UBEREXPRESSION UND CHARAK TERISIERUNG DES
EXTRAZELLULAREN TEILSDER HUMANEN
a-SEKRETASE ADAM10

Dissertation zur Erlangung des Grades
, Doktor der Naturwissenschaften®
am Fachbereich Biologie der
Johannes Gutenberg-Universitét

in Mainz

ALEXANDRA LEPTICH
geboren in Wiesbaden

Mainz 2005



Dekan:

1. Berichterstatter:

2. Berichterstatter:

Tag der mindlichen Prifung:



INHALTSVERZEICHNIS

1 Einleitung 1
1.1 DieADAM-Familie(adisintegrin and metallprotease) . 1
1.1.1  Struktureler Aufbau der ADAMsund Funktion der eéinzelnen Doméanen. 2
1.1.2 Biologische Funktionender ADAMS 4
1.1.3 Die,Sheddasen“: ADAM10, ADAM17 und ADAMO 6
1.2 DieAlzhéimer’ schekrankheit 8
1.21 Neurofibrillare Bundel und Amyloid-Plaques 8
122 DieProzessierung desAmyloid-Vorlaufer-Proteins 9
123 Mutationeninnerhabder AB-Region_ 13
1.3 MaoglichetherapeutisChe ANSALZE. | | | . ... ..o eeeeen 16
131 Immunisierung mit AB-Peptiden und AB-Antikorpern.___ . 17
132 Inhibitorender B- und y-Sekretase 18
133 Aktivierungder a-Sekretase 19
1.4 Ziesetzungund Strategie der ArDEIT . et 22
2 Materialien und Methoden 23
21 VerwendeteMaterialien . e 23
211 Chemikdienund Reagenzien 23
2.0 2 MO A O 25
2. 0.3 B B 26
214 Standardsund Kits 27
2,05 ANtIKOIPEr 27
2. 0.8 PO 27
2.7 NN OO 28
2.8 ENZYME 28
2.1.9 Plasmideund Oligonukleotide 28
2,010 OrganiSMEN. 30
2. L. 0] MO 30
2.0.12 Pufferund LOSUNGeN 31
2.2 Allgemeinebiochemische Methoden .. . e, 32
221 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) . 32
22,2 Western Blot ANalY S 33
2.2.3 Bestimmung der Proteinkonzentration_____ 34
2.2.3.1 Proteinbestimmung nach Bradford 34
2.2.3.2 Abschétzung der Proteinmenge nach ihrer Anférbung im Polyacrylamid-Gel 35
2. 2.4 ProteinfBllUNG 35
2.2.4.1 Chloroform-Falung. 35
2. 24,2 TCA-FAIUNG 35
225 Uberprifung der Proteinexpression 36
2.3 MolekularbiologischeMethoden . 36
231 Konsarvierungvon E. coli-Stammen 36
232 Heddlung kompetenter Bakterien . 37
233 Plasmid-DNA-Isolation 37
2.3.3.1 Plasmid-Minipraparation. 37
2.3.3.2 Reinigung Uber SAUICheN 37
2.3.3.3 Plasmid-Maxipréparation 38

234 Spaltung von Plasmid-DNA mit Restriktionsenzymen und Modifizierung
von DNA-Enden durch die T4-DNA-Polymerase. . 39
2.35 Isolierung von DNA-Fragmenten aus praparativen Agarosegelen 40
2.3.6 Begtimmungder DNA-Konzentration 40
2.3.7 Polymerasekettenreaktion (PCR) 40
2.3.8 Dephosphorylierungvon 5" -DNA-Enden 41
239 ,Anneding’ von Oligoadaptern 42



24

2.5

2.6

2.3.12 Sequenzierung von Plasmid-DNA
Uber expression in Saugetier zellen
24.1 Herstellung der Expressionsplasmide
2.4.1.1 pSecTag2C-hADAM10s-Hisund pcDNA3-hADAM10s-His
2.4.1.2 Die plRES-Konstrukte
2.4.1.3 Die pcDNA5/FRT-Konstrukte
2.4.1.4 Die pCEP4-Konstrukte

2.4.2 Kultivieren von Saugetierzellen
2.4.3  Anlegen von Dauerkulturen (Kryokonservierung)
24.4  Transfektion von Saugetierzellen
2.4.4.1 Caciumphosphatmethode
2.4.4.2 DEAE-Dextran-vermittelte Transfektion von COS-Zellen
2.4.4.3 Roti®-Fect-Reagenz

2.4.4.4 LIPOFECTAMIN™2000-Reagenz
245 Ernten der ZellUbersténde und Anayse der Proteinexpression der

transfizierten Saugetierzellen
Uberexpression in I nsektenzellen
251 DasBac-To-Bac Baculovirus Expressionssystem
252 Transposition der pFastBac Donorplasmide

25.3 Isolierung der rekombinanten Bacmid-DNA
254 Kultivieren von Sf9-Zellen

255 Anlegen von Sf9-Dauerkulturen (Kryokonservierung)
256 Adaption von Sf9-Zellen an Serum-freies SF-900 |1 Medium
257 Transfektion von Sf9-Zellen

2.5.8 Infektion von Sf9-Zellen mit rekombinanten Baculoviren

2.5.8.3 Proteinexpression durch rekombinante Baculoviren und Ernten der
Sf9-ZellUbersténde

2.6.2.2 Enzymtest und Enzymtestanalyse durch High Performance Liquid
Chromatography (HPLC)
2.6.2.3 Inkubation von U373 hwt APP-Zellen mit den Zell iberstdnden von

Ergebnisse

GRELEERS

49
50
50
51
52
53
53

55
55

56
58
58
58
58
61
63
63

63

65

67

31

3.2

Expression von l6dlichen ADAM 10-Proteinen in Saugetier zellen
3.1.1 Transfektion verschiedener Zelllinien mit pcDNA3-hADAM 10s-His und

Expression von 16slichen ADAM 10-Proteinen durch dasBac-To-Bac
Baculovirus Expressionssystem

3.22 Herstellung der rekombinanten Bacmid-DNA

3.21 Herstellung der Expressionsplasmide fir die Expression in Sf9-Insektenzellen

67

67
68
69
70

72
73
75



3.23 Transfektion von Sf9-Zellen mit anschliel}endem Expressionsnachweis
der verschiedenen |6dichen ADAM10-Proteine ...~ 75
3.24 Hergtellung der Stammlésung von rekombinanten hADAM 10s- und
hADAM10splice-Baculoviren in SfO-Insektenzellen . 77
3.25 Ermittlung der fir die Virusamplifikation und Prote nexpression
optimalen Verdinnung der hADAM10s- und hADAM 10splice-
Baculovirus-StammlOSUNG 78
3.2.6 Analyseder Proteinexpression von hADAM10sund hADAM10splice 82
3.3 Renigung der in Sf9-Zellen exprimierten |6slichen ADAM 10-Proteine
hADAM 10sUNd hADAM 108D i C8 o 84
3.3.1 Aufkonzentration von hADAM10s und hADAM 10splice aus Sf9-Zéell tiber-
standen mit anschlieRender Uberpriifung der enzymatischen Aktivitat 84
3.3.2 Spezifische Reinigung von hADAM10s und hADAM10splice durch Nickel-
NTA-Affinitéschromatographie und Untersuchung ihrer Enzymaktivitat. 88
3.3.3 Analytische Reinigung von hADAM10s und hADAM 10splice durch Lektin-
Affinitdtschromatographie und Nachweisihrer enzymatischen Aktivitat 94
3.34 Reinigung von hADAM10s und hADAM10splice durch Lektin-
Affinitétschromatographieim préparativen Mal3stab 97
34 Charakteriserung der [6dichen ADAM10-Varianten___ . 99
34.1 Deglykosylierung der |6dichen ADAM10-Varianten_ . 99
34.2 Charakterisierung der enzymatischen Eigenschaften von hADAM 10s und
DA AMIOSDI . o 101
3.4.3 Einfluss der |6dlichen ADAM10-Proteine auf die APPsa-Produktionin
U373 hwt APP-Zalen 109
3.4.4 Spatung muriner und humaner ApB-Substrate durch hADAM10s (R&D) .. 111
Diskussion 113
4.1 Expression der l&dichen ADAMI10-Proteine . ... ... 113
4.1.1  Wahl des EXpressionssy stems 113
4.1.2 Expressionvon l6slichen ADAM10-Proteinen in Saugetierzellen 114
41.3 Expression von hADAM10s und hADAM10splice durch das
Bac-To-Bac Baculovirus Expressionssystem 117
4.2 Reinigung der ADAM10-Proteine hADAM 10sund hADAM 10splice. ... 119
4.3 Charakterisierung der ADAM 10-Proteine hADAM 10sund hADAM 10splice ... 121
431 Glykosylierung von hADAM10sund hADAM10splice . o . 121
4.3.2 Charakterisierung der enzymatischen Eigenschaften von hADAM10s
UNA RA D AM I0SDl C. 122
4.3.3 Spatung muriner und humaner AB-Peptide durch hADAM10s (R&D) ... 128
Zusammenfassung und Ausblick 131
Literaturverzeichnis 133
Anhang 143
7.1 MassenSPEKLrOSKOPIE, .. ........co.ocuieuiectieesesaeesssseeseseesssess st eesssssssss st ssass s sesssrasessenes 143
7.2 Vektorkarten 147
7.21 Plasmidefir die Expressionin Insektenzellen. 147
7.1.2 Plasmidefir die Expressionin Sdugetierzellen . 149



ABBILDUNGSVERZEICHNIS

1 Einleitung
Abb. 1.1: Domaéanengtruktur der ADAMs~~ 2
Abb. 1.2 Schematische Darstellung VON APPsgs 10
Abb. 1.3: Proteol ytische Prozessierung von APP durch a-, B- und y-Sekretase . 12
Abb. 1.4: Mutationen an den Pos. 21 und 22 innerhalb der AB-Sequenz. 14
Abb. 1.5 Pathologische Konformation von AB42 im Vergleichzu AB40__ .. 16
2 Material und Methoden
Abb. 2.1 Genexpression mit dem Bac-To-Bac-Expressionssystem___ .. 51
3 Ergebnisse
Abb. 3.1: Trang ente Transfektion von HEK-EBNA-Zdlen mit pCEP4-hADAM10s-His 71
Abb. 3.2 ADAM10-Konstrukte fur die Expression in Sf9-Insektenzellen. 73
Abb. 3.3 Expressionsnachweis der einzelnen |6dichen ADAM10-Varianten . 76
Abb. 3.4 A-B: Proteinexpression von hADAM 10s und hADAM 10splice wahrend

der ViruspassaeN 77
Abb. 3.5 A-B: Auswirkung der verschiedenen eingesetzten Baculovirus-

Stamml ésungsverdiinnungen auf die Expression von hAADAM10s ... 80
Abb. 3.6 A-B: Auswirkung der verschiedenen eingesetzten Baculovirus-

Stamml ésungsverdiinnungen auf die Expression von hADAM10splice_ . . 81
Abb. 3.7 A-B: Proteinexpression von hADAM10sin Sf9-Zellen_ . . 82
Abb. 3.8 A-B: Proteinexpression von hADAM10splicein Sf9-zellen . . 83
Abb. 3.9 Nachweisvon hADAM10sin der 30-100 kDa Fraktion 84
Abb. 3.10: Nachweis von hADAM10splicein der 30-100 kDa Fraktion . .. ... 85
Abb. 3.11 A-C: Analyse der proteolytischen Spaltung von APP18 durch hADAM10s und

NA D AM IOSD  CO 87
Abb. 3.12 A-B: Reinigung von hADAM10s Uber Ni-NTA: 500 mM Imidazol . . . . 88
Abb. 3.13 A-D: Reinigung von hADAM10s und hADAM10splice Gber Ni-NTA:

400 mM Imidazol 89
Abb. 3.14 A-D: Anayse der proteolytischen Spatung von APP18 durch hADAM10s

und hADAM10splice nach Ni-NTA : 400 mM Imidazol . . .. 91
Abb. 3.15 A-D: Reinigung von hADAM10s und hADAM10splice Gber Ni-NTA:

100 MM NaCl 92
Abb. 3.16: Analyse der proteolytischen Spaltung von APP18 durch die hADAM10s-

Waschfraktion 1 nach Ni-NTA: 100mMNaCl .~ 93
Abb. 3.17 A-D: Nachweis von hADAM10s und hADAM 10splice nach der analytischen

Reinigung mittels Concanvalin A 95
Abb. 3.18 A-B: Anayse der Spaltung von APP18 durch hADAM10s und hADAM 10splice

nach der analytischen Reinigung mittels Concanvalin A ... 96
Abb. 3.19: Immunologischer Nachweis von hADAM 10s und hADAM10splice nach

der prgparativen Reinigung mittels Concanvalin A 97
Abb. 3.20 A-B: Mengenabschétzung von hADAM 10s und hADAM 10splice nach

Coomassie-FarbUNG 98
Abb. 3.21: Deglykosylierung von hADAM10sund hADAM10splice___ . 100
Abb. 3.22: Graphische Darstellung der Spaltung der APP18-Substrate durch

hADAM10s (R&D), hADAM10s bzw. hADAM10splice . ... 102
Abb. 3.23: Graphische Darstellung der Spaltung von AB40, AB40A21G & AB40E22Q

durch hADAM10s (R&D), hADAM10s bzw. hAADAM10splice__. ... 104
Abb. 3.24. Spatung verschiedener AB40-Substrate durch hADAM10s (R&D) ... 106
Abb. 3.25 A-D: Inhibierung der Spaltung von APP18 durch GI 254023 X 108



Abb. 3.26: Einfluss von hADAM10s- und hADAM 10splice auf die APPsa-Produktion

INU373 hwt APP-Zellen 109
Abb. 3.27: Einflussvon hADAM10s (R& D-Systems) auf die APPsa-Produktion
in U373 hwt APP-Zellen 110

Abb. 3.28: Spaltung humaner und muriner AB-Substrate durch hADAM10s (R& D) 111

7 Anhang
Abb. 7.1: Spatung von APP18 durch hADAM10s (R&D-Systems) . .. 143
Abb. 7.2 Spatung von AB40 durch hADAM10s (R&D-Systems) 144
Abb. 7.3: Spatung von AB40A21G durch hADAM10s (R&D-Systems) . 144
Abb. 7.4: Spatung von AB40E22Q durch hADAM10s (R&D-Systems) . .. 145
Abb. 7.5: Spatung von AB40E22K durch hADAM10s (R&D-Systems) . 145
Abb. 7.6: Spatung von AB40E22G durch hADAM10s (R&D-Systems) . 146
Abb. 7.7: PFB-bADAMIOSHIS 147
Abb. 7.8: pFB-hADAM10s-His 147
Abb. 7.9: PFB-CD33-hADAMIA0S-HIS 148
Abb. 7.10: PFB-hADAMI0Splice-HIS 148
Abb. 7.11: PCDNA3-hADAMIOSHIS 149
Abb. 7.12: pSecTag2C-hADAMIOS-His 149
Abb. 7.13: PIRES-bADAMI0s-His 150
Abb. 7.14: PIRES-hADAMI0s-HIS 150
Abb. 7.15: PIRES-hADAMI0splice-His 151
Abb. 7.16: pcDNAS/FRT-bADAMI0s-His 151
Abb. 7.17: pcDNAS/FRT-h ADAM10s-His 152
Abb. 7.18: pPcDNAS/FRT-hADAMI0splice-His 152
Abb. 7.19: pCEPA-hADAM10s-His 153
Abb. 7.20: PCEP4-hADAMI0SIgGAMFC. 153
TABELLENVERZEICHNIS
3 Ergebnisse
Tab. 3.1; Molekulargewichte der in Sf9-Zellen exprimierten ADAM10-Proteine 76
Tab. 3.2: Proteinausbeute von hADAM10s und hADAM 10splice nach deren

praparativen ReiNiQUNG 99
Tabh. 3.3 Aminosauresegquenzen der eingesetzten APP18- und AB40-Substrate . 101
Tab. 3.4 Spaltung der APP18-Substrate durch hADAM 10s (R& D-Systems),

hADAM10sbzw. hADAMA0splice 103
Tab. 3.5: Spatung der AB40-Substrate durch hADAM 10s (R& D-Systems),

hADAM10sbzw. hADAMA0splice 104
Tab. 3.6: Spaltung von APP18 durch hADAM10s und hADAM 10splice nach

4-wochiger Lagerung desjeweiligen Lyophilisatsbei 4°C 107
Tab. 3.7 Spaltung von humanen und murinen AB-Substraten durch

hADAMI10s (R&D-Systems) 112
4 Diskussion
Tab. 4.1: APP18-Substratpréferenz der Enzyme hADAM10s (R& D-Systems),

hADAM10sund hADAMIA0SpliCe 123
Tab. 4.2: AB40-Substratpréferenz der Enzyme hADAM10s (R& D-Systems),

hADAM10s und hADAM10splice 124



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

AB Amyloid-B-Peptid

ADAM aDisintegrin and Metalloprotease

APP Amyloid-Vorléufer-Protein

APPst o-Sekretase-gespaltenes | 6gliches APP-Fragment
APS Ammoniumperoxodisulfat

BSA Rinderserumal bumin

CHAPS 3-[(Chaolamidopropy!)dimethylammonio] - 1-propansul fonate
DMSO Dimethylsulfoxid

DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraacetat

FCS Fotales K& berserum

HA Hamagglutinin A

His Higtidin-Epitop

HPLC High Pressure Liquid Chromatography

kDa Kilodalton

Ni-NTA Nickel-Nitrilo-tri-Essigsdure

PAGE Polyacrylamid-Gel el ektrophorese

PBS Phosphat gepufferte Kochsal zlsung

PVDF Polyvinylidene difluoride

SDS Natriumdodecylsulfat

TCA Trichloracetat



EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1  DIE ADAM-FAMILIE (adisintegrin and metalloprotease)

Die ADAM-Proteinfamilie gehort zur Klasse der Metalloproteinasen, die eine Vielzahl
proteolytischer Enzyme beinhaltet und sich in ungefahr 30 Familien einteilen 1&sst (Rawlings
und Barett, 1995). Diese 30 Familien kdnnen wiederum in funf Gruppen unterteilt werden,
von denen drei Gruppen in ihrer kataytisch aktiven Doméne das charakteristische
Zinkbindungsmotiv HEXXH enthalten (X steht fur jede beliebige Aminosiure). Eine dieser
drei Gruppen bilden die ,,Metzincine” (Bode et al., 1993), deren Name von der identischen
Region der Zinkbindung und einem allen Vertretern gemeinsamen vollstéandig konservierten
Methionin-Rest gepragt wurde.

Die ,Metzincine“ beinhalten neben den Serralysinen, den Astacinen, den Matrix
Metalloproteinasen (Matrixine) auch die Proteinfamilie der Reprolysine (Adamalysine). Die
Familie der Reprolysine besteht ihrerseits wieder aus zwe Unterfamilien, den
Metalloproteinasen aus Schlangengiften (SVMPs, snake venom metalloproteases) und den fir
diese Arbeit relevanten Disintegrin-Metalloproteinasen der ADAM-Familie (a disintegrin and
metalloprotease) (Bode et al., 1993; Wolfsberg und White, 1996). Die verwandtschaftliche
Beziehung dieser beiden Unterfamilien wird durch den hohen Grad an Sequenzhomologie der
Zinkmetall oprotease-Doménen (> 20 %) begrindet.

Die proteolytische Substrat-Spaltung durch Metalloproteinasen wird durch die beiden
Histidin-Reste des HEXXH-Zinkbinungsmotivs unterstiitzt, die zwei Koordinationszentren
fur das in der katalytischen Doméne vorhandene und fir die Proteolyse wichtige Zink-lon
bilden. Durch den Glutaminsdurerest wird der nukleophile Angriff eines gebundenen Wasser-
Molekuls auf das Carbonyl-Kohlenstoffatom der zu spaltenden Peptidbindung gefordert.

Bei den ,Metzincinen* bzw. den ADAMs dient als dritter Koordinationspartner des Zink-
lons im aktiven Zentrum ein weiterer konservierter Histidin-Rest, der 6 Aminosduren
C-terminal zur Zinkbindungsstelle liegt. Die Bindung dieses Histidins wird durch ein Glycin
innerhalb der erweiterten Konsensussequenz der Zinkbindungsstelle HEXXHXXGXXH
ermoglicht. Dabei  bewirkt der Glycin-Rest eine abrupte Anderung der helikalen
Konformation der Zinkbindungsstelle und fordert die Bildung einer Haarnadelschleife. Auf
diese Weise kommt der dritte Histidin-Rest in die Nahe des aktiven Zentrums, um das Zink-
lon komplexieren zu kénnen. Der konservierte Methionin-Rest, der den ,, Metzincinen" ihren
Namen gibt, befindet sich 8 bis 14 Aminosduren C-termina zur erweiterten
Konsensussequenz der Zinkbindungsstelle und bewirkt zusammen mit anderen Seitenketten

1



EINLEITUNG

(Isoleucin, Leucin oder Valin) die Strukturerhaltung des aktiven katalytischen Zentrums
(Bode et al., 1993; Stocker et al., 1995).

1.1.1 Struktureller Aufbau der ADAMsund Funktion der einzelnen Domanen

Bei den ADAMs handelt es sich um Typ-I-Membranproteine, die sich durch eine
charakteristische Doméanenstruktur auszeichnen. Neben der Signalsequenz findet man eine
Pro-, eine Metalloprotease-, eine Disintegrin-dhnliche, eine Cystein-reiche, eine EGF-
dhnliche (epidermaler Wachstumsfaktor), eine Transmembran- und eine cytoplasmatische
Domaéne (Wolfsberg et al., 1993; siehe Abb. 1.1).

EGF

Abb. 1.1 Doméanenstruktur der ADAMs
SP = Signalpeptid, PRO = Prodoméne, MPD = Metalloprotease-Doméne, DIS = Disintegrin-
dhnliche Doméne, CYS = Cystein-reiche Domane, EGF = epidermaler Wachstumsfaktor-
dhnliche Doméne, TM = Transmembran-Doméne, CY T = cytoplasmatische Doméne

Signalpeptid:
Das Signalpeptid ist fir den Transport des reifen Proteins Uber den intrazelluléren

sekretorischen Transportweg zur Zellmembran wichtig.

Prodomaéne:

Die Prodoméne Ubernimmt eine wichtige Aufgabe bei der Reifung der ADAMS.
Zuné&chst wird durch die Prodoméne die Metalloprotease-Domaéne in einem inaktiven Zustand
gehalten (Seals and Courtneidge, 2003), so dass sie auf die katalytische Aktivitét des Enzyms
einen hemmenden Einfluss ausiibt und erst durch ihre Abspaltung die Metaloprotease
enzymatisch aktiv wird. Dieser hemmende Einfluss konnte invivo an ADAM10 gezeigt
werden. Durch die Zugabe der Prodomane von ADAM10 intrans wurde die Aktivitat des
endogenen Enzyms inhibiert (Anders et al., 2001). Fehlt jedoch die Prodomane von Beginn
an, war keine enzymatische Aktivitét von ADAM10 invivo nachweisbar. Bei einer Zugabe
der Prodoméne in trans konnte diese fehlende Aktivitét wieder hergestellt werden (Anders et
al., 2001). Die Prodoméne scheint a's intramol ekulares Chaperon fir die richtige Faltung, vor

allem der Metaloproteasedomane und damit fur die enzymatische Aktivitat des Enzyms
2




EINLEITUNG

wichtig zu sein (Seals and Courtneidge, 2003). Auch im Fall von ADAM17 (TACE) fuhrt das
komplette Fehlen der Prodoméne (ADAM17APro) zu einem inaktiven Protein (Milla et al.,
1999).

Viele ADAMs besitzen am Ende ihrer Prodoméne die Furin-Erkennungssequenz
RXK/RR, was die Vermutung nahe legt, dass die Entfernung der Prodoméane in vivo durch
Proprotein-Konvertasen wie zum Beispiel Furin erfolgt. Fir ADAM9 und ADAM15 konnte
die Aktivierung durch Furin in vitro gezeigt werden (Roghani et al., 1999; Lum et al., 1998).
Im Fall von ADAM10 konnte eine Aktivierung in vivo durch Furin und vor allem durch die
Proprotein-Konvertasen 7 (PC7) nachgewiesen werden (Anders et al., 2001). Bei ADAM17
(TACE) konnte als eine weitere Funktion der Prodoméne gezeigt werden, dass sie fir die
Sekretion dieses Enzyms eine wichtige Rolle spielt (Millaet al., 1999; Leonard et al., 2005).

M etall oproteasedomane:

In ihrer katalytisch aktiven Doméne enthalten die ADAMs das schon erwdhnte
charakteristische Zinkbindungsmotiv HEXXHXXGXXH. Doch nicht bei alen ADAMs ist
dieses Motiv vollstdndig, und somit sind auch nicht alle von ihnen proteolytisch aktiv
(Wolfsberg et al., 1995; Wolfsberg und White, 1996). Die Mitglieder mit einer intakten
Zinkbindungsstelle enthalten in ihrer Prodoméne einen konservierten Cystein-Rest und

koénnen vermutlich Uber einen , Cystein-Switch*-Mechanismus aktiviert werden (Loechel et
al., 1998 & 1999). Dabei handelt es sich um einen wichtigen Mechanismus zur Regulation
der Enzymaktivitét von Zink-Metalloproteinasen (Springman et al., 1990; Van Wart und
Birdedal-Hansen, 1990). Im inaktiven Zustand interagiert die SH-Gruppe dieses konservierten
Cystein-Rests aus der Prodomédne mit dem Zink-lon im aktiven Zentrum des Enzyms.
Dadurch wird die Bildung des Wasser-Zink-Komplexes, der fur die katalytische Aktivitdt des
Enzyms essentiell ist, verhindert (Springman et al., 1990). Unter dem , Cystein-Switch®
versteht man nun die Zerstérung des Cystein-Zink-Komplexes. Der Austausch von Cystein
gegen Wasser weist dem Zink-lon, das bis dahin nur strukturstabilisierende Funktion besitzt,

eine katalytische Funktion zu.

Disintegrin-ghnliche Domane:

Uber ihre Disintegrin-ghnliche Doméne konnen ADAMs verschiedene Integrine
erkennen und binden, so dass diese Doméne eine essentielle Rolle bei Zell-Zell- und Zell-
Matrix-Kontakten spielen konnte (Wolfsberg und White, 1996; White, 2003; Bridges et al.,
2004).
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Cystein-reiche Doméne:

Die Funktion der Cystein-reichen Doméne konnte bis jetzt nicht eindeutig geklart
werden. Aufgrund der vielen Cystein-Reste liegt die Vermutung nahe, dass diese Doméane
durch die Bildung von Disulfidbriicken eine strukturelle Funktion Ubernimmt und die
Orientierung der Doméanen zueinander und damit deren Funktion beeinflusst (Fox und
Bjarnason, 1996). Fir ADAM17 (TACE) konnte gezeigt werden, dass sie eine Rolle beim
Entfernen der Prodoméne spielen kdnnte (Milla et al., 1999). Es ist wahrscheinlich, dass die
Cystein-reiche Doméane die Bindungskapazitédt der Disintegrin-dhnlichen Doméane unterstitzt
und ihr dadurch eine gewisse Spezifitét verleiht (Seals and Courtneidge, 2003). So konnte fiir
ADAM12 gezeigt werden, dass die Cystein-reiche Doméne in vitro mit Syndecan interagieren
und auf diese Weise die Integrin-abhéngige Ausbreitung von mesenchymalen Zellen
vermitteln kann (Iba et al., 2000; White, 2003). Ferner wére eine Wechselwirkung der
Cystein-reichen Doméne mit dem Substrat denkbar, um durch diese intramolekulare
Kooperation die Funktion und Spezifitét der Metalloproteasedoméne zu verstarken (Smith et
al., 2002).

Im C-terminalen Bereich der Cystein-reichen Doméne befindet sich bei den meisten
ADAMSs ein EGF-ahnlicher Bereich. Ferner besitzen einige ADAMs (ADAM1, 9, 11 und 12)
einen einem viralen Fusionspeptid dhnelnden Bereich (Wolfsberg und White, 1996), der bei
Zellfusionsprozessen eine Rolle spielen kénnte (Huovila et al., 1996; Bigler et al., 1997).

Cytoplasmatische Domane:

Die cytoplasmatische Doméne der ADAMSs ist im Bezug auf ihre Sequenz und Lange
sehr variabel (Seals and Courtneidge, 2003). Viele der ADAMSs, einschlieldich ADAMO,
ADAM10 und ADAM17 enthalten Prolin-reiche Sequenzen, die als Bindungsstellen fur
Signalmolekile mit SH3-Doménen dienen kénnen (Pawson, 1995). Ferner sind potentielle
Phosphorylierungsstellen vorhanden. So kann zum Beispiel ADAM9 mit der katalytischen
Domane der Proteinkinase C assoziieren und durch sie in vitro phosphoryliert werden (Inzumi
et al., 1998; Seals and Courtneidge, 2003).

1.1.2 Biologische Funktionen der ADAMS
Gegenwartig sind 29 ADAMs bekannt, von denen vermutlich 17, basierend auf dem

Vorhandensein eines vollstéandigen Zinkbindungsmotivs in ihrer Metalloproteasedoméne,
katalytisch aktiv sind (Primakoff und Myles, 2000; White, 2003).
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Die biologischen Funktionen der ADAMs sind sehr vielseitig. Mit Hilfe ihrer
Disintegrin-dhnlichen Domane spielen sie u. a. eine wichtige Rolle bei Zellfusionsprozessen.
Alsein Beispiel fir einen solchen Fusionsprozess sei hier die Verschmelzung von Eizelle und
Spermium erwéghnt (Huovila et al., 1996; Snell und White, 1996). Die daran beteiligten
Proteine ADAM1 (Fertilina) und ADAM2 (Fertilin3) bilden ein Heterodimer auf der
Spermienoberflache. Die beiden Untereinheiten werden wéhrend der Spermatogenese
prozessiert und bestehen daraufhin nur noch aus der Disintegrin-dhnlichen, der Cystein-
reichen, der Transmembran- und der cytoplasmatischen Doméane (Bigler et al., 1997). Fur die
Erkennung und Bindung an das Integrin a6B1 in der unbefruchteten Eizelle spielt die
Disintegrin-dhnliche Domane von ADAM2 eine wichtige Rolle (Almeida et al., 1995;
Huovila et al., 1996). Durch die Bindung von ADAM2 an das Integrin erfolgt im
vorliegenden Heterodimer eine Konformationsanderung, die bei der ADAM 1-Untereinheit
die Exponierung ihrer potentiellen Fusionspeptid-Doméne bewirkt. Dadurch kann ADAM1
mit der Eizelle in Kontakt treten und die Fusion von Eizelle und Spermium induzieren
(Huovilaet al., 1996; Snell und White, 1996).

Ein anderes Beispiel hildet die Fusion von Myoblasten zu Myotuben, die durch
ADAM12 (Melprina) vermittelt wird (Yagami-Hiromasa et al., 1995). Dabei kann die
Expression einer |oslichen Form von ADAM12 in Mausen eine denovo Myogenese
induzieren (Primakoff und Myles, 2000). Ferner besitzt ADAM12 auch Protease-Aktivitét,
wobei die physiologischen Substrate bisher unbekannt sind (Primakoff und Myles, 2000).

Eine weitere wichtige physiologische Rolle spielen einige proteolytisch aktive ADAMs
in einem als ,Shedding” bezeichneten Prozess. Darunter versteht man die proteolytische
Freisetzung von membransténdigen Proteinen der Zelloberflache in den Extrazellul&rraum.
Diese Freisetzung kann man bei einer Viezahl von membransténdigen Enzymen,
Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren, Zelladhasionsmolekilen, Leukozytenantigenen,
virdlen Membranproteinen und Proteinen wie dem Amyloid-Vorlaufer-Protein (APP)
beobachten (Hooper et al., 1997; Kahn et al., 1994; Mohler et al., 1994; Brakebusch et al.,
1994; Massagué und Pandiella, 1993; Ehlers und Riordan, 1991).

Durch eine spezielle Klasse von Metalloprotease-Inhibitoren, den Hydroxamat-
Inhibitoren, kann dieser Prozess unterdriickt werden. Bei den Hydroxamat-Derivaten handelt
es sich um Chelatbildner, d.h. das im katalytischen Zentrum vorhandene Zink wird

komplexiert und kann keine enzymatische Reaktion unterstiitzen (Hooper et al., 1997).
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1.1.3 Die, Sheddasen": ADAM 10, ADAM 17 und ADAM9
Im Folgenden sollen die drel als ,Sheddasen bzw. , Sekretasen katalytisch aktiven
ADAMs vorgestellt werden, die aktuell als mogliche a-Sekretase-Kandidaten bel der

Alzheimer’ schen Erkrankung in Betracht gezogen werden (siehe auch 1.3.3).

ADAM10:

Bei ADAM10 handelt es sich vermutlich um eine a-Sekretase, die durch die Spaltung
ihres Substrats, dem Amyloid-Vorlaufer-Protein (APP), die Bildung von Amyloid-Plagues
wahrend der Alzheimer’ schen Krankheit verhindert und damit einen interessanten Kandidaten
fur die medizinische Behandlung dieser Krankheit darstellt (Lammich et al., 1999; Kojro et
al., 2001; siehe 1.3).

ADAM10 wurde erstmals aus Rindergehirnen isoliert (Chantry et al., 1989). Es spaltet
in vitro das Myelin-Basic-Protein (Howard und Glynn, 1995), wobei nicht sicher ist, ob dieses
Protein ein natirliches Substrat fir ADAM 10 darstellt und auch in vivo gespalten wird. Auch
Peptidsubstrate, die auf der Sequenz des Tumor-Nekrose-Faktors a (TNFa) basieren, werden
von ADAM10 invitro spezifisch gespaltet (Lunn et al., 1997, Rosendahl et al., 1997).
Lammich et al. (1999) konnten zeigen, dass ADAM10 aus der Sequenz des Amyloid-
Vorlaufer-Proteins (APP) abgeleitete Peptidsubstrate spalten kann. Aufgrund dieser
Beobachtung wurde zum ersten Mal die Uberlegung angestellt, dass die besagte o-Sekretase
und ADAMI10 identisch sein konnten. Dafur sprechen zahlreiche Eigenschaften von
ADAMIO0, die auch fur die gesuchte a-Sekretase beschrieben wurden. Zum Beispiel stimmt
das Inhibitionsspektrum von ADAM10 mit der beschriebenen Inhibierung der a-Sekretase-
Aktivitét Uberein (Roberts et al., 1994). Die a-Sekretase ist ein integrales Membranprotein,
das durch Hydroxamsaure-Derivate wie zum Beispiel Batimastat, Marimastat und BB2116
inhibiert werden kann (Parvathy et al., 1999).

Nach Uberexpression von bovinem ADAM10 in HEK-Zellen (human embryonic kidney)
konnte ebenfalls eine erhthte a-Sekretase-Aktivitat beobachtet werden. Diese basale Aktivitét
konnte durch die Stimulierung der Proteinkinase C mittels Phorbolester (z.B. PMA) noch um
ein Vielfaches gesteigert werden (Lammich et al., 1999), was ebenfalls ein Charakteristikum
der in der Literatur beschriebenen o-Sekretase darstellt (Hung et al., 1993; Buxbaum et al.,
1993). Durch eine dominant negative Form von ADAM10, bei der eine Punktmutation
vorliegt, die den konservierten Glutaminsaurerest im HEXXH-Zinkbindungsmotiv betrifft,
wurde die zelluldre a-Sekretase-Aktivitét deutlich gehemmt (Lammich et al., 1999).
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ADAM10 wird in Neuronen im menschlichen und im Maus-Gehirn exprimiert
(Marcinkiewicz und Seidah, 2000). In diesem Zusammenhang sei noch die Splicevariante von
ADAM10 vorgestellt, die auf mRNA-Basis im menschlichen Gehirn nachgewiesen werden
konnte (Yavari et al., 1998). Das potentielle Protein wirde dabei in |6slicher Form vorliegen
und wenige Aminosauren nach der Disintegrin-ahnlichen Doméane enden.

Das ADAM10-Homologon KUZ in der Fruchtfliege Drosophila melanogaster erfillt
dort eine entscheidende Funktion bei der Neurogenese und wahrend der
Embryonalentwicklung (Rooke et al., 1996; Fambrough et al., 1996). Wahrend der
Neurogenese ist es an der selektiven Ausbildung neuronaler Zellen beteiligt, die durch die
Spaltung des fur die Embryonaentwicklung notwendigen Transmembranrezeptors Notch
erfolgt (Pan und Rubin, 1997). Auch in ADAM10-defizienten Mausen ist der Notch-
Signalweg gestort, was fir ADAM10 als hauptséachliche Notch-Sheddase sprechen kdnnte
(Hartmann et al., 2002; Huovila et al., 2005).

ADAM1Y:

ADAM17 (TACE; TNF a converting enzyme) ist eine weitere Sekretase aus der ADAM-
Familie. Dieses Enzym ist fur die Bildung des I6slichen Tumor-Nekrose-Faktors o (TNFa)
invivo verantwortlich (Moss et al., 1997; Black et al., 1997). Bei TNF a handelt es sich um
ein Cytokin, das bei Entzindungsprozessen eine wichtige physiologische Rolle spielt
(Kriegler et al., 1988). Ferner konnte auch fir TACE durch die Phorbolester-induzierte
Stimulierung der Proteinkinase C eine a-Sekretase-Aktivitdt nachgewiesen werden (Buxbaum
et al., 1998). Dass jedoch nicht TACE dleine als a-Sekretase wirkt, wurde durch die
Beobachtung gestiitzt, dass in TACE-defizienten Zellen immer noch eine Restaktivitét der a-
Sekretase nachgewiesen werden konnte, die alerdings nicht mehr durch Phorbolester zu
steigern war (Buxbaum et al., 1998). Bei der Spaltung des fir die Embryonalentwicklung
wichtigen Notch scheint neben ADAM10 auch TACE involviert zu sein (Huovila et al., 2005;
Esler und Wolfe, 2001; Brou et al., 2000). Ferner reguliert es die Signalwirkung
verschiedener Wachstumsfaktoren wie zum Beispiel TGFa (Huovilaet al., 2005).

ADAMO:

Die Sekretase ADAMO ist fur die Freisetzung des l6sichen Heparin-bindenden EGF-
dhnlichen Wachstumsfaktors aus seiner membrangebundenen Vorstufe verantwortlich
(Inzumi et al., 1998). Auch fir ADAM9 (= MDC9 bzw. Meltriny) konnte eine durch
Phorbolester aktivierte a-Sekretase-Aktivitét gezeigt werden (Koike et al., 1999), alerdings
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gpaltet es das Amyloid-Vorlaufer-Protein nicht an der spezifischen o-Sekretase-Spaltstelle
(Roghani et al., 1999).

1.2 DIE ALZHEIMER’SCHE ERKRANKUNG

Bei der Alzheimer’ schen Erkrankung handelt es sich um die haufigste Form der Alters-
demenz. Die typischen Symptome sind Storungen des Kurzzeitgedachtnisses und des
Orientierungsvermdgens, Wahrnehmungsschwierigkeiten, der Verlust des logischen Denkens,
des Sprachvermdgens und die Beeintrachtigung des Langzeitgedachtnisses bis hin zur
Amnesie. Die Krankheit tritt in 90-95 % der Falle sporadisch auf und bricht in der Regel nach
dem 65. Lebengahr aus (,late onset*). Bei 5-10 % der Félle ist die Ursache der Krankheit
genetischen Ursprungs (Haass, 1996; Koo et al., 1999). In diesen Falen kommt es vor dem
65. Lebengahr zum Ausbruch der Krankheit (, early onset*).

1.2.1 Neurofibrillare Biindel und Amyloid-Plagues

Als charakteristische pathologische Merkmale der Alzheimer’schen Krankheit kdnnen
das Auftreten von intrazelluldren neurofibrill&ren Bindeln und die massive Bildung von
Eiweil3ablagerungen (Amyloid-Plagues) im extrazelluldren Raum des Gehirns (Cortex und
Hippocampus) und im cerebralen BlutgefaRsystem genannt werden (Ubersicht von Selkoe,
1999). Im Bezug auf das chronologische Auftreten von neurofibrillaren Bindeln und
Amyloid-Plaques bei der Alzheimer’schen Krankheit geht man davon aus, dass die Bildung
von neurofibrilléren Bindeln einer cytologischen Antwort der Neurone auf die schrittweise
Akkumulation von AB-Peptiden (siehe 1.2.2) entspricht (Amyloid-Kaskade-Hypothese; Oddo
et a, 2004; Selkoe, 2004; Hardy und Selkoe, 2002).

Neurofibrillare Bindel bestehen aus dem unphysiologisch hyperphosphorylierten
Mikrotubuli-assoziierten Protein Tau, das in gesundem neuronalem Gewebe fir die
Stabilisierung der axonalen Mikrotubuli wichtig ist. Durch die Hyperphosphorylierung wird
das normalerweise 16sliche Tau unldslich und es folgt die Bildung von gepaarten, helikal
gewundenen Filamenten (Goedert und Spillantini, 2000), die oft mit Ubiquitin komplexiert
vorliegen (Selkoe, 2004). Diese helikalen Filamente findet man nicht nur in den neuronalen
Zellkorpern, sondern auch in vielen der dystrophen Neuriten (degenerierte Axone und
Dentriten), die die Amyloid-Plaques umgeben. Die neurofibrilldren Blndel treten jedoch nicht
nur bei der Alzheimer’ schen Krankheit auf. Man findet sie auch bei anderen neurol ogischen

Erkrankungen, zum Beispiel Morbus Parkinson (Koo et al., 1999).
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Bei den fur die Alzheimer’ sche Krankheit charakteristischen Amyloid-Plagues handelt es
sich um extrazellulére Eiweif3ablagerungen, die aus unlGdichen, zusammen gelagerten
Amyloidfilamenten bestehen. Die Hauptkomponente dieser Plaques stellt das Amyloid-[3-
Peptid (AB) dar, ein extrem hydrophobes Protein von 4042 Aminosauren Lange (A340 und
AB42; Selkoe, 2004). Da A unter Zellkulturbedingungen neurotoxische Eigenschaften zeigt
(Ubersicht von Yankner, 1996), scheint es fur die neurodegenerativen Effekte der
Alzheimer’schen Erkrankung verantwortlich zu sein. Aktuelle Studien gehen zum Beispiel
davon aus, dass noch nicht in Fibrillen vorliegende AB-Oligomere fir die Zerstérung der
Synapsenfunktion verantwortlich sein koénnten. Unterstiitzt wird dies durch die starke
Korrelation zwischen dem Verlust der Synapsen bzw. ihrer Funktion und dem Grad des
dadurch hervorgerufenen klinischen Bilds der Alzheimer’schen Erkrankung, wohingegen
diese bei dem zeitlichen und réumlichen Auftreten von Amyloid-Ablagerungen in senilen
Plagues und der Schwere der Demenz nicht immer besteht (Tanzi, 2005; Snyder et al., 2005).

Bel neuritischen Plaques ist der Amyloidkern von degenerierten Axonen und Dentriten
sowie von aktiven Mikrogliazellen und reaktiven Astrocyten umgeben (Selkoe, 2004).
Vermutlich stellen sie das Endstadium der Plaguebildung dar. Eine andere Form der Plaques,
die diffusen Plagues, beinhalten AB-Peptide, die noch keine Amyloidfibrillen ausgebildet
haben. In ihrer Umgebung treten keine bzw. nur wenige zelluléren Veranderungen auf. Diese
Form der Plagues wird auch as ,pré-amyloid” bezeichnet. Sie bestehen hauptséchlich aus
AB42, das eher zur Aggregation neigt, als das kirzere und weniger hydrophobe A340, und die
Ablagerung weiterer Amyloidfibrillen induziert. Man geht deshalb davon aus, dass Af-
Plaques nicht nur in diesen beiden Extremformen vorliegen, sondern zwischen ihnen ein
zeitliches Kontinuum besteht von der Entwicklung von nichtfibrilléaren hin zu fibrilléaren
Strukturen, die von den Verédnderungen der angrenzenden Neuronen und Gliazellen in
unterschiedlichem Mal3e begleitet wird. Es sei noch erwéhnt, dass diffuse Plaque-Formen
auch in Gehirnen &terer Menschen mit normalen kognitiven Fahigkeiten zu finden sind
(Selkoe, 1999 und 2004).

1.2.2 DieProzessierung des Amyloid-Vorlaufer-Proteins

Die physiologische Rolle des einem Zelloberflachenrezeptor &hnelnden Amyloid-
Vorlaufer-Proteins (APP) ist bisher noch nicht geklart. Mdoglicherweise konnte die
membrangebundene, wie auch die sezernierte Form, in Zell-Zell- und Zdl-Matrix-Wechsel -
wirkungen sowie in die Regulation des Zellwachstums involviert sein, da APPin der Lage ist,
an die extrazellulare Matrix zu binden (Roch et al., 1992; Milward et al., 1992; Saitoh et al.,
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1989; Schubert et al., 1989). F-Spondin, ein neuronales sekretiertes Signalmolekdl, das bei
der Entwicklung und Reparatur von Neuronen eine Rolle spielt, kann invitro an die
extrazelluldre Domane von APP binden und seine Spaltung durch die a- und die (3-Sekretase
verhindern. Die physiologische Relevanz dieser Beobachtung ist jedoch noch ungekléart (Ho
und Sidhof, 2004).

Das Amyloid-Vorlaufer-Protein kommt meist in drei Splicevarianten von 695, 751 bzw.
770 Aminosduren Lange vor. APPsgs wird Uberwiegend in Neuronen exprimiert (Wertkin et
al., 1993), wéahrend die beiden anderen Isoformen auch in nicht neuronalen Geweben

vorkommen.
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Abb. 1.2: Schematische Dar stellung von APPggs
Dargestellt sind die Sequenz des AB-Peptids (unterstrichener Bereich) und die entsprechenden
a-, B- und y-Sekretase-Spaltstellen. Die der Sequenz beigefligten Zahlen bezeichnen Positionen
von Punktmutationen (ebenfalls angegeben sind die entsprechenden ausgetauschten
Aminosduren), die zu einigen Fallen der vererbbaren Alzheimer‘ schen Krankheit fuhren.
TM = Transmembran-Doméne, CHO = Glykosylierungsstellen

APP kann zwei unterschiedliche Prozessi erungswege durchlaufen.

Uber den amyloidogenen Weg erfolgt durch zwei aufeinander folgende proteolytische
Spaltungen die Freisetzung des AB-Peptids aus dem Vorléufer APP (Kang et al., 1987; Haass
und Selkoe, 1993). Die N-terminale Spaltung zur Freisetzung des AB-Peptids (siehe Abb. 1.3)
erfolgt durch die Aspartatprotease BACE (beta-site APP-cleaving enzyme 1; BACE), ein
Typ-1-Membranprotein (Citron et al., 1995; Hussain et al., 1999; Sinha et al., 1999; Vassar et
al., 1999; Yan et al., 1999). Die Spaltung durch BACE erfolgt entsprechend dem sauren pH-
Optimum des Enzyms vorzugsweise in den Endosomen nach der Reinternalisierung des an
der Zelloberflache vorhandenen APP (Parvathy et al., 1999; Haass, 2004). Dabei entsteht zum
einen das |6sliche APP-Derivat APPSB und zum anderen ein ca 12kD grof3es,
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membranverankertes Spaltfragment von 99 Aminosdureresten Lange (C99). Dieses
Spaltfragment wird daraufhin durch die y-Sekretase weiter prozessiert zu A40 bzw. A342.
Die y-Sekretase ist ein Proteinkomplex, der sich vermutlich aus mindestens vier
Membranproteinen zusammensetzt. Eines davon ist das Presenilin. Dabei handelt es sich um
ein Membranprotein mit acht Transmembran-Doménen (TM-Doméne). Durch eine endo-
proteolytische Spaltung in der cytoplasmatischen Schleife zwischen den TM-Doménen 6 und
7, die jeweils einen der beiden fir die Substratspaltung wichtigen konservierten Aspartat-
Reste tragen, entsteht ein stabiles Presenilin-Heterodimer, das das katalytisch aktive Zentrum
der y-Sekretase darstellt (Wolfe et al., 1999; Haass und Mandelkow, 1999; Haass und Steiner,
2002; Kimberly et al., 2003). Mit Presenilin assoziiert liegt eine hochglykosylierte Form von
Nicastrin sowie die Membranproteine APH-1 (anterior pharynx-defective phenotype) und
PEN-2 (PS-enhancer) vor, die fur die das Presenilin aktivierende Endoproteolyse und die y-
Sekretaseaktivitat essentiell sind (Kimberly et al., 2003; De Strooper, 2003).

Das AB-Peptid wird von gesunden Zellen das ganze Leben Uber gebildet und kann in der
cerebrospinalen Flissigkeit nachgewiesen werden. Von der in Nervenzellen produzierten AB-
Gesamtmenge macht A340 einen Anteil von 90% und A342 einen Anteil von 10% aus (Haass
et al., 1992; Shoji et al., 1992; Seubert et al., 1992; Selkoe, 2004). Bei der Alzheimer’ schen
Erkrankung wird die Produktion von A340 und des hoch amyloidogenen AB42 durch die mit
dieser Krankheit assoziierten Mutationen gesteigert. Diese Mutationen kénnen zum einen das
APP-Gen und zum anderen die Gene der Preseniline 1 und 2 betreffen, was zur erhéhten
Produktion von A342 fuhrt. Die meisten Mutationen, die mit der familiéren Alzheimer’ schen
Erkrankung assoziiert sind, liegen im Presenilin 1-Gen vor (Haass und Steiner, 2002; Selkoe,
2001a8). Mittlerweile konnten Uber 100 autosomal dominante Presenilin-Punktmutationen
identifiziert werden, die ale den friihen Ausbruch der Alzheimer’schen Krankheit bewirken
(Haass, 2004). Des Weiteren kann die Veranderung des Flief3gleichgewichts von AR als
Verursacher der Krankheit genannt werden. Als ein Risikofaktor daflir sei der genetische
Polymorphismus im Apolipoprotein E4-Gen erwahnt, der eine erhthte -Amyloid-Plaque-
Dichte und Ablagerungen in den Geféf3en dadurch bewirken kann, dass es die Stabilitét von
AR erhoht und somit dessen Akkumulation fordert (Strittmatter et al., 1993; Selkoe, 1999;
Selkoe 2004). Eine weitere Ursache fur die AP-Akkumulation bildet vermutlich der
Funktionsverlust von A-Peptid-abbauenden Proteasen, die normalerweise das endogen

produzierte AB-Peptid kurz nach seiner Freisetzung degradieren. Kandidaten daf ir waren zum
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Beispiel Neprilysin, das Insulin-Degrading-Enzym (Selkoe, 2001b; Carson und Turner, 2002;
Farris et al., 2003) und das Endothelin-Converting-Enzym (Eckman et al., 2003).

Antiamyloidogenic Amyloidogenic

No plaque formation Plaque formation
-
APP
SAPPo SAPPp
ngﬁlr]cr:pmr?tw\}e not neurotrophic oligggem Amyloid plague
BACE1
— AB
ADAM B S"—P{'—P
— )
p3< o e
4—7—1 [ BRI ii{—y'* 1 '
AICDS o oo AICD Imﬂfam‘gm
<€ T } >

ADAM10 overexpression, Inhibition of B-, y-secretase
second messenger cascades activated

Abb. 1.3 Proteolytische Prozessierung von APP durch a-, B- und y-Sekretase
aus: Lichtenthaler und Haass (2004)

Amyloidogener Weg: Die Spaltung von APP durch (3- und y-Sekretase fuhrt zur Bildung von
ApB-Peptiden und der intrazelluléren Doméne von APP (AICD). Die AB-Peptide werden
sekretiert und aggregieren zu Oligomeren. Diese AB-Oligomere sind sehr toxisch und
bewirken eine Verschlechterung der Synapsen-Plastizitét. Letztendlich werden grofze Mengen
an AB-Peptiden als Amyloid-Plagues abgel agert.

Nicht-amyloidogener Weg: Die Spaltung von APP durch die a-Sekretase liefert das neuro-
trophe und neuroprotektive APPsa.

Neben diesem amyloidogenen APP-Prozessierungsweg wird APP zum grofdten Teil Uber
den konstitutiv sekretorischen Weg durch eine a-Sekretase an der Zellmembran prozessiert
(Parvathy et al., 1999). In diesem Fall erfolgt die Spaltung von APP 12 Aminoséurereste N-
terminal zur Transmembranregion, d.h. innerhalb der B-Amyloidregion zwischen K* und L*,
was die Produktion von A3 und damit die Bildung von Amyloid-Plaques verhindert (Esch et
al., 1990; Maruyama et al., 1991; Sisodia, 1992; Selkoe, 2004). Durch die Prozessierung
werden 10sliche APP-Derivate (APPsa) mit einer Grof3e von 105 bis 125 kD gebildet und in
den Extrazelluldrraum abgegeben. APPsa wirkt neuroprotektiv und fordert das Lernvermdgen
und die kognitiven Fahigkeiten (Meziane et al., 1998). Ferner wirkt es auf Zellen

wachstumsférdernd und verstérkt die Zell-Zell- und Zell-Substrat-Adhésion (Selkoe, 2004).
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Das nach der a-Sekretasespaltung Ubrig gebliebene membrangebundene C-terminae
Fragment p10 (83 Aminosdurereste; C83) kann durch die y-Sekretase weiter zu einem 3 kD
grofRem Fragment p3 gespalten werden (Haass et al., 1992).

Der durch die a- bzw. (3- und y-Sekretasespaltung freigewordene intrazellulére Teil von
APP (AICD) wird ins Cytoplasma entlassen. Dieses Fragment ist sehr instabil, kann jedoch
durch die Komplexbildung mit dem nukledren Adaptorprotein Fe65 und der Histon-
Acetyltransferase TIP60 stabilisiert und in den Zellkern transportiert werden (Kimberly et al.,
2001; Cao und Sudhof, 2001; Sastre et al., 2001; Kopan und llagan, 2004). Dort kann dieser
Komplex einige durch NF-xB regulierte Gene aktivieren, wobei noch wenig tber potentielle
physiologische Zielgene bekannt ist (Baek et al., 2002). Als ein Komplex-Bindungskandidat
wurde der KAIll-Promotor identifiziert (Kopan und Ilagan, 2004). KAI1 gehort zur
Proteinfamilie der Tetraspanine und agiert al's Tumormetastasen-Suppressor (Maecker et al.,
1997). Da viele Oberflachenrezeptoren und Zelladhéasionsmolekiile, die die Funktionen des
Cytoskeletts regulieren, von KAIL1 beeinflusst werden, l&sst sich dartiber spekulieren, ob
KAIL1 zu spateren pathologischen Ereignissen beitragt (Maecker et al., 1997; Beak et al.,
2002).

1.2.3 Mutationen innerhalb der AB-Region

Ldsliche APB40-Monomere werden normalerweise von den Neuronen zu den cerebralen
Gefél3systemen transportiert und dort ins Blut abgegeben (Herzig et al., 2004). Wahrend
Mutationen in der N&he der [3-Sekretase-Spaltstelle, durch die Erhdhung der totalen Ap-
Peptidmenge, und der y-Sekretase-Spaltstelle, durch die Zunahme von AB42, den ,early-
onset* der Alzheimer'schen Erkrankung bewirken (Gandy, 2005), zeichnen sich die in
unmittelbarer Nahe der o-Sekretase-Spaltstelle vorliegenden eher durch unterschiedliche
Auswirkungen auf den Verlauf der Demenz aus. Diese Mutationen liegen dabei innerhalb der
AB-Region konzentriert an den Positionen 21 bis 23 vor und werden als Flemish (A21G),
Dutch (E22Q), Italian (E22K), Arctic (E22G) und lowa (D23N) bezeichnet (siehe Abb. 1.4).
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Residue no.
12 16 23 28
VaI-His-His-GIn{} Lys-Leu-'\.-’al-Phe-F-‘he-AIa—GIu-ASp)-Val-GI}hSer-Asn-Lys

tt

8
Flemish Gly  Gly (G) Arctic 3
GIn (Q) Dutch} é
Lys (K) ltalian_) 2
Ala (A) a
Val (V)
Abb.14 Mutationen an den Positionen 21 und 22 innerhalb der AB-Sequenz

aus: Péivio et al., 2004
Dargestellt ist ein Ausschnitt der AB-Sequenz, die Aminosduren 12-28 umfassend. Die
Spaltstelle der a-Sekretase liegt innerhalb der AB-Sequenz an der Position Lys'®|Leu?’.

Bei Tragern der Flemish-, Italian- und Dutch-Mutation unterscheidet sich der klinische
Phanotyp von dem der Alzheimer’schen Erkrankung und wird vor allem durch vaskuldre
Symptome wie der Cerebral Amyloid Angiopathy (CAA), d.h. die Ablagerung von A[340-
Peptiden in den die Endothelzellen von cerebralen Blutgeféen umgebenden glatten
Muskelzellen, charakterisiert (Melchor et a., 2000; Miravalle et al., 2000; Demeester et al.,
2001; Walsh et al., 2001). Als Folge daraus degenerieren diese Muskelzellen und zerstéren
die Integritét der Gefélwande (Van Nostrand et al., 2001).

Des Weiteren haben die verschiedenen Mutationen unterschiedliche phanotypischen
Auswirkungen. Der durch die Dutch-Mutation ausgel 6ste Phanotyp entspricht demnach eher
einer Multi-Infarkt-Demenz, die sich durch besonders ausgeprégte cerebrovaskulére AB-
Ablagerungen, ausgel6st durch die hohere Interaktionsfahigkeit der veranderten AB-Formen
mit den entsprechenden Oberflachenmolekilen auf den Endothel zellen auszeichnet (Walsh et
al., 2001; Van Nostrand et al., 2001). Typisch fur die Trager dieser Mutation sind angeborene
Gehirnblutungen mit Amylodose (hereditary cerebra hemorrhage with amylodosis,
HCHWA), die auch bel Tragern der Italian-Mutation eine wichtige Rolle spielen (Irie et al.,
2005). Daneben treten keine kompakten parenchymalen, sondern eher vereinzelte diffuse
Amyloid Plagues, auf; ganz selten findet man neurofibrillére Bindel (Walsh et al., 2001,
Herzig et al., 2004; Ghiso und Wisniewski, 2004).

Dagegen weisen Trager der Flemish-Mutation besonders frih eine aggressive Form der
Alzheimer’ schen Erkrankung mit ungewdhnlich grof3en senilen Plagues auf, die beschleunigt
zu Verletzungen und zum Absterben von Neuronen fuhren (Walsh et al., 2001). Die hier im
Vergleich zum Dutch- und Italian-Typ deutlich schwécher ausgeprégte CAA wird vermutlich
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nicht durch veranderte fibrillogene Eigenschaften, sondern eher durch die hohe Menge an AB-
Peptiden, verursacht (Van Nostrand et al., 2001). Einzig die Trager der Arctic-Mutation
entwickeln einen klassischen Alzheimer-Phanotyp mit auffallenden parenchymalen Plagues
und keiner sichtbaren Erhéhung der cerebrovaskuldren Amyloid-Ablagerungen (Cheng et al.,
2004; Nislberth et al., 2001).

Die verschiedenen Mutationen beeinflussen die Plasmalevel von AB40 und Ap42
unterschiedlich. Wahrend die Mutationen Dutch, Italian und Arctic eine Reduktion des
Plasmalevels von APB40 und AB42 bewirken, d.h. diese eher zu einer verstérkten
Fibrillenbildung neigen, erfolgt durch die Flemish-Mutation ein Anstieg von A340- und
AB42-Mutanten (Nilsberth et al., 2001; Van Nostrand et al., 2001; Irie et al., 2005), die
weniger aggregieren, jedoch nicht minder neurotoxisch sind als der Wildtyp (Walsh et d.,
2001; Irie et al., 2005). Durch die verstérkte Peptidl6dichkeit und die Stabilitét der Aggregate
wird die Bildung groRerer Ablagerungen favorisiert (Walsh et al., 2001). Zusammenfassend
kann man sagen, dass die jeweilige Mutation an Position 22 eher die Bildung von Ap-
Peptiden mit veranderter Fahigkeit zur Fibrillenbildung und erhthter Toxizitét gegentber
cerebrovaskuldren Zellen zu bewirken scheinen (Miravalle et al., 2000), wéahrend die
Mutation an Position 21 (Flemish) eher die Produktion als die biochemischen Eigenschaften
von A beeinflusst (Van Nostrand et al., 2001).

Fur die Fibrillenbildung selbst scheint ein zentraler hydrophober Kern entsprechend den
Aminosauren 16-20 der AB-Sequenz wichtig zu sein (KLVFF-Motiv), so dass Mutationen an
Position 21-23 einen besonderen Einfluss auf die Struktureigenschaften der jeweiligen A-
Peptide austiben konnten, die wiederum in verschiedene fibrillogene Eigenschaften und
cytotoxische Effekte Ubersetzt werden. (Miravalle et al., 2000; Nilsberth et al., 2001; Walsh
et al., 2001; Serpell, 2000). Dabei scheint die Veranderung (Italian) oder sogar der Verlust der
Ladung (Dutch, Arctic) der an Position 22 vorliegenden Aminosaure fur die pathogenen
Eigenschaften der AB-Peptide verantwortlich zu sein, wahrend der Erhalt der Ladung an
Position 21 (Flemish) die Eigenschaften des Wildtyps konserviert (Miravalle et al., 2000;
Melchor et al., 2000). Eine andere Mdglichkeit wére, dass die durch die Mutationen an
Position 22 hervorgerufenen verdnderten sterischen Eigenschaften der Aminosduren-
Seitenkette und der damit verbundenen K onformationsénderungen des kompletten AB-Peptids
die Neurotoxizitdt und Aggregationsfahigkeiten beeinflusst (Irie et al., 2005; Paivio et al.,
2004; Murakami et al., 2002). Tatsachlich erfolgt durch die Dutch- und Italian-Mutation im
Vergleich zum Wildtyp eine beschleunigte Bildung von Protofibrillen in vitro, die bei der
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Arctic-Mutation noch eine weitere Steigerung erfahrt, wahrend sie bei der Flemish-Mutation
eher zurtickgeht und die AB-L6slichkeit zunimmt (Nilsberth et al., 2001).

Betrachtet man die fur die Bildung von Protofibrillen wichtige Sekundérstruktur der
jeweiligen AB-Peptide, so ist tatséchlich der Gehalt an 3-Faltblattstrukturen bei Dutch, Italian
und Arctic im Vergleich zum Wildtyp (34 %) deutlich erhoht (ca. 50 %), bei Flemish dagegen
reduziert (ca. 24 %; Murakami et al., 2002). Daneben liegt bei diesen Mutationen an der
Positon 22 und 23 (im Wildtyp erst an Position 26 und 27) ein ,,3-turn“ vor, der vermutlich
die Bildung stabiler intramolekularer antiparalleler B-Faltblétter und intermolekularer 3-
Faltblattstrukturen und damit die Fibrillenbildung induziert (Murakami et al., 2002 und 2003;
Morimoto et al., 2002; siehe Abb. 1.5). Er entspricht damit der Schllssel-Sekundérstruktur,
die mit der Neurotoxizitat und der Fahigkeit, Aggregate zu bilden, gekoppelt ist und erklart,
warum viele CAA-Mutationen an den Positionen 22 und 23 des AB-Peptids konzentriert
vorliegen (Irie et al., 2005).

a2A 40V
- 26K em—
S escacdceest 21N _ @ 1D
D
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22E ' : 965 23D :
# <° #
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* Ba : ' E
R e o o<

Abb.1.5 Pathologischen Konfor mation von AB42 (links) im Vergleich zu AB40 (rechts)
aus. Murakami et al., 2003

13 MOGLICHE THERAPEUTISCHE ANSATZE

Gegenwartig sind Arzneimittel im Gebrauch, die lediglich die Symptome der
Alzheimer’schen Erkrankung behandeln, wie zum Beispiel die Acetylcholinesterase-
Inhibitoren. Diese Inhibitoren helfen dem Gehirn, den Verlust an Neuronen zu kompensieren,
die Uber den Neurotransmitter Acetylcholin kommunizieren. Ein anderes Arzneimittel ist der
N-Methyl-D-Aspartat-Antagonist Memantin, der die Wirkung des Neurotransmitters
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Glutamat blockiert. Glutamat liegt in Gehirnen von Alzheimer-Patienten in zu grofien
Mengen vor, d.h. die durch Glutamat aktivierten Neurone werden Uberreizt und sterben ab.
Die genannten Medikamente bewirken zwar eine Verlangsamung des Krankheitsverlaufs, ein
direktes Eingreifen in das Krankheitsgeschehen erfolgt jedoch nicht (Helmuth, 2002; Selkoe,
2004).

Im Folgenden werden einige mogliche therapeutische Ansétze vorgestellt, die zum Ziel

haben, direkt in die Pathologie der Alzheimer’ schen Erkrankung einzugreifen.

1.3.1 Immunisierung mit AB-Peptiden und AB-Antikorpern

Viele Studien an APP-transgenen Mausen beschaftigen sich mit immunologischen
Methoden, um die Mengen an APB-Aggregaten zu reduzieren. Tatséchlich kann eine
Immunisierung mit AP-Peptiden die APB-Ablagerungen in den Gehirnen der Testmause
reduzieren und die daraus resultierenden Lerndefizite vermindern (Schenk et al., 1999;
Younkin, 2001; Janus et al., 2000; Morgan et al., 2000). Da die bel der Immunisierung
entwickelten anti-AB-Antikorper im Gehirn in der Lage sind, eine Vielfat an ApB-Spezies zu
binden (Mono-, Oligomere und Aggregate), konnten sie verschiedene Effekte hervorrufen,
wie zum Beispiel die Verstarkung der Phagocytose durch Gliazellen, die Neutralisierung der
toxischen AB-Spezies (Mono- und Oligomere) und die Inhibierung der Fibrillenbildung
(Younkin, 2001). Sogar die passive Gabe von monoklonalen anti-Ap-Antikorpern kann diese
AB-Beseitigung erreichen, so dass die Verabreichung aktiver Vakzine vermeidbar ist (Bard et
al., 2000). Die AB-Immuntherapie fuhrt jedoch nicht nur zur Reduktion der extrazelluldren
AB-Plagues, sondern auch zum Ruckgang der intrazelluléren Akkumulation von A3 und zur
Beseitigung friher Tau-Aggregate durch das Proteasom, wobei diese Beseitigung vom Tau-
Phosphorylisierungsgrad abhéngt. Hyperphosphorylierte Tau-Aggregate werden durch die
Antikorperbehandlung nicht beeinflusst (Oddo et al., 2004). Dies unterstiitzt die Amyloid-
Kaskade-Hypothese, die besagt, dass die AB-Akkumulation den Beginn der Alzheimer’ schen
Krankheit einleitet und die Hyperphosphorylierung von Tau mit anschliefender Bildung
neurofirbrillarer Bindel und spéterem Zelltod als Konsequenz der AB-Aggregation mit sich
bringt (Oddo et al., 2004; Hardy und Selkoe, 2002).

Die Gabe von AP42-Aggregaten an Patienten mit einer leichten bis moderaten
Alzheimer’ schen Erkrankung fuhrte bei einem kleinen Teil der Testpersonen, die einen hohen
Antikorpertiter entwickeln konnten, zu einer Verlangsamung ihres kognitiven Verfalls (Hock
et al., 2003). Da es jedoch in 6% der Falle zur Entwicklung einer Entziindungsreaktion im
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Zentralen Nervenssystem, dhnlich einer postvakzinalen Meningoencephalitis, kam, wurde

dieser Therapie-Versuch vorlaufig abgebrochen (Selkoe, 2004).

1.3.2 Inhibitoren der B-und y-Sekr etase

Eine andere Mdoglichkeit, in den Krankheitsverlauf der Alzheimer’ schen Erkrankung
einzugreifen, ist der Einsatz von Inhibitoren der (3- und y-Sekretase. Mit deren Entwicklung
sind hohe Anspriiche verknlpft: Die Substanzen mussen in der Lage sein, die Blut-Hirn-
Schranke zu passieren, um von den Neuronen aufgenommen zu werden. Ferner miissen sie
sehr selektiv wirken, um die Beeintréchtigung anderer intrazellulérer Proteasen und wichtiger
Signalwege zu minimieren.

Im Fal von BACE konnte gezeigt werden, dass BACE-defiziente Mause keinen
nachteiligen Phanotyp und keine detektierbaren Mengen an AP aufweisen (Roberds et al.,
2001). Da die Abwesenheit des Enzyms offensichtlich keine ernsthaften Konsequenzen fur
das Tier bedeutet, kbnnte BACE as Ziel einer Inhibierung in der Therapie gegen die
Alzheimer’ sche Erkrankung in Betracht gezogen werden (John et al., 2003). So kdnnte durch
die Inhibierung von BACE eine Forderung des nicht-amyloidogenen Weges, also die APP-
Spaltung durch die oa-Sekretase und damit indirekt eine Verstdrkung dieses
Prozessierungsweges, erfolgen (John et al., 2003). Und doch muss die Inhibierung spezifisch
auf die Spaltung von APP wirken, da fir BACE auch andere Substrate identifiziert wurden,
wie z.B. der P-Selectin Glycoprotein Ligand-1 (Lichtenthaler et al., 2003; Haass, 2004).
Hinzu kommt, dass BACE eine grof3e kataytische Substratbindungsstelle besitzt, was die
Herstellung kleiner spezifischer Inhibitoren erschwert (Lichtenthaler und Haass, 2004).

Im Falle einer Inhibierung der y-Sekretase muss beachtet werden, dass dieses Enzym
nicht nur fir die Spaltung von APP verantwortlich ist, sondern vermutlich eine Vielzahl von
Transmembranproteinen prozessiert (Kopan und llagan, 2004). Ein solches Transmembran-
protein ist der Zelloberflachen-Rezeptor Notch, der eine wichtige Rolle bei der Differen-
zierung von Zellen wahrend der Embryogenese und im adulten Organismus spielt (Artavanis-
Tsakonas et al., 1999). Die Entwicklung eines nur fur Ap-Produktion spezifischen Inhibitors,
der die anderen Prozessierungsmechanismen, an denen die y-Sekretase betelligt ist, nicht
betrifft, dirfte sich als schwierig erweisen. Optimal wére ein Inhibitor, der die y-Sekretase-
Aktivitét fur die entsprechenden Signalwege gestattet, die Ap-Produktion jedoch soweit
reduziert, dass die Bildung, Aggregation und Ablagerung von AR verzogert wird (Haass,
2004).
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Als madogliche ,y-Sekretase-Modulatoren” seien noch die NSAIDs (nonsteroidal
antiinflammatory drugs) erwahnt, die als spezifische Inhibitoren der Cyclooxygenase-1
agieren (zum Beispiel Ibuprofen). Sie beeinflussen die y-Sekretasespaltung von APP, was
eine Reduktion von AP42 zur Folge hat. Die Spaltung von Notch wird dadurch nicht
beeintrachtigt (Weggen et al., 2001; Selkoe, 2004).

1.3.3 Aktivierung der a-Sekretase

Als ein weiterer Therapieansatz sei die direkte Aktivierung des a-Sekretase-Wegs
genannt. Die Tatsache, dass die a-Sekretase durch die Spaltung innerhalb der A[B-Peptid-
Domane nicht nur die Bildung des neurotoxischen A-Peptids verhindert, sondern dadurch
auch die Bildung des neuroprotektiven APPsa bewirkt, gibt diesem Therapieweg den Vorzug.

Esist bekannt, dass die Proteolyse von APP durch die a-Sekretase durch Aktivatoren der
Proteinkinase C (PKC), wie zum Beispiel Phorbolester (z.B. PMA, Phorboldibutyrat), Uber
den basalen Level hinaus aktiviert werden kann. Aufl3erdem kann die Aktivierung von
Rezeptoren, die mit der PKC kommunizieren, eine Verstérkung der a-Sekretasespaltung bei
gleichzeitiger Reduzierung der (B-Spaltung von APP bewirken (Esler und Wolfe, 2001).
Ebenso konnen Agonisten der muscarinischen Rezeptorsubtypen M1 und M3 die APB-
Produktion reduzieren (Lin et al., 1999; Esler und Wolfe, 2001). Allerdings stellt die
Aktivierung der o-Sekretase Uber intrazelluldre Signalkaskaden eine eher unselektive
Methode mit unerwiinschten Nebeneffekten dar.

Aktuell kommen a's a-Sekretase ADAM10 (Lammich et al., 1999), ADAM 17 (Buxbaum
et al., 1998) und ADAMO9 (Koike et al., 1999) in Betracht, wobei noch unklar ist, ob nur eine
oder alle drei zusammen die physiologisch relevante a-Sekretase bilden (Lichtenthaler und
Haass, 2004). ADAM17 wird im Zentralen Nervensystem in Endothel- und Gliazellen
(Goddard et al., 2001), weniger in Neuronen exprimiert, und spielt daher vermutlich keine
relevante Rolle bei der Pathologie und Therapie der Alzheimer’schen Erkrankung, ganz im
Gegensatz zu ADAM9 und ADAM10, die in Neuronen im ganzen ZNS exprimiert werden
(Hartmann et al., 2002; Kérkkainen et al., 2000).

In situ-Hybridisierungsversuche an cortikalen Neuronen in Mausen wahrend der pr& und
postnatalen Entwicklung und im adulten Tier konnten weitere Hinweise auf die Art der a-
Sekretasespaltung liefern. Dabel scheint APP je nach Entwicklungsstadium im Gehirn mit
verschiedenen a-Sekretasen zusammen vorzuliegen. In frihen Stadien der Embryogenese

erfolgt die a-Sekretasespaltung hauptséchlich durch ADAM17, das dann im weiteren
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Entwicklungsverlauf in seiner Funktion als a-Sekretase von ADAM10 abgelost wird. Im
adulten Organismus Uberwiegt die a-Sekretase ADAM10 (Marcinkiewicz und Seidah, 2000).
Auch bei Hybridisierungsversuchen an Neuronen aus dem humanen Cortex konnte eine
Koexistenz von ADAM10 und APP nachgewiesen werden (Marcinkiewicz und Seidah,
2000). Was weiterhin fur ADAM10 als relevante a-Sekretase spricht ist die Tatsache, dassin
Blutpléttchen von Alzheimer-Patienten, die an der sporadisch auftretenden Form leiden, eine
signifikante Reduktion des ADAM10-Proteingehalts vorliegt. Ferner war sowohl die Menge
an APPsa, die durch die Blutpléttchen freigesetzt wurde als auch die in der cerebrospinalen
Flissigkeit von Alzheimer-Patienten stark herabgesetzt (Colciaghi et al., 2002).

Des Weiteren hangt die Aktivitét der a-Sekretase und wie auch die von ADAM10 vom
Cholesteringehalt der Zellmembran ab (Kojro et al.,, 2001). Nach der Behandlung
verschiedener neuronaler Zell-Linien mit Methyl-B-Cyclodextrin (Agens, das der Zelle
Cholesterin entzieht) erfolgte eine deutlich erhohte APPsa-Sekretion, d. h. eine niedrige
zelluldre Cholesterinmenge fordert den nicht-amyloidogenen a-Sekretase-Weg und verringert
die AB-Sekretion (Kojro et al., 2001). Tatsachlich ist die Wahrscheinlichkeit, an Alzheimer
zu erkranken, fir Menschen mit einem erhdhten Cholesterinspiegel gesteigert. Die Reduktion
des Cholesterins und die damit verbundene Stimulierung des nicht-amyloidogenen Wegs der
APP-Spaltung konnte durch Statine (Inhibitoren der fir die Cholesterin-Synthese wichtigen
Hydroxymethyl-Glutaryl-CoA-Reduktase) bewirkt werden (Kojro et al., 2001, Helmuth,
2002).

Eine detaillierte Analyse der als a-Sekretase in Frage kommenden ADAMSsin neuronalen
Zellen wurde bisher durch die frihe Letalitét von ADAM10- und ADAM17-defizienten
Tieren verhindert. Wohingegen ADAM9-defiziente Mause keine besonderen Anomalitaten
wahrend ihrer Entwicklung oder im adulten Tier zeigen. Auch die AB-Produktion und die a-
Sekretasespaltung in Neuronen aus dem Hippocampus dieser M&use weisen keinen
Unterschied zu Wildtyp-Mausen auf (Westkamp et al., 2002; Allison et al., 2003), was gegen
die Funktion von ADAMO9 als hauptséchliche a-Sekretase spricht.

Um im Falle von ADAM10 das Problem der Letaitdt zu umgehen, wurden in unserer
Arbeitsgruppe transgene Méause hergestellt, die bovines ADAM10 bzw. eine katalytisch
inaktive ADAM10-Mutante (hemmt die endogene a-Sekretasespaltung in HEK293-Zellen,
Lammich et al., 1999) Uberexprimieren (Postina et al., 2004). Diese transgenen Mause
wurden dann mit einem Mausestamm gekreuzt, der das humane APP Uberexprimiert. Durch
die neuronale Uberexpression von ADAM10 in den APP/ADAM10-Mausen wurde die
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Sekretion von APPsa erhdht und die AB-Peptidbildung in dem Mal3e reduziert, dass die
Bildung von Amyloid-Plaques verhindert wurde. Doch nicht nur die Amyloid-Plaquebildung
konnte durch die Uberexpression von ADAM 10 reduziert werden, auch die Defizite beziiglich
ihres raumlichen Lernvermdgens und die Veranderungen der Synapsen-Plagtizitét, die
normalerweise bei APP-transgenen Mausen zu beobachten ist, wurden gelindert. Die
Uberexpression der dominant-negativen ADAM10-Mutante in den APP/dnADAM10-M&usen
hatte indessen den gegenteiligen Effekt, d.h. die a-Sekretasespaltung wurde inhibiert, die
Menge an AB-Peptiden sowie die Anzahl und Grofe der Amyloid-Plaques erhoht. Auf diese
Weise konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass die neuronale Uberexpression von
ADAM10 die a-Sekretasespaltung von APP erhdht und somit auch erstmals ein Beweis daf Ur
geliefert werden, dass eine Proteinase der ADAM-Familie as effektive a-Sekretase in vivo
agiert (Postina et al., 2004). Weitere Untersuchungen miissen sich nun damit beschéftigen, ob
eine Erhdhung der a-Sekretaseaktivitét in spateren Stadien des Lebens, wenn die ersten
Plagues schon gebildet wurden, die gleichen positiven Effekte bewirken kann.

Wie dieses ADAM10 dem Organismus verfligbar gemacht werden kann birgt neue
Herausforderungen. Eine ADAM10-Uberexpression in Neuronen mittels Gentherapie ist nicht
einfach durchfihrbar, so dass es wichtig ist, auch andere Wege zur Erhthung der a-
Sekretase-Expression und -Aktivitat in vivo zu finden (Lichtenthaler und Haass, 2004). Dabei
darf jedoch nicht au3er Acht gelassen werden, dass durch ADAM 10 neben APP noch andere
Substrate gespalten werden, wie zum Beispiel der Notch-Rezeptor und der Notch-Ligand
Delta, das Protein L1 (Integrin, das Zellbindung vermittelt), Ephrin-A2 (wichtig fur das
Auswachsen der Axone; McFarlane 2003; Hattori et al., 2000) oder Fraktalkin (Chemokin,
das die Chemotaxis von Monocyten fordert, Hundhausen et al., 2003). Eine geregelte
Metalloproteinaseaktivitét ist flr das Funktionieren dieser Signalwege V oraussetzung (Seals
and Courtneidge, 2003; White, 2003; Moss und Lambert, 2002).

Einen Beitrag dazu liefert unter Umstanden die Uberexpression léslicher humaner
ADAM10-Varianten und deren Charakterisierung invitro for einen moglichen Einsatz

in vivo.
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1.4  ZIELSETZUNG UND STRATEGIE DER ARBEIT

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, 10diche Varianten der humanen o-Sekretase
ADAMI10 in einem geeigneten Uberexpressionssystem zu produzieren und nach ihrer
Reinigung zu charakterisieren. Dabel soll eine 10sliche ADAM10-Variante dem
extrazellularen Bereich des Enzyms entsprechen, d.h. ihr fehlt die Transmembran- und
cytoplasmatische Domane. Eine weitere Variante soll mit einer im menschlichen Gehirn auf
MRNA-Ebene nachgewiesenen Splicevariante Ubereinstimmen, die zusétzlich noch durch das
Fehlen der Cystein-reichen Domane gekennzeichnet ist. An die Expression und Reinigung
anschlieffend soll die katalytische Aktivitéat der [6slichen ADAM10-Varianten durch die
Spaltung entsprechender sich von der AB-Sequenz des Amyloid-V orl&ufer-Proteins abgel eite-
ten Peptidsubstrate, die die charakteristische a-Sekretasestelle beinhaten, bestimmt und
verglichen werden. Dabei ist vor allem interessant, ob und inwieweit die Cystein-reiche
Domaéne die Aktivitdt der Protease beeinflusst, da man dieser Domane eine wichtige Struktur-
stabilisierende Bedeutung zuspricht.

Durch diese Arbeit soll die Bereitstellung analytisch nutzbarer, 16slicher ADAM10-
Proteine erfolgen, die zum Einen fir die Aufklarung ihrer 3D-Struktur und zum Anderen fir
Versuche eingesetzt werden kénnten, die sich mit der Untersuchung der Interaktionspartner
dieser Protease beschéftigen.

Ferner konnten, unterstitzt durch die in dieser Arbeit gewonnen Erkenntnisse,
Rickschlisse auf mogliche Funktionen verschiedener 16slicher ADAM10-Varianten in den

entsprechenden menschlichen Geweben in vivo gezogen werden.
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2 MATERIAL UND METHODEN

21 VERWENDETE MATERIALIEN

2.1.1 Chemikalien und Reagenzien
Mol ekularbiologische Methoden
Ampicillin

Bactoagar

Bluo-Gal

Diethylether

EDTA (Ethylendiamintetraacetat)
Essigsdure (Eisessig)

Ethanol

Ethidiumbromid

Gentamicin

Glycerin

Hefeextrakt

IPTG (Isopropyl-p-D-Thiogalactopyranosid)
| sopropanol

Kaliumacetat

Kanamycin

LuriaAgar (Miller'sLB Agar)
Phenol

Tetracyclin

Trypton

Proteinchemische Methoden
Aceton

Acetonitril (gradient grade)
Acrylamid/Bisacrylamid (30 : 0,8)

Ameisensdure

Ammoniak

APS (Ammoniumperoxodisulfat)

Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
Life Technology, Freiburg
Fisher Chemicals, UK
Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Bundesmonopolverw. fir
Branntwein, Offenbach a. M.
AppliChem, Darmstadt
PAA, Colbe

Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Fisher Chemicals, UK
Roth, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen
Gibco BRL, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
AppliChem, Darmstadt

Acros Organics, Gesel, Belgien
Fisher Chemicals, UK

Roth, Karlsruhe

AppliChem, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen

BioRad, Minchen
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Brij® 35 (protein grade)

BSA (Rinderserumalbumin)
CHAPS

Chloroform

Citronensdure
Coomassie-Farbel 6sung

DTT (Dithiothreitol)
Formaldehyd

I-Block

Imidazol

Magnesiumchlorid

Methanol (gradient grade)
Methyl-a-D-Mannopyranosid
Natriumazid

RotiQuant Bradfordreagenz
SDS (Natriumdodecylsulfat)
Silbernitrat zur Proteinfarbung
TCA (Trichloracetat)
TEMED (N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin)
TFA (Trifluoressigsaure)
Triton X-100

Tween-20

Zinkchlorid

Zellkultur

BSA, Fettsdure-frel

FCS (fetal calf serum)

CellFECTIN®

DM SO (Dimethylsulfoxid)

G 418-Sulfat

Glutamin

Hygromycin B

LIPOFECTAMIN™ 2000

MEM NEAA (non essential amino acids)
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Calbiochem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
Fisher Chemicals, UK
Fluka, Buchs, Schweiz
Roth, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen

Applied Biosystems, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Fisher Chemicals, UK
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe
BioRad, Minchen
Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
BioRad, Minchen
Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
Serva, Heidelberg
Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen
PAA, Colbe
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Calbiochem, Darmstadt
PAA, Colbe

PAA, Colbe
Invitrogen, Karlsruhe
PAA, Colbe
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Natriumpyruvat-L 6sung
Nu-Serum
Penicillin/Streptomycin
Poly-L-Lysin

Roti ®-Fect

SF 900 Il SFM L-Aminoacids
SF 900 Il Supplement
Trypsin/EDTA (10x konz)
Zeocin™

Sonstige Chemikalien und Reagenzien
Calciumchlorid

Natriumchlorid

Natriumhydroxid
Tris

Salzsdure

2.1.2 Materialien
Chromatographiematerialien

Concanvalin A Sepharose 4B

ImmunoPure® Immobilized Protein A/G
NAP"-10 Gelfiltrationssiulchen
Nickel-NTA-Agarose

Vydac RP C18-HPLC-Saule 5um (4.6 x 250mm)
Vydac RP C18-HPLC-Vorsaule 10um

Gelel ektrophorese und Western Blot Analyse
3MM-Filterpapier

Hybond ECL Nitrozellulosemembran
Hyperfilm ECL
PV DF-Membran (Polyvinylidenfluorid)

Zellkultur
Cellscraper
Filter Tips

PAA, Colbe

JRH Biosciences, Hampshire, UK

PAA, Colbe

Sigma, Taufkirchen

Roth, Karlsruhe

Gibco BRL, Life Technologies,
Paisley (Schottland)

PAA, Colbe

Invitrogen, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen

Pierce, Rockford, USA
Amersham Biosciences, UK
Qiagen, Hilden

MZ Analysentechnik, Mainz
MZ Analysentechnik, Mainz

Whatman, Springfield (England)
Amersham Biosciences, UK
Amersham Biosciences, UK

Serva, Heidelberg

Sarstedt, Nurnbrecht
Starlab, Ahrensburg

25



MATERIAL UND METHODEN

Kryoréhrchen
VacuCap 90 0,21 um Vakuumfilter
Zellkulturschalen

Sonstige Materialien

Acrylhalbmikrokivetten (10 x 4 x 45 mm)
Amicon Ultra Konzentratoren (30 kDa, 100 kDa)
Kunststoffzentrifugenréhrchen (15 ml, 50 ml)

Mikrozentrifugenrohrchen (1,5 ml; 2 ml)
Zentrifugenbecher (50 ml, 250 ml)

213 Geréte
Chromatographieapparate
Merck-Hitachi-HPLC-Anlage:
L-6220 Intelligent Pump
L-4250 UV-VIS Detektor
D-2500 A Chromato-Integrator

Gelelektrophorese und Western Blot Analyse
Elektrophoreseapparatur fir Minigele

Elektrophoreseapparatur fur grol3e Gele

Fuji BAS 1800 Bio-Imaging Analyzer
Semi-Dry-Blotapparatur

Spannungsquelle Power-All 3000 VV/ 200 mA
VersaDoc Kamerasystem

Zellkultur

COs-Inkubator

Kihlbrutschrank Typ BK 600 fir Insektenzellen
Sterilwerkbank Hera Safe HS 12
Umkehr-Phasenkontrastmikroskop

Zentrifugen
Kuhlzentrifuge J2-21 (Rotoren JA 14 und JA 20)

TechnoSpin

Tischzentrifugen (5415C)
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Nunc, Wiesbaden

Gelman Sciences, Ann Arbor USA

Sarstedt, NUrnbrecht

Sarstedt, Nurnbrecht
Millipore, Eschborn
Sarstedt, Nurnbrecht
Sarstedt, Nurnbrecht

Beckmann, M iinchen

Merck, Darmstadt

Biometra, Gottingen

BioRad, Minchen

Raytest GmbH, Straubenhardt
Biometra, Gottingen

Serva, Heidelberg

BioRad, Minchen

Heraeus, Hanau
Heraeus, Hanau
Heraeus, Hanau

Olympus, Hamburg

Beckmann, M iinchen
Sorvall, Bad Nauheim
Eppendorf, Hamburg
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Tischkihlzentrifuge (5415R)

Sonstige Ger dte
Brutschrank fir E. coli

Bakterien-Kulturenschuttler
pH-Meter

Savant Speed Vac Concentrator
Spektral photometer U2000
Sterilwerkbank fur E. coli
Uberkopfschiittler

2.1.4 Standardsund Kits

SDS-PAGE Standards, Low Range
See-Blue Plus 2 Prestained Protein Standard
GeneRuler 1 kB DNA-Marker

CDP-Star Western Blotting Kit
Gelextraktions-Kit

PCR Reinigungs-Kit
Plasmid-Minipréparations-Kit

2.1.5 Antikorper
Anti-Penta-His Antikorper, monoklonal
Anti-APPsa-Antikorper 6E10

Anti-Maus 1gG, alkalische-Phosphatase-konjugiert

Anti-Maus 1gG, Peroxidase-konjugiert
5. anti-Maus 1gG

2.1.6 Peptide
APP18 Peptide (Human):

Wildtyp, Flemish, Dutch, Italian, Arctic
AB1-40 (Rat)
AB1-40 (Human)
AB1-40A21G und AB1-40E22Q (Human)
AB1-40E22K und A1-40E22G (Human)

Eppendorf, Hamburg

Heraeus, Hanau

Infors, Bottmingen, Schweiz
Schott-Geréte GmbH, Mainz
Bachofer, Reutlingen
Hitachi, Japan

Biochrom KG, Berlin

Frobel Labortechnik, Lindau

BioRad, Minchen

Invitrogen, Karlsruhe
MBI-Fermentas, St. Leon-Rot
Applied Biosystems, Darmstadt
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Peglab, Erlangen

Qiagen, Hilden

Signet Laboratories, USA
Applied Biosystems, Darmstadt
Amersham Biosciences, UK

Amersham Pharmacia, Freiburg

Z.Grzonka, Institut fir Chemie,
Universitat Danzig, Polen
Calbiochem, Darmstadt
Bachem, Weil am Rhein
Merck Biosciences, Darmstadt

K.lrie, Kyoto Universitét, Japan
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2.1.7 Inhibitoren
Gl 254023 X und GW 280264 X

2.1.8 Enzyme

Rekombinantes hADAM10

CIAP (Calf Intestinal Alkaline Phosphatase)
PNGaseF (Peptid-N-Glykosidase F)
T4-DNA-Ligase

T4-DNA-Polymerase

Tag-Polymerase

Restriktionsenzyme

BamH| GIGATCC
Bspl120l (Apal) GGGCC/C
Bspl1407! (BsrGl) T/IGTACA
Cla AT/CGAT
ECORI GIAATTC
Hind Il AIAGCTT
Kpnl GGTACIC
Notl GC/IGGCCGC
PfI2311 (Spll) CIGTACG
Pmel GTTT/AAAC
Pstl CTGCA/G
Sacl GAGCT/C
Sall GITCGAC
Sl GGCCNNNN/NGGCC
Smal CCCIGGG
Xbal T/ICTAGA
Xhol CITCGAG

2.1.9 Plasmide und Oligonukleotide
Plasmide
116_1 und pUC57_hADAM10fl
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GlaxoSmithKline, Miinchen

R&D Systems, USA
MBI-Fermentas, St. Leon-Rot
New England BioL abs, Frankfurt
MBI-Fermentas, St. Leon-Rot
MBI-Fermentas, St. Leon-Rot
MBI-Fermentas, St. Leon-Rot

MBI-Fermentas, St. Leon-Rot
MBI-Fermentas, St. Leon-Rot
MBI-Fermentas, St. Leon-Rot
New England BioL abs, Frankfurt
MBI-Fermentas, St. Leon-Rot
MBI-Fermentas, St. Leon-Rot
MBI-Fermentas, St. Leon-Rot
New England BioL abs, Frankfurt
MBI-Fermentas, St. Leon-Rot
New England BioL abs, Frankfurt
New England BioL abs, Frankfurt
MBI-Fermentas, St. Leon-Rot
MBI-Fermentas, St. Leon-Rot
New England BioL abs, Frankfurt
MBI-Fermentas, St. Leon-Rot
MBI-Fermentas, St. Leon-Rot
MBI-Fermentas, St. Leon-Rot

R. Posting, Institut fir Biochemie,
Joh. Gutenberg-Universitét Mainz
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MB23A (hRADAM10fl-HA) M. Bukulin, Inst. fir Biochemie,
Joh. Gutenberg-Universitét Mainz

pcDNA3.1_mlgG1Fc und pCEP4 J. Frey, Fakultét fur Chemie
Universitét Bielefeld

pcDNA3 Invitrogen, Karlsruhe

pcDNAS/FRT Invitrogen, Karlsruhe

pFastBacl Invitrogen, Karlsruhe

plRES1hyg BD Biosciences, Heidelberg

pSecTag2C Invitrogen, Karlsruhe

Primer Sigma-ARK, Darmstadt

hAd10for4 5-CAACTTGTGCCAGTACAG-3

hAd10for5 5 -CTCTGCCATTTCACTCTGTCA-3

Protease 1 (for) 5 -GTGCTCGAGATGGTGTTGCTGAGAGTGTTAATT-3

Protease 4 (rev) 5 -TCAGAATTCAGCTCCAGAAACTTCTCC-3

Proteasebrev 5 -GAAGTATCCCTCTTCATTCG-3

RPos5 5-GTGTCGGGATGATTCAGA-3

CMV_for 5-AGGCGTGTACGGTGGGAGGTC-3

pcDNA3.1 rev 5-CCTCGACTGTGCCTTCTA-3

PIRES rev 5-TACTCACCCCAACAGCT-"3

CD33-forward Primer fur pFBr-CD33-hADAM10s-His:

Signalsequenz von CD33 hADAM 10
5 -TTGTCTCGAGATGCCGCTGCTGCTACTGCTGCCCCTGCTGTGGGCAGGGGCCCTGGCTCAGTAT
GGGAATCCTTTAAATAA-3

Oligonukleotide Sigma-Genosys, Darmstadt
Fir bADAM10s-His: Sacl Nhe | STOP Spl |
5 - C GCT_AGC CAT CAT CAT CAT CAT CAT TGA C 3
3'-TC GAG CGA TCG GTA GTA GTA GTA GTA GTA ACT GCA TG 5'

Fur A ADAM10s-His: Sacl Nhe | STOP Sal |
‘ CAT CAT CAT TA G 3
GTA GTA GTA ACT CAG CT-5'

Nhe | STOP Spl |
CAT CAT CAT CAT CAT CAT TGA C 3
GTA GTA GTA GTA GTA GTA ACT GCA TG 5

Fiur hAADAM10splice-His: da
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2.1.10 Organismen
Bakterienstamme

Escherichia coli DH5a
Escherichia coli DH10Bac

Eukaryotische Zelllinien

CHO (Chinese hamster ovary)
COS-7 (African green monkey)
Flpin™ 293

HEK293 (humane embryonic kidney)
HEK-EBNA

Sf 9 (Spodoptera frugiperda)
U373 human wildtyp (hwt) APP

2.1.11 Medien
Bakterien
LB-Agarplatten mit Ampicillin:

Clontech, Heidelberg

Invitrogen, Karlsruhe

ATCC (USA), Nr. CCL61
ATCC (USA), Nr. CRL-1651
Invitrogen, Karlsruhe

ATCC (USA), Nr. CRL1573

J. Frey, Fakultét fir Chemie
Universitét Bielefeld

ATCC (USA), Nr. CRL1711

M. Kostka, Boehringer Ingelheim

1% (w/v) NaCl; 1% (w/v) Trypton; 0,5 % (w/v) Hefeextrakt; 1,5% (w/v) Bactoagar;

0,1 % (v/v) Ampicilin (400 mg/ml)

L B-Flissigmedium mit Ampicillin:

1% (w/v) NaCl; 1% (w/v) Trypton; 0,5 % (w/v) Hefeextrakt; 0,1 % (v/v) Ampicillin

(400 mg/ml)
Luria-Agarplatten (fir 200 ml):

7,4 g LuriaAgar; 20 min autoklavieren, abkihlen auf 55°C

Zugabe von 50 pg/ml Kanamycin; 7 pg/ml Gentamicin; 10 pg/ml Tetracyclin; 150 pg/ml

Bluo-Gal; 40 ug/ml IPT G

Eukaryotische Zellen
DMEM high Glucose
Hams F-12

MEM

SF-900 Il Medium
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PAA, Cdlbe
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen

Invitrogen, Karlsruhe
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DMEM -K omplettmedium (HEK, HEK-EBNA, Flpin™293, COS):
500 ml DMEM-F ussigmedium werden durch Zugabe von 1 % (v/v) 200 mM Glutamét;
1 % (v/v) Pen/Strep; 10 % (v/v) FCS supplementiert.

Hams F-12-Komplettmedium (CHO):
500 ml Hams F-12-Flissigmedium werden durch Zugabe von 1% (v/v) 200 mM
Glutamat; 1 % (v/v) Pen/Strep; 10 % (v/v) FCS supplementiert.

MEM-Komplettmedium (U373 hwt APP):
500 ml MEM-Flussigmedium werden durch Zugabe von 1% (v/v) 200 mM Glutamat;
1% (v/iv) MEM NEAA; 1 % (v/v) Natriumpyruvat; 10 % (v/v) FCS supplementiert.

SF-900-1 nsektenzel Imedium (fur 4 1):
152,4 g SF-900 Il SFM L-Aminoacids; 3,51 H,O; 3,2 ml SF-900 Il Supplement; pH-
Wert mit 5 mM NaOH auf 5,9 £ 0,1 einstellen; 1,4 g NaHCO3 (= pH 6,28-6,3)
Sterilfiltration mit VacuCap 90/0,21 pm Vakuumfilter

2.1.12 Puffer und L ésungen
Molekularbiologie

Agarosegele: 1% (w/v) Agarose in TAE-Puffer; 0,01% (viv) 1%
Ethidiumbromid-L 6sung

DNA -Auftragspuffer: 0,4 % (w/v) Bromphenolblau; 0,4 % (w/v) Xylencyanol; 50 %
(v/v) Glycerin

STET-Puffer: 8% (w/v) Saccharose; 5% (w/v) Triton X-100; 50 mM
EDTA; 50 mM Tris/HCI, pH 8,0

50 x TAE-Puffer: 2 M Tris; 1M Eisessig; 50 mM EDTA, pH 84in 11 H,O

TE-Puffer: 10 mM Tris; 1 mM EDTA, pH 8

Gelelektrophorese

SDS-PAGE-Laufpuffer: 25 mM Tris, 192 mM Glycin und 0,1 % (w/v) SDS

2 X SDS-PAGE-Probenpuffer: 125 mM TrigHCl, pH 6,8, 6% (w/v) SDS; 40% (v/v)
Glycerin; 0,002 % (w/v) Bromphenolblau

Western Blot Analyse

Towbin-Transfer-Puffer: 25 mM TrigHCI, pH 8,3; 193 mM Glycin;
20 % (v/v) Methanol; 0,05 % (w/v) SDS
|-Block-Puffer: 0,2 % (w/v) 1-Block; 0,1 % (v/v) Tween-20in PBS
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Silberfarbung

Farbel 6sung: 0,8 % (w/v) Silbernitrat; 1,5 ml 25 % NHz; 10 ml 3,6 % (W/v)
NaOH in 100 ml H,O

Entwicklerl 6sung: 50 mg Citronensaure; 0,5 ml Formaldehyd in 11 H,O

High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

Puffer A: 0,1 % (v/v) TFA inH,O

Puffer B: 90 % (v/v) Acetonitril (gradient grade); 9,9% (v/v) H0;
0,1 % (v/v) TFA

Zellkultur

BBS-Puffer: 50 mM BES; 280 mM NaCl; 1,5 ml NaoHPOy; pH 6,95

PBS-Puffer: 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 7,1 mM NaHPO, x 2 H)0O;
1,5mM KH2POg4; pH 7,4

Poly-Lysin-L 6sung: 1 mg Poly-L-Lysinin 1 ml H,O

22 ALLGEMEINE BIOCHEMISCHE METHODEN

2.2.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Gelelektrophorese von Proteinen wurde nach Lammli (1970) durchgefihrt und
erfolgte in vertikalen SDS-Polyacrylamid-Gelen. Fir Polyacrylamid-Gele mit der Abmessung
10 x 8cm (Minigele) wurde eine Elektrophoreseapparatur der Firma Biometra, flr
Polyacrylamid-Gele mit einer Abmessung von 12 x 16 cm eine Elektrophoreseapparatur der
Firma BioRad eingesetzt. Zur Herstellung der Polyacrylamid-Gele wurde eine
Acrylamid/Bisacrylamid-Stamml 6sung im Verhaltnis 30 : 0,8 (Roth) verwendet. Dabei wurde
fUr das jeweilige Trenngel 7,5 bzw. 10 % (v/v) Acrylamid bei einer Pufferkonzentration von
0,3M Trig/HCI, pH 8,9; 0,1 % (w/v) SDS; 0,05 % (w/v) APS und 0,05 % (v/v) TEMED, fur
das jeweilige Sammelgel 3% (v/v) Acrylamid bei einer Pufferkonzentration von 0,05 M
Tris/HCI, pH 6,7; 0,1 % (w/v) SDS; 0,05 % (w/v) APS und 0,2 % (v/v) TEMED eingesetzt.
Die zu analysierenden Proben wurden mit dem entsprechenden Volumen an 2 x SDS-PAGE-
Probenpuffer (siehe 2.1.12) versetzt. Alle fur die SDS-PAGE vorbereiteten Proben wurden
nach der Zugabe von 100 mM DTT fur 10 min bei 100°C erhitzt.

Nach der Elektrophorese wurden die Proteinbanden durch Coomassie-Blue- bzw.
Silberfarbung (siehe unten) visualisiert oder immunologisch durch Western Blot Analyse
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(siehe 2.2.2) nachgewiesen. Fur eine SDS-PAGE mit anschliefiender Coomassie-Blue- bzw.
Silberfarbung wurde der ungeférbte SDS-PAGE Standard Low Range, fir eine mit
anschlief?endem immunologischen Nachweis der gefarbte See-Blue Plus 2 Prestained
Standard verwendet.

*  Coomassie-Blue-Farbung:

Das Proteingel wurde fur mindestens eine Stunde mit der Coomassie-Farbel sung
(Roth) nach den Angaben des Herstellersinkubiert. Die Visualisierung der Proteinbanden
im Polyacrylamid-Gel erfolgte durch dessen Inkubation mit 25 % (v/v) Methanol in H,O.

»  Silberférbung:

Die Silberfarbung wurde nach Wray et al. (1981) durchgefihrt. Durch die mindestens
zweistiindige Inkubation des Gels in Methanol/Wasser im Verhdltnis 1:1 wurden die
Proteinbanden fixiert. Darauf folgten drei Waschschritte mit H,O von jeweils 15 min
Dauer. Anschlief3end wurde das Gel 15 min mit der Farbel6sung (siehe 2.1.12) inkubiert.
Nach erneutem dreimaligem Waschen des Gels mit H,O fur jeweils 5 min wurden die

Proteinbanden mit Hilfe der Entwicklerlésung (siehe 2.1.12) visualisiert.

2.2.2 Western Blot Analyse

Nach ihrer Auftrennung durch SDS-PAGE (2.2.1) wurden die Proteine zum
immunologischen Nachweis auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)- bzw. Nitrozellulose-
Membran mit Hilfe einer Semi-Dry-Blotapparatur (Biometra) tbertragen. Dazu wurden die
Membran und sechs 3MM-Filterpapiere (Whatman) auf die Grofe des Trenngels
zugeschnitten und in Towbin-Transfer-Puffer (siehe 2.1.12) vorinkubiert. Das Blot-Sandwich
bestand aus drei Lagen 3MM-Filterpapier, der Blot-Membran auf der Anodenseite des Gels,
dem Gel selbst und einer weiteren Lage aus drei 3SMM-Filterpapieren. Der Elektrotransfer der
Proteine erfolgte bel einer konstanten Stromstérke von 200 mA und Raumtemperatur (RT) fir
90 min (TrenngelgrofRe: 6 x 8 cm) bzw. 3 h (Trenngelgréle: 8 x 16 cm).

Nach dem Proteintransfer schloss sich zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen
auf der Membran deren Inkubation in I-Block-Puffer (siehe 2.1.12) fir 1 h bei RT an. Danach
erfolgte die Erstantikorperreaktion fur 1 h ebenfalls bei RT bzw. fir 18 h bei 4°C. Zum
Nachweis der Uberexprimierten ADAM10-Proteine wurde der monoklonale murine anti-
Penta-His-Antikorper der Firma Qiagen in den Verdiinnungen 1:1000 und 1:2000 in I-Block-
Puffer eingesetzt. Zum Nachweis von APPsa wurde der monoklonale murine Antikorper
6E10 (gegen die Aminosauren 597-613 von APPsgs) der Firma Signet Laboratories in der
Verdunnung 1:1000 in |-Block-Puffer eingesetzt.
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Zum Entfernen des Erstantikorpers wurde die Membran 1 x 10 min und 3 X 5 min mit
PBS; 0,1% (v/v) Tween-20 bzw. |-Block-Puffer gewaschen. Fir die folgende Zweitanti-
korperreaktion zum Nachweis der spezifisch an die exprimierten ADAM10-Proteine
gebundenen Primérantikorper wurden Kaninchen-anti-Maus-1gG-Antikorper genutzt, die mit
alkalischer Phosphatase bzw. Meerrettich-Peroxidase konjugiert sind. Der Peroxidase-
konjugierte Antikorper wurde in einer Verdinnung von 1:5000 (in 1-Block-Puffer), der mit
alkalischer Phosphatase konjugierte in einer Verdinnung von 1:8000 (in I-Block-Puffer)
eingesetzt. Die Inkubation erfolgte fir 1 h bei RT. Nach 1 x 10- und 3 x 5-mindtigem
Waschen der Membran mit 0,1 % (v/v) Tween-20 in PBS bzw. |-Block-Puffer wurde die
Blotmembran entwickelt. Im Falle des mit alkalischer Phosphatase konjugierten
Zweitantikorpers wurde die Membran mit dem CDP-Star Western Blotting System von
Tropix nach den Angaben des Herstellers behandelt. Bei der Substratumsetzung durch die
alkalische Phosphatase wird Chemilumineszenz ausgesandt, die mit Hilfe des VersaDoc-
Systems von BioRad bzw. durch die Schwérzung eines ECL-Films der Firma Amersham-
Pharmacia Biotech nachgewiesen wurde.

Im Fale des Zweitantikdrpers mit gekoppelter Meerrettich-Peroxidase wurde die
Membran 5 min mit der Substratlésung (100 mM Trig/HCI pH 8,5; 1,25 mM Luminol in
DMSO; 0,2mM p-Cumarsaure in DMSO; 0,01 % (v/v) HO,) inkubiert. Die durch die
gekoppelte Peroxidase vermittelte Oxidation des cyclischen Diacylhydrazids Luminol
ausgesandte Chemilumineszenz wurde ebenfalls mit Hilfe des VersaDoc-Systems bzw. durch
die Schwarzung eines ECL-Films nachgewiesen.

Der Nachweis des spezifisch an APPso gebundenen 6E10-Antikdrpers erfolgte mit Hilfe
des ®*S-anti-Maus-1gG der Firma Amersham Pharmacia, der in einer Verdiinnung von 1:1000
in 1-Block-Puffer eingesetzt wurde. Die Signaldetektion erfolgte mit Hilfe des BAS 1800 Bio-
Imaging Analyzer der Firma Fuji.

2.2.3. Bestimmung der Proteinkonzentration
2.2.3.1 Proteinbestimmung nach Bradford

In diesem Test wurde die Proteinkonzentration nach der von Bradford (1976)
entwickelten Methode mit Hilfe der RotiQuant-Losung der Firma Roth bestimmt. Jedem

Messergebnis liegt eine Dreifachbestimmung zugrunde.
Die jeweilige Probe wurde in 50l Ameisensdaure aufgenommen und auf ein

Endvolumen von 100pl mit HyO aufgefdllt. Nach 20-mindtiger Inkubation bei
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Raumtemperatur erfolgte die Zugabe von jeweils 900 pl des 1:5 mit H,O verdinnten
Bradford-Reagenz. Nach einer weiteren Inkubationszeit von 20 min wurde die Absorption der
Ldsung bei einer Wellenlénge von 595 nm in Acrylhalbmikrokiivetten (Sarstedt) gegen eine
Nullprobe gemessen. Die Kalibrierungsgerade wurde mit Hilfe einer Konzentrationsreihe von
Rinderserumalbumin (BSA) im Bereich von 2 bis 10 mg/ml H,O erstellt.

2.2.3.2 Abschatzung der Proteinmenge nach ihrer Anfarbung im Polyacrylamid-Gel

Die Menge der exprimierten ADAM10-Proteine nach deren prdparativen Reinigung
(siehe 2.6.1.3) wurde in einem mit Coomassie-Blue geféarbten Polyacrylamid-Gel abgeschétzt.
Daflr wurde der ungeféarbte SDS-PAGE Low Range Standard der Firma BioRad eingesetzt,
bei dem die Konzentration der jeweiligen Markerbanden 2 pg Protein/pl Markerlésung
entspricht. Der eingesetzte Marker konnte somit in unterschiedlichen Konzentrationen
aufgetragen und die Farbintensitdt der jeweiligen Proteinbande nach Coomassie-Blue-

Féarbung mit der des zu analysierenden Proteins verglichen werden.

2.24 Proteinfallung

2.2.4.1 Chloroform-Féallung
Diese Proteinfallung basiert auf der Methode der Chloroform/M ethanol-Prézipitation

nach Wessel und Flugge (1984). Dabei wurden 100 ul der jeweiligen Proteinldsung mit
400 ul Methanol, 200 pl Chloroform und 300 pl H,O versetzt und bei 9000 x g und 4°C fir
20 min zentrifugiert. Da die Proteine am Phaseniubergang gefallt vorliegen, wurde die obere
Phase (Chloroform) vorsichtig abgenommen und die Probe nach der Zugabe von 300 pl
Methanol erneut wie oben beschrieben zentrifugiert. Die geféllten Proteine sedimentieren als
unlésliches Pellet, das nach dem Trocknen in 100 ul 100 % Ameisensdure fir ene
anschlieffende Proteinbestimmung nach Bradford (siehe 2.2.3.1) bzw. in 20 ul 1x SDS
PA GE-Probenpuffer fur eine anschlief3ende SDS-PAGE (siehe 2.2.1) gel6st wurde.

Der Vorteil dieser Methode ist, dass selbst geringe Mengen Protein ausgefdlt werden

koénnen und dass hydrophobe Proteine leicht zu |6sen sind.

2.2.42 TCA-Fallung
Eine andere Mdglichkeit der Proteinfallung besteht darin, die Proteine mit Hilfe von

6,1 M Trichloressigsaure (TCA) zu préazipitieren. Zu 1500 pl der Proteinlésung wurden

170 pl 6,1 M TCA gegeben. Der Ansatz wurde durch Invertieren gemischt und anschlief3end
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bei 16000 x g fur 4 min zentrifugiert. Das geféllte Proteinpellet wurde zweimal mit 750 pl
eiskaltem Aceton gewaschen, bel 16000x g fur 4min zentrifugiert und nach seiner
Trocknung in 20 pl 1x SDS-PAGE-Probenpuffer gelost, mittels SDS-PAGE (siehe 2.2.1)
aufgetrennt und entsprechend analysiert.

Der Vorteil dieser Methode besteht darin, dass grof3e Mengen an Proteinen gefallt werden
konnen. Von Nachteil kann die schwere L6slichkeit des Pellets sein.

2.2.5 Uberprufung der Proteinexpression

Zur Uberpriifung der Proteinexpression wurden jeweils 500-750 pl des entsprechenden
die ADAM10-Proteine enthaltenden Zelltberstands abgenommen und fir eine TCA-Féllung
(sehe 2.2.4.2) bzw. 100 ul der entsprechenden ADAM10-Proteinlésung (z.B. nach dem
jeweiligen Reinigungsschritten) fur eine Chloroform-Falung (siehe 2.2.4.1) eingesetzt. Das
getrocknete Pellet wurde jeweils in 20 ul 1 x SDS-PAGE-Probenpuffer (siehe 2.1.12),
100 mM DTT geldst und fur 10 min bei 100°C inkubiert. Die Analyse der Probe erfolgte dann
mittels SDS-PAGE und anschlieffender Visualisierung durch Silberfarbung (siehe 2.2.1) bzw.
Western Blot Analyse (siehe 2.2.2). Fir letzteres wurde als Erstantikorper der a-Penta-His-
Antikorper der Firma Qiagen eingesetzt. Die Proteinkonzentration der die exprimierten
6slichen ADAM10-Proteine enthaltenden geernteten Sf9-ZellUberstdnde wurde nach
Bradford (siehe 2.2.3.1) ermittelt.

23 MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN

2.3.1 Konservierungvon E. coli-Stammen

Fur das Anlegen einer Dauerkultur wurde der Bakterienstamm oder E. coli-Transformand
auf einer das entsprechende Sel ektionsanti biotikum enthaltenden LB-Agarplatte (siehe 2.1.11)
ausgestrichen und fur 18 h bei 37°C inkubiert. Ein Teil der Bakterien wurde in 2 ml mit dem
gleichen Antibiotikum versetzten LB-Flissigmedium (siehe 2.1.11) tberfihrt und fir 5-8 h
bei 37°C und 120 rpm im Kulturenschiittler inkubiert. Anschlief3end wurden die restlichen
Bakterien von der LB-Agarplatte zur Bakteriensuspension gegeben, auf 20 % (v/v) steriles
Glycerin eingestellt und bei -80°C gelagert.
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2.3.2 Herstellung kompetenter Bakterien

Zur Herstellung kompetenter Bakterien wurden 2 ml LB-Flissigmedium (siehe 2.1.11)
mit dem entsprechenden Bakterienstamm angeimpft und for 18 h bei 37°C inkubiert.
AnschlieRend wurden 200 ml LB-Flissigmedium mit der Ubernachtkultur inokuliert. Die
Inkubation bei 37°C und 120 rpm im Kulturenschittler erfolgte bis zum Erreichen einer
ODgw von 0,6-0,7. Danach wurden die Bakterien fur 10 min bei 3500x g und 4°C
sedimentiert. Das Pellet wurde in 100 ml eiskaltem 50 mM Calciumchlorid resuspendiert und
far 15 min auf Eis inkubiert. Dann erfolgte erneut ein Zentrifugationsschritt bei 3500 x g und
4°C fur 10 min. Das Bakterienpellet wurde in 20 ml eiskaltem 50 mM Calciumchlorid/10 %
(w/v) Glycerin resuspendiert und erneut fir mindestens 2 h auf Eis inkubiert. Anschlief3end
wurden die kompetenten Bakterien in 200 pl-Portionen in flissigem Stickstoff eingefroren
und bei -80°C aufbewahrt.

2.3.3 Plasmid-DNA-Isolation

2.3.3.1 Plasmid-Minipraparation

Die zu untersuchenden Bakterienklone wurden auf LB/Ampicillin-Agarplatten (siehe
2.1.11) ausgestrichen und tber Nacht bei 37°C inkubiert. Die ausgestrichenen Bakterien
wurden dann zur Zelllyse in 350 pl STET-Puffer (siehe 2.1.12) gelést und nach der Zugabe
von jeweils 25 ul Lysozymldsung (20 mg/ml in H,O) fur 5 min bel Raumtemperatur (RT)
inkubiert. AnschliefRend wurden die Proben fur 50 s bei 100°C erhitzt und fur 15 min bei RT
und 16000 x g zentrifugiert. Das dabei entstandene Pellet wurde entfernt. Zur Fallung der
Nukleinsauren wurden zur verbliebenen Lésung 38 pl 3 M Kaliumacetat (pH 4,8) gegeben
und gemischt. Danach erfolgte die Zugabe von 400 ul Isopropanol. Nach erneutem Mischen
wurde die Probe fur 15 min bei 16000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und
die pelletierten Nukleinsauren mit 400 ul 75 % (v/v) Ethanol erneut fir 5 min bei 16000 x g
zentrifugiert. Nach dem Entfernen des Waschalkohols und Trocknen des Pellets wurde die
DNA in 50 pl H2O geldst und bis zu ihrem Einsatz bei -20°C aufbewahrt.

Fur eine analytische Restriktion wurde 1 pl der gelsten DNA eingesetzt (siehe 2.3.4).

2.3.3.2 Reinigung Uber Saulchen

Fur die Aufreinigung von Plasmid-DNA, die besonders rein vorliegen sollte, wurde der
Minipraparations-Kit der Firma Qiagen nach Angaben des Herstellers eingesetzt.
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2.3.3.3 Plasmid-M axipr apar ation

Zur Gewinnung von groferen DNA-Mengen wurde eine Plasmid-Maxipréparation
durchgefiihrt. Die Bakterien einer 400 ml LB/Ampicillin-Flussigkultur (siehe 2.1.11) wurden
fir 20 min bei 3500 x g und 4°C sedimentiert. Anschlie3end erfolgte ihre alkalische Lyse
durch das Resuspendieren des Bakterienpellets in 8 ml Puffer 1 (50 mM Tris/HCI, pH 8§;
10 mM EDTA) und der anschlief3enden 5-minitigen Inkubation bei Raumtemperatur (RT).
Nach der Zugabe von 8 ml Puffer2 (0,2M NaOH; 1% (w/v) SDS) wurde die Probe
vorsichtig gemischt und fur weiter 7min bei RT inkubiert. Anschlieffend wurden 8 ml
Puffer 3 (3 M Kaliumacetat, pH 4,8) dazugegeben, die Probe erneut vorsichtig gemischt und
fur 5 min bei 4°C inkubiert. Die lysierten Bakterien wurden fir 30 min bei 21000 x g und 4°C
sedimentiert und der Uberstand in ein neues Zentrifugenréhrchen berfinrt.

Durch die Zugabe von 20 ml Isopropanol zu diesem Uberstand wurden die darin
enthaltenen Nukleinsduren geféllt. Dazu wurde die Probe gut gemischt, fir 10 min bei RT
inkubiert und fur 20 min bei 21000 x g und 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 3 ml 75 %
(v/v) Ethanol gewaschen und erneut fur 5 min bei 21000 x g und 4°C zentrifugiert. Danach
wurde das Pellet in 6 ml H,O gelost, mit 5 ml 10 M Ammoniumacetat versetzt und fur 20 min
auf Eisinkubiert. Dadurch wurde die in der Probe vorhandene RNA geféllt und durch die sich
daran anschlief3ende 20-minitige Zentrifugation bei 17000 x g und 4°C sedimentiert. Der
Uberstand wurde in ein neues Zentrifugenrohrchen dberfiihrt. Nach der Zugabe von 7 ml
Isopropanol wurde die gut gemischte Probe fur 20 min auf Eis inkubiert. Durch die
Zentrifugation bei 17000 x g und 4°C fir 20 min wurde die dadurch geféllte DNA préazipitiert.
Das DNA-Pellet wurde mit 3ml 75% (v/v) Ethanol versetzt und erneut fir 5min bei
17000 x g und 4°C zentrifugiert.

Um die Reste kontaminierender RNA zu entfernen, wurde die sedimentierte DNA in
800 pl H>O geldst und mit 6 pl RNAse A (10 mg/ml H2O) fir 30 min bei 37°C inkubiert.
Anschlieflend wurde die Plasmid-DNA durch die Zugabe von 0,5 ml 13 % (w/v) PEG 8000;
1,6 M NaCl und 20-minutiger Inkubation auf Eis gefdlt und durch zehnminitige
Zentrifugation bei 4000 x g sedimentiert.

Zur Entfernung von Proteinverunreinigungen wurde eine Phenolextraktion durchgefuhrt.
Dabei wurde die Probe mit 600 pul TE-geséttigtem Phenol versetzt und gemischt. Die
Phasentrennung erfolgt durch Zentrifugation bei 16000 x g fur 3 min. Die obere Phase wurde
in eine neues Reaktionsgeféd dberfuhrt und mit 600 pl PCl  (Phenol/Chloroform/
Isoamylalkohol  25:24:1) vermischt. Die Phasentrennung erfolgte durch erneute

Zentrifugation. Dieser Schritt wurde dreimal wiederholt, wobei jeweils die obere Phasein ein
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neues Reaktionsgefald Uberflihrt wurde. Phenolreste wurden durch die Extraktion mit
wassergeséttigtem Diethylether (3 x 1 ml) entfernt, wobel die Probe jeweils fir 3 min bel
16000 x g zentrifugiert wurde. Die obere Phase wurde verworfen, die Reste des Ethers durch
Abdampfen bel 37°C entfernt.

AbschlieRend wurde die Plasmid-DNA mit Ethanol geféllt. Zunéchst erfolgte die Zugabe
von 1/10 Volumen an P 3 und nach dem Mischen der Probe die Zugabe von 1,5 ml 100 %
Ethanol. Nach erneutem Durchmischen wurde die Probe bel -20°C fir mehrere Stunden
inkubiert. Durch die darauf folgende 30-minitige Zentrifugation bei 16000 x g wurde die
geféllte Plasmid-DNA sedimentiert. Nach einem letzten Waschschritt mit 1 ml 75 % (v/v)
Ethanol und der anschlief3enden Zentrifugation bei 16000 x g fir 5 min wurde die getrocknete
DNA in HO gel6st und nach der Bestimmung ihrer Konzentration und Reinheit (siehe 2.3.6)
bei -20°C gelagert.

2.3.4 Spaltung der Plasmid-DNA durch Restriktionsenzyme und M odifizierung von
DNA-Enden durch die T4-DNA-Polymer ase

Alle in dieser Arbeit verwendeten Restriktionsenzyme wurden nach den vom Hersteller
angegebenen Bedingungen eingesetzt.

Die analytischen Restriktionen (z.B. zur Uberpriifung von positiven Transformanden)
wurden in einem Endvolumen von 10 pl durchgefihrt. Dabei wurde 1l von der zu
analysierenden DNA-L6sung zusammen mit dem entsprechenden 10 x Restriktionspuffer und
1 pl des Restriktionsenzyms versetzt. Der Ansatz wurde mindestens 1 h bei der fir das Enzym
vorgeschriebenen Reaktionstemperatur inkubiert und anschlief3end nach der Zugabe von 4 pl
DNA-Auftragspuffer (siehe 2.1.12) auf ein 1 % Ethidiumbromid-haltiges Agarosegel (siehe
2.1.12) aufgetragen.

Die praparativen Restriktionsansatze unterschieden sich in den entsprechend vergrofRerten
Reaktionsvolumina. Der entsprechende Ansatz wurde fir mindestens 3 h bei 37°C inkubiert.
Zur Aufreinigung der entsprechenden Ziel-DNA mittels Agarose-Gelelektrophorese wurde
die Probe mit dem entsprechenden Volumen an ungefarbten 2x DNA-Auftragspuffer
versetzt. Die Probe wurde anschlie3end in einem 1% Ethidiumbromid-freien Agarosegel
(préparatives Agarosegel) aufgetrennt und das gewiinschte DNA-Fragment aus der Agarose
eluiert (siehe 2.3.5). Wurden bei der praparativen Restriktion nur wenige Nukleotide entfernt
oder erfolgte lediglich eine Linearisierung der Plasmid-DNA, wurde die Aufreinigung mit

Hilfe des PCR-Reinigungskits der Firma Qiagen nach Angaben des Herstellers durchgefihrt.
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Die fehlenden Nukleotide von 3'-zurilickstehenden DNA-Enden wurden durch die T4-
DNA-Polymerase aufgefillt bzw. 3 -Uberhang-Enden durch dieses Enzym abgebaut. Fir die
einzelnen Reaktionen wurde das Enzym nach Angaben des Herstellers (MBI-Fermentas)
eingesetzt.

2.3.5 Isolierung von DNA-Fragmenten aus prapar ativen Agar osegelen

Nach der Auftrennung der DNA-Probe in einem préparativen Agarosegel wurde die
Markerspur und ein kleiner Langsstreifen der Probenspur aus dem Ethidimubromid-freien
Agarosegel herausgeschnitten und mit Ethidiumbromid angeférbt, um die Position der
gewlnschten DNA-Bande zu ermitteln. Der ermittelte Bereich des Agarosegels, der das
gewilnschte Fragment enthalt, wurde herausgeschnitten und die DNA daraus mit Hilfe des

Gelextraktions-Kits der Firma Qiagen nach Angaben des Herstellers eluiert.

2.3.6 Bestimmung der DNA-Konzentration

Zum einen efolgte die Bestimmung der DNA-Konzentration durch eine
Mengenabschétzung in einem 1% Ethidiumbromid-haltigen Agarosegel. Dabei wurde die
Intensitét der zu bestimmenden Bande mit einer ebenfalls aufgetragenen DNA-Probe
bekannter Menge verglichen.

Des Weiteren wurde die Konzentration und Reinheit préparierter DNA durch die
Messung der Extinktionen bei 260 und 280 nm bestimmt. Der Quotient Exgo/Ezgo Stellt ein
Mal} fur die Reinheit der DNA im Bezug auf Proteinverunreinigungen dar und sollte fir
proteinfreie Losungen zwischen 1,8 und 2,0 liegen. Ein Absolutwert der Extinktion von 1 bei
260 nm entspricht einer DNA-Konzentration von 50 pg/ml.

2.3.7 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die invitro-Amplifikation bestimmter DNA-Sequenzen erfolgte Uber die Polymerase-
Kettenreaktion (PCR). Dabei wurden 20 ng Plasmid-DNA als Matrize verwendet. Die Primer
wurden in einer Konzentration von 50 pM eingesetzt. Die finale Nukleotidkonzentration
betrug 0,2 mM pro Nukleotid. Fir die Reaktion wurde die Tag-Polymerase nach Angaben des
Herstellers (MBI-Fermentas) eingesetzt.
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Herstellung des CD33-Oligoadapters fur die Klonierung von pFBr-CD33-hADAM10s-His
PCR-Programm fir die Herstellung des CD33-Oligoadapters (siehe 2.1.9 und 3.2.1):
Denaturierung: 1 min 95°C

Anlagerung der Primer: 1 min 51°C
Polymerisation: 1 min72°C
Nach 40 Zyklen wurde die Polymerisation durch eine zehnminutige Inkubation bei 72°C
vervollstéandigt und die Reaktion durch das Abkthlen auf 4°C gestoppt.

PCR-Analyse der rekombinanten Bacmid-DNA
PCR-Programm fur Bacmid-DNA-Analyse:
Denaturierung: 1 min 95°C

Anlagerung der Primer: 1 min 56°C
Polymerisation: 3,5min72°C
Nach 35 Zyklen wurde auch hier durch die zehnminitige Inkubation bei 72°C die
Polymerisation vervollstandigt und die Reaktion durch das Abkuhlen auf 4°C gestoppt.
Fur die PCR-Analyse der rekombinanten Bacmid-DNA (siehe 2.5.3) wurden folgende
Primer eingesetzt:

pFBr-bADAM 10s-His, pFBr-hADAM 10s-His und pFBr-hADAM10splice-His:
Protease 1 und Protease 4

pFBr-CD33-hADAM10s-His:

hAd10for5 und Protease 4

Die ,forward“ Primer Protease 1 und hAd10for5 binden an die DNA der Signalsequenz
bzw. der Prodoméne, der ,reverse® Primer Protease 4 an die der katalytischen Doméne von
ADAM10.

2.3.8 Dephosphorylierung von 5 -DNA-Enden

Um bei , blunt end”-Klonierungen eine Religation der mit den entsprechenden Restrik-
tionsenzymen behandelten Vektor-DNA zu verhindern, missen die entstandenen 5'-Enden
dephosphoryliert werden. Die Hydrolyse der Phosphatgruppe erfolgte durch die Behandlung
mit einer aus Kalberdarm gereinigten akalischen Phosphatase (CIAP) der Firma MBI-
Fermentas. Dabei wurde die DNA mit 0,6 U CIAP und dem entsprechenden 10 x CIAP-
Puffer (MBI-Fermentas) zweimal fur jeweils 15 min bel 37°C und 15 min bei 56°C inkubiert.
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2.3.9 ,Annealing* von Oligoadaptern

Fur das ,, Annealing” von Oligoadaptern wurden die benétigten Primer in H,O gel6st und
2 h bei 25°C inkubiert, wobei die Endkonzentration der Primer 1 pg/ul betragen sollte. Fur
einen 50 pl ,,Annealing“-Ansatz wurden von dem ,reverse* und ,forward‘ Primer jeweils
4 ng eingesetzt und mit dem entsprechenden Volumen an 10 x ,,Anneding”-Puffer (final:
20mM TrigHCI, pH7,5 10mM MgCl; 50mM NaCl) versetzt. Nach dreiminitiger
Behandlung bei 90°C wurde der Ansatz fir 60 min bei 37°C inkubiert. Die Lagerung des
Oligoadapters erfolgte bel -20°C. Fur die Ligation wurde der Oligoadapter in einer
Konzentration von 8 ng/ul eingesetzt.

2.3.10 Ligation von DNA-Fragmenten

Bel der Ligation werden 5-phosphorylierte und 3'-hydroxylierte DNA-Enden unter
Bildung einer Phosphodiesterbindung kovalent verknipft. Fur diese Verbindung eines DNA-
Inserts mit der entsprechenden linearisierten Vektor-DNA wurden eine T4-DNA-Ligase und
der entsprechende 10 x Ligase-Puffer der Firma MBI-Fermentas verwendet. Bei der Reaktion
wurde das Insert im Vergleich zur Plasmid-DNA in einem 3 bis 5-fachen molaren Uberschuss
in einem Reaktionsvolumen von 20 pul eingesetzt und anschlieend fur 18 h bei 14°C
inkubiert. Fur die Ligation von glatten Enden (,blunt ends‘) wurden 15 U, fur die Ligation
von Uberstehenden Enden (,sticky ends') wurden 5U Ligase eingesetzt. Die Hélfte des
Ligationsansatzes wurde zur Transformation kompetenter E. coli eingesetzt (siehe 2.3.11).

2.3.11 Transformation von Bakterien

Zur Transformation wurden kompetente Zellen des E. coli-Bakterienstamms DH5a
verwendet. Dabei wurden pro 10 pl des entsprechenden Ligationsansatzes 100 pl der
kompetenten Bakterien eingesetzt. Anschlielfend wurde die mit der DNA versetzte
Bakteriensuspension fur 30 min auf Eisinkubiert. Nach einem 90-sekiindigen Hitzeschock bei
42°C und dem Abkuhlen der Bakterien auf Eis wurden sie in 600 pl LB-Flissigmedium
(sehe 2.1.11) aufgenommen und fir 1 h bei 37°C und 120 rpm im Kulturenschttler
inkubiert. Die transformierten Bakterien wurden dann auf zwei LB/Ampicillin-Agarplatten
(siehe 2.1.11) ausgestrichen (1/3 bzw. 2/3 des Ansatzes) und fur 24 h bei 37°C inkubiert. Die
ausgewahlten Klone wurden erneut auf LB/Ampicillin-Agarplatten ausgestrichen und fir
weitere 24 h bei 37°C inkubiert. Darauf folgend wurde ihre Plasmid-DNA isoliert (siehe
2.3.3) und mittels Restriktionsanalyse (siehe 2.3.4) untersucht. Von den as positiv

identifizierten Klonen wurden Dauerkulturen erstellt (siehe 2.3.1). Handelte es sich bei dem
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Insert um ein PCR-Produkt oder musste das Einhalten des Leserahmens Uberprift werden,

wurde die Plasmid-DNA einer Sequenzierung unterzogen (siehe 2.3.12).

2.3.12 Sequenzierung von Plasmid-DNA
Die DNA-Sequenzierungen wurden von der Firma Genterprise, Mainz, durchgefihrt.
Zur Uberpriafung der jeweiligen DNA-Konstrukte wurden fir die einzelnen

Sequenzierungen folgende ADAM 10-sequenzspezifische Primer (siehe 2.1.9.) eingesetzt:

hAd10for4: bindet an die DNA in der Cystein-reichen Doméane von ADAM 10
Proteasebrev: bindet an die DNA der Prodoméne von ADAM 10
RPos5: bindet an die DNA der Disintegrin-Doméne von ADAM10

Ferner wurden die Vektor-DNA-spezifischen Primer pIRES rev, pcDNA3 rev und
CMV_for (siehe 2.1.9.) eingesetzt.

24  UBEREXPRESSION IN SAUGETIERZELLEN

24.1 Herstellung der Expressionsplasmide

2411 pSecTag2C-hADAM 10s-Hisund pcDNA3-hADAM 10s-His

Die Sequenz des |6dlichen humanen ADAM10 (hADAM10s) wurde fir diese Klonierung
aus dem Vektor pUC57-hADAM10full-length (bereitgestellt von R. Postina) tber Sacl
(Schnittstelle liegt vor der Transmembrandomane von ADAM10) und Xhol (vor der
Signalsequenz von ADAM10) herausgeschnitten und nach anschlief}ender T4-DNA-

Polymerase-Behandlung Uber ein préparatives Agarosegel (siehe 2.3.5) gereinigt. Das Insert
wurde in den Expressionsvektor pSecTag2C im Leserahmen zu der dort vorhandenen
Signalsequenz des IgkB (im Protein N-terminal) und dem myc- und Poly-Histidin-Epitop (im
Protein C-terminal) einkloniert. Der Vektor pSecTag2C wurde daftr mit Sfil und Bsp120I
geschnitten und nach darauf folgender T4-DNA-Polymerase-Behandlung dephosphoryliert
(siehe 2.3.8), um eine Religation des Vektors zu verhindern.

Fur die Herstellung von pcDNA3-hADAM10s-His wurde das 16sliche humane ADAM10
mit dem Poly-Histidin-Epitop (hRADAM10s-His) Uber Xhol (vor der ADAM10-Signal-
sequenz) und Pmel aus dem Expressionsvektor pSecTag2C-hADAM10s-His herausge-
schnitten und nach anschlief3ender T4-DNA-Polymerase-Behandlung Uber ein praparatives
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Agarosegel gereinigt. Fur die Ligation mit dem Insert wurde der Vektor pcDNA3 mit Kpnl
geschnitten, mit der T4-DNA-Polymerase behandelt und dephosphoryliert.

2412 DieplRESKonstrukte
pl RES-bADAM10s-His

Der Ausgangsvektor fur diese Klonierung war das von R. Postina bereitgestellte
Konstrukt 116 1, das die Sequenz des bovinen full-length ADAM10 mit HA-Epitop
(b ADAM10fI-HA) tréagt. Da dieses Epitop aus dem Hamagglutinin A (YPYDVPDYA) fir die
spatere Reingung nicht geeignet ist, wurde es durch ein Poly-Histidin-Epitop ersetzt. DafUr
wurde zundchst bADAM10fl-HA Uber Clal mit daran anschlief3ender T4-DNA-Polymerase-
Behandlung und Xbal aus dem Konstrukt 116 1 herausgeschnitten und Uber ein préparatives

Agarosegel (siehe 2.3.5) gereinigt. Als Zielvektor wurde pUC19 ausgewahlt, bei dem als
erstes die die weiteren Klonierungschritte stdrende Sacl-Schnittstelle durch Restriktion mit
Sacl, anschlief3ender T4-DNA-Polymerase-Behandlung und der Religation des Vektors
entfernt werden musste. Der daraus resultierende Vektor pUC19ASacl wurde mit Kpnl
geschnitten. Nach der anschlief3enden T4-DNA-Polymerase-Behandlung erfolgte eine weitere
Restriktion mit Xbal. Der geschnittene Vektor wurde dann Uber ein praparatives Agarosegel
gereinigt. In dem aus der Ligation der beiden DNAs resultierenden Expressionsvektor
pUC19ASacl-bADAM10fI-HA wurde nun ein Oligonukleotid eingefligt, der das fur die
Proteinreinigung wichtige Poly-Histidin-Epitop codiert (siehe 2.1.9). Die Insertion erfolgte
Uber die Schnittstellen Sacl (vor der Transmembrandoméne von ADAM10) und Spll,
wodurch nicht nur die Sequenz des HA-Epitops sondern auch die der Transmembran- und der
cytosolischen Doméne von bADAM 10 entfernt wurde.

Zur Herstellung von plRES-bADAM10s-His wurde das [6sliche bADAM10s-His tber
Hindlll und Xhol aus pUC19ASacl-bADAM10s-His herausgeschnitten und nach
anschlief3ender T4-DNA-Polymerase-Behandlung mittels praparativem Agarosegel gereinigt.
Der Expressionsvektor plREShygl wurde fur diese Klonierung mit BamHI geschnitten, T4-
DNA-Polymerase-behandelt und dephosphoryliert (siehe 2.3.8).

plRES-hADAM10s-His

Fur diese Klonierung wurde aus dem Konstrukt MB23A (bereitgestellt von M. Bukulin)
hADAM10full-length mit HA-Epitop Uber Smal und Kpnl herausgeschnitten und Uber ein
préparatives Agarosegel (siehe 2.3.5) gereinigt. Die Ligation mit pUC19ASacl erfolgte Uber
die dort vorhandenen Schnittstellen Xbal und Kpnl. Dabei wurde zunéchst die Restriktion mit
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Xbal, anschlief3end die Behandlung mit der T4-DNA-Polymerase und schliefdlich die
Restriktion mit Kpnl durchgefiihrt. Danach wurden die die Transmembran- und die
cytosolische Doméne sowie das HA-Epitop codierende Sequenz durch die des Poly-Histidin-
Epitops (siehe 2.1.9) uber das Einbringen eines entsprechenden Oligoadapters ersetzt. Dies
erfolgte Uber die Schnittstellen Sacl (vor der Transmembrandoméne von ADAM10) und Sall
(in pUC19ASacl). Anschlieflend wurde aus dem dabei entstandenen Vektor pUC19ASacl-
hADAM10s-His das hADAM 10s-His-Insert Gber Kpnl und Hindlll herausgeschnitten, nach
erfolgter T4-DNA-Polymerase-Behandlung Uber ein praparatives Agarosegel gereinigt und in
pIREShygl eingebracht. Der Vektor plREShygl wurde dafur mit BamHI geschnitten, T4-
DNA -Polymerase-behandelt und dephosphoryliert (siehe 2.3.8).

pl RES-hADAM 10splice-His

Der Ausgangsvektor dieser Klonierung war plRES-hADAM 10splice-HA (bereitgestellt
von M. Bukulin). Auch hier wurde die fur das HA-Epitop codierende Sequenz durch die fur
das Poly-Histidin-Epitop ersetzt. Dies erfolgte durch das Einbringen eines entsprechenden
Oligoadapters (siehe 2.1.9) Uber die Schnittstellen Clal (vor dem HA-Epitop) und Spll.

24.1.3 DiepcDNAS/FRT-Konstrukte
pcDNA5S/FRT-bADAM 10s-His

Bei dieser Klonierung wurde bADAM 10s aus dem Vektor plRES-bADAM 10s-His (siehe
3.1.1.2) Uber Spll (hinter dem Poly-Histidin-Epitop) und nach anschlief3ender T4-DNA-
Polymerase-Behandlung mit Xhol (vor der ADAM 10-Signal sequenz) herausgeschnitten, Uber
ein praparatives Agarosegel (siehe 2.3.5) gereinigt und in den Vektor pcDNAS/FRT

einkloniert, der dafur mit Bsp120l und nach erfolgter T4-DNA-Polymerase-Behandlung mit

Xhol geschnitten wurde.

pcDNAS5/FRT-hADAM10s-His

Ausgangsvektor fur diese Klonierung war plRES-hADAM10s-His (siehe 3.1.1.2). Hier
wurde hADAM10s tber Hindlll (in plRES) und nach anschlief3ender T4-DNA-Polymerase-
Behandlung mit Xhol (vor der ADAMI10-Signalsequenz) herausgeschnitten, Uber ein
préparatives Agarosegel (siehe 2.3.5) gereinigt und in pcDNAS/FRT einkloniert. Der
Zielvektor pcDNAS/FRT wurde fir diese Klonierung mit Bsp120l und nach anschlief3ender
T4-DNA-Polymerase-Behandlung mit Xhol geschnitten.
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pcDNAS5/FRT-hADAM 10splice-His

Die DNA von hADAM10splice-His wurde aus pIRES-hADAM10splice-His (siehe
3.1.1.2) tber Spll (hinter dem Poly-Histidin-Epitop) und nach erfolgter T4-DNA-Polymerase-
Behandlung mit Xhol (vor der ADAM10-Signalsequenz) herausgeschnitten, Uber ein
praparatives Agarosegel (siehe 2.3.5) gereinigt und in pcDNAS/FRT einkloniert. Der
Zielvektor pcDNAS/FRT wurde dafir mit Bspl20l und nach anschlieRender T4-DNA-
Polymerase-Behandlung mit Xhol geschnitten.

24.14 DiepCEP4-Konstrukte
pCEP4-hADAM10s-mIgG1Fc

Die Sequenz von hADAM10s wurde bei dieser Klonierung aus dem Vektor pUC57-
hADAM10full-length (bereitgestellt von R. Postina) Uber Sacl (vor der Transmembran-

Domane) und Xhol (vor der ADAM10-Signalsequenz) herausgeschnitten, einer T4-DNA-
Polymerase-Behandlung unterzogen und Uber ein préparatives Agarosegel (siehe 2.3.5)
gereinigt. Das Insert wurde in den Vektor pcDNA3.1-migGlFc (bereitgestellt von J. Frey)
nach dessen Behandlung mit Xhol, der T4-DNA-Polymerase und anschlief3ender
Dephosphorylierung (siehe 2.3.8) einkloniert. Das |6sliche humane ADAM 10 wurde dadurch
mit der konstanten Region des IgG1-Antikorpers aus der Maus (mlgGlFc; im Protein C-
terminal) ligiert. Aus diesem Konstrukt wurde die DNA von hADAM10s-migG1Fc Uber die
Restriktionsstellen Notl und Xbal herausgeschnitten, um sie nach erfolgter T4-DNA-
Polymerase-Behandlung und Reinigung Uber ein praparatives Agarosegel in den
Expressionsvektor pCEP4 zu integrieren. Der Vektor wurde daftr mit Kpnl geschnitten, T4-
DNA -Polymerase-behandelt und dephosphoryliert.

pCEP4-hADAM10s-His

Fur dieses Konstrukt wurde hADAM10s-His dber Xhol (vor der ADAMI10-
Signalsequenz) und Pmel (hinter dem Poly-His-Epitop) aus pSecTag2C-hADAM10s-His
(siehe 3.1.1.1) herausgeschnitten, mit der T4-DNA-Polymerase behandelt und Uber ein
préparatives Agarosegel (siehe 2.3.5) gereinigt. Der Zielvektor pCEP4 wurde fir diese
Klonierung mit Kpnl geschnitten, T4-DNA-Polymerase-behandelt und dephosphoryliert
(siehe 2.3.8).

46



MATERIAL UND METHODEN

2.4.2 Kultivieren von Sugetier zellen

Alle Arbeiten mit Saugetierzellen wurden unter einer sterilen Werkbank durchgefuhrt.
Alle Losungen, die mit Zellen in Berthrung kamen, wurden durch Autoklavieren (30 min,
121°C), hitzeempfindliche L6sungen durch Filtration (Porengrdf3e 0,2 um), Glasmaterialien
durch trockene Hitze (4h, 180°C) serilisiert. Die benutzten Gerédtschaften und
Medienflaschen wurden direkt vor dem Einbringen unter die Sterilbank mit 80 % (v/v)
Ethanol bzw. einem Flachendesinfektionsmittel der Firma Roth desinfiziert, die Glaspipetten
unmittelbar vor ihrer Benutzung unter der Sterilbank abgeflammt.

Die Kultivierung der Zellen erfolgte bei 37°C in einer Atmosphére von 5% CO, und
95 % wassergesattigter Luft in einem Zellkulturbrutschrank. Die adhérenten Zellen wurden
auf Zellkulturschalen mit 10 cm Durchmesser im entsprechenden Komplettmedium (siehe
2.1.11) bis zur Konfluenz kultiviert. Zur Passage wurde das Uberstehende Medium vorsichtig
entfernt und die Zellen fur wenige Minuten mit Trypsi/EDTA (in PBS) inkubiert.
Anschlieflend wurden die Zellen in ein 15 ml-Kunststoffzentrifugenréhrchen tberfihrt und
fur 5min bei 110 x g zentrifugiert. Nach dem Resuspendieren der pelletierten Zellen mit dem
jeweiligen Komplettmedium wurden sieim Verhéltnis 1:4 bis 1:10 auf neue Zellkulturschalen

verteilt.

2.4.3 Anlegen von Dauerkulturen (Kryokonservierung)

Zum Anlegen von Dauerkulturen wurden Zellen eines 70 % konfluenten Zellrasens mit
dem vorhandenen Medium suspendiert und far 5min bei 110x g zentrifugiert. Das
Zellsediment wurde in 1,5ml Gefriermedium (Komplettmedium; 10% (v/iv) DMSO)
resuspendiert und in ein vorbereitetes Kryoréhrchen tberfuhrt. Die Dauerkulturen wurden
nacheinander bei —20°C bzw. —80°C fir wenige Stunden aufbewahrt und schliefdlich in der
Gasphase von flUssigem Stickstoff gelagert.

244 Transfektion von Saugetierzellen

2.4.4.1 Calciumphosphatmethode

Fur die transiente und stabile Transfektion von HEK-, HEK-EBNA- und CHO-Zellen
wurde die Calciumphosphat-Methode angewendet. HEK-Zellen wurden fur die Transfektion

auf Poly-Lysin-beschichteten Zellkulturschalen kultiviert, wodurch das leichte Ablésen von
der Zellkulturschale verhindert werden sollte. Die fir die Transfektion eingesetzten Zellen

waren 40-60 % konfluent. Nach dem Entfernen des Kulturmediums wurden die Z€llen fir
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4,5h bel 37°C und 3 % CO,-Atmosphére mit der Transfektionslésung (10 ug DNA; 750 pl
H,0; 250 ul CaCl,; 1 ml BBS; gut mischen und 3 min bei Raumtemperatur inkubieren; 8 ml
MEM + 10% (v/v) Nu-Serum + 1% (v/v) Glutamin) inkubiert. Anschlief3end wurde das
Transfektionsmedium entfernt und die Zellen bel Raumtemperatur fir 3 min mit 2 ml 10 %
(v/v) Glycerin in PBS Uberschichtet. Nach dem Absaugen der Glycerinlésung wurden die
Zellen zweimal mit 5 ml PBS gewaschen, bevor sie in dem entsprechenden Komplettmedium
weiterkultiviert wurden.

Im Falle einer transienten Transfektion wurden die Zellen fur 4-24 h mit DMEM bzw.
Hams F-12, 1% (v/v) Glutamin, 1% (v/v) Pen/Strep, 1% (v/v) Fettsaure-freies BSA
(2 mg/ml) inkubiert und geerntet (siehe 2.4.4). Zur Herstellung von stabil transfizierten Zellen
wurde das Zellkulturmedium nach 24 h durch ein entsprechendes Selektionsmedium

ausgetauscht.

2.4.4.2 DEAE-Dextran-ver mittelte Transfektion von COS-Zellen
Diese Methode wurde fur die transente Transfektion von COS-Zellen verwendet. Die zu

transfizierenden Zellen sollten zu 80 % konfluent sein. Nach eéinmaligem Waschen der Zellen
mit DMEM ohne Zuséize wurden sie fir 4,5 h bei 37°C und 5 % CO,-Atmosphére mit 5 ml
DEAE-Dextran-Transfektionsmedium (2 mM  Glutamin; 100 U/ml Penicillin; 100 mg/ml
Streptomycin; 7% (v/v) Nu-Serum; 0,21 mM Chloroquin; 0,2 mg/ml DEAE-Dextran
(500000 g/moal); 1,2 ug Plasmid-DNA in DMEM) inkubiert. Daran anschlief3end wurden die
Zellen fur 3 min mit 5 ml PBS/10 % (v/v) DM SO behandelt. Nach dem Entfernen der Losung
wurden die Zellen einmal mit DMEM ohne Zusétze gewaschen und mit DMEM, 1 % (v/v)
Glutamin, 1 % (v/v) Pen/Strep, 1 % (v/v) Fettsdure-freies BSA (1 mg/ml) fir weitere 48 h bei
37°C inkubiert und anschlief3end geerntet (siehe 2.4.4).

2.4.4.3 Roti®-Fect-Reagenz

Zur Transfektion einer 10 cm-Zellkulturschale HEK-EBNA-Zellen wurden zwei
Ldsungen vorbereitet:
e Losung A: 10 ug DNA ; 200 ul DMEM ohne Antibiotika

«  Losung B: 50 pl Roti®-Fect-Reagenz; 200 ul DMEM ohne Antibiotika
Die beiden Losungen wurden vereinigt und 45 min bei Raumtemperatur inkubiert.

Zum Zeitpunkt der Transfektion waren die Zellen 70-80% konfluent. Vor der
Transfektion wurden die Zellen mit DMEM ohne Zusétze gewaschen. Anschlief3end wurden
3ml MEM, 7% (v/v) Nu-Serum, 1 % (v/v) Glutamin ohne Antibiotika und die miteinander
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inkubierten Transfektionslésungen A und B auf die Zellen gegeben. Nach sechsstiindiger
Inkubation der Zellen bei 37°C wurden 7 ml DMEM-Komplettmedium dazu gegeben und die
Zellen fur weitere 24 h bei 37°C inkubiert.

Im Falle einer transienten Transfektion wurde nach dieser 24-stiindigen Inkubation das
Transfektionsmedium durch 3 ml DMEM, 1 % (v/v) Glutamin, 1 % (v/v) Pen/Strep, 1 % (v/v)
Fettsdure-freies BSA (1 mg/ml) ersetzt und die Zellen nach weiteren 24 h geerntet (siehe
24.4). Im Fdle ene stabilen Transfektion erfolgte lediglich der Austausch des
Transfektionsmediums gegen das entsprechende Selektionsmedium.

2.4.44 LIPOFECTAMIN™ 2000-Reagenz
Zur Transfektion einer 10 cm-Zellkulturschale HEK-, FlpIn™293- bzw. CHO-Zellen
wurden folgende Ldsungen vorbereitet:

e Losung A: 2-4 ug DNA; 300 pl MEM ohne Zusétze
«  Lésung B: 20 pl LIPOFECTAMIN™ 2000-Reagenz; 300 pl MEM ohne Zusétze
Die beiden Losungen wurden vereinigt und 20 min bei Raumtemperatur inkubiert.

Zum Zeitpunkt der Transfektion waren die Zellen 70-80% konfluent. Vor der
Transfektion wurden die Zellen mit MEM ohne Zusétze gewaschen. Anschlief3end wurden
3ml MEM, 7% (v/v) Nu-Serum, 1 % (v/v) Glutamin ohne Antibiotika und die miteinander
inkubierten Transfektionslosungen A und B auf die Zellen gegeben. Nach funfstiindiger
Inkubation der Zellen bei 37°C wurde das Transfektionsgemisch durch das entsprechende
Komplettmedium ersetzt und die Inkubation weitere 24 h fortgesetzt.

Im Falle einer transienten Transfektion wurde daran anschlielfend das jeweilige
Komplettmedium durch DMEM bzw. Hams F-12, 1 % (v/v) Glutamin, 1 % (v/v) Pen/Strep,
1 % (v/v) Fettséure-freies BSA (1 mg/ml) ersetzt und die Zellen nach weiteren 24 h geerntet
(siehe 2.4.4). Im Falle einer stabilen Transfektion wurde nach dieser 24-stiindigen Inkubation
das Medium gegen das entsprechende Sel ektionsmedium ausgetauscht.

254 Ernten der Zelliberstande und Analyse der Proteinexpression der transfizierten
Saugetier zellen
Da das im Medium vorhandene BSA den Nachweis der 16slichen ADAM10-V arianten
aufgrund ihrer dhnlichen Molekulargewichte stort, wurden die mit den entsprechenden
Konstrukten transfizierten Zellen vor dem eigentlichen Ernten fur 4h bzw. 24h mit
mindestens 4,5ml DMEM Zellkulturmedium ohne FCS (HEK, HEK-EBNA, Flpin™293,
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COS) bzw. Hams F-12 ohne FCS (CHO) inkubiert. Das FCS im entspechenden
Komplettmedium (siehe 2.1.11) wurde durch Fettsdure-freies BSA (1 mg/ml) ersetzt.

Das Ernten der Zellen erfolgte durch Abnahme des jeweiligen Zellliberstands und dessen
Zentrifugation bei 110 x g fur 5 min, um noch vorhandenes Zellmaterial zu pelletieren. Der
Uberstand wurde anschlieRend in ein frisches 15 ml-Kunststoff zentrifugenréhrchen tberfiinrt.
Fur die folgende Proteinanalyse wurde der ZellUberstand einer TCA-Fallung (siehe 2.2.4.2)
unterzogen, das getrocknete Pellet entsprechend in 1x SDS-PAGE-Probenpuffer (siehe
2.1.12), 100 mM DTT gel6st und die Proteinexpression wie unter 2.2.5 beschrieben Uberprift.
Fur eine Proteinbestimmung nach Bradford (siehe 2.2.3.1) wurden 100-500 pl des jeweiligen
ZellUberstands aufbewahrt.

25 UBEREXPRESSION IN INSEKTENZELLEN

25.1 DasBac-To-Bac Baculovirus Expressionssystem

Fur die Produktion 16slicher ADAM10-Proteine in Sf9-Insektenzellen aus dem Ovar der
Gemiseeulen-Larve  Spodoptera  frugiperda wurde das Bac-To-Bac Baculovirus
Expressionssystem der Firma Invitrogen eingesetzt (siehe Abb. 2.1).

Der Expressionsvektor pFastBacl dient in diesem System als Donorplasmid. Es tragt ein
mini-Tn7-Element, das eine Expressionskassette mit einem Gentamicin-Resistenzgen, einem
Baculovirus-spezifischen Promotor (Polyhedrin-Promotor des Autographa californica nuclear
polyhedrosis virus AcNPV), einer , multiple cloning site® und einem SV 40 Poly-(A)-Signal
zwischen dem linken und rechten Arm des Transposons 7 (Tn7) enthélt.

Das Donorplasmid mit dem einklonierten Zielgen wird zur Transformation des
Bakterienstamms DH10Bac verwendet. Dieser E. coli-Stamm enthélt den Baculovirus-
Shuttle-Vektor (Bacmid) bMON 14272, der dem Bakterium eine Kanamycin-Resistenz
verleiht. Daneben enthélt er ein DNA-Segment, welches das lacZa-Peptid kodiert und somit
die lacZ-Deletion des Bakteriums komplementieren kann. Das heif die Bakterien sind
dadurch in der Lage, in der Gegenwart eines farblichen Substrats, wie z.B. Bluo-gal oder X-
gal, und des Induzierers Isopropyl-p-D-Thiogalactopyranosid (IPTG), blaue Kolonien (lach)
zu hilden. Rekombinante Bacmide werden nun dadurch gebildet, dass das mini-Tn7-Element
des Donorplasmids in die innerhalb des lacZa-Gens liegende , attachment site” fur das
bakterielle Transposon7 (mini-attTn7) transponiert, wobei die Transpositionsfunktion

intrans bereitgestellt werden muss. Dies erfolgt durch das ebenfalls im DH10Bac-Stamm
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vorliegende Helferplasmid pMON 7124, das einen Tetracyclin-Resi stenzmarker tragt und die
notigen Transposasen kodiert. Durch die Insertion der mini-Tn7-Expressionskassette wird der
Leserahmen des lacZa-Gens unterbrochen, so dass das Protein LacZa nicht exprimiert wird
und keine a-Komplementation erfolgt. Demnach konnen die Bakterienklone, die das
rekombinante Bacmid tragen, das Substrat Bluo-gal nicht mehr umsetzen und erscheinen weild
(lac’). Ferner tragen Bakterien, die das rekombinante Bacmid beinhalten, zusétzlich zur
Tetracyclin- (durch das Helferplasmid) und zur Kanamycin- (durch das Bacmid) noch eine
Gentamicin-Resistenz (durch die mini-Tn7-Expressionskassette).

Die rekombinante Bacmid-DNA aus den als positiv identifizierten DH10Bac-Klonen

wird anschlief3end fur die Transfektion der ausgewahlten Insektenzellen eingesetzt.
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Abb. 2.1: Genexpression mit dem Bac-To-Bac-Expressionssystem

nach:  Instruction Manual — Bac-To-Bac Baculovirus Expression Systems (Invitrogen)

2.5.2 Transposition der pFastBac Donor plasmide

Die hergestellten Konstrukte pFB-bADAM 10s-His, pFB-hADAM10s-His, pFB-CD33-
hADAM10s-His und pFB-hADAM10splice (siehe 3.2.1 und Abb. 3.2) wurden fir die
Transformation des E. coli-Stamms DH50 eingesetzt (siehe 2.3.11). Durch die
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Restriktionsanalyse der Plasmid-Minipréparations-DNA (siehe 2.3.3) wurde jeweils ein
positiver Klon ermittelt. Um Verschiebungen im Leserahmen auszuschlief3en, wurden die
DNA-Konstrukte sequenziert und anschlief3end fur die Transpositon des Bakterienstamms
DH10Bac verwendet.

Pro Transposition wurden 100 ul der DH10Bac-Bakteriensuspension eingesetzt und nach
der Zugabe von 0,5l der jeweligen Plasmid-DNA fir 30 min auf Eis inkubiert. Der
anschlieffende 45-sektindige Hitzeschock bel 42°C diente dazu, dass die Bakterien die Fremd-
DNA aufnehmen kénnen. Danach wurden sie fir 2 min auf Eis abgekihlt, in 450 pl LB-
Flissigmedium (siehe 2.1.11) aufgenommen und fir 4h bei 37°C inkubiert. Daran
anschlief3end wurde von jeder Probe eine Verdiinnungsreihe hergestellt (1:10; 1:100; 1:1000).
Von der entsprechenden Verdinnung wurden jeweils 100 pl auf Luria-Agarplatten (siehe
2.1.11) ausgestrichen und fur 48 h bei 37°C inkubiert. Nach dieser Zeitspanne wurden die
ausgewahlten weif3en, d.h. positiven Klone zur eindeutigen Bestimmung des Phénotyps auf
frischen Luria-Agarplatten ausgestrichen und fur weitere 48 h bei 37°C inkubiert. Als
Phanotyp-Kontrolle wurde ebenfalls ein blauer, aso negativer Klon ausgestrichen.

25.3 Isolierung der rekombinanten Bacmid-DNA

Zur Isolierung der rekombinanten Bacmid-DNA wurde von den entsprechenden weil3en
Klonen eine FlUssigkultur (2 ml LB-Medium, 50 pg/ml Kanamycin; 7 pg/ml Gentamicin;
10 ug/ml Tetracyclin) angesetzt und fir 18 h bei 37°C und 120 rpm im Kulturenschittler
inkubiert. Von dieser Ubernachtkultur wurden 1,5ml in ein Mikrozentrifugenrohrchen
Uberfiihrt und 1 min bei 16000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet vorsichtig in 0,3ml Losung!l (15mM TrigHCl pH 8, 10mM EDTA; 100 pg/mi
RNase A) resuspendiert. Nach der Zugabe von 0,3 ml Lésung Il (0,2 N NaOH; 1% SDYS)
wurde die Probe durch Invertieren gemischt und 5 min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert.
Zur Prézipitierung der bakteriellen Proteine und genomischen DNA wurden 0,3ml 3 M
Kaliumacetat pH 5,5 hinzugefugt. Daraufhin wurde die Probe 10 min auf Eis inkubiert und
anschlief3end fur 10 min bei RT und 16000 x g zentrifugiert. Zum Fallen der Bacmid-DNA
wurde der Uberstand in ein frisches Mikrozentrifugenréhrchen mit 0,8 ml Isopropanol
Uberfihrt, erneut fir 10 min auf Eis inkubiert und anschlief3end 15 min bei 16000 x g und RT
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet mit 0,5 ml 70 % (v/v) Ethanol
versetzt und 5min bel 16000 x g zentrifugiert. Nach nochmaliger Wiederholung dieses
Waschschritts wurde der Uberstand verworfen und das Pellet bei RT getrocknet. Die
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getrocknete DNA wurde in 40 pl TE-Puffer (siehe 2.1.12) aufgenommen und bis zu ihrer
Verwendung bei -20°C aufbewahrt.

Zur Uberprifung der Insertion der entsprechenden ADAM10-DNA wurde eine PCR-
Analyse der rekombinanten Bacmid-DNA mit sequenzspezifischen hADAM10-Primern
durchgefihrt (siehe 2.3.7).

254 Kultivieren von Sf9-Zellen

Alle Arbeiten mit Insektenzellen wurden unter einer sterilen Werkbank durchgefihrt.
Alle Losungen, die mit Zellen in Berthrung kamen, wurden durch Autoklavieren (30 min,
121°C), hitzeempfindliche Losungen durch Filtration (Porengrof3e 0,2 um), Glasmaterialien
durch trockene Hitze (4h, 180°C) sterilisert. Die benutzten Gerdtschaften und
Medienflaschen wurden direkt vor dem Einbringen unter die Sterilbank mit 80 % (v/v)
Ethanol bzw. einem Fl&chendesinfektionsmittel der Firma Roth desinfiziert. Da bei allen
Versuchen mit Insektenzellen keine Antibiotika zum Einsatz kamen, wurden samtliche
Glaspipetten unmittelbar vor ihrer Verwendung unter der Sterilbank abgeflammit.

Die Insektenzellen wurden im Serum-freien Nahrmedium SF-900 Il (siehe 2.1.1.1) der
Firma Invitrogen auf Kulturschalen mit 10 cm Durchmesser in einem Kuhlbrutschrank
(Heraeus) bei 27°C kultiviert. Zur Passage wurde das Uberstehende Medium abgesaugt, die
Zellen wenige Minuten mit Trypsin/EDTA (in PBS) behandelt und anschlief3end in ein
Kunststoffzentrifugenréhrchen Uberflhrt. Nach der Zentrifugation bel 110x g fir 5min
wurden die sedimentierten Zellen in frischem Medium aufgenommen und im Verhédtnis 1:2
bis 1:4 auf neue Kulturschalen verteilt.

Die Vitalitét der Sf9-Zellen wurde durch das Anférben mittels Trypanblau Uberprift. Da
dieser Farbstoff die Membran lebender Zellen nicht passieren kann, werden nur abgestorbene
Zellen angefarbt. Die entsprechende Zellsuspension wurde fur 5 min mit 10 pl Trypanblau-
Losung inkubiert und die Zellen anschlief?end mit Hilfe einer Thoma-Kammer ausgezéhlt.
Die Zellvitalitét in Prozent ergab sich aus dem Quotient der Zahl der ungefarbten Zellen zu
der Gesamtzahl an Zellen und sollte im Idealfall > 90 % sein.

2.5.5 Anlegen von Sf9-Dauerkulturen (Kryokonservierung)

Das Anlegen von Sf9-Dauerkulturen erfolgte durch das Ernten von Zellen, die sich in der
logarithmischen Wachstumsphase befanden. Dabel wurden die Sf9-Zellen mit dem
vorhandenen Medium vorsichtig von der Platte gelost, suspendiert und in ein 15 ml-

Kunststoffzentrifugenréhrchen tberfihrt. Durch die anschlief3ende Zentrifugation bei 110 x g
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far 5 min wurden die Zellen sedimentiert. Das Zellsediment wurde in 1,5 ml Gefriermedium
(SF-900 Il Medium; 10 % (v/v) DM SO) resuspendiert und in ein vorbereitetes Kryoréhrchen
Uberfihrt. Die Dauerkulturen wurden bei —20°C bzw. bei —80°C fir wenige Stunden

aufbewahrt und daran anschlief3end in der Gasphase von fllissigem Stickstoff gelagert.

2.5.6 Adaption von Sf9-Zellen an Serum-freies SF-900 |11 Medium

Fir die durchgefuinrten Uberexpression in Sf9-Zellen war es nétig, die Versuche mit
BSA-freiem Medium durchzufiihren, da die Molekulargewichte der zu exprimierenden
[6slichen ADAM10-Varianten im gleichen Gréflzenbereich lagen. Aus diesem Grund mussten
die verwendeten Sf9-Zellen an Serum-freies Medium adaptiert werden. Dafur wurde bei bis
zu 50 % konfluenten Sf9-Zellen 25% des FCS-haltigen durch Serum-freies SF-900 I
Medium ersetzt. Die Zellen wurden dann bis zur Konfluenz weiter kultiviert. Nach der
néchsten Passage wurde das vorhanden Medium bei 50 % Konfluenz der Zellen durch 50 %
Serum-freies SF-900 I Medium ersetzt und die Zellen wieder bis zur vollen Konfluenz weiter
kultiviert. Diese Kultivierungsschritte wurden noch zweima wiederholt, wobei dann jeweils
75 % bzw. 100 % Serum-freies Medium eingesetzt wurde.

2.5.7 Transfektion von Sf9-Zellen

Zur Transfektion einer 10 cm-Zellkulturschale wurden zwel Ldsungen vorbereitet:
Losung A: 10 pl Bacmid-DNA; 200 pl SF-900 I1 Insektenzellmedium
Losung B: 12 pl CellFECTIN®-Reagenz; 200 pl SF-900 |1 Insektenzellmedium
Die beiden Ldsungen wurden vereinigt und 45 min bei Raumtemperatur inkubiert.

Zum Zeitpunkt der Transfektion waren die Sf9-Zellen 80-90 % konfluent, d.h. sie
befanden sich in der logarithmischen Wachstumsphase. Nach dem Waschen der Zellen mit
SF-900 |1 Medium erfolgte die Zugabe der miteinander inkubierten Transfektionsldsungen A
und B sowie 2ml SF-900 Il Medium. Nach funfstindiger Inkubation der Zellen bei 27°C
wurde das Transfektionsgemisch gegen 4 ml SF-900 |1 Medium ausgetauscht. Die Zellen
wurden anschliefiend fur mindestens 72h bei 27°C inkubiert. Dieses Stadium diente

hauptséchlich der Virusvermehrung, weniger der Proteinproduktion.

2.5.8 Infektion von Sf9-Zellen mit rekombinanten Baculoviren zur Proteinher stellung
Fur die Herstellung der Baculovirus-Stammldsung, die Amplifikation von rekombinanten
Baculoviren und die anschlief3ende Proteinexpression wurden Sf9-Monolayerkulturen in

Zellkulturschalen mit 10 cn Durchmesser verwendet.
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2.5.8.1 Herstellung der Stammldsung rekombinanter Baculoviren

Um die Vermehrung der rekombinanten Baculoviren zu gewdahrleisten, wurde der 72 h
nach der Transfektion geerntete Sf9-Zelltiberstand von jeweils 4 ml Volumen auf zwei neue
SfO-Zellkulturschalen verteilt und fir weitere 48 h bei 27°C inkubiert. Diese Viruspassage
wurde anschlieRend noch einmal wiederholt. Dabei wurde der jewells eingesetzte Virus-
haltige Zelltberstand mit dem SF-900 Il Kulturmedium entsprechend aufgefillt, um das fur
die Infektion der Sf9-Zellen nétige Kulturvolumen von insgesamt 10 ml zu erhalten. Nach
jedem der beiden Virusvermehrungsschritte wurden 500 pl des jeweiligen ZellUberstands fir
eine TCA-Falung (siehe 2.2.4.1) eingesetzt und die Proteinexpression wie unter 2.2.5
beschrieben analysiert. Die gewonnenen Virusamplifikate wurden abgenommen und fir
5min bei 110x g zentrifugiert, um verunreinigende Zelltrimmer zu entfernen. Die nun
vorliegende Baculovirus-Stammldsung wurde in ein frisches 15 ml-Kunststoffzentrifugen-
rohrchen tberfahrt und bis zu ihrer Verwendung lichtgeschiitzt bei 4°C gel agert.

Um die fur die Proteinproduktion ideale Viruskonzentration zu ermitteln (siehe 2.5.8.2
und 2.5.8.3), wurden frische Sf9-Monolayerkulturen mit unterschiedlichen Verdinnungen der

Baculovirus-Stamml 6sung inkubiert.

2.5.8.2 Amplifikation von rekombinanten Baculoviren

Eine geeignete Strategie, um Viren zu vermehren bzw. Virenstdcke zu vergrof3ern, ist der
Einsatz von Virus-Losungen mit einer niedrigen Virusmenge. Dadurch werden nicht alle
Zellen gleichzeitig und unmittelbar, sondern nur ein kleiner Teil von ihnen infiziert. Diese
Zellen replizieren dann ihrerseits den Virus und produzieren hinreichend viele Viruspartikel,
um die restlichen Zellen in der Kultur zu infizieren. Diese sekundér infizierten Zellen sind
dann die Hauptproduzenten der rekombinanten Baculoviren (Bruinzeel et al., 2002).

Eine quantitative Bestimmung des Virustiters kann durch unterschiedliche Methoden
erfolgen. Eine klassische Methode, die zundchst auch in dieser Arbeit zum Einsatz kam, ist
die Virusbestimmung durch einen Plaque-Assay. Dabei wird ein subkonfluenter Monolayer
mit den rekombinanten Baculoviren inkubiert und anschlief?end mit Agarose Uberschichtet.
Diese Uberschichtung sollte eine Beschrankung der Infektionsfoci zu den angrenzenden
Zellen bewirken. Dajeder Plague von einem infekti6sen Partikel ausgehend entsteht, kann die
Konzentration des infektiosen Virus in der eingesetzten Virusverdinnung durch das
Auszadhlen dieser Plaques ermittelt werden. Bei der Durchfuhrung dieser Methode war es
wichtig, dass die getesteten Zellen gut an der Unterlage haften, so dass sie durch die Zugabe

und das Entfernen der Virusésung und die anschlieffende Uberschichtung mit Agarose nicht
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gestort oder sogar abgetdtet werden. Vor allem diese Uberschichtung der Zellen erfordert eine
vorsichtige Temperaturkontrolle, da die Zellen keinen Hitzeschock oder den Zelltod erleiden
durfen (Lynn, 2002). Neben diesen methodischen Aspekten und dem erheblichen
Zeitaufwand erwies sich die auftretende hohe Kontaminationsanfalligkeit als weiterer
Nachteil, weshalb im Folgenden von einer Virustiterbestimmung durch diese Methode
abgesehen wurde. Vielmehr kam in der vorliegenden Arbeit eine modifizierte Form der
Endpunktverdinnung (Reed und Minch, 1983) zum Einsatz. Mit deren Hilfe wurde das
infektiose Potential der eingesetzten Virusverdiinnung anhand der nach den entsprechenden
gewdhiten Inkubationszeiten auftretenden, im Lichtmikroskop sichtbaren morphologischen
Veranderungen der Zellen bewertet.

Fur die Virusamplifikation wurden Sf9-Zellen ausgewdhit, die 60 % konfluent waren
(Wong et al., 1996). Diese Zellen wurden mit unterschiedlichen Verdiinnungen (10°° bis 10°)
der hADAM10s- bzw. hADAM 10splice-Baculovirus-Stammldsungen infiziert und fir 24 h
bei 27°C inkubiert. Zeigt die Kultur nach dieser Inkubationszeit keine Anzeichen von
eingestelltem Zellwachstum oder angeschwollenen Zellkdrpern (Rosinski et al., 2000), kann
man erfahrungsgemd? von einer noch unzureichenden Menge an vorhandenen Viren
ausgehen, d.h. es konnten noch nicht alle Zellen sekundér infiziert werden. Die Zellen kénnen
dann fir weitere 24 h bei 27°C inkubiert werden. Da die Zellzahl nach dieser weiteren
Inkubation nicht mehr anstieg und die Zellen eine deutliche Schwellung aufwiesen, konnte
folglich davon ausgegangen werden, dass alle Zellen infiziert wurden und rekombinante
Baculoviren produzieren (Rosinski et al., 2000). Der ZellUberstand wurde daran anschlief3end
abgenommen, fur 5 min bei 110 x g zentrifugiert, um Zellverunreinigungen zu sedimentieren,
und in ein frisches 15 ml-Kunststoffzentrifugenréhrchen tberfihrt. Die geernteten Baculo-
viren wurden bis zu ihrer Verwendung, d.h. der Infektion von Sf9-Zellen zur Expression der
Zielproteine (siehe 2.5.8.3), lichtgeschitzt bei 4°C aufbewahrt.

2.5.8.3 Proteinexpression durch rekombinante Baculoviren und Ernten der Sf9-
Zelluber stdnde
Fur die Proteinproduktion bietet sich die synchrone Infektion der vorhandenen

Insektenzellen an, d.h. die Infektion mit einer im Vergleich zur Virusamplifikation h6heren
Viruskonzentration. Wichtig ist jedoch, dass die Virusmenge nicht zu hoch gewahlt ist, da die
Zellen sonst sterben, bevor sie ihre ganzen Ressourcen fur die Proteinexpression aufbrauchen
konnten. Idea ist die Infektion mit einer Virusmenge, die das Wachstum der infizierten

Zellen sofort zum Stillstand fuhrt, so dass Zellteilungsprozesse, die mit der Virusproduktion
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und der daraus resultierenden Herstellung des rekombinanten Proteins um die essentiellen
Nahrstoffe konkurrieren konnten, verhindert werden (Dee und Shuler, 1997). Aus diesem
Grund wurden anders als bei der Virusvermehrung hoher konfluente Sf9-Monolayerkulturen
ausgewdhlt, damit moglichst viele Zellen fur die angestrebte Proteinproduktion zur
Verfligung stehen (Wong et al., 1996). Die Konfluenz sollte jedoch noch nicht erreicht sein,
da bekannt ist, dass mit steigender Zelldichte zum Zeitpunkt der Infektion die spezifische
Produktivitét der Insektenzellen abnimmt, da dann die Nahrstoffbereitstellung in der Kultur
nur noch mangelhaft erfolgt, so dass der gesamte Replikationszyklus der Zellen verlangsamt
ablauft und die Proteinexpresssion deutlich beeintréchtigt wird (Taticek und Shuler, 1997,
Wong et al., 1996).

Fur die Proteinexpression wurden die Virus-haltigen Zelltiberstande aus 2.5.8.2, die aus
den unterschiedlich eingesetzten Verdiinnungen der Baculovirus-Stammldsung (107 bis 10°)
resultieren, fur die jeweilige Infektion einer Sf9-Monolayerkultur eingesetzt, um die fur die
Proteinproduktion geeignete Virusmenge zu ermitteln. Dabel wurden die jeweils bis zu 80 %
konfluenten Sf9-Monolayerkulturen mit den einzelnen Virusamplifikaten fur 48-72h bei
27°C inkubiert, das pro Platte maximal 20 % des Zellkulturmediums ausmachte. Man kann
davon ausgehen, dass in diesem gewahlten Zeitraum, nach der Etablierung des Virus, seiner
Replikation und der Ubernahme der Biosyntheseprozesse der Sf9-Wirtszellen die Menge des
hergestellten Proteinprodukts ihr Maximum erreicht (Rosinski et al., 2002; Massotte, 2003).
Nach dieser Inkubation wurde der jeweilige das lédiche ADAM10-Protein enthaltende
Zelltberstand abgenommen, fir 5min bei 110 x g zentrifugiert und in ein frisches 15 ml-
Kunststoffzentrifugenréhrchen Uberfihrt.

Zur Uberpriifung der Proteinexpression wurden jeweils 500-750 pl des entsprechenden
ZellUberstands abgenommen und wie unter 2.2.5 beschrieben eingesetzt. Die Proteinkonzen-
tration der geernteten Sf9-Zell bersténde wurde nach Bradford (siehe 2.2.3.1) ermittelt.

Fur die weitere Proteinexpression wurden Virusamplifikate, die aus der Inkubation einer
Sf9-Monolayerkultur mit der 10° bzw. der 10* Verdiinnung der Baculovirus-Stammlésung
hervorgingen, fur die Infektion jeweils neuer Sf9-Monolayerkulturen eingesetzt. Die daraus
resultierenden ZellUberstande wurden geerntet (5 min bei 110 x g) und bis zur Aufreinigung
der jeweils darin enthaltenen ADAM 10-Proteine (siehe 2.6.1) bei -20°C aufbewahrt.
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26 PROTEINCHEMISCHE METHODEN

2.6.1 Reinigung der ADAM 10-Proteine aus Sf9-M onolayer kultur Gber stdnden

2.6.1.1 Aufkonzentration der Sf9-Zelliiber stande mit Amicon Ultra K onzentratoren

Vor der eigentlichen Reinigung wurden die geernteten Uberstande von hADAM10s- und
hADAM 10splice-exprimierenden Sf9-Zellen mit Hilfe von Amicon Ultra Konzentratoren der
Firma Millipore nach Angaben des Herstellers bei 4°C aufkonzentriert und entsalzt. Aufgrund
der Molekulargewichte von hADAM10s (ca. 60 kDa prozessiert, ca. 80 kDa unprozessiert)
und hADAM10splice (ca. 50kDa prozessiert, ca. 70 kDa unprozessiert) wurden die
Filtrationsréhrchen mit einer Porengréf3e von 100 kDa bzw. 30 kDa seriell eingesetzt. So
wurden zunachst entsprechende Proteinverunreinigungen >100 kDa aus den Sf9-Uberstanden
mit Hilfe des 100 kDa-Konzentrators entfernt. Der aus diesem Schritt resultierende
Filtrationsdurchfluss wurde anschlief3end durch einen Konzentrator mit einer Filterporengrof3e
von 30 kDa weiterbehandelt, so dass auf diese Weise noch eine Aufkonzentration des
Zielproteins erreicht werden konnte.

Fur einen Vorversuch wurden 90 ml ZellGbersténde von 10 hADAM10s- bzw. 64 ml von
8 hADAM10splice-exprimierenden Sf9-Monolayerkulturen aufkonzentriert. Die Protein-
menge wurde nach Bradford bestimmt (siehe 2.2.3.1). Von den 1,8 ml hADAM10s (ca
358 ug Protein) bzw. den 2,9 ml hADAM10splice 30-100 kDa-Konzentrat (ca 300 pg
Protein) wurden jeweils 100l nach Chloroform-Féllung (siehe 2.2.4.1) fur die
Proteinanalyse (siehe 2.2.5) eingesetzt. Anschlief3end wurde das vorliegende hADAM10s
bzw. hADAM10splice 30-100 kDa-Konzentrat mit der gleichen Menge an Enzym-
Assaypuffer (25 mM Tris’/HCI, pH 9; 2,5 ul ZnCly; 0,005 % (v/v) Brij® 35) versetzt und bei
4°C aufbewahrt. Fir die Bestimmung der enzymatischen Aktivitét von hADAM10s bzw.
hADAM10splice (siehe 2.6.2.2) wurden 50 pul des jeweiligen 30-100 kDa-Konzentrats
eingesetzt.

2.6.1.2 Reinigung durch Nickel-NTA-Affinitatschr omatogr aphie
Fur die gpezifische Reinigung der ADAMI10-Proteine Uber Nickel-NTA-
Affinitétschromatographie wurde die Ni-NTA-Agarose der Firma Qiagen ausgewahlt

(Bindungskapazitét 5-10 mg Protein mit Histiding-Epitop/ml). Das Prinzip der Aufreinigung
besteht darin, dass das exprimierte Protein Uber die Imidazolringe des Poly-Histidin-Epitops
durch deren Komplexierung durch die Nickel-lonen an die Ni-NTA-Matrix gebunden wird.
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Durch die Zugabe an freiem Imidazol in hohen Konzentrationen kann das Protein durch die
Verdrangung von den Nickel-lonen von der Sdulenmatrix eluiert werden.

Fir die jeweiligen Reinigungen wurden mehrere Uberstdnde von hADAM10s- bzw.
hADAM10splice-exprimierenden  Sf9-Monolayerkulturen  vereinigt und Uber seriell
eingesetzte 100 und 30 kDa Amicon Ultra Konzentratoren eingeengt (sehe 2.6.1.1). Die
Inkubation des jeweiligen hADAM10s bzw. hADAM10splice 30-100 kDa-Konzentrats mit
der Ni-NTA-Agarose erfolgte fur 2 h bei 4°C. Anschlief3end wurde das Saulenmaterial in eine
Glas-Chromatographieséule Uberfuhrt. Das Entsalzen der jeweiligen Eluatfraktionen erfolgte
unmittelbar nach der durchgefihrten Affinitétschromatographie.

Fur die unter 2.2.5 beschriebene Proteinanalyse wurden vom jeweiligen Saulendurchfluss
bzw. von den einzelnen Eluat- und Waschfraktionen je 100 pl nach Chloroform-Féllung
(siehe 2.2.4.1) eingesetzt. Die Proteinbestimmung erfolgte nach Bradford (siehe 2.2.3.1). Die
enzymatische Aktivitée der in der Probe vorliegenden Proteine hADAM10s und
hADAM 10splice wurde wie unter 2.6.2.2 beschrieben bestimmit.

Die Lagerung der jeweiligen Proteinldsungen erfolgte bei 4°C.

Elutionspuffer mit 500 mM Imidazol:

Fur diese Reinigung wurden 100 ml ZellUberstand von hADAM 10s-exprimierenden Sf9-
Monolayerkulturen auf 3 ml aufkonzentriert (ca. 729 pg Protein). Das hADAM10s-
Konzentrat wurde mit 800 ul Ni-NTA-Agarose inkubiert. Nach dreimaligem Waschen des
Saulenmaterials mit 3ml Waschpuffer (50 mM Tri/HCl pH 8; 500 mM NaCl; 20 mM
Imidazol) wurde hADAM10s durch die dreimalige Inkubation des Sdulenmaterials mit
jeweils 1,5 ml Elutionspuffer (50 mM TriyHCl pH 8; 500 mM NaCl; 500 mM Imidazol)
eluiert.

Die 1,5ml Eluatfraktion 1 wurden mit Hilfe eines Amicon Ultra Konzentrators mit

30 kDa Porengrof3e auf 280 ul, die vereinigten 5 ml Eluatfraktionen 2-5 (E 2-5) auf 400 pl

aufkonzentriert und jeweils mit einer aquivalenten Menge an Enzym-Assaypuffer (25 mM
Tris’HCI, pH 9; 2,5 ul ZnCly; 0,005 % (v/v) Brij® 35) versetzt.

Elutionspuffer mit 400 mM Imidazol:
Ein Drittel des 2,8 ml hADAM10s 30-100 kDa-Konzentrats (ca. 138 ug Protein) aus
96 ml Sf9-Monolayerkulturiiberstdnden wurde mit 250 pl Ni-NTA-Agarose inkubiert. Nach

zweimaligem Waschen des Saulenmaterials mit 1,5 ml Waschpuffer wurde hADAM10s
eluiert. Dafir wurde das Saulenmaterial dreima mit jeweils 1 ml Elutionspuffer (50 mM
Tris/HCI pH 8; 500 mM NaCl; 400 mM Imidazol) inkubiert.
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Dain dieser Versuchsphase die Expression von hADAM 10splice nicht so stark erfolgte,
wurde das komplette aus 136 ml ZellUbersténden hergestellte hADAM 10splice-Konzentrat
von 4,5 ml (441 pg) mit 900 pl Ni-NTA-Agarose inkubiert. Nach dreimaligem Waschen des
Saulenmaterials mit 4 ml Waschpuffer erfolgte die Elution von hADAM10splice durch die
funfmalige Inkubation des Sdulenmaterials mit jeweils 1 ml Elutionspuffer.

Das Entfernen des Imidazols aus den jeweiligen Eluatfraktionen erfolgte mit Hilfe von
NAP-10 Gelfiltrationsséulchen der Firma Amersham Pharmacia nach Angaben des
Herstellers. Dafir wurden die einzelnen Eluatfraktionen von jeweils 1ml auf das
entsprechende NAP-10 Gelfiltrationssaulchen gegeben. Nach dem Einlaufen der jeweiligen
Probe wurde sie mit der gleichen Menge an Enzym-Assaypuffer eluiert.

Elutionspuffer mit 250 mM Imidazol:
Die Héfte des aus 90 ml Zelluberstanden von hADAM10s-exprimierenden Sf9-

Monolayerkulturen hergestellte 30-100 kDa-Konzentrat von 1,8 ml (ca. 358 ug Protein)
wurde mit 500l Ni-NTA-Agarose inkubiert. Nach dreimaligem Waschen des
Saulenmaterials mit 3 ml Waschpuffer erfolgte die Elution von hADAM10s. Dafiir wurde das
Saulenmaterial funfmal mit jeweils 1,5 ml Elutionspuffer (50 mM TrigHCI pH 8; 500 mM
NaCl; 250 mM Imidazol) inkubiert.

Die 1,5 ml der Eluatfraktion 1 (E 1) wurden mit Hilfe eines Amicon Ultra Konzentrators
mit 30 kDa Porengréf3e auf 500 pul, die vereinigten 7,5 ml Eluatfraktionen 2-5 (E 2-5) auf

800 pl aufkonzentriert und jeweils mit einer &guivalenten Menge an Enzym-Assaypuffer
versetzt.

Wasch- und Elutionspuffer mit 100 mM Natriumchlorid:

Fur diese Reinigung wurden die 90 ml ZellUberstand von hADAM 10s-exprimierenden
Sf9-Monolayerkulturen auf 1,8 ml (ca. 358 pug Protein), die 64 ml von hADAM10splice-
exprimierenden auf 2,9 ml (ca. 300 ug Protein) eingeengt. Die Halfte des hADAM10s 30-
100 kDa-K onzentrats wurde mit 500 pl bzw. ein Drittel des hADAM 10splice-Konzentrats mit
250 pl Ni-NTA-Agarose inkubiert.

Nach dreimaligem Waschen des Sdulenmaterials mit 3 (hADAM10s) bzw. 1,5ml
(hADAM10splice) Waschpuffer (50 mM Tris/HCI pH 8; 100 mM NaCl; 20 mM Imidazol)
erfolgte die Elution der Zielproteine. Dafur wurde das Saulenmaterial finfmal mit jeweils
1,5ml (hADAM10s) bzw. dreimal mit 1 ml (hRADAM10splice) Elutionspuffer (50 mM
Tris/HCI pH 8; 100 mM NaCl; 300 mM Imidazol) inkubiert.
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Die 1,5 ml hADAM10s Eluatfraktion 1 (E 1) wurde mit Hilfe eines 30 kDa Amicon Ultra

Konzentrators auf 300 ul, die 7,5 ml der vereinigten Eluatfraktionen 2-5 (E 2-5) auf 700 pl
aufkonzentriert. Die drei 1ml hADAMI10splice Eluate wurden mittels NAP-10
Gelfiltrationsréhrchen mit der entsprechenden Menge an Enzym-Assaypuffer entsal zt.

2.6.1.3 Reinigung dur ch L ektin-Affinitatschr omatogr aphie

Neben der spezifischen Reinigung der in den Sf9-Insektenzellen exprimierten ADAM 10-
Proteine Uber das Histidin-Epitop erfolgte die Reinigung mittels einer Lektin-
Affinitétschromatographie tber Concanvalin A Sepharose 4B (Sigma; Bindungskapazitét 20-
45 mg Thyroglobulin/ml). Das Lektin Concanvalin A besteht aus identischen Untereinheiten
mit 237 Aminosaureresten ohne kovalent gebundene Kohlenhydrate oder andere prosthetische
Gruppen. Esliegt als Dimer vor (53 kDa) und erreicht seine optimale Aktivitét bei einem pH-
Wert von 7. Pro Monomer bindet Concanvalin A zwei Metall-lonen, Mn*" und Ca*, die fiir
die Saccharidbindung essentiell sind und durch die entsprechenden Puffer bereitgestellt
werden mussen. Die Bindung erfolgt an a-D-Glucose und a-D-Mannose, wohingegen
Methyl-a-D-Mannopyranosid als kompetitiver Inhibitor des Lektins wirkt, so dass das
gebundene Zielprotein damit eluiert werden kann.

Die Aquilibrierung der Concanvalin A Sepharose 4B erfolgte mit Puffer A ohne NaN3
(50 mM Tris-HCl, pH 7,4; 100 mM NaCl; 2 mM MgCl,, 2 mM CaCl,; 0,1 % (v/v) Triton X-
100). Fur die sich der jeweiligen Reinigung anschlief3enden Proteinanalyse wurden, wie unter
2.2.5 beschrieben, von den entsprechenden Eluaten jeweils 100 pl nach Chloroform-Fallung
(sehe 2.2.4.1), von den einzelnen Waschfraktionen bzw. vom Saulendurchfluss jewells
250 ul nach TCA-Féllung (siehe 2.2.4.2) eingesetzt. Der Nachweis der Zielproteine
hADAM10s und hADAM10splice erfolgte durch Visualisierung mittels Silberférbung (siehe
2.2.1) bzw. immunologisch Uber das Poly-Histidin-Epitop (siehe 2.2.2). Die enzymatische
Aktivitét der gereinigten Proteine hADAM 10s und hADAM 10splice wurde wie unter 2.6.2.2
beschrieben bestimmt.

Reinigung im analytischen Mal3stab:

Fur die analytische Aufreinigung von hADAM10s und hADAM 10splice wurden jeweils
64 ml Zellubersténde von den mit dem entsprechenden rekombinanten Baculovirus infizierten
Sf9-Monolayerkulturen Uber seriell eingesetzte 100 und 30 kDa Amicon Ultra Konzentratoren
(sehe 2.6.1.1) auf 3ml aufkonzentriert (hRADAM10s-Konzentrat: ca. 282 ug Protein,
hADAM10splice-Konzentrat: ca. 253 ug Protein) und mit der gleichen Menge an Enzym-
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Assaypuffer (25 mM TrisHCI, pH 9; 2,5l ZnCly; 0,005% (v/v) Brij® 35) versetzt. Ein
Drittel des jeweiligen Ansatizes (hADAM10s-Konzentrat: ca.  94ug Proten;
hADAM10splice-Konzentrat: ca. 84 ug Protein) wurde mit je 750 pul Concanvalin A
Sepharose 4B fur 18 h bei 4°C schittelnd inkubiert und anschliefend in eine Glas-
Chromatographiesaule Uberfuhrt. Das Sdulenmaterial wurde je dreimal mit 4 ml Puffer A
(50 mM Tris-HCI, pH 7,4; 100 mM NaCl; 2 mM MgCl,, 2 mM CaCl,; 0,1 % (v/v) Triton X-
100; 0,02 % (w/v) NaNs), Puffer B (Puffer A ohne Triton X-100) und Puffer C (Puffer B mit
0,3 % (v/v) CHAPS) gewaschen. Die Elution der gebundenen Glykoproteine erfolgte durch
zweistindige Inkubation des Saulenmaterials bei Raumtemperatur mit 2,5 ml 0,5M Methyl-
o-D-Mannopyranosid in Puffer C. Das 2,5ml hADAM10s-Eluat wurde mit Hilfe eines
30 kDa Amicon Konzentrators auf 200 ul, das 2,1 ml hADAM10splice-Eluat auf 500 pl
eingeengt. Die aufkonzentrierte hADAM10s- bzw. hADAM 10splice-Ldsung wurde jeweils
mit der aquivalenten Menge an Enzym-Assaypuffer versetzt und bei 4°C aufbewahrt. Fir die
Uberprifung der Enzymaktivitdt von hADAM10s bzw. hADAM10splice wurden jeweils
25 pl der entsprechenden ProteinlGsung eingesetzt.

Reinigung im préparativen Mal3stab:

Fur die Reinigung im préparativen Mal3stab wurden von hADAM 10s-exprimierenden
Sf9-Monolayerkulturen 248 ml, von hADAM 10splice-exprimierenden 376 ml ZellUberstand
eingesetzt und aufkonzentriert (siehe 2.6.1.1). Von den einzelnen 30-100 kDa-K onzentraten
(9 ml hADAM10s- bzw. 8 ml hADAM 10splice-Konzentrat) wurde je ein Aliquot von 1 ml
(h ADAM10s-Konzentrat: ca. 128 ug Protein; hADAM 10splice-Konzentrat: 222 jug Protein)
mit der gleichen Menge an Enzym-Assaypuffer versetzt und, wie unter 2.2.5 beschrieben, fur
die Proteinanalyse verwendet.

Fur die Reinigung wurden die 8 ml des hADAM 10s-Konzentrats (ca. 1 mg Protein) nach
der Zugabe von 2 ml Enzym-Assaypuffer mit 1 ml Concanvalin A Sepharose 4B, die 7 ml des
hADAM10splice-Konzentrats (ca. 1,6 mg Protein) nach der Zugabe von 3 ml Enzym-
Assaypuffer mit 1,5ml Concanvalin A Sepharose 4B versetzt, fur 18 h bei 4°C schittelnd
inkubiert und anschlief3end in eine Glas-Chromatographiesiule Uberfihrt. Das Saulenmaterial
wurde analog der analytischen Reinigung jewells dreimal mit 6 ml Puffer A, Puffer B bzw.
Puffer C gewaschen. Die Elution von hADAM10s erfolgte nach zweistiindiger Inkubation bei
Raumtemperatur mit 6 ml, die von hADAM10splice durch 5ml 0,5M Methyl-a-D-
Mannopyranosid in Puffer C. Das 8 ml hADAM10s-Eluat (ca. 400 pg) wurde mit Hilfe eines
30 kDa Amicon Konzentrators auf 2,5ml, das 7 ml hADAM10splice-Eluat (ca. 660 pg

Protein) auf 3,5ml eingeengt. Die aufkonzentrierten Eluate wurden jeweils mit der
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aquivalenten Menge an Enzym-Assaypuffer versetzt. Fir die Bestimmung der enzymatischen
Aktivitét wurden von der hADAM 10s-Proteinlsung 25 pl, von der hADAM 10splice-Ldsung
45 pl eingesetzt.

Die Menge der in der Proteinldsung vorliegenden prozessierten Form von hADAM10s
bzw. hADAM10splice wurde mit Hilfe bekannter Mengen des ungeférbten SDS-PAGE-
Standard Low Range der Firma Biorad nach erfolgter SDS-PAGE und Coomassie-Blue-
Farbung abgeschétzt (siehe 2.2.3.2). Anschliefend wurden die hADAM10s- bzw.
hADAM10splice-Proteinlésungen aliquotiert, in der Speed Vac-Zentrifuge lyophilisiert und
bei 4°C aufbewahrt.

2.6.2 Charakterisierung der |6sichen ADAM 10-Proteine

2.6.2.1 Deglykosylierung von hADAM 10s und hADAM 10splice
Zur Untersuchung, wie stark die in Sf9-Zellen exprimierten Proteine hADADM10s und

hADAM10splice glykosyliert sind, wurde die Deglykosylierung durch die Peptid-N-
Glykosidase F (PNGaseF) durchgefihrt. Dieses Enzym spaltet Glykoproteine zwischen dem
innersten N-Acetylglucosaminrest und Asparagin.

Fur die Deglykosylierung wurden 500 pl des jeweiligen Sf9-Zelltiberstands einer TCA-
Falung (siehe 2.2.4.2) unterzogen. Das getrocknete Pellet wurde in 10 ul Glykoprotein-
Denaturierungspuffer (5% SDS, 10 % [3-Mercaptoethanol; NEB) aufgenommen und 15 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Zugabe von 1/10 Volumen 10 x G7-Puffer (0,5 M
Natriumphosphat; pH 7,5, NEB) und 1/10 Volumen 10 % Nonidet P-40 (NEB) wurde die
Probe fur 18 h bei 37°C inkubiert. Anschlief3end erfolgte der Nachweis der beiden |6slichen
hADAM10-Varianten durch Western Blot Analyse (siehe 2.2.2) mit Hilfe des anti-Penta-His
Antikorpers (Qiagen).

2.6.2.2 Enzymtest und Enzymtestanalyse durch High Performance L iquid
Chromatography (HPL C)

Alle in dieser Arbeit durchgefihrten Enzymtests erfolgten in Enzym-Assaypuffer
(25 mM Tris-HCI, pH 9; 2,5 uM ZnCly; 0,005 % (v/v) Brij® 35) in einem Endvolumen von
50 pl. Die Enzyme hADAM10s, hADAM10splice und hADAM 10s (R& D-Systems) wurden
pro Enzymtest in einer Konzentration von 100 nM (entspricht ca. 300 ng Enzym/50 pl

Ansatz), die jeweiligen Peptidsubstrate in einer Endkonzentration von 30 UM eingesetzt. Der
fur die Proteasen ADAM10 und ADAM17 spezifische Peptid-Inhibitor GW 280264 X
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(GlaxoSmithKline) wurde in einer Endkonzentration von 20 nM, das fir die spezifische
Inhibierung von ADAMI10 verantwortliche Hydroxamatsaure-Derivat Gl 254023 X
(GlaxoSmithKline) in einer Endkonzentration von 10 nM (ICsp= 53nM fir ADAMIQ;
Hundhausen et al., 2003) eingesetzt.

Zur qualitativen Bestimmung der enzymatischen Aktivitét der in Sf9-Insektenzellen
exprimierten Proteine hADAM10s und hADAM 10splice wurde das Peptidsubstrat APP18
eingesetzt. Die Peptidsequenz dieses Substrats entspricht den Aminosauren 11-28 des Af-
Peptids und tragt somit die fur die a-Sekretase bzw. ADAM10 spezifische Spaltstelle des
Amyloid-Vorlaufer-Proteins (APP) (Esch et al., 1990).

Fur die Charakterisierung der |6slichen hADAM10-Proteine wurden neben APP18 die
Substrate APP18-Flemish, APP18-Dutch, APP18-Italian und APP18-Arctic sowie das Peptid
AB40 und die entsprechenden Mutanten APB40A21G, APB40E22Q, AP40E22K und
AB4O0E22G eingesetzt (Peptidsequenzen siehe 3.4.2, Tabelle 3.3). Pro Peptidsubstrat wurde
mindestens eine Dreifachbestimmung durchgefihrt.

Fur die Untersuchung des unterschiedlichen Spaltverhaltens von hADAM10s (R&D-
Systems) beziglich muriner und humaner Ap-Peptide wurde humanes Af340 (Bachem) und
AB40 der Ratte (Calbiochem) eingesetzt. Bei diesem Versuch wurde ebenfalls pro Peptid-
substrat mindestens eine Dreifachbestimmung durchgefuhrt.

Der jewellige Enzymtest erfolgte bei der qualitativen Spaltung fur 30 min, 6 h bzw. 18 h,
bei der quantitativen Spaltung fur 6 h bel 37°C und wurde durch die Zugabe von 2 pl
Trifluoressigsaure (TFA) gestoppt.

Die Analyse der enzymatischen Spaltung erfolgte mittels einer HPLC-Apparatur der
Firma Merck-Hitachi. Die Auftrennung der eingesetzten Peptide erfolgte Uber eine Vydac RP
C18-HPLC-Saule 5 um (4.6 x 250 mm) bei einer Flussrate von 1,5 mi/min durch folgenden
Gradienten:

0-5 min: 0 % Puffer B

5-45 min: 0-70 % Puffer B
45-50 min: 70-100 % Puffer B
50-65 min: 100 % Puffer B
65—70 min: 100-0 % Puffer B

Bel der verwendeten HPLC-Apparatur der Firma Merck-Hitachi wurden die HPLC-
Puffer A und B (siehe 2.1.12) entsprechend der oben angegebenen Flussrate gefordert und
hinter der L-6220 Intelligent Pumpe vermischt. Der Probenauftrag erfolgte manuell Gber ein
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Injektionsventil. Nach der Probeninjektion wurde die mobile Phase Uber die
Chromatographiesdule geleitet und zum L-4250 UV-VIS Detektor gefuhrt. Dort wurde die
UV-Absorption der aufgetragenen Peptide bei 220 nm bestimmt. Dokumentiert wurde der
Chromatographie-Lauf von einem D-2500 A Chromato-Integrator.

2.6.2.3 Inkubation von U373 hwt APP-Zellen mit den Zellliber sténden von
hADAM 10s- und hADAM 10splice-exprimierenden Sf9-Zellen
Zur Uberprifung, welchen Einfluss die in Sf9-Insektenzellen exprimierten |6dichen
ADAMI10-Proteine hADAM10s und hADAM10splice auf die APPsa-Produktion im
Zellsystem haben kdnnten, wurde die neuronale Zell-Linie U373, die humanes wildtyp (hwt)

APP stabil exprimiert mit den entsprechenden Insektenzell Gibersténden inkubiert.

Fur diese Versuche wurden jewells eine konfluente U373 hwt APP-Zellkulturschale mit
6 cm Durchmesser mit dem ZellUberstand einer hADAM10s-, einer hADAM10splice-
exprimierenden bzw. einer nicht-infizierten Sf9-Monolayerkultur inkubiert. Die jeweils 8 ml
SfO-ZellUberstand wurden dafir mit Hilfe der seriell eingesetzten 100 und 30 kDa Amicon
Ultra Konzentratoren nach Angaben des Herstellers auf 1,5 bis 2 ml aufkonzentriert (siehe
2.6.1.1) und mit einer entsprechenden Menge an Enzym-Assaypuffer (25 mM Tris-HCI, pH 9;
25UM ZnCly; 0,005% (v/v) Brij® 35) auf ein Endvolumen von 3ml eingestellt. Die
enzymatische Aktivitét des jeweiligen ADAM 10-Protein-Konzentrats wurde wie unter 2.6.2.2
beschrieben Uberpruift.

Zur Versuchsvorbereitung wurden die U373-Zellen zwei- bis dreima mit MEM-
Zellkulturmedium ohne FCS gewaschen. Anschlief3end wurden die Zellen fir 4 h bei 37°C
mit 1,5 ml des jeweiligen 30-100 kDa-Konzentrats und 1,5 ml MEM; 1% (v/v) NEAA; 1%
(v/v) Natriumpyruvat; 1 % (v/v) Fettsdure-freies BSA (1 mg/ml) inkubiert.

Als Kontrollexperiment erfolgte die Inkubation von U373 hwt APP-Zellen mit 16slichem
humanem ADAM10 der Firma R& D-Systems. Dafiir wurden die Zellen mit 300 bzw. 900 ng
hADAM10sin 3 ml MEM; 1 % (v/v) NEAA; 1 % (v/v) Natriumpyruvat; 1 % (v/v) Fettsiure-
freies BSA (1 mg/ml) fir 4 h bel 37°C inkubiert.

An die Inkubationszeit anschlief3end wurden die Zelltberstande abgenommen und fir
5min bei 110x g zentrifugiert, um madgliche Zelltrimmer zu entfernen. Der jeweilige
Uberstand wurde in ein neues Kunststoffzentrifugenréhrchen tberfilhrt und einer TCA-
Falung (siehe 2.2.4.2) unterzogen. Das getrocknete Pellet wurde in 40 pl 2 x SDS-PAGE-
Probenpuffer (siehe 2.1.12), 32 yl H,O und 8 ul 1 M DTT aufgenommen und fir 10 min bel
100°C inkubiert.
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Die Anayse der Zelllberstande erfolgte durch Auftrennung der Proben in einem 7,5 %
SDS-Polyacrylamid-Gel (siehe 2.2.1), der Nachweis und die Quantifizierung des in den
jeweiligen Ubersténden vorhandenen APPsa erfolgte durch Western Blot Analyse mit Hilfe
des Erstantikorpers 6E10 der Firma Signet Laboratories und des *S-anti-Maus-Zweitanti-
korpers (siehe 2.2.2).

Die inkubierten U373 hwt APP-Zellen wurden mit 2 ml eiskaltem PBS und einem
Cellscraper von der Platte gelost. Nach der Zentrifugation bei 800 x g fur 5 min wurde der
Uberstand entfernt und das Zellpellet in 300 pl eiskaltem PBS resuspendiert. Von dem
geldsten Pellet wurden 50 pl abgenommen, mit 450 pl Ameisensaure versetzt und fur die
Proteinbestimmung nach Bradford (siehe 2.2.3.1) eingesetzt. Das restliche Zellpellet wurde
bei -20°C nach Entfernen des PBS durch erneute Zentrifugation aufbewahrt.
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3 ERGEBNISSE

31 EXPRESSIONVON LOSLICHEN ADAM 10-PROTEINEN IN
SAUGETIERZELLEN

Fir die Uberexpression des extrazelluldren Teils von bovinem bzw. humanem ADAM10
und einer Splicevariante von humanem ADAM10 (Yavari et al., 1998) wurden neben dem
Bac-To-Bac Baculovirus Expressionssystem (siehe 3.2) auch Saugetierzellen eingesetzt. Der
extrazelluldre Teil des Enzyms zeichnet sich durch das Fehlen der Transmembran- und der
cytoplasmatischen Doméne aus (entspricht den Aminosduren 1-664 des insgesamt 748
Aminosauren langen Proteins), wahrend der Splicevariante zusétzlich noch die Cystein-reiche
Domane fehlt (entspricht den Aminosauren 1-565). Die entsprechende ADAM10-DNA wurde
dafUr in unterschiedliche Expressionsvektoren eingebracht (siehe 2.4.1).

Alle hergestellten DNA-Konstrukte wurden zur Transformation des E. coli-Stamms
DH5a verwendet (siehe 2.3.11). Positive Klone wurden durch Restriktionsanalyse der
Plasmidminipréparations-DNA (siehe 2.3.3 und 2.3.4) ermittelt. Um Verschiebungen im
Leserahmen auszuschlieRen wurden entsprechende Abschnitte der DNA-Konstrukte
sequenziert (siehe 2.3.12). Die so kontrollierten DNA-Konstrukte wurden daraufhin fur die
Transfektion von Sdugetierzellen eingesetzt.

3.1.1 Transfektion verschiedener Zelllinien mit pcDNA3-hADAM 10s-Hisund
pSecTag2C-hADAM 10s-His

Mit den beiden Expressionsplasmiden pSecTag2C-hADAM10s-His und pcDNA3-
hADAM10s-His (siehe 2.4.1.1. und 7.2.2; Abb. 7.11 und 7.12) wurden HEK293-, COS- und
CHO-Zellen transfiziert, um eine fur die Expression geeignete Zelllinie zu ermitteln. Dabei
erfolgte die transiente und stabile Transfektion der Zelllinien HEK293 und CHO nach der
Calciumphosphatmethode (siehe 2.4.4.1) und mit Hilfe des LIPOFECTAMIN™ 2000-
Reagenz (siehe 2.4.4.4), COS-Zellen wurden transient nach der DEAE-Dextran-Methode
(siehe 2.4.3.2) transfiziert.

Im Falle des Expressionsvektors pSecTag2C, der sich von dem Expressionsvektor
pcDNA3 ableitet, steht die einklonierte DNA von [6slichem humanem ADAM10 unter der
Kontrolle des starken Cytomegalovirus-Promotors (CMV), der eine kontinuierliche
Expression des rekombinanten Proteins bewirken soll (Andersson et al., 1989; Boshart et al.,
1985; Nelson et al., 1987). Fir die Sekretion des Genprodukts sorgt die Signalsequenz der
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Maus-1g«-Kette (Coloma et al., 1992). Die Selektion stabil transfizierter Zellen konnte hier
durch 0,5 mg Zeozin™'/ml Zellkulturmedium erfolgen.

Paralel wurde das Konstrukt pcDNA3-hADAM10s-His eingesetzt, da mit diesem
einfachen Expressionsvektor das komplette bovine ADAM10 erfolgreich exprimiert werden
konnte. Die einklonierte DNA steht bel diesem Expressionsvektor ebenfalls unter der
Kontrolle des CMV-Promotors, die Sekretionssignalsequenz der murinen Igq-Kette fehlt. Die
mit dem pcDNA3-Konstrukt stabil transfizierten Zellen konnten mit 1,25 mg G 418-Sulfat/ml
Zéellkulturmedium selektiert werden.

Der Einsatz beider Vektoren diente zur Uberpriifung, ob durch das pSecTag2C
Sekretionssignal tatséchlich eine hohere Expression des Zielproteins erreicht werden konnte.
Dafur erfolgte die Analyse der Proteinexpression nach der Inkubation der Zellen fur 4 bzw.
24 h im Serum-freien Kulturmedium (siehe 2.5.4) durch Western Blot Analyse (siehe 2.2.2)
mit Hilfe des a-Penta-His-Antikorpers der Firma Qiagen.

Durch den Einsatz dieser beiden Expressionskonstrukte war es nach transienter
Transfektion der oben genannten Zelllinien nicht moéglich, [6sliches ADAM 10 nachzuweisen.
Auch eine stabile Expression von hADAM10s konnte trotz der erfolgreichen Selektion mit
dem jeweiligen Antibiotikum im Vergleich zu nicht-transfizierten Kontrollzellen nicht
erreicht werden. Aufgrund der mangelnden Proteinproduktion durch die eingesetzten
Expressionsplasmide kamen als Alternative zu diesen drei weitere Expressionssysteme fir die
Herstellung 16slicher ADAM 10-Proteine zum Einsatz.

3.1.2 Transfektion von HEK293-Zellen mit den pl RES-K onstrukten

Fur die Expression der extrazellularen Doméne von bovinem und humanem ADAM10
bzw. der Splicevariante von humanem ADAM10 in HEK293-Zellen wurde der
Expressionsvektor pIREShygl eingesetzt (siehe 2.4.1.2 und 7.2.2, Abb. 7.13 bis 7.15). Bei
diesem Vektor liegt die einklonierte ADAM10-DNA zusammen mit einem Hygromycin-
Resistenzgen in der gleichen Expressionskassette unter der Kontrolle des starken
Cytomegalovirus-Promotors (CMV) vor. Das Resistenzgen steht somit nicht wie bei den unter
3.1.1.1 beschriebenen Expressionsplasmiden unter der Kontrolle eines eigenen Promotors
(Psva0).

Eine weitere Besonderheit dieses Expressionsvektors ist die vorhandene ,interna
ribosomal entry site" (IRES) des Encephalomyocarditis Virus (ECMV), die diesem Vektor
seinen Namen gibt. Dieser Sequenzabschnitt erlaubt die Translation zweier offener

Leserahmen von einer mRNA, so dass dadurch die Ribosomen sowohl am 5 -Ende an die
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bicistronische mRNA, um das Zielgen as auch an der ECMV IRES binden kénnen, um den
antibiotischen Res stenzmarker zu exprimieren. Durch das Antibiotikum Hygromycin B sollte
somit der Selektionsdruck auf die gesamte Expressionskassette wirken und in der
gleichméfdigen Expression beider Gene resultieren.

Die transiente und stabile Transfektion von HEK293-Zellen erfolgte sowohl durch die
Calciumphosphatmethode (siehe 2.4.4.1) als auch mit Hilfe des LIPOFECTAMIN™ 2000-
Reagenz (siehe 2.4.4.4).

Nach transienter Transfektion von HEK293-Zellen konnte weder im Zellkulturtiberstand
noch im Zelllysat die Expression der ADAM10-Proteine nachgewiesen werden. Stabil
transfizierte HEK293-Zellen lief3en sich im Vergleich zu nicht-transfizierten Kontrollzellen
mit dem Antibiotikum Hygromycin B (0,4 mg/ml Zellkulturmedium) selektieren, ohne jedoch
das gewiinschte Protein zu exprimieren. Auch nach der Vereinigung mehrerer ZellUbersténde
fur die proteinchemische Analyse konnten die Zielproteine im Western Blot mit dem
spezifischen anti-Penta-His-Antikorper gegen das Poly-Histidin-Epitop nicht nachgewiesen
werden. Daraufhin  wurden die auf die pIREShygl-Konstrukte basierenden

Expressionsversuche nicht weiter verfolgt.

3.1.3 Transfektion von FIpIn™293-Zellen mit den pcDNAS/FRT-K onstrukten

Als ein weiteres Expressionssystem wurde das FlpIn™-System der Firma Invitrogen
eingesetzt. Dabei wurden die unter 2.4.1.3 beschriebenen DNA-Konstrukte (siehe 7.2.2,
Abb.7.16 bis 7.18) fir die Transfektion der FlpIn™293-Zellen mit Hilfe des
LIPOFECTAMIN™ 2000-Reagenz (siehe 2.4.4.4) eingesetzt. Diese Zellen unterscheiden
sich von HEK293-Zellen durch das Vorhandensein einer ,,Flp Recombination Target”-Stelle
(FRT-Stelle) im Genom. Das zu exprimierende Gen wird an dieser definierten Position durch
DNA-Rekombination in das Genom der Flpin™293-Zellen integriert, was dadurch
gewdhrleistet wird, dass zum einen der Expressionsvektor pcDNAS/FRT ebenfalls eine solche
FRT-Stelle tréagt und zum anderen die dafir nétige Rekombinase durch Kotransfektion mit
dem entsprechenden Expressionsplasmid pOG44 (9pug zu 1pg Ziel-DNA) intrans
bereitgestellt wurde. Zusammen mit der Ziel-DNA erfolgt auch die Insertion des im
pcDNAS/FRT-Vektor vorhandenen Hygromycin B-Resistenzgens in das Genom der
Wirtszelle, wobel dessen Expression mit der des Zielgens gekoppelt ist. Da dem
Hygromycin B-Resistenzgen der Promotor und das ATG Initiationscodon fehlen, wird seine
Expression nur durch die erfolgreiche Insertion ins Wirtsgenom im Leserahmen zum

entsprechenden Promotor SV40 und dem Initiationscodon gewéahrleistet. Die Expression des
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Zielgens steht dabei wieder unter der Kontrolle des starken CMV-Promotors, der sich an das
Hygromycin B-Resistenzgen anschliefit.

Tatséchlich war nach der stabilen Transfektion von FpIn™293-Zellen mit den
bADAM10s, hADAM10s- und hADAM10splice-Konstrukten eine Selektion mit dem
Antibiotikum HygromycinB (0,4 mg/ml  Zellkulturmedium) im Vergleich zu nicht-
transfizierten Kontrollzellen moglich, d.h. die Ziel-DNA sollte erfolgreich in das Genom
dieser modifizierten HEK-Zellen integriert worden sein. Allerdings konnte hier, wie auch
nach der transienten Transfektion keines der ADAM10-Konstrukte immunologisch

nachgewiesen werden.

3.1.4 Transfektion von HEK-EBNA-Zellen mit den pCEP4-K onstrukten

Zundchst wurde das fur diese Expressionsversuche eingesetzte |6sliche humane
ADAM 10-Protein mit der konstanten Region des 1gG1-Antikorpers der Maus (mIgG1-Fc)
fusioniert (siehe 2.4.1.4 und 7.2.2, Abb. 7.20). Dieser Versuchsansatz wurde aufgrund der
erfolgreichen Charakterisierung des nahe verwandten ADAM 17 (TACE) mit Hilfe dieses
Expressionsplasmids gewahlt (Rosendahl et al., 1997). Parallel wurde ein Expressionsplasmid
hergestellt, in dem die DNA des |6slichen humanen ADAM 10 mit einer Poly-Histidin-Epitop
codierenden Sequenz fusioniert wurde (siehe 2.4.1.4 und 7.2.2, Abb. 7.19).

Mit Hilfe des Expressionsvektors pCEP4 sollten dieses beiden Fusionsproteine in der
HEK-EBNA-Zelllinie Uberexprimiert werden, wobei es sich um eine modifizierte Form der
Ublichen HEK 293-Zellen handelt. Diese Zellen zeichnen sich durch die stabile Expression des
Eppstein Barr Virus (EBV) EBNA-1 Gens (Selektion erfolgt durch G 418-Sulfat) aus. Der
Vektor pCEP4 dagegen enthélt einen EBV -Replikationsursprung, so dass auf diese Weise die
extrachromosomal e Expression des Zielgens ermdglicht werden soll.

Der Nachweis und die Aufreinigung des tberexprimierten [6slichen humanen ADAM10
sollte im Fall der konstanten Antikorperregion (Fc) des murinen 1gG1 mit Hilfe einer Protein
A/G-Sepharosematrix, im Fall des Poly-Histidin-Epitops mittels Nickel-NTA-Sepharose
erfolgen.

Mit den beiden Konstrukten pCEP4-hADAM10s-His und pCEP4-hADAM 10s-migG1Fc
wurden HEK-EBNA-Zellen transient und stabil nach der Calciumphosphatmethode (siehe
2.4.3.1) und mit Hilfe des Roti®-Fect-Reagenz (siehe 2.4.3.3) transfiziert. Die Selektion der
stabil transfizierten HEK-EBNA-Zellen erfolgte durch die Antibiotika Hygromycin B (bis zu
0,4 mg/ml Zellkulturmedium; Resitenzgen wurde durch pCEP4 bereitgestellt) und G 418-
Sulfat (1,25 mg/ml Zellkulturmedium).
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Fur den Nachweis der Proteinexpression wurden die Zellen fur 4 h bzw. 24 h in Serum-
freiem DMEM-Kulturmedium kultiviert. Wie schon bei den anderen Transfektionsversuchen
beobachtet wurde, war es auch hier moglich, die stabil transfizierten Zellen im Vergleich zu
nicht-transfizierten Kontrollzellen mit Hygromycin B und G 418-Sulfat zu selektieren, ohne
die Expresson der ADAMI10-Proteine nachweisen zu konnen. Der Vektor wurde
offensichtlich erfolgreich in die Zellen eingebracht und exprimierte auch das entsprechende
Resi stenzgenprodukt, wohingegen die |6slichen hADAM 10-Varianten in zu geringen Mengen
vorlagen.

Um auszuschliel?en, dass das jeweilige von einer Monolayerkultur hergestellte
ADAM10-Protein unterhalb der Nachweisgrenze vorlag, wurden fur die Proteinanayse die
Zellubersténde von bis zu funf mit den jeweiligen Konstrukten transfizierten HEK-EBNA-
Monolayerkulturen (10 cm Durchmesser) vereinigt. Diese Uberstande wurden zum einen
direkt, zum anderen nach ihrer Vorreinigung und Aufkonzentration durch die Inkubation mit
Protein A/G-Sepharose (Fc-Reinigungsepitop) bzw. einer Nickel-NTA-Matrix (Poly-Histidin-
Tag) analysiert. Doch auch nach dieser Behandlung war kein Nachweis von hADAM10s im
Western Blot (siehe 2.2.2) moglich.

Dagegen konnte nach der transienten Transfektion von HEK-EBNA-Zellen mit pCEP4-
hADAM10s-His |6sliches humanes ADAM 10 nachgewiesen werden. In Abbildung 3.1 ist die
reife Form von hADAM10s, d.h. nach Entfernen der Prodoméne bei ca. 64 kDa, die unreife,
nicht prozesserte Form bei ca. 80kDa in Spurl zu erkennen. Allerdings war die
Expressionsrate des Proteins hier so gering, dass sich diese Methode fiir eine Uberexpression
der ADAM10-Proteine als nicht geeignet erwies. Eine transiente Transfektion mit pCEP4-

hADAM10s-mlgG1Fc fuhrte zu keinem positiven Expressionsnachweis.

] 2 kDa
v — 08

Abb 3.1: Transiente Transfektion von HEK-EBNA-Z€elen mit pCEP4-hADAM 10s-His
Spur 1: Uberstand von pCEP4-hADAM 10s-transfizierten HEK-EBNA-Zellen
Spur 2: Uberstand von pCEP4-transfizierten HEK-EBNA-Zellen
Der Pfeil markiert die reife Form von hADAM10s bei ca. 64 kDa.
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Aufgrund der erzielten Ergebnisse erwiesen sich die hier eingesetzten, auf die
Proteinproduktion in Sdugetierzellen basierenden Expressionssysteme fir die Herstellung der
gewilnschten |6slichen ADAM10-Proteine a's nicht geeignet.

Es lag die Vermutung nahe, dass das jeweilige ADAM10-Protein generell in zu geringen
Mengen exprimiert wurde. Die trotz fehlender Proteinexpression vorhandene Selektierbarkeit
der stabil transfizierten Zellen durch die entsprechenden Antibiotika (Hygromycin B, G 418-
Sulfat und Zeozin™) kénnte einen Hinweis darauf geben, dass durch den Selektionsdruck die
Expression des Resistenzmarkers stérker erfolgte als die des Zielgens. Es ist jedoch nicht
auszuschlief3en, dass die exprimierten ADAM10-Proteine selbst nach ihrer Expression einem
starken Abbau durch die Wirtszelle unterworfen waren und dadurch unter der
Nachweisgrenze vorlagen. Hierfur konnte der Nachweis von hADAM10s nach transienter,
nicht aber nach stabiler Expression mit pCEP4-hADAM 10s-His einen Hinweis liefern.

Nachteilig wirkte sich auch die Abhangigkeit der Saugetierzellen von Serum-haltigem
Kulturmedium aus. Da das darin enthaltende Rinderserumalbumin (BSA) im gleichen
Mol ekulargewichtbereich lag wie die exprimierten ADAM 10-Proteine, musste das eigentliche
Kulturmedium, um dieses stérende BSA zu entfernen, durch ein separates Serum-freies Inku-
bationsmedium ersetzt werden. Es ist nicht auszuschlief3en, dass durch diesen Mediumwech-
sel exprimiertes [6sliches ADAM 10 fir den Proteinnachweis verloren gegangen sein konnte.

Da durch das parallel eingesetzte Bac-To-Bac Baculovirus Expressionssystem die Her-
stellung von 16slichem ADAM10 erfolgreich war (siehe 3.2), wurden die mdglichen Ursachen

der mangel nden Expression in den jeweiligen Saugetierzellen nicht weiter analysiert.

32 EXPRESSION VON LOSLICHEN ADAM 10-PROTEINEN DURCH DAS
BAC-TO-BAC BACULOVIRUS EXPRESSIONSSY STEM

Parallel zu den auf die Expression in Saugetierzellen basierenden Versuchen kam das
Bac-To-Bac Baculovirus Expressionssystem der Firma Invitrogen zum Einsatz (sehe 2.5.1).
Bel diesem System werden rekombinante Baculoviren genutzt, um verschiedenartige Gene in
Insektenzellen und Insektenlarven zu exprimieren. Die rekombinanten Proteine werden dabel
in der Regel prozessiert, modifiziert und zu ihrer entsprechenden zelluléren Lokalisation
gebracht (Luckow, 1993; Luckow et al., 1993; Davies, 1994).

Die verschiedenen |0slichen ADAMI10-Proteine wurden mit Hilfe dieses
Expressionssystem in Sf9-1nsektenzellen hergestellt. Diese Zellen stammen aus dem Ovar der

GemUseeulen-Larve Spodoptera frugiperda und konnten erfolgreich an Serum-freies SF-900
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Il Medium adaptiert werden (siehe 2.5.6), so dass hier im Unterschied zur Expression in
Saugetierzellen kein den Proteinnachweis stérendes Rinderserumalbumin (BSA) im Kultur-
medium vorlag.

3.21 Herstellung der Expressionsplasmide fur die Expression in Sf9-1nsektenzellen

Zunéchst wurden DNA-Konstrukte hergestellt, die dem extrazelluléren Teil von
humanem und bovinem ADAM10, d.h. den Aminosduren 1-664 des insgesamt 748 Amino-
sauren langen Proteins entsprechen. Ferner wurde ein Konstrukt hergestellt, das die DNA
einer Splicevariante von humanem ADAM10 (Yavari et al., 1998) beinhaltet, die durch das
zusétzliche Fehlen der Cystein-reichen Doméne gekennzeichnet ist (entspricht den Amino-
sauren 1-565). Fir die Expression von [6dichem humanem ADAM10 in Sf9-Insektenzellen
diente der Expressionsvektor pFastBacl (pFB) der Firma Invitrogen als Donorplasmid (siehe
2.5.1). Die entsprechenden ADAM10-Konstrukte sind in Abbildung 3.2 dargestelt.

PRO MPD DIS cYs His-Epitop
Ppolh

(7]
-

bADAM 10s-His bzw. hADAM 10s-His

CD 33

SP PRO MPD DIS CcYS His-E pitop
Ppolh

CD33-hADAM 10s-His

SP PRO MPD DIS HisEpitop

hADAM 10splice-His

Abb.3.22  ADAM10-Konstruktefir die Expression in Sf9-Insektenzellen

SP= Signal peptid von ADAM10 (entspricht den Aminoséuren 1-19)

CD33 SP = Signalpeptid von CD33 (entspricht den Aminosduren 1-16: MPLLLLLPLLWAGALA)
PRO = Prodoméne von ADAM10 (entspricht den Aminosduren 20-212)

MPD = Metalloproteinase-Doméane von ADAM 10 (entspricht den Aminosduren 213-455)
DIS= Disintegrin-Doméane von ADAM 10 (entspricht den Aminosduren 456-548)

CYS= Cystein-reiche Doméne von ADAM10 (entspricht den Aminosauren 549-673)

Die extrazelluldre Doméne von ADAM10 endet in diesen Konstrukten nach der Aminoséure 664,
das Konstrukt der ADAM 10- Splicevariante nach der Aminoséure 565.
His-Epitop = Poly-Histidin-Epitop bestehend aus 6 Histidin-Resten

73



ERGEBNISSE

pFB-hADAM10s-His

Fur die Herstellung dieses Konstrukts (siehe 7.2.1, Abb. 7.8) wurde die DNA des
kompletten extrazelluléaren Teils von humanem ADAM10 (hADAM10s) mit dem Poly-
Higtidin-Epitop aus dem Expressionsvektor pSecTag-hADAM10s-His (siehe 2.4.1.1) mit
Xhol (vor der ADAMI10-Signalsequenz) und Pmel (nach dem Poly-Histidin-Epitop)
herausgeschnitten. Das DNA-Fragment wurde mittels praparativem Agarosegel (siehe 2.3.5)
gereinigt und in pFB einkloniert. Der Vektor wurde dafir zunéchst mit Kpnl und nach einer

durchgefiihrten T4-DNA -Polymerase-Behandlung mit Xhol geschnitten.

pFB-bADAM10s-His

Fur diese Klonierung wurde aus dem Konstrukt pUC19ASacl-bADAM10s-His (siehe
2.4.1.2) bADAM10s-His uber Hindlll (nach dem Poly-Histidin-Epitop) und Xhol (vor der
ADAM10-Signalsequenz) herausgeschnitten, tber ein préparatives Agarosegel (siehe 2.3.5)
gereinigt und in den ebenfalls mit Hindlll und Xhol geschnittenen Vektor pFB einkloniert
(sehe7.2.1, Abb. 7.7).

pFB-CD33-hADAM10s-His

Zur Herstellung dieses DNA-Konstrukts (siehe 7.2.1, Abb. 7.9) wurde die Sequenz des
Signalpeptids von humanem ADAM10 (entspricht den Aminosauren 1-19) durch die der
Signalsequenz von CD33 (Siglec-3), einem Protein aus der Familie der ,, Siglecs* (sialic acid-
binding immunoglobulin superfamily lectins, Taylor et al., 1999) ersetzt. Durch die
Signalsequenz dieses Zellmembranproteins aus der 1gG-Superfamilie sollte die Sekretion der
|6slichen ADAM10-Variante in das Zellkulturmedium verstéarkt werden.

Die Sequenz des CD33-Signalpeptids wurde mittels PCR durch den Einsatz eines
entsprechenden CD33-forward Primers und des fir hADAM10 sequenzspezifischen Primers
Proteasebrev (siehe 2.1.9) hergestellt. Die Durchfiihrung der PCR erfolgte wie unter 2.3.7
beschrieben. Das mit Xhol und Xbal geschnittene und mit Hilfe eines PCR-Reinigungs-Kits
(Qiagen) gereinigte PCR-Produkt wurde in pFB-hADAM10s-His einkloniert. pFB-
hADAM10s-His wurde dafir ebenfalls mit den beiden genannten Restriktionsenzymen
behandelt und Uber ein préparatives Agarosegel (siehe 2.3.5) gereinigt.

pFB-hADAM10splice-His

Ausgangsvektor fur diese Klonierung war pIRES-hADAM10splice-His (siehe 2.4.1.2).
Durch die Restriktion mit Spll (hinter Poly-Histidin-Epitop), anschlieRender T4-DNA-
Polymerase-Behandlung und erneuter Restriktion mit Xhol (vor der ADAM10-
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Signalsequenz) wurde das hADAM 10splice-His-Fragment Uber ein préparatives Agarosegel
(siehe 2.3.5) gereinigt und mit pFB ligiert. Der Vektor wurde daftr mit Hindll1, der T4-DNA-
Polymerase und Xhol behandelt und anschlieffend wie das Insert Uber ein préparatives
Agarosegel gereinigt (siehe 7.2.1, Abb. 7.10).

Durch Restriktionsanalysen (siehe 2.3.4) und DNA-Sequenzierungen wurden die
einzelnen Expressionsplasmide auf ihre Richtigkeit hin Gberprift und Mutationen, die z. B. zu

einer Verschiebungen im Leserahmen fihren kénnten, ausgeschl ossen.

3.22 Herstellung der rekombinanten Bacmid-DNA

Die entsprechenden pFB-ADAM 10-Expressionsplasmide wurden fr die Herstellung der
rekombinanten Bacmid-DNA von |6slichem bovinem, 16slichem humanem mit eigener bzw.
der CD33-Signal sequenz und der humanen Splicevariante von ADAM10 eingesetzt. Nach der
Transposition des E. coli-Stamms DH10Bac (siehe 2.5.2) mit den jeweiligen DNA-
Konstrukten wurde die entsprechende Bacmid-DNA aus den als positiv identifizierten
DH10Bac-Klonen isoliert (siehe 2.5.3). Die erfolgreiche Insertion der jeweiligen ADAM 10-
DNA in die entsprechende Bacmid-DNA wurde mittels PCR-Analyse bestétigt (siehe 2.3.7).

Fur die nachfolgende Transfektion von Sf9-Insektenzellen mit der entsprechenden
rekombinanten Bacmid-DNA sowie fir die daran anschliel3ende Baculovirus-Vermehrung
und Proteinproduktion der einzelnen ADAM10-Varianten wurden Sf9-Monolayerkulturen in

Zellkulturschalen mit 10 cm Durchmesser eingesetzt.

3.2.3 Transfektion von Sf9-Zellen mit anschlieRendem Expr essionsnachweis der
ver schiedenen |6slichen ADAM 10-Proteine

Mit der hergestellten Bacmid-DNA der vier ADAMI10-Varianten bADAM10s,
hADAM10s, hADAM10s mit CD33-Signalsequenz und hADAM 10splice wurden Sf9-Zellen
mit Hilfe des CellFECTIN®-Reagenz (siehe 2.5.7) transfiziert. Die entsprechenden Sf9-
Zellubersténde wurden 72h nach der Transfektion auf die Expression der einzelnen
ADAM10-Proteine hin untersucht. Der Nachweis der exprimierten Proteine durch Western
Blot Analyse (siehe 2.2.2) erfolgte mit Hilfe des gegen das Poly-Histidin-Epitop gerichteten
monoklonalen anti-Penta-His-Antikorpers der Firma Qiagen.

Fur die einzelnen 16slichen ADAM10-Proteine wurden folgende Molekulargewichte

erwartet:
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Molekulargewicht der prozessierten Molekulargewicht der
Form (ohne Prodomane) unprozessierten Form
bADAM10s
hADAM10s ~ 60 kDa ~ 80 kDa
hADAM10s (CD33)
hADAM10splice ~50 kDa ~ 70 kDa

Tabelle3.1: Erwartete Molekulargewichte der in Sf9-Zellen exprimierten ADAM 10-Proteine

Nach der sich der Transfektion anschlief3enden 72-stiindigen Inkubationszeit konnten
jeweils die reife als auch die unreife Form des bovinen (siehe Abb. 3.3, Spur 5) und des
humanen |6slichen ADAM10 mit CD33-Signalsequenz bei ca. 60 und 80 kDa (siehe
Abb. 3.3, Spur 3) bzw. der Splicevariante von humanem ADAM10 bei ca. 50 und 70 kDa
(siehe Abb. 3.3, Spur 2) nachgewiesen werden. Somit wurden diese ADAM 10-Proteine von
den Sf9-Zellen nicht nur erfolgreich exprimiert, sondern auch prozessiert, so dass die
exprimierten ADAM 10-Proteine durch das Abspalten der jeweiligen Prodomane in der reifen
und damit katalytisch aktiven Enzymform vorliegen sollten. Die |6sliche humane ADAM 10-
Variante konnte nach dieser Transfektion im Western Blot nicht nachgewiesen werden (siehe
Abb. 3.3, Spur 4).

2345 %C]
Abb 3.3: Expressionsnachweisder einzelnen |6dichen ADAM 10-Varianten
72 h nach der Transfektion

Spur 1: nicht-transfizierte Sf9-Zellen

Spur 2: hADAM10splice

Spur 3: hADAM10s mit CD33-Signal sequenz
Spur 4: hADAM 10s (keine Expression)

Spur 5: bADAM10s

Zur weiteren Expression in Sf9-Zellen wurden die humane ADAM10-Variante mit
CD33-Signalsequenz (im Folgenden: hADAM10s) und die humane Splicevariante von
ADAM10 ausgewdhlit. Die Auswahl begrindete sich besonders im Hinblick auf die spétere
Charakterisierung der beiden Proteine und der Vergleichbarkeit ihrer Eigenschaften
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untereinander und mit denen der rekombinanten extrazelluldren Doméane von humanen
ADAM10 der Firma R& D-Systems, die ebenfalls die CD33-Signal sequenz tragt.

3.24 Herstellung der Stammlésung von rekombinanten hADAM 10s- und
hADAM 10splice-Baculoviren in Sf9-1nsektenzellen

Fur ene erfolgreiche Proteinexpresson sellt zunéchst die Vermehrung des
entsprechenden Baculovirus eine wichtige Voraussetzung dar. So wurden der jeweilige
Zelltberstand (je 4 ml) der hADAM10s- bzw. hADAM 10splice-exprimierenden Sf9-Zellen
nach ihrer sich der Transfektion anschlief3enden Inkubationszeit von 72 h zweimal fir jeweils
48 h zur weiteren Virusvermehrung auf jeweils zwel frische Sf9-Monolayerkulturen verteilt
und bei 27°C inkubiert. Der jeweils eingesetzte Virus-haltige Zelluberstand wurde dabel mit
dem SF-900 I Medium entsprechend verdinnt, um das nétige Kulturvolumen von 10 ml
Medium/Sf9-Monolayerkulturschale (10 cm Durchmesser) zu erhalten. Nach diesen beiden
Viruspassagen wurde der jeweilige ZellUberstand durch Zentrifugation (5 min, 110 x g)
geerntet. Die somit hergestellte StammlGsung mit den rekombinanten hADAM10s- bzw.
hADAM10splice-Baculoviren wurden bis zu ihrer Verwendung lichtgeschitzt bei 4°C
aufbewahrt (siehe 2.5.8.1). Die Proteinexpression nach den einzelnen Viruspassagen wurde
mittels Western Blot Analyse Uberpriift, der Nachweis erfolgte tber das Poly-Histidin-Epitop.

Abb. 3.4 A-B: Proteinexpression von hADAM10s (A) und hADAM 10splice (B) wahrend der
sich der Transfektion anschlief3enden Viruspassagen

Al 1 2 kDa [B] 12 KDa

S — 938 —— 98
—64 —64
e —50 ——_—50
Abb. 3.4 A: Expression von hADAM 10s Abb. 3.4 B: Expression von hADAM 10splice
Spur 1:  Sf9-ZellUberstand der 1. Viruspassage Spur 1: Sf9-ZelllUberstand der 1. Viruspassage
Spur 2:  Sf9-ZellUberstand der 2. Viruspassage Spur 2: Sf9-Zelllberstand der 2. Viruspassage

Die beiden Formen von hADAM10s bei ca 60 und 80 kDa (Abb. 3.4 A) bzw. von
hADAM10splice bei ca. 50 und 70 kDa (Abb. 3.4 B) sind nach den einzelnen Virusamplifika-

tionsschritten im Western Blot eindeutig nachzuweisen. Durch die Virusvermehrung werden
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demnach nicht nur immer mehr Sf9-Zellen mit den entsprechenden Baculoviren infiziert und
zur Virusproduktion angeregt, sondern es kommt parallel auch schon zur Expression der

ADAM10-Proteine, die zwischen erster und zweiter Viruspassage auch deutlich zunimmt.

3.25 Ermittlung der fur die Virusamplifikation und Proteinexpression optimalen
Verdunnung der hAADAM 10s- bzw. hADAM 10splice-Baculovir us-Stammlésung

Fur die weitere Vermehrung der Baculoviren bietet sich der Einsatz entsprechender
Verdunnungen der jeweiligen Baculovirus-Stamml ésung, d.h. die Infektion mit einer geringen
Virusmenge an, da prinzipiell nicht alle Zellen der Monolayerkultur gleichzeitig sondern nur
ein kleiner Teil von ihnen infiziert werden soll. Die nicht-infizierten Zellen durchlaufen noch
weitere Zellteilungen, so dass die Menge an gesunden und infizierbaren Zellen in der Kultur
weiter erhoht wird (Philipps et al., 2005). Man geht davon aus, dass die priméar infizierten
Zellen wéahrenddessen den entsprechenden Baculovirus replizieren und hinreichend viele
Viruspartikel herstellen, um diese restlichen Zellen in der Kultur zu infizieren (sekundére
Infektion). Die sekundér infizierten Zellen entsprechen dann den Hauptproduzenten der
rekombinanten Baculoviren (Bruinzeel et al., 2002).

Zur Virusamplifikation wurde die jeweilige Baculovirus-Stammldsung in unterschied-
lichen Verdinnungen auf verschiedene Sf9-Monolayerkulturen gegeben, um ihr infektioses
Potential zu ermitteln. Die in der entsprechenden Verdiinnung vorhandene Virusmenge bzw.
der Grad der Virusinfektion und damit die Unterschiede von Virus-infizierten Sf9-
Insektenzellen gegentiber nicht-infizierten wurde anhand der nach 24 bzw. 48 h auftretenden,
im Lichtmikroskop sichtbaren morphologischen Verénderungen beurteilt (siehe 2.5.8.2).
Dabel zeichnen sich nicht-infizierte Sf9-Zellen durch eine runde Zellform mit glatter
Oberflache aus. Infizierte Sf9-Zellen weisen dagegen neben dem eingestellten Zellwachstum
eine unregelméaidige Zelloberflache und eine starke VergrofRerung des Zellvolumens auf,
wobei das Ausmal? des vergrol3erten Zellvolumens als Indikator fur die erfolgreiche Infektion
der Zellen dient (Rosinski et al., 2002; Kost et al., 2005).

Fur die Infektion der bis zu 60 % konfluenten Sf9-Zellen wurde die hADAM10s- bzw.
hADAM 10splice-Baculovirus-Stammlésung in einer Verdinnungsreihe von 10° bis 10°
eingesetzt. Dabei wurde jewells eine Monolayerkultur mit der entsprechenden
Virusverdiinnung bei 27°C inkubiert. Da nach 24-stiindiger Inkubation lichtmikroskopisch
noch keine morphologischen V eréanderungen beobachtet werden konnten und die Zellen keine
Anzeichen von eingestelltem Zellwachstum aufwiesen, wurde davon ausgegangen, dass die

jeweils eingesetzte Virusmenge gering genug gewahlt war, um nicht ale Zellen gleichzeitig
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zu infizieren und abzuttten. Die Zellen wurden fur weitere 24 h kultiviert. In dieser Phase
sollten nun durch die von den prim& infizierten Zellen produzierten Viruspartikel die
Infektion der restlichen Zellen in der Kultur gewéhrleistet werden (sekundére Infektion) und
es zu einer weiteren Anreicherung an rekombinanten Baculoviren kommen. Sind alle Zellen
infiziert, sollten sie das Zellwachstum einstellen und deutlich aufgeblahte Zellkdrper zeigen
(Rosinski et al., 2000). Dieser morphologische Zustand war nach der zweiten
Inkubationsphase von 24 h deutlich bei den infizierten Sf9-Monolayerkuluren zu beobachten,
die mit den 10 bzw. 10 Verduinnungen der Bacul ovirus-Stammlésung inkubiert wurden. In
Sf9-Zellen, die mit einer 10°- bzw. 10°-Verdiinnung der Baculovirus-Stammlésung tiber-
schichtet wurden, traten die oben genannten morphol ogischen Veranderungen schwéacher auf.
Dennoch wurden alle Zelltberstande mit den vermehrten rekombinanten Baculoviren geerntet
(Zentrifugation fur 5 min bei 110 x g; siehe 2.5.8.2) und lichtgeschitzt bei 4°C aufbewahrt.

Fur die anschlief3ende Proteinexpression bot sich die Infektion der Sf9-Zellen mit einer
hoheren Viruskonzentration als die fur die Virusvermehrung eingesetzte an, da die synchrone
Infektion aller Zellen angestrebt wurde. Dadurch soll gewahrleistet werden, dass es zu einem
sofortigen Stillstand des Zellwachstums kommt, so dass die Virusproduktion und
Zellteilungsprozesse nicht um essentielle Nahrstoffe konkurrieren, sondern die zellulare
» Proteinsynthesemaschinerie komplett fur die Herstellung der durch die Baculoviren
eingebrachten Konstrukte zur Verfligung steht (Dee und Shuler, 1997).

Fur die Proteinproduktion wurden die jeweiligen Virus-haltigen ZellUberstande, die aus
der Inkubation der einzelnen Sf9-Monolayerkulturen mit den entsprechenden Verdiinnungen
der Baculovirus-Stammldsung resultierten, je auf bis zu 80 % konfluente Sf9-Monolayer
gegeben und fur 48 bzw. 72h bei 27°C inkubiert (siehe 2.5.8.3). Dabei wurde darauf
geachtet, dass der eingesetzte Virus-haltige Zelltberstand nur 20 % des Zellkulturvolumens
ausmachte, da die Virusmenge nicht zu hoch gewéhlt werden sollte, um ein Abtéten der
Zellen zu verhindern. Da nach 24-stindiger Inkubation kein Zellwachstum mehr zu
beobachten war, konnte man erfahrungsgeméafd von der Infektion aller Zellen der
Monolayerkultur ausgehen (Rosinski et al., 2002). Der Nachweis der Proteinexpression von
hADAM10s und hADAM10splice erfolgte immunologisch Uber das Poly-Histidin-Epitop
mittels Western Blot Analyse und Visualisierung der Proteinbanden durch Silberférbung
(siehe Abb. 3.5 und 3.6).
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Abb. 3.5 A-B: Auswirkung der ausden ver schiedenen eingesetzten Verdinnungen der

Baculovirus-Stammlésung resultierenden Virusamplifikate auf die anschlieRende
Expression von hAADAM10sin Sf9-Zellen

Jede Spur im Western Blot bzw. Silbergel entspricht einer Probe des Zelltiberstandes einer Sf9-
Monolayerkultur. Pro Sf9-Zellkulturschale wurden 20 % des Virus-haltigen Zelllberstands
eingesetzt, der aus der Inkubation mit einer entsprechenden Verdinnung der Baculovirus-
Stammldsung resultierte. Zur Unterscheidung werden die Proben hier nur nach diesen
urspruinglichen Verdiinnungen der Bacul ovirus-Stamml ésung genannt.

[ kba 12345678 590 1 2 345 6 7 8

98_“ -
64 — emame——

50 —

Abb. 3.5 A: Western Blot Abb. 3.5 B: Silberfarbung
Spur1+2:  10°3-Virusverdinnung Spur 1+ 2 10°%-Virusverdiinnung
Spur 3+4:  10™*-Virusverdiinnung Spur 3+ 4; 10™-Virusverdiinnung
Spur5+6:  10°-Virusverdiinnung Spur 5+ 6: 10°-Virusverdiinnung
Spur 7+8:  10°-Virusverdiinnung Spur 7 + 8: 10°-Virusverdiinnung

Durch Western Blot Analyse sind beide Formen von hADAM10s, die reife prozessierte
bei ca. 60 kDa, die unprozessierte bei ca. 80 kDa (siehe Abb. 3.5 A) nachweisbar. Man sieht
ebenfalls deutlich, das die aus den eingesetzten 10°- bzw. 10°-Baculovirus-Stamm-
|6sungsverdiinnungen resultierenden Virusamplifikate fur die Proteinproduktion nicht so
geeignet erschienen wie die aus den 10°- bzw. 10™*Verdinnungen. Im Vergleich zu
letztgenannten ging die Expression von hADAM10s im Fall der 10°-Verdinnung deutlich
zurlick (siehe Abb. 3.5A, Spuren 5 und 6) bzw. im Fall der 10°-Verdinnung erfolgte sie
Uberhaupt nicht (Abb. 3.5 A, Spuren 7 und 8). Die hier urspringlich eingesetzte Virusmenge
der Baculovirus-Stammlosung war demnach fir das Erreichen einer optimalen
Virusamplifikation nach 48 h und fir die durch diese amplifizierten Viren ausgeldste
Expression des hADAM10s zu gering gewahlt. Bei der Visualisierung durch Silberfarbung
konnte gleiches beobachtet werden. Wahrend die prozessierte Form von hADAM10s bei
60 kDa in den urspriinglichen Verdiinnungen 10 und 10* deutlich sichtbar war (siehe
Abb. 3.5 B, Spuren 1 bis 4; durch den Pfeil markiert), konnte man sie in den Verdinnungen
10°® nur noch schwach bzw. 10° gar nicht mehr erkennen (siehe Abb. 3.5 B, Spuren 5 bis 8).
Fur die weiteren Expressionsversuche wurde die hADAMOs-Bacul ovirus-Stammldsung zur
Virusvermehrung mit anschlieBender Proteinexpression nur noch in den Verdiinnungen 10
bzw. 10 eingesetzt.
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Im Fall der Expression von hADAM10splice konnten im Western Blot ebenfalls beide
Formen des Proteins bei ca. 50 und 70 kDa (siehe Abb. 3.6 A) nachgewiesen werden. Auch
hier war die Proteinexpression durch den Einsatz des jeweiligen aus der 10°- bzw. der 10°-
Baculovirus-Stamml6sungverdiinnung  resultierenden  Virusamplifikat im Vergleich zur
entsprechenden Baculovirus-Stammlésungverdiinnung 10° bzw. 10* (siehe Abb. 3.6 A,
Spuren 1 bis 3 und 4 bis 6) stark reduziert (10°, siche Abb. 3.6 A, Spuren 7 bis 9) bis nicht
nachweisbar (10°, siehe Abb.3.6 A, Spuren 10-12). Auffallig war, dass prozessiertes
hADAM10splice nach 48-stiindiger Inkubation nicht die dominierende Enzymform darstellte,
da vor alem die unprozessierte Form bei ca. 70 kDa sichtbar war. Nach der Visualisierung
durch Silberfarbung konnte diese Beobachtung bestétigt werden, d.h. die reife Enzymform bei
ca 50 kDaist im Gegensatz zur nichtprozessierte Form nur sehr schwach zu erkennen (siehe
Abb. 3.6 B, Pfeil).

Abb. 3.6 A-B: Auswirkung der ausden ver schiedenen eingesetzten Verdinnungen der

Baculovirus-Stammlésung resultierenden Virusamplifikate auf die anschlief3ende
Expression von hADAM 10splicein Sf9-Zellen

Jede Spur im Western Blot bzw. Silbergel entspricht einer Probe des ZellGiberstandes einer Sf9-
Monolayerkultur. Pro Sf9-Zellkulturschale wurden 20 % des Virus-haltigen Zelllberstands
eingesetzt, der aus der Inkubation mit einer entsprechenden Verdinnung der Baculovirus-
Stammlésung resultierte. Zur Unterscheidung werden die Proben hier nur nach diesen
urspriinglichen Verdiinnungen der Bacul ovirus-Stamml 6sung genannt.

123456789101112 kDa [B] kDG 1234567 89101112

- —50 25 —

Abb. 3.6 A: Western Blot Abb. 3.6 B: Silberféarbung

Spur 1-3;:  10°-Virusverdiinnung Spur 1-3:  10°-Virusverdiinnung
Spur 4-6:  10™*-Virusverdiinnung Spur 4-6:  10™*-Virusverdiinnung
Spur 7-9:  10°-Virusverdiinnung Spur 7-9:  10°-Virusverdiinnung
Spur 10-12: 10°®-Virusverdiinnung Spur 10-12: 10°®-Virusverdiinnung

Die aus den Bacul ovirus-Stammlésungverdiinnungen 10™ bzw. 10°° resultierenden Virus-
haltigen Zellubersténde erschienen fur die Expression von hADAM10splice as nicht
geeignet. Auch hier wurde die Baculovirus-Stammloésung zur Virusvermehrung mit
anschlieBender Proteinexpression nur in den Verdinnungen 10 bzw. 10 eingesetzt. Ferner

wurde die fir die Proteinexpression gewahlte Inkubationszeit auf 72 h verlangert, um ein
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besseres Verhdltnis von prozessierter zu unprozessierter Enzymform zu erreichen (siehe
Abb. 3.8).

3.26 Analyseder Proteinexpression von hADAM 10s und hADAM 10splice

Zur Proteinexpression von hADAM10s und hADAM10splice wurde die Infektion von
Sf9-Monolayerkulturen des jeweiligen Virusamplifikats, das aus der vorangegangenen
Virusvermehrung in Sf9-Zellen mit der dafir 10°- bzw. 10™*verdiinnten Baculovirus-
Stammldsung resultiert, beibehalten. Bei einem Kulturendvolumen von 10 ml, machte das
Volumen an eingesetzter Virus-haltiger Losung 20 % aus. Die Expression von hADAM10s
wurde nach 48-, die von hADAM10splice nach 48- und 72-stindiger Inkubation der
infizierten Sf9-Monolayerkulturen bei 27°C untersucht (siehe 2.5.8.3).

Abb. 3.7 A-B: Proteinexpression von hAADAM10sin Sf9-Zellen
Nach 48 h-stiindiger Inkubation der Zellen mit den Baculoviren.
Jede Spur im Western Blot bzw. Silbergel entspricht einer Probe des ZellGiberstandes einer Sf9-
Monolayerkultur. Zur Unterscheidung werden die Proben hier nur nach den urspriinglichen
Verdinnungen der Bacul ovirus-Stamml ésung genannt.

[A] kDa 1234 kDa 1234
08 — pr— 267)'3: |«—— unreife Form
64 — mananen ! <+— reife Form
50— 45 — '

Abb. 3.7 A: Western Blot Abb. 3.7 B: Silberférbung

Spur 1-2:  10°-Virusverdiinnung Spur 1-2:  10°-Virusverdiinnung

Spur 3-4:  10™*-Virusverdiinnung Spur 3-4:  10“*Virusverdinnung

Wie aus Abbildung 3.7 ersichtlich, wurde hADAM10s nach 48 h erfolgreich exprimiert.
Beide Proteinformen, die prozessierte bei 60 kDa und die unprozessierte bei 80 kDa, sind
eindeutig durch Silberfarbung visualisierbar (siehe Abb. 3.7 B) bzw. immunologisch
nachweisbar (siehe Abb. 3.7 A). Dabei scheint kein sichtbarer Unterschied zwischen den aus
den urspriinglich eingesetzten Baculovirus-Stammlésungsverdinnungen 102 bzw. 10
resultierenden Virusamplifikaten vorzuliegen.

Die Proteinbestimmung nach Bradford (siehe 2.2.3.1) ergab eine Gesamtproteinmenge
von ca. 300-500 pg Protein/Sf9-Monolayerkulturtiberstand.
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Abb. 3.8 A-C: Proteinexpression von hADAM 10splicein Sf9-Zellen
Nach 48- (A und B) und 72-stiindiger (C) Inkubation der Zellen mit den Baculoviren.
Jede Spur im Western Blot bzw. Silbergel entspricht einer Probe des ZellGiberstandes einer Sf9-
Monolayerkultur. Zur Unterscheidung werden die Proben hier nur nach den urspriinglichen
Verdinnungen der Bacul ovirus-Stamml ésung genannt.

[A] 1 2 34 kDa 12 34 kDa 1234 kDa

—098 . —07 4 —098
S e e A /] anre|fe —66:2 —— p——— (|
— _50 orm . 45 S — ()
3.8 A: Western Blot (48 h) 3.8.B: Silberférbung (48 h) 3.8 C: Western Blot (72 h)
Spur 1-2: 10°%-Virusverdiinnung Spur 1-2: 10°%-Virusverdiinnung Spur 1-2: 10°-Virusverdiinnung
Spur 3-4: 10*-Virusverdiinnung Spur 3-4: 10*-Virusverdiinnung Spur 3-4: 10*-Virusverdiinnung

Wahrend die Menge an reifem hADAM10splice nach 48-stindiger Inkubation im
Vergleich zur unprozessierten Form durch beide eingesetzten Baculovirus-Stammldsungver-
dinnungen noch deutlich geringer war (siehe Abb. 3.8 A und B), konnte diese Beobachtung
nach der Verlangerung der Inkubationszeit auf 72 h nicht mehr bestdtigt werden. Im
Gegenteil, nach dieser 72-stiindigen Inkubation war nicht nur eine deutliche Zunahme der
Expression von hADAM 10splice zu beobachten, wobei es im Vergleich zur Expression nach
48 h keinen sichtbaren Unterschied mehr zwischen den gewéhlten Bacul ovirus-Stamml 6sung-
verdinnungen gab. Auch das Verhdltnis von prozessierter bei 50 kDa zu unprozessierter
Enzymform bei 70 kDawar deutlich ausgeglichener (siehe Abb. 3.8 C).

Durch Silberfarbung konnte nach 48-stindiger Inkubation hauptséchlich die
unprozessierte Form bei 70 kDa visualisiert werden (siehe Abb. 3.8 B, durch den Pfeil
markiert), die reife bei 50 kDa (kurz oberhalb der 45 kDa Markerbande) war nur schwer zu
erkennen. Eine Visualisierung von hADAM10splice nach 72-stiindiger Inkubation durch
Silberfarbung liegt nicht vor.

Die Expressionszunahme wurde auch durch die Protei nbestimmung nach Bradford (siehe
2.2.3.1) deutlich, da diese nach 48-sttindiger Inkubation eine Proteinmenge von 300-400 ug
Protein/Sf9-Monolayerkulturiiberstand, nach 72 h eine von 500-700 pug Protein/Sf9-Mono-
layerkulturtiberstand ergab.

Fur die nachfolgende Reinigung von hADAM10s und hADAM 10splice wurden jeweils
mehrere Sf9-Monolayerkulturibersténde vereinigt (siehe 3.3).
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3.3 REINIGUNG DER IN Sf9-ZELLEN EXPRIMIERTEN LOSLICHEN
ADAM10-PROTEINE hADAM 10sUND hADAM 10splice

3.3.1 Aufkonzentration von hADAM 10s und hADAM 10splice aus Sf9-Zellliber stAnden
mit anschlieBender Uber priifung der enzymatischen Aktivitat

Vor der eigentlichen Reinigung erfolgte zundchst die Filtration der entsprechenden
Uberstande von hADAM10s- und hADAM 10splice-exprimierenden Sf9-Monolayerkulturen
mit seriell eingesetzten 100 kDa- und 30 kDa-Amicon Ultra Konzentratoren (siehe 2.6.1.1).
Auf diese Weise sollten entsprechende Proteinverunreinigungen und Salze aus dem
Zellkulturmedium entfernt und eine erste Aufkonzentration der beiden Zielproteine erreicht
werden.

In einem Vorversuch wurden 90 ml Zelltberstand von hADAM 10s-exprimierenden Sf9-
Monolayerkulturen auf 1,8 ml (ca 358 pg) aufkonzentriert. Fur die Visualisierung durch
Silberfarbung und den immunologischen Nachweis durch Western Blot Analyse wurden

jeweils 20 ug Protein, entsprechend 100 pl des hADAM10s-Konzentrats, eingesetzt.

Abb 3.9: Nachweisvon hADAM 10sin der 30-100 kDa Fraktion
Spur 1: Nachweisvon hADAM10s in der 30-100 kDa-Fraktion nach Silberfarbung
Spur 2:  Immunologischer Nachweis von hADAM10sin der 30-100 kDa-Fraktion
Der Pfeil kennzeichnet die reife Form von hADAM 10s bei ca. 60 kDa.

Im silbergeféarbten Proteingel sind beide Formen von hADAM10s deutlich zu erkennen:
die prozessierte reife Form bei ca. 60 kDa, die unprozessierte bei ca. 80 kDa (siehe Abb. 3.9,
Spur 1).

Dass es sich bel der Proteinbande von ca. 60 kDa Grof3e tatsachlich um die reife Form
von hADAM10s handelt wurde durch den immunologischen Nachweis Uber das Poly-
Histidin-Epitop durch den anti-Penta-His-Antikorper bestétigt (siehe Abbildung 3.9, Spur 2).
Die hochmolekulare unreife Form bel ca. 80 kDa konnte dabel ebenfalls nachgewiesen

werden.
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Zur Vorreinigung von hADAM10splice wurden 64 ml Uberstand von den mit den
entsprechenden rekombinanten Baculoviren infizierten Sf9-Monolayerkulturen eingesetzt und

auf 2,9 ml (ca. 300 pg Protein) aufkonzentriert.

55)?1 1 2 kDa
5 __ —08
66,2 - 28
45 — — — 50

Abb 3.10: Nachweisvon hADAM 10splicein der 30-100 kDa Fraktion
Spur 1: Nachweisvon hADAM10splicein der 30-100 kDa-Fraktion nach Silberfarbung
Spur 2:  Immunologischer Nachweis von hADAM 10splice in der 30-100 kDa-Fraktion
Der Pfeil markiert diereife Form von hADAM 10splice bei ca. 50 kDa.

Auch die beiden Enzymformen von hADAM10splice sind nach einer Visualisierung
durch Silberfarbung nachweisbar (siehe Abb. 3.10, Spur 1).

Durch den immunologischen Nachweis Uber das Poly-Histidin-Epitop wurde bestétigt,
dass es sich bei der 50 kDa-Bande um die prozessierte, reife Form von hADAM 10splice
handelte, ebenso ist die unreife Form bei ca. 70 kDa nachweisbar (siehe Abb. 3.10, Spur 2).

Zur qualitativen Untersuchung der enzymatischen Aktivitéat der jeweiligen 30-100 kDa-
Fraktion von hADAM10s und hADAM10splice wurde das Peptidsubstrat APP18, das den
Aminosduren 11-28 des AB-Peptids (EVHHQK | LVFFAEDVGSNK-NHy) entspricht und
somit die fur die a-Sekretase spezifische Spaltstelle des Amyloid-V orléufer-Proteins enthalt
(gekennzeichnet durch den Pfell in der Peptidsequenz), eingesetzt. Die Spaltung von APP18
durch die a-Sekretase ADAM10 resultiert in der Bildung von zwel Peptidspaltfragmenten
von 6 und 12 Aminosauren Lange (APP6 und APP12).

Die jeweilige Enzymreaktion erfolgte in einem Endvolumen von 50 pl bei 37°C. Von den
hADAM10s- und hADAM 10splice-Konzentraten wurden nach der Zugabe der &quivalenten
Menge an Enzym-Assaypuffer (25 mM TrisHCI, pH 9; 2,5 pl ZnCls; 0,005 % (v/v) Brij® 35)
jeweils 45pl fur einen Enzymtest eingesetzt. Das Substrat APP18 kam in einer
Endkonzentration von 30 UM zum Einsatz. Als positive Kontrolle diente die Restriktion von
APP18 durch 100 nM hADAM10s der Firma R& D-Systems. Als Negativkontrolle diente die
Inkubation des jeweiligen ADAM10-Konzentrats ohne das Substrat APP18 (nicht gezeigt).
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Des Weiteren wurde die Hemmung von hADAM10s und hADAM10splice durch den fir
ADAM10 und ADAM17 spezifischen Inhibitor GW 280264 X (GlaxoSmithKline)
untersucht, der pro Ansatz in einer Endkonzentration von 20 nM eingesetzt wurde.

Das Substrat APP18 wurde nach 18 h durch 45 pl des hADAM 10s-Konzentrats deutlich
gespalten, d.h. neben dem Substrat APP18 mit einer Retentionszeit (tg) von 23,47 min sieht
man deutlich das Spaltprodukt APP12 entsprechend dem Signalpeak 2 bei tg=24,42 min
(siehe Abb. 3.11 B oben). Dieser fur die Spaltung von APP18 charakteristische APP 12-
Signalpeak ist auch in der gewahlten Positivkontrolle, d.h. nach der Spaltung von APP18
durch hADAM10s der Firma R& D-Systems, zu erkennen (siehe Abb. 3.11 A unten).

Durch 45 pl des hADAM 10splice-Konzentrats wurde das Substrat APP18 bereits nach
30 min deutlich gespalten (siehe Abb. 3.11 C oben). Auch hier sieht man neben dem Substrat
APP18 (Peak 1; tg=23,36 min) das spezifische Spaltprodukt APP12, entsprechend dem
Signalpeak 2 (tg= 24,34 min). Nach einer Inkubation von 18 h war das Substrat komplett
gespalten (nicht gezeigt).

Aus Abbildung 3.11 geht weiter hervor, dass sowohl hADAM10s (siehe Abb. 3.11 B
unten) as auch hADAM 10splice (siehe Abb. 3.11 C unten) in seiner enzymatischen Aktivitat
durch den fir ADAM10 und ADAM17 spezifischen Inhibitor GW 280264 X gehemmt
wurde, sichtbar anhand des jeweiligen Auftretens des fur das ungespaltene APP18
charakteristischen Signalpeaks 1 und dem Fehlen des fir APP12 typischen Signals.

86



ERGEBNISSE

Abb. 3.11 A—C: Analyseder proteolytischen Spaltung von APP18 durch hADAM10s (B)
und hADAM 10splice (C); Positivkontrolle (A): hADAM 10s (R& D-Systems)
Fur die graphische Darstellung wurde der Retentionszeitraum von 15 bis 30 min gewahlt,

entsprechend dem Auftreten der typischen Signal peaks von APP18 und APP12.
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3.3.2 Sperzifische Reinigung von hADAM 10s und hADAM 10splice durch Nickel-NTA-
Affinitatschr omatographie und Unter suchung ihrer Enzymaktivitét

Die gpezifische Reinigung der in Sf9-Zellen exprimieten ADAM10-Proteine
hADAM10s und hADAM10splice mittels Nickel-NTA-Affinitdtschromatographie erfolgte
tber das Poly-Histidin-Epitop. Durch die an die Saulenmatrix gekoppelten Ni%*-lonen, die die
Imidazolringe der Histidine komplexieren, erfolgte die spezifische Bindung des Zielproteins
an die Saulenmatrix. Durch unterschiedliche Konzentrationen an freiem Imidazol wurden die
jeweiligen ADAM10-Proteine eluiert (siehe 2.6.1.2).

Fur die einzelnen Reinigungsversuche unter unterschiedlichen Pufferbedingungen
wurden mehrere ZellUberstande von hADAM10s- bzw. hADAM 10splice-exprimierenden
Sf9-Monolayerkulturen aufkonzentriert (siehe 2.6.1.1). Das jeweilige 30-100 kDa-K onzentrat
wurde mit der gleichen Menge an Enzym-Assaypuffer (25 mM Tris/HCI, pH 9; 2,5 pl ZnCly;
0,005% (v/v) Brij® 35) versetzt und mit der Ni-NTA-Saulenmatrix inkubiert. Die
enzymatische Aktivitat der jeweiligen 30-100 kDa-Konzentrate und Eluatfraktionen wurden
wie unter 2.6.2.2 beschrieben bestimmit.

Das aus 100 ml ZellUbersténden hergestellte 3 ml hADAM10s-Konzentrat (ca. 729 ug
Protein) wurde nach zweistindiger Inkubation mit der Ni-NTA-Agarose bei 4°C und nach
den entsprechenden Waschschritten mit 500 mM Imidazol von der Saule euiert (siehe
2.6.1.2).

Abb. 3.12 A-B: Reinigung von hADAM10s Uiber Ni-NTA: 500 mM Imidazol

Al 12 345 6 7 Kka [B] 1234567 kDa

: — 97,4 — 98
R g 1— 66,2
: . 1 | — 64
Abb. 3.12 A: Silberférbung Abb. 3.12 B: Western Blot
Spur 1: Saulendurchfluss Spur 1: Séaulendurchfluss
Spur 2: Waschfraktion 1 Spur 2: Waschfraktion 1
Spur 3: Eluatfraktion 1 Spur 3: Eluatfraktion 1
Spur 4-7:  Eluatfraktion 2-5 Spur 4-7:  Eluatfraktion 2-5

Der Pfeil markiert diereife Form von hADAM10s bei ca. 60 kDa.

Wie aus Abbildung 3.12 ersichtlich, ist nach der Reinigung durch die Nickel-
Affinitétschromatographie nur die reife Form von hADAM10s bei ca. 60 kDa in der
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Eluatfraktion 1 durch Silberférbung (siehe Abb. 3.12 A, Spur 3) a's auch durch Western Blot
Analyse (siehe Abb. 3.12 B, Spur 3) nachweisbar, die unprozessierte Form von ca. 80 kDa
Grofl3e liegt dagegen nicht vor.

Das Entfernen des Imidazols aus den Elutionsfraktionen erfolgte unmittelbar nach der
Affinitdtschromatographie mittels eines 30 kDa Amicon Konzentrators. Das entsprechend
aufkonzentrierte hADAM10s-Eluat von 280 pl wurde mit der gleichen Menge an Enzym-
Assaypuffer versetzt und auf seine Fahigkeit hin, das Peptidsubstrat APP18 zu spalten,
untersucht. Da jedoch keine Enzymaktivitéat festgestellt werden konnte, lag die Vermutung
nahe, dass dies mdglicherweise durch die hohe Imidazolkonzentration verursacht wurde. Die
fur die Elution gewahlte Imidazol konzentration wurde daraufhin auf 400 mM reduziert.

In diesem Versuch wurde ein Drittel des aus 96 ml Zelltiberstdnden resultierende 3 ml
hADAM10s- (138 ug Protein) bzw. das komplette aus 136 ml resultierenden 5 ml
hADAM10splice-Konzentrat (ca. 441 pg Protein) nach Zugabe der &quivalenten Menge an
Enzym-Assaypuffer fur die Ni-NTA-Chromatographie eingesetzt. An die entsprechenden
Waschschritte anschlief?end wurden die Proteine mit dem 400 mM Imidazol enthaltenden
Elutionspuffer von der Sdule gelost. Fir die Proteinanalyse wurden jeweils 100 pl des
hADAM10s- bzw. hADAM 10splice-Eluats eingesetzte (siehe 2.2.5).

Abb. 3.13A-D: Renigung von hADAM 10s (A-B) und hADAM 10splice (C-D) Uber Ni-NTA:
400 mM I midazol

Reinigung von hADAM 10s

Al 1 2 345 6 kDa [B] 123456 kDa

— Y —98
' - —64

— 45 —50
Abb. 3.13 A: Silberfarbung Abb. 3.13 B: Western Blot
Spur 1: Séaulendurchfluss Spur 1: Séulendurchfluss
Spur 2: Woaschfraktion 1 Spur 2: Waschfraktion 1
Spur 3: Woaschfraktion 2 Spur 3: Waschfraktion 2
Spur 4: Eluatfraktion 1 Spur 4: Eluatfraktion 1
Spur 5: Eluatfraktion 2 Spur 5: Eluatfraktion 2
Spur 6: Eluatfraktion 3 Spur 6: Eluatfraktion 3

Der Pfeil kennzeichnet die reife Form von hADAM 10s bei ca. 60 kDa.
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Reinigung von hADAM 10splice

€ 1 2345678 kDa D] 1 23 45 678 kDa

—07.,4 —098
—45 - —50

Abb. 3.13 C: Silberféarbung Abb. 3.13 D: Western Blot

Spur 1: Saulendurchfluss Spur 1: Saulendurchfluss

Spur 2: Woaschfraktion 1 Spur 2: Woaschfraktion 1

Spur 3: Waschfraktion 2 Spur 3: Waschfraktion 1

Spur 4: Eluatfraktion 1 Spur 4: Eluatfraktion 1

Spur 5-8:  Eluatfraktion 2-5 Spur 5-8:  Eluatfraktion 2-5

Der Pfeil kennzeichnet die reife Form von hADAM 10splice bei ca. 50 kDa.

Nach dieser Reinigung konnte der Hauptanteil der reifen Form von hADAM10s (bei
60 kDa) in der Eluatfraktion 1 sowohl nach der Visualisierung im silbergefarbten Gel (siehe
Abb. 3.13 A, Spur 4) als auch immunologisch Uber das Poly-Histidin-Epitop nachgewiesen
werden (siehe Abb. 3.13 B, Spur 4).

Im Fall von hADAM10splice konnte die reife prozessierte Form nach der Ni-NTA-
Affinitdtschromatographie immunologisch bei ca 50kDa in der Eluatfraktion 1
nachgewiesen werden. Zusétzlich ist jedoch noch die unprozessierte Form des Enzyms bei ca
70 kDa zu sehen (siehe Abb. 3.13 D, Spur 4), so dass hier im Vergleich zur Reinigung von
hADAM10s keine Abtrennung der unreifen Form erfolgte. Auch nach der Silberférbung ist
die durchaus dominierende reife Form von hADAM10splice bei 50kDa und die
unprozessierte Form bei 70 kDa in der Eluatfraktion 1 identifizierbar (siehe Abb. 3.13 C, Spur
4).

In dieser Versuchsanordnung wurde als Alternative zu den 30 kDa Konzentratoren die
jeweiligen Eluatfraktionen einer Gelfiltration mit Hilfe von NAP-10 Saulchen nach Angaben
des Herstellers unterzogen. Nach dem Einlaufen der jeweiligen Probe erfolgte deren Elution
mit einer &guivalenten Menge an Enzym-Assaypuffer. Daran anschlief?end wurden die Eluate
auf ihre enzymatische Aktivitdt hin geprift (siehe Abb. 3.14 A-B). Dabei stellte es sich
heraus, dass beide gereinigten Enzyme nicht in der Lage waren, das Peptidsubstrat APP18 zu
spalten, wohingegen die jeweilige 30-100 kDa Fraktion durchaus eine Spaltung bewirkte. In
beiden Fdlen war hier neben dem eingesetzten Substrat APP18, entsprechend dem
Signalpeak 1 das charakteristische Spaltprodukt APP12, entsprechend dem Signalpeak 2
nachzuweisen (siehe Abb. 3.14 A oben und B oben). Bei der Spaltung durch die jeweiligen
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Eluatfraktionen trat nur der fir APP18 typische Signalpeak 1 auf (siehe Abb. 3.14 A unten

und B unten).

Abb. 3.14 A-B: Analyse der proteolytischen Spaltung von APP18 durch hADAM10s (A)

Abb. 3.14 A:

Abb. 3.14 B:

und hADAM 10splice (B) nach der Ni-NTA-Chromatographie: 400 mM
Imidazol

—

45 pul hADAM 10s 30-100 kDa-Fraktion

Peak 1. APP18 tg= 24,62 min
Peak 2 APP12 tg= 25,63 min
:'J: "_z_sn-
\
28- 1
: \
= ¥
25— — ]
: %
38 P
45 pl hADAM 10s Elutionsfraktion 1
Peak 1: APP18 tg= 24,80 min
15- = =2
: £
N
25= t,,;g_— 2 !
b

s

45 ul hADAM 10splice 30-100 kDa-Fraktion

Peak 1. APP18 tr= 23,36 min
Peak 2_: APP12 tr= 24,34 min
13= {
- \I\
20- 1
X
25- — 1
. t

38-

45 pul hADAM 10splice Elutionsfraktion 1
Peak 1: APP18 t= 24,35 min

Trotz der unmittel baren Entfernung des Imidazols nach den jeweiligen Reinigugen durch

den Einsatz der 30 kDa Konzentratoren bzw. der NAP-10 Gdlfiltrationssaulen konnte die

Enzymfunktion nicht erhalten werden. Offensichtlich erfolgte durch das im Elutionspuffer

vorliegende Imidazol innerhalb kirzester Zeit eine irreversible Denaturierung der ADAM10-
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Proteine. Um dies zu verhindern, wurde die Imidazolkonzentration auf bis zu 250 mM

reduziert, was zur jedoch zur Folge hatte, dass die Proteine nicht mehr von der Saule eluiert

werden konnten.

Da

hADAM 10splice bewirkt haben konnte, wurde im néchsten analytischen Versuchsansatz die
Natriumchloridkonzentration der eingesetzten Puffer von 500 mM auf 100 mM deutlich
reduziert.

nicht nur

Imidazol

eine irreversible Denaturierung von hADAM10s und

Dafir wurde das aus 90 ml Zelliberstand von hADAM 10s-exprimierenden Sf9-

Monolayerkulturen hergestellte Konzentrat von 1,8 ml (ca. 358 pug Protein) bzw. das aus

64 ml ZellUberstand von hADAM10splice-exprimierenden Zellen resultierende von 2,9 ml
(ca. 300 ug Protein) nach der Zugabe der aquivalenten Menge an Enzym-Assaypuffer bei
gleicher Versuchsdurchfiihrung fur die Ni-NTA-Affinitdtschromatographie eingesetzt.

Abb. 3.15A-D:

Ni-NTA: 100 mM NaCl

Reinigung von hADAM 10s

1

/ 8

=243

- — 45

Abb. 3.15 A: Silberférbung

Spur 1:
Spur 2:
Spur 3:
Spur 4:

Saulendurchfluss
Waschfraktion 1
Woaschfraktion 2
Eluatfraktion 1

Spur 5-8: Eluatfraktion 2-5
Der Pfeil kennzeichnet die reife Form von hADAM 10s bei ca. 60 kDa.

Reinigung von hADAM 10splice
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Abb. 3.15 C: Silberférbung

Spur 1:
Spur 2:
Spur 3:
Spur 4:
Spur 5:
Spur 6:

Saulendurchfluss
Waschfraktion 1
Waschfraktion 2
Eluatfraktion 1
Eluatfraktion 2
Eluatfraktion 3

kDa

Reinigung von hADAM 10s (A-B) und hADAM 10splice (C-D) Uber

2 3 45 6 7 8

Abb. 3.15 B: Western Blot

Spur 1:  Saulendurchfluss
Spur 2. Waschfraktion 1
Spur 3:  Waschfraktion 2
Spur 4:  Eluatfraktion 1

Spur 5-8: Eluatfraktion 2-5

[D] 123456 kDa
=%
h— — 50

Abb. 3.15 D: Western Blot
Spur 1: Séulendurchfluss
Spur 2: Waschfraktion 1
Spur 3: Waschfraktion 2
Spur 3: Waschfraktion 2
Spur 5:  Eluatfraktion 2

Spur 6: Eluatfraktion 3

Die Pfeile kennzeichnen die reife Form von hADAM10splice bei ca. 50 kDa.
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Aus Abbildung 3.15 geht hervor, dass durch die in diesem Versuch gewahlten
Pufferbedingungen das Bindungsverhaten von hADAM10s und hADAM10splice
beeintréchtigt wurde. Wahrend im Fall von hADAM 10splice nicht einmal die Bindung an das
Saulenmaterial gewéhrleistet werden konnte (siehe Abb. 3.15C und D, Spur 1), wurde
hADAM10s nach erfolgter Bindung an das Saulenmateria durch die entsprechenden
Waschschritte direkt wieder von der Séule entfernt (siehe Abb. 3.15A und B, Spur 2).
Allerdings blieb die enzymatische Aktivitdt der in der Waschfraktion 1 vorliegenden
prozessierten Form von hADAM10s erhalten (siehe Abb. 3.16). Unter diesen Bedingungen
kam es somit nicht zu einer irreversiblen Denaturierung von hADAM10s, wobei man dies
nicht eindeutig der hier vorliegenden niedrigen Natriumchloridkonzentration zuordnen kann,
da auch die im Waschpuffer vorhandene Imidazolkonzentration von 20 mM im Vergleich zu
den eingesetzten Elutionspuffern sehr gering war.

Eine Aufreinigung von hADAM10s und hADAM 10splice war unter diesen Bedingungen

nicht moglich.

Abb. 3.16: Analyse der proteolytischen Spaltung von APP18 durch die hADAM 10s-
Waschfraktion 1 nach der Ni-NTA-Chromatographie: 100 mM NaCl

13 e
3
[} i
| 9
5 0 1
=
) S
45 pl hADAM 10s-Waschfraktion 1
Peak 1: APP18 tr= 23,68 min
Peak 2: APP12 tr= 24,68 min

Die Ergebnisse zeigen, dass fur die Bindung der zu reinigenden |6slichen ADAM10-
Proteine eine hohe Natriumchloridkonzentration und fir ihre anschlief3ende erfolgreiche
Elution eine relativ hohe Imidazolkonzentration unerlasslich war. Die vorhandenen Salze
bewirkten offensichtlich innerhalb kirzester Zeit eine irreversible Denaturierung von
hADAM10s bzw. hADAM10splice, die selbst durch die unmittelbar auf die Reinigung
folgende Entfernung dieser Salze durch den Einsatz von 30 kDa Konzentratoren bzw. der
NAP-10 Gelfiltrationssaulchen nicht verhindert werden konnte. Eine Reinigung der beiden

enzymatisch aktiven ADAM10-Proteine war durch diese Methode nicht méglich.
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3.3.3 Analytische Reinigung von hADAM 10s und hADAM 10splice dur ch L ektin-
Affinitatschromatogr aphie und Nachweisihrer enzymatischen Aktivitét

Als Alternative zur Reinigung von hADAM10s und hADAM10splice durch Nickel-
NTA-Affinitatschromatographie und unterstitzt durch die Tatsache, dass beide Proteine
deglykosylierbar waren (siehe 3.4.1), wurde die Aufreinigung mittels Lektin-
Affinitdtschromatographie Uber Concanvalin A Sepharose 4B (siehe 2.6.1.3) ausgewahit.

Die meisten fur Saugetierproteine charakteristischen post-translationalen Modifikationen
wie z.B. Glykosylierungen kodnnen durch Insektenzellen durchgefiihrt werden (Dee und
Shuler, 1997). Allerdings konnen Insektenzellen in der Regel keine komplexen
Oligosaccharide bilden, wie z. B. in Sdugetierzellen tblich. Vielmehr zeichnen sie sich durch
das Vorhandensein von einfachen Zuckerresten, wie z. B. Mannose, aus (Massotte, 2003), die

jedoch fur eine Reinigung Uber Lektine durchaus geeignet sind.

Fur die analytische Aufreinigung von hADAM10s und hADAM 10splice wurden jeweils
64 ml Zellubersténde von den mit dem entsprechenden rekombinanten Baculovirus infizierten
Sf9-Monolayerkulturen auf 3 ml aufkonzentriert (entspricht 282 ug Gesamtprotein im
hADAM10s-Konzentrat bzw. 253 ug Gesamtprotein im hADAM 10splice-Konzentrat) und
mit der gleichen Menge an Enzym-Assaypuffer (25 mM Tris/HCl, pH 9; 2,5ul ZnCly;
0,005% (v/v) Brij® 35) versetzt. Ein Drittel des jeweiligen Ansatzes (hADAM10s-
Konzentrat: ca. 94 ug Protein; hADAM10splice-Konzentrat: ca. 84 ug Protein) wurde mit je
750 ul Concanvalin A Sepharose 4B fur 18 h bel 4°C inkubiert. Nach den entsprechenden
Waschschritten (siehe 2.6.1.3) erfolgte die Elution des an die jeweilige Saulenmatrix
gebundenen Glykoproteins durch 0,5M Methyl-a-D-Mannopyranosid. Das hADAM10s-
Eluat von 2,5 ml wurde mit Hilfe eines 30 kDa Amicon Konzentrators auf ein Endvolumen
von 200 pl eingeengt, das hADAM 10splice-Eluat von 2,1 ml auf 500 pl. Die entsprechenden
Eluat-Konzentrate wurden jeweils mit dem gleichen VVolumen an Enzym-Assaypuffer versetzt
und auf ihre enzymatische Aktivitét hin untersucht (siehe Abb. 3.18).
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Abb.3.17 A-D:  Nachweisvon hADAM 10s (A-B) und hADAM 10splice (C-D) nach der
analytischen Reinigung mittels Concanvalin A

Reinigung von hADAM 10s
1234567891011 kDa 1234567891011 kDa

—07.4 —Q8
—66,2 —b4
—45 %o

Abb. 3.17 A: Silberférbung Abb. 3.17 B: Western Blot

Spur 1: Saulendurchfluss Spur 1: Saulendurchfluss

Spur 2-4:  Waschen mit Puffer A Spur 2-4:  Waschen mit Puffer A

Spur 5-7:  Waschen mit Puffer B Spur 5-7:  Waschen mit Puffer B

Spur 8-10:  Waschen mit Puffer C Spur 8-10:  Waschen mit Puffer C

Spur 11:  hADAM10s-Eluat Spur11:  hADAM10s-Eluat

Die Pfeile kennzeichnen jeweils die reife Form von hADAM10s bel ca. 60 kDa.

Rei niqunq von hADAM 10splice
12345678‘?1011 kDa ]E] 1234567891011 kDa

|—97.4
: — 66,2 —gﬁ

i —45 =~ —50
Abb. 3.17 C: Silberférbung Abb. 3.17 D: Western Blot
Spur 1: Saulendurchfluss Spur 1: Saulendurchfluss
Spur 2-4:  Waschen mit Puffer A Spur 2-4:  Waschen mit Puffer A
Spur 5-7:  Waschen mit Puffer B Spur 5-7:  Waschen mit Puffer B
Spur 8-10:  Waschen mit Puffer C Spur 8-10:  Waschen mit Puffer C
Spur 11:  hADAM10splice-Eluat Spur11:  hADAM10splice-Eluat

Der Pfeil kennzeichnet die reife Form von hADAM10splice bei ca. 50 kDa.
Puffer A 50 mM Tris-HCl, pH 7,4; 100 mM NaCl; 2mM MgCl,, 2 mM CaCl,; 0,1 % (v/v) Triton X-100; 0,02 % (w/v)
NaN3

Puffer B: Puffer A ohne Triton X-100
Puffer C: Puffer B mit 0,3 % (v/v) CHAPS

Nach ener ersten Visualisierung durch Silberférbung ist im jeweiligen Eluat dlein die
reife Form von hADAM10s bei ca. 60 kDa (siehe Abb. 3.17 A Spur 11) bzw. die reife Form
von hADAM 10splice bei ca. 50 kDa zu erkennen (siehe Abb. 3.17 C, Spur 11).

Dass es sich bei der nach Silberfarbung bei 60 kDa schwach sichtbaren Bande tatséchlich
um die prozessierte Form von hADAM10s handelt, konnte durch Western Blot Analyse
bestétigt werden (siehe Abb. 3.17 B, Spur 11). Ebenso konnte die prozessierte Form von
hADAM10splice bei 50 kDa immunologisch nachgewiesen werden (siehe Abb. 3.17 D, Spur
11).
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Fir die Uberpriifung der enzymatischen Aktivitdt der gereinigten Enzyme hADAM10s
und hADAM 10splice wurden je 25 pl des jeweiligen eingeengten Eluats flr den unter 2.6.2.2
beschriebenen Enzymtest eingesetzt.

Abb.3.18 A-B: Analyseder proteolytischen Spaltung von APP18 durch hADAM10s (A) und
hADAM 10splice (B) nach der analytischen Reinigung mittels Concanvalin A

HE \K —
\\______2
Abb. 3.18 A: 25 pl hADAM10s-Eluat
Peak 1: APP18 tr= 26,11 min
Peak 2: APP12 tr= 27,50 min
15 ‘B
\
25 L%
: — 1
e
Abb. 3.18B: 25 pul hADAM 10splice-Eluat
Peak 1: APP18 tr= 27,18 min
Peak 2: APP12 tr= 28,36 min

Die durch die Lektin-Affinitétschromatographie gereinigten und in ihrer prozessierten
Form vorliegenden Proteine hADAM10s und hADAM10splice waren beide enzymatisch
aktiv. Durch beide Enzyme wurde das Substrat APP18 gespalten und weildt das
charakteristische Spaltprodukt APP12 entsprechend dem Signalpeak 2 auf (siehe Abb. 3.18 A
und Abb. 3.18 B).

Die Reinigung von hADAM10s und hADAM 10splice durch Lektin-Affinitétschromato-
graphie als Alternative zur Reinigung Uber das Poly-Histidin-Epitop erwies sich als
erfolgreich. Nach dieser relativ unspezifischen Reinigungsmethode lagen jeweils nur noch die
prozessierten enzymatisch aktiven Formen von hADAM10s und hADAM 10splice vor.
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3.3.4 Reinigung von hADAM 10s und hADAM 10splice dur ch L ektin-Affinitats-
chromatographie im préapar ativen M al3stab

Fur die préparative Reinigung von hADAM10s wurden 248 ml Sf9-Zelllberstande
(entsprechen 32 Monolayerkulturschalen), fur die von hADAM10splice 376 ml (entsprechen
47 Kulturschalen) aufkonzentriert (siehe 2.6.1.1). Fir die Lektin-Affinitétschromatographie
wurden 8 ml des hADAM10s (ca. 1 mg Protein) bzw. 7 ml des hADAM 10splice 30 kDa-
100 kDa-Konzentrat (ca. 1,6 mg Protein) eingesetzt (siehe 2.6.2.2). Nach den entsprechenden
Waschschritten erfolgte die Elution der Zielproteine mit 0,5 M Methyl-a-D-Mannopyranosid.
Die 8 ml hADAM10s-Eluat (ca. 400 pg Protein) wurden mit Hilfe eines 30 kDa Amicon Ultra
Konzentrators auf 2,5ml, die 7 ml hADAM10splice-Eluat (ca. 660 pug Protein) auf 3,5ml

aufkonzentriert.

Abb. 3.19: Immunologischer Nachweisvon hADAM 10s (A) und hADAM 10splice (B) nach
der préparativen Reinigung mittels Concanvalin A

1234567891011 kDa [B] kDo 12345678 91011

—Q8 08—
- — 64 64—

—50 50— -—
Abb. 3.19 A: hADAM 10s Abb. 3.19 B: hAADAM10splice
Spur 1: Saulendurchfluss Spur 1: Séaulendurchfluss
Spur 2-4:  Waschen mit Puffer A Spur 2-4:  Waschen mit Puffer A
Spur 5-7:  Waschen mit Puffer B Spur 5-7:  Waschen mit Puffer B
Spur 8-10:  Waschen mit Puffer C Spur 8-10:  Waschen mit Puffer C
Spur 11:  hADAM10s-Eluat Spur 11:  hADAM10splice-Eluat

Puffer A: 50 mM Tris-HCI, pH 7,4; 100 mM NaCl; 2 mM MgCl,, 2 mM CaCl,; 0,1 % (v/v) Triton X-100; 0,02 % (w/v)
NaNs

Puffer B: Puffer A ohne Triton X-100

Puffer C: Puffer B mit 0,3 % (v/v) CHAPS

Auch im préaparativen Malistab konnte die reife Form von hADAM10s bzw.
hADAM10splice Uber Lektin-Affinitdtschromatographie mittels Concanvalin A gereinigt
werden. Die prozessierte Form von hADAM10s ist deutlich bei 60 kDa (siehe Abb. 3.19 A,
Spur 11), die von hADAM10splice bei 50 kDa (siehe Abb. 3.19 B, Spur 11) in der jeweiligen
Elutionsfraktion zu erkennen, d.h. in beiden Falen wurde wieder die unreife Enzymform

erfolgreich abgetrennt.
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Im Gegensatz zur Silberfarbung ist eine Mengenabschédtzung im Coomassie-geférbten
Proteingel moglich, da hier die Bindung des Farbstoffs an das Protein stéchiometrisch erfolgt.
Der Unterschied der Farbintensitéten der einzelnen Proteinbanden resultiert somit nur aus der
jeweiligen in der Probe vorliegenden Proteinmenge.

Fur die Mengenabschdtzung wurden 100 pl des eingeengten hADAM10s- bzw. des
hADAM10splice-Eluats eingesetzt. Nach der Coomassie-Farbung der Proteinbanden konnte
im Vergleich zu bekannten Mengen des aufgetragenen ungeféarbten SDS-PAGE Low Range
Markers (siehe 2.2.3.2) von einer hADAM10s-Proteinkonzentration von 400 ng/100 pl
ausgegangen werden (siehe Abb. 3.20 A, Spur 3), was einer Proteinmenge von ca. 10 ug
hADAM10s in 2,5ml Proteinlosung entspricht. Fir hADAM10splice konnte eine
Proteinkonzentration von 300 ng/100 pl bestimmt werden (siehe Abb.3.20B, Spur 3),
demnach lagen in 3,5 ml Ldsung ca. 10,5 pg hADAM 10splice vor.

Abb. 3.20 A-B: Mengenabschétzung von préaparativ gereinigtem hADAM 10s (A) und
hADAM 10splice (B) nach Coomassie-Farbung

kDa 1 2 3 kDa 1 2 3
Q74— ——— 97.4—
66 2_ ¢ 66,2— —— — R —
__— -
45 — [ .- - 45 — _— -
Abb. 3.20 A: hADAM 10s Abb. 3.20 B: hAADAM10splice
Spur 1: 500 ng Protein/Markerbande Spur 1: 500 ng Protein/Markerbande
Spur 2: 200 ng Protein/Markerbande Spur 2: 200 ng Protein/Markerbande
Spur 3: 100 pl hADAM10s-Eluat Spur 3: hADAM10splice-Eluat

Der Pfeile kennzeichen jeweils die reife Enzymform.

Die die gereinigten Enzyme hADAM10s bzw. hADAM10splice enthatenden
Proteinlosungen wurden aliquotiert, lyophilisiert und bei 4°C gelagert. Diese Behandlung
hatte keinen Einfluss auf ihre Enzymaktivitét.

Fur die Kalkulation der Proteinausbeute wurden die jeweiligen 30-100 kDa-Konzentrate
herangezogen. Ausgehend von 1mg Protein im hADAM10s-Konzentrat aus 248 ml
Zellubersténden konnten durch die Reinigung nach Mengenabschdtzung im Coomassie-

geférbten Proteingel 10 ug prozessiertes hADAM 10s entsprechend einer Proteinausbeute von
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1% erhalten werden. Aus 1,6 mg hADAM10splice-Konzentrat aus 376 ml Zelltbertand
wurden 10,5 ug an prozessiertem hADAM 10splice entsprechend einer Proteinausbeute von
0,66 % gereinigt. Ausgehend von 400 g Protein im hADAM 10s-Eluat entspricht der Anteil
an gereinigtem Enzym 2,5 % bzw. bei 660 g Protein im hADAM 10splice-Eluat 1,6 %.

hADAM 10s hADAM 10splice
Proteinmenge Ausbeute Proteinmenge Ausbeute
30-100 kDa- 1000 pg 100 % 1600 pg 100 %
Konzentrat der (aus 248 mi (aus 376 ml
ZellUbersténde ZéellUberstand von 32 ZéellUberstand von 47
M onolayerkulturen) M onolayerkulturen)
Eluat der Affinitats- 400 pg 660 pg
Chromatographie
gereinigtes Enzym
(nach Behandlung 10 uyg hLADAM10s 1% 10,5 ug 0,66 %
des Eluats mit einem | (= 2,5 % des Eluat- hADAM10splice
30 kDa- Gesamtproteins) (= 1,6 % des Eluat-
Konzentrator, Gesamtproteins)
Abschétzung nach
Coomassie-Farbung)

Tabelle3.2. Proteinausbeute von hADAM 10sund hADAM 10splice nach deren préaparativen
Reinigung durch L ektin-Affinitatschromatographie

34 CHARAKTERISIERUNG DER LOSLICHEN ADAM10-VARIANTEN

3.4.1 Deglykosylierung der I6slichen ADAM 10-Varianten

Insektenzellen sind in der Lage, die meisten flr Saugetierproteine typischen post-
translationalen Modifikationen, wie zum Beispiel Phosphorylierungen, Fettsaure-Acylierung
und auch Glykosylierungen auszufihren. Allerdings konnen sie bei der Durchfihrung von N-
Glykosylierung keine komplexen Oligosaccharide bilden, so dass sich diese vielmehr durch
einen hohen Anteil an Mannose-Resten auszeichnen (Massotte, 2003).

Die Protease ADAM10 enthdlt vier potentielle Glykosylierungsstellen, drei in der
katalytischen und eine in der Cystein-reichen Domane. Die beiden in Insektenzellen
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exprimierten lésdichen ADAM10-Proteine hADAM10s und hADAM10splice sollten somit
deglykosylierbar sein, eine wichtige Voraussetzung fur ihre Reinigung mittels Lektin-
Chromatographie (siehe 3.3).

Jeweils 500 pl des Zelllberstands von hADAM10s bzw. hADAM10splice
exprimierenden Sf9-Monolayerkulturen wurden wie unter 2.6.2.1 beschrieben mit dem
Enzym Peptid-N-Glycosidase F (PNGaseF) inkubiert. Das Enzym spaltet Glykoproteine mit
komplexen und Mannose-reichen Oligosacchariden zwischen dem innersten N-

Acetylglucosaminrest und Asparagin.

CD33- hADAM10splice
hADAM10s vorder nach der

Reinigung Reinigung

PNGase F - + -+ - + kDa
e —64
— =50

Abb. 3.21: Deglykosylierung von hADAM 10sund hADAM 10splice
Von den entsprechenden Sf9-Uberstéanden wurden jeweils 500 ul eingesetzt. Nach erfolgter
TCA-F&lung wurden die Proben fir 18 h bei 37°C mit der PNGaseF inkubiert.
Spur 1: hADAM 10s ohne PNGaseF
Spur 2: hADAM 10s mit PNGaseF
Spur 3: hADAM10splice (vor der Reinigung) ohne PNGaseF
Spur 4: hADAM 10splice (vor der Reinigung) mit PNGaseF
Spur 5: hADAM 10splice (nach der Reinigung) ohne PNGaseF
Spur 6: hADAM10splice (nach der Reinigung) mit PNGaseF

Nach der PNGase F-Behandlung konnte im Vergleich zu den unbehandelten ADAM 10-
Proteinen jeweils eine etwas kleinere Bande durch Western Blot Analyse nachgewiesen
werden (siehe Abb. 3.21), d.h. es war eine Deglykosylierung sowohl der unprozessierten as
auch der reifen Form der beiden l6sichen ADAMI10-Proteine zu erkennen. Da die
prozessierte Form von hADAM10splice in den Sf9-Kulturtiberstand nur schwach zu erkennen
war (siehe Abb. 3.21, Spur 3 und 4), wurde die Deglykosylierung mit gereinigtem und
lyophilisierten hADAM 10splice wiederholt (siehe Abb. 3.21, Spur 5 und 6).

Die Differenz der Molekulargewichte zwischen glykosylierter und deglykosylierter
Enzymform sollte ca. 3-4 kDa ausmachen. Der Unterschied féllt hier jedoch weniger deutlich
aus als in ADAM10-Uberexprimierenden HEK-Zellen (Lammich et al., 1999), was an der
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jeweiligen Komplexitét der von den entsprechenden Zelllinien angeknupften Oligosaccharide
liegen konnte.

3.4.2 Charakterisierung der enzymatischen Eigenschaften von hADAM 10s und
hADAM 10splice

Zur Charakteriserung der mittels Lektinchromatographie gereinigten Proteine
hADAM10s und hADAMI10splice wurden fir die quantitativen Spaltungsversuche
Peptidsubstrate des Amyloid-Vorlaufer-Proteins (APP) ausgewéhlt, die die spezifische
Spaltstelle der a-Sekretase beinhalten. Dabel handelte es sich um das schon zur qualitativen
Bestimmung der enzymatischen Aktivitét von hADAM10s und hADAM10splice eingesetzte
Peptidsubstrat APP18, das den Aminosduren 11-28 der AB-Sequenz im Amyloid-Vorlaufer-
Protein entspricht (EVHHQK ! LVFFAEDVGSNK-NH,). Daneben wurden noch weitere
Substrate eingesetzt, die ebenfalls den Aminosduren 11 bis 28 des AB-Peptids entsprachen, an
den Positionen 21 und 22 jedoch charakteristische Mutationen aufwiesen. Die Sequenzen der
als Flemish, Dutch, Italian und Arctic bezeichneten Mutationen sind in Tabelle 3.3 dargestellt.
Neben diesen kurzen Peptidsubstraten kamen AB40 und die entsprechenden A[B40-Peptide
zum Einsatz, die analog der APP18-Substrate die genannten Mutationen an den Positionen 21
und 22 aufwiesen (siehe Tabelle 3.3).

SUBSTRAT AMINOSAURESEQUENZ
APP18 (11-28) EVHHQK! LVFFAEDVGSNK
APP18-Flemish EVHHQK! LVFFGEDVGSNK
APP18-Dutch EVHHQOK! LVFFAQDVGSNK
APP18-Italian EVHHOK! LVFFAKDVGSNK
APP18-Arctic EVHHOK! LVFFAGDVGSNK
AB40 DAEFRHDSGY EVHHQK! LVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVV
AB40A21G (Flemish) | DAEFRHDSGY EVHHQK ! LVFFGEDVGSNKGAIIGLMVGGVV
AB40E22Q (Dutch) | DAEFRHDSGYEVHHQK! LVFFAQDVGSNKGAIIGLMVGGVV
AB40E22K (Italian) | DAEFRHDSGY EVHHQK ! LVFFAKDVGSNKGAIIGLMVGGVV
AB40E22G (Arctic) | DAEFRHDSGY EVHHQK | LVFFAGDVGSNKGAIIGLMVGGVV

Tabelle3.3: Aminosauresequenzen der verschiedenen eingesetzten APP18- und AB40-
Substrate, mit den charakteristischen in der Nahe der a-Sekretasespaltstelle
(durch den Pfeil in der Sequenz markiert) lokalisierten Mutationen an Position
21 und 22 innerhalb der AB-Sequenz.

Das Auftreten der charakteristischen Spaltfragmente und damit die Bestétigung, dass die
Peptide an der a-Sekretasestelle gespalten wurden, erfolgten fur hADAM10s (R&D) durch

massenspektroskopische Untersuchungen (siehe 7.1). Aufgrund der bei der Spaltung durch
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hADAM10s und hADAM10splice durch HPLC-Analysen auftretenden identischen
Spaltfragmente kann man davon ausgehen, dass die Spaltung durch diese ebenfalls spezifisch
an der a-Sekretasestelle erfolgte.

100

80 A

60 - T

40 A

Spaltung in %
H

20 A

0 T i T

Wildtyp Flemish Dutch Italian Arctic
APP18 Substrate

I hADAM10 (R&D-Systems)
[ hADAM10s
[ hADAM10-splice

Abb. 3.22: Graphische Darstellung der Spaltung der APP18-Substrate (siehe Tab. 3.3) in
Prozent durch 100nM hADAM10s (R&D-Systems), hADAM10s bzw.
hADAM 10splice nach 6 h
Jedem Messergebnis liegt mindestens eine Dreifachbestimmung zugrunde.

Aus Abbildung 3.22 ist ersichtlich, dass die sich aus den Aminosauren 11-28 des Af-
Peptids ableitenden APP18-Substrate durch die eingesetzten ADAM 10-Proteine hADAM10s
(R&D-Systems), hADAM10s und hADAM10splice gespalten wurden. Bel allen drei
Enzymen konnte beziglich der Spaltung des jeweiligen APP18-Substrats eine dhnliche
Tendenz beobachtet werden. Die enzymatische Aktivitét von hADAM10splice scheint im
Vergleich zu den beiden anderen ADAM10-Proteinen héher zu sein. Allerdings ist zu
beachten, dass die eingesetzten Mengen an hADAM10s und hADAM10splice auf einer
Mengenabschétzung im Coomassie-gefarbten Proteingel beruhen. Die durch die einzelnen
ADAM10-Proteine erfolgte Spaltung in Prozent ist Tabelle 3.4 zu entnehmen.
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Substrat hADAM10s hADAM 10s hADAM 10splice
(R& D-Systems)*

APP18 (11-28) 33%+6% 42,7%+2,1% 62,4 %+ 4,4%

APP18-Flemish 13%+3% 295%+32% 49,8% + 3,8 %

APP18-Dutch 43%+ 2% 455%+15% 533%+31%

APP18-Italian 42%+ 7% 47,7%+25% 73,0%+39%

APP18-Arctic 52% + 7 % 58,7% +4,2% 66,5% + 0,7 %

Tabelle3.4: Spaltung der ver schiedenen APP18-Substrate in Prozent durch 100 nM

hADAM 10s (R& D-Systems), hADAM 10s bzw. hADAM 10splice hach 6 h
Jedem Messergebnis liegt mindestens eine Dreifachbestimmung zugrunde.
*Daten zur Verfligung gestellt von K. Wisniewska, E. Kojro und F. Fahrenholz

Anhand der in Tabelle 3.4 zusammengefassten Daten |ésst sich erkennen, dass die beiden
Enzyme hADAM10s und hADAM10s (R&D-Systems) sich in ihrem Spaltungsverhalten
dhneln. Die Peptide APP18-Italian und APP18-Dutch werden durch sie dhnlich stark
gespalten wie APP18. Die Spaltung von APP18-Arctic erfolgt durch beide Enzyme am
stérksten, die von APP18-Flemish am schwéchsten.

Durch hADAM 10splice wurde APP18-Italian im Vergleich zu APP18-Dutch, APP18 und
APP18-Arctic am deutlichsten gespalten. Das Substrat APP18-Flemish wurde durch
hADAM 10splice schwécher, jedoch dhnlich APP18-Dutch gespalten.

Die schwéchere Spaltung von APP18-Flemish durch die ADAM10-Proteine wurde
durchaus erwartet. Durch die hier vorliegende Aminosduren-Substitution A—G an der
Position 21 in der AB-Sequenz weist APP18-Flemish im Gegensatz zu den anderen
Substraten keine a-helicale Struktur mehr auf, sondern zeichnet sich durch das
Vorhandensein einer ,,random coil*-Konformation aus (siehe 4.3.2, Abb. 4.1; Hendricks et
al., 1992). Fir die Spaltung durch die a-Sekretase spielt die a-helicale Struktur des Substrats
jedoch eine wichtige Rolle, so dass die vermutlich konformationsabhangige Spaltung im Fall
der Flemish-Mutation schwécher erfolgt (Sisodia, 1992; Lammich et al., 1999).

Die Spaltung der verschiedenen APP18-Substrate durch hADAM10s (R& D-Systems)
und hADAM10s lasst auf eine ahnliche Spezifitét der Enzyme schlief3en, wohingegen die von
hADAM10splice leichte Abweichungen bezliglich der Substratpréferenzen aufweist.
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Abb. 3.23: Graphische Darstellung der Spaltung der Substrate AB40, AB40A21G (Flemish)
und AB40E22Q (Dutch) in Prozent durch 100 nM hADAM 10s (R& D-Systems),

hADAM 10s bzw. hADAM 10splice nach 6 h
Jedem Messergebnis liegt mindestens eine Dreifachbestimmung zugrunde.

Auch die Peptide AB40, AB40A21G (Flemish) und AB40E22Q (Dutch) konnten durch
die Enzyme hADAM10s (R&D-Systems), hADAM10s und hADAM10splice gespalten
werden. Die genauen Angaben zur Spaltung der einzelnen AP40-Peptide durch die

verschiedenen ADAM 10-Proteine in Prozent sind Tabelle 3.5 zu entnehmen.

Substrat hADAM 10s hADAM 10s hADAM 10splice
(R& D-Systems)
AB40 350%+7,0% 271,3%+31% 208%+1,7%
AB40A21G (Flemish) | 451%+8,3% 30,3%+25% 48,0% = 3,0%
AB40E22Q (Dutch) 404%+9,7% 16,7%+15% 200%+1,0%
AB4OE22K (Italian) | 31,4%=*7,1% - -
AB40E22G (Arctic) | 40,0%+6,2% - -

Tabelle3.5: Spaltung der verschiedenen AB40-Substratein Prozent durch 100 nM

hADAM 10s (R& D-Systems), hADAM 10sund hADAM 10splicenach 6 h
Jedem Messergebnis liegt mindestens eine Dreifachbestimmung zugrunde.
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Synthetische AB-Peptide konnen in Losung entweder a's a-helicale Monomere oder as
Oligomere mit B-Faltblattstruktur vorliegen. Die a-helicale Konformation ist sehr [6slich und
wird in membranahnlichem Milieu mit hohem oder niedrigem pH-Wert favorisiert (Talafous
et al., 1994). Der hier fUr die Charakterisierung verwendete Enzym-Assaypuffer hat einen pH-
Wert von 9, so dass die eingesetzten Peptide in 16slicher, d.h. in a-helicaler Form vorliegen
sollten und demnach gut von den |6slichen ADAM 10-Proteinen gespaltet werden konnten.

Auffallig war hier, dass bei alen drel verwendeten ADAM10-Proteinen keine deutlich
schwéchere Spaltung von AB40A21G zu beobachten war (siehe Abb. 3.23), obwohl durch die
Flemish-Mutation auch hier eine Destabilisierung der a-helicalen Struktur erfolgen sollte.
Demnach wurde wie bei dem entsprechenden APP18-Peptid auch hier eine deutlich
schwéchere Spaltung erwartet. Doch AB40A21G scheint fur hADAM10s (R&D-Systems)
und hADAM10splice ein besseres Substrat darzustellen al's A340, wobei seine Spaltung durch
hADAM10splice am deutlichsten erfolgte. Durch hADAM10s erfolgte die Spaltung von
AB40A21G é&hnlich der des Wildtyps.

Dagegen stellte das Peptid AB40E22Q fur hADAM10s ein deutlich schlechteres Substrat
als AB40 und APB40A21G dar. Die Spaltung durch hADAM10splice war mit der des
Wildtyps, die durch hADAM10s (R&D-Systems) mit der von APB40A21G vergleichbar.
Wahrend also AB40E22Q fur hADAM10s und hADAM10splice das schlechteste Substrat
darstellte, war diesim Fall von hADAM 10s (R& D-Systems) A[340.

Anhand dieser Ergebnisse scheint es auf den ersten Blick schwierig, auf eine gleiche
Spezifitét der eingesetzten ADAM10-Proteine zu schlief3en. Wahrend die Spaltung von A340
durch ale drei noch relativ @hnlich erfolgte, unterschieden sie sich deutlich bei der der beiden
anderen Substrate. Die drei verwendeten ADAM10-Proteine sind nicht identisch, sondern
weisen einige Unterschiede in ihrer Struktur auf. Die Enzyme hADAM10s und hADAM10s
(R&D-Systems) stimmen darin Uberein, dass beide die 16 Aminosauren lange Signal sequenz
des Oberflachenmolekiils CD33 enthalten, woran sich die Sequenz des humanen ADAM10
anschliefdt. Bei hADAM10s (R&D-Systems) endet diese nach der Aminosdure 672, bei
hADAM10s nach der Aminosaure 664 und damit einige Aminoséauren vor Ende der Cystein-
reichen Doméne (Aminosdure 673). Ferner unterscheiden sich die beiden Enzyme in der
Lange des Poly-Histidin-Epitops. Wahrend das von hADAM 10s (R& D-Systems) 10 Higtidine
enthdlt, sind es bei hADAM10s nur sechs. Die humane Splicevariante umfasst die
Aminosauren 1-565 von ADAM10 und endet am Anfang der Cystein-reichen Doméne

(Aminosauren 549-673). Das Poly-Histidin-Epitop umfasst auch hier sechs Aminosaurereste.
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Maoglicherweise resultieren schon kleine Veranderungen der Enzymstruktur in ener
Veranderung der Substratpréferenz. Allerdings konnten die Unterschiede auch methodisch
bedingt sein, sichtbar an den relativ hohen Standardabwei chungen.
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Abb. 3.24: Spaltung ver schiedener AB40-Substratein Prozent durch 100 nM hADAM 10s
(R& D-Systems) nach 6 h
Jedem Messergebnis liegt mindestens eine Dreifachbestimmung zugrunde.

In Abbildung 3.24 sind die Ergebnisse der Spaltungen der verschiedenen AB40-Peptide
durch hADAM10s (R&D-Systems) zusammengefasst. Dabei wird deutlich, dass alle

eingesetzten AP40-Substrate erfolgreich gespalten wurden, wobel keine signifikanten
Unterschiede zu beobachten waren (siehe Tab. 3.5).
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Stabilitat der gereinigten Enzyme hADAM 10s und hADAM 10splice
Zur Untersuchung, ob die gereinigten, lyophilisierten Enzyme hADAM10s und

hADAM10splice bei 4°C gelagert werden kdnnen, wurde deren Enzymaktivitét nach einem
Zeitraum von 4 Wochen erneut durch die Spaltung des Peptidsubstrats APP18 bestimmt.

hADAM 10s hADAM 10splice
Tagl 42,7%+21% 62,4 %+ 4,4%
Tag 31 445% + 0,7 % 66 %+1,7%

Tabele3.6: Spaltung von APP18in Prozent durch 100 nM hADAM 10s bzw. hADAM 10splice
nach 4-wdchiger Lagerung desjeweiligen Lyophilisats bei 4°C

Durch die Lagerung des jeweiligen Lyophilisats der gereinigten Enzyme hADAM 10s und
hADAM10splice bei 4°C war kein Verlust ihrer enzymatischen Aktivitdt zu beobachten.
Nach einem Zeitraum von vier Wochen konnten das Peptidsubstrat APP18 durch beide
Enzyme entsprechend den Werten aus Tabelle 3.6 mit gleicher Aktivitét spalten werden.
Ferner scheint die fehlende Cystein-reiche Doméne von hADAM 10splice keinen negativen

Einfluss auf die enzymtische Aktivitét zu haben.

Wirkung des | nhibitors Gl 254023 X auf die verschiedenen ADAM10-Proteinvarianten

Bel der o-Sekretase handelt es sich um ein integrales Membranprotein, das durch

Hydroxamatsaure-Derivate (hydroxamic-acid-based zinc metalloproteinase inhibitors), wie
zum Beispiel Batimastat, Marimastat und BB2116 inhibiert werden kann (Parvathy et al.,
1999). Um diese Eigenschaft bei den beiden gereinigten Proteinen hADAM10s und
hADAM10splice zu Uberprifen, wurden sie mit dem fur die native a-Sekretase ADAM10
spezifischen Inhibitor GI 254023 X (GlaxoSmithKline) inkubiert. Dafur wurde dieser in einer
Endkonzentration von 10 nM (I1Csp= 5,3 nM fur ADAM10; Hundhausen et al., 2003) in dem
entsprechenden Versuchsansatz eingesetzt. Die Inkubation erfolgte fir 6 h bei 37°C.

Die Aktivitdt der l6dichen ADAM10-Proteine hADAM10s (R&D-Systems; siehe
Abb. 3.25 A), hADAM10s (siehe Abb. 3.25 B) und hADAM10splice (nicht gezeigt) wurden
durch 10nM GI 254023 X inhibiert, so dass jewells nur der fur das APP18 typische
Signalpeak, nicht aber der fir dessen Spaltung charakteristische Signalpeak 2, entsprechend
dem Spaltfragment APP12, zu sehen ist. In dieser Eigenschaft sind sie mit der nativen Form
von ADAM10 identisch.
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Abb. 3.25A-B:  Auswirkung des Inhibitors GI 254023 X auf die Spaltung von APP18 durch
die ADAM 10-Proteine hADAM 10s (R& D-Systems) und hADAM 10s
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Abb. 3.25A: 100 nM hADAM 10s (R& D-Systems) (oben)
Peak 1: APP18 tr=23,23 min
Peak 2: APP12 tr= 24,19 min
100 nM hADAM 10s (R& D-Systems), 10 nM Gl 254023 X (unten)
Peak 1: APP18 tg= 23,98 min
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Abb. 3.25B: 100 nM hADAM 10s (oben)

Peak 1: APP18 tr=23.32min
Peak 2: APP12 tr=24.38 min
100 nM hADAM 10s, 10 nM GI 254023 X (unten)
Peak 1: APP18 tg= 23,80 min

Die invitro Versuche zeigen, dass das Fehlen der Cystein-reichen Doméne im Fall von
hADAM 10splice keine Auswirkung auf die Substrat- bzw. Inhibitorbindung zu haben scheint.
Auch ein moglicher Stabilitétsverlust innerhalb des getesteten Zeitraums von vier Wochen
konnte nicht festgestellt werden (siehe Tab. 3.6), obwohl dieser Doméne eine Struktur-
stabilisierende Funktion zugesprochen wird.

Bezlglich der Spaltung der APP18-Substrate l&sst sich ein dhnliches Spaltungsverhalten
von hADAM10s (R&D-Systems) und hADAM10s erkennen, wahrend hADAM 10splice
leichte Abwandlungen in der Substratpréaferenz aufzeigte (siehe auch 4.3.2, Tabelle 4.1). Bel

der Spaltung der AB40-Peptide findet sich jedoch eine Ahnlichkeit zwischen hADAM10s und
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hADAM10splice. Maoglicherweise liegt dies in den aufgezeigten unterschiedlichen
Enzymstrukturen begriindet, die jedoch im Fall der Inhibierung durch Gl 254023 X keine
Rolle zu spielen scheinen.

3.4.3 Einflussder |6sichen ADAM 10-Proteine auf die APPsa-Produktion in U373 hwt
APP-Zellen
Zur Untersuchung, ob die beiden in den Sf9-Insektenzellen exprimierten |6slichen
ADAM10-Proteine hADAM10s und hADAM10splice auch einen Einfluss auf die APPsa-
Produktion im Zellsystem durch die Spaltung des exprimierten Membranproteins APP haben,
wurden U373 Zellen, die das humane wildtyp APP Uberexprimieren, mit den entsprechenden

Insektenzdl | bersténden wie unter 2.6.2.3 beschrieben inkubiert.
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Abb. 3.26: Einflussder Sf9-1nsektenzellliber sténde von nicht infizierten sowie von

hADAM 10s- und hADAM 10splice-exprimierenden Sf9-Zellen auf die APPsa-
Produktion in U373 hwt APP-Zéellen

Die in Abbildung 3.26 zusammengefassten Messergebnisse unterlagen grofen
Schwankungen. Unter deren Beriicksi chtigung kann man davon ausgehen, dass die Inkubation
der U373 hwt APP-Zellen mit den entsprechenden Sf9-Monolayerkulturtiberstanden keinen
Einfluss auf die APPsa-Produktion hatte. Die starke Abweichung der einzelnen Messwerte

resultiert aus der Tatsache, dass die jewells eingesetzte Proteinmenge an reifen und damit
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enzymatisch aktiven hADAM10s und hADAMI10splice in den eingesetzten Sf9-
Monolayerkulturibersténden nicht bekannt war, da lediglich die Bestimmung der
Gesamtproteinmenge mdglich war. Da jedoch auch die Negativkontrollen, d.h. Uberstande
von nicht-infizierten Sf9-Monolayerkulturen hohen Schwankungen ausgesetzt waren, kann
man davon ausgehen, dass die Zusammensetzung des Insektenmediums ebenfalls einen

Einfluss auf die Messung ausiibte.
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Abb. 3.27: Einfluss von rekombinantem hADAM 10s (R& D-Systems) auf die APPsa-
Produktion in U373 hwt APP-Zéellen

In Abbildung 3.27 kann man erkennen, dass die extrazelluldre Gabe von gereinigtem
hADAM10s (R&D-Systems) in den gewdhlten Konzentrationen keinen Einfluss auf die
APPsa-Sekretion hat. Die Membranverankerung des Enzyms scheint eine Voraussetzung for
die Spaltung von APP an der a-Sekretase-Stelle im Zellsystem zu sein, da vermutlich sonst
die rdumliche Néhe von Enzym und Substrat nicht gewahrleistet ist. Fir eine eindeutige
Uberpriifung dieses Ergebnisses miisste das entsprechende ADAM10-Protein jedoch in
hoheren Konzentrationen eingesetzt werden (Vergleich Enzymtest invitro: 100 nM; in
diesem Versuch: 5 nM).
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3.4.4 Spaltung muriner und humaner AB-Substrate durch hADAM 10s (R& D-Systems)

In diesem Versuch wurde die Spaltung von murinen und humanen A(3-Substraten durch
hADAM10s (R&D-Systems) untersucht. Murines und humanes APPsgs unterscheidet sich in
17 Aminosduren, von denen drei zwischen der [3- und a-Sekretasestelle innerhalb der Ap-
Sequenz lokalisiert vorliegen. Da Nagetiere keine Amyloid-Plaques bilden, sind vermutlich
die Unterschiede in den Aminosaurensequenzen der beiden Spezies fir eine veranderte
Prozessierung durch die a-Sekretase verantwortlich (De Strooper et al., 1995).

Fur diese Versuche wurden humane bzw. murine AB-Substrate gewéhlt, die den
Aminosauren 11-28 (entsprechend APP18), 1-28 und 1-40 der jeweiligen A[-Peptidsequenz

entsprachen. Die entsprechenden veranderten Aminosauren sind in Tabelle 3.7 dargestellt.
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Abb. 3.28: Spaltung humaner und muriner AB-Substratein Prozent durch 100 nM
hADAM 10s (R& D-Systems) nach 6 h
Jedem Messergebnis liegt mindestens eine Dreifachbestimmung zugrunde.
* entspricht p < 0,05

Aus Abbildung 3.28 geht hervor, dass hADAM10s (R&D-Systems) bezilglich der
Spaltung der beiden AB11-28-Substrate noch keine signifikanten Unterschiede aufweist.
Anders verhdt es sich bei der Spaltung der Substrate A31-28 und AB1-40, wo eine deutlich
bessere Spaltung der murinen Peptidvariante erfolgte. Die genauen Angaben zur Spaltung der
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einzelnen Peptide durch hADAM10s (R&D-Systems) in Prozent sind Tabelle 3.7 zu

entnehmen.

AB- AMINOSAURESEQUENZ hADAM 10s
Peptide (R& D-Systems)
11-28H EVHHQK | LVFFAEDVGSNK 333%+64%
11-28M EVRHQK | LVFFAEDVGSNK 17,3%+28%

1-28H | DAEFRHDSGYEVHHQK!| LVFFAEDVGSNK 31,5%+56%
1-28M | DAEFGHDSGFEVRHQK | LVFFAEDVGSNK 46,5%+35%
1-40H |DAEFRHDSGYEVHHQK!| LVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVV 35%+7,0%

1-40M | DAEFGHDSGFEVRHQK | LVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVV | 483%+4,0%

Tabelle3.7: Spaltung der humanen (H) und murinen (M) AB-Substratein Prozent durch
100 nM hADAM 10s (R& D-Systems) nach 6 h
Jedem Messergebnis liegt mindestens eine Dreifachbestimmung zugrunde.
Ferner sind die Aminosduresequenzen der menschlichen (H) und murinen (M) AB-Substrate
dargestellt; die unterschiedlichen Aminoséuren sind hervor gehoben. Die a-Sekretasespaltstelle
wird durch den Pfeil in der Sequenz markiert.
*Daten zur Verfligung gestellt von K. Wisniewska, E. Kojro und F. Fahrenholz

Aus den Daten geht hervor, dass fir eine bevorzugte Spaltung der murinen AB-Substrate
durch hADAM10s (R& D-Systems) die Aminosaurensubstitution an Position 13 alein keinen
Einfluss zu haben scheint (siehe Spaltung von AB11-28). Anders bei den beiden langeren
Peptidvarianten, in deren Sequenz ale drei Aminosaurensubstitutionen vorliegen und eine
deutliche Zunahme der Spaltung der murinen AB-Substrate durch die a-Sekretase ADAM10
erfolgte (siehe Abb. 3.28).

112




DISKUSSION

4 DISKUSSION

41 EXPRESSION DER LOSLICHEN ADAM 10-PROTEINE

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei |6diche Varianten der a-Sekretase ADAM10 in
Sf9-Insektenzellen exprimiert, daran anschlief3end gereinigt und charakterisiert. Dabei
umfasste eins der hergestellten Expressionsplasmide den extrazelluldren Bereich der Protease
ohne Transmembran- und cytoplasmatische Doméne, was mit den Aminosauren 1-664 des
748 Aminosauren langen Proteins Ubereinstimmte. Des Weiteren trug dieses Konstrukt statt
der eigenen, 19 Aminosduren umfassenden Signalsequenz die 16 Aminosduren lange
Signalsequenz des Zelloberflachenmolekiils CD33 (Siglec-3). Durch diese Signalsequenz des
aus der Familie der ,, Siglecs* (siaic acid-binding immunoglobulin superfamily lectins; Taylor
et al., 1999) stammenden Proteins sollte die Sekretion des exprimierten [6slichen ADAM10-
Proteins ins Zellkulturmedium verstérkt werden.

Paralel dazu wurde ein Expressionsplasmid hergestellt, das einer Splicevariante von
ADAM10 entsprach, die auf mRNA-Ebene im menschlichen Gehirn nachgewiesen werden
konnte (Yavari et al., 1998). Im Vergleich zum kompletten extrazelluléren Teil der Protease
zeichnet sich diese Splicevariante durch das zusétzliche Fehlen der Cystein-reichen Doméne
aus (entspricht den Aminosduren 1-565 von ADAM10). Es sollte untersucht werden, ob das
Fehlen dieser Domane die Eigenschaften der entsprechenden 16slichen a-Sekretase ADAM 10
beeinflusst.

4.1.1 Wahl des Expressionssystems

Der wichtigste Schritt fir die Uberexpression der a-Sekretase ADAM 10 stellte die Wahl
eines geeigneten Expressionssystems dar. Das Vorhandensein der Cystein-reichen Doméne
im extrazelluléren Bereich der Protease schloss die Expression in einem prokaryotischen
Zellsystem wie E. coli aus, da hier die exprimierten Proteine zunéchst als Einschlusskorper
aus dem Cytoplasma der Bakterien gewonnen und anschlief3end riickgefaltet werden mussten.
Im Rahmen meiner Diplomarbeit konnte die katalytische Doméane von ADAM10 im E. coli-
Stamm BL21 exprimiert und riickgefaltet werden. Die Cystein-reiche Doméne von ADAM10
erlaubt jedoch neben den drel in der katalytischen Domane vorhandenen Cystein-Resten eine
Vielzahl von Disulfidbriicken, die die Rickfaltung des Proteins in seine native Form
beeintrachtigt hatte. Zwar ware es moglich gewesen, die Splicevariante, der diese Domane
fehlt, in diesem Expressionssystem einzusetzen. Da jedoch durch E. coli nicht ale post-

tranglationale Modifikationen erfolgen kdnnen, kann man nicht davon ausgehen, dass die
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Eigenschaften der exprimierten Proteine tatséchlich der des nativen Proteins entsprechen. So
erwies sich die aus E. coli gewonnene katalytische Doméane der a-Sekretase zwar as
enzymatisch aktiv, zeigte jedoch eine andere Substratspezifitét als das native Protein, d.h. es
lag vermutlich nicht in seiner natiirlichen Konformation vor.

Fur die Expression kam demnach nur ein eukaryotisches Zellsystem in Frage, durch das
die fur die Funktion des Zielproteins wichtigen post-translationalen Modifikationen
gewdhrleistet waren. Von den hierfir eingesetzten Expressionssystemen erwies sich die
Expression von ADAM10 in Insektenzellen im Vergleich zu denjenigen, die auf die

Expression in Saugetierzellen basieren, am geeignetsten.

4.1.2 Expression von l6slichen ADAM 10-Proteinen in Saugetier zellen

Fur die Expression der loslichen ADAM10-Proteine in Sdugetierzellen kamen
unterschiedliche Expressionssysteme zum Einsatz.

Zunéchst wurde der Expressionsvektor pcDNA3 gewdhlt, da es mit diesem in unserer
Arbeitsgruppe gelungen war, komplettes bovines ADAM10 in HEK293-Zellen zu
exprimieren. Parallel dazu wurde der sich von diesem Plasmid ableitende Vektor pSecTag2C
eingesetzt, der im Unterschied zu pcDNA3 noch die murine 1gG,-Signalsequenz enthielt, mit
deren Hilfe eine Uberexpression des im Leserahmen einklonierten Zielgens bewirkt werden
sollte (siehe 3.1.2.1). Mit Hilfe dieser beiden Vektoren konnte jedoch in den eingesetzten
Zéelllinien weder nach deren transienter noch nach stabiler Transfektion die Expression von
[6slichem ADAM10 nachgewiesen werden. Allerdings war es moglich, stabil transfizierte
Zellen im Vergleich zu nicht-transfizierten Kontrollzellen mit dem jeweiligen Antibiotikum
zu selektieren.

Weitere Alternativen bildeten der Expressionsvektor pIRES, das Flpin™-System und der
Expressionsvektor pCEP4.

Im Fall des Expressionsvektors pIRES liegen das Zielgen und der Resistenzmarker in der
gleichen Expressionskassette unter der Kontrolle des starken Cytomegal ovirus-Promotors
(Pcmv), so dass der durch das Antibiotikum Hygromycin B ausgelibte Selektionsdruck die
gleichmallige Expression beider Gene bewirken sollte. Durch die Namen-gebende ,,internal
ribosomal entry site” (IRES) erfolgt die Trandlation zweier offener Leserahmen von einer die
Sequenz des Zielgens und des Resistenzmarkers enthaltenden mRNA.

Im Flpin™-System wird dagegen die Expression des Resistenzmarkers nach stabiler
Transfektion der Flpin™293-Zellen nur dann gewahrleistet, wenn die Expressionskassette im

Leserahmen zu einem Initiationscodon und dem entsprechenden Promotor an einer definierten
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Position im Genom der Wirtszelle integriert wurde. Dabei stehen der Resistenzmarker (Psy o)
und das Zielgen (Pcmy) unter der Kontrolle zweier verschiedener Promotoren.

Doch bei beiden konnten weder im Zelllysat noch im Zellpellet von transient bzw. stabil
transfizierten HEK293- bzw. Flpin™293-Zellen die jeweiligen ADAMI0-Proteine
nachgewiesen werden, wahrend wiederum die Selektion der transfizierten Zellen im
Vergleich zu nicht-transfizierten durch das entsprechende Antibiotikum mdglich war.

Durch den Einsatz des Vektors pCEP4 in HEK-EBNA Zellen sollte durch die Expression
des Eppstein-Barr-Virus (EBV) EBNA-1 Gens aus dem Genom der Wirtszelle die Expression
des Zielgens auf dem pCEP4-V ektor durch den dort vorhandenen EBV -Replikationsursprung
gewdhrleistet werden. Auch hier erfolgte nach stabiler Transfektion der HEK-EBNA-Zellen
keine Expression von hADAM10s. Jedoch konnte nach transienter Transfektion der Zellen
mit pCEP4-hADAM10s-His das Protein hADAM10s durch Western Blot Analyse Uber das
Poly-Histidin-Epitop nachgewiesen werden.

Bel alen eingesetzten Expressionssystemen war es moglich, die jewells stabil
transfizierten Wirtszellen mit dem entsprechenden Antibiotikum zu selektieren, ohne jedoch
das Zielprotein nachweisen zu konnen. Vor der Transfektion wurden die jeweiligen Zelllinien
mit unterschiedlichen Konzentrationen des entsprechenden Antibiotikums behandelt, um
auszuschlief3en, dass diese im nattrlichen Toleranzbereich der einzelnen Zelllinien lagen. Die
positive Selektierbarkeit kénnte ein Hinweis darauf sein, dass der Resistenzmarker stérker
exprimiert wurde als das jewellige ADAM10-Protein. Da auf die Expression des Zielgens
direkt kein Selektionsdruck ausgeiibt wird, sondern das Uberleben der Zelle nur durch den
Resistenzmarker gewahrleistet wird, kdnnten sich Antibiotikum-resistente Zellen, unabhéngig
von der Expression des Zielgens, vermehren, so dass die wenigen Zellen, die auch das
jeweilige 16diche ADAM10-Protein exprimierten, immer mehr zurlickgedrangt wurden. Ein
moglicher Hinwels daf ir wurde durch die nur nach transienter Transfektion von HEK-EBNA -
Zellen vorliegende Expression von hADAM 10s gegeben.

Des Weiteren konnten die exprimierten 16slichen ADAM10-Proteine nach ihrer Abgabe
in den jeweiligen Zellkulturiberstand einem verstérkten proteolytischen Abbau durch dort
vorhandene Proteasen unterworfen sein. Da bei der stabilen Transfektion von Saugetierzellen
der Nachweis erst nach Erreichen der Konfluenz der Zellen nach der entsprechenden
Antibiotikum-Behandlung erfolgte (> 48 h nach der Transfektion), wéare es moglich, dass das
Zielprotein in dieser Zeit effektiver abgebaut wurde, als es durch die Zellen produziert werden

konnte.
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Eine weitere mogliche Ursache fir die fehlende Expression der ADAM10-Proteine
konnte den Proteinnachweis selbst betreffen. Das im Serum-haltigen Kulturmedium
vorhandene Rinderserumalbumin (BSA) liegt mit einem Molekulargewicht von 60 kDa im
gleichen Groflkenbereich wie die zu exprimierenden ADAM10-Proteine. Da BSA Proteine
sehr gut binden kann, kénnte der spezifische Nachweis der Proteine auf diese Weise gestort
werden. Da es nicht méglich war, die eingesetzten Zelllinien an Serum-freies Medium zu
adaptieren, waren sie vor der jeweiligen Uberpriifung der Proteinexpression mehrstiindigen
Inkubationsphasen mit dem entsprechenden Serum-freien Kulturmedium ausgesetzt. Durch
den Austausch des Kulturmediums durch das entsprechende Serum-freie Inkubationsmedium
konnte ein Teil der jeweils exprimierten 10sichen ADAM 10-Proteine verloren gegangen sein.
Ferner konnte die gewdhlte Inkubationszeit von 4 bis 24 h fur die Expresson einer
immunologisch nachweisbaren Menge des entsprechenden ADAM10-Proteins zu gering
gewdhlt sein, wobei nicht auszuschlief3en ist, dass aufgrund des fehlenden Serums durch die
entsprechende Zelllinie eine reduzierte Expression der Zielproteine erfolgte. Tats&chlich
konnte wahrend langerer Inkubationsphasen ein eingeschranktes Zellwachstum bei den
eingesetzten Zelllinien beobachtet werden. Fir die Expression der einzelnen ADAM10-
Konstrukte war es demnach von Nachteil, dass sich die entsprechenden Zelllinien nicht an
Serum-freies Medium adaptieren lief3en.

Auch die Vereinigung mehrerer ZellUberstdnde bzw. deren Vorreinigung durch die
Inkubation mit einer Ni-NTA-Matrix (Poly-Histidin-Epitop) bzw. Protein A/G-Sepharose
(Fc-Reinigungsepitop) konnte keinen ADAM 10-Protei nnachweis liefern.

Da die fir die Expression in Sdugetierzellen hergestellten ADAM 10-Konstrukte durch
DNA-Sequenzierung Uberprift wurden und einige von ihnen auch al's Ausgangskonstrukte fur
die Herstellung der fur die Expression in Insektenzellen eingesetzten pFastBac-Konstrukte
dienten, konnte die fehlende Proteinexpression durch fehlerhafte ADAM10-DNA-Sequenzen
ausgeschl ossen werden.

Fur die Herstellung von l6slichem ADAM10 in Saugetierzellen erwiesen sich die
eingesetzten Expressionssysteme as nicht geeignet. Dagegen erlaubte das Bac-To-Bac
Baculovirus Expressionssystem die Herstellung der extrazelluldren Doméane und der
Splicevariante von ADAM10 in Sf9-Insektenzellen. Aus diesem Grund wurden die genauen
Ursachen der mangelnden Expression in Sdugetierzellen nicht weiter untersucht. Zum
Beispiel wéare es moglich gewesen, durch Northern Blot Analyse zu Uberprifen, ob die
jeweilige mMRNA tatsachlich in den entsprechenden transfizierten Zellen vorlag. Ferner hétten

die paralele Expression der entsprechenden , full-length” Konstrukte einen Hinweis darauf
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geben konnen, ob sich die fehlenden Domanen negativ auf die Proteinexpression in den
Saugetierzellen ausgewirkt haben kdnnten. Des Weiteren konnten die verkirzten ADAM10-
Proteine aufgrund fehlerhafter Proteinfaltungen tatsachlich einem verstérkten proteolytischen
Abbau unterworfen sein. Ebenfalls wére es mdoglich, dass die mRNA der verkirzten
ADAM10-Proteine so gefaltet vorlag, dass der Bereich um das Trandlations-Startcodon ATG

maskiert wurde und somit keine Tranglation erfolgen konnte.

4.1.3 Expression von hADAM 10s und hADAM 10splice dur ch das Bac-To-Bac
Baculovir us Expressionssystem

Die Proteine hADAM10s und hADAM10splice konnten mit Hilfe des Bac-To-Bac
Baculovirus Expressionssystem exprimiert werden. Ein Vorteil der Expression in
Insektenzellen gegeniiber der in Sdugetierzellen war, dass sich die eingesetzten Sf9-Zellen aus
dem Ovar der Gemiseeulenlarve Spodoptera frugiperda erfolgreich an Serum-freies
Kulturmedium adaptieren lief3en, so dass sie ohne das, mit einer Gréf3e von ca. 60 kDa im
gleichen Molekulargewicht-Bereich liegende und damit den Proteinnachweis der |6slichen
ADAMI10-Proteine storende, Rinderserumalbumin (BSA) kultiviert werden konnten. Ein
moglicher Proteinverlust durch eine fur die Proteinanalyse wichtige separate Inkubation mit
entsprechenden Serum-freien Medien wie im Falle der Sdugetierzellen konnte hier umgangen
werden.

Bei der Verwendung des auf die Infektion mit rekombinanten Baculoviren basierenden
Expressionssystems ist es wichtig zu wissen, wie infektios die hergestellte Baculovirus-
Stammldsung ist und durch welche Verdinnung eine optimale Infektion der Wirtszellen
gewdhrleistet wird, damit eine Umstellung ihres Zellstoffwechsels zugunsten der
Virusvermehrung bzw. Proteinproduktion erreicht werden kann. Diese Abschétzung bzw.
Bestimmung der Virusmenge bildet jedoch nicht den einzigen fir die Proteinexpression
relevanten Faktor. So kann man nicht davon ausgehen, dass auch alle Viruspartikel in der
infizierten Zelle den Nukleus erreichen. Vielmehr wird ein Teil von ihnen nach deren
Internalisierung in die Zelle Uber rezeptorvermittelte Endocytose zu den Lysosomen geleitet
und dort abgebaut (Dee und Shuler, 1997), so dass man unter Umstanden durch den Einsatz
einer bestimmten Virusmenge nicht die Proteinexpression erreicht, die theoretisch daraus
resultieren sollte. Ferner spielt die Bindungsféhigkeit der Baculoviruspartikel an die
Zelloberflache der entsprechenden Wirtszelle eine wichtige Rolle, welche bei verschiedenen
Zelltypen variiert. Es ist bekannt, dass die Bindung von Baculoviren an die Oberfldche von

Sf9-Zellen im Vergleich zu anderen Insektenzellen am schwéchsten erfolgt. Dieses Problem
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kann man mit einer Erhéhung der Zelldichte zum Zeitpunkt der Infektion umgehen (Dee und
Shuler, 1997). So kann trotz bekannter Menge an infektidsen Viruspartikeln nicht unmittel bar
auf die Starke der dadurch ausgeldsten Proteinexpression geschlossen werden. In der
vorliegenden Arbeit wurde demnach auf eine genaue quantitative Bestimmung der
Virusmenge verzichtet. Vielmehr wurde das infektiose Potential, in Anlehnung an die
Endpunktverdinnung nach Reed und Minch (1983), anhand der nach den entsprechend
gewdhlten Inkubationszeiten auftretenden, im Lichtmikroskop sichtbaren morphologischen
Veranderungen der Zellen bewertet. Dabei weisen infizierte Zellen gegeniiber einer sonst
runden Zellform eine unregelméldige Zelloberflache und ein deutlich vergrof3ertes
Zellvolumen auf, ein deutliches Kriterium fir ihre Infektion (Rosinski et al., 2000; siehe
2.5.8.2). Die Infektionsherde wurden jedoch nicht wie bei dieser Methode Ublich ausgezéhilt,
sondern die Virusmenge qualitativ anhand der relativen Expressionseffizienz charakterisiert
und eingesetzt (Sarafanov und Saenko, 2004). Diese Methode erwies sich als effektiv und
zeitsparend.

Fur die Virusamplifikation wurden zundchst verschiedene Verdinnungen der
Baculovirus-Stamml6sung, d.h. eine geringe Virusmenge, ausgewahlt, da nur ein kleiner Teil
der in der Kultur vorhandenen Zellen mit dem Virus infiziert werden sollte (priméare
Infektion), wahrend die nicht-infizierten Zellen weitere Zellteilungen durchlaufen kénnen und
somit die Kulturdichte weiter erhoht wird (Philipps et al., 2005; Wong et al., 1996). In den
primér infizierten Zellen erfolgte die Replikation der entsprechenden Baculoviren, so dass
durch die infizierten Wirtszellen ausreichend Viruspartikel hergestellt und ins Kulturmedium
entlassen werden sollten, um die restlichen Zellen in der Kultur zu infizieren. Diese sekundér
infizierten Zellen stellten die Hauptproduzenten der rekombinanten Baculoviren dar
(Bruinzeel et al., 2002).

Fur die anschlief3ende Proteinexpression erfolgte die Infektion der Zellen mit einer im
Vergleich zur Virusamplifikation htheren Virusmenge, da die synchrone Infektion aller
Zellen der Kultur angestrebt wurde. Auf diese Weise sollte verhindert werden, dass
Virusproduktion und Zellteilungsprozesse um essentielle Nahrstoffe konkurrieren, und so die
Herstellung der durch die entsprechenden Baculoviren eingebrachten Konstrukte
gewdhrleistet werden (Dee und Shuler, 1997). Da die Virusinfektion zu einem sofortigen
Stillstand des Zellwachstums fuhrt, wurde zum Zeitpunkt der Infektion eine deutlich héhere
Zelldichte gewahit als bei der Virusamplifikation (Wong et al., 1996). Die Konfluenz sollte
zum Zeitpunkt der Infektion jedoch nicht erreicht sein, da mit steigender Zelldichte die
Produktivitét der Insektenzellen durch die nur noch ungeniigende Nahrstoffbereitstellung
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abnimmt. Der Replikationszyklus der Zelle lauft dann deutlich langsamer ab und
beeintréchtigt somit die Proteinproduktion (Taticek und Shuler, 1997; Wong et al., 1996). Die
Inkubation der infizierten Sf9-Monolayerkulturen erfolgte fir die Expression von
hADAM10s (ber einen Zeitraum von 48 Stunden, nach denen das Protein schon deutlich im
Silber-geféarbten Gel nachzuweisen war. Die Inkubationszeit im Fall der Expression von
hADAM10splice wurde von anfénglich 48 auf 72 Stunden verlangert, wobei ein deutlicher
Anstieg der Proteinexpression, vor allem der reifen Enzymform, zu beobachten war. Aus der
Literatur ist bekannt, dass in einem Zeitraum von 48 bis 72 Stunden nach der Etablierung des
Virus, seiner Replikation und der Ubernahme der Biosyntheseprozesse in der Sf9-Wirtszelle
die Proteinmenge ihren Maximalwert erreicht (Rosinski et al., 2002; Massotte, 2003). Die
Expressionszeit wurde nicht weiter verlangert, da die Baculovirus-Infektion schon ab dem
dritten Tag der Virusinfektion zu einer mikroskopisch sichtbare Zelllyse fihrte und eine
dadurch mdgliche Degradation der rekombinanten Proteine verhindert werden sollte (Kost et
al., 2005).

42 REINIGUNG DER ADAM10-PROTEINE hADAM 10sUND

hADAM 10splice

Fur die Reinigung der [6slichen ADAM10-Proteine hADAM10s und hADAM10splice
wurde die Lektin-Affinitétschromatographie Uber Concanvalin A ausgewahlt. Dies wurde
dadurch begrindet, dass die beiden ADAM10-Proteine durch die Sf9-Insektenzellen
entsprechend glykosyliert vorlagen (siehe 3.4.1) und dass diese Methode sich fir die
Reinigung der nativen bovinen Form von ADAM10 as erfolgreich erwies (Lammich et al.,
1999). Durch diese relativ unspezifische Reinigungsmethode wurde eine Abtrennung der
prozessierten enzymatisch aktiven Form von hADAM10s bzw. hADAM10splice von der
jeweiligen unprozessierten, unreifen Enzymform gewahrleistet, wobei deren Verbleib nicht
weiter geklért werden konnte. Falls durch die Prodoméne die Bindung des Proteins an das
Saulenmaterial gestort wurde, sollte die unreife Form im Saulendurchfluss nachweisbar sein.
Dies konnte durch die durchgefiihrten Western Blot Analysen jedoch nicht bestétigt werden,
so dass eineirreversible Bindung an das Saulenmaterial als wahrscheinlicher gilt.

Urspriinglich war eine spezifischere Reinigung der exprimierten ADAM10-Proteine Uber
das jeweilige C-terminale Poly-Histidin-Epitop vorgesehen. Allerdings stellte sich bei der
Ermittlung der daftr optimalen Pufferbedingungen heraus, dass fir eine erfolgreiche Elution

eine Imidazolkonzentration von mindestens 300 mM unumganglich war, da ab einer
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Konzentration von 250 mM die Elution nicht mehr gewahrleistet werden konnte. Fir eine
erfolgreiche Elution wird in der Regel eine Imidazolkonzentration von 100 bis 250 mM
verwendet. In diesem Fall musste jedoch eine deutlich hthere Imidazolkonzentration gewahit
werden, durch die vermutlich die Aktivitét der beiden ADAM10-Proteine zerstort wurde.
Trotz des schnellen Entfernens des Imidazols durch die unmittelbar nach der Reinigung
eingesetzten 30 kDa Amicon Ultra Konzentratoren bzw. NAP10-Gelfiltrationsséulchen zum
Entsalzen und Aufkonzentrieren der jeweiligen Eluatfraktion, konnte der Erhalt der
enzymatischen Aktivitdat der ADAM10-Proteine nicht gewahrleistet werden. Mdglicherweise
konnte das vorhandene Imidazol innerhalb kiirzester Zeit eine irreversible Denaturierung der
Proteine hADAM10s und hADAM10splice bzw. bei mangelnder Entfernung durch die
gewahlten Methoden eine Aggregation der Proteine bewirkt haben (Hefti et al., 2001).

Die Enzyme hADAM 10s und hADAM 10splice erwiesen sich somit a's sehr empfindlich
gegenuber den hohen Salzkonzentrationen. Eine weitere Moglichkeit, die dadurch bedingte
Zerstorung der enzymatischen Aktivitdt der ADAM10-Proteine zu verhindern, war die
Reduzierung der Natriumchloridkonzentration von anfangs 500 mM auf 100 mM in den
entsprechenden Puffern. Bei dieser Reinigungsmethode ist es Ublich, Puffer mit hoher
lonenkonzentration (0,1 bis zu 1 M NaCl) einzusetzen, um nichtspezifische Interaktionen der
Proteine mit der Saulenmatrix zu verhindern (Gaberc-Porekar und Menart, 2001). Die
reduzierte Salzkonzentration hatte hier ein verandertes Bindungsverhalten der Ziel proteine zur
Folge. Wéahrend im Fall von hADAM10splice keine Bindung an das Saulenmaterial erfolgen
konnte, wurde hADAM10s durch die entsprechenden Waschschritte direkt wieder vom
Saulenmaterial entfernt, wies im anschlief3enden Enzymtest jedoch noch enzymatische
Aktivitét auf. Unter diesen Versuchsbedingungen kam es offensichtlich zu keiner
irreversiblen Denaturierung des Proteins, wobel dies in diesem Fall nicht eindeutig der
vorliegenden niedrigen Natriumchloridkonzentration zugeordnet werden konnte, da die

Imidazolkonzentration in den eingesetzten Waschpuffern ebenfalls reduziert war.

Aus der Literatur ist bekannt, dass mit Hilfe des auf Virusinfektion basierenden
Baculovirus Expressionssystem im Vergleich zu Saugetierzellen ein bis zu 250-fach héherer
Expressionslevel erreicht werden kann (Dee und Shuler, 1997), wobei sich die
Expressionsniveaus im Milligramm- und Gramm-Bereich pro Liter Zellkultur bewegen und
bis zu 5 % des Gesamtproteins ausmachen kénnen (Lottspeich und Zorbas, 1998).

Bei der Reinigung der 16slichen ADAM 10-Proteine im préparativen Mal3stab konnten aus
1 mg Gesamtprotein im hADAM10s 30-100 kDa-Konzentrat aus 248 ml Sf9-Zellkultur-
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Uberstand 10pg prozessiertes hADAM10s bzw. aus 1,6mg Gesamtprotein im
hADAM10splice 30-100 kDa-Konzentrat aus 376 ml SfO-Zellkulturiberstand 10,5 pg
hADAM10splice gewonnen werden (siehe 3.3.4). Dies entspricht einer relativ geringen
Proteinausbeute von 1 % im Fall von hADAM10s bzw. 0,66 % im Fall von hADAM10splice
(siehe Tabelle 3.2).

Hier wird deutlich, dass fur eine erfolgreiche Protein-Uberexpression die Kultivierung
der eingesetzten Sf9-Insektenzellen ebenfalls eine wichtige Rolle spielt. Fir die Experimente
in dieser Arbeit wurden Sf9-Zellen in adhérenter Form als Monolayerkulturen eingesetzt, da
sich ihre Kultivierung in unbegasten Flissigkulturen als zu kontaminationsanféllig erwies.
Ferner wurde die Vitabilitdt der in Flussigkulturen eingesetzten Sf9-Zellen durch das
Anfarben mit Trypanblau tberprift und im Vergleich zu Sf9-Monolayerkulturen als deutlich
geringer identifiziert, was durch den zu geringen O,-Eintrag und die beim Rihren
auftretenden Scherkréfte bedingt sein konnte. Um eine Proteinproduktion im hoheren
Mal3stab zu gewdhrleisten, ist zum einen auf der Stufe der Virusamplifikation eine weitere
Optimierung erforderlich, zum anderen trotz ihrer Kontaminationsanfalligkeit der Einsatz von
begasten Flissigkulturen unumgénglich, zumal die Sf9-Zellen besonders nach der Infektion
einen erhohten O,-Bedarf aufweisen (Cruz et al., 1998).

4.3 CHARAKTERISIERUNG DER ADAM 10-PROTEINE hADAM 10s UND
hADAM 10splice

4.3.1 Glykosylierung von hADAM 10s und hADAM 10splice

Die beiden in Insektenzellen exprimierten Proteine hADAM10s und hADAM 10splice
wurden durch die Sf9-Zellen erfolgreich glykosyliert (siehe 3.4.1). Der Unterschied der
Molekulargewichte zwischen glykosylierter und durch die PNGaseF deglykosylierter Form
fiel dabei geringer aus als in HEK-Zellen, wo die ebenfalls mit diesem Enzym durchgefihrte
Deglykosylierung von ADAM10 eine Molekulargewichts-Differenz von ca. 3-4 kDa
ausmachte (Lammich et al., 1999). Dieser Unterschied zwischen Saugetier- und
Insektenzellen konnte an der jeweiligen Komplexitét der von den entsprechenden Zelllinien
angefugten Oligosacchariden liegen. Insektenzellen sind zwar in der Lage, die meisten fir
Saugetierzellen typischen post-trandationalen Modifikationen, wie Phosphorylierungen,
Fettsdure-Acylierungen und Glykosylierungen, durchzufiihren, allerdings sind die in

Insektenzellen durchgefiihrten Prozessierungswege nicht zwingend identisch mit denen in
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hoheren Eukaryoten. Ein Beispiel dafir bildet die N-Glykosylierung von Proteinen. Dabei
werden die auf die entstehenden Polypeptide Ubertragenen N-Glycan-Vorléufer durch die
Insektenzellen so verdndert, dass als Endprodukte Paucimannose (Formen mit drel oder
weniger Mannose-Resten) oder Oligosaccharide mit einem hoéheren Mannose-Antell
entstehen (Massotte, 2003; Palomares et al., 2003; Kost et al., 2005). Die Zellen sind jedoch
nicht in der Lage, diese Endprodukte zu verlangern, um komplexe Oligosaccharide mit
terminalen Galaktose- bzw. Sialinsdure-Resten (N-Acetylneuraminsdure) herzustellen. Fir die
Produktion von Glykoproteinen, deren Funktion von diesen terminalen Sialinsdure-Resten
abhangt, konnte dies ein limitierender Faktor beziiglich des Einsatzes von Insektenzellen zur
Proteinexpression darstellen (Kost et al., 2005).

4.3.2 Charakterisierung der enzymatischen Eigenschaften von hADAM 10s und
hADAM 10splice

Fur die Charakteriserung der in SfO-Insektenzellen exprimierten und Uber Lektin-
Affinitdtschromatographie gereinigten léslichen ADAM10-Proteine  hADAM10s und
hADAM10splice wurden Peptidsubstrate eingesetzt, die der AB-Domane aus dem Amyloid-
Vorlaufer-Protein (APP) entsprechen und damit die fir die a-Sekretase charakteristische
Spaltstelle (Lys™®|Leu'’ in der AB-Sequenz) aufwiesen. Dabei kam zum einen das komplette
AB40 und zum anderen ein Peptidsubstrat von 18 Aminosauren Lange, entsprechend den
Aminosduren 11-28 der AB-Sequenz, zum Einsatz. Mit diesem als APP18 bezeichneten
Peptidsubstrat, das die fur die Spaltung wichtige Linkerregion zwischen der o-Sekretase-
spaltstelle und der Transmembrandoméane von APP beinhaltet, konnte die a-Sekretase
ADAMIO identifiziert und charakterisiert werden (Lammich et al., 1999). Ferner wurden
jeweils Peptide mit den an Position 21 und 22 der A[-Sequenz vorkommenden M utationen
Flemish (A21G), Dutch (E22Q), Italian (E22K) und Arctic (E22G) eingesetzt (siehe 1.2.3 und
3.4.2 Tab. 3.3).

Bei den in vitro Enzym-Assays zeigte es sich, dass ale diese Peptidsubstrate durch die
ADAM10-Proteine  hADAM10s (R&D-Systems), hADAM10s und hADAM10splice
gespaltet wurden (siehe 3.4.2), und dass diese Spaltung, wie durch massenspektroskopische
Untersuchungen bestétigt werden konnte, an der a-Sekretasestelle erfolgte (siehe Anhang
7.1).
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ENZYM SUBSTRATPRAFERENZ
hADAM10s (R&D-Systems) | Femish < Wildtyp < Dutch < Italian < Arctic
hADAM10s Flemish < Wildtyp < Dutch < Italian < Arctic
hADAM10splice Flemish < Dutch < Wildtyp < Arctic < Italian

Tabelle4.1: Substratpréaferenz beziiglich der eingesetzten APP18-Peptide durch die Enzyme
hADAM 10s (R& D-Systems), hADAM 10sund hADAM 10splice

Aus den in Tabelle 4.1 zusammengefassten Substratpréferenzen der einzelnen ADAM 10-
Proteine flr die eingesetzten APP18-Peptide geht hervor, dass APP18-Flemish fur alle
Enzyme das schlechteste Substrat darstellt. Es ist bekannt, dass fir die proteolytische
Prozessierung von APP durch die a-Sekretase die a-helicale Konformation der genannten
Linkerregion zwischen a-Sekretasespaltstelle und Transmembrandomane eine wichtige Rolle
spielt (Maruyama et al., 1991; Sisodia, 1992; Arribas et al., 1997). Die bei APP18-Flemish
vorliegende Aminosaurensubstitution A—G fihrt voraussichtlich zu einer Destabilisierung
der a-helicalen Struktur in der Nahe der Spaltstelle und verandert die normale Prozessierung
von APP durch die a-Sekretase (Sisodia, 1992; Haass und Steiner, 2001). Vermutlich wurde
auch bei diesem Substrat, APP18-Flemish, ausgel6st durch den potentiellen a-Helixbrecher
Glycin, die fur die Substraterkennung wichtige Sekundarstruktur des Peptids verandert.
Tatsachlich liegen bel pH 9 in Gegenwart von SDS die Peptide APP18, APP18-Dutch,
APP18-Italian und APP18-Arctic vorwiegend in a-helicaler Form, APP18-Flemish dagegen
in einer eher ungeordneten Peptidstruktur vor (Lammich et al., 1999 und nicht publizierte
Daten). Diese Ergebnisse zeigen, dass die Enzymaktivitét der a-Sekretase ADAM 10 durchaus
von der Konformation des Substrats abhéngt. Des Weiteren ist Tabelle 4.1 zu entnehmen,
dass sich die Enzyme hADAM10s (R&D-Systems) und hADAM10s beziglich ihrer
Substratpréferenz dhnlich verhalten, wahrend hADAM10splice diesbezuglich Unterschiede
aufweist. Diese leichten Anderungen konnten auf das Fehlen der Cystein-reichen Domane bei

dieser Variante der a-Sekretase ADAM 10 zuriickzufiihren sein.
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ENZYM SUBSTRATPRAFERENZ
hADAM10s (R& D-Systems) Wildtyp < Dutch < Flemish
hADAM10s Dutch < Wildtyp < Flemish
hADAM10splice Dutch < Wildtyp < Flemish

Tabelle4.2:  Substratpréferenz beziiglich der eingesetzten AB40-Peptide durch die Enzyme
hADAM 10s (R& D-Systems), hADAM 10sund hADAM 10splice

Eine Ursache der Akkumulation von Ap-Peptiden wéahrend der Alzheimer’ schen
Erkrankung bildet vermutlich der Funktionsverlust von A[-Peptid-abbauenden Proteasen.
Dabel unterscheidet sich die Rate des Amyloid-Abbaus in unterschiedlichen Gehirnregionen
und ist von der Zusammensetzung der entsprechend vorkommenden Peptidasen und dem
Oligomerisationsstadium der Ap-Peptide abhéngig (Carson und Turner, 2002). In den
Abbauprozess involvierte Proteine sind zum Beispiel die Zinkmetallopeptidasen Neprilysin
(Selkoe, 2001b; Carson und Turner, 2002) und das Endothelin-Converting-Enzym (Eckman et
al., 2003) sowie die Zinkmetalloprotease Insulysin (Insulin-Degrading-Enzym; Farris et al.,
2003). Dain den APB40-Peptiden die a-Sekretasespaltstelle immer noch vorhanden ist, kdnnte
auch die Zinkmetalloprotease ADAM10 ein Kandidat fir den enzymatischen Abbau von AB-
Peptiden sein.

Wie die entsprechenden APP18-Substrate wurden auch die Peptide AB40, AB40A21G
und AB40E22Q durch die drei eingesetzten ADAM10-Proteine an der charakteristischen a-
Sekretasestelle gespaltet, d. h. sie sollten unter diesen basischen Versuchsbedingungen in
einer 16slichen a-helicalen Form vorliegen (Talafous et al., 1994). Dies gilt auch fur die
Substrate AP40E22K und ARB40E22G, die ebenfals durch hADAM10s (R&D-Systems)
gespaltet wurden. Dabel féllt in der Tat auf, dass die Spaltung von AB40A21G im Vergleich
zu den anderen Peptiden nicht schlechter erfolgte, vielmehr scheint dieses Peptid fir alle
ADAM 10-Proteine das bevorzugte Substrat zu sein (siehe Tabelle 4.2). Bei der Spaltung aller
AB40-Substrate durch hADAM10s (R& D-Systems) konnten keine signifikanten Unterschiede
festgestellt werden (siehe 3.4.2, Abb. 3.24). Somit ist ADAM10 in der Lage, die eingesetzten
[6slichen AB40-Substrate in invitro zu spalten, wohingegen durch die Zinkmetallopetidase
Neprilysin in vitro keine Spaltung der entsprechenden A340-Mutanten erfolgt (Tsubuki et al.,
2003).
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Der pathologische Effekt der an Position 22 der AB-Sequenz mutierten Peptide (Dutch,
Italian, Arctic) wird ihren veranderten biochemischen Eigenschaften, d.h. ihrer erhthten
Bindungsfahigkeit an Endothelzellen in den cerebrovaskuldren Gefédwéanden und ihrer
erhdhten Fahigkeit zur Fibrillenbildung (Miravalle et al., 2000; siehe 1.2.3) zugeordnet. Da
diese Mutationen nicht zu einer Erh6hung des Ap-Plasmalevels fuhren, ist zu vermuten, dass
es nicht zu einer reduzierten Fahigkeit der a-Sekretase ADAM 10 kommt, die entsprechenden
Substrate, sei es APP oder wie hier in vitro die genannten AB40-Peptide, zu spalten.

Dagegen ist aus der Literatur bekannt, dass die Flemish-Mutation durchaus fir einen
Anstieg des Plasmalevels von AB40- und AP42-Peptiden verantwortlich ist (Nilsberth et al.,
2001; Van Nostrand et al., 2001; Irie et al., 2005). In den durchgefihrten in vitro-Versuchen
erfolgte die Spaltung von AP40A21G durch hADAM10s (R&D-Systems) jedoch nicht
schlechter als die der anderen AP40-Peptide. Da die bei der Flemish-Mutation an Position 21
vorliegende Aminosdure Glycin nicht zwingend zur Destabilisierung von Sekundéarstrukturen
wie a-Helices und B-Faltbl&ttern fihren muss, wie es zum Beispiel bei der Aminosdure Prolin
der Fall ist (Haass et al., 1994), konnte sich die durch die Mutationen induzierte
Destabilisierung bei AB40A21G unter diesen Versuchsbedingungen nicht so deutlich
auswirken wie bei APP18-Flemish. Morelli et al. (2003) konnten zeigen, dass A340 und alle
AB40-Mutanten in wassrigen Loésungen vorwiegend ungeordnete Sekundérstrukturen
aufweisen. Allein AB40E22Q zeigt B-Faltblattstruktur. Méglicherweise liegen unter den hier
verwendeten Versuchsbedingungen die eingesetzten Peptide ebenfalls in énlichen Strukturen
vor, so dass sie durch die verschiedenen 16slichen ADAM 10-Proteine vergleichbar gespalten
werden und die Abhangigkeit der Spaltung von einer a-helicalen Struktur nicht so deutlich
hervor tritt. Des Weiteren wéare es vorstellbar, dass der Kontakt des Enzyms mit dem
entsprechenden Substrat die Bildung einer a-helicalen Struktur erleichtert und somit dessen
Spaltung gewahrleistet wird.

Die erhohte Konzentration an entsprechenden AB40A21G-Peptiden lasst sich basierend
auf diese invitro-Versuche nicht auf eine gestorte Degradation durch hADAM10s
zurtickfuhren. Vielmehr ist zu vermuten, dass APP mit der Flemish-Mutation durch die die a-
helicale Struktur destabilisierende Aminosaurensubstitution A—G ein schlechteres Substrat
fur die a-Sekretase ADAM10 darstellt (Sisodia, 1992) und dies neben der gestérten
Degradation durch entsprechende Peptidasen und Proteasen fir den Anstieg der AR-

Peptidmenge verantwortlich sein kénnte.
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Auch beziiglich der Substratspezifitét der verschiedenen ADAM10-Varianten sind bei der
Spaltung der AB40- im Vergleich zu den APP18-Peptiden Anderungen zu beobachten. So
dhneln sich nunmehr hADAM10s und hADAM 10splice in ihrer Substratpraferenz, wahrend
hADAM10s (R&D-Systems) davon abweicht. Wurden fur die bei der Spaltung der APP18-
Peptidsubstrate im Vergleich zu hADAM10s (R&D-Systems) und hADAM10s veranderte
Substratspezifitdt von hADAM10splice noch ein Einfluss der fehlenden Cystein-reichen
Domane vermutet, so scheint dies bei der Spaltung von AB40, AB40A21G und AB40E22Q
keine Rolle mehr zu spielen. Wie unter 3.4.2 dargestellt, sind die drei eingesetzten ADAM10-
Proteine untereinander nicht identisch, sondern zeichnen sich durch einige Aminosauren-
Veranderungen aus, die ein unterschiedliches Spaltverhalten bewirken kdnnten. Neben der
Cystein-reichen Doméne konnten somit auch die unterschiedlich langen Poly-Histidin-
Epitope von hADAM10s und hADAM10s (R& D-Systems) dafiir verantwortlich sein. Es ist
nicht auszuschlief3en, dass das um vier Histidin-Reste |angere Epitop von hADAM10s (R&D-
Systems) bei einer moglichen Wechselwirkung mit den l&ngeren A[340-Peptidsubstraten eine
Rolle spidte und, im Vergleich zu hADAM10s, die prozentual starkere Spaltung von
AB40A21G und AP40E22Q bewirkte, wahrend bei APB40 und den kirzeren APP18-
Peptidsubstraten diesbeziiglich keine Veranderung zu beobachten war (siehe Tab. 3.4 und
Tab. 3.5).

Ein durch die Glykosylierung bedingter Einfluss auf die verschiedenen Substrat-
praferenzen ist zumindest theoretisch auszuschlief3en, dain allen drei ADAM10-Proteinen die
vier potentiellen Glykosylierungsstellen (3 in der katalytischen Doméne an Position 267, 278
und 439; eine in der Cystein-reichen Doméane an Position 551) vorhanden sind. Auch sollte
sich die Struktur der potentiell angehangten Oligosaccharide @neln, da hADAM10s und
hADAM10splice in Sf9-, hAADAM10s (R& D-Systems) in Sf21-Zellen exprimiert wurden.

Neben strukturellen Eigenschaften der einzelnen ADAM10-Proteine konnten die
unterschiedlichen Préferenzen auch methodisch bedingt sein. Anhand der teilweise hohen
Standardabweichungen kann man davon ausgehen, dass das Auflésungsvermogen der fur die
Quantifizierung gewdhiten Methode begrenzt ist. Als eine empfindlichere Methode fir
enzymkinetische Studien wiirde sich der Einsatz von Fluoreszenz-markierten Peptidsubstraten
anbieten, alerdings war es im Rahmen dieser Arbeit nicht moglich, einen auf FRET-

Messungen basierenden Enzym-Assay zu etablieren.

Bel der Bindung des Hydroxamat-Saurederivats Gl 254023 X scheinen Unterschiede in

den Enzymstrukturen keine Rolle zu spielen, da alle ADAM10-Varianten durch den in einer
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Endkonzentration von 10nM (ICso= 53nM fur ADAM10; Hundhausen et al., 2003)
eingesetzten Inhibitor in gleicher Weise gehemmt wurden, so dass auch hier kein besonderer
Einfluss der Cystein-reichen Doméne beobachtet werden konnte.

Fur ADAM13 konnte eine intramolekulare Kooperation der Cystein-reichen mit der
katalytischen Domane beschrieben werden, wodurch deren Funktion in vivo reguliert werden
kann. Dabei wird vermutet, dass die Cystein-reiche Doméane auch an das Substrat bindet und
dadurch seine Spaltung durch die katalytische Domane erleichtert bzw. die Spezifitét der
Spaltung erhoht wird (Smith et al., 2002). In den hier durchgefihrten in vitro-Versuchen
konnte jedoch keine schwéchere Spaltung der eingesetzten APP18- und A40-Peptide durch
hADAM10splice beobachtet werden. Eine Funktionsmodulation von ADAM10 durch die
Cystein-reiche Doméane kann bezuglich dieser Substrate ausgeschl ossen werden.

Auch beziglich der Stabilitét von hADAM10splice scheint die fehlende Doméne keinen
Einfluss zu haben. Nach 4-woéchiger Lagerung der entsprechenden Lyophilisate bei 4°C
konnten fir hADAM10s und hADAM 10splice jeweils noch eine unveranderte enzymatische
Aktivitét nachgewiesen werden (siehe 3.4.2, Tab. 3.6).

Anhand der erhaltenen Ergebnisse kann man davon ausgehen, dass es sich bei
hADAM10s (R& D-Systems) und hADAM 10s um die gleichen Enzyme handelt. Die erstmals
auf mRNA-Ebene im menschlichen Gehirn nachgewiesene Splicevariante von humanem
ADAMI10 (Yavari et al., 1998) weist in Bezug auf die Substrat- und Inhibitorbindung
ebenfalls keine gravierenden Unterschiede zum kompletten extrazelluldren Teil der Protease
auf. Da das Protein selbst bis jetzt nicht nachgewiesen werden konnte, gibt es auch keinen
Hinweis auf seine mdgliche Funktion. Alternatives Splicen bei Proteinen der ADAM-Familie
betrifft oft die cytoplasmatische Region des abgeleiteten ADAM-Proteins, was im Auftreten
einer lodichen oder sekretierten Isoform und der Beeinflussung deren Funktion und
subzelluléren Lokalisation resultieren konnte (Huovila et al., 2005; Seals and Courtneidge,
2003). Unter diesem Aspekt wére der Nachweis von hADAM 10splice auf Proteinebene und
seine Lokalisation in vivo interessant. Es ist nicht auszuschlief3en, dass diese Splicevariante
einer lodichen, katalytisch aktiven Form der a-Sekretase ADAMI10 in vivo entsprechen
koénnte, deren Substrate ebenfalls 16slich sind. Ob 18sliche AB-Monomere auch in vivo ein
Substrat fir RADAM 10splice darstellen konnten, bedarf jedoch der Uberpriifung.

In der vorliegenden Arbeit konnte neben den durchgefiihrten Enzymtests in vitro gezeigt
werden, dass im Zellsystem unter den gewahlten Versuchsbedingungen die externe Gabe der
l6slichen ADAM10-Enzymformen keine erhohte Spaltung von APP und damit die
Herstellung des neuroprotektiven APPsa in der das humane Wildtyp APP Uberexprimieren-
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den U373-Zelllinie bewirken konnte (siehe 3.4.3). Das membrangebundene Substrat scheint
demnach fir die I6slichen a-Sekretasen hADAM10s (R&D-Systems), hADAM10s bzw.
hADAM10splice nicht optimal zugénglich zu sein, so dass fur die Herstellung von APPsa
neben der Membranverankerung des Substrats APP ebenfalls die des Enzyms eine wichtige
Voraussetzung darstellt, ohne die eine rdumliche N&he der beiden und das dadurch bedingte
Erreichen der a-Sekretase-Spaltstelle durch ADAM10 nicht gewéahrleistet ist.

Als mogliche Strategie gegen die Bildung von Amyloid-Plaques in der Alzheimer’ schen
Erkrankung gilt die Forderung der nicht-amyloidogenen Prozessierung von APP und der
damit verbundenen Erhohung der durch APPsa vermittelten neuroprotektiven Wirkung in
vivo, wie es zum Beispiel durch die Uberexpression von ADAM10 erreicht werden kann
(Postina et al., 2004). Anhand der vorliegenden Ergebnisse scheint eine externe Gabe des
Enzyms dafir nicht der geeignete Weg zu sein. Die Ergebnisse lassen vielmehr darauf
schlieRen, dass das Auftreten einer |6slichen, den kompletten extrazelluléren Bereich der
o-Sekretase umfassende Form als eine durch die Spaltung von membrangebundenem
ADAM10 entstandene Proteinform darstellt. Moéglicherweise konnte diese Spaltung von
ADAM10 die Terminierung der APP-Prozessierung bedeuten.

4.3.3 Spaltung muriner und humaner AB-Peptide durch hADAM 10s (R& D-Systems)
Im Gegensatz zum Menschen entwickeln Nagetiere im Laufe des Alterungsprozess keine
Amyloid-Ablagerungen im Gehirn. Ursache dafir ist die unterschiedliche Metabolisierung
von murinem und humanem APP (De Strooper et al., 1995). Die Uberexpression von
murinem APP in hippocampalen Neuronen der Ratte fuhrt zu einem verstarkten Auftreten des
fir den nicht-amyloidogenen Weg charakteristischen Spaltprodukts p3, wahrend die
Uberexpression von humanem APP vorwiegend zu einem Anstieg des furr den amyloidogenen
Weg charakteristischen AP40-Peptids fuhrt (De Strooper et al., 1995). Somit erfolgt die
Prozessierung der murinen Form im Vergleich zur humanen Form von APP bevorzugt durch
die a-Sekretase. Der Schliissel dazu scheint in der Aminosauresequenz der jeweiligen APP-
Varianten zu liegen. Das Protein APPsgs der beiden Spezies unterscheidet sich in 17
Aminosauren, von denen drei wiederum zwischen der 3- und a-Sekretasestelle innerhalb der
AB-Sequenz lokalisiert vorliegen. Diese drei Aminosauren sind in allen Spezies identisch, fur
die bekannt ist, dass sie im Laufe ihres individuellen Alterungsprozesses Amyloid-Plagues
bilden kdnnen (Johnstone et al., 1991). De Strooper et al. (1995) konnten zeigen, dass alein
die Rucksubstitution der innerhalb der murinen AB-Sequenz an Position 5 vorliegenden

Aminosdure Glycin zu Arginin, entsprechend der im humanen APP vorliegenden
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Aminosaure, eine schwachere Spaltung durch die a-Sekretase bewirkt. Eine vollstéandige
»Humanisierung” der drei innerhalb der murinen AB-Sequenz liegenden Aminosduren fuhrte
dazu, dass die Menge des amyloidogenen Spaltprodukts AB40 im gleichen Mal3e zunahm wie
bei der Prozessierung von humanem APP, wahrend gleichzeitig die Menge des nicht-
amyloidogenen Spaltprodukts p3 zurlick ging (De Strooper et al., 1995). Dies bestétigte, dass
die drel in Nagetieren innerhalb der AB-Sequenz des APP lokalisierten Mutationen fur die
verstérkte Prozessierung durch die o-Sekretase verantwortlich sind.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass auch die murinen AB-Substrate
AB1-28 und AB1-40 durch hADAM10s (R&D-Systems) im Vergleich zu den humanen
Peptidvarianten invitro deutlich besser gespalten wurden. Bei der Spaltung der kirzeren
Substrate A311-28 hingegen konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden
Spezies beobachte werden (siehe 3.4.4, Abb. 3.28). Diese Versuche bestétigen, dass die in der
murinen AB-Sequenz vorliegenden Aminosaurensubstitutionen flr eine verstarkte Spaltung
durch die a-Sekretase ADAM10 und damit fur eine geringere AB-Bildung in Nagetieren

verantwortlich sind.
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5 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zwei enzymatisch aktive 6siche Proteinvarianten der a-
Sekretase ADAM10 in SfO-Insektenzellen exprimiert, gereinigt und charakterisiert.

Da beide ADAM10-Proteine durch die Sf9-Insektenzellen im glykosylierten Zustand
vorlagen, wurde als Reinigungsmethode die Lektin-Affinitétschromatographie Uber
Concanvalin A gewahlt, mit deren Hilfe jewells die prozessierte und damit reife Enzymform
der beiden exprimierten ADAM10-Proteine erfolgreich, d.h. ohne die Beeintrachtigung ihrer
enzymatischen Aktivitét, gereinigt werden konnten. Dabei kam diese Methode alternativ zur
spezifischen Reinigung von hADAM10s und hADAM10splice Uber Nickel-NTA-
Affinitétschromatographie zum Einsatz. Die Bindung der Zielproteine an die Saulenmatrix
und ihre anschlief3ende Elution konnte nur durch die Verwendung hoher Natriumchlorid- und
Imidazolkonzentrationen gewahrleistet werden. Diese fuhrten jedoch innerhalb kirzester Zeit
zu einer irreversiblen Denaturierung der Zielproteine, die auch durch verénderte Pufferbe-
dingungen nicht verhindert werden konnte. Aus diesem Grund konnte mit dieser Methode
keine Reinigung erzielt werden.

Durch einen auf HPLC-Analyse basierenden Enzymtest erfolgte die Charakterisierung
der beiden Proteine hADAM 10s und hADAM10splice. Dabei wurden verschiedene sich von
der B-Amyloid-Sequenz ableitenden Peptidsubstrate eingesetzt, die zum enen den
Aminosduren 11-28 der AB-Sequenz, zum anderen dem kompletten A[40-Peptid entsprachen
und damit die charakteristische a-Sekretasespaltstelle enthielten. Des Weiteren kamen jeweils
entsprechende Peptidsubstrate zum Einsatz, die die an den Positionen 21 (Flemish) und 22
(Dutch, Italian, Arctic) der A[-Peptidsequenz vorkommenden M utationen trugen.

Alle eingesetzten Substrate wurden durch die ADAM10-Proteine hADAM10s (R&D-
Systems), hADAM10s und hADAM10splice an der a-Sekretasestelle gespalten. Durch die
hier eingesetzte Methode war zu beobachten, dass sie sich untereinander sowohl beziiglich der
Spaltung der APP18- als auch der APB40-Substrate dhnlich verhielten. Bel der Spaltung der
APP18-Peptide konnte deutlich eine von der a-helicalen Struktur des Substrats abhéngige
Spaltung durch die ADAM10-Proteine beobachtet werden, wahrend bei der Spaltung der
langeren APB40-Peptide diesbezliglich kein Zusammenhang hergestellt werden konnte. Zur
weiteren Analyse des Spaltverhaltens sind enzymkinetische Studien nétig. Im Rahmen dieser
Arbeit war es jedoch nicht mdglich, eine empfindlichere Methode, d.h. einen auf die Spaltung

entsprechender Fluoreszenz-markierter Substrate basierenden Enzym-Assay, zu etablieren.
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Des Weiteren konnte unter Verwendung entsprechender muriner und humaner AB-
Peptide eine verstérkte Spaltung der murinen Substrate AP1-28 und AB1-40 durch
hADAM10s (R& D-Systems) in vitro gezeigt werden. Dieser Versuch bestétigt die Annahme,
dass es bel Nagetieren durch die Bevorzugung der nicht-amyloidogenen Prozessierung von
APP durch die a-Sekretase ADAM10 zu keiner Bildung von Amyloid-Plagues kommt.

Neben der Substratspaltung konnte gezeigt werden, dass die ADAMI10-Proteine
hADAM10s (R&D-Systems), hADAM10s und hADAM10splice durch 10 nM des fur die
Inhibierung von ADAMI10 spezifischen Hydroxamat-Derivats Gl 254023 X in ihrer
enzymatischen Aktivitdt gehemmt wurden. Anhand dieser Ergebnisse kann man davon
ausgehen, dass es sich bei den exprimierten Proteinen tatséachlich um ADAM10-Varianten
handelt, wobei im Fall von hADAM10splice gezeigt werden konnte, dass das Fehlen der
Cystein-reichen Doméne keinen Einfluss auf die Fahigkeit der katalytischen Doméane zur
Substrat- und Inhibitorbindung hatte. Auch die Stabilitét des Enzyms scheint durch das Fehlen
der Doméane nicht negativ beeintréchtigt zu werden, da das entsprechende Lyophilisat nach 4-
wadchiger Lagerung bei 4°C noch die gleiche Aktivitat aufwies. Aktuell konnte ein Nachweis
der Splicevariante im menschlichen Gehirn nur auf mRNA-Ebene erfolgen (Yavari et al.,
1998). In dieser Hinsicht wére es interessant, die verschiedenen ADAM10-Spezies auf
Proteinebene und ihre mogliche Lokalisation in vivo zu untersuchen. Es ist nicht
auszuschlief3en, dass hADAM 10splice eine Funktion as |6sliche Enzymvariante zugeordnet
werden konnte, die entsprechend fur die Spaltung 16slicher Substrate verantwortlich wére. Ob
es sich dabel auch um die hier in vitro gespaltenen ApB-Monomere handelt, bedarf einer
entsprechenden Uberpriifung in vivo.

Auf die Spatung von membrangebundenem APP und damit der Bildung von
neuroprotektivem APPsa im Zellsystem scheinen die [Gslichen Proteine hADAM10s (R& D-
Systems), hADAM10s und hADAM10splice unter den in dieser Arbeit vorliegenden
Versuchsbedingungen keinen Einfluss zu haben. Fir die Spaltung von APP scheint vielmehr
die Membranverankerung von Enzym und Substrat eine wichtige V oraussetzung zu bilden. Es
ware jedoch vorstellbar, dass das Auftreten des extrazellularen Teils von ADAM10 in vivo
aus der Terminierung des APP-, Sheddings* resultiert.

Eine wichtige Aufgabe stellt demnach der Nachweis der [6slichen ADAM10-Proteine

sowie die Identifizierung ihrer potentiellen Substrate und deren Lokalisation in vivo dar.
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7 ANHANG

7.1 MASSENSPEK TROSK OPIE

Durch massenspektroskopische Untersuchungen wurde bestétigt, dass die Spaltung der
eingesetzten APP18- und A[340-Substrate (siehe 3.4.2) durch hADAM10s (R& D-Systems) an
der a-Sekretasestelle erfolgte (siehe Abb. 7.1 bis 7.6). In den durchgefihrten HPLC-Analysen
traten nach der Spaltung der genannten Peptide durch die Enzyme hADAMI10s,
hADAM10splice und hADAM10s (R&D-Systems) die entsprechenden Spaltfragmente mit
identischen Retentionszeiten auf. Somit ist davon auszugehen, dass die Spaltung der
jeweiligen Peptidsubstrate durch alle drei ADAM10-Proteine an der o-Sekretasestelle

erfolgte.

APP18 (17-28)  APP18 (11-28)
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Abb. 7.1: Spaltung von 30 uM APP18 durch 100 nM hADAM 10s (R& D-Systems)
EVHHQK | LVFFAEDVGSNK
Sichtbar ist das Ausgangssubstrat APP18 mit einem Molekulargewicht von 2083,4 kDa sowie

das C-terminale a-Sekretase-Spaltfragment APP17-28 mit einem Molekulargewicht von
1324,5 kDa.

143



ANHANG

Abb. 7.2:

Abb. 7.3:
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Das Ausgangssubstrat AB40 (Bachem) mit einem Molekulargewicht von 4329,86 kDa ist nach
dieser Spaltreaktion nicht mehr sichtbar. Sichtbar ist das N-terminale o-Sekretase
Spaltfragment AB40 1-16 mit einem Molekulargewicht von 1957,0 kDa.
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Spaltung von 30 uM AB40A21G durch 100 nM hADAM 10s (R& D-Systems)
DAEFRHDSGYEVHHQK | LVFFGEDVGSNKGAIIGLMVGGVV

Das Molekulargewicht des Ausgangssubstrat AB40A21G (Merck Biosciences) betrégt
4315,13 Da. Sichtbar ist das N-terminae a-Sekretase-Spaltfragment AB40A21G 1-16 mit
einem Molekulargewicht von 1955,8 Da.
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Abb. 7.4 Spaltung von 30 UM AB40E22Q durch 100 nM hADAM 10s (R& D-Systems)
DAEFRHDSGYEVHHQK | LVFFAQDVGSNKGAIIGLMVGGVV
Das Ausgangssubstrat A40E22Q (Merck Biosciences) ist mit einem Molekulargewicht von
4328,88 Da nach dieser Spaltung nicht mehr nachzuweisen. Das N-terminale o-Sekretase-
Spaltfragment AB40E22Q 1-16 it mit einem Signalpeak entsprechend einem
Molekulargewicht von 1957,2 Da zu erkennen.
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Abb. 7.5: Spaltung von 30 uM AB40E22K durch 100 nM hADAM 10s (R& D-Systems)
DAEFRHDSGYEVHHQK | LVFFAKDVGSNKGAIIGLMVGGVV
Das Ausgangssubstrat AB40E22K kann dem Signal entsprechend dem Molekulargewicht von
4328,4 Da zugeordnet werden. Das N-terminale a-Sekretase-Spaltfragment AB40E22K 1-16
entspricht einem Molekulargewicht von 1955,8 Da.
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Abb. 7.6: Spaltung von 30 uM AB40E22G durch 100 nM hADAM 10s (R& D-Systems)
DAEFRHDSGYEVHHQK | LVFFAGDVGSNKGAIIGLMVGGVV
Das Substrat AB40E22G kann dem Signal entsprechend einem Molekulargewicht von

4256,9 Da zugeordnet werden. Das N-terminale a-Sekretase-Spaltfragment AB40E22G 1-16
entspricht einem Molekulargewicht von 1955,3 Da.
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72 VEKTORKARTEN

7.2.1 Plasmidefir die Expression in Insektenzellen
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7.2.2 Plasmidefir die Expression in Sdugetierzellen
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EcoRV 1680

pIRES-hADAM10s hADAM 105

7809bp

A\
\ MNotl 3337

Apal 3475

Abb.7.14:  plRES-hADAM10s-His (siehe2.4.1.2)

150



ANHANG

7500bp

7000bp

\
‘amp marker

- ___._.-—-ECORV 1568

= ——hADAM 10splice
pIRES-hADAM10splice

7510bp

T ———BamHI 2099

\-
Clal 2630

.

’

Apal 2176
hyaroB marker

Abb. 7.15: pIRES-hADAM 10splice-His (siehe 2.4.1.2)
Bolll 13 eyt 209
R I O Hindill 912
N oy Kpnl 922
otl 980
Aval 986
Avrl 986
Xhol 986
pcDMNAS/FRT-bADAM10s -
- 7089bp
; S ——DbADAM10s
1
xbal3583 PNl 3248
Abb. 7.16:

pcDNAS/FRT-bADAM 10s-His (siehe 2.4.1.3)

151



ANHANG

Boll 13 Nryi 209

v I .
. ’ Hindlll 912
: Kpnl 922

/anl 980
pcDNAS/FRT-hADAM10s -
- 7096bp
- T~—hADAM10s
] ' '
Sphi 3255
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