E. V.; VIB
Inflammation Research Center, Universitdit Gent, Belgien; Abteilung fir
biomedizinische Molekularbiologie, Universitat Gent, Belgien). Diese Rekombinase,
die aus dem Bakteriophagen P1 stammt, katalysiert die spezifische Rekombination
zweier DNA-Erkennungssequenzen, der sog. loxP (locus of X-over P1) -Stellen. Die
Tiere der verwendeten Mauslinie besitzen ein von diesen loxP-Stellen flankiertes Lrp1-
Gen und somit die Voraussetzungen fiur die ortsspezifische Rekombination. Wird diese
von der Cre-Rekombinase katalysiert, kommt es zur Exzision von Lrpl aus der DNA
und folglich zum Verlust dieses Gens. Um den Knockout zu induzieren, wurde von den
isolierten  Primarneuronen aus 5xFAD/LrplfioXflox-Embryonen in  DIV4 das
Zellkulturmedium abgenommen, 1 ml davon mit 1 ml frischen NBS und 200 nM
(Endkonzentration) Tat-Cre versetzt und fir 48 Stunden wieder zu den Neuronen
gegeben. Im Anschluss wurden die Kulturiberstdande und die Zelllysate mittels

Western Blot auf die Expression von APP und LRP1 hin untersucht.

5.2.3.7 Pulse-Chase-Analyse

Fur die genauere Untersuchung des zeitlichen Verlaufs der Synthese und
Prozessierung von APP-Homodimeren wurde eine Pulse-Chase-Analyse mit CHO-
Zellen, die stabil APP695 K587C exprimierten, durchgefuhrt. Die Zellen wurden
48 Stunden nach dem Aussaen auf 6 cm Schalen fur eine Stunde in 3 ml DMEM, das
frei von den schwefelhaltigen Aminosauren Methionin und Cystein war (Starve-
Medium), ausgehungert. Anschlieend wurde das Starve-Medium durch 1 ml
desselben Mediums jedoch versetzt mit 150 uCi 3°S/ml (Label-Medium) ersetzt, in dem

die Zellen fur 15 min bei 37°C inkubierten (=Pulse). Durch das vorherige Aushungern
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der CHO-Zellen wird der radioaktiv markierte Schwefel direkt von den Zellen
aufgenommen und fur die Synthese von Methionin und Cystein genutzt. Der Einbau
dieser Aminosauren in die Proteine fihrt somit zu deren radioaktiver Markierung, die
im Laufe der Zeit immer weniger wird und spater in den Zellkulturiiberstanden und den
Lysaten verfolgt werden kann (=Chase). Nach Abnahme des Label-Mediums wurden
die Zellen in a-MEM mit 40 mM HEPES (Chase-Medium) aufgenommen. Dieses
wurde flr unterschiedliche Zeitspannen (0; 0,5; 1; 2 bzw. 4 Stunden) auf den Zellen
belassen ehe diese wie oben beschrieben in 200 yl NP-40-Puffer lysiert wurden und
die radioaktive Markierung der Proteine verfolgt wurde (=Chase). Um gezielt
radioaktiv-markiertes APP nachzuweisen, wurde dieses Protein mittels des Antikdrper-
Gemisches 1G75A3 aus den Zelliberstanden und —lysaten konzentriert (s. 5.2.3.8.1
Immunprazipitation) und anschlie@end Uber eine SDS-PAGE (s. 5.2.3.3.1)
aufgetrennt. Das verwendete NUPAGE Gradienten-Gel (4-12 %, Invitrogen) inkubierte
daraufhin erst 15 min in Fixierldsung (10 % Essigsaure, 20 % Ethanol in VE-H20), und
im Anschluss 60 min in VE-H20, wobei dieses alle 20 min gewechselt wurde. Zur
Trocknung auf Chromatographie Papier (Whatman™) wurde das Gel fur 2 Stunden
bei 65°C in einen Vakuumtrockner (Model 583 Gel Dryer, BioRad) gelegt. Die
Exposition des Films erfolgte tiber Nacht bei RT in einer Expositionskassette. Mit Hilfe
eines Phosphor Bildgerates (Cyclone Plus Storage Phosphor System, PerkinElmer)
wurde am nachsten Tag die Radioaktivitdt gemessen und Uber die OptiQuant Software

sowie Adobe Photoshop CS3 sichtbar gemacht.

5.2.3.8 Immunprazipitation (IP)

Die Immunprazipitation stellt ein Verfahren zur Anreicherung eines Antigens mittels
eines Antikorpers aus einer Losung dar. In dieser Arbeit wurden verschiedene Formen

dieser biochemischen Methode genutzt.

5.2.3.8.1 Immunprézipitation von APP

Fir den gezielten Nachweis von radioaktiv markiertem APP im Zuge der Pulse-Chase-
Analyse wurden je 200 pl der Zelliberstande und —lysate mit 300 pl IP-Mix (20 pl
Protein G Agarose Beads und 1:300 (Endkonzentration) 1G75A3) in NP-40-Puffer mit
1 x PI Gber Nacht bei 4°C auf einem Uberkopfschiittler inkubiert. Am nachsten Tag
wurden die Beads dreimal mit 500 pl NP-40-Puffer gewaschen, wobei sich folgende

Schritte wiederholten: Zentrifugation fur 2 min mit 2.300 rpm, Verwerfen des
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Uberstandes, Losen der Beads durch Invertieren in 500 pl frischem NP-40-Puffer.
Nach dem letzten Waschschritt wurde der Uberstand moglichst restlos abgenommen
und die Beads in 20 pl 4 x SDS-Pobenpuffer aufgenommen. Durch Inkubation fir
5 min bei 80°C wurden die Proteine von den Beads eluiert und nach Zentrifugation fur

1 min mit maximaler Geschwindigkeit tber eine SDS-PAGE aufgetrennt.

5.2.3.8.2 Immunprézipitation von AB-Peptiden

Der Nachweis von Ap-Peptide mittels Immunprazipitation (IP) wurde in
Zellkulturiberstanden von HEK293T-Zellen, die nur mit APP oder mit APP und
Meprin B transfiziert waren, durchgefihrt. Hierfir wurde das Medium nach der
Transfektion auf 2 ml pro 6 cm Schale reduziert und 24 Stunden spater gesammelt.
Die Uberstande wurden entsprechend des Proteingehalts der Lysate normalisiert.
800 ul dieses konditionierten Mediums (CM), ggf. mit VE-H20 auf dieses Volumen
aufgefullt, wurden mit 200 ul 5 x AB-IP-Puffer und 25 pl Beads versetzt. Fur die IP von
AB-Peptiden wurden die magnetischen Dynabeads M-280 verwendet, an deren
Oberflache das Schaf-anti-Maus 1IgG gekoppelt ist. Diese wurden entsprechend den
Angaben des Herstellers am Vortag vorbereitet und dafir Gber Nacht mit dem IC16-
Antikorper (1:100), der die ersten 16 Aminosauren des AB-Peptids erkennt, aktiviert.
Um die Prazipitation der Peptide zu erreichen, wurden die Proben fur 15 Stunden bei
4°C auf einem Uberkopfschiittler inkubiert. Im Anschluss wurden sie dreimal fiir 5 min
mit 1 x PBS mit 0,1 % BSA und einmal fir 3 min mit 10 mM Tris-HCI (pH 7,5)
gewaschen. Hierfur rotierten die Proben fir die angegebenen Zeiten auf dem
Uberkopfschiittler und wurden zwischen den Waschschritten mit Hilfe eines
magnetischen Gestells je 2 min vom Waschpuffer getrennt, sodass dieser gewechselt
werden konnte. Nach dem letzten Waschschritt wurden die Beads in 25 ul PAP-
Probenpuffer aufgenommen, die AB-Peptide durch Kochen fir 5 min bei 95°C eluiert
und schlieBlich via Harnstoff SDS-PAGE in 8 M Harnstoff-Gelen aufgetrennt (s.
5.2.3.3.2).

5.2.3.9 Inhibitor-Behandlung von CHO-Zellen

Um die Prozessierung von APP-Dimeren an der Zelloberflache genauer zu
analysieren, wurden CHO-Zellen, die die APP Cys-Mutante stabil exprimierten, mit
einem Inhibitor fur ADAM10 (GI1254023X bereitgestellt von Dr. L., TU Aachen)

behandelt. Hierfir wurde das Zellkulturmedium 24 Stunden nach dem Aussden der
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Zellen auf 6 cm Schalen gegen 2 ml frisches a-MEM mit 10 yM GI1254023X ersetzt.
Die Zellen inkubierten mit dem ADAMZ10-Inhibitor flr weitere 24 Stunden bevor eine
Oberflachenbiotinylierung und deren Lyse durchgefiuihrt wurde. Da der Inhibitor in
DMSO gel6st war, wurden als Kontrolle fir dessen Wirksamkeit auch Zellen mit

demselben Volumen reiner Tragerflissigkeit behandelt.

5.2.3.10 Oberflachenbiotinylierung

Die Menge an APP-Dimeren an der Zelloberflache wurde 24 Stunden nach
Behandlung mit dem ADAMZ10-Inhibitor durch Oberflachenbiotinylierung untersucht.
Hierfir wurde das Medium der Zellen gesammelt und diese anschlie3end zunachst
dreimal mit eiskaltem 1 x PBS gewaschen. Dann wurden die Zellen fur 40 min mit 2 ml
einer Biotin-Lésung bestehend aus 0,25 mg/ml Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin in 1 x PBS bei
4°C auf einem Wipptisch inkubiert, wobei die Biotin-Lésung nach 20 min erneuert
wurde. Um das nicht an die Oberflachenproteine gebundene Biotin zu entfernen,
erfolgten im Anschluss vier Waschschritte mit 50 mM Ammoniumchlorid gel6st in
1 x PBS. Danach wurden die Zellen wie oben beschrieben in NP-40-Lysepuffer
aufgeschlossen und die Proteine isoliert. Zum Nachweis der biotinylierten
Oberflachenproteine wurde eine Prazipitation durchgefihrt. Hierfir wurden gleiche
Proteinmengen 15-16 Stunden mit 20 pl NeutrAvidin Agarose Resin Beads in NP-40-
Puffer mit 1 x PI auf einem Uberkopfschiittler inkubiert. Durch die spezifische, starke
Wechselwirkung zwischen Biotin und Avidin kénnen so die biotinylierten Proteine aus
dem Lysat an die Beads gekoppelt werden. Nach drei Waschschritten mit je 500 pl
NP-40-Puffer und je 2 min Zentrifugation mit 500 rpm, wurden die Beads in 20 pl
4 x SDS-Probenpuffer aufgenommen und die biotinylierten Proteine durch Kochen bei
80°C flur 5 min eluiert. Diese wurden dann in sechsprozentigen Polyacrylamid-Gelen

mittels SDS-PAGE aufgetrennt und per Western Blot analysiert.

5.2.4 In vivo-Methoden

5.2.4.1 Induktion der Cre-vermittelten Rekombination

Um die Cre-vermittelte Rekombination und damit die Exzision des gefloxten Lrpl zu
induzieren, wurde 12 Wochen alten 5xFAD/Lrplfio¥flox-Mgusen, die das Slcolcl-

CreERT2-Allel trugen, intraperitoneal 2 mg Tamoxifen, geldst in Erdnussol, injiziert.
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Hierfur wurden zuné&chst 100 mg Tamoxifen durch Inkubation in einem 37°C warmen
Ultraschallbad in 500 ul Ethanol gelost. AnschlieRend erfolgte die Zugabe von 9,5 ml
Erdnussoél, das ebenfalls im 37°C warmen Ultraschallbad grindlich mit der Tamoxifen-
Lésung gemischt wurde. Die Mause erhielten letztlich an sieben aufeinander folgenden
Tagen eine intraperitoneale Injektion von je 200 ul dieses Gemisches. Tamoxifen wird
in vivo zum hydroxylierten OH-Tamoxifen metabolisiert. Dieses bindet mit hoher
Affinitat an die mutierte Liganden-Bindedomane des humanen Ostrogen-Rezeptors
(ERT?), die an die Cre-Rekombinase gekoppelt ist, und induziert so deren Aktivitat (Feil
et al., 2009; Ridder et al., 2011). Die CreERT2-Genkassette wird im verwendeten
Mausmodell nur zusammen mit Slcolcl (Solute carrier organic anion transporter 1cl),
dessen Synthese spezifisch in Endothelzellen des Gehirns und in Epithelzellen des
Plexus choroideus stattfindet (Roberts et al., 2008), exprimiert. Somit kann durch
Tamoxifen die ortsspezifische Rekombination der loxP-Stellen des Lrpl und folglich
dessen Knockout gezielt in diesen Zellen induziert werden. Zur Kontrolle wurden
5XFAD/Lrplfloxflox-Tiere, die Slcolcl-CreERT2-Genkassette nicht besaRen, ebenfalls
der beschriebenen Tamoxifen-Behandlung unterzogen. Diese Methode wurde von S.
E. S. (AG Pietrzik, Institut fur Pathobiochemie, Mainz) durchgefiihrt.

5.2.4.2 Isolierung von Zerebrospinalflissigkeit (CSF)

Um den Einfluss von LRP1 auf die Prozessierung von dimerisiertem APP auch in vivo
zu analysieren, wurde die Menge an APP-Dimeren in der Zerebrospinalflissigkeit
(CSF) von vier Monate alten Mausen untersucht. Hierfir wurde die Cisterna magna
sowohl von Tieren, die LRP1 exprimierten (5xFAD/Lrp1fioXflox) "als auch von denen mit
induziertem Knockout von Lrpl (5xFAD/Lrplge’) punktiert (genau beschrieben in
Vandenbroucke et al.,, 2012). Die isolierte CSF wurde durch Zentrifugation mit
3.000 rpm bei 4°C fir 10 min von Zellresten befreit und je 2 pl mit einem
2 x Probenpuffer (Endkonzentarion 1 x) versetzt. Nach Denaturierung der Proteine fur
5 min bei 70°C wurden die Proben Uber siebenprozentige Polyacrylamid-Gele in einer
SDS-PAGE (s. 5.2.3.3.1) aufgetrennt. Dieses Verfahren wurde von S. E. S. (AG

Pietrzik, Institut fir Pathobiochemie, Mainz) durchgefuhrt.
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5.2.5 Densitometrische Analyse und statistische Auswertung

Die Ergebnisse des Western Blot-Verfahrens sowie der Pulse-Chase-Analyse wurden
mit Hilfe der Programme ImageJ 1.44 oder Multi Gauge V3.0 densitometrisch
ausgewertet. Die statistische Analyse der Messwerte und die Erstellung der in dieser
Arbeit gezeigten Graphen erfolgte mit der Graph Pad Prism 4 Software (Graphpad
Software, La Jolla, USA).
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6 Ergebnisse

6.1 APP-Dimere in Primarneuronen und HEK293T-Zellen

Da vermutlich 30-50 % aller APP-Molekiile eines Organismus in dimerisierter Form
vorliegen und diese Dimere sogar in vivo nachgewiesen werden konnten (Munter et
al., 2007; Schmidt et al., 2012), sollte in dieser Arbeit festgestellt werden, ob die
Bildung von APP-Dimeren in Neuronen stattfindet. Hierfir wurden primére, kortikale
Neurone (PCN) aus C57BL/6-Embryonen isoliert und in DIV7 mit einem viralen
Konstrukt, das humanes APP695wt enthalt, transfiziert. 24 Stunden spéater wurde die
Expression von APP sowohl in Zelllysaten, als auch in den neuronalen
Kulturiberstéanden analysiert. Als Kontrolle dienten HEK293T-Zellen, die ebenfalls mit
humanem APP695wt transfiziert waren. Durch die Western Blot-Analyse mittels des
1G75A3-Antikorper-Gemisches konnte in Neuronen eine, zu in HEK-Zellen
vergleichbare Menge am monomeren und dimeren APP nachgewiesen werden (s.
Abbildung 12A und B). Zudem zeigte die Untersuchung des Zellkulturiberstandes,
dass neben I6slichen APP-Monomeren (sAPP) ebenfalls dimerisierte, sekretierte APP
Fragmente (SAPP-Dimere) nicht nur im konditionierten Medium (CM) von HEK293T-
Zellen, sondern auch in dem von Primarneuronen enthalten waren (s. Abbildung 12A
und B). In den Proben, die mit einem BME-haltigen Probenpuffer aufgekocht wurden,
ist kein Signal fur dimeres APP zu erkennen, wobei jedoch eine verstarkte Monomer-
Bande sichtbar ist (s. Abbildung 12A und B). Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass
APP in primaren, kortikalen Neuronen, ebenso wie im HEK293T-Zellkulturmodell,

Dimere bildet und diese auch prozessiert werden.
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Abbildung 12: APP-Dimer-Expression und —Prozessierung in Primarneuronen und
HEK?293T-Zellen. Western Blot-Analyse der APP-Expression in konditionierten Medien
(CM) und Zelllysaten von (A) primaren, kortikalen Neuronen (PCN) und (B) HEK293T-
Zellen nach Transfektion mit humanem APP695wt. Der Nachweis erfolgte mit Hilfe des
1G75A3-Antikdrper-Gemisches. Als Kontrolle fir die Detektion des dimerisierten APP
wurden die Proben neben Probenpuffer ohne B-Mercaptoethanol
(-BME, 70°C) je auch in einem mit BME (+BME, 95°C) gekocht.

6.2 Generierung und Expression des APP695 K587C-

Konstruktes

Da dimeres APP sowohl im Lysat, als auch im Kulturiiberstand von Neuronen
nachgewiesen werden konnte, sollte in dieser Arbeit die Prozessierung von APP-
Dimeren genauer analysiert werden. Hierfr wurde ein DNA-Konstrukt generiert, das
die cDNA von APP695 mit einer Triplett-Mutation enthalt, sodass die Expression
dieses Konstruktes zu einem Protein mit einem Aminosaureaustausch von Lysin zu
Cystein an Position 587 fuhrt. Mit Hilfe dieser Mutation sollten bevorzugt APP cis-
Dimere Uber Bildung von Disulfidbricken der Cysteinreste (s. Abbildung 13A) in mit
APP695 K587C transfizierten Zellen entstehen.

Die Western Blot-Analyse von transient transfizierten CHO K1-Zellen (s. Abbildung
13B) ergab eine verstarkte APP-Dimerisierung in Zellen die das APP695 K587C-

Konstrukt exprimierten im Vergleich zu denen, die wildtypisches APP695 bildeten.
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Zwar konnte im Lysat nur eine annahernd gleiche Intensitat der APP-Dimer-Banden
bei Transfektion mit APP695wt und APP695 K587C beobachtet werden, was jedoch
gemessen an der Expression vom monomeren APP und der Aktin-Kontrolle auf die
unterschiedliche Transfektionseffizienz der beiden Konstrukte zurtickzufihren ist. Der
geringfugige Grolenunterschied kommt dadurch zustande, dass das APP695 K587C
einen zusatzlichen Myc-tag am C-Terminus enthélt, der APP695wt fehlt. Im Gegensatz
zum Lysat weisen Zellen, die die APP Cys-Mutante exprimierten, verglichen mit den
APP695wt transfizierten CHO K1 eine deutlich gesteigerte Menge an sAPP-Dimeren
im konditionierten Medium auf (s. Abbildung 13B).

A B
APP 695 wt + - -
APP 695 K587C C + +
CHO K1
APP695 K587C APP695 K587C-Dimer kD
a
- - APP-Dimere
of 170
©
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585 40 RN S R Aktin
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591
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- B-ME, + B-ME,
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Abbildung 13: Schematische Darstellung und Expression des APP695 K587C-
Konstruktes. (A) Das Schema zeigt die APP Cys-Mutante sowie die folgliche
Dimerisierung zweier dieser APP-Molekdle tber Disulfidbriickenbindung. (B) Western Blot-
Analyse der Expression von APP-Dimeren und —Monomeren in den Lysaten und
konditionierten Medien (CM) von transient transfizierten CHO K1-Zellen, die entweder
APP695wt oder APP695 K587C exprimierten, mit Hilfe des 1G75A3-Antikorper-
Gemisches. Die Detektion von Aktin diente als Ladekontrolle gleicher Proteinmengen. Die
Reduktion der APP-Dimere wurde durch Verwendung eines B-Mercaptoethanol-haltigen
Probenpuffers (+BME) und Erhitzen der Proben auf 95°C erreicht.

In Folge des Nachweises der Funktionalitat des hergestellten APP-Dimer-Konstruktes
wurden CHO K1-Zellen stabil mit APP695 K587C transfiziert. Die Expression der APP-
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Dimere und deren Stabilitat wurde mit Hilfe einer Temperaturreihe via Western Blot
Uberpruft. Hierfur wurden die Zelllysate mit 4 x SDS-Probenpuffer versetzt und fur
5 min bei unterschiedlichen Temperaturen inkubiert. Die Detektion von APP mittels
des 1G75A3-Antikérper-Gemisches zeigt nur eine geringfligige Abnahme am
dimerisierten APP mit steigender Inkubationstemperatur. Diese Abnahme am APP-
Dimer-Signal wird von einer vergleichbaren Zunahme am monomeren APP begleitet.
Lediglich in Proben, die mit einem BME-haltigen Probenpuffer bei 95°C gekocht
wurden, sind keine APP-Dimer Banden, jedoch sehr starke Banden fir monomeres
APP zu erkennen (s. Abbildung 14). Somit scheint die Expression des APP695 K587C-

Konstruktes zur Bildung hitzestabiler APP cis-Dimere zu fihren.

CHO K1 K587C-Lysate
22 40 50 60 70 80 90 95 95 [°C]
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- - - x - reifes APP
. . ‘ - - ‘ ‘ . unreifes APP
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Abbildung 14: Nachweis hitzestabiler APP-Dimere im Lysat stabil transfizierter
CHO K1-Zellen. Sowohl die Western Blot-Analyse mit dem 1G75A3-Antikdrper-Gemisch,
als auch die Quantifizierung zeigen nur eine geringfigige Abnahme an APP-Dimeren mit
einer vergleichbaren Zunahme an APP-Monomeren bei steigender Inkubationstemperatur.
Nur bei Zugabe von B-Mercaptoehtanol (3ME) konnte dimerisiertes APP zu monomerem

APP reduziert werden. Die Balken reprasentieren Mittelwerte + SE; n = 4.
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6.3 Einfluss von LRP1 auf die Prozessierung von APP-

Dimeren

Fir monomeres APP konnte bereits mehrfach gezeigt werden, dass LRP1 in dessen
Prozessierung eine entscheidende Rolle spielt (Cam et al., 2005; Knauer et al., 1996;
Pietrzik et al., 2002, 2004; Ulery et al., 2000). Daher sollte in diesem Zusammenhang
der Einfluss von LRP1 auf die enzymatische Spaltung von APP cis-Dimeren untersucht
werden. Hierfir wurden LRP1-defiziente CHO 13-5-1-Zellen und Primarneurone mit
induzierbarem Lrp1-Knockout in die Analysen integriert.

6.3.1 APP-Dimer-Prozessierung in CHO-Zellen

Um die Unterschiede in der Bildung I6slicher APP-Dimere zwischen LRP1-
exprimierenden CHO K1- und LRP1-defizienten CHO 13-5-1-Zellen zu ermitteln,
wurden diese Zelllinien stabil mit APP695 K587C transfiziert. Nach erfolgreicher
Selektion wurden die Zelllysate sowie das konditionierte Medium der Zellen mittels
SDS-PAGE und anschlieRendem Western Blot analysiert. Die Detektion mit 1G75A3
zeigt intensivere Banden fur monomeres und dimeres APP im Lysat von CHO K1-
verglichen mit dem von CHO 13-5-1-Zellen (s. Abbildung 15A, Spur 1 und 3). Im
Gegensatz dazu ist das Signal fur I6sliche APP-Dimere im Zellkulturtiberstand von
CHO K1-Zellen schwéacher als das der LRP1-defizienten CHO 13-5-1-Zellen (s.
Abbildung 15A, Spur 2 und 4). Der Nachweis des Zytoskelettproteins Aktin mit Hilfe
eines spezifischen Antikorpers diente als Kontrolle fur das Laden vergleichbarer
Proteinmengen und wurde zur Normalisierung der APP-Dimer-Werte im Lysat genutzt.
Um die Divergenzen von CHO K1- und CHO 13-5-1-Zellen beziglich der Expression
von APP-Dimeren und deren Prozessierung zu quantifizieren, wurden schlief3lich die
Verhaltnisse von sAPP-Dimeren zum dimeren APP im Zelllysat der beiden Zelllinien
miteinander verglichen. Dieses Dimer-Verhaltnis ist in CHO 13-5-1-Zellen gegenuber
CHO K1-Zellen um mehr als das 2,5-Fache erhoht (s. Abbildung 15B), was auf eine
deutlich gesteigerte APP-Dimer-Prozessierung in den LRP1-defizienten Zellen

hindeutet.
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Abbildung 15: Einfluss der LRP1-Defizienz auf die Bildung von sAPP-Dimeren in
CHO-Zellen mit stabiler APP695 K587C-Expression. (A) Die Western Blot-Analyse mit
Hilfe des 1G75A3-Antikdrper-Gemisches zeigt eine verminderte Expression von APP-
Dimeren in Lysaten und eine gesteigerte Bildung von l6slichen APP-Dimeren im
konditionierten Medium (CM) von LRP1-defizienten CHO 13-5-1- gegenlber
CHO K1-Zellen. Die Detektion von Aktin diente als Ladekontrolle gleicher Proteinmengen.
(B) Die entsprechende Quantifizierung ergab eine mehr als 2,5-fache Zunahme des APP-
Dimer-Verhaltnisses bei fehlender LRP1-Expression in CHO-Zellen, die das
APP695 K587C-Konstrukt stabil exprimierten. Die Balken repréasentieren Mittelwerte + SE;
n =5; t-Test; p < 0,001 (***).

6.3.2 APP-Dimer-Prozessierung in Primarneuronen

Da l6sliche APP-Dimere in primaren Neuronen von Mausen nachgewiesen werden
konnten, die mit APP695wt transfiziert waren (s. Abbildung 12), wurde der Einfluss von
LRP1 auf die APP-Prozessierung auch in diesen Zellen untersucht. Hierfir wurden
Primé@rneurone aus Mausembryonen isoliert, deren Genom neben den 5xFAD
Mutationen ein von loxP-Stellen flankiertes Lrp1-Gen enthielt. Mit Hilfe des Enzyms
Tat-Cre wurde die ortsspezifische Rekombination dieser Erkennungssequenzen und
folglich die Exzision von Lrpl aus der DNA induziert. Nach einer Behandlung ftr
48 Stunden mit der Rekombinase wurden die Zellkulturiberstédnde und die Lysate der
Primérneuronen via Western Blot analysiert. Zunachst konnte mit dem Antikérper
1704, der gegen den C-Terminus von LRP1 gerichtet ist, eine um etwa 50 % reduzierte

Expression von LRP1 in mit Tat-Cre-behandelten gegentber unbehandelten
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Neuronen festgestellt werden (s. Abbildung 16A). Der Nachweis von APP mittels des
1G75A3-Antikdrper-Gemisches ergab fur Zellen mit induziertem Lrpl-Knockout, im
Vergleich zu denen mit unverandertem LRP1-Level, eine etwas verringerte Expression
im Lysat. Im Kulturmedium sind dagegen deutlich starkere Signale fur die l6slichen
APP-Fragmente sichtbar (s. Abbildung 16B). Auch hier wurde der Unterschied in der
APP-Dimer-Prozessierung zwischen den Kontroll-Neuronen, die nur mit dem Puffer
der Rekombinase, und den PCN, die mit Tat-Cre behandelt waren, anhand des Dimer-
Verhéaltnisses quantifiziert. Hierfir wurden die densitometrischen Werte der sAPP-
Dimere durch die auf Aktin normalisierten Werte fur APP-Dimere im Lysat geteilt.
Dieses Dimer-Verhaltnis ist in Neuronen mit induziertem Lrpl-Knockout um mehr als
das doppelte erhdht verglichen mit Puffer-behandelten Zellen (s. Abbildung 16B). In
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von CHO-Zellen fiihrt eine reduzierte LRP1-
Expression vermeintlich zur vermehrten Prozessierung der exprimierten APP cis-

Dimere.

67



Ergebnisse

A -
PCN E1 PCN E2 - 12 Kok
o T
1 -
Puffer + - + s 5
Tat-Cre - + - + % 0.8
=3 2 |
QF |- S R e (RP1 pKette B 0.6
% B $ 041
85 [ e e e Actin E
0 r
5xFAD/ 5xFAD/
Lrp 1”0:/”0' Lrp 155./_
B
Lysate CM
Puffer + - = o a .
Tat-Cre - + + - + + A
3 skokk
dimeres APP £ S
£ 2
§ g,
° <
g o
-~J
a monomeres APP 2 15
2 =
& & 11 T
LRP1 B-Kette <
0.54
DO Ain .
5xFAD/ 5xFAD/
pr 1ﬂoxmox Lrp 1BE./.

Abbildung 16: Einfluss des Lrpl-Knockouts auf die Bildung von sAPP-Dimeren in
kortikalen Primarneuronen. (A) Reprasentative Western Blot-Analyse (links) der LRP1-
Expression in primaren, kortikalen Neuronen (PCN) zweier Embryonen (E1 und E2) der
Mauslinie 5xFAD/Lrp1"™°% Dje Detektion mit dem 1704-Antikérper ergab ein um etwa die
Halfte (rechts) vermindertes LRP1-Signal bei Neuronen, die fir 48 h mit der Tat-Cre-
Rekombinase behandelt waren gegentber den mit Puffer-behandelten Kontroll-Neuronen.
Die Balken reprasentieren Mittelwerte + SE; n=6; t-Test; p<0,001 (***). (B) Die
Reduktion der LRP1-Expression geht mit einer Steigerung des APP-Dimer-Verhaltnisses
um mehr als das Doppelte (rechts) einher, welches anhand der APP-Dimer-Detektion mit
Hilfe des 1G75A3-Antikorper-Gemisches bestimmt wurde. Der Nachweis von Aktin diente
als Ladekontrolle gleicher Proteinmengen (links). Die Balken reprasentieren
Mittelwerte £ SE; n = 5; t-Test; p < 0,001 (***).

6.4 Zeitlicher Verlauf der Bildung von sAPP-Dimeren

Um den Einfluss von LRP1 auf die Generierung von sAPP-Dimeren weiter zu
untersuchen, wurde die zeitliche Entstehung dieser dimerisierten Fragmente mittels
einer Pulse-Chase-Analyse genauer betrachtet. Hierfir wurden CHO K1- und
CHO 13-5-1-Zellen kurzzeitig mit 3°S kultiviert, sodass dieses Isotop in die
schwefelhaltigen Aminosauren Cystein und Methionin eingebaut wurde und damit der
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vorubergehenden, radioaktiven Markierung der synthetisierten Proteine diente. Fir die
Verfolgung der Markierung wurden die Zellen nach 0, 0,5, 1, 2 oder 4 Stunden lysiert
und deren Uberstande gesammelt. Durch Immunprézipitation mit dem Antikorper-
Gemisch 1G75A3 wurde APP aus den Zelllysaten und Kulturibersténden isoliert, tiber
eine SDS-PAGE aufgetrennt und die Radioaktivitat mit Hilfe einer Expositionsfolie
detektiert. Die Analyse ergab fur beide Zelllinien ein &dhnliches Bild der APP-Dimere im
Lysat (s. Abbildung 24, Anhang S. 116), wohingegen sich der Nachweis I6slicher APP-
Dimere in den Zelluberstdnden zwischen CHO K1- und CHO 13-5-1-Zellen deutlich
unterschied. So konnte in den LRP1-defizienten Zellen bereits nach einem 30-
mindtigen Chase ein deutliches Signal fur sAPP-Dimere detektiert werden (s.
Abbildung 17A unten). In CHO K1 Zellen ist eine entsprechend intensive Bande erst
bei einstiindiger Verfolgung der radioaktiven Markierung sichtbar (s. Abbildung 17A
oben). Um die ermittelten Unterschiede zu quantifizieren, wurde das APP-Dimer-
Verhéltnis beider Zelllinien zu jedem Zeitpunkt des Chase miteinander verglichen.
Dabei zeigt sich ein signifikant erhéhtes APP-Dimer-Verhaltnis fur Zellen mit fehlender
LRP1-Expression im Vergleich zu denen, die LRP1 normal exprimierten (s. Abbildung
17B). Somit deuten die Ergebnisse sowohl auf eine frihere, als auch erneut auf eine
gesteigerte Prozessierung vom dimerisierten APP in LRP1-defizienten CHO 13-5-1-
verglichen mit CHO K1-Zellen hin.
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Abbildung 17: Pulse-Chase-Analyse von APP-Dimeren in CHO-Zellen mit stabiler
APP695 K587C-Expression. (A) Nachweis radioaktiv-markierter loslicher APP-
Fragmente in den Kulturiiberstanden von CHO-Zellen mit stabiler APP695 K587C-
Expression nach deren Immunprazipitation mit dem 1G75A3-Antikdrper-Gemisch. Neben
der friheren Detektion von sekretierten APP-Dimeren (sAPP-Dimere) zeigt (B) die
Quantifizierung zudem ein gesteigertes APP-Dimer-Verhaltnis in LRP1-defizienten
CHO 13-5-1- im Vergleich zu CHO K1-Zellen. Die Balken reprasentieren Mittelwerte + SE;
n=3;t-Test, p <0,05 (*), p < 0,001 (***).

6.5 Internalisierung von APP-Dimeren

Da in Zellen mit fehlender oder verringerter LRP1-Expression ein Anstieg an ldslichen
APP-Dimeren im Zellkulturmedium zu sehen war, sollte untersucht werden, ob eine
Veranderung in der Internalisierung damit in Zusammenhang steht. Fir monomeres
APP wurde bereits gezeigt, dass dieses in Interaktion mit LRP1 von der Zelloberflache
endozytiert und somit die Art der APP-Prozessierung beeinflusst wird (Cam et al.,
2005; Pietrzik et al., 2002). Um die Bedeutung der Internalisierung fur die Bildung von
SAPP-Dimeren zu ermitteln, wurden CHO-Zellen transient mit einem speziellen APP-
Dimer-Konstrukt transfiziert. Dieses Plasmid (APP695 K587C NGYE) kodiert fur die
APP Cys-Mutante mit einem veranderten C-Terminus, sodass im exprimierten Protein
das NPTY-Motiv von APP durch NGYE ersetzt ist. Da diese Mutation in der fur die
Internalisierung entscheidenden YENPTY-Sequenz liegt (Lai et al., 1995;
MarquezSterling et al., 1997), fuhrt die Expression des beschriebenen Konstruktes zu
APP-Molekulen, die nicht von der Zelloberflache internalisiert werden kénnen (s.
Abbildung 18).
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Abbildung 18: Schematische Darstellung von Dimeren der reinen APP Cys-Mutante

(links) und der Internalisierungsmutante (rechts).

Als Kontrolle wurden CHO-Zellen ebenfalls transient mit APP695 K587C transfiziert.
Anschlie3end wurden tber eine Western Blot-Analyse mit dem 1G75A3-Antikdrper-
Gemisch die Zelllysate und Kulturmedien untersucht. In CHO K1-Zellen fiihrte die
Expression der Internalisierungsmutante im Vergleich zum bereits bekannten Dimer-
Konstrukt zu einer deutlichen Zunahme an loslichen APP-Dimeren und damit
einhergehend zu einem signifikanten Anstieg im APP-Dimer-Verhaltnis (SAPP-Dimer
im Medium/APP-Dimer im Lysat; s. Abbildung 19A oben und 19B). Im Gegensatz dazu
konnte im Zelliberstand von LRP1-defizienten CHO 13-5-1-Zellen eine nahezu
identische Menge an sAPP-Dimeren bei Expression der beiden Dimer-Konstrukte
detektiert werden (s. Abbildung 19A unten). Das APP-Dimer-Verhaltnis ist hier nur
geringfigig erhoht (s. Abbildung 19B). Dies deutet darauf hin, dass die
nachgewiesenen sAPP-Dimer-Fragmente in den konditionierten Medien der Zellen

durch die Prozessierung von APP cis-Dimeren an der Zelloberflache entstehen.
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Abbildung 19: Einfluss der Internalisierung von APP695 K587C auf dessen
Prozessierung. (A) Western Blot-Analyse der APP-Expression transient transfizierter
CHO-Zellen mit Hilfe des 1G75A3-Antikorper-Gemisches. CHO K1-Zellen zeigen eine
deutlich  gesteigerte ~ sAPP-Dimer-Produktion bei Expression der  APP-
Internalisierungsmutante verglichen zu denen, die die APP Cys-Mutante exprimierten
(oben). Bei LRP1-defizienten CHO 13-5-1-Zellen ist keine signifikante Anderung in der
sAPP-Dimer-Expression zu erkennen (unten). (B) Die Quantifizierung des APP-Dimer-
Verhéltnisses weist eine  signifikante  Erhéhung in  CHO K1-Zellen, die
APP695 K587C NGYE exprimierten, auf im Vergleich zu denen, die mit APP695 K587C
transfiziert waren. Dies fihrt zu einer Annaherung an das APP-Dimer-Verhéltnis von
CHO 13-5-1-Zellen, das fiir beide exprimierten APP-Konstrukte annahernd gleich ist. Die
Balken reprasentieren Mittelwerte + SE; n = 4; one-way ANOVA mit Tukey’s post-hoc-
Test; n.s. = nicht signifikant; p < 0,01 (**); p < 0,001 (***).

6.6 Prozessierung von APP-Dimeren durch ADAM10 und
Meprin 8

Da APP cis-Dimere wohl an der Zelloberflache enzymatisch gespalten werden, wurde
untersucht, ob bei diesem Prozess dieselben Sekretasen, die flir die Prozessierung
des monomeren APP verantwortlich sind, eine Rolle spielen. Daher wurde in dieser
Arbeit die Aktivitat von ADAM10, der wichtigsten a-Sekretase von APP (Colciaghi et
al., 2002; Jorissen et al., 2010; Kuhn et al., 2010; Lammich et al., 1999; Postina et al.,
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2004; Tyler et al., 2002; Weidemann et al., 1989), sowie von Meprin 3, die APP
ebenfalls an der Zelloberflache prozessiert (Bien et al., 2012; Jefferson et al., 2011,
Schonherr et al., 2016), in Bezug auf APP cis-Dimere genauer betrachtet.

6.6.1 APP-Dimer-Prozessierung durch Meprin B

Zunachst sollte der Einfluss von Meprin § auf die Spaltung von APP cis-Dimeren
ermittelt werden, da dieses Protein selbst in dimerisierter Form vorkommt (Bertenshaw
et al., 2003; Kruse et al., 2004). Fir diese Analyse erfolgte eine Co-Transfektion von
HEK293T-Zellen mit APP695wt bzw. APP695 K587C und Meprin . Als Kontrolle fur
die Meprin B-Expression dienten Zellen, die entweder nur mit APP695wt oder nur mit
dem APP-Dimer-Konstrukt transfiziert waren. Die Spaltung von APP durch Meprin 8
resultiert in der Bildung von trunkierten AB-Peptiden (Bien et al., 2012; Jefferson et al.,
2011). Somit wurden diese Peptide 24 Stunden nach der Transfektion mit Hilfe einer
Immunprazipitation aus den konditionierten Zellmedien isoliert und tGber eine Harnstoff
SDS-PAGE aufgetrennt. Der Nachweis von AR erfolgte mit dem IC16-Antikorper durch
Western Blot-Analyse. Dabei konnten in den HEK-Zellen, die mit Meprin 3 co-
transfiziert waren, zusatzlich zu AB1-40 und AB1-42 die verkurzten Peptide AB2-40 und
AB2-42 detektiert werden (s. Abbildung 20). Interessanterweise ist in diesen Zellen
zudem eine vergleichbare Menge an Ap-Peptiden bei APP695wt- und
APP695 K587C-exprimierenden HEKs zu erkennen, wahrend ohne Meprin B-
Uberexpression in APP695wt-Kontrollzellen deutlich starkere AB-Signale sichtbar sind
als in den mit der APP Cys-Mutante transfizierten Zellen (s. Abbildung 20). Dieser
Effekt konnte durch eine bevorzugte Prozessierung von APP cis-Dimeren durch

Meprin 3 zustande kommen.
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Abbildung 20: Vergleich der Generierung von AB-Peptiden bei Expression von
APP695wt bzw. APP695 K587C mit und ohne Meprin B-Uberexpression. Western Blot-
Analyse von AB-Peptiden im konditionierten Medium (CM) von transient transfizierten
HEK293T-Zellen nach der Protein-Auftrennung Uber eine Harnstoff-SDS-PAGE. Die
Detektion mit dem IC16-Antikorper zeigt eine geringere Intensitat von AB-Peptiden bei
Expression von APP695 K587C verglichen mit APP695wt (Spur 1 und 2). Bei
Uberexpression von Meprin B ist die Menge an AB-Peptiden fiir beide transfizierte APP-
Konstrukte nahezu gleich (Spur 3 und 4). Zudem sind hier Banden flr weitere AB-Varianten

(AB1-22 und AB2-42) im Vergleich zu Zellen ohne Meprin B-Co-Expression zu erkennen.

Zur Bekraftigung dieser Hypothese wurde auch die Bildung l6slicher APP-Fragmente
mittels Western Blot analysiert. Die Detektion mit dem 1G75A3-Antikorper-Gemisch
zeigt Uberraschenderweise eine verringerte Menge an SAPP in HEK-Zellen mit
Meprin B-Uberexpression im Vergleich zu den Kontrollen. Dabei fallt insbesondere die
Reduktion von sAPP-Dimeren auf (s. Abbildung 21A oben). Der Nachweis von N-
terminalen APP-Fragmenten mittels des 22C11-Antikodrpers ergab dagegen deutlich
starkere Signale fur N-APP20, ein etwa 20 kDa gro3es N-terminales APP-Fragment,
bei HEK-Zellen, die mit Meprin B co-transfiziert waren, verglichen mit denen, die nur
APP695wt bzw. nur APP695 K587C exprimierten (s. Abbildung 21A unten). Zudem
fuhrte die Expression der APP Cys-Mutante im Gegensatz zu APP695wt in Zellen mit
Meprin B-Uberexpression, zu einer immens gesteigerten Bildung dieses Fragments (s.
Abbildung 21A unten). Die Western Blot-Ergebnisse deuten folglich darauf hin, dass
Meprin B nicht nur APP, sondern auch das durch dessen Spaltung entstandene sAPP
weiter prozessiert, wodurch kleinere NTFs von APP entstehen, und dass dabei

bevorzugt dimerisiertes sAPP als Substrat dient. Um die beobachteten Effekte zu
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guantifizieren, wurden die Verhaltnisse von sAPP-Monomeren und -Dimeren
berechnet. Hierfir wurde je der Wert des monomeren bzw. dimeren sAPP von Zellen,
die nicht mit Meprin B transfiziert waren, durch den von HEKs mit Meprin B-
Uberexpression geteilt. Der Vergleich des sAPP-Monomer-Verhaltnisses von Zellen,
die APP695wt exprimierten, zum entsprechenden sAPP-Dimer-Verhéltnis zeigt nur
einen geringfiigigen Unterschied (s. Abbildung 21B, hellgrau und schraffiert zu
dunkelgrau und schraffiert). Im Gegensatz dazu weist der identische Vergleich bei
HEK-Zellen, die mit APP695 K587C transfiziert waren, auf eine signifikant gesteigerte
Prozessierung von sAPP-Dimeren gegenuber sAPP-Monomeren durch Meprin 8 hin
(s. Abbildung 21B, hellgrau zu dunkelgrau). Die Favorisierung von APP cis-Dimeren
als Substrat fur Meprin B wird weiterhin dadurch angedeutet, dass das Dimer-
Verhéltnis von HEK-Zellen mit Expression der APP Cys-Mutante verglichen mit dem
der APP695wt-exprimierenden Zellen ebenfalls signifikant erhoht ist (s. Abbildung
21B, dunkelgrau und schraffiert zu dunkelgrau).
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Abbildung 21: Bedeutung von Meprin B fiir die Prozessierung von APP-Dimeren. (A)
Western Blot-Analyse von loslichen APP-Fragmenten im konditionierten Medium (CM) von
transient transfizierten HEK293T-Zellen mit entweder APP695wt oder APP695 K587C. Der
Nachweis der groR3eren sAPP-Molekile mit dem 1G75A3-Antikdrper-Gemisch (oben) zeigt
eine Verringerung der monomeren und insbesondere der dimeren APP-Fragmente bei Co-
Transfektion der Zellen mit Meprin B. Im Gegensatz dazu nimmt die Menge an N-APP20,
das mit Hilfe des 22C11-Antikorpers nachgewiesen wurde (unten), zu, wenn die HEK-
Zellen neben dem jeweiligen APP-Konstrukt auch Meprin 3 exprimierten, wobei der Effekt
bei Transfektion mit der APP Cys-Mutante noch deutlicher erscheint. (B) Quantifizierung
der sAPP-Monomer- bzw. sAPP-Dimer-Verhdltnisse von Zellen ohne zu denen mit
Meprin B-Co-Transfektion. Das Monomer- und Dimer-Verhaltnis der loslichen APP-
Fragmente von Zellen, die APP695wt exprimierten (hellgrau und schraffiert sowie
dunkelgrau und schraffiert), war nahezu gleich und wies zudem keinen signifikanten
Unterschied zum sAPP-Monomer-Verhdltnis der HEKs mit APP695 K587C-Expression auf
(hellgrau). Dagegen war das sAPP-Dimer-Verhaltnis in letzteren (dunkelgrau) signifikant
erhoht verglichen mit dem zugehorigen sAPP-Monomer-Verhéltnis, aber auch mit dem
SAPP-Dimer-Verhaltnis von Zellen mit APP695wt-Expression. Die Balken reprasentieren
Mittelwerte £+ SE; n=4; one-way ANOVA mit Tukey's post-hoc-Test; n.s. = nicht
signifikant; p < 0,001 (***).

6.6.2 Prozessierung von APP-Dimeren durch ADAM10

Um die Bedeutung der a-Sekretase fur die Spaltung des dimerisierten APP zu
ermitteln, wurden CHO-Zellen, die die APP Cys-Mutante stabil exprimierten, mit dem
ADAM10-Inhibitor GI254023X, geldst in DMSO, behandelt. Die Kultivierung der Zellen

mit der gleichen Menge an Lésungsmittel diente als Kontrolle. 24 Stunden nach der
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Behandlung wurden die Zellkulturiberstdnde gesammelt und eine Biotinylierung der
Oberflachenproteine durchgefiihrt. Die so markierten Proteine wurden spater durch
eine Prazipitation tber NeutrAvidin Beads aus den Lysaten isoliert und ebenso wie die
Ubrigen Zelllysate und konditionierten Medien Uber eine SDS-PAGE aufgetrennt. Die
Western Blot-Analyse der Lysatproben mit dem 1G75A3-Antikorper-Gemisch zeigt
eine deutliche Zunahme von APP-Dimeren sowie von reifen APP-Monomeren bei
Inhibition von ADAM10 verglichen mit den Kontrollen (s. Abbildung 22A). Die
Quantifizierung Uber das Verhdltnis des dimerisierten APP von GI254023X-
behandelten Zellen zu der Menge in den Kontrollzellen ergab fir CHO K1 einen
Anstieg von etwa 50 %, fir CHO 13-5-1 von ca. 56 % (s. Abbildung 22A). In den
Zellkulturiiberstédnden der beiden Zelllinien war ebenfalls ein Effekt der Inhibitor-
Behandlung zu erkennen. Hier zeigt sich im Vergleich zu den ausschlie3lich mit
DMSO-behandelten Zellen eine signifikante Abnahme an l6slichen APP-Dimeren von
38 % bei CHO K1-Zellen und von 55 % bei CHO 13-5-1-Zellen (s. Abbildung 22B).
Weiterhin konnte mit Hilfe der Oberflachenbiotinylierung eine Anreicherung des
dimerisierten APP sowie des reifen, monomeren APP detektiert werden, wenn die
Zellen mit dem ADAM10-Inhibitor behandelt waren (s. Abbildung 22C). Uber den
Vergleich der APP-Dimer-Level in diesen Zellen mit dem in CHOs, die nur mit DMSO
inkubierten, wurde eine Zunahme von 43 % fir CHO K1- und von 54 % fir CHO 13-5-
1-Zellen festgestellt (s. Abbildung 22C). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass
nicht nur monomeres APP, sondern auch die exprimierten APP cis-Dimere durch
ADAM10 an der Zelloberflache gespalten werden. Zudem wird durch die etwas
deutlicher ausgepragten Effekte der ADAM10-Inhibierung in LRP1-defizienten
CHO 13-5-1- Zellen erneut die Bedeutung von LRP1 fir die Prozessierung von APP
cis-Dimeren hervorgehoben.
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Abbildung 22: Bedeutung von ADAM10 fur die Prozessierung von APP-Dimeren.
Western Blot-Analyse der APP-Expression in (A) Lysaten und (B) konditionierten Medien
(CM) sowie (C) des biotinylierten APP der Zelloberflache von CHO K1-Zellen und CHO 13-
5-1-Zellen, die APP695 K587C stabil exprimierten, mit Hilfe des 1G75A3-Antikdrper-
Gemsiches. Bei Zugabe des ADAM10-Inhibitors G1254023X fallt eine gesteigerte Intensitat
an APP in den Lysaten (A) sowie am biotinylierten APP (C) auf, wohingegen die Menge an
l6slichen APP-Dimeren abnimmt (B). Unterhalb der Blots ist die jeweilige Intensitat von
APP-Dimeren bei Behandlung der Zellen mit DMSO bzw. mit GI254023X quantifiziert.
Dabei ist zu beobachten, dass die Effekte der ADAM10-Inhibierung auf die APP-Dimer-
Expression in den Lysaten (A) und an der Zelloberflache (C) sowie auf die Bildung von
sAPP-Dimeren (B) signifikant sind und fir CHO 13-5-1-Zellen noch deutlicher ausfallen als
fur CHO K1-Zellen. Die Balken reprasentieren Mittelwerte + SE; n = 7; t-Test; p < 0,01 (**);
p < 0,001 (***).

78



Ergebnisse

6.7 Einfluss von LRP1 auf die Bildung von sAPP-Dimeren in
Vivo

Durch verschiedene Studien konnten bereits monomere sAPP-Fragmente in der
Zerebrospinalflussigkeit (CSF) von Alzheimer Patienten nachgewiesen werden
(Brinkmalm et al., 2013; Olsson et al., 2003; Sennvik et al., 2000; Van Nostrand et al.,
1992). Da in dieser Arbeit auch dimerisiertes sAPP in den Zelliberstanden von
Primarneuronen detektiert wurde und der induzierte Knockout von Lrpl in diesen
Zellen eine gesteigerte Produktion der sAPP-Dimer-Fragmente zur Folge hatte, sollte
festgestellt werden, ob LRP1 auch in vivo die Bildung der l8slichen APP-Dimere
beeinflusst. Hierfur wurde in Mausen mit 5xFAD/Lrp1flox/flox-Hintergrund, die zudem das
Slcolcl-CreERT2-Allel besaflen mit Hilfe von Tamoxifen der Knockout von Lrpl in
Endothelzellen des Gehirns sowie den CSF-sezernierenden Epithelzellen des Plexus
choroideus induziert (Storck et al., 2016). Diesen 5xFAD/Lrplge’-Méausen und
5XFAD/Lrp1flox/flox-Kontrollmausen, die ebenfalls die Tamoxifen-Behandlung erhalten
hatten, wurde CSF entnommen. AnschlieBend wurden die in diesem Liquor
enthaltenen Proteine, die zum Grof3teil von den Epithelzellen des Plexus choroideus
produziert und aktiv sezerniert werden (Brown et al., 2004), Uber eine SDS-PAGE
aufgetrennt und mittels Western Blot-Analyse auf das Vorhandensein von sAPP-
Dimeren untersucht. Der Nachweis mit 1G75A3 zeigt eine starke Zunahme an
l6slichen APP-Fragmenten, insbesondere aber an sAPP-Dimeren in der CSF von
Tieren mit induziertem Lrpl-Knockout (s. Abbildung 23A). Die densitometrische
Analyse der Intensitat I6slicher APP-Dimere ergab etwa eine Vervierfachung dieser
APP-Fragmente bei fehlender LRP1-Expression verglichen zur Menge in der CSF der
Kontrollmause (s. Abbildung 23B). Somit scheint LRP1 auch in vivo eine

entscheidende Rolle in der Prozessierung von APP-Dimeren zu spielen.
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Abbildung 23: Einfluss des Lrpl-Knockouts auf die Bildung von sAPP-Dimeren in
vivo. (A) Die Analyse der Zerebrospinalflissigkeit (CSF) von 5xFAD-Mausen ohne
(5XFAD/Lrp1™™) pzw. mit (5xFAD/Lrplee’) induziertem Lrpl-Knockout iiber Western
Blot mit dem 1G75A3-Antikdrper-Gemisch zeigt eine deutliche Zunahme an lslichen APP-
Fragmenten und insbesondere an sekretierten APP-Dimeren (SAPP-Dimeren) bei
Induktion der Lrpl-Exzision. (B) Die Quantifizierung ergab eine Steigerung der Intensitat
an sAPP-Dimeren um etwa das Vierfache, bei Mausen mit induziertem Lrpl-Knockout
verglichen zu denen, die LRP1 normal exprimierten. Die Balken reprasentieren
Mittelwerte £ SE; n =5; p < 0,001 (***).
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7 Diskussion

In Bezug auf die Alzheimer Krankheit stellt APP seit Jahren ein bedeutendes
Forschungsobjekt dar. Als Vorlauferprotein von AB-Peptiden, die den Hauptbestandteil
der senilen Plaques bilden, die in Gehirnen von Patienten gefundenen wurden, spielt
APP eine Schlusselrolle in der Klarung der Entstehung dieser Erkrankung. Dabei ist
insbesondere das Verstandnis der Prozessierung von APP von Bedeutung. Unter
physiologischen Bedingungen wird das Protein sowohl auf dem nicht-amyloidogenen,
als auch auf dem amyloidogenen Weg enzymatisch gespalten (Busciglio et al., 1993;
Haass et al., 1992, 1993; Pietrzik and Behl, 2005; Seubert et al., 1992; Shoji et al.,
1992). Eine Verschiebung des Gleichgewichts dieser beiden Prozessierungswege in
Richtung der vermehrten Sekretion von AB wird mit der Pathogenese von Alzheimer
in Verbindung gebracht. Die Art der sequentiellen Spaltung durch verschiedene
Sekretasen ist von unterschiedlichen Faktoren und anderen Proteinen abhangig. So
spielt u.a. LRP1 eine wichtige Rolle innerhalb dieses Prozesses. Mehrere Studien
haben bereits die Interaktion von APP und LRP1 und den damit verbundenen Einfluss
von LRP1 auf die Endozytose, den intrazellularen Transport und die Prozessierung
von APP gezeigt (Cam et al., 2005; Golde et al., 1992; Knauer et al., 1996; Koo and
Squazzo, 1994; Kounnas et al., 1995; Perez et al., 1999; Pietrzik et al., 2002, 2004;
Ulery et al.,, 2000). Bislang beschrankten sich die Untersuchungen dabei auf
monomere APP-Proteine. Jedoch wurde vor Kurzem festgestellt, dass ein grof3er Teil
des gebildeten APP wohl in dimerisierter Form vorliegt und dass solche APP-Dimere
sogar in vivo im Gehirn von Mausen vorhanden sind (Munter et al., 2007, 2010;
Schmidt et al.,, 2012). Daher wurde in dieser Arbeit die Prozessierung von APP-

Dimeren sowie die Beteiligung von LRP1 an diesem Prozess genauer analysiert.

7.1 Die APP Cys-Mutante als geeignetes Modell fir die

Analyse von APP-Dimeren

Die Tatsache, dass APP-Homodimere nicht nur in vitro, sondern auch in vivo
nachgewiesen wurden, eroffnete einen neuen Aspekt fur die Untersuchung der
komplexen Funktionen dieses Proteins. Es konnte gezeigt werden, dass die E1- und

E2-Domanen im extrazellularen Teil des Proteins sowie die Transmembrandomane in
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die Dimerisierung von APP involviert sein kdnnen (Baumkotter et al., 2014; Decock et
al., 2016; Hoefgen et al., 2014; Kaden et al., 2008; Lee et al., 2011; Munter et al., 2007,
Nadezhdin et al., 2012; Soba et al., 2005; Song et al., 2013; Wang et al., 2005, 2009;
Wang and Ha, 2004; Xue et al., 2011). Dieser Prozess kann entweder zur Verknupfung
von APP-Proteinen in trans- oder cis-Orientierung fihren (s. Abbildung 4). Wahrend
die trans-Dimerisierung v.a. mit Zell-Zell-Interaktionen und folglich der Adhasion in
Verbindung gebracht wird (Baumkétter et al., 2014; Isbert et al., 2012; Klevanski et al.,
2014; Soba et al., 2005; Stahl et al., 2014; Wang et al., 2005, 2009), ist Uber die
Funktion der Oligomerisierung in cis-Stellung bislang wenig bekannt. Es wird jedoch
angenommen, dass diese Form der APP-Dimerisierung Einfluss auf die Prozessierung
des Proteins durch die a-, B- und y-Sekretasen hat (Eggert et al., 2009; Jung et al.,
2014; Kaden et al., 2008; Libeu et al., 2012; Munter et al., 2007, 2010; Richter et al.,
2010; Schmidt et al.,, 2012; So et al., 2012). Somit haben APP cis-Dimere
moglicherweise eine Bedeutung im Zusammenhang mit der Alzheimer Erkrankung.
Mehrere Studien haben sich daher besonders mit der AB-Produktion in Abhangigkeit
der Dimerisierung von APP befasst. Allerdings lieferten diese Untersuchungen zum
Teil widerspruchliche Ergebnisse. So wurde einerseits eine Verringerung der AB-Level
nachgewiesen, wenn APP in dimerisierter Form vorlag (Eggert et al., 2009; Kaden et
al., 2008). Andererseits wurde dieser Effekt ebenfalls bei Inhibierung der APP-
Dimerisierung beobachtet (Libeu et al., 2012; Schmidt et al., 2012; So et al., 2012).
Zudem beschrieben andere Gruppen keine Veranderung der AB-Level an sich,
sondern lediglich eine Verschiebung des Verhaltnisses verschiedener AB-Varianten
(Munter et al., 2007, 2010; Richter et al., 2010). Diese Diskrepanzen lassen sich
eventuell auf die jeweiligen APP-Konstrukte zurtickfiihren, die zur Expression von
dimerisierten Proteinen generiert und verwendet wurden. Kompetitive und/oder
allosterische Effekte sowie durch die eingebrachten Mutationen hervorgerufene
Konformationséanderungen der exprimierten APP-Dimere werden als moégliche Griinde
fur eine Veranderung der APP-Prozessierung angenommen. Zudem kann nicht
vollkommen ausgeschlossen werden, dass das Vorhandensein einer Mutation in oder
nahe der Schnittstelle einer Sekretase, wie beispielsweise innerhalb der AR-Sequenz,
deren Aktivitat nicht beeinflusst. Daher wurde im Zuge dieser Arbeit eine APP Cys-
Mutante generiert, bei der die zum Aminosaureaustausch fiihrende Mutation nicht in
unmittelbarer Nahe einer Sekretase-Schnittstelle liegt. Die anfangliche Uberpriifung

der Funktionalitdat des generierten APP695 K587C-Konstruktes zeigte, dass die
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eingefigte Mutation zu einer effektiven Dimerisierung der APP-Proteine fuhrt (s.
Abbildung 13B, S. 63). Zwar wiesen die Lysate von CHO K1-Zellen, die als Kontrolle
mit dem APP695wt-Konstrukt transfiziert waren, eine vergleichbare Menge am
dimerisierten APP auf wie Zellen, die das Dimer-Konstrukt exprimierten. Jedoch ist in
Relation zur Expression von APP-Monomeren, die in den Kontrollzellen deutlich héher
ist, eine vermehrte Bildung von APP-Dimeren bei Transfektion mit der APP Cys-
Mutante anzunehmen. Zudem ist eine deutliche Zunahme in der Menge an léslichen
APP-Dimer-Fragmenten in CHO-Zellen mit APP695 K587C-Expression zu erkennen,
verglichen mit Zellen die mit dem wildtypischen APP-Konstrukt transfiziert waren (s.
Abbildung 13B, S. 63). Trotz der Mdglichkeit einer spontanen Dimerisierung léslicher
APP-Proteine (Scheuermann et al., 2001), hervorgerufen durch die Cys-Mutation in
der E2-Domaéne, wirde diese nicht den immensen Anstieg an SAPP-Dimeren erklaren.
Da nur reifes APP, also solches, das posttranslationale Modifikationen, wie die N- und
O-Glykosylierung durchlaufen hat, enzymatisch gespalten wird, wéare aufgrund der
geringen Menge an diesem gereiften APP in APP695 K587C-exprimierenden Zellen
nur eine schwache Zunahme an sAPP-Dimeren durch spontane Dimerisierung zu
erwarten. Somit deutet das starke Signal fiir sAPP-Dimere im Uberstand der Zellen,
die die APP Cys-Mutante exprimierten im Vergleich zu den mit APP695wt-
transfizierten CHO K1-Zellen darauf hin, dass auch bereits dimerisiertes APP
prozessiert wurde. Die Tatsache, dass die im Lysat nhachweisbaren APP-Dimere selbst
bei Aufkochen mit hohen Temperaturen nahezu vollstandig erhalten bleiben und nur
durch Zugabe von B-Mercaptoethanol denaturiert werden kdnnen (s. Abbildung 14, S.
64), lasst vermuten, dass die Dimerisierung Uber die Ausbildung von Disulfidbriicken
zustande gekommen ist. Da genau dieser Mechanismus durch die Expression eines
Cysteins anstelle eines Lysins in APP695 K587C-Mutanten beglnstigt wird (s.
Abbildung 8, S. 40), ist die gesteigerte Expression der APP-Dimere in den stabil
transfizierten CHO K1-Zellen wohl auf dieses Konstrukt zurtickzufihren. Da die APP-
Dimere nicht nur im Lysat, sondern auch als losliche Fragmente in den
Zellkulturtiberstdnden zu finden waren, wurde in weiteren Verfahren die Bildung dieser
SAPP-Dimere und die damit verbundenen Ablaufe genauer analysiert. So konnte
ermittelt werden, dass die an der Spaltung des monomeren APP beteiligten Proteasen
ADAM10 und Meprin B ebenfalls eine Rolle in der Prozessierung von APP cis-Dimeren
spielen. Zudem weisen Versuche mit einer Internalisierungsmutante von
APP695 K587C darauf hin, dass die exprimierten APP-Dimere von der Zelloberflache
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endozytiert werden und so deren enzymatische Spaltung beeinflusst werden kann.
Weiterhin scheint in diesem Zusammenhang auch LRP1 von Bedeutung zu sein. So
konnte nur in LRP1-exprimierenden Zellen ein Effekt auf die Prozessierung von
Internalisierungs-defizienten APP-Dimeren festgestellt werden (s. 6.5 Interanlisierung
von APP-Dimeren). Folglich scheint das Fehlen von LRP1 in CHO 13-5-1-Zellen die
Endozytose des dimerisierten APP bereits zu beeintrachtigen und so die Proteine fur
die Prozessierung an der Zelloberflache zu stabilisieren, wie bereits fir monomeres
APP beschrieben (Pietrzik et al., 2002, 2004). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
deuten auf Analogien in der Prozessierung und der an dieser beteiligten Proteine
zwischen den hier untersuchten APP-Dimeren und dem monomeren APP hin. Somit
fuhrt die Expression der hier generierten APP Cys-Mutante wohl zu APP cis-Dimeren,
die die gleichen physiologischen Prozesse durchlaufen, die bereits fir monomeres
APP gezeigt wurden. Dieses APP695 K587C-Konstrukt kdnnte also ein geeignetes
Modell fur weitere Studien zur Ermittlung des Einflusses von APP cis-Dimeren auf

physiologische und pathologische Funktionen von APP darstellen.

7.2 APP cis-Dimere werden von ADAM10 und Meprin

prozessiert

Die Prozessierung von APP stellt den entscheidenden Ansatzpunkt flr Forschungen
in Bezug auf die Pathogenese der Alzheimer Krankheit dar. Fir monomeres APP sind
besonders zwei Wege der enzymatischen Spaltung bekannt (s. Abbildung 3, S. 10).
Dabei verhindert die nicht-amyloidogene Prozessierung, die vorwiegend von der Zink-
Metalloproteinase ADAM10 an der Zelloberflache ausgefiihrt wird, durch den Schnitt
innerhalb der AB-Sequenz die Entstehung dieser Peptide (Colciaghi et al., 2002;
Jorissen et al., 2010; Kuhn et al., 2010; Postina et al., 2004; Tyler et al., 2002). Im
Gegensatz dazu ist der amyloidogene Weg durch die Bildung von AB-Peptiden
gekennzeichnet. Die B-Sekretase BACEL gilt als Hauptprotease fur diese Form der
APP-Spaltung, die intrazellular in endosomalen Kompartimenten ablduft. Durch die
anschlieende Aktivitat der y-Sekretase werden so v.a. AB1-40 und AB1-42 freigesetzt
(Cai et al., 2001; Haass, 2004; Selkoe, 1999; Seubert et al., 1993; Sinha et al., 1999;
Vassar et al., 1999; Yan et al., 1999). Neben BACE1 wurde vor Kurzem Meprin 3 als
APP-prozessierende Sekretase identifiziert, deren Spaltung ebenfalls zur Bildung von
AB-Peptiden flhrt. Diese Zink-Metalloproteinase kann ihre Aktivitdt unabhangig von
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BACEL auch an der Zelloberflache austiben und sorgt besonders fur die Generierung
der verkurzten AB-Peptide AB2-20 und AB2-42 (Bien et al., 2012; Jefferson et al., 2011,
Schonherr et al., 2016). In dieser Arbeit sollte geklart werden, ob APP cis-Dimere auf
die gleiche Art wie monomeres APP prozessiert werden und ob dabei die gleichen
Proteasen eine Rolle spielen. Die Analysen konzentrierten sich auf die enzymatische
Spaltung von APP cis-Dimeren an der Zelloberflache und somit auf die Beteiligung von
Meprin B und ADAM10.

7.2.1 Meprin B spaltet vermutlich bevorzugt APP cis-Dimere

Um den Einfluss von Meprin § auf die Prozessierung der APP cis-Dimere zu klaren,
wurden HEK293T-Zellen verwendet, die entweder nur mit APP695 K587C oder mit
diesem Dimer-Konstrukt sowie Meprin 3 transient transfiziert wurden. Zum Vergleich
erfolgte die Transfektion von HEK-Zellen mit APP695wt bzw. die Co-Transfektion mit
APP695wt und Meprin B. Von all diesen Zellen wurden die Kulturiiberstande auf die
Bildung von AB-Peptiden sowie von I6slichen APP-Fragmenten hin untersucht (s. 6.6.1
APP-Dimer-Prozessierung durch Meprin ). Nach der Prazipitation der generierten Af3-
Peptide aus den Kulturiiberstdnden der HEK-Zellen wurden diese Uber eine Harnstoff-
SDS-PAGE aufgetrennt. Anhand der Detektion zusatzlicher AB-Peptide in HEK293T-
Zellen, die neben dem jeweiligen APP-Konstrukt auch Meprin 8 exprimierten, konnte
die Aktivitat dieser Sekretase gezeigt werden. So sind neben ABi-40 und ABi-42, die
auch in HEKs ohne Meprin B-Uberexpression generiert wurden, in Zellen mit Meprin
Co-Expression besonders AB2-40 sowie ebenfalls AB2-42 sichtbar (s. Abbildung 20, S.
74). Da diese verkirzten AB-Peptide nicht direkt durch die enzymatische Spaltung von
APP durch BACEL1 entstehen kénnen (Citron et al., 1996; Vassar et al., 1999), deutet
deren Auftreten in dieser Intensitéat auf die sequentielle Spaltung von APP erst durch
Meprin B und anschlielend durch die y-Sekretase hin. Eine derartige Prozessierung
findet vermutlich sowohl am wildtypischen APP wie auch an den APP Cys-Mutanten
und damit vermutlich an dimeriserten APP-Proteinen statt. Dabei scheint Meprin 3
APP cis-Dimere fur die Austbung ihrer Aktivitat zu favorisieren. Trotz einer offenbar
geringeren AB-Produktion in HEK-Zellen, die nur mit APP695 K587C transfiziert
waren, im Vergleich zu denen, die das wildtypische APP695 exprimierten, ist die
Menge an AB-Peptiden bei Uberexpression von Meprin B fiir beide APP-Konstrukte
nahezu identisch (s. Abbildung 20, S. 74). In einer MALDI-MS-Analyse konnte gezeigt
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werden, dass in APP- und Meprin B-Uberexprimierenden HEK-Zellen bei Inhibierung
von BACE1 dennoch AB1-40 generiert wurde. Meprin [ ist folglich wohl in der Lage die
enzymatische Spaltung von APP durch BACEl zu imitieren (Bien et al., 2012).
Dadurch ist der generelle Anstieg aller nachgewiesenen AB-Varianten in HEK293T-
Zellen mit Meprin B-Uberexpression zu erklaren. Gerade in diesem Zusammenhang
scheint die Ubermaliige Anwesenheit von Meprin  jedoch einen besonders grof3en
Effekt auf die Prozessierung der exprimierten APP cis-Dimere zu haben. Um diese
Beobachtung weiter zu analysieren, wurde die Bildung von sAPP-Fragmenten in den
Zellkulturiiberstanden untersucht. Hierbei ist in APP695 K587C-exprimierenden Zellen
wiederum ein deutlich starkeres Signal fir 16sliche APP-Dimere zu erkennen als bei
den HEK-Zellen, die mit APP695wt transfiziert waren (s. Abbildung 21A, S. 76). Dieses
Ergebnis deckt sich mit den Beobachtungen in CHO-Zellen (s. Abbildung 13B, S. 63).
So deutet auch in den transient transfizierten HEKs der immense Anstieg an
dimerisierten APP-Fragmenten bei Expression von APP695 K587C darauf hin, dass
bereits als Dimer vorliegende APP-Molekiile prozessiert wurden. Die Co-Transfektion
mit Meprin B ergab jedoch ein unerwartetes Ergebnis in Bezug auf die bisher
betrachteten loslichen APP-Fragmente. Hier wiesen die HEK-Zellen mit Meprin 3-
Uberexpression eine Abnahme an sAPP-Monomeren und -Dimeren auf.
Interessanterweise zeigt die Western Blot-Analyse auch, dass diese Verringerung
insbesondere flr die dimerisierten APP-Fragmente sehr deutlich ist (s. Abbildung 21A,
S. 76). Aufgrund der Tatsache, dass die Aktivitdt von Meprin 3 an APP zur Bildung
kleiner, N-terminaler sAPP-Metabolite, wie N-APP20 und N-APP11, fihren kann
(Jefferson et al., 2011), wurde deshalb die Generierung dieser Fragmente ebenfalls
untersucht. Anhand des Western Blots mit dem 22C11-Antikdrper, der gegen den N-
Terminus von APP gerichtet ist (s. Abbildung 7, S. 30), ist ein starker Anstieg an N-
APP20 in HEK-Zellen zu erkennen, die neben dem jeweiligen APP-Konstrukt auch
Meprin B exprimierten. Dabei ist hervorzuheben, dass die Zunahme an diesem N-
terminalen, léslichen APP-Fragment besonders in Zellen, die mit APP695 K587C
transfiziert waren, zur Geltung kommt (s. Abbildung 21A, S. 76). Diese Ergebnisse
weisen auf die Aktivitat von Meprin B nicht nur am monomeren, sondern auch am
dimeren APP hin und zeigen, dass die Uberexpression dieser Sekretase zu N-
terminalen APP-Metaboliten sowohl von APP695wt, als auch von APP695 K587C
fuhrt. Zudem liegt die Vermutung nahe, dass Meprin B dimeres APP gegenuber

monomerem APP bevorzugt spaltet, da die Folgen der Uberexpression dieser
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Sekretase in HEK-Zellen, die die APP Cys-Mutante exprimierten, deutlicher ausfallen
als bei denen, die wildtypisches und somit vorwiegend monomeres APP695
synthetisierten. Die Quantifizierung (s. Abbildung 21B, S. 76) bekréftigt diese
Annahme. Hierfur wurde je das Verhaltnis von sAPP-Monomeren bzw. —Dimeren aus
der Intensitat des Signals in Zellen ohne zu der in HEKs mit Meprin B-Expression
ermittelt. In APP695wt-exprimierenden Zellen konnte nur eine geringe Tendenz zur
starkeren Prozessierung von APP-Dimeren verglichen mit Monomeren festgestellt
werden. Dies ist jedoch vermutlich durch die sehr geringe Expression dieser
dimerisierten Fragmente zu erklaren (s. Abbildung 21B, S. 76, schraffierte Balken). Im
Gegensatz dazu ist in HEK-Zellen, die mit dem APP-Dimer-Konstrukt transfiziert waren
und somit neben sAPP-Monomeren auch ein starkes sAPP-Dimer-Signal aufweisen,
ein signifikanter Unterschied zwischen sAPP-Monomer- und sAPP-Dimer-Verhaltnis
zu erkennen (s. Abbildung 21B, S. 76). Diese Divergenz deutet darauf hin, dass in
diesen Zellen mehr dimeres APP durch Meprin B prozessiert wird, als monomeres
APP. Zudem wird die Vermutung einer Préferenz von Meprin B fir APP-Dimere
dadurch erhéartet, dass das sAPP-Dimer-Verhdltnis von APP695 K587C-
exprimierenden Zellen gegeniber dem von HEKs mit APP695wt-Expression ebenfalls
signifikant erhoht ist. Die Bevorzugung dimerisierter APP-Proteine fir die
enzymatische Spaltung kdnnte im Zusammenhang mit allosterischen Effekten stehen.
Eine Analyse der Enzymkinetik ergab eine Kooperativitat in der enzymatischen
Aktivitat von a- und B-Sekretasen, deren Grad mit einem Hill-Koeffizienten von 2
beschrieben wurde. Somit stellt die Dimerisierung der Sekretasen oder deren
Substrate bzw. eventuell auch beider Komponenten den bestimmenden Faktor fur die
Enzymkinetik von a- und B-Sekretasen dar (Schmidt et al., 2012). Dieser Effekt konnte
auch bei Meprin B eine Rolle spielen und folglich zur effizienteren Spaltung von APP
in dessen dimerisierter Form fuhren. Dadurch, dass Meprin 8 selbst vorwiegend als
Uber Disulfidbricken verbundenes Homodimer an der Zelloberflache vorliegt
(Bertenshaw et al., 2003; Kruse et al., 2004), ist ein allosterischer Effekt von APP cis-
Dimeren auf die enzymatische Aktivitdt der Sekretase durchaus denkbar. Weitere
Analysen zur genauen Bestimmung der Enzymkinetik von Meprin3 im
Zusammenhang mit dimerisiertem APP konnten Aufschluss dariuber geben, ob APP
cis-Dimere die Effizienz dieser Sekretase und somit eventuell auch die Art ihrer

Prozessierung beeinflussen.
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7.2.2 APP cis-Dimere werden von ADAM10 an der Zelloberflache

gespalten

Da ADAMI10 als die Sekretase gilt, die APP hauptsachlich an der Zelloberflache auf
dem nicht-amyloidogenen Weg prozessiert, wurde ebenfalls deren Beteiligung an der
Spaltung von APP cis-Dimeren analysiert. CHO-Zellen, die stabil mit dem
APP695 K587C-Konstrukt transfiziert waren, dienten als Zellmodell zur Untersuchung
der Sekretase-Aktivitat auf dimerisiertes APP. Hierfir wurden die Auswirkungen der
selektiven Inhibierung von ADAM10 mittels G1254023X auf die Expression der APP
cis-Dimere in Zelllysaten, Kulturiberstanden und an der Zelloberflache ermittelt (s.
6.3.2 Prozessierung von APP-Dimeren durch ADAM10). Dabei konnte eine Zunahme
am reifen APP in den Lysaten von Zellen, die mit dem Inhibitor behandelt waren, im
Vergleich zu den Kontrollzellen detektiert werden (s. Abbildung 22A, S. 78). Diese
Steigerung hangt vermutlich damit zusammen, dass durch die Inhibierung der
ADAM10-Aktivitat das reife APP weniger schnell umgesetzt wird und somit mehr
Molekile im Lysat nachweisbar bleiben. Interessanterweise ist ebenfalls ein Anstieg
an APP cis-Dimeren zu beobachten, sodass anzunehmen ist, dass diese ebenfalls von
ADAM10 prozessiert werden. Die Behandlung mit GI254023X fiihrt somit, wie beim
monomeren APP, wohl zu einer verringerten Umsetzung der APP-Dimere. Diese
Hypothese wird durch die Analyse der Zelloberflachenproteine gestitzt (s. Abbildung
22C, S. 78). Mit Hilfe der Biotinylierung wurden die an der Zelloberflache exprimierten
Proteine markiert und konnten so durch NeutrAvidin Beads aus dem Lysat prazipitiert
werden. Die Detektion von APP weist nicht nur eine Zunahme am reifen, monomeren
APP, sondern auch an APP cis-Dimeren bei Inhibitor-behandelten Zellen auf.
Demzufolge zeigt die Western Blot-Analyse der Zellkulturiiberstande, wie erwartet,
eine deutliche Reduktion an Islichen APP-Dimeren, wenn der ADAM10-Inhibitor
eingesetzt wurde (s. Abbildung 22B, S. 78). Der hier fehlende Nachweis an
monomeren sAPP-Fragmenten kann durch mehrere Faktoren zustande kommen. So
wurden beispielsweise CHO-Zellen verwendet, die aufgrund der stabilen Transfektion
mit APP695 K587C vorwiegend APP cis-Dimere im Gegensatz zum reifen,
monomeren APP bilden. Da sowohl APP-Monomere, wie auch APP-Dimere als
Substrat von ADAM10 fungieren, kbnnte somit die Mehrzahl am dimerisierten APP zur
gesteigerten Prozessierung dieser Molekile im Vergleich zum monomeren APP
fuhren. Andererseits besteht auch die Moglichkeit, dass die Dimerisierung von APP
Uber allosterische Kooperativitdt zur bevorzugten Prozessierung durch ADAM10
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gegenidber monomerem APP fihrt. Weiterhin kann nicht ausgeschlossen werden,
dass losliche Monomere nachtraglich im Zellkulturmedium dimerisieren, wie es bereits
von Scheuermann et al. (2001) beschrieben wurde. Durch all diese Faktoren kénnte
die Menge am monomeren sAPP so gering sein, dass das Signal zu schwach fiur einen
Nachweis uber die Western Blot-Analyse war. Nichtsdestotrotz zeigen die Ergebnisse,
dass ADAM10 eine Rolle in der Prozessierung von APP cis-Dimeren an der
Zelloberflache spielt. Da die ADAM10-abhangige Prozessierung des monomeren APP
in Abhangigkeit von LRP1 ablauft, wurde dieser Prozess ebenfalls fir dimeres APP
untersucht. Die durch die ADAM10-Inhibierung hervorgerufenen Effekte in den LRP1-
defizienten CHO 13-5-1-Zellen waren noch deutlicher ausgepragt als in den LRP1-
exprimierenden CHO K1-Zellen. Somit deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass die
Expression von LRP1 im Zusammenhang mit der Prozessierung von APP-Dimeren

stehen kdnnte.

7.3 Die LRP1-Expression scheint die Prozessierung von

APP cis-Dimeren entscheidend zu beeinflussen

Dem Rezeptorprotein LRP1 wurde schon frih eine entscheidende Rolle in der
Prozessierung von APP und damit in der Pathogenese von Alzheimer zugeschrieben
(Knauer et al.,, 1996; Kounnas et al., 1995; Trommsdorff et al., 1998). In diesem
Zusammenhang konnte mehrfach gezeigt werden, dass Uber direkte oder indirekte
Interaktion mittels der extra- bzw. intrazellularen Doméanen die LRP1-abhéngige
Endozytose von Oberflachen-exprimierten APP-Proteinen vermittelt wird (Knauer et
al., 1996; Kounnas et al., 1995; Pietrzik et al., 2002, 2004; Trommsdorff et al., 1998;
Ulery et al., 2000). Die damit einhergehende, gesteigerte Produktion von AB-Peptiden
fuhrte zu der Annahme, dass das auf diese Weise endozytierte APP der Prozessierung
durch die B-Sekretase zugefuhrt wird. Bekréftigt wurde dies in Zellen ohne LRP1-
Expression, in denen neben der Reduktion der AB-Level ein vergleichbarer Anstieg an
sAPPa zu beobachten war (Knauer et al., 1996; Pietrzik et al., 2002, 2004; Ulery et al.,
2000). Die Analysen zum Einfluss der LRP1-Expression auf die Prozessierung von
APP Uber den amyloidogenen und nicht-amyloidogenen Weg beschrankten sich dabei
auf monomere APP-Proteine. Mittlerweile ist bekannt, dass APP in der Lage ist tUber
verschiedene Bereiche in der Ektodoméane sowie Uber die Transmembrandomane zu

dimerisieren und, dass ein grof3er Teil der APP-Molekile in diesem Dimer-Zustand
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vorliegt (Munter et al., 2007, 2010; Schmidt et al., 2012). Neben dem Nachweis von
APP-Dimeren in vivo im Gehirn von Mausen konnte auch gezeigt werden, dass die
cis-Dimerisierung die Prozessierung von APP beeinflusst. Dabei scheint der neuronale
Rezeptor SORLA eine Rolle zu spielen. Dieser wird Uber die Interaktion mit APP
sowohl mit dem Transport, als auch mit der enzymatischen Spaltung des Proteins in
Verbindung gebracht (Andersen et al., 2005; Offe et al., 2006; Schmidt et al., 2007,
2012). Da es sich bei SORLA, wie bei LRP1, das ebenfalls mit APP interagiert, um ein
Mitglied der LDL-Rezeptorfamilie handelt, sollte in dieser Arbeit die Beteiligung von
LRP1 an der Prozessierung von APP cis-Dimeren ermittelt werden. Die Analyse von
LRP1-defizienten CHO 13-5-1-Zellen im Vergleich zu den LRP1-bildenden CHO K1-
Zellen, die beide die APP Cys-Mutante stabil exprimierten, zeigte nahezu eine
Verdreifachung des APP-Dimer-Verhaltnisses bei fehlender LRP1-Expression (s.
Abbildung 15, S. 66). Folglich scheint der Mangel an LRP1 in diesem Zellmodell zu
einer deutlich gesteigerten Prozessierung der APP cis-Dimere zu fuhren. Da in
kortikalen Primarneuronen, die mit APP695wt infiziert waren, nicht nur die Bildung von
APP-Dimeren, sondern auch von ldslichen APP-Dimer-Fragmenten nachweisbar war,
sollte der Einfluss von LRP1 auf die Dimer-Prozessierung auch in diesen Zellen
Uberpruft werden. Hierfur wurde mit Hilfe einer Cre-Rekombinase ein Knockout von
Lrpl in kortikalen Primarneuronen der Mauslinie 5XxFAD/Lrp1fioxflox induziert, was in
einer um etwa 50 % reduzierten Expression des Rezeptors resultierte (s. Abbildung
16A, S. 68). Ein vollstandiges Fehlen von LRP1 konnte nicht erreicht werden, da
moglicherweise  nicht an allen Lrpl-Allelen die Rekombination der
Erkennungssequenzen zur Exzision des Gens fuhrte. Somit kénnten aufgrund der
langen Halbwertszeit von LRP1 (Reekmans et al., 2010) zum Zeitpunkt der Zelllyse
noch funktionsfahige Rezeptoren exprimiert und daher nachweisbar gewesen sein.
Trotz einer Reduktion der LRP1-Expression um lediglich die Halfte wurde dennoch ein
mehr als doppelt so hohes APP-Dimer-Verhdltnis in den Neuronen mit induziertem
Lrpl-Knockout quantifiziert, verglichen mit den Kontrollzellen (s. Abbildung 16B, S.
68). Die in dieser Analyse nachgewiesenen APP-Dimere sind dabei physiologisch und
ohne die Expression einer Dimer-Mutante von APP entstanden. Folglich deutet das
beobachtete Ergebnis darauf hin, dass die LRP1-Expression auch in Primarneuronen
von Mausen einen entscheidenden Einfluss auf die Effizienz der APP-Dimer-

Prozessierung hat.
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In Bezug auf monomeres APP haben verschiedene Studien bereits gezeigt, dass ein
Fehlen von LRP1 zu signifikant erh6hten Mengen an sAPP und APP-CTFs fluhrt
(Knauer et al., 1996; Pietrzik et al., 2002, 2004; Ulery et al., 2000). Dabei scheint
insbesondere die fehlende Bildung des trimeren Komplexes aus LRP1, Fe65 und APP,
der fur die korrekte LRP1-vermittelte Endozytose von APP essentiell ist, eine Rolle zu
spielen. Das Ausbleiben der Interaktion dieser drei Proteine fuhrt wohl zur
Stabilisierung von APP an der Zelloberflache und folglich zu dessen stark reduzierter
Internalisierung (Pietrzik et al., 2002, 2004). Um zu klaren, ob eine verminderte
Endozytose flr die gesteigerte Prozessierung der APP cis-Dimere in LRP1-defizienten
Zellen verantwortlich sein kann, wurde eine APP Cys-Mutante mit einem veranderten
Internalisierungsmotiv generiert. Dieses Konstrukt bewirkt die vorwiegende Bildung
von APP-Dimeren, die nach Reifung und Expression an der Zelloberflache aufgrund
der Mutation im NPTY-Motiv nicht wieder endozytiert werden konnen (Lai et al., 1995;
MarquezSterling et al., 1997) (s. Abbildung 18, S. 71). CHO K1-Zellen, die transient
mit der Internalisierungsmutante (APP695 K587C NGYE) transfiziert waren, zeigten,
gemessen am APP-Dimer-Verhaltnis, eine signifikant gesteigerte Prozessierung der
dimerisierten APP-Molekule im Vergleich zu Zellen, die APP695 K587C exprimierten
(s. Abbildung 19B, S. 72). Dieses Ergebnis deutet stark darauf hin, dass die
Endozytose von APP-Dimeren von der Zelloberflache tatsachlich eine Rolle in der
Prozessierung dieser dimerisierten Proteine spielt. Anhand der Analyse des Dimer-
Verhaltnisses in CHO 13-5-1-Zellen konnte zudem eine mdgliche Beteiligung von
LRP1 in diesem Zusammenhang festgestellt werden. Im Gegensatz zu CHO K1-Zellen
wiesen die LRP1-defizienten CHO 13-5-1-Zellen ein nur kaum verandertes APP-
Dimer-Verhéltnis auf, wenn sie statt mit APP695 K587C mit der entsprechenden
NGYE-Mutante transfiziert waren (s. Abbildung 19B, S. 72). In diesen Zellen scheint
also durch das Fehlen von LRP1 die Endozytose der APP cis-Dimere von der
Zelloberflache bereits derart beeintrachtigt zu sein, dass die Mutation, die die
Internalisierung verhindern soll, kaum noch einen Effekt auf diesen Prozess hat.
Folglich ist die LRP1-vermittelte Endozytose wohl entscheidend an der Prozessierung
von APP-Dimeren beteiligt. Wie vom monomeren APP bekannt, konnte die LRP1-
Defizienz zur Stabilisierung der dimerisierten APP-Molekille an der Zelloberflache
fuhren und somit die gesteigerte sAPP-Dimer-Bildung in CHO 13-5-1- gegenuber
CHO K1-Zellen erklaren. Inwiefern die Interaktion zwischen LRP1 und den APP cis-
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Dimeren zustande kommt und ob dabei das Adapterprotein Fe65 eine Rolle spielt,

bleibt jedoch noch zu ermitteln.

Dadurch, dass sich das APP-Dimer-Verhaltnis durch die Expression der
Internalisierungsmutante in CHO K1-Zellen nur an die Werte von CHO 13-5-1-Zellen
annaherte, liegt die Vermutung nahe, dass die LRP1-Defizienz auch tber andere
Mechanismen in die APP-Dimer-Prozessierung involviert ist. Diese Annahme wird
durch die Pulse-Chase-Analyse von CHO-Zellen, die die APP Cys-Mutante stabil
exprimierten, gestutzt (s. 6.4 Zeitlicher Verlauf der Bildung von sAPP-Dimeren). Neben
der gesteigerten Prozessierung der APP cis-Dimere in CHO 13-5-1- verglichen mit
CHO K1-Zellen konnte auch eine zeitliche Varianz in der Bildung l6slicher APP-Dimere
zwischen den beiden Zelllinien festgestellt werden. So konnte bereits nach einem 30-
minutigen Chase der radioaktiv markierten APP-Fragmente ein deutliches Signal fur
sAPP-Dimere in LRP1-defizienten Zellen detektiert werden. Ein vergleichbares Signal
ergab sich bei CHO K1-Zellen erst bei einer Verfolgung der Radioaktivitat von einer
Stunde (s. Abbildung 17A, S. 70). Da im Lysat beider Zelllinien kein Unterschied in der
Expression der monomeren und dimeren APP-Proteine zu erkennen war, deuten die
Ergebnisse dieser Analyse darauf hin, dass bei Abwesenheit von LRP1 APP-Dimere
friher prozessiert werden. Diese Moglichkeit setzt voraus, dass dimerisiertes APP
schneller an die Zelloberflache gelangt, wo es von den dort aktiven Sekretasen
enzymatisch gespalten wird. Somit scheint die Expression von LRP1 den Transport
von APP cis-Dimeren entlang des sekretorischen Weges zu beeinflussen. Ein
derartiger Zusammenhang konnte bereits fir monomeres APP und LRP1 gezeigt
werden, die vermutlich tGber das Adapterprotein Fe65 schon in friilhen sekretorischen
Kompartimenten miteinander interagieren (Pietrzik et al., 2004; Waldron et al., 2008).
Zudem wurde festgestellt, dass die Interaktion mit LRP1 fur den Transport sowie die
Prozessierung von APP von Bedeutung ist. So bewirkte das Anflgen eines
Dilysinmotivs (KKAA) an das LRP1-Fragment LRP-CT, das zum Verbleib von LRP1
im ER fuhrt (Andersson et al., 1999; Itin et al., 1995), auch eine verminderte Expression
von APP an der Zelloberflache sowie eine geringere Produktion von APP-CTFs und
AB-Peptiden (Waldron et al., 2008). Da die Dimerisierung von APP ebenfalls in friihen
sekretorischen Kompartimenten stattfindet (Isbert et al., 2012), ist eine Interaktion von
LRP1 mit APP-Dimeren entlang des Weges zur Zelloberflache denkbar. Durch die
Wechselwirkung der beiden Proteine kdnnte es so zu einer Veranderung der

Transportgeschwindigkeit vom dimerisierten APP kommen. Gestutzt wird diese
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Hypothese durch die kirzlich beschriebenen Ergebnisse einer Live Cell-Analyse zum
vesikularen Transport von APP in Abhangigkeit von LRP1 entlang von Axonen. Dabei
stellte sich heraus, dass monomeres und dimeres APP &hnliche
Transporteigenschaften aufweisen und dass LRP1 vermutlich als Sortierungsrezeptor
fungiert, der APP in gemeinsame Vesikel rekrutiert und so dessen intrazellularen
Transport verlangsamt (Herr et al., 2017). Ein Fehlen der LRP1-Expression konnte die
frhere Prasenz von APP, sowohl in monomerer, als auch in dimerisierter Form an der
Zelloberflache zur Folge haben. Dadurch stehen diese Proteine der Prozessierung
durch die dort aktiven Sekretasen, wie u.a. ADAM10 und Meprin B, eher zur
Verfiigung, was das Ergebnis der Pulse-Chase-Analyse erklaren wirde. Die
Abwesenheit von LRP1 scheint weiterhin zur verlangerten Substratverfligbarkeit fur
die Sekretasen beizutragen, indem die durch diesen Rezeptor vermittelte Endozytose
nicht stattfindet. Dies wird durch die Beobachtungen zur Untersuchung der
Internalisierung von APP cis-Dimeren bekraftigt. Somit ist die in LRP1-defizienten
Zellen festgestellte Steigerung der APP-Dimer-Prozessierung vermutlich sowohl auf
einen schnelleren Transport zur Zelloberflache, als auch auf die dortige Stabilisierung

zuruckzufuhren.

7.4 Die cis-Dimerisierung kdnnte physiologische und

pathologische Funktionen von APP beeinflussen

APP, das als Vorlauferprotein von AB-Peptiden v.a. im Zusammenhang mit der
Pathogenese von Alzheimer bekannt ist, spielt ebenfalls in einer Reihe von
physiologischen Prozessen innerhalb des neuronalen Systems eine wichtige Rolle
(Miller and Zheng, 2012). Auch dabei kommt der Prozessierung von APP eine
gewisse Bedeutung zu. So kann beispielsweise die intrazellulare Signaltransduktion
nur ausgeubt werden, wenn die AICD durch die enzymatische Spaltung freigesetzt
wird. Diese kann anschliel3end stabilisiert durch Fe65 in den Zellkern eindringen und
dort durch Interaktion mit anderen Transkriptionsfaktoren die Expression
verschiedener Gene regulieren (Cao and Sudhof, 2001; Cupers et al., 2001; Gao and
Pimplikar, 2001; Kimberly et al., 2001). Weiterhin wurde sAPPa-Fragmenten, die durch
die nicht-amyloidogene Prozessierung entstehen, u.a. eine Relevanz fir die
synaptische Dichte sowie fir die Gedachtnisentwicklung nachgewiesen (Bell et al.,
2008; Meziane et al., 1998; Roch et al., 1994; Taylor et al., 2008; Turner et al., 2003).
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Im Gegensatz zu sAPPa mit diesen neuroprotektiven Funktionen weist das I6sliche
APP eine deutlich geringere Aktivitat auf und wird zudem eher mit toxischen Effekten
in Verbindung gebracht (Turner et al., 2003). Folglich deutet dies darauf hin, dass eine
Verschiebung innerhalb der APP-Prozessierung in Richtung der vermehrten Bildung
von AB-Peptiden im Zusammenhang mit den pathologischen Funktionen von APP
steht. In Anbetracht dieser Anderung der APP-Spaltung konnte auch der
Oligomerisierungszustand des Proteins und damit verbundene allosterische Effekte
eine Rolle spielen (Schmidt et al., 2012). Die bisherigen Studien, die sich mit der
Generierung von AB-Peptiden in Abhangigkeit des dimerisierten APP beschaftigt
haben, lieferten jedoch widersprtichliche Ergebnisse (Eggert et al., 2009; Kaden et al.,
2008; Libeu et al., 2012; Munter et al., 2007, 2010; Richter et al., 2010; Schmidt et al.,
2012; So et al., 2012). In diesen Untersuchungen wurden z.T. APP-Dimer-Konstrukte
verwendet, die vermutlich durch mutationsbedingte Konformationséanderungen oder
durch das Vorhandensein der Mutation nahe einer Schnittstelle die Aktivitat der
Sekretasen beeintrachtigten. Das im Zuge dieser Arbeit generierte APP-Dimer-
Konstrukt APP695 K587C weist dieselben Eigenschaften wie monomeres APP in
Bezug auf Transport, Internalisierung und Prozessierung auf. Somit kdnnte es sich
hierbei um ein geeignetes Modell fur weitere Analysen zum Einfluss der Dimerisierung
auf die AB-Produktion handeln. Bislang bleibt noch zu klaren, inwiefern
APP695 K587C-Dimere eine Prozessierung durch die B-Sekretase BACEL erfahren
und, ob mdgliche allosterische Effekte dabei von Bedeutung sind. Hierfir waren
zusatzliche Untersuchungen der Enzymkinetik erforderlich. Diese kdnnten neben dem
Einfluss auf die Effizienz der enzymatischen Spaltung auch Aufschluss dartiber geben,
ob die Dimerisierung von APP die Art der Prozessierung bestimmt. So konnte in dieser
Arbeit fur Meprin B beispielsweise eine Praferenz vom dimerisierten gegenuber dem
monomeren APP gezeigt werden. Die Spaltung von APP cis-Dimeren durch Meprin B
fuhrte sowohl zur Bildung verkurzter AB-Peptide, die wohl schneller aggregieren als
die AB-Varianten, die durch die Prozessierung tUber BACEL entstehen (Bien et al.,
2012; Schonherr et al., 2016), als auch zu N-APP20-Fragmenten, die eher als
neuroprotektiv eingestuft werden (Becker-Pauly and Pietrzik, 2017; Jefferson et al.,
2011). Folglich kénnte eine vermehrte Spaltung von APP durch Meprin 3 negative oder
positive Effekte haben, die durch ein gesteigertes Vorkommen von APP-Dimeren

gefordert werden kdnnten. Um die Bedeutung der cis-Dimerisierung zu ermitteln, sind
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weitere Studien zur Entschlisselung der physiologischen Funktionen dieser Dimere
sowie deren l6slicher Fragmente erforderlich.

In Verbindung mit der Prozessierung von APP-Dimeren bleibt auch die Rolle von
Rezeptoren, die diesen Vorgang beeinflussen, zu klaren. Im Zuge dieser Arbeit konnte
gezeigt werden, dass LRP1 sowohl am Transport, als auch an der Internalisierung der
APP cis-Dimere beteiligt ist und somit einen Einfluss auf die enzymatische Spaltung
dieser Molekule ausubt. Dieser konnte sogar in vivo durch die Anreicherung von sAPP-
Dimeren in der CSF von 5xFAD/Lrplge’-Mausen festgestellt werden (s. Abbildung 23,
S. 80). Da der Grof3teil der Flussigkeit und der in der CSF enthaltenen Proteine aktiv
von den Epithelzellen des Plexus choroideus sezerniert werden (Brown et al., 2004),
weist das Ergebnis darauf hin, dass APP-Dimere in diesen Zellen in vivo gebildet und
prozessiert werden, wie vom monomeren APP bekannt (Bergen et al., 2015; Kalaria
et al., 1996). Der induzierte Knockout von Lrpl in den Endothelzellen des Gehirns und
eben diesen Epithelzellen des Plexus choroideus in den verwendeten Mausen ist
vermutlich fur den Anstieg der I6slichen APP-Fragmente in der CSF verantwortlich.
Durch das Fehlen von LRP1 in diesen Zellen kdnnte es zu einem beschleunigten
Transport von APP zur Zelloberflache und der Stabilisierung an dieser kommen,
sodass eine gesteigerte Prozessierung, eventuell durch ADAM10, stattfinden kann.
Interessanterweise fallt insbesondere der Anstieg an SAPP-Dimeren gegeniber sAPP-
Monomeren auf. Diese Beobachtung konnte ein Hinweis darauf sein, dass LRP1 nicht
nur den Transport und die Internalisierung von APP-Dimeren beeinflusst, sondern
eventuell auch die Dimerisierung an sich. LRP1 kénnte durch seine Interaktion mit APP
in frihen sekretorischen Kompartimenten dessen Dimer-Bildung beeintrachtigen,
ahnlich wie von SORLA bekannt. Dieses Mitglied der LDLR-Familie, das ebenfalls mit
APP interagiert und dessen Transport und Prozessierung beeinflusst (Andersen et al.,
2005; Offe et al., 2006; Schmidt et al., 2007; Willnow and Andersen, 2013), behindert
die Dimerisierung von APP und fihrt letztlich zu einer verminderten enzymatischen
Spaltung des Proteins (Schmidt et al., 2012). Der immense Anstieg an SAPP-Dimeren
in der CSF von Mausen mit induziertem Lrpl-Knockout im Vergleich zu den
Kontrollméausen, konnte folglich durch eine gesteigerte Dimerisierung von APP
aufgrund der Abwesenheit der LRP1-Expression erklart werden. Die Rezeptoren LRP1
und SORLA scheinen folglich die APP-Dimer-Bildung und damit einhergehend die
Prozessierung von APP zu kontrollieren. Weitere Analysen zur Ermittlung des

Zusammenhangs von SORLA, LRP1 und APP auf die Bildung von AB-Peptiden wéaren
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daher ein interessanter Ansatzpunkt fur mogliche Therapien in Bezug auf damit

verbundene Krankheiten, wie z.B. Alzheimer.

Zusammenfassend zeigt diese Arbeit, dass APP cis-Dimere den gleichen
physiologischen Prozessen unterliegen, die von monomeren APP-Proteinen bekannt
sind. Diese dimerisierten Proteine werden in neuronalen Zellen sowie in vivo im Gehirn
von Mausen gebildet und prozessiert, wobei die Anwesenheit von LRP1 eine wichtige
Rolle spielt. Die Analyse von Zellmodellen mit stabiler Expression der APP-Dimer-
Mutante APP659 K587C verweist auf eine Beteiligung von LRP1 sowohl am
sekretorischen Transport, als auch an der Internalisierung der APP cis-Dimere von der
Zelloberflache. Damit einhergehend konnte eine gesteigerte Prozessierung des
dimerisierten APP beobachtet werden, die ebenfalls in Primarneuronen mit
induziertem Lrp1-Knockout zu finden war. Weiterhin fihrte ein Knockout dieses Gens
in den Endothelzellen des Gehirns und den Epithelzellen des Plexus choroideus von
M&ausen zu einer Zunahme an sAPP-Monomeren, besonders aber an sAPP-Dimeren
in der CSF. Die gesteigerte Menge an loslichen APP-Dimer-Fragmenten bei
Abwesenheit von LRP1 kdnnte einerseits durch eine ungehinderte Bildung der APP-
Dimere durch fehlende Interaktion mit LRP1 zu erklaren sein. Andererseits ist durch
Mangel an LRP1 ein schnellerer Transport zur und die verlangerte Stabilisierung der
APP-Dimere an der Zelloberflache wahrscheinlich. Dadurch stinde mehr Substrat fur
die dortige enzymatische Spaltung durch ADAM10 und Meprin 3 zur Verfigung, die
beide in die Prozessierung von APP cis-Dimeren involviert sind. Dabei ergaben die
Untersuchungen zudem eine bevorzugte Spaltung vom dimerisierten gegentiber dem
monomeren APP durch Meprin . Folglich kdonnte die cis-Dimerisierung von APP
sowohl Einfluss auf die Effizienz, als auch auf die Art der APP-Prozessierung haben.
Daher sollte dimerisiertes APP in kinftige Studien zur Untersuchung der
physiologischen und pathologischen Funktionen von APP integriert und der
Zusammenhang von LRP1 und anderen Rezeptoren, wie SORLA, mit dessen

Prozessierung weiter analysiert werden.
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9 Anhang

9.1 Erganzende Abbildung
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Abbildung 24: Pulse-Chase-Analyse von APP in Lysaten von CHO-Zellen mit stabiler
APP695 K587C-Expression.  Nachweis radioaktiv-markierter ~ APP-Dimere  und

-Monomere nach deren Immunprazipitation mit dem 1G75A3-Antikdrper-Gemisch.
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