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1. Einleitung 1

1. Einleitung

Etwa 1,6 Millionen Menschen leiden in der Bundesrepublik Deutschland an einer
unaufhaltsamen und fortschreitenden Gehirnleistungsschwiche, davon 60-70% an der
Demenz vom Alzheimer Typ, die "Alzheimer Krankheit" genannt wird (Cummings E. J. and
Cole G., 2002). Diese Demenzkranken erleben in ihrer, sich durch die Krankheit
verandernden Welt, ihr Umfeld anders und werden oft nicht oder falsch verstanden. Der
Grafiker und Kiinstler Carolus Horn (1921-1992), der an Morbus Alzheimer erkrankte und
letztendlich daran starb, zeigt in eindrucksvollen Bildern, wie seine Betrachtungs- und
Ausdrucksweise sich im Verlauf seiner Erkrankung &nderte.
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Abb1.1: Bilder des an Morbus Alzheimer
erkrankten Carolus Horn

Vergleichend sind drei Bilder der Rialtobriicke in
Venedig abgebildet. Aus der gesunden Zeit lange
vor 1984 datiert die kolorierte Bleistiftzeichnung
(oben). Schon 1980, lange bevor die Krankheit des
Malers klinisch manifestiert wurde, zeigten sich
perspektivische Anderungen und eine
undifferenzierte Personendarstellung als
Frihsymptom (rechts). Das letzte Rialto-Motiv
entstand 1988 (unten). Personen erkannte Carolus
Horn damals nicht mehr sicher. Die Farben wurden
heller, gelb wurde bevorzugt. Die Wolken
erschienen als ovale Gebilde.

Quelle: Novartis "Wie aus Wolken Spiegeleier
werden"

Nur ungefidhr 3% der Alzheimer-Patienten sind wie Carolus Horn jiinger als 65 Jahre, 30%
der Erkrankten sind 65-80 Jahre und der GroBteil ist iiber 80 Jahre (Bickel H. 2000).
Aufgrund dieser Korrelation wird die Zahl der Alzheimer-Kranken infolge der Altersstruktur
und der immer hoheren Lebenserwartung in unserer Gesellschaft in den néchsten Jahren
weiterhin zunehmen. Um einem solchen drastischen Anstieg entgegenwirken zu konnen, sind
daher dringend neue Therapieansitze zur Vorbeugung, Verlangsamung oder Heilung nétig.
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1.1 Die Alzheimer Krankheit
1.1.1 Pathologie der Alzheimer Krankheit

Die Diagnose Alzheimer basiert zunichst auf dem Verlust bestimmter kognitiver Fihigkeiten.
So treten bereits im Frithstadium der Erkrankung Storungen des Kurzzeitgedédchtnisses, eine
Abnahme der Merkféahigkeit und Storungen der zeitlichen und rdumlichen Orientierung auf.
Im weiteren Verlauf der Krankheit kommt es zum Verlust der Sprache und emotionalen
Storungen (Bickel H. 2000). Eine klare Abgrenzung der Alzheimer Krankheit gegeniiber
anderen Demenzerkrankungen gelingt meist erst post mortem anhand des Vorkommens von
extrazelluldren Amyloid-Ablagerungen (neuritischen Plaques) sowie intrazelluldren
neurofibrillidfren Biindeln (engl. neurofibrilliary tangles) im Gehirn der Erkrankten. Diese
pathologischen Verdnderungen finden sich insbesondere innerhalb des Neocortex, des
Hipocampus und der Amygdala. Zusétzlich tritt eine Reduktion der synaptischen Dichte
sowie neuronale Degeneration innerhalb verschiedener Hirnstrukturen auf. Hiervon betroffen
sind beispielsweise der cerebrale Cortex, der Hipocampus, die Amygdala, das basale
Vorderhirn, der Locus coreoleus und die Raphne-Kerne im Hirnstamm (Price D. L. and
Sisodia S. S. 1998; Lantos P. and Cairns N. 2000). Als Folge der Degeneration spezifischer
Neuronen nimmt auch die Konzentration bestimmter Neurotransmitter wie Acetylcholin
(basales Vorderhirn), Noradrenalin (locus coreolus) oder Seretonin (Raphne-Kerne) im
Gehirn von Alzheimer-Kranken ab (Lantos P. et al. 2000; Selkoe D.J. 2001a).

Die oben erwihnten Neuritischen Plaques bestehen hauptsichlich aus B-Amyloid (AB), einem
Spaltprodukt des Amyloid Vorlduferproteins (engl. amyloid precursor protein, APP) (Glenner
G. G. and Wong C.W. 1984). Dieses Spaltprodukt besteht aus 39/40 oder 42/43 Aminosduren
(As). Bei diffusen Plaques, der Vorstufe der neuritischen Plaques, konnen bereits Af-
Aggregate, aber keine weiteren pathologischen Verdnderungen detektiert werden. Bei
neuritischen Plaques hingegen sind die unloslichen AB-Fibrillen von dystrophen Neuriten
eingefasst. Zudem sind um die Amyloidherde vermehrt Mikroglia und reaktive Astroglia
angesiedelt, die Entziindungsreaktionen hervorrufen konnen (Selkoe D.J. 2001a).

Unabhéngig von den neuritischen Plaques treten als zweites charakteristisches Merkmal der
Alzheimer Krankheit neurofibrillidre Biindel auf, deren Entstehung durch eine
Hyperphosphorilierung des Proteins Tau ausgeldst wird. Tau ist ein Mikrotubuli-assoziiertes
Protein, welches normalerweise neuronale Mikrotubuli in Axonen stabilisiert. Durch
Hyperphosphorilierung dissoziiert Tau von den Mikrotubuli und aggregiert zu PHFs (engl.
paired helical filaments). Die Folge ist ein Zusammenbruch der Mikrotubuli-Struktur, was mit
einer Storung von intrazelluldren Transportmechanismen einhergeht und zum Zelltod fithren
kann (Mandelkow E. M. and Mandelkow E. 1998).
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] Abb1.2: Schematische
Darstellung der

gesund AIZheImer neuropathologischen

e Y eh Veranderungen bei der
Alzheimer Krankheit
Gezeigt sind die klassischen
neuropathologischen Lé&sionen
im Gehirn eines Alzheimer-
Patienten im Vergleich zur
Situation im gesunden
Menschen. Im an Alzheimer
erkrankten Gewebe sind
extrazellulare neuritische
Plaques aus unléslichem -
Amyloid zu erkennen. Typisch
fur die Erkrankung sind auch
die in den Neuronen
vorhandenen neurofibrillidren
Biindel aus hyper-
phosphoriliertem  Tau-Protein.
(modifiziert nach  American
Health Assistance Foundation,
www.ahaf.org)
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1.1.2 Genetische Aspekte der Alzheimer Krankheit

Der Grofiteil der Alzheimer Erkrankungen ist der sporadisch auftretenden Form zuzuordnen.
Jedoch sind 5-10% der Alzheimer-Erkrankungen auf genetische Pridispositionen
zuriickzufiihren. Anhand dieser wenigen familidren Formen der Alzheimer Krankheit (engl.
familial alzheimer’s disease, FAD) konnten erste Erkenntnisse iiber die Ethiopathogenese
dieser Erkrankung gewonnen werden. Vergleichende Genomanalysen von Familien, deren
Mitglieder die Alzheimer Krankheit besonders hidufig oder zu sehr frithen Zeitpunkten
bekamen, zeigten, dass unterschiedliche Mutationen bestimmter Loci vorlagen. Die meisten
dieser von FAD betroffenen Familien besal3en Mutationen innerhalb der fiir die Presiniline 1
(Chromosom 14) oder Presenilin 2 (Chromosom 1) oder des APP-Gens (Chromosom21)
codierenden Gene. Auch wenn diese Mutationen in unterschiedlichen Genen auf
unterschiedlichen Chromosomen liegen, beeinflussen sie die gleichen biochemischen
Prozesse, den APP-Stoffwechsel und somit auch die Entstehung des AB-Peptids (siehe unten).
Des Weiteren wurde das €4-Allel des Apolipoproteins E (ApoE4) als genetischer Risikofaktor
identifiziert (Tanzi R. E. and Bertram L. 2001; Selkoe D.J. 2001a). Genetische Analysen
zeigten, dass diese bisher identifizierten genetischen Loci nicht die einzigen sind, welche das
Risiko einer Alzheimer-Erkrankung erh6hen (Tanzi R. E. et al. 2001; Bertram L. and Tanzi R.
E. 2005).

Auffillig ist, dass sdmtliche der bisher identifizierten FAD-assoziierten Mutationen und
Risikofaktoren mit einer Erhohung der AB4,-Konzentration im Gehirn einhergehen. Wihrend
die Mutationen am N-Terminus der AP-Region von APP in einer erhdhten Produktion von
AB4o und APy, resultieren , zeigen jene am C-Terminus, wie auch die Mutationen innerhalb
der Preseniline, eine verstirkte Bildung des AP, welches sich durch eine hohere Tendenz zur
Aggregation (im Vergleich zu A4 auszeichnet. Der Risikofaktor ApoE4 scheint fiir eine
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Beschleunigung der Aggregation und/oder einen verminderten Abbau von A verantwortlich
zu sein, was ebenfalls zu einer erhthten AP-Konzentration im Gehirn fiihrt (Selkoe D.J.
2001b). Auch die potentiellen Risikofaktoren A2M, LRP1 und IDE sind wahrscheinlich beim
Abbau und der Entfernung von A beteiligt (Tanzi R. E. et al. 2005; Tanzi R. E. et al. 2001;
Selkoe D.J. 2001b). Demzufolge fithren so gut wie alle bisher beschriebenen FAD-
Mutationen zu einer relativen Erhohung der APs-Konzentration gegeniiber der APgo-
Konzentration im Gehirn. Eine Erhohung der AB-Menge durch verinderte Prozessierung oder
verringerten Abbau muss aufgrund dieser Beobachtungen als Ursache fiir die Entstehung der
Alzheimer-Krankheit angenommen werden. Untermauert wird diese Hypothese durch die
Analyse von Patienten, die am sogenannten Down-Syndrom erkranken. Die Ursache dieser
Krankheit ist eine Trisomie des Chromosoms 21, auf dem das APP-Gen zu finden ist. Allein
durch den Gen-Dosis-Effekt zeigen sich in den Gehirnen dieser Menschen erhohte Mengen an
AP (Selkoe D.J. 2001a).

Die oben beschriebenen Erkenntnisse implizieren eine zentrale Rolle des APP-Metabolismus
bei der Entstehung der Alzheimer-Krankheit und begriinden die Amyloid-Kaskade-
Hypothese.

1.1.3 Prozessierung des APP und die Amyloid-Kaskade-Hypothese

Wie bereits oben erwihnt scheint die Prozessierung des APP-Proteins und die hiervon
abhidngige Konzentration an AP direkt fiir die Entstehung der Alzheimer Krankheit
verantwortlich zu sein (Hardy J. 1996). Die Amyloid-Kaskaden-Hypothese zeigt die
moglichen Prozessierungen des APP und die Entstehung unterschiedlicher Spaltprodukte, zu
denen auch das AP-Peptid gehort. APP ist ein integrales Membranprotein mit einer
Transmembrandomine, das auf zwei alternativen Wegen proteolytisch gespalten werden kann
(siche Abbl.3).

Abb1.3: Prozessierung des APP-
Proteins
Das Amyloid Vorlauferprotein APP ist ein
integrales Membranprotein mit einer N-
terminalen Ektodoméne, einer singuléren
Transmembrandomane (TM) und einem
intrazellularen C-Terminus. Die Ap-
0 SAPPB ) Sequenz (rot) liegt teilweise in der

- A Transmembrandoméne. APP kann auf
B-Sekl‘etlerungl zwei alternativen Wegen proteolytisch
BACE gespalten werden.

Die B-Prozessierung, bei der das fir die
NO APP Pathogenese der Alzheimer Krankheit
verantwortliche AR entsteht, beginnt mit
a~-Sekretierung der Abspaltung des N-Terminus durch die
I ADAM10/ADAM17 B-Sekretase (BACE) was zur Freisetzung
v des sAPPB fihrt. Das in der Membran

verbleibende C99-Fragment wird durch
0 sAPPa . die y-Sekretase (Presenilin-Komplex)
gespalten, wodurch das AP sezerniert
werden kann.
Alternativ zu dieser  sogenannten f3-
Sekretierung kann APP von der a-
(0p3 () | Sekretase (ADAM10/ADAM17) innerhalb
der AB-Sequenz geschnitten werden. Aus
dieser Prozessierung entsteht zunachst
sAPPa und das C83-Peptid. Wie das aus der B-Sekretierung resultierende C99-Fragment wird das C83-Fragment anschlieBend
durch die y-Sekretase geschnitten. Hierdurch entsteht das fiir die Pathogenese der Alzheimer Krankheit unbedeutende
Fragment P3. (modifiziert nach Selkoe D.J. 2001a)
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Bei der a-Sekretierung spalten Metalloproteasen (ADAM10/ADAMI17) APP innerhalb der
AB-Region und setzen somit die extrazellulire Domine (sAPPa) frei (De Strooper B. and
Annaert W. 2000; Elser W. P. and Wolfe M. S. 2001; Allison T. M. et al. 2003). Das in der
Membran verbleibende 83 Aminosduren groB3e Peptid (C83) wird anschlieBend durch die -
Sekretase, einen Multiproteinkomplex mit Presenilin 1 und Presenilin 2 als katalytisches
Zentrum, weiter prozessiert (Steiner H. 2004; Brunkan A. L. and Goate A. M. 2005). Das
hierbei entstehende Peptid P3 spielt bei der Pathogenese der Alzheimer Krankheit keine
Rolle.

Alternativ zur o-Sekretierung kann APP von der B-Sekretase (engl. BACEI beta-site APP-
cleaving enzyme 1) am N-Terminus der AP-Region gespalten werden, wodurch eine im
Vergleich zur a-Sekretierung leicht verkiirzte Ektodomine (SAPPP) freigesetzt wird(Vassar
R. 2004; Vassar R. 2005). Das in der Membran verbleibende 99 Aminosduren grofle
Fragment (C99) wird, wie bereits fiir das aus der o-Sekretierung stammende C83-Fragment
beschrieben, durch die y-Sekretase weiter prozessiert. Nach dieser zweiten Prozessierung
entsteht hier jedoch das in die Pathogenese der Alzheimer Krankheit involvierte AB-Peptid
(Brunkan A. L. et al. 2005).

Trotz der iiberzeugenden genetischen Erkenntnisse, auf die sich die Amyloid-Kaskade-
Hypothese stiitzt, ldsst dieses Modell noch viele Fragen offen. Unklar sind beispielsweise die
molekularen Mechanismen, wie eine Erhohung der AB-Konzentration und eine verstirkte
Ablagerung dieses Peptids die Ausbildung neurofibrillidrer Biindel induziert. Auch gibt es
bisher keine Erkenntnisse, auf welchem Weg die Entstehung dieser Biindel schlieBlich die
Degeneration der Neuronen auslost. Erste Untersuchungen zeigen, dass es sich bei dieser
Degeneration um einen Prozess handelt, bei dem Entziindungsreaktionen, die Bildung von
Radikalen und ein verstirkter neuronaler Ca**-Ionen-Einstrom involviert sein kénnten (Selkoe
D.J. 2001a). Transgene Miuse, welche FAD-mutiertes APP oder FAD-mutiertes Presenilin
iberexprimieren, zeigten Teilaspekte der Alzheimer Krankheit. So lassen sich im Gehirn
dieser Miuse AP-Ablagerungen in Form diffuser und neuritischer Plaques, Astroglia und
Mikroglia detektieren. Neben diesen pathologischen Befunden zeigte sich, dass diese
transgenen Miuse Lerndefizite besaBen, die zeitlich vor dem Auftreten der AB-Ablagerung
auftraten (Guenette S.Y. and Tanzi R. E. 1999). Auch konnte ein Verlust von Neuronen und
Synapsen in der CA1-Region des Hipocampus bereits vor dem Auftreten der Plaques in einem
der Tiermodelle festgestellt werden (Hsia A.Y. et al. 1999). Auffilligerweise konnten in
keinem der Tiermodelle neurofibrilliire Biindel beobachtet werden, obwohl in einem Fall
hyperphosphoriliertes Tau identifiziert werden konnte (Sturchler-Pierrat C. et al. 1997). Diese
neurofibrilliiren Biindel konnten jedoch in transgenen Miusen detektiert werden, welche
mutiertes Tau (TauP301L) iiberexprimierten (Lewis J. et al. 2000; Gotz J. et al. 2001a).
Interessanterweise lieB3 sich die Entstehung neurofibrillidrer Biindel durch eine Kombination
dieser Mausmodelle (doppeltransgene Mause mit mutiertem Tau und FAD-mutiertem APP)
sowie durch eine Injektion von fibrillidsrem AB42 in den Hipocampus von Tau(P301L)-
iberexprimierenden Méusen massiv verstarken (Lewis J. et al. 2001; Gotz J. et al. 2001Db).
Diese Ergebnisse zeigen, dass AP die Ausbildung neurofibrillidrer Biindel intensivieren und
deren Entstehung beschleunigen kann. Gleichzeitig wurden hierbei Tiermodelle erzeugt, die
das pathologische Gesamtbild der Alzheimer Krankheit umfassend reprisentieren, auch wenn
in den Tau/APP-Méusen gewisse pathologische Verdnderungen wie z.B. neuritische Plaques,
umgeben von dystrophen Tau-positiven Neuriten, nicht beobachtet werden (Lewis J. et al.
2001).
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Aufgrund der bereits umfassend untersuchten Amyloid-Kaskaden-Hypothese ist die
Reduktion des AP bzw. der Abbau dieses Peptids ein Hauptziel therapeutischer Ansitze. Ein
solches Eingreifen in den Metabolismus des APP verlangt jedoch zunidchst nach einer
genaueren Untersuchung der physiologischen Funktion dieses Proteins. Zudem konnten in
Saugetieren zwei dem APP hoch-homologe Proteine identifiziert werden, die einer dhnlichen
Prozessierung unterliegen. Die physiologische Bedeutung des APP kann deshalb nicht
ungeachtet der Funktion der gesamten APP-Familie betrachtet werden.

1.2 Die APP-Genfamilie

APP ist das namensgebende Mitglied einer groBeren Genfamilie, welche derzeit in Menschen
APP, APLP1 und APLP2 (engl. amyloid precursor like protein) umfasst (Kang J. et al. 1987;
Wasco W. et al. 1992; Sprecher C.A. et al. 1993; Wasco W. et al. 1993). Homologe Proteine
dieser drei Familienmitglieder wurden in verschiedenen Wirbeltieren identifiziert(Coulson
E.J. et al. 2000). Weitere Mitglieder der APP-Familie konnten in Drosophila Melanogaster
(APPL) und in Caenorhabditis elegans (APL-1) charakterisiert werden (Rosen D.R. et al.
1989; Daigle I. and Li C. 1993).

1.2.1 Struktur der APP/APLP-Proteine

Die Mitglieder der APP-Familie sind integrale Membranproteine mit einer groflen
extrazelluldren Doméne, einer singuldren Transmembrandoméne und einem relativ kurzen
zytoplasmatischen Bereich. (siche Abb 1.4).

Die drei Familienmitglieder weisen insgesamt drei hoch konservierte Bereiche (DI und DII im
extrazelluldren Bereich, DIII im zytoplasmatischen C-Terminus) auf, welche 40-70%
homolog sind. Im zytoplasmatischen Bereich aller APP-Familienmitglieder, innerhalb der
Domine DIII, ist eine Go- und eine PAT-1-Bindestelle sowie das sogenannte YENPTY-
Bindemotiv lokalisiert, an welches unter anderem Clathrin, Dab-1 und Fe65 binden konnen
(Coulson E.J. et al. 2000). Die extrazelluliren Dominen von APP wie auch APLP2 enthalten
zwei Heparin- Bindedominen, je eine Zink- und Kupfer-Bindedoméne, eine Protease-
Inhibitordoméne (engl. Kunitz type protease inhibitor domain, KPI) sowie eine Kollagen-
Bindedomine (siehe Abbl.4). In der extrazelluliren Domédne von APLPI1 ist die Zink-
Bindedomédne und die C-terminal gelegene Heparin-Bindedomine identifiziert worden
(Coulson E.J. et al. 2000). Anhand einer Analyse der Kristallstruktur der N-terminalen
Heparin-Bindedomine von APP konnte eine strukturelle Ahnlichkeit dieses Bereiches mit
Cystein-reichen Wachstumsfaktoren wie NGF (engl. nerve growth factor) festgestellt werden
(Rossjohn J. et al. 1999). In der extrazelluliren Domine von APP ist zudem ein RERMS-
Motiv zu finden, welches einen positiven Effekt auf das Neuritenwachstum zeigt (Jin L.W. et
al. 1994; Ninomiya H. et al. 1994). Das bereits erwihnte AB-Peptid wird von einer Region
codiert, die i1m C-terminalen Bereich der FEktodomine und teilweise in der
Transmembrandoméne liegt. Diese in die Pathologie der Alzheimer Krankheit involvierte
Domine ist in den APLP-Proteinen nicht vorhanden (Reinhard C. et al. 2005).
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Abb1.4: Die APP-Familie

Die Abbildung zeigt die schematische Darstellung der drei humanen (hu) Mitglieder der APP-Familie,
wobei fir APP und APLP2 die langsten Splicevarianten (APP 770, APLP2 763) abgebildet wurden. In
grun sind drei Bereiche (DI bis DIll) mit hoher Homologie gekennzeichnet (die Identitat der APLP-
Proteine ist flr diese Bereiche in Prozent angegeben). Fir jedes Protein sind bereits identifizierte
Domé&nen markiert. Folgende Abkirzungen wurden verwendet: SP: Signalpeptid; Cystein-reich:
Cystein-reiche Domane; sauer: saure Domaéane; KPI: Kunitz Protease Inhibitordoméne; Heparin:
Heparin-Bindestelle; Cu(ll): Kupfer-Bindestelle; Zn(ll): Zink-Bindestelle; Kollagen: Kollagen-
Bindestelle; CS-CAG: Chondroitinsulfat-Glykosaminoglykan-Bindestelle;  Clathrin:  Clathrin-
Bindedoméne; TM: Transmembrandoméne; AP: BAmyloid codierender Bereich. Die CS-CAG-
Bindestelle ist nur vorhanden, wenn Exon15 in APP bzw. Exon 14 in APLP2 durch alternatives Splicen

deletiert sind. Alle Familienmitglieder unterliegen der Sekretierung durch a- und y-Sekretasen. Wird
APP von der B-Sekretase gespalten, so kann das AB-Peptid entstehen.

Bei APP und APLP2 konnten mehrere Splicevarianten identifiziert werden, was auf
alternatives Splicen von Exon 7, 8 und 15 bei APP bzw. Exon 7 und 14 bei APLP2
zuriickzufiihren ist. Das Splicen des Exon 15 bei APP bzw. des Exon 14 bei APLP2 fiihrt zur
Entstehung einer Bindestelle fiir Chondroitinsulfat-Glykosaminoglykan (CS-CAG) (Coulson
E.J. et al. 2000). Weitere posttranslationale Modifikationen umfassen N- und O-
Glykosilierungen, Sulphorylierung und Phosphorylierung (Weidemann A. et al. 1989; Hung
A.Y. and Selkoe D.J. 1994; Suzuki T. et al. 1994; Walter J. et al. 1997). Wie bereits unter
1.1.3 beschrieben kann APP durch o-, - und y-Sekretasen prozessiert werden. Eine dhnliche
o-, B- und 7y-Sekretase-vermittelte Prozessierung konnte auch bei den APLP-Proteinen
nachgewiesen werden (Paliga K. et al. 1997; Naruse S. et al. 1998; Gu Y. et al. 2001; Eggert

S. et al. 2004).



1. Einleitung 8

1.2.2 Expression der APP/APLP-Proteine

Die Expression von APP beginnt bei Mausen bereits ab Embryonaltag E9.5 (Lorent K. et al.
1995). Wihrend embryonaler Stadien kann APP sowohl im Nervensystem wie auch in
praktisch allen peripheren Organen nachgewiesen werden. Bis zur Geburt nimmt die APP-
Expression kontinuierlich zu. Ab der zweiten postnatalen Woche, einer Periode verstirkter
Synaptogenese, findet wiederum ein markanter Anstieg der APP-Expression statt (Moya K.L.
et al. 1994). Im adulten Tier bleibt eine ubiquitire Expression bestehen, wobei diese im
Nervensystem, in der Lunge und in der Niere besonders stark ist (Lorent K. et al. 1995). Je
nach Gewebe werden unterschiedliche APP-Splicevarianten unterschiedlich stark exprimiert.
In Neuronen wird vorwiegend die aus 695 Aminosduren bestehende Isoform des APP
exprimiert, bei der die KPI-Domine fehlt (Kang J. et al. 1987; Neve R.L. et al. 1988; Tanaka
S. et al. 1989; Sarasa M. et al. 2000).

Die Expression des APLP2 ist der Expression des APP dhnlich, mit dem Unterschied, dass in
Neuronen in erster Linie die APLP2-Isoformen (APLP2 763 und APLP2 751) exprimiert
werden, die eine KPI-Domine enthalten (Sandbrink R. et al. 1994). APLP1 wird nicht wie die
anderen APP-Familienmitglieder ubiquitidr exprimiert, sondern fast ausschlieBlich im
Nervensystem (Lorent K. et al. 1995).

1.2.3 Interaktionspartner und Struktur der APP-Familie

Die Struktur der Proteine der APP-Familie impliziert, dass diese als Transmembran-
Rezeptoren fungieren konnten. Diese Hypothese wird durch eine stindig wachsende Anzahl
von identifizierten Interaktionspartnern fiir APP/APLPs unterstiitzt. Die Charakterisierung
von Proteinen, welche mit der extrazelluliren oder der intrazelluliren Domine der
APP/APLPs interagieren, konnte massgeblich zur Aufklarung der physiologischen
Funktionen dieser Proteine beitragen.

Bisher ist bekannt, dass die extrazellulire Domine von APP mit verschiedenen
extrazelluldren Matrixproteinen wie Laminin, Kollagen, Proteoglykanen und Heparinen
interagieren kann (Mattson M.P. 1997). Fibulin-1, ein weiteres extrazelluldres Matrixprotein,
interagiert mit dem N-Terminus der extrazelluldren Doméne von APP und blockiert auf diese
Weise APP-vermittelte mitogene Effekte auf neuronale Stammzellen (Ohsawa 1. et al. 2001).
Uber ihre CAPP-Doméine kann APP auch mit F-Spondin interagieren (siehe S.10).

Eine Interaktion zwischen der Ektodoméne von APP und Hamoxygenase (HO) konnte einen
direkten Effekt auf die Pathogenese bei der Alzheimer Krankheit haben. Die Bindung von
APP an HO inhibiert die antiapoptotische und neuroprotektive Wirkung von HO. Bei der
Blockierung der HO-Aktivitdt erwies sich mutiertes humanes APP(FAD) wirkungsvoller als
Wildtyp-APP. Somit konnte APP(FAD) die Neurotoxizitdt durch oxidativen Stress bei der
Alzheimer Krankheit férdern (Takahashi Y. et al. 2000).

Die mogliche Funktion der APP/APLPs als Transmembran-Rezeptoren wird durch
Untersuchungen mit o-APP Antikorpern unterstiitzt. Durch Bindung an Membran-
gebundenes APP oder APLP2 16sen Antikorper, welche an den N-Terminus der Proteine
binden, bestimmte Signale in der Zelle aus, die schlieBlich den Zelltod induzieren kdnnen
(Rohn T.T. et al. 2000; Sudo H. et al. 2000; Mbebi C. et al. 2002). Bei dieser Antikorper-
aktivierten Zellantwort sind offenbar heterotrimere G,-Proteine beteiligt (Okamoto T. et al.
1995; Brouillet E. et al. 1999; Mbebi C. et al. 2002). Das GTP-bindende Protein Gy war
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iiberdies das erste Protein, fiir welches eine Interaktion mit der intrazelluliren Doméine von
APP beschrieben wurde (Nishimoto I. et al. 1993).

Im Folgenden wurden weitere intrazelluldre Interaktionspartner, welche in Abbildung 1.4
aufgefiihrt sind, identifiziert. Die meisten dieser Interaktionspartner sind multimodulare
Adaptorproteine mit einer Phosphotyrosin-Bindedomine (PTB), welche an das YENPTY-
Bindemotiv in der zytoplasmatischen Domine der APP/APLP-Proteine binden (De Strooper
B. et al. 2000, Reinhard C. et al, 2005).

2 o
o )
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—
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Eine besonders interessante Stellung scheint das Adaptorprotein Fe65 einzunehmen. Dieses
zeichnet sich durch drei Protein-Protein-Interaktionsdoménen (zwei PTB-Doménen und eine
WW-Domine) aus und scheint gleich mehrere Funktionen von APP/APLPs zu vermitteln. So
konnte Fe65 die APP/APLP-Proteine durch seine Interaktion mit Mena (engl. mammalian
enabled), einem Regulator des Aktinarchitektur, mit dem Aktinzytoskelett verkniipfen und
auf diesem Weg eventuell eine Aktinreorganisation induzieren. Diese Hypothese wurde
kiirzlich durch die Beobachtung unterstiitzt, dass APP, Fe65 und Mena fihig sind, einen
terndren Komplex auszubilden (Sabo S.L. et al. 2001). Des Weiteren vermittelt Fe65 eine
Interaktion von APP und der Tyrosinkinase Abl, welche APP nachfolgend innerhalb des
Bindemotivs an Tyr® (YENPTY) phosphorylieren kann (Zambrano N. et al. 2001). Dadurch
lieBen sich Interaktionen des YENPTY-Motivs mit anderen Proteinen beeinflussen.
SchlieBlich besteht die Moglichkeit, dass Fe65 durch Interaktion mit Transkriptionsfaktoren
(z.B. CP2/LSF/LBP1) die Genregulation beeinflussen kann (Zambrano N. et al. 1998).
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Mehrere Arbeiten der letzten Jahre unterstiitzen einen APP-vermittelten Mechanismus zur
Genregulation, der stark an den Notch-Mechanismus erinnert (Cao X. and Siidhof T.C. 2001).
Notch wird wie APP durch eine Presenilin-abhingige y-Sekretase-Aktivitit gespalten, wobei
das zytoplasmatische Fragment (engl. Notch intracellular domain, NICD) in den Zellkern
transloziert und die Transkription verschiedener Gene aktiviert (Chan Y.M. and Jan Y.N.
1999). Die Untersuchungen von Cao and Siidhof (2001) zeigten, dass die durch y-Sekretase
freigesetzte intrazellulire Doméne von APP (engl. APP intracellular domain, AICD) und
Fe65 einen Komplex bilden. Dieser Komplex transloziert in den Zellkern und interagiert dort
mit der Histon-Acetyltransferase Tip60. Dieser trimere Komplex fiihrte schlieflich in
Abhingigkeit einer heterologen Gal4-DNA-Bindedomine (eingesetzt wurde ein APP-Gal4-
oder ein Gal4-Tip60-Fusionsprotein) zur Transkription Gal4-abhingiger Reportergene.
Nachfolgende Studien belegten, dass die zytoplasmatische Doméne von APP (AICD)
tatsdchlich im Zellkern von primdren Neuronen nachgewiesen werden kann, was die
Hypothese von Cao und Siidhof entscheidend unterstiitzt (Cupers P. et al. 2001; Kimberly
W.T. et al. 2001).

Weitere Proteine, die eine Interaktion mit dem YENPTY-Bindemotiv der APP/APLPs
eingehen konnen, sind mDabl1 (engl. mammalian homologue of Disabled) X11/Mint-1 (engl.
Muncl8-interacting protein 1) (De Strooper B. et al. 2000). X11 kann mit APP und Alcadein
einen Komplex bilden, der APP stabilisiert und die Bildung des B-Amyloid verringert (Araki
et al., 2004) Diese Interaktionen konnten einen APP/APLP-vermittelten Effekt auf die
Exozytose beziehungsweise die Zellmigration ermoglichen. In jiingster Zeit wurde die
Interaktion weiterer Proteine mit diesem Bindemotiv beschrieben. Die Bindung von JIP1b (c-
Jun N-terminal kinase (JNK)-interacting protein 1b) und JIP2 an APP konnte durch
Aktivierung der JNK-Kaskade die Phosphorylierung von APP regulieren oder aber durch
Interaktion mit Kinesin den intrazelluldren Transport beeinflussen (Matsuda S. et al. 2001;
Taru H. et al. 2002a). Unabhingig von der JNK-Kaskade kann JIPIb zudem den
Metabolismus von APP modifizieren, so dass die Prozessierung von APP reduziert wird (Taru
H. et al. 2002b). SchlieBlich ldsst die Interaktion zwischen dem phosphorylierten APP
(pYENPTY) und den zytoplasmatischen Adaptorproteinen Shc A und Shc C vermuten, dass
APP Tyrosinkinase-abhiingige Signalkaskaden modulieren kann. Dadurch kénnte APP einen
Einfluss auf die Proliferation oder auf das Uberleben von Zellen ausiiben (Tarr P.E. et al.
2002).

Weitere Interaktionen (unabhingig vom YENPTY-Bindemotiv) bestehen mit dem
Mikrotubuli-assoziierten Protein PATI (engl. protein interacting with the APP tail 1) und dem
APP-BP1 (engl. amyloid precursor protein-binding protein 1). Dies konnte auf eine Funktion
beim basolateralen Transport beziehungsweise bei der Kontrolle des Zellzyklus hindeuten
(Chen Y. et al. 2000; De Strooper B. et al. 2000).

Die extrazellulire Domine von APP kann iiber ihre CAPP-Domiéne mit F-Spondin
interagieren. F-Spondin ist ein sekretiertes Protein, das in Neuronen gebildet wird und Zell-
Zell-Interaktionen reguliert. Die Bindung dieses Proteins an APP inhibiert die -Sekretierung
und somit die Entstehung des B-Amyloid-Proteins (Ho A. and Siidhof T.C., 2004). Aufgrund
der hohen Homologie der CAPP-Domine innerhalb der APP-Familie ist anzunehmen, dass F-
Spondin auch mit APLP1 und APLP2 interagieren kann.

Die Mitglieder der APP-Familie konnen zudem miteinander interagieren. Uber die innerhalb
der APP-Familie hoch konservierte Domine DII (sieche Abb. 1.4) kann APP antiparallele
Dimere bilden, woraus eine stirkere Bindungsaffinitdt fiir Heparin resultiert. An dieser
Dimerisierung nehmen zwei Aminosédurereste des RERMS-Motivs teil, wodurch dessen
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wachstumsfordernde Wirkung inhibiert wird. Ob endogenes APP in erster Linie jedoch als
Dimer oder Monomer vorliegt, wird derzeit noch diskutiert (Scheuermann S. et al. 2001;
Gralle M. et al. 2002; Bothelo M.G. et al. 2003; Wang Y. and Ha Y. 2004; Reinhard C. et al.
2005). Auch konnte in vivo gezeigt werden, dass APP bereits im ER dimerisieren kann und so
iiber Disulfiedbriicken verbundenes APP die Bildung von AP reduziert (Scheuermann S. et al.
2001). Neben der Bildung von APP-Homooligomeren sind auch die APLP-Proteine in der
Lage, derartige Homooligomere zu bilden. Zudem scheinen die APP-Familienmitglieder auch
in der Lage zu sein, untereinander zu dimerisieren. Diese Bildung von Homo- und
Heterooligomeren wird im Gegensatz zur oben beschriebenen Dimerisierung von APP jedoch
hauptsichlich iiber die DI-Dominen vollzogen (Soba P. et al. 2005). Die Méglichkeit zur
Bildung verschiedener Komplexe unter Verwendung aller APP-Familienmitglieder scheint
erste Erkldarungen fiir die hohe Anzahl an beobachteten APP/APLP-Funktionen zu liefern
(Reinhard C. et al. 2005).

Trotz dieser wachsenden Anzahl an Interaktionspartnern der APP-Familie und den
umfangreichen Untersuchungen zur Funktion von APP (siehe 1.2.3) bleibt die physiologische
Funktion von APP in vivo immer noch weitgehend ungeklirt.

1.2.4 Physiologische Funktionen der APP-Familie

Zahlreiche Untersuchungen beschéftigen sich mit der Rolle des APP bei der Entstehung der
Alzheimer Krankheit. Uber die Funktion, die APP und seiner Homologen APLP1 und APLP2
im gesunden Organismus iibernehmen, wurde hingegen bisher nur wenig geforscht. Erste
Untersuchungen liefern Indizien fiir eine mogliche Beteiligung von APP bei verschiedenen
Zellprozessen. Beispielsweise wurde eine Rolle des APP bei der Zelladhdsion, beim
Wachstum von Neuriten, bei der Bildung und Aufrechterhaltung synaptischer Strukturen, bei
der Hyperpolarisierung von Neuronen und bei Lern- und Gedichtnisprozessen gezeigt.
Aufgrund von Struktur- und Bindungsanalysen gibt es Hinweise, die fiir eine Funktion des
APP als extrazelluliarer Proteaseinhibitor, als Wachstumsfaktor bei neuronalen Zellen und als
neuroprotektiver, an der Calcium(II)-Homdostase beteiligter Faktor sprechen (zur Ubersicht
siehe: Mattson M.P. 1997; De Strooper B. et al. 2000). Neueste Untersuchungen zeigen
zudem, dass die sekretierte Form des APP (sAPP) die Proliferation von neuronalen
Stammzellen in der Subventrikularzone des adulten Gehirns anregen kann (Caille 1. et al.
2004). Auch scheint APP die Kupfer(Il)-Homoostase zu beeinflussen (Multhaup G. et al.
1996; White A.R. et al. 1999a; White A.R. et al. 1999b; White A.R. et al. 2002). Im
Gegensatz zu den antiapoptotischen bzw. neuroprotektiven APP-Funktionen konnte jedoch
auch eine proapoptotische Wirkung beobachtet werden, welche nicht auf die Bildung von AP
zuriickzufithren war. In einem solchen Versuch konnte durch die Bindung eines Antikorpers
an die Cystein-reiche Domine im extrazelluliren N-Terminus neuronaler Zelltod ausgelost
werden (Rohn T.T. et al. 2000; Sudo H. et al. 2000; Mbebi C. et al. 2002). Ein vergleichbar
neurotoxischer Effekt lieS sich auch anhand der Bindung von Kupfer(Il) an die Kupfer-
Bindedomine und anschlieBender Reduktion zu Kupfer(I) erzielen (White A.R. et al. 1999a;
White A.R. et al. 2002).

Ob APP mit Kinesin-1 interagieren kann und als Kinesin-abhédngiger Rezeptor von Vesikeln
fungiert, ist gegenwairtig umstritten (Kamal A. et al. 2000, Lazarov O. et al., 2005).
Moglicherweise beeinflusst APP den Kinesin-1-vermittelten axonalen Transport bestimmter
Proteine wie BACE, Presenilil, GAP43, Synapsin-1 und TrkA (Gunawardena S. and
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Goldstein L.S.B. 2001; Kamal A. et al. 2001; Miiller U. and Kins S. 2002). Uber eine
Funktion des APP auflerhalb des Nervensystems ist bisher nur wenig bekannt. Es konnte
gezeigt werden, dass sekretiertes APP (sAPP) die Proliferation und Migration von
Thyroidzellen und Keratinozyten fordert (Schmitz A. et al. 2002, Siemes et al., 2006). Dieser
Effekt des sAPP auf Keratinozyten deutet auf eine Beschleunigung der Wundheilung hin.
Unterstiitzt wird diese These durch Versuche, die zeigen, dass die Zellmigration und die
Wundheilung von MDCK-Zellen (engl. Madine-Darby canine kidney) durch APP moduliert
wird (Sabo S.L. et al. 2001).

Die oben beschriebenen Beobachtungen beziehen sich in erster Linie auf die Funktion des
APP. Aufgrund der hohen Homologie, der dhnlichen Expressionsprofile und zum Teil
identischer Bindedoménen (siehe 1.2.1) ist jedoch davon auszugehen, dass die beiden APLP-
Proteine zumindest teilweise APP identische Funktionen iibernehmen kénnen. So konnte fiir
APLP2 gezeigt werden, dass dieses Protein wie APP einen Effekt auf die Zelladhésion hat
und auch die Kupfer(Il)-Homdostase beeinflusst (Li Z.W. et al. 1999; Coulson E.J. et al.
2000). Zudem fordert APLP2 in vitro die Migration von CHO-Zellen (engl. chinese hamster
ovary) auf Fibronektin- oder Typ-IV-Kollagen-Substrat (Li Z.W. et al. 1999). Diese
Beobachtungen lassen eine Stimulation der epithelialen Wundheilung auch durch APLP2
vermuten. Untermauert wird diese Annahme durch Expressionsanalysen, welche zeigen, dass
APLP2 wihrend der Wundheilung stirker exprimiert wird (Guo J. et al. 1998). APLP2
scheint wie APP auch eine Rolle beim Wachstum von Neuriten zu spielen. In vitro-
Experimente zeigen, dass rekombinantes, substratgebundenes SAPLP2 wie sAPP die Anzahl
und die Linge von Neuriten erhoht(Cappai R. et al. 1999). Ein weiterer Effekt, den APP und
APLP2 gemeinsam haben, ist die apoptotische Wirkung anhand der Bindung eines
Antikorpers im Cystein-reichen C-Terminus (Mbebi C. et al. 2002).

Zum besseren Verstindnis der physiologischen Funktion der APP-Familie im lebenden
Organismus wurden mehrere Mauslinien erzeugt, die fiir eines oder mehrere
Familienmitglieder defizient waren. Die erste Linie (APPY) zeigte lediglich eine minimale
Restexpression des APP (~5% der endogenen Expression) eines leicht verkiirzten APP-
Proteins (APPA) (Miiller U. et al. 1994). Trotz der Restexpression von APPA war der
Phénotyp dieser Miuse nicht von jenem der nachfolgend erzeugten APP-Nullmutanten zu
unterscheiden (Zheng H. et al. 1995; Li Z.W. et al. 1996). Der Phinotyp der APP”-Miuse
umfasst eine Reduktion des Korpergewichts um 15-20%, eine Reduktion der Muskelzugkraft
und der lokomotorischen Aktivitit (Miiller U. et al. 1994; Zheng H. et al. 1995; Li Z.W. et al.
1996). Zusitzlich zeigte die APPY2-Mauslinie ein vermindertes Erkundungsverhalten, ein
verschlechtertes rdumliches Lernvermogen und eine zeitlich verzogerte postnatale
sensomotorische Entwicklung (Miiller U. et al. 1994; Tremml P. et al. 1998). APPY- und
APP”-Miuse zeigten zudem eine Hypersensivitit gegeniiber Kainat-induzierten Krimpfen
(Steinbach J.P. et al. 1998). Bei beiden Mauslinien konnte eine Agenesie des Corpus
callosum, welche jedoch nur in Kombination mit einem reinen 129SvEv genetischen
Hintergrund auftrat, beobachtet werden (Magara F. et al. 1999). Unabhéngig vom genetischen
Hintergrund konnte aber eine Reduktion der Grof3e von Komissuren im Vorderhirn und eine
Reduktion des Gehirngewichtes um 10% beobachtet werden (Magara F. et al. 1999).

Trotz dieser vielseitigen Effekte fiel der Phinotyp der APP”-Miuse geringer aus, als es
aufgrund vorangegangener Studien zur Funktion des APP zu erwarten war. Die Ursache fiir
den relativ milden Phénotyp ist auf eine Komplementation des APP-Verlustes durch die
APLP-Proteine zuriickzufiihren (von Koch C.S. et al. 1997; Heber S. et al. 2000). Diese These
wurde untermauert anhand der Generierung von APLP17-Miusen bzw. von APLP27-
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Miusen. Wie bei den APP”-Miusen zeigten diese Einzelknockout-Miuse keinen oder nur
einen geringen Phénotyp. Die anschlieende Generierung von Doppelknockout-Méusen der
APP-Familie offenbarte jedoch, dass zwei der moglichen Kombinationen einen postnatal
lethalen Phénotyp zeigten. APP/APLP2- und APLP1/APLP2-Doppelknockout-Miuse wurden
zwar in der zu erwartenden Hiufigkeit geboren, verstarben aber kurz nach der Geburt (von
Koch C.S. et al. 1997; Heber S. et al. 2000). Hingegen zeigten die APLP1/APP-
Doppelknockout-Méuse keinen offensichtlichen Phinotyp. Dieses Ergebnis ldsst auf eine
Schliisselrolle des APLP2 innerhalb der APP-Familie schlieBen, da lediglich das
Vorhandensein von APLP2 in Abwesenheit der anderen APP-Familienmitglieder (APP7/;
APLP17/)) ausreicht um lebensfiahigen Nachwuchs zu erhalten (Heber S. et al. 2000). Durch
detaillierte anatomische und morphologische Untersuchungen konnten bislang keinerlei
Anormalien im Gehirn nachgewiesen werden, so dass die Ursache der postnatalen Letalitit
gegenwirtig ungeklirt bleibt (Heber S. et al. 2000). Neueste Untersuchungen zeigen, dass die
APP/APLP2-Doppelknockout-Méduse Anomalien der neuromuskulidren Endplatte aufweisen.
Die beobachtete Verminderung an postsynaptischen Vesikeln und die erhohte Verzweigung
der Dendriten belegen eine physiologische Rolle von APP und APLP2 bei der Entwicklung
der neuromuskuldren Endplatte (Wang P. et al., 2005).

Die Generierung von Knockout-Méusen, denen alle drei APP-Familienmitglieder fehlen,
fiihrte ebenfalls zu einem postnatal lethalen Phénotyp. Anatomische Untersuchungen des
Gehirns dieser Méuse zeigten, dass in 81% der Tiere craniale Abnormitéten auftraten. In 68%
der Embryonen liefen sich cortikale Dysplasien beobachten, bei denen ektope Neuronen die
basale Lamina durchwandert hatten. Auch war in den Triple-Knockout-Méusen wihrend des
Embryonalstadiums E18.5 eine verminderte Anzahl an Cajal Retzius-Zellen zu beobachten,
was indiziert, dass die Proteine der APP-Familie eine wichtige Rolle beim Uberleben von
Cajal Retzius-Zellen und bei der neuronalen Zell-Adhédsion spielen (Herms J. et al. 2004).
Zusammengenommen zeigen die Versuche mit Knockout-Miusen, dass die APP-Familie
essentiell fiir eine normale Entwicklung des Gehirns und das Uberleben von Neugeborenen
ist.

Wenngleich viele der bisherigen Analysen und insbesondere die Versuche mit den defizienten
Mauslinien fiir physiologische Funktionen der APP-Familie sprechen, die von allen
Mitgliedern redundant iibernommen werden konnen, deuten einige Ergebnisse auch auf
Funktionen hin, die nur von einem, nicht aber von den iibrigen APP-Familienmitgliedern
erfiillt werden konnen. Gestiitzt wird diese These durch die zum Teil hoch heterologen
Proteinbereiche innerhalb der APP-Familie (siche 1.2.1). Insbesondere APLPI, iiber dessen
Funktion bisher kaum Daten vorliegen, scheint innerhalb der APP-Familie eine besondere
Rolle einzunehmen.

1.3 APLP1

APLP1 ist das einzige APP-Familienmitglied, von dem es nur eine Splicevariante gibt.
Wihrend APP und APLP?2 iiber unterschiedlich lange Isoformen verfiigen, denen zum Teil
ganze funktionelle Dominen fehlen, codiert das humane APLP1-Gen nur fiir ein einziges
650AS groBBes APLP1-Protein. (Paliga K. et al. 1997; Lenkkeri U. et al. 1998; Strausberg R.L.
et al. 2002). Zur Untersuchung der physiologischen Funktion dieses Proteins liegen zur Zeit
kaum Ergebnisse vor. APLPI lagert sich in der Membran von Postsynapsen ein, was eine
Involvierung in die Synaptogenese und die Entwicklung synaptischer Strukturen impliziert
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(Kim T.W. et al. 1995). Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass durch Retinsdure (engl. retinoic
acid, RA) zur Neuritogenese angeregte SH-SYSY die Expression von APP und APLP2
erhohen und das Spliceverhalten des APP-Proteins zur 695AS-groflen Isoform hin
verschieben. Eine weitere Besonderheit des APLP1 ist die Tatsache, dass im Unterschied zur
Expression von APP und APLP2 die APLP1-Expression durch Curcumin verringert werden
kann. Die Expression des APLP1 unterliegt somit einem eigenen Regulationsmechanismus
der unabhingig von APP und APLP2 ist (Adlerz L. et al. 2003).

Auffillig ist, dass dem APLPI1-Protein die in den beiden anderen Familienmitgliedern
vorhandene KPI-Doméne fehlt (sieche Abbl.6) Wie fiir APP und APLP2 konnte auch
innerhalb der extrazelluliren Doméne des APLPI1 eine Zink(Il)-, eine Heparin- und eine
Kollagen-Bindedoméne identifiziert werden. Andere in der APP-Familie hoch konservierte
Dominen wie das RERMS-Motiv, die CS-GAG-Domine, die zweite N-terminal gelegene
Heparin-Bindestelle und eine funktionelle Kupferdoméne sind jedoch beim APLPI-Protein
nicht vorhanden (sieche Abbl.6) (Coulson E.J. et al. 2000). Aufgrund von
Homologievergleichen der primidren Aminosduresequenz scheint APLP1 zwar in der Lage,
Kupfer(Il) zu binden, eine Reduktion des gebundenen Kupfer(Il) zu Kupfer(I) konnte jedoch
bei APLP1 nicht nachgewiesen werden (Multhaup G. et al. 1996).

01
02
03 DI
In(D-[ | 04
05 |
sauer 06
Heparin-| |07
[ |os
09 Abb1.6: Schematische Darstellung des
DIi humanen APLP1.
| Die Abbildung zeigt das humane APLP1 und die
10 Lage bereits identifizierter Domanen. Die innerhalb
— der APP-Familie hoch konservierten Doménen (DI
Kollagen - | | 1 bis DIII) besitzen zum Teil den APP- und APLP2-
o Proteinen analoge Bindestellen fiir Zink, Kollagen
| und Heparin. Eine zweite N-terminal gelegene
=13 Heparin-Bindestelle fehlt dem APLP1. Auch sind
15 eine KPI-Doméne, eine funktionelle Kupfer-
— Bindestelle und eine CS-GAG-Doméane nicht
TM.15 vorhanden. C-terminal von DI befindet sich ein
[ | Bereich mit vielen sauren Aminosdureresten
YENPTY 17 DIil (sauer), dessen primdre Aminosduresequenz
= innerhalb der APP-Familie jedoch stark variiert. Die
huAPLP1 fir viele intrazellulare Interaktionen nétige
(17Exons/650AS) YENPTY-Doméne ist jedoch in allen drei

Familienmitgliedern identisch.
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Wie APP und APLP2 kann auch APLP1 durch die - und 7y-Sekretasen in eine grof3e
extrazelluldre Domine (sAPLP1), einen membranstindigen Teil und eine kurze intrazellulédre
Domine zerlegt werden (Elser W.P. and Wolfe M.S. 2001). Der intrazelluldre C-Terminus
zeigt weitestgehend dhnliche Bindungs- und Interaktionseigenschaften wie die C-Termini der
anderen APP-Familienmitgliedern (siehe Abb. 1.5) (Scheinfeld M.H. et al. 2002; Walsh D.M.
et al. 2003).

Eine Sonderstellung innerhalb der APP-Familie iibernimmt APLP1 auch beziiglich seiner
Expression, die nicht iibiquitdr, sondern fast ausschlieBlich im Gehirn und insbesondere
withrend der Entwicklung von Nervenzellen zu finden ist. Eine solche raumlich klar begrenzte
Expression deutet auf eine Funktion des APLP1 im Gehirn hin (Lorent K. et al. 1995).

Nach der Identifizierung des humanen APP wurde neben den beiden humanen APLP-
Proteinen eine Reihe homologer Proteine in anderen Spezies identifiziert. Interessanterweise
verfiigt nur das Genom von Siugetieren, wie z.B. des Menschen und der Maus, iiber alle drei
Familienmitglieder APP, APLP1 und APLP2. In dem Nematoden Cenorhabditis elegans und
der Fruchtfliege Drosophila melanogaster existiert sogar nur ein APP-homologes Protein
(APL-1 bzw. APPL) (Rosen D.R. et al. 1989; Daigle I. et al. 1993).

Drosophila
UL melanggaster
.1 Caenorhabditis
APL-1 elegans
[ APLPI SH;;%)ns
7 L Mus
APLPT huscutus
Rat
e rattus
Mus
I Abb1.7: Phyl isch
.7: Phylogenetischer
APLP2 omo, Stammbaum der APP-Familie
Rat Der phylogenetische Stammbaum
APP s stellt die anhand der drei
Mus konservierten Doménen DI- bis DIII
APP musculus errechneten Verwandtschafts-
Homo verhdltnisse dar. Die Lange des
APP  capiens Weges zwischen zwei
Familienmitgliedern  représentiert
APP fg/?sopus ihre evolutive Nahe. Humanes und
Narke murines APLP1 sowie das in
APP  ibonica C.elegans und D.melanogaster
Fuau vorkommenden Proteinen APL-1
APP  LuBtipes und APPL entsprechen am
ehesten dem Ursprungsprotein der
Lapp  Jetradon APP-Familie  (adaptiert  nach
(Coulson E.J. et al. 2000).
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Unterzieht man alle Mitglieder der APP-Familie einer phylogenetischen Analyse aufgrund der
drei hoch konservierten Doménen DI bis DIII (siehe ABB1.7), so zeigt sich, dass die murinen
und humanen APLPI1-Proteine gemeinsam mit dem APPL der Fruchtfliege und dem APLP-1
des Nematoden C.elegans evolutiv am hochsten konserviert sind. Das Expressionsverhalten
des APPL ist zudem der APLP1-Expression vergleichbar. APLP1 scheint das funktionelle
Homolog der Proteine API-1 und APPL und somit des "Ur-APP" zu sein (Coulson E.J. et al.
2000). Aus einem solchen gemeinsamen Vorlduferprotein scheint sich die APP-Familie in
Menschen und Miusen entwickelt zu haben, deren Proteine aufgrund unterschiedlicher
Expression und Struktur nun unterschiedliche Aufgaben im Organismus iibernehmen kénnen
(Oltersorf T. et al. 1989).

Eine Sonderrolle des APLP1 wird auch offensichtlich bei Betrachtung der unterschiedlichen
Splicevarianten des APP und APLP2, denen die KPI-Domiine fehlt. So wird z.B. eine aus nur
695AS aufgebaute Splicevariante des APP-Proteins wie APLP1 fast ausschlieBlich im Gehirn
wihrend der Neurogenese und der Differenzierung von Neuronen exprimiert (Coulson E.J. et
al. 2000).

APLP1 stellt somit das Protein der APP-Familie dar, dessen Untersuchunge am ehesten
Einblick in die generellen physiologischen Funktionen der APP-Familie liefern kann.
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1.4. Zielsetzung der Arbeit

Um die Alzheimer Krankheit wirksam bekdmpfen zu konnen, miissen Verfahren angewandt
werden, die den Metabolismus des APP und seiner Familienmitglieder APLP1 und APLP2
direkt oder indirekt beeinflussen. Bevor jedoch in die Pathogenese der Krankheit eingegriffen
werden kann, miissen die Folgen eines solchen therapeutischen Ansatzes auf die
physiologischen Funktionen der APP/APLP-Proteine erforscht werden. Die Frage nach diesen
natiirlichen Funktionen der APP-Familie riickt also immer mehr in den Vordergrund der
Alzheimer Forschung.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten Versuche, bei denen einzelne APP-
Familienmitglieder iiberexprimiert wurden, weitere Einblicke in die physiologische Funktion
dieser Proteine liefern. Aufgrund von Verdffentlichungen zur APP/APLP-vermittelten
Neuritogenese und dem APP/APLP-Expressionsverhalten wurden hierfiir insbesondere
neuronale Zelllinien und primére Kulturen cortikaler Neuronen verwendet. Die je ein
Familienmitglied {iberexprimierenden Zellen sollten auf morphologische Verdnderungen
untersucht werden, die durch APP-Familienmitglieder hervorgerufen werden. Besonderes
Interesse galt hierbei der Identifizierung spezifischer funktioneller Doméinen sowie dem
Einfluss der komplexen proteolytischen Prozessierung und der Generierung der APP/APLP-
Spaltprodukte.

Entsprechende Studien kénnen nicht nur neue Kenntnisse iiber die Funktion der APP-Familie
liefern, sondern auch Anhaltspunkte fiir Therapieansétze und weitere Untersuchungen liefern.
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2. Material und Methoden
2.1 Material
2.1.1 Allgemeine Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Alle verwendeten Chemikalien (hochster Reinheitsgrad, pro analysis) wurden, sofern im Text
nicht anders angegeben, von den Firmen Amersham Pharmacia Biotech (APB), Biomol, Bio-
Rad, Roche Diagnostics, Calbiochem, Difco, Fluka, Hoechst, Gibco-BRL, Merck, New
England Biolabs (NEB), Serva, Sigma, Riedel de Haen, Roth und USB bezogen. Spezielle
Verbrauchsmaterialien wurden von APB, Becton Dickinson, Eppendorf, Falcon, Costar,
Greiner, Sarstedt sowie Schleicher und Schiill erworben.

2.1.1.1 Enzyme

Restriktionsenzyme Roche, NEB
T4 DNA-Ligase Roche

Taq DNA-Polymerase Gibco-BRL
Vent DNA-Polymerase NEB
2.1.1.2 Kits

Advantage GC cDNA PCR Kit Roche
Plasmid Kits (Mini, Midi, Maxi) Qiagen
DC Protein Assay Kit Bio Rad
Quick Change Site-directed Mutagenesis Kit Stratagene
QIAEX II Gel Extraction Kit Qiagen
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen
Super Signal West Pico Chemiluminescent Substrate Pierce
Topo TA Cloning Kit Invitrogen
Nucleofector Kit Amaxa
2.1.1.3 Spezielle Verbrauchsmaterialien

Fibronektin Roche
Instant-Magermilchpulver Frema
LipofectAMINE Plus Transfektionsreagenz Invitrogen
Aquamount MoBiTec
Poly-Ornithin Sigma
Protease-Inhibitor Cocktail Complete Roche
Proteinstandard SeeBlue Plus II Invitrogen

CO, Messer Griesheim
Fliissigstickstoff Messer Griesheim
Nitrozellulosemembran (Western Blotting) Schleicher und Schiill
Photomaterialien Agfa und Kodak
PhalloidinAlexa488 MoBiTec
DAPI-Losung MoBiTec
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2.1.1.4. Spezielle Geriite

Applied Biosystems 373 A DNA Sequenzierer
Axiophot-Fluoreszenzmikroskop

Blotting Apparatur Hoefer TE 22 Mighty Small
Digitales Kamerasystem

Entwicklermaschiene Kodak X-OMAT 2000
Fluorimeter FLUOstar Galaxy
Geldokumentationssystem Gel Doc 2000
GeneAmp PCR System 9700
PAGE-Gelapparatur Mini-PROTEAN II-System
Spektralphotometer DU Serie 500

2.1.1.5 Allgemeine Puffer und Losungen

6x DNA-Gelladungspuffer: Tris/HCI, pH 8,0
EDTA, pH 8,0
SDS
Glycerin
Bromphenolblau
Xylencyanol FF

10x Gitschier-Puffer: Ammoniumsulfat
Tris/HCI, pH 8,8
MgCIZ
B-Mercaptoethanol
EDTA

PBS: NaCl
KCl
Na,HPO,
KH,PO4

20x SSC: NaCl
Na-Citrat

50x TAE: Tris-Base
EDTA
Eisessig

1x TE: Tris/HCI, pH 8,0
EDTA

PE Applied Biosystems
Zeiss

Amersham

Visitron Systems
Kodak

BMG

Bio Rad

PE Applied Biosystems
Bio Rad

Beckman

10 mM
50 mM
1%

30%

0,1 mg/ml
0,1 mg/ml

166 mM
670 mM
67 mM
50 mM
67 uM

137 mM
3 mM

6,5 mM
1,5 mM

3 mM
0,3 mM

2M
50 mM
17,5% (vIv)

10 mM
1 mM
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2.1.1.6 Spezielle Puffer und Loésungen

Puffer und Losungen zur Herstellung und Transformation chemisch kompetenter Bakterien

T1-Puffer:

Lagerung bei -20°C

T2-Puffer:

Lagerung bei -20°C

Transformationspuffer:

Lagerung bei 4°C

MOPS, pH 6,5
KCl

MHC12

C&Clz
K-Acetat

MOPS, pH 6,5
KCl

MHC12

C&Clz
K-Acetat
Glycerol

CaC12
MgCIZ

10 mM
100 mM
45 mM
10 mM
10 mM

10 mM
100 mM
45 mM
10 mM
10 mM
10%

100 mM
50 mM

2.1.1.7 Puffer und Losungen zur Plasmidpriparation aus Bakterienzellen (nach Qiagen)

P1:

P2:

P3:

2.1.1.8 Puffer und Losungen fiir SDS-PAGE und Western-Blots

4x SDS-Gelladungspuffer:
Lagerung bei -20°C

10x Laemmli-Puffer:

Lysispuffer:

Tris/HCI, pH 8,0
EDTA, pH 8,0
RNase A

NaOH
SDS

K-Acetat, pH 5,5

Tris/HCI, pH 6,8
DTT

SDS

Glycerol
Bromphenolblau

Tris
Glycin
SDS

Tris/HCI1 pH 6,8
EDTA

SDS

Complete

50 mM
10 mM
100 pg/ml

200 mM
1% (w/v)

3M

200 mM
400 mM
8% (wW/v)
50% (v/v)
0,3% (w/v)

0,25 M
2,0M
1% (w/v)

50 mM
5 mM
0,5%
1x
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Ponceau S-Losung:

Sammelgelpuffer:

Trenngelpuffer:

Transferpuffer:

2.1.1.9 Puffer und Losungen fiir Imnmunfluoreszenzmikroskopie

Fixierlosung:

PBST:

2.1.1.10 Nihrmedien und Losungen fiir Bakterienkulturen

Ampizilin-Losung:

Kanamycin-Losung:

LB-Fliissigmedium:

LB-Agar:

2.1.1.11 Niahrmedien und Losungen fiir eukaryotische Zellkulturen

2.1.1.11.1 Zellkulturlosungen

ZK-PBS:

Standard-Medium:
(HEK293T-, HeLa-,
COS-, 3T3-Zellen)

Ponceau S

Trichloressigsdure

Tris/HCI, pH6,8
SDS
Tris/HCI, pH 8,0
SDS

Laemmli-Puffer
Methanol

Paraformaldehyd
PBS, pH 7,4

BSA Fraktion V
Tween 20

Ampizilin

sterielfiltriert in H20

Kanamycinsulfat

sterielfiltriert in H20

Bacto-Tryton

Bacto-Hefeextrakt

NaCl
in H20, pH 7.5

2% (WIv)
3% (wlv)

0,5M
0,4%
I5M
0,4%

1x
20% (v/v)

4% (wlv)
1x

5% (wiv)
1%

100 pg/ml

50 pg/ml

10 g/1
5¢g/l
10 g/1

fiir 20 min bei 121°C autoklaviert

Bacto-Agar

in LB-Fliissigmedium

20 g/l

fiir 20 min bei 121°C autoklaviert

NaCl
NazHPO4
KH,PO,

137 mM
10 mM
3 mM

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)

(GIBCO) erginzt mit:

FCS (fotales Kilberserum

L-Glutamin
Penizillin
Streptomyzin

10% (v/v)
2 mM

25 Units/ml
25 pg/ml
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PC12-Medium:

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)

(GIBCO) ergénzt mit:
FCS (fotales Kélberserum 10% (v/v)
HS (Pferdeserum) 5% (vIv)
L-Glutamin 2 mM
Penizillin 25 Units/ml
Streptomyzin 25 pg/ml
Neuronen-Medium: Neurobasalmedium (GIBCO)
L-Glutamin 2 mM
Penizillin 25 Units/ml
Streptomyzin 25 pg/ml
Na-Pyruvat 0,23 mM
B27 2% (VIV)
2.1.1.11.2 Transfektionsreagenzien
2xBBS: NaCl 280 mM
BES 50 mM
NazHPO4 X 2H20 0,26 g/l
pH 6,95
CaCl2-Losung: CaCl, 1M
2.1.1.11.3 Inhibitoren und Kontrollsubstanzen
100x TAPI-2 TAPI-2 (Calbiochem) 2mM
100x GM6001 GM6001 (Calbiochem) 250uM
100x c6001 c6001 (Calbiochem) 250uM
Hag o] e
o] :Ha D oy 0 e e Gt O o
HOHN N%}LS}S(N\/\NHZ HO\N/ N\T)J\NICHB HSCXOJ\N’ N\//LN,CHQ
o /”FCH3 9 H 3 2 N s H oo
HeC' CH; gH 0 gH :
\ N
TAPI-2 GM6001 c6001

Abb2.1 Inhibitoren und Kontrollsubstanzen

Um den Einfluss der a-Sekretierung auf die Bildung von Filopodien zu untersuchen wurden die
Metalloprotease-Inhibitoren TAPI-2 und GM6001 eingesetzt, deren Strukturformeln hier aufgezeigt
sind. Als Negativkontrolle diente das KL&sungsmittel DMSO (im Vergleich zu TAPI-2) und ¢6001 (im
Vergleich zu GM6001).
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2.1.2 Nukleinsiuren

2.1.2.1 Plasmide

Tab2.1: Verwendete eukaryotische Expressionsvektoren

Bezeichnung  Charakteristika Anwendung Bezugsquelle
muAPPvsv 7,5kb, Insert cDNA murines Erzeugung C-terminaler vsv- Brigitte Anliker
APP (695AS), AmpR, PCMV, Fusionskonstrukte fiir die
Neo®, C-terminaler VSV-TAG  Expression und (Ausgangsplasmid
immunzytochemische pcDNA3, Invitrogen)
Untersuchung in
eukaryotischen Zellen
muAPLP1vsv  7.4kb, Insert cDNA murines Erzeugung C-terminaler vsv-  Brigitte Anliker
APLPI1 (653AS), AmpR, PCMYV, Fusionskonstrukte fiir die
Neo®, C-terminaler VSV-TAG  Expression und (Ausgangsplasmid
immunzytochemische pcDNA3, Invitrogen)
Untersuchung in
eukaryotischen Zellen
muAPLP2vsv  7,7kb, Insert cDNA murines Erzeugung C-terminaler vsv-  Brigitte Anliker
APLP2 (763AS), AmpR, PCMYV, Fusionskonstrukte fiir die
Neo®, C-terminaler VSV-TAG  Expression und (Ausgangsplasmid
immunzytochemische pcDNA3, Invitrogen)
Untersuchung in
eukaryotischen Zellen
huAPPmyc 8454bp, Insert cDNA humanes  Erzeugung N-terminaler myc-  Peter Soba
APP (770AS), APP- Fusionskonstrukte fiir die
Signalpeptid vor myc-Sequenz,  Expression und (Ausgangsplasmid
AmpR, PCMV, NeoR, N- immunzytochemische pcDNA3.1 Neo,
terminaler MYC-TAG Untersuchung in Invitrogen)
eukaryotischen Zellen
huAPLP1myc 7643bp, Insert cDNA humanes  Erzeugung N-terminaler myc-  Peter Soba
APLP1 (650AS), APP- Fusionskonstrukte fiir die
Siganlpeptid vor myc-Sequenz,  Expression und (Ausgangsplasmid
AmpR, PCMV, Neo®, N- immunzytochemische pcDNA3.1 Neo,
terminaler MYC-TAG Untersuchung in Invitrogen)
eukaryotischen Zellen
huAPLP2myc 8443bp, Insert cDNA humanes  Erzeugung N-terminaler myc-  Peter Soba
APLP2 (763AS), APP- Fusionskonstrukte fiir die
Siganlpeptid vor myc-Sequenz,  Expression und (Ausgangsplasmid
AmpR, PCMV, Neo®, N- immunzytochemische pcDNA3.1 Neo,
terminaler MYC-TAG Untersuchung in Invitrogen)
eukaryotischen Zellen
D607vsv 7,2kb, Insert cDNA murines Erzeugung C-terminaler vsv-  Brigitte Anliker
APLP1 bis icl. AS607, AmpR, Fusionskonstrukte mit
PCMV, Neo®, C-terminaler deletiertem APLP1-C- (Ausgangsplasmid

VSV-TAG

Terminus fiir die Expression
und immunzytochemische
Untersuchung in
eukaryotischen Zellen

pcDNA3, Invitrogen)
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Bezeichnung  Charakteristika Anwendung Bezugsquelle
D622vsv 7,3kb, Insert cDNA murines Erzeugung C-terminaler vsv-  Brigitte Anliker
APLP1 bis icl. AS622, AmpR, Fusionskonstrukte mit
PCMV, Neo®, C-terminaler deletiertem APLP1-C- (Ausgangsplasmid
VSV-TAG Terminus fiir die Expression pcDNA3, Invitrogen)
und immunzytochemische
Untersuchung in
eukaryotischen Zellen
D639vsv 7,4kb, Insert cDNA murines Erzeugung C-terminaler vsv-  Brigitte Anliker
APLP1 bis icl. AS639, AmpR, Fusionskonstrukte mit
PCMV, Neo®, C-terminaler deletiertem APLP1-C- (Ausgangsplasmid
VSV-TAG Terminus fiir die Expression pcDNA3, Invitrogen)
und immunzytochemische
Untersuchung in
eukaryotischen Zellen
D646vsv 7,4kb, Insert cDNA murines Erzeugung C-terminaler vsv-  Brigitte Anliker
APLP1 bis icl. AS646, AmpR, Fusionskonstrukte mit
PCMV, Neo®, C-terminaler deletiertem APLP1-C- (Ausgangsplasmid
VSV-TAG Terminus fiir die Expression pcDNA3, Invitrogen)
und immunzytochemische
Untersuchung in
eukaryotischen Zellen
APLP1AEx01 7496bp, Insert cDNA humanes  Erzeugung N-terminaler myc-  Ausgangsplasmid
APLP1 Exon2-17, APP- Fusionskonstrukte mit huAPLP1myc
Siganlpeptid vor myc-Sequenz,  deletiertem APLP1-N- (siehe 2.2.2)
AmpR, PCMV, NeoR, N- Terminus fiir die Expression
terminaler MYC-TAG und immunzytochemische
Untersuchung in
eukaryotischen Zellen
APLP1AEx02 7358bp, Insert cDNA humanes  Erzeugung N-terminaler myc-  Ausgangsplasmid
APLP1 Exon3-17, APP- Fusionskonstrukte mit huAPLP1myc
Siganlpeptid vor myc-Sequenz,  deletiertem APLP1-N- (siehe 2.2.2)
AmpR, PCMV, NeoR, N- Terminus fiir die Expression
terminaler MYC-TAG und immunzytochemische
Untersuchung in
eukaryotischen Zellen
APLP1AEx03 7226bp, Insert cDNA humanes  Erzeugung N-terminaler myc-  Ausgangsplasmid
APLP1 Exon4-17, APP- Fusionskonstrukte mit huAPLP1myc
Siganlpeptid vor myc-Sequenz,  deletiertem APLP1-N- (siehe 2.2.2)
AmpR, PCMV, Neo®, N- Terminus fiir die Expression
terminaler MYC-TAG und immunzytochemische
Untersuchung in
eukaryotischen Zellen
APLP1AEx04 7111bp, Insert cDNA humanes  Erzeugung N-terminaler myc-  Ausgangsplasmid
APLP1 Exon5-17, APP- Fusionskonstrukte mit huAPLP1myc
Siganlpeptid vor myc-Sequenz,  deletiertem APLP1-N- (siehe 2.2.2)

Amp®, PCMV, Neo®, N-
terminaler MYC-TAG

Terminus fiir die Expression
und immunzytochemische
Untersuchung in
eukaryotischen Zellen
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Bezeichnung  Charakteristika Anwendung Bezugsquelle
APLP1AEx05 6977bp, Insert cDNA humanes  Erzeugung N-terminaler myc-  Ausgangsplasmid
APLP1 Exon6-17, APP- Fusionskonstrukte mit huAPLP1myc
Siganlpeptid vor myc-Sequenz,  deletiertem APLP1-N- (siehe 2.2.2)
AmpR, PCMV, Neo®, N- Terminus fiir die Expression
terminaler MYC-TAG und immunzytochemische
Untersuchung in
eukaryotischen Zellen
APLP1AEx06 6797bp, Insert cDNA humanes  Erzeugung N-terminaler myc-  Ausgangsplasmid
APLP1 Exon7-17, APP- Fusionskonstrukte mit huAPLP1myc
Siganlpeptid vor myc-Sequenz,  deletiertem APLP1-N- (siehe 2.2.2)
AmpR, PCMV, NeoR, N- Terminus fiir die Expression
terminaler MYC-TAG und immunzytochemische
Untersuchung in
eukaryotischen Zellen
APLP1AEx07 6665bp, Insert cDNA humanes  Erzeugung N-terminaler myc-  Ausgangsplasmid
APLP1 Exon8-17, APP- Fusionskonstrukte mit huAPLP1myc
Siganlpeptid vor myc-Sequenz,  deletiertem APLP1-N- (siehe 2.2.2)
AmpR, PCMV, Neo®, N- Terminus fiir die Expression
terminaler MYC-TAG und immunzytochemische
Untersuchung in
eukaryotischen Zellen
APLP1/2 8,4 kbp, Insert cDNA humanes  Erzeugung N-terminaler myc-  Ausgangsplasmid
Ex1-5/Ex6-18  APLP1 Exonl-5 und cDNA Fusionskonstrukte mit huAPLP1myc und
myc humanes APLP2 Exon6-18, APLP1/APLP2 huAPLP2myc
APP-Siganlpe%tid vor myc- Chimirproteinen fiir die (siehe 2.2.3)
Sequenz, Amp ", PCMV, NeoR, Expression und
N-terminaler MYC-TAG immunzytochemische
Untersuchung in
eukaryotischen Zellen
APLP1/2 8,2 kbp, Insert cDNA humanes  Erzeugung N-terminaler myc-  Ausgangsplasmid
Ex1-5/Ex8-18  APLP1 Exonl-5 und cDNA Fusionskonstrukte mit huAPLP1myc und
myc humanes APLP2 Exon8-18, APLP1/APLP2 huAPLP2myc
APP-Siganlpeptid vor myc- Chimérproteinen fiir die (siehe 2.2.3)
Sequenz, AmpR, PCMV, Neo®, Expression und
N-terminaler MYC-TAG immunzytochemische
Untersuchung in
eukaryotischen Zellen
APLP1/2 8,2 kbp, Insert cDNA humanes  Erzeugung N-terminaler myc-  Ausgangsplasmid
Ex1-6/Ex8-18 APLP1 Exonl-6 und cDNA Fusionskonstrukte mit huAPLP1myc und
myc humanes APLP2 Exon§&-18, APLP1/APLP2 huAPLP2myc
APP-Siganlpe%tid vor myc- Chimirproteinen fiir die (siehe 2.2.3)
Sequenz, Amp ", PCMV, NeoR, Expression und
N-terminaler MYC-TAG immunzytochemische
Untersuchung in
eukaryotischen Zellen
14-3-3Cvsv 7,3 kbp, Insert murines cDNA  Kontrollplasmid zur Erzeugung Jorg Birkenfeld
14-3-3¢, Amp®, PCMV, Neo®,  C-terminaler vsv- (Ausgangsplasmid

C-terminaler VSV-TAG

Fusionskonstrukte fiir die
Expression und
immunzytochemische
Untersuchung in
eukaryotischen Zellen

pcDNA3, Invitrogen
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Bezeichnung  Charakteristika Anwendung Bezugsquelle
dNTPaseébmyc 7,3 kbp, Insert cDNA murine Kontrollplasmid zur Erzeugung AG Zimmermann
dNTPDase6, , Amp", PCMV, N-terminaler myc- (Ausgangsplasmid
Neo®, C-terminaler MYC-TAG  Fusionskonstrukte fiir die pcDNA 3.1,
Expression und Invitrogen)
immunzytochemische
Untersuchung in
eukaryotischen Zellen
peGFP 4.731 bp, Kan®, PCMV Kontrollplasmid fiir die Dr. G. O Sulivan, MPI
Expression und fiir Hirnforschung,
immunzytochemische Frankfurt
Untersuchung in
eukaryotischen Zellen
pcDNA3.1 Neo 5,3kb, ohne Insert, Amp*, Kontrollplasmid fiir die pcDNA3.1(+) Neo,
PCMV, Neo®, C-terminaler Expression und Invitrogen
VSV-TAG immunzytochemische
Untersuchung in
eukaryotischen Zellen
APP-SPmyc 5,5kb, Insert cDNA fiir APP- Ausgangsplasmid zur Peter Soba
Signalpeptid mit 3“gelegnem Erzeugung N-terminal (Ausgangsplasmid
MYC-Epitop , Amp®, PCMV, deltierter APLP1-Proteine pcDNA3.1 Neo,
Neo®, C-terminaler VSV-TAG (siehe 2.2.2) Invitrogen)
2.1.2.2 Oligonukleotide
Tab2.2: Verwendete Oligonukleotide
Bezeichnung Sequenz 5°—>3° Anwendung

Delphi APP-start

Delphi APPex-as

Delphi APPg-as

Delphi APLP1-start

CGC GGA TCC ATG CTG CCC
AGCTTG GCA CT

TGC TCT AGA TTT GTT CGA
ACCCAC ATCTT

TGC TCT AGA CAT CTT CAC
TTC CGA GAT CT

CGC GGA TCC ATG GGG CCC
ACC AGC CCC GC

Oligonukleotid zur Herstellung
eines PCR-Fragmentes mit BamH1-
Schnittstelle 5° des APP-
Startcodons, sense, (verwendet mit
:Delphi APPex-as/Delphi APPp-as)

Oligonukleotid zur Herstellung
eines PCR-Fragmentes mit Xbal-
Schnittstelle 3" des fiir die letzte
extrazellulidr gelegene AS
codierenden APP- Codons,
antisense (verwendet mit: Delphi
APP-start)

Oligonukleotid zur Herstellung
eines PCR-Fragmentes mit Xbal-
Schnittstelle 3 des fiir die letzte
AS codierenden APP- Codons vor
der B-Sekretase-Schnittstelle,
antisense, (verwendet mit: Delphi
APP-start)

Oligonukleotid zur Herstellung
eines PCR-Fragmentes mit Xbal-
Schnittstelle 5° des APLP1-
Startcodons, sense, (verwendet mit:
Delphi APLP]ex-as)
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Bezeichnung

Sequenz 5°—3”

Anwendung

Delphi APLP1ex-as

Delphi APLP2-start

Delphi APLP2ex-as

AL019

AL020

AL021

AL022

AL023

TGC TCT AGA TCG GGA CAC
TCC AGT CCC GG

CGC GGA TCC ATG GCG GCC
ACC GGG ACCGC

TGC TCT AGA GCT GCT CAA
ACT GAA ATCCT

GAG TCT AGA CCG GGG TCG
GCT CAA GTG GC

GAG TCT AGA GAC TTG CGC
ACC GGC CGC TG

GAG TCT AGA GCA CGC GTG
GAG CAG GCT GC

GAG TCT AGA CTG CTA GTG
CCC GAA GGCTG

GAG TCT AGA GCA ACT CCC
AAC CCA TCT GG

Oligonukleotid zur Herstellung
eines PCR-Fragmentes mit Xbal-
Schnittstelle 3" des fiir die letzte
extrazellulidr gelegene AS
codierenden APLP1- Codons,
antisense, (verwendet mit :Delphi
APLP1-start)

Oligonukleotid zur Herstellung
eines PCR-Fragmentes mit BamH1-
Schnittstelle 5° des APLP2-
Startcodons, sense, (verwendet mit:
Delphi APLP2ex-as)

Oligonukleotid zur Herstellung
eines PCR-Fragmentes mit Xbal-
Schnittstelle 3 des fiir die letzte
extrazelluldr gelegene AS
codierenden APLP2- Codons,
antisense, (verwendet mit: Delphi
APP-start)

Oligonukleotid zur Herstellung
eines PCR-Fragmentes mit Xbal-
Schnittstelle 5 des ersten Codons
von Exon2 (sense), (verwendet mit:
AL030); (fiir Plasmid APLP1AEx01
siehe 2.1.2.1)

Oligonukleotid zur Herstellung
eines PCR-Fragmentes mit Xbal-
Schnittstelle 5” des ersten Codons
von Exon3 (sense), (verwendet mit:
AL030) (fiir Plasmid APLP1AEx02
siehe 2.1.2.1)

Oligonukleotid zur Herstellung
eines PCR-Fragmentes mit Xbal-
Schnittstelle 5 des ersten Codons
von Exon4 (sense), (verwendet mit:
AL030) (fir Plasmid APLP1AEx03
siehe 2.1.2.1)

Oligonukleotid zur Herstellung
eines PCR-Fragmentes mit Xbal-
Schnittstelle 5 des ersten Codons
von Exon5 (sense), (verwendet mit:
AL030) (fiir Plasmid APLP1AEx04
siehe 2.1.2.1)

Oligonukleotid zur Herstellung
eines PCR-Fragmentes mit Xbal-
Schnittstelle 5” des ersten Codons
von Exon6 (sense), (verwendet mit:
AL030) (fir Plasmid APLP1AEx05
siehe 2.1.2.1)
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Bezeichnung

Sequenz 5°'—3°

Anwendung

AL024

AL025

AL026

AL027

AL028

AL030

AL031

AL032

LP1/LP2 cAPPD-s

GAG TCT AGA TTC GTA GAG
CCC CCT CAG GC

GAG TCT AGA CCT GTC ATG
GTT AGC AGA GT

GAG TCT AGA AAT GGG CCA
TGG CTG ACA GC

GAG TCT AGA GAG ACC CAC
GCC ACC AGA GT

GAG TCT AGA CGA CIT CTG
ATG GCC CTG AG

GAG GTT TAA ACA GGT CGT
TCT TCC AGG AAG C

CCC AAG CTG GCT AGC GGT
TAA ACT TAA GC

GCT TAA GTT TAA CCG CTA
GCC AGCTTG GG

CAC TTG CAG TGG TCG GCA
AAG TTA ACG TCA CTC CCA
CCC CGA GG

Oligonukleotid zur  Herstellung
eines PCR-Fragmentes mit Xbal-
Schnittstelle 5° des ersten Codons
von Exon7 (sense), (verwendet mit:
AL030) (fiir Plasmid APLP1AEx06
siehe 2.1.2.1)

Oligonukleotid zur Herstellung
eines PCR-Fragmentes mit Xbal-
Schnittstelle 5° des ersten Codons
von Exon8 (sense), (verwendet mit:
AL030) (fiir Plasmid APLP1AEx07
siehe 2.1.2.1)

Oligonukleotid zur Herstellung
eines PCR-Fragmentes mit Xbal-
Schnittstelle 5 des ersten Codons
von Exon9 (sense), (verwendet mit:
AL030)

Oligonukleotid zur  Herstellung
eines PCR-Fragmentes mit Xbal-
Schnittstelle 5° des ersten Codons
von ExonlQ (sense), (verwendet
mit: ALO30)

Oligonukleotid zur Herstellung
eines PCR-Fragmentes mit Xbal-
Schnittstelle 5 des ersten Codons
von Exonll (sense), (verwendet
mit: ALO30)

Oligonukleotid zur  Herstellung
eines PCR-Fragmentes mit Pmel-
Schnittstelle 3 des letzten APLP1-
Codons (antisense), (verwendet
mit:  AL030) (fir Plasmide
APLP1AEx0O1 bis APLP1AEx07
siehe 2.1.2.1)

Oligonukleotid zur Deletion der 5°
der MCS  gelegenen  Pmel-
Schnittstelle der pcDNA3.1
Vektoren, (sense)

Oligonukleotid zur Deletion der 5°
der MCS  gelegenen  Pmel-
Schnittstelle der pcDNA3.1
Vektoren, (antisense)

Mutagenese-Oligonukleotid zur
Erzeugung einer Hpal-Schnittstelle
3’von Exon 6 der APLP1 cDNA;
(sense); (fiir Plasmid APLP1/2Ex1-
6/Ex8-18 siehe 2.1.2.1)
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Bezeichnung Sequenz 5°'—3° Anwendung
LP1/LP2 cAPPD-as CCT CGG GGT GGG AGT GAC Mutagenese-Oligonukleotid zur

LP1/LP2 Hpa-s

LP1/LP2 Hpa-as

LP2/LP1 Hpa-s

LP2/LP1 Hpa-as

LP2/LLP1 Hpa-KPI-s

LP2/LP1 Hpa-KPI-as

GTT AAC TTT GCC GAC CAC
TGC AAG TG

CCC ATC TGG GAC AGC AGT
TAA CGG TGA CCC CTC CAC
CCGGTCC

GGA CCG GGT GGA GGG GTC
ACC GTT AAC TGC TGT CCC
AGATGGG

CTA TGA TGT TTA TAA AAG
TGT TTA ACG AAT TTC CTA
CTG AAGCAG A

CCA GAT CTG CTIT CAG TAG
GAA ATT CGT TAA CAC TTT
TAT AAA CAT

GGC TGG GTG TAA AGC GAT
GGT TAA CAT TCC TCC AAC
TCC TCT GCC

GGT TGG CAG AGG AGT TGG
AGG AAT GTT AAC CAT CGT
TTA CAC AC

Erzeugung einer Hpal-Schnittstelle
3von Exon 6 der APLP1 cDNA;

(antisense); (fiir Plasmid
APLP1/2Ex1-6/Ex8-18 siehe
2.1.2.1)

Mutagenese-Oligonukleotid zur

Erzeugung einer Hpal-Schnittstelle
3von Exon 5 der APLP1 cDNA;
(sense); (fir Plasmid APLP1/2Ex1-
5/Ex8-18 bzw. APLP1/2Ex1-5/Ex6-
18 siehe 2.1.2.1)

Mutagenese-Oligonukleotid zur
Erzeugung einer Hpal-Schnittstelle
3’von Exon 5 der APLP1 cDNA;

(antisense); (fiir Plasmid
APLP1/2Ex1-5/Ex8-18 bzw.
APLP1/2Ex1-5/Ex6-18 siehe
2.1.2.1)

Mutagenese-Oligonukleotid zur

Erzeugung einer Hpal-Schnittstelle
5°von Exon 6 der APLP2 cDNA;
(sense); (fiir Plasmid APLP1/2Ex1-
6/Ex6-18 siehe 2.1.2.1)

Mutagenese-Oligonukleotid zur
Erzeugung einer Hpal-Schnittstelle
5’von Exon 6 der APLP2 cDNA;

(antisense); (fir Plasmid
APLP1/2Ex1-5/Ex6-18 siehe
2.1.2.1)

Mutagenese-Oligonukleotid zur

Erzeugung einer Hpal-Schnittstelle
5°von Exon 8 der APLP2 cDNA;
(sense); (fiir Plasmid APLP1/2Ex1-
5/Ex8-18 siehe 2.1.2.1)

Mutagenese-Oligonukleotid zur
Erzeugung einer Hpal-Schnittstelle
5’von Exon 8 der APLP2 cDNA;
(antisense); (Plasmid APLP1/2Ex1-
5/Ex8-18 siehe 2.1.2.1)

2.1.2.3 Weitere Nukleinsiduren

Desoxynukleosidtriphosphate (dNTPs)

DNA-Léngenstandards

Sigma
Eurogentec
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2.1.3 Antikorper

2.1.3.1 Primiire Antikorper

Tab2.3: Verwendete priméiire Antikorper

Bezeichnung Charakteristika Anwendung

Bezugsquelle

oAPP Mouse  Anti-Alzheimer Western 1:1000
Precursor Protein A4,
monoklonaler Antikorper

aAPLP1 Anti-B-Amyloid Western 1:1000
Precursor-Like Protein 1,
C-terminal (AS 643-653),
(Rabbit), Anti-APLP1

aAPLP2 Anti-B-Amyloid Western 1:2.500
Precursor-Like Protein 2,
C-terminal (AS 752-763),
(Rabbit),  Anti-APLP2;
AntiCT12

amyc Anti-Myc tag Western 1:10.000
polyklonal gegen Myc-
Epitop
(Rabbit)

amyc Anti c-myc, Immunfluoreszenz 1:1.000
monoklonal,
Ratte
Klon JAC6

OLVSV Anti-vsv monoklonal, Immunfluoreszenz
Maus, Klon P5SD4 1:500

of3tubulin monoklonal Immunfluoreszenz
Maus, 1:1000
Anti-B3-tubulin
Klon 2G10
(AS 436-450),

Chemicon
Cat.No.: MAB348

Calbiochem
Cat.No.: 171615

Calbiochem
Cat.No.: 171616

abcam
Cat.No.: ab9106

Serotec
Cat.No.: MCA1929

Roche
Cat.No.: 1667351

upstate
Cat.No.: 05-559
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2.1.3.2 Sekundiire Antikorper

Tab2.4: Verwendete sekundéire Antikorper

Bezeichnung Charakteristika Anwendung Bezugsquelle
oamAlexa488 aMaus IgG mit Alexa Tmmunfluoreszenz Molecular Probes
Fluor 488 gekoppelt 1:500
orAlexa488 aKaninchen IgG  mit Immunfluoreszenz Molecular Probes
Alexa Fluor 488 1:500
gekoppelt )
amAlexa594 oMaus IgG mit Alexa Immunfluoreszenz Molecular Probes
Fluor 594 gekoppelt 1:500
arAlexa594 aKaninchen IgG  mit Immunfluoreszenz Molecular Probes
Alexa Fluor 594 .
1:500
gekoppelt
omHRP aMaus IeG mit Western 1:10.000 Promega
Meerrettich-Peroxidase
gekoppelt
arHRP aKaninchen IgG Western 1:10.000 Promega
Meerrettich-Peroxidase
gekoppelt
2.1.4 Organismen
2.1.4.1 Bakterienstimme
Tab2.5: Bakterienstimme
Bezeichnung  Genotyp Anwendung Referenz
DHS50 DH50:F, endAl, hsdR17 (rk,mk"), Amplifikation Hanahan, 1983
suE44 thi-1, rec-, gyrA96, relAl, ¢80, rekombinanter
lacZAM15 Plasmide
XL-1 Blue supE44, hsdR17 hsdR17 (rk’,mk"), Amplifikation Stratagene
recAl, lac-F, [proAB+, laclY, rekombinanter
lacZDM15, Tnl0 (TetR)] Plasmide
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2.1.4.2 Eukaryotische Zelllinien

Tab2.6 Eukaryotische Zelllinien

Bezeichnung: Organismus: Spezifikation/Anwendung
PC12 Rattus norvegius Pheochromocytoma-Zelllinie;
(Ratte) ATCC-Nr.: CRL-1721
Untersuchung zu APLP1-vermittelten Effekten auf
die Induktion von Filopodien
HEK 293T Homo sapiens embryonale NierenZelllinie (human embryonic
(Mensch) kidney)
Derivat der HEK 293 Zelllinie;
ATCC-Nr.: CRL-11268
Untersuchung zu APLP1-vermittelten Effekten auf
die Induktion von Filopodien
COS Cercopithecus NierenZelllinie;
aethiops ATCC-Nr.: CRL-1651
(Meerkatze) Untersuchung zu APLP1-vermittelten Effekten auf
die Induktion von Filopodien
3T3 Mus musculus embryonale Fibroblasten-Zelllinie;
(Maus) ATCC-Nr.: CRL-163.2
Untersuchung zu APLP1-vermittelten Effekten auf
die Induktion von Filopodien
HelLa Homo sapiens Gebidhrmutterhals-Zelllinie
(Mensch) ATCC-Nr.: CCL-2

Untersuchung zu APLP1-vermittelten Effekten auf
die Induktion von Filopodien
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2.2 Methoden
2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 Herstellung chemisch kompetenter Bakterienzellen

Von einer frischen Platte wurde eine Bakterienkolonie in 2 ml LB-Medium iiberfiihrt und
tiber Nacht unter starkem Schiitteln bei 37°C inkubiert. Von dieser Vorkultur wurden
anschlieend 500ul in 50 ml LB-Medium iiberimpft und bis zu einer OD600 zwischen 0,5
und 0,7 kultiviert. AnschlieBend wurden die Bakterien 10 min auf Eis inkubiert, fiir 10 min
bei 4°C mit 3500 rpm (Sorvall-Zentrifuge, GSA-Rotor) sedimentiert und nach Absaugen des
Mediums in 20 ml T1-Puffer aufgenommen. Nachdem die Bakterien erneut 10 min auf Eis
inkubiert und anschlieend wieder wie oben beschrieben sedimentiert wurden, erfolgte eine
Resuspension des erhaltenen Pellets in 4ml T2-Puffer.Die Lagerung erfolgte bei -70°C.

2.2.1.2 Transformation chemisch kompetenter Bakterienzellen

Chemisch kompetente Bakterienzellen wurden nach dem Hitzeschock-Verfahren
transformiert. Hierzu wurde ein Aliquot mit 100ul chemisch kompetenten Bakterien auf Eis
aufgetaut. AnschlieBend wurden 10ul Ligationsansatz oder 5ng Plasmid-DNA der
Zellsuspension zugegeben. Nach vorsichtigem Mischen wurde die Suspension 10min auf Eis
inkubiert und dann einem Hitzeschock bei 42°C fiir 60sec ausgesetzt. Nach dem Hitzeschock,
welcher zur Aufnahme der Vektor-DNA in die Bakterienzellen fithrte, wurden die
Bakterienzellen fiir weitere 5-10min auf Eis gestellt. Nach der Zugabe von 700ul LB-Medium
wurden die Zellen 1h bei 37°C unter Schiitteln inkubiert. AbschlieBend wurden die
Bakterienzellen auf LB-Agar-Platten mit selektionierendem Antibiotikum ausgestrichen und
iber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.2.1.3 Plasmidpriiparation aus Bakterienzellen (Mini, Midi, Maxi)

Zur Isolierung hochreiner Plasmid-DNA wurden Plasmid-Aufreinigungskits der Firma
Qiagen verwendet. Das Isolierungsprinzip beruht auf einer alkalischen Lyse der
Bakterienzellen mit anschliefender Anionenaustauschchromatographie. Die
Plasmidpréparation erfolgten nach den Angaben des Herstellers.

Zu analytischen Zwecken, beispielsweise zur Uberpriifung von Insertorientierungen, wurde
eine alternative Methode zur Isolierung kleiner Mengen Plasmid-DNA durchgefiihrt. Bei
dieser Isolation schloss sich der alkalischen Lyse eine Isopropanol-Féllung an.

Hierfiir wurden 2-5ml einer Ubernacht-Bakterienkultur sediert. Das Zellpellet wurde in 300ul
P1 resuspendiert und mit 300ul P2 vermischt, was die alkalische Lyse einleitete. Nach Smin
wurde die Lysisreaktion durch die Zugabe von 300ul P3 gestoppt. Anhand einer
Zentrifugation bei 13000rpm (Sorvall Tischzentrifuge) fiir 10min wurden die Zelltriimmer
inklusive der genomischen DNA pelletiert. Zur Féllung der Plasmid-DNA wurde der
Uberstand mit 800ul eiskaltem Isopropanol vermischt und anschlieBend bei 4°C und
13000rpm fiir 15min zentrifugiert. Die so pelletierte Plasmid-DNA wurde abschlieBend mit
70%igem Ethanol gewaschen, luftgetrocknet und in 50ul sterilem H,O gelost.
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2.2.1.4 Photometrische DNA-Konzentrationsbestimmung

Zur Bestimmung der DNA-Konzentration wurde die Extinktion der entsprechenden Probe bei
einer Wellenldnge von 260nm in einer Quarzglaskiivette im Spektralphotometer gemessen.
Eine ODy¢y von 1 entspricht 50pug/ml doppelstrangiger DNA. Des Weiteren ldsst der Quotient
ODa601280 auf die Reinheit der DNA-Losung schlieBen. Betrigt dieser Quotient weniger als 1,8
muss von einer Verunreinigung der DNA-L6sung mit Proteinen ausgegangen werden.

2.2.1.5 Restriktionsfragmentanalyse

Restriktionsverdaus von DNA mit Restriktionsenzymen wurden entsprechend der Angaben
des Vertreibers in den mitgelieferten Puffern durchgefiihrt. In der Regel wurde fiir die
Klonierung eines DNA-Fragmentes in einen Vektor je Ipug der Vektor- bzw. der zu
inserierenden DNA mit 10U Restriktionsenzym wihrend 1-4h bei der vom Vertreiber
angegebene Temperatur inkubiert.

2.2.1.6 Agarosegelelektrophorese von DNA

Die Agarosegelelektrophorese zur groBenabhingigen Auftrennung von DNA-Fragmenten
wurde nach Standardprotokoll (Ausubel K., 1992) durchgefiihrt.

2.2.1.7 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Nach erfolgtem Restriktionsverdau und der gelelektrophoretischen Auftrennung der DNA-
Fragmente wurden diese nach der "Squeeze"-Methode isoliert. Hierfiir wurden die DNA-
Fragmente mit einem Skalpell aus dem mit Ethidiumbromid gefirbten Gel ausgeschnitten.
Die Agarosestiicke wurden in 0,5ml Eppendorf-Reaktionsgefisse iiberfiihrt, welche zu etwa
einem Drittel mit Glaswolle gefiillt und jeweils oben und unten mit einem Loch versehen
waren. Das so priparierte Reaktionsgefdl wurde in ein 1,5ml Eppendorf-Reaktionsfgefal3
gesteckt. Mittels Zentrifugation bei 13000rpm fiir 10min wurde die DNA aus dem Agarosegel
durch die Glaswolle in das 1,5ml Eppendorf-Reaktionsgefdf iiberfiihrt. Durch Zugabe von
einem Volumen Isopropanol und anschlieBender Zentrifugation bei 13000rpm fiir 15min
konnte die DNA nun prézipitiert werden. Nach dem Waschen mit 70%igem Ethanol und
anschlieBender Lufttrocknung wurde die DNA in sterilem H,O gelost.

2.2.1.8 Dephosphorilierung linearisierter DNA-Fragmente

Um eine Religation eines monoenzymatisch geschnittenen Vektors zu verhindern wurde
dieser mit "Shrimp Alkaline Phosphatase" (SAP) behandelt, bevor er dem Ligationsansatz
zugefiihrt wurde. Die Alkalisch Phosphatase entfernt dabei das fiir die Religation
erforderliche 5°-Phosphat der Vektor-DNA. Diese Dephosphorilierung erhoht die
Wahrscheinlichkeit einer Verkniipfung von Insert-DNA mit dem 5°-dephosphoriliertem,
linearisiertem Vektor im Ligationsansatz.

Zur Dephosphorilierung wurde der entsprechende Restriktionsverdau mit sterilem H,O auf
45ul aufgefiillt, mit Sul 10xDephosphorilierungspuffer und 1U SAP versetzt und fiir 30min
bei 37°C inkubiert. Die Phosphatase-Reaktion wurde durch Inaktivierung des Enzyms (10min
bei 72°C) gestoppt und der Reaktionsansatz mit dem QIAquick-PCR-Purification Kit nach
Angaben des Herstellers aufgereinigt.
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2.2.1.9 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur Amplifikation bestimmter DNA-Fragmente wurden je nach Anwendung hitzestabile
DNA-Polymerasen aus verschiedenen Organismen verwendet. Die PCR-Reaktionen wurden
nach den Angaben der Vertreiber unter Verwendung spezifischer Oligonukleotide (siehe
Tabelle 2.2 oder Text) durchgefiihrt. Wenn nicht anders vermerkt wurden zur Amplifikation
eines definierten DNA-Fragmentes 50-100ng Template-DNA eingesetzt. Nachfolgend sind
die einzelnen PCR-Anwendungen und deren Reaktionsparameter aufgefiihrt.

2.2.1.9.1 Standard PCR zu analytischen Zwecken

Zu analytischen Zwecken, zum Beispiel zur Uberpriifung von Insertorientierungen nach einer
Klonierung, wurde eine Standard-PCR unter Verwendung der Taq-Polymerase (Gibco-BRL)
durchgefiihrt. Die PCR-Reaktion wurde in Gegenwart von 1xPCR-Puffer (Gibco-BRL),
0,2mM dNTPs, 2mM MgCl2, je 12,5pmol spezifischer Sense- und Antisense-Oligonukleotide
sowie 1U Tag-Polymerase in einem Endvolumen von 25ul durchgefiihrt. Die physikalischen
Bedingungen der PCR-Reaktion wurden dabei wie folgt gewihlt:

Dauer Temperatur Reaktion Anzahl Zyklen

S min 94°C Denaturierung 1

45 sec 94°C Denaturierung

45sec X°C Hybridisierung j| 35x
90 sec 72°C Elongation

7 min 72°C Elongation 1

Die Hybridisierungstemperatur X errechnet sich aus den Schmelztemperaturen T, der jeweils
verwendeten Oligonukleotide nach folgender Formel:

Th=4x(G+C)+2x(A+T)
Die Schmelztemperatur T, ist gleich der maximalen Hybridisierungstemperatur X.

2.2.1.9.2 PCR zur Subklonierung

Zur Amplifizierung von DNA-Fragmenten, welche in einem spéteren Schritt in einen Vektor
subkloniert werden sollten, wurde anstelle der Tag-Polymerase die Vent-Polymerase (NEB)
verwendet. Diese Vent-Polymerase besitzt eine "Proof-Reading"-Funktion, die den Einbau
eines falschen Nukleotids korrigieren kann. Die PCR-Reaktion wurde in einem Volumen von
50ul und in Gegenwart von 1x PCR-Puffer (VEB), 0,3 mM dNTPs, 2 mM MgSO4, 2%
Formamid, je 25 pmol Sense- und Antisense-Oligonukleotiden und 1,5 U Vent-Polymerase
durchgefiihrt. Die Polymerase wurde dem Ansatz erst zugegeben nachdem dieser 5 min bei
94°C denaturiert wurde. Die Parameter der nachfolgenden PCR-Reaktion sind angegeben.
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Dauer Temperatur Reaktion Anzahl Zyklen

45 sec X°C Hybridisierung

Y sec 72°C Elongation j| 30x
1 min 94°C Denaturierung

7 min 72°C Elongation 1

Die Elongationsdauer Y errechnet sich anhand der GroBe L des zu amplifizierenden DNA-
Fragmentes nach der Formel:

Y=1,25 min x L (kb)

Die Hybridisierungstemperatur errechnet sich wie unter 2.2.1.9.1 beschrieben.

2.2.1.9.3 PCR-Mutagenese

Zur Einfilhrung von Mutationen in eine bestehende Sequenz wurde das "Qucik Change Site-
directed Mutagenesis Kit" (Stratagene) und die darin enthaltene Pfu-Turbo-Polymerase
verwendet. Diese Polymerase besitzt wie die Vent-Polymerase (siehe 2.2.1.9.4) eine "Proof-
Reading"-Funktion und verhindert somit den Einbau falscher Nukleotide. Das Kit ermoglicht
gezielt eine Insertion, Deletion oder den Austausch einzelner bzw. mehrerer Basen.

Die ortsgerichtete Mutagenese wurde nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

Im Nachfolgenden ist das Prinzip dieser Methode kurz erldutert.

Spezifische komplementédre Sense- und Antisense-Oligonukleotide werden so ausgewihlt,
dass diese fiir die einzufithrende Mutation kodieren. Eine PCR-Reaktion wird in einem
Endvolumen von 50ul und in Gegenwart von 25ng Plasmid-DNA, 1x PCR-Puffer, je 125ng
der Sense- und Antisense-Oligonukleotide, 1 ul dNTPs sowie 2,5 U Pfu-Turbo-Polymerase
unter den folgenden PCR-Parametern durchgefiihrt:

Dauer Temperatur Reaktion Anzahl Zyklen
30 sec 95°C Denaturierung 1

30 sec 95°C Denaturierung

1 min 55°C Hybridisierung j| 12-18x

Z min 68°C Elongation

Die Elongationsdauer Z errechnet sich anhand der Grofle L des zu amplifizierenden Plasmids:
Z =2 min x L (kb)

Die Anzahl der Zyklen richtet sich nach der Art der einzufiihrenden Mutation:

Punktmutation 12 Zyklen
einzelner AS-Austausch 16 Zyklen
Deletion oder Insertion mehrerer AS 18 Zyklen

Nach Ablauf der Reaktion wird dem Ansatz 1 ul des Restriktionenzyms Dpnl zugegeben, und
der Ansatz wihrend 1h bei 37°C inkubiert. Dpnl verdaut das methylierte und nicht mutierte
Ausgangsplasmid. Im letzten Schritt werden 1-4ul des Verdaus in kompetente
Bakterienzellen transformiert.
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2.2.1.10 Subklonierung von PCR-Fragmenten

PCR-Reaktionsprodukte wurden mittels des "PCR-Purification Kit" (Qiagen) aufgereinigt
und mit entsprechenden Restriktionsendonukleasen geschnitten. AnschlieBend wurden die
DNA-Fragmente gelelektrophoretisch aufgetrennt, das interessierende Fragment wie unter
2.2.1.7 beschrieben aus dem Gel isoliert und dem Ligationsansatz zugefiihrt.

Teilweise wurden PCR-Reaktionsprodukte in einem Zwischenschritt in einen "TOPO-Vektor"
unter Verwendung des "TOPO Cloning Kit" (Stratagene) nach Angaben des Herstellers
subkloniert.

2.2.1.11 Ligation von DNA-Doppelstringen durch T4-Ligase

DNA-Molekiile mit glatten oder komplementéiren, kohdsiven Enden konnen durch die
Ligation zusammengefiigt werden. Die in einer Ligationsreaktion eingesetzten DNA-
Fragmente wurden hierfiir nach erfolgtem Restriktionsverdau gelelektrophoretisch aufgetrennt
und nach der "Squeeze-Methode" isoliert. Die Ligationsreaktion wurde in 30 pl Ansitzen
durchgefiihrt, wobei die Reaktion in Gegenwart von 1U T4-Ligase in 1x Ligase-Puffer ablief.
Das nachfolgende Schema zeigt exemplarisch einen Ligationsansatz:

Komponente eingesetzte Menge
Vektor-DNA (25 ng/ul) 2ul
Insert-DNA (10 ng/l) 2ul

10x Ligase-Puffer 3ul
T4-Ligase (1U/ul) Tul

H20 ad 30ul

2.2.1.12 Sequenzanalyse von DNA-Fragmenten

Sowohl die Sequenzierreaktion (DyeDeoxy Terminator Cycle Sequencing Kit, PE) wie auch
die automatische Sequenzanalyse (Applied Biosystems 373 A DNA Sequencer) wurden nach
Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

2.2.2 Erzeugung von Plasmiden zur Uberexpression N-terminal deletierter APLP1-
Proteine

Zur Uberexpression von N-terminal deletierten APLP1-Proteinen wurden Vektoren
konstruiert die unterschiedlich grofle Bereiche der APLP1-cDNA enthielten. Hierzu wurde
zunichst der Vektor APP-SPmyc (siehe 2.1.2.1) einer Mutagenese unterzogen, durch die die
5" gelegene Pmel-Schnittstelle deltiert, die 3°gelegene Pmel-Schnittstelle jedoch erhalten
wurde(Oligonukleotide: AL032/AL031). Der hieraus resultierende Vektor enthielt somit eine
tiber HindIII und Xbal einklonierte Sequenz fiir das APP-Signalpeptid und ein MY C-Epitop
sowie nur noch eine 3 dieser Sequenz gelegene Pmel-Schnittstelle.

Parallel hierzu wurden ausgehend vom Plasmid huAPLPImyc (siehe 2.1.2.1) die zu
inserierende Bereiche des APLP1 via PCR amplifiziert und 3°der zu deletierenden Sequenz
mit einer Xbal-Schnittstelle versehen (Oligonukleotide AL30 mit ALO19-AL025).

Der mutierte APP-SPmyc-Vektor und die PCR-Fragmente wurden im Folgenden einer
Xbal/Pmel-Doppelrestriktion unterzogen. Nach Isolierung des restringierten Vektors vom
bisherigen Insert wurde dieser mit den restringierten PCR-Fragmenten legiert und wie oben
beschrieben in E.Coli transformiert und vermehrt. Die gewonnenen Vektoren (APLP1AEx01
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bis APLP1AEx07; siehe 2.1.2.1) exprimierten N-terminal MYC-Epitop markierte APLP1-
Proteine, denen von einem oder mehreren Exonen codierte Bereiche fehlten.

2.2.3 Erzeugung von Plasmiden zur Uberexpression von APLP1/APLP2-Chimiiren

Um APLPI/APLP2-Chimérproteine zu expremieren wurden Plasmide generiert, die
unterschiedlich grof3e Bereiche der APLP1-cDNA und der APLP2-cDNA enthielten. Hierzu
wurden die Plasmide huAPLP1myc und huAPLP2myc (siehe2.1.2.1) einer Mutagenese-PCR
unterzogen, die innerhalb der jeweiligen cDNAs eine Hpal-Schnittstelle generierten. Die Lage
der Hpal-Schnittstelle, die fiir die Mutagenese verwendeten Oligonukleotide sowie die Namen
der erzeugten Plasmide sind in der folgenden Tabelle aufgezeigt.

Tab2.6 Ausgangsplasmide, verwendete Oligonukleotide und Lage der Hpal-Schnittstellen zur Erzeugung

von Expressionsvektoren der APLP1/APLP2-Chimérproteine.

erzeugtes Plasmid

Ausgangsplasmide

verwendete
Oligonukleotide

Lage der erzeugten
Hpal-Schnittstelle

APLP1/2
Ex1-5/Ex6-18
myc

huAPLPImyc

LP1/LP2 Hpa-s/as

37 des letzten fiir
Exon 5 codierenden
Triplets der APLP1-
cDNA

huAPLP2myc

LP2/LP1 Hpa-s/as

57 des ersten fiir
Exon 6 codierenden
Triplets der APLP2-
cDNA

APLP1/2
Ex1-5/Ex8-18
myc

huAPLPI1myc

LP1/LP2 Hpa-s/as

37 des letzten fiir
Exon 5 codierenden
Triplets der APLP1-
cDNA

huAPLP2myc

LP2/LP1 Hpa-KPI-
s/as

57 des ersten fiir
Exon 8 codierenden
Triplets der APLP2-
cDNA

APLP1/2
Ex1-6/Ex8-18
myc

huAPLPI1myc

LP1/LP2 cAPPD-s/as

37 des letzten fiir
Exon 6 codierenden
Triplets der APLP1-
cDNA

huAPLP2myc

LP2/LP1 Hpa-KPI-
a/as

57 des ersten fiir
Exon 8 codierenden
Triplets der APLP2-
cDNA

Die nach der Mutagenese-PCR mit einer Hpal-Schnittstelle versehenen Plasmide wurden
sodann einer Doppelrestriktion mit den Enzymen Hpal und Nhel unterzogen. Sowohl das
mutierte huAPLP1myc- als auch das mutierte huAPLP2myc-Plasmid enthielten 5~ der MCS
eine  Nhel-Schnittstelle. Nach dem Verdau wurden die Restriktionsfragmente
elektrophoretisch getrennt. Das kleinere Restriktionsfragment (Insert) des mutierten APLP1-
Plasmids und das grofere Restriktionsfragment des mutierten APLP2-Plasmids wurden aus
dem Gel eluiert, und miteinander ligiert. Die hieraus resultierenden Plasmide (APLP1/2 Ex1-
5/Ex6-18myc, APLP1/2 Ex1-5/8-18myc und APLP1/2 Ex1-6/8-18myc) enthielten somit die
fiir die Exons 1-5 bzw 1-6 codierenden APLP1-cDNAs fusioniert mit der fiir die Exons 6-18
bzw 8-18 codierenden APLP2-cDNAs.
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2.2.4 Biochemische Methoden

2.2.4.1 Herstellung von Zellhomogenaten

Transfizierte Zellen wurden mit PBS gewaschen und in Lysispuffer aufgenommen. Zur
Extraktion von Proteinen wurden die suspendierten Zellen mittels eines Polytrons
homogenisiert und 30 min bei 4°C iiber Kopf geschiittelt. Die so behandelten Proben wurden
anschlieBend in einer Tischzentrifuge bei 4°C 30 min bei 13.000 rpm zentrifugiert und der
Uberstand fiir die weiteren Untersuchungen eingesetzt.

2.2.4.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung von Proteinkonzentrationen erfolgte mit dem "Bio-Rad DC Protein Assay
Kit" nach Angaben des Herstellers.

2.2.4.3. SDS-Polyacrylamide-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinen erfolgte in Polyacrylamidgelen im
diskontinuierlichen Gelsystem nach Standardprotokoll {Ausubel K., 1992;Laemmli U.K.,
1970}. Die nachfolgende Tabelle zeigt die Zusammensetzung der Gellosungen fiir
diskontinuierliche PA-Gele:

Komponente Trenngel Sammelgel

Sammelgel-Puffer 1,7ml -

Trenngelpuffer - 0,8ml

30% AA/0,8%BisAA je nach gewiinschter 0,5ml
Konzentration

H20 auf 6,6ml auffillen 2,0ml

10% APS 33ul 33ul

TEMED 3,3ul 3,3ul

Die Proteinextrakte wurden vor dem Auftragen auf das PA-Gel mit SDS-Gelladungspuffer
versetzt, fiir 5 min bei 95°C denaturiert und kurz zentrifugiert. Zur Groéfenbestimmung
wurden 10ul Proteinstandard aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte in 1x Laemmli-Puffer
bei 25mA (Minigel, 7x10 cm).

2.2.4.4 Transfer und Nachweis von Proteinen auf Nitozellulosemembranen (Western-
Blot)

Zur immunologischen Detektion wurden die durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine in
einer  Feuchtblottkammer  mit  Transferpuffer  gelelektrophoretisch  auf  eine
Nitrozellulosemembran iiberfiihrt. Der Transfer erfolgte bei einer konstanten Stromstéirke von
ImA/cm?® Gel fiir 45-60 min. Nach erfolgtem Transfer konnten die Proteine auf der
Nitrozellulosemembran mittels einer 10-miniitigen Inkubation in Ponceau-S-Lésung und
anschlieBender Entfarbung in Wasser nachgewiesen werden. Der Nachweis einzelner
spezifischer Proteine erfolgte anschliefend durch Inkubation mit entsprechenden Antikorpern.
Zunichst wurden dafiir unspezifische Bindesetellen durch Inkubation der Membran in 5%
Milchpulver in PBS abgesittigt. Die Inkubation mit spezifischen Antikorpern erfolgte
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anschlieend iiber Nacht bei 4°C. Hierfiir wurden die Antikorper in 5% Milchpulver in PBST
verdiinnt (sieh 2.1.3.1). Um die Antigen-Antikorper-Bindung zu verbessern und unspezifische
Bindungen zu unterbinden wurde nach der Inkubation wiederholt mit PBST gewaschen (3 x
Smin). Sodann folgte ein weiterer Inkubationsschritt mit Meerretich-Peroxidase-konjugierten
sekunddren Antikorpern. Diese binden spezifisch an eine IgG-Domiédne des primiren
Antikorpers. Die Inkubation mit sekundidrem Antikorper erfolgte in entsprechender
Verdiinnung in 5% Milchpulver in PBST fiir eine Dauer von 1h bei Raumtemperatur. Nach
erneutem 3-maligen Waschen mit PBST erfolgte die Detektion der gebundenen Antikorper
durch eine Meerrettich-Peroxidase-vermittelten Chemilumineszenz Reaktion unter
Verwendung des "Super Signal West Pico Chemiluminescent Substrate" (Pierce). Die
Detektion wurde nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

StandardmiBig wurde eine interne Ladekontrolle durch Detektion von Tubulin unter der
Verwendung eines monoklonalen Antikorpers durchgefiihrt, um die geladenen
Proteinmengen miteinander vergleichen zu kénnen.

2.2.5 Zellbiologische Methoden
2.2.5.1 Kultivierung von Zelllinien

PC12-, HEK293T-, 3T3-, COS- und HeLa-Zellen wurden in 10ml ihres spezifischen
Kulturmediums (siehe 2.1.1.11) in 10cm-Schalen bei 37°C und 5% CO2/Luftgemisch
kultiviert. Zur Passage wurden die adhirenten, konfluenten Kulturen 1x mit PBS gewaschen
und wihrend 4 min mit 2 ml Trypsin-Losung bei 37°C inkubiert. Durch Zugabe von 10ml
Medium wurde die Trypsinierung gestoppt. Die Zellen wurden im Medium resuspendiert,
durch Trituierung vereinzelt und in entsprechender Verdiinnung neu ausplattiert.

Alternativ konnen Zellen bei -70°C gelagert werden. Hierzu wurde die Zellsuspension fiir
3min bei 80g und Raumtemperatur zentrifugiert und das Zellpellet anschlieBend in
Kulturmedium, welches mit 10% DMSO versetzt war, resuspendiert und bei -70°C gelagert.
Zur Wiederinkulturnahme wurden die Aliquots moglichst schnell aufgetaut, bei 80g
zentrifugiert und die Zellen nach Resuspension in Kulturmedium wieder unter den oben
beschriebenen Bedingungen kultiviert.

2.2.5.2 Erzeugung und Kultivierung cortikaler Neuronenkulturen

Zur FErzeugung primdrer Neuronen aus dem Cortex embryonaler Ratten wurden
Rattenembryonen im Stadium E14.5 decapiert und die Gehirne prépariert. Nach Entfernen der
Hirnhdute wurden die Corticeshélften in PBS bei 4°C gelagert. Zum Vereinzeln der Zellen
wurde das PBS entfernt und die Cortices mit Trypsin iiberschichtet und anschlieBend 10 min
bei 37°C inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Cortices 3x mit PBS gewaschen und mit
Iml DMEM+FCS iiberschichtet. Die Cortices wurden sodann mit einer herkdmmlichen
Pasteurpipette 15x trituiert und anschlieBend 5x mit einer modifizierten Pasteurpipette
trituiert, deren Auslass auf einen Durchmesser von ca. 0.5ml eingeschmolzen wurde. Nach
einer mikroskopischen Analyse, die Aufschluss iiber die ausreichende Vereinzelung der
Zellen gab, wurden die Zellen ausgezidhlt und in gewiinschter Dichte in DMEM-FCS
angezogen. Nach ca. 12h wurde das Medium gegen Neurobasalmedium ausgetasucht. Alle
Kultivierungsschritte der Neuronen fanden bei 37°C und 5% CO2 im Zellkulturinkubator
statt.
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2.2.5.3 Transfektion von Zellkulturen

Je nach Art der transfizierten Zellen und der erwiinschten Transfektionseffizienz kamen
unterschiedliche Transfektionsmethoden zum Einsatz.

2.2.5.3.1 Transfektion von Zellen durch lipophilisierte DNA

Zur heterologen Expression rekombinanter Proteine wurden die unter 2.2.5.1 beschriebenen
Zelllinien mit Plasmid-DNA unter Verwendung des "LipofectAMINE PLUS"
Transfektionsreagenz (Invitrogen) nach Angaben des Herstellers transfiziert. Fiir die im
Ergebnisteil beschriebenen Versuche mit PC12-Zellen wurde die vom Hersteller empfohlene
Variante der Serum-freien Transfektion gewihlt, bei der sowohl die Komplexierung als auch
die Transfektion und anfingliche Kultivierung der PC12-Zellen in Serum-freien Medium
stattfindet.

2.2.5.3.2 Elektroporation von Zelllinien und cortikalen Neuronen

PC12-Zellen und embryonale, cortikale Neuronen der Ratte wurden mit der Nucleofector™-
Apparatur der Firma amaxa biosystems entsprechend den Angaben des Herstellers
elektroporiert. PC12-Zellen wurden unter Verwendung der ,,Cell Line Nucleofector™
Solution V* transfiziert. Bei den Versuchsreihen mit cortikalen Neuronen kam der ,Rat
Neuron Nucleofector Kit*“ zum Einsatz.

2.2.5.3.3 Transfektion von Zellen mittels CaPQ,

Embryonale, cortikale Neuronen der Ratte wurden in 24-well-Kulturgefdaen in einer Dichte
von 4x10* Zellen pro Well ausgebracht und iiber Nacht bei 37°C und 5%CO, in DMEM+FCS
kultiviert.

Am néchsten Morgen wurden 0,8ug der zu transfizierenden DNA mit 4ul 1MCaCl, vermischt
und die Losung auf 10ul mit dest. Wasser aufgefiillt. Nach Zugabe von 10ul 2xBBS wurde
das Gemisch 10 min bei RT inkubiert. Wihrend der Inkubation wurden die Zellen mit PBS
gewaschen und mit 200ul auf 37°C vorgewiarmtem Neurobasasalmedium iiberschichtet. Nach
Ablauf der 10miniitigen Inkubation wurde die DNA-Losung tropfenweise auf die Zellen
gegeben und die Zellen fiir 4-8h bei 37°C und 5%CQO?2 inkubiert, bevor das Medium gegen
frisches Neurobasalmedium ausgetauscht wurde. Die so transfizierten Zellen zeigten nach
frithestens 24h nachweisbare Mengen der von den Plasmiden exprimierten Proteine.
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2.2.6 Immunzytochemie

Die oben beschriebenen Zelllinien und die embryonalen cortikalen Neuronen der Ratte
wurden immunzytochemischen Untersuchungen unterzogen. Hierzu wurden die Zellen in
gewiinschter Dichte auf beschichteten Deckgldschen angezogen, spiter fixiert und bestimmte
Proteine mit AntikOrpern bzw. fluoreszenzmarkierten Zellgiften angefarbt und zuletzt im
Fluoreszenzmikroskop analysiert.

2.2.6.1 Beschichtung von Deckglischen

Fettfreie Deckgldaschen wurden in 24-well-Platten unter sterilen Bedingungen ausgebracht.
Bei allen Versuchen kamen 2 unterschiedliche Substrate als Beschichtung zum Einsatz.

Fibronektin: 50ug Fibronektin wurden in Iml gelost. Die Deckgldschen wurden mit
ca. 200ul Fibronektinlosung iiberschichtet und bei 37°C inkubiert. Nach
45 min wurden die Plittchen 3x mit sterilem dest. Wasser gewaschen und
anschliefend bis zur Verwendung mit DMEM-Medium {iberschichtet
und im Inkubator gelagert.

poly-Ornithin 150pg poly-Ornithin wurden in 20ml dest. Wasser gelost. Die
Deckgldaschen wurden mit ca. 200ul poly-Ornithin-Losung iiberschichtet
und bei 37°C inkubiert. Nach 12h wurden die Plittchen 3x mit PBS
gewaschen und anschlieend bis zur Verwendung mit DMEM-Medium
iberschichtet und im Inkubator gelagert.

2.2.6.2 Fixierung und Permeabilisierung von Zellen

Auf beschichteten Deckglidschen kultivierte Zellen wurden 3x mit PBST gewaschen und
anschliessend mit 4% PFA in PBST iiberschichtet. Nach einer Inkubation von 10min bei
Raumtemperatur wurde das PFA entfernt und 3x mit PBST gewaschen. Derart behandelte
Zellen wurden im Folgenden fiir Inmunzytochemische Analysen eingesetzt.

2.2.6.3 Fluoreszenzmarkierung von Zellstrukturen mit Phalloidin

Das Aktinzytoskelett fixierter Zellen wurden mittels Phalloidin angefiarbt, an das der
Fluoreszenzfarbstoff Alexa488 gekoppelt war. Entsprechend den Konzentrationen des
Herstellers (MoBiTec) wurden die Zellen 1h bei Raumtemperatur inkubiert und anschliefend
3x mit PBST gewaschen.

2.2.6.4 Fluoreszenzmarkierung des Zellkerns
Die im Kern enthaltene DNA fixiertere Zellen wurde mittels des Farbstoffes DAPI

entsprechend der Konzentration des Herstellers (MoBiTec) nach 10-miniitiger Inkubation bei
Raumtemperatur angefarbt.
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2.2.6.5 Immunfluoreszenzmarkierung mit Antikorpern

Die Markierung bestimmter Proteine erfolgte mittels primérer, spezifischer Antikérper und
gegen diese gerichtete, Fluoreszenz-gekoppelter, sekundirer Antikorper. Die priméren
Antikorper wurden in der jeweiligen Konzentration in PBST/5%BSA verdiinnt (siehe2.1.3.1)
und auf die fixierten und permeabilisierten Zellen gegeben. Nach einer Inkubationsdauer von
einer Stunde bei Raumtemperatur wurden die Zellen 3x mit PBST gewaschen. Gegen die
primédren Antikorper gerichtete sekundidre Antikdrper wurden im Folgenden entsprechend in
PBST/5%BSA verdiinnt (siche 2.1.3.2) und die Zellen damit tiberschichtet. Nach einer
Inkubationsdauer von 30 Minuten bei Raumtemperatur wurden die Zellen 3x mit PBST
gewaschen.

2.2.6.6 Konservierung fixierter und fluoreszenzmarkierter Zellen

Fixierte und fluoreszenzmarkierte Zellen wurden unter Verwendung der ,,Aquamount®-
Losung (MoBiTech) entsprechend den Angaben des Herstellers konserviert.
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3. ERGEBNISSE

Wihrend eine ganze Reihe von Untersuchungen sich mit der physiologischen Funktion des
APP beschiftigen (zur Ubersicht siehe Mattson M.P. 1997; De Strooper B. and Annaert W.
2000; Reinhard C. et al. 2005), ist iiber die Prozesse, bei denen APLP1 bzw. APLP2 eine
Rolle spielen, kaum etwas bekannt.

Untersuchungen an Madusen, denen eines oder mehrere APP-Familienmitglieder fehlen,
zeigen, dass bei Abwesenheit von APP die beiden Familienmitglieder APLP1 als auch APLP2
die physiologische Funktion des APP-Proteins iibernehmen konnen. Sowohl APLP1 als auch
APLP2 sind iiber das zytosolische Protein Fe65 an der Regulation der Transkription
(Scheinfeld M.H. et al. 2002; Walsh D.M. et al. 2003) beteiligt und werden wie APP durch
mehrere Sekretasen prozessiert (Eggert S. et al. 2004).

Uber eine spezifische physiologische Funktion der Proteine APLP1 oder APLP2 finden sich
in der Literatur nur wenige Untersuchungen. Fir APLP2 konnte gezeigt werden, dass das
Protein einen Einfluss auf die Zellmigration und das Auswachsen sympatischer Neuronen hat
(Cappai et al., 1999; Li et al., 1999).

Diese ersten Beobachtungen sowie Homologievergleiche innerhalb der APP-Familie und die
zeitlich und rdumlich unterschiedlichen Expressionen einzelner Familienmitglieder legen die
Frage nach spezifischen Funktionen einzelner Familienmitglieder nahe.

Die folgenden in vitro-Versuche befassen sich mit Effekten des APP-Genfamilienmitglieds
APLP1 auf die Zellmorphologie von PC12-Zellen und cortikalen Neuronen. Weiterfithrende
Untersuchungen geben Aufschluss iiber eine APLPI-spezifische Effektordomiéne, den
Einfluss der a-Sekretierung und erste Hinweise auf mogliche angesteuerte Signalwege.
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3.1 Uberexpression der APP-Genfamilie in PC12-Zellen

In den folgenden Versuchen sollten mogliche Funktionen der APP-Familienmitglieder auf die
Zellmorphologie anhand von transienten Uberexpressionen in PC12-Zellen untersucht
werden. Hierzu wurden ca.70% konfluent gewachsene PC12-Zellen entweder elektroporiert
oder mittels lipophilisierter DNA transfiziert. Durch die so in die Zellen eingebrachten
Plasmide kam es je nach Ansatz in den Zellen zur Expression der folgenden Proteine:

Bezeichnung: Protein: Herkunft: Splicevariante: Epitop:

huAPP APP human 770 Aminosiuren myc, N-terminal
muAPP APP murin 695 Aminosiuren vsv, C-terminal
huAPLP1 APLP1 human 650 Aminosiduren myc, N-terminal
muAPLP1 APLP1 murin 650 Aminosiduren vsv, C-terminal
huAPLP2 APLP2 human 763 Aminosiuren myc, N-terminal
muAPLP2 APLP2 murin 763 Aminosduren vsv, C-terminal

Tab3.1: Verwendete APP/APLP-Konstrukte

Fir die folgenden Expressionsstudien wurden sechs Plasmide verwendet, die fir verschiedene
Mitglieder der APP-Familie codieren. Neben den humanen Proteinen (huAPP, huAPLP1, huAPLP2)
wurden drei murine Proteine (muAPP, muAPLP1, muAPLP2) zur Expression gebracht. Zu
Detektionszwecken waren die exprimierten Proteine am N-Terminus bzw. C-Terminus mit Epitopen
versehen.

Fiir jedes APP-Familienmitglied kamen zwei unterschiedliche Konstrukte zum Einsatz, die zu
Detektionszwecken mit Epitopen fusioniert waren (sieche Tab3.1). Die jeweiligen cDNAs der
Familienmitglieder wurden in pcDNA3- bzw. pcDNA3.1-Vektoren inseriert, die aufgrund
ihres CMV-Promotors eine starke Uberexpression des jeweiligen Proteins garantierten. Drei
der verwendeten Vektoren enthielten die fiir die humanen Proteine huAPP, huAPLP1 bzw.
huAPLP2 codierenden cDNAs. Die murinen Formen muAPP, muAPLP1 und muAPLP2
dieser Proteine wurden von drei weiteren Plasmiden zur Expression gebracht. Eine
Besonderheit innerhalb der verwendeten Konstrukte ist das Plasmid mit dem murinen APP
(muAPP), da es sich bei dem exprimierten Protein um eine kiirzere Splicevariante des APP
handelt, der die sogenannte KPI-Domine fehlt. Um einen Einfluss der jeweils verwendeten
Epitope zu erfassen, befand sich das myc-Epitope der humanen Konstrukte am N-Terminus,
wogegen das vsv-Epitop der murinen Proteine am C-Terminus angebracht war. Als
Negativkontrolle wurden in weiteren Versuchen PC12-Zellen mit Vektoren ohne Insert, mit
GFP, 14-3-3( bzw. dNTPDase6 transfiziert, um einen Einfluss der Transfektion auf die
Zellmorphologie ausschlieBen zu konnen. Besonderes Augenmerk galt hierbei der Kontrolle,
bei der das Protein ANTPDase6 zur Expression kam. Dieses Protein ist wie die Proteine der
APP-Familie mittels einer Transmembrandoméne in die Membran der Zelle eingelagert und
besitzt einen kurzen intrazelluldren C-Terminus und eine im Vergleich relativ grofle
Ektodomaéne.(Braun N. et al., 2000; Ravi R.G. et al., 2002; Braun N. et al., 2004). Anhand
dieser Kontrolle konnte somit ausgeschlossen werden, dass die beobachteten Effekte generell
durch die Uberexpression eines Membranproteins hervorgerufen werden.

Nach erfolgter Transfektion wurden die Zellen unter normalen Wachstumsbedingungen
weitere 24 bis 48 Stunden kultiviert.
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Nach Elektroporation mittels Nucleofector (AMAXA) zeigten 50-70% der Zellen eine
Expression des verwendeten Konstruktes. Eine deutlich geringere Transfektionseffizienz von
5-10% konnte bei der Lipofektion mit lipofect AMINE (Invitrogen) beobachtet werden.

Zur Bestimmung der Expressionsstirken wurden die Zellen lysiert und die Proteine mittels
SDS-PAGE der Grofle nach aufgetrennt. Durch einen Western-Blot wurden die Proteine auf
eine Membran iibertragen und anhand spezifischer und gegen die Epitope gerichteter
Antikorper nachgewiesen (siehe Abb3.1).

Abb3.1: Uberexpression der APP-Familie in
A PC12-Zellen.

M  APP APLP1 APLP2 Mittels Elektroporation wurden PC12-Zellen mit
kDa i L huAPPmyc, huAPLP1myc und huAPLP2myc
exprimierenden Plasmiden transient transfiziert
125- | - und 2 Tage kultiviert. Zur Analyse der Expression

- myc wurden 60ug Gesamtprotein aus lysierten Zellen
— mittels SDS-PAGE aufgetrennt und einer
Western-Blot-Analyse unterzogen.
(A) Unter Verwendung eines gegen das myc-
79| i Epitop gerichteten Antikdrpers (AB9106) wurden
— — o |- Tubulin die Expressionsstarken der Konstrukte erfasst
und unter Beachtung der Tubulinmengen
miteinander verglichen.
(B) Anhand spezifischer Antikérper antiAPP

89-|

B (MAB348), antiAPLP1 (CT11) und antiAPLP2
(CT12) wurde die Expressionsstarke der

APP APLP1 APLP?2 Konstrukte mit kontrolltransfizierten Zellen (K)

K myc K “myc K “myc verglichen, die mit leerem pcDNA3.1-Vektor

transfiziert wurden.

Wahrend mit dem myc-spezifischen Antikérper in
—_ . —~ - ‘ der Kontrolle kein Signal detektierbar ist,
indizieren die fir die einzelnen Familienmitglieder
spezifischen Antikdrper eine geringe endogene
antiAPP antiAPLP1 antiAPLP2 Expression aller Familienmitglieder in PC12-
Zellen.

Die Western-Blot Analyse in Abb3.1A zeigt anhand der Tubulin-Mengen, dass von den
Lysaten aller 4 Ansitze gleiche Mengen Gesamtprotein geladen wurden. Im Gegensatz zur
Kontrolltransfektion (K) beinhalten die drei mit APP, APLP1 und APLP2 transfizierten
Lysate vergleichbare Mengen eines mit dem myc-Epitop versehenen Proteins. Die Grof3e der
jeweiligen Proteine entsprechen mit ~130kDa fiir APP, ~85kDa fiir APLP1 und ~130kDa fiir
APLP2 den fiir die Proteine der APP-Familienmitglieder zu erwartenden Grof3en, wobei die
Detektion des APLP1 klar zwischen unmodifiziertem (~90kDa) und modifiziertem Protein
(~80)kDa unterscheiden liel . Anhand der Signalintensitit konnte eine anndhernd gleich
starke Expression der APP-Familienmitglieder nach 48h gezeigt werden.

Die Verwendung spezifischer Antikdrper in Abb3.1B belegt, dass die transfizierten PC12 -
Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen eine stark erhohte Expression des jeweiligen
Familienmitgliedes aufweisen. Zudem zeigte sich, dass PC12-Zellen unter den gewihlten
Kulturbedingungen alle drei APP-Familienmitglieder endogen exprimieren.
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3.1.1 Morphologische Verinderungen APLP1-transfizierter PC12-Zellen

In den folgenden Versuchen sollten mogliche Auswirkungen einer transienten Uberexpression
einzelner APP-Familienmitglieder auf das Wachstum und die Morphologie von PC12-Zellen
analysiert werden. Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Transfektion der einzelnen
Konstrukte zur Bildung vergleichbarer Mengen an rekombinantem Protein fiihrt (siehe3.1.1),
wurden PC12-Zellen auf Glasplittchen kultiviert, die mit Fibronektin beschichtet waren. Um
einen moglichen Einfluss der Beschichtung ausschlieen zu konnen, wurden alternativ auch
mit poly-L-Ornithin beschichtete Glasplittchen fiir die Versuche verwendet. Es zeigte sich,
dass die Art der Beschichtung keine Auswirkung auf die im Folgenden beschriebenen
Versuche hatte.

Nach erfolgter Transfektion mit murinen und humanen APP-Familienmitgliedern wurden die
Zellen 48h kultiviert, mittels 0,1% Tween20 permeabilisiert und anschliefend fixiert.
Transfizierte Zellen wurden durch vsv- bzw. myc-Epitop-spezifische Erstantikorper
detektiert, gegen die ein mit Alexa546 gekoppelter Zweitantikorper gerichtet war. Parallel
durchgefiihrte Firbungen gegen Aktin mit Phalloidin-Alexa488 und gegen den Zellkern mit
DAPI gaben Aufschluss iiber die Struktur des Zytoskeletts und die Vitalitit der Zelle.
Mogliche apoptotische Zellen mit reduzierter Kerngrole und beschidigte Zellen wurden in
den folgenden Analysen nicht beriicksichtigt.

Die Priparate wurden im Fluoreszenzmikroskop auf mogliche Morphologiedinderungen
untersucht. Die folgenden Aufnahmen zeigen PC12-Zellen, in denen sowohl murine als auch
humane APP-Familienmitglieder iiberexprimiert wurden. Um die Lokalisation der in den
PC12-Zellen gebildeten rekombinanten Proteine bestimmen zu konnen, wurden die Préaparate
zusitzlich in konfokalen Ebenen analysiert.. Beim Betrachten einer konfokalen Ebene
unterhalb der Zelloberflache kénnen Bereiche von PC12-Zellen analysiert werden, die die
Unterscheidung von Zellmembran und Soma mdglich machen. Somit konnen aufgrund der
Signalintensitdt Riickschliisse iiber die Lokalisation des rekombinanten Proteins gezogen
werden. Zur Kontrolle dienten in erster Linie dNTPDase6-exprimierende Zellen, da es sich
bei diesem Protein wie bei den Proteinen der APP-Familie um ein Polypeptid handelt,
welches in die Membran der Zelle eingelagert wird. Anhand weiterer Kontrollen mit GFP
bzw. 14-3-3( sollte der generelle Einfluss einer Uberexpression auf PC12-Zellen erfasst
werden.
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Abb3.2: Transfektion von PC12-Zellen mit Konstrukten der murinen APP-Familie
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen transfizierter PC12-Zellen nach 48h Kultur. Exemplarisch ist
je eine der mit dNPTaseémyc (A), muAPPvsv (B), muAPLP2vsv (C) bzw. APLP1vsv (D) transfizierten
Zellen abgebildet. Zur Detektion der Epitope wurden spezifische Erstantikbrper gegen das myc- bzw.
das vsv-Epitop sowie ein Fluorochrom-Alexa564-konjugierter Zweitantikbrper eingesetzt (A’-D’).
Anhand eines Fluorochrom-Alexa488-konjugierten Phalloidin konnte das Aktin-Zytoskelett visualisiert
werden (A”’-D”). In der Uberlagerung der beiden Kanéle ist zusatzlich das blaue Signal des
Zellkernfarbstoffes DAPI sichtbar. Die abgebildeten Langenstandards entsprechen 20um.
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Abb3.3: Transfektion von PC12-Zellen mit Konstrukten der humanen APP-Familie

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von mit huAPP (A), huAPLP2 (B) bzw. huAPLP1 (C+D)
transfizierten PC12-Zellen nach 48h Kultur. Zur Detektion der Epitope wurden spezifische
Erstantikérper gegen das myc-Epitop sowie ein Fluorochrom-Alexa564-konjugierter Zweitantikbrper
eingesetzt (A”-D""). Anhand eines Fluorochrom-Alexa488-konjugierten Phalloidins konnte das Aktin-
Zytoskelett visualisiert werden (A""-D"""). Die Aufnahmen D zeigen eine Konfokalmikroskopische
Aufnahme mit einer optischen Ebene von ca. 400nm, die die Lokalisation des APLP1 in der Membran
der PC12-Zelle erkennen lasst. Die abgebildeten Léangenstandards entsprechen 20um.
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Die Aufnahmen in Abbildung 3.2 und 3.3 zeigen PC12-Zellen nach Uberexpression von
humanen bzw. murinen APP-Familienmitgliedern. Wéhrend die Expression von APP oder
APLP2 keinen Einfluss auf die Morphologie hatte, bildeten mehr als 70% der mit humanem
oder murinem APLP1 transfizierten Zellen auf ihrer Oberfldche zahlreiche Filopodien. Diese
Fortsétze sind bis zu 35um lang und haben an ihrer Basis einen Durchmesser von ca. 400nm.
Diese morphologisch veridnderten Zellen wurden im Folgenden als Kaktuszellen bezeichnet.
Konfokale Aufnahmen dieser Kaktuszellen belegen, dass in der Membran dieser Fortsitze
grofle Mengen des rekombinanten APLP1 eingelagert sind (Abb3.3D). Somit konnte gezeigt
werden, dass die rekombinant gebildeten Proteine dem fiir die APP-Familienmitglieder
beschriebenen subzellulidren Transport vom ER zur Plasmamembran unterlagen.

In den Ansétzen mit den beiden iibrigen Familienmitgliedern APP bzw. APLP2 konnten nur
sehr wenige dieser Kaktuszellen beobachtet werden. Die Kontrollansdtze mit dNTPDase6,
peGFP und 14-3-3( und die Betrachtung untransfizierter PC12-Zellen belegen, dass einige
wenige der kultivierten PC12-Zellen spontan Kaktuszellen bilden. Jedoch konnte eine derart
drastische Erhohung der Anzahl an Kaktuszellen nur nach Uberexpression von APLP1
beobachtet werden. Dieser Effekt scheint Spezies-iibergreifend, da sowohl die murine als
auch die humane Form des APLP1 die Bildung von Kaktuszellen induzieren kann und weder
die humanen noch die murinen APP- bzw. APLP2-Proteine eine vergleichbare Anderung der
Morphologie hervorrufen.

Da die verwendeten rekombinanten APP-Proteine zwei unterschiedliche Splicevarianten mit
(huAPP) bzw. ohne KPI-Doméne (muAPP) darstellen, konnte gezeigt werden, dass die
beobachtete Entstechung der Kaktuszellen auch nicht von unterschiedlichen Splicevarianten
des APP induziert werden kann.

In allen Ansidtzen konnte eine vergleichbare Anzahl abgerundeter Zellen und Zellen mit
lamellipodialen Fortsidtzen beobachtet werden. Die Expression der unterschiedlichen Proteine
inklusive des APLP1 hatte keinen Einfluss auf die Entstehung der lamellipodialen Fortsitze.
Da sich, wie bereits beschrieben, in geringem Malle ein vergleichbarer Kaktus-Phéanotyp in
unbehandelten als auch in kontrolltransfizierten Zellen beobachten liel, wurden pro
verwendetem Konstrukt sechs Wiederholungen auf die Bildung von Filopodien ausgezihlt.
Hierzu wurden pro Wiederholung jeweils ca. 100 transfizierte PC12-Zellen im
Fluoreszenzmikroskop auf das Vorhandensein des Kaktus-Phinotyps analysiert. In allen
Ansidtzen wurde darauf geachtet, dass das heterologe Expressionsniveau der transfizierten
Zellen vergleichbar war (sieche Abb3.1). Die Quantifizierungen der ca. 600 Zellen pro
Transfektionsansatz wurden gemittelt und die Standardabweichungen bestimmt.
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Abb3.4: Quantifizierung des APLP1- induzierten Phénotyps in PC12-Zellen.

PC12-Zellen wurden mit dNTPDase6myc, huAPPmyc, huAPLP2myc bzw. huAPLP1myc transfiziert,
nach 48h fixiert und die transfizierten Zellen mittels indirekter Immunfluoreszenz (a-myc
Erstantikdrper, Alexa546 konjugierter Zweitantikdrper) sichtbar gemacht.

AnschlieBend wurde der prozentuale Anteil von Zellen mit massiven filopodialen Strukturen bei jeweils
6x ca.100 transfizierten_Zellen bestimmt. Der prozentuale Anteil an phanotypischen Zellen steigt
signifikant nach APLP1-Uberexpression (p-Werte< 0,001; n=6).

Die Quantifizierung (Abb 3.4) der einzelnen Ansitze ergab, dass ca. 3% aller APP-, APLP2-
und dNTPDase6-transfizierten Zellen eine verstirkte Ausbildung von Filopodien erkennen
lieB, wiahrend dieser Effekt bei 70% aller APLP1-transfizierten Zellen zu beobachten war. Um
zu bestimmen, ob der beschriebene Effekt signifikant ist, wurden die Daten der
Quantifizierung einem zweiseitigen, heterosdeskastischen T-Test unterzogen.

p-Wert < : fiir Ansatz: gegen Ansatz: Signifikanz:
0,00000000005 huAPLPImyc huAPPmyc hok
0,00000000004 huAPLP1myc huAPLP2myc ok
0,00000000002 huAPLP1myc dNTPDase6bmyc wk
0,93 huAPPmyc huAPLP2myc -
0,93 huAPPmyc dNTPDase6myc -
0,99 huAPLP2myc dNTPDase6bmyc -

Tab3.2: Signifikante Zunahme an Kaktuszellen nach APLP1-Uberexpression

Mittels eines zweiseitigen heterosdeskastischen T-Tests wurden die p-Werte fir die Quantifizierung
des Kaktus-Phanotyps in PC12-Zellen ermittelt. Die Daten zeigen, dass der Unterschied zwischen der
Menge an phanotypischen Kaktuszellen im Ansatz mit humanem APLP1 (huAPLP1myc) gegeniiber
den Kontrollansdtzen mit humanem APP (huAPPmyc), humanem APLP2 (huAPLP2myc) und
dNTPDase6 (dNTPDaseémyc) hoch signifikant (**) ist.
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Die errechneten p-Werte zeigten, dass der Unterschied zwischen dem Ansatz mit APLP1 und
den {iibrigen Ansdtzen hoch signifikant ist. Die Kontrollansidtze mit humanem APP bzw.
APLP2 und dNTPDase6 hingegen zeigen keine signifikanten Unterschiede. Vergleichbar
signifikante Verhiltnisse wurden ebenfalls in den Ansitzen mit den murinen Konstrukten der
APP-Genfamilie und weiteren Kontrollen (14-3-3Cvsv , peGFP)beobachtet (nicht gezeigt).
Diese Ergebnisse belegen, dass sowohl humanes als auch murines APLP1 die Bildung von
Filopodien in PC12-Zellen induziert. Diese Induktion kann nicht von den beiden anderen
APP-Familienmitgliedern iibernommen werden.

Um die APLPI1-induzierte Bildung von Filopodien genauer zu erfassen, wurden transfizierte
PC12-Zellen beziiglich der Anzahl an auftretenden Fortsidtzen analysiert.

Abb3.5: APLP1-induzierte Bildung von Filopodien

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Membran von transfizierten PC12-Zellen. Wé&hrend es
nach der Transfektion mit huAPP (A) und huAPLP2 (B) kaum zur Bildung von filopodialen Fortsatzen
kommt, zeigen die huAPLP1-transfizierten Zellen (C) die Bildung zahlreicher, bis zu 15um langer
Filopodien. Mittels eines myc-spezifischen Antikérpers und eines Alexa 546-gekoppelten
Zweitantikorpers wurden die Uberexprimierten Proteine der APP-Genfamilie visualisiert (A”"-C™"). Die
Farbung des Aktinzytoskeletts geschah mittels eines Alexa488-gekoppelten Phalloidin (A”"-C"""). Die
eingezeichneten Langenstandards entsprechen 20um.

Abbildung 3.5 zeigt VergroBBerungen der Zellmembran von PC12-Zellen, die mit humanem
APP, APLP2 bzw. APLPI1 transfiziert wurden. Wihrend die Membran der APP bzw. APLP2
exprimierenden Zellen kaum filopodiale Fortsitze zeigt, induziert die Uberexpression von
APLP1 die Bildung zahlreicher Filopodien. Zur Quantifizierung dieses Effektes wurde die
Filopodiendichte von jeweils 12 transfizierten PC12-Zellen pro Expressionskonstrukt
bestimmt. Hierzu wurde die Menge an filopodialen Fortsidtzen auf der Peripherie der Zellen
bestimmt. Je nach Zellmorphologie geschah dies auf einer Linge von 40-100um. Die
erhaltenen Daten wurden auf einen Membranabschnitt von 100um normalisiert und
miteinander verglichen. Fiir die Quantifizierung der Filopodien in APLPI-exprimierenden
PC12-Zellen wurden nur Zellen verwendet, die eindeutig dem Kaktus-Phinotyp zugeordnet
werden konnten.
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Abb 3.6: APLP1 induzierter Anstieg der Filopodienanzahl

PC12-Zellen wurden mit dNTPDase6myc, humanem APPmyc, APLP2myc bzw. APLP1myc
transfiziert, nach 48h fixiert und die transfizierten Zellen mittels indirekter Immunfluoreszenz (a-myc
Erstantikdrper, Alexa546 konjugierter Zweitantikérper) sichtbar gemacht. Im Fluoreszenzmikroskop
wurde die Menge an filopodialen Fortsatzen pro 100um Zelloberflache quantifiziert (n=12).

Waéhrend die Kontrollanséaize (APPmyc, APLP2myc, dNTPDase6bmyc) kaum Fortsatze zeigten, ist
ein vermehrtes Auftreten der Fortsatze nach der Uberexpression von humanem APLP1 (APLP1myc)
zu beobachten.

Wie Abbildung 3.6 zeigt, konnten nach der Transfektion mit humanem APLP1 um die 70
filopodialen Fortsidtze pro 100um Zelloberfliche gezihlt werden. In den mit APP, APLP2
bzw. dNTPDase6 kontrolltransfizierten Zellen kam es innerhalb der gleichen Distanz
lediglich zu einer Ausbildung von weniger als 10 Fortsdtzen, wobei eine Vielzahl dieser
Zellen keinerlei Fortsitze erkennen lieB3.

Um zu belegen, dass die durch APLPI-induzierte Zunahme an Filopodien signifikant ist,
wurden die Ergebnisse einem zweiseitigen heterosdeskastischen T-Test unterzogen.

p-Wert < : fiir Ansatz: gegen Ansatz: Signifikanz:
0,0000000000004  huAPLP1myc huAPPmyc hok
0,0000000000001  huAPLP1myc huAPLP2myc ok
0,0000000000001  huAPLP1myc dNTPDase6bmyc ok
0,30 huAPPmyc huAPLP2myc -
0,81 huAPPmyc dNTPDase6bmyc -
0,56 huAPLP2myc dNTPDase6myc -

Tab3.3: Signifikanter Anstieg der Anzahl an Filopodien nach APLP1-Uberexpression

Mittels eines zweiseitigen heterosdeskastischen T-Tests wurden die p-Werte fir die Quantifizierung
der Filopodienanzahl pro 100um Zellmembran in PC12-Zellen ermittelt. Die Daten zeigen, dass der
Unterschied zwischen der Menge an Filopodien im Ansatz mit humanem APLP1 (huAPLP1myc)
gegenlber den Kontrollansatzen mit humanem APP (huAPPmyc), humanem APLP2 (huAPLP2myc)
und dNTPDase6 (dNTPDase6myc) hoch signifikant (**) ist.
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Die errechneten p-Werte zeigen (siehe Tab3.3), dass der Unterschied zwischen dem Ansatz
mit APLP1-transfizierten Zellen und den iibrigen Ansitzen hoch signifikant ist. Hingegen lief3
sich in den Ansidtzen mit APP, APLP2 und dNTPDase6 kein signifikanter Unterschied
beziiglich der Menge an gebildeten filopodialen Fortsédtzen ausmachen.

Die oben beschriebenen morphologischen Beobachtungen und die folgenden
Quantifizierungen transfizierter PC12-Zellen belegen, dass APLP1 im Gegensatz zu den
beiden anderen Familienmitgliedern APP und APLP2 die Ausbildung von Filopodien
induziert. Zudem konnte gezeigt werden, dass dieser APLP1-spezifische Effekt nicht auf eine
Spezies beschrinkt ist, da sowohl das murine als auch das humane Konstrukt die
Filopodiogenese in PC12-Zellen auszulosen vermochte.

Weitere Expressionsversuche in nicht neuronalen Zellen wie HEK293T-, 3T3-, COS- und
HeLa-Zellen zeigten keine vergleichbaren Morphologieinderungen nach Transfektion mit
APLP1 oder einem der beiden anderen APP-Familienmitglieder (nicht gezeigt). Diese
Beobachtungen sowie die im Folgenden beschriebenen Versuche mit cortikalen Neuronen
lassen vermuten, dass die APLP1-induzierte Bildung von Filopodien ein auf neuronale Zellen
und vergleichbare polarisierte Zelllinien beschriankter Prozess ist.

3.2 Uberexpression der APP-Genfamilie in cortikalen Neuronen

PC12-Zellen dienen aufgrund ihres polaren Charakters in der Neurobiologie hiufig als
geeignetes Zellsystem zur Untersuchung des Wachstum und der Entwicklung von Neuronen.
Wie die oben beschriebenen Ergebnisse belegen, fiihrt die Uberexpression von APLP1 in
diesen Zellen zu einer Veridnderung der Morphologie. Um einen mdoglichen Einfluss von
APLP1 auch auf das Wachstum von Neuronen analysieren zu konnen, sollten in den
folgenden Versuchen cortikale Neuronen von Rattenembryonen mit den bereits in den PC12-
Transfektionsversuchen verwendeten Expressionskonstrukten der APP-Familie transfiziert
werden (siehe Tab3.1).

Hierzu wurden die Cortices embryonaler Ratten im Stadium E18.5 isoliert, durch
Trypsinierung vereinzelt und auf poly-Ornithin bzw. Fibronektin beschichteten Glasplittchen
in Kultur genommen. Nachdem die Mischkulturen aus Gliazellen und Neuronen 24h
angewachsen waren, gelang es mittels Calciumphosphat-Transfektion sowohl die murinen als
auch die humanen Konstrukte der APP-Familie zur Expression zu bringen. Zur Kontrolle
wurden in  weiteren Ansdtzen fiir dNTPDase6 und 14-3-3vsv  codierende
Expressionskonstrukte verwendet. Die exprimierten Proteine waren mit spezifischen myc-
bzw. vsv-Epitopen versehen, um nur Neuronen anzufirben, die die eingesetzten Proteine
tiberexprimierten. Eine Detektion endogen vorkommender Proteine konnte somit
ausgeschlossen werden.

Nach einer Kultivierung von 1 bis 4 Tagen wurden die Zellen fixiert und die transfizierten
Zellen mittels Immunfluoreszenz angefirbt. Es zeigte sich, dass zwischen 0,5% und 3% der
Zellen im Fluoreszenzmikroskop eine Detektion der verwendeten Epitope erkennen lieB3.
Ahnlich wie in den Versuchen mit transfizierten PC12-Zellen zeigten lediglich die mit APLP1
transfizierten Neuronen morphologische Auffilligkeiten. Wie bereits fiir PC12-Zellen
beschrieben hatte die Verwendung unterschiedlicher Adhésionssubstrate (s.0.) keinen Einfluss
auf die Ergebnisse.
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Abb3.7: APLP1-induzierte Bildung von Fortséatzen in cortikalen Neuronen
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen eines APLP1-exprimierenden cortikalen Neurons. Die
Neuronen wurden 72h (DIV4) nach Transfektion fixiert und mit Epitop-spezifischen Antikérpern (a-
myc) und Alexa546-gekoppelten Zweitantikbrpern geférbt (rot). Das Aktinzytoskelett wurde mit
Alexa488-gekoppelten Phalloidin (griin), der Zellkern mit DAPI (blau) markiert. Im Vergleich zu den
untransfizierten Neuronen, die kein Signal im roten Kanal erkennen lassen, haben sich auf der
Zelloberflache des Somas und der Neuriten zahlreiche kurze Fortsétze gebildet.

Abbildung 3.7 zeigt exemplarisch den in mit APLPI-transfizierten Neuronen beobachteten
Kaktus-Phianotyp. Wie in der Aufnahme zu erkennen ist, kam es sowohl bei den mit
humanem als auch bei mit murinem APLPI1 transfizierten Zellen zu einem Auswachsen
zahlreicher feiner, bis zu 10um langer Fortsitze. Diese Fortsidtze entsprangen sowohl aus der
Membran des Zellkorpers als auch aus den Neuriten. Ahnlich wie bei PC12-Zellen zeigten
70% der APLPI-iiberexprimierenden Neuronen eine Induktion der Filopodienbildung,
wihrend untransfizierte Neuronen nur zu einem geringen Teil eine dhnliche Morphologie
aufwiesen.
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Abb3.8: huAPLP1-induzierte Bildung von Fortsatzen in cortikalen Neuronen (E18.5)
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen cortikaler Neuronen nach erfolgter Transfektion mit huAPP
(A), huAPLP2 (B) und huAPLP1 (C). Die Neuronen wurden 72h nach Transfektion fixiert und mit
Epitop-spezifischen Antikdrpern (a-myc) und Fluoreszenzgekoppelten Zweitantikbrpern (Alexa546,
A"’-D") geféarbt. Das Aktinzytoskelett wurde mit Alexa488-gekoppelten Phalloidin (A""-C"™) , der
Zellkern mit DAPI (blau) markiert. Wahrend die Uberexpression von APLP1 zur Bildung zahlreicher
feiner Fortsatze fiihrt, entspricht die Morphologie der mit APP bzw. APLP2 transfizierten Neuronen der
Morphologie untransfizierter Neuronen.

Aufnahme D zeigt ein fiir die Uberexpression von APLP1 phanotypisches Neuron, welches mit einem
Primérantikérper gegen das Neuronen-spezifische Protein B3tubulin und einem Alexa488-gekoppelten
Zweitantikérper (grin)(D”"") angefarbt wurde.
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Die Uberexpression der APP- bzw. APLP2-Proteine fiihrte wie die Kontrolltransfektion mit
dNTPDase6 oder leerem pcDNA3.1-Vektor nicht zum Entstehen des Kaktus-Phinotyps
(sieche Abb3.8A/B). Da es sich bei den fixierten Zellen um ein Gemisch aus vereinzelten
Neuronen und Gliazellen handelt, sollte ein weiterer Versuch Aufschluss iiber die Natur der
transfizierten Zellen geben. Unter Verwendung eines gegen das Neuronen-spezifische Protein
B3-tubulin gerichteten Antikorpers konnte gezeigt werden, dass es sich bei den fiir die
weiteren Analysen verwendeten Zellen um Neuronen und nicht um Gliazellen handelte (siehe
Abb3.8D).

Um den zeitlichen Verlauf der Filopodieninduktion zu untersuchen wurden mit APLPI1-
transfizierte Kulturen nach unterschiedlicher Kulturdauer fixiert und auf morphologische
Veridnderungen analysiert.

Abb3.9: huAPLP1-induzierte Bildung von Fortsatzen in cortikalen Neuronen (E18.5)
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen cortikaler Neuronen nach erfolgter Transfektion mit humanem
APLP1 . Die Neuronen wurden 24h (Tag1), 48h (Tag2), 72h (Tag3) und 96h (Tag4) nach Transfektion
fixiert und mit Epitop-spezifischen Antikdrpern (a-myc) und Fluoreszenzgekoppelten Zweitantikérpern
(Alexab46, rot) gefarbt. Das Aktinzytoskelett wurde mit Alexa488-gekoppelten Phalloidin (grin), der
Zellkern mit DAPI (blau) markiert. Wahrend nach 24h kaum Fortsatze auf der Membran erkennbar
sind, zeigen die transfizierten Neuronen nach spatestens72h den beschriebenen Kaktus-Phanotyp.
Die eingezeichneten Langenstandards entsprechen einer GréBe von 20um.
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Bereits 24h nach den Transfektionen konnten die ersten Neuronen fixiert werden, die das
Auswachsen filopodialer Fortsitze zeigten. Deutlich erkennbar wurde die APLP1-induzierte
Morphologieverianderung zu den drei spiteren Zeitpunkten 48, 72 oder 96 Stunden nach der
Transfektion (siehe Abb3.9).

Um diesen APLP1-vermittelten Effekt genauer zu beschreiben, wurde in den Ansitzen mit
humanem APP, humanem APLP1 und humanem APLP2 die Menge an Zellen quantifiziert,
die den beschriebenen Kaktus-Phinotyp zeigten. Hierzu wurden pro Ansatz auf 4
Glasplittchen alle transfizierten Neuronen ausgezédhlt und die Anzahl phidnotypischer Zellen
bestimmt (siche Abb3.11A).

In einem weiteren Ansatz wurden die Fortsidtze auf der Zellmembran der Neuriten ausgezahlt.
In einem Bereich von 50um beginnend 10 pm nach dem Verlassen des Soma wurde die
Anzahl an Fortsitzen fiir je 6 Wiederholungen pro Ansatz bestimmt (siehe Abb 3.11B). In der
VergroBerung der Neuriten ist deutlich zu erkennen, dass nur die mit APLPI1-transfizierten
Neuronen zahlreiche bis zu 10um lange Fortsédtze gebildet hatten (Abb 3.10).

Abb3.10: huAPLP1-induzierte Bildung von Fortséatzen auf Neuriten transfizierter Neuronen
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Neuriten cortikaler Neuronen nach erfolgter Transfektion
mit huAPLP1 (A), huAPLP2 (B) und huAPP (C). Die Neuronen wurden 72h nach Transfektion fixiert
und mit Epitop-spezifischen Antikdrpern (o-myc) und Fluoreszenzgekoppelten Zweitantikérpern
(Alexab46, A-C"") gefarbt. Das Aktinzytoskelett wurde mit Alexa488-gekoppelten Phalloidin (A"~
C’"’) markiert.
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Die Ergebnisse beider Auszdhlungen wurden gemittelt und gegeneinander aufgetragen.
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Abb3.11: APLP1-induzierte Morphologiednderungen in Neuronen

Cortikale Neuronen der Ratte (E18.5) wurden 24h nach Inkulturnahme mit humanem APPmyc,
APLP2myc bzw. APLP1myc transfiziert. Nach 72 h Kultur wurden die Neuronen fixiert und mit einem
myc-Epitop-spezifischen Antikérper fluoreszenzmarkiert. Im Mikroskop wurden die Neuronen auf
Morphologiednderungen untersucht.

(A) Die Expression von humanem APLP1 fUhrt gegenlber den Ubrigen Ansatzen zu einer
signifikanten (p<0,001,n=6) Erhéhung der Anzahl an Neuronen, die zahlreiche Fortsdtze auf der
Oberflache ihrer Membran gebildet haben.

(B) Nach der Transfektion mit humanem APLP1 steigt die Anzahl an Fortsdtzen pro pm Neurit
signifikant (p<0,001,n=6) gegeniber den Ansatzen mit humanem APPmyc bzw. APLP2myc.

Wie in Abbildung 3.11A ersichtlich kam es nach der Expression von APLP1 zu einer
signifikanten Erhohung von Zellen, deren Membran mit zahlreichen Fortsidtzen iibersédt war.
Dieser Phidnotyp konnte in den Kontrollen mit einer maximalen Intensitit von 12%
beobachtet werden und stieg nach APLP1-Expression auf ca. 70% an.

Wihrend die Ansitze mit humanem APP bzw.APLP2 kaum Fortsétze erkennen lieBen, fanden
sich im Ansatz mit humanem APLP1 durchschnittlich 40 Fortsidtze pro 50um Neurit (siehe
Abb3.11B).

Anhand der p-Werte (p<0,001) aus den zweiseitigen, heterosdeskastischen T-Tests konnte die
hohe Signifikanz des durch APLP1-vermittelten Effektes belegt werden.

Diese Daten zeigen, dass der bereits in PC12-Zellen beschriebene APLP1-spezifische Einfluss
auf das Auswachsen von Fortsidtzen auch in cortikalen Neuronen zu beobachten ist. In beiden
Zellsystemen kam es nach einer Uberexpression von APLP1 zu einer drastischen Anderung
der Zellmorphologie, die von keinem der beiden anderen APP-Familienmitglieder
hervorgerufen werden konnte.
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Um festzustellen, ob die Uberexpression einzelner APP-Familienmitglieder die Anzahl der
Dendriten oder die Anzahl der Verzweigungen eines Dendriten beeinflusst, wurden die
untersuchten Neuronen einer Scholl-Analyse unterzogen. Im Rahmen dieser Analyse wurden
2 Kreise mit einem Durchmesser von 15um bzw. 40um angelegt, deren Mittelpunkt im
Zellsoma lag (sieche Abb3.12). Die Anzahl der Dendriten, welche diese Kreise schneiden,
wurde pro Ansatz von je 10 Neuronen erfasst und die Zahlen gemittelt. Wie die Statistik in
Abb3.12 zeigt, konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Ansétzen
festgestellt werden.

N
[&)]

820
c
:©
5. |
£ 15 :
o 15um
S
e 10 H 40um
i
N 7,
£ s 7

51 |
<7

0 . .

huAPP huAPLP1 huAPLP2
myc myc myc

Abb3.12: Scholl-Analyse cortikaler Neuronen nach Tranfektion mit APP, APLP1 und APLP2
Cortikale Neuronen der Ratte (E18.5) wurden wie oben beschrieben mit humanem APPmyec,
APLP2myc bzw. APLP1myc transfiziert, nach 72 h Kultur fixiert und mittels Immunfluoreszenz
angefarbt. Um einen Einfluss der Transfektion auf die Anzahl der Neuriten zu erfassen, wurden
transfizierte Neuronen einer Scholl-Analyse unterzogen. Wie exemplarisch fir ein mit APP-
transfiziertes Neuron gezeigt wurden ausgehend vom Mittelpunkt des Zellsoma 2 Kreise mit 15um
bzw. 40um gezogen und die Anzahl durchgehender Dendriten quantifiziert. Die statistische
Auswertung lieB keinen signifikanten Unterschied innerhalb der einzelnen Ansétze beobachten
(n=10).

Die Scholl-Analyse zeigt, dass die Transfektion cortikaler Neuronen mit APLP1 zwar die
Bildung von zahlreichen Filopodien induziert, nicht aber Einfluss auf die Anzahl oder die
Verzweigung der Dendriten eines Neuron hat.

Wie in den Versuchen mit PC12-Zellen konnte auch in den Versuchen mit cortikalen
Neuronen eine Spezies-iibergreifende Funktion des APLP1 belegt werden. Zudem scheint
diese Funktion innerhalb verschiedener Sdugetiere hoch konserviert, da sowohl die humanen
als auch die murinen Formen des APLP1 die Morphologie der Rattenneuronen beeinflussten.
Die Art der beobachteten Morphologieinderung lidsst auf eine Rolle des APLP1 bei der
Differenzierung bzw. dem Zellwachstum schlieBen. Insbesondere fiir Neuronen konnte
gezeigt werden, dass durch die Bildung von Fortlaufern auf der Zellmembran ein Prozess
beginnt, der schlieBlich zur adulten Zelle mit polarem Charakter fiithrt (Craig A.M. and
Banker G. 1994).

3.3 Untersuchungen zur Effektordoméne von APLP1

Je nach Art und GroB3e eines Polypeptids besitzen Proteine eine bis mehrere Doménen, die fiir
unterschiedliche Funktionen essentiell sind. Fiir die teilweise hochgradig homologen Proteine



3. Ergebnisse 61

der APP-Familie konnten bisher vor allem im C-Terminus einige Domédnen identifiziert
werden, deren Interaktion mit anderen Proteinen oder Ionen gezeigt werden konnte.
Es ist davon auszugehen, dass fiir den APLP1-spezifischen Phianotyp bestimmte Bereiche des
Proteins essentiell sind und eine Deletion dieses Bereiches zum Ausbleiben des Phinotyps
fiihrt. Um innerhalb des APLPI eine solche Doméne ausfindig zu machen, wurden C- und N-
terminale Deletionskonstrukte kloniert und in PC12-Zellen zur Expression gebracht.

3.3.1 Deletion des intrazelluléiren C-Terminus von APLP1

Besonders der kurze C-Terminus der APP-/APLP-Proteine kann eine Vielzahl von Bindungen
mit anderen Proteinen wie zum Beispiel Fe65 (Fiore F. et al. 1995; McLoughlin D.M. and
Miller C.C.J. 1996; Sabo S.L. et al. 1999; Sabo S.L. et al. 2001) Dab1 oder X11/Mint-1 (zur
Ubersicht siehe De Strooper B. et al. 2000) eingehen. Insbesondere das nahe dem C-Terminus
gelegene YENPTY-Motiv scheint in der Lage zu sein, nach Bindung unterschiedlicher
Proteine Einfluss auf Prozesse des Zellwachstums und des Transkriptionsprofils zu nehmen
(Duilio A. et al. 1998; Coulson E.J. et al. 2000; Sabo S.L. et al. 2001).

Diese Beobachtungen lieBen eine Involvierung des C-Terminus auf die APLPI-induzierte
Bildung von Fortsédtzen vermuten.

Um diese Frage zu beantworten, wurden vier C-terminale Deletionskonstrukte generiert und
so die zytoplasmatische Doméne schrittweise deletiert. Bei der Herstellung der C-terminalen
Deletionskonstrukte  wurden insbesondere die Positionen der bereits bekannten
Bindedoménen beachtet.

Fe65, Fe65-like,
X11, X11-like,
™ PAT-1 GO activation/binding mDab1

APP I KKKQYTSIHHGVVEVDAAVTPEERHLSKMQQNGYENPTYKFFEQMQN
APLP1 I <<KPYGTISHGVVEVDPMLTLEEQQLRELQRHGYENPTYRFLEERP
D646 _KKKPYGTISHGVVEVDPMLTLEEQQLRELQRHGYENP‘(I;YIG

D639 _KKKPYGTISHGVVEVDPMLTLEEQQLRELQI%I:;Q

D622 I KKKPYGTISHGVVEV
6 622

D607
607

Abb3.13 Schematische Darstellung der verwendeten C-terminalen Deletionskonstrukte
Ubersicht der 4 verwendeten Konstrukte (D646 bis D607), bei denen unterschiedlich lange Bereiche
des C-Terminus deletiert wurden.

Die primare Proteinstruktur der Deletionskonstrukte ist vergleichend zu den nativen C-Termini von
murinem APP bzw. APLP1 dargestellt; in grin abgebildete Bereiche symbolisieren die
Transmembrandomane (TM). Bereits bekannte Bindedoméanen innerhalb des C-Terminus inklusive
der in rot dargestellten YENPTY-Bindedoméne sind angezeigt. Beim Deletionskonstrukt D607 kam es
zur Bildung eines APLP1-Proteins, dem der komplette C-Terminus fehlt.
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Abbildung 3.13 zeigt eine schematische Darstellung der verwendeten Deletionskonstrukte.
Das Konstrukt D646 war vom C-Terminus ausgehend bis zur YENPTY-Doméne deletiert,
wogegen den Konstrukten D639 und 622 diese Doméne fehlte. Ein Verlust des gesamten
intrazelluldren Teils von APLP1 konnte mit dem Konstrukt D607 erreicht werden. Fiir den
Fall, dass der APLP1-C-Terminus in die Bildung des APLP1-Phénotyps involviert ist, sollte
die Expression dieser Konstrukte zum Ausbleiben der Bildung von Fortsétzen fiihren.
Entsprechend verkiirzte Proteine wurden wie in Kapitel 3.1 beschrieben in PC12-Zellen zur
Expression gebracht. Nach 48 Stunden Kultur wurden die transfizierten Zellen fixiert und mit
vsv-Epitop-spezifischen Antikorpern unter Verwendung von Alexa546 gekoppelten
Zweitantikorpern fluoreszenzmarkiert. Im Mikroskop wurden je 6 Wiederholungen fiir jedes
Deletionskonstrukt auf das Auftreten des APLP1-induzierten Phénotyps im Vergleich zu den
Kontrolltransfektionen mit murinem APP, APLP2 und APLPI analysiert und danach
statistisch ausgewertet.
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Abb3.14 Einfluss der intrazellularen Doméane auf den APLP1-induzierten Phanotyp

PC12-Zellen wurden mit murinem APP, APLP1 und APLP2 (muAPP, muAPLP1, muAPLP2) und C-
terminalen Deletionskonstrukten (D653, D646, D639, D607) transfiziert, nach 48h fixiert und die
transfizierten Zellen mittels indirekter Immunfluoreszenz (a-myc Erstantikdrper, Alexa546 konjugierter
Zweitantikérper) sichtbar gemacht. Im Fluoreszenzmikroskop wurde die Menge APLP1-
phénotypischer Zellen quantifiziert (n=6).

Keine der Deletionen fluhrte zu einer signifikanten Abnahme des durch Wildtyp-APLP1 induzierten
Phéanotyps.

Wie die Statistik in Abbildung 3.14 zeigt, fiihrt eine Deletion des C-Terminus nicht zum
Ausbleiben des APLP1-Phénotyps. Unabhingig von der Linge der Deletion kam es in ca.
70% aller transfizierten Zellen zu einer vermehrten Bildung von filopodialen Fortsitzen. Die
anhand eines zweiseitigen, heterosdeskastischen T-Tests berechnete Signifikanz zwischen
muAPP bzw. muAPLP2 gegeniiber den Ansidtzen mit den Deletionskonstrukten und der
Wildtyp-Kontrolle mit muAPLP1 zeigt einen hoch signifikanten Unterschied. Hingegen
zeigen die Ansdtze mit den Deletionskonstrukten keinen signifikanten Unterschied zum
Ansatz mit dem Wildtyp-APLP1-Plasmid.
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Eine Involvierung des C-Terminus der transfizierten Konstrukte bei der Bildung der Fortsitze
scheint ebenso wie ein Mitwirken bei der Signalweiterleitung ausgeschlossen. Die sowohl in
PC12-Zellen als auch in Neuronen beobachteten morphologischen Abnormitdten miissen
daher auf eine weiter N-terminal gelegene APLPI1-Domine zuriickgefiihrt werden. Zudem
konnte gezeigt werden, dass die APLP1-spezifische Bildung von Fortsidtzen nicht iiber eine
der bereits bekannten Interaktionen mit C-terminalen Bindepartnern wie z.B. Fe65 vermittelt
wird.

3.3.2 N-terminale Deletionen der extrazelluliren Doméine

Wihrend der relativ kurze C-Terminus von APLP1 eine hohe Homologie zu den beiden
anderen Familienmitgliedern aufweist, enthélt der extrazellulire N-Terminus zwei Doménen
(DI und DII) und andere Abschnitte, die starke Divergenzen in der Primérstruktur der APP-
Genfamilie aufweisen. Da eine Involvierung des C-Terminus bei der Filopodieninduktion
ausgeschlossen werden konnte (vergleiche 3.3.1), sollten N-terminale Deletionskonstrukte
Hinweise auf fiir den APLPI1-Phédnotyp essentielle Dominen liefern. Ausgehend vom
humanen APLP1-Expressionsvektor wurden daher Vektoren konstruiert, die zur Expression
von N-terminal deletiertem APLP1 fiihrten.
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Abb 3.15: Schematische Darstellung der verwendeten N-terminalen Deletionskonstrukte

Die verwendeten N-terminalen Deletionskonstrukte (AEx01 bis AEx07) sind im Vergleich zum
humanen Wildtyp APLP1 (huAPLP1) dargestellt. Drei innerhalb der APP-Familie hoch homologe
Doménen (DI-DINl) sind dunkel unterlegt. Die Transmembrandoméne ist rot eingefarbt und die
einzelnen Exone (I bis XVII) durch schwarze Balken abgegrenzt. Alle Deletionskonstrukte verfligten
am N-Terminus Uber ein myc-Epitop, um die gebildeten Proteine mittels Immunfluoreszenz detektieren
zu kdnnen
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Die jeweils um ein Exon verkiirzten Konstrukte wurden wie unter 3.1 beschrieben in PC12-
Zellen zur Expression gebracht. Nach 48h Kultur wurden die Zellen lysiert und je 60ug
Zelllysat pro Ansatz einer Western-Blot-Analyse unterzogen (sieche Abb3.16A). Anhand eines
gegen das myc-Epitop gerichteten Antikorpers konnte gezeigt werden, dass alle Konstrukte in
vergleichbaren Mengen exprimiert wurden und somit ein Einfluss auf die Ausbildung des
APLPI1-spezifischen = Phédnotyps  aufgrund  unterschiedlicher = Expressionsmengen
ausgeschlossen werden kann. Die parallel durchgefiihrte Quantifizierung des Tubulins zeigt,
dass identische Mengen Gesamtprotein aufgetragen wurden.

Um den Einflul der N-terminalen Deletionskonstrukte auf den APLP1-Phinotyp zu erfassen,
wurden transfizierte PC12-Zellen 48 kultiviert, anschlieBend fixiert und wie unter 3.1
beschrieben fluoreszenzmarkiert. In einer mikroskopischen Analyse wurden in je 6
Wiederholungen pro Deletionskonstrukt ca.100 Zellen analysiert und das Auftreten des
APLP1-spezifischen Phéanotyps quantifiziert. Als Positiv-Kontrolle dienten mit humanem
Wildtyp-APLP1 transfizierte Zellen
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Abb 3.16: Einfluss einzelner N-terminaler Doménen auf die Ausbildung des APLP1-induzierten
Phanotyp

PC12-Zellen wurden mit humanem APLP1myc (huAPLP1) und N-terminalen Deletionsmutanten
(AEx01-07) desselben transfiziert, 48h kultiviert.

(A) Anhand einer Westernblotanalyse unter Verwendung eines Tubulin-spezifischen und eines myc-
Epitop-spezifischen Antikérpers wurden die Mengen an gebildetem Konstrukt miteinander verglichen,
um einen Einfluss unterschiedlicher Expressionsstarken ausschlieBen zu kénnen.

(B) Fixierte PC12-Zellen wurden nach Immunfarbung fluoreszenzmikroskopisch auf die Ausbildung
von Filopodien analysiert. Die Quantifizierung phanotypischer Zellen (n=6) zeigt im Vergleich zum
Wildtyp-Plasmid, dass eine Deletion bis einschlieBlich Exon 4 keinen Einfluss auf die APLP1-
induzierte Filopodienbildung hat. Weiterreichende Deletionen resultierten in einem signifikanten
Ruckgang (p<0,001) der Menge an phénotypischen Zellen.

Wie Abbildung 3.16B zeigt, fiihrt eine Deletion der von den ersten 4 Exons codierten
Bereiche nicht zu einer signifikanten Abnahme des beschriebenen Phinotyps. Erst eine
weitergehende Deletion der von Exon 1 bis 5 codierten Bereiche fiihrt zu einer hoch
signifikanten Abnahme (p<0,001) der Anzahl an Kaktuszellen. Weiterreichende Deletionen
bis einschlieBlich Exon 7 bestétigen diese Beobachtungen.

Die Ergebnisse zeigen, dass fiir die Ausbildung des APLPI1-spezifischen Phénotyps eine
Domine innerhalb des extrazelluliren N-Terminus essentiell ist. Diese Domidne muss c-
terminal der von Exon4 codierten Region und somit aulerhalb der in der APP-Familie hoch
homologen Domine DI (sieche Abb3.15) liegen. Dieser Befund ist konsistent mit der
Beobachtung, dass weder APP noch APLP2 Filopodien-induzierende Funktion haben.
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3.3.3 Eingrenzung der Effektordomine anhand von Expressionsversuchen mit
APLP1/APLP2-Chimiiren

Nachdem anhand der N-terminalen Deletionskonstrukte gezeigt werden konnte, dass fiir den
APLP1-spezifischen Phianotyp eine c-terminal des von Exon 4 codierten Bereichs von APLP1
essentiell ist, sollten chimire Konstrukte die Lage der Filopodien-induzierenden Doméne
weiter eingrenzen. Hierfiir wurden Plasmide generiert, die APLP1/APLP2 chiméire Proteine
zur Expression brachten (sieche Abb3.17).

Diese Chimérproteine setzten sich aus unterschiedlich grofen Bereichen des APLP1-N-
Terminus und dem C-Terminus von APLP2 zusammen. Da APLP1 als einziges Mitglied der
APP-Familie in keiner Splicevariante eine KPI-Domine enthilt, wurden die von Exonl bis
inclusive Exon5 bzw. Exon6 codierten Bereiche des APLP1 mit unterschiedlichen C-Termini
des APLP2 fusioniert. Wihrend bei der ChimireEx1-5/Ex6-18 die von den Exons 6 und 7
kodierte KPI-Domine von APLP2 noch vorhanden war, fehlte diese in den beiden anderen
Konstrukten Ex1-5/Ex8-18 bzw. Ex1-6/Ex8-18. Alle Chimiren sowie die zur Kontrolle
verwendeten huAPLP1- bzw. huAPLP2-Wildtyp-Konstrukte enthielten zu
Detektionszwecken N-terminal ein myc-Epitop.

amyc=—<|
amyc==| DI
umyc—(&
™~ umyc—(
- amye—<
DI L
-
[ KPI
on M DIl
Dl Dm
NN
huAPLP1 Ex1-6/ Ex1-5/ huAPLP2
myc 8-1 Ex8-18 Ex6-18 myc

Abb3.17 Schematische Darstellung der erzeugten APLP1/APLP2-Chiméren

Ausgehend von den humanen Konstrukten (huAPLP1myc und huAPLP2myc) wurden 3 Chiméren
erzeugt, die N-terminale Bereiche von humanem APLP1 auf C-terminalen Teilstiicken des humanen
APLP2 exprimierten. Zwei Konstrukte (Ex1-5/Ex8-18 und Ex1-6/Ex8-18) besitzen die von den ersten
5 bzw. 6 Exons codierten N-terminalen Bereiche von APLP1 und den nach der KPI-Doméane (blau)
liegenden Teil von APLP2. Bei der dritten Chimére (Ex1-5/Ex6-18) liegt der Ubergang der
zusammengefihrten Teilsticke zwischen dem von Exon5 codierten Teil von APLP1 und unmittelbar
vor der KPI-Doméane des APLP2-Proteins.

Die von den einzelnen Exons codierten Bereiche des APLP1 sind als schwarze Tuben eingezeichnet.
Innerhalb der APP-Familie hoch homologe Doméanen (DI, DIl, DIll) sind als dunklere Bereiche, die
Transmembrandomanen in rot dargestellt. Alle Konstrukte trugen an ihrem N-Terminus ein zur
Detektion verwendetes myc-Epitop.
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Die Konstrukte wurden wie unter 3.1 beschrieben in PC12-Zellen zur Expression gebracht
und nach erfolgter Lyse einer Western-Blot-Analyse gegen das verwendete myc-Epitop und
Tubulin unterzogen, wodurch gezeigt wurde, dass alle Konstrukte in der gleichen Stérke zur
Expression kamen (sieche Abb3.18A).

Parallel transfizierte PC12-Zellen wurden auf Glasplittchen kultiviert und nach 48h fixiert.
Die anschlieBend fluoreszenzmarkierten Zellen wurden auf das Auftreten des APLPI1-
spezifischen Phinotyps analysiert. Pro Transfektionsansatz wurden je 6 Wiederholungen
quantifiziert und die Anzahl an phinotypischen Zellen relativ zur Anzahl nach Transfektion
mit huAPLPImyc bestimmt. Die Anzahl an Kaktus-Phinotyp-Zellen nach huAPLPImyc-
Transfektion wurde hierbei als 100% gesetzt.
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Abb3.18: Auswirkung der verwendeten APLP1/APLP2-Chiméaren

Drei Chimaren mit unterschiedlich langen Stiicken des N-Terminus von APLP1 und verschiedenen C-
Termini von APLP2 wurden in PC12-Zellen zur Expression gebracht und die Zellen nach 48h
analysiert.

(A) Anhand einer Westernblotanalyse unter Verwendung eines Tubulin-spezifischen und eines myc-
Epitop-spezifischen Antikérpers wurden die Mengen an gebildeten APLP1-APLP2-Chiméren
miteinander verglichen.

(B) Fixierte PC12-Zellen wurden nach Immunfarbung fluoreszenzmikroskopisch auf die
Wiederherstellung des APLP1-spezifischen Phanotyps untersucht (n=6). Die Quantifizierung zeigt,
dass lediglich die Chimare mit dem von APLP1 Exon 1-6 codierten Bereich (Ex1-6/8-18) eine dem
Wildtyp-APLP1 (APLP1myc) signifikant vergleichbare Menge an phénotypischen Zellen hervorruft.
Die beiden anderen Chiméren (Ex1-5/Ex6-18 und Ex1-5/Ex8-18) zeigten hingegen keine signifikante
Anderung der Menge an APLP1-spezifischem Phanotyp gegeniber der mit APLP2 (Aplp2myc)
transfizierten Kontrolle.

Wie aus Abb3.18 ersichtlich waren Konstrukte, welche den N-Terminus von APLP1 bis
einschlieflich Exon 5 enthielten (Ex1-5/Ex6-18, Ex1-6/Ex8-18), funktionell inaktiv. Im
Gegensatz hierzu fiihrte jedoch die Fusion der APLP1-Exons 1 bis 6 mit dem APLP2-C-
Terminus zu einer Induktion von Filopodien, die dem Effekt des Wildtyp-APLP1 entsprach.
Diese Experimente zeigen somit eindriicklich, dass die APLP1-spezifische Efffektordomine
innerhalb der von Exon 5 und 6 codierten Bereiche lokalisiert sein muss.
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3.4 Einfluss sezernierter APLP1-Fragmente auf die Induktion von Filopodien

Die Mitglieder der APP-Familie kénnen von verschiedenen Sekretasen innerhalb spezifischer
Bereiche geschnitten werden. Alle drei Familiemitglieder unterliegen der sogenannten «-
Sekretierung, bei der eine Metalloprotease, die sogenannte o-Sekretase, den extrazelluldren
N-Terminus unmittelbar vor der Transmembrandomine vom C-Terminus trennt (zur
Ubersicht siehe Reinhard C. et al 2005). Eine solche Prozessierung stellt neben der
Transkriptions- und Translationskontrolle einen weiteren Regulationsmechanismus fiir die
Funktion eines Proteins dar. Deshalb war zu vermuten, dass die Prozessierung des APLP1-
Proteins regulatorisch auf die oben beschriebene Bildung von Filopodien wirkt und somit auf
die Entstehung der Kaktuszellen Einfluss nimmt. Insbesondere die a-Sekretierung, bei der
APLPI in einen membranstidndigen C-Terminus und einen sekretierten extrazelluldren Teil
(sAPLP1) zerlegt wird, konnte somit die Funktion des APLP1 modulieren, da sie direkt das
Gleichgewicht zwischen sekretiertem (SAPLP1) und noch membranstindigem APLP1 (FL-
APLP1) beeinflusst. Die Vermutung lag nahe, dass nur eine der beiden Formen des APLP1
(sAPLP1 oder FL-APLP1) fiir die Entstechung der Kaktuszellen verantwortlich ist. Da die
Deletion des C-Terminus nicht zum Verschwinden des Kaktus-Phéanotyps fiihrte, wurde
zundchst angenommen, dass das sekretierte SAPLP1 an einen Rezeptor bindet und die
Bildung der Filopodien induziert. Um diese Hypothese zu untersuchen wurden
Cokuluturexperimente durchgefiihrt, die schematisch in Abb 3.18 dargestellt sind. Im Rahmen
dieser Untersuchung wurden in PC12-Zellen mittels Elektroporation die unter 3.1
beschriebenen APP/APLP-Proteine zur Expression gebracht. Als Kontrolle wurde ein leerer
pcDNA3.1-Vektor verwendet. Ca. 70% dieser "Spenderzellen" exprimierten jeweils eines der
rekombinanten Proteine und sollten daher hohe Mengen an sekretierten Proteinfragmenten
(sAPP, sAPLP2, sAPLPI1) sezernieren. Parallel wurden PCI12-Zellen auf Fibronektin-
beschichteten Glasplittchen mittels lipofect AMINE mit Expressionsvektoren transfiziert, die
fir dNTPDase6 bzw. 14-3-3( codierten. Hierbei wurde eine durchschnittliche
Transfektionseffizienz von 5% erzielt. Die Glaspldttchen mit diesen "Empfingerzellen"
wurden 24h nach Transfektion in die Kulturschalen mit den "Spenderzellen" {iiberfiihrt,
invertiert und cokultiviert. Um einen direkten Kontakt zwischen den "Empfinger-" und
"Spenderzellen" zu verhindern wurden Abstandhalter verwendet. Nach 48h Cokultur wurden
die Zellen fixiert und auf das Auftreten von Kaktuszellen analysiert.
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PC12-Zellen PC12-Zellen
70% konfluent 70% konfluent
elektroporiert mit: transfiziert mit:
pcDNAS. 1, dNTPDase6b,
huAPP/APLP, 14-3-3C
muAPP/APLP

nach 24h

Cokultur

48h
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Abb3.19: Cokulturversuch transfizierter PC12-Zellen

Um die Bildung von Filopodien durch sAPLP1 zu untersuchen wurden sogenannte Spenderzellen
(links, gran) mit for die Proteine der APP-Familie codierenden Plasmiden elektroporiert. Die
Empfangerzellen (rechts, rot) wurden mit dNTPDase6 bzw. 14-3-3( transfiziert, um ein spéateres
Anfarben zu ermdglichen. Nach 24h wurden die Empfangerzellen umgekehrt in die Kultur der
Spenderzellen gelegt. Um lediglich einen durch sAPLP1 vermittelten Effekt zu erfassen, wurden
zwischen die Kulturen Abstandhalter eingesetzt. Nach 48h Cokultur wurden die Zellen gefarbt und auf
das Auftreten von Kaktuszellen analysiert.

Die Auswertung zeigte, dass die mit ANTPDase6 bzw. 14-3-3C transfizierten Zellen nach
Cokultur mit APP-; APLP1- bzw. APLP2-exprimierenden Zellen keine erhthte Anzahl von
Kaktuszellen gebildet hatten. Unter den gegebenen Versuchsbedingungen reicht eine
Sezernierung von sAPLP1 durch die "Spenderzellen" in das Kulturmedium der Cokultur nicht
aus, um eine Morphologiednderung der "Empfingerzellen" auszulosen. Dieses Ergebnis
konnte darauf zuriickzufiihren sein, dass moglicherweise nicht geniigend sAPLP1 ins Medium
abgegeben wurde, oder die Entstehung der Kaktuszellen nicht durch SAPLP1 hervorgerufen
wird. Um weiteren Aufschluss {iiber den Einfluss der o-Sekretierung auf die
Filopodieninduktion zu erhalten sollte in einem weiteren Versuch mittels Inhibitoren die o-
Sekretierung beeinflusst werden.

Im Rahmen dieses Versuches wurden PC12-Zellen, wie unter 3.1 beschrieben, mit APLP1
transfiziert und wéhrend 48h Kultur mit Metalloproteaseinhibitoren inkubiert. Zum Einsatz
kamen in diesem Versuch sowohl ein genereller Metalloproteaseinhibitor GM6001 sowie ein
fiir die a-Sekretase ADAM10 und ADAMI17 spezifischer Inhibitor TAPI-2 (siehe2.1.1.11.3).
Zur Kontrolle wurden APLPI1-transfizierte PC12-Zellen mit Kontrollsubstanzen inkubiert.
Mit DMSO versetzte Zellen dienten als Kontrolle fiir den Ansatz mit TAPI-2, da dieser
Inhibitor in DMSO gelost wird. Als Kontrolle fiir den Ansatz mit Metalloproteaseinhibitor
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GM6001 wurde &dquimolar die Substanz c¢6001 verwendet, welcher die gegeniiber den
Metalloproteasen funktionell wirksame Gruppe des GM6001 fehlt. Beide Inhibitoren wurden
in einer Konzentration eingesetzt(TAPI-2: 20uM, GM6001: 2,6uM), die weit iiber der
Konzentration fiir den beschriebenen EC50-Werten (TAPI-2: 1,8uM (Camden J.M., 2005),
GM6001: 0,5uM, siehe auch www.Calbiochem.com) liegt. Die Aktivitit der o-Sekretase
sollte somit génzlich inhibiert sein.

Nach 48h Kultur wurden die Zellen wie in 3.1 fixiert, fluoreszenzmarkiert und die
Morphologie der PC12-Zellen untersucht.

Kontrolle

GM6001
2,5uM

Abb3.20: Erhoéhte Filopodienanzahl aufgrund inhibierter a-Sekretierung

PC12-Zellen wurden mit humanem APLP1myc transfiziert und nach 4 Stunden mit Metalloprotease-
(GM6001) bzw. spezifischen ADAM-Inhibitoren (TAPI-2) versetzt. Nach 48 Stunden Kultur wurden die
Zellen fixiert, geféarbt und Fluoreszenzmikroskopisch analysiert. Zur Kontrolle wurden Zellen mit
huAPLP1 (A) transfiziert und unter normalen Wachstumsbedingungen kultiviert. Morphologische
Vergleiche dieser Kontrolle mit PC12-Zellen, die nach huAPLP1-Transfektion mit den
Metalloproteaseinhibitoren GM6001 (B) und TAPI-2 (C) inkubiert wurden, zeigten einen Anstieg der
Menge an Kaktuszellen und der Filopodienanzahl pro Zelloberflache. Dieser Effekt ist in den
VergréBerungen (") visualisiert, die aus den Aufnahmen mit huAPLP1-transfizierten PC12-Zellen
ohne Inhibitor, mit GM6001 oder TAPI-2 stammen.

Die abgebildeten Langenstandards entsprechen 20um.
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Die nach erfolgter Transfektion mit Inhibitor kultivierten Zellen zeigten gegeniiber den
Kontrollen mit DMSO bzw. c6001 ein signifikant haufigeres Auftreten des Phinotyps (sieche
Abb3.20). Zudem zeigten die phédnotypischen Zellen eine deutlich erhohte Anzahl an
Filopodien an ihrer Oberfldche. Je 6 Wiederholungen pro Ansatz wurden auf das Auftreten
des Phinotyps analysiert und der prozentuale Anteil an phéinotypischen Zellen miteinander
verglichen.

In einer weiteren Analyse wurde die Anzahl an Filopodien pro 100um Membran in je 6
phinotypischen Zellen pro Ansatz erfasst.
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Abb3.21 Einfluss von a-Sekretase-Inhibitoren auf die Filopodiogenese

PC12-Zellen wurden mit humanem APLP1myc transfiziert und nach 4 Stunden mit Metalloprotease-
(GM6001) bzw. spezifischen ADAM10-Inhibitoren (TAPI-2) versetzt. Nach 48 Stunden Kultur wurden
die Zellen fixiert, gefarbt und Fluoreszenzmikroskopisch analysiert. Zur Kontrolle wurden APLP1-
transfizierte Zellen verwendet, deren Medium nur mit Lésungsmittel (DMSO) bzw. mit einer nicht
inhibierenden Substanz (¢6001) versetzt wurde.

(A) In allen Ansatzen mit Inhibitor zeigte sich eine signifikant erhéhte Anzahl (p<0,001) phanotypischer
Zellen gegenuber den Kontrollansétzen (n=6).

(B) Die Inkubation mit a-Sekretaseinhibitoren fiihrte zu einem signifikanten Anstieg (p<0,001) der
Anzahl an Fortsétzen pro 100um Zellmembran (n=6).

Wie Abbildung 3.21 zeigt, fiihrt die Inhibierung der a-Sekretierung sowohl zu einem Anstieg
an phénotypischen Zellen als auch zu einer Erhohung der Anzahl an Fortsdtzen. Da die
aufgrund der Transfektion gebildete Menge an APLP1 in allen Ansitzen gleich ist, kann der
Unterschied zwischen den Ansdtzen mit und ohne Inhibitor lediglich auf die unterschiedlichen
Prozessierungsraten des APLP1 oder eines anderen Metalloprotease-Substrates zuriickgefiihrt
werden.

Die o-Sekretierung stellt somit einen Mechanismus zur Regulation der APLP1 vermittelten
Bildung von Filopodien dar. Es ist zudem zu vermuten, dass die Verankerung des APLPI in
der Membran fiir die Ausbildung des Phiénotyps essentiell ist und nicht vom sekretierten,
extrazelluldren Teil des APLP1 (SAPLP1) iibernommen werden kann.
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3.5 Untersuchungen APLP1 induzierter Signalwege

Morphologiednderungen wie die durch APLP1 in PC12-Zellen und cortikalen Neuronen
beschriebene Bildung von Filopodien benétigen neben einem Signal-induzierenden, primiren
Prozess (z.B. Bindung eines Liganden an einen Rezeptor) eine Weiterleitung des Signals in
die Zelle, was letztendlich zu Aktinreorganisationsprozessen fiihrt. In vielen Féllen erfolgt
eine solche Weiterleitung iiber die Familie der kleinen G-Proteine. Diese Proteine kénnen
aufgrund ihrer Fahigkeit zur GTP- bzw. GDP-Bindung aktiviert bzw. inaktiviert werden. In
der Literatur beschriebene Untersuchungen mit Aktivierungsanalysen kleiner G-Proteine und
Cotransfektionen mit dominant negativen Konstrukten zeigen, dass vor allem Rho, Rac und
CDC42 bei der Entstehung von Filopodien und Lamellipodien eine Rolle spielen.

Auch die durch APLP1 hervorgerufene Induktion von filopodialen Fortsidtzen konnte iiber
eines oder mehrere dieser GTP-gekoppelten Proteine von der Membran zum Zytoskelett
weitergeleitet werden.

Eine Methode, um die Involvierung bestimmter G-Proteine in Signalkaskaden zu untersuchen,
ist die Expression von dominant negativen Konstrukten. Die Expression eines solchen
Konstruktes fiihrt zu einer Inhibierung des endogen vorhandenen Proteins und schaltet somit
den Signalweg ab. Kommt es nach der Expression eines solchen dominant negativen
Konstruktes nicht zur Ausbildung des Phinotyps, so spielt das durch das dominant negative
Konstrukt inaktivierte Protein vermutlich bei der Entstehung des Phinotyps eine
entscheidende Rolle.

Um eine solche Involvierung eines G-Proteins bei der APLP1-vermittelten Induktion von
Filopodien aufzudecken, wurden PC12-Zellen mit dominant negativen Konstrukten fiir die
Proteine CDC42, RhoA bzw. Rac und humanem APLPImyc cotransfiziert. Neben diesen drei
Ansidtzen wurde in einer weiteren Cotransfektion die CDC42-Bindedoméine von WASP
gemeinsam mit APLPI transfiziert. Das hierdurch gebildete Protein legt den CDC42
vermittelten Signalweg lahm, da es das endogen vorhandene CDC42 bindet und dessen
Funktion somit unterdriickt. Zur Kontrolle wurde humanes APLPImyc mit einem leeren
pcDNA3.1 cotransfiziert.

Nach 48h Kultur wurden die PC12-Zellen fixiert und gegen das myc-Epitop des APLPI1-
Konstruktes und gegen das HA-Epitop der G-Protein-Inhibitoren fluoreszenzmarkiert. Von
den so gewonnenen Pridparate wurden pro Ansatz jeweils 6 x 100 Zellen im Mikroskop auf
die Menge an APLP1-phinotypischen Zellen untersucht (n=6).
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Abb3.22 Einfluss dominant negativer G-Proteine

PC12-Zellen wurden mit humanem APLP1myc(APLP1) und Konstrukten cotransfiziert, die
unterschiedliche G-Protein-regulierte Signalwege inaktivieren. Neben 3 dominant negativen
Konstrukten fir RhoA (dnRhoA), Rac (dnRac) bzw. CDC42 (dnCDC42) wurde ein Konstrukte mit der
CDC42-Bindedoméane (CDC-BD) in den Zellen exprimiert. Zur Kontrolle wurde in einem Ansatz zu
Cotransfektion ein leerer pcDNA3.1-Vektor (p)cDNA3.1) verwendet.

Waéhrend die Expression der dominant negativen Proteine keinen Einfluss auf die Ausbildung des
APLP1-spezifischen Phéanotyps zeigt, reduziert die Coexpression der CDC42-Bindedoméne das
Auftreten des Phanotyp (p>0,05).

—
~

~

Wie die Quantifizierung in Abbildung 3.22 zeigt, fiihrt die Coexpression der dominant
negativen Konstrukte fiir RhoA, Rac und CD42 nicht zum Riickgang der Menge an APLP1-
phinotypischen Zellen. Lediglich nach der Cotransfektion von APLP1 und der CDC42-
Bindungsdomine von WASP nimmt die Menge an phinotypischen Zellen gegeniiber der
Kontrolle (APLP1+pcDNA3.1) ab. Diese Abnahme ist mit einem p-Wert weit iiber 0,05 nicht
signifikant. Dennoch stellt dieses Ergebnis einen Trend dar, der indiziert, dass die Entstehung
von filopodialen Fortsitzen nach APLP1-Uberexpression vermutlich iiber einen CDC42-
vermittelten Signalweg in die Zelle weitergeleitet wird.
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4. Diskussion

Zahlreiche Untersuchungen beschiftigen sich mit der pathophysiologischen Funktion der
APP-Familie, insbesondere mit der Entstehung des p-Amyloid-Proteins aus seinem
Vorlduferprotein APP und dessen Rolle bei der Entstehung der Alzheimer Krankheit. Die
physiologische Funktion dieser Proteine hingegen bleibt bisher grofitenteils unverstanden.
Eine Behandlung oder Pridvention der Alzheimer-Krakheit, z.B. durch Beeinflussung des
APP-Metabolismus, erfordert jedoch neben dem Wissen iiber die Athiopathologie auch ein
profundes Wissen iiber die natiirlichen Funktionen der Proteine der APP-Familie.

Die vorliegende Arbeit zeigt Ergebnisse, die sich mit einer solchen physiologischen Funktion
des Familienmitglieds APLP1 beschiftigen. Anhand von transienten Uberexpressionen der
einzelnen APP/APLP-Proteine in neuronalen Zelllinien und cortikalen Neuronen wurden
mogliche Auswirkungen der Familienmitglieder auf die Zellmorphologie analysiert. Die
Versuche beschreiben einen Effekt von APLPI1 auf die Entstehung filopodialer Strukturen.
Diese Untersuchungen belegen erstmals einen fiir APLP1 spezifischen Effekt in vitro, der
sowohl in neuronalen Zelllinien als auch in Nervenzellen zu beobachten ist. Eine hieraus
abgeleitete Funktion des APLP1-Proteins in vivo wird im Folgenden diskutiert.

Wie seine Homologen APP und APLP2 verfiigt das APLP1-Protein iiber verschiedene
Dominen, denen bestimmte Interaktionen und Funktionen zugeordnet werden kénnen (zur
Ubersicht siehe Coulson E.J. et al., 2000; Reinhard C. et. al, 2005). Weiterfithrende
Experimente dieser Arbeit fiithrten zur Identifikation einer bisher unbekannten, extrazelluldren
Domine des APLP1-Proteins, die fiir die Induktion von Filopodien verantwortlich ist. Die
Lage dieser Doméne, aullerhalb der in der APP-Familie hoch-konservierten Doménen DI bis
DIII, belegt die Sonderstellung des APLP1 innerhalb der APP-Familie.

Diskutiert wird im Weiteren der Einfluss der a-Sekretierung auf die Induktion der Filopodien,
da, wie in den Ergebnissen beschrieben, dieser Effekt in vitro durch membranstindiges,
unsekretiertes APLP1 hervorgerufen wird. Diese Beobachtungen lassen iiber mogliche
Regulationsmechanismen der Filopodieninduktion spekulieren.

Abschliefend wurden mittels dominant negativer kleiner G-Proteine erste Hinweise auf
Signaltransduktionswege analysiert, die von APLP1 genutzt werden konnten, um den Prozess
der Filopodien-Induktion auszulosen.
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4.1 APLP1 induziert die Bildung von Filopodien in PC12-Zellen

Anhand der oben beschriebenen Experimente konnte gezeigt werden, dass APLP1 als
einziges Protein der APP-Familie nach transienter Uberexpression in vitro die Bildung
zahlreicher Filopodien in PC12-Zellen induziert. Bis zu 75% der mit humanem APLPI1
transfizierten Zellen konnten dem sogenannten ,,Kaktus-Phénotyp* zugeordnet werden. Eine
vergleichbare Transfektion mit humanem APP (770AS) und humanem APLP2 (763AS),
zeigte hingegen keinen signifikanten Unterschied zur Morphologie nicht transfizierter Zellen.
Bestitigt wurden diese Beobachtungen durch Transfektionsversuche mit murinen Konstrukten
der APP-Familie. Auch in diesen Ansitzen war lediglich APLP1 in der Lage die Bildung von
Filopodien auszuldsen. Die Tatsache, dass sowohl beim Einsatz der humanen als auch der
murinen cDNA’s nur APLP1 die Morphologie der transfizierten Zellen beeinflussen kann,
lasst auf einen innerhalb verschiedener Saugetier-Spezies hoch konservierten Effekt
schlieBen.

Wihrend APP und APLP2 in mehreren Isoformen exprimiert werden, die sich insbesondere
durch die Anwesenheit der KPI-Domine in den ldngsten Splicevarianten APP7;9 und
APLP2763 auszeichnen, existiert APLP1 nur in einer einzigen, die KPI-Domine nicht
enthaltenden Isoform (APLPlges) (Coulson E.J. et al., 2000). Um einen Effekt der KPI-
Doméne ausschliessen zu konnen wurde in den Transfektionsversuchen eine KPI-negative
APP-Splicevariante eingesetzt. Diese Isoform APPgos zeigte jedoch wie die lingste APP
Splicevariante mit KPI-Doméne keinen Effekt auf die Induktion von Filopodien. Dieses
Ergebniss indiziert, dass die Funktion des APLP1 bei der Enstehung von Filopodien nicht von
KPI-negativen Splicevarianten des APP iibernommen werden kann.

PC12-Zellen werden in der Neurobiologie hidufig als Modellsystem fiir neuronale
Differenzierungsprozesse eingesetzt. Diese leicht kultivierbare Zelllinie wurde aus dem
Nebennierenphdochromozytom der Ratte generiert und stellt wie Neuronen einen Zelltyp dar,
der einer Polarisierung unterliegt (Greene L.A. and Tischler A.S. 1976). Schon friih konnte
gezeigt werden, dass NGF (engl. nerve growth factor) einen dramatischen Effekt auf den
Phinotyp dieser Zellen ausiibt. Die Applikation des neuronenspezifischen Wachstumsfaktors
NGF resultiert unter anderem in der Bildung von neuritischen Fortsidtzen und induziert die
Moglichkeit der elektrischen Erregbarkeit (Greene L.A. 1984; Levi A. and Alema S. 1991).
Wenngleich PC12-Zellen nicht alle Charakteristika eines Neurons wie z.B. das Auftreten
spezifischer prd- und postsynaptischer Proteine zeigen, konnen Untersuchungen mit dieser
Zelllinie Einblicke in die Polarisierung und die Physiologie von Nervenzellen liefern. Eine
verstidrkte Bildung von filopodialen Strukturen in dieser Zelllinie ldsst vermuten, dass APLP1
eine Rolle in der neuronalen Differenzierung zukommt.

Unterstiitzt wird diese Annahme anhand des Expressionsprofils des APLP1-Proteins wihrend
der Entwicklung (siehe 1.2.2.). Wihrend APP und APLP2 ubiquitir exprimiert werden, findet
eine Bildung des APLPI-Proteins fast ausschlieBlich im Nervensystem statt, wobei die
Expression von APLP1 in der Maus zwischen Embryonaltag EIO0 und E13 einen
charakteristischen Anstieg zeigt. Wihrend der folgenden Entwicklungsstadien steigt die
Expression des APLP1 bis zur Geburt des Embryo weiter an und bleibt dann im adulten Tier
konstant (Lorent K. et al. 1995). Das Zeitfenster der embryonalen APLP1-Expression fillt
somit mit Prozessen der Entwicklung des zentralen Nervensystems zusammen, welche
insbesondere durch das Auswachsen neuronaler Fortsidtze und die Etablierung von
synaptischen Kontakten und neuronalen Netzwerken gekennzeichnet ist. Diese Tatsache und
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die gewebespezifische Expression unterstiitzen die These, dass APLP1 moglicherweise eine
wichtige Rolle bei der Differenzierung von Neuronen iibernimmt. Auch die Ergebnisse der
durchgefiihrten Transfektionsversuche mit APP-Familienmitgliedern in anderen nicht-
neuronalen Zelllinien wie z.B. COS-Zellen, bei denen eine Induktion von Filopodien durch
APLP1 nicht gezeigt werden konnte, deuten auf eine spezifische Funktion in Neuronen hin.
Neben den endogenen Faktoren konnen Zellen in ihrer Morphologie und ihrem
Wachstumsverhalten auch vom Substrat beeinflusst werden, auf dem sie kultiviert werden
(zur Ubersicht siehe Chothia C, Jones E.Y., 1997; Dewez J.L. et al., 1998). Um einen solchen
Einfluss des Kultursubstrates zu erfassen, wurden in der vorliegenden Arbeit zwei
verschiedene Substrate (Fibronektin bzw. poly-Ornithin) verwendet, die nach der Expression
von APLP1 in gleicher Weise zur Filopodieninduktion fithrten. Obwohl der Einfluss anderer
Substrate nicht systematisch untersucht wurde, scheint daher die Entstehung der Filopodien
primir auf die APLP1-Uberexpression zuriickzufiihren zu sein.

4.2 APLP1 induziert die Bildung filopodialer Strukturen in cortikalen Neuronen

Da es sich bei PC12-Zellen wie oben beschrieben um ein Modellsystem fiir das Wachstum
und die Polarisierung von Neuronen handelt, wurden die murinen und humanen APP-
Familienmitglieder anschlieend in Kulturen aus dissoziierten, cortikalen Neuronen der Ratte
iberexprimiert. Auch im Rahmen dieser Untersuchungen zeigte sich, dass die Transfektion
von APLP1 die Morphologie der Zellen in charakteristischer Weise verdndert. Nach
Uberexpression des APLP1 zeigten ca. 70% der transfizierten Neuronen filopodiale
Aussprossungen entlang des Somas, der gesamten Linge der Neuriten und im Bereich der
neuritischen Termini. Die Dichte der filopodialen Fortsidtze erhohte sich gegeniiber
Kontrollexperimenten um den Faktor 10 von  durchschnittlich 4 Fortsdtzen auf
durchschnittlich 40 Fortsédtze pro 100um Membran (siehe 3.2).

Wie in den Transfektionsversuchen in PC12-Zellen wurden die Neuronen auf zwei
unterschiedlichen Substraten (poly-Ornithin und Fibronektin) kultiviert, was jedoch keinen
Effekt auf die Induktion von Filopodien hatte und erneut indiziert, dass das
Kultivierungssubstrat primir keine Rolle bei der Entstehung des APLP1-spezifischen Kaktus-
Phénotyps spielt.

Bei den verwendeten cortikalen Neuronen der Ratte handelt es sich um eine Mischkultur
unterschiedlicher Nervenzellentypen, die sich zum Zeitpunkt der Entnahme (E18,5) bzw. der
Transfektion im Stadium der Differenzierung befanden. Insbesondere der zum Cortex
gehorende Hipocampus zeigt in diesem Stadium eine Vielzahl von Pyramidalneuronen, die
bereits ein Axon und Anlagen von Dendriten gebildet haben (Schlessinger A.R. et al. 1978;
Bayer S.A. 1980; Gary Banker and Goslin 1998). Die Neuronen befanden sich somit zum
Zeitpunkt der Entnahme in dem Stadium, in dem fiir APLP1 ein charakteristischer Anstieg
der Expression beobachtet werden konnte (siehe 4.1; Lorent K. et al. 1995).

Die Entstehung von Filopodien auf der Membran von sich entwickelnden und adulten
Neuronen wird mit unterschiedlichen Prozessen in Verbindung gebracht. Filopodien sind
hoch-dynamische Strukturen die aus Aktin-Filamenten aufgebaut sind. Parallell gebiindelte
Aktin-Molekiile bilden das Grundgeriist eines Filopodiums. Bei der Entstehung einer solchen
Struktur lagert sich F-Aktin an das schnell wachsende Ende einer Aktinfaser an und die
Aktinfaser driickt gegen die Plasmamembran. Aufgrund einer fortschreitenden Verlidngerung
dieser Aktinfaser wird die Zellmembran ausgestiilpt und es entsteht ein diinner Fortsatz auf
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der Membran einer Zelle. Filopodien treten auf einer Vielzahl von Zellen auf und sind meist
der Beginn von Differenzierungs- bzw. Migrationsprozessen. So formieren sich zahlreiche
Filopodien auf den Wachstumskegeln von Axonen bei der Suche nach somatodendritischen
Kontakten. Auch die Bildung von sogenannten ,,microspikes‘ auf Neuriten und die primédren
Prozesse, die zur Entstehung einer Synapse fiihren, starten mit der Ausbildung dieser von
paarweise gebiindelten Aktinfilamenten durchzogenen Strukturen (Faix J. et al. 2006; Winder
S.J. 2004; Svitkina T.M. 2003). Nicht zuletzt beginnt auch die Entstehung der Neuriten selbst,
welche sich spéter in Dendriten und Axon differenzieren, mit der Bildung von Filopodien
(Craig A.M. and Banker G., 1994). Welchem dieser Prozesse die APLPI-spezifische
Induktion von Filopodien nach transienter Uberexpression entspricht bzw. als Modell
fungieren konnte, bleibt jedoch bisher ungeklart. Da die durchgefiihrten Scholl-Analysen
(siehe3.2) weder eine Zunahme der Dendritenzahl noch ein verstirktes Lingenwachstum der
Neuriten erkennen lieB, konnte eine Beteiligung von APLP1 bei der Entstehung bzw.
Verzweigung von Neuriten in Neuronen des Embryonalstadiums E 18.5 nicht nachgewiesen
werden. Es ist jedoch nicht auszuschlieen, dass APLP1 zu einem fritheren Zeitpunkt der
Entwicklung an der Entstehung von Neuriten beteiligt sein konnte.

Interessanterweise werden die Proteine bzw. die sekretierten Fragmente der APP-Familie mit
zahlreichen der oben erwihnten Prozesse in Verbindung gebracht (zur Ubersicht siehe
Reinhard C. et al.,, 2005). In vitro-Experimente zeigen, dass rekombinantes, substrat-
gebundenes sAPP und sAPLP2 die Anzahl und Linge von Neuriten erhohen kann (Cappei R.
et al., 1999). Bestitigt werden diese Beobachtungen durch Versuche in der Fruchtfliege
Drosophila melanogaster, bei der das einzige APP/APLP-Homolog APPL ausgeschaltet
wurde. Nach Uberexpression von APPL bzw. humanem APPgos in diesen Tieren zeigte sich,
dass sogenannte sLN-Neuronen (engl. small lateral neurons) des Gehirns sich stirker
verzweigten und ldngere Axone bildeten (Chen Y. and Tang B.L. 2006). Diese
Beobachtungen belegen, dass Proteine der APP-Genfamilie unterschiedliche Prozesse bei der
Differenzierung von Neuronen beeinflussen. Inwiefern das APLP1-Protein an einem dieser
Prozesse beteiligt ist, konnte bisher jedoch nicht gezeigt werden. Aufgrund der hohen
Homologie des APLP1-Proteins zu den Proteinen APP, APLP2 und besonders APPL (siehe
1.3) liegt die Vermutung nahe, dass APLP1 ebenfalls die Differenzierung von Neuronen
beeinflussen kann.

Ein weiterer Prozess, bei dem die Proteine der APP-Familie beteiligt sind, ist die Bildung von
Synapsen und die Modulation der synaptischen Plastizitdt (Turner et al., 2003; Kim T.W. et
al. 1995; Kamal A. et al. 2000; Gunawardena S. and Goldstein L.S.B. 2001; Miiller U. and
Kins S. 2002; Adlerz 1. et al., 2003). Insbesondere die Tatasache, dass APLP1 sich in die
Membran von Postsynapsen einlagert (Kim T.W. et al. 1995), ldsst vermuten, dass APLP1 an
der Entstehung von Synapsen beteiligt ist. Es wire denkbar, dass der beobachtete Effekt von
APLP1 auf die Induktion von Filopodien in vitro einen Prozess in vivo wiederspiegelt, bei
dem die Einlagerung von APLP1 in die Membran eines Neuiten zur Entstehung einer
filopodialen Struktur fiihrt, aus der sich im Weiteren eine prisynaptische oder postsynaptische
Struktur entwickelt. Es wire daher interessant, in weiterfiihrenden Experimenten, z.B. in
hippocampalen Schnittkulturen APLP1 iiber einen ldngeren Zeitpunkt zu exprimieren und
potentielle Effekte auf die Synaptogenese zu untersuchen.

Die Tatsache, dass auf der gesamten Membran der Neuronen Filopodien entstehen, muss auf
die Uberexpression zuriickgefiihrt werden, wobei relativ zum endogenen Expressionsniveau
eine deutlich hohere Menge an APLPI-Protein in den transfizierten Zellen gebildet wird.
Unter physiologischen Bedingungen konnte die Anreicherung von APLP1 in einem
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bestimmten Membranbereich zur Entstehung einer filopodialen Struktur fiihren. Dieser
Initiationsprozess konnte dann unter Beteiligung weiterer regulatorischer Proteine zur
Ausbildung einer Synapse fithren. Eine Erhédrtung der These, dass die beobachtete Induktion
von Filopodien durch Uberexpression von APLPI der physiologischen Funktion dieses
Proteins bei der Synaptogenese entspricht, erfordert jedoch weitere Untersuchungen.
Insbesondere wire eine detaillierte Analyse von APLP1-, bzw. APP/APLP1 oder
APLP2/APLPI1-defizienten = Schnittpraparaten  beziiglich  moglicher  Defekte  der
Synaptogenese interessant. Bisher durchgefiihrte Untersuchungen (Heber et al.,2000; Herms
et al.,2004) beschrinkten sich lediglich auf eine grobmorphologische Charakterisierung der
APLP1” bzw. der APP”/APLP1”-Knockoutmiuse. Zudem stellt sich die Frage, welche
Bereiche des APLP1 fiir die Bildung der filopodialen Strukturen essentiell sind.

4.3 APLP1 induziert die Neuritogenese unabhiingig vom zytoplasmatischen YENPTY-
Bindemotiv und dessen Interaktionspartnern

Prinzipiell besitzt APLP1 aufgrund seiner Rezeptor-dhnlichen Struktur die Moglichkeit
extrazelluldre Stimuli ins Zellinnere zu vermitteln. Fir das APLP1-Homolg APP konnte
gezeigt werden, dass an die extrazellulire Domiéne des Proteins Heparin, Collagen,
Heparansulphatproteoglycane, Kupfer, Zink und und F-Spondin binden kdnnnen (siehe 1.2.1).
Identische Bindungstellen kommen auch in der extrazelluliren Domine des APLP2 vor.
Lediglich fiir APLP1 konnten bisher nur die Doméinen identifiziert werden, die Zink, Heparin
und Kollagen binden (zur Ubersicht siehe Coulson E.J. et al., 2000). Kiirzlich wurde zudem
gezeigt, dass der extrazellulire N-Terminus von APLP1 mit dem Alpha(2A)-adrenergic
Rezeptor interagieren kann (Weber B., 2006). Obwohl also fiir APLPI1 bisher kaum
extrazelluldre Liganden identifiziert wurden, wiére es durchaus denkbar, dass APLP1 einen
extrazelluldren Stimulus von auflen iiber eine intrazelluldre Interaktion auf das Zytoskelett
tibertrdgt und somit eine Morphologieinderung der Zelle induziert wird. Ein solcher
Mechanismus wiére bei der beobachteten Induktion von Filopodien moglich. APLP1 wiirde in
diesem Fall die Funktion eines Rezeptors tibernehmen, der ein extrazelluldres Signal z.B.
anhand einer Konformationsinderung auf den intrazellularen C-Terminus weiterleitet. Eine
nun folgende Interaktion dieses C-Terminus mit weiteren Signalisierungsproteinen wiirde
letztendlich in der Bildung filopodialer Strukturen resultieren.

Die Entstehung eines Filopodiums beginnt mit der Aktivierung Aktin-modulierender Faktoren
und I6st somit Aktinreorganisationsprozesse aus. Die intrazelluldaren C-Termini der
APP/APLP-Proteine  besitzen die Fahigkeit, iiber 1ihre YENPTY-Doméne mit
unterschiedlichen Proteinen zu interagieren (zur Ubersicht siehe Reinhard C. et al., 2005).
Eine solche Interaktion der zytoplasmatischen Domine des APLP1 und des Adaptorproteins
Fe65 (Fiore F. et al. 1995), welches wiederum mit Mena interagiert (Gertler F.B. et al. 1996;
Ermekova K.S. et al. 1997), konnte ein von APLP1 ausgehendes Signal zum Aktinzytoskellet
weiterleiten. Mena, welches zur Ena/VASP-Familie gehort, bewirkt nach Uberexpression eine
verstiarkte Bildung filopodialer und lamellipodialer Strukturen (Gertler F.B. et al. 1996).
Somit lieBe sich die beobachtete Induktion von Filopodien iiber einen Fe65-vermittelten
Effekt auf Mena erkléren.
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Um eine solche Induktion der Filopodien zu untersuchen, wurden Versuche mit C-terminalen
Deletionskonstrukten durchgefiihrt. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass eine Deletion des
APLP1-C-Terminus inklusive der YENPTY-Domine die Entstehung des Kaktusphinotyps
nicht verhindert. Somit muss die These, dass APLP1 die Induktion von Filopodien verursacht,
indem der C-Terminus des iiberexprimierten Proteins die Aktinreorganisation iiber einen
Fe65-vermittelten Effekt auf Mena auslost, verworfen werden.

Dieses Ergebnis spricht gleichzeitig gegen einen Einfluss anderer an das YENPTY-Motiv
bindender Interaktionspartner wie z.B. Dabl oder MintX1/X11. Auch die Moglichkeit der
Bindung von Fe65 an die durch y-Sekretasespaltung gebildeten APLPI intrazelluldren
Dominen ALID (engl. APLP intracellular domain), die zu einer Translokation in den
Zellkern und letztendlich zu einem veridnderten Expressionsprofil der Zelle fiihrt, scheint
somit ausgeschlossen.

Diese Ergebnisse sind jedoch konsistent mit der Beobachtung, dass nur APLP1, nicht aber
APP oder APLP2 in der Lage sind, den Kaktus-Phianotyp hervorzurufen. Wire das vermehrte
Auftreten der YENPTY-Domine des iiberexprimierten APLP1 der alleinige Grund fiir die
Induktion der Filopodien, hitten auch die Ansdtze mit APP und APLP2 die Induktion von
Filopodien auslosen miissen, da alle Proteine der APP-Familie dieses C-terminal gelegene
Motiv besitzen.

Die Filopodien-induzierende Doméne muss also innerhalb der APLP1-Ektodomine liegen
und das durch eine Interaktion dieser Doméne ausgeloste Signal kann nicht {iber den C-
Terminus des  iberexprimierten APLP1 in die Zelle {betragen werden.
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4.4 Die Filopodien-induzierende Domiine des APLP1 liegt innerhalb der Ektodomiine

Die Tatsache, dass offenbar grofle Teile des zytoplasmatischen Bereichs des APLP1 deletiert
werden konnen, ohne dass die Fihigkeit zur Induktion von Filopodien verloren geht,
begriindete die Suche nach einer Domine innerhalb des extrazelluliren N-Terminus.

Um die Filopodien-induzierende Doméne lokalisieren zu konnen, wurden zunichst N-
terminal deletierte APLP1-Proteine zur Uberexpression in PC12-Zellen gebracht (siehe 3.3.2).
Eine Deletion des N-Terminus im Bereich der von Exon 1 bis Exon 4 codierten Bereiche
zeigte, dass dieser Bereich nicht essentiell fiir die Induktion der Filopodien ist. Die statistische
Auswertung der Transfektionsversuche mit diesen Konstrukten ergab, dass der Kaktus-
Phénotyp mit derselben Haufigkeit (ca.70%) auftrat wie nach der Transfektion mit den wt-
Konstrukten. Erst die Deletion der von Exon 1 bis 5 codierten Bereiche fiihrte zum
Ausbleiben des Phénotyps. Auch weiterreichende N-terminale Deletionen zeigten wie die
Kontrollversuche mit APP und APLP2 keine erhohte Filopodieninduktion. Die Filopodien-
induzierende Doméne muss demzufolge C-terminal der von Exon 4 codierten Bereiche des
APLP1-Proteins liegen. Eine weitere Eingrenzung der Lage lediglich aufgrund dieser
Versuche ist jedoch nicht moglich. Das Ausbleiben des Kaktus-Phénotyps durch die Deletion
der von Exon 5 codierten Region konnte auf dem Fehlen der Filopodien-induzierenden
Domine beruhen. Es besteht jedoch auch die Moglichkeit, dass diese Doméne weiter C-
terminal liegt und die deletierte Region als Struktur-gebendes Element z.B. fiir die Bindung
an einen Rezeptor notig ist.

Um die Filopodien-induzierende Domine weiter eingrenzen zu konnen, wurden daher im
Folgenden Transfektionsversuche mit APLP1/APLP2-Chimérproteinen durchgefiihrt (siehe
3.3.3). Hierbei zeigte sich, dass Konstrukte ,die die von Exon 1 bis Exon 5 codierte APLP1-
Region fusioniert mit dem C-terminalen Bereich des APLP2 enthielten, nicht ausreichen um
die Bildung von Filopodien zu induzieren. Erst die Verwendung eines weiteren Konstruktes
(Ex1-6/Ex8-18), welches die von Exon 1 bis Exon 6 codierten APLP1-Regionen in
Verbindung mit dem C-terminalen Bereich von APLP2 exprimierte, fiihrte zu einer dem
nativen APLP1 vergleichbaren Phénotyp.

Fasst man die Ergebnisse der beiden Versuchsreihen mit N-terminalen Deletionen und
APLP1/APLP2-Chimiren zusammen, so muss die dem Kaktus-Phéanotyp zu Grunde liegende,
Filopodien-induzierende Doméne innerhalb der von Exon 5 und 6 codierten Region liegen,
wobei jedoch Exon5 eher eine strukturgebende Funktion zukommt, da wie in den Versuchen
mit den APLP1/APLP2-Chiméren gezeigt Exon5 nicht ausreicht, um die Entstehung von
Filopodien zu induzieren.

Den groften Teil dieses 107 Aminosduren umfassenden Bereichs macht der C-Terminus der
DI-Doméne mit seiner Kupfer-Bindestelle aus. Der kleinere Teil dieses Peptidbereichs liegt
innerhalb der ,sauren Domine®, die eine hohe Dichte negativ geladener Aminosiduren
aufweist (siehe Abb 4.1). Bisher ist iiber die Funktion dieser sauren Doméne nur sehr wenig
bekannt. Innerhalb der APP-Genfamilie wurde bisher lediglich fiir die saure Domine von
APP ein funktioneller Effekt beschrieben. So konnte gezeigt werden ,dass dieser Bereich des
APP die Apoptose von Gliazellen induziert (Sun K.H. et al., 2004).
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Abb4.1: Lage der Filopodien-induzierenden APLP1-Doméne

(A) Schematische Darstellung des APLP1-Proteins.

Gezeigt sind bisher identifizierte Domanen (DI bis DIIl) sowie funktionelle Bereiche (Heparin: Heparin-
Bindung; Kupfer: Kupfer-Bindung;; saure Doméane; TM: Transmembrandomane; YENPTY-Domane).
Die einzelnen durch die Exons 1 bis 17 kodierten APLP1-Bereiche sind rdumlich hierzu abgebildet.

(B) Funktionelle Domanen innerhalb der von Exon 5 und 6 codierten Bereiche

Wahrend Exon 5 (schwarz) hauptséchlich fir den C-Terminus der Kupfer-Bindedoméane (Kupfer,
griin) codiert, tragt Exon 6 (rot) die genetische Information fir einen Bereich des APLP1, der eine
hohe Anzahl saurer Aminosaurereste aufweist (saure Doméne, orange).

(C) Primére Aminosauresequenz der von Exon 5 und 6 codierten Bereiche des humanen APLP1

Die Abbildung zeigt die Lage des C-Terminus der Kupfer-Bindedomane (griin) und des N-Terminus
der sauren Doméne (orange) innerhalb der von Exon 5 und 6 codierten APLP1-Bereiche.

Die fUr die Induktion der Filopodien verantwortlichen Aminosduren mussen innerhalb dieses APLP1-
Abschnitts liegen.

Wie oben beschrieben liegen die von Exon 5 codierten Bereiche des APLP1 innerhalb der DI-
Region. Diese Region gehort zu 3 Doménen der APP-Familie, die evolutiondr hoch
konserviert sind. Da APP und APLP2 nicht in der Lage sind, die Bildung von Filopodien zu
induzieren, obwohl sie innerhalb des durch Exon5 codierten Bereiches hohe Homologien zu
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APLP1 aufweisen (bis zu 73%), liegt die Vermutung nahe, dass die Filopodien-induzierende
Domine nicht innerhalb dieses Abschnitts von APLP1 zu suchen ist. Vielmehr ist zu
vermuten, dass diese Doméne innerhalb der sauren Domine von APLP1 liegt.

Vergleicht man die primire Aminosduresequenz aller murinen und humanen APP/APLP-
Proteine, fillt auf, dass die Familienmitglieder innerhalb dieser sauren Domine stark
divergieren (siche Abb 4.2).

Exon5

huAPLP1 LLVPEGCRFLHQERMDOCESSTRRHOEAQEACSSOGLILHGSGMLLPCGSDRFRGVEYVCCPP
muAPLP1 LILVPEGCRFLHQERMDOCESSTRRHOEAQEACSSOGLILHGSGMLLPCGSDRFRGVEYVCCPEP
huAPP LLVPDKCKFLHQERMDVCETHLHWHTVAKETCSEKSTNLHDYGMLLPCGIDKFRGVEFVCCPL
mulAPP LLVPDKCKFLHQERMDVCETHLHWHTVAKETCSEKSTNLHDYGMLLPCGIDKFRGVEFVCCPL
huAPLP2 LLVPEKCQFFHKERMEVCENHQHWHTVVKEACLTQGMTLYSYGMLLPCGVDQFHGTEYVCCPQ
muAPLP2 LILVPDNCQFFHOERMEVCEKHQRWHTLVKEACLTEGLTLYSYGMLLPCGVDQFHGTEYVCCPQ
consensus LLVP C FLHQERMDVCE H WHT AKEACS G LH YHMLLPCG D FRGVEYVCCP

Exoné

—
huAPLP1l PGTPDPSGTAVGDPS-TRSWPPGSR===VEGAE======= DEEEEESFPQPVDDY
muAPLP1l PATPNPSGMAAGDPS-TRSWPLGGR-=--AEGGE-====== DEEEVESFPQPVDDY
huAPP AEESDNVDSADAEEDDSDVWWGGADTDYADGSEDKVVEVAEEEEVAEVEEEEAD-
muAPP AEESDSVDSADAEEDDSDVWWGGADTDYADGGEDEKVVEVAEEEEVADVEEEEAD-
huAPLP2 TEIIGSVSEEEEEEDEEEEEEEDEEEDYDVYKS--—--EFPTEADLEDFTEAAVDE
muAPLP2 TKTVDSDSTMSKEEEEEEEDEEDEEEDYDLDKS----EFPTEADLEDFTEAAVDE
consensus D A EE W G DY G EDKVVE EEE E F E D

Abb4.2: Vergleich der primdren Aminosiduresequenz der Filopodien-induzierenden APLP1-
Doméne mit homologen Bereichen der murinen und humanen APP-Familienmitglieder

Gezeigt ist ein Homologievergleich der Exons 5 und 6 des murinen und humanen APLP1 (mu bzw.
huAPLP1) mit entsprechenden Bereichen der murinen und humanen APP- bzw. APLP2-Proteine (mu
bzw. hu APP/APLP2). Wahrend der durch Exon5 codierte APLP1-Proteinabschnitt eine hohe
Konservierung innerhalb der APP-Familie aufzeigt, ist der durch Exon 6 codierte Abschnitt hoch
divergent gegenlber den beiden weiteren APP-Familienmitgliedern. Aminoséurereste innerhalb der
APLP1-Struktur, die keinerlei Homologie zeigen, sind rot hervorgehoben.

Interessanterweise identifiziert der Homologievergleich des murinen und humanen APLP1
lediglich 3 Aminosduren, die innerhalb der sauren APLP1-Doméne divergieren. Dies erklart
moglicherweise, warum die Proteine beider Spezies die Bildung von Filopodien in PC12-
Zellen und cortikalen Neuronen auslosen. Welche Aminosduren innerhalb der diskutierten
Region tatsdchlich fiir die Induktion der Filopodienbildung verantwortlich sind, bedarf
weiterfithrender Untersuchungen.

Die an der Filopodieninduktion beteiligten Aminosiduren miissen jedoch innerhalb dieser
Region liegen, da bereits die Deletion des von Exonl-5 codierten Bereiches zum Verlust des
Kaktus-Phinotyps fiihrt, aber erst das APLP1/APL2-Chimérprotein mit der von Exon 1 bis
Exon 6 codierten Region die Entstehung des Kaktusphanotyp wiederherstellen kann. Die
Schlussfolgerungen aus dem Homologievergleich lassen vermuten, dass die von Exon 5
codierte Region fiir die Konformation des APLP1-Proteins essentiell sind und die beziiglich
der Induktion von Filopodien essentiellen Aminosduren innerhalb der von Exon 6 codierten
Region liegen.

Im Rahmen weiterfilhrender Untersuchungen koénnten Mutationen  bestimmter
Sequenzabschnitte oder gar einzelner Aminosduren eine noch prézisere Lokalisation der
spezifischen APLP1-Doméne ermodglichen. Auch die Aufkldarung der rdumlichen Struktur des
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APLP1-Proteins wire ein geeignetes Mittel zur Identifikation der Filopodien-induzierenden
Domine.

Um Aussagen iiber die rdumliche Struktur eines Proteins treffen zu konnen, werden Proteine
oder Teilstiicke kristallographischen bzw. Rontgenstrukturanalysen unterzogen. Wihrend fiir
die beiden APLP-Proteine zur Zeit noch keine Strukturdaten vorhanden sind, beschreiben
mehrere Veroffentlichungen die Konformation bestimmter APP-Fragmente. Anhand von
Homologievergleichen konnte die Struktur des Signalpeptides und der Transmembranregion
als o-Helix beschrieben werden. In zwei unabhédngigen Arbeiten wurden Bereiche der hoch
konservierten Doméne DI analysiert. Diese Ergebnisse lieferten Aufschluss iiber die tertidre
Struktur der Heparin- und der Kupfer-Bindedoméne (Rossjohn J. et al. 1999; Barnham K.J. et
al. 2003). Auch die DII-Doméne des APP konnte inzwischen in ihrer Konformation bestimmt
werden (Dulubova 1. et al. 2004; Wang Y. and Ha Y. 2004). Bei diesen Bereichen des APP
handelt es sich um hoch konservierte Abschnitte, die allen Familienmitgliedern gemeinsam
sind. Daher ist zu erwarten, dass die fiir APP beschriebenen rdumlichen Strukturen dieser
Teilstiicke auch auf APLP1 anwendbar sind. Sdmtliche zwischen diesen Subdoménen
liegenden Bereiche sind jedoch bisher in ihrer rdumlichen Struktur nicht analysiert.

Verbindet man die bisher bekannten Strukturdoménen, zeigt sich, dass die Filopodien-
induzierende Domine zwischen zwei Bereichen liegt, die globuldre Strukturen ausbilden
(siehe Abb 4.3).

Abb4.3: Lage der Filopodien-induzierenden
Doméane in Bezug zu bisher charakterisierten
T APLP1-Bereichen

Bin%edoméne Die schematische Darstellung des APLP1-Proteins
zeigt die Lage der Filopodien-induzierenden
Domaéane im Vergleich zu bereits funktionell und
raumlich charakterisierten Domaénen (SP:
Kupfer- Signalpeptid; Heparin-Bindedoméne; Kupfer-
Bindedomane] Bindedoméne, cAPPD: engl. conserved APP
Filopodien- domain.; TM: Transmembrandomane) Diese in
induzierende | ihrer tertidren Aminosdurestruktur abgebildeten
Doméne Bereiche wurden aufgrund ihrer hohen Homologie
innerhalb der APP-Familie aus Strukturanalysen
des APP-Proteins Gbernommen.

Die fir die Induktion der Filopodien ver-
cAPPD antwortlichen Aminosauren des Exon 6 (rot) liegen
(DI C-terminal der Kupfer-Bindedoméne und sind tber
einen relativ groBen strukturell bisher nicht naher
charakterisierten Proteinbereich mit der cAPPD
verbunden.

(zusammengestellt aus (Rossjohn J. et al. 1999;
Barnham K.J. et al. 2003; Dulubova I. et al. 2004;
Wang Y. et al. 2004)

™
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4.5 Sekretierung als Modulator der Induktion von Filopodien?

Die Funktionalitit der C-terminalen Deletionsmutanten (siehe 4.3) und die Lokalisation der
essentiellen Dominen innerhalb Exon 5 und 6 erdffnet prinzipiell 3 denkbare Modelle einer
Signaltransduktion, bei der die Filopodien-induzierende Doméne des APLP1 die Entstehung
von Filopodien ausldst:

A.) Die sekretierte Ektodoméne des APLP1 (sAPLP1) ist das funktionelle Fragment. Dieses
Teilstiick kann nach erfolgter Sezernierung an einen bisher unbekannten Rezeptor binden.
Vom Rezeptor wird ein Signal in die Zelle geleitet und die Bildung der Filopodien ausgelost.

B.) Das membranstindige, nicht sekretierte APLP1 interagiert in frans mit Rezeptoren auf
einer benachbarten Zelloberflache. Diese Interaktion ist der Beginn einer Signalkaskade die
zur Enstehung der Filopodien fiihrt.

C.) Membranstindiges APLP1 interagiert in cis mit Membranproteinen der gleichen Zelle.

Um diese Moglichkeiten zu unterscheiden wurden zunédchst Cokulturexperimente von
APLP1-iiberexprimierenden HEK293T-Zellen (,,Spenderzellen‘‘) mit untransfizierten PC12-
Zellen als ,,Empfingerzellen® durchgefiihrt, wodurch jedoch keinerlei Filopodieninduktion
erzielt werden konnte. Wenngleich diese Daten einen wesentlichen Beitrag von sAPLP1 zur
beobachteten Filopodieninduktion sehr unwahrscheinlich erscheinen lassen, kann ein
derartiger trans-Effekt nicht ginzlich ausgeschlossen werden. Moglicherweise wurde trotz
starker Uberexpression von APLP1 von den Spenderzellen keine ausreichende Menge an
sekretiertem APLP1 im Medium produziert, um die Induktion von Filopodien auf der
Membran der Empfingerzellen auszuldsen.

Interessanterweise zeigte die Behandlung mit den Metalloprotease-Inhibitoren TAPI-2 und
Galardin, die insbesondere die a-Sekretasen inhibieren, einen signifikanten Anstieg der
Filopodienanzahl (bis zu 300% gegeniiber Kontrollen ohne Inhibitor) und der Anzahl
phénotypischer Zellen (bis zu 150% gegeniiber Kontrollen ohne Inhibitor). Diese Daten
sprechen wie die Cokulturversuche gegen eine dominante Rolle des sAPLP1 und stiitzen
einen iliber membranstindiges, unsekretiertes APLP1 vermittelten Mechanismus. Je mehr
membranstindiges APLP1 vorhanden ist, umso stirker scheint die Zelle zur Bildung von
Filopodien angeregt zu werden.

Hierbei konnte der Spaltung von membranstindigem APLPI1 durch o-Sekretasen eine
regulatorische Rolle zukommen. Im Gegensatz zur Regulation der Expression, Transkription
und dem Transport zur Membran greift dieser Prozess am Ende des APLP1-Metabolismus,
wenn das Protein bereits in die Membran inseriert wurde. Insbesondere wihrend der
Entwicklung und der zielgerichteten Polarisierung einer Zelle ist so eine Regulation moglich,
die einen durch membranstindiges APLP1 ausgelosten Prozess relativ ziigig verstirken,
vermindern oder ginzlich abschalten konnte.

Ein derartiger Regulationsmechanismus durch a-Sekretasen konnte kiirzlich fiir das neuronale
Adhisionsmolekiil L1 gezeigt werden. L1 kann durch die beiden a-Sekretasen ADAM10 und
ADAMI17 prozessiert werden und die Sezernierung der extrazelluliren Domine spielt eine
regulatorische Rolle bei der Zelladhdsion, der Zellmigration und dem Auswachsen von
Neuriten (Maretzky T. et al., 2005).
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Die These, dass der a-Sekretierung eine regulatorische Rolle beim beobachteten APLP1-
spezifischen Phinotyp zukommt, wird unterstiitzt von Beobachtungen, die zeigen, dass in
PC12-Zellen nach Differenzierung durch Retinsdure sowohl die Expression der a-Sekretasen
als auch die Expression des Substrates APLP2 induziert wird (Endres K. et al., 2005).
Inwiefern eine durch Differenzierungsprozesse regulierte o-Sekretase-Induktion in @hnlicher
Weise die Filopodienbildung in PC12-Zellen oder Neuronen moduliert, konnte in
weiterfithrenden Studien untersucht werden.

4.6 Mogliche Signaliibertragungswege der APLP1-induzierten Filopodiengenese

Eine Vielzahl unterschiedlicher Signalwege wird mit der Entstehung filopodialer Strukturen
in Verbindung gebracht. Die meisten dieser Signalwege sind durch die Aktivierung von
GTPasen der Rho-Familie charakterisiert (Meyer G. and Feldman E.L. 2002; Heo W.D. and
Meyer T. 2003; Govek E.E. et al. 2005). Ein besonders gut beschriebener Mechanismus ist
die Formation von Filopodien mittels CDC42, einer GTPase, die direkt mit den Proteinen der
WASP-Familie WASP (engl. Wiskott-Aldrich syndrom protein) und N-WASP ( engl.
neuronal WASP) interagieren kann. Aufgrund der Bindung des CDC42-Proteins kann WASP
seinerseits den sogenannten Arp2/Arp3-Komplex aktivieren. Dieser Komplex bindet sodann
an existierende Aktinfasern, erlaubt die Anlagerung weiterer Aktin-Molekiile, fiihrt dann zur
Verzweigung der bisherigen Aktinfasern und kann somit der Ausgangspunkt fiir die
Entstehung eines Filopodiums sein (Svitkina T.M. et al., 2003).

Alternativ zum CDC42-W ASP-Arp2/Arp3-Signalweg kann die Verzweigung der Aktinfasern
auch durch sogenannte Formine ausgelost werden. CDC42 kann mit mDia2/Drf3 (engl.
mouse Diaphanous 2/Diaphanous related formin 3) direkt interagieren und diese Proteine
aktivieren. Diese Aktivierung 16st wie die Aktivierung von Asp2/Arp3 die Verzweigung von
Aktinfasern aus. Neben CDC42 konnen aber auch weitere G-Proteine der Rho-Familie z.B.
Rif (engl. Rho in filopodia) und RhoD an Dif3 binden und dieses aktivieren ( Pellegrin S. and
Mellor H., 2005, Faix J. and Rottner K., 2006).

Neben Initiationsprozessen erfordert das Wachstum von Filopodien Verldngerungs- und
Stabilisierungsprozesse. Aktinfasern konnen an ihrem schnellwachsenden Ende sogenannte
»~capping“-Proteine binden, die eine weitere Anlagerung von F-Aktin und damit die
Filopodienverlingerung unterbinden. Gegenspieler dieser den Elongationsprozess
hemmenden ,,capping‘‘-Proteine sind die Proteine der Ena/Vasp- (engl. enabled/vasodilator-
stimulated phosphoprotein) und der MENA-Familie (engl. mammalian enabled). Diese
Proteine wurden in den Spitzen von wachsenden Filopodien nachgewiesen und ermdoglichen
eine kontinuierliche Verldngerung der Aktinfasern.

Um einen moglichen Einfluss der G-Proteine RhoA, Rac und CDC42 bei der APLPI-
spezifischen Induktion von Filopodien zu untersuchen, wurden Versuche mit dominant
negativen Konstrukten fiir diese Proteine durchgefiihrt. Zellen, die APLP1 und jeweils ein
dominant negatives Konstrukt iiberexprimierten (dnRhoA bzw. dnRac bzw. dn CDC42),
wurden auf die Ausbildung des Kaktus-Phdnotyp untersucht. Keiner dieser Ansitze liell
jedoch eine signifikante Anderung beziiglich der phinotypischen Zellen gegeniiber der
Kontrolle ohne dominant negative Konstrukte erkennen. Die Cotransfektion von APLP1 mit
einem Konstrukt, welches die CDC42-Bindedoméne von WASP exprimiert (CDC-BD, siehe
3.5) und hierdurch CDC42 inhibiert, zeigte hingegen eine Verringerung der Anzahl an
phinotypischen Zellen (ca. 50%). Wenngleich bedingt durch eine hohe Varianz der
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Messwerte die Reduktion der filopodialen Zellen nicht Signifikanzniveau erreichte (p>0,05),
ergeben sich aus diesem Trend erste Hinweise, dass CDC42 direkt oder indirekt am Prozess
der Filopodieninduktion beteiligt sein konnte. In weiterfilhrenden Versuchen konnte
insbesondere die Menge der dominant negativen CDC-BD variert werden oder zeitlich die
Transfektion von APLP1 nach Transfektion von CDC-BD erfolgen, um eine Inhibierung
CDC42-vermittelter Signalwege durch CDC-BD sicherzustellen.. Auch stellt sich die Frage,
ob CDC42 bei der Initiation der Aktinfaser z.B. iiber Arp2/Arp3 oder wihrend der Elonagtion
der durch APLP1-induzierten Filopodien eine Rolle spielt.

Anhand der bisher gezeigten Ergebnisse ldsst sich ein putativer Signaliibertragungsweg
erstellen, wenngleich wichtige Interaktionspartner bisher unidentifiziert blieben.

APLP1 SAPLP1

)
-

Bindung an
Rezeptor

a-Sekretierung
— | —

unbekannter
Rezeptor

S~~—F

\

Induktion
von Filopodien

Abb4.4: Putatives Modell zur APLP1-vermittelten Induktion von Filopodien

Dargestellt ist ein stark vereinfachtes Schema der durch APLP1 induzierten Bildung von filopodialen
Strukturen. Das membranstandige APLP1 bindet an einen bisher unbekannten Rezeptor. Uber diesen
Rezeptor wird nach erfolgter APLP1-Bindung ein Signal vom Interzellularraum in die Zelle Gbermittelt.
Die Weiterleitung des Signals innerhalb der Zelle erfolgt vermutlich anhand einer Signalkaskade, bei
der CDC42 eine entscheidende Rolle spielt. Der Filopodien-induzierende Effekt des APLP1 kann
durch die Prozessierung des Proteins durch die o-Sekretase moduliert werden, wodurch die
Ektodoméne des APLP1 (sAPLP1) und somit die Filopodien-induzierende Doméane sezerniert wird.
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Ein in die Zellmembran inseriertes APLP1-Protein bindet iiber die Filopodien-induzierende
Domine an einen bisher unbekannten Rezeptor und iibermittelt so ein Signal vom
Extrazellularraum in das Zellinnere. Uber Interaktionen mit weiteren Proteinen, zu denen
auch das kleine G-Protein CDC42 gehort, wird die Reorganisation des Aktinzytoskeletts
angesteuert.

Die Identifikation des putativen APLP1-Rezeptors ist daher von zentralem Interesse fiir die
Aufkldrung des Signaltransduktionsmechanismus, der zur Entstehung der Filopodien fiihrt.
Aktuelle Veroffentlichungen beschreiben die Moglichkeit zahlreicher Homo- und
Heterodimere innerhalb der APP-Familie (Scheuermann S. et al. 2001; Soba P. et al. 2005).
Eine effiziente Coimmunoprizipitation gelang insbesondere fiir APP/APLP1-Heterodimére
sowie fiir APLP1 Homodimere, wobei die fiir die Dimerisierung notwendigen Doménen im
extrazelluldren Anteil innerhalb der conservierten DI- und DII- Abschnitte lokalisiert wurden.
Diese Dimerisierung stellt neben der Bindung von F-Spondin an die CAAPD (engl. conserved
APP domain) (Ho A. et al., 2004) eine der wenigen bisher dokumentierten Protein-Protein-
Interaktionen der Ektodomine dar.

Die Heterodimerisierung von transfiziertem APLP1 mit endogenen APP- oder APLP2-
Proteinen an der Zelloberfliche konnte moglicherweise der initiale Schritt der Filopodien-
induzierenden Signalkaskade sein. Auch endogenes APLP1 kommt als Rezeptor in Frage.
Wenngleich die Uberexpression von C-terminal deltiertem APLP1 zeigte, dass der C-
Terminus fiir die Induktion der filopodialen Zellmorphologie nicht essentiell ist, ist eine
Interaktion des N-Terminus des transfizierten APLP1 mit endogenem APLP1 denkbar. Die
Signalweiterleitung wiirde im Falle der Versuche mit den C-Terminalen Deletionskonstrukten
dann iiber die C-Termini des endogenen APLP1 weitergeleitet.

Die Aufklirung einer Signalkaskade, bei der moglicherweise Proteine der APP-Familie und
CDC42 beteiligt sind, kann zu einem besseren Verstiandnis der physiologischen Funktion von
APLP1 und seinen Homologen APLP2 und APP fiihren. Erst ein solch umfassendes Wissen
tiber die physiologische Funktion und die Prozessierung erlaubt gezielte Eingriffe in den
Metabolismus der APP-Familie, wie dies im Falle der Alzheimer Krankheit notig ist.
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4.7 Ausblick

Die im Rahmen dieser Doktorarbeit durchgefiihrten Untersuchungen zur APLP1-vermittelten
Induktion von filopodialen Strukturen deuten erstmals auf eine APLP1-spezifische Funktion
in vitro hin. Wenngleich die spezifische Domine eingegrenzt werden konnte und erste
Ergebnisse iiber die Regulation und die Signalkaskade vorliegen, bleiben aber einige wichtige
Fragestellungen unbeantwortet.

Die Identifikation der an der Interaktion beteiligten Aminoséduren innerhalb der Filopodien-
induzierenden Domiéne sollte anhand von Versuchen mit mutiertem APLP1 gelingen.
Weiterfithrende Untersuchungen beziiglich des bisher nicht identifizierten Rezeptors, an den
die Ektodomine von APLP1 bindet, sind ein weiterer essentieller Schritt zur
Charakterisierung der angesteuerten Signalkaskade. Versuche in Zellen, denen eines oder
mehrere APP/APLP-Proteine fehlen (z.B. Neuronen von APP/APLP- Knockoutméusen) oder
deren Bildung z.B. durch siRNA unterbunden wird, konnten Auskunft geben, ob wie bereits
oben diskutiert die Proteine der APP-Familie selbst als ein derartiger Rezeptor fungieren
konnen.

Die Untersuchung von kleinen G-Proteinen durch Aktivierungs-Tests sowie weitere
detaillierte Versuche mit dominant negativen oder konstitutiv aktiven G-Proteinen stellen
einen zusitzlichen Einstieg in die Aufdeckung der involvierten Signalkaskade dar.
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5. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschreibt erstmals einen APLPI-spezifischen Effekt auf die
Ausbildung von Filopodien. Sowohl das humane als auch das murine APLP1 induzierten
nach transienter Uberexpression die Bildung zahlreicher filopodialer Fortsitze auf der
Membran von PC12-Zellen. Vergleichbare Resultate konnten mit beiden APLP1-Proteinen
auch auf der Membran von embryonalen (E18.5), cortikalen Neuronen der Ratte gezeigt
werden. Dass APLPI einen derartigen Effekt auf Neuronen und PC12-Zellen zeigt, begriindet
die Annahme, dass APLP1 in vivo eine Funktion bei der Entwicklung und Differenzierung
von Neuronen iibernimmt.

Anhand von Versuchen mit deletierten APLPI-Proteinen und APLPI/APLP2-
Chimérproteinen konnte gezeigt werden, dass die von Exon 5 und Exon 6 codierten Bereiche
des APLP1 fiir die Induktion der Filopodien essentiell sind. Unter Einbeziehung von in ihrer
raumlichen Struktur bereits bekannten Doménen und aufgrund von Homologievergleichen der
primédren Aminosduresequenz dieser Region mit entsprechenden Bereichen der APP- bzw.
APLP2-Proteine wurde die wahrscheinliche Lage der Filopodien-induzierenden Doméne
innerhalb des von Exon 6 codierten Bereiches diskutiert.

Es konnte ferner gezeigt werden, dass die untersuchte Induktion von Filopodien durch die
sogenannte  a-Sekretierung  moduliert ~werden  kann. Unter den  gewihlten
Versuchsbedingungen war nur membranstindiges APLP1, nicht aber sekretiertes APLP1 in
der Lage, Filopodien zu induzieren.

Abschliessend wurden Ergebnisse gezeigt, die erste Einblicke in Signalkaskaden erlauben, die
von APLPI angesteuert werden und so die Enstehung der Filopodien auslosen. Beziiglich des
primiren Prozesses der Signalkaskade, der Bindung von APLP1 an einen bisher unbekannten
Rezeptor, wurde die Moglichkeit diskutiert, ob APP oder APLP2 oder sogar APLP1 selbst als
Rezeptor fungieren konnten.

Die beobachteten Prozesse nach Uberexpression von APLP1 entsprechen vermutlich einer
physiologischen Funktion bei der Differenzierung von Neuronen, die mit der Interaktion einer
extrazelluldr gelegenen Domédne mit einem Rezeptor beginnt, die Aktivierung einer
Signalkaskade zur Akrinreorganisation zu Folge hat und die Entstehung filopodialer
Strukturen auslost.
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Abkiirzungsverzeichnis:

AA
Abb.
AP
ADAM 10
AICD
ApoE
APLP
APP
APP-BP1
APS
AS
ATP
BACE
Bp
BSA
bzw.
Cat.No.
cDNA
cm
CMY
CS-CAG
DMSO
DNA
dNTP
dest.
DTT

E

ECL
EDTA
engl.
FAD
GAP43
GDP
GFP
GTP

h

HRP
hu

Ig

JNK
kb

kDa
KPI

Acrylamid

Abbildung

B-Amyloid

Disintegrin- und Metalloprotease 10 (engl. a desintegrin and metalloprotease 10)
Intrazelluldre Doméne von APP (engl. APP intracellular domain)
Apolipoprotein E

Amyloid-Vorlduferprotein-dhnliche Proteine (engl. amyloid precursor like protein)
Amyloid-Vorlduferprotein (engl. amyloid precursor protein)
APP-bindendes Protein 1

Ammoniumpersulfat

Aminosédure

Adenosin-Triphosphat

An der B-Position von APP sapltendes Enzym (engl. beta-site APP-cleaving enzyme)
Basenpaare

bovines Serumalbumin

beziehungsweise

Katalog Nummer

komplementire DNA

Zentimeter

Cytomegalovirus

Chondroitinsulfat-Glykosaminoglykan

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsdure (engl. desoxy ribonucleid acid)
Desoxy-Nukleotid-Triphosphat

destiliert

Dithiothreitol

Embryonaltag

Verstirkte Chemilumineszenz (engl. enhanced chemoluminescence)
Ethylendiamintetraessigséure

englisch

Familidre Formen der Alzheimer Krankheit (engl. familiar alzheimer’s disease)
Wachstums-assoziiertes Protein 43 (engl. growth-associated protein 43)
Guanosin-Diphosphat

griin fluoreszierendes Protein (engl. green fluorescent protein)
Guanosin-Triphosphat

Stunde (engl. hour)

Meeretich-Peroxidase (engl. horse radish peroxidase)

human

Immunglobulin

c-Jun N-terminale Kinase

Kilobasenpaare

Kilodalton

Kunitz-Protease-Inhibitor
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LB Luria Bertani
M Mol
mDab engl. mammalian homologue of Disabled
MCS multiple Klonierungsregion (engl. multiple cloning site)
MEF Embryonale Fibroblasten der Maus
Mena engl. mammalian enabled
min Minute
mRNA Boten-Ribonukleinsdure (engl. messenger ribonucleic acid)
mu murin
NGF Nervenwachstumsfaktor (engl. nerve growth factor)
(0))) optische Dichte
PA Polyacrylamid
PAT1 engl. protein interacting with the APP tail 1
PBS Phosphat-gepufferte Salzlosung (engl. phosphate-buffered saline)
PCR Polymerasekettenreaktion (engl. polymerase chain reaction)
PFA Para-Formaldehyd
pH negativer dekadischer Logarithmus der H+-Ionenkonzentration
PS Presinilin
RNA Ribonukleinsdure (engl. ribonucleid acid)
rpm Umdrehungen pro Minute (engl. rounds per minute)
RT Raumtemperatur
s, sek Sekunde
SAP Schrimp Alkalische Phosphatase
sAPLP1 sezernierte Ektodoméne von APLP1
SAPP sezernierte Ektodoméne von APP
SDS Natriumdodecylsulfat
SV40 simian Virus 40
TACE Tumor-Nekrose-Fakto-a prozessierendes Enzym
(engl. tumor necrosis factor-a converting enzyme)
TE Tris-EDTA
TEMED N,N,N",N’,-Tetramethylethylendiamin
Tet Tetracyclin
™ Transmembranregion
Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan
U Einheit fiir Enzymaktivitit (engl. Unir)
viv Volumen pro Volumen
VASP engl. vasodilator-stimulated phosphoprotein
wiv Gewicht pro Volumen (engl. weight per volume)
WT, wt Wildtyp
z.B. zum Beispiel
ZNS Zentarlnervensystem

Die Abkiirzungen fiir Aminoséduren entsprechen dem internationalen Ein-Buchstaben-Code.



7. Anhang 100

Erkldarung

Ich erkldre hiermit, dass ich diese Doktorarbeit selbststindig verfasst und keine anderen als
die angegebenen Quellen und Hilfsmittel benutzt habe.

Mainz, den
Andreas Langer



