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Einleitung und Zielsetzung

1 Einleitung und Zielsetzung

Far das Jahr 2040 werden ca. 81,4 Mio. demenzkranke Menschen weltweit
prognostiziert (Chu 2012). Neben den personlichen Schicksalen wird dies auch die
Gesellschaft vor neue Herausforderungen stellen. So fehlt es bereits aktuell an
finanziellen, aber auch personellen Ressourcen in der Pflege. Nach wie vor ist es nicht
moglich, die Erkrankung kausal zu behandeln. Aufgrund dessen ist es von enormer
Bedeutung, die der Erkrankung zu Grunde liegenden Pathomechanismen zu

erforschen und zu verstehen.

Die Alzheimer Krankheit (AD, Alzheimer’s Disease) wurde von Alois Alzheimer 1906
erstmals wissenschaftlich beschrieben. Dabei stellte Alzheimer den Fall der Auguste
Deter vor, in dem er von einem ,eigenartigen, schweren Krankheitsprozess der
Hirnrinde“ (Alzheimer et al. 1995) berichtete. Auguste Deter entwickelte mit 51 Jahren
zunachst unspezifische Symptome. So wurde sie grundlos eifersuchtig auf ihren Mann,
verlor die Orientierung in der eigenen Wohnung und raumte, ohne Grund,
Gegenstande von einem Ort zum anderen. Sie litt spater unter manifesten
Wahnvorstellungen und war weder zeitlich, raumlich, noch zur Person orientiert. Im
letzten Stadium der Erkrankung lag die Patientin in fetaler Stellung im Bett und war
inkontinent geworden. Auguste Deter's Gehirn wurde von Alzheimer post mortem
untersucht und zeigte, neben arteriosklerotischen Veranderungen der Gefalle, eine
senile Plaques, die wie man heute weil® durch den gestorten Abbau und die
Akkumulation von Beta-Amyloid (AR, Amyloid B) in Deter's Gehirn entstanden war
(Glenner und Wong 1984b; Masters et al. 1985).

Bei AR handelt es sich um ein Fragment des Amyloid Vorlaufer Proteins (APP, Amyloid
Precursor Protein), das durch die APP-Katalyse der - und y-Sekretasen freigesetzt
wird. Bei der familiaren Form des M. Alzheimer wird, im Vergleich zu gesunden
Menschen, meist zu viel AR produziert (Bentahir et al. 2006).

Physiologisch unterliegt AR diversen Wegen der Beseitigung, wie z.B. der
Prozessierung durch Enzyme, der Aufnahme in Neuronen, Astrozyten und Gliazellen,
der Ablagerung als extrazellulare Plaques sowie der Clearance (Beseitigung) Uber das
lymphatische System und Uber die BHS (Blut-Hirn-Schranke) (Bu 2009). Unter

anderem ergaben die Untersuchungen von Mawuenyega et al. 2010, dass die
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Clearance von AB bei AD Patient:innen mehr zur Pathogenese der Erkrankung beitragt
als die Synthese.

An der Beseitigung von AR Uber die BHS ist insbesondere der Rezeptor LRP1 (Low
Density Lipoprotein Receptor-related Protein 1) beteiligt, dessen Expression bei den
meisten AD Patientiinnen reduziert ist (Kang et al. 2000). An der abluminalen
(parenchymalen) Seite der BHS initiert die LRP1-vermittelte Endozytose den
quantitativ bedeutsamsten Weg, AR aus dem Gehirn zu transportieren. Dabei bindet
AB an zwei der vier Liganden-bindenden Domanen des Rezeptors. So lagern Mause,
deren Gen fur LRP1 endothelspezifisch ausgeschaltet wurde, im Gehirn weitaus mehr
AB an als wildtypische Mause (Storck et al. 2016).

2015 erschien eine Publikation von Willem et al., in der die alternative Prozessierung
des APP durch die sog. N-Sekretase beschrieben wird.

Dieser Weg fuhrt, kombiniert mit der Prozessierung durch die a-Sekretase, zur
Entstehung von N-Amyloid-a (An-a). Den Autoren zu Folge kann das Peptid, ebenso
wie AP, eine Beeintrachtigung der Langzeitpotenzierung (Long term potentiation, LTP),

also der synaptischen Plastizitat, auslosen.

A
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058086884 1990084

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der LRP1 Varianten.

Schematische Darstellung der (A) bereits vorhandenen Einzeldomanen- bzw. Minirezeptoren bzw. in
dieser Arbeit zu erstellenden (B) Doppeldomanenrezeptoren und (C) Dreifachdomanenrezeptoren. In
(D) wird das Protein LRP1 dargestellt (mit allen Liganden-bindenden Domanen). Vgl. 2.9 fiir weitere
Erlauterungen. Die Liganden-bindenden Domanen sind jeweils mit romischen Zahlen versehen.

Schematische Darstellung unter Vernachlassigung korrekter Proportionen und Proteinstrukturen.
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Da das neu entdeckte Fragment einen Teil der Sequenz des AB beinhaltet, stellt sich
die Frage, ob ebenfalls eine Interaktion mit LRP1 besteht. Ziel dieser Arbeit ist es
daher, zu untersuchen, ob der Rezeptor An-a binden und in Zellen aufnehmen kann.
Sollte sich An-a als Ligand fur LRP1 erweisen, soll der funktionelle Mechanismus des
Vorgangs geklart werden. Dafur sollen die Liganden-bindenden Domanen des
Rezeptors, die die Bindung mit dem Proteinfragment eingehen, bestimmt werden.
Konkret sollen zu diesem Zweck Zellmodelle etabliert werden, die entsprechend
Abbildung 1.1 verschiedene Kombinationen der Liganden-bindenden Domanen des
Rezeptors exprimieren und auf ihr Aufnahmeverhalten von An-a hin untersucht
werden. Die Erstellung der in-vitro Modelle erfordert, das Erbgut der Zellen durch virale
Partikel zu verandern (4.1.2.2). Dabei sollen sowohl die Zellen als auch das Virus fur
spatere Experimente, die die Liganden-bindenden Domanen des Rezeptors betreffen,

erneut verwendet werden konnen.

Die Ergebnisse der mechanistischen Analyse sollen schlieBlich dabei helfen, die
Pathogenese der Alzheimer Krankheit besser zu verstehen und mogliche
Ansatzpunkte fur Therapieverfahren zu detektieren, respektive eventuelle

Kontraindikationen bisheriger Therapieansatze aufzudecken.
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2 Literaturdiskussion

2.1 Morbus Alzheimer

Der Begriff der Neurodegeneration beschreibt den Untergang von Neuronen. Oft ist
dabei der Untergang zentralnervoser Neuronen gemeint. Die Folge ist der
Funktionsverlust der  ausgefallenen Nervenzellen. Bekannte  Vertreter
neurodegenerativer Erkrankungen sind Multiple Sklerose, Morbus Parkinson, Chorea
Huntington sowie M. Alzheimer.

Letztgenannte ist zusatzlich, mit ca. 60%, die haufigste Form der Demenz. Der
M. Alzheimer ist benannt nach seinem Erstbeschreiber Alois Alzheimer, der 1906 den
Fall der Auguste Deter beschrieb (Alzheimer et al. 1995). Dabei beschrieb er die
Symptome der Patientin und den Verlauf der Erkrankung. Alzheimer erforschte
mikroskopisch Hirnschnitte und beschrieb Auffalligkeiten wie arteriosklerotische
GefalRveranderungen und senile Plaques, deren typischer Bestandteil das Amyloid 3
(AB) ist, wie spater bekannt wurde (Glenner und Wong 1984b, Masters et al. 1985).
Ebenfalls wurden langliche Veranderungen an Neuronen beschrieben, welche heute
ebenfalls bekannt sind als intrazellulare, neuro-fibrillare Bandel (neurofibrillar tangles).
Diese entwickeln sich im Inneren der Neurone durch Hyperphosphorylierung des
Tau-Proteins. Dieses Protein ist unter physiologischen Bedingungen an der
Stabilisierung des Zytoskeletts beteiligt und fuhrt im hyperphosphorylierten Zustand
zur sog. Tauopathie (Mandelkow et al. 2007).

M. Alzheimer lasst sich in zwei Formen einteilen: Familiar (FAD, Familial Alzheimer‘s
Disease) und sporadisch (LOAD, Late Onset Alzheimers Disease).

Beim FAD bricht die Erkrankung friher aus, etwa zwischen dem 30. Und 60.
Lebensjahr. Zu Grunde liegen sehr haufig Mutationen in den Genen ,Prasenilin-1*
(Chromosom 14), Prasenilin-2 (Chromosom 1) und/ oder APP (Amyloid Precursor
Protein, Chromosom 21). Letzteres erklart das signifikant haufigere Vorkommen des
FAD bei Menschen mit Trisomie 21 gegenuber der Normalbevolkerung (Masters et al.
1985, Glenner und Wong 1984a). Der Anteil der familiaren Falle der Erkrankung ist mit
ca. 5% jedoch weitaus geringer als der LOAD. Bei der ab dem 65. Lebensjahr
ausbrechenden  Erkrankung wird von einem  multifaktoriell  bedingten
Pathomechanismus ausgegangen. Beiden Formen gemeinsam ist die Degeneration
von Neuronen, speziell in Neocortex und Hippocampus (Sisodia 1999), was eine

Atrophie dieser Hirnregionen zur Folge hat.

4
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Die Betroffenen erleben die ersten Symptome i.d.R. erst, wenn die Krankheit bereits
einen Groldteil der Neurone degeneriert hat. Dies macht frihes Erkennen und
Intervenieren zu einem Problem der Behandlung, da abgestorbene Neuronen
unwiederbringlich sind. AD Patientinnen kommen mit Voranschreiten der Erkrankung
immer weniger ohne Hilfe aus. Neben der Erforschung der molekularen
Pathomechanismen spielen daher auch Versorgungs- und Pflegeforschung eine
wachsende Rolle. Wahrend 2005 weltweit ca. 24,3 Mio. Menschen weltweit mit der
Erkrankung lebten, werden fur 2040 Zahlen um 81,4 Mio. prognostiziert. Diese Zahlen
sind auch mit dem demographischen Wandel zu erklaren, also einer alternden

Gesellschaft.

Die Erkrankung lasst sich in drei Phasen einteilen: Eine praklinische Phase, die milde
kognitive Beeintrachtigung (MCI, mild cognitive impairment) und schliellich das
Vollbild der Demenz.

In der Praklinischen Phase musste eine Therapie bereits ansetzen, um den Untergang
der Neurone und damit eine spatere Demenz zu verhindern. Entgegen dieser
Annahme wird jedoch auch konstatiert, eine Behandlung wahrend der Phase des MCI
ware verfriht, da nur 50% aller Menschen mit MCI anschlielend auch an AD leiden
(Gauthier et al. 2006).

Eine gezielte Diagnostik ist unumganglich. So wird aktuell an einem Bluttest geforscht,
der bereits geringe Level von AR erkennen kann (Schindler et al. 2019). Auch kann der
Liquor auf Tau, AB und APP untersucht werden. Tau scheint zur Friherkennung
jedoch insgesamt ungeeigneter zu sein, da Tauopathien erst in spateren Phasen
beginnen und kein alzheimerspezifisches Merkmal darstellen (z.B. auch bei
frontotemporaler Demenz) (Palmqvist et al. 2019). Der Nutzen einer solchen
Frahdiagnostik ware, Studien und Therapien bereits in der praklinischen Phase der

Erkrankung stattfinden lassen zu kdnnen.

2.2 Therapieansatze

Acetylcholinesterase-Inhibitoren (AchE-1) sollen den Verlust von Neuronen
kompensieren. Durch langere Verfugbarkeit von Acetylcholin, einem bedeutsamen
Neurotransmitter im synaptischen Spalt, sollen Symptome reduziert werden. Die

Erkrankung kann so jedoch nicht aufgehalten werden. Die Medikamente bringen ab
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einer gewissen Dosierung aullerdem erhebliche, periphere unerwinschte
Arzneimittelwirkungen (UAW) mit sich (Mehta et al. 2017).

Da die Ablagerungen von AR im Gehirn mit Entzindungsreaktionen einhergeht,
wurden bereits mehrfach Versuche unternommen, den Erkrankungsverlauf durch
NSAIDs positiv zu beeinflussen (Heneka et al. 2011; Meister et al. 2013). Zuletzt
erklarten jedoch die Forscher um Meyer et al. 2019 die INTREPAD-Studie fur
gescheitert, in der Naproxen (ein NSAID) Uber einen langeren Zeitraum Proband:innen
verabreicht wurde, die zwar noch nicht an M. Alzheimer litten, jedoch ein potentes
Risiko hatten, im Verlauf die Erkrankung zu entwickeln. ProbandIinnen, die Naproxen
erhielten, entwickelten in der Studie entgegen den Erwartungen sogar haufiger ein MCI
als Teilnehmende der Kontrollgruppe.

Auch A selbst ist ein Angriffspunkt der AD-Therapie: Menschen, die ein hohes Alter
erreichten und dabei keine senilen Plaques entwickelten, besitzen haufig Antikorper,
die ein Aggregieren von AB verhindern sollen.

In Tierversuchen konnte gezeigt werden, dass jene Antikorper die AB-Ablagerungen
im Gehirn verringern (Budd Haeberlein et al. 2017; Panza et al. 2016). Die beiden
Firmen Biogen und Eisai begannen daraufhin die EMERGE und ENGAGE Studien
(Phase-3-Studien), die jedoch abgebrochen wurden als klar wurde, dass die

erwarteten Ergebnisse nicht mehr erreicht werden konnten.

Um die Produktion von AB zu verringern, werden immer wieder Versuche
unternommen, die an der Entstehung beteiligten Enzyme zu inhibieren.

Dabei ist bislang vor allem die B-Sekretase BACE-1 (Beta Site Cleaving Enzyme 1) im
Fokus (Vassar et al. 1999). Verubecestat sollte BACE-1 inhibieren und so zu
niedrigeren AB Leveln im Gehirn fuhren. Auch diese Forschung scheiterte zuletzt
(Egan et al. 2019; Egan et al. 2018). Grinde flr das Scheitern der von Merck
geforderten Studien waren neben den UAW wie z.B. Schlafstérungen, Gewichtsverlust
und Sturzen, die Wirkungslosigkeit des Medikaments.

Kritiker sehen im Scheitern der Studien einen Beweis fur die Widerlegung der Amyloid-
Kaskaden-Hypothese (Panza et al. 2019).
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2.3 Risikofaktoren

Ein insgesamt gesunder Lebensstil soll das Risiko der Erkrankung senken, wie neuere
Untersuchungen bestatigten. Dementsprechend gilt ein ungesunder Lebensstil als
unspezifischer Risikofaktor flr die Erkrankung (Lourida et al. 2019, Rabin et al. 2019).
Unter allen Risikofaktoren bleibt hohes Alter der wichtigste (Hebert et al. 2003; Ferri et
al. 2005). Daneben gelten auch Diabetes Mellitus und Bluthochdruck als gesichert. Es
ist davon auszugehen, dass die meisten das Gefaldsystem und den Lipidstoffwechsel
schadigenden Risikofaktoren auch das Risiko erhéhen, an M. Alzheimer zu erkranken
(Lu et al. 2009). Zur Entstehung der Erkrankung tragen jedoch auch konkretere

Risikofaktoren bei.

Dazu gehoéren genetische Risikofaktoren, allen voran APOE4, eines von drei
mdglichen Allelen von APOE (Chromosom 19). Apo E (Apolipoprotein E) ist ein
Glykoprotein von 34 kDa GrofRe. Exprimiert wird es vor allem in Astrozyten und der
Leber. Es ist involviert in den physiologischen Lipidstoffwechsel. Bei Vorhandensein
eines Allels des APOE4 Gens (Vgl. Apolipoprotein-E-Polymorphismus) ist das Risiko
fur M. Alzheimer im Vergleich zu APOE3 3,7-fach, bei beiden Allelen sogar bis zu
12-fach erhdht (sog. Gendosis-Effekt). Dartber hinaus wird der messbare Beginn der
Erkrankung bereits fruher erreicht. Etwa 1,7% der Gesamtbevolkerung sind dabei
homozygote Trager des Gens.

APOEA4 fuhrt zu Schaden an der BHS und bei Bindung mit AB, im Vergleich zu APOE2
und APOES3, zu einer schlechteren Bindung an LRP1, den wichtigsten Rezeptor flr die
Clearance des A uber die BHS (Nelson et al. 2016;Bertram und Tanzi 2008; Durmaz
et al. 2019) (2.9).

Das an Synapsen und in Endothelzellen lokalisierte Phosphatidylinositol-binding
Clathrin Assembly protein (Picalm) wird durch das Gen PICALM kodiert, welches in
genomweiten Assoziationsstudien (GWAS) als weiterer Risikofaktor fur M. Alzheimer
ausgemacht werden konnte (Baig et al. 2010). Das Protein ist bei der
Clathrin-vermittelten Endozytose von Bedeutung und involviert in den Transport und
die Clearance von AB uber die BHS. Ein Mangel des Proteins fuhrt dementsprechend
zu einer beeintrachtigten AR Clearance. (Storck et al. 2018; Zhao et al. 2015).
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2.4 APP

Im Zentrum des M. Alzheimer steht ein Typ 1 transmembranares Protein namens APP,
dessen physiologische Funktionen vielfaltig zu sein scheinen, jedoch noch nicht
abschlieBend geklart sind. Zu diesen werden unter Anderem neuronale
Stammzellentwicklung, Schutzfunktion von Neuronen sowie die Beteiligung am
Sprossen neuer Axone gezahlt. Wahrscheinlich spielt es auch eine Rolle im Aufbau
von Synapsen. Dem Protein werden sowohl extra- als auch intrazellulare Funktionen
zugeschrieben und es soll involviert sein in diverse Signaltransduktionswege (Dawkins
und Small 2014; Muller-Hill und Beyreuther 1989). Ubiquitdr kommen verschiedene
Strukturisomere des Proteins vor, in Neuronen zum Beispiel das APP695. Die Lange
der Isoformen liegt zwischen 639 und 770 Aminosauren (AS). Der Grolteil des
Proteins ist extrazellular und besteht aus zwei Ektodomanen. Der 100 AS lange,
C-terminale Anteil des Proteins beinhaltet die Sequenz von AB und weist eine hohe
Aggregationsfreudigkeit auf (Dyrks et al. 1988).

Lokalisiert werden kann das Protein vor allem in der Plasmamembran, im Trans Golgi
Netzwerk (TGN) und im Endosom (Yamazaki et al. 1996; Selkoe et al. 1996; Kang et
al. 1987). Dort findet auch der Grolteil der Prozessierung statt (Garcia-Gonzalez et al.
2019).

2.5 Die Prozessierung von APP

Bekannt wurde das Protein nicht durch seine Eigenfunktion, sondern durch die
Produkte seiner Prozessierung. Zu nennen ist insbesondere AP, welches
namensgebend fur das Vorlauferprotein ist. APP unterliegt diversen Wegen der
Prozessierung, membranstandiges insbesondere dem Shedding (proteolytisches
Abtrennen extrazellularer Domanen) durch Metalloproteasen der Extrazellularmatrix.
Die Prozessierungsmoglichkeiten sind vielfaltig, wobei bislang zwei Wege eine
wichtige Rolle beim M. Alzheimer spielten: Der amyloidogene und der
nicht-amyloidogene Weg (Abbildung 2.1).

Beim nicht-amyloidogenen Weg fuhrt der Schnitt der a-Sekretasen (ADAM-10,
ADAM-17, ADAM-9) zur extrazellularen Freisetzung von sAPP-a (l6sliches APP-q,
soluble APP-a) und dem Verbleib von CTF-a (C-terminales Fragment-a, auch C83) in
der Zellmembran. Die Sequenz von AR wird bei dieser Art der Prozessierung zertrennt.
Dieser Weg beschreibt einen neuroprotektiven Weg der APP-Prozessierung (Kojro
und Fahrenholz 2005; Mattson et al. 1993).
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Die kombinierte Katalyse durch die - und y-Sekretase fuhrt im amyloidogenen Weg
mittels C- und N-terminalen Schnitten der AB-Sequenz zur Freisetzung des Molekuls
(Abbildung 2.1). Die Fahigkeit der y-Sekretase, auch an benachbarten Stellen zu
schneiden, fuhrt zur Freisetzung verschiedener A Spezies, die zwischen 39 und 43
AS lang sind und sich in ihrer Toxizitat unterscheiden. Auch im amyloidogenen Weg
entstehen membranstandige und |6sliche Zwischenprodukte, deren Beteiligung im
extrazellularen (sAPP) sowie intrazellularen (AICD, CTF) Stoffwechsel noch nicht
abschlieRend geklart ist, wobei die intrazellularen Fragmente genmodulierende
Funktionen zu haben scheinen (Nunan und Small 2000).

Nicht AmyloidogenerWeg  Amyloidogener Weg
« | | »
SAPP-a SAPP-3

rn Parenchym AP Plaques

OOOT00000 OO0 nn

O0COCO00ECECOCEO00CCOCHNCIN0
1900.06666600086¢ >f::_:::{';ur: 2008200080 008800900600 000!

Cytoplasma

20008600006

Abbildung 2.1: Nicht-amyloidogener und amyloidogener Weg der APP Prozessierung.

Links: Die Katalyse des APP durch die a-Sekretase fuhrt zur Freisetzung von sAPP-a und dem Verbleib
von CTF-a in der Membran. Die Sequenz von A wird zertrennt. Rechts: Die Prozessierung des Proteins
durch die B- und y-Sekretasen filhrt zur Freisetzung von AB. Dieses akkumuliert bei Uberfluss mit
weiteren AR Molekilen in Oligomeren und schliel3lich Plaques. Neben AR entstehen bei diesem Weg
sAPP-B, CTF-f und AICD (amyloid intracellular domain). Schematische Darstellung unter
Vernachlassigung korrekter Proportionen und Proteinstrukturen.

2.6 Die Toxizitat von Amyloid B

AB entsteht in allen Menschen und das bereits pranatal (Estus et al. 1992; Golde et al.
1992). Daher wird von einer physiologischen Funktion ausgegangen, die jedoch
weiterhin unbekannt ist.

Physiologisch wird v.a. AB1-40 produziert, wobei dieses auch mit der kongophilen
Amyloid Angiopathie (CAA) assoziiert ist.

M. Alzheimer ist bevorzugt mit einer langen Variante des Peptids: AB1-42/43 assoziiert.
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Sowohl AB140 als auch AP14243 weisen zytotoxische Eigenschaften auf.
Letztgenanntes ist mengenmalig  weniger vertreten, allerdings viel
aggregationsfreudiger. Es treibt die Bildung seniler Plaques voran (Jarrett und
Lansbury 1993), was vor allem an den hydrophoben Eigenschaften der zusatzlichen
Aminosauren liegt (Gravina et al. 1995).

Bei der FAD sind Mutationen im APP Gen und den PSEN-1 und PSEN-2 Genen haufig.
Folgen dieser Mutationen wurden im Anhang dieser Arbeit hinterlegt (Tabelle 27).

AB erscheint in |6slicher und unldslicher Form. In den Gehirnen von AD Patientinnen
und Patienten findet sich post mortem mehr I6sliches AB und unter den |Gslichen
Varianten signifikant mehr AB1-42/43 als AB1-40. (Podlisny et al. 1998; Kuo et al. 1996).
Auch in weiteren Studien wurde den langeren Varianten eine hohere Toxizitat
zugeschrieben als AB1-40, weshalb davon ausgegangen wurde, dass letzteres die
physiologische Form sei, wahrend die langeren Varianten pathologische
Konsequenzen mit sich brachten. Entnommene Proben von FAD Patienten stltzten
diese These letzten Endes nicht (Small und McLean 1999).

Studien konnten aufdecken, dass AP in vitro zum Absterben von Neuronen fuhrt.
Demonstriert wurde, dass AP Monomere eine wachstumsférdernde Wirkung auf die
Neuronen haben. Sobald sich jedoch Dimere und Oligomere formiert hatten, setzte die
neurotoxische Wirkung ein (Pike et al. 1991).

Es gibt Theorien, die AR zuschreiben, die Kalzium-Homdostase zu stéren (Mattson et
al. 1992) und andere, die ihm eine negative Beeinflussung der Na+/K+-ATPase
attestieren (Mark et al. 1995).

Weitere Studien sehen Kupfer und Zink als aggregationsfordernde Metalle im Fokus
des Pathomechanismus. Ebenfalls sollen reaktive Sauerstoff Spezies (Reactive
Oxygen Species, ROS) (Esmieu et al. 2019) eine Rolle spielen.

Ein indirekter Mechanismus der Toxizitat wird ebenfalls diskutiert: So kdnnte AB in
Mikroglia Vorgange induzieren, die dann auf Neurone wirken (Combs et al. 1999).
Die Gruppe um Geula et al. machte 1998 die Entdeckung, dass die Injektion reifer Ap
Spezies in die Gehirne alterer Rhesus Affen zwar neurotoxisch wirkt, die Injektion bei
jungen Affen jedoch zu nur sehr geringen neurotoxischen Effekten fuhrt.

Dies liel3 Grund zur Annahme, dass M. Alzheimer multifaktoriell bedingt ist und dass
weitere, altersassoziierte Merkmale ausgepragt sein mussen, um die Toxizitat durch

AB zu ermdglichen (Small und McLean 1999). Die verminderte Expression des
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Clearance-Rezeptors LRP1 im Gehirn ist dabei ein solches Merkmal alterer Menschen
(Kang et al. 2000).

Neuere Erkenntnisse belegen eine von den I6slichen Proteinen ausgehende Toxizitat,
weshalb nicht mehr den Plaques per se die Toxizitat zugeschrieben wird. Sie stellen
demnach lediglich ein Symptom der Erkrankung, bzw. einer hohen Ap-Last, dar.

2.7 APP Prozessierung durch die IN-Sekretase

Die Familie der Matrix Metalloproteinasen (MMP) gehort zur Enzymklasse 3
(Hydrolasen) und umfasst 23 humane bzw. 24 murine Enzyme, die, je nach Struktur
und Substratspezifitdt, in weitere Untergruppen einteilbar sind (Kollagenasen,
Gelatinasen, Stromelysine, MT-MMPs). Bei letztgenannten handelt es sich um
membranstandige Varianten der Enzyme (membrane type). Zu den Substraten der
MMPs zahlen etliche Molekule der Extrazellularmatrix (EZM), die beteiligt sind an
zellularer Differenzierung, Migration, Regulierung von Wachstumsfaktoren, Apoptose,
Angiogenese, Inflammation und Signalisierung. MMPs werden auch von Leukozyten
genutzt, um die BHS durchlassig zu machen und die Leukozytenmigration zu
ermoglichen (Zhang et al. 2010).

Auch LRP1 wird durch das Enzym MT1-MMP reguliert (Lehti et al. 2009).

MT-MMPs enthalten eine als Furin-ahnliche-Erkennungsstelle (Furin-like enzyme
recognition motif) bezeichnete Sequenz, die von Serinproteasen des Subtilisin-Typs
erkannt werden. Letztgenannte fiihren so zur Uberfiihrung des Proenzyms in die
katalytisch aktive Form. Weiter werden die Enzyme aktiviert durch Radikale, die z.B.
nach Hypoxie auftreten. Die kurze Halbwertszeit, endogene Inhibitoren (TIMPs, Tissue
Inhibitors of Matrix Metalloproteinases), sowie die Aufnahme in Zellen fihren zu einer
Homdostase der Enzyme. Wahrend die Blockade durch TIMPs dabei reversibel ist,
kann a2M (a-2-Makroglobulin), ein Ligand fur LRP1, das Enzym irreversibel binden

und so dauerhaft hemmen.

Auf zwei Weisen soll MT5-MMP (MMP-24) in die Entstehung des M. Alzheimer
involviert sein: Durch die Aktivierung pro-inflammatorischer Wege und durch
Prozessierung von APP (Baranger et al. 2016a). Letzteres fuhrt zu neuartigen
Fragmenten (Baranger et al. 2016b). Die auch als [-Sekretase bezeichnete
Metalloproteinase findet sich in Zellen des Nervensystems und ist auch in

Amyloid-Plaques prasent, was eine Beteiligung an der Pathogenese des M. Alzheimer

11
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weiter nahelegt. Tatsachlich konnte gezeigt werden, dass sich bei Abwesenheit der
N-Sekretase in 5xFAD-Mausen die AB-Level drastisch reduzierten und
dementsprechend kognitive Funktionsstérungen geringer ausfielen (Baranger et al.
2017). Auf der anderen Seite fuhrt die Katalyse von APP zu einem sAPP-n und einem
CTF-n Fragment. Letzteres kann im Anschluss sowohl durch die B- als auch die
a-Sekretase prozessiert werden. Wahrend aus der Katalyse von - und B-Sekretase
ein Fragment namens Amyloid n-p (An-B) hervorgeht, fuhren die kombinierten Schnitte
von M- und a-Sekretase zu neurotoxischen Amyloid n-a (An-a) Fragmenten, welche
Schaden an Synapsen verursachen und die LTP in vivo beeintrachtigen (Abbildung
2.2) (Willem et al. 2015; Tyan und Koo 2015; Mensch et al. 2021). Medikamente, die
in die Enzym-Homdostase der APP-Prozessierung eingreifen, waren bis dahin ein
vielversprechender Ansatzpunkt einer maoglichen Alzheimer-Therapie. Die
Arbeitsgruppe um Willem et al. konnte jedoch demonstrieren, dass die Inhibition der

an der AB-Freisetzung beteiligten Enzyme zu einem Anstieg der An-a Level fuhrte.

Alternativer Weg

SAPP-n An-B
1
n-Sekretase __, ] B'SEkT?F?_SFi e m

An-a

,
’

__--» Neurotoxizitat

- Gehirn Parenchym

o] (SEeCIIE0DEG00DS 0000 0E 00 s 0008008069 e
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8008 008080808059 0060006000060800660690000000a . LITTYTYYY
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Abbildung 2.2: APP Prozessierung durch die N-Sekretase als alternativer Weg

Ausgehend von APP695 fliihrt die gekoppelte Prozessierung von n- und p-Sekretase zu An-. Erfolgt
die Prozessierung jedoch durch N- und a-Sekretasen, entstehen die toxischen An-a Molekiile. Bei
beiden Varianten der Prozessierung entstehen membranstandige Fragmente (CTF-n, AICD) bzw. ein
I8sliches Molekil (sAPP-n). Schematische Darstellung unter Vernachlassigung korrekter Proportionen
und Proteinstrukturen.

An-a ist nicht aggregationsfreudig, resp. formiert es keine Plaques. Allerdings haben
immunhistochemische Untersuchungen ergeben, dass es im Hof der senilen Plaques
erscheint. Der Weg der Prozessierung kann durch Inhibition der B-Sekretase getriggert
werden (Willem et al. 2015).
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Fernab dieser Betrachtung des An-a, haben einige Forscher die N-Sekretase selbst
im Fokus. So konnten Garcia-Gonzalez et al. zeigen, dass sowohl die aktive als auch
die inaktive Form des Enzyms (MT5-MMP) zu einem Anstieg der Ap-Levels fuhrt. Die
Freisetzung von sAPPn-Fragmenten (Vgl. Abbildung 2.2) fuhrt laut Paumier et al.
bereits zur Akkumulation von AB-Spezies im Gehirn.

2.8 Clearance uber die Blut-Hirn-Schranke

Der Pathologie des M. Alzheimer liegt ein Ungleichgewicht zwischen Produktion und
Clearance von AB zu Grunde (Hardy und Selkoe 2002).

Dies wurde zuletzt gestutzt durch die Ergebnisse einer Studie von Mawuenyega et al.
aus dem Jahr 2010. Markierte Aminosduren wurden Probanden mit und ohne
M. Alzheimer injiziert. Anschlielend wurden die Raten der Produktion mit denen der
Clearance verglichen. Dabei wurde sowohl AB140 als auch AB1-42 untersucht. Die
Ergebnisse zeigten eine Differenz von 30% bei der Clearance von AB im Vergleich von
Probanden mit M. Alzheimer und gesunden Patienten (Abbildung 2.3).

Aus diesen Ergebnissen leitet sich die Fragestellung nach den Mechanismen und

Ursachen der verminderten Clearance ab.

Unter der BHS versteht man die Barriere zwischen dem Blut der Peripherie und des
Gehirns, die durch die Endothelzellen der Hirnkapillare gebildet wird.

Besagte Endothelzellen, Perizyten, Astrozyten und Basalmembran bilden zusammen
die sog. Neurovaskulare Einheit. Dabei induzieren Astrozyten und Perizyten die
Ausbildung der BHS bzw. ihrer molekularen Korrelate in den Endothelzellen.
Endothelzellen der BHS haben mehr Mitochondrien als Endothelzellen der Peripherie.
Grund dafur ist der enorme Energiebedarf ATP-abhangiger Transportmechanismen,
wie z.B. dem P-Glykoprotein (P-gp, ABCB1). Die Aufnahme von AP aus dem
Hirnparenchym in die Endothelzellen der BHS geschieht v.a. via LRP1. AB wird
intrazellular vom abluminalen zum luminalen Pol der Zelle bewegt und durch P-gp ins
Blut gepumpt (Storck et al. 2018).
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Abbildung 2.3: Vergleich der A Produktion und Clearance von M. Alzheimer Patienten

und Menschen ohne M. Alzheimer

Beobachtet wurden Unterschiede in (A) durchschnittlicher, fraktionierter Produktionsrate und

(B) durchschnittlicher, fraktionierter Clearancerate von jeweils Af31-40 und AB1-42.

Der angegebene p-Wert attestiert bei (A) signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen bei einem
Konfidenzintervall von 95%. Bei der Produktion (B) besteht kein signifikanter Unterschied der Gruppen.
Ubernommen und verandert von Mawuenyega et al. 2010 nach freundlicher Genehmigung von ,THE
AMERICAN ASSOCIATION FOR THE ADVANCEMENT OF SCIENCE® (8.5).

APOE hat fur die Clearance von AB eine besondere Bedeutung. So kann der
APOE-AB-Komplex besonders gut via LRP1 beseitigt werden. In unkomplexierter
Form jedoch konkurrieren APOE und AB um die Bindung an LRP1 (Shinohara et al.
2017). M. Alzheimer korreliert mit einer Degeneration der BHS. Bereits Alois Alzheimer
bemerkte bei seinen Untersuchungen von post mortem Gehirnen arteriosklerotische
Veranderungen der HirngefalRe. Tatsachlich sind Schaden am GefalRsystem mit einem
hoheren Risiko fur M. Alzheimer vergesellschaftet. Es entsteht ein Teufelskreis: Die
Ablagerung von AB in der Basalmembran der neurovaskularen Einheit resultiert aus
dem Uberfluss des Peptids und fiihrt auch zur weiteren Degeneration der BHS im
Rahmen der CAA (Magaki et al. 2018; Carare et al. 2013).
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Abbildung 2.4: Darstellung von zwei Vertretern der Mittlerweile zahlreiche Liganden
LDL-Rezeptor Familie: LDL-R und LRP1. Letzterer wird
rechts in vereinfachter, fur diese Arbeit ausreichender Form,
dargestellt. Dabei wird er reduziert auf zwei Bestandteile: Die Aufgebaut ist das Molekil aus
B-Kette und die a-Kette, welche 4 Liganden-bindende

Doménen beinhaltet. Schematische Darstellung unter einer Liganden-bindenden
Vernachlassigung korrekter Proportionen und . . )
Proteinstrukturen. Domane, die in den

fur den Rezeptor bekannt.

Extrazellularraum ragt und
einem transmembrandren bis intrazellularen C-Terminus, der eine intrazellulare
NPxY-Domane aufweist. Nach Phosphorylierung des Tyrosins im NPxY Motiv wird die
Rezeptor-vermittelte Endozytose eingeleitet (Shinohara et al. 2017).

Mutationen kénnen hier u.a. zu Hypercholesterinamien flhren, da zirkulierendes
Cholesterin nicht mehr in die Zellen aufgenommen wird und im GefalRsystem verbleibt,
wodurch Arteriosklerose entstehen kann (Jeon et al. 2001).

Verbunden werden die Abschnitte Uber eine YWTD B-Propeller Sequenz und drei
flankierende, EGF-ahnliche (Epithelial Growth Factor) Domanen (Abbildung 2.4)
Diese EGF-ahnlichen Muster treten vor allem in membranstandigen Proteinen auf und
sind 30 bis 40 AS lang. Die Muster bestehen aus sechs Cystein-Resten, welche
Disulfidbricken ausbilden. Typisch ist das Auftreten in sogenannten Repeats, also
Wiederholungen, in denen die Sequenz eine funktionelle Einheit bilden. Auch die
Liganden-bindenden Domanen der LDL-Rezeptoren sind aus Cystein-reichen

Wiederholungen (CR-Repeats) aufgebaut.

Im sauren Milieu des Endosoms erfolgt eine Ca?*-abhangige Bindung der B-Propeller
Domane an die Liganden-bindende Domane. Daran sind auch die EGF-ahnlichen

Regionen beteiligt (Rudenko et al. 2002). Bei diesem Vorgang werden am Rezeptor
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gebundene Liganden freigegeben. Die B-Propeller Domanen regulieren vermutlich
auch die Faltung der extrazellularen Portion des Rezeptors und sorgen fur die korrekte
Darstellung an der Zelloberflache. Dementsprechend konnte gezeigt werden, dass
ohne B-Propeller Doméanen keine Liganden-Bindung von RAP (Receptor-associated
Protein) oder a2M stattfinden kann (Sun et al. 2005)

Zur LDL-Rezeptor-Familie gehért auch LRP1 (LDL Receptor-related Protein 1),
welches sowohl Transport- als auch Signalfunktionen hat.

LRP1 ist der Vertreter der LDL-R Familie, der mit den meisten weiteren Proteinen
interagieren kann. Die Phosphorylierung durch Kinasen macht so Interaktionen mit
intrazellularen Proteinen wie FE65 und PSD-95 mdoglich. Das distale NPxY Motiv
initiiert dartber hinaus Uber eine Signalkaskade die Endozytose des Rezeptors (Martin
et al. 2008; Li et al. 2000). Auch mit dem Zytoskelett steht das Protein in Interaktion
(May et al. 2002). Im Gegensatz zum LDL-R fuhrt ein KO (genetischer Knockout) bei
Mausen zum Tode in utero (Herz et al. 1992). Erst 1998 gelang es der Arbeitsgruppe
um Rohlmann et al., LRP1 gewebespezifisch auszuschalten. Mittlerweile sind BHS-

spezifische KO-Mause verfugbar (Storck et al. 2016).

Nach der Expression von LRP1 als 600 kDa Einheit erfolgt noch im endoplasmatischen
Retikulum die Bindung an das Chaperon RAP. Durch eine Konformationsanderung
des Proteins gehen die Liganden-bindenden Domanen des Rezeptors keine Bindung
ein, bevor LRP1 die Zellmembran erreicht. Dadurch wird die Bindung an intrazellulare
Liganden verhindert (Neels et al. 1999). Im TGN wird das Protein von der
Serin-Protease Furin prozessiert. Daraus gehen zwei Molekule hervor, die
nicht-kovalent miteinander verbunden bleiben. Das kleinere Molekul wird als p-Kette
bezeichnet und stellt den intrazellularen bis Membran-durchspannenden Teil des
Rezeptors dar. Der Abschnitt von 85 kDa Masse enthalt die NPxY Motive (Abbildung
2.4). Die B-Kette wird im Rahmen der regulierten, intramembrandsen Proteolyse (RIP)
zertrennt, um im Nucleus als Transkriptionsfaktor zu dienen - zum Beispiel fur IFN-y
(Kinoshita et al. 2003).

Die a-Kette von 515 kDa atomarer Masse weist vier Liganden-bindende Domanen auf.
Dabei unterscheiden sich die Domanen strukturell, sodass unterschiedliche Domanen
bzw. Kombinationen von Domanen fur die Bindung bestimmter Liganden
verantwortlich sind (Moestrup et al. 1993). Die Domanen weisen zwei (Domane 1), acht

(Domane 1l);, zehn (Domane Ill) und elf (Domane 1V) CF-Regionen
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(cysteinreiche Regionen, Vgl. Abbildung 2.4) auf. Auffallig ist dabei die funktionelle
Ahnlichkeit der zweiten und vierten Doméne, weshalb haufig von einer Homologie
gesprochen wird. Tatsachlich binden die meisten Liganden fur LRP1 an Domane I
und IV. So auch AB (Neels et al. 1999).

Zu den Liganden des Rezeptors zahlen z.B. a2M, ApoE, gewebespezifischer
Plasminogenaktivator (tPA, tissue plasminogen activator), Clotting-Faktoren, Lipasen
und APP. Letzteres kann mit LRP1 sowohl intra- (via FEG5) als auch extrazellulare
Bindungen eingehen (May et al. 2002) und daher die Produktion von AR durch LRP1
beeinflusst werden (Kounnas et al. 1995; Pietrzik et al. 2002; Pietrzik et al. 2004).
LRP1 ist ebenfalls der Rezeptor, der mit 50% am meisten AB aus dem Hirnparenchym
in die Endothelzellen der BHS aufnimmt. Die Ubrigen 50% des AP teilen sich auf
andere Rezeptoren und Mechanismen auf (Storck et al. 2016).

Aktuelle Forschungsergebnisse attestieren LRP1 eine Doppelrolle im Kontext des
M. Alzheimer: Bei LRP1-Defizienz ist zwar die Clearance von AB eingeschrankt.
Gleichzeitig ist jedoch auch der amyloidogene Stoffwechselweg der APP
Prozessierung reduziert und vice versa (van Gool et al. 2019).

Durch die bereits erwahnten Enzyme ADAM10 und ADAM17 unterliegt auch LRP1
dem Shedding. Bemerkenswerterweise wird das Shedding durch erhéhte AR Level
stimuliert. Das |osliche sLRP1 kann daraufhin AR binden und zur Leber transportieren
(Liu et al. 2009).
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3 Material

3.1 Biologika und Biochemika

3.1.1 Zellen
Tabelle 1: Verwendete Zelllinien.
Zelllinie Zelltyp / Ursprung Referenz
CHO K1 Chinesische Hamster | PUCK et al. 1958
Ovarien
CHO 13-5-1 Chinesische Hamster | FitzGerald et al. 1995
Ovarien
CHO 13-5-1 LRP1 DOM | Chinesische Hamster | Rabiej et al. 2016
Ovarien
CHO 13-5-1 LRP1 DOM Il Chinesische Hamster | Rabiej et al. 2016
Ovarien
CHO 13-5-1 LRP1 DOM Il Chinesische Hamster | Rabiej et al. 2016
Ovarien
CHO 13-5-1 LRP1 DOM IV Chinesische Hamster | Rabiej et al. 2016
Ovarien
HEK-GP2-293 Humane Embryo Niere | Clontech, Mountain View,
USA
HEK-293T Humane Embryo Niere | Cannon und Strittmatter

1993

3.1.1.1 CHO-Zellen

Bei den CHO-Zellen handelt es sich um epitheliale Zellen des Ovars chinesischer

Hamster (Chinese Hamster Ovar).

Aus der CHO K1 Linie wurde, durch chemische Behandlung und anschliefende

Selektion mit dem Pseudomonas Exotoxin, die CHO 13-5-1 Linie gewonnen. Diese

weist im Vergleich zur wildtypischen K1 Linie kein funktionsfahiges LRP1 mehr auf.
Die Zelllinien D I, D I, D 1l und D IV wurden nach dem Vorbild von Willnow et al. 1994
in friheren Arbeiten erstellt (Herr et al. 2017; Rabiej et al. 2016).

Es wurde ein Western Blot der Zellen angefertigt und in Abbildung 3.1 dargestellit.
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13-5-1 DI DIl D Il D IV

245 kDa-
180 kDa—

— —

100 kDa—
75 kDa—

Abbildung 3.1: Darstellung der Minirezeptorvarianten von LRP1
Western Blot von CHO 13-5-1 Zellen, die kein LRP1 exprimieren, sowie den Minirezeptorvarianten

Domane | (D 1), Domane Il (D lII), Doméane Il (D lll) und Doméane IV (D IV). Der Western Blot wurde mit
dem r@LRP1 (1704) (oben), sowie mit dem m@Tubulin (unten) Antikérper behandelt.

3.1.1.2 HEK-Zellen

HEK steht fur Human Embryonic Kidney. HEK 293T bezeichnet dabei eine
wildtypische Zelllinie.

HEK-GP2-293 ist eine Zelllinie, die aus der HEK-293T Zelllinie abgeleitet wurde. Dabei
wurden die Zellen stabil mit den Genen ,pol“ und ,gag“ ausgestattet und sind in
Kombination mit dem Vektor pLBCX zur Verpackung viraler Partikel fahig (4.1.2.2).

3.1.2 Bakterien

Tabelle 2: Verwendete Bakterienstamme

Bakterienstamm | Gentyp Hersteller

DH5a fhuA2 A(argF-lacZ)U169 phoA ginV44 | NEB, Frankfurt
®80A a.M.
(lacZ)M15 gyrA96 recA1 relA1 endA1 thi-
1 hsdR17

3.1.3 Plasmide

Tabelle 3: Verwendete Plasmide

Bezeichnung Vektor Resistenz
LRP1-Full-Length pcDNA3.1 Ampicillin/ Kanamycin
VSV-G pcDNA3.1 Ampicillin/ Kanamycin
LRP1-Full-Length pLBCX Ampicillin/ Blasticidin
LRP1-DOMI-II pLBCX Ampicillin/ Blasticidin
LRP1-DOMIII-IV pLBCX Ampicillin/ Blasticidin
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Fir alle Klonierungsarbeiten wurde der pLBCX-Vektor der Firma Clontech verwendet.
Mithilfe des Plasmids konnten Viren produziert werden, die zur Transduktion
entsprechender Zielzellen eingesetzt wurden. Dabei waren folgende Bestandteile des

Plasmids essenziell:

e pCMV IE: Promotor des humanen Cytomegalovirus (CMV)

e W: Verpackungssignal viraler Partikel

e AMP": Resistenzgen zur Bakterienkolonien-Selektion (4.3.1)

e Blasti": Resistenzgen zur Selektion der mit dem Virus infizierten Zellen
e MCS: Mutliple Cloning Site

Weitere, zur Uberexpression eingesetzt Plasmide, kénnen Tabelle 3 entnommen

werden.

3.1.4 Marker
Fir die SDS-PAGE (4.4.3) wurden der Prism Ultra Prestained Protein Ladder sowie

der Pageruler Prestained Protein Ladder verwendet. Fir die Agarose-

Gelelektrophorese wurde der 1kb DNA Ladder verwendet.

Tabelle 4: Verwendete Marker

Name Beschreibung | Hersteller
1 kb DNA ladder 0,5-10 kB NEB, Frankfurt a.M.
PageRuler Prestained | 10-180 kDa ThermoFisher, Waltham, USA

Protein Ladder
Prism Ultra Prestained | 11-245 kDa Abcam, Cambridge, UK
Protein Ladder

3.1.5 Proteine

Tabelle 5: Verwendete Proteine und Peptide

Name Beschreibung Hersteller Referenz

1251-AB Amyloid-beta Protein | Phoenix Storck et al. 2016
(1-42) (Human) — lod- | Pharmaceuticals, INC.
125 markiert

An-a Amyloid-eta Peptid Labor C.Pietrzik, Mainz | -

(GST) mit GST Tag

An-a Amyloid-eta Peptid Labor C.Haass, Willem et al. 2015

Minchen
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3.1.6 Enzyme
Tabelle 6: Verwendete Enzyme
Name Funktion Puffer Temperatur | Hersteller
Q5 Polymerase | Polymerase far | Q5 Reaction | 98°C NEB,
PCR Buffer Frankfurt a.M.
Phusion HF | Polymerase fur | Phusion HF | 98°C NEB,
Polymerase PCR bzw. GC Buffer Frankfurt a.M.
T4 Ligase Ligation T4 Puffer RT NEB,
Frankfurt a.M.
Trypsin Biochemisches EDTA RT GIBCO/BRL,
Detachment Eggenstein
Tabelle 7: Verwendete Restriktionsenzyme
Name Schnittstelle (5° 2> 3°) Puffer Temperatur | Hersteller
BamHI HF | GGATCC (sticky end) NEB 37°C NEB, Frankfurt
CutSmart® a.M.
EcoRI-HF | GAATTC (sticky end) NEB 37°C NEB, Frankfurt
CutSmart® a.M.
EcoRV-HF | GATATC (blunt end) NEB 37°C NEB, Frankfurt
CutSmart® a.M.
Xhol CTCGAG (sticky end) NEB 37°C NEB, Frankfurt
CutSmart® a.M.
Notl GCGGCCGC (sticky end) | NEB 37°C NEB, Frankfurt
CutSmart® a.M.
Ascl GGCGCGCC (sticky end) | NEB 37°C NEB, Frankfurt
CutSmart® a.M.

3.1.7 Antikorper

Neue Antikorper Stocks wurden nach Ankunft aliquotiert und bei -20°C konserviert.

Sofern vom Hersteller nicht anders empfohlen, wurden monoklonale Primarantikorper
mit 10 ml TBS-T (Tris-buffered saline + Tween20, Tabelle 16), polyklonale

Primarantikérper mit 10 ml TBS-T + 5% Magermilchpulver, in einem 15 ml

Reaktionsgefall angesetzt.

Verdunnt wurde zunachst nach Herstellerangaben. Waren die Signale zu stark bzw.

zu schwach, wurde davon abgewichen. Den Primarantikorper-Losungen wurde jeweils

zu 0,02% NaNs zugesetzt. Das Azid-lon wird als Konservierungsmittel eingesetzt und

verhindert mikrobiellen Befall. Das aktive Zentrum der Cytochrom C Oxidase wird

blockiert und dadurch der Elektronentransport der Atmungskette behindert. Der Effekt

entspricht einer Vergiftung mit Cyanid und ist fur aerob energiegewinnende
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Organismen, also auch fur Menschen, ein universelles Gift. Daher wurde sehr

vorsichtig mit NaNs gearbeitet.

Tabelle 8: Zur Detektion auf Western Blots verwendete Primarantikdrper

Name Antigen Spezies | Verdiinnung | Hersteller/ Referenz
r@Aktin B-Aktin Kaninchen | 1:1000 Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA
m@B411E2 | LRP1 Domanen Il | Maus 1:10.000 Labor C.Pietrzik
und IV
r@LRP1 LRP1 C-Terminus | Kaninchen | 1:10.000 Labor C.Pietrzik
(1704) (B-Kette)
m@ Tubulin Tubulin Maus 1:1000 Merck, Darmstadt
m@9E10 c-myc Maus 1:5000 Labor C.Pietrzik
m@flag DYKDDDDK Maus 1:1000 ThermoFisher,
Waltham, USA
m@GST Glutathion-S- Maus 1:1000 ThermoFisher,
Transferase (GST) Waltham, USA
rat@2E9 An-a Ratte 1:1000 Willem et al. 2015

Sekundarantikdrper wurden in der Lésung angesetzt, die auch zum Blockieren der

Nitrozellulosemembran verwendet wurde.

Tabelle 9: Zur Detektion auf Western Blots verwendete Sekundarantikorper

Antikorper Spezies Verdiinnung Hersteller
Anti-Kaninchen-IlgG | Ziege 1:5000 Jackson Lab
Anti-Ratte-1gG Ziege 1:5000 Jackson Lab
Anti-Maus-l1gG Esel 1:5000 Jackson Lab
3.1.8 Primer

Tabelle 10: Zur PCR und Sequenzierung verwendete forward Primer

Name Schnittstelle | Sequenz (5° 2> 3Y)

LRP1 lead Xhol CCGCTCGAGCGGATGCTGACCCCGCCGTTGCT
LRP1 DIl Ascl GGCGCGCCAGTTGGCACCAACAAATGCCG
LRP1 B Ascl GGCGCGCCAACTCTGAGTACCAGGTCCTGTA
pLBCX - CGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTAT

M13 - TGTAAAACGACGGCCAGT

22




Material

Tabelle 11: Zur PCR und Sequenzierung verwendete reverse Primer

Name Schnittstelle | Sequenz (5 > 39)

LRP1 lead Ascl GGCGCGCCAGGGGCGTCGATAG

DIl Ascl GGCGCGCCCAGCCTTGCAGCTGTGGGGGT

LRP1 B Notl GCCGAGGCGGCCGCCTATGCCAAGGGGTCCCCTA
pLPCX - ACCTACAGGTGGGGTCTTTCATTCCC

3.1.9 Antibiotika
Tabelle 12: Verwendete Antibiotika

Name Hersteller

Ampicillin Merck, Darmstadt
Blasticidin Invivogen, San Diego, USA
Gentamycin GIBCO/BRL, Eggenstein
Kanamycin GIBCO/BRL, Eggenstein
Penicillin/Streptomycin (P / S) GIBCO/BRL, Eggenstein
Plasmocin Invivogen, San Diego, USA

3.2 Chemikalien

Tabelle 13: Verwendete Chemikalien

Name Hersteller

Acrylamid 40% (29:1) / Bisacrylamid Roth, Karlsruhe
Agarose GIBCO/BRL, Eggenstein
APS Sigma, Deisenhofen

B-Mercaptoethanol

Roth, Karlsruhe

Bromphenolblau

Roth, Karlsruhe

BSA Pierce, Rockford, USA
CaCl2 Roth, Karlsruhe
Coomassie Brilliant Blau Merck, Darmstadt
dNTPs New England Biolabs
EDTA Merck, Darmstadt
Essigsaure Roth, Karlsruhe

Ethanol Roth, Karlsruhe

FCS GIBCO/BRL, Eggenstein
6x Gel Loading Dye, Blau New England Biolabs
Glycerol Merck, Darmstadt
Glycin Roth, Karlsruhe

HEPES Roth, Karlsruhe

NP40 Sigma, Deisenhofen
Isopropanol Roth, Karlsruhe

KCL Merck, Darmstadt
Lipofectamin2000 Invitrogen, Carlsbad, USA
Magermilchpulver Ralphs, Compton, USA
MgCl2 GIBCO/BRL, Eggenstein
Methanol Roth, Karlsruhe

NaNs3 Merck, Darmstadt

NaCl B.Braun, Meisungen
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NaHCO3

Merck, Darmstadt

NaH2PO4

Merck, Darmstadt

Natriumpyruvat

Merck, Darmstadt

PageRuler Prestained Protein Ladder

Thermo Fisher Scientific

Poly-L-Ornithin

Sigma, Deisenhofen

Ponceau S

Roth, Karlsruhe

Q5 High GC Enhancer

New England Biolabs

Q5 Polymerase Puffer

New England Biolabs

SDS BioRad, Muanchen
SuperSignal Substrat fir HRP Pierce, Rockford, USA
TEMED Merck, Darmstadt

Tris Merck, Darmstadt
Tris-Hydrochlorid Roth, Karlsruhe

Triton X-100 Sigma, Deisenhofen
Tween 20 Sigma, Deisenhofen

3.2.1 Kulturmedien

Die verwendeten Zellkulturmedien wurden

vom Hersteller steril filtriert und auf

Endotoxine getestet. Im Labor wurden sie bei 4°C gelagert.

Tabelle 14: Verwendete Kulturmedien

Zellkulturmedium Verwendet fir | Hersteller
a-MEM CHO-Zellen Gibco/BRL
(a-Minimum Essential Medium Eagle)

HAM'S F-10 CHO-Zellen Gibco/BRL
HAM'S F-12 CHO-Zellen Gibco/BRL
DMEM HEK-Zellen Gibco/BRL
(Dulbecco’s Minimum Essential Medium Eagle)

Opti-MEM Transfektionen | Gibco/BRL
LB-Medium Bakterienkultur | Merck

Die Medien verwenden das NaHCOs-Puffersystem:

NaHCOs + HCL - NaCl + CO2 + H20

Daraus ergibt sich die Anforderung an Inkubatoren, CO2 abgeben zu kdnnen.

Andernfalls konnte durch Zugabe des HEPES-Puffers ein CO2-freier Inkubator genutzt

werden.

Den Medien war aullerdem Phenolrot zugesetzt.

Dadurch wurden

gravierendere pH-Abweichungen makroskopisch sichtbar. Komplettmedien enthielten

immer 10% FBS aktiv und 1% Penicillin / Streptomycin.

Der Ansatz der Medien erfolgte unter der sterilen Werkbank.
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DMEM Komplettmedium

500 ml DMEM

50 ml FBS aktiv

5 ml Penicillin (10.000 U/ml), Streptomycin (10.000 pg/ul)
5 ml Natriumpyruvat 100 mM

Alpha-MEM Komplettmedium

500 ml a-MEM

50 ml FBS aktiv

5 ml Penicillin (10.000 U/ml), Streptomycin (10.000 pg/ul)

HAM'S F10 Komplettmedium

500 ml F10

50 ml FBS aktiv

5 ml Penicillin (10.000 U/ml), Streptomycin (10.000 pg/ul)

HAM'S F12 Komplettmedium

500 ml F12

50 ml FBS aktiv

5 ml Penicillin (10.000 U/ml), Streptomycin (10.000 pg/ul)

Medium fir Transfektionen
500 ml Opti-MEM

3.3 Kits

Tabelle 15: Verwendete Kits
Name Hersteller
High Pure Plasmid Isolation Kit Roche

Xtra Midi EF NucleoBond
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3.3.1 Pufferlosungen und Losungsmittel

Tabelle 16: Verwendete Pufferlésungen und Lésungsmittel

Name Zusammensetzung
Blotting Puffer In aqH20
192 mM Glycin

25 mM Tris-Base
20% v/v Methanol

CutSmart Buffer

NEB, Frankfurt a.M.

NP40 Lyse-Puffer

50 mM Tris-Base pH 8.0
150 mM NaCl

0.02% w/v NaNs

1% NP40

PBS

In ¢aH20

13.7 mM NaCl
0,27 mM KCL
1.0 mM NaH2PO4
0.18 mM KH2POg4

Ponceau-S

In ¢aH20
5% Essigsaure
0.1% v/v Ponceau S

RIPA Lyse-Puffer

50mM Tris

1% viv NP40

0,5% w/v Na-Deoxycholat
0,1% w/v SDS

1mM Natriumorthovanadat
1x Protease Inhibitor

1x Phosphatase Inhibitor

4x Sammelgel-Puffer pH 6.8

In ¢aH20
0.6 M Tris-HCL
0.4% w/v SDS

4x Trenngel-Puffer pH 8.8

In daH20
1,5 M Tris-HCL
0,4 % w/v SDS

TBS pH 7,4

In saH20

1,37 M NaCl

27 nM KCL

0,25 M Tris-Base

TBS-T pH 7,4

1x TBS
0,05 % v/v Tween20

10x TAE-Puffer

In aaH20

0,4 M Tris

0,01 M EDTA

1% v/v Essigsaure

26




Material

3.4 Laborgerate

Tabelle 17: Verwendete Gerate und Hilfsmittel

Name

Hersteller

Agarose Gel Elektrophorese System

Biorad, Minchen

Agarose Gel Imager

INTAS, Géttingen

CO2-Inkubator

ThermoFisher, Waltham, USA

Erlenmeyerkolben

Schott, Mainz

Flachbettschuttler

Infors, Boltmingen, Schweiz

counter

Wallac Wizard 2 2470 automatic gamma-

PerkinElmer, Waltham, USA

-80°C Gefrierschrank

Liebherr, Biberach an der Rif3

-20°C Gefrierschrank

Liebherr, Biberach an der Rif3

4°C Kuhlschrank

Liebherr, Biberach an der Rif3

Heizruttler Eppendorf, Hamburg
LAS3000 Fujifilm, Japan
Lichtmikroskop Zeiss, Gottingen
Magnetrihrer RCT IKA, Staufen

Mikrotiterplatten Photometer

Anthos, Friesoythe

Mini Protean lll, Elektrophorese System

Biorad, Minchen

Mini Protean Ill, Western Blotting System

Biorad, Minchen

NanoDrop One C

ThermoScientific, Waltham, USA

Pasteurpipetten

Roth, Karlsruhe

pH-Meter

Inolab, Weilheim

Pipetten 1pl-1ml

Gilson

Pipettierhilfe Accu-Jet

VWR, Darmstadt

Protan Nitrocellulose Membranen

Schleicher&Schuell, Dassel

Thermocycler Tpersonal

Biometra, Gottingen

Sterile Hood SterilGrad

Nunc, Wiesbaden

Vortex-Genie 2

Bender&Hobein AG, Zirich

Waagen

Sartorius, Gottingen

Wasserbad GFL 1086

GFL, Burgwedel

Zentrifuge Hettrich Universal 32

Hettrich, Tuttlingen

Zentrifuge Eppendorf 5415D

Eppendorf, Hamburg

Zentrifuge Hereaus Fresco

Kendro, Langenselbold

Zentrifuge Sorvall RC5B

Kendro, Langenselbold

Ultrazentrifuge Optima TLX

Beckman Coulter, Brea, USA
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3.5 Verbrauchsmaterial

Tabelle 18: Verwendetes Verbrauchsmaterial

Name

Hersteller

Aluminiumfolie

Aro, Metro

Cellophanfolie

BioRad, Minchen

Einweghandschuhe semperguard

Semperit, Wien

Eppendorf-Reaktionsgefalle 1,5 ml

TPP, Trasadingen, Schweiz

Eppendorf-Reaktionsgefalle 2 ml

TPP, Trasadingen, Schweiz

Filterpapier

Schleicher & Schuell, Dassel

Frischhaltefolie

Aro, Metro

Glaspipetten 1 ml - 20 ml

VWR, Darmstadt

Gewebekulturschalen
(@3 cm,6cm, 10 cm)

TPP, Trasadingen Schweiz

Mikrotest Platten 96-well

Sarstedt, NUmbrecht

Multiwell Platten 6-, 12-, 24-, 48-Well

Sarstedt, Numbrecht

Nitrocellulose-Transfermembran

Hartenstein, Wirzburg

Parafilm® American National Can™

Neeah, USA

Petrischalen @ 6 cm

Sarstedt, NUmbrecht

Petrischalen @ 10 cm

Sarstedt, NUmbrecht

Petrischalen @ 15 cm

Sarstedt, NUmbrecht

Pipettenspitzen 10 pl-1000 pl

Starlab, Ahrensburg

Kryoréhrchen

Apogent, Wiesbaden

Reaktionsgefalle 0,5, 1,5 und 2,0 ml

Eppendorf, Hamburg

Sterilfilter, Minisart, 0,2 mm
Nitrocellulose

Sartorius, Gottingen

sterile Plastikrohrchen 15 ml

Greiner, Nurtingen

sterile Plastikrohrchen 50 ml

Sarstedt, Braunschweig

Zellschaber

TPP, Trasadingen Schweiz

Zentrifugenréhrchen

TPP, Trasadingen Schweiz

3.6 Software

Tabelle 19: Verwendete Software

Name Hersteller

ADAP Anthos

Citavi 6 Swiss Academic Software
Excel 2016 Microsoft

Finch TV v.1.14 Digital World Biology
lllustrator CC 2019 Adobe

ImageJ Open Source by Wayne Rasband
Labfolder Labfolder

LAS-3000 FujiFilm

Power Point 2016 Microsoft

Prism 4 GraphPad

SnapGene® Viewer 3.2.1 GSL Biotec LLC

Word 2016 Microsoft

Gamma Counter Wizard? PerkinElmer
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4 Methoden
4.1 Zellbiologische Methoden
4.1.1 Zellkultur eukaryotischer Zellen

Es wurden immortalisierte, adharente, eukaryontische Zellen kultiviert, die aus
verschiedenen Tieren stammten (s. 3.1.1.). Die Kultivierung fand standardmaRig in 10
cm Petrischalen statt.

Die Schalen wurden in einem Inkubator bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5% CO:2
gehalten. Die Zeiten aulderhalb des Inkubators wurden so gering wie nétig gehalten.
Die Schalen wurden grundsatzlich nur mit neuen Handschuhen berthrt und die Deckel
nur unter der sterilen Werkbank abgenommen. Die Medien der Zellen wurden in
regelmaRigen Abstanden auf Kontamination durch Mykoplasmen untersucht.

Die sterile Werkbank, sowie alle verwendeten Materialien bzw. Werkzeuge, die nicht
steril verpackt waren, wurden vor und nach dem Arbeiten mit einer 70% Ethanol
Losung desinfiziert. Es wurden gestopfte Pipettenspitzen bzw. Glaspipetten
verwendet. Diese und weitere Verbrauchsmaterialien wurden vor Gebrauch
autoklaviert.

CHO K1-, CHO 13-5-1- und alle daraus abgeleiteten Zelllinien wurden unter gleichen
Bedingungen in Kultur gehalten. Zur Kultur der CHO-Zelllinien wurde a-MEM,
alternativ HAMS F-12 verwendet. HEK- und -Zelllinien wuchsen in DMEM (s. 3.2.1).
Die Medien und Supplemente wurden vor der Behandlung der Zellen in ein 37°C
Wasserbad gegeben.

MEF- und HEK-Zellen wurden in Schalen gehalten, die zuvor mit Poly-D-Lysin bzw.

Poly-Ornithin inkubiert, resp. gecoatet wurden.

4.1.1.1 Medienwechsel

Je nach Konfluenz der Zellen wurde das Medium alle zwei bis drei Tage gewechselt,
sofern nicht passagiert wurde.

Dazu wurden 3 ml PBS (phosphate-buffered saline, Tabelle 16) zu den Zellen
gegeben. Bei den CHO-Zellen wurden die Schalen mehrfach geschwenkt, bei allen
anderen wurden die Schalen nur vorsichtig geneigt.

Das PBS wurde sorgfaltig abgesaugt und 10 ml frisches Medium zu den Zellen

gegeben.

29



Methoden

4.1.1.2 Zellpassage adharenter Zellen

Die verschiedenen Zelllinien wuchsen unterschiedlich schnell: So teilten sich CHO K1
Zellen weniger haufig als CHO 13-5-1-Zellen.

Die Zellen wurden mit 3 ml PBS gewaschen. Nach dem Absaugen wurden die Zellen
fur ca. 5 min. bei 37°C mit 1 ml einer einfach konzentrierten Trypsin- / EDTA-LOsung
inkubiert.

Nach Zugabe von 9 ml kompletten Mediums wurde die Losung mehrfach auf- und
abpipettiert. Es wurden 0,5 - 1 ml der Zellsuspension in eine frische Petrischale

gegeben und mit Nahrmedium auf 10 ml aufgefulit.

4.1.1.3 Zahlen und Aussaat von Zellen

Gezahlt wurde mit der Neubauer Zahlkammer. Die Zellen wurden wie in 4.1.1.2
passagiert. 20 yl Zellsuspension und 180 pl Trypanblau wurden in einem 1,5 ml
Reaktionsgefal® gemischt. Nachdem die Zellzahlplatte mit einem Deckglas versehen
wurde, konnte ein Teil der 200 ul Losung an den unteren Rand des Abdeckglaschens
pipettiert werden. Im Bereich der 4 groRen Quadrate wurde mithilfe eines Klickers
unter dem Mikroskop gezahilt.

Mit folgender Rechnung wurde die Zellzahl bestimmt:

X
1 * 100 = Zellen/pl

Anhand der Konzentrationen pro Mikroliter wurde die gewiinschte Zellzahl ausgesat.
Es wurde entweder in 6-, 12-, oder 48- Well-Platten ausgesat.

Die Anzahl der auszusaenden Zellen variierte je nach Zelllinie etwas, generell wurde
jedoch nach der Flache der Wells berechnet und ausgesat.

Die Well-Platten wurden zur Aussaat auf ein mit Ethanol durchtranktes Papier gestellt.
Dadurch wurde die eventuelle Eigenladung des Plastiks der Schalen neutralisiert und

die Zellen setzten sich gleichmaliger ab.

4.1.1.4 Kryokonservierung

Um Zellen fir einen unbestimmten Zeitraum zu konservieren, wurden diese in
flussigen Stickstoff gegeben. Die Zellen wurden wie in 4.1.1.2 beschrieben vereinzelt
und anschlieend flr 4 min. bei 180 x g pelletiert. Das Uberstehende Medium wurde

abgesaugt, ohne das Pellet zu beschadigen. Das Pellet wurde in 2 ml frisch
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angesetztem Komplettmedium, das 10% DMSO enthielt, gelost. Je 1 ml
Zellsuspension wurden in ein beschriftetes Kryorohrchen gegeben. Die Gefalie
wurden in eine Box gegeben, die raumtemperiertes Isopropanol enthielt. Diese wurde
bei -80°C inkubiert. Nach 5 Tagen wurden die Kryorohrchen in den Stickstofftank
uberfuhrt.

Um die Zellen erneut zu kultivieren, wurden sie im Wasserbad bei 37°C aufgetaut und
9 ml warmes Komplettmedium hinzugegeben. Die Zellen wurden fir 4 min. bei 180 x
g pelletiert und das Medium abgesaugt. In 10 ml neuem Komplettmedium wurde das
Pellet resuspendiert und die Zellsuspension ausplattiert.

4.1.2 Transfektion

Unter der Transfektion versteht man das Einbringen fremder DNA in eukaryontische
Zellen. Die Zellen sind so gezwungen, die eingebrachte DNA zu transkribieren.
Proteine werden dadurch Uber-exprimiert. Somit kdnnen Zellen als Modellsysteme
genutzt werden, proteinabhangige Vorgange zu untersuchen.

Die Gene wurden zuvor in Vektoren integriert, siehe 4.2.2.

4.1.2.1 Transiente Transfektion

Bei transienten Transfektionen wird Plasmid-DNA in Zellen eingebracht. Diese wird ca.
24 h nach einbringen der DNA fur einen Zeitraum von ca. 48 h abgelesen und die
entsprechenden Proteine in dieser Zeit Uber-exprimiert.

Die Expressionsmaxima unterscheiden sich je nach Zelltyp, Transfektions-Reagenz
und Vektor. Fur jedes Vorhaben mussen die Optima neu ermittelt werden.

Die Zielzellen wurden ausgesat, sodass am Tag der Transfektion eine Konfluenz
zwischen 50% und 70% vorlag.

Die Zellen erhielten nach vorsichtigem Waschen mit 3 ml PBS ein serum- sowie P / S-
freies Medium. Das Transfektionsmedium verblieb fur 4-6 h auf den Zellen.

Als Transfektionsreagenzien wurden Polyethylenimin (PEI) und das lipidbasierte

Reagenz Lipofectamine 2000 verwendet.

4.1.2.1.1 Transfektion via PEI

PEI Transfektionen sind weniger zelltoxisch und zeigen bei einfachen Transfektionen
von siRNA sowie Plasmid DNA eine hohe Effizienz. PEI dient als Fallungsmittel der
DNA. Es setzt sich um die DNA und maskiert die negative Eigenladung. Der nun nach
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aul3en positiv geladene DNA-PEI Komplex lagert sich an die anionische Zellmembran
und kann endozytiert werden. Es handelt sich dartber hinaus um eine kostengunstige
Variante.

Es wurden fur 10 cm Schalen folgende Ansatze erstellt:

Ansatz A Ansatz B
300 pl Opti-MEM — Volumen der Plasmid DNS 260 pl NaCl 0,9%
10 pg Plasmid-DNA 40 pl Polyethylenimin 1 ug/ul

Die beiden Ansatze wurden fur 10 Minuten bei RT inkubiert. Im Anschluss wurden
beide Ansatze zusammengegeben und durch Auf- und Abpipettieren gemischt. Es
folgte ein kurzes abzentrifugieren mit der Tischzentrifuge. Der Ansatz wurde erneut fur

15 Minuten bei RT inkubiert und anschliel3end zu den Zellen gegeben.

4.1.2.1.2 Transfektion via Lipofectamine 2000

Die kationischen Lipide in Lipofectamine 2000 bilden zusammen mit der negativ
geladenen DNA einen liposomalen Komplex, der gut endozytiert werden kann.

Bei der Verwendung von Lipofectamine 2000 wurden fur 10 cm Schalen folgende

Ansatze erstellt:

Ansatz A Ansatz B
500 pl Opti-MEM — Volumen der Plasmid DNS 480 ul Opti-MEM
8 ug Plasmid-DNA 20 pl Lipofectamine 2000

Die beiden Ansatze wurden fur 5 min. bei RT inkubiert, gemischt und fur weitere 20

min. bei RT inkubiert, bevor das Gemisch auf die Zellen gegeben wurde.

4.1.2.2 Stabile Transfektion

Zur Herstellung stabiler Zelllinien wurden Retroviren erstellt. HEK GP2-293 Zellen
wurden daflr als virusproduzierendes System verwendet. Mit den viralen Partikeln
wurden die Zielzellen, CHO 13-5-1, schlielich transduziert. Dazu wurden die HEK-
Zellen am Vortag in eine 10 cm Schale ausgesat, sodass am Folgetag eine Konfluenz
von 50-70% vorlag. Mittels PEI (s. 4.1.2.1.1) wurden die Zellen transient transfiziert.
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Zeitgleich mit der Plasmid-DNA wurde das VSV-G Gen zur Pseudotypisierung
eingebracht.

Ansatz A wurde jeweils fir pcDNA3.1+VSV-G und die DNA im pLBCX-Vektor
angesetzt. Ansatz B wurde unverandert zwei Mal angesetzt.

Alle folgenden Schritte wurden unter S2-Sicherheitsbedingungen ausgefuhrt.

Das umfasst neben dem Tragen von Kittel, Handschuhen, Schutzbrille und
Unterarmuberziehern das korrekte Entsorgen des Abfalls, sowie das Desinfizieren des
verwendeten Materials und der Arbeitsflachen.

Das Transfektionsmedium wurde fur 24 h belassen, die Zellen wurden anschlie3end
mit 3 ml PBS gewaschen. 10 ml komplettes Wachstumsmedium (DMEM +FCS +P/S)
wurden hinzugegeben.

Am folgenden Tag wurde das Medium abgesaugt, mit 3 ml PBS gewaschen und 5 ml
neues Medium hinzugegeben. Dieses Medium wurde nun fur 36 h mit viralen Partikeln
angereichert. Nach Ablauf der Zeit wurden die 5 ml vorsichtig in ein
Zentrifugenrohrchen Uberfluhrt. Es folgte eine Zentrifugation flir 4 min. bei 1200 x g und
eine Filtrierung der Losung.

Das Medium wurde sofort auf sterile 2 ml Reaktionsgefalle aufgeteilt und bei -80°C
eingefroren. Zum Auftauen wurde ein Gefald enthommen und in das 37°C warme
Wasserbad gestellt.

Parallel wurden die Zielzellen, CHO 13-5-1, in eine 6 cm Schale ausgesat, sodass am
Folgetag eine Konfluenz von 50-70% entstand.

Die Zellen wurden 2 Stunden vor der Transfektion mit einer 25 yM Chloroquin-Lésung
behandelt. Zellulare DNAsen wurden so ihres pH-Optimums beraubt. Sofern der
Virustiter nicht zuvor bestimmt wurde, wurden die Zielzellen mit 2 ml der Viruslosung
und 1 ml Wachstumsmedium ohne Antibiotika fur 24 Stunden bei 37°C inkubiert.
Zusatzlich wurden 6 pg/ul Polybrene hinzugegeben. Diese Konzentration wurde zuvor

durch eine Killing Curve bestimmt.
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41.2.2.1 Killing Curve und Selektion

Eine Killing Curve wurde fur jedes Selektionsvorhaben neu erstellt.

In dieser wird den Zielzellen, mit Ausnahme einer Negativkontrolle, in verschiedenen
Konzentrationen das entsprechende Antibiotikum zugeflgt.

Das Medium wird so lange erneuert, bis keine Zellen mehr sterben.

Die richtige Konzentration zur Selektion ist jene, welche Uber den Zeitraum von ca. 14
Tagen zum Tod aller Zellen fuhrte. Dies wird mit der Negativkontrolle verglichen.

Eine Killing Curve sollte fur jede Charge des Antibiotikums neu erstellt werden.

Die Selektionsphase begann nach Transduktion der Zellen. Fir die CHO 13-5-1 Zellen
ergab sich eine Konzentration von 7 pg/ml Blasticidin. Die Selektion wurde in der 6 cm
Schale gestartet. Waren die Zellen bereits zu dicht gewachsen, wurden diese zunachst
in eine groere Schale passagiert. Nach Abschluss der Selektion wurde ein Teil der
Zellen kryokonserviert.Um eine Kultur von homogen Uber-exprimierenden Zellen zu
erhalten, wurden die Zellen der erstellten Mischkolonien wie in 4.1.1.3 gezahlt und
jeweils eine halbe Zelle pro Schale in einer 48-Well Platte ausgesat. Dies wurde nach
3-7 Tagen in Form von Kolonien sichtbar. Wenn sich exakt eine Zellkolonie von
uberfuhrbarer GroRe gebildet hatte, wurde diese Platte trypsiniert und die Zellen in
zwei 6 cm Schalen Uberfuhrt. Eine Platte wurde kryokonserviert, die andere zur
Kontrolle via SDS-PAGE und Immun-Western Blot pelletiert. Nach Vergleich im
Western Blot wurden die geeigneten Klone ausgewahlt, wieder aufgetaut und konnten

fur Versuche verwendet werden.

4.1.2.2.2 Virustiter Bestimmung

Der Virustiter ist das Maly fur die Potenz eines Virus. Er beschreibt die minimal
bendtigte Menge eines gelosten Partikels in einem Volumen, die gerade noch
funktionsfahig ist. Titer sind nur innerhalb des gleichen Tests miteinander vergleichbar,
da selbst die Einheiten je nach Testprinzip variieren. In der Medizin bleibt der Titer
daher oft dimensionslos.

Mit Hilfe des Virustiters kann vor einer Transduktion in etwa geplant werden, wieviel
Viruslosung natig ist, um jede einzelne Zielzelle zu transduzieren.

Zunachst wurden die Zielzellen der CHO 13-5-1 -Linie gezahlt und 7000 Zellen in 9,45
ml Alpha-MEM geldst. Die Zelllésung wurde zu 1,35 ml in 6-Well-Platten gegeben,
sodass 1000 Zellen pro Well ausgesat wurden. Die folgenden Schritte wurden wie
4.1.2.2 unter S2-Bedingungen durchgefuhrt.
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War das Virus kryokonserviert, wurde es fur 10 min. in das 37° C warme Wasserbad
gestellt. Entsprechend Tabelle 20 wurde die Lésung unter S2-Bedingungen zu den

Zellen gegeben.

Tabelle 20: Verdiinnungsschema zur Bestimmung der Virustiter

aus Medi Vi Zell .
Verdiinnung | vorherigem edium | Virus ersuspension | inale Verdiinnung
[ul] (K] [ul] [ml]
Negativkontrolle | - 900 150 1,35 -
1:10 100 900 150 1,35 1:100
1:100 100 900 150 1,35 1:1.000
1:1.000 100 900 150 1,35 1:10.000
1:10.000 100 900 150 1,35 1:100.000
1:100.000 100 900 150 1,35 1:1.000.000

Es folgte eine Inkubation bei 37°C fur 24h, bevor die Antibiotikaselektion begann.
Diese wurde fur 14 Tage, bis zum Sterben der letzten Zellen der Negativkontrolle,
durchgefuhrt. Die Konzentration richtete sich nach der vorher angelegten Killing Curve.
Nach der Antibiotikaselektion erfolgte ein Waschschritt mit 3 ml PBS. Anschliel3end
wurden die Zellen mit je 1 ml Kristall Violett 0,1 % durch 0,22 ym Filter fir 10 min. bei
RT inkubiert. Danach wurde drei Mal sehr vorsichtig mit PBS gewaschen.

Alle Wells mit Koloniewachstum wurden zur Zahlung verwendet.

Es wurden Fotos der 6-Well-Platten gemacht und diese mit Hilfe der Software ImageJ

analysiert.

Abbildung 4.1: Die Auswertung des Titer Assays erfolgte via ImageJ

Links: Verwendetes Foto einer 6-Well Platte eines Virus Titer Assays. Lilafarbene Einfarbung der
Zellkolonien durch die Behandlung mit Kristall Violett 0,1%. Rechts: Binare Darstellung in ImageJ. Es
wurden nur Kolonien einer festgelegten Grofie in die Auswertung mit einbezogen. Die Zahlung erfolgte
semiautomatisch.
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Die Titer-Bestimmung dauerte Uber 2 Wochen, daher wurde bereits parallel die
Transduktion wie in 4.1.2.2 durchgeflhrt.

Mit folgender Formel wurden die Titer bestimmt:

Kolonien CFU

x Verdiinnungsfaktor = —

Volumen ml

4.1.2.3 Endozytose Experimente

LRP1 kann, nach Bindung von Liganden, deren Endozytose vermitteln. Dabei
gelangen sowohl Ligand als auch Rezeptor in das Innere der Zelle und durchlaufen,
abhangig von Rezeptor-Typ und Ligand, hochst unterschiedliche Wege.

Ziel dieser Arbeit war es, die Endozytose-Eigenschaften von LRP1 zu studieren. Dazu

wurden verschiedene Experimente durchgefuhrt.

4.1.2.3.1 In Vitro Endozytose

Um die Endozytose-Eigenschaften von Zellen quantitativ zu bestimmen, wurden
verschiedene Zelllinien miteinander verglichen.

Die zu untersuchenden Zellen wurden jeweils zwei Mal, also im Doppelansatz
ausgesat, sodass am Folgetag eine Konfluenz von ca. 90% herrschte. Die Zellen
wurden zunachst funf Mal mit 37°C warmem PBS gewaschen und fur 1 h mit einem
serumfreien Hungermedium inkubiert. Durch diese Hungersituation erhoht sich
generell die Dichte an Rezeptoren an der Extrazellular-Membran. Nach dem
Aushungern der Zellen wurde den Zellen erneut serumfreies Medium zugegeben.
Dieses wurde frisch vor jedem Endozytose-Experiment angesetzt und enthielt nur das
Peptid, dessen Aufnahme beobachtet werden sollte.

Die Aufnahmezeit lag zwischen 1 h und 6 h. Nach Ablauf der Zeit wurde der Uberstand
eines Wells in einem 1,5 ml Reaktionsgefalt aufgefangen und das Experiment auf Eis

gestoppt. Die Zellen wurden entsprechend 4.4 weiterverarbeitet und analysiert.

4.1.2.3.2 Endozytose von AB-l'%®

Um bereits physiologische Konzentrationen und kleinste Unterschiede messbar zu
machen, wurden radiomarkierte Moleklle verwendet .

So wurden mit 125 assoziierte Molekile verwendet. Durch die Messung der Gamma-
Strahlung konnten Ruckschlisse auf die Menge des aufgenommenen Peptids

getroffen werden. Die Vorgehensweise wurde bereits zuvor von Storck et al. 2016 bzw.
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Pflanzner et al. 2011 beschrieben. Die Halbwertszeit von 1'?> wurde mit der vom
Hersteller angegebenen Konzentration fir AB-1'® an einem bestimmten Tag
verrechnet, sodass die aktuelle Konzentration kalkuliert werden konnte. Die Zellen
wurden gezahlt und gleichartig in 24-Well-Platten ausgesat. Am Folgetag wurden die
Zellen funf Mal mit PBS gewaschen und fur 1h in Hungermedium, das lediglich 0,002%
BSA enthielt, kultiviert. Durch die BSA Zugabe wurde unspezifische Bindung reduziert.

Die folgenden Schritte wurden im Isotopenlabor durchgefihrt.

Dem serumfreien Medium fur den Aufnahme-Versuch wurde neben dem
radiomarkierten Protein und 0,002 % BSA auch HEPES zugesetzt, da der Inkubator
im Radioaktivlabor keine COz2 -Versorgung bot.

Das Medium wurde fur 1h bei 37°C auf den Zellen belassen. Nach Abschluss der
Aufnahme wurde der Uberstand eines Wells aufgefangen und spater mit den anderen
Proben als Input gemessen. Die Wells wurden auf Eis gestellt, um weitere Aufnahme
und Rezeptorrecycling zu stoppen. Es folgten finf Waschungen mit kaltem PBS.
AnschlieRend wurde zwei Mal fur 5 min. mit je 800 uyl saurem PBS (pH2) gewaschen
und die Volumina aufgefangen. Diese wurden direkt zur Messung in den Gamma
Counter Wizard? gegeben. Mit diesem Schritt wurden quantitativ die Proteine

bestimmt, die an der Zelloberflache am Rezeptor gebunden waren (Vgl. 2.9).

Auf die Wells wurden nun je 400 ul einer 0,2 M NaOH- L6sung gegeben. Diese wurde
fur 10 min. auf den Wells belassen. Anschlielend wurde die Losung auf- und
abpipettiert und in beschrifteten 2 ml Reaktionsgefallen aufgefangen. Dazu gegeben
wurden 400 pl PBS pH 7,4, mit denen die Wells noch einmal gespult wurden.

Es wurden 800 pl einer 100% TCA Losung zu dem Lysat gegeben, um die Proteine zu
fallen. Die Reaktionsgefalte wurden finf Mal invertiert und far 3 min. auf Eis inkubiert.
Nach Zentrifugation bei 12.000 x g fiir 10 min. wurde der Uberstand abgesaugt und
die Pellets im Gamma Counter Wizard? gemessen. Gemessen wurde jede Probe drei
Mal fur 60 s. Ausgewertet wurden die Zerfalle pro Minute (CPM, counts per minute).

Verwendet wurde ausschlieRlich AB-1%% der Firma Phoenix
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4.2 Molekularbiologische Methoden

4.2.1 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese diente der Auftrennung von DNA nach ihrer Lange,
wobei die negativ geladene DNA zur positiven Anode wanderte.

Beim Gielen eines Gels wurde ein Kamm installiert, welcher nach Erhartung des Gels
Taschen zum Auftragen der Proben hinterlie®. Den Gelen wurde 0,5 ug/ml EtBr
beigemischt. EtBr interkaliert mit der DNA. Die Einstrahlung von UV-Licht fuhrte so zur
Fluoreszenz. Die Lichtintensitat ist dabei direkt proportional zur Konzentration der
DNA. Zum Gielden der Gele wurde 1x TAE (Tris-Acetat-EDTA, Tabelle 16) -Puffer
verwendet. Fur ein kleines Gel 50 ml, fur ein groRes Gel 150 ml. Es wurde eine
Agarosekonzentration gewahlt, bei der die zu untersuchenden DNA-Fragmente gut
dargestellt werden konnten. Entsprechend wurden zwischen 0,5 % und 2 % Agarose
zum Puffer gegeben. Die Losung wurde in einem Erlenmeyer Kolben in einer
Mikrowelle erhitzt. Dabei wurden mehrmals 600 W flr ca. 10 s gewahlt, bis die Agarose
komplett im Puffer geldst war. Nach kurzem abkuhlen bei RT wurde die Lésung in eine
Gelkammer gegeben. EtBr wurde an dieser Stelle dazugegeben und mit der Losung
vermischt. Der Kamm wurde entsprechend der bendtigten Taschenanzahl ausgewahlt
und in das Gel gesteckt. Es folgten ca. 15 min., in denen das Gel erkaltete und sich
verfestigte. Der Kamm wurde anschliel3end vorsichtig entfernt und die Proben wurden
geladen. Dabei wurden die Proben mit Gel Loading Dye zu einfacher Konzentration
vermengt. Die elektrische Spannung wurde mit ca. 120 V angelegt, bis die Lauffront

unten im Gel angekommen war.

4.2.2 Klonierung

Unter dem Begriff der Klonierung versteht man die identische Vervielfaltigung von
DNA-Molekulen. Dabei wird DNA in einen Vektor eingebracht. Klonierungen wurden
angefertigt, um rekombinantes Protein von Zellen exprimieren zu lassen und
anschlieBende Untersuchungen zu ermdéglichen. Zunachst musste ein
Expressionsvektor ausgewahlt werden, in den die DNA integriert werden sollte. In
dieser Arbeit wurde der pLBCX Vektor verwendet (8.3.1). Die Integration in den
pLBCX Vektor war dabei essenziell ndtig, da dieses Plasmid fur die Erstellung viraler
Partikel via HEK GP2 Zellen bendtigt wird. Als Template wurde pcDNA3.1.LRP1
verwendet. Zur Vervielfaltigung eines DNA-Abschnitts wurde die PCR (4.2.2.2)

angewandt.
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Durch Restriktionsverdau und anschlieRende Ligation wurde die DNA in den
Expressionsvektor eingebracht. Da die auf diese Weise generierte Menge an Plasmid
sehr gering war, musste im Anschluss eine bakterielle Transformation erfolgen, bei der
enorme Mengen an Plasmid-Kopien entstanden. Zwischenschritte der Klonierung
wurden via Agarose-Gelelektrophorese gemonitort.

Die Konzentration der Plasmide war zunachst aulierst gering, sodass nach einer

Aufreinigung die bakterielle Transformation durchgefiuhrt wurde (4.3.1).

4.2.2.1 Primerdesign

Mithilfe des Programms SnapGene Viewer wurden Primer designt und
Klonierungsarbeiten geplant. Primer wurden entweder zur Sequenzierung oder zur
Klonierung erstellt. Dabei wurde die Produktion in Auftrag gegeben. Primer zur
Sequenzierung bendtigten keine Schnittstelle fur ein Restriktionsenzym. Fur
Klonierungen mussten DNA-Fragmente mit Restriktionsenzymen behandelt werden
konnen. Die DNA-Sequenz wurde in SnapGene Viewer gesucht. Fur Anfang und Ende
wurden ein forward- und ein reverse-Primer kreiert. Diese sollten nicht nur direkt an
der komplementaren DNA binden kdnnen, sondern auch Uber einen Uberstehenden
Teil verflgen, der eine entsprechende Schnittstelle fur zuvor ausgewahlte
Restriktionsenzyme darstellt. Um das Leseraster nicht zu beeinflussen, wurden

nétigenfalls zusatzliche Basenpaare eingebracht.

4.2.2.2 PCR

PCR ist die Abklrzung fir Polymerase Chain Reaction (zu Deutsch: Polymerase
Kettenreaktion). Das enzymabhangige Verfahren dient der Vervielfaltigung expliziter
DNA-Abschnitte. Das Prinzip der Methode setzt sich aus drei Bestandteilen
zusammen:

1. Denaturierung: Durch Erhitzen trennen sich beide DNA-Strange voneinander
und liegen anschlieend als Einzelstrange vor.

2. Primer Anlagerung (Annealing): Durch AbklUhlen lagern sich die
hinzugegebenen Primer an die entsprechenden Abschnitte der DNA an. In
dieser Arbeit wurde das Annealing stets bei 72°C durchgefiihrt. Dies wurde
aufgrund des hohen GC-Gehalts der verwendeten Primer gewahilt.

3. Elongation. Von 5% in 3'-Richtung synthetisiert die Polymerase nun den

Komplementarstrang.
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Im Anschluss wurden die Schritte in gleicher Reihenfolge so oft wiederholt wie
gewunscht. Dadurch wurden die DNA-Fragmente exponentiell vervielfaltigt. Neben der
Polymerase wurden ein entsprechender Puffer sowie dNTPs (Desoxy-Nukleosid-
Triphosphat, Tabelle 13) hinzugegeben. Es wurden zwei verschiedene Polymerasen
verwendet. Die Bedingungen unterschieden sich au3erdem je nach Primer und DNA-

Lange.

Tabelle 21: PCR-Ansatze fir eine 50 pl Reaktionslésung

Reagenzien Phusion HF Polymerase |Q5 Polymerase
DEPC H20 28,5 ul 23 ul
5x Phusion HF Buffer 10 pl -
Phusion HF Polymerase 0,5 pl -

5x Q5 reaction buffer - 10 ul
5x Q5 GC Enhancer - 10 pl
Q5 DNA Polymerase - 0,5 ul
dNTPs 1 ul 1 ul
Forward Primer 10 yM 2,5yl 2,5 ul
Reverse Primer 10 uM 2,5yl 2,5 ul
DNA-Matritze 1 ug/ul 5 ul -
DNA-Matritze 2,5 ng/pl - 0,5 ul

Tabelle 22: Bedingungen bei der PCR

Schritte Phusion HF Polymerase |Q5 Polymerase
Denaturierung initial 95°C:30s—-180s 98°C:30s—-180s
Denaturierung repetitiv |95°C: 15 s 98°C: 10 s

Annealing 72°C:20 s 72°C:20 s 30x
Elongation 72°C: 50 s pro kB 72°C: 50 s pro kB

Zyklen 30 30

Finale Elongation 72°C: 300 s 72°C: 300 s

4.2.2.3 Restriktionsverdau

Um DNA-Fragmente in einen Vektor zu integrieren, mussten sowohl Vektor als auch
Fragment einem Restriktionsverdau unterzogen werden. Dabei wurden die Primer
bereits so gewahlt, dass sie den entsprechenden Restriktionsenzymen die benotigten
Schnittstellen boten. Fragment und Vektor wurden mit den gleichen Enzymen verdaut.
New England Biolabs gab fur seine Enzyme entsprechende Temperaturoptima sowie
Wirkdauern aus und ob zwei Enzyme unter den gleichen Konditionen verwendet
werden konnten. Durch den Verdau entstanden blunt-ends oder sticky-ends. Es wurde
in dieser Arbeit immer der NEB CutSmart Puffer verwendet.
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4.2.2.4 Ligation

Wurden Vektor und DNA-Fragment durch Restriktionsenzyme verdaut, folgte die
Ligation. Die Ligase verband dabei die korrespondierenden Enden von Vektor und
Fragment miteinander, sodass ein funktionsfahiges Plasmid generiert wurde.

Von grofer Bedeutung war das Konzentrationsverhaltnis von Vektor zu Fragment. Um
die Gefahr der Selbst-Ligation des Vektors zu minimieren, wurde i.d.R. ein
Massenverhaltnis von 3:1 berechnet.

Meist wird die Ligation in Teilschritten durchgefiihrt (Obermoeller-McCormick et al.
2001). In dieser Arbeit wurde die Ligation der einzelnen Bestandteile in einem Schritt
durchgefuhrt. Ligiert wurde Uber Nacht bei RT.

Tabelle 23: Ligation mit der NEB T4 Ligase fir einen 30 pl Ansatz.

Reagenzien Volumen [pl]

T4 Ligase Buffer 10x 3 ul

T4 Ligase 1,5 pl

Vektor 1 Teil

DNA-Fragment 3 Teile

DEPC-H20 30 ul — 4,5 yl — Volumen Vektor und Fragment

4.2.3 Aufreinigung

Um die Effizienz nachfolgender Restriktionsverdaue oder anderer, enzymabhangiger
Prozesse zu erhdhen, folgte auf die PCR eine Aufreinigung. Dabei wurde das PCR-
Produkt von Salzen und Chelatoren der PCR-Puffer befreit, die Enzyme hatten
behindern kdnnen.

Die Aufreinigung der PCR Produkte erfolgte mit dem NucleoSpin Extract Il Kit der
Firma Clontech. Dabei wurde nach den Herstellerempfehlungen gearbeitet.

Ebenfalls wurden Fragmente nach Exzision aus einem Agarose-Gel aufgereinigt. Auch
hier wurde nach den Empfehlungen des Herstellers gearbeitet. Nach der Aufreinigung
wurden stets die Konzentrationen der DNA mittels NanoDrop One C (Tabelle 17)

bestimmt.
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4.3 Mikrobiologische Methoden

4.3.1 Hitzeschocktransformation

Bei der Transformation werden kompetente Zellen, resp. zur DNA-Aufnahme befahigte
Bakterien, verwendet, um DNA zu vervielfaltigen. Die DNA liegt dabei als Plasmid vor
und wird, entsprechend dem exponentiellen Wachstum der Bakterien, vervielfaltigt.
Verwendet wurden DHS5a-Zellen (s. Tabelle 2). Diese wurden zu 40 pl bei -80°C
gelagert und kurz vor der Transformation herausgenommen. 7 yl der Plasmid-DNA
wurden dazu gegeben und durch leichtes, mehrmaliges Schlagen gegen das
Reaktionsgefal® mit den Bakterien vermischt. Es folgte eine Inkubation flr 20 min. auf
Eis. Fur 50 s wurde das Gefal in ein Wasserbad bei 42°C gegeben, nach Ablauf der
Zeit zugig wieder auf Eis gestellt und dort fur 2 min. belassen. Durch den Hitzeschock
bei 42°C sollten die Bakterienwande porés werden und die DNA-Aufnahme
ermoglichen. 400 pl LB-Medium (lysogeny broth, Tabelle 14) wurden hinzugegeben.
Das Reaktionsgefaly wurde nun flr 2 h bei 37°C in einem Thermo-Schuttler inkubiert,
anschlieBend fiir 1 min. bei 6000 RPM zentrifugiert. 350 ul des Uberstandes wurden
vorsichtig entnommen und verworfen. Das am Boden des Reaktionsgefalles
entstandene Pellet wurde in den verbliebenen Uberstand resuspendiert. Mit sterilen
Spateln wurde die Lésung auf vorbereitete, Antibiotikahaltige LB-Agarplatten gegeben
und ausgestrichen. Die Platten wurden Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Das
Antibiotikum wurde entsprechend dem auf dem Plasmid vorhandenen Resistenzgen
ausgewahlt und gewahrleistete, dass lediglich Kolonien auf der Platte wuchsen, die
das Plasmid zuvor aufgenommen hatten.

Im Folgenden wurde eine Vorkultur angesetzt. Daflir wurden 6 ml Antibiotikahaltigen
LB-Mediums fur eine gewachsene Bakterienkolonie verwendet. Die Kolonie wurde mit
einer sterilen Pipettenspitze aufgenommen und in das Medium gegeben. Der Kolben
wurde fur 8 h bei 37°C im Thermoschuttler inkubiert. Im Anschluss wurden 4 ml der
Vorkultur in 200 ml antibiotikahaltiges LB-Medium gegeben. Diese Hauptkultur wurde
erneut fur 8 h bei 37°C auf dem Thermoschuttler inkubiert.

4.3.2 DNA-Extraktion

Die Vervielfaltigung der Plasmid-DNA fand mit der Transformation statt. Um die
Plasmide jedoch zur Transfektion verwenden zu kdnnen, mussten sie aus den

Bakterien isoliert werden.
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Um den Erfolg einer Klonierung zu beurteilen, wurde eine Mini-Praparation
durchgefuhrt. Auf diese Weise wurde die Plasmid-DNA vervielfaltigt, um sie in einem
Agarosegel darstellbar zu machen. Verwendet wurde das High Pure Plasmid Isolation
Kit (Tabelle 15). Es wurde entsprechend den Herstellerangaben gearbeitet.

Zur abschlieRenden Gewinnung hoherer Mengen an Plasmid-DNA wurde das Kit
NucleoBond Xtra Midi EF (Tabelle 15) verwendet. Es wurde entsprechend den
Herstellerempfehlungen gearbeitet. Die Konzentration der Plasmid-DNA wurde mit

dem NanoDrop One C bei 260 nm bestimmt.

4.4 Proteinbiochemische Methoden

4.4.1 Proteinextraktion

Zunachst wurden die Zellen auf Eis inkubiert, um weitere biochemische Prozesse nach
Abschluss des Experiments weitestgehend zu unterbinden. Die Zellen wurden funf Mal
mit 4°C PBS gewaschen, wobei die Menge nach Schalengrof3e variieren konnte.
Nach Endozytose-Experimenten wurden die Zellen noch zwei Mal mit pH2 PBS
gewaschen. Dadurch Iésten sich oberflachlich gebundene Liganden von LRP1 (2.9).
Die Zellen wurden mit einem Plastikschaber in PBS abgekratzt und in 1,5 ml bzw. 2 m|
Reaktionsgefallen aufgefangen. Es folgte eine Zentrifugation fur 4 min. bei 4°C und
7000 RPM, wodurch die Zellen pelletiert wurden. Der Uberstand wurde vorsichtig
abgesaugt und die Pellets, je nach Grolde, mit 30-500 pl eines Lyse-Puffers inkubiert.
Es fanden entweder NP40-, oder RIPA-Puffer Anwendung (Tabelle 16). Diesen wurde
ein Protease-Inhibitor in 50-facher Verdinnung hinzugegeben.

Durch Vibration wurden die Pellets im Lyse-Puffer gelost und fur 20 min. auf Eis
inkubiert. Anschlieend wurde fir 20 min. bei 4°C und 14.000 RPM zentrifugiert.

Die Uberstéande wurden in neue ReaktionsgefaRe Uberfiihrt und bis zur weiteren

Verarbeitung bei -20°C konserviert.

4.4.2 BCA Assay und photometrische Konzentrationsbestimmung
Nach der Extraktion der Proteine wurde die Gesamtproteinkonzentration des Lysats
bestimmt. Dies geschah mit dem BCA Protein Assay Kit (Tabelle 15), basierend auf
der Methode von Smith et al. 1985.

Bei der sog. Biuret-Reaktion werden, in alkalischer Losung, Cu?*-lonen durch die
Peptidbindungen der Proteine chelatiert und dabei zu Cu* reduziert. Cu* komplexiert
mit BCA und bildet einen chromatogenen Farbkomplex. Dieser entspricht in seiner
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Intensitat der Menge an Protein und kann makroskopisch durch einen Farbumschlag
der hellgrinen Losung nach lila beobachtet werden. Durch Messung der Losungen in
einem Photometer bei 562 nm konnte die Beobachtung objektiviert und die
Konzentration bestimmt werden. Der BSA Standard diente dabei zur Eichung (Tabelle
24).

Tabelle 24: BSA Standardreihe fur BCA-Assay

Konzentration [ug/ pl] H20dd [pl] BSA Standard 1 mg/ ml [pl]
0 25 0

100 22 2,5

200 20 5

300 17,5 7,5

400 15 10

500 12,5 12,5

Das Kit bestand aus zwei Komponenten: Losung A (BCA) und Losung B (CuSOa). Fur
jeden Versuch wurden die beiden Losungen frisch miteinander vermengt, wobei
Lésung B 1:50 mit Losung A gemischt wurde. Die Gesamtmenge richtete sich nach
der Anzahl der Proben zzgl. der Standardreihe aus 6 Proben.

Das Zell-Lysat wurde, 1:10 in ¢aH20 (doppelt deionisiertes Wasser) verdinnt, in einem
1,5 ml Reaktionsgefald angesetzt. Eine Standardreihe aus aufsteigenden
Konzentrationen einer BSA Losung (0-500 ng/pl) wurde entsprechend Tabelle 24 in
1,5 ml ReaktionsgefalRe pipettiert. 500 pyl der BCA Lésung wurden jeweils in die
Reaktionsgefalle pipettiert. Nach kurzem abzentrifugieren mit der Tischzentrifuge
wurden die Proben fur 30 min. bei 60°C auf dem Thermoschuttler inkubiert und
geschuttelt.

Das Prinzip der Photometrie basiert auf dem Gesetz von Lambert und Beer, nach

welchem gilt:
E=c*d*e.

Die Extinktion wird beeinflusst von der Wellenlange. Anhand der ermittelten
Konzentration konnte von jeder Probe die gleiche Proteinmenge bzw. Konzentration

zur weiteren Analyse verwendet werden.
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4.4.3 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

SDS-PAGE ist eine essenzielle Methode der Proteinanalytik, basierend auf den
Ergebnissen von Laemmli 1970. SDS (Sodium dodecyl sulfate) ist ein Detergens,
welches zur Denaturierung von Proteinen und zur negativen Ladung von Proteinen
fuhrt.

Die Negativierung der Proteinladung ist essenziell, damit alle Proteine im elektrischen
Feld zur positiven Anode wandern. Um eine Auftrennung nach ProteingrofRe zu
gewahrleisten, wurde zwischen Kathode und Anode ein Polyacrylamidgel platziert,
welches die Proteine passieren mussten. Die Proteine blieben entsprechend ihrer
Grofle im molekularen Netz hangen, sodass grof3e Proteine weiter oben, kleine
Proteine weiter unten im Gel zum Stillstand kamen.

Die Gele setzten sich aus zwei Komponenten zusammen: Die Proteine wurden auf
das gro3porige Sammelgel geladen. AnschlieRend passierten sie das kleinporige
Trenngel. Um die ProteingroRe entsprechend der Hohe im Gel deuten zu kdnnen,
wurden auf jedes Gel Marker bekannter Grolden aufgetragen. Diese waren farblich

markiert und makroskopisch sichtbar.

4.4.3.1 GieRen der Gele

Die Gele fur die SDS-PAGE wurden selbst gegossen. Dazu wurde das Gelsystem der
Firma BioRad verwendet. Zuerst wurden die Glasplatten, entsprechend der
gewunschten Dicke (0,75, 1,0 oder 1,5 mm) ausgewahlt und mit 70% Ethanol
gereinigt. Die Platten wurden in einen Halter eingesetzt, dieser wurde in einen Stander
geklemmt. Die Basisplatten der Stander wurden mit einer dinnen Schicht Silikongel
vorbehandelt. Die LOsungen wurden in 15 ml bzw. 50 ml ReaktionsgefalRen angesetzt
und direkt aus diesen zwischen die Glasplatten gegossen. Zuletzt kamen zu den
Ldsungen jeweils APS und TEMED dazu, um die Reaktion zu starten.

TEMED fungiert als Katalysataor. APS wurde dabei zersetzt, wodurch Sulfatradikale
frei wurden. Das Trenngel wurde zuerst und bis zu einer Hohe von 2,5 cm unterhalb
der Oberkante gegossen. Direkt nach dem GielRen wurde eine dinne Schicht 100%

Isopropanol daruber pipettiert und das Gemisch fur 10 min. bei RT inkubiert.

45



Methoden

Tabelle 25: Zusammensetzung eines Polyacrylamid Gels

Readgenzien 8% 10% 12% 14% 4%
9 Trenngel | Trenngel | Trenngel | Trenngel | Sammelgel

adH20 5,5ml 5ml 4,5 mi 4 mi 1,563 ml

5 .
40% Acrylamid | 5 2,5 ml 3 mi 3,5 ml 312 ul
(29:1)
Trenngel-Puffer | 5 5 i | 2,5 mi 2,5ml 2,5ml -
pH 8.8
Sammelgel-
Puffer pH 6.8 |- - J - 625yl
10% APS 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 25 ul
TEMED 10 pl 10 pl 10 ul 10 pl 2,5l

Nach weiteren 10 min. wurde das Isopropanol abgeschuttet, das Gel mit 4.aH20 gespult
und mit einem Filterpapier vorsichtig getrocknet. Das Sammelgel wurde direkt auf das
Trenngel gegossen. Direkt nach dem Eingiel3en wurde der Gelkamm, entsprechend
der gewunschten Zahl an Wells (10-15), luftblasenfrei eingesetzt. Nach weiteren 10
min. war auch das Sammelgel fest und der Kamm konnte entnommen und die Taschen
mit SDS-Puffer gespult werden.

Die Gele wurden nie am gleichen Tag gegossen, an dem sie zur Elektrophorese
verwendet wurden, da die Polymerisation nicht unmittelbar nach erharten des Gels
abgeschlossen ist. Die Gele wurden in nasse Zellulose eingewickelt und in Plastiktuten
verschlossen bei 4°C gelagert.

4.4.3.2 Vorbereitung der Proben

Es wurden, je nach Fragestellung, unterschiedliche Mengen Protein auf die Gele
aufgetragen. Wurde der Uberstand aufgetragen, wurde dabei so viel Volumen wie
moglich verwendet.

Zusammen mit Rotiload, einem SDS-Puffer mit blauem Farbstoff und (-
Mercaptoethanol, wurden die Proben flir 5 min. bei 95°C gekocht. Dabei wurde
Rotiload einfach konzentriert dazugegeben. Durch die Temperaturerhéhung verloren
die Proteine ihre Quartarstruktur. Durch SDS und -Mercaptoethanol wurde auch die
Sekundar- und Tertiarstruktur aufgehoben.
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4.4.3.3 Bedingungen bei der SDS-PAGE

Die gekochten Proben wurden mit Ladespitzen in die Wells pipettiert. Dies geschah
vorsichtig, sodass keine Luftblasen die Proben wieder aus den Wells heben konnten.
Es wurde zunachst flr ca. 30 min. eine Spannung von 100V angelegt. Sobald eine
einheitliche Lauffront sichtbar war, wurde auf 150V erhoht, bis die Lauffront ca. 0,5 cm
vor Ende des Gels ankam. Das Gel wurde samt Glasplatten aus der Kammer
entnommen. Mit einem Metallhebel wurden die Platten voneinander getrennt und das
Gel konnte vorsichtig entnommen werden. 1.d.R. wurden die Uberreste des Gelkamms

abgetrennt.

4.4.4 Coomassie Polyacrylamid-Gel Farbung

SAPP 751  sAPP 695 Der Coomassie-Farbstoff farbt Proteine in
Polyacrylamid Gelen blaulich ein. Durch
180 kDa— . .. .

2 Coomassie Gelfarbungen lassen sich auf
128 EhE= dem Gel vorhandene Proteine ohne
Western Blotting (4.4.5) und

100 kDa— ) .
anschliefende Immundetektion
— nachweisen. Da alle auf dem Gel
vorhandenen Proteine dargestellt
63 kDa— werden, handelt es sich um ein

unspezifisches Verfahren. Die

Abbildung 4.2: Coomassie Gelfarbung am Farbemethode wurde verwendet, um die

Beispiel der Proteinlosungen sAPP 751 Reinheit von Proteinlésungen  zu

und sAPP 695 .
ermitteln.

Getestet wurde, ob die jeweiligen Lésungen rein L
waren. Es waren auRer den erwarteten Banden Das Gel wurde vorsichtig aus der

keine weiteren zu erkennen. Daher konnte hier von
reinen Proteinldsungen ausgegangen werden.

(Marker: Abcam Prism Ultra Protein Ladder) gedeckelten Behélter gegeben. |n dlesem

Behalter befand sich die Coomassie Farbe Losung. Durch die Essigsaure verringerte

Kammer entnommen und in einen

sich der pH-Wert der Losung, wodurch der negativ geladene Farbstoff besser an die
positiv geladenen Proteine binden konnte. Nach einer Inkubation tGber 1 h wurde flr
10 min. in 10%-Essigsaure inkubiert.

Es folgten zwei weitere Schritte, in denen entfarbt wurde. Fur 1 h wurde eine Entfarbe
Losung aus 20% Ethanol und 7% Essigsaure, uber Nacht eine 10% Essigsaure
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Losung auf dem Gel belassen. Der Behalter wurde in den Inkubationszeiten
kontinuierlich geschwenkt.

Die Auswertung des Gels erfolgte eingeschweildt in einer Folie auf einem Computer-

scanner.

4.4.5 Western Blot
Edwin Southern gilt als der Erfinder der Blotting Technik. 1975 entwickelte er das nach

ihm benannte Southern Blotting. Mit diesem Verfahren lie sich DNA nachweisen.

In Anlehnung daran entstanden der Northern Blot (RNA Nachweis) und der Western
Blot (Protein Nachweis), sowie Northwestern und Southwestern Blot (Interaktion von
RNA bzw. DNA und Proteinen).

Beim Western Blot wurden durch die Anlage einer elektrischen Spannung die Proteine
eines Polyacrylamid Gels auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Transferierte
Proteine wurden durch die Anschlieende Antikdrperbehandlung sichtbar gemacht.
Bei 4°C wurden 30 V fur einen Zeitraum von 10 h angelegt. Nach Ablauf der Zeit wurde
die Membran mit ¢aH20 von Ruckstanden befreit und kurz mit Ponceau S (Tabelle 16)
inkubiert. Dadurch wurden alle Proteinbanden sichtbar gemacht, wodurch die
Gleichmaligkeit des Aufladens der Proben beurteilt werden konnte. Im Anschluss
wurde die Membran fur 30 min. bei 40°C mit TBS-T + 5% Magermilchpulver inkubiert,

um unspezifische Bindung zu vermindern.

4.4.5.1 Antikorperbehandlung und Auswertung der Western Blots
Proteine besitzen Epitope. Diese werden von spezifischen Antikorpern erkannt und
gebunden. Dabei erfolgte die Inkubation der Western Blots zunachst Uber Nacht bei
4°C oder fur 2 h bei RT mit einem Primarantikorper, der die Epitope der Proteine
binden konnte. Es folgten 5-10 min. Inkubation in TBS-T auf einem Schuttler, was zwei
Mal wiederholt wurde. Anschliefend wurde der Blot fir 1 h mit einem
Sekundarantikdrper behandelt. Dieser war gegen die Antikorper des Tieres gerichtet,
aus dem die Primarantikorper stammten. Der Sekundarantikorper ist mit dem Enzym
HRP (horse radish peroxidase) assoziiert.

Nach Ablauf der Zeit erfolgten erneut drei Waschschritte fur 5-10 min. in TBS-T.
Allen Antikorpern wurde 0,02 % NaNs zugefugt.

Das mit den Sekundarantikérpern assoziierte HRP sorgte, nach Zugabe des Substrats

Luminol flir das Sichtbar werden der entsprechenden Proteinbanden. Um
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Bandenintensitaten zu objektivieren, wurden diese mit dem Programm ImageJ
ausgelesen und in Exceldateien ausgewertet. Bei jedem Western Blot wurde eine
Ladekontrolle angefertigt. Daftir wurden entweder m@Tubulin oder r@Aktin Antikdrper

verwendet.

4.5 Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung wurden in Excel gesammelte und normierte Daten mit
dem Programm Prism weiterverarbeitet.

Verglichen wurden Mittelwerte in Prozent gegen einen hypothetischen Wert von 100%.
Zum Vergleich zweier Gruppen miteinander wurde der ungepaarte t-Test verwendet.
Wurden mehr als zwei Gruppen auf eine Zielvariable beobachtet, wurde die
einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA; Analysis Of VAriance) mit post-hoc Tukey’s
Test (bzw. Tukey-Kramer Test bei ungleichen Gruppengrof3en) verwendet. Post-hoc
Tests wurden angewandt, wenn sich in ANOVA gemessene Ergebnisse signifikant
voneinander unterschieden.

Es wurde flr beide Verfahren von einer Normalverteilung der Messwerte in der
jeweiligen Grundgesamtheit ausgegangen.

Die Nullhypothese der einfachen Varianzanalysen enthielt die Aussage, dass
zwischen den beobachteten Gruppen kein Unterschied bestand.

Konfidenzintervalle von 95% und Werte von p<0,05 attestierten einen signifikanten

Unterschied.
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5 Ergebnisse

Far A ist die Interaktion mit LRP1 bereits vorbeschrieben (Shibata et al. 2000).
Dabei kann das Peptid an Domane Il und IV des Rezeptors binden. Dieser leitet
daraufhin die Endozytose ein.

Um zu erfassen, ob LRP1 auch die Zellaufnahme von An-a einleitet bzw. welche
Liganden-bindenden Domanen fur die Bindung zustandig sind, wurden verschiedene

Zelllinien auf ihr quantitatives Aufnahme-Verhalten hin untersucht.

5.1 Erstellung stabiler Zelllinien

5.1.1 Klonierung artifizieller LRP1 Rezeptoren mit drei Liganden-
bindenden Doméanen

Die Klonierungsarbeit fur das Domane I-1ll Konstrukt (D I-Ill) wurde entsprechend
Abbildung 5.1 geplant und durchgefuhrt.

A Ascl Xhol
T W _ LBCX
3= [ Baisls ‘ i ‘ S — ‘ 11Leader] -5 p_l[ ‘ ‘ ‘ DI pLBCX
R i
[ B-Kette \«-»\ 3 | 2 |1 [reae] pLBCX _/_I oLBCX
_
\ / Xhol Xhol
s

L B-Kette } 3 | 2 ‘ 1ILeaderJ T

Notl
Abbildung 5.1: Klonierung eines LRP1 Domane I-lll Konstrukts im pLBCX Vektor

(A) Oben: Gezeigt werden das LRP1 Template im pcDNA3.1 Vektor und die zur Klonierung
verwendeten Primer. Entsprechend der Abbildung wurden Primer mit palindromischen Sequenzen flr
die Restriktionsenzyme Notl, Ascl und Xhol designt. Mitte: Doméane IV wurde nicht amplifiziert. Unten:
Nach Ligation entstand das Gen fur einen artifiziellen LRP1 Doméane I-lll Rezeptor (D I-Il).
Uberhangend blieben Sequenzen fiir die Enzyme Notl und Xhol. (B) Restriktionsverdau des pLBCX
Vektors mit Not/ und Xhol. Es folgte die Ligation des Inserts mit dem Plasmid.

Darstellung unter Vernachlassigung korrekter Proportionen und Relationen.

Es wurde die p-Kette mit Primern amplifiziert, die die palindromischen
Erkennungssequenzen der Enzyme Notl und Ascl enthielten. Parallel dazu wurde ein
Abschnitt amplifiziert, der sowohl die Domanen I-lll der a-Kette als auch die Leader
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Sequenz enthielt. Die Primer integrierten entsprechend der Abbildung die

Erkennungssequenzen fur die Enzyme Ascl und Xhol.

Fir das Domane II-IV Konstrukt

Ascl Xhol | (D II-IV) wurde die Rezeptorsequenz

3'-( phete | 4 | 3 ] - Leader] 5" ebenfalls in zwei Teilen amplifiziert.
Nl A Dazu wurde die [(-Kette bis
einschlieBlich Domane Il mit Primern

Abbildung 5.2: Klonierung eines LRP1 | amplifiziert, die die

Domane lI-IV Konstrukts im pLBCX Vektor Erkennungssequenzen fur Notl und

Es wurden Primer mit palindromischen Sequenzen | Asc/ enthielten. Einzeln vervielfaltigt
fur die Restriktionsenzyme Notl, Ascl und Xhol

designt. Doméane | wurde nicht amplifiziert. | wurde die Leader Sequenz mit

Domane | wurde nicht amplifiziert. Darstellung unter . .
Vernachlassigung  korrekter Proportionen und | Erkennungsstellen far die Enzyme

Relationen. Ascl/ und  Xhol. Entsprechend
Abbildung 5.1 wurde der pLBCX Vektor mit Not/ und Xhol vorverdaut. Es folgte die

Integration in den pLBCX Vektor. Die fertigen Plasmide wurden entsprechend

Abbildung 5.3 A und Abbildung 5.4 A einem Restriktionsverdau unterzogen und auf
ein Agarosegel aufgetragen, um anhand der Grof3e der Banden auf die korrekte
Gesamtlange der integrierten DNA ruckschlie®en zu kdnnen. Dabei wurden mehrere
Klone getestet. Die entstandenen Banden der D I-lll Fragmente (Abbildung 5.3 A)
befanden sich einmal knapp unter 6 kb und einmal Uber 10 kb im Vergleich mit dem
NEB 1kb DNA Ladder.

Bei den Fragmenten von D IlI-IV (Abbildung 5.4 A) war in der ersten Spur eine Bande
bei 5 kb zu sehen. In der zweiten Spur sind drei Banden erkennbar. Eine Bande war

dabei bei 6 kb, zwei Banden waren jeweils uber 10 kb verortet.

Um einen spezifischen und vor allem funktionellen Nachweis Uber den Erfolg zu
erhalten, wurden die Plasmide jeweils transient in CHO 13-5-1 Zellen transfiziert und
das Zell-Lysat nachfolgend in einer SDS-PAGE analysiert. Der Western Blot von D Il
bzw. zweier transfizierter Plasmide ist in Abbildung 5.3, von D II-IV in Abbildung 5.4
dargestellt. Von D I-1ll (Abbildung 5.3) wurden zwei Klone (1, 4) fur die Transfektion
verwendet. Man sieht, dass trotz identischer Darstellung der Plasmide 1 und 4 im
Agarosegel (A) nach Transfektion und Behandlung mit r@LRP1 (1704) nur Klon 4 im
Western Blot Banden zeigt (B). Das Konstrukt zeigte eine Bande uber 245 kDa.
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A 1 2 3 4 B 1 4 pLBCX
_ —— ) J 4 ) 4
18 EB_ 3 - LRP1
3 kb— = 245 kDa—-
135 kDa—
1 kb— 100 kDa- B-Kette
0.5 kb 75 kDa—
98 Koa= S e — ALtiN

Abbildung 5.3: Klonierung von LRP1 D I-lll im pLBCX Vektor und Transfektion

(A) Restriktionsverdau von vier Klonen des D I-lll Konstrukts mit Asc/ nach Ligation mit dem pLBCX
Vektor. Agarosegel 1%. Marker: NEB 1kb DNA Ladder. Sichtbare Banden bei jeweils Giber 10 kb sowie
6 kb. (B) Transiente Transfektion der Plasmide der Domane I-lll (Klon 1, 4) in CHO 13-5-1 Zellen.
Negativkontrolle durch Leervektor-Transfektion (pLBCX). Transfektions-Reagenz: PEI.

Antikorper: r@Aktin, r@LRP1. Polyacrylamid-Gel 10%, 1 mm.

Von D II-IV (Abbildung 5.4) wurde der Klon 2 (A) verwendet. Im Western Blot (B)
wurden nach Antikérper-Behandlung Banden der Hoéhen 100 kDa und Uber 245 kDa
sichtbar.

B pLBCX 2

’LRP1

kDa— - B-Kette

48 KDg— "= S 3-Tubulin

Abbildung 5.4: Klonierung von LRP1 D lI-IV im pLBCX Vektor und Transfektion

(A) Restriktionsverdau des D II-IV Konstrukts mit Not/ und Xhol. Agarosegel 1%. M: NEB 1kb DNA
Ladder (B) Transiente Transfektion des Klons ,2“ des Doméne II-IV Plasmids neben der
Leervektor-Transfektion (pLBCX) in CHO 13-5-1 Zellen mittels PEI. Antikdrper: m@B-Tubulin, r@LRP1.
Polyacrylamid-Gel 10%, 1 mm.

Alle erstellten und weiter verwendeten Plasmide wurden sequenziert. Die Vektorkarten
der beiden Plasmide wurden im Anhang hinterlegt (8.3). Fur D I-lll (8.4.1) mussten
zwei, fur D 1I-IV (8.4.2) eine zusatzliche Base eingeflgt werden, um das Leseraster

nicht zu verschieben.
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5.1.2 Erstellung stabiler Zelllinien mit dem Ziel der Uberexpression
von LRP1 und artifiziellen LRP1 Varianten

Es wurden entsprechend 4.1.2.2 stabile Zelllinien erstellt.

Verwendet wurden LRP1 Konstrukte, die in den pLBCX Vektor integriert waren bzw.
ein LRP1FL (Full Length) Konstrukt, dass in den pcDNA3.1 Vektor integriert war.

Die Plasmide fir LRP1 und LRP1 Domaéne I-1l (D I-1l) und LRP1 Domane IlI-IV (D llI-1V)
lagen bereits vor Erstellung dieser Arbeit vor und musste nicht erst generiert werden
(Tabelle 3). Die Konstrukte flr drei Liganden-bindende Domanen wurden in dieser
Arbeit erstellt (5.1.1). Nach der Erstellung retroviraler Partikel via HEK-GP2-293 Zellen
wurde der virale Uberstand geerntet. Die Virustiter wurden entsprechend 4.1.2.2.2

bestimmt und kbnnen Tabelle 26 entnommen werden.

Tabelle 26: Titer der viralen Partikel

Virus Virustiter [CFU/ml]
LRP1FL 2,1*10°

LRP1 D I-lI 1,144

LRP1 D llI-IV 0,83

LRP1 D I-llI 7,69*10°

LRP1 D II-IV 4,13*10°

Es wurden CHO 13-5-1 Zellen transduziert, die eine geringe Passage-Zahl aufwiesen.
Neben der neu erstellten Zelllinie CHO 13-5-1 + LRP1 (Abbildung 5.5 A) lagen
ebenfalls CHO K1 Zellen vor, die eine wildtyp-Zelllinie darstellten und zur Kontrolle bei
den folgenden Uptake-Versuchen verwendet wurden.

Konstrukte mit zwei Liganden-bindenden Doméanen enthielten die Domanen I-1l bzw.
-V (Abbildung 5.5 B). Zuletzt wurden Zellen erstellt, die jeweils drei der vier
Liganden-bindenden Domanen enthielten (C). Aufgetragen wurde zur Antikorper
Kontrolle jeweils CHO 13-5-1 Zell-Lysat. Als Ladekontrolle wurde r@Aktin (A, C) bzw.
m@B-Tubulin (B) verwendet. Die durch die Transduktion entstandenen Mischkolonien

wurden entsprechend 4.1.2.2.1 einer Einzelklonselektion unterzogen.

Der ausgewahlte Klon des CHO 13-5-1 + LRP1 Konstrukts (Abbildung 5.5 A) zeigte
eine deutliche Bande uUber 245 kDa, eine knapp unter 245 kDa sowie eine unter
100 kDa. Abbildung 5.5 B zeigt die verwendeten Klone des D I-ll sowie des D IlI-IV
Konstrukts. D |-l zeigte eine Bande uber 245 kDa und eine unter 100 kDa. D IlI-IV

zeigt eine Bande uber 245 kDa, eine zwischen 180 kDa und 245 kDa, eine schwache
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Bande uber 135 kDa sowie eine Bande unter 100 kDa. In Abbildung 5.5 C sind die
entsprechenden Klone der LRP1 Konstrukte mit drei Liganden-bindenden Doméanen
abgebildet. Sowohl D I-1ll als auch D II-IV wiesen auch unspezifische Bindung auf.
Deutliche Banden waren jedoch abgrenzbar. Bei D I-1ll Uber 245 kDa, bei II-IV Uber
245 kDa sowie unter 100 kDa. Bei den Western Blots waren ebenfalls die
entsprechenden Banden der Ladekontrollen in allen Spuren sichtbar (B-Aktin Gber
42 kDa (A) bzw. unter 48 kDa (C), B-Tubulin Gber 48 kDa (B).

A K1 13-5-1 +LRP1 B 13-5-1 DIl DIII-IV
= onp— LRP1
w—s LR 28318 =
%38 h a— 135 kDa-
a— 100 kDa-
135 kDa— 75 kDa— W (-Kette
100 kDa—
B — B-Kette .
: S e W B-Tubulin
42 kDa— — — - B-Ak“n 48 kDa_
C |
13-5-1 DI-ll D I-IV I I
W LRP1 I I |: "
I
245 kDa— -
180 kDa— = v I IV I v
135 kDa—
100 kDa—- i - B-Kette
48 kDa-

s B-Aktin
— P LRP-1 DIl DW-IV DIl DII-IV

Abbildung 5.5: Western Blots von Lysaten der stabilen Zelllinien nach Transduktion

Western Blots nach Transduktion und Einzelklonselektion. (A) Erstellt wurden CHO 13-5-1 + LRP1
Zellen (Spur 3). Daneben aufgetragen sind CHO K1 (Spur 1) und CHO 13-5-1 (Spur 2). Ladekontrolle
B-Aktin. (B) In Spur 1 CHO 13-5-1 Zellen. Die Spuren 2 und 3 zeigen D I-1l, bzw. D llI-IV. Ladekontrolle
B-Tubulin. (C) Die erste Spur zeigt CHO 13-5-1 Zellen. Die Spuren 2 und 3 zeigen entsprechend die
stabilen Zelllinien D I-11l und D 1I-IV. Ladekontrolle B-Aktin.

Antikorper: r@Aktin, m@pB-Tubulin, r@LRP1 (1704). 10% Polyacrylamid Gele, 1 mm (A, B, C).

(D) Schematische Darstellung der erstellten Rezeptorvarianten. Rémische Zahlen beziffern die
entsprechenden Liganden-bindenden Domanen der Rezeptorvarianten. Darstellung unter
Vernachlassigung korrekter Proportionen und Relationen.

Es erfolgte keine statistische Auswertung zum Vergleich der Bandenintensitaten. Die

visuelle Begutachtung der Western Blots im Vergleich mit der CHO 13-5-1 Zelllinie war
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fur das weitere Procedere ausschlaggebend. Der funktionelle Nachweis der neu
geschaffenen Zelllinien wurde in 5.1.3 erbracht. Zugunsten einer hoheren
Nachvollziehbarkeit wurden in Abbildung 5.5 D die verwendeten, artifiziellen Rezeptor-

Varianten noch einmal schematisch dargestellt (Vgl. Abbildung 1.1).

5.1.3 Test auf Funktionalitat der artifiziellen LRP1 Konstrukte

CHO 13-5-1 + LRP1 Zellen exprimierten keine artifizielle Variante, sondern die
physiologische Form des Rezeptors. Um jedoch die Zelllinien mit artifiziellen LRP1
Varianten (5.1) auf Funktionalitat zu Gberpriifen, wurden Uptake-Versuche mit AB-112°
durchgefuhrt. Da AR an LRP1 die Liganden-bindenden Domanen Il und IV bindet,
wurden die neu erstellten Zelllinien auf ihr Aufnahmeverhalten untersucht. Bei
positivem Ergebnis konnte von Funktionalitat der Zellen ausgegangen werden. Daflr
wurden die Zellen mit AB-125 behandelt und auf ihr quantitatives Uptake-Verhalten hin
beobachtet. Es wurde entsprechend 4.1.2.3.2 vorgegangen.

Zunachst wurden die Zelllinien untersucht, die zwei der vier Liganden-bindenden
Domanen aufwiesen (D I-1l, D llI-IV). Diese wurden mit CHO 13-5-1 Zellen verglichen.
Es konnte festgestellt werden, dass sowohl D I-lll als auch D -1V Zellen mehr AB-1125
aufnahmen als CHO 13-5-1 Zellen (Abbildung 5.6 A). Der Unterschied von D I-Ill und
D lI-IV zu CHO 13-5-1 war dabei jeweils signifikant (p < 0,0001).

Unter vergleichbaren Bedingungen wurden anschlieRend die Zelllinien getestet, die
drei Liganden-bindende Domanen aufwiesen (Abbildung 5.6 B). Im Vergleich zu CHO
13-5-1 Zellen nahmen D I-lll und D lI-IV mehr AB-1'®® auf. Dabei waren die
Unterschiede signifikant (p <0,0001 fur D I-lll, p < 0,01 far D lI-1V).

Die neu erstellten Zelllinien banden und endozytierten AB-1'2° mittels der artifiziellen

LRP1 Konstrukten in allen Fallen.
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Abbildung 5.6: Funktionaler Test der erstellten Zelllinien mit AB-1'2°

Uptake-Versuche mit 0,2 nM AB-I'25. Verglichen wurden die erstellten Zelllinien mit artifiziellen LRP1
Rezeptor-Varianten mit LRP1 defizienten CHO 13-5-1 Zellen. (A) Gezeigt sind die Zelllinien mit zwei
Liganden-bindenden Doménen. D I-Il und D llI-IV Zellen nahmen signifikant mehr AB auf als
CHO 13-5-1 Zellen (n=6, 6, 4; v.l.n.r.). (B) Darstellung der Zelllinien mit drei Liganden-bindenden
Domanen des Rezeptors. D I-lll und D 1I-IV nahmen jeweils signifikant mehr AR auf als CHO 13-5-1
(n=4, 4, 4; v.ln.r.).

Fehlerbalken entsprechen dem Standardfehler des Mittelwerts, n gibt die Anzahl der biologischen
Replikate an. **** = p < 0,0001, ** = p < 0,01 bei einem Konfidenzintervall von 95% durch one-way
ANOVA mit Tukey-Kramer post hoc Test bei (A) und Tukey’s post hoc Test bei (B).

5.2 Rezeptorvermittelte Endozytose von An-a via LRP1 und

artifiziellen LRP1 Varianten

5.2.1 Endozytose via LRP1

Um zu testen, ob LRP1 die Aufnahme von An-a in CHO Zellen vermittelt, wurden
CHO K1 Zellen mit der LRP1 defizienten CHO 13-5-1 Zelllinie verglichen.

Daruber hinaus wurden ebenfalls die zuvor erstellten CHO 13-5-1 + LRP1 Zellen
untersucht. Da die Radiomarkierung von An-a zu einer gestdrten Rezeptor-Liganden
Interaktion fuhrte, wurden die Uptakes via SDS-PAGE und Western Blotting (s. 4.4)
analysiert. Dafur wurden alle Zelltypen fur 1 h mit An-a behandelt (4.1.2.3). Es wurden
100 nM Lésungen verwendet.

Abbildung 5.7 A zeigt einen Western Blot des Versuchs CHO K1 und 13-5-1. Zu sehen
sind Lysate beider Zelllinien im Doppelansatz, die jeweils mit An-a behandelt wurden.
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Nach Behandlung mit m@GST Antikorpern stellten sich bei allen Zelllinien Banden
uber 42 kDa dar. Die Banden bei CHO K1 waren dabei deutlich intensiver Zur
Ladekontrolle wurden die Blots mit r@Aktin behandelt. Die Bandenintensitat war bei

allen Proben, jeweils uber 42 kDa, homogen.

Abbildung 5.7 B zeigt einen Western Blot des Versuchs mit CHO 13-5-1 + LRP1 und
13-5-1. Es zeigten sich, nach Behandlung mit m@GST, Banden unter 48 kDa. Die
Bandenintensitat war bei CHO 13-5-1 + LRP1 erhoht. Nach Behandlung mit r@Aktin
zeigten sich vergleichbar starke Bandenintensitaten Uber 42 kDa in allen Proben. Die
statistische Auswertung (C) ergab, dass CHO K1 Zellen etwa drei Mal mehr An-a
aufnahmen als CHO 13-5-1 Zellen. Dabei war der Unterschied bei einem Niveau von
p < 0,0001 signifikant. Die CHO 13-5-1 + LRP1 Zellen nahmen bei einem
Signifikanzniveau von p < 0,001 ebenfalls mehr An-a auf als CHO 13-5-1 Zellen.
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An-a (GST) * ¥ §© 400{
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Abbildung 5.7: Uptake von An-a in CHO K1, 13-5-1 und 13-5-1 + LRP1

(A) Western Blot nach Uptake-Versuch von 100 nM An-a bei CHO K1 und CHO 13-5-1.

(B) Western Blot nach Uptake-Versuch von 100 nM An-a bei CHO 13-5-1 + LRP1 und CHO 13-5-1.
Antikdrper: m@GST, r@Aktin. 10% Polyacrylamid-Gel, 1 mm. (C) CHO K1 und CHO 13-5-1 + LRP1
nahmen jeweils signifikant mehr An-a auf als CHO 13-5-1 Zellen (n=20, 22, 6, 6; v.l.n.r.).

Die Fehlerbalken entsprechen dem Standardfehler des Mittelwerts. n gibt die Anzahl der biologischen

Replikate an.
t-Test.

=p <0,0001, ** =p <0,001 bei einem Konfidenzintervall von 95% durch ungepaarten
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5.2.2 Endozytose via LRP1 Rezeptoren mit einer Liganden-

bindenden Domane
Nachdem in 5.2.1 festgestellt werden konnte, dass die Endozytose von An-a in CHO
Zellen abhangig von LRP1 ist, stellte sich die Frage, welche Domanen des Rezeptors
die Bindung mit dem Peptid eingingen. Es wurde daher untersucht, ob die
Minirezeptorvarianten das Peptid aufnahmen. Getestet wurden daher die Zelllinien
CHOD I, DIl, D lll und D IV (Abbildung 3.1) sowie CHO K1 und 13-5-1. Alle Zellen
wurden fur 1h mit 100 nM An-a, entsprechend 4.1.2.3.1, behandelt.

K1 13-5-1 DI DIl Dl DIV
48 kDa—
-— An-a (GST)
B-Aktin
35 kDa-
An-a (GST) + + + + + +

600_ kkkk

Aufnahme von An-a
in % zur CHO 13-5-1 Kontrolle

Abbildung 5.8: Uptake von An-a in CHO K1, 13-5-1, DI, D II, D lll und D IV

(A) Western Blot nach 1h Uptake von 100 nM An-a. Getestet wurden CHO K1, 13-5-1 und die CHO
Zellen mit Minirezeptoren. Antikdrper: m@GST, r@Aktin. 10% Polyacrylamid-Gel, 1 mm. (B) CHO K1
Zellen nahmen im Vergleich zu CHO 13-5-1 signifikant mehr An-a auf. Die Minirezeptorvarianten zeigten
keinen signifikanten Unterschied zu 13-5-1 (n=10, 12, 9, 10, 9, 8; v.l.n.r.).

Fehlerbalken entsprechen dem Standardfehler des Mittelwerts. n gibt die Anzahl der biologischen
Replikate an. **** = p < 0,0001, ns = p > 0,05 bei einem Konfidenzintervall von 95% durch one-way
ANOVA mit Tukey-Kramer post hoc Test.
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Abbildung 5.8 A zeigt einen Western Blot der Versuchsreihe. Die Behandlung mit
Mm@GST Antikorpern erbrachte bei allen Zelllinien Banden unter 48 kDa. Nach
Behandlung mit r@Aktin zeigten alle Proben vergleichbare Banden Uber 35 kDa.
Verglichen wurde mit CHO 13-5-1. CHO K1 wies eine erhohte Bandenintensitat auf,
wahrend die Bandenintensitat bei den Minirezeptorvarianten der von CHO 13-5-1
entsprach. Die statistische Auswertung (B) der Versuche attestiete CHO K1 eine
héhere Aufnahme als CHO 13-5-1. Der Unterschied war dabei signifikant (p <0,0001).
Zwischen Minirezeptorvarianten und CHO 13-5-1 zeigte sich kein signifikanter
Unterschied (p > 0,05).

5.2.3 Endozytose via LRP1 Rezeptoren mit zwei Liganden-

bindenden Domanen
Um herauszufinden, ob die Kombination aus zwei Liganden-bindenden Doméanen
des LRP1 Rezeptors notig ist, um die An-a Aufnahme in CHO Zellen zu vermitteln,
wurden die zuvor erstellten, stabilen Zelllinien CHO D I-Il und CHO D IlI-IV
verwendet (5.1). Verwendet wurde An-a in einer Konzentration von 100 nM. Die
Uptake-Zeit betrug 1 h. Die Ergebnisse sind in Abbildung 5.9 dargestellt. Die Lysate
wurden im Doppelansatz aufgetragen. Zu sehen ist ein Western Blot des Versuchs
nach Behandlung mit m@GST und m@Tubulin (A).

In allen Spuren war eine Bande unter 48 kDa (An-a) bzw. Uber 48 kDa (3-Tubulin) zu
sehen. Die hochste Bandenintensitat ist bei CHO K1 fur An-a zu sehen. Die
statistische Auswertung der Versuche (B) bestatigte dies: CHO K1 Zellen nahmen
bei einem Signifikanzniveau von p < 0,0001 mehr An-a auf als die anderen Zelllinien.
Zwischen CHO 13-5-1, D I-Il und D llI-IV ergab sich kein signifikanter Unterschied

(p > 0,05).
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Abbildung 5.9: Uptake von An-a in CHO K1, 13-5-1, D I-ll und D llI-IV

(A) Western Blot nach Uptake von 100 nM An-a. Getestet wurden CHO K1, 13-5-1 und die CHO Zellen
mit zwei Liganden-bindenden Domanen. Antikdrper: m@GST, m@Tubulin. 10% Polyacrylamid-Gel,
1 mm. (B) CHO K1 Zellen nahmen im Vergleich zu CHO 13-5-1 signifikant mehr An-a auf. CHO D I-II
und D llI-IV zeigten keinen signifikanten Unterschied zur Kontrolle (n=10, 10, 10, 10; v.L.n.r.).
Fehlerbalken entsprechen dem Standardfehler des Mittelwerts. n gibt die Anzahl der biologischen
Replikate an. **** = p < 0,0001, ns = p > 0,05 bei einem Konfidenzintervall von 95% durch one-way
ANOVA mit Tukey's post hoc Test.
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5.2.4 Endozytose via LRP1 Rezeptoren mit drei Liganden-

bindenden Domanen

Da auch zwei Domanen des LRP1 Rezeptors nicht die Endozytose von An-a
auszuldésen vermochten, wurde die Kombination aus drei Liganden-bindenden
Domanen auf ihr Uptake-Verhalten hin untersucht. Daflur wurden die erstellten
Zelllinien CHO D I-Illund D 1I-IV (5.1) verwendet. Dabei wurde das Aufnahmeverhalten
mit dem von CHO K1 und 13-5-1 verglichen. Verwendet wurde eine 100 nM
Konzentration von An-a bei 1 h Uptake-Zeit entsprechend 4.1.2.3.1.

In Abbildung 5.10 A ist ein reprasentativer Western Blot der Versuchsreihe abgebildet.
Behandelt wurde der Blot mit m@GST sowie r@Aktin Antikorpern. Erstere fanden zur
Bindung mehr Epitope bei den Lysaten von CHO 13-5-1 + LRP1 sowie D II-IV und
fuhrten zu einer insgesamt héheren Bandenintensitat als bei CHO 13-5-1 und D I-lIl.
Die Banden waren unter 48 kDa lokalisiert. Die 3-Aktin Banden zeigten in allen Spuren
eine vergleichbare Intensitat bei tber 35 kDa.

Die Objektivierung der Ergebnisse (B) ergab bei CHO 13-5-1 + LRP1 Zellen eine
héhere Aufnahme von An-a als CHO 13-5-1. Das Ergebnis war zu einem Niveau von
p < 0,001 signifikant. Zwischen CHO 13-5-1 und D I-lll Zellen ergab sich kein
signifikanter Unterschied. CHO D II-IV Zellen nahmen mehr An-a auf als CHO 13-5-1.
Der Unterschied war dabei signifikant (p < 0,0001).

Letzteres bedeutet, dass die Domanen II-1V von LRP1 die Bindung mit An-a eingehen,

woraufhin es zur Endozytose des Peptids kommt.
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Abbildung 5.10: Uptake von An-a in CHO K1, 13-5-1, D I-lll, D lI-IV

(A) Western Blot nach Uptake von 100 nM An-a. Getestet wurden CHO K1, 13-5-1, D I-lll und D II-IV.
Antikdrper: m@GST, r@Aktin. 10% Polyacrylamid-Gel, 1 mm. (B) CHO K1 Zellen nahmen im Vergleich
zu CHO 13-5-1 signifikant mehr An-a auf. CHO D I-Ill Zellen zeigten keinen signifikanten Unterschied
zu CHO 13-5-1. CHO D II-IV Zellen nahmen signifikant mehr An-a auf als CHO 13-5-1
(n=6, 6, 8, 4; v.l.n.r.).

Fehlerbalken entsprechen dem Standardfehler des Mittelwerts. n gibt die Anzahl der biologischen
Replikate an. **** = p < 0,0001, *** = p < 0,001, ns = p > 0,05 bei einem Konfidenzintervall von 95%

durch one-way ANOVA mit Tukey-Kramer post hoc Test.
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6 Diskussion

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Aufnahme von An-a in CHO-Zellen
LRP1-abhangig ist (Vgl. 5.2.1). Um die mechanistischen Hintergrinde der Liganden-
Bindung zu klaren, wurden rekombinant LRP1-Varianten erstellt, die eine
unterschiedliche Anzahl an Liganden-bindenden Domanen der a-Kette des Proteins
enthielten. Dafur wurden Konstrukte verwendet, die eine zwei oder drei
Liganden-bindende Domanen enthielten. Konstrukte mit drei Liganden-bindenden
Domanen wurden zuvor kloniert (Vgl. 5.1.1). Zur Erstellung stabiler Zelllinien wurden
die Konstrukte mittels viraler Transfektion in LRP1-defizinete CHO 13-5-1 Zellen
integriert (Vgl. 4.1.2). Diese konnten erfolgreich auf Funktionalitat dberpruft werden
(Vgl. 5.1.3). Folgend konnte in Uptake-Analysen des Peptids An-a demonstriert
werden, dass drei Liganden-bindende Domanen von LRP1 die Endozytose des
Peptids auszuldsen vermochten, nicht jedoch die Varianten mit einer oder zwei
Liganden-bindenden Domanen.

Im Folgenden wurden die Methoden und Ergebnisse dieser Arbeit in den Kontext des

wissenschaftlichen Kenntnisstands gesetzt.

6.1 Artifizielle LRP1 Varianten losen die rezeptorvermittelte-

Endozytose von AR aus

Die neu erstellten Zelllinien wurden lysiert und die Proteine via Western Blot Technik
einer spezifischen Antikérperbehandlung zugeflhrt. Prinzipiell zeigten sich dabei
jeweils die erwarteten Banden. Bei D I-1ll jedoch zeigte sich nach transienter wie nach
stabiler Transfektion nur LRP1 insgesamt, nicht jedoch die B-Kette. Mogliche Ursachen
werden in 6.3.3 diskutiert. Ein spezifischer Nachweis Uber die Funktionalitat der

Rezeptor-Varianten sollte daher nicht ausbleiben.

Um die Funktionalitat ihrer LRP1 Minirezeptoren zu demonstrierten, initiierten
Mikhailenko et al. die Bindung eines Antikorpers an die p-Kette von LRP1. Diese
Interaktion |6ste daraufhin die Endozytose der Rezeptor-Varianten aus, wobei die
Liganden-bindenden Domanen auf diese Weise nicht getestet wurden und streng
genommen nur eine funktionierende B-Kette bewiesen werden konnte. Daher wurde
sich im Rahmen dieser Arbeit gegen diese Methode entschieden.

Die Funktionalitat wurde stattdessen mit einem weiteren Endozytose-Experiment

demonstriert (Vgl. 5.1.3). 1'?® wird haufig fir die Markierung von Molekilen verwendet.
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So wurde es bereits zur Analyse der Interaktion von LRP1 und a2M verwendet
(Pflanzner et al. 2011). Auch AB-1'?5 wurde flr Transport- (Storck et al. 2016) und
Uptake-Experimente (Storck et al. 2018) verwendet. Da hier die Aufnahme von A in
Zellen demonstriert werden konnte, sollte die Reproduzierbarkeit mit den in dieser
Arbeit erstellten Zelllinien gezeigt werden, um deren Funktionsfahigkeit zu beweisen.

Wie in Abbildung 5.6 A ersichtlich, zeigten die Zelllinien CHO D I-Il bzw. CHO D IlI-IV
eine signifikant hohere Aufnahme als CHO 13-5-1 Zellen. Gleiches gilt fur die Zelllinien
CHO D I-lll und CHO D II-1V, die jeweils drei Liganden-bindende Domanen enthielten
(Abbildung 5.6 B). Alle LRP1-Varianten enthielten entweder Domane Il oder
Domane IV und damit mindestens eine fur die Bindung von AB nétige Domane. Die
Konstrukte |0sten die Endozytose aus und konnten dementsprechend
weiterverwendet werden. Neben dem funktionellen Nachweis der neu erstellten
Zelllinien konnte somit gezeigt werden, dass LRP1 AB binden und endozytieren kann,
wie auch von Storck et al. vorbeschrieben. Aus den Ergebnissen geht ebenfalls hervor,
dass LRP1 nicht als Gesamtprotein fur die Endozytose von AB notig ist, sondern auch
einzelne Bestandteile ausreichen (Fuentealba et al. 2010).

Da die Experimente A und B mit unterschiedlich stark strahlenden Chargen und
Fraktionen des Peptids durchgefuhrt wurden, unterschieden sich die CPM zwischen A
und B. Dies ist ein prinzipieller Kritikpunkt an der Arbeit mit strahlenden Substanzen.
Neben dem enormen Sicherheitsaufwand bindet 1'>® Tyrosin immer, Histidin jedoch
nicht zuverlassig (Vgl. 8.2.1). Daraus resultieren ungleich mit I'?®> beladene Molekiile.
Es fanden zunachst einige Test-Wiederholungen statt, bei denen verschiedene
Fraktionen verwendet wurden. Verwendet wurden schliel3lich jene, die die geringsten
Peaks in der Strahlungsintensitat aufwiesen. Diese Fraktionen erwiesen sich fur
Uptake-Versuche als optimal. Starker strahlende Fraktionen wurden nicht vergleichbar
gut aufgenommen bzw. gebunden. Angegeben wurden die Peaks der Chargen von
der Firma Phoenix (Tabelle 5) bei Auslieferung. Die Verwendung geringer,
physiologischer Konzentrationen war ein klarer Vorteil dieser Methode und erlaubte
die Beobachtung kleinster Unterschiede. Ein weiterer Vorteil bestand darin, dass die

Auswertung am selben Tag erfolgen konnte.
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6.2 LRP1in CHO 13-5-1 Zellen

Im Falle eines positiven Ergebnisses der An-a Aufnahme in CHO K1 Zellen sollte
gezeigt werden konnen, dass sich der Effekt in anderen Zellen reproduzieren lasst. Da
es sich bei CHO K1 und CHO 13-5-1 um verschiedene Zelllinien handelt, drangte es
sich im Verlauf auf, eine weitere, besser vergleichbare Positivkontrolle zu generieren.
Bereits zuvor wurde eine Positivkontrolle in LRP1-defizienten CHO Zellen etabliert
(Fouét et al. 2020). Dabei wurden die Zellen via Lipofectamine 2000 transfiziert und
anschlieRend selektioniert. In dieser Arbeit wurden CHO 13-5-1 Zellen mit LRP1F-
stabil transduziert.

Wie in 5.1 beschrieben, wurden zunachst die viralen Partikel hergestellt. Mit einem
Titer von 2,1*10° CFU/ml lag die Potenz des Virus im fiir Retroviren erwartbaren
Bereich. Die Infektion der Zielzellen CHO 13-5-1 war dementsprechend erfolgreich. In
Abbildung 5.5 A sind CHO K1 und 13-5-1 + LRP1 auf einem Western Blot abgebildet.
Fur CHO 13-5-1 + LRP1 ist bei einer prominenteren Bande Uber dem oberen Marker-
Ende (LRP1) eine schwachere B-Kette bei ~85 kDa zu erkennen. Die Bandenhohen
stimmen jedoch mit CHO K1 Uberein. Den unterschiedlichen Bandenintensitaten sollte
dabei nicht zu viel Bedeutung beigemessen werden, da zwei verschiedene Zelllinien
dargestellt wurden. Bei gleichzeitig schwacherer [(-Aktin Bande ist jedoch von

insgesamt starker Uberexpression von LRP1 in der neuen Zelllinie auszugehen.

6.2.1 LRP1 bindet An-a und vermittelt die Aufnahme in CHO-Zellen
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass LRP1 sowohl die Bindung als auch die
Aufnahme des APP-Fragments An-a in CHO-Zellen einleitet (Vgl. 5.2.1).

Daflr wurden sowohl CHO K1 als auch CHO 13-5-1 + LRP1 Zellen mit CHO 13-5-1
verglichen. Die in Abbildung 5.7 dargestellten Western Blots zeigen deutlich dichtere
Banden fir An-a bei den LRP1-exprimierenden Zelllinien. CHO 13-5-1 Zellen zeigen
jedoch auch schwache Banden und somit die Aufnahme des APP-Fragments. Dies ist
am ehesten dadurch zu erklaren, dass neben der durch LRP1 initiierten
rezeptorvermittelten Endozytose weitere Mechanismen die Aufnahme des Fragments
in die Zelle ausldsen.

Dies ist auch bei der Endozytose von AR der Fall (Storck et al. 2016). Mit einer bis zu
dreifach erhohten Aufnahme von An-a in vitro scheint LRP1 jedoch einen besonderen
Stellenwert im Stoffwechsel des Fragments zu haben.
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6.3 Artifizielle LRP1-Varianten in CHO 13-5-1-Zellen

6.3.1 LRP1 Minirezeptoren mit einer Liganden-bindenden Domane

Iésen nicht die rezeptorvermittelte Endozytose von An-a aus

LRP1 bindet mit seinen insgesamt vier Liganden-bindenden Domanen eine Vielzahl
von Liganden. Wahrend fur Domane | bislang Uberhaupt keine Liganden
vorbeschrieben sind und sie daher oft als inkomplette Domane beschrieben wird (Croy
et al. 2003), warten insbesondere Domane Il und 1V, die auch die Bindung mit AR
eingehen (Sagare et al. 2013; Storck et al. 2016), mit einer langen Liste an Liganden
auf (Herz und Strickland 2001). Es gibt ein grofl3es wissenschaftliches Interesse an den
mechanistischen Hintergrunden der Liganden-Bindung an LRP1. So ergeben sich
neue, klinisch relevante Fragestellungen aus der genauen Kenntnis der zustandigen
Liganden-bindenden Domane des Rezeptors.

Um artifizielle LRP1-Varianten zu untersuchen, wurden aus CHO 13-5-1
entsprechende Zellmodelle abgeleitet. Minirezeptor-Zellen mit jeweils einer Liganden-
bindenden Domane des Rezeptors wurden bereits im Rahmen friherer
Untersuchungen von Rabiej et al. 2016 verwendet und freundlicherweise zur
Verfligung gestellt (Abbildung 1.1). Ein Western Blot der Zellen ist in Abbildung 3.1
abgebildet. Die B-Kette ist teilweise schwer auszumachen oder fehlt in der Darstellung
im Blot komplett. Darauf wird in 6.3.3 genauer eingegangen.

Nachdem An-a als Ligand fur LRP1 identifiziert werden konnte, sollte in
Endozytose-Experimenten (Vgl. 4.1.2.3.1) geklart werden, welche Liganden-bindende
Domaéane des Rezeptors die Bindung mit dem Fragment eingeht.

Da An-a einen Teil der Sequenz von AB beinhaltet (Vgl. 8.2.1) lag die Vermutung nahe,
An-a kénnte zur Bindung an LRP1 ebenfalls die Domanen Il oder IV bendtigen.

In 5.2.2 wurden die CHO Zellen mit membranstandigen Minirezeptoren auf ihr
Aufnahmeverhalten von An-a hin untersucht. Keine der Zelllinien nahm mehr An-a auf
als die LRP1-defizienten CHO 13-5-1 Zellen, wahrend CHO K1 Zellen ein signifikantes
Aufnahmeverhalten des APP-Fragments zeigten.

Die Ergebnisse konnten deutlich zeigen, dass einzelne Liganden-bindende Domanen
des Rezeptors nicht die Endozytose von An-a auslosen kdnnen. Es wurde daher
davon ausgegangen, dass mehr als eine Liganden-bindende Domane, bzw. deren

Kombination, bedeutsam fir die Aufnahme ist.
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Ein Gedankenspiel erlauben die Ergebnisse von Obermoeller-McCormick et al. 2001.
Wahrend Willnow et al. 1994 demonstrieren konnten, dass unkomplexiertes tPA
(tissue Plasminogen activator) die Liganden-bindende Domane Il bindet, konnten
Obermoeller-McCormick et al. dieses Ergebnis nicht reproduzieren. Als Ursache
wollen die Wissenschaftler Unterschiede in den Designs der Minirezeptoren
ausgemacht haben. Im Gegensatz zum Domane Il Konstrukt von Obermoeller-
McCormick et al., enthielt die Variante von Willnow et al. einige EGF-ahnliche
Regionen. Dies deutet daraufhin, dass nicht nur die isolierten Liganden-bindenden
Domanen die Bindung mit den Liganden auslosen, sondern das Zusammenspiel der

verschiedenen Abschnitte der a-Kette von Bedeutung sein kdnnte (Vgl. Abbildung 2.4).

6.3.2 LRP1 Minirezeptoren mit zwei Liganden-bindenden Domane

Iosen nicht die rezeptorvermittelte Endozytose von An-a aus
Wahrend die meisten Liganden eine der Liganden-bindenden Domanen bendtigen, um
via rezeptorvermittelter Endozytose aufgenommen zu werden, konnte dies flr An-a
nicht gezeigt werden (Vgl. 5.2.2; 6.3.1).
a2M, ein bekannter Ligand fur LRP1, stellt auf mehrere Weisen einen Sonderfall dar.
Wie bereits erwahnt, konnte zwar die Bindung des Moleklls an Domanen Il und IV
demonstriert werden, die Endozytose jedoch nicht. In spateren Untersuchungen
konnte gezeigt werden, dass die rezeptorvermittelte-Endozytose von a2M nur durch
die Kombination aus zwei Liganden-bindenden Domanen erfolgen kann. Die
Kombination aus Domane | und den ersten drei CF-Regionen der Domane Il 16ste die
Endozytose des Molekils aus (Mikhailenko et al. 2001), woraus zwei Lehren gezogen
werden mussen: Domane | darf bei mechanistischen Analysen der Liganden-Bindung
nicht vernachlassigt werden und die Liganden-Bindung kann abhangig von der

Kombination mehrerer Domanen bzw. ihrer Bestandteile sein.

In Anlehnung an diese Erkenntnisse und im Rahmen anderer Untersuchungen der
AG Pietrzik wurden bereits Konstrukte generiert, die zwei Liganden-bindende
Domanen von LRP1 enthalten und, &ahnlich den Minirezeptoren, mit einer
Liganden-bindenden Domane direkt an die B-Kette assoziiert sind (Vgl. Abbildung 3.1).
Dafur wurden CHO 13-5-1 Zellen mit den Konstrukten D I-Il bzw. D 1lI-IV (3.1.3)
transduziert. Die hergestellten Viren wurden auf ihre Potenz untersucht und wiesen fur

Retroviren typische Titer auf (Vgl. Tabelle 26). Die Transduktion der Zielzellen
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CHO 13-5-1 wurde in 5.1.2 beschrieben. Abbildung 5.5 B zeigt einen Western Blot der
erstellten Zelllinien nach Einzelklon-Selektion und Behandlung mit r@LRP1 (1704)
Antikdrpern. Gut zu erkennen ist dabei jeweils die B-Kette, an die der Antikorper bindet.
In der Zusammenschau mit den oberen Banden, die die 3- und a-Kette reprasentieren,
zeigte sich die Transduktion erfolgreich. Der starkeren Bandenintensitat des D IlI-IV
Proteins wurde keine gréliere Bedeutung beigemessen, da unterschiedliche Proteine
vorlagen, welche unterschiedlichen Wegen der Prozessierung unterliegen konnten.
Bemerkenswert ist dabei jedoch, dass die virale Potenz hier geringer war als beim
D |-l Konstrukt. Ein hoherer Titer geht folglich nicht zwangslaufig mit hoheren
Expressionsraten einher.

Die mit den erstellten Zelllinien durchgefuhrten Endozytose-Experimente (4.1.2.3.1)
wurden in 5.2.3 beschrieben. In Abbildung 5.9 A ist ein reprasentativer Western Blot
der Versuche abgebildet. Auch die Kombination zweier Doméanen konnte die Bindung
bzw. Endozytose von An-a nicht auslésen, wahrend CHO K1 das Fragment weiter
aufnahm. Die Zellen nahmen An-a zwar auf, jedoch nur in einem mit CHO 13-5-1

Zellen vergleichbaren Ausmal}, was auf LRP1-unabhangigen Mechanismen beruht.

6.3.3 Drei Liganden-bindende Domanen von LRP1 ermdglichen die

Endozytose von An-a
Die  Wissenschaftler um  Obermoeller-McCormick et al. verwendeten
membranstandige LRP1-Varianten, die jeweils eine der Liganden-bindenden
Domanen der a-Kette exprimierten. Dabei banden jeweils die Domanen I, Il und IV
das Chaperon RAP. Diese Domanen sind demnach flr die Liganden-Bindung
zustandig. Das Zusammenspiel der Domanen war fur die Aufnahme jedoch nicht
ausschlaggebend. Anders verhalt es sich bei tPA: Das Molekul wird jeweils Uber die
Liganden-bindenden Domanen Il und IV gebunden. In komplexierter Form (tPA:PAI-1)
soll jedoch insbesondere das Zusammenspiel mehrerer Domanen der a-Kette nétig
sein (Obermoeller-McCormick et al. 2001). Auch die Forscher um Marakasova et al.
untersuchten drei Liganden-bindende Doméanen, jedoch auch nur einzeln und nicht im
Zusammenspiel. Da die zellulare Aufnahme von An-a weder durch eine noch durch
zwei Liganden-bindende Domanen erfolgte, wurde so auch die Kombination aus drei

Domanen in Betracht gezogen.
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Die Konstrukte (Vgl. 5.1) lagen noch nicht vor, daher erfolgte zunachst die Klonierung
(Vgl. 5.1.1). Der Nachweis uber die erfolgreiche Klonierung wurde in zwei Stufen
erbracht. Die Banden im Agarosegel nach Restriktionsverdau erbrachten die
erwartbaren Bandenhohen (D I-lll: 5.680 bp, 11.412 bp; D 1I-IV: 6033 bp, 11.241 bp).
Eine solch exakte Ablesung auf Agarosegelen ist zwar nicht moglich, jedoch lieRen die
Banden naherungsweise auf die korrekte Hohe schliel3en

(Vgl. Abbildung 5.3 A, Abbildung 5.4 A). Ein spezifischer Nachweis wurde Uber die
transiente Transfektion der Plasmide in CHO 13-5-1 Zellen erbracht (Vgl. Abbildung
5.3 B, Abbildung 5.4 B). Der r@LRP1 (1704) Antikorper, welcher gegen den C-
Terminus gerichtet ist und somit die 3-Kette des Proteins bindet, zeigte die spezifische
Bindung im Western Blot. Bei D I-1ll ist die B-Kette nicht geldst vom Gesamtprotein
darstellbar, bei D II-IV beides.

Grunde hierfur liegen im Aufbau der erstellten Konstrukte (Vgl. Abbildung 1.1).
Wahrend D II-IV nur um die Liganden-bindende Domane | beschnitten ist, fehlt bei
D I-lll die Domane IV, welche beim Gesamtprotein die B-Kette mit der restlichen
a-Kette (Vgl. Abbildung 2.4) verbindet. Eine Veranderung der sterischen Konstellation
des neu generierten Proteins kann nicht ausgeschlossen werden. So ist denkbar, dass
die Protease Furin die Bindungsstelle nicht mehr erkennen und prozessieren kann.
Dadurch ware die Liganden-Bindung resp. Endozytose beeintrachtigt (Willnow et al.
1996). Die Funktionalitat der Konstrukte wurde jedoch in 5.1.3 demonstriert.
Wahrscheinlicher ist daher, dass die Epitope fur den Antikorper r@LRP1 (1704)

verandert sind und dieser nicht mehr entsprechend binden kann.

Die Erstellung stabiler Zelllinien erfolgte schlie8lich, um einen reibungslosen Ablauf
der darauffolgenden Endozytose-Experimente zu gewahrleisten. Fur Retroviren
typische Titer sind < 107 CFU/ml. Auch die Titer von LRP1 D I-lll und LRP1 D II-IV
bewegten sich in diesem Bereich (Vgl. Tabelle 26). Die Transduktion der Zielzellen
CHO 13-5-1 erfolgte problemlos und wurde durch Antikorperbehandlung mit r@LRP1
(1704) nachgewiesen (Abbildung 5.5). Wahrend bei D I-lll, wie bei transient
transfizierten CHO 13-5-1 Zellen nur das gesamte Protein, nicht jedoch die B-Kette
dargestellt wurde, zeigte sich diese bei D II-IV besonders prominent. Beiden Spuren
gemein war zusatzliche, unspezifische Bindung, die sich jedoch gut von den

prominenteren Banden abgrenzen liel3.
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Die durchgefuhrten Endozytose-Experimente konnten aufdecken, dass drei Liganden-
bindende Domanen von LRP1 die Aufnahme von An-a ausldsen. Dabei konnte die
Variante D I-lll nicht Uber das Aufnahme-Niveau von CHO 13-5-1 hinaus gehen
(Vgl. 5.2.4). Das negative Ergebnis der Aufnahme-Versuche via D I-lll erlaubte es, auf
die Untersuchung von Varianten, die die Domanen Il und Il exprimieren, zu verzichten.
D IV zeigte eine mit der Positivkontrolle vergleichbare Aufnahme des

APP-Fragments.

6.4 Die Rolle der Liganden-bindenden Doméanen bei der Interaktion

zwischen LRP1 und An-a
Wie bereits erwahnt, konnten weder LRP1 Varianten mit einer noch mit zwei
Liganden-bindenden Domanen die Aufnahme von An-a in CHO-Zellen auslosen.
Domane | spielt scheinbar ebenfalls keine Rolle, da D I-Ill mit drei Liganden-bindenden
Domanen die Aufnahme des Peptids nicht auslésen konnte. Es wurden jedoch bereits
die Ergebnisse von Mikhailenko et al. erlautert, die zeigen konnten, dass Domane | in
Kombination mit einzelnen EGF-Regionen der Doméane |l die Aufnahme von a2M
ermoglichte. Die Domane konnte aulRerdem fur die korrekte Faltung des Proteins
notwendig sein. Nach den Ergebnissen dieser Arbeit zu Urteilen spielt Domane |
jedoch keine Rolle bei die Aufnahme von An-a, da dies nur durch die Kombination der

Domanen I, 1l und IV moglich war.

Obermoeller-McCormick et al. postulierten, dass Domane Il bisher nur mit RAP
Interaktion zeigte, die Domane moglicherweise nur als Erganzung zu den eigentlich
bindenden Domanen Il und IV zu betrachten sei und deren Spektrum erweitere.
Diese Uberlegung ware auch fiir die Interaktion mit An-a méglich, da Domane Il und IV
durch Domane Il verbunden werden, wobei die Rezeptor-Liganden-Bindung hier nicht
explizit untersucht wurde. Somit konnte die Bindung an Domane Il und IV essenziell
sein, wahrend Domane Ill nur die bendtigte Distanz ermdglicht. Plausibel wird dieser
Gedanke dadurch, dass fast alle Liganden von LRP1 die Bindung uber Domane Il
und IV eingehen (Neels et al. 1999).

AuszuschlieRRen ist daruber hinaus allerdings auch nicht, dass die Wiederholung aller
Aufnahme-Versuche mit unterschiedlich konstruierten Varianten zu anderen

Ergebnissen kommen koénnte. Wie bereits beschrieben, haben Wissenschaftler
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unabhangig voneinander die Aufnahme von tPA via LRP1 untersucht und kamen dabei
zu unterschiedlichen Ergebnissen. Auch fir die An-a-Aufnahme kénnten
unterschiedlich konzipierte LRP1-Varianten eine Rolle spielen (Obermoeller-
McCormick et al. 2001; Willnow et al. 1994).

6.5 Einordnung der Methodik

Bei den durchgefiihrten Experimenten wurden CHO-Zellen verwendet, welche sich
durch eine hohe Widerstandsfahigkeit auszeichnen. Serumfreies Medium, wie es fur
Uptake-Versuche notig ist, schadet den Zellen nicht. Dartber hinaus lassen sich diese
Zellen leicht transfizieren (Vgl. 6.3). Die post-translationalen Modifizierungen der
Zellen ahneln denen in Menschen stark, weshalb von einer héheren Vergleichbarkeit
ausgegangen werden konnte (Gupta et al. 2021). Um eine Negativkontrolle fur alle
LRP1-abhangigen Experimente zu haben, ware eine andere Option ein genetischer
KO bzw. ein Gen-Silencing (Gen-Stilllegung via siRNA) von Wildtyp-Zellen gewesen.
Diese Methoden sind jedoch oft folgenreich fur die Funktionsfahigkeit der Zellen
(Dedieu et al. 2008) und daher flr die Verwendung in Folgeversuchen der CHO 13-5-1
Zelllinie unterlegen (FitzGerald et al. 1995). Bereits zuvor konnte gezeigt werden, dass
CHO K1 und CHO 13-5-1 Zellen sinnvolle Modelle zur Untersuchung LRP1-
abhangiger Vorgange darstellen (Canuel et al. 2013; Salicioni et al. 2002).

Entsprechend 4.1.2.3.1 wurden zur Beantwortung der Hauptfragestellung dieser
Arbeit Endozytose-Experimente durchgefuhrt und mittels Immunoblotting
abgeschlossen. Die Normierung unabhangiger Experimente auf Kontrollproben und
konstante Zellbestandteile erlaubte die Vergleichbarkeit dieser gut objektivierbaren
Methode. Anfallig war die Methode prinzipiell fur falsch-negative Ergebnisse, welche
durch falsch gewahlte Antikdrperkonzentrationen oder Bedingungen bei SDS-PAGE

bzw. Immunoblotting zustande kommen kénnen.

Im Gegensatz zu den hier verwendeten, membranstandigen Varianten (Rabiej et al.
2016; Obermoeller et al. 1998; Bu und Rennke 1996) wurde in frGheren Arbeiten
haufig auf I0sliche Minirezeptoren zurtickgegriffen. Dabei sind die Liganden-
bindenden Domanen vom C-Terminus des Proteins geldst. In ELISA-Assays konnte
daraufhin die Bindung gemessen werden (Ranganathan et al. 2011; Fouét et al.

2020). Wahrend dieses weniger zeitintensive Vorgehen zielfuhrender die Bindung
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von Liganden zu klaren vermochte, wurde die Zellaufnahme dabei nicht untersucht.
So konnte die Bindung der einzelnen Domanen Il bzw. IV an a2M auf diese Weise
zwar gezeigt werden. Jedoch wurde bei Analysen mit membranstandigen Varianten
der einzelnen Domanen a2M weder gebunden noch endozytiert (Mikhailenko et al.
2001).

Die Erstellung retroviraler Partikel erfolgte zur Erstellung mdglichst stabiler
Zellmodelle. Die Viren sollten auch fur zuklunftige Fragestellungen wiederverwendet
werden konnen. Durch Pseudotypisierung mit VSVG wurde das Spektrum der
transfizierbaren Zellen erweitert (Meyer et al. 2017). Transiente Transfektionen
scheitern dartber hinaus haufig an primaren Zellen (Chong et al. 2021).

Wahrend Adenoviren sich zur Transfektion nicht-teilender Zellen eignen, ist das
Verfahren mittels der hier erstellten Retroviren nur bei sich teilenden Zellen moglich
(Kim und Eberwine 2010). Die Transfektion ausdifferenzierter Neuronen mit den
erstellten Viren kdnnte also scheitern.

Eine weitere Schwache des Vorgehens liegt am Prinzip selbst. Durch die Manipulation

am Zielgenom kann es zur unerwunschten Mutagenese kommen.

Die Klonierung der bendtigten Konstrukte erfolgte in etablierter PCR-Technik (Fouét et
al. 2020). Die Grole der Fragmente (D I-11111.367 bp, D II-1V 11.304 bp, pLBCX Vektor
(5.978 bp, Vgl. 8.3.1) sowie der erhdhte GC-Gehalt der verwendeten Primer (Vgl.
Tabelle 10, Tabelle 11) werden i.d.R. als Pradiktoren fur frustrane Klonierungen
aufgefuihrt (Zhang et al. 2021). Daher mussten PCR-Ansatze mit verschiedenen
Konzentrationen, Enzymen und Salzen getestet werden, bis die entsprechenden
Optima eruiert werden konnten (Vgl. 4.2.2.2).
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6.6 Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit haben zeigen konnen, dass An-a in Interaktion mit dem
Protein LRP1 steht. Dabei ist die Bindung und Aufnahme von An-a abhangig vom
Zusammenspiel der Liganden-bindenden Domanen Il, Ill und IV. Diese Ergebnisse
konnten in CHO-Zellen demonstriert werden. Zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit
sollten auch weitere Zelllinien/ Zelltypen getestet werden. Die Verwendung der im
Rahmen dieser Arbeit generierten Viren gestattet die Testung an den gleichen
LRP1-Konstrukten (Vgl.5.1).

Um die Theorie zu Uberprifen, Domane lll sei nur Platzhalter zwischen Domane I
und IV (Vgl. 6.4), sollten Domane II-IV Konstrukte generiert werden, deren Domane Il
funktionsunfahig gemacht wurde. Sollte An-a trotzdem endozytiert werden ware damit
bestatigt, dass Domane Ill nur die nétige Distanz zwischen den eigentlich bindenden
Domanen Il und IV schafft. Alternativ kdnnten I6sliche LRP1 Minirezeptoren eingesetzt
werden, um die Bindung an An-a zu untersuchen. Dadurch kdnnte aufgedeckt werden,
ob Domane lll an das Peptid binden kann.

Es sollte aullerdem Uberprift werden, ob unterschiedlich designte LRP1-Varianten zu
unterschiedlichen Ergebnissen fuhren. So konnten bereits Unterschiede bei der
Aufnahme von a2M (Vgl. 6.3.2) gezeigt werden, wenn flankierende EGF-Regionen

belassen oder entfernt wurden (Mikhailenko et al. 2001).

Die Bindung und Endozytose von AR via LRP1 erfolgt durch Bindung an die
Liganden-bindenden Domanen Il oder IV. Da diese Domanen auch durch die einfache
Bindung von An-a an den Rezeptor genutzt werden, stellt sich die Frage, ob es ein
Konkurrenzverhalten zwischen den beiden Peptiden gibt. Um dies zu klaren, wurden
parallel zu dieser Arbeit Versuche durchgeflihrt, die den Transport von AB Uber die
BHS in An- und Abwesenheit von An-a beobachteten. Tatsachlich konnte die
Hypothese bestatigt werden: An-a beeintrachtigt die Clearance von A im gleichen
Male wie eine Antikorper-Blockierung der Liganden-bindenden Domanen Il und IV.
Die Ergebnisse konnten in vivo reproduziert werden. Mause mit einer erhdhten
N-Sekretase-Aktivitat, resp. hdheren An-a Leveln, zeigten zudem eine beeintrachtigte

AB-Clearance.

Diese Ergebnisse lassen weitere Schlussfolgerungen zu. Die fur An-a beschriebene

Toxizitat konnte nicht blo3 vom Peptid selbst, sondern auch von der beeintrachtigten
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AB-Clearance und einer damit einhergehenden vermehrten Akkumulation des Peptids
im Gehirn ausgehen. Untermauert wird dies weiter durch die Ergebnisse von Baranger
et al. 2017. Der KO von MT5-MMP hatte geringere AB-Levels zur Folge (Baranger et
al. 2016b). Ohne MT5-MMP fiel kein An-a an und es kam dementsprechend nicht zur
Beeintrachtigung der LRP1-abhangigen AB-Clearance.

Wahrend Willem et al. beobachten konnten, dass An-a-Spiegel unter der
BACE-Inhibitor-Therapie (Vgl. 2.2) anstiegen und argumentierten, der erhdhte Spiegel
konne zum Scheitern der Medikamente fuhren, konnten diese Ergebnisse
spezifizieren, welche Folgen ein erhohter An-a-Spiegel fur den Metabolismus von A
hat. Dies muss bei der weiteren Planung mdglicher Alzheimer-Therapeutika

berticksichtigt werden.
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7 Zusammenfassung

Beim M. Alzheimer steht das APP-Fragment AB im Zentrum der Pathogenese. Dabei
ist die Konzentration von AB-Spezies im Gehirn im Vergleich zu gesunden Menschen
erhdht. Sowohl die erhéhte Produktion als auch die beeintrachtigte Clearance werden
dabei als fur die Erkrankung ursachlich angesehen. Die Clearance des Peptids wird
unter anderem uber die LRP1-abhangige Endozytose in Endothelzellen der BHS
vollzogen. Diese geben das Peptid, nach intrazellularem Transport, ins Blut ab. Die
Bindung mit dem Rezeptor geht das Peptid dabei mit den Liganden-bindenden
Domanen Il oder IV ein. Das 2015 bekannt gewordene Peptid An-a wird ebenfalls
durch Prozessierung des APP freigesetzt. Dabei beinhaltet das Peptid einen Teil der
Sequenz von AB. Daher sollte untersucht werden, ob das neu entdeckte Peptid

ahnlichen, LRP1-abhangigen Endozytose-Mechanismen unterliegt.

In dieser Arbeit konnte erstmals die Interaktion zwischen An-a und LRP1 gezeigt
werden. Dabei wurden in vitro Endozytose-Experimente mit CHO-Zellen durchgefuhrt,
die zeigen konnten, dass das Peptid LRP1-abhangig endozytiert wird. Auch ohne
LRP1 wurde das Peptid von den Zellen endozytiert, was auf weitere, nicht bekannte
Mechanismen zurtickzufihren ist. Die Menge des via LRP1 aufgenommenen An-a
uberstieg diese Mechanismen jedoch fast um das Dreifache.

Weiter wurden aus CHO-Zellen via viraler Transduktion stabile Zelllinien abgeleitet.
Diese exprimierten LRP1-Varianten mit unterschiedlicher Kombination der
Liganden-bindenden Domanen. So wurden Varianten mit einer, zwei und drei
Domanen generiert und in das Genom der CHO-Zellen integriert. Varianten mit drei
Domanen wurden zunachst kloniert. Die Funktionalitat der Zelllinien wurde in
Uptake-Versuchen mit 1'?-markiertem AR unter Beweis gestellt. Die erstellten

Zelllinien wurden fur zuklnftige Versuche zur Verfligung gestellt.

Die Endozytose-Experimente mit An-a ergaben, dass weder einzelne Domanen noch
die Kombination aus zwei Liganden-bindenden Domanen die Endozytose des Peptids
auszuldésen vermochten. Nur die Variante aus den Liganden-bindenden Domanen I,
[Ilund IV konnte die Endozytose auslosen. Dabei war die aufgenommene Menge des
Peptids mit vollstandigem LRP1 vergleichbar.
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8 Anhang
8.1 Tabellen

Tabelle 27: Bekannte Mutationen. Ubersetzt und angepasst nach Small und McLean 1999.

Referenz fiir erhohte

PSEN-2 Mutation

Schnittstelle

Erkrankung/Mutation Konsequenz AB1.4243 Level

Trisomie 21 Vermehrtes APP Teller et al. 1996

FAD Sweden Erhohte. B-Sekretase | - ot 1. 1993
Prozessierung von APP

FAD Flemish Ernledrlgte a-Sekretase Haass et al. 1994
Prozessierung von APP

FAD London Veranderte  y-Sekretase g i et al. 1994
Schnittstelle

FAD Florida Veranderte y-Sekretase |\ o0 ot al. 1997
Schnittstelle

FAD Australia Veranderte  y-Sekretase |\ ot a1 2000
Schnittstelle

PSEN-1 Mutation Veranderte  y-Sekretase | g o ner et al. 1996
Schnittstelle
Veranderte y-Sekretase

Scheuner et al. 1996

8.2 Sequenzen

8.2.1 An-a und A

Sequenz von An-a:

MISEPRISYGNDALMPSLTETKTTVELLPVNGEFSLDDLQPWHSFGADSVPAN
TENEVEPVDARPAADRGLTTRPGSGLTNIKTEEISEVKMDAEFRHDSGYEVHHQK

Sequenz von AB:

DAEFRHDGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA

Die Uberlappende Sequenz ist jeweils rot markiert.
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8.3 Vektorkarten

8.3.1 pLBCX Vektor

pLBCXC Vektor

5978 bp

(2802) Notl XhoI (2775)

8.3.2 pLBCX + LRP1 Domane I-lll

(443) Ascl 5" LTR (truncated)
MMLV ¥
7

|CMV promoter
" XhoI (2775)
(13.509) Notl .

pLBCX+LRP1 I-III
17.085 bp

~ beta chain

(11.855) AscI~
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8.3.3 pLBCX + LRP1 Domane II-IV

(443) Ascl 5' LTR (truncated)
MMLV W

CMV promoter
\ / XhoI (2775)
N\ [Leader Sequence|

" Ascl (2857)
(14.098) NotI

8.4 DNA-Sequenzen

8.4.1 LRP1 Domane I-llI

TTTGAAAGACCCCACCCGTAGGTGGCAAGCTAGCTTAAGTAACGCCACTTTGCA
AGGCATGGAAAAATACATAACTGAGAATAGAAAAGTTCAGATCAAGGTCAGGAA
CAAAGAAACAGCTGAATACCAAACAGGATATCTGTGGTAAGCGGTTCCTGCCCC
GGCTCAGGGCCAAGAACAGATGAGACAGCTGAGTGATGGGCCAAACAGGATAT
CTGTGGTAAGCAGTTCCTGCCCCGGCTCGGGGCCAAGAACAGATGGTCCCCAG
ATGCGGTCCAGCCCTCAGCAGTTTCTAGTGAATCATCAGATGTTTCCAGGGTGC
CCCAAGGACCTGAAAATGACCCTGTACCTTATTTGAACTAACCAATCAGTTCGCT
TCTCGCTTCTGTTCGCGCGCTTCCGCTCTCCGAGCTCAATAAAAGAGCCCACAA
CCCCTCACTCGGCGCGCCAGTCTTCCGATAGACTGCGTCGCCCGGGTACCCGT
ATTCCCAATAAAGCCTCTTGCTGTTTGCATCCGAATCGTGGTCTCGCTGTTCCTT
GGGAGGGTCTCCTCTGAGTGATTGACTACCCACGACGGGGGTCTTTCATTTGG
GGGCTCGTCCGGGATTTGGAGACCCCTGCCCAGGGACCACCGACCCACCACC
GGGAGGTAAGCTGGCCAGCAACTTATCTGTGTCTGTCCGATTGTCTAGTGTCTA
TGTTTGATGTTATGCGCCTGCGTCTGTACTAGTTAGCTAACTAGCTCTGTATCTG
GCGGACCCGTGGTGGAACTGACGAGTTCTGAACACCCGGCCGCAACCCTGGG
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AGACGTCCCAGGGACTTTGGGGGCCGTTTTTGTGGCCCGACCTGAGGAAGGGA
GTCGATGTGGAATCCGACCCCGTCAGGATATGTGGTTCTGGTAGGAGACGAGA
ACCTAAAACAGTTCCCGCCTCCGTCTGAATTTTTGCTTTCGGTTTGGAACCGAAG
CCGCGCGTCTTGTCTGCTGCAGCGCTGCAGCATCGTTCTGTGTTGTCTCTGTCT
GACTGTGTTTCTGTATTTGTCTGAAAATTAGGGCCAGACTGTTACCACTCCCTTA
AGTTTGACCTTAGGTCACTGGAAAGATGTCGAGCGGATCGCTCACAACCAGTCG
GTAGATGTCAAGAAGAGACGTTGGGTTACCTTCTGCTCTGCAGAATGGCCAACC
TTTAACGTCGGATGGCCGCGAGACGGCACCTTTAACCGAGACCTCATCACCCA
GGTTAAGATCAAGGTCTTTTCACCTGGCCCGCATGGACACCCAGACCAGGTCC
CCTACATCGTGACCTGGGAAGCCTTGGCTTTTGACCCCCCTCCCTGGGTCAAG
CCCTTTGTACACCCTAAGCCTCCGCCTCCTCTTCCTCCATCCGCCCCGTCTCTC
CCCCTTGAACCTCCTCGTTCGACCCCGCCTCGATCCTCCCTTTATCCAGCCCTC
ACTCCTTCTCTAGGCGCCGGAATTCCGATCTGATCCATGGCCAAGCCTTTGTCT
CAAGAAGAATCCACCCTCATTGAAAGAGCAACGGCTACAATCAACAGCATCCCC
ATCTCTGAAGACTACAGCGTCGCCAGCGCAGCTCTCTCTAGCGACGGCCGCAT
CTTCACTGGTGTCAATGTATATCATTTTACTGGGGGACCTTGTGCAGAACTCGTG
GTGCTGGGCACTGCTGCTGCTGCGGCAGCTGGCAACCTGACTTGTATCGTCGC
GATCGGAAATGAGAACAGGGGCATCTTGAGCCCCTGCGGACGGTGCCGACAG
GTGCTTCTCGATCTGCATCCTGGGATCAAAGCCATAGTGAAGGACAGTGATGGA
CAGCCGACGGCAGTTGGGATTCGTGAATTGCTGCCCTCTGGTTATGTGTGGGA
GGGCTAAGCATGCCCGACGGCGAGGATCTCGTCGTGACCCATGGCGATGCCT
GCTTGCCGAATATCATGGTGGAAAATGGCCGCTTTTCTGGATTCATCGACTGTG
GCCGGCTGGGTGTGGCGGACCGCTATCAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGAT
ATTGCTGAAGAGCTTGGCGGCGAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGG
TATCGCCGCTCCCGATTCGCAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTT
CTTCTGAGCGGGACTCTGGGGTTCGTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGT
TCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCC
TGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCC
CATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACG
GTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCC
TATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGAC
CTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACC
ATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCA
CGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCAC
CAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAA
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ATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTGGTTTAGT
GAACCGTCAGATCCGCTAGCGCTACCGGACTCAGATCTCGAGCGGATGCTGAC
CCCGCCGTTGCTCCTGCTGCTGCCCCTGCTCTCAGCTCTGGTCGCGGCGGCTA
TCGACGCCCCTAAGACTTGCAGCCCCAAGCAGTTTGCCTGCAGAGATCAAATAA
CCTGTATCTCAAAGGGCTGGCGGTGCGACGGTGAGAGGGACTGCCCAGACGG
ATCTGACGAGGCCCCTGAGATTTGTCCACAGAGTAAGGCCCAGCGATGCCAGC
CAAACGAGCATAACTGCCTGGGTACTGAGCTGTGTGTTCCCATGTCCCGCCTCT
GCAATGGGGTCCAGGACTGCATGGACGGCTCAGATGAGGGGCCCCACTGCCG
AGAGCTCCAAGGCAACTGCTCTCGCCTGGGCTGCCAGCACCATTGTGTCCCCA
CACTCGATGGGCCCACCTGCTACTGCAACAGCAGCTTTCAGCTTCAGGCAGAT
GGCAAGACCTGCAAAGATTTTGATGAGTGCTCAGTGTACGGCACCTGCAGCCA
GCTATGCACCAACACAGACGGCTCCTTCATATGTGGCTGTGTTGAAGGATACCT
CCTGCAGCCGGATAACCGCTCCTGCAAGGCCAAGAACGAGCCAGTAGACCGGC
CCCCTGTGCTGTTGATAGCCAACTCCCAGAACATCTTGGCCACGTACCTGAGTG
GGGCCCAGGTGTCTACCATCACACCTACGAGCACGCGGCAGACCACAGCCATG
GACTTCAGCTATGCCAACGAGACCGTATGCTGGGTGCATGTTGGGGACAGTGC
TGCTCAGACGCAGCTCAAGTGTGCCCGCATGCCTGGCCTAAAGGGCTTCGTGG
ATGAGCACACCATCAACATCTCCCTCAGTCTGCACCACGTGGAACAGATGGCCA
TCGACTGGCTGACAGGCAACTTCTACTTTGTGGATGACATCGATGATAGGATCT
TTGTCTGCAACAGAAATGGGGACACATGTGTCACATTGCTAGACCTGGAACTCT
ACAACCCCAAGGGCATTGCCCTGGACCCTGCCATGGGGAAGGTGTTTTTCACT
GACTATGGGCAGATCCCAAAGGTGGAACGCTGTGACATGGATGGGCAGAACCG
CACCAAGCTCGTCGACAGCAAGATTGTGTTTCCTCATGGCATCACGCTGGACCT
GGTCAGCCGCCTTGTCTACTGGGCAGATGCCTATCTGGACTATATTGAAGTGGT
GGACTATGAGGGCAAGGGCCGCCAGACCATCATCCAGGGCATCCTGATTGAGC
ACCTGTACGGCCTGACTGTGTTTGAGAATTATCTCTATGCCACCAACTCGGACA
ATGCCAATGCCCAGCAGAAGACGAGTGTGATCCGTGTGAACCGCTTTAACAGCA
CCGAGTACCAGGTTGTCACCCGGGTGGACAAGGGTGGTGCCCTCCACATCTAC
CACCAGAGGCGTCAGCCCCGAGTGAGGAGCCATGCCTGTGAAAACGACCAGTA
TGGGAAGCCGGGTGGCTGCTCTGACATCTGCCTGCTGGCCAACAGCCACAAGG
CGCGGACCTGCCGCTGCCGTTCCGGCTTCAGCCTGGGCAGTGACGGGAAGTC
ATGCAAGAAGCCGGAGCATGAGCTGTTCCTCGTGTATGGCAAGGGCCGGCCAG
GCATCATCCGGGGCATGGATATGGGGGCCAAGGTCCCGGATGAGCACATGATC
CCCATTGAAAACCTCATGAACCCCCGAGCCCTGGACTTCCACGCTGAGACCGG
CTTCATCTACTTTGCCGACACCACCAGCTACCTCATTGGCCGCCAGAAGATTGA
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TGGCACTGAGCGGGAGACCATCCTGAAGGACGGCATCCACAATGTGGAGGGTG
TGGCCGTGGACTGGATGGGAGACAATCTGTACTGGACGGACGATGGGCCCAAA
AAGACAATCAGCGTGGCCAGGCTGGAGAAAGCTGCTCAGACCCGCAAGACTTT
AATCGAGGGCAAAATGACACACCCCAGGGCTATTGTGGTGGATCCACTCAATG
GGTGGATGTACTGGACAGACTGGGAGGAGGACCCCAAGGACAGTCGGCGTGG
GCGGCTGGAGAGGGCGTGGATGGATGGCTCACACCGAGACATCTTTGTCACCT
CCAAGACAGTGCTTTGGCCCAATGGGCTAAGCCTGGACATCCCGGCTGGGCGC
CTCTACTGGGTGGATGCCTTCTACGACCGCATCGAGACGATACTGCTCAATGGC
ACAGACCGGAAGATTGTGTATGAAGGTCCTGAGCTGAACCACGCCTTTGGCCT
GTGTCACCATGGCAACTACCTCTTCTGGACTGAGTATCGGAGTGGCAGTGTCTA
CCGCTTGGAACGGGGTGTAGGAGGCGCACCCCCCACTGTGACCCTTCTGCGCA
GTGAGCGGCCCCCCATCTTTGAGATCCGAATGTATGATGCCCAGCAGCAGCAA
GTTGGCACCAACAAATGCCGGGTGAACAATGGCGGCTGCAGCAGCCTGTGCTT
GGCCACCCCTGGGAGCCGCCAGTGCGCCTGTGCTGAGGACCAGGTGTTGGAC
GCAGACGGCGTCACTTGCTTGGCGAACCCATCCTACGTGCCTCCACCCCAGTG
CCAGCCAGGCGAGTTTGCCTGTGCCAACAGCCGCTGCATCCAGGAGCGCTGGA
AGTGTGACGGAGACAACGATTGCCTGGACAACAGTGATGAGGCCCCAGCCCTC
TGCCATCAGCACACCTGCCCCTCGGACCGATTCAAGTGCGAGAACAACCGGTG
CATCCCCAACCGCTGGCTCTGCGACGGGGACAATGACTGTGGGAACAGTGAAG
ATGAGTCCAATGCCACTTGTTCAGCCCGCACCTGCCCCCCCAACCAGTTCTCCT
GTGCCAGTGGCCGCTGCATCCCCATCTCCTGGACGTGTGATCTGGATGACGAC
TGTGGGGACCGCTCTGATGAGTCTGCTTCGTGTGCCTATCCCACCTGCTTCCCC
CTGACTCAGTTTACCTGCAACAATGGCAGATGTATCAACATCAACTGGAGATGC
GACAATGACAATGACTGTGGGGACAACAGTGACGAAGCCGGCTGCAGCCACTC
CTGTTCTAGCACCCAGTTCAAGTGCAACAGCGGGCGTTGCATCCCCGAGCACT
GGACCTGCGATGGGGACAATGACTGCGGAGACTACAGTGATGAGACACACGCC
AACTGCACCAACCAGGCCACGAGGCCCCCTGGTGGCTGCCACACTGATGAGTT
CCAGTGCCGGCTGGATGGACTATGCATCCCCCTGCGGTGGCGCTGCGATGGG
GACACTGACTGCATGGACTCCAGCGATGAGAAGAGCTGTGAGGGAGTGACCCA
CGTCTGCGATCCCAGTGTCAAGTTTGGCTGCAAGGACTCAGCTCGGTGCATCA
GCAAAGCGTGGGTGTGTGATGGCGACAATGACTGTGAGGATAACTCGGACGAG
GAGAACTGCGAGTCCCTGGCCTGCAGGCCACCCTCGCACCCTTGTGCCAACAA
CACCTCAGTCTGCCTGCCCCCTGACAAGCTGTGTGATGGCAACGACGACTGTG
GCGACGGCTCAGATGAGGGCGAGCTCTGCGACCAGTGCTCTCTGAATAACGGT
GGCTGCAGCCACAACTGCTCAGTGGCACCTGGCGAAGGCATTGTGTGTTCCTG
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CCCTCTGGGCATGGAGCTGGGGCCCGACAACCACACCTGCCAGATCCAGAGCT
ACTGTGCCAAGCATCTCAAATGCAGCCAAAAGTGCGACCAGAACAAGTTCAGCG
TGAAGTGCTCCTGCTACGAGGGCTGGGTCCTGGAACCTGACGGCGAGAGCTGC
CGCAGCCTGGACCCCTTCAAGCCGTTCATCATTTTCTCCAACCGCCATGAAATC
CGGCGCATCGATCTTCACAAAGGAGACTACAGCGTCCTGGTGCCCGGCCTGCG
CAACACCATCGCCCTGGACTTCCACCTCAGCCAGAGCGCCCTCTACTGGACCG
ACGTGGTGGAGGACAAGATCTACCGCGGGAAGCTGCTGGACAACGGAGCCCT
GACTAGTTTCGAGGTGGTGATTCAGTATGGCCTGGCCACACCCGAGGGCCTGG
CTGTAGACTGGATTGCAGGCAACATCTACTGGGTGGAGAGTAACCTGGATCAGA
TCGAGGTGGCCAAGCTGGATGGGACCCTCCGGACCACCCTGCTGGCCGGTGA
CATTGAGCACCCAAGGGCAATCGCACTGGATCCCCGGGATGGGATCCTGTTTT
GGACAGACTGGGATGCCAGCCTGCCCCGCATTGAGGCAGCCTCCATGAGTGG
GGCTGGGCGCCGCACCGTGCACCGGGAGACCGGCTCTGGGGGCTGGCCCAA
CGGGCTCACCGTGGACTACCTGGAGAAGCGCATCCTTTGGATTGACGCCAGGT
CAGATGCCATTTACTCAGCCCGTTACGACGGCTCTGGCCACATGGAGGTGCTTC
GGGGACACGAGTTCCTGTCGCACCCGTTTGCAGTGACGCTGTACGGGGGGGA
GGTCTACTGGACTGACTGGCGAACAAACACACTGGCTAAGGCCAACAAGTGGA
CCGGCCACAATGTCACCGTGGTACAGAGGACCAACACCCAGCCCTTTGACCTG
CAGGTGTACCACCCCTCCCGCCAGCCCATGGCTCCCAATCCCTGTGAGGCCAA
TGGGGGCCAGGGCCCCTGCTCCCACCTGTGTCTCATCAACTACAACCGGACCG
TGTCCTGCGCCTGCCCCCACCTCATGAAGCTCCACAAGGACAACACCACCTGC
TATGAGTTTAAGAAGTTCCTGCTGTACGCACGTCAGATGGAGATCCGAGGTGTG
GACCTGGATGCTCCCTACTACAACTACATCATCTCCTTCACGGTGCCCGACATC
GACAACGTCACAGTGCTAGACTACGATGCCCGCGAGCAGCGTGTGTACTGGTC
TGACGTGCGGACACAGGCCATCAAGCGGGCCTTCATCAACGGCACAGGCGTG
GAGACAGTCGTCTCTGCAGACTTGCCAAATGCCCACGGGCTGGCTGTGGACTG
GGTCTCCCGAAACCTGTTCTGGACAAGCTATGACACCAATAAGAAGCAGATCAA
TGTGGCCCGGCTGGATGGCTCCTTCAAGAACGCAGTGGTGCAGGGCCTGGAG
CAGCCCCATGGCCTTGTCGTCCACCCTCTGCGTGGGAAGCTCTACTGGACCGA
TGGTGACAACATCAGCATGGCCAACATGGATGGCAGCAATCGCACCCTGCTCTT
CAGTGGCCAGAAGGGCCCCGTGGGCCTGGCTATTGACTTCCCTGAAAGCAAAC
TCTACTGGATCAGCTCCGGGAACCATACCATCAACCGCTGCAACCTGGATGGG
AGTGGGCTGGAGGTCATCGATGCCATGCGGAGCCAGCTGGGCAAGGCCACCG
CCCTGGCCATCATGGGGGACAAGCTGTGGTGGGCTGATCAGGTGTCGGAAAAG
ATGGGCACATGCAGCAAGGCTGACGGCTCGGGCTCCGTGGTCCTTCGGAACAG
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CACCACCCTGGTGATGCACATGAAGGTCTATGACGAGAGCATCCAGCTGGACC
ATAAGGGCACCAACCCCTGCAGTGTCAACAACGGTGACTGCTCCCAGCTCTGC
CTGCCCACGTCAGAGACGACCCGCTCCTGCATGTGCACAGCCGGCTATAGCCT
CCGGAGTGGCCAGCAGGCCTGCGAGGGCGTAGGTTCCTTTCTCCTGTACTCTG
TGCATGAGGGAATCAGGGGAATTCCCCTGGATCCCAATGACAAGTCAGATGCC
CTGGTCCCAGTGTCCGGGACCTCGCTGGCTGTCGGCATCGACTTCCACGCTGA
AAATGACACCATCTACTGGGTGGACATGGGCCTGAGCACGATCAGCCGGGCCA
AGCGGGACCAGACGTGGCGTGAAGACGTGGTGACCAATGGCATTGGCCGTGT
GGAGGGCATTGCAGTGGACTGGATCGCAGGCAACATCTACTGGACAGACCAGG
GCTTTGATGTCATCGAGGTCGCCCGGCTCAATGGCTCCTTCCGCTACGTGGTG
ATCTCCCAGGGTCTAGACAAGCCCCGGGCCATCACCGTCCACCCGGAGAAAGG
GTACTTGTTCTGGACTGAGTGGGGTCAGTATCCGCGTATTGAGCGGTCTCGGCT
AGATGGCACGGAGCGTGTGGTGCTGGTCAACGTCAGCATCAGCTGGCCCAACG
GCATCTCAGTGGACTACCAGGATGGGAAGCTGTACTGGTGCGATGCACGGACA
GACAAGATTGAACGGATCGACCTGGAGACAGGTGAGAACCGCGAGGTGGTTCT
GTCCAGCAACAACATGGACATGTTTTCAGTGTCTGTGTTTGAGGATTTCATCTAC
TGGAGTGACAGGACTCATGCCAACGGCTCTATCAAGCGCGGGAGCAAAGACAA
TGCCACAGACTCCGTGCCCCTGCGAACCGGCATCGGCGTCCAGCTTAAAGACA
TCAAAGTCTTCAACCGGGACCGGCAGAAAGGCACCAACGTGTGCGCGGTGGCC
AATGGCGGGTGCCAGCAGCTGTGCCTGTACCGGGGCCGTGGGCAGCGGGCCT
GCGCCTGTGCCCACGGGATGCTGGCTGAAGACGGAGCATCGTGCCGCGAGTA
TGCCGGCTACCTGCTCTACTCAGAGCGCACCATTCTCAAGAGTATCCACCTGTC
GGATGAGCGCAACCTCAATGCGCCCGTGCAGCCCTTCGAGGACCCTGAGCACA
TGAAGAACGTCATCGCCCTGGCCTTTGACTACCGGGCAGGCACCTCTCCGGGC
ACCCCCAATCGCATCTTCTTCAGCGACATCCACTTTGGGAACATCCAACAGATC
AACGACGATGGCTCCAGGAGGATCACCATTGTGGAAAACGTGGGCTCCGTGGA
AGGCCTGGCCTATCACCGTGGCTGGGACACTCTCTATTGGACAAGCTACACGA
CATCCACCATCACGCGCCACACAGTGGACCAGACCCGCCCAGGGGCCTTCGAG
CGTGAGACCGTCATCACTATGTCTGGAGATGACCACCCACGGGCCTTCGTTTTG
GACGAGTGCCAGAACCTCATGTTCTGGACCAACTGGAATGAGCAGCATCCCAG
CATCATGCGGGCGGCGCTCTCGGGAGCCAATGTCCTGACCCTTATCGAGAAGG
ACATCCGTACCCCCAATGGCCTGGCCATCGACCACCGTGCCGAGAAGCTCTAC
TTCTCTGACGCCACCCTGGACAAGATCGAGCGGTGCGAGTATGACGGCTCCCA
CCGCTATGTGATCCTAAAGTCAGAGCCTGTCCACCCCTTCGGGCTGGCTGTGTA
TGGGGAGCACATTTTCTGGACTGACTGGGTGCGGCGGGCAGTGCAGCGGGCC
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AACAAGCACGTGGGCAGCAACATGAAGCTGCTGCGCGTGGACATCCCCCAGCA
GCCCATGGGCATCATCGCTGTGGCCAACGACACCAACAGCTGTGAACTCTCTC
CATGCCGAATCAACAACGGTGGCTGCCAGGACCTGTGTCTGCTCACTCACCAG
GGCCATGTCAACTGCTCATGCCGAGGGGGCCGAATCCTCCAGGATGACCTCAC
CTGCCGAGCGGTGAATTCCTCTTGCCGAGCACAAGATGAGTTTGAGTGTGCCAA
TGGCGAGTGCATCAACTTCAGCCTGACCTGCGACGGCGTCCCCCACTGCAAGG
ACAAGTCCGATGAGAAGCCATCCTACTGCAACTCCCGCCGCTGCAAGAAGACTT
TCCGGCAGTGCAGCAATGGGCGCTGTGTGTCCAACATGCTGTGGTGCAACGGG
GCCGACGACTGTGGGGATGGCTCTGACGAGATCCCTTGCAACAAGACAGCCTG
TGGTGTGGGCGAGTTCCGCTGCCGGGACGGGACCTGCATCGGGAACTCCAGC
CGCTGCAACCAGTTTGTGGATTGTGAGGACGCCTCAGATGAGATGAACTGCAGT
GCCACCGACTGCAGCAGCTACTTCCGCCTGGGCGTGAAGGGCGTGCTCTTCCA
GCCCTGCGAGCGGACCTCACTCTGCTACGCACCCAGCTGGGTGTGTGATGGCG
CCAATGACTGTGGGGACTACAGTGATGAGCGCGACTGCCCAGGTGTGAAACGC
CCCAGATGCCCTCTGAATTACTTCGCCTGCCCTAGTGGGCGCTGCATCCCCATG
AGCTGGACGTGTGACAAAGAGGATGACTGTGAACATGGCGAGGACGAGACCCA
CTGCAACAAGTTCTGCTCAGAGGCCCAGTTTGAGTGCCAGAACCATCGCTGCAT
CTCCAAGCAGTGGCTGTGTGACGGCAGCGATGACTGTGGGGATGGCTCAGACG
AGGCTGCTCACTGTGAAGGCAAGACGTGCGGCCCCTCCTCCTTCTCCTGCCCT
GGCACCCACGTGTGCGTCCCCGAGCGCTGGCTCTGTGACGGTGACAAAGACTG
TGCTGATGGTGCAGACGAGAGCATCGCAGCTGGTTGCTTGTACAACAGCACTT
GTGACGACCGTGAGTTCATGTGCCAGAACCGCCAGTGCATCCCCAAGCACTTC
GTGTGTGACCACGACCGTGACTGTGCAGATGGCTCTGATGAGTCCCCCGAGTG
TGAGTACCCGACCTGCGGCCCCAGTGAGTTCCGCTGTGCCAATGGGCGCTGTC
TGAGCTCCCGCCAGTGGGAGTGTGATGGCGAGAATGACTGCCACGACCAGAGT
GATGAGGCTCCCAAGAACCCACACTGCACCAGCCCAGAGCACAAGTGCAATGC
CTCGTCACAGTTCCTGTGCAGCAGTGGGCGCTGTGTGGCTGAGGCACTGCTCT
GCAACGGCCAGGATGACTGTGGCGACAGCTCGGACGAGCGTGGCTGCCACAT
CAATGAGTGTCTCAGCCGCAAGCTCAGTGGCTGCAGCCAGGACTGTGAGGACC
TCAAGATCGGCTTCAAGTGCCGCTGTCGCCCTGGCTTCCGGCTGAAGGACGAC
GGCCGGACGTGTGCTGATGTGGACGAGTGCAGCACCACCTTCCCCTGCAGCCA
GCGCTGCATCAACACCCATGGCAGCTATAAGTGTCTGTGTGTGGAGGGCTATG
CACCCCGCGGCGGCGACCCCCACAGCTGCAAGGCTGGGCGCGCCAACTCTGA
GTACCAGGTCCTGTACATCGCTGATGACAATGAGATCCGCAGCCTGTTCCCCG
GCCACCCCCATTCGGCTTACGAGCAGGCATTCCAGGGTGACGAGAGTGTCCGC
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ATTGATGCTATGGATGTCCATGTCAAGGCTGGCCGTGTCTATTGGACCAACTGG
CACACGGGCACCATCTCCTACCGCAGCCTGCCACCTGCTGCGCCTCCTACCAC
TTCCAACCGCCACCGGCGACAGATTGACCGGGGTGTCACCCACCTCAACATTT
CAGGGCTGAAGATGCCCAGAGGCATCGCCATCGACTGGGTGGCCGGAAACGT
GTACTGGACCGACTCGGGCCGAGATGTGATTGAGGTGGCGCAGATGAAGGGC
GAGAACCGCAAGACGCTCATCTCGGGCATGATTGACGAGCCCCACGCCATTGT
GGTGGACCCACTGAGGGGGACCATGTACTGGTCAGACTGGGGCAACCACCCC
AAGATTGAGACGGCAGCGATGGATGGGACGCTTCGGGAGACACTGGTGCAGG
ACAACATTCAGTGGCCCACAGGCCTGGCCGTGGATTATCACAATGAGCGGCTG
TACTGGGCAGACGCCAAGCTTTCAGTCATCGGCAGCATCCGGCTCAATGGCAC
GGACCCCATTGTGGCTGCTGACAGCAAACGAGGCCTAAGTCACCCCTTCAGCA
TCGACGTCTTTGAGGATTACATCTATGGTGTCACCTACATCAATAATCGTGTCTT
CAAGATCCATAAGTTTGGCCACAGCCCCTTGGTCAACCTGACAGGGGGCCTGA
GCCACGCCTCTGACGTGGTCCTTTACCATCAGCACAAGCAGCCCGAAGTGACC
AACCCATGTGACCGCAAGAAATGCGAGTGGCTCTGCCTGCTGAGCCCCAGTGG
GCCTGTCTGCACCTGTCCCAATGGGAAGCGGCTGGACAACGGCACATGCGTGC
CTGTGCCCTCTCCAACGCCCCCCCCAGATGCTCCCCGGCCTGGAACCTGTAAC
CTGCAGTGCTTCAACGGTGGCAGCTGTTTCCTCAATGCACGGAGGCAGCCCAA
GTGCCGCTGCCAACCCCGCTACACGGGTGACAAGTGTGAACTGGACCAGTGCT
GGGAGCACTGTCGCAATGGGGGCACCTGTGCTGCCTCCCCCTCTGGCATGCCC
ACGTGCCGGTGCCCCACGGGCTTCACGGGCCCCAAATGCACCCAGCAGGTGT
GTGCGGGCTACTGTGCCAACAACAGCACCTGCACTGTCAACCAGGGCAACCAG
CCCCAGTGCCGATGCCTACCCGGCTTCCTGGGCGACCGCTGCCAGTACCGGC
AGTGCTCTGGCTACTGTGAGAACTTTGGCACATGCCAGATGGCTGCTGATGGCT
CCCGACAATGCCGCTGCACTGCCTACTTTGAGGGATCGAGGTGTGAGGTGAAC
AAGTGCAGCCGCTGTCTCGAAGGGGCCTGTGTGGTCAACAAGCAGAGTGGGGA
TGTCACCTGCAACTGCACGGATGGCCGGGTGGCCCCCAGCTGTCTGACCTGCG
TCGGCCACTGCAGCAATGGCGGCTCCTGTACCATGAACAGCAAAATGATGCCT
GAGTGCCAGTGCCCACCCCACATGACAGGGCCCCGGTGTGAGGAGCACGTCTT
CAGCCAGCAGCAGCCAGGACATATAGCCTCCATCCTAATCCCTCTGCTGTTGCT
GCTGCTGCTGGTTCTGGTGGCCGGAGTGGTATTCTGGTATAAGCGGCGAGTCC
AAGGGGCTAAGGGCTTCCAGCACCAACGGATGACCAACGGGGCCATGAACGTG
GAGATTGGAAACCCCACCTACAAGATGTACGAAGGCGGAGAGCCTGATGATGT
GGGAGGCCTACTGGACGCTGACTTTGCCCTGGACCCTGACAAGCCCACCAACT
TCACCAACCCCGTGTATGCCACACTCTACATGGGGGGCCATGGCAGTCGCCAC
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TCCCTGGCCAGCACGGACGAGAAGCGAGAACTCCTGGGCCGGGGCCCTGAGG
ACGAGATAGGGGACCCCTTGGCATAGGCGGCCGCTTGTCGACAGGCCTTAATG
GCCTAACATCGATAAAATAAAAGATTTTATTTAGTCTCCAGAAAAAGGGGGGAAT
GAAAGACCCCACCTGTAGGTTTGGCAAGCTAGCTTAAGTAACGCCATTTTGCAA
GGCATGGAAAAATACATAACTGAGAATAGAGAAGTTCAGATCAAGGTCAGGAAC
AGATGGAACAGCTGAATATGGGCCAAACAGGATATCTGTGGTAAGCAGTTCCTG
CCCCGGCTCAGGGCCAAGAACAGATGGAACAGCTGAATATGGGCCAAACAGGA
TATCTGTGGTAAGCAGTTCCTGCCCCGGCTCAGGGCCAAGAACAGATGGTCCC
CAGATGCGGTCCAGCCCTCAGCAGTTTCTAGAGAACCATCAGATGTTTCCAGGG
TGCCCCAAGGACCTGAAATGACCCTGTGCCTTATTTGAACTAACCAATCAGTTC
GCTTCTCGCTTCTGTTCGCGCGCTTCTGCTCCCCGAGCTCAATAAAAGAGCCCA
CAACCCCTCACTCGGGGCGCCAGTCCTCCGATTGACTGAGTCGCCCGGGTACC
CGTGTATCCAATAAACCCTCTTGCAGTTGCATCCGACTTGTGGTCTCGCTGTTC
CTTGGGAGGGTCTCCTCTGAGTGATTGACTACCCGTCAGCGGGGGTCTTTCATT
TGGGGGCTCGTCCGGGATCGGGAGACCCCTGCCCAGGGACCACCGACCCACC
ACCGGGAGGTAAGCTGGCTGCCTCGCGCGTTTCGGTGATGACGGTGAAAACCT
CTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCG
GGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGTGTTGGCGGGTGTCGGG
GCGCAGCCATGACCCAGTCACGTAGCGATAGCGGAGTGTATACTGGCTTAACT
ATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCATATGCGGTGTGAAATAC
CGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGGCGCTCTTCCGCTTCCTCG
CTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCA
CTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAA
CATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGC
TGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCT
CAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCC
CCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATA
CCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTG
TAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGA
ACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTC
CAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGA
TTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCT
AACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCA
GTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCT
GGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGA
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TCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAA
AACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGA
TCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTT
GGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTC
TATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACG
GGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCT
CACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGC
AGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGG
GAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATT
GCTGCAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCC
GGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCG
GTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTA
TCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAA
GATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTAT
GCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAACACGGGATAATACCGCGCCAC
ATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACT
CTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACC
CAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACA
GGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAAT
ACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCA
TGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCG
CACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACA
TTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCGTCTTCAAGAATTCATAC
CAGATCACCGAAAACTGTCCTCCAAATGTGTCCCCCTCACACTCCCAAATTCGC
GGGCTTCTGCCTCTTAGACCACTCTACCCTATTCCCCACACTCACCGGAGCCAA
AGCCGCGGCCCTTCCGTTTCTTTGCT

In rot: Restriktionsschnittstellen

In gelb: zusatzlich an Primer angefligte Sequenzen

8.4.2 LRP1 Domane ll-IV

TTTGAAAGACCCCACCCGTAGGTGGCAAGCTAGCTTAAGTAACGCCACTTTGCA
AGGCATGGAAAAATACATAACTGAGAATAGAAAAGTTCAGATCAAGGTCAGGAA

CAAAGAAACAGCTGAATACCAAACAGGATATCTGTGGTAAGCGGTTCCTGCCCC
GGCTCAGGGCCAAGAACAGATGAGACAGCTGAGTGATGGGCCAAACAGGATAT
CTGTGGTAAGCAGTTCCTGCCCCGGCTCGGGGCCAAGAACAGATGGTCCCCAG
ATGCGGTCCAGCCCTCAGCAGTTTCTAGTGAATCATCAGATGTTTCCAGGGTGC
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CCCAAGGACCTGAAAATGACCCTGTACCTTATTTGAACTAACCAATCAGTTCGCT
TCTCGCTTCTGTTCGCGCGCTTCCGCTCTCCGAGCTCAATAAAAGAGCCCACAA
CCCCTCACTCGGCGCGCCAGTCTTCCGATAGACTGCGTCGCCCGGGTACCCGT
ATTCCCAATAAAGCCTCTTGCTGTTTGCATCCGAATCGTGGTCTCGCTGTTCCTT
GGGAGGGTCTCCTCTGAGTGATTGACTACCCACGACGGGGGTCTTTCATTTGG
GGGCTCGTCCGGGATTTGGAGACCCCTGCCCAGGGACCACCGACCCACCACC
GGGAGGTAAGCTGGCCAGCAACTTATCTGTGTCTGTCCGATTGTCTAGTGTCTA
TGTTTGATGTTATGCGCCTGCGTCTGTACTAGTTAGCTAACTAGCTCTGTATCTG
GCGGACCCGTGGTGGAACTGACGAGTTCTGAACACCCGGCCGCAACCCTGGG
AGACGTCCCAGGGACTTTGGGGGCCGTTTTTGTGGCCCGACCTGAGGAAGGGA
GTCGATGTGGAATCCGACCCCGTCAGGATATGTGGTTCTGGTAGGAGACGAGA
ACCTAAAACAGTTCCCGCCTCCGTCTGAATTTTTGCTTTCGGTTTGGAACCGAAG
CCGCGCGTCTTGTCTGCTGCAGCGCTGCAGCATCGTTCTGTGTTGTCTCTGTCT
GACTGTGTTTCTGTATTTGTCTGAAAATTAGGGCCAGACTGTTACCACTCCCTTA
AGTTTGACCTTAGGTCACTGGAAAGATGTCGAGCGGATCGCTCACAACCAGTCG
GTAGATGTCAAGAAGAGACGTTGGGTTACCTTCTGCTCTGCAGAATGGCCAACC
TTTAACGTCGGATGGCCGCGAGACGGCACCTTTAACCGAGACCTCATCACCCA
GGTTAAGATCAAGGTCTTTTCACCTGGCCCGCATGGACACCCAGACCAGGTCC
CCTACATCGTGACCTGGGAAGCCTTGGCTTTTGACCCCCCTCCCTGGGTCAAG
CCCTTTGTACACCCTAAGCCTCCGCCTCCTCTTCCTCCATCCGCCCCGTCTCTC
CCCCTTGAACCTCCTCGTTCGACCCCGCCTCGATCCTCCCTTTATCCAGCCCTC
ACTCCTTCTCTAGGCGCCGGAATTCCGATCTGATCCATGGCCAAGCCTTTGTCT
CAAGAAGAATCCACCCTCATTGAAAGAGCAACGGCTACAATCAACAGCATCCCC
ATCTCTGAAGACTACAGCGTCGCCAGCGCAGCTCTCTCTAGCGACGGCCGCAT
CTTCACTGGTGTCAATGTATATCATTTTACTGGGGGACCTTGTGCAGAACTCGTG
GTGCTGGGCACTGCTGCTGCTGCGGCAGCTGGCAACCTGACTTGTATCGTCGC
GATCGGAAATGAGAACAGGGGCATCTTGAGCCCCTGCGGACGGTGCCGACAG
GTGCTTCTCGATCTGCATCCTGGGATCAAAGCCATAGTGAAGGACAGTGATGGA
CAGCCGACGGCAGTTGGGATTCGTGAATTGCTGCCCTCTGGTTATGTGTGGGA
GGGCTAAGCATGCCCGACGGCGAGGATCTCGTCGTGACCCATGGCGATGCCT
GCTTGCCGAATATCATGGTGGAAAATGGCCGCTTTTCTGGATTCATCGACTGTG
GCCGGCTGGGTGTGGCGGACCGCTATCAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGAT
ATTGCTGAAGAGCTTGGCGGCGAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGG
TATCGCCGCTCCCGATTCGCAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTT
CTTCTGAGCGGGACTCTGGGGTTCGTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGT
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TCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCC
TGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCC
CATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACG
GTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCC
TATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGAC
CTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACC
ATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCA
CGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCAC
CAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAA
ATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTGGTTTAGT
GAACCGTCAGATCCGCTAGCGCTACCGGACTCAGATCTCGAGCGGATGCTGAC
CCCGCCGTTGCTCCTGCTGCTGCCCCTGCTCTCAGCTCTGGTCGCGGCGGCTA
TCGACGCCCCTGGCGCGCCAGTTGGCACCAACAAATGCCGGGTGAACAATGGC
GGCTGCAGCAGCCTGTGCTTGGCCACCCCTGGGAGCCGCCAGTGCGCCTGTG
CTGAGGACCAGGTGTTGGACGCAGACGGCGTCACTTGCTTGGCGAACCCATCC
TACGTGCCTCCACCCCAGTGCCAGCCAGGCGAGTTTGCCTGTGCCAACAGCCG
CTGCATCCAGGAGCGCTGGAAGTGTGACGGAGACAACGATTGCCTGGACAACA
GTGATGAGGCCCCAGCCCTCTGCCATCAGCACACCTGCCCCTCGGACCGATTC
AAGTGCGAGAACAACCGGTGCATCCCCAACCGCTGGCTCTGCGACGGGGACAA
TGACTGTGGGAACAGTGAAGATGAGTCCAATGCCACTTGTTCAGCCCGCACCTG
CCCCCCCAACCAGTTCTCCTGTGCCAGTGGCCGCTGCATCCCCATCTCCTGGA
CGTGTGATCTGGATGACGACTGTGGGGACCGCTCTGATGAGTCTGCTTCGTGT
GCCTATCCCACCTGCTTCCCCCTGACTCAGTTTACCTGCAACAATGGCAGATGT
ATCAACATCAACTGGAGATGCGACAATGACAATGACTGTGGGGACAACAGTGAC
GAAGCCGGCTGCAGCCACTCCTGTTCTAGCACCCAGTTCAAGTGCAACAGCGG
GCGTTGCATCCCCGAGCACTGGACCTGCGATGGGGACAATGACTGCGGAGACT
ACAGTGATGAGACACACGCCAACTGCACCAACCAGGCCACGAGGCceeCcTaGT
GGCTGCCACACTGATGAGTTCCAGTGCCGGCTGGATGGACTATGCATCCCCCT
GCGGTGGCGCTGCGATGGGGACACTGACTGCATGGACTCCAGCGATGAGAAG
AGCTGTGAGGGAGTGACCCACGTCTGCGATCCCAGTGTCAAGTTTGGCTGCAA
GGACTCAGCTCGGTGCATCAGCAAAGCGTGGGTGTGTGATGGCGACAATGACT
GTGAGGATAACTCGGACGAGGAGAACTGCGAGTCCCTGGCCTGCAGGCCACC
CTCGCACCCTTGTGCCAACAACACCTCAGTCTGCCTGCCCCCTGACAAGCTGTG
TGATGGCAACGACGACTGTGGCGACGGCTCAGATGAGGGCGAGCTCTGCGAC
CAGTGCTCTCTGAATAACGGTGGCTGCAGCCACAACTGCTCAGTGGCACCTGG
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CGAAGGCATTGTGTGTTCCTGCCCTCTGGGCATGGAGCTGGGGCCCGACAACC
ACACCTGCCAGATCCAGAGCTACTGTGCCAAGCATCTCAAATGCAGCCAAAAGT
GCGACCAGAACAAGTTCAGCGTGAAGTGCTCCTGCTACGAGGGCTGGGTCCTG
GAACCTGACGGCGAGAGCTGCCGCAGCCTGGACCCCTTCAAGCCGTTCATCAT
TTTCTCCAACCGCCATGAAATCCGGCGCATCGATCTTCACAAAGGAGACTACAG
CGTCCTGGTGCCCGGCCTGCGCAACACCATCGCCCTGGACTTCCACCTCAGCC
AGAGCGCCCTCTACTGGACCGACGTGGTGGAGGACAAGATCTACCGCGGGAA
GCTGCTGGACAACGGAGCCCTGACTAGTTTCGAGGTGGTGATTCAGTATGGCC
TGGCCACACCCGAGGGCCTGGCTGTAGACTGGATTGCAGGCAACATCTACTGG
GTGGAGAGTAACCTGGATCAGATCGAGGTGGCCAAGCTGGATGGGACCCTCCG
GACCACCCTGCTGGCCGGTGACATTGAGCACCCAAGGGCAATCGCACTGGATC
CCCGGGATGGGATCCTGTTTTGGACAGACTGGGATGCCAGCCTGCCCCGCATT
GAGGCAGCCTCCATGAGTGGGGCTGGGCGCCGCACCGTGCACCGGGAGACCG
GCTCTGGGGGCTGGCCCAACGGGCTCACCGTGGACTACCTGGAGAAGCGCAT
CCTTTGGATTGACGCCAGGTCAGATGCCATTTACTCAGCCCGTTACGACGGCTC
TGGCCACATGGAGGTGCTTCGGGGACACGAGTTCCTGTCGCACCCGTTTGCAG
TGACGCTGTACGGGGGGGAGGTCTACTGGACTGACTGGCGAACAAACACACTG
GCTAAGGCCAACAAGTGGACCGGCCACAATGTCACCGTGGTACAGAGGACCAA
CACCCAGCCCTTTGACCTGCAGGTGTACCACCCCTCCCGCCAGCCCATGGCTC
CCAATCCCTGTGAGGCCAATGGGGGCCAGGGCCCCTGCTCCCACCTGTGTCTC
ATCAACTACAACCGGACCGTGTCCTGCGCCTGCCCCCACCTCATGAAGCTCCA
CAAGGACAACACCACCTGCTATGAGTTTAAGAAGTTCCTGCTGTACGCACGTCA
GATGGAGATCCGAGGTGTGGACCTGGATGCTCCCTACTACAACTACATCATCTC
CTTCACGGTGCCCGACATCGACAACGTCACAGTGCTAGACTACGATGCCCGCG
AGCAGCGTGTGTACTGGTCTGACGTGCGGACACAGGCCATCAAGCGGGCCTTC
ATCAACGGCACAGGCGTGGAGACAGTCGTCTCTGCAGACTTGCCAAATGCCCA
CGGGCTGGCTGTGGACTGGGTCTCCCGAAACCTGTTCTGGACAAGCTATGACA
CCAATAAGAAGCAGATCAATGTGGCCCGGCTGGATGGCTCCTTCAAGAACGCA
GTGGTGCAGGGCCTGGAGCAGCCCCATGGCCTTGTCGTCCACCCTCTGCGTG
GGAAGCTCTACTGGACCGATGGTGACAACATCAGCATGGCCAACATGGATGGC
AGCAATCGCACCCTGCTCTTCAGTGGCCAGAAGGGCCCCGTGGGCCTGGCTAT
TGACTTCCCTGAAAGCAAACTCTACTGGATCAGCTCCGGGAACCATACCATCAA
CCGCTGCAACCTGGATGGGAGTGGGCTGGAGGTCATCGATGCCATGCGGAGC
CAGCTGGGCAAGGCCACCGCCCTGGCCATCATGGGGGACAAGCTGTGGTGGG
CTGATCAGGTGTCGGAAAAGATGGGCACATGCAGCAAGGCTGACGGCTCGGGC
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TCCGTGGTCCTTCGGAACAGCACCACCCTGGTGATGCACATGAAGGTCTATGAC
GAGAGCATCCAGCTGGACCATAAGGGCACCAACCCCTGCAGTGTCAACAACGG
TGACTGCTCCCAGCTCTGCCTGCCCACGTCAGAGACGACCCGCTCCTGCATGT
GCACAGCCGGCTATAGCCTCCGGAGTGGCCAGCAGGCCTGCGAGGGCGTAGG
TTCCTTTCTCCTGTACTCTGTGCATGAGGGAATCAGGGGAATTCCCCTGGATCC
CAATGACAAGTCAGATGCCCTGGTCCCAGTGTCCGGGACCTCGCTGGCTGTCG
GCATCGACTTCCACGCTGAAAATGACACCATCTACTGGGTGGACATGGGCCTGA
GCACGATCAGCCGGGCCAAGCGGGACCAGACGTGGCGTGAAGACGTGGTGAC
CAATGGCATTGGCCGTGTGGAGGGCATTGCAGTGGACTGGATCGCAGGCAACA
TCTACTGGACAGACCAGGGCTTTGATGTCATCGAGGTCGCCCGGCTCAATGGC
TCCTTCCGCTACGTGGTGATCTCCCAGGGTCTAGACAAGCCCCGGGCCATCAC
CGTCCACCCGGAGAAAGGGTACTTGTTCTGGACTGAGTGGGGTCAGTATCCGC
GTATTGAGCGGTCTCGGCTAGATGGCACGGAGCGTGTGGTGCTGGTCAACGTC
AGCATCAGCTGGCCCAACGGCATCTCAGTGGACTACCAGGATGGGAAGCTGTA
CTGGTGCGATGCACGGACAGACAAGATTGAACGGATCGACCTGGAGACAGGTG
AGAACCGCGAGGTGGTTCTGTCCAGCAACAACATGGACATGTTTTCAGTGTCTG
TGTTTGAGGATTTCATCTACTGGAGTGACAGGACTCATGCCAACGGCTCTATCA
AGCGCGGGAGCAAAGACAATGCCACAGACTCCGTGCCCCTGCGAACCGGCATC
GGCGTCCAGCTTAAAGACATCAAAGTCTTCAACCGGGACCGGCAGAAAGGCAC
CAACGTGTGCGCGGTGGCCAATGGCGGGTGCCAGCAGCTGTGCCTGTACCGG
GGCCGTGGGCAGCGGGCCTGCGCCTGTGCCCACGGGATGCTGGCTGAAGACG
GAGCATCGTGCCGCGAGTATGCCGGCTACCTGCTCTACTCAGAGCGCACCATT
CTCAAGAGTATCCACCTGTCGGATGAGCGCAACCTCAATGCGCCCGTGCAGCC
CTTCGAGGACCCTGAGCACATGAAGAACGTCATCGCCCTGGCCTTTGACTACC
GGGCAGGCACCTCTCCGGGCACCCCCAATCGCATCTTCTTCAGCGACATCCAC
TTTGGGAACATCCAACAGATCAACGACGATGGCTCCAGGAGGATCACCATTGTG
GAAAACGTGGGCTCCGTGGAAGGCCTGGCCTATCACCGTGGCTGGGACACTCT
CTATTGGACAAGCTACACGACATCCACCATCACGCGCCACACAGTGGACCAGA
CCCGCCCAGGGGCCTTCGAGCGTGAGACCGTCATCACTATGTCTGGAGATGAC
CACCCACGGGCCTTCGTTTTGGACGAGTGCCAGAACCTCATGTTCTGGACCAAC
TGGAATGAGCAGCATCCCAGCATCATGCGGGCGGCGCTCTCGGGAGCCAATGT
CCTGACCCTTATCGAGAAGGACATCCGTACCCCCAATGGCCTGGCCATCGACC
ACCGTGCCGAGAAGCTCTACTTCTCTGACGCCACCCTGGACAAGATCGAGCGG
TGCGAGTATGACGGCTCCCACCGCTATGTGATCCTAAAGTCAGAGCCTGTCCAC
CCCTTCGGGCTGGCTGTGTATGGGGAGCACATTTTCTGGACTGACTGGGTGCG
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GCGGGCAGTGCAGCGGGCCAACAAGCACGTGGGCAGCAACATGAAGCTGCTG
CGCGTGGACATCCCCCAGCAGCCCATGGGCATCATCGCTGTGGCCAACGACAC
CAACAGCTGTGAACTCTCTCCATGCCGAATCAACAACGGTGGCTGCCAGGACCT
GTGTCTGCTCACTCACCAGGGCCATGTCAACTGCTCATGCCGAGGGGGCCGAA
TCCTCCAGGATGACCTCACCTGCCGAGCGGTGAATTCCTCTTGCCGAGCACAA
GATGAGTTTGAGTGTGCCAATGGCGAGTGCATCAACTTCAGCCTGACCTGCGAC
GGCGTCCCCCACTGCAAGGACAAGTCCGATGAGAAGCCATCCTACTGCAACTC
CCGCCGCTGCAAGAAGACTTTCCGGCAGTGCAGCAATGGGCGCTGTGTGTCCA
ACATGCTGTGGTGCAACGGGGCCGACGACTGTGGGGATGGCTCTGACGAGATC
CCTTGCAACAAGACAGCCTGTGGTGTGGGCGAGTTCCGCTGCCGGGACGGGA
CCTGCATCGGGAACTCCAGCCGCTGCAACCAGTTTGTGGATTGTGAGGACGCC
TCAGATGAGATGAACTGCAGTGCCACCGACTGCAGCAGCTACTTCCGCCTGGG
CGTGAAGGGCGTGCTCTTCCAGCCCTGCGAGCGGACCTCACTCTGCTACGCAC
CCAGCTGGGTGTGTGATGGCGCCAATGACTGTGGGGACTACAGTGATGAGCGC
GACTGCCCAGGTGTGAAACGCCCCAGATGCCCTCTGAATTACTTCGCCTGCCCT
AGTGGGCGCTGCATCCCCATGAGCTGGACGTGTGACAAAGAGGATGACTGTGA
ACATGGCGAGGACGAGACCCACTGCAACAAGTTCTGCTCAGAGGCCCAGTTTG
AGTGCCAGAACCATCGCTGCATCTCCAAGCAGTGGCTGTGTGACGGCAGCGAT
GACTGTGGGGATGGCTCAGACGAGGCTGCTCACTGTGAAGGCAAGACGTGCG
GCCCCTCCTCCTTCTCCTGCCCTGGCACCCACGTGTGCGTCCCCGAGCGCTGG
CTCTGTGACGGTGACAAAGACTGTGCTGATGGTGCAGACGAGAGCATCGCAGC
TGGTTGCTTGTACAACAGCACTTGTGACGACCGTGAGTTCATGTGCCAGAACCG
CCAGTGCATCCCCAAGCACTTCGTGTGTGACCACGACCGTGACTGTGCAGATG
GCTCTGATGAGTCCCCCGAGTGTGAGTACCCGACCTGCGGCCCCAGTGAGTTC
CGCTGTGCCAATGGGCGCTGTCTGAGCTCCCGCCAGTGGGAGTGTGATGGCG
AGAATGACTGCCACGACCAGAGTGATGAGGCTCCCAAGAACCCACACTGCACC
AGCCCAGAGCACAAGTGCAATGCCTCGTCACAGTTCCTGTGCAGCAGTGGGCG
CTGTGTGGCTGAGGCACTGCTCTGCAACGGCCAGGATGACTGTGGCGACAGCT
CGGACGAGCGTGGCTGCCACATCAATGAGTGTCTCAGCCGCAAGCTCAGTGGC
TGCAGCCAGGACTGTGAGGACCTCAAGATCGGCTTCAAGTGCCGCTGTCGCCC
TGGCTTCCGGCTGAAGGACGACGGCCGGACGTGTGCTGATGTGGACGAGTGC
AGCACCACCTTCCCCTGCAGCCAGCGCTGCATCAACACCCATGGCAGCTATAA
GTGTCTGTGTGTGGAGGGCTATGCACCCCGCGGCGGCGACCCCCACAGCTGC
AAGGCTGTGACTGACGAGGAACCGTTTCTGATCTTCGCCAACCGGTACTACCTG
CGCAAGCTCAACCTGGACGGGTCCAACTACACGTTACTTAAGCAGGGCCTGAA
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CAACGCCGTTGCCTTGGATTTTGACTACCGAGAGCAGATGATCTACTGGACAGA
TGTGACCACCCAGGGCAGCATGATCCGAAGGATGCACCTTAACGGGAGCAATG
TGCAGGTCCTACACCGTACAGGCCTCAGCAACCCCGATGGGCTGGCTGTGGAC
TGGGTGGGTGGCAACCTGTACTGGTGCGACAAAGGCCGGGACACCATCGAGG
TGTCCAAGCTCAATGGGGCCTATCGGACGGTGCTGGTCAGCTCTGGCCTCCGT
GAGCCCAGGGCTCTGGTGGTGGATGTGCAGAATGGGTACCTGTACTGGACAGA
CTGGGGTGACCATTCACTGATCGGCCGCATCGGCATGGATGGGTCCAGCCGCA
GCGTCATCGTGGACACCAAGATCACATGGCCCAATGGCCTGACGCTGGACTAT
GTCACTGAGCGCATCTACTGGGCCGACGCCCGCGAGGACTACATTGAATTTGC
CAGCCTGGATGGCTCCAATCGCCACGTTGTGCTGAGCCAGGACATCCCGCACA
TCTTTGCACTGACCCTGTTTGAGGACTACGTCTACTGGACCGACTGGGAAACAA
AGTCCATTAACCGAGCCCACAAGACCACAGGCACCAACAAAACGCTCCTCATCA
GCACGCTGCACCGGCCCATGGACCTGCATGTCTTCCATGCCCTGCGCCAGCCA
GACGTGCCCAATCACCCCTGCAAGGTCAACAATGGTGGCTGCAGCAACCTGTG
CCTGCTGTCCCCCGGGGGAGGGCACAAATGTGCCTGCCCCACCAACTTCTACC
TGGGCAGCGATGGGCGCACCTGTGTGTCCAACTGCACGGCTAGCCAGTTTGTA
TGCAAGAACGACAAGTGCATCCCCTTCTGGTGGAAGTGTGACACCGAGGACGA
CTGCGGGGACCACTCAGACGAGCCCCCGGACTGCCCTGAGTTCAAGTGCCGG
CCCGGACAGTTCCAGTGCTCCACAGGTATCTGCACAAACCCTGCCTTCATCTGC
GATGGCGACAATGACTGCCAGGACAACAGTGACGAGGCCAACTGTGACATCCA
CGTCTGCTTGCCCAGTCAGTTCAAATGCACCAACACCAACCGCTGTATTCCCGG
CATCTTCCGCTGCAATGGGCAGGACAACTGCGGAGATGGGGAGGATGAGAGG
GACTGCCCCGAGGTGACCTGCGCCCCCAACCAGTTCCAGTGCTCCATTACCAA
ACGGTGCATCCCCCGGGTCTGGGTCTGCGACCGGGACAATGACTGTGTGGATG
GCAGTGATGAGCCCGCCAACTGCACCCAGATGACCTGTGGTGTGGACGAGTTC
CGCTGCAAGGATTCGGGCCGCTGCATCCCAGCGCGTTGGAAGTGTGACGGAG
AGGATGACTGTGGGGATGGCTCGGATGAGCCCAAGGAAGAGTGTGATGAACGC
ACCTGTGAGCCATACCAGTTCCGCTGCAAGAACAACCGCTGCGTGCCCGGLCCG
CTGGCAGTGCGACTACGACAACGATTGCGGTGACAACTCCGATGAAGAGAGCT
GCACCCCTCGGCCCTGCTCCGAGAGTGAGTTCTCCTGTGCCAACGGCCGCTGC
ATCGCGGGGCGCTGGAAATGCGATGGAGACCACGACTGCGCGGACGGCTCGG
ACGAGAAAGACTGCACCCCCCGCTGTGACATGGACCAGTTCCAGTGCAAGAGC
GGCCACTGCATCCCCCTGCGCTGGCGCTGTGACGCAGACGCCGACTGCATGG
ACGGCAGCGACGAGGAGGCCTGCGGCACTGGCGTGCGGACCTGCCCCCTGGA
CGAGTTCCAGTGCAACAACACCTTGTGCAAGCCGCTGGCCTGGAAGTGCGATG
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GCGAGGATGACTGTGGGGACAACTCAGATGAGAACCCCGAGGAGTGTGCCCG
GTTCGTGTGCCCTCCCAACCGGCCCTTCCGTTGCAAGAATGACCGCGTCTGTCT
GTGGATCGGGCGCCAATGCGATGGCACGGACAACTGTGGGGATGGGACTGAT
GAAGAGGACTGTGAGCCCCCCACAGCCCACACCACCCACTGCAAAGACAAGAA
GGAGTTTCTGTGCCGGAACCAGCGCTGCCTCTCCTCCTCCCTGCGCTGCAACA
TGTTCGATGACTGCGGGGACGGCTCTGACGAGGAGGACTGCAGCATCGACCCC
AAGCTGACCAGCTGCGCCACCAATGCCAGCATCTGTGGGGACGAGGCACGCTG
CGTGCGCACCGAGAAAGCGGCCTACTGTGCCTGCCGCTCGGGCTTCCACACC
GTGCCCGGCCAGCCCGGATGCCAAGACATCAACGAGTGCCTGCGCTTCGGCA
CCTGCTCCCAGCTCTGCAACAACACCAAGGGCGGCCACCTCTGCAGCTGCGCT
CGGAACTTCATGAAGACGCACAACACCTGCAAGGCCGAAGGCTCTGAGTACCA
GGTCCTGTACATCGCTGATGACAATGAGATCCGCAGCCTGTTCCCCGGCCACC
CCCATTCGGCTTACGAGCAGGCATTCCAGGGTGACGAGAGTGTCCGCATTGAT
GCTATGGATGTCCATGTCAAGGCTGGCCGTGTCTATTGGACCAACTGGCACAC
GGGCACCATCTCCTACCGCAGCCTGCCACCTGCTGCGCCTCCTACCACTTCCA
ACCGCCACCGGCGACAGATTGACCGGGGTGTCACCCACCTCAACATTTCAGGG
CTGAAGATGCCCAGAGGCATCGCCATCGACTGGGTGGCCGGAAACGTGTACTG
GACCGACTCGGGCCGAGATGTGATTGAGGTGGCGCAGATGAAGGGCGAGAAC
CGCAAGACGCTCATCTCGGGCATGATTGACGAGCCCCACGCCATTGTGGTGGA
CCCACTGAGGGGGACCATGTACTGGTCAGACTGGGGCAACCACCCCAAGATTG
AGACGGCAGCGATGGATGGGACGCTTCGGGAGACACTGGTGCAGGACAACATT
CAGTGGCCCACAGGCCTGGCCGTGGATTATCACAATGAGCGGCTGTACTGGGC
AGACGCCAAGCTTTCAGTCATCGGCAGCATCCGGCTCAATGGCACGGACCCCA
TTGTGGCTGCTGACAGCAAACGAGGCCTAAGTCACCCCTTCAGCATCGACGTCT
TTGAGGATTACATCTATGGTGTCACCTACATCAATAATCGTGTCTTCAAGATCCA
TAAGTTTGGCCACAGCCCCTTGGTCAACCTGACAGGGGGCCTGAGCCACGCCT
CTGACGTGGTCCTTTACCATCAGCACAAGCAGCCCGAAGTGACCAACCCATGTG
ACCGCAAGAAATGCGAGTGGCTCTGCCTGCTGAGCCCCAGTGGGCCTGTCTGC
ACCTGTCCCAATGGGAAGCGGCTGGACAACGGCACATGCGTGCCTGTGCCCTC
TCCAACGCCCCCCCCAGATGCTCCCCGGCCTGGAACCTGTAACCTGCAGTGCT
TCAACGGTGGCAGCTGTTTCCTCAATGCACGGAGGCAGCCCAAGTGCCGCTGC
CAACCCCGCTACACGGGTGACAAGTGTGAACTGGACCAGTGCTGGGAGCACTG
TCGCAATGGGGGCACCTGTGCTGCCTCCCCCTCTGGCATGCCCACGTGCCGGT
GCCCCACGGGCTTCACGGGCCCCAAATGCACCCAGCAGGTGTGTGCGGGCTA
CTGTGCCAACAACAGCACCTGCACTGTCAACCAGGGCAACCAGCCCCAGTGCC
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GATGCCTACCCGGCTTCCTGGGCGACCGCTGCCAGTACCGGCAGTGCTCTGGC
TACTGTGAGAACTTTGGCACATGCCAGATGGCTGCTGATGGCTCCCGACAATGC
CGCTGCACTGCCTACTTTGAGGGATCGAGGTGTGAGGTGAACAAGTGCAGCCG
CTGTCTCGAAGGGGCCTGTGTGGTCAACAAGCAGAGTGGGGATGTCACCTGCA
ACTGCACGGATGGCCGGGTGGCCCCCAGCTGTCTGACCTGCGTCGGCCACTG
CAGCAATGGCGGCTCCTGTACCATGAACAGCAAAATGATGCCTGAGTGCCAGT
GCCCACCCCACATGACAGGGCCCCGGTGTGAGGAGCACGTCTTCAGCCAGCA
GCAGCCAGGACATATAGCCTCCATCCTAATCCCTCTGCTGTTGCTGCTGCTGCT
GGTTCTGGTGGCCGGAGTGGTATTCTGGTATAAGCGGCGAGTCCAAGGGGCTA
AGGGCTTCCAGCACCAACGGATGACCAACGGGGCCATGAACGTGGAGATTGGA
AACCCCACCTACAAGATGTACGAAGGCGGAGAGCCTGATGATGTGGGAGGCCT
ACTGGACGCTGACTTTGCCCTGGACCCTGACAAGCCCACCAACTTCACCAACCC
CGTGTATGCCACACTCTACATGGGGGGCCATGGCAGTCGCCACTCCCTGGCCA
GCACGGACGAGAAGCGAGAACTCCTGGGCCGGGGCCCTGAGGACGAGATAGG
GGACCCCTTGGCATAGGCGGCCGCTTGTCGACAGGCCTTAATGGCCTAACATC
GATAAAATAAAAGATTTTATTTAGTCTCCAGAAAAAGGGGGGAATGAAAGACCCC
ACCTGTAGGTTTGGCAAGCTAGCTTAAGTAACGCCATTTTGCAAGGCATGGAAA
AATACATAACTGAGAATAGAGAAGTTCAGATCAAGGTCAGGAACAGATGGAACA
GCTGAATATGGGCCAAACAGGATATCTGTGGTAAGCAGTTCCTGCCCCGGCTCA
GGGCCAAGAACAGATGGAACAGCTGAATATGGGCCAAACAGGATATCTGTGGT
AAGCAGTTCCTGCCCCGGCTCAGGGCCAAGAACAGATGGTCCCCAGATGCGGT
CCAGCCCTCAGCAGTTTCTAGAGAACCATCAGATGTTTCCAGGGTGCCCCAAGG
ACCTGAAATGACCCTGTGCCTTATTTGAACTAACCAATCAGTTCGCTTCTCGCTT
CTGTTCGCGCGCTTCTGCTCCCCGAGCTCAATAAAAGAGCCCACAACCCCTCAC
TCGGGGCGCCAGTCCTCCGATTGACTGAGTCGCCCGGGTACCCGTGTATCCAA
TAAACCCTCTTGCAGTTGCATCCGACTTGTGGTCTCGCTGTTCCTTGGGAGGGT
CTCCTCTGAGTGATTGACTACCCGTCAGCGGGGGTCTTTCATTTGGGGGCTCGT
CCGGGATCGGGAGACCCCTGCCCAGGGACCACCGACCCACCACCGGGAGGTA
AGCTGGCTGCCTCGCGCGTTTCGGTGATGACGGTGAAAACCTCTGACACATGC
AGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGGGAGCAGACAA
GCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGTGTTGGCGGGTGTCGGGGCGCAGCCATGA
CCCAGTCACGTAGCGATAGCGGAGTGTATACTGGCTTAACTATGCGGCATCAGA
GCAGATTGTACTGAGAGTGCACCATATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGT
AAGGAGAAAATACCGCATCAGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCT
GCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAA
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TACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAG
GCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCAT
AGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTG
GCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCC
TCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTC
TCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTT
CGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAG
CCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGA
CACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAG
GTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACAC
TAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAA
AAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTT
TTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCC
TTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGG
GATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAA
AATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTAC
CAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCA
TAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCAT
CTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGAT
TTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGC
AACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGT
AGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTGCAGGCATCGTG
GTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCA
AGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGT
CCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATG
GCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGA
CTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTT
GCTCTTGCCCGGCGTCAACACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAA
AAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTAC
CGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAG
CATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATG
CCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCC
TTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATA
TTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAA
AAGTGCCACCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAAAAA



Anhang

TAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCGTCTTCAAGAATTCATACCAGATCACCGAAA
ACTGTCCTCCAAATGTGTCCCCCTCACACTCCCAAATTCGCGGGCTTCTGCCTC
TTAGACCACTCTACCCTATTCCCCACACTCACCGGAGCCAAAGCCGCGGCCCTT
CCGTTTCTTTGCT

In rot: Restriktionsschnittstellen
In gelb: zusatzlich an Primer angefligte Sequenzen
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