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ZUSAMMENFASSUNG 1

1 ZUSAMMENFASSUNG

In den Gehirnen von Alzheimer-Patienten werden sogenannte [(-Amyloid-Plaques
gefunden, deren Hauptbestandteile die neurotoxischen -Amyloid-Peptide (AB) sind. Den
ersten Schritt der AB-Entstehung stellt die proteolytische Prozessierung des
membranstandigen Amyloid-Vorlauferproteins (APP) durch die [-Sekretase dar. Die
darauffolgende enzymatische Aktivitat der y-Sekretase resultiert schlief3lich in der
Freisetzung des AB-Peptids von der Zellmembran. Daneben wird APP im Verlauf des
nicht-amyloidogenen Wegs innerhalb der AB-Sequenz durch die a-Sekretase prozessiert,
wobei das neuroprotektive APPsa freigesetzt und die AB-Entstehung verhindert wird.

Die Stimulierung der a-Sekretase ADAM10 konnte somit den nicht-amyloidogenen Weg
begunstigen und eine UbermaRige Produktion der AB-Peptide abwenden. Zum Auffinden
ADAM10-stimulierender Substanzen konnte ein Testsystem entwickelt werden, dass auf
der Fusion der 119 C-terminalen Aminosaurereste des Amyloid-Vorlauferproteins mit der
als Reporterprotein fungierenden sekretierten alkalischen Phosphatase aus der
menschlichen Plazenta beruht. Das erzeugte Fusionsprotein deckt sowohl die Sequenz
des AB-Peptids als auch die Transmembran- und die zytoplasmatische Doméane des
Amyloid-Vorlauferproteins ab. Wird es in adhasiv wachsenden Zellen zur Expression
gebracht, so kann es stellvertretend fir das freigesetzte endogene APP durch seine
alkalische Phosphataseaktivitdt photometrisch im Zellkulturiiberstand quantifiziert werden.
Durch die Untersuchung der Stimulierbarkeit des Fusionsproteins konnte sichergestellt
werden, dass es sich wie endogenes APP verhalt und somit zum Auffinden a-Sekretase-
stimulierender Substanzen geeignet ist. Die Koexpression des Reporterproteins
zusammen mit der a-Sekretase ADAM10 ermdglicht es, mit diesem Testverfahren
Substanzen, die aktivierend auf den nicht-amyloidogenen Weg des Amyloid-
Vorlauferproteins wirken, schnell und mit einer hohen Empfindlichkeit zu ermitteln.

Die a-Sekretase ADAM10 wird als Zymogen synthetisiert und besitzt eine Proprotein-
Konvertasen-Erkennungssequenz (RKKR) zwischen der Prodomane und der Metallo-
proteinase-Domane. Mit Hilfe des synthetischen Proprotein-Konvertasen-Inhibitors
Decanoyl-RVKR-chloromethylketon konnte nachgewiesen werden, dass Proprotein-
Konvertasen an der Prozessierung des ADAM10-Zymogens beteiligt sind. Zudem wurde
ADAM10 durch die Uberexpression der Proprotein-Konvertasen PC7 und Furin in
HEK293-Zellen in einem groReren Umfang prozessiert, so dass mehr reifes ADAM10
entstand, welches wiederum gréRere Mengen des neuroprotektiven APPsa von der

Zellmembran freisetzte. Im Gegensatz dazu konnte mutiertes ADAM10 ohne Proprotein-
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Konvertasen-Spaltstelle auch durch eine Uberexpression von PC7 nicht mehr in die
katalytisch aktive Form Uberfiihrt werden, was eine verringerte a-Sekretaseaktivitat zur
Folge hatte. Damit konnte insbesondere die Bedeutung der Proprotein-Konvertase PC7
fur die a-Sekretase-Spaltung des Amyloid-Vorlauferproteins aufgeklart werden: PC7
leistet zwar einen Beitrag zur o-Sekretase-Spaltung des Amyloid-Vorlauferproteins,
jedoch nicht durch eine direkte Prozessierung von APP sondern durch die Aktivierung der
a-Sekretase ADAM10. PC7 fungiert demnach wie Furin als a-Sekretase-aktivierendes
Enzym. Durch die Deglykosylierung von ADAM10 mit der N-Glykosidase F und der
Endoglykosidase H konnte das zellulare Kompartiment, in dem die Entfernung der
Prodomane erfolgt, nédher bestimmt werden. Dem Deglykosylierungsmuster von ADAM10
zufolge wird die Prodomé&ne im trans-Golgi-Apparat oder in nachfolgenden
Kompartimenten entfernt. Dies stimmt mit einer Beteiligung der Proprotein-Konvertasen
PC7 und Furin an diesem Vorgang uberein, da sie in genau diesen Zellkompartimenten
katalytische Aktivitdt aufweisen. Diese Ergebnisse vertiefen das Verstandnis der
Regulationsmechanismen, denen die pathologisch bedeutsame Disintegrin-Metallo-
proteinase ADAM10 unterworfen ist und sollen dazu beitragen, neue therapeutische
Ansatze zur Behandlung der Alzheimer-Erkrankung zu entwickeln.

Die Disintegrin-Metalloproteinase TACE (ADAM17) wird ebenfalls als inaktives Zymogen
synthetisiert und besitzt wie ADAM10 sowohl eine a-Sekretaseaktivitat als auch eine
Proprotein-Konvertasen-Erkennungssequenz (RVKR). Zudem erfolgt die proteolytische
Entfernung der Prodoméne wie bei ADAM10 in einem spaten Golgi-Kompartiment
innerhalb des sekretorischen Wegs. Daher erscheint eine Beteiligung von Proprotein-
Konvertasen an der Prozessierung von TACE als sehr wahrscheinlich.

Nach der Analyse von HEK293-Zellen, die mit dem Proprotein-Konvertasen-Inhibitor
Decanoyl-RVKR-chloromethylketon inkubiert wurden, konnte die Mitwirkung von
Proprotein-Konvertasen an der TACE-Prozessierung bestétigt werden. Zudem resultierte
sowohl die Uberexpression von PC7 als auch die von Furin in HEK293-Zellen in einer
erhdhten Menge der prozessierten Form von endogenem TACE. Demzufolge wird TACE
von beiden Proprotein-Konvertasen in die aktive Form uberfuhrt. Obwohl die Proprotein-
Konvertasen-Erkennungssequenzen von ADAM10 und TACE geringfligig voneinander
abweichen, konnte bei ihrer Aktivierung durch Proprotein-Konvertasen kein wesentlicher
Unterschied festgestellt werden. Auch in Furin-defizienten LoVo-Zellen konnte eine
proteolytische Entfernung der Prodomanen von ADAM10 und TACE beobachtet werden.
Sowohl ADAM10 als auch TACE konnen folglich in Abwesenheit von Furin prozessiert
werden. Die Aktivierung der Disintegrin-Metalloproteinasen ADAM10 und TACE erfolgt
somit in sehr &hnlicher Weise.
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2 EINLEITUNG

2.1 Neurochemie der Alzheimer-Demenz

on allen Demenzformen ist die Alzheimer-Krankheit die haufigste (Citron, 2000).

Sie ist gekennzeichnet durch einen allméhlichen, jedoch stetig voranschreitenden

Verlust an Neuronen und damit verbunden mit einem generellen Riickgang der
kognitiven Fahigkeiten. Nach zunehmenden Gedachtnis- und Orientierungsstérungen
leiden die Erkrankten unter einem wachsenden Verlust ihres Denk- und Urteilsvermdgens,
ihrer Sprache, verlieren schlief3lich ihre Personlichkeit und sind vollstandig auf die Hilfe
Dritter angewiesen. Klassische neuropathologische Merkmale sind Proteinablagerungen
in Form von neurofibrillaren Bindeln, die sich erst spat im Krankheitsverlauf zeigen und
von extrazellularen amyloiden Plaques (Selkoe, 1999, 2001). Amyloide Plaques, auch
senile Plaques genannt, treten schon frih im Krankheitsverlauf auf und ihr massives
Vorkommen im Hippocampus und der GroBhirnrinde ist fur die Alzheimer-Krankheit
kennzeichnend. Sie bestehen vor allem aus den neurotoxischen (3-Amyloidpeptiden (A,
Yankner, 1996). Diese konnen Nervenzellen auf mehrere Weisen schadigen: durch
Stérung der Calciumregulation (Luo et al., 1995, Wolozin et al., 1995), indem sie die
Entstehung freier Radikale férdern (Behl et al., 1994, Harris et al., 1995) oder auch indem
sie entzlindliche Reaktionen auslésen, an denen Mikrogliazellen beteiligt sind (McGeer
und McGeer, 1995, Weninger und Yankner, 2001).
Bei den neurofibrillaren Bundeln handelt es sich um intrazellulare Aggregate aus dem
hyperphosphorylierten Protein Tau, das normalerweise an Tubulin bindet und somit zu
den Mikrotubuli assoziierten Proteinen gehort. Als Bestandteil des Zytoskeletts haben die
Mikrotubuli die Funktion, die zellulare Struktur und die innerzellularen Transportvorgange
aufrechtzuerhalten. Durch eine abnorme Phosphorylierung verliert das Tau-Protein jedoch
seine Fahigkeit, die Mikrotubuli der Nervenzellen vor einem spontanen Zerfall zu schitzen
(Mandelkow und Mandelkow, 1998). Einschrénkungen dieser wichtigen Funktionen fiihren
daher kurzfristig zu Fehlfunktionen und langfristig zum Absterben der verénderten Zellen.
Diese Vorgange haben einen betrachtlichen Verlust an Nervenzellen in den betroffenen
Gehirngebieten zur Folge, so im Hippocampus - einer Struktur fir das Gedéachtnis - und in
der GrolRhirnrinde, der Hauptschaltstelle fir Vernunft, Sprache, Lernen und andere
wichtige Denkprozesse. Die betroffenen Gehirnregionen leiden aufgrund des
Neuronenverlustes somit auch an einer Unterversorgung mit dem Neurotransmitter

Acetylcholin. Eine Linderung und Hinauszégerung der Krankheit ist daher mit
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Acetylcholinesterasehemmern wie Tacrin (Cognex) oder Donepezil (Acricept) mdglich.
Durch die Blockierung des Neurotransmitterabbaus erhéhen sie die Menge an
Acetylcholin im Gehirn und helfen auf diese Weise, die Gehirnleistungen zu verstarken.
Leider wirken diese Mittel aber nicht mehr im Spéatstadium der Demenz, wenn schon zu
viele Nervenzellen fehlen, wenn also kaum noch Acetylcholin produziert wird. Aul3erdem
richten sich diese Medikamente nicht gegen die eigentlichen pathogenen Mechanismen

und konnen daher das Fortschreiten der Krankheit nicht aufhalten.

2.1.1 Die zentrale Rolle des B-Amyloidpeptids

Anhand der Aminosauresequenz des -Amyloidpeptids konnte in einer fotalen Hirn cDNA-
Bibliothek ein Klon identifiziert werden, der den kodierenden Bereich des AB-Peptids als
Teil eines 695 Aminosauren umfassenden Vorlauferproteins enthélt (Kang et al., 1987,
Dyrks et al., 1988). Nachfolgend wurden zwei weitere Isoformen des APP (APP: amyloid
precursor protein) entdeckt, die zusétzliche Aminosduren aufweisen und dement-
sprechend als APP+5; und APP+; bezeichnet werden (Ponte et al., 1988, Kitaguchi et al.,
1988). Beide besitzen zusatzlich eine Sequenz aus 56 Aminosauren, die fir eine Kunitz-
Serinproteinasen-Inhibitordomane kodiert, APP;7q enthalt auferdem noch eine OX-2-
Doméne (Abbildung 2.1 A). Alle drei Isoformen entstehen durch alternatives Spleil3en bei
der Transkription des APP-Gens und werden im Gehirn exprimiert. Allerdings weist von
diesen drei Isoformen APPggs die hdchste Expression in Neuronen auf (Goedert, 1987,
LeBlanc et al., 1991).

Das Amyloid-Vorlauferprotein ist ein Typ I-Transmembranprotein, das nach seiner
Synthese den sekretorischen Weg zur Zelloberflache durchlauft und von dort zu den
Endosomen gelangt (Weidemann et al., 1989, Haass et al., 1992, De Strooper et al.,
1993, Selkoe, 1999). Auf seinem Weg zur Zelloberflache unterliegt es der Spaltung durch
drei enzymatische Aktivitdten (Nitsch et al., 1994, Checler, 1995, Selkoe et al., 1996, Mills
und Reiner, 1999, Nunan und Small, 2000). Dabei kann zwischen zwei Wegen
beziehungsweise Mdoglichkeiten der Spaltung unterschieden werden (Abbildung 2.1 B).
Der nicht-amyloidogene Weg fiihrt nicht zur AB-Entstehung, wogegen es im amyloido-
genen Weg zur AB-Entstehung und somit zur Plaque-Bildung und damit zur Alzheimer-
Erkrankung kommt.

Der nicht-amyloidogene Weg ist charakterisiert durch die enzymatische Aktivitat der a-Se-
kretase, die das APP mitten in der -Amyloidsequenz schneidet und damit die Bildung
von AP verhindert (Esch et al., 1990, Anderson et al., 1991, Wang et al., 1991). Dabei
wird das l6sliche N-terminale Fragment von APP, das APPsa, freigesetzt. APPsa hat

trophische Effekte auf neuronale Zellen in Kultur (Araki et al., 1991), stimuliert das
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Neuritenwachstum (Small et al., 1994), reguliert die Synapsenbildung (Morimoto et al.,
1998), stabilisiert das Calciumgleichgewicht (Mattson et al.,, 1993) und schitzt die
Neuronen des Hippocampus und der Grof3hirnrinde vor den toxischen Eigenschaften der
AB-Peptide (Furukawa et al., 1996). Der amyloidogene Weg dagegen ist gekennzeichnet
durch die enzymatische Aktivitdt der B-Sekretase, die den freien N-Terminus des A-
Peptids generiert und damit den ersten entscheidenden Schritt in der Krankheits-
entstehung ausfihrt (Haass et al., 1992, Shoji et al., 1992, Citron et al., 1995).

|_KPI APP.,

f KPI APP751

N | AB | C  APPggs

ISEVKM  DAEFRHDSGYEVHHQK LVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVV IA TVIVIT

B a Yao Yaz
B
NI [ AR ] lc ApPP
APPsq I I? QS? APPSR I?I AB I?
a Yaoia2 B Yaor42

a-Sekretase-Weg

-Sekretase-W
(nicht-amyloidogen) B-Sekretase-Weg

(amyloidogen)

Abbildung 2.1 A, Schematische Darstellung des Amyloid-Vorlauferproteins Die
Sequenz des AB-Peptids ist unter Verwendung des Einbuchstaben-Codes fir Aminosauren
herausprojiziert und die Spaltstellen der a-, - und y- Sekretase sind kenntlich gemacht.

B, Prozessierung des APP auf zwei alternativen Wegen. Im Verlauf des nicht-
amyloidogenen Wegs wird APP durch die a-Sekretase innerhalb der AB-Region an Lysin-16
prozessiert, wobei das l6sliche Fragment APPsa von der Zellmembran freigesetzt wird. Das
in der Membran verbliebene C-terminale Fragment wird anschlieRend von der y-Sekretase
prozessiert, dabei entsteht das nicht-amyloidogene p3-Peptid. Im AB-bildenden Weg wird
zundchst APPsB durch eine uber die [-Sekretase vermittelte Proteolyse des APP
freigesetzt. Die nachfolgende Prozessierung durch die y-Sekretase fihrt schlielich zur
Entstehung des amyloidogenen AB-Peptids.

Beide Spaltungsereignisse produzieren membrangebundene C-terminale Fragmente.
Diese Fragmente unterscheiden sich in ihren N-Termini und werden C99 (von der (3-Se-
kretase erzeugt) und C83 (von der a-Sekretase erzeugt) genannt, entsprechend der
Anzahl an Aminosauren die sie enthalten. Sowohl C99 als auch C83 koénnen schlief3lich

durch die enzymatische Aktivitat der y-Sekretase innerhalb der Transmembrandomane
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prozessiert werden, was zur Freisetzung des AB-Peptids im Fall von C99 (Anderson et al.,
1992) und zur Freisetzung des p3-Peptids (Haass et al., 1993), einem kurzeren, nicht
amyloidogenen Peptid, im Fall von C83 fuihrt. Uberwiegend spaltet die y-Sekretase an
einer von zwei moglichen Positionen: nach Rest 40 oder nach Rest 42 (bezogen auf C99),
was zur Entstehung von AB40 beziehungsweise AB42 fihrt (Citron et al., 1996).

Die besondere Struktur des (-Amyloids ist dafir verantwortlich, dass es leicht mit sich
selbst interagiert und aggregiert. AB neigt zur Bildung von antiparallelen B-Faltblatt-
strukturen und erzeugt dadurch schnell unlgsliche Polymere, die schwer wieder
dissoziieren. Die biochemische Basis fiir diesen Vorgang liegt in der Interaktion
hydrophober Aminosduren beziehungsweise deren anhdngenden Resten. Die Lange des
B-Amyloids ist fur das Aggregationsverhalten von Bedeutung, da die langere Version des
Peptids zusatzlich zwei hydrophobe Aminosauren enthalt, die die Amyloidizitat erhéhen
(Citron et al., 1992, 1997, Cai et al., 1993, Jarret et al., 1993, Barelli et al., 1997). So
findet man im Kern eines senilen Plagues ausschlieBlich AB42 (Roher et al., 1993,
Gravina et al., 1995).

Die genauen Mechanismen, durch die das in den senilen Plaques abgelagerte [3-Amyloid
die neuronale Degeneration verursacht, sind noch nicht aufgeklart, jedoch scheinen
mehrere Ereignisse daran beteiligt zu sein. Zum einen stort dieses Peptid den
Calciumhaushalt von Zellen (Luo et al., 1995, Wolozin et al., 1995) und fordert aul3erdem
die Entstehung freier Radikale (Behl et al., 1994, Harris et al., 1995), die wiederum
wichtige Zellbestandteile angreifen, darunter Proteine und die DNA. Andererseits kénnen
AB-Peptide, in Abhangigkeit ihrer Konzentration, auch Apoptose oder Nekrose induzieren.
Die auf diese Weise geschadigten Zellen setzen Cytokine frei und aktivieren
Mikrogliazellen — die Immunzellen des Gehirns. Die folgenden Entziindungsprozesse
verstarken schlie3lich die Anfangsschéaden (McGeer und McGeer, 1995, Weninger und
Yankner, 2001). Es wird somit erklarlich, warum die fortschreitende Ablagerung von
B-Amyloid in senilen Plaques mit einer Minderung der Hirnleistung einhergeht.

Das therapeutische Ziel ist daher eine Reduktion der AB-Produktion. Hierbei konnen drei
Strategien verfolgt werden. Erstens eine Stimulierung der a-Sekretaseaktivitat, um
Substrat vom AB-bildenden amyloidogenen Weg abzuleiten, zweitens eine Inhibierung der
[B-Sekretase und schlielich eine Inhibierung der y-Sekretase. Die erste Strategie stellt die
groRte Herausforderung dar, da sie die Stimulierung eines proteolytisch aktiven Enzyms
erfordert, was allgemein schwieriger zu erreichen ist, als eine Inhibierung. Dennoch
konnte nachgewiesen werden, dass die Aktivierung von Neurotransmitter-Rezeptoren,

welche an die Proteinkinase C-vermittelte Signalkaskade gekoppelt sind, den a-Sekreta-
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se-Weg auf Kosten des (3-Sekretase-Wegs stimuliert (Buxbaum et al., 1993, Hung et al.,
1993).

2.1.2 Die Konkurrenz zwischen der a- und der -Sekretase

Das trans-Golgi-Netzwerk gilt als bedeutender Ort der (-Sekretaseaktivitat, da hier der
grof3te Teil der sekretierten AB-Peptide generiert wird (Xu et al., 1997). Im Gegensatz zu
sekretiertem A entsteht intrazellulares AB im endoplasmatischen Retikulum und/oder im
frihen Golgi-Apparat, was eine proteolytische Aktivitat, sowohl von der (- als auch von
der y-Sekretase, in diesen Zellkompartimenten nahelegt (Cook et al., 1997, Hartmann et
al., 1997, Wild-Bode et al., 1997). Neben diesem, im endoplasmatischen Retikulum und
trans-Golgi-Netzwerk ablaufenden, amyloidogenen Weg, kann APP auch innerhalb der
AB-Sequenz zwischen Lysin-16 und Leucin-17 von der a-Sekretase prozessiert werden
(Esch et al., 1990). Dies erfolgt unabhangig von der Aminoséauresequenz der Spaltstelle.
Eine a-helikale Struktur und eine definierte Entfernung der zu hydrolysierenden
Peptidbindung (12 Aminosduren von der Plasmamembran) gelten als einzige
Anforderungen der a-Sekretase an die Spaltstelle (Maruyama et al., 1991, Sisodia, 1992).
Die Bildung des neurotoxischen AR wird im Verlauf dieses nicht-amyloidogenen Wegs
verhindert (Nitsch und Growdon, 1994, Checler, 1995).

Das Verhdltnis der APP-Prozessierung durch die a-Sekretase gegenlber der (3-Sekretase
legt die Menge des produzierten A fest, daher ist die Regulation dieser beiden Wege
entscheidend fir die Pathogenese der Alzheimer-Krankheit. Tatsachlich kann durch die
Aktivierung der Proteinkinase C in Zellkulturen der a-Sekretase-Weg auf Kosten der (3-Se-
kretase-Spaltung stimuliert werden (Caporaso et al.,, 1992, Buxbaum et al.,, 1993).
Transgene Mause, die erzeugt wurden um groRe Mengen an humanem AR zu
produzieren, weisen nach Behandlung mit PMA (Phorbol-12-myristat-13-acetat), einem
Aktivator der Proteinkinase C, ebenfalls erniedrigte Mengen an AR auf (Savage et al.,
1998). Daher konnte die Stimulierung des a-Sekretase-Wegs bei der Therapie der
Alzheimer-Demenz von Nutzen sein.

Im Gegensatz zur 3-Sekretase, die nur konstitutiv aktiv ist, besitzt die a-Sekretaseaktivitat
sowohl eine konstitutive als auch eine regulierte Komponente. Wéahrend die konstitutive
o-Sekretase-Spaltung auf der Zelloberflache stattfindet (Skovronsky et al., 2000, Sisodia,
1992, lkezu et al., 1998, Haas et al., 1992, Parvathy et al., 1999), erfolgt die Protein-
kinase C-regulierte o-Sekretase-Spaltung im trans-Golgi-Netzwerk (Skovronsky et al.,
2000, Kuentzel et al., 1993, De Strooper et al., 1993, Sambamurti et al., 1992, Tomita et
al., 1998), also im gleichen Kompartiment wie die Prozessierung von APP durch die 3-Se-

kretase (Skovronsky et al., 2000). Unter unstimulierten Bedingungen unterliegt die (3-Se-
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kretase keiner begrenzten Verflgbarkeit des Substrats, jedoch wird die a-Sekretase-
aktivitdt im trans-Golgi-Netzwerk nach Stimulierung der Proteinkinase C erhoht und
infolgedessen vermehrt APPsa produziert. Dadurch wird das vorhandene APP umgesetzt
und somit der -Sekretase entzogen. Die Folge ist eine verringerte B-Spaltung und damit
verbunden eine verminderte Produktion von AB-Peptiden (Skovronsky et al., 2000).

Bisher konnten drei Enzyme mit a-Sekretaseaktivitat identifiziert werden. Sie stammen
alle drei aus der Familie der Disintegrin-Metalloproteinasen (ADAM, A Disintegrin And
Metalloproteinase) und werden als ADAM9, ADAM10 und ADAM17 (TACE, Tumor
necrosis factor-Alpha-Converting Enzyme) bezeichnet (Koike et al., 1999, Lammich et al.,
1999, Buxbaum et al., 1998).

2.1.2.1 Disintegrin-Metalloproteinasen

Anhand gemeinsamer Strukturmerkmale, Sequenzmotive und Faltungsmuster kdnnen
etwa 30 Familien von Metalloproteinasen unterschieden werden, die sich in funf
elementare Gruppen einordnen lassen (Rawlings und Barret, 1995). Eine dieser Gruppen
wird von den sogenannten Metzincinen gebildet, deren Mitglieder zu den Zink-abh&ngigen
Metalloproteinasen gehoren (Bode et al., 1993, Stocker et al., 1995). Metzincine werden
wiederum in vier Subgruppen unterteilt: die Astacine, die Serralysine, die Matrixine
(Matrix-Metalloproteinasen) und die Reprolysine (Hooper, 1994). Zu den letzteren
gehdren die l6slichen Metalloproteinasen aus Schlangengiften (SVMP, snake venom
metalloproteinase) und die Disintegrin-Metalloproteinasen der ADAM-Familie (Bode et al.,
1993, Wolfsherg und White, 1996). Ein besonderes Merkmal der Reprolysine ist ihre
multifunktionelle Domanenstruktur.

Alle 30 bisher bekannten Mitglieder der ADAM-Familie werden als lange Vorlauferproteine
synthetisiert, die aus einer Prodoméne, einer Metalloproteinase- oder Metalloproteinase-
ahnlichen Domane, einer Disintegrin-ahnlichen Doméne, einer cysteinreichen und einer
EGF-&hnlichen Doméne, einer Transmembrandomane und einer zytoplasmatischen
Doméne bestehen.

Wie alle Metzincine weisen auch sie eine dreidimensionale Struktur auf, die auf einem
funfstrangigen B-Faltblatt und drei a-Helices beruht (Stocker et al., 1995). Aber nur etwa
die Halfte der 30 Disintegrin-Metalloproteinasen verfugt Uber das fur die katalytische
Aktivitdt notwendige konservierte Zinkbindungsmotiv  HEXXHXXGXXH (Rawlings und
Berret, 1995, Wolfsberg et al., 1995, Wolfsberg und White, 1996). Die Ubrigen Mitglieder
der ADAM-Familie enthalten abweichende Aminosduresequenzen in der Metallo-
proteinase-Domane und sind somit vermutlich katalytisch inaktiv. Die Zinkbindung erfolgt

mit Hilfe der drei Histidinreste (unterstrichen), die das Zink-lon im katalytischen Zentrum
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komplexieren. Die Carbonylgruppe des konservierten Glutamatrestes (fettgedruckt) kata-
lysiert die Spaltung der Peptidbindung durch eine Erleichterung des nukleophilen Angriffs
eines vom Zink-lon gebundenen Wassermolekiils auf die Carbonylgruppe der Peptid-
bindung. Das Glycin (kursiv) erlaubt eine strukturell wichtige Umkehrschleife. C-terminal
von dieser Konsensussequenz befindet sich ein sogenannter ,Met-Turn®, der bei der
Ausbildung der funktionellen Konformation des aktiven Zentrums beteiligt ist, indem er
eine Rickfaltung des Peptidrickgrats ermdglicht und so die Zink-Liganden stabilisiert
(Bode et al., 1993, Stocker et al., 1995).

Prodoméne

Metalloprotease-Doméne

Disintegrin-Doméane

i

EGF- &hnliche Domé&ne
C_X C_X
O 1

T

Cystein- reiche und
C_ D C_X
Zytoplasmatische Domane

YA

ANV

1

Abbildung 2.2 Doméanenstruktur der Disintegrin-Metalloproteinasen. Die Prodoméane
besitzt vermutlich eine regulatorische Funktion: Sie halt die Metalloproteinase durch die
Komplexierung des Zink-lons in einem inaktiven Zustand, erst nach ihrer Abspaltung wird
die vierte Koordinationsstelle des Zink-lons fiir Wassermolekile zuganglich.

Die Proteinaseaktivitdt der ADAM-Proteine wird, wie bei vielen Mitgliedern der Metzincine,
wahrscheinlich durch ein Cystein in der Prodoméne, tber den sogenannten ,Cystein-
Switch“-Mechanismus (Van Wart und van Birkedahl-Hansen, 1990, Grams et al., 1993)
reguliert (Loechel et al., 1998, 1999, Roghani et al., 1999). Hier komplexiert ein
konservierter Cystein-Rest die vierte Koordinationsstelle des Zink-lons im katalytischen
Zentrum und verhindert damit die fur die Proteolyse wichtige Anlagerung des
Wassermolekils an das Zink-lon. Die Proteinase wird so in einem inaktiven Zustand
gehalten. Viele ADAM-Proteine besitzen zwischen der Prodoméne und der Metallo-

proteinase-Doméane die Proprotein-Konvertasen-Erkennungssequenz RX(K/R)R. Durch
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proteolytische Abspaltung der Prodoméane an dieser Stelle wird der inhibitorisch wirkende
Cystein-Rest entfernt und das katalytische Zentrum wird fir Wassermolekile zuganglich,
was eine Aktivierung der Proteinase bedeutet. So stellt die posttranslationale
proteolytische Abspaltung der Prodomé&ne sowohl von ADAM9 (Roghani et al., 1999) als
auch von ADAM15 (Lum et al., 1998) einen wichtigen Schritt in der Entfaltung ihrer
katalytischen Aktivitat dar. Dieser Vorgang wird in der Zelle vermutlich durch eine oder
mehrere Proprotein-Konvertasen im trans-Golgi-Netzwerk ausgefuhrt. Daneben scheint
die Prodoméane aber auch fur den Transport zur Zelloberflache und die korrekte Faltung
der ADAM-Proteine wichtig zu sein (Milla et al., 1999, Anders et al., 2001). Eine Funktion
als intramolekulares Chaperon wird diskutiert.

Disintegrin-Metalloproteinasen sind unter den Membranproteinen insofern aul3er-
gewdhnlich, als sie sowohl eine proteolytische Domane als auch eine Adhasionsdomane
(Disintegrin-Domane) besitzen. Es ist bekannt, dass Disintegrine aus Schlangengiften mit
Integrinen wechselwirken (Huang et al., 1987, Gould et al., 1990), und man nimmt daher
an, dass die Disintegrin-Domanen aus ADAM-Proteinen ebenfalls mit Integrinen oder
anderen Zelloberflachenrezeptoren in Wechselwirkung treten konnen. Solche Inter-
aktionen kdnnten nicht nur dazu dienen, ADAM-exprimierende Zellen in direkten Kontakt
mit anderen Zellen oder Komponenten der extrazellularen Matrix zu bringen, sie kdnnten
die ADAM-Proteine auch zum Reaktionsort dirigieren. Tatséachlich konnte eine Wechsel-
wirkung von ADAM2 (Fertilin ) mit Integrinen bei der Befruchtung von Eizellen nachge-
wiesen werden (Myles et al., 1994, Almeida et al., 1995, Cho et al., 1998). ADAM2 selbst
ist katalytisch inaktiv, es bildet jedoch Heterodimere mit dem katalytisch aktiven ADAM1
(Fertilin a), welches zusétzlich ein aus viralen Fusionsproteinen bekanntes Peptid in der
cysteinreichen Domane enthalt (Wolfsberg et al., 1993, Blobel et al., 1992, Muga et al.,
1994). Dieses bildet eine fur die Fusion mit der Zielmembran wichtige hydrophobe a-Helix
aus. Die Bindung der Disintegrin-Domane von ADAM2 auf der Spermazelle an das
Integrin a6B1 auf der Eizelle schafft somit die Voraussetzungen fir den anschlie3enden
Fusionsprozess.

Bislang wurde bei zwei weiteren Mitgliedern der ADAM-Familie eine Interaktion mit
Integrinen dokumentiert. Dabei handelt es sich um Maus-ADAM9 (Zhou et al., 2001) und
um menschliches ADAM15 (Zhang et al., 1998), welches als einziges ADAM das in
Schlangengift-Disintegrinen vorhandene Tripeptid RGD in seiner Disintegrin-Domane
aufweist. Dieses Tripeptid ist Bestandteil einer 13 bis 14 Aminosauren umfassenden
Schleife (Adler et al., 1991, Niewiarowski et al., 1994), die in die Bindungstasche eines
Integrin-Heterodimers hineinzuragen vermag und so die Bindung vermittelt (Kratschmar et
al., 1996). Alle anderen Mitglieder enthalten davon abweichende Sequenzen, in denen

jedoch andere Aminosaurereste die Funktion der Integrinbindung Ubernehmen kénnten.
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Die Variationsbreite dieses Bereichs lasst zumindest vermuten, dass die verschiedenen
ADAM-Proteine entweder mit verschiedenen Integrin-Rezeptoren interagieren, oder dass
nicht alle proteinbindende Eigenschaften besitzen (Wolfsberg et al., 1995). Tatsachlich
konnte bei ADAM9, das genau wie ADAM2 kein RGD-Tripeptid besitzt, eine Interaktion
mit dem Integrin avp5 auf der Zelloberflache von Myeloma-Zellen nachgewiesen werden
(Zhou et al., 2001).

Von struktureller Bedeutung sind vermutlich die cysteinreiche Doméane und der EGF-
ahnliche Bereich. Sie stabilisieren wahrscheinlich die Proteinstruktur und positionieren die
Ubrigen Doméanen, um Interaktionen mit anderen Proteinen bestmaoglich zu gewahrleisten
(Fox und Bjarnason, 1996). Weiterhin enthalten die cysteinreichen Domanen einiger
ADAM-Proteine ein Fusionspeptid, das durch Ausbildung einer hydrophoben a-Helix zur
Fusion von Zellmembranen fuhrt (Blobel et al., 1992, Muga et al., 1994, Huovila et al.,
1996). Auch ADAM12, welches bei der Fusion von Myoblasten zu Myotuben beteiligt ist,
besitzt ein solches Fusionspeptid (Yagami-Hiromasa et al., 1995).

Die zytoplasmatische Domane besitzt wahrscheinlich eine regulatorische Funktion, da
viele ADAM-Proteine dort Phosphorylierungsstellen oder potentielle SH3-Liganden-
bindungsdoménen aufweisen (Pawson, 1995). Eine Bestétigung dessen stellt die
Phosphorylierung von ADAM9 dar, die nach Behandlung mit dem Phorbolester PMA,
einem synthetischen Aktivator der Proteinkinase C, nachweisbar ist (Roghani et al.,
1999).

Aufgrund ihrer besonderen Doménenstruktur sind ADAM-Proteine an verschiedenen
zellularen Prozessen beteiligt. Neben der Fertilisation von Eizellen und der Zell-Adhésion
beziehungsweise -Fusion sind sie aulBerdem bei der Zelldifferenzierung (Rooke et al.,
1996, Fambrough et al., 1996, Pan und Rubin, 1997) sowie der Spaltung
membranstandiger Zelloberflachenproteine von Bedeutung (Arribas et al., 1996, Black
und White, 1998). Bei diesem als ,Shedding“ bezeichneten Prozess gehéren Rezeptoren,
Cytokine und Adhasionsmolekile, die in den Extrazellularaum freigesetzt werden, zu

ihren Substraten.

2.1.2.2 Die a-Sekretase TACE

Entzundliche Reaktionen kénnen unter anderem durch die Freisetzung der ldslichen
Ektodoméane des Tumor Nekrose-Faktor-a (TNFa) ausgelost werden. Es wurde daher
versucht, das fur die TNFa-Freisetzung verantwortliche Enzym zu finden. Aufgrund seiner
Fahigkeit, den Tumor Nekrose-Faktor-a an der physiologischen Spaltstelle zu
prozessieren (Moss et al., 1997, Black et al., 1997), wurde das identifizierte Enzym TACE
genannt (TACE: Tumor necrosis faktor-Alpha-Converting Enzyme). Als Mitglied der
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Disintegrin-Metalloproteinasen wird es auch als ADAM17 bezeichnet. Neben der Spaltung
des Tumor Nekrose-Faktor-a ist TACE auch an der Freisetzung des Transformierenden
Wachstums-Faktor-a (TGFa), des p75 Tumor Nekrose-Faktor-Rezeptors, des L-Selectins
und des Amyloid-Vorlauferproteins beteiligt (Peschon et al., 1998, Buxbaum et al., 1998).
Untersuchungen in TACE-defizienten Mausen, die eine ganze Reihe von Entwicklungs-
defekten aufweisen, bestatigen, dass TACE eine breite Substratspezifitat besitzt und eine
bedeutende Rolle in der Entwicklung von Saugern einnimmt (Peschon et al., 1998).
Obwohl TACE die typische Doménenstruktur der Disintegrin-Metalloproteinasen aufweist,
ist die Sequenzhomologie zu anderen Mitgliedern der ADAM-Familie gering. Das am
nachsten verwandte Mitglied ist ADAM10 mit einer Aminosauresequenzidentitat von nur
29%.

Die reife Form des Enzyms entsteht durch die proteolytische Abspaltung der Prodoméne
an der Proprotein-Konvertasen-Konsensussequenz, die sich genau an der Grenze zur
Metalloproteinase-Domaéane befindet. Als starker Inhibitor der katalytischen Aktivitat hat die
Prodoméane die Funktion, TACE solange in einem inaktiven Zustand zu halten, bis eine
Abspaltung und damit eine Aktivierung erfolgt (Schliéndorff et al., 2000). Die Dissoziation
der Prodoméne kann durch die Thiol-modifizierende Quecksilberverbindung APMA
vermittelt werden, wodurch die Vermutung gestitzt wird, dass TACE Uber den postulierten
»Cystein-Switch“-Mechanismus reguliert wird. Darlber hinaus scheint die Prodomane
auch fur die korrekte Faltung des Enzyms notwendig zu sein und somit als
intramolekulares Chaperon zu fungieren (Milla et al., 1999). Entfernt wird die Prodomane
im trans-Golgi-Apparat, Ubereinstimmend mit der naheliegenden Beteiligung von
Proprotein-Konvertasen an diesem Prozess (Schlondorff et al., 2000). Das reife Enzym
kommt zwar auch auf der Zelloberflache vor, ist aber vorwiegend in einem perinuklearen
Kompartiment vorzufinden, was darauf schlieRen lasst, dass die durch TACE vermittelte
Prozessierung von Transmembranproteinen sowohl auf der Zelloberflache als auch in
intrazellularen  Organellen erfolgen kann. Einen Hinweis darauf geben die
Prozessierungen der Cytokine TNFa und TGFa (Merlos-Suarez et al., 1998, Solomon et
al., 1997, Arribas und Massague, 1995, Arribas et al., 1996). Wahrend die Spaltung des
TNFa im sekretorischen Weg innerhalb der Zelle erfolgt, wird TGFa auf der Zelloberflache
in die 16sliche Form Uberfunhrt.

Die Phosphorylierung von Enzymen durch Proteinkinasen ist ein weitverbreiteter
Mechanismus zur Regulation von Enzymaktivitaten. Eine wertvolle Eigenschaft der
Proteinkinase C ist dabei ihre Aktivierbarkeit durch Phorbolester, die in ihrer Struktur dem
sekundaren Botenstoff Diacylglycerin ahneln. So bindet die Proteinkinase C den
Phorbolester PMA mit hoher Affinitat und wird durch diese Bindung aktiviert. Durch die

Behandlung von Zellkulturen mit PMA wird TACE stimuliert und infolgedessen die
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enzymatische Aktivitat erhoht (Black et al., 1997, Peschon et al., 1998, Buxbaum et al.,
1998). Die Mechanismen der PMA-induzierten Stimulierung von TACE sind allerdings
sehr vielschichtig und weitgehend unverstanden. So wird es infolge der PMA-Einwirkung
zwar phosphoryliert (Black et al., 1997), doch konnte durch die Transfektion einer TACE-
Mutante ohne zytoplasmatische Domane die PMA-Stimulierbarkeit der enzymatischen
Aktivitdt in TACE-defizienten Zellen wiederhergestellt werden. Eine Phosphorylierung
ware fur die Stimulierung somit nicht erforderlich und insofern wére die TACE-Aktivitat
keiner Regulation durch die Phosphorylierung seiner zytoplasmatischen Domane
unterworfen (Reddy et al., 2000). Neben einer erhdhten Spaltung von Zellober-
flachenproteinen induziert die Behandlung von Zellen mit PMA aber auch die
Internalisierung von auf der Zelloberflache vorhandenem, reifen TACE (Doedens und
Black, 2000). Dies wird anschlieBend abgebaut, ohne dass ein genereller Abbau von
Zelloberflachenproteinen stattfindet. Auffalligerweise erfolgt die Reduzierung des reifen
TACE auf der Zelloberflache langsamer als die proteolytische Freisetzung seiner
Substratproteine. L-Selectin wird zum Beispiel innerhalb weniger Minuten durch PMA-
induziertes Shedding freigesetzt, wahrend die Menge der reifen Proteinase erst nach etwa
90 min um die Halfte reduziert ist. Diese allmahliche Verringerung von reifem TACE auf
der Zelloberflache kdnnte die Menge an freigesetzten Proteinen langsam beschrénken
und der Zelle so die ,Auffullung” der Zelloberflachenproteine ermdglichen (Doedens und
Black, 2000).

In primédren embryonalen Maus-Fibroblasten wird die Freisetzung von APPsa durch die
Aktivierung der Proteinkinase C mit PMA um das drei- bis flnffache erhdht (Buxbaum et
al., 1998). Dies wird durch Immunex compound 3, einem wirkungsvollen Inhibitor sowohl
der ADAM-Proteine als auch der Matrixine, blockiert. Im Gegensatz dazu kann in Zellen,
die aus TACE-knockout M&usen isoliert wurden, die APPsa-Sekretion durch PMA nicht
mehr erhéht werden. Dieser nahezu vollstéandige Verlust der PMA-Stimulierbarkeit TACE-
defizienter Zellen deutet auf eine Funktion von TACE bei der regulierten APPsa-
Freisetzung hin. Allerdings ist die basale APPsa-Sekretion in diesen Zellen unverandert,
was wiederum auf die Existenz von zumindest einer weiteren a-Sekretase hinweist.
Bestétigt wird die beobachtete a-Sekretaseaktivitat durch die in vitro-Spaltung eines
synthetischen Dekapeptids, das die Aminosauresequenz der a-Sekretase-Spaltstelle von
APP umfasst und durch die rekombinante, katalytische Domane von TACE spezifisch
prozessiert wird (Buxbaum et al., 1998).

Die konstitutive Komponente der ao-Sekretaseaktivitat von TACE wird bei dessen
Uberexpression in HEK293-Zellen erkennbar (Slack et al., 2001). In diesen Zellen ist die
konstitutive APPsa-Spaltung stark erhoht, allerdings werden infolgedessen auch die

Inhibierungskonstanten fur die konstitutive und Carbachol-induzierte APPsa-Freisetzung
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deutlich erniedrigt, so dass offenbar eine andere Proteinase als TACE den endogenen
Vermittler der APPsa-Sekretion darstellt.

Auch die in-situ Hybridisierungsmuster von TACE und APP, die sowohl bei sich
entwickelnden und erwachsenen Mausehirnen als auch in menschlichen Gehirnen nur
teilweise eine Uberlappung aufweisen, deuten eher darauf hin, dass TACE nicht die fiir

die Alzheimer-Demenz relevante a-Sekretase ist (Marcinkiewicz und Seidah, 2000).

2.1.2.3 Die a-Sekretase ADAM10

Identifiziert wurde ADAM10 zun&chst als MBP-spaltendes (MBP: Myelin Basic Protein)
Enzym in Myelinmembranen des Rinderhirns (Chantry et al.,, 1988, 1989). Die
beobachtete Spaltung des MBPs stellte sich zwar als Artefakt heraus, doch konnte hier
erstmals die proteolytische Aktivitdat von ADAM10 belegt werden (Howard und Glynn,
1995, Howard et al., 1996).

Durch Spaltungsversuche mit dem aus Rindernieren gereinigten Enzym konnte
schlieBBlich die spezifische a-Sekretaseaktivitit von ADAM10 in vitro nachgewiesen
werden (Lammich et al., 1999). Als Substrat diente hierbei ein synthetisches, a-helikales
Oktadekapeptid, das die Aminosauresequenz der o-Sekretase-Spaltstelle von APP
umfasst. Wie fur die a-Sekretase gefordert, spaltet ADAM10 dieses Peptid zwischen den
Aminoséauren Lysin-16 und Leucin-17 (Die angegebenen Positionen beziehen sich auf die
Lage der Aminosauren innerhalb des AB-Peptids.). Wird jedoch das Alanin in Position 21
gegen Glycin ausgetauscht und so die a-helikale Struktur des Peptids zerstoért, so wird die
Spaltung fast vollstéandig verhindert.

Wie fUr eine a-Sekretase erwartet, besitzt ADAM10 sowohl eine konstitutive als auch eine
regulierte Enzymaktivitat (Lammich et al., 1999). Die konstitutive Komponente zeigt sich
bei der Uberexpression von ADAM10 in HEK293-Zellen, hier ist die APPsa-Bildung um
etwa das Vierfache erhoht. Nach Stimulierung der Proteinkinase C mit dem Phorbolester
PMA wird die regulierte Komponente erkennbar, da hier die APPsa-Bildung gegenuber
der konstitutiven APPsa-Sekretion nochmals stark erhoht wird. Dartber hinaus wird die
Sekretion von APPsa durch eine Punktmutation im Zinkbindungsmotiv (E384A) der
katalytischen Doméne von Uberexprimiertem ADAM10 erheblich reduziert. Aufgrund der
dominant negativen Wirkung dieser Mutante wird hierbei auch die endogene a-Sekretase
weitgehend ausgeschaltet. Auch das Inhibierungsspektrum, sowohl von dem isolierten als
auch dem Uberexprimierten Enzym, stimmt mit dem der a-Sekretase Uberein.

Wie alle katalytisch aktiven Disintegrin-Metalloproteinasen wird auch ADAM10 als
Zymogen mit einer potentiellen Proprotein-Konvertasen-Erkennungssequenz (RKKR)

zwischen der Prodoméne und der Metalloproteinase-Domane synthetisiert (Howard et al.,
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1996). In Ubereinstimmung mit der erwarteten Lokalisierung der a-Sekretase (Kuentzel et
al., 1993, Ikezu et al.,, 1998) ist ADAM10 im trans-Golgi-Netzwerk und auf der
Zelloberflache vorhanden (Lammich et al.,, 1999). Es besitzt ein weites Ex-
pressionsspektrum (Yavari et al., 1998), doch insbesondere die Gberlappende Expression
von ADAM10 mit APP im Gehirn untermauert die Hypothese, dass ADAM10 die
physiologisch relevante a-Sekretase mit APP als Substrat darstellt (Marcinkiewicz und
Seidah, 2000).

Durch den Entzug von Cholesterin aus der Plasmamembran unter einen kritischen
Grenzwert wird die Membranfluiditat betrachtlich gesteigert, was zu einer vermehrten
APPsa-Sekretion fuhrt (Kojro et al., 2001). Dabei kénnte die hohere Membranfluiditat eine
erhohte laterale Bewegung von APP und der o-Sekretase innerhalb der Membran
bewirken und so die proteolytische Prozessierung erleichtern. Gleichzeitig tritt nach
Cholesterin-Abreicherung eine inhibierte Endozytose von APP auf, die zu einer Anhau-
fung von APP auf der Zelloberflache und, infolgedessen, zu einer verstarkten a-Sekre-
tase-Spaltung fihrt. Auch die Behandlung von peripheren und neuronalen Zellen mit
Lovastatin, einem Inhibitor der Hydroxymethyl-Glutaryl-CoA-Reduktase, resultiert in einer
erhohten a-Sekretaseaktivitat.

Diese Befunde veranschaulichen, dass die Abreicherung von Cholesterin den nicht-
amyloidogenen a-Sekretase-Weg beglnstigt und damit die Konzentration der AB-Peptide
limitiert. In APP-uUberexprimierenden Neuronen des Hippocampus konnte nach
Cholesterin-Abreicherung ebenfalls eine verminderte AB-Produktion festgestellt werden
(Simons et al., 1998).

2.1.2.4 Die B-Sekretase BACE

Der erste Schritt der AB-Peptidentstehung ist die Spaltung des Amyloid-Vorlauferproteins
durch die B-Sekretase. Funf Gruppen entdeckten unabhangig voneinander ein Enzym,
das viele der geforderten Merkmale erfillt und somit einen Kandidaten fiir die 3-Sekretase
verkorpert (Vassar et al., 1999, Yan et al., 1999, Sinha et al., 1999, Hussain et al., 1999,
Lin et al., 2000). Da es das APP an Asparagin-1 der AB-Sequenz genauso prozessiert wie
an Glutamat-11, einer alternativen (3-Spaltstelle, und zugleich ein Mitglied der Pepsin-
Familie von Aspartyl-Proteinasen darstellt, wurde es als BACE (Beta-site APP Cleaving
Enzyme) oder Asp2 beziehungsweise memapsin2 (membrane-anchored aspartic
protease of the pepsin family) bezeichnet. Die verwandte Transmembran-Aspartyl-
Proteinase BACE2 (oder Aspl) besitzt zwar eine ahnliche Substratspezifitdt (Yan et al.,
1999, Farzan et al., 2000), ist im Gehirn allerdings nicht hoch exprimiert (Bennet et al.,

2000). BACE dagegen besitzt eine breite Gewebeverteilung mit einer hohen Expression
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im Gehirn (Vassar et al., 1999). In humanen kortikalen Neuronen ist BACE dartber hinaus
mit APP und ADAM10 kolokalisiert, was ebenfalls BACE als physiologisch relevante 3-Se-

kretase favorisiert (Marcinkiewicz und Seidah, 2000).

TQHGIRLPLRSGLGGAPLGLRLPR

Y DTGS DSGT %%

N * * C

SP Pro Protease zytoplasmatische
(1-21) (22-45) (46-460) Domane (478-501)

Transmembran-
domane (461-477)

Abbildung 2.3 Schematische Darstellung der B-Sekretase BACE. Das BACE-Vorlaufer-
protein besitzt ein Signalpeptid (SP), eine Prodoméane (Pro), eine Proteinase-Doméne, eine
Transmembrandoméane und eine zytoplasmatische Domé&ne. Die Sequenz der Prodoméane
ist unter Verwendung des Einbuchstaben-Codes fur Aminosauren herausprojiziert und die
Furin-Spaltstelle ist fettgedruckt. Die Aspartyl-Proteinase-Motive (DTGS und DSGT) des
aktiven Zentrums werden durch Sternchen angezeigt. In den Klammern sind die Amino-
saure-Reste jeder Doméne angegeben.

Strukturell ist BACE durch eine N-terminale Prodomane, eine katalytische Domane, die
zwei wichtige Aspartat-Reste enthalt, eine Transmembrandoméne und eine Kkurze
zytoplasmatische Doméne gekennzeichnet (Vassar et al., 1999). Die N-terminale
Sequenzierung von gereinigtem BACE erwies, dass das reife Enzym mit Glutaminsaure-
46 beginnt. Dies deutet auf eine proteolytische Entfernung der Prodoméne hin (Bennett et
al., 2000, Capell et al., 2000, Creemers et al., 2001, Benjannet et al., 2001, Shi et al.,
2001). Viele Proteinasen, einschlieBlich der Proprotein-Konvertasen und vieler
Metalloproteinasen, werden als inaktive Zymogene synthetisiert und erst nach Abspaltung
der Prodoméne katalytisch aktiv. Unklar ist, ob die Prodomane von BACE ebenfalls eine
inhibitorische Funktion ausubt. Zwar verringerte sich die Substratspaltung bei in vitro
Spaltexperimenten in Anwesenheit der Prodoméne um etwa 20%, doch auch Pro-BACE
scheint schon im ER zumindest teilweise katalytisch aktiv zu sein (Benjannet et al., 2001).
Grundsatzlich ist die Prodoméane fur den effizienten Transport vom endoplasmatischen
Retikulum zum trans-Golgi-Netzwerk notwendig (Huse et al., 2000), aber auch um die
korrekte Faltung des Proteins zu erleichtern (Shi et al., 2001). Zwischen der Prodomane
und der katalytischen Doméne besitzt BACE eine potentielle Proprotein-Konvertasen-
Erkennungssequenz (RLPR). Inhibitorstudien bestatigen, dass Pro-BACE im trans-Golgi-
Apparat von zumindest einem Mitglied aus der Familie der Proprotein-Konvertasen

prozessiert wird (Bennett et al., 2000, Benjannet et al., 2001). Ein Beitrag von Furin wird
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bei der Untersuchung von Furin-defizienten LoVo-Zellen erkennbar, da hier eine
Prozessierung von Pro-BACE nicht stattfindet, durch eine Transfektion mit Furin-cDNA
jedoch wiederhergestellt werden kann (Bennett et al., 2000). Gleichzeitig kann ein
Mitwirken von PC7 und PACE4 an der Reifung von BACE ausgeschlossen werden, da sie
die einzigen in LoVo-Zellen exprimierten Proprotein-Konvertasen darstellen und den
Verlust der Furin-Aktivitdt nicht kompensieren kénnen. In vitro-Spaltversuche belegen
zusatzlich, dass die Abspaltung der Prodoméne von Pro-BACE durch Furin am besten
und deutlich weniger wirkungsvoll durch PC5A erfolgt (Benjannet et al., 2001). Im
Einklang mit den Befunden in LoVo-Zellen wird Pro-BACE in vitro von PACE4 kaum und
von PC7 nicht prozessiert.

Hauptsachlich ist BACE im trans-Golgi-Netzwerk, an der Zelloberflache und in den
Endosomen vorzufinden (Vassar et al., 1999, Hussain et al., 1999, Lin et al., 2000, Capell
et al., 2000, Huse et al., 2000). Bestimmt wird die intrazelluldre Lokalisierung von Motiven
in der zytoplasmatischen Doméne. So scheint ein Dileucin-Motiv fur die Reinternalisierung
von an der Zelloberflache befindlichem BACE in die Endosomen verantwortlich zu sein
(Walter et al., 2001). Ein weiteres Motiv ist die Casein Kinase I-Phosphorylierungsstelle,
die offenbar fir den regulierten Transport des Enzyms aus friihen Endosomen zu spaten
endosomalen und/oder trans-Golgi-Kompartimenten ausschlaggebend ist und auf diese
Weise BACE wieder dem sekretorischen Weg zufuihrt. Die Phosphorylierung findet
ausnahmslos bei der vollkommen reifen Form statt, also nach Entfernung der Prodomane
und komplexer N-Glykosylierung.

Ein kleiner Teil von BACE wird ,gesheddet” und so in eine lsliche Form uberfuhrt, die
den sekretorischen Weg sehr schnell durchlauft und in den extrazellularen Raum
freigesetzt wird. Gleichzeitig werden vermehrt Ap-Peptide produziert und somit das
amyloidogene Potential von BACE erhoht (Benjannet et al., 2001). Eine regulatorische
Funktion nehmen hierbei die drei in der zytoplasmatischen Domane vorhandenen
Palmitoylierungsstellen ein, denn ausschlie3lich nicht-palmitoyliertes BACE wird
.gesheddet”. Im Gegensatz dazu ist bei einer Palmitoylierung die Freisetzung von BACE
unterbunden und dadurch die AB-Produktion reduziert. Folglich kdnnte dies einen
Schutzmechanismus darstellen, um das amyloidogene Potential von BACE

herabzusetzen.

2.2 Die Familie der Proprotein-Konvertasen

Die Prozessierung von Vorlauferproteinen durch eine begrenzte Proteolyse ist ein

wichtiger und weit verbreiteter Mechanismus bei der Erzeugung biologisch aktiver
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Proteine und Peptide. Ausgefuhrt wird diese Funktion von einer Proteinasefamilie, die im
sekretorischen Weg und auf der Zelloberflache lokalisiert ist. Die Enzyme dieser Familie
gehdren zu den calciumabhangigen Serin-Endopeptidasen und sind sowohl mit der
bakteriellen Proteinase Subtilisin als auch mit der Hefe-Proteinase Kexin verwandt. Sie
werden daher als subtilisindhnliche Proprotein-Konvertasen oder einfach als Proprotein-
Konvertasen bezeichnet. Sieben Mitglieder dieser Familie konnten in S&ugetieren
identifiziert und charakterisiert werden, und zwar Furin/PACE, PC2, PC1/PC3, PACEA4,
PC4, PC5/PC6 und PC7/PC8/LPC (Steiner, 1998, Seidah und Chretien, 1999, Zhou et al.,
1999). Sie alle besitzen ein N-terminales Prosegment, gefolgt von einer hoch konservier-
ten katalytischen Domane und einer konservierten P-Doméane. Einige Mitglieder verfligen
zusatzlich Uber eine Transmembran- und eine zytoplasmatische Domane. Die P-Domane
scheint eine regulatorische Funktion auszulben, sie bestimmt das Maf} der Calcium-
abhangigkeit und das pH-Wert-Optimum der jeweiligen Konvertase. Zusatzlich scheint sie
fur die strukturelle Stabilitdt notwendig zu sein. Weniger konserviert sind die zyto-
plasmatischen Doménen. Sie enthalten unter anderem Phosphorylierungsstellen und

bestimmen die zellulare Lokalisierung der betreffenden Konvertase.
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Abbildung 2.4 Die Doméanenstruktur der Proprotein-Konvertasen. Alle sieben Mitglieder
haben ein konserviertes Signalpeptid, eine Prodomane, eine katalytische Doméane und eine
P-Domane, unterscheiden sich jedoch in ihrer C-terminalen Doméane. Nur Furin, PC5/PC6B
und PC7 besitzen eine Transmembrandomane. In der katalytischen Domane sind die
Aminoséaurereste der katalytischen Triade des aktiven Zentrums unter Verwendung des
Einbuchstaben-Codes fiir Aminosauren dargestellt (nach Nakayama et al., 1997).
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Wie Subtilisin werden auch die Proprotein-Konvertasen durch eine autokatalytische
Entfernung ihres Prosegments aktiviert (Nakayama, 1997). Die Autoaktivierung des Furins
dient dabei als Modell fir die anderen Proprotein-Konvertasen mit Ausnahme von PC2,
das auf andere Weise aktiviert wird. In diesem Modell wird Furin als inaktives
Vorlauferprotein mit einer Prodomane synthetisiert, die fir die korrekte Faltung im
endoplasmatischen Retikulum erforderlich ist (Anderson et al., 1997). Sobald die native
Struktur gebildet ist, erfolgt die autokatalytische Prozessierung der Prodomane. Diese
intramolekulare Spaltung des Prosegments ist die Grundvoraussetzung dafir, dass Furin
das endoplasmatische Retikulum verlassen kann. Das Prosegment verbleibt jedoch nicht-
kovalent an das Furin gebunden und fungiert als potenter Autoinhibitor der katalytischen
Aktivitat. Erreicht die latente Form des Furins den trans-Golgi-Apparat wird das Proseg-
ment durch eine zweite Spaltung innerhalb des Prosegments entfernt und die vollstandige
Aktivitat hergestellt. Erleichtert wird die Dissoziation durch die saure (pH = 6,5) und
calciumreiche Umgebung des trans-Golgi-Apparats (Anderson et al., 1997).
Proprotein-Konvertasen konnen anhand ihrer Expressionsmuster in drei Gruppen
eingeteilt werden (Nakayama, 1997). Furin, PACE4, PC5/PC6 und PC7 gehdren zu den
ubiquitar exprimierten Konvertasen, sie werden in einer Reihe von Geweben und Zell-
Linien exprimiert. Im Gegensatz dazu werden PC2 und PC1/PC3 nur in neuroendokrinen
Geweben, wie den pankreatischen Inseln, der Schilddriise und vielen Hirnregionen
exprimiert. Die Expression von PC4 beschréankt sich ausschliel3lich auf testikulare
spermatogene Zellen. Im Allgemeinen sind Proprotein-Konvertasen fir die Prozessierung
von verschiedenartigen Vorlauferproteinen verantwortlich, darunter Vorlaufer von
Hormonen, Wachstumsfaktoren, Matrix-Metalloproteinasen, Rezeptoren, viralen Glyko-
proteinen und bakteriellen Toxinen (Steiner, 1998, Seidah und Chretien, 1999, Zhou et al.,
1999). Typischerweise erfolgt die Proteolyse an Sequenzen, die durch das Konsensus-
motiv R X (K/R) R* gekennzeichnet sind.

Obwohl APP nur einen basischen Rest in der Nahe der a-Sekretase-Spaltstelle besitzt,
namlich ein Lysin in Position -1, wurde die Mdglichkeit untersucht, dass Proprotein-
Konvertasen bei der a-Sekretase-Spaltung von APP beteiligt sein kdnnten. Anlass hierfir
war die Tatsache, dass Proprotein-Konvertasen im sekretorischen Weg und demzufolge
im trans-Golgi-Netzwerk sowie auf der Zelloberflache lokalisiert sind, also genau an den
Orten, an denen a-Sekretaseaktivitat nachgewiesen wurde. Dazu wurden PK-Zellen (pig
kidney) transient mit den cDNAs verschiedener Proprotein-Konvertasen infiziert und der
Einfluss der Uberexpression auf die Sekretion von APPsa ermittelt (De Strooper et al.,
1995). Getestet wurden mit Ausnahme von PC7 alle weiteren Mitglieder der Proprotein-
Konvertasenfamilie. Eine Auswirkung auf die APP-Prozessierung zeigte keine der

getesteten Proteinasen.
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2.2.1 Die Proprotein-Konvertase Furin

Furin ist die erste identifizierte und auch die am besten untersuchte Proprotein-
Konvertase. Der Name Furin leitet sich von dem dazugehdrigen Gen FUR ab (Van de Ven
et al.,, 1990). Dieses Gen ist unmittelbar oberhalb des FES/FSP-Proto-Onkogens (FUR:
FES/FSP Upstream Region) lokalisiert und wurde aufgrund seiner Nahe zum
menschlichen FES/FSP-Gen wahrend dessen Untersuchung gefunden (Roebroek et al.,
1986). Anhand von Sequenzhomologien konnte es als Sauger-Analogon der Hefe-
Endopeptidase Kexin ermittelt werden (Van den Ouweland et al., 1990). Furin ist ein Typ |
Transmembranprotein, das als glykosyliertes Vorlauferprotein von etwa 100 kDa
synthetisiert und durch autokatalytische Spaltung in die reife 94 kDa-Form uberfihrt wird.
Das reife Enzym ist ausschlief3lich im sekretorischen Weg aktiv, so dass es sich zwischen
dem trans-Golgi-Netzwerk, der Zelloberflache und den Endosomen bewegt (Molloy et al.,
1994, 1999, Teuchert et al., 1999). Die gegenwartige intrazellulare Lokalisierung wird
dabei durch die in der zytoplasmatischen Doméane enthaltenen Motive bestimmt
(Abbildung 2.5). So verfugt Furin Uber eine auf Tyrosin-basierende Sequenz (YKGL), eine
Dileucin-ahnliche Sequenz und zwei Casein Kinase II-Phosphorylierungsstellen (Jones et
al., 1995, Schéfer et al., 1995). Das auf Tyrosin basierende Motiv dient als endozytotische
Signalsequenz und damit der Internalisierung der Konvertase von der Plasmamembran.
Eine Dephosphorylierung der Casein Kinase II-Stellen durch Isoformen der Protein-
phosphatase 2 fordert die Ruckkehr des Furins von der Zelloberflache zum trans-Golgi-
Netzwerk, wogegen die Phosphorylierung den Transport zur Zelloberflache bewirkt (Dittie
et al., 1997). Alternativ kann phosphoryliertes Furin an PACS-1 (Phosphofurin Acidic
Cluster Sorting protein 1) binden und so im trans-Golgi-Netzwerk zurlickgehalten werden.
PACS-1 vermittelt hierbei die Assoziation des phophorylierten Furins mit einem Clathrin-
Adapter-Komplex Uber das Adapterprotein AP-1 (Molloy et al., 1999).
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Abbildung 2.5 Aminosauresequenz der zytoplasmatischen Doméane von humanem
Furin. Diese aus 56 Aminosauren bestehende Doméne enthélt Sequenz-Motive, die die
intrazellulare Lokalisierung des Enzyms bestimmen. Die Internalisierungssignale sind
einfach unterstrichen, die Sequenz, durch die Furin an der Zelloberflache zurtickgehalten
wird, ist fettgedruckt und die saure Sequenz mit den Casein-Kinase Il-Phosphorylierungs-
stellen, Uber die das Protein in Abhangigkeit vom Phosphorylierungszustand in das trans-
Golgi-Netzwerk, in die Lysosomen oder zur Zelloberflache dirigiert wird, ist kursivgedruckt
und doppelt unterstrichen. Die Casein Kinase II-Phosphorylierungsstellen werden durch ein
P angezeigt.
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Auf dem Weg zur Zelloberflache kann Furin an einer Spaltstelle zwischen der P-Doméne
und der Transmembrandoméne prozessiert und damit in eine l8sliche, aber weiterhin
katalytisch aktive Form uberfiihrt werden (Vidricaire et al., 1993, Vey et al., 1994). Bisher
ist jedoch nicht bekannt, ob es sich hierbei um einen autokatalytischen Prozess handelt,

oder ob andere Proteinasen daran beteiligt sind.

2.2.2 Die Proprotein-Konvertase PC7

PC7 stellt das zuletzt entdeckte Mitglied aus der Familie der Proprotein-Konvertasen dar
(Seidah et al., 1996, Constam et al., 1996). Man bezeichnet es auch als LPC (Lymphoma
Proprotein Convertase, Meerabux et al., 1996) oder PC8 (Bruzzaniti et al., 1996). Der
Name PC8 ist heute allerdings nicht mehr gebréuchlich, da er eingefiihrt wurde, nachdem
eine Form von PACE4 aufgrund eines Sequenzierungsfehlers irrtimlich als PC7
bezeichnet wurde. PC7 wird als glykosyliertes Zymogen von etwa 100 kDa synthetisiert
und im endoplasmatischen Retikulum durch Autoproteolyse in das reife Enzym von etwa
90 kDa uberfuhrt. Obwohl sich PC7, wie Furin, zwischen dem trans-Golgi-Netzwerk und
der Zelloberflache aufhélt, unterscheiden sich die zytoplasmatischen Domanen der beiden
Proteinasen betrachtlich voneinander (Wouters et al.,, 1998). So enthdlt die zytoplas-
matische Doméne des PC7 nicht das auf Tyrosin basierende Rickhol-Motiv YXXL und
wird zudem nicht phosphoryliert (Van de Loo et al., 1997). Sie enthalt allerdings zwei
Dileucin-Motive, die fur die Rickkehr des auf der Zelloberflache vorhandenen PC7 in das
trans-Golgi-Netzwerk verantwortlich sein konnten (Abbildung 2.6). Weiterhin wird ein in
der zytoplasmatischen Doméne vorhandenes Cystein reversibel palmitoyliert (Van de Loo
et al, 2000). Hierdurch scheint aber eher die Stabilitdt, beziehungsweise die

Halbwertszeit, als die intrazellulare Lokalisierung reguliert zu werden.

EV CLSQRSKAST HGCRRGCCPW PPQSQNSKEV GTALESMPLC SSKDLDGVDS

EHGDCTTASS LLAPELLGEA DWSLSQNSKS DLDCPPHQPP DLKDGQIC

Abbildung 2.6 Aminoséuresequenz der zytoplasmatischen Domé&ne von PC7 aus Ratte.
Diese aus 100 Aminosauren bestehende Domane enthalt zwei Palmitoylierungsstellen
(fettgedruckt) und zwei Dileucin-Motive (unterstrichen).

Sowohl Furin als auch PC7 sind im trans-Golgi-Netzwerk konzentriert und werden von
dort zur Zelloberfliche und den Endosomen gelenkt. Dariiber hinaus verfligen sie Uber

eine vergleichbare Substratspezifitat und ein ahnliches Expressionsmuster in den
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verschiedenen Geweben (Steiner, 1998, Seidah und Chretien, 1999, Zhou et al., 1999).
Dennoch lasst sich nicht vorhersagen, ob ein potentielles Vorlauferprotein, das die
basische Erkennungssequenz enthélt und damit die Anforderungen fir eine Prozes-
sierung erfullt, von beiden Proteinasen oder nur einer beziehungsweise gar nicht
prozessiert wird. Dies liegt unter anderem darin begriindet, dass geringfigige, aber
ausschlaggebende Unterschiede in der Lokalisierung bestehen kénnen. PC7 und Furin
besitzen sehr verschiedenartige zytoplasmatische Domanen und so ist es mdglich, dass
sie in unterschiedlichen Bereichen des trans-Golgi-Netzwerks auftreten. In diesem Fall
wurde die Prozessierung vom Aufenthaltsort des Vorlauferproteins abhangen, also davon,
mit welcher Konvertase es in Kontakt treten kann. Durch eine Dichtegradienten-
zentrifugation mit verschiedenen Proteinen als Marker fur definierte Zellkompartimente
wurde die intrazelluldre Lokalisierung von PC7 und Furin untersucht. Tatsachlich scheint
der gréf3te Teil des Furins im trans-Golgi-Netzwerk vorhanden zu sein, wahrend PC7 eher
in den sekretorischen Vesikeln zu finden ist (Wouters et al., 1998). Ferner existiert PC7
ausschlie3lich als Transmembranprotein, wahrend Furin teilweise ,gesheddet* und so in
eine losliche Form Uberfuhrt wird. Aber auch die Unterschiede in der Substratspezifitat
konnen sich auf die Prozessierung von Vorlauferproteinen auswirken. Zum Beispiel
werden die Pro-a-Untereinheiten der Integrine von Furin gespalten, von PC7 jedoch nicht
(Lissitzky et al.,, 2000). Daneben kann die Prozessierung sicherlich auch vom
Expressionsmuster und der Expressionsrate des jeweiligen Enzyms abhéngen.

Aufgrund der hohen Expressionsrate von PC7 im Hippocampus (Seidah et al., 1996),
einer bei der Alzheimer-Demenz betroffenen Hirnregion, wurde die Mdglichkeit eines
Beitrags von PC7 an der a-Sekretase-Spaltung von APP untersucht (Lopez-Perez et al.,
1999, 2001). Dabei stellte sich heraus, dass die APPsa-Sekretion durch die Uber-
expression von PC7 deutlich erhdht wird. Obwohl APP keine Proprotein-Konvertasen-
Erkennungssequenz besitzt und eine direkte APP-Spaltung durch PC7 nicht gezeigt

wurde, wird PC7 als mogliche a-Sekretase diskutiert.

2.2.3 Die Substratspezifitat der Proprotein-Konvertasen PC7 und Furin

Basierend auf der Kristallstruktur von Subtilisin konnte die dreidimensionale Struktur des
katalytischen Zentrums von Furin modelliert werden (Siezen et al., 1991, Creemers et al.,
1993). Bemerkenswert ist hier die grof3e Anzahl an sauren Resten innerhalb der
Substratbindungsregion, die eine entscheidende Funktion bei der spezifischen Wechsel-
wirkung mit den basischen Abschnitten des Substrats austuben und so die Substrat-
spezifitdt bedingen. Darauf beruhend werden Substrate, die die Erkennungssequenz

“R ®X #R/K) 'R' aufweisen, am effektivsten prozessiert. Um die Substratspezifitaten der
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Proprotein-Konvertasen PC7 und Furin genauer zu untersuchen wurde pro-Renin als
Substrat mit Mutationen in den Positionen -1 bis -6 eingesetzt (van de Loo et al., 1997).
Die pro-Renin-Mutanten wurden mit PC7 bzw. Furin koexprimiert und die Auswirkung auf
die Uberfiihrung von pro-Renin in Renin ermittelt. Die dabei erhaltenen Ergebnisse sind in

Tabelle 2.1 zusammengestellt.

Sequenz der Spaltstelle PC7 Furin
DVRTKR teilweise v
DVFRKR - -
RVRTKR v v
RVFTQR - -
RVRTQR - N
RVFTKR v
DVRTKK - teilweise
DVFETKR - -
DVRTQR - teilweise
DRRRKR teilweise v

Tabelle 2.1 Prozessierung von Wildtyp-pro-Renin und der pro-Renin-Mutanten durch
PC7 und Furin (nach van de Loo et al.,, 1997). Dargestellt sind die Sequenzen der pro-
Renin-Spaltstelle. Basische Aminosaurereste sind fettgedruckt, die Sequenz des Wildtyps
ist unterstrichen. Die vollstandige Spaltung eines Substrats wird durch einen Haken
symbolisiert.

Substrate die Arginin-Reste in den Positionen -1 und -4, sowie einen basischen Rest in
Position -2 besitzen werden von Furin mit der hochsten Effizienz prozessiert. Es kdnnen
jedoch auch Substrate, denen ein basischer Rest in Position -2 fehlt, gespalten werden -
allerdings mit einer etwa zehnfach geringeren Effizienz. Hierdurch ergibt sich als
minimales Furin-Spaltmotiv die Sequenz R X X R (Van de Loo et al., 1997, Munzer et al.,
1997). Die Spaltung an monobasischen Sequenzen erfordert unbedingt einen basischen
Rest in Position -4 oder -6. Dieser Rest muss entweder ein Arginin- oder ein Lysin-Rest
sein und kann nicht durch einen Histidin-Rest ersetzt werden (Munzer et al., 1997). Ferner
kann ein Arginin in Position -6 das Arginin in Position -4 ersetzen, jedoch ist dann ein
basischer Rest in Position -2 unbedingt erforderlich. Bei einer Uberexpression von Furin
kann auch eine Spaltung von Substraten stattfinden, die ein Lysin in Position -1 besitzen.
Auch hier ist jedoch ein basischer Rest in Position -2 notwendig.

Wie Furin, so prozessiert auch PC7 Vorlauferproteine mit der Erkennungssequenz
R X (K/R) R am effektivsten. Verglichen mit Furin ist die Substratspezifitat &hnlich, jedoch
nicht identisch (Van de Loo et al., 1997, Munzer et al., 1997). So ist PC7 nicht in der
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Lage, an monobasischen Resten zu spalten, vielmehr ist ein basischer Rest in Position -2
essentiell. Fehlt er, findet keine Prozessierung statt. Zusatzlich benétigt PC7 unbedingt
ein Arginin in Position -1, das selbst von Lysin nicht ersetzt werden kann. Allerdings kann,
genau wie bei Furin, das Arginin in Position -4 durch ein Arginin in Position -6 ersetzt

werden.

2.3 Zielsetzung

Ein therapeutisches Ziel zur Behandlung der Alzheimer-Krankheit ist eine reduzierte AB-
Produktion. Eine Strategie hierflr geht von der Stimulierung der a-Sekretaseaktivitat aus,
um so das Substrat APP vom AB-bildenden B-Sekretase Weg abzuleiten. Grundsatzlich
kann dies durch die Aktivierung von Neurotransmitter-Rezeptoren, welche an die
Proteinkinase C-vermittelte Signalkaskade gekoppelt sind, erfolgen (Nitsch et al., 1992,
Buxbaum et al., 1993, Hung et al., 1993). Aber auch durch die Behandlung von Zellen mit
Lovastatin resultiert, infolge einer erhéhten ADAM10-Expression, eine verstarkte a-Sekre-
taseaktivitat (Kojro et al., 2001). Substanzen, die aktivierend auf die a-Sekretase ADAM10
wirken, kdnnten somit bei der Entwicklung von Pharmaka zur Behandlung der Alzheimer-
Demenz hilfreich sein.

Erschwert wird das Auffinden ADAMI10-stimulierender Substanzen insofern, als
Auswirkungen auf die a-Sekretaseaktivitat in der Regel durch das Spaltprodukt APPsa
nachgewiesen werden und etablierte Methoden zu dessen Detektion, wie zum Beispiel
Western-Blot-Analysen, umsténdlich, zeitaufwendig und teuer sind. Ein Ziel war es daher,
ein Testverfahren zu etablieren, dass den Nachweis des freigesetzten APPs im Uberstand
von Zellkulturen schnell und zuverlassig ermdglicht. Zu diesem Zweck sollte ein
Reportergen mit der cDNA der 119-C-terminalen Aminoséuren des Amyloid-Vorlaufer-
proteins fusioniert und anschlie3end mit der cDNA der a-Sekretase ADAM10 in einem
Expressionsvektor vereinigt werden. Im weiteren Verlauf sollten beide cDNAs in HEK293-
Zellen stabil zur Expression gebracht werden und das Testverfahren soweit optimiert
werden, dass das proteolytisch freigesetzte Reporterprotein anstelle des endogenen
APPsa photometrisch im Zellkulturiiberstand nachgewiesen und quantifiziert werden
kann.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, die Aktivierung der a-Sekretasen ADAM10 und
TACE durch die Entfernung der Prodomane zu untersuchen. Die a-Sekretase ADAM10
wird als Zymogen mit einer Proprotein-Konvertasen-Erkennungssequenz (RKKR)
zwischen der Prodoméne und der Metalloproteinase-Domane synthetisiert. Mit Hilfe eines

synthetischen Proprotein-Konvertasen-Inhibitors sollte daher zunachst ermittelt werden,
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ob Proprotein-Konvertasen an der Entfernung der Prodoméane von ADAM10 beteiligt sind.
Durch die Uberexpression von PC7 zusammen mit ADAM10 in HEK293-Zellen sollte
insbesondere die Bedeutung von PC7 fir die Prozessierung von ADAM10 und die
Auswirkung auf die APPsa-Freisetzung aufgeklart werden, da PC7 als mogliche a-Sekre-
tase in Betracht gezogen wird, eine direkte APP-Spaltung aufgrund der Substratspezifitat
von PC7 jedoch sehr unwahrscheinlich erscheint. Furin sollte in diesem Zusammenhang
ebenfalls untersucht werden, da es der Proprotein-Konvertase PC7 in bezug auf Funktion
und Substratspezifitdt sehr ahnlich ist. Eine weitere Aufgabe war es, die Sequenzan-
forderungen der Proteinasen, die fur die Abspaltung der Prodoméane von ADAM10 verant-
wortlich sind, durch eine PCR-Mutagenese der Proprotein-Konvertasen-Erkennungs-
sequenz zu untersuchen. Ferner sollte das zellulare Kompartiment, in dem die Entfernung
der Prodomane erfolgt, durch eine Deglykosylierung von ADAM10 mit der N-Glyko-
sidase F und der Endoglykosidase H naher bestimmt werden.

Die Disintegrin-Metalloproteinase TACE wird ebenfalls als inaktives Zymogen synthetisiert
und besitzt wie ADAM10 sowohl eine a-Sekretaseaktivitat als auch eine Proprotein-
Konvertasen-Erkennungssequenz (RVKR). Zudem erfolgt die proteolytische Entfernung
der Prodomane in einem spéten Golgi-Kompartiment innerhalb des sekretorischen Wegs,
so dass eine Beteiligung von Proprotein-Konvertasen an diesem Vorgang als sehr
wahrscheinlich erscheint. Da die Proprotein-Konvertasen-Erkennungssequenzen von
ADAM10 und TACE geringfiigig voneinander abweichen, sollte Uberprift werden, ob
TACE ebenfalls durch Proprotein-Konvertasen, insbesondere PC7 und Furin, prozessiert
wird und ob hierbei Unterschiede zu ADAM10 bestehen.
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3 MATERIALIEN

3.1 Chemikalien und Hilfsmittel

3.1.1 Allgemeine Laborchemikalien

Acrylamid/ Bisacrylamid
Aceton

Agarose

Ameisensaure

Ampicillin (Natriumsalz)

APS (Ammoniumperoxodisulfat)

Bactoagar

Bromphenolblau

BES

BSA

BSA (fettsaurefrei)

Butanol

CAPS

Chloroform

Diethylether

DMSO (Dimethylsulfoxid)
DNA-Marker

dNTPs

DTT (Dithiothreitol)

EDTA

EGTA

Entwickler (fir Hyperfilm ECL)
Essigsaure

Ethidiumbromid
EZ-Link-Sulfo-NHS-LC-Biotin
Fixierer (fur Hyperfilm ECL)
Glukose

Glycin

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen
AppliChem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

BioRad, Miinchen
AppliChem, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Kodak, Rochester (USA)
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Pierce, St. Augustin
Kodak, Rochester (USA)
AppliChem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
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Glyzerin Roth, Karlsruhe

HA-Peptid Boehringer, Mannheim

HCI Merck, Darmstadt

Hefeextrakt AppliChem, Darmstadt

Hepes Sigma, Deisenhofen

L-Homoarginin

I-Block

Isoamylalkohol

Isopropanol

KCI

KH,PO,

[B-Mercaptoethanol

Methanol

MgCl,

NacCl

Na,HPO,

NaOH

NaOAc

4-Nitrophenylphosphat

Nonidet-P40
Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA)
Polyethylenglykol

Poly-L-Lysin
Proteinaseinhibitoren-Tabletten complete mini
Protein A Sepharose CL-4B
Rotiphenol

Saccharose

SDS

Trichloressigsaure

TEMED (N,N,N",N",-Tetramethylethylenediamine)
Tris

Triton X-100

Trypton

Tween 20

Sigma, Deisenhofen
Tropix, Weiterstadt
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Fluka, Buchs (Schweiz)
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Calbiochem, Schwalbach
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen

Boehringer, Mannheim

Pharmacia Biotech, Freiburg

Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
BioRad, Minchen
AppliChem, Darmstadt
BioRad, Miinchen
AppliChem, Darmstadt
Serva, Heidelberg
AppliChem, Darmstadt
Serva, Heidelberg
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3.1.2 Enzyme und Kitsysteme

Bradford Protein Assay Kit
CIAP (Calf Intestine Alcalic Phosphatase)
Endoglykosidase H
N-Glykosidase F

Lysozym

Restriktionsenzyme
Restriktionsenzyme
Restriktionsenzyme
Restriktionsenzyme

RNase A

T4-DNA-Ligase
T4-DNA-Polymerase
T4-Polynukleotidkinase
Trypsin

Vent-Polymerase

Plasmid Midi/Mini Kit

Nucleo Spin Kit 2 in 1 Extract
Nucleo Spin Kit Plasmid
QIAquick Spin Miniprep Kit
QIAquick Gel Extraction Kit
QIAquick PCR Purification Kit
Western-Star Protein Detection Kit

3.1.3 Antikorper

Primarantikorper

anti-HA Maus-1gG (16B12, monoklonal)
anti-HA Kaninchen-IgG (Y-11, polyklonal)
anti-APP Maus-IgG (6E10, monoklonal)
anti-ADAM10 Kaninchen-IgG (polyklonal)
anti-TACE Kaninchen-IgG (polyklonal)

anti-PC7 Kaninchen-Antiserum

anti-Furin Kaninchen-Antiserum

Roth, Karlsruhe

Pharmacia Biotech, Freiburg
Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Sigma, Deisenhofen

New England Biolabs, Schwalbach
Pharmacia Biotech, Freiburg
Gibco BRL, Eggenstein

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Sigma, Deisenhofen

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Gibco, Life Technologies, Eggenstein
PAA, Linz (Osterreich)

New England Biolabs, Schwalbach
Qiagen GmbH, Hilden
Macherey-Nagel, Diren
Macherey-Nagel, Diren

Qiagen GmbH, Hilden

Qiagen GmbH, Hilden

Qiagen GmbH, Hilden

Tropix, Bedford, MA (USA)

Babco, Richmond, CA (USA)

Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
Senetek, St. Louis (USA)

Chemicon, Temecula, (USA)
Chemicon, Temecula, (USA)

Prof. Dr. W. Garten,

Universitat Marburg

Prof. Dr. W. Garten,

Universitat Marburg
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Sekundarantikdrper

Alkalische Phosphatase-gekoppelter
anti-Maus-1gG aus Ziege

Alkalische Phosphatase-gekoppelter
anti-Kaninchen-1gG aus Ziege

¥3-markierter anti-Maus-1gG

3.1.4 Zellkulturmedien und Zusatze

Dulbecco's modified Eagle medium
Dulbecco's modified Eagle medium

DMEM (ohne Phenolrot)

Fotales Kéalberserum

Geneticin (G418-Sulfat)

Glutamin (100x)

Hygromycin B

minimum essential medium (ME-Medium)
Serum Plus Serum Supplement (Nu-Serum)

Penicillin/ Streptomycin (100x)

3.2 Materialien

3.2.1 Laborgerate

Acryl-Halbmikroklvetten
Analysenwaage

Bildplatte BAS-MP 2025
Bio-Imaging Analyzer BAS-1800 (Fuji)
Blot-Apparatur

Brandel Cell Harvester
CCD-Kamera
Doppelstrahlphotometer U-2000
Filterpapier (3-MM)
Flachbettgelapparatur fur DNA
Elektrophorese-Apparatur
Gewebekulturschalen

Gewebekulturschalen

Tropix, Bedford, MA (USA)

Tropix, Bedford, MA (USA)

Amersham, Freiburg

PAA, Linz (Osterreich)

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

PAA, Linz (Osterreich)

PAA, Linz (Osterreich)

PAA, Linz (Osterreich)

PAA, Linz (Osterreich)

Sigma, Deisenhofen

JRH Biosciences, Andover (England)
PAA, Linz (Osterreich)

Sarstedt, NiUrnbrecht
Mettler-Toledo GMBH, Giel3en
Fujifilm, Disseldorf

raytest, Straubenhardt
Biometra, Géttingen

Brandel, Gaithersburg (USA)
raytest, Straubenhardt

Hitachi (Japan)

Whatman, Springfield (Grof3britannien)
Eigenbau

Biometra, Géttingen

Sarstedt, Nurnbrecht

Greiner, Kremsmiinster (Osterreich)
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Glaspotter (Homogenisatoren)
Glaszentrifugenréhrchen
Heizblock

Hyperfilm-ECL
Inkubationsschuittler Multitron
Kihlzentrifuge J2-21
Kunststoffspritzen (10 und 50 ml)

Kunststoffzentrifugenréhrchen (15 und 50 ml)

Kryoréhrchen

Mikrofilter (0,2 und 0,4 pum)
Phasenkontrast-Mikroskop CK 2
PCR-Reaktionsgefalle
Petrischalen

pH-Meter

Polystyrolkiivetten
PVDF-Membran
ReaktionsgefalRe (1,5 und 2 ml)
Scanner BAS-1800
Semi-Dry-Blotapparatur
Spannungsquelle Power-All
Sterilwerkbank Hera Safe HS 12
Speed-Vac

Tischzentrifuge (5415C)
Tischkihlzentrifuge (5415R)
Transilluminator 4000
Thermocycler
Neubauer-Z&hlkammer
NUPAGE (4-12%) Fertiggele
Uberkopfrotierer
Ultrazentrifuge L7-65
Vortexer

Wasserbad
Zellkulturbrutschrank

Zentrifugenbecher (50 und 250 ml)
Zentrifugenrotoren JA14 und JA20

GLW, Wirzburg

DuPont, Bad Homburg

Bioblock Scientific, lllkirch Cedex (F)
Pharmacia Biotech, Freiburg
Infors GmbH, Bottmingen (Schweiz)
Beckmann, Minchen

Braun, Melsungen

Sarstedt, NUrnbrecht

Nunc, Wiesbaden

Sarstedt, Nirnbrecht

Olympus, Hamburg

peq Lab, Erlangen

Sarstedt, Nirnbrecht

WTW, Weilheim

Sarstedt, NUmbrecht

Applied Biosystems, Foster City (USA)
Eppendorf, Hamburg

Fujifilm, Dusseldorf

Biometra, Géttingen

Serva, Heidelberg

Heraeus, Hanau

Savant Instruments,
Farmingdale, (USA)

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Stratagene, Heidelberg
Perkin-Elmer, Norwalk, CT (USA)
Roth, Karlsruhe

Novex, Frankfurt

Frébel Labortechnik, Lindau
Beckman, Miinchen

Janke und Kunkel, Heitersheim
BFL, Burgwedel

Heraeus, Hanau

Beckmann, Miinchen

Beckmann, Miinchen
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3.2.2 Materialien fur die Molekular- und Zellbiologie

3.2.2.1 Plasmide
pcDNA3-Vektor

der Firma Invitrogen, Leek (Niederlande). Dieser eukaryontische Expressionsvektor tragt
den Cytomegalovirus (CMV)-Promotor, der eine hohe transiente und stabile Expression
von Genen in vielen eukaryontischen Zellen ermdéglicht. Er tragt auRerdem den SV40-
Origin, ein Polyadenylierungssignal und das Neomycin-Resistenzgen zur Selektion von

Transformanden mit Geneticin (G418).

pcDNA3-ADAM10-HA
enthalt die C-terminal HA-Epitop-markierte ADAM10-cDNA aus Rind und wurde von Herrn
Dr. R. Postina, Institut fir Biochemie, Johannes Gutenberg-Universitat Mainz, zur

Verfigung gestellt.

pcDNA3-bFur
enhalt das 2795 bp Smal-Fragment der Rinder-Furin-cDNA in der EcoRV-Schnittstelle
von pcDNA3 und wurde von Herrn Dr. Rolf Postina, Johannes Gutenberg-Universitat

Mainz, zur Verfigung gestellt.

pRC/CMV-rPC7
enthalt die PC7-cDNA aus Ratte und wurde von Herrn Prof. Dr. Wolfgang Garten, Institut

fur Virologie, Philipps-Universitat Marburg zur Verfligung gestellt.

pIRES1hyg-Vektor

der Firma Clontech Laboratories, Heidelberg. Dieser eukaryontische Expressionsvektor
enthadlt die interne Ribosomen-Eintrittsstelle des Encephalomyocardits-Virus, die die
Translation zweier offener Leserahmen auf einer mRNA ermdglicht. Nach Selektion mit
Hygromycin B exprimieren daher nahezu alle Uberlebenden Kolonien das einklonierte
Gen stabil. Die Expressionskassette enthalt auBerdem den Cytomegalovirus (CMV)-
Promotor, ein synthetisches Intron zur Stabilisierung der mRNA, das Hygromycin B-

Phosphotransferase-Gen und ein Polyadenylierungssignal.

pSBC-2-SEAP

enthalt die cDNA fir die sekretierte alkalische Phosphatase aus der menschlichen
Plazenta und wurde von Frau Bettina Lingen, Max-Planck-Institut fur Biophysik, Frankfurt,
zur Verflgung gestellt.
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pSG5new-bFur
ist ein im Polylinker modifizierter pSG5-Vektor der Firma Stratagene, La Jolla (USA). Das
Plasmid enthalt die Furin-cDNA aus Rind in der Smal-Schnittstelle und wurde von Herrn

Prof. Dr. W. Garten, Institut fur Virologie, Universitat Marburg, zur Verfiigung gestellt.

3.2.2.2 Oligonukleotide

Die Sequenzen aller Oligonukleotide sind in 5- - 3"-Orientierung aufgefihrt. Die
Oligonukleotide sind entschiitzt und entsalzt geliefert worden und wurden nicht weiter

aufbereitet.

PCR-Primer fiir SEAP
SEAP-for: ATC GAT GCT GCT GCT GCT GCT GCT GCT GGG CCT Clal
SEAP-rev: TCA AGT GTA CAC CCC CGG GTG CGC GGC GTC GGT BsrGl

PCR-Primer fiir APPs5;
APP-for: CGAGGACTGTAC ACT CGACCAGGTTCT GGG TTG BsrGl
APP-rev: TCT AGA CTC GAG CTA GTT CTG CAT CTG CTC AAA GAA CT Xbal, Xhol

PCR-Primer fur ADAM10-Mutagenese
ADAFUR: ATG CGC AAG CAA CAACTG TAG CTG AAA AAAATAC Fspl
AD_60170R: ACAGTCTGT GAACTG CGG TTT AGG ATC AGA GGC

Fehlpaarungen der DNA-Basen sind unterstrichen, neu eingefligte Restriktionsschnitt-
stellen zur Analyse der Klone sind fettgedruckt beziehungsweise sowohl fett- als auch

kursivgedruckt und das dazugehdérige Enzyme ist hinter der DNA-Sequenz angeflhrt.

3.2.2.3 Bakterienstamme

Escherichia coli DH5a:
@80dlacZAM15, recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17 (. m,’), supE44, relAl, deoR,
D(laczYA-argFV169), F, A ; von Clontech, Heidelberg.

Escherichia coli JIM109:
el4-(McrA-), recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17(rx- mg+), supE44, relAl, D(lac-proAB),

[F’ traD36 proAB laclgZDM15] von Stratagene, La Jolla (USA).

Beide Stamme dienten zur Transformation und Isolierung von Plasmid-DNA.
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3.2.2.4 Zell-Linien

HEK?293:
Amerikanische Zellsammlung, Nr. ATCC 1573-CRL

LoVo:

Amerikanische Zellsammlung, Nr. ATCC CCL 229

Humane Adenokarzinom-Zellen aus dem Darm. Diese kontinuierliche Zell-Linie wachst
als Monoschicht mit einer epitheliendhnlichen Morphologie und wurde von Herrn Prof. Dr.
Wolfgang Garten, Institut fur Virologie, Philipps-Universitat Marburg zur Verfliigung
gestellt.

HEK293-ADAM10-HA, Klon D3:

Stabiler Einzelklon, der nach einer Calciumphosphat-vermittelten Transfektion von
HEK293-Zellen mit pcDNA3-ADAM10-HA selektioniert und von Frau Dr. Sandra Gilbert,
Institut far Biochemie, Johannes Gutenberg-Universitat Mainz, zur Verfigung gestellt

wurde.

3.3 Stammldsungen, Puffer und Zellkulturmedien

Antibiotika-StammIldsungen: 100 mg/ml Ampicillin,
250 mg/ml  Geneticin (G418)
100 mg/mi Hygromycin B
Lagerung bei -20°C

Assay-Puffer: 200 mM Tris-HCI
10 mM MgCl,
pH 9,8

BBS: 50 mM BES
280 mM NacCl
1,5 mM Na,HPO,

pH 6,95, sterilfiltriert
Lagerung bei 4°C
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2 x Deglykosylierungspuffer:

Dephosphorylierungspuffer:

DMEM:

DNA-Probenauftragspuffer:

Ethidiumbromid-Stammldsung:

Glycinlosung:

glukosehaltiges LB-Medium:

I-Block-Puffer:

50 mM NazHPO4
1,5% (v/v) Nonidet-P40
0,25% (v/v) SDS

pH 7,5

50 mM Tris-HCI
0,1 mM EDTA
pH 8,5

DMEM (high modified: 4,5 g/l Glukose,
110 mg/ml Natriumpyruvat)

ohne weitere Zuséatze

50% (v/v) Glyzerin

0,2% (v/v) SDS

0,05% (w/v) Bromphenolblau
0,05% (w/v) Xylencyanol

10 mM EDTA

10 mg/ml Ethidiumbromid
Lagerung lichtgeschiitzt bei 4°C

100 mM Glycin
10 pg HA-Epitoppeptid
pH 2,5

LB-Medium mit 20 mM Glukose

0,2% (w/v)  I-Block
0,1% (v/v) Tween 20
in PBS
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Imidazol-Lysispuffer:

Laufpuffer fur Gelelektrophorese:

LB-Agarplatten:

LB-Medium:

LB-Selektionsmedium:

Ligasepuffer:

Losung P1:

Lésung P2:

Lésung P3:

20 mM Imidazol
100 mM KCI

2mM MgCl,

10 mM EGTA

300 mM Saccharose
0,2% (w/v)  Triton X-100

pH 6,8 (vor Gebrauch wurde eine

Proteinaseinhibitor-Tablette zugeflugt)

25 mM Tris
192 mM Glycin
0,1% (w/iv)  SDS

LB-Medium mit 1,5% Bacto-Agar

10 g/l Trypton
5 g/l Hefeextrakt
10 g/l NacCl

pH 7,4, autoklaviert (121°C, 20 min)

LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin

50 mM Tris-HCI
10 mM MgCl,
10 mM DTT
1 mM ATP
25 pg/ml BSA
pH 7,5
50 mM Tris-HCI
10 mM EDTA
pH 8,0

0,2M NaOH

1% (wiv) SDS

3 M Kaliumacetat pH 4,8
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PBS:

PCI:

PEG/NaCl-Losung:

Poly-L-Lysinldsung:

Proteinauftragspuffer (reduzierend):

ProteingréRenstandard:
"SeeBlue Pre-Stained Standard”

Puffer A:

Puffer B:

37
8 g/l NacCl
0,2 gl KCI
1,44 g/l Na,HPO,
0,24 g/l KH,PO,

pH 7,4, autoklaviert (121°C, 20 min)

Phenol / Chloroform / Isoamylalkohol,
25:24:1 (viviv)

13% (w/v) Polyethylenglykol 8000
16M NacCl

0,1 mg Poly-L-Lysin in Wasser

62,5 mM Tris-HCI

20% (wiv) Glyzerin

3% (w/v) SDS

0,01% (w/v) Bromphenolblau

100 m DTT

pH 6,8

98 kDa BSA

64 kDa Glutamat-Dehydrogenase
50 kDa Alkohol-Dehydrogenase
36 kDa Carbonyl-Anhydrase

30 kDa Myoglobin

16 kDa Lysozym

5 mM Hepes

1mM EDTA

pH 7, Lagerung bei 4°C (vor Gebrauch wurde

eine Proteinaseinhibitor-Tablette zugefiigt)

15 mM Hepes

pH 7,4, Lagerung bei 4°C (vor Gebrauch
wurde eine Proteinaseinhibitor-Tablette
zugefugt)
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RNaseA-Losung: 10 mg/ml in 200 mM Natriumacetat pH 5,2
DNasen wurden durch eine 10-minttige

Inkubation bei 100°C irreversibel denaturiert.

SDS-Polyacrylamidgele:  Sammelgel Trenngel 10% Trenngel 8%
Acrylamid: 4% (Wiv) 10% (w/v) 8% (W/v)
N,N"-Methylenbis(acrylamid): 0,1% (w/v) 0,3% (wW/v) 0,3% (W/v)
Tris-HCI: 125 mM, pH 6,8 375 mM, pH 8,8 375 mM, pH 8,8
SDS: 0,1% (w/v) 0,1% (w/v) 0,1% (wW/v)
Zur Polymerisation:
APS: 0,05% (v/v) 0,05% (v/v) 0,05% (v/v)
TEMED: 0,1% (v/v) 0,05% (v/v) 0,05% (v/v)
STET-Puffer: 50 mM Tris-HCI

8% (wiv) Saccharose

5% (w/v) Triton X-100

50 mM EDTA

pH 8,0
T4-Polynukleotidkinasepuffer: 70 mM Tris-HCI

0,1M KCI

10 mM MgCl,

1mM 2-Mercaptoethanol

pH 7,6
T4-DNA-Polymerase-Puffer: 25 mM Tris-HCI

37,5 mM NaCl

7,5 mM MgCl,

2mM DTT

1 mM ATP

0,5 mM dNTPs

pH 7,5
TAE-Puffer: 40 mM Tris-HCI

20 mM Essigsaure

1 mM EDTA

pH 8,4
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TBE-Puffer:

TBS:

TE-Puffer:

Towbin-Puffer:

Transfektionsmedium:

Trypsin/EDTA-LOsung:

Vent-PCR-Reaktionspuffer:

89 mM
89 mM
2 mM

pH 8,0

20 mM
150 mM

Tris-HCI
Borsaure
EDTA

Tris-HCI
NaCl

pH 7,5, autoklaviert (121°C, 20 min)

10 mM
1 mM
pH 7,5

25 mM

192 mM
20% (v/v)
0,05% (w/v)
pH 8,3

2 mM

100 U/ml
100 mg/ml
10% (v/v)
in MEM

0,05% (w/v)
0,54 mM
in PBS

20 mM
10 mM
10 mM

2 mM
0,1% (v/v)
pH 8,8

Tris-HCI
EDTA

Tris-HCI
Glycin
Methanol
SDS

Glutamin
Penicillin
Streptomycin

Serum Plus Serum Supplement

Trypsin
EDTA

Tris-HCI

KCI
(NH4)2SO,4
MgSO,
Triton X-100
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Zellkulturmedium:

DMEM (high modified)

10% (v/v) fotales Kéalberserum (FCS)
2mM Glutamin

100 U/ml Penicillin

100 mg/ml  Streptomycin
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4 METHODEN

4.1 Arbeiten mit Escherichia coli

4.1.1 Kultivierung von E. coli

Die Kultivierung von E. coli-Stammen erfolgte ausschlieZlich in LB-Medium (3.3), zur
Selektion transformierter Zellen wurde zudem eine Ampicillinkonzentration von 100 pg/ml
eingestellt. Transformanden wurden durch einen verdinnenden Ausstrich auf LB-
Agarplatten vereinzelt. Die Kultivierung der Bakterien fur Plasmidschnellpraparationen
(4.2.1.1) erfolgte auf LB-Agarplatten bei 37°C Uber Nacht, wohingegen die Kultivierung fur
Plasmidgrof3praparationen (4.2.1.3) in LB-Flissigmedium unter Schuitteln (120 rpm,
Inkubationsschuttler) bei 37°C tber Nacht erfolgte.

4.1.2 Herstellung transformationskompetenter E. coli

400 ml LB-Medium (3.3) wurden mit 1 ml einer E. coli-Kultur angeimpft und bei 37°C unter
Schiitteln inkubiert. Das Wachstum der Bakterien konnte photometrisch durch Messungen
bei einer Wellenlange von 600 nm verfolgt werden. Erreichte die Zellsuspension eine
optische Dichte von 0,4-0,6, so wurde das Wachstum durch Inkubation auf Eis gestoppt.
Die Bakterien wurden fur 15 min bei 1000 g und 4°C zentrifugiert und anschlieend in
50 ml eiskaltem 50 mM CacCl, suspendiert. Nach erneuter Inkubation fur 15 min auf Eis
erfolgte die Sedimentation der Zellen durch Zentrifugation (1000 g, 4°C, 15 min). Das
Bakterienpellet wurde in 20 ml eiskaltem 50 mM CacCl,/10% (v/v) Glyzerin resuspendiert
und fur 4 h auf Eis inkubiert. Diese Bakteriensuspension wurde aliquotiert, in flissigem

Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.

4.1.3 Transformation von E. coli

Zur Transformation von E. coli wurden entweder Ligationsansétze (4.2.5.5) oder Plasmid-
DNA (4.2.1.3) verwendet. Dazu wurden 100 pl der transformationskompetenten Zellen
(4.1.2) auf Eis aufgetaut, nach Zugabe der DNA (maximal ein Zehntel des Volumens der
Bakteriensuspension) vorsichtig durchmischt und fir 20 min auf Eis inkubiert. Bei dem

nachfolgenden Hitzeschock wurde die Bakteriensuspension fir 90 s bei 42°C erhitzt und
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umgehend fur 3 min auf Eis abgekihlt. Nach der Zugabe von 800 pul glukosehaltigem LB-
Medium (3.3) wurde der Ansatz fur 1 h bei 37°C unter Schitteln (Inkubationsschiittler,
120 rpm) inkubiert und auf ampicillinhaltigen Agarplatten ausgestrichen. Die trans-

formierten Bakterien wurden dann bei 37°C fiir 15 h im Brutschrank inkubiert.

4.1.4 Lagerung von E. coli

Fur die dauerhafte Lagerung von E. coli-Transformanden wurde der entsprechende Klon
in 800 pl glukosehaltigem LB-Selektionsmedium (3.3) herangezogen (15h, 37°C,
120 rpm, Inkubationsschuittler) und anschlie3end mit 200 pl sterilem Glyzerin versetzt. Die
so auf 20% (v/v) Glyzerin eingestellte Bakteriensuspension wurde gut durchmischt und
bei -80°C gelagert. Flussigkulturen von Bakterien lassen sich im Kihlschrank bis zu 10
Tage und auf Agarplatten etwa 4 bis 6 Monate aufbewahren, ohne dass die Bakterien ihre

Teilungsfahigkeit verlieren.

4.2 Arbeiten mit Nukleinsduren

4.2.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

4.2.1.1 Plasmidschnellpraparation zur Analyse von E. coli-Transformanden

Bei dieser Praparationsmethode wird zunachst die Bakterienzellwand durch Lysozym
zerstort und anschlie3end die Zellmembran durch Hitzeeinwirkung aufgelost.

Mit Hilfe einer Impfése wurden die Bakterien von der Agarplatte in ein mit 350 pl STET-
Puffer (3.3) befllltes 1,5 ml-Reaktionsgefal® Uberfiihrt und durch Vortexen suspendiert.
Nach Zugabe von 25 pl Lysozym (20 mg/ml in Wasser) und anschlieBender Inkubation bei
Raumtemperatur fur 5 min erfolgte der Zellaufschluss durch Erhitzen fir 50s im
kochenden Wasserbad. Der Zelldebris wurde nach Zentrifugation fir 10 min bei
14000 rpm in der Tischzentrifuge mit einem sterilen Zahnstocher entfernt und die
Plasmid-DNA durch Zugabe von 38 pl 3 M KOAc pH 4,8 und 400 pl Isopropanol aus der
Losung gefallt. Im Anschluss daran wurde die prazipitierte DNA durch Zentrifugation bei
14000 rpm fur 15 min sedimentiert und, um das Pellet von Salzen zu befreien, mit
70% (v/v) Ethanol uberschichtet und nochmals zentrifugiert. Das DNA-Prazipitat wurde
bei Raumtemperatur getrocknet und in 60 pl sterilem Wasser aufgenommen. Fur die
analytische Restriktion wurde etwa ein Sechzigstel der Plasmid-DNA dieser DNA-LAsung
verwendet. Vorhandene RNA konnte vorher durch den Verdau mit 1 pl RNaseA-Ldsung

(Img/ml, DNase- frei) bei 37°C fur 10 min entfernt werden.
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4.2.1.2 Plasmidpréparation unter Verwendung von Silicagelmatrix-Saulen

Fur Klonierungen, Transfektionen und Sequenzierungen wurde die Isolierung von
Plasmid-DNA aus E. coli bei Bedarf kleiner Mengen uber kdufliche Silicagelmatrix-Saulen
ausgefihrt (3.1.2). Die Durchfiihrung der Praparation erfolgte hierbei nach Vorschrift des

Herstellers (Qiagen oder Macherey-Nagel).

4.2.1.3 PlasmidgroRpréaparation

Unter Verwendung dieser Methode konnten gréf3ere Mengen (1-2 mg) sauberer Plasmid-
DNA fur Transfektionen (4.3.3) und Klonierungen erhalten werden. Ausgehend von
400 ml einer Flussigkultur wurden die Bakterien durch Zentrifugation (15 min, 4°C,
3000 g) pelletiert, in 8 ml Lésung P1 (3.3) aufgenommen und fir 10 min bei Raum-
temperatur inkubiert. Durch Zugabe von 8 ml Losung P2 (3.3) und sehr vorsichtigem
Durchmischen des Ansatzes tritt wahrend einer Inkubation fir 7 min bei Raumtemperatur
die alkalische Lyse der Bakterien ein.

Nach der Neutralisation des Bakterienlysats mit 8 ml eiskalter Losung P3 (3.3) und
vorsichtigem Durchmischen wurde fir 15 min auf Eis inkubiert. Da die genomische DNA
im Gegensatz zur frei vorliegenden Plasmid-DNA mit der Bakterienzellwand verknupft ist,
konnte sie zusammen mit denaturierten Proteinen und Zelltrimmern durch Zentrifugation
(40 min, 4°C, 27000 g) abgetrennt werden. Aus dem Uberstand konnte dann die Plasmid-
DNA durch Zugabe von 17 ml Isopropanol (Volumenanteil 0,7) gefallt werden. Dazu
wurde das Isopropanol mit der DNA-haltigen Lésung gut durchmischt und fir 15 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Die prazipitierten Nukleinsduren wurden anschlieRend fur
20 min bei 27000 g und 4°C zentrifugiert. Um Isopropanolreste zu entfernen, wurde das
Pellet mit 70% (v/v) Ethanol gewaschen und nach dem Trocknen in 3 ml Wasser
aufgenommen. Nach Zugabe von 3,5 ml einer 7,5 M Ammoniumacetatlésung mit pH 4,8
und gutem Durchmischen wurde hochmolekulare RNA, die in Ldsungen hoher
lonenstarke nicht I6slich ist, durch eine Inkubation fir 20 min auf Eis ausgesalzt.

Die Abtrennung der RNA erfolgte durch Zentrifugation fur 20 min bei 4°C und 14000 g.
Aus dem Uberstand konnte die Plasmid-DNA prazipitiert werden, indem nach Zugabe von
4 ml Isopropanol fur 20 min auf Eis inkubiert und anschlieRend zentrifugiert wurde (siehe
oben). Das Nukleinsaureprazipitat wurde mit 70% (v/v) Ethanol gewaschen, bei
Raumtemperatur getrocknet und schlieBlich in 500 ul Wasser gelést. Der Abbau der
restlichen, niedermolekularen RNA erfolgte durch Behandlung mit RNaseA. Dazu wurde
mit 4 pl RNaseA-Losung (10 mg/ml; DNase-frei) versetzt und fur 30 min bei 37°C
inkubiert. Fur die folgende Fallung der DNA wurde der Ansatz mit 500 yul PEG/NaCl-
Losung (3.3) gut durchmischt, fir 20 min auf Eis inkubiert und zentrifugiert (20 min, RT,
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7000 rpm, Tischzentrifuge). Das Pellet wurde einmal mit 70% (v/v) Ethanol gewaschen,
getrocknet und in Wasser aufgenommen. Figt man einer proteinhaltigen, wasserigen
Losung Phenol zu, so werden die Proteine in der Interphase konzentriert. Zur Entfernung
von Proteinen wurde die DNA-LOsung daher so lange mit PCI (3.3) extrahiert, bis nach
Phasentrennung durch Zentrifugation (4 min, RT, 14000 rpm, Tischzentrifuge) keine
Zwischenphase mehr sichtbar war. Reste von Phenol und Chloroform konnten durch
zweimalige Extraktion mit wassergesattigtem Diethylether beseitigt werden. Nachdem
restlicher Ether bei Raumtemperatur abgedampft war, konnte die Plasmid-DNA erneut mit
Ethanol gefallt werden. Dazu wurden 50 pl P3 sowie 1500 pl 100% Ethanol zugegeben
und Uber Nacht bei -20°C inkubiert. Am nachsten Tag erfolgte die Sedimentation der
prazipitierten DNA durch eine Zentrifugation bei 14000 rpm fir 20 min in der
Tischzentrifuge. Zur Entfernung von Salzen wurde die DNA mit 1 ml 75% (v/v) Ethanol
gewaschen und nach dem Trocknen in 500 pl Wasser gelost.

Sowohl die Konzentration als auch die Reinheit der erhaltenen DNA wurden photo-
metrisch bestimmt. Zusatzlich wurde die Identitat der DNA durch Restriktionsanalysen

verifiziert.

4.2.2 Quantifizierung von Nukleinsauren

Die Konzentration der Nukleinsduren in einer wasserigen Lésung konnte durch
Absorptionsmessungen bei einer Wellenlange von 260 nm bestimmt werden. Daflir wurde
die Nukleinsdurelbsung in einer geeigneten Verdinnung in eine Quarzkivette gegeben.
Der photometrischen Konzentrationsbestimmung einer Loésung liegt das Lambert-
Beersche Gesetz zugrunde. Der Wert 1 der Extinktion bei 260 nm entspricht far
doppelstrangige DNA einer Konzentration von 50 ng/ul, fir einzelstrangige DNA einer
Konzentration von 33 ng/ul und fur einzelstrangige RNA einer Konzentration von 40 ng/ul.
Die Ermittlung von Proteinverunreinigungen in der DNA-L6sung erfolgte durch
Absorptionsmessungen bei einer Wellenlange von 280 nm. Der Quotient der Extinktionen
bei 260 nm und 280 nm (E.e0/E2s0) liegt flr proteinfreie DNA-L6sungen bei 1,8 und fur

reine RNA-L6sungen bei 2.

4.2.3 Reinigung und Fallung von Nukleinsauren

4231 PCIl-Extraktion

Nukleinsdureldsungen konnten durch mehrere aufeinanderfolgende Phenolextraktionen
und anschlieRBende Fallung der Nukleinsduren von vorhandenen Proteinverunreinigungen

befreit werden. Dazu wurde die DNA-Ldsung mit dem gleichen Volumen PCI (3.3)



METHODEN 45

gemischt. Anwesende Proteine, Uberwiegend DNA-assoziierte, wurden dabei denaturiert
und in der Interphase angereichert. Nach der Phasentrennung durch Zentrifugation fir
2 min bei 14000 rpm und Raumtemperatur in der Tischzentrifuge wurde die obere, DNA-
haltige wassrige Phase abgenommen und nochmals mit PCI extrahiert. Dies wurde so oft
wiederholt, bis nach der Zentrifugation keine Zwischenphase mehr zu sehen war. Reste
von Phenol wurden anschlieBend durch zweimalige Extraktion mit wassergesattigtem
Diethylether aus der wassrigen DNA-LOsung entfernt. Auch hier erfolgte die Phasen-
trennung durch eine Zentrifugation fir 2 min bei 14000 rpm und Raumtemperatur. Die
Etherphase wurde verworfen und restlicher Ether bei Raumtemperatur unter der
Sterilbank verdampft. Schlielich wurde die DNA-LOsung einer Fallung durch Alkohole

unterworfen.

4.2.3.2 Fallung von DNA durch Alkohole

Die Loslichkeit von Nukleinsduren wird durch organische LOsungsmittel deutlich
verringert. Diese Abnahme der Loéslichkeit ist auf die Verminderung der dielektrischen
Konstante des Mediums und auf Dehydratation zurlickzufihren. Verkleinert sich die
dielektrische Konstante des Losungsmittels, so vergroRern sich die Anziehungskrafte
zwischen den entgegengesetzt geladenen Oberflachenresten. Daraus folgt die Bildung
von groRen Aggregaten, die aus der Loésung ausfallen. Da sich die organischen
Ldsungsmittel auch in Wasser lésen missen und so Wechselwirkungen mit Wasser
eingehen, tritt zusatzlich eine Dehydratation der Proteine auf.

Fur die Fallung von DNA aus einer walrigen Losung wurde entweder Isopropanol oder
Ethanol verwendet. In beiden Fallen wurde der DNA-LOsung zunachst 0,1 Volumen 3 M
Kaliumacetat pH 4,8 zugesetzt. Die Ethanol-Fallung erfolgte durch Zugabe des dreifachen
Volumens an absolutem Ethanol und einer Inkubation des Gemisches fur 1 h bei -20°C.
Wurde das absolute Ethanol durch ein Volumenanteil Isopropanol ersetzt, konnte die
Ausbeute an zu prazipitierender DNA erhoht und auf eine Abkihlung verzichtet werden.
Préazipitiert wurde die DNA durch eine Zentrifugation fir 15 min bei 14000 rpm und
Raumtemperatur (Tischzentrifuge). Zur Entfernung von Salzen erfolgte eine Waschung
des DNA-Prazipitats mit 70% (v/v) Ethanol. Nach erneuter Zentrifugation fir 5 min bei
14000 rpm und dem Trocknen unter der Sterilbank wurde die DNA in einem fir die
anschlieRende Verwendung zweckmé&Rigen Volumen an Wasser wieder in Losung

gebracht.
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4.2.3.3 Fallung von DNA durch Polyethylenglykol

Hohe Salzkonzentrationen kénnen bei der Féallung von DNA durch die Verwendung von
Polyethylenglykol vermieden werden. Zur Fallung der DNA aus wafrigen Lésungen wurde
das gleiche Volumen einer PEG/NaCl-Lésung (3.3) hinzugefugt und fur 20 min bei 0°C
inkubiert. Das DNA-Prazipitat wurde dann durch eine Zentrifugation fir 20 min bei
7000 rpm und Raumtemperatur in der Tischzentrifuge gewonnen, mit 70% (v/v) Ethanol

gewaschen und nach dem Trocknen in Wasser geldst.

4.2.3.4 Reinigung von PCR-Amplifikaten

Die Reinigung von Amplifikaten aus PCR-Anséatzen erfolgte entweder Uber die gel-
elektrophoretische Trennung der amplifizierten DNA-Fragmente und anschliel3ender
Reinigung aus dem Agarosegel (4.2.4.2) oder mit Hilfe von Kitsystemen nach Angaben

der Hersteller (Qiagen oder Macherey-Nagel).

4.2.4 Elektrophorese zur Analyse und Isolierung von Nukleinsauren

4.2.4.1 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Uberpriifung von Restriktionen und zur praparativen Isolierung von DNA-Fragmenten
wurde die DNA auf 0,8 bis 1,2% (w/v) Agarosegelen elektrophoretisch aufgetrennt. Als
Elektrolytlosung diente TAE-Puffer (3.3). Die Agarose wurde in TAE-Puffer durch Kochen
im Mikrowellenherd in Lésung gebracht und nach der Abkiihlung auf unter 50°C und dem
Hinzufiigen von 4 pl Ethidiumbromidldsung (final 1 pg/ml) in die Gelkammer gegossen.
Nach dem Erstarren wurden die Gele in einer Flachbettgelapparatur mit der
Elektrolytiésung (TAE-Puffer) Gberschichtet. Die DNA-Proben wurden mit einem Flnftel
Volumen DNA-Probenauftragspuffer (3.3) gemischt, in die Geltaschen gegeben und bei
70 V elektrophoretisch aufgetrennt. Die Interkalation von Ethidiumbromid in die Nuklein-
sauren ermoglichte die Dokumentation durch Photographie im UV-Durchlicht bei 312 nm
mit Hilfe einer Digitalkamera.

Die verwendeten DNA-GroRenstandards von MBI Fermentas enthielten folgende

Fragmente (Angaben in Basenpaaren):

1 kb-Marker: 10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3500, 3000, 2500, 2000, 1500,
1000, 750, 500, 250

100 bp-Marker: 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100
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4.2.4.2 lIsolierung von Nukleinsduren aus Agarosegelen

Zur lIsolierung von DNA-Fragmenten fir Klonierungen und zur Reinigung von PCR-
Amplifikaten wurde nach der elektrophoretischen Auftrennung der DNA das zu isolierende
DNA-Fragment im UV-Durchlicht mit einem Skalpell aus dem Agarosegel
herausgeschnitten. Die Extraktion der wassrigen DNA-LOsung aus dem Gelstlick erfolgte
durch Einfrieren in flussigem Stickstoff in Gegenwart von Phenol. Dazu wurde das
Gelstuck grob zerkleinert, mit TE-gesattigtem Phenol versetzt und in flissigem Stickstoff
eingefroren. Nach dem Auftauen und kraftigem Mischen erfolgte ein erneutes Einfrieren in
flissigem Stickstoff. Anschlie3end wurde zur Phasentrennung zentrifugiert (10 min, RT,
14000 rpm, Tischzentrifuge) und die wassrige Phase einmal mit PCI (3.3) und zweimal mit
wassergesattigtem Diethylether extrahiert. Die Phasentrennungen erfolgten hierbei stets
durch Zentrifugation (2 min, RT, 14000 rpm, Tischzentrifuge). Nach dem Verdampfen des
restlichen Ethers wurde die DNA mit Ethanol gefallt, mit 70% (v/v) Ethanol gewaschen
und nach dem Trocknen in 25 pl Wasser geldst.

Wurde fir die Isolierung ein Kitsystem verwendet, so erfolgte die Durchfiihrung nach

Angaben des Herstellers.

4.2.5 Enzymatische Modifikation von Nukleins&auren

Um optimale Reaktionsbedingungen bei der Durchfihrung der enzymatischen
Modifikationen zu gewahrleisten, wurden die Enzyme unter den vom Hersteller
angegebenen Reaktionsbedingungen und in den mitgelieferten Puffern verwendet. Bei
aufeinanderfolgenden, unterschiedlichen Modifikationen an den gleichen Nukleinsauren,
wurde zwischen den Reaktionen eine PCI-Extraktion (4.2.3.1) zur Entfernung des Puffers
und des nicht mehr bendtigten Enzyms der vorhergehenden Reaktion durchgefiihrt.
Anschlieend erfolgte eine Ethanol-Fallung der Nukleinsduren (4.2.3.2), die nach einer
Waschung mit 70% (v/v) Ethanol in dem idealen Reaktionspuffer fir die nachfolgende

Reaktion aufgenommen werden konnten.

4.25.1 Restriktionshydrolyse von Nukleinsauren

Angewandt wurde die Restriktionshydrolyse zur Uberpriifung von Plasmid-DNA aus
Schnell- und Grof3praparationen, zur molekularen Klonierung von cDNAs sowie zur
Kontrolle von PCR-Amplifikaten. Bei Verwendung der Restriktions-Endonukleasen wurde
darauf geachtet, dass mindestens 2 U Enzymaktivitat fur je 1 ug Nukleinsdure eingesetzt
wurde und dass das Volumen der glyzerinhaltigen Enzymlésung nicht ein Zehntel des

Gesamtvolumens lberschritt.
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4.2.5.2 Modifizierung von DNA-Enden mit T4-DNA-Polymerase

Entstanden bei einer Restriktionshydrolyse DNA-Fragmente mit inkompatiblen, kohasiven
Enden, so wurde zum Auffullen von 5 -Giberstehenden DNA-Enden und zum Abbau von
3’-Uberstehenden DNA-Enden die T4-DNA-Polymerase verwendet. Dazu wurde die DNA
nach der PCI-Extraktion (4.2.3.1) und anschlieBender Ethanolfallung in 40 ul T4-DNA-
Polymerase-Reaktionspuffer (3.3) geldst und mit 3 U T4-DNA-Polymerase pro pg DNA fir
30 min bei 12°C inkubiert. Der Reaktionsansatz wurde dann zur Isolierung der DNA-
Fragmente auf ein préparatives Agarosegel aufgetragen (4.2.4.2), oder fir eine weitere

enzymatische Reaktion einer erneuten PCI-Extraktion unterworfen.

4.2.5.3 Dephosphorylierung von 5-DNA-Enden

Die kovalente Verknipfung von DNA-Enden durch die DNA-Ligase erfordert phos-
phorylierte 5-DNA-Enden. DNA-Molekiile, die am 5'-Ende dephosphoryliert sind, kdnnen
somit nicht durch die Ligase mit 3'-Enden verknlpft werden. Dadurch kann bei einer
Ligation verhindert werden, dass das 5'-Ende eines DNA-Molekiils mit dem 3'-Ende der
gleichen DNA verknupft wird. Zur Ligation wurden deshalb ausschlief3lich Klonierungs-
vektoren eingesetzt, die nach der Restriktionshydrolyse dephosphoryliert wurden. Die
Hydrolyse der Phosphatgruppen an den 5'-Enden der DNA-Molekile erfolgte durch die
Behandlung mit einer alkalischer Phosphatase aus Ké&lberdarm. Hierfir wurden 10 pg
DNA in Dephosphorylierungspuffer (3.3) fir 20 min bei 37°C und anschliel3end fur 20 min
bei 56°C mit 0,2 U alkalischer Phosphatase inkubiert. Nach erneuter Zugabe von 0,2 U
alkalischer Phosphatase und einer wiederholten Inkubation des Ansatzes unter den oben
beschriebenen Bedingungen lie sich die Ausbeute an dephosphorylierten DNA-Enden
erhéhen.

Nach der Dephosphorylierung wurde die DNA-L6sung entweder mit PCI extrahiert und die
DNA gefallt (4.2.3.1), oder der gesamte Reaktionsansatz auf ein praparatives Agarosegel

zur Isolierung der DNA-Fragmente aufgetragen (4.2.4.2).

4.2.5.4 Phosphorylierung der 5'-Enden von PCR-Produkten

Da die 5"-Enden synthetischer Oligonukleotide und daher auch die mit ihnen erzeugten
PCR-Produkte keine Phosphatgruppen besitzen, erfolgt die Klonierung dieser PCR-
Produkte weniger wirkungsvoll. Zudem ist das Einfugen dieser PCR-Produkte in
linearisierte und dephosphorylierte Vektoren nicht durchfihrbar. PCR-Amplifikate wurden
daher mit der T4-Polynukleotidkinase behandelt, um die 5'-DNA-Enden vor der Ligation zu
phosphorylieren. Durchgefiihrt wurde diese Reaktion in T4-Polynukleotidkinasepuffer (3.3)
mit 1 mM ATP und 10 U T4-Polynukleotidkinase fir 30 min bei 37°C in einem
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Gesamtvolumen von 25 pl. Die Inaktivierung des Enzyms erfolgte durch eine Inkubation
bei 70°C fur 10 min.

4255 Ligation von DNA-Molekllen

Das Einfigen einer cDNA in einen linearisierten Vektor wird durch die DNA-Ligase
ermoglicht, die in der Lage ist, 5'-phosphorylierte und 3'-hydroxylierte DNA-Enden unter
Bildung einer Phosphodiesterbindung miteinander zu verkniipfen. Fir die Ligation wurden
ausschlie3lich durch PCI-Extraktion (4.2.3.1) oder Uber Silicagelmatrices (4.2.1.2)
aufgereinigte DNA-Fragmente eingesetzt. Die Reaktion erfolgte in Ligasepuffer (3.3) mit
einer Vektorkonzentration von etwa 20 ng/pl und einem drei- bis zehnfachen molaren
Uberschuss des einzubauenden DNA-Fragments in einem Volumen von 15 pl. Bei der
Ligation von glatten Enden (,blunt ends”) wurden 20 U T4 DNA-Ligase eingesetzt und
tber Nacht bei 12°C inkubiert. Wurden koh&sive Enden (,sticky ends®) verknipft, so
wurden 4 U T4 DNA-Ligase eingesetzt und 2 h bei Raumtemperatur oder tber Nacht bei
16°C ligiert. Mit der Halfte der Ligationsansatze erfolgte dann die Transformation

kompetenter E. coli (4.1.3).

4.2.6 DNA-Amplifikation durch die Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Verwendung der Polymerase-Kettenreaktion bietet eine einfache Mdaglichkeit, um
DNA-Segmente in vitro spezifisch zu vervielfaltigen. Sie wird eingeleitet, indem man die
als Matrize dienende, denaturierte DNA mit DNA-Polymerase und zwei Primern inkubiert.
Wahrend der multiplen Zyklen erfolgt dann die Synthese der komplementéaren Strange.
Die PCR-Ansatze enthielten 20 ng Plasmid-DNA als Matrize, 50 pmol von jedem Primer,
200 mM von jedem Nukleotid und 2 U der thermostabilen Vent-DNA-Polymerase.
Ausgefihrt wurde die Reaktion in Vent-PCR-Reaktionspuffer (3.3) in einem Reaktionsvo-
lumen von 100 pl. Jeder Reaktionsansatz wurde vor dem Reaktionsstart im Thermocycler
mit Paraffindl Uberschichtet, um den Flissigkeitsverlust durch Verdampfen und die
dadurch bedingten Konzentrationsveranderungen im PCR-Ansatz zu mindern.

Der Thermocycler war so programmiert, dass die DNA zuerst fir 3 min bei 95°C

denaturiert und dann in 25 bis 30 Zyklen amplifiziert wurde.
Der verwendete Programmzyklus war:
Denaturierung: 1 min bei 95°C

Anlagern der Primer: 2 min bei 60 bis 65°C
Polymerisation: 2 min bei 72°C
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AbschlieRend erfolgte eine Inkubation fir 10 min bei 72°C bevor die Reaktion schlief3lich
durch eine Abkihlung auf 4°C gestoppt wurde. Alle aus Polymerase-Kettenreaktionen
hervorgegangenen Sequenzen wurden nach der Klonierung durch DNA-Sequenzierung

Uberpruift.

4.2.6.1 PCR-Mutagenese

Das Einbringen von Mutationen in kodierende DNA-Sequenzen erfolgte unter Ver-
wendung der Polymerase-Kettenreaktion. Hierbei trugen die als Primer verwendeten
Oligonukleotide die geanderten Sequenzen. Im Anhang (7.1) sind die verschiedenen
Mutagenese-Schemata dargestellt. Alle mutierten Sequenzen wurden durch DNA-

Sequenzierung verifiziert.

4.3 Arbeiten mit eukaryontischen Zellen

4.3.1 Kultivierung und Konservierung von Zellen

4.3.1.1 Kultivierung eukaryontischer Zellen

Die Kultivierung adhéarent wachsender Zellen erfolgte entweder mit DMEM (fir HEK293-
Zellen) oder DMEM-F12 (fur LoVo-Zellen) als Zellkulturmedium. Durch den Zusatz von
10% (v/v) fotalem Kalberserum sowie 2 mM Glutamin und Penicillin (100 U/ml)/Strepto-
mycin (100 pg/ml) wurden die Medien vervollstandigt. Die Zellen wurden bei 37°C in einer
Atmosphére aus 5% CO, und 95% wassergesattigter Luft in einem Zellkulturbrutschrank
inkubiert. In Abhangigkeit des Zellwachstums wurden anndhernd konfluente Kulturen etwa
alle zwei bis vier Tage umgesetzt. Alle Arbeiten erfolgten in einer Sterilwerkbank der
Sicherheitsstufe 2, nachdem die verwendeten Geréate vor dem Einbringen mit 80% (v/v)
Ethanol desinfiziert worden waren. Daneben wurden alle Materialien und Ldsungen, die
mit den Zellen in Berihrung kamen, durch geeignete Methoden sterilisiert. Dies erfolgte
durch Autoklavieren (30 min, 121°C), Filtration (PorengréR3e 0,2 um) oder trockene Hitze
(4 h, 180°C, bei Glasmaterialien).

4.3.1.2 Passagieren von Zellen

Zur Passage von adhéarent wachsenden Zellen wurden diese von der Kunststoffoberflache
der Gewebekulturschalen abgel6st und nach dem Verdinnen auf neuen Kulturschalen

ausgeséat. Dazu wurde das verbrauchte Kulturmedium mit einer sterilen Pasteurpipette
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abgesaugt und der Zellrasen einmal mit 5 ml PBS (3.3) gewaschen. Da die Proteine, mit
deren Hilfe sich die Zellen am Substrat anheften, durch Calcium- und Magnesium-lonen
stabilisiert werden, wurde Trypsin in Kombination mit EDTA eingesetzt. Das Trypsin hat
dabei die Aufgabe, die Adh&sionsproteine zu spalten, wahrend EDTA alle zweiwertigen
Kationen bindet. Die abgeldsten Zellen wurden dann mit 5 ml Kulturmedium verdinnt und
bei 800 rpm fur 5 min in der Tischzentrifuge sedimentiert. AnschlieRend wurden die Zellen
in 5 ml frischem DMEM-Komplettmedium resuspendiert und in geeigneten Verdiinnungen

auf neue Kulturschalen verteilt.

4.3.1.3 Kryokonservierung

Zum Anlegen von Dauerkulturen wurden nur die Zellen eingefroren, die sich in der
exponentiellen Wachstumsphase befanden. Sie wurden vorher besonders sorgféaltig auf
Kontaminationen untersucht. Zum Einfrieren wurden die Zellen in einer LOsung
suspendiert, die neben dem Kulturmedium einschlie3lich 10% (v/v) FCS noch 10% (v/v)
DMSO als Gefrierschutzsubstanz enthielt. Die Gefrierschutzsubstanz hat dabei die
Funktion, den Wassergehalt der Zellen zu reduzieren. DMSO ist ein kleines Molekul, das
fettloslich ist und deshalb durch Diffusion schnell in die Zelle gelangt. In Gegenwart von
DMSO kdnnen sich keine Eiskristalle bilden, welche die Membranen der Zelle zerstdéren
und damit die Lyse der Zellen herbeifiihren wiirden. Zellsuspensionen (1 bis 6 - 10°
Zellen/ml) wurden in 1,5 ml-Portionen in Kryordhrchen bei -20°C eingefroren und
anschlie3end fur 16 h bei -80°C gelagert, bevor sie zur dauerhaften Lagerung in fliissigen
Stickstoff Uberflhrt wurden.

Fur die erneute Aussaat wurden die Zellen so schnell wie mdglich aufgetaut. Die
Zellsuspension wurde dann sofort mit dem 10-fachen Volumen des vorgewarmten
Kulturmediums verdinnt und in Gewebekulturschalen ausgeséat. Zellkulturen erholen sich
in unterschiedlicher Weise vom Einfrieren in flissigem Stickstoff, deshalb wurden die
aufgetauten Kulturen noch einige Tage genau beobachtet, bevor sie fiir Experimente oder

Transfektionen verwendet wurden.

4.3.2 Zellzahlbestimmung

Wurden bei Experimenten mehrere Zellkulturschalen oder Zell-Linien eingesetzt, so
wurde die Vergleichbarkeit und Reproduzierbarkeit der Ergebnisse durch die Aussaat
gleicher Mengen an Zellen sichergestellt. Zur Bestimmung der Zellzahl einer fast
konfluenten Kulturschale wurden die Zellen mit 3 ml Trypsin/EDTA-L6sung (3.3) von der
Kunststoffoberflache abgeldst, in ein mit 5 ml Zellkulturmedium befiilltes 15 ml-R6hrchen

tberfihrt und zentrifugiert (800 rpm, 5 min, RT, Tisch-zentrifuge). Das Zellpellet wurde
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dann in 10 ml Zellkulturmedium suspendiert. Zum Auszdhlen wurden einige Mikroliter
dieser Zellsuspension in eine Neubauer-Zahlkammer pipettiert. Die Grundflache des
Zahlrasters dieser Kammer besteht aus einem grof3en Quadrat, das 16 mittlere Quadrate
enthalt, die wiederum in 16 kleinere Quadrate unterteilt sind. Gezahlt wurden alle Zellen
innerhalb des Zahlrasters unter einem Umkehrphasenkontrastmikroskop. Aus dem
Ergebnis wurde das arithmetische Mittel fur die Zellzahl innerhalb eines mittleren
Quadrats gebildet und mit dem Faktor 10* multipliziert, um die Anzahl der Zellen pro
Milliliter zu erhalten. Den ermittelten Zellzahlen liegen jeweils Doppelbestimmungen

zugrunde.

4.3.3 Transfektion adhéarenter Zellen

Die stabile Expression von Proteinen in HEK293-Zellen konnte durch die Calcium-
phosphat-vermittelte Transfektion erreicht werden. Sie beruht auf der Aufnahme von
DNA-Calciumphosphat-Aggregaten durch Endozytose.

Einen Tag vor der Transfektion wurden die Zellen in einer geeigneten Verdinnung auf
Gewebekulturschalen ausgesat, so dass sie sich am Tag der Transfektion in der
logarithmischen Wachstumsphase befanden und noch genigend Platz fir zwei weitere
Tage Wachstum nach der Transfektion vorhanden war. Am nachsten Tag wurde das
Kulturmedium mit einer sterilen Pasteurpipette entfernt und durch das Transfektions-
medium ersetzt. Das Transfektionsmedium fiir eine 10-cm-Kulturschale enthielt 10 ug
Expressionsplasmid, das mit 750 pyl Wasser, 250 pul 1 M CaCl,-Lésung und 1 ml BBS-
Puffer (3.3) vorsichtig durchmischt und fir 3 min bei RT inkubiert worden war. Zur
Vervollstandigung des Transfektionsmediums folgte die Zugabe von 8 ml ME-Medium
(3.1.4). Die Zellen wurden mit dem vervollstandigten Transfektionsmedium vorsichtig
Uberschichtet und fir 4,5h bei 37°C in einer Atmosphare von 3% CO, und 97%
wassergesattigter Luft belassen. AnschlielRend wurde das Transfektionsmedium entfernt
und die Zellen fir 3 min mit 5 ml 10% (v/v) Glyzerin in PBS behandelt. Danach wurde der
Zellrasen zweimal mit PBS (3.3) gewaschen und die Zellen in Zellkulturmedium (3.3) fur
zwei Tage weiterkultiviert.

Fur die stabile Proteinexpression wurde dem Zellkulturmedium 24 h nach der Transfektion
die betreffende Selektionssubstanz hinzugefigt. Zur Selektion mit G418-Sulfat wurde das
Medium in den ersten drei Wochen nach der Transfektion auf 1 mg G418/ml eingestellit.
Die Selektion durch Hygromycin B erfolgte mit einer Konzentration von 600 pg/ml im

Zellkulturmedium.
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4.3.4 Beschichtung von Zellkulturschalen mit Poly-L-Lysin

Eine starkere Anheftung von Zellen an eine Kulturschale kann durch eine Beschichtung
mit Poly-L-Lysin erzielt werden. Hierdurch wird die Durchfiihrung von Experimenten
erleichtert, bei denen das Zellkulturmedium gewechselt und der Zellrasen gewaschen
werden muss. Zur Beschichtung von 10-cm-Schalen wurden diese mit 4 ml Poly-L-
Lysinlosung (3.3) beflllt und fur 30 min bei Raumtemperatur unter der Sterilbank
inkubiert. Die Lysinldsung wurde anschlieBend abgenommen und die Kulturschale
zweimal mit jeweils 5 ml PBS (3.3) gewaschen. Beschichtete Kulturschalen konnten
entweder umgehend verwendet oder unter der Sterilbank getrocknet und bei
Raumtemperatur gelagert werden. Die Beschichtung von 6-cm-Schalen erfolgte mit 3 ml

Poly-L-Lysinldsung in gleicher Weise.

4.4 Biotinylierung von Zelloberflachenproteinen

Zum Nachweis von Zelloberflachenproteinen wurde das membranundurchlassige Bio-
tinylierungsreagenz EZ-Link-Sulfo-NHS-LC-Biotin eingesetzt. Es vermittelt die Ubertra-
gung von Biotin auf primare Amine und reagiert Gberwiegend mit der e-Aminogruppe der
Aminoséaure Lysin sowie mit endstandigen Aminogruppen von Proteinen.

Fur die Biotinylierungsreaktion wurden die Zellen auf Poly-L-Lysin-beschichteten (4.3.4)
10-cm-Schalen ausgeséat. Zunéchst wurde der Zellrasen der nahezu konfluent
bewachsenen Kulturschalen, nach dem Entfernen des Mediums, zweimal mit 5 ml kaltem
PBS (3.3) gewaschen und dann mit 8 ml Biotinylierungslésung (0,4 mg/ml EZ-Link-Sulfo-
NHS-LC-Biotin in kaltem PBS) uberschichtet. AnschlieBend folgte die Inkubation der
Zellen fur 30 min bei 4°C in dieser Losung. Zur Abreaktion des restlichen, nicht reagierten
Biotinylierungsreagenz wurden die Zellen dreimal mit 10 ml TBS (3.3) gewaschen und mit
1 ml TBS unter Verwendung eines Zellschabers geerntet. Nach Zentrifugation fir 3 min
bei 3000 rpm (4°C, Tischzentrifuge) wurden die Zellen in 1 ml Imidazol-Lysispuffer (3.3)
resuspendiert. Wahrend einer Inkubation fur 20 min auf Eis erfolgte die Lyse der Zellen.
Nachdem Zelltrimmer und andere unldsliche Bestandteile durch eine Zentrifugation fir
10 min bei 14000 rpm und 4°C entfernt worden waren, konnte der Uberstand fiir die
Immunprézipitation mit dem monoklonalen anti-HA Maus-Antikbrper 16B12 (4.7.2)
eingesetzt werden. Biotinylierte Proteine wurden anschlieBend wahrend einer Inkubation
(10 min, RT, unter Schitteln) mit 100 pl Glycinlésung (3.3) von der Protein A-Sepharose
und den Antikérpern getrennt. Dieser Schritt wurde nochmals wiederholt und die Eluate
wurden nach der Zusammen-fiihrung mit 2 bis 3 pl 3 M Tris-HCI pH 8,8 neutralisiert. Vier
Funftel der Probe wurden nun mit 100 pl Streptavidin-Sepharose versetzt und fur 2 h bei
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4°C unter Rotieren inkubiert. Nach Zentrifugation der Probe bei 2700 g und 4°C fir 5 min,
wurde die Streptavidin-Sepharose zweimal mit kaltem PBS gewaschen und mit 80 pl 2 x
SDS-Proteinauftragspuffer (3.3) versetzt. Die Elution der gebundenen biotinylierten
Proteine erfolgte durch Inkubation fir 5 min bei 100°C. Das verbliebene Finftel wurde
direkt mit 80 pl 2 x SDS-Probenpuffer versetzt und fir 5 min gekocht. Bis zum Auftragen
auf ein 10% (v/v) SDS-Polyacrylamidgel (4.7.5) wurden die Proben bei -20°C gelagert.
Zur Analyse wurden sie einem Western-Blot (4.7.6) und nachfolgender Detektion mit dem
polyklonalen anti-HA Kaninchen-Antikérper (Y-11) als Zweitantikbrper unterzogen
(4.7.6.2).

4.5 Deglykosylierung

45.1 Membranpréaparation zur Deglykosylierung von ADAM10

Die adharenten Zellen einer Kulturschale wurden zweimal mit 5 ml PBS (3.3) gewaschen,
bei Raumtemperatur mit 1 ml 1 mM EDTA in PBS unter Verwendung eines Zellschabers
von der Oberflache geldst und in ein 2 ml-Reaktionsgefal® Uberfiihrt. Nach der Zentri-
fugation fur 5 min bei 3000 rpm (RT, Tischzentrifuge) wurde der Uberstand dekantiert, das
Zellpellet in 1 ml kaltem Puffer A (3.3) suspendiert und in flissigem Stickstoff eingefroren.
Nachdem die Zellen aufgetaut waren, wurden sie in einem Glashomogenisator durch
zehnmaliges Auf- und Abbewegen des Pistills auf Eis homogenisiert und anschliel3end fur
20 min bei 14000 rpm und 4°C in der Tischkiihlzentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand, der
die zytosolischen Proteine enthielt, wurde verworfen. Das Membransediment wurde in
1 ml kaltem Puffer B (3.3) suspendiert und erneut homogenisiert. Durch die folgende
Zentrifugation fur 20 min bei 14000 rpm und 4°C in der Tischkihlzentrifuge wurde das
Homogenat pelletiert. Die Membranen wurden schlie3lich in 100 ul 1% (w/v) SDS /
2% (v/v) B-Mercaptoethanol fir 10 min bei 95°C im Heizblock inkubiert und dabei sowohl

geldst als auch denaturiert.

4.5.2 Deglykosylierung von ADAM10

Umfang und Geschwindigkeit der Deglykosylierung hangen in hohem MafRe von den
Inkubationsbedingungen ab. Durch die Denaturierung der Glykoproteine mit 1% (w/v)
SDS lasst sich die Deglykosylierungsrate erhdohen. Bei Verwendung der Endo-
glykosidase H muss jedoch darauf geachtet werden, dass der SDS-Gehalt der Ansatze

0,02% (wi/v) nicht Ubersteigt, da ansonsten eine Inaktivierung des Enzyms eintreten kann.
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B-Mercaptoethanol wurde den Proben zugesetzt, da es die Aktivitat der Endoglyko-
sidase H gegeniber Glykoproteinen mit inter- oder intramolekularen Disulfidbriicken stark
erhoht.

Um zu verhindern, dass die N-Glykosidase F durch SDS gehemmt wird, ist die Zugabe
eines zweiten Detergens notwendig, bevor N-Glykosidase F zugegeben wird. Dieses
Detergens sollte in funf bis zehnfachem Uberschuss, bezogen auf die SDS-Konzentration,
vorliegen. Zu diesem Zweck wurde den N-Glykosidase F-Ansatzen Nonidet-P40 hinzu-
geflgt.

Die N-Glykosidase F spaltet alle Typen asparagingebundener N-Glycanketten, voraus-
gesetzt, dass sowohl die Amino- als auch die Carboxylgruppe in peptidischer Bindung
vorliegen und dass das Oligosaccharid eine bestimmte MindestgrofRe aufweist. Die
Reaktionsprodukte sind Ammoniak, Asparaginsaure (in der Peptidkette) und das
komplette Oligosaccharid. Der Reaktionsmechanismus unterscheidet sich von dem der
Endoglykosidase H, die im Gegensatz dazu die glykosidische Bindung zwischen den
beiden N-Acetylglucosamin-Molekilen spaltet. Daneben unterscheiden sich die beiden
Enzyme im pH-Optimum, denn im Gegensatz zur Endoglykosidase H, die bei pH 5-6 die
hochste Aktivitat besitzt, liegt das pH-Optimum der N-Glykosidase F bei pH 7-9. Aufgrund
dieser Unterschiede mussten die Deglykosylierungen in verschiedenen Puffern durch-
gefuhrt werden, um fur die jeweilige Glykosidase optimale Reaktionsbedingungen

sicherzustellen.

4.5.2.1 Deglykosylierung mit N-Glykosidase F

In ein 1,5 ml-Reaktionsgefall wurden 50 pl des zweifach konzentrierten Deglyko-
sylierungspuffers (3.3, pH 7,5) und 40 pl Wasser vorgelegt. Danach wurden dem Ansatz
5l der in 1% (w/v) SDS / 2% (v/v) B-Mercaptoethanol gelosten Membranen und 5 pl
(5 U) N-Glykosidase F zugefugt. Die Reaktion verlief in einem Gesamtvolumen von 100 pl
fur 15 h bei 37°C im Wasserbad. Um den gesamten Ansatz auf ein NUPAGE (4-12%)
Gradientengel auftragen zu konnen, musste eine Aufkonzentrierung der Proteinprobe

durch eine Chloroform-Methanol-Fallung (4.5.3) erfolgen.

45.2.2 Deglykosylierung mit Endoglykosidase H

Diese Reaktion erfolgte in 50 mM NaOAc-Puffer bei einer SDS-Konzentration von 0,02%
(w/v). Dazu wurden zunachst 83 ul Wasser mit 5 ul 1 M NaOAc pH 5,2 versetzt und gut
durchmischt. Es folgte die Zugabe von 2 pl der in 1% (w/v) SDS / 2% (v/v) B-Mercapto-
ethanol gelésten Membranen und von 10 pl (10 mU) Endoglykosidase H. Zur Deglyko-
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sylierung wurde der Ansatz (Gesamtvolumen 100 ul) fr 15 h bei 37°C im Wasserbad
inkubiert. Auch hier musste eine Aufkonzentrierung durch eine Chloroform-Methanol-
Fallung (4.5.3) durchgefuhrt werden, um die Probe vollstandig auf ein NUPAGE (4-12%)

Fertiggel auftragen zu kénnen.

4.5.3 Chloroform-Methanol-Fallung von Proteinen

Diese Methode diente zur Aufkonzentrierung der Deglykosylierungsansatze. Gleichzeitig
wurden Lipide, Detergenzien und Salze, die bei der anschliellenden SDS-PAGE storen
wirden, abgetrennt. Zu 100 pl des Deglykosylierungsansatzes wurden 400 pyl Methanol
hinzugegeben und gut durchmischt. Es folgte die Zugabe von 100 pl Chloroform und,
nach kraftigem Durchmischen, die Zugabe von 300 pl Wasser. Zur Phasentrennung
wurden die Ansatze nach dem Durchmischen fir 2 min bei 14000 rpm und
Raumtemperatur in der Tischzentrifuge zentrifugiert. Die Proteine préazipitierten dabei an
der Phasengrenze. Der Uberstand wurde verworfen und die im Reaktionsgefa
verbliebene Losung mit 400 pl Methanol versetzt. Nach kraftigem Durchmischen der
Probe wurde erneut fir 2 min bei 14000 rpm und Raumtemperatur in der Tischzentrifuge
zentrifugiert. Die Proteine wurden hierbei pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und
das Pellet unter der Sterilbank getrocknet. Das trockene Proteinpellet wurde in 20 pl SDS-
Probenpuffer (3.3) fur 10 min bei 95°C in erhitzt und so in Losung gebracht. Die Proben
der Deglykosylierungsansatze wurden anschlieRend einer Western-Blot-Analyse (4.7.6)
unterzogen. Die dazu notwendige Gelelektrophorese (4.7.5) erfolgte mit einem 4-12%
Fertiggel (NUPAGE) in MOPS-Puffer, um eine optimale Auftrennung der Proteine im
Bereich von 50-90 kDa zu erzielen. Die angelegte Spannung betrug konstant 100 V.

4.6 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Zur Ermittlung von Proteinkonzentrationen wurde der Bradford-Protein-Assay-Kit (3.1.2)
verwen-det. Die Proteinproben wurden dafir auf 50% (v/v) Ameisenséure in einem
Volumen von 100 pl eingestellt. Parallel dazu wurden 50% (v/v) Ameisenséaure als
Nullwert und die Standards mit 2, 4, 6, 8 und 10 pg/100 pl BSA ebenfalls in 50% (v/v)
Ameisensdure angesetzt. AnschlieRend wurden sowohl die Proben als auch die
Standards mit 900 ul Bradford-Farbereagenz (1:5 verdiinnt) vermischt und fir 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Gemessen wurde zunachst die Absorption der Standards in
Acryl-Halbmikrokivetten bei einer Wellenlange von 595 nm gegen die Nullprobe. Nach

der Messung der Proteinproben konnte durch Vergleich mit der Eichgeraden die Protein-
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konzentration ermittelt werden. Den gewonnenen Ergebnissen liegen jeweils Dreifach-

bestimmungen zugrunde.

4.7 Immunologischer Nachweis von Proteinen

4.7.1 Nachweis membranstandiger Proteine eukaryontischer Zellen

Die Zellen einer nahezu konfluent bewachsenen Kulturschale wurden einmal mit 5 ml
PBS (3.3) gewaschen, mit Hilfe eines Zellschabers in 5 ml PBS geerntet und in ein 15 ml-
Rohrchen Uberfihrt. Durch Zentrifugation fir 5 min bei 1500 rpm und Raumtemperatur
wurden die Zellen sedimentiert. Nachdem sie in 1 ml Puffer A (3.3) suspendiert und in ein
1,5 ml-Reaktionsgefald Gberfuhrt worden waren, erfolgte die Lyse durch zweimaliges
Einfrieren in flissigem Stickstoff. Bei der nachfolgenden Zentrifugation (10 min,
14000 rpm, 4°C, Tischzentrifuge) sedimentierten die Membranen einschlie3lich der
membranstandigen Proteine und anderer, unldslicher Bestandteile. Der Uberstand enthielt
I6sliche Proteine und wurde verworfen. Das Pellet wurde einmal mit 1 ml Puffer A
gewaschen und anschlie3end in 400 pl SDS-Probenpuffer (3.3) fir 10 min gekocht. Bis
zur Durchfuihrung der Western-Blot-Analyse (4.7.6) wurde die Proteinprobe bei -20°C
gelagert.

4.7.2 Immunprézipitation von ADAM10

Die Zellen einer 10-cm-Schale wurden in 5 ml PBS mit einem Zellschaber von der
Kulturschale gel6st, in ein 15 ml-Reaktionsgefald Gberfuhrt und durch Zentrifugation fir
3 min bei 1500 rpm (RT, Tischzentrifuge) pelletiert. Zur Entfernung des restlichen
Kulturmediums wurden die Zellen zweimal durch Resuspension in PBS und
anschlielRender Zentrifugation (s.0.) gewaschen und in 1 ml Imidazol-Lysispuffer (3.3) mit
1 mg/ml proteinasefreiem BSA und Proteinaseinhibitoren (complete mini) aufgenommen.
Die Lyse der Zellen erfolgte fir 1 h unter Rotieren bei 4°C. AnschlieRend wurde der
Zelldebris durch eine Zentrifugation fur 15 min bei 14000 rpm (4°C, Tischzentrifuge)
sedimentiert. Zum Entfernen von Proteinen, die unspezifisch an Protein A-Sepharose
binden, wurde der Uberstand mit 100 ul 10% (w/v) Protein A-Sepharose fiir 1 h bei 4°C
unter standigem Rotieren inkubiert. Die verwendete Protein A-Sepharose wurde einen
Tag zuvor in Imidazol-Lysispuffer (3.3) mit 1 mg/ml proteinasefreiem BSA und
Proteinaseinhibitoren vorgequollen. Nach Sedimentation der Protein A-Sepharose durch
eine Zentrifugation fur 4 min bei 4000 rpm und 4°C erfolgte die Prazipitation der ADAM10-
Proteine aus dem Uberstand mit 100 pl 10% Protein A-Sepharose und 10 pg 16B12 anti-
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HA Maus-IgG fir 15 h bei 4°C unter Rotieren. Die Protein A-Sepharose wurde
anschliel3end sechsmal mit je 1 ml Imidazol-Lysispuffer gewaschen, wobei der Lysispuffer
in den ersten drei Waschschritten 1 mg/ml proteinasefreies BSA enthielt. Durch eine
Zentrifugation fur 4 min bei 4000 rpm (4°C, Tischzentrifuge) wurde die Protein A-
Sepharose nach jeder Waschung sedimentiert. Nach dem letzten Waschschritt erfolgte
die Elution der Proteine durch Kochen der Protein A-Sepharose fir 10 min in
Proteinauftragspuffer (3.3). Die Proben wurden anschlie@end zum Pelletieren der
Sepharose kurz bei 14000 rpm zentrifugiert und bei -20°C bis zur SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (4.7.5) gelagert.

4.7.3 Nachweis von APPsa im Zellkulturiiberstand

Zur Analyse der APPsa-Freisetzung transfizierter HEK293-Zellen wurden am Tag vor
dem Experiment 4 000 000 Zellen jeder Zell-Linie auf Poly-L-Lysin-beschichteten (4.3.4)
10-cm-Kulturschalen ausgesat und im Brutschrank inkubiert. Am nachsten Tag wurden
die nahezu konfluenten Zellen zunachst zweimal mit je 5 ml DMEM ohne Zusatze
gewaschen und mit 5 ml DMEM ohne FCS, jedoch mit 2 mM Glutamin, 100 U/ml
Penicillin, 100 mg/ml Streptomycin und 10 pg/ml fettsaurefreiem BSA als Zusatze
Uberschichtet. Die Sekretion von APPsa ins Zellkulturmedium erfolgte wahrend einer
Inkubation der Zellen fur 4 h im Brutschrank. Danach wurde das Zellkulturmedium zum
Entfernen eventuell vorhandener Zellen fir 10 min bei 3000 rpm in der Tischzentrifuge
zentrifugiert und bis zur nachfolgenden Proteinfallung auf Eis gelagert.

Zur Kontrolle der fur die Proteinsekretion eingesetzten Anzahl an Zellen wurde eine
Proteinbestimmung des Zell-Lysats jeder Kulturschale durchgefiihrt. Zur Zell-Lyse wurden
die Zellen mit 1 ml 50% (v/v) Ameisensaure versetzt, von der Kulturschale gel6st und in
ein 1,5 ml-Reaktionsgefal? tberfuhrt. Bis zur Durchfiihrung der Proteinbestimmung nach
Bradford (4.6) wurden die Proben in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -20°C
gelagert.

Die Proteinfallung aus dem Zellkulturiiberstand diente der Aufkonzentrierung und erfolgte
mit Trichloressigsaure (TCA) als Fallungsreagenz. Zu 1500 pl des Zellkulturmediums
wurden 170 pl kalter 100% (w/v) Trichloressigsaure (6,1 M) hinzugegeben, durch
funfmaliges Invertieren des 2 ml-Reaktionsgefalies vermischt und fir 4 min bei 14000 rpm
(4°C, Tischkuhlzentrifuge) zentrifugiert, um die ausgefallten Proteine zu pelletieren. Der
Uberstand wurde verworfen und der Vorgang im gleichen Reaktionsgefa mit dem
restlichen Zellkulturmedium zweimal wiederholt. Zum Entfernen der Trichloressigsaure
wurde das Proteinpellet zweimal mit -20°C-kaltem Aceton gewaschen. Dies erfolgte durch

die Zugabe von jeweils 500 pl Aceton zum Pellet und funfmaliges Invertieren. Nach der
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Zentrifugation fir 4 min bei 14000 rpm (4°C, Tischkihlzentrifuge) und dem Trocknen
wurde das Proteinprazipitat in 50 pl SDS-Proteinauftragspuffer (3.3) aufgenommen, fur
10 min im Heizblock gekocht und mit 2 bis 3 pl Tris-HCI pH 8,8 neutralisiert. Bis zum
Auftrag auf ein SDS-Polyacrylamidgel (4.7.5) wurden die Proben bei -20°C gelagert.

4.7.4 Nachweis des SEAPs/APP19-Reporterproteins im Zellkulturiberstand

Der Nachweis des SEAPs/APP;;e-Reporterproteins erfolgte durch dessen katalytische
Aktivitdt im Zellkulturiiberstand von HEK293-SEAPs/APP- und HEK293-ADAM10-
SEAPs/APP-Zellen. Als Kontrolle diente der Kulturiiberstand untransfizierter HEK293-
Zellen.

500 000 Zellen wurden auf Poly-L-Lysin-beschichteten 6-cm-Kulturschalen ausgeséat und
Uber Nacht in 4 ml Zellkulturmedium ohne Phenolrot kultiviert. Am nachsten Tag wurde
das Medium abgenommen, in ein 15 ml-Réhrchen Uberfihrt und durch Zentrifugation
(1500 rpm, 5 min) von eventuell vorhandenen Zellen befreit. 3 ml des Zellkulturiiberstands
wurden in ein frisches 15 ml-Réhrchen tberfihrt und durch die Zugabe von 75 pl 1M Tris-
HCI auf einen pH-Wert von 8,0 eingestellt. Vor der Durchfilhrung der Enzymreaktion
erfolgte eine Hitzeinaktivierung der endogenen alkalischen Phosphatase durch Erhitzen
des Kulturuberstands fir 15 min bei 56°C. AnschlieRend erfolgte die enzymatische
Reaktion mit 500 ul des Zellkulturiberstands und 30 pl 0,8% (w/v) der 4-Nitro-
phenylphosphat-Substratlosung in einem 1,5 ml-Reaktionsgefald bei einer Temperatur von
37°C. Gestoppt wurde die Reaktion durch die Uberfiihrung der Proben auf Eis und die
unmittelbare Zugabe von 500 pyl 5 M NaOH. Als Referenz dienten 500 pl des
Zellkulturuberstands, denen zuerst 500 pl 5 M NaOH auf Eis zugefligt wurden, um eine
Reaktion des Reporterproteins mit dem Substrat 4-Nitrophenylphosphat zu vermeiden.
Zur Vervollstandigung der Referenz erfolgte dann die Zugabe des Substrats, ebenfalls auf
Eis. Die Messung der Absorptionzunahme durch das entstandene 4-Nitrophenol erfolgte
bei einer Wellenlange von 389,5 nm. Alle Messwerte wurden durch eine Dreifach-

bestimmung erfasst.

4.7.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

4.7.5.1 Herstellung der Gele

Polyacrylamidgele lassen sich durch radikalische Polymerisation mit definierter
PorengrofRe herstellen. Die Polymerisation der Monomere wird mit APS (3.1.1) gestartet,
dabei dient TEMED (3.1.1) als Katalysator. Es entstehen Polyacrylamidketten, die durch

Bisacrylamid quervernetzt sind.
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Vor dem Aufbau wurden die Glasplatten mit Ethanol gereinigt. AnschlieRend wurde ein
Gemisch aus Acrylamid, Bisacrylamid (3.1.1) und Trenngelpuffer fur zirka 15 min im
Wasserstrahlvakuum entgast, um den gel6sten Sauerstoff zu entfernen, da dieser die
Polymerisation stéren wirde. Nach Zugabe von SDS, TEMED und APS wurde das
Trenngel bis 1 cm unter den oberen Rand der Kammern pipettiert. Dann wurde es mit
wassergesattigtem Butanol Uberschichtet, um eine gerade Oberflache zu erhalten und
das Acrylamid vor Oxidation durch Luftsauerstoff zu schiitzen. Nach zirka 30 min war das
Gel auspolymerisiert und das Butanol konnte durch Dekantieren und mehrmaligem
Spulen mit dest. Wasser entfernt werden. Wasserreste wurden mit Filterpapier von der
Geloberflache abgesaugt. Analog dazu wurde das Sammelgel hergestellt. Nach der
Zugabe des Polymerisationsstarters wurde es in die Apparatur gefillt und die
Taschenschablonen eingesetzt. Nach weiteren 30 min war das Gel vollstandig

polymerisiert.

4.7.5.2 Vorbereitung der Proben

Die Proteinproben wurden mit reduzierendem SDS-Probenauftragspuffer (3.3) versetzt
und far 10 min im Heizblock bei 100°C inkubiert. Vor dem Auftragen wurden die Proben
nochmals durchmischt und 1 min bei 14000 rpm in der Tischzentrifuge zentrifugiert, um
nicht geléste Membranbestandteile abzutrennen. Auf ein Minigel (Trenngel: 5,5 x 8,5 cm)

wurden etwa 30 bis 50 pg Protein pro Geltasche aufgetragen.

4.7.5.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Proteine wurden durch das im Probenpuffer enthaltene anionische Detergens SDS
und das Reduktionsmittel DTT vollstdndig denaturiert und erhielten durch diese
Behandlung eine einheitliche Oberflachenladung. Beim Anlegen einer Spannung
wanderten die Proteine somit als Polyanionen in Richtung der Anode. Im grol3porigen
Sammelgel wurden die Proben zu scharfen Banden konzentriert, die erst beim Eintritt in
das Trenngel, das eine starkere Quervernetzung aufwies, in die einzelnen Proteinbanden
aufgetrennt wurden. Dies erfolgte bei einer konstanten Stromstarke von 10 mA im
Sammelgel und 20 mA im Trenngel. Die Elektrophorese war beendet, wenn die durch
Bromphenolblau gefarbte Lauffront das untere Ende des Gels erreicht hatte. Der
immunologische Nachweis der betreffenden Proteine erfolgte anschlieend durch eine
Western-Blot-Analyse (4.7.6).
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4.7.6 Western-Blot-Analyse

47.6.1 Elektro-Blot

Mit dieser Transfermethode wurden Proteine nach der SDS-Polyacrylamid-Gel-
elektrophorese (4.7.5) auf eine PVDF-Membran Ubertragen und konnten dann durch
immunologische Methoden nachgewiesen werden.

Sechs Whatman 3MM-Filterpapiere und eine PVDF-Membran wurden auf die Grofl3e des
zu blottenden Gels zurechtgeschnitten. Die Membran wurde fir 5 min in Methanol und
anschlieend zusammen mit den Filterpapieren fir 15 min in Towbin-Puffer (3.3)
geschwenkt. Nun wurde die Blot-Apparatur zusammengebaut. Auf die Anode der
Apparatur wurden nacheinander drei Filterpapiere, die PVDF-Membran, das Poly-
acrylamidgel und die restlichen Filterpapiere gelegt. Luftblasen, die sich zwischen den
Schichten befanden, wurden durch Rollen mit einer Glaspipette beseitigt. Der Transfer der
Proteine auf die PVDF-Membran erfolgte dann fir 2 h bei einer konstanten Stromstéarke
von 200 mA.

4.7.6.2 Chemilumineszenz-vermittelter Proteinnachweis

Nach dem Transfer der Proteine wurde die PVDF-Membran zur Sattigung unspezifischer
Proteinbindungsstellen fir 1h bei Raumtemperatur in 5 ml [-Block-Puffer (3.3)
geschwenkt. Nach einmaligem Waschen der Blotmembran fir 5 min mit I-Block-Puffer
erfolgte die Erstantikdrper-Reaktion wahrend einer Inkubation fir 1 h bei Raumtemperatur
unter Schitteln in I-Block-Puffer. Dabei dienten die folgenden Antikorper, in den ange-

gebenen Verdunnungen, als Primarantikorper:

anti-HA Kaninchen-IgG (Y-11, polyklonal) gegen ADAM10-HA 1:2000 verdunnt
anti-APP Maus-IgG (6E10, monoklonal)  gegen APPsa 1.2000 verdinnt
anti-ADAM10 Kaninchen-1gG (polyklonal) gegen endogenes ADAM10 1:2500 verdinnt
anti-TACE Kaninchen-IgG (polyklonal) gegen endogenes TACE 1:2500 verdinnt
anti-PC7 Kaninchen-Antiserum gegen endogenes PC7 1:1000 verdinnt

anti-Furin Kaninchen-Antiserum gegen endogenes Furin 1:1000 verdinnt

Nach mehreren Waschungen tber 1 h in 5 ml I-Block-Puffer folgte die Zweitantikdrper-
Reaktion. Die PVDF-Membran wurde dazu mit dem alkalische Phosphatase-gekoppelten
anti-Maus IgG- beziehungsweise anti-Kaninchen IgG-Zweitantikorper (1:8000 verdinnt)
fur 1 h bei Raumtemperatur in 8 ml I-Block-Puffer geschwenkt. Die Membran wurde dann
fur 1 h mit I-Block-Puffer unter mehrmaligem Pufferwechsel gewaschen und anschlie3end

funfmal fur 2 min in Assay-Puffer (3.3) geschwenkt. Dann wurde die Membran auf eine
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Kunststoffolie gelegt, mit Whatman-Papier getrocknet und vollstandig mit dem Substrat
CDP-Star bedeckt. Nach einer Inkubation fir 5 min wurde die PVDF-Membran mit
Whatman-Papier trockengetupft. Die Aufnahme der Lichtemission des umgesetzten
Substrats erfolgte mit Hilfe des DIANA [I-Chemilumineszenz-Detektionssystems (raytest)
unter Verwendung einer CCD-Kamera. Die quantitative Auswertung wurde schliel3lich mit

dem Programm Aida Version 2.0 (raytest) durchgefihrt.

4.7.6.3 Radioaktiv-vermittelte Proteindetektion

Die radioaktiv-vermittelte Proteindetektion wurde alternativ zur Chemilumineszenz-
vermittelten Proteindetektion angewandt. Als Zweitantikbrper diente hier ein mit dem
Schwefelisotop **S-markierter anti-Maus 1gG-Antikdrper, der 1:300 in 5 ml I-Block-Puffer
(3.3) verdinnt und fur 1 h mit der PVDF-Membran inkubiert wurde. Nach dreimaligem
Waschen mit 5 ml I-Block-Puffer wurde die Membran getrocknet und zur Aufnahme der
Radioaktivitédt auf eine Autoradiographieplatte gelegt. Die Auswertung erfolgte mit dem

Bio-Imaging Analyzer unter Verwendung des Programms Aida Version 2.0.
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5 ERGEBNISSE

5.1 Entwicklung eines Verfahrens zur Reihenuntersuchung
a-Sekretase-stimulierender Substanzen

Aus dem Amyloid-Vorlauferprotein entsteht durch eine zweifache Spaltung das [3-Amyloid-
Peptid, welches durch seine Hydrophobizitdt leicht aggregiert und in Gehirnen von
Alzheimer-Patienten den Hauptbestandteil der [-Amyloid-Plaques bildet. Die Prozes-
sierung des APP durch die a-Sekretase erfolgt dagegen innerhalb der -Amyloidregion,
wodurch die Bildung der AB-Peptide verhindert wird. Eine Strategie zur Verringerung der
AB-Produktion ist daher die Stimulierung des nicht-amyloidogenen a-Sekretase-Wegs.
Die Aktivitat der physiologisch relevanten a-Sekretase ADAM10 kann durch die Akti-
vierung der Proteinkinase C oder die Stimulierung muskarinischer Rezeptoren erheblich
gesteigert werden. Die Suche nach weiteren Substanzen, die aktivierend auf die a-Sekre-
tase ADAM10 wirken, stellt somit einen wesentlichen Beitrag zur Verringerung der Ap-
Produktion dar.

Auswirkungen auf die a-Sekretaseaktivitat werden in der Regel durch das Spaltprodukt
APPsa nachgewiesen. Dies erschwert das Auffinden ADAM10-stimulierender Substanzen
insofern, als etablierte Methoden zur Detektion von APPsa, wie zum Beispiel Western-
Blot-Analysen, umstéandlich, zeitaufwendig und teuer sind. Eine schnelle und einfache
Untersuchung vieler Substanzen ist somit nicht realisierbar. Um zeitnah mdglichst viele
Substanzen zu analysieren, ist daher ein Verfahren notwendig, mit dessen Hilfe das
freigesetzte APPs einfach, schnell, zuverldssig, sensitiv und preisglnstig bestimmt
werden kann. Zur Entwicklung eines solchen Testverfahrens soll ein Reporterprotein mit
der extrazellularen Doméne des Amyloid-Vorlauferproteins fusioniert werden, um das
freigesetzte APPs im Uberstand von Zellkulturen nachweisen zu kénnen. Ein geeignetes
Reporterprotein stellt die sekretierte alkalische Phosphatase (SEAP) aus der
menschlichen Plazenta dar. Sie soll mit den 119 Aminosauren des C-terminalen Endes
des Amyloid-Vorlauferproteins vereinigt werden. Um die gemessenen Effekte leichter auf
die a-Sekretase ADAM10 zurlckfihren zu kdnnen und die Sensitivitat des Verfahrens zu
erhohen, wird das erzeugte Fusionsprotein (SEAPs/APP,15) anschlielend mit ADAM10
auf einem Expressionsvektor vereinigt. Nachdem die cDNAs in HEK293-Zellen stabil zur
Expression gebracht wurden, soll das freigesetzte SEAPs/APP;4 schlie3lich, stellver-

tretend fur das freigesetzte endogene APPs, durch eine Enzymreaktion der sekretierten
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alkalischen Phosphatase im Zellkulturiberstand spektroskopisch nachgewiesen und

guantifiziert werden.

5.1.1 Klonierung einer cDNA flr ein Reporterprotein mit der cDNA der

a-Sekretase ADAM10 in einen Expressionsvektor

5.1.1.1  Amplifizierung einer kodierenden DNA-Sequenz flr die sekretierte

alkalische Phosphatase

Der Wildtyp der sekretierten alkalischen Phosphatase aus Plazenta ist Uber eine der
letzten 24 Aminoséuren durch einen GPI-Anker mit der Plasmamembran verbunden. Um
die Freisetzung des Fusionsproteins aus der sekretierten alkalischen Phosphatase und
APP119 von der Zellmembran zu gewdhrleisten, muss dieser beseitigt werden. Daher
wurde eine um 24 Codons verklrzte cDNA der alkalischen Phosphatase ohne GPI-
Ankersequenz amplifiziert. Die Verkirzung der Enzym-cDNA ergab sich durch die bei der
PCR verwendeten Primer. AuRerdem wurde noch eine BsrGl-Schnittstelle am 3'-Ende
des PCR-Produkts eingefligt. Als Matrizen-DNA dienten 10 ng des Plasmids pSBC-2-
SEAP. Die PCR erfolgte abweichend von den in Kapitell 4.2.6 beschriebenen
Bedingungen. Der Thermocycler wurde so programmiert, dass die DNA zuerst fir 5 min
bei 95°C denaturiert und dann in 27 Zyklen amplifiziert wurde. Der hier verwendete

Programmzyklus war:

Denaturierung: 1 min bei 95°C
Anlagerung der Primer: 2 min bei 74°C
Polymerisation: 1,5 min bei 72°C

AbschlieRend erfolgte eine Inkubation fir 8 min bei 72°C bevor die Reaktion schliellich
durch eine Abkihlung auf 4°C gestoppt wurde. Das PCR-Produkt wurde mit Hilfe des
Qiaquick PCR Purification kits gereinigt, phosphoryliert und in den mit dem Restriktions-
enzym EcoRV-geschnittenen und dephosphorylierten pcDNA3-Vektor eingesetzt
(Klonierungsschema 7.1.1.1). Nach der Transformation von E. coli mit diesem Ligations-
ansatz wurden die aus den erhaltenen Klonen isolierten Plasmide durch analytische
Restriktionen mit den Enzymen EcoRI, EcoRV und Pvull untersucht. Ein als positiv
bestétigter Klon wurde fir eine PlasmidgroRpréaparation verwendet. Die Sequenz der

klonierten SEAPs wurde vollstandig durch DNA-Sequenzierungen uberpriift.
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5.1.1.2 Klonierung einer cDNA flr ein Reporterprotein aus SEAPs und APPyg
Die cDNA von APP,35 in pcDNA3 wurde von Herrn Dr. Rolf Postina (Johannes Gutenberg-

Universitat Mainz) zur Verfigung gestellt. In diesen Vektor soll die cDNA der verkirzten
alkalischen Phosphatase eingeftigt und dabei mit der cDNA von APP,44 fusioniert werden
(Klonierungsschema 7.1.1.2). Da dieser Vektor aulBerdem die cDNA des grin-
fluoreszierenden Proteins enthalt, muss diese vor der Ligation des Vektors mit der
SEAPs-cDNA entfernt werden. Mit den Restriktionsendonukleasen Xcml, Hindlll und
BsrGl konnte die cDNA des griin-fluoreszierenden Proteins zerstort und aus dem Vektor
herausgeschnitten werden. Nach der Auftrennung des Restriktionsansatzes in einem
Agarosegel wurde das 5726 bp-Fragment des APP,;o-enthaltenden Vektors isoliert.

Durch einen Restriktionsverdau mit den Enzymen Hindlll und BsrGl konnte die cDNA der
verkurzten SEAP ohne Stopp-Codon aus dem Plasmid pcDNA3-SEAPs geschnitten
werden. Nach der elektrophoretischen Auftrennung der beiden entstandenen DNA-
Fragmente konnte das 1588 bp-Fragment der cDNA aus dem Agarosegel isoliert werden.
AnschlieRend erfolgte die Ligation der kohdsiven DNA-Enden des SEAPs-Fragments mit
den komplementaren DNA-Enden des APPis-enthaltenden Vektors. Das entstandene
Plasmid enthalt die fusionierten cDNAs der verkurzten sekretierten alkalischen Phos-
phatase und des APP;15 und wird als pcDNA3-SEAPs/APP1,4 bezeichnet.

Die korrekte Insertion der SEAPs-cDNA und die Integritat der Klonierungsstellen wurde
durch Restriktionsanalysen mit den Enzymen EcoRlI, Hindlll und BsrGl sichergestellt. Im
Anschluss daran wurde die Sequenz der fusionierten SEAPs/APP1;o-cCDNA durch DNA-

Sequenzierungen vollstandig Gberprift.

5.1.1.3 Klonierung eines Vektors flur das Reporterprotein SEAPs/APP;;4 und
ADAM10

Um die Proteinase ADAM10 und das SEAPS/APP.g-Fusionsprotein im gleichen
Verhaltnis zueinander exprimieren zu kénnen, wurde die cDNA von HA-Epitop-markiertem
ADAM10 in das SEAPs/APPg-Plasmid Kkloniert (Klonierungsschema 7.1.1.3). Die cDNA
von ADAM10 wurde mit den Restriktionsenzymen Nrul und Tth111l aus dem pcDNA3-
ADAM10-HA-Vektor geschnitten. Die beiden entstehenden Fragmente wurden an-
schlieBend durch eine Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und das 4429 bp-
ADAM10-HA-Fragment aus dem Gel isoliert. Die durch eine PCI-Extraktion gereinigte
ADAM10-cDNA wurde dann mit T4-DNA-Polymerase behandelt, um glatte Enden zu
erzeugen und in den mit Nrul verdauten und dephosphorylierten pcDNA3-SEAP-APP;;¢-
Vektor einkloniert. Zur Amplifizierung der bei der Ligation entstandenen Plasmide wurden

sie in E. coli vermehrt und danach durch eine Plasmidschnellpréaparation isoliert. Die
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Insertion der ADAM10-cDNA konnte durch eine Restriktionsanalyse mit dem Enzym

Hindlll bestétigt werden.

5.1.2 Optimierung der Testbedingungen
Zunachst wurden die cDNAs von ADAM10-HA und dem Reporterprotein SEAPS/APP g

durch eine Calciumphosphat-vermittelte Transfektion von HEK293-Zellen mit dem
Plasmid pcDNA3-ADAM10-HA-SEAPsS/APP,9 zur Expression gebracht. Nach Selektion
mit G418 wurde ein Mischklon hochgezogen. Die daraus resultierende Zell-Linie
exprimiert sowohl ADAM10-HA als auch SEAPs/APP;;9 stabil und wird als HEK293-
ADAM10-SEAPS/APP Dbezeichnet. Ferner wurde als Kontrolle das Fusionsprotein
SEAPS/APP;;9 ohne ADAM10 in HEK293-Zellen stabil zur Expression gebracht. Diese
Zell-Linie erhielt die Bezeichnung HEK293-SEAPs/APP. Der Nachweis der stabilen
Expression des SEAPs/APP-Reporterproteins erfolgte durch eine Western-Blot-Analyse
der Zell-Lysate und der Zellkulturiberstande (Abbildung 5.1).

SEAPS/APPs —p i . .

Abbildung 5.1 Western-Blot-Analyse des stabil exprimierten SEAPsS/APPii9-Reporter-
proteins. Die Proteinproben wurden in einem 8% (w/v) Polyacrylamidgel aufgetrennt und
auf eine PVDF-Membran lbertragen. Nach der Inkubation der Membran mit dem anti-APP
Antikorper 6E10 erfolgte der Nachweis des Primarantikdrpers durch Chemilumineszenz mit
Hilfe eines alkalische Phosphatase-gekoppelten anti-Maus Antikdrpers und des Western-
Star Detektionssystems. Spur 1, Zell-Lysat von HEK293-SEAPs/APP-Zellen, Spur 2, Zell-
Lysat von HEK293-ADAM10-SEAPs/APP-Zellen, Spur 3, Zellkulturiberstand von HEK293-
ADAM10-SEAPs/APP-Zellen.

Die Proteine der Zell-Lysate und die aus dem Zellkulturmedium geféllten Proteine wurden
dazu elektrophoretisch in einem 8% (w/v) Polyacrylamidgel aufgetrennt. Nach dem

Transfer der Proteine auf eine PVDF-Membran wurde diese mit dem APPsa-spezifischen
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anti-APP-Priméarantikorper 6E10 inkubiert. Der Nachweis des Erstantikdrpers erfolgte
durch einen alkalische Phosphatase-gekoppelten anti-Maus-IgG und dem Detektions-
system Western-Star (Tropix). Nach der Aufnahme des emittierten Lichts mit einer
Digitalkamera wurden auf dem Western-Blot zwei Banden mit unterschiedlichen
Molekulargewichten sichtbar. Zum Einen ist das unprozessierte, aus 627 Aminosauren
bestehende, SEAPs/APP,;3 mit einem Molekulargewicht von etwa 98 kDa zu erkennen,
zum Anderen kann das ins Zellkulturmedium freigesetzte, aus 544 Aminoséauren
bestehende, SEAPs/APP,o-Fusionsprotein mit einem Molekulargewicht von etwa 88 kDa
identifiziert werden. Dies bestatigt, dass das Fusionsprotein stabil exprimiert und durch
eine a-Sekretase-Spaltung ins Medium freigesetzt wird. Eine Freisetzung des Reporter-
proteins durch andere Proteinasen wahrend des Tests kann jedoch nicht ausgeschlossen
werden.

AnschlieRend musste sichergestellt werden, dass die verklrzte sekretierte alkalische
Phosphatase (SEAPs) auch als Bestandteil des Fusionsproteins enzymatisch aktiv ist. Als
Substrat diente hierbei das schwach-gelbliche 4-Nitrophenylphosphat (NPP), dessen
Phosphatgruppe von der alkalischen Phosphatase durch Hydrolyse entfernt wird. Das
entstehende Reaktionsprodukt 4-Nitrophenol besitzt eine intensive Gelbfarbung. Die
Absorptionszunahme durch die intensivere Farbung verhalt sich proportional zur SEAP-
Aktivitat und kann photometrisch bestimmt werden. Da die Absorptionsmessung im
Zellkulturuberstand erfolgen soll und das im Zellkulturmedium vorhandene Phenolrot die
Absorption des Reaktionsprodukts 4-Nitrophenol Uberlagern wirde, muss die Kultivierung
der Zellen fur den Test in Zellkulturmedium ohne Phenolrot erfolgen. Zur Ermittlung des
Absorptionsmaximums wurde ein Absorptionsspektrum von 4-Nitrophenol in Zellkultur-
medium ohne Phenolrot aufgenommen. Hieraus ergab sich, dass die maximale Absorp-
tion des 4-Nitrophenols unter diesen Bedingungen bei einer Wellenlange von 389,5 nm
liegt.

Die katalytische Aktivitdt des SEAPs/APPio-Reporterproteins wurde im  Zellkultur-
Uberstand von HEK293-ADAM10-SEAPs/APP-Zellen nachgewiesen, als Kontrolle diente
der Kulturiiberstand untransfizierter HEK293-Zellen. Die Zellen wurden tber Nacht in
Medium ohne Phenolrot kultiviert. Am ndchsten Tag wurde dieses abgenommen, in ein
15 mI-R6hrchen dberfihrt und durch Zentrifugation (1500 rpm, 5 min) von eventuell
vorhandenen Zellen befreit. 500 pl des Zellkulturiberstands wurden in ein 1,5 ml-
Reaktionsgefald tberfihrt und mit 50 pl der 0,4% (w/v) NPP-Substratldsung versetzt, um
die Reaktion zu starten. Der Reaktionsansatz wurde dann bei 30°C inkubiert bis eine
deutliche Gelbfarbung zu erkennen war. Gestoppt werden konnte die Reaktion durch die
Zugabe von NaOH. Die photometrische Vermessung der Proben ergab eine deutlich

hohere Absorption in den Zellkulturiiberstanden der HEK293-Zellen, die mit dem
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Reporterprotein transfiziert waren. Damit konnte die Freisetzung des SEAPS/APP;,-
Fusionsprotein ins Zellkulturmedium bestatigt und die katalytische Aktivitat der alkalischen

Phosphatase als Bestandteil des Reporterproteins bewiesen werden.

5.1.2.1 Einfluss der Temperatur und der Reaktionsdauer

Die Geschwindigkeit enzymatischer Reaktionen wird stark von der Temperatur beein-
flusst. Einerseits nimmt die Aktivitat mit der Temperatur zu, andererseits denaturieren
Enzyme bei zu hohen Temperaturen. Durch die Optimierung dieser Parameter bei der
Reaktion der alkalischen Phosphatase mit 4-Nitrophenylphosphat soll eine schnelle
Durchfiihrung des Tests bei hoher Empfindlichkeit und Reproduzierbarkeit sichergestellt
werden.

Fur die Ermittlung der geeigneten Reaktionsdauer wurden HEK293-ADAM10-
SEAPs/APP-Zellen auf einer 10-cm-Kulturschale tber Nacht in Zellkulturmedium ohne
Phenolrot kultiviert. Die Phosphatester-Spaltung durch die SEAPs erfolgte mit je 500 pl
des Zellkulturtiberstands und 30 pl 0,8% (w/v) NPP bei einer konstanten Temperatur von
37°C. Gestoppt wurden die Reaktionen durch die Uberfiihrung der Proben auf Eis und die
unmittelbare Zugabe von 500 pl 5 M NaOH zu jedem Ansatz. Anschliel3end konnte die

Absorption bei einer Wellenlange von 389,5 nm gemessen werden (Abbildung 5.2).
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Abbildung 5.2 Bestimmung der optimalen Reaktionsdauer. Die Reaktionsansatze wurden
fur 5 bis 20 min bei 37°C mit 30 pl 0,8% (w/v) des Substrats 4-Nitrophenylphosphat
inkubiert. Nach dem Stoppen der Reaktion mit 500 pl 5 M NaOH auf Eis erfolgte die
Messung der Absorption bei 389,5nm. Alle Daten sind mit Standardabweichung
angegeben.
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Als Referenz dienten 500 ul des Zellkulturiberstands, denen zuerst NaOH auf Eis
zugefugt wurden, um eine Reaktion der SEAPs mit dem Substrat 4-Nitrophenylphosphat
zu vermeiden. Zur Vervollstandigung der Referenz erfolgte dann die Zugabe von 4-Nitro-
phenylphosphat, ebenfalls auf Eis. Jedem Messwert liegt grundsatzlich eine Dreifach-
bestimmung zugrunde.

Aus den Ergebnissen der Absorptionsmessung ist ersichtlich, dass die Messwerte bei
kurzen Inkubationszeiten sehr niedrige Absorptionen aufweisen, was die Empfindlichkeit
des SEAPs/APPs-Nachweises einschrankt. Wird die Dauer der enzymatischen Reaktion
verlangert, so wird mehr Substrat umgesetzt und die Absorption in den Proben erhéht.
Gleichzeitig wird die Empfindlichkeit des Tests gesteigert. Bis zu einer Inkubationsdauer
von 15 min nimmt die Absorption in den Proben deutlich zu, danach ist die
Absorptionszunahme etwas geringer. Um eine mdoglichst schnelle Durchfuhrung des
Enzymtests mit einer hohen Empfindlichkeit sicherzustellen, wurde daher fur die weiteren
Untersuchungen eine Inkubationsdauer von 15 min gewahlt.

Die Bestimmung der geeigneten Reaktionstemperatur erfolgte analog zur Ermittlung der
Reaktionsdauer. Hier wurden die Reaktionsansatze fir 15 min bei verschiedenen
Temperaturen inkubiert. Nach dem Stoppen der Reaktion erfolgte der Nachweis der

alkalischen Phosphataseaktivitat durch die Messung der Absorption (Abbildung 5.3).
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Abbildung 5.3 Einfluss der Reaktionstemperatur auf die Aktivitdt der alkalischen
Phosphatase als Bestandteil des Reporterproteins. Jeweils 500 pl des SEAPs/APPs-
haltigen Zellkulturiberstands einer 10-cm-Kulturschale wurden fiir 15 min bei 30 bis 40°C
mit 30 pl 0,8% (w/v) 4-Nitrophenylphosphat inkubiert. Anschlielend wurde die Reaktion
durch die Zugabe von 500 pl 5 M NaOH auf Eis gestoppt und die Absorptionszunahme
durch das entstandene 4-Nitrophenol bei einer Wellenlange von 389,5 nm gemessen. Alle
Daten sind mit Standardabweichung angegeben.
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Eine deutliche Steigung der alkalischen Phosphataseaktivitat ist im Temperaturbereich bis
37°C zu verzeichnen, ab dieser Temperatur steigt die Aktivitat nur noch unwesentlich an.
Nachfolgend wurden alle Reaktionen der sekretierten alkalischen Phosphatase bei 37°C

fur 15 min durchgefthrt.

5.1.2.2 Einfluss des pH-Werts

Die meisten Enzyme sind nur in einem schmalen pH-Bereich aktiv, da im aktiven Zentrum
vieler Enzyme ionisierbare Aminosauren sitzen, deren Ladungszustand sich mit dem pH-
Wert &ndert. Zudem andert sich die Konformation der Enzyme mit dem pH-Wert. Das pH-
Optimum der sekretierten alkalischen Phosphatase liegt bei pH10, jedoch kann unter den
Versuchsbedingungen die Hintergrundaktivitdt durch endogene alkalische Phosphatasen
sehr hoch sein. Um das pH-Optimum fir die enzymatische Reaktion der sekretierten
alkalischen Phosphatase mit NPP als Substrat im Zellkulturmedium zu ermitteln, wurden
die Kulturiiberstande von HEK293- und HEK293-ADAM10-SEAPs/APP-Zellen vor dem
Start der enzymatischen Reaktion auf pH-Werte zwischen 2 und 10 eingestellt. Dies

erfolgte jeweils mit 25 pl der angegebenen Puffer pro ml des Zellkulturmediums.

pH Puffer pH Puffer

2,0 1 M Citrat 7,0 1 M Tris-HCI
3,0 1 MCCitrat 8,0 1M Tris-HCI
4,0 1 MCitrat 9,0 1M Tris-HCI
50 1 M Acetat 10,0 1 M Caps

In den Zellkulturuberstanden von HEK293-ADAM10-SEAPs/APP-Zellen ist bei pH-Werten
unter 4 keine alkalische Phosphataseaktivitdt zu verzeichnen (Abbildung 5.4). Erst bei
pH5 steigt die Absorption in den Proben mit der sekretierten alkalischen Phosphatase an,
erreicht bei pH7 die grof3te Steigung und nimmt dann langsamer zu bis bei pH10
schlie3lich das Maximum der alkalischen Phosphataseaktivitat erreicht ist.

Demgegentber steigt die Absorption der Zellkulturiiberstande von HEK293-Zellen bis zu
pH8 sehr langsam an. Ab pH8 nimmt die Absorption allerdings ebenfalls stark zu und
erreicht ebenfalls bei pH10 den Hochstwert. Da die sekretierte alkalische Phosphatase
bereits bei pH8 eine sehr hohe Aktivitat bei einem merklich geringeren Hintergrund als bei

pH10 aufweist, wurden fortan alle weiteren Messungen bei pH8 durchgefihrt.
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Abbildung 5.4 Messung der SEAPs-Aktivitat bei verschiedenen pH-Werten des Zell-
kulturiberstands. Jeweils 500 pl des auf den jeweiligen pH-Wert eingestellten Zell-
kulturiiberstands einer 10-cm-Kulturschale wurden fiir 15 min bei 37°C mit 30 ul 0,8% (w/v)
4-Nitrophenylphosphat inkubiert. Nach dem Stoppen der Reaktion durch die Zugabe von
500 pl 5 M NaOH auf Eis erfolgte die Messung der Absorption bei 389,5 nm. Alle Messwerte
sind mit Standardabweichung angegeben. Die Messwerte fir HEK293-ADAM10-
SEAPs/APP-Zellen werden durch schwarze Kreise dargestellt, die fur HEK293-Zellen durch
Rauten.

5.1.2.3 Uberprufung der Linearitat der enzymatischen Reaktion

Um mit diesem Test vergleichbare und reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten, muss ein
linearer Zusammenhang zwischen der Menge der alkalischen Phosphatase und der
Menge des umgesetzten Substrats bestehen. Durch die Messung der alkalischen
Phosphataseaktivitdt in verschiedenen Verdiinnungen des Zellkulturiiberstands von
HEK293-ADAM10-SEAPs/APP-Zellen wurde untersucht, ob dieser erforderliche lineare
Zusammenhang gegeben ist. Dazu wurde eine 10-cm-Kulturschale dieser Zellen tber
Nacht mit Zellkulturmedium ohne Phenolrot kultiviert. AnschlieRend wurden verschiedene
Verdinnungen des Zellkulturtiberstands mit Medium ohne Phenolrot hergestellt und die

Enzymreaktion durch die Zugabe des Substrats gestartet. Nach Beendigung der Reaktion
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erfolgte die Messung der Absorption als MalR? der alkalischen Phosphataseaktivitat. Durch
die Auftragung der Absorption gegen die Verdinnung des eingesetzten Zellkultur-
Uberstands wird der lineare Zusammenhang zwischen der enzymatischen Reaktion und
der Konzentration der sekretierten alkalischen Phosphatase im Kulturiberstand
veranschaulicht (Abbildung 5.5).
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Abbildung 5.5 Linearitat der alkalischen Phosphatase-Reaktion bei niedrigen Enzym-
konzentrationen. 1, 2,5, 5, 10, 20, 40, 60 und 100 pl des auf pH8,0 eingestellten
Zellkulturiiberstands von HEK293-ADAM10-SEAPs/APP-Zellen wurden auf 500 pl aufgefiillt
und fir 15 min bei 37°C mit 30 ul 0,8% (w/v) 4-Nitrophenylphosphat inkubiert. Nach dem
Stoppen der Reaktion durch die Zugabe von 500 pl 5 M NaOH auf Eis erfolgte die Messung
der Absorption bei 389,5 nm. Alle Messwerte sind mit Standardabweichung angegeben.

Um die Untersuchung auf héhere Konzentrationen der alkalischen Phosphatase auszu-
weiten wurde die Enzymreaktion mit weniger stark verdinnten Zellkulturiiberstdnden
durchgefuhrt. Nachdem die Reaktion beendet war, erfolgte die Messung der
Absorptionen. Sie wurden anschlielend gegen die jeweils eingesetzte Menge des
Zellkulturiberstands aufgetragen. Daraus geht hervor, dass die enzymatische Reaktion

auch in Bereichen htherer Enzymkonzentration linear verlauft (Abbildung 5.6).
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Abbildung 5.6 Linearitat der alkalischen Phosphatase-Reaktion bei héheren Enzym-
konzentrationen. 50, 100, 150, 200, 250, 300 und 350 pl des auf pH8,0 eingestellten
Zellkulturiiberstands von HEK293-ADAM10-SEAPs/APP-Zellen wurden auf 500 pl aufgefillt
und fur 15 min bei 37°C mit 30 pl 0,8% (w/v) des Substrats 4-Nitrophenylphosphat inkubiert.
Nach dem Stoppen der Reaktion durch die Zugabe von 500 pl 5 M NaOH auf Eis erfolgte
die Messung der Absorption bei 389,5 nm. Alle Messwerte sind mit Standardabweichung
angegeben.

Daneben muss ebenso eine Linearitat zwischen der Zellzahl und der enzymatischen
Reaktion bestehen. Um die Abhéangigkeit der alkalischen Phosphataseaktivitdt von der
Zellzahl zu untersuchen, wurden verschiedene Zellzahlen auf Poly-L-Lysin-beschichteten
6-cm-Kulturschalen ausgeséat und Uber Nacht kultiviert. Am nachsten Tag erfolgte die
Inkubation der Zellen fir 4 h in Zellkulturmedium ohne Phenolrot. AnschlieRend wurden
jeweils 500 ul des Zellkulturiberstands fur die enzymatische Reaktion der alkalischen
Phosphatase mit NPP eingesetzt (Abbildung 5.7).
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Abbildung 5.7 Linearitat der alkalischen Phosphatase-Reaktion in Abhangigkeit von
der Zellzahl. 100 000, 200 000, 300 000, 400 000, 500 000 und 600 000 HEK293-ADAM10-
SEAPs/APP-Zellen wurden auf Poly-L-Lysin-beschichteten 6-cm-Kulturschalen ausgesat
und Uber Nacht kultiviert. Die alkalische Phosphatase-Reaktion erfolgte mit je 500 pl des auf
pH8,0 eingestellten Zellkulturiiberstands. Nach Beendigung der Reaktion wurde die Absorp-
tion jedes Ansatzes bei 389,5 nm gemessen. Alle Daten sind mit Standardabweichung
dargestellt.

Durch die Auftragung der Zellzahl gegen die Absorption der jeweiligen Probe wird der
proportionale Zusammenhang zwischen der enzymatischen Reaktion und der Anzahl der
eingesetzten Zellen veranschaulicht. Die alkalische Phosphatase-Reaktion verlauft somit
auch in Bezug auf die Zellzahl linear. Als optimal fir die Durchfiihrung des Tests erwies
sich die Aussaat von 500 000 Zellen auf 6-cm-Kulturschalen. Die Zellen wurden Uber
Nacht kultiviert und waren am folgenden Tag nahezu konfluent, so dass eine hohe
Empfindlichkeit und eine gute Reproduzierbarkeit der Experimente gegeben war. Um die
angegebenen Zellzahlen zu bestatigen wurde nachfolgend Proteinbestimmungen mit den

Zellen jeder Kulturschale durchgefihrt.

5.1.2.4 Inhibierung der endogenen alkalischen Phosphatase

Um die Hintergrundaktivitat zu minimieren und stdérende Einfliisse durch die endogene
alkalische Phosphataseaktivitat einzuschranken, soll diese durch die Verwendung des
Inhibitors L-Homoarginin oder durch einen Hitzeinaktivierungsschritt unterdriickt werden.
Ein Aliquot von 500 pl des Zellkulturiiberstands von HEK293-ADAM10-SEAPs/APP-Zellen
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wurde fur 15 min bei 56°C im Wasserbad erhitzt und anschlieBend fur 5 min auf Eis
abgekihlt. Parallel dazu wurde je ein Aliquot von 500 ul des Zellkulturiiberstands mit
10 mM L-Homoarginin fir 15 min bei 37°C im Wasserbad inkubiert und danach fir 5 min
auf Eis abgeklhlt. Die Messung der alkalischen Phosphataseaktivitat erfolgte im

Anschluss daran (Abbildung 5.8). Alle Werte wurden durch eine Dreifachmessung erfasst.
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Abbildung 5.8 Inhibierung der endogenen alkalischen Phosphatase durch Hitze und
L-Homoarginin. Vor der Durchfiihrung der Enzymreaktion erfolgte eine Inkubation der auf
pH8,0 eingestellten Zellkulturiiberstande von HEK293 und HEK293-ADAM10-SEAPs/APP-
Zellen fir 15 min bei 56°C oder in Gegenwart von 10 mM L-Homoarginin bei 37°C.
AnschlieBend wurde die alkalische Phosphatase-Reaktion fiir 15 min bei 37°C durchgefihrt
und die Absorption des Reaktionsprodukts 4-Nitrophenol bei 389,5 nm gemessen. Alle
Daten sind mit Standardabweichung angegeben.

L-Homoarginin unterdrickte die endogene alkalische Phosphataseaktivitdt in allen
untersuchten Zell-Linien nur schwach. Dagegen konnte durch die Hitzeinaktivierung die
endogene alkalische Phosphataseaktivitat nahezu vollstandig gehemmt werden, ohne die
Aktivitat der sekretierten alkalischen Phosphatase des Fusionsproteins merklich zu
beeintrachtigen. Im Folgenden wurde daher die endogene alkalische Phosphataseaktivitat
der Proben vor jeder Messung durch eine Hitzeinaktivierung (15 min bei 56°C)
unterdrickt.
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5.1.2.5 Die Freisetzung von APPs in HEK293-SEAPs/APP- und HEK293-ADAM10-
SEAPs/APP-Zellen

Eine erhdhte Expression der a-Sekretase ADAM10 ist sowohl mit einer erhéhten
konstitutiven als auch einer erhdhten stimulierten Freisetzung von APPsa verbunden.
Durch die Uberexpression von ADAM10 zusammen mit dem Reporterprotein sollte daher
die Empfindlichkeit des Testverfahrens gesteigert werden kénnen. Vor allem Substanzen,
die auf der Proteinebene eine Stimulierung von ADAM10 bewirken, sollten hiermit
entscheidend besser identifiziert werden konnen. Um zu uiberpriifen, ob eine Uberexpres-
sion von ADAM10 auch zu einer erhdhten Freisetzung des Reporterproteins fihrt, wurden
die Zellkulturiiberstdnde von HEK293-SEAPs/APP- und HEK293-ADAM10-SEAPS/APP-
Zellen auf ihre alkalische Phosphataseaktivitat hin untersucht (Abbildung 5.9).
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Abbildung 5.9 Freisetzung des Reporterproteins in HEK293-SEAPs/APP- und HEK293-
ADAM10-SEAPs/APP-Zellen. Die Zellkulturliberstande der untersuchten Zellen wurden vor
der Durchfuihrung der alkalischen Phosphatase-Reaktion auf pH8,0 eingestellt und einer
Hitzeinaktivierung unterzogen. Im Anschluss daran erfolgte die enzymatische Reaktion bei
37°C mit 30 pl 0,8% (w/v) 4-Nitrophenylphosphat. Nach 15 min wurde sie durch die Zugabe
von 500 ul 5 M NaOH auf Eis gestoppt. Die Messung der Absorptionszunahme erfolgte bei
einer Wellenlange von 389,5 nm. Alle Messwerte wurden durch eine Dreifachbestimmung
erfasst und sind mit Standardabweichung dargestellt.

Der Vergleich zeigt, dass die Zellen, die ADAM10 Uberexprimieren, wie erwartet eine
deutlich hoéhere Sekretion des Reporterproteins besitzen, als die Zellen, die nur das
SEAPs-Fusionsprotein exprimieren. Der Grund hierfur liegt wahrscheinlich in dem
erhohten Enzym-Substrat-Verhéltnis der HEK293-ADAM10-SEAPs/APP-Zellen, kdnnte
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jedoch auch auf Unterschiede in der Expression des Fusionsproteins zuriickzufiihren
sein, da auch eine hohere Expression des Fusionsproteins mit einer erhdhten,

konstitutiven Freisetzung verbunden ist.

5.1.3 Die Stimulierbarkeit des SEAPs/APP119-Reporterproteins

Die APPs-Freisetzung lasst sich in Zellen mit muskarinischen M1-Rezeptoren durch
Carbachol stimulieren und deutlich erhéhen (Nitsch et al., 1992). Zudem kann die APPs-
Freisetzung auch durch die Aktivierung der Proteinkinase C mit dem Phorbolester PMA
erhoht werden. In dem folgenden Experiment soll gezeigt werden, dass sich das
SEAPs/APP; 9-Fusionsprotein genauso wie das native APP verhalt und den gleichen
Stoffwechselweg durchlauft. Eine durch Carbachol beziehungsweise PMA hervorgerufene
vermehrte Freisetzung von SEAPsS/APP.;, wére ein Hinweis auf einen gemeinsamen
Stoffwechselweg von APP und SEAPsS/APPii9. Zu diesem Zweck wurden HEK293-,
HEK293-SEAPs/APP- und HEK293-ADAM10-SEAPs/APP-Zellen zundchst mit 0,1 mM
und 1 mM Carbachol fir 4 h inkubiert. AnschlieBend wurde die alkalische Phosphatase-
aktivitat im Zellkulturiberstand bestimmt (Abbildung 5.10).
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Abbildung 5.10 Einfluss von Carbachol auf die Freisetzung des SEAPs/APP;19-Repor-
terproteins. Bevor die Enzymreaktion durchgefiihrt wurde, erfolgte eine Hitzeinaktivierung
der endogenen alkalischen Phosphatase in den auf pH8,0 eingestellten Zellkulturiiber-
stéanden fiir 15 min bei 56°C. AnschlieRend folgte die alkalische Phosphatase-Reaktion fir
15 min bei 37°C mit 30 pl 0,8% (w/v) 4-Nitrophenylphosphat als Substrat. Nachdem die
Reaktion durch die Zugabe von 500 pl 5 M NaOH auf Eis gestoppt worden war, erfolgte die
Messung der Absorption bei 389,5 nm.
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Gegenuber den nicht-stimulierten Zellen stieg die SEAPsS/APP;o-Freisetzung bei den

Carbachol-behandelten Zellen um etwa 25% an.

Analog zur Untersuchung der Carbachol-Stimulierbarkeit des Reporterproteins erfolgte die
Ermittlung des Einflusses von PMA auf die SEAPs/APPio-Freisetzung. In diesem
Experiment wurden HEK293-, HEK293-SEAPs/APP- und HEK293-ADAM10-SEAPSs/APP-
Zellen auf Poly-L-Lysin-beschichteten 6-cm-Schalen fir 4 h mit 1 uM PMA stimuliert. Im
Anschluss daran erfolgte die Messung der alkalischen Phosphatase im Zellkultur-
Uberstand (Abbildung 5.11).
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Abbildung 5.11 Stimulierung der SEAPs/APP119-Freisetzung durch PMA. Vor der Durch-
fuhrung der Enzymreaktion erfolgte eine Hitzeinaktivierung der auf pH8,0 eingestellten
Zellkulturiiberstande fiir 15 min bei 56°C. AnschlieRend wurde die alkalische Phosphatase-
Reaktion fiir 15 min bei 37°C mit 30 pl 0,8% (w/v) 4-Nitrophenylphosphat durchgefiihrt.
Nach dem Stoppen der Reaktion durch die Zugabe von 500 pl 5 M NaOH auf Eis erfolgte
die Messung der Absorption bei 389,5 nm.

Die Aktivierung der Proteinkinase C mit PMA resultierte in einer erhdhten SEAPS/APP;q-
Sekretion. Bei HEK293-SEAPs/APP-Zellen stieg die Freisetzung um etwa das Vierfache,
bei HEK293-ADAM10-SEAPs/APP-Zellen um etwa das Zweieinhalbfache an.

Aus den Untersuchungen der Carbachol- und PMA-Stimulierung ist ersichtlich, dass die
Freisetzung des SEAPS/APP;9-Reporterproteins sowohl durch Carbachol als auch durch
PMA induziert werden kann. Die Stimulierbarkeit des Fusionsprotein verhélt sich somit in

bezug auf die eingesetzten Stimulanzien wie die des endogenen APP.
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5.1.4 Kinetik der PMA-Stimulierung

Mit Hilfe dieses Testsystems sollen die Auswirkungen der PMA-Stimulierung auf die a-Se-
kretase-Spaltung zeitlich aufgelost und so der Verlauf der APPs-Freisetzung nach
Aktivierung der Proteinkinase C untersucht werden. Gleichzeitig sollen Empfindlichkeit
und Reproduzierbarkeit des Tests tiberprift werden.

Fur dieses Experiment wurden je 300 000 HEK293-ADAM10-SEAPs/APP-Zellen auf Poly-
L-Lysin-beschichteten 6-cm-Kulturschalen fir verschiedene Zeitspannen mit 1 uyM PMA
inkubiert. Als Kontrolle diente eine Kulturschale, der kein PMA hinzugefiigt wurde.
AnschlieBend wurde die alkalische Phosphataseaktivitait im Uberstand der Zellen
photometrisch quantifiziert. Die Auftragung der Absorption gegen die Dauer der PMA-
Einwirkung ist in Abbildung 5.12 dargestellt. Innerhalb der ersten 60 min ist ein starker,
linearer Anstieg der Aktivitat zu verzeichnen. Nach etwa 60 min erreicht die SEAPs-
Freisetzung etwa die Halfte des Maximalwerts. Nach diesem Zeitpunkt verlauft die

Steigung flacher und nahert sich nach 240 min einem Grenzwert.
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Abbildung 5.12 Kinetik der PMA-Stimulieung. Die Zellkulturiberstdnde der PMA-
behandelten Zellen wurden vor der Durchfiihrung der alkalischen Phosphatase-Reaktion auf
pH8,0 eingestellt und einer Hitzeinaktivierung unterzogen. Im Anschluss daran erfolgte die
enzymatische Reaktion fiir 15 min bei 37°C mit 30 ul 0,8% (w/v) 4-Nitrophenylphosphat als
Substrat. Durch die Zugabe von 500 pl 5 M NaOH auf Eis wurde die Reaktion gestoppt. Die
Messung der Absorptionzunahme durch das entstandene 4-Nitrophenol erfolgte bei einer
Wellenlange von 389,5 nm. Alle Messwerte wurden durch eine Dreifachbestimmung erfasst
und sind mit Standardabweichung dargestellt.
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5.2 Proteolytische Prozessierung von ADAM10

Die Proprotein-Konvertasen PC7 und Furin sind an der Prozessierung vieler
Vorlauferproteine beteiligt, die eine RX(K/R)R Konsensussequenz besitzen. Auf3erdem
sind sie im trans-Golgi-Apparat, in sekretorischen Vesikeln und an der Zelloberflache
aktiv, so dass sie in den gleichen Kompartimenten lokalisiert sind, in denen a-Sekretase-
aktivitat nachgewiesen wurde. Tatsachlich konnte eine Beteiligung von PC7 an der nicht-
amyloidogenen a-Sekretase-Prozessierung von APP dokumentiert werden (Lopez-Perez
et al.,, 1999). PC7 wird daher als potentielle a-Sekretase in Betracht gezogen. Unwahr-
scheinlich ist jedoch eine direkte Spaltung von APP durch PC7 oder andere Mitglieder der
Proprotein-Konvertasen, da APP an der a-Sekretase-Spaltstelle und auch in unmittelbarer
Néahe keine Proprotein-Konvertasen-Erkennungssequenz aufweist. Eine solche Sequenz
ist fur die Prozessierung von Vorlauferproteinen durch Proprotein-Konvertasen jedoch
unbedingt erforderlich.

Die Disintegrin-Metalloproteinase ADAM10 wird als Zymogen synthetisiert und besitzt
sowohl a-Sekretaseaktivitdt als auch eine Proprotein-Konvertasen-Erkennungssequenz
(RKKR) zwischen der Prodomane und der katalytischen Domane. Durch N-terminale
Sequenzierung von gereinigtem ADAM10 aus Rindernieren konnte belegt werden, dass
diese Sequenz als Spaltstelle dient, um die reife, katalytisch aktive Form von ADAM10 zu
erzeugen (Lammich et al, 1999). Eine Funktion von PC7 als pro-ADAM10-
prozessierender und damit pro-a-Sekretase-aktivierender Konvertase erscheint daher
wahrscheinlicher als eine direkte Spaltung des APP durch PC7. Es war deswegen
erforderlich, die Prozessierung von ADAM10 in bezug auf eine mdgliche Beteiligung von
PC7 an diesem Vorgang zu untersuchen. Fir die Proprotein-Konvertase Furin konnte ein
Mitwirken an der a-Sekretase-Spaltung des APP in friheren Studien zwar nicht
festgestellt werden, doch aufgrund der Ahnlichkeit zu PC7, vor allem in Hinblick auf die

Substratspezifitat, wurde Furin in die Untersuchung einbezogen.

5.2.1 Prozessierung von ADAM10 durch Proprotein-Konvertasen

Der synthetische Inhibitor Decanoyl-RVKR-chloromethylketon (Dec-RVKR-cmk) eréffnet
die Moglichkeit, Proprotein-Konvertasen in Zellkulturen selektiv zu hemmen. Durch seine
hydrophobe Alkylgruppe ist er in der Lage, in Zellen einzudringen und dort mit
intrazellularen Proteinen in Wechselwirkung zu treten. Da er die Aminosaure-
Erkennungssequenz von Proprotein-Konvertasen enthalt, kann er kovalent an die
Substratbindungsstelle binden und so die katalytische Aktivitat blockieren (Garten et al.,
1989). Damit stellt diese Substanz ein wertvolles Werkzeug dar, um die Mdglichkeit einer

Prozessierung von endogenem ADAM10 durch Proprotein-Konvertasen zu tberprifen. Im
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Falle einer Beteiligung von Proprotein-Konvertasen sollte die Erzeugung von reifem
ADAM10 in der Gegenwart des Inhibitors merklich unterdriickt werden.

Um den Einfluss von Dec-RVKR-cmk auf die Reifung von ADAM10 zu ermitteln, wurden
untransfizierte HEK293-Zellen fir 48 h in der Anwesenheit von 30 pM des Inhibitors
inkubiert. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen. Aufgrund der Instabilitat von Dec-
RVKR-cmk im Zellkulturiberstand war alle 6 bis 8 h ein Wechsel des Zellkulturmediums
und eine erneute Zugabe des Inhibitors erforderlich. Zur Analyse der Auswirkung auf die
Prodomanen-Abspaltung von ADAM10 wurden die Zell-Lysate anschlieend dem
Western-Blot-Verfahren unterzogen. Hieraus geht hervor, dass endogenes ADAM10 in
untransfizierten HEK293-Zellen hauptséchlich in der reifen Form existiert und die Bildung
des reifen Enzyms in der Gegenwart des Inhibitors deutlich verringert wird (Abbildung
5.13).

Die Vermutung, dass Proprotein-Konvertasen an der Prozessierung von ADAM10 partizi-

pieren, wird durch dieses Ergebnis bestatigt.

HEK?293
Pro-ADAM10—p 98 kDa
ADAM10—p — 64 kDa
Inhibitor - +

Abbildung 5.13 Einfluss des Proprotein-Konvertasen-Inhibitors Decanoyl-RVKR-
chloromethylketon auf die proteolytische Prozessierung von endogenem ADAM10.
Die Zellkulturiiberstande von HEK293-Zellen wurden fur 48 h auf eine Konzentration von
30 uM des Inhibitors eingestellt. Alle 6-8 h erfolgte ein Wechsel des Zellkulturmediums und
eine erneute Zugabe des Inhibitors. Die Auftrennung der Zell-Lysate erfolgte in einem 10%
(w/v) Polyacrylamidgel. Nach dem Transfer der Proteine auf eine PVDF-Membran und der
Inkubation mit dem Antikoérper anti-ADAM10 erfolgte der Nachweis der Primarantikdrper
durch Chemilumineszenz mit Hilfe eines alkalische Phosphatase-gekoppelten anti-
Kaninchen Antikodrpers und des Western-Star Detektionssystems.

5.2.2 Proteolytische Prozessierung von ADAM10 durch PC7 und Furin

5.2.2.1 PCR-Mutagenese zur Beseitigung der Proprotein-Konvertasen-Spaltstelle

Um die Sequenzanforderungen der Proteinasen, die fur die Abspaltung der Prodoméane
von ADAM10 verantwortlich sind, zu untersuchen, wurde die Proprotein-Konvertasen-

Konsensussequenz (RKKR) zwischen der Prodoméne und der katalytischen Doméne
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durch die Aminosauresequenz NAQA substituiert (Klonierungsschema 7.1.2). Durch diese
Mutation wird diese potentielle Spaltstelle zerstort und damit fir Proprotein-Konvertasen
unbrauchbar.

Die PCR-Mutagenese zur Eliminierung der Erkennungssequenz wurde mit einem
mutierten Oligonukleotid als Forward-Primer, einem Reverse-Primer und der cDNA von
ADAM10-HA als Matrize durchgefuihrt. Den dafir benétigten Vektor mit der cDNA von HA-
Epitop-markiertem ADAM10 aus Rind (pcDNA3-ADAM10-HA) stellte Herr Dr. Rolf Postina
(Universitat Mainz) zur Verfigung.

Fur die Integration der mutierten ADAM10-Sequenz wurde das Plasmid pcDNA3-
ADAM10-HA parallel zur PCR-Mutagenese mit dem Restriktionsenzym Eco81l verdaut
und nachfolgend mit T4 DNA-Polymerase behandelt, um glatte DNA-Enden zu erzeugen.
Durch die anschlieBende Restriktionshydrolyse mit dem Enzym EcoRI (erzeugt
Uberhangende DNA-Enden) wurde ein ADAM10-DNA-Fragment aus dem Vektor heraus-
geschnitten. Nach dem Auftrennen des Restriktionsansatzes auf einem 1%igen
Agarosegel erfolgte die Isolierung der Vektor-DNA, die somit von der herausgeschnitte-
nen DNA abgetrennt werden konnte. Das dabei entfernte ADAM10-DNA-Fragment konnte
dann durch eine Ligation der Vektor-DNA mit dem ebenfalls EcoRI-behandelten PCR-
Amplifikat in pcDNA3-ADAM10-HA ersetzt werden. Das entstandene Plasmid enthalt HA-
Epitop-markiertes Rinder-ADAM10 mit einer mutierten Proprotein-Konvertasen-
Erkennungssequenz (RKKR - NAQA) und wird als pcDNA3-ADAM10ARKKR-HA
bezeichnet.

Neben dem Sequenzaustausch wurde durch das mutierte Oligonukleotid auch eine
zusatzliche Restriktionsschnittstelle fur die Endonuklease Fspl eingefiigt, mit deren Hilfe
ein Screening nach dem mutierten Klon moglich war. Als Kontrolle auf die korrekte
Insertion der durch die PCR-generierte ADAM10-Sequenz erfolgte ein Restriktionsverdau
mit den Enzymen Hindlll, Pstl und Fspl. Zusatzlich wurde die Nukleotidsequenz dieser

Mutante durch eine DNA-Sequenzierung Uberpruft.

5.2.2.2 Klonierung der cDNAs von PC7 und Furin in den Expressionsvektor
pIRES1lhyg

Die cDNAs der Proprotein-Konvertasen PC7 aus Ratte im Vektor pRc/CMV und Furin aus
Rind im Vektor pSG5new-bFur wurden von Herrn Prof. Dr. Wolfgang Garten (Universitét
Marburg) zur Verfliigung gestellt. Die cDNA von Furin wurde von Herrn Dr. Rolf Postina
(Universitat Mainz) in den Vektor pcDNAS3 (pcDNA3-bFur) umkloniert und zur Verfligung
gestellt.

Mit den Restriktionsendonukleasen Hindlll und Xbal konnte die PC7-cDNA vollstandig

aus dem Plasmid pRc/CMV herausgeschnitten werden. Der Restriktionsansatz wurde
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dann in einem 1%igen Agarosegel aufgetrennt, so dass nach der Isolierung aus dem
Agarosegel ein 3500 bp-groRes Fragment der PC7-cDNA erhalten werden konnte. Dieses
wurde mit dem Enzym T4 DNA-Polymerase behandelt, um glatte DNA-Enden zu
erzeugen. Zur Integration der cDNA in den pIRES1lhyg-Vektor wurde dieser mit dem
Restriktionsenzym BamHI verdaut und danach ebenfalls mit T4 DNA-Polymerase
behandelt. Nach der Dephosphorylierung der Vektor-DNA erfolgte die Ligation mit der
PC7-cDNA. Das resultierende Plasmid erhielt die Bezeichnung pIRES1hyg-rPC7. Die fir
die Expression benétigte Orientierung der eingefigten c¢DNA wurde durch
Restriktionsanalysen mit den Enzymen Stul und Bsp68I sichergestellt.

Die cDNA von Furin konnte durch einen Restriktionsverdau mit den Enzymen Hindlll und
Xhol aus dem Vektor pcDNA3-bFur herausgeschnitten werden. Nach der Separation der
DNA-Fragmente des Restriktionsansatzes in einem 1%igen Agarosegel und der
Isolierung des 2881 bp-Fragments der Furin-cDNA erfolgte die Auffillung Gberstehender
DNA-Enden durch die T4 DNA-Polymerase. Zum Einfligen in den pIRES1lhyg-Vektor
wurde die Vektor-DNA mit dem Enzym BamHI verdaut, mit T4 DNA-Polymerase
behandelt und dephosphoryliert. Aus der Ligation mit der Furin-cDNA resultierte das
Plasmid pIRES1hyg-Furin. Die korrekte Insertion wurde durch eine analytische Restriktion

mit BamHI verifiziert.

5.2.2.3 Auswirkung der mutierten Spaltstelle und der Uberexpression von PC7

und Furin auf die Prozessierung von ADAM10

Um die Auswirkung der mutierten Proprotein-Konvertasen-Spaltstelle in ADAM10 auf die
proteolytische Entfernung der Prodoméne zu untersuchen, wurde die cDNA von
ADAM10ARKKR-HA durch eine Calciumphosphat-vermittelte Transfektion unter
Verwendung des Plasmids pcDNA3-ADAM10ARKKR-HA in HEK293-Zellen zur
Expression gebracht. Fir eine stabile Expression wurden die transfizierten Zellen mit
G418 selektioniert. Um die Bedeutung der Proprotein-Konvertasen PC7 und Furin bei der
Prozessierung von ADAM10 aufzuklaren, wurden HEK293-, HEK293-ADAM10-HA- (Klon
D3) und HEK293-ADAM10ARKKR-HA-Zellen mit den cDNAs von PC7, Furin und dem
urspriinglichen pIRES1hyg-Vektor als Kontrolle transfiziert. Da diese Zell-Linien bereits
mit G418 auf eine stabile Expression von ADAM10 selektioniert worden waren, erfolgte
fur die stabile Expression von PC7 und Furin eine zweite Selektion der Zellen mit
Hygromycin B. Aus den uberlebenden Zellen der Hygromycin B-resistenten Mischklone
mit den Bezeichnungen HEK293, HEK293-PC7, HEK293-ADAM10, HEK293-ADAM10-
PC7, HEK293-ADAM10-Furin, HEK293-ADAM10ARKKR, HEK293-ADAM10ARKKR-PC7
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wurden Zell-Lysate préapariert, die durch Western-Blot-Analysen auf die Expression von
PC7 und Furin untersucht wurden (Abbildung 5.14).
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Abbildung 5.14 Expression der Proprotein-Konvertasen PC7 und Furin in stabil
transfizierten Zellen. Die Zell-Lysate der transfizierten Zellen wurden in einem 10% (w/v)
SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran
Ubertragen. A, Immunologischer Nachweis von PC7 mit anti-PC7 Antiserum und B,
immunologischer Nachweis von Furin mit anti-Furin Antiserum. Der Chemilumineszenz-
vermittelte Nachweis der Primarantikérper erfolgte jeweils mit einem alkalische Phos-
phatase-gekoppelten anti-Kaninchen Antikérper und dem Western-Star Detektionssystems
von Tropix.

Die Auswirkungen der Uberexpression von PC7 und Furin sowie der Effekt der mutierten
Proprotein-Konvertasen-Spaltstelle auf die proteolytische Prozessierung von ADAM10
wurden ebenfalls durch Western-Blot-Analysen der Zell-Lysate ermittelt (Abbildung 5.15).
In den Proben der HEK293- und HEK293-PC7-Kontrollzellen sind keine Banden sichtbar,
da mit dem fur die Detektion verwendeten anti-HA Antikdrper Y-11 nur HA-Epitop-
markiertes ADAM10 nachgewiesen werden kann. Zwei spezifische Banden auf der H6he
der Molekulargewichtsstandards von ca. 90 und 64 kDa sind jedoch in den Zell-Lysaten
von HEK293-ADAM10, HEK293-ADAM10-PC7 und HEK293-ADAM10-Furin erkennbar.
Die obere der beiden Banden entspricht dem unprozessierten ADAM10 mit Prodoméne,
die untere der prozessierten Form, also dem reifen Enzym. Aufféllig sind die fehlenden
Banden des reifen Enzyms und das Auftreten diffuser Banden in den Zellen, die das

mutierte ADAM10 ohne der Proprotein-Konvertasen-Erkennungssequenz exprimieren.
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Abbildung 5.15 Proteolytische Prozessierung von ADAM10. A, Western-Blot-Analyse der
Zell-Lysate. Nach dem Auftrennen in einem 10% (w/v) SDS-Polyacrylamidgel und dem
Transfer der Proteine auf eine PVDF-Membran erfolgte der immunologische Nachweis des
HA-Epitop-markierten ADAM10 mit dem anti-HA Antikdrper Y-11. Der Nachweis des
Priméarantikdrpers erfolgte mit einem alkalische Phosphatase-gekoppelten anti-Kaninchen
Antikdrper und dem Western-Star Detektionssystem von Tropix. B, Balkendiagramm zur
guantitativen Auswertung der ADAM10-Prozessierung. Die Werte wurden durch die
densitometrische Analyse der Proteinbanden des Western-Blots unter Verwendung der
Software Aida 2.0 erhalten. Unprozessiertes ADAM10 ist in jeder Zell-Linie auf 100%
festgelegt. Die prozessierte Form von ADAM10 ist jeweils als Verhaltnis zur unprozessierten
Form in Prozent angegeben. Alle Werte entsprechen dem arithmetischen Mittel aus drei
unabhangigen Experimenten und sind mit Standardabweichug dargestellt.

Die densitometrische Auswertung des Western-Blots offenbart erhéhte Mengen (etwa
180%) der reifen Form von ADAM10 in HEK293-ADAM10-PC7-Zellen und in HEK293-
ADAM10-Furin-Zellen im Vergleich zu den HEK293-ADAM10-Kontrollzellen (Abbildung
5.15). Die Koexpression der Proprotein-Konvertasen PC7 und Furin zusammen mit
ADAM10 bewirkt somit eine Zunahme der Prodomanen-Abspaltung bei ADAM10. Im
Gegensatz dazu ist die reife Form von ADAM10 in HEK293-ADAM10ARKKR-Zellen nicht
nachweisbar, was ein Beleg daflr ist, dass die RKKR-Erkennungssequenz fur die

korrekte Prozessierung des Zymogens essentiell ist. Sowohl in HEK293-ADAM10ARKKR-
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als auch in HEK293-ADAM10ARKKR-PC7-Zellen kdnnen zwar schwache, diffuse Banden
entdeckt werden, sie weisen allerdings ein hoheres Molekulargewicht, als die prozessierte
Form der Wildtyp-Proteinase, auf. Diese Banden sind daher auf verkirzte Formen des
mutierten Enzyms zuriickzufiihren, die jedoch nicht die reife Form des Enzyms darstellen.
Der Ubergang der unreifen Form von ADAM10ARKKR zum reifen Enzym ist somit
vollstandig blockiert, selbst bei einer Uberexpression von PC7. In Western-Blot-Studien
lasst die obere Bande der Proform von ADAM10ARKKR ein etwas hoheres
Molekulargewicht als die Proform der Wildtyp-Proteinase erkennen. Diese Anderung des
Laufverhaltens bei der Gelelektrophorese ist sehr wahrscheinlich auf die Entfernung der
vier basischen Aminosaurereste zuruckzufihren.

Um sicherzustellen, dass die ADAM10ARKKR-Mutante den sekretorischen Weg korrekt
durchlauft und die Zelloberflache erreicht, wurden die Zelloberflachenproteine von
HEK293-ADAM10ARKKR-Zellen mit Biotin markiert. AnschlieBend erfolgte die
Immunprézipitation der HA-Epitop-markierten Mutante ADAM10ARKKR-HA unter
Verwendung des anti-HA-spezifischen Antikdrpers 16B12. Nach der Elution der Proteine
von der Protein A-Sepharose konnten die biotinylierten Proteine mit Streptavidin-
Sepharose isoliert und mit Hilfe des Western-Blot-Verfahrens analysiert werden
(Abbildung 5.16).
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Abbildung 5.16 Zelloberflachenlokalisierung der ADAM10ARKKR-Mutante. Die Zellober-
flachenproteine von HEK293-ADAM10ARKKR-Zellen wurden zun&achst mit Biotin markiert
und anschlieBend lysiert. HA-Epitop-markiertes ADAM10ARKKR konnte mit Hilfe des anti-
HA Antikdrpers 16B12 immunprazipitiert werden. Nach der Elution von der Protein A-
Sepharose konnten die biotinylierten Proteine mit Streptavidin-Sepharose isoliert und vier
Finftel der Probe nachfolgend in einem 10% (w/v) SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt
werden (Spur 3). Ein Finftel wurde direkt nach der Elution von der Protein A-Sepharose auf
ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen (Spur 2). Die aufgetrennten Proteine wurden auf
eine PVDF-Membran dberfiihrt und mit dem anti-HA Antikérper Y-11, gefolgt von einem
alkalische Phosphatase-gekoppelten anti-Kaninchen IgG-Antikdrper, inkubiert. Die Detektion
des Zweitantikorpers erfolgte mit dem Western-Star Detektionssystem von Tropix.

Spur 1: Protein A-Sepharose-Eluat von HEK293-ADAM10-Zellen als Kontrolle

Spur 2: Protein A-Sepharose-Eluat von HEK293-ADAM10ARKKR-Zellen

Spur 3: Streptavidin-Sepharose-Eluat von HEK293-ADAM10ARKKR-Zellen
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Hierdurch kann sowohl die Proform als auch die verkirzten Formen des mutierten
ADAM10 auf der Zelloberflache nachgewiesen werden. Die Oberflachenlokalisierung
dieser Mutante lasst vermuten, dass sie den sekretorischen Weg in der gleichen Weise
wie die Wildtyp-Proteinase durchlauft und die veranderte Prozessierung somit nicht auf

eine falsche Lokalisierung des Proteins zurlckzuftihren ist.

5.2.3 Prozessierung von ADAM10 in Furin-defizienten LoVo-Zellen

Die humane Karzinom-Zell-Linie LoVo ist durch jeweils eine Mutation in den beiden
Allelen des Furin-Gens gekennzeichnet und exprimiert nur die Proprotein-Konvertasen
PACE4 und PC7 funktionell, jedoch kein funktionsfahiges, katalytisch-aktives Furin
(Seidah et al., 1994, Seidah et al., 1996 und Takahashi et al., 1993). Sie ermoéglicht somit
die Untersuchung der proteolytischen Prozessierung von endogenem ADAMI10 in der
Abwesenheit von katalytisch-aktivem Furin.

Durch die Western-Blot-Analyse des Zell-Lysats dieser Zellen konnten die Auswirkungen
der Furin-Defizienz auf die Entfernung der Prodoméne von ADAM10 sichtbar gemacht
werden (Abbildung 5.17). Die Detektion des endogenen ADAM10 der LoVo-Zellen erfolgte
mit dem Erstantikbrper anti-ADAM10. Sowohl die reife, prozessierte Form als auch die
unprozessierte Form von ADAM10 sind im Zell-Lysat nachweisbar. Dies bedeutet, dass
Furin far die proteolytische Entfernung der Prodoméne nicht unbedingt erforderlich ist und
durch PC7 ersetzt werden kann. Ein Beitrag von PACE4 zur Reifung von ADAM10 kann

mit diesem experimentellen Ansatz jedoch nicht ausgeschlossen werden.

LoVo
——98kD
Pro-ADAMLO—— s 00 kD2
ADAM10—p 8 o/ kDa

Abbildung 5.17 Western-Blot-Analyse des endogenen ADAM10 in LoVo-Zellen. Die
Auftrennung des Zell-Lysats erfolgte in einem 10% (w/v) Polyacrylamidgel. Nach dem
Transfer der Proteine auf eine PVDF-Membran und der Inkubation mit dem anti-ADAM10
Antikorper erfolgte der Nachweis des Priméarantikdrpers durch Chemilumineszenz mit Hilfe
eines alkalische Phosphatase-gekoppelten anti-Kaninchen IgG-Antikérpers und des
Western-Star Detektionssystems.
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5.2.4 Zusammenhang zwischen der Prozessierung von ADAM10 und der
APPsa-Sekretion

Durch die Uberexpression der Proprotein-Konvertasen PC7 und Furin in HEK293-
ADAM10-Zellen wird die Menge der reifen Form von ADAM10 deutlich erhéht, wogegen
die Mutation der Proprotein-Konvertasen-Spaltstelle in ADAM10 die Entstehung des reifen
Enzyms vollstandig verhindert. Um die Auswirkungen der verdnderten ADAM10-
Prozessierungen auf die Spaltung des Amyloid-Vorlauferproteins zu ermitteln, wurde das
freigesetzte APPsa in den Zellkulturiiberstanden der in Kapitel 5.2.2.3 beschriebenen
Zell-Linien durch eine Western-Blot-Analyse detektiert und anschliel3end densitometrisch
guantifiziert (Abbildung 5.18). Hierfur wurden gleiche Zellzahlen jeder Zell-Linie ausgesat
und Uber Nacht kultiviert. Die Sekretion von Zellproteinen in das Kulturmedium wurde am
nachsten Tag Uber einen Zeitraum von 4 h verfolgt.

In HEK293-Zellen bewirkte die Uberexpression von PC7 eine um etwa 50% erhohte
Sekretion von APPsa gegeniber den untransfizierten Kontrollzellen (Abbildung 5.18,
Balken 1 und 2). HEK293-ADAM10-PC7- und HEK293-ADAM10-Furin-Zellen, die sowohl
ADAM10 als auch PC7 beziehungsweise Furin, Uberexprimieren und im Vergleich zu
HEK293-ADAM10-Zellen, die nur ADAM10 Uberexprimieren, grof3ere Mengen an
prozessiertem ADAM10 aufweisen, sekretierten etwa doppelt soviel APPsa (Balken 4 und
5) wie die HEK293-ADAM10-Zellen (Balken 3), in denen die ADAM10-Prozessierung
unverandert ist. Diese Befunde dokumentieren, dass eine erhfhte Menge an
prozessiertem ADAM10 eine gesteigerte APPsa-Sekretion bewirkt. Dartber hinaus
sekretierten HEK293-ADAM10-PC7-Zellen (Balken 4) ungefahr dreimal mehr APPsa als
HEK293-PC7-Zellen (Balken 2), was eindeutig belegt, dass PC7 seinen a-Sekretase-
verstarkenden Effekt durch die Prozessierung von ADAM10 vermittelt. Daneben war in
HEK293-ADAM10ARKKR-Zellen - diese Zellen exprimieren mutiertes ADAM10 ohne
Proprotein-Konvertasen-Spaltstelle - die a-Sekretaseaktivitat deutlich geringer (Balken 6)
als in Wildtyp-ADAM10-uberexprimierenden Zellen (Balken 3). Dass diese Zellen gréf3ere
Mengen an APPsa freisetzen als untransfizierte HEK293-Zellen ist vermutlich auf die
noch vorhandene katalytische Aktivitat der verkirzten Formen von ADAML10, die einzig in
diesen Zellen zu finden sind, zurtickzufiihren. Im Gegensatz zu HEK293-ADAM10-Zellen
resultierte in HEK293-ADAM10ARKKR-Zellen die Uberexpression von PC7 jedoch nur in
einer geringfligigen Zunahme der APPsa-Sekretion (Balken 7). Dieser Effekt ist unbedeu-
tend im Vergleich zu dem von PC7 auf Wildtyp-ADAM10 und reflektiert nur die Aus-
wirkung der PC7-Uberexpression auf das in den Zellen vorhandene endogene ADAM10.
Damit belegt dieses Ergebnis, dass die a-Sekretaseaktivitat von mutiertem ADAM10 ohne

Proprotein-Konvertasen-Spaltstelle durch PC7 nicht mehr erhéht werden kann.
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Abbildung 5.18 Darstellung der APPsa-Sekretion von PC7- oder Furin-uberexpri-
mierenden Zellen in der Western-Blot-Analyse (A) und im Balkendiagramm (B). A, Die
stabil transfizierten Zellen wurden fir 4 h in Zellkulturmedium inkubiert, das anstelle des
FCS fettsaurefreies BSA enthielt. In diesem Zeitraum erfolgte die Sekretion der Zellproteine,
die anschlieBend aus dem Zellkulturiberstand gefallt und in einem 8% (w/v) SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt wurden. Nach dem Transfer auf eine PVDF-Membran und der
Inkubation mit dem anti-APP Antikérper 6E10 gefolgt von einem %s-markierten anti-Maus
IgG-Antikbrper wurde die Radioaktivitdit der Membran mit einer Autoradiographieplatte
aufgenommen. Die Detektion der radioaktiv-markierten Proteinbanden erfolgte mit dem Bio-
Imaging Analyzer BAS-1800 (Fuji), der die quantitative Auswertung der Signale mit dem
Programm Aida Version 2.0 ermdglichte. Dargestellt ist ein reprasentativer Western-Blot aus
drei unabhéngigen Experimenten. B, Balkendiagramm zur Darstellung der quantitativen
Auswertung der APPsa-Sekretion. Die APPsa-Sekretion von HEK293-Zellen ist mit 100%
festgelegt, die Ergebnisse sind als Prozentsatz der APPsa-Sekretion dieser Kontrollzellen
dargestellt. Alle Werte entsprechen dem arithmetischen Mittel aus drei unabh&ngigen
Experimenten und sind mit der jeweiligen Standardabweichung angegeben. Die statistische
Signifikanz zwischen HEK293-Kontrollzellen und HEK293-PC7-Zellen, zwischen HEK293-
ADAM10- und HEK293-ADAM10-PC7-Zellen und zwischen HEK293-ADAM10ARKKR- und
HEK293-ADAM10ARKKR-PC7-Zellen wurde mit dem ,Student’'s unpaired t test* ermittelt
(CP < 0,05, P < 0,001).
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5.2.5 Proteolytische Prozessierung von ADAM10 im sekretorischen Weg

Asparagin-gekoppelte Glykoproteine werden im endoplasmatischen Retikulum gebildet
und im Golgi-Apparat weiter prozessiert. Die Modifikation der Kohlenhydrateinheiten findet
in jedem der Kompartimente des Golgi-Apparats statt, die jeweils einen anderen Satz von
Glykoprotein-prozessierenden Enzymen enthalten. Wahrend ein Glykoprotein den Golgi-
Komplex vom cis- Uber das mediale- zum trans-Kompartiment durchwandert, werden
Mannose-Reste abgespaltet, N-Ace-tylglucosamin-, Galactose-, Fucose- und Sialinséure-
Reste angefiigt. Durch das Anfligen der Sialinsdure-Reste im trans-Golgi-Apparat wird die
terminale Glykosylierung abgeschlossen.

Sowohl mannosereiche als auch komplex-glykosylierte Proteine sind sensitiv gegen den
Abbau durch die N-Glykosidase F. Dagegen spaltet die Endoglykosidase H (Endo H)
vorwiegend an mannosereichen N-Glycanen. Diese werden jedoch nach dem Anfligen
der Sialinsaure im trans-Golgi-Kompartiment resistent gegen den Abbau durch Endo H.
Glykoproteine, die von der Endoglykosidase H nicht deglykosyliert werden, haben somit
das mediale-Golgi-Kompartiment bereits durchlaufen und sind im trans-Golgi-
Kompartiment sialylisiert worden. Der Ort der Prodomanen-Abspaltung von ADAM10 kann
daher durch Deglykosylierungen mit diesen beiden Enzymen néher bestimmt werden.

Die Versuche zur Deglykosylierung von ADAM10 wurden zunachst an den Lysaten von
HEK293-ADAM10-Zellen (Klon D3) einer fast konfluenten 10-cm-Kulturschale durch-
gefuhrt, die mit 40 pl 1% (w/v) SDS/2% (v/v) Mercaptoethanol bei 95°C im Heizblock
denaturiert und dann fur die Deglykosylierungsreaktion auf 0,1% (v/v) SDS verdunnt
wurden. Mit Hilfe der jeweiligen Puffer fir die N-Glykosidase F und die Endoglykosidase H
(siehe 3.3), die zur Deglykosylierung von ADAM10 eingesetzt wurden, konnten die
optimalen Reaktionsbedingungen fur beide Enzyme sichergestellt werden. Die Reaktion
verlief in einem Gesamtvolumen von 100 pl Gber Nacht bei 37°C im Wasserbad mit 5 U
der N-Glykosidase F oder 10 mU der Endoglykosidase H. 30 pl jedes Ansatzes wurden
am nachsten Tag mit 5 pyl 5 x SDS-Probenpuffer versetzt und in einem 8% (w/v)
Polyacrylamidgel aufgetrennt. Nach dem Transfer auf eine PVDF-Membran erfolgte der
immunologische Nachweis von ADAM10 mit dem anti-HA Antikorper Y-11. Aufgrund der
geringen Menge des in den Ansatzen vorhandenen ADAM10 waren auf dem Western-Blot
nur sehr schwache Banden zu erkennen, die im Vergleich zu den Banden der als
Kontrolle dienenden, unbehandelten Lysate keine Veré&nderungen im Molekulargewicht
aufwiesen. Die Deglykosylierung fand vermutlich aufgrund der hohen SDS-Konzentration
und der hohen Gesamtproteinmenge in den Proben nicht statt. Die Konzentration an SDS
stellt bei der Deglykosylierung von Proteinen ein Problem dar, da dieses Detergens
einerseits notwendig ist, um die Proteine der Proben zu denaturieren und so einen

effektiven Reaktionsverlauf zu gewaéhrleisten, andererseits besteht die Gefahr, dass die
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zur Deglykosylierung eingesetzten Enzyme ebenfalls denaturiert werden. Die zur
Denaturierung der Proteinprobe eingestellte SDS-Konzentration von 1% (w/v) muss daher
soweit verdiinnt werden, dass die Aktivitat der Enzyme nicht gefahrdet wird, jedoch muss
fur den immunologischen Nachweis eine ausreichende Menge des zu untersuchenden
Proteins im Ansatz vorhanden sein. Zuséatzlich kann die Deglykosylierung des zu
untersuchenden Proteins durch eine hohe Gesamtproteinmenge beeintrachtigt werden.
Fur den folgenden Versuch wurde ADAM10 daher durch eine Immunprazipitation aus
HEK293-ADAM10-Zellen préapariert. Das an die Protein A-Sepharose gebundene Enzym
konnte mit 40 pl 1% (w/v) SDS/ 2% (v/v) Mercaptoethanol bei 95°C im Heizblock eluiert
und dabei gleichzeitig denaturiert werden. Die Deglykosylierungsreaktion erfolgte mit den
auf 0,02% (w/v) SDS verdiinnten Proben in einem Gesamtvolumen von 100 pl Gber Nacht
bei 37°C in der Anwesenheit von 5U der N-Glykosidase F oder 10 mU der
Endoglykosidase H. Am darauffolgenden Tag wurden 30 pl jedes Ansatzes mit 5 pl 5 x
SDS-Probenpuffer versetzt und durch eine Gelelektrophorese aufgetrennt. Da nur
geringfiigige Anderungen im Molekulargewicht zu erwarten waren, die in einem 8% (w/v)
SDS-Polyacrylamidgel nur unzureichend aufgelést werden konnen, erfolgte die
Gelelektrophorese mit einem NUPAGE (4-12%) Gradientengel. Auch hier waren nach der
Western-Blot-Analyse nur relativ schwache Banden der prozessierten und
unprozessierten Form von ADAM10 detektierbar, was darin begrindet war, dass die
Proben verdinnt werden mussten und auflerdem nicht vollstandig auf das Gel
aufgetragen wurden. Zwar wiesen hier die Banden des unreifen Enzyms sowohl in den N-
Glykosidase F- als auch in den Endoglykosidase H-behandelten Proben erniedrigte
Molekulargewichte auf, jedoch schien dies durch das ungewdéhnliche Laufverhalten der
Deglykosylierungsansatze verursacht worden zu sein. So war die Erniedrigung der
Molekulargewichte in der Mitte des Gels am starksten ausgepragt und beschrénkte sich
ausnahmslos auf die Banden der unprozessierten Form. Dagegen konnte bei den Banden
des prozessierten Proteins weder bei den N-Glykosidase F- noch bei den
Endoglykosidase H-behandelten Proben eine Veré&nderung des Molekulargewichts im
Vergleich zu den Kontrollen festgestellt werden.

Um ausschlie3en zu kdnnen, dass die fehlgeschlagenen Deglykosylierungs-Versuche auf
storende Substanzen aus dem bei der Immunprazipitation verwendeten Imidazol-
Lysispuffer zurlckzufihren sind, erfolgte zum Erlangen der Proteinprobe fir die
nachfolgenden Deglykosylierungen eine Membranpraparation von HEK293-ADAM10-
Zellen. Die nach der Deglykosylierungsreaktion durchgefiihrte Chloroform-Methanol-
Fallung diente zur Aufkonzentrierung der Proteinproben und zur Abtrennung der

Deglykosylierungspuffer, deren Bestandteile - zum Beispiel das Detergens Nonidet-P40 -
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bei der anschlieRenden Gelelektrophorese storen kdnnten. Das Ergebnis der Western-

Blot-Analyse dieser Ansatze ist in Abbildung 5.19 dargestellit.
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Abbildung 5.19 Western-Blot-Analyse der Deglykosylierungsansatze von ADAM10. Die
aufkonzentrierten Proteine der Deglykosylierungsansatze wurden in einem NuPAGE
(4-12%) Gradientengel elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran
Uberfihrt. Nach der Inkubation mit dem anti-HA Antikdrper Y-11 erfolgte der Nachweis des
Priméarantikdrpers durch Chemilumineszenz mit Hilfe eines alkalische Phosphatase-
gekoppelten anti-Kaninchen 1gG-Antikérpers und des Western-Star Detektionssystems von
Tropix.

In der Membranproteinprobe, die mit der N-Glykosidase F behandelt wurde, ist eine
Erniedrigung der Molekulargewichte im Vergleich zur Kontrolle, sowohl von der
unprozessierten als auch der prozessierten Form von ADAM10, zu verzeichnen. Die
Probe des Endoglykosidase H-behandelten Ansatzes weist eine deutliche Molekular-
gewichtsanderung der unprozessierten Form auf, die mit der Anderung in der N-Glyko-
sidase F-behandelten Probe Ubereinstimmt. Dagegen ist bei der Bande der prozessierten
Form nur eine unwesentliche Verringerung des Molekulargewichts erkennbar. Die
Abnahme der Molekulargewichte in dem N-Glykosidase F-behandelten Ansatz ist auf die
enzymatische Entfernung der Oligosaccharide durch die N-Glykosidase F zurlckzufuhren.
Diese Glykosidase spaltet sowohl mannosereiche als auch komplex-glykosylierte Proteine
und entfernt daher die N-Glycane der reifen und der unreifen Form von ADAM10, was mit

einer Verringerung der Molekulargewichte verbunden ist. Dagegen spaltet die
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Endoglykosidase H vorwiegend an mannosereichen Kohlenhydrat-Seiten-ketten, die nach
dem Anfugen der Sialinsaure im trans-Golgi-Kompartiment resistent gegen den Abbau
durch EndoH werden. Das nur unwesentlich erniedrigte Molekulargewicht der
prozessierten Form von ADAM10 deutet darauf hin, dass keine Deglykosylierung durch
Endo H erfolgt ist. Die reife Form von ADAM10 hat somit das mediale-Golgi-
Kompartiment bereits durchlaufen und ist im trans-Golgi-Kompartiment sialylisiert worden.
Die Ergebnisse der Deglykosylierungsexperimente favorisieren somit eine Prodoméanen-
Abspaltung im trans-Golgi-Apparat oder einem spateren Kompartiment und schlie3en

eine Prozessierung im cis- und medialen-Golgi-Kompartiment aus.
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5.3 Proteolytische Prozessierung von TACE

Die Disintegrin-Metalloproteinase TACE wird ebenfalls als inaktives Zymogen
synthetisiert. Erst durch die Entfernung der Prodoméane wird die katalytisch aktive Form
der Proteinase erhalten. Die dafir notwendige proteolytische Abspaltung der Domane
findet innerhalb des sekretorischen Wegs in einem spaten Golgi-Kompartiment statt. Dies
und das Vorhandensein einer potentiellen Proprotein-Konvertasen-Erkennungssequenz
(RVKR) zwischen der Prodomane und der katalytischen Doméne deuten auf eine
Beteiligung von Proprotein-Konvertasen bei diesem Vorgang hin. Daher sollte untersucht
werden, ob Proprotein-Konvertasen durch die Prozessierung von TACE einen Beitrag zur

Entfaltung der proteolytischen Eigenschaften leisten.

5.3.1 Die Auswirkung der Inhibierung von Proprotein-Konvertasen auf die
Prozessierung von TACE

Mit Hilfe des Proprotein-Konvertasen-Inhibitors Dec-RVKR-cmk sollte die Bedeutung
dieser Proteine bei der proteolytischen Entfernung der Prodomane von TACE aufgeklart
werden. Bei einer Beteiligung von Mitgliedern dieser Konvertasen-Familie an der
proteolytischen Aktivierung des TACE-Zymogens sollte dieser Inhibitor die Erzeugung des
reifen Enzyms signifikant unterdriicken.

Zur Untersuchung des Einflusses von Dec-RVKR-cmk auf die TACE-Prozessierung
wurden, wie bei der Untersuchung der Auswirkung von Dec-RVKR-cmk auf die
Prozessierung von ADAM10, untransfizierte HEK293-Zellen fiir 48 h mit dem Inhibitor
behandelt. AnschlieRend wurden die Zell-Lysate mit dem Western-Blot-Verfahren
analysiert. Der immunologische Nachweis von TACE erfolgte mit dem Antikorper anti-
TACE gegen das in den HEK293-Zellen vorhandene endogene Enzym. Hierbei wird das
unprozessierte Zymogen mit einem Molekulargewicht von etwa 120 kDa sowie das
prozessierte und katalytisch aktive Enzym ohne Prodoméane mit einem Molekulargewicht
von etwa 100 kDa sichtbar (Abbildung 5.20).

Die Zell-Lysate von Zellen die mit dem Proprotein-Konvertasen-Inhibitor inkubiert wurden,
weisen im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen deutlich verringerte Mengen an
prozessiertem TACE auf. Dies stimmt mit der erwarteten Inhibitorwirkung bei einer
Beteiligung von Proprotein-Konvertasen an der TACE-Prozessierung Uberein und belegt
damit, dass diesen Konvertasen bei der Entfernung der Prodoméane von TACE eine

wesentliche Bedeutung zukommt.
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Abbildung 5.20 Einfluss des Proprotein-Konvertasen-Inhibitors Decanoyl-RVKR-chlo-
romethylketon auf die proteolytische Prozessierung von endogenem TACE in
HEK293-Zellen. Die Auftrennung der Zell-Lysate erfolgte in einem 8% (w/v) SDS-
Polyacrylamidgel. Nach dem Transfer der Proteine auf eine PVDF-Membran und der
Inkubation mit dem Antikdrper anti-TACE erfolgte der Nachweis der Primérantikdrper durch
Chemilumineszenz mit Hilfe eines alkalische Phosphatase-gekoppelten anti-Kaninchen
Antikdrpers und des Western-Star Detektionssystems.

5.3.2 Proteolytische Prozessierung von TACE durch PC7 und Furin

Als katalytisch aktives Mitglied der Disintegrin-Metalloproteinasen besitzt TACE, wie auch
ADAM10, eine Proprotein-Konvertasen-Erkennungssequenz. Da die Aktivierung der a-Se-
kretase ADAM10 durch die Proprotein-Konvertasen PC7 und Furin erfolgt und TACE
ebenfalls eine a-Sekretaseaktivitat besitzt, sollte untersucht werden, ob die Uberfiihrung
des TACE-Zymogens in die katalytisch aktive Form auch durch diese beiden Konvertasen
vermittelt wird. Zu diesem Zweck sollte die Auswirkung der Uberexpression von PC7 und
Furin auf die Entfernung der Prodoméane von endogenem TACE aufgeklart werden.

Unter Verwendung der Calciumphosphat-vermittelten Transfektion mit den Plasmiden
pIRES1hyg-PC7 oder pIRES1lhyg-Furin wurden die cDNAs von PC7 oder Furin in
HEK293-Zellen zur Expression gebracht. Durch eine Selektion mit Hygromycin B als
Zusatz im Zellkulturmedium konnte die stabile Expression dieser Proprotein-Konvertasen
erreicht werden. Die resultierenden Zell-Linien erhielten die Bezeichnungen HEK293-PC7
und HEK293-Furin.

Die Western-Blot-Analyse der Zell-Lysate zeigt nach der Detektion des endogenen TACE
mit dem Antikérper anti-TACE die spezifischen Banden der unreifen 120 kDa-Form und
der reifen 100 kDa-Form des Proteins (Abbildung 5.21 A). Zur Ermittlung der Effekte der
Konvertaseniberexpression erfolgte eine densitometrische Auswertung der Proteinban-
den. In Abbildung 5.21 B ist das Ergebnis dieser Quantifizierung in Form eines Balken-
diagramms dargestellt. Hieraus geht hervor, dass erhthte Mengen der prozessierten

Form von TACE sowohl in den PC7- als auch in den Furin-Uberexprimierenden HEK293-
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Zellen vorzufinden sind. TACE wird demnach sowohl von PC7 als auch von Furin
prozessiert, wobei HEK293-Furin-Zellen grof3ere Mengen des reifen Enzyms aufweisen,
als HEK-PC7-Zellen.
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Abbildung 5.21 Proteolytische Prozessierung von endogenem TACE in PC7- oder
Furin-Uberexprimierenden HEK?293-Zellen. A, Western-Blot-Analyse der Zell-Lysate.
Nach dem Auftrennen in einem 8% (w/v) SDS-Polyacrylamidgel und dem Transfer der
Proteine auf eine PVDF-Membran erfolgte der immunologische Nachweis des endogenen
TACE mit dem anti-TACE Antikorper. Der Nachweis des Primarantikbrpers erfolgte mit
einem alkalische Phosphatase-gekoppelten anti-Kaninchen Antikérper und dem Western-
Star Detektionssystem von Tropix. B, Balkendiagramm zur quantitativen Auswertung der
TACE-Prozessierung. Die Werte wurden durch die densitometrische Analyse der
Proteinbanden des Western-Blots unter Verwendung der Software Aida 2.0 erhalten.
Unprozessiertes TACE ist in jeder Zell-Linie auf 100% festgelegt. Die prozessierte Form von
TACE ist jeweils als Verhaltnis zur unprozessierten Form in Prozent angegeben. Alle Werte
entsprechen dem arithmetischen Mittel aus drei unabhangigen Experimenten und sind mit
der jeweiligen Standardabweichug dargestellt.
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5.3.3 Proteolytische Prozessierung von TACE in der Abwesenheit von Furin

Aufgrund der gréReren Mengen an prozessiertem TACE in HEK293-Furin-Zellen im
Vergleich zu HEK293-PC7-Zellen ist es vorstellbar, dass Furin bei der Aktivierung von
TACE eine grof3ere Bedeutung zukommt als PC7. Da die Zell-Linie LoVo kein katalytisch
aktives Furin exprimiert, erméglicht sie die Untersuchung der TACE-Prozessierung in
dessen Abwesenheit. Zu diesem Zweck wurden die Zell-Lysate von LoVo-Zellen einer
Western-Blot-Analyse unterzogen. Der immunologische Nachweis des endogenen TACE
erfolgte dabei mit Hilfe des Antikorpers anti-TACE.

Der in Abbildung 5.22 gezeigte Western-Blot lasst sowohl die unreife als auch die reife
Form von TACE erkennen, was bedeutet, dass die Prodomane von TACE trotz der Furin-
Defizienz proteolytisch entfernt wird. Da TACE demzufolge auch ohne das Mitwirken von
Furin prozessiert wird, ist die Anwesenheit von Furin bei der Reifung von TACE nicht
unbedingt erforderlich. Die Prozessierung von TACE wird in LoVo-Zellen daher vermutlich
durch die Proprotein-Konvertase PC7 ausgefuhrt. Da in diesen Zellen jedoch auch die
Proprotein-Konvertase PACE4 zugegen ist, kbnnte auch sie zur Reifung von TACE

beitragen.
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Abbildung 5.22 Western-Blot-Analyse des endogenen TACE in LoVo-Zellen. Die Auf-
trennung des Zell-Lysats erfolgte in einem 8% (w/v) SDS-Polyacrylamidgel. Nach dem
Transfer der Proteine auf eine PVDF-Membran und der Inkubation mit dem Antikdrper anti-
TACE erfolgte der Nachweis des Priméarantikdrpers durch Chemilumineszenz mit Hilfe eines
alkalische Phosphatase-gekoppelten anti-Kaninchen IgG-Antikérpers und des Western-Star
Detektionssystems.
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6 DISKUSSION

6.1 Entwicklung eines Verfahrens zur Reihenuntersuchung
a-Sekretase-stimulierender Substanzen

Die Prozessierung des Amyloid-Vorlauferproteins unterliegt im Verlauf des nicht-
amyloidogenen a-Sekretase-Wegs einer Regulation durch Aktivatoren der Protein-
kinase C-gekoppelten Signalkaskade (Caporaso et al.,, 1992, Buxbaum et al., 1993).
Daneben lasst sich die APPsa-Freisetzung durch Agonisten muskarinischer Acetylcholin-
rezeptoren, wie beispielsweise Carbachol, erhéhen (Nitsch et al., 1992). Durch die
Stimulierung der a-Sekretase ADAM10 kdnnte somit ein Ungleichgewicht zwischen der a-
und der B-Sekretase zu Gunsten der nicht-amyloidogenen Prozessierung des Amyloid-
Vorlauferproteins erreicht werden. Eine Reihe von Befunden deuten auf einen
Zusammenhang zwischen dem Cholesteringehalt der Zellmembranen von Neuronen und
der Alzheimer-Krankheit hin (Dartigues und Letenneur, 2000). So wird infolge einer
Cholesterin-Abreicherung aus der Zellmembran von Neuronen des Hippocampus die
Entstehung der AB-Peptide reduziert (Simons et al., 1998). Auch die Behandlung von
Zellen mit Lovastatin, einem Inhibitor der Hydroxymethyl-Glutaryl-CoA-Reduktase,
resultiert hochstwahrscheinlich infolge einer erhdhten ADAM10-Expression in einer
verstarkten a-Sekretaseaktivitat (Kojro et al., 2001). Eine Gbermé&Rige Produktion der AB-
Peptide lieRe sich auf diesem Weg vermeiden. Substanzen, die aktivierend auf die a-
Sekretase ADAM10 wirken, kdnnten somit zu der Entwicklung von Pharmazeutika zur
Behandlung der Alzheimer-Demenz beitragen.

Das hier entwickelte Testsystem zum Auffinden ADAM10-stimulierender Substanzen
beruht auf der Fusion der 119 C-terminalen Aminosauren des Amyloid-Vorlauferproteins
mit der als Reporterprotein fungierenden sekretierten alkalischen Phosphatase (SEAP)
aus der menschlichen Plazenta. Dieses Fusionsprotein deckt den C-terminalen Bereich
des APP einschlief3lich der Transmembrandomane und der Sequenz des Ap-Peptids ab.
Durch die Koexpression dieses Reporterproteins zusammen mit der o-Sekretase
ADAM10, ist es mit diesem Testverfahren daher moglich, ADAM10-stimulierende

Substanzen schnell und mit einer hohen Empfindlichkeit zu ermitteln.
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6.1.1 Etablierung und Optimierung des Testsystems

Das Reporterprotein wird nach der stabilen Transfektion von HEK293-Zellen exprimiert
und durch eine a-Sekretase-Spaltung in das Zellkulturmedium sezerniert. Die sekretierte
alkalische Phosphatase ist als Bestandteil des SEAPs/APP,;o-Fusionsproteins katalytisch
aktiv, wobei ein linearer Zusammenhang zwischen der enzymatischen Reaktion und der
Menge der alkalischen Phosphatase, die als Komponente des Reporterproteins in den
Zellkulturiberstand freigesetzt wurde, besteht. Ein linearer Zusammenhang ist hier
unbedingt erforderlich, um Auswirkungen auf die ao-Sekretase-Spaltung exakt
guantifizieren zu koénnen. Daneben besteht ebenfalls ein linearer Zusammenhang
zwischen der Anzahl der eingesetzten Zellen und der enzymatischen Reaktion des
Fusionsproteins im Zellkulturiberstand. Die Aussaat von 500 000 Zellen auf 6-cm-
Kulturschalen erwies sich bei der Etablierung des Tests als optimal. Die Zellen wurden
Uber Nacht kultiviert und waren am nachsten Tag nahezu konfluent, so dass eine hohe
Empfindlichkeit und eine gute Reproduzierbarkeit der Experimente gegeben war.

Die Uberpriifung der enzymatischen Reaktion der alkalischen Phosphatase bei
verschiedenen pH-Werten ergab ein Aktivitditsmaximum bei pH10. Da die alkalische
Phosphatase bereits bei pH8 eine sehr hohe Aktivitat bei einem merklich geringeren
Hintergrund durch endogene alkalische Phosphatasen als bei pH10 aufweist, wurden alle
weiteren Messungen bei pH8 durchgefiihrt. Im weiteren Verlauf der Testoptimierung
konnte jedoch die endogene alkalische Phosphataseaktivitat durch eine Hitzeinaktivierung
fast vollstandig gehemmt werden, ohne die Aktivitat der sekretierten alkalischen
Phosphatase des Fusionsproteins merklich zu beeintrachtigen. Hierdurch konnte die
Hintergrundaktivitat erheblich reduziert werden. Unter diesen Bedingungen kann die
Durchfiihrung der Enzymreaktion bei pH10 die Empfindlichkeit des Tests voraussichtlich
weiter heraufsetzen.

Die Freisetzung des SEAPs/APP,,o-Fusionsproteins erfolgt konstitutiv und kann durch die
Stimulierung muskarinischer Rezeptoren mit Carbachol oder durch die Aktivierung der
Proteinkinase C mit PMA erhéht werden. In gleicher Weise erfolgt die Freisetzung des
endogenen Amyloid-Vorlauferproteins von der Zellmembran. Daher eignet sich das
erzeugte Reporterprotein zur Analyse unbekannter Substanzen auf ihre Fahigkeit, die
Sekretion des Amyloid-Vorlauferproteins zu stimulieren. Mit diesem Verfahren kann
jedoch nicht unterschieden werden, ob das nachgewiesene SEAPs/APP1,4 durch eine a-
oder B-Sekretase-Spaltung ins Zellkulturmedium freigesetzt worden ist. Im Fall einer
stimulierten Sekretion durch eine getestete Substanz muss die a-Sekretase-Spaltung des
Reporterproteins aus diesem Grund anschlieBend durch andere Methoden verifiziert

werden. Da jedoch bei der Verwendung von Reporterproteinen die erhaltenen Befunde
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ohnehin am endogenen Protein Uberprift werden muissen, stellt dieser Aspekt keinen
Nachteil des Testsystems dar.

Eine andere Mdglichkeit zur Verifizierung der a-Sekretase-Spaltung stellt die Mutagenese
der [-Sekretase-Spaltstelle des Reporterproteins dar. Durch das Einfligen einer
Punktmutation an der B-Sekretase-Spaltstelle (KMDA in KVDA) konnte die Prozessierung
des Fusionsproteins durch die B-Sekretase fast vollstandig unterdriickt werden (Vassar et
al., 1999). Bei der Analyse der Zellkulturiiberstande wére durch die Messung der
Absorption des umgesetzten Substrats nur noch das a-Sekretase-gespaltene Reporter-
protein nachweisbar. Andererseits koénnten mit einer solchen Mutante eventuell

vorhandene Auswirkungen auf die 3-Sekretase-Spaltung nicht mehr erfasst werden.

6.2 Proteolytische Prozessierung von ADAM10

Das Amyloid-Vorlauferprotein durchlauft nach seiner Synthese den sekretorischen Weg
zur Zelloberflache, wobei es durch die a-, 3- und y-Sekretasen prozessiert werden kann
(Reiner und Mills, 1999, Nunan und Small, 2000). Der grof3te Teil der neurotoxischen A-
Peptide wird im trans-Golgi-Netzwerk generiert (Xu et al., 1997), das somit einen
elementaren Ort der [3-Sekretaseaktivitat darstellt. Daneben wird APP im Verlauf des
nicht-amyloidogenen Wegs innerhalb der ApB-Sequenz durch die a-Sekretase prozessiert
(Esch et al., 1990), wobei die AB-Bildung verhindert wird (Nitsch und Growdon, 1994,
Checler, 1995). Die Aktivitat der a-Sekretase besitzt sowohl eine konstitutive als auch
eine regulierte Komponente. Durch die Untersuchung der zellularen Lokalisierung der
o-Sekretaseaktivitat konnte eine rdumliche Trennung der beiden Komponenten entdeckt
werden. So findet die konstitutive a-Sekretase-Spaltung an der Zelloberflache statt
(Parvathy et al., 1999), wahrend die regulierte im trans-Golgi Netzwerk erfolgt
(Skovronsky et al., 2000). Enzyme die innerhalb des trans-Golgi-Apparats lokalisiert sind
besitzen somit eine entscheidende Bedeutung fur die Prozessierung des Amyloid-
Vorlauferproteins. In diesem Zusammenhang wurden die Mitglieder der Proprotein-
Konvertasen-Familie als mogliche Kandidaten fir die APP-Prozessierung in Betracht
gezogen, da viele von ihnen im sekretorischen Weg, insbesondere in den Komparti-
menten des Golgi-Apparats, an der Spaltung von Vorlauferproteinen beteiligt sind
(DeStrooper et al., 1995, Lopez-Perez et al., 1999).

Nach der transienten Uberexpression der Proprotein-Konvertasen Furin, PC1/PC3, PC2,
PC4, PACE4 und PC5/PC6 in PK-Zellen konnte jedoch kein Effekt auf die APPsa-

Produktion festgestellt werden (DeStrooper et al., 1995). Demgegentber konnte nach der
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stabilen Uberexpression von PC7 in HEK293-Zellen ein Beitrag dieser Proprotein-
Konvertase am konstitutiven a-Sekretase-Weg entdeckt werden. Infolge der Uber-
expression wurde die APPsa-Sekretion erhoht und gleichzeitig wurde die Bildung von
AB40 und AP42 verringert (Lopez-Perez et al., 1999). Durch die Inhibierung mit dem
Uberexprimierten Proprotein-Konvertasen-Inhibitor al-PDX (Anderson et al., 1993,
Benjannet et al.,, 1997, Jean et al., 1998) konnten beide Effekte umgekehrt werden
(Lopez-Perez et al., 1999). Eine direkte Spaltung des Amyloid-Vorlauferproteins durch
PC7 wurde jedoch nicht untersucht und daher ist eine a-Sekretaseaktivitat von PC7 nicht
erwiesen. Aufgrund der fehlenden Proprotein-Konvertasen-Erkennungssequenz an der
o-Sekretase-Spaltstelle ist eine direkte Prozessierung von APP durch PC7 sehr
unwahrscheinlich. Da auch keine Untersuchungen zur Prozessierung der a-Sekretasen
ADAM10 und TACE durch PC7 durchgefuhrt wurden, blieb der Zusammenhang zwischen
der Uberexpression von PC7 und der erhéhten APPsa-Sekretion unklar. Dennoch wurde
die Proprotein-Konvertase PC7 als mogliche a-Sekretase in Betracht gezogen (Lopez-
Perez et al., 1999, 2001, Nunan und Small, 2000).

Die Disintegrin-Metalloproteinase ADAM10 besitzt sowohl eine konstitutive als auch eine
regulierte o-Sekretaseaktivitat und eine Proprotein-Konvertasen-Erkennungssequenz
zwischen der Prodomane und der katalytischen Doméne (Lammich et al., 1999). Dass die
Abspaltung der Prodoméne an dieser Sequenz erfolgt, konnte durch eine N-terminale
Sequenzierung von aus Rindernieren gereinigtem ADAM10 bestétigt werden. Um die
Bedeutung von Proprotein-Konvertasen bei der a-Sekretase-Spaltung des Amyloid-
Vorlauferproteins aufzuklaren wurde die Moglichkeit, dass PC7 und Furin als pro-
ADAM10-prozessierende und damit als pro-a-Sekretase-aktivierende Konvertasen
fungieren, untersucht.

Zunachst konnte mit Hilfe des synthetischen Inhibitors Decanoyl-RVKR-chloromethylketon
gezeigt werden, dass Proprotein-Konvertasen an der Prozessierung des ADAM10-
Zymogens beteiligt sind. Dieser Inhibitor ist in der Lage, Proprotein-Konvertasen in
Zellkulturen selektiv zu hemmen (Garten et al., 1989). Durch die Inkubation von HEK293-
Zellen mit diesem Inhibitor konnte dessen Auswirkung auf die Prozessierung von
ADAM10 ermittelt werden. Hierbei zeigte sich, dass endogenes ADAM10 in
unbehandelten HEK293-Zellen Uberwiegend in der prozessierten Form vorliegt und dass,
infolge der Inhibierung der Proprotein-Konvertasen, die proteolytische Prozessierung von
ADAM10 deutlich verringert wird, was ein Mitwirken von Proprotein-Konvertasen bei der
Entfernung der Prodoméane von ADAM10 bestétigt.

Um die Sequenzanforderungen bei der Entfernung der Prodoméane zu ermitteln, wurde die
Aminosauresequenz der mutmalilichen Spaltstelle (RKKR) infolge einer Mutagenese
durch die Sequenz NAQA substituiert. Da Proprotein-Konvertasen an Sequenzen des



DISKUSSION 103

Typs R X (R/K) R spalten (Steiner et al., 1998) ist nach der Mutation dieser Sequenz eine
Spaltung durch Proprotein-Konvertasen, insbesondere durch PC7 und Furin, nicht mehr
madglich (van de Loo et al.,, 1997, Munzer et al.,, 1997). Bei einer Beteiligung von
Proprotein-Konvertasen an der ADAM10-Spaltung kann eine Uberfilhrung des
ADAM10ARKKR-Zymogens in die reife Form somit nicht mehr stattfinden.

Die Bedeutung der Proprotein-Konvertasen PC7 und Furin bei der ADAM10-
Prozessierung konnte durch deren Uberexpression in HEK293-Zellen aufgeklart werden.
Hierfir wurde der pIRES1lhyg-Vektor verwendet. Dieser eukaryontische Expressions-
vektor ist so beschaffen, dass bei der Transkription sowohl das einklonierte Gen als auch
das Hygromycin B-Resistenzgen auf eine mRNA Ubertragen werden. Die enthaltene
interne Ribosomen-Eintrittstelle zwischen den beiden Genen ermdglicht schliel3lich die
Translation beider Gene dieser mRNA. Nach Selektion mit Hygromycin B exprimieren
daher nahezu alle Uberlebenden Zellen das einklonierte Gen stabil. Durch die
Verwendung dieses Expressionsvektors konnte daher eine deutliche Uberexpression der
untersuchten Proprotein-Konvertasen in den stabil transfizierten HEK293- und HEK293-
ADAM10-Zellen erreicht und damit eine merkliche Auswirkung auf die Proteolyse ihrer
Substratproteine sichergestellt werden.

Die Ergebnisse der Uberexpression von PC7 und Furin in HEK293- und HEK293-
ADAM10-Zellen belegen eindeutig, dass sowohl PC7 als auch Furin an der ADAM10-
Reifung mitwirken, indem sie die Prodomane an der vorhergesagten Proprotein-
Konvertasen-Spaltstelle proteolytisch entfernen und so zur Entfaltung der katalytischen
Aktivitat von ADAM10 beitragen. Durch die Uberexpression von PC7, beziehungsweise
Furin, wird ADAM10 in einem groReren Umfang prozessiert, so dass mehr reifes ADAM10
entsteht, welches wiederum grof3ere Mengen des neuroprotektiven APPsa von der
Zellmembran freisetzt. Im Gegensatz dazu ist die Reifung von mutiertem ADAM10 ohne
Proprotein-Konvertasen-Spaltstelle vollstéandig blockiert. Dies bestétigt zum Einen, dass
diese Spaltstelle fur die Reifung absolut notwendig ist, zum Anderen, dass Proprotein-
Konvertasen bei der Reifung von ADAM10 eine wesentliche Bedeutung zukommt und
schlieBBlich, dass eine blockierte Reifung mit einer verringerten o-Sekretaseaktivitat
verbunden ist. Da die a-Sekretaseaktivitat in den HEK293-ADAM10ARKKR-Zellen hoher
war als in untransfizierten HEK293-Zellen, aber niedriger als in HEK293-ADAM10-Zellen,
ist die Beseitigung der Proprotein-Konvertasen-Spaltstelle offenbar nicht ausreichend, um
die a-Sekretaseaktivitat von tberexprimiertem ADAM10ARKKR vollstandig zu hemmen.
Die Aktivierung von ADAM10 wird, wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt, durch die
Abspaltung der Prodomane erreicht. Nach Dissoziation der Prodoméne von der reifen
Proteinase wird das katalytische Zentrum fiur Substrate zuganglich. Im Fall der
ADAM10ARKKR-Mutante scheint ADAM10 an anderen, in der Prodomane vorhandenen,
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Spaltstellen prozessiert zu werden, was die im Western-Blot sichtbaren verkirzten
Formen von ADAM10ARKKR belegen. Diese verklrzten Formen besitzen ein etwas
hoheres Molekulargewicht als die reife Wildtyp-Proteinase und es ist wahrscheinlich, dass
die teilweise vorhandene a-Sekretaseaktivitdt dieser ADAM10-Mutante auf diese
verkurzten Formen zuriickzufuhren ist.

In HEK293-ADAM10ARKKR-Zellen fiuhrt Gberexprimiertes PC7 nicht zu einer erhéhten
Prozessierung des ADAM10-Zymogens und damit auch nicht zu einer grol3eren Menge
an katalytisch aktivem Enzym. Damit Ubereinstimmend ist die a-Sekretaseaktivitat in
diesen Zellen, verglichen mit den Zellen, die die Wildtyp-Proteinase exprimieren, nur
unwesentlich erhoht. Da diese Erhéhung der APPsa-Freisetzung in der gleichen
GroRenordnung liegt wie die APPsa-Freisetzung in HEK-PC7-Zellen, ist sie sehr
wahrscheinlich auf das in den ADAM10ARKKR-Zellen vorhandene, endogene ADAM10
zuriickzufiihren. Weiterhin zeigt dieses Experiment, dass die Uberexpression von PC7
nicht zu einem verstarkten Auftreten der verkirzten Formen von ADAM10ARKKR fuhrt.
Dies legt nahe, dass diese verkirzten Formen nicht durch Proprotein-Konvertasen
erzeugt werden.

Aufgrund der Aminosauresequenz an der a-Sekretase-Spaltstelle (°E °V “H °H ?Q K 1)
ist eine direkte Spaltung des Amyloid-Vorlauferproteins durch PC7 oder Furin sehr
unwahrscheinlich, da es weder an noch in der N&he der a-Sekretase-Spaltstelle eine
entsprechende Erkennungssequenz aufweist. Zwar ist an der Spaltstelle ein Lysin in der
Position -1 vorhanden, doch weder in Position -4 noch in Position -6 ist ein Arginin oder
Lysin vorhanden. Dies ware jedoch erforderlich, da die in den Positionen -3 und -4
auftretenden Histidin-Reste das fehlende Arginin nicht ersetzen kénnen (van de Loo et al.,
1997 und Munzer et al., 1997). Vorlauferproteine, denen genau wie dem Amyloid-
Vorlauferprotein ein basischer Rest in Position -2 fehlt, kbnnen zwar von Furin gespalten
werden, allerdings mit einer etwa zehnfach geringeren Effizienz und nur dann, wenn auch
ein Arginin in Position -4 vorhanden ist, was beim APP nicht der Fall ist. Ferner kann eine
Spaltung von Substraten, die wie das APP ein Lysin in Position -1 besitzen, nur dann
durch Furin erfolgen, wenn gleichzeitig ein basischer Rest in Position -2 vorhanden ist.
Dieser fehlt jedoch im Motiv der a-Sekretase-Spaltstelle des Amyloid-Vorlauferproteins.
Eine Spaltung durch PC7 kann somit ebenfalls ausgeschlossen werden, da PC7 nicht in
der Lage ist, an monobasischen Resten zu spalten. Darlber hinaus benétigt PC7
unbedingt ein Arginin in Position -1, das selbst von Lysin nicht ersetzt werden kann. Die
Sequenz der a-Sekretase-Spaltstelle im Amyloid-Vorlauferprotein stellt somit weder fir
PC7 noch fir Furin eine Erkennungssequenz beziehungsweise Spaltstelle dar.
Demgegeniber wird die a-Sekretase ADAM10 als Zymogen mit einer Proprotein-

Konvertasen-Erkennungssequenz zwischen der Prodomane und katalytischen Doméne
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synthetisiert. AuRerdem weisen HEK293-ADAM10-PC7-Zellen infolge der Uberexpression
von PC7 deutlich erhéhte Mengen der reifen, katalytisch aktiven Form von ADAM10 auf
und sekretieren als Konsequenz davon erhéhte Mengen an APPsa. Bei HEK293-Zellen,
die nur das endogene ADAM10 besitzen, jedoch vergleichbare Mengen an PC7
Uberexprimieren, ist die APPsa-Sekretion demzufolge weniger stark erhoht, als in
HEK293-ADAM10-PC7-Zellen. Daneben ist die Uberfiilhrung des ADAM10-Zymogens in
die reife Form in HEK293-ADAM10ARKKR-Zellen vollstéandig blockiert und dement-
sprechend resultiert die Uberexpression von PC7 in diesen Zellen nicht in einer erhdhten
Menge an reifem ADAM10. Daher folgt aus der Uberexpression von PC7 in HEK293-
ADAM10ARKKR-Zellen im Vergleich zu HEK293-ADAM10-PC7-Zellen nur eine
unwesentliche Erhéhung der APPsa-Freisetzung, die nur die Auswirkung des PC7 auf
das endogene ADAM10 widerspiegelt. Diese Befunde verdeutlichen damit eine Funktion
von PC7 als a-Sekretase-aktivierender Konvertase und schlieRen eine direkte Spaltung
des Amyloid-Vorlauferproteins durch PC7 aus. Hierdurch wird die Bedeutung von PC7 bei
der a-Sekretase-Spaltung des Amyloid-Vorlauferproteins klar: PC7 fungiert nicht selbst
als a-Sekretase, sondern tragt vielmehr durch die Aktivierung der a-Sekretase ADAM10
zu einer erhdhten a-Sekretase-Prozessierung bei.

Sowohl PC7 als auch ADAMI10 partizipieren in Furin-defizienten LoVo-Zellen am
konstitutiven a-Sekretase-Weg (Lopez-Perez et al., 2001). In Ubereinstimmung mit
diesem Befund findet in LoVo-Zellen eine proteolytische Prozessierung des endogenen
ADAM10 statt. Hierdurch wird auRerdem verdeutlicht, dass Furin fir die Prozessierung
von ADAM10 nicht unbedingt erforderlich ist und durch das in LoVo-Zellen vorhandene
PC7 ersetzt werden kann. Da in LoVo-Zellen jedoch auch die Proprotein-Konvertase
PACE4 exprimiert wird, kann eine Prozessierung von ADAM10 durch diese nicht
ausgeschlossen werden. Verglichen mit der proteolytischen Entfernung der Prodomane
von endogenem ADAM10 in untransfizierten HEK293-Zellen findet dies in LoVo-Zellen in
geringeren Mal3e statt, was moglicherweise auf das fehlende Furin zuriickzufuhren ist.
Aufgrund ihrer inhibitorischen Wirkung stellt die Entfernung der Prodoméne einen
wichtigen Schritt fir die Aktivierung des ADAM10-Zymogens dar. Die inhibitorische
Funktion konnte durch die Koexpression der Prodomane als unabhangiges Polypeptid
zusammen mit Wildtyp-ADAM10 beobachtet werden (Anders et al., 2001). Zusatzlich
scheint sie die korrekte Faltung von ADAM10 zu vermitteln und somit als intramolekulares
Chaperon zu fungieren. So besitzt eine Deletions-Mutante von ADAM10, die ohne
Prodomane exprimiert wird, keine Kkatalytische Aktivitat, jedoch konnte durch eine
Koexpression der separierten Prodomane in trans die Kkatalytische Aktivitdt des

Prodomanen-deletierten ADAM10 wiederhergestellt werden (Anders et al., 2001).
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Eine Funktion der Prodoméne ist es daher, ADAM10 bis zur Aktivierung durch PC7 oder
Furin in einem inaktiven Zustand zu halten. Durch die Deglykosylierung von ADAM10
konnte das zellulare Kompartiment, in dem die Entfernung der Prodomé&ne erfolgt, naher
bestimmt werden. Dabei wurden die unterschiedlichen Eigenschaften der beiden
eingesetzten Glykosidasen ausgenutzt. So bleiben asparagingebundene Glycane
gegenuber einer Deglykosylierung durch die N-Glykosidase F sensitiv, werden jedoch
nach ihrer Modifikation im trans-Golgi-Kompartiment resistent gegenlber einer
Deglykosylierung durch die Endoglykosidase H. Um einen effektiven Reaktionsverlauf
sicherzustellen mussten die Proteinproben zunéchst mit SDS denaturiert und
anschlielend soweit verdinnt werden, dass die eingesetzten Enzyme wahrend der
Deglykosylierungsreaktion nicht denaturieren. Mit Hilfe der Chloroform-Methanol-Fallung
konnten die Proben anschlielend wieder aufkonzentriert werden, so dass fiur den
immunologischen Nachweis eine ausreichende Menge des untersuchten Proteins auf das
Polyacrylamidgel aufgetragen werden konnte. Gleichzeitig wurden stérende Bestandteile
der Deglykosylierungspuffer aus den Ansatzen entfernt. Andernfalls wurden
Pufferzusétze, wie zum Beispiel das Detergens Nonidet-P40, den Verlauf der
Gelelektrophorese stark beeintrachtigen. Infolge der Deglykosylierung wird das Molekular-
gewicht von ADAM10 nur geringfugig verringert. In einem 8% (w/v) SDS-Polyacrylamidgel
konnten diese Anderungen im Molekulargewicht daher nicht aufgeldst werden. Erst durch
die Verwendung eines NuPAGE (4-12%) Gradientengels werden die vorhandenen
Unterschiede in den Molekulargewichten sichtbar.

Dem Deglykosylierungsmuster von ADAM10 zufolge wird die Prodoméne im trans-Golgi-
Apparat oder in nachfolgenden Kompartimenten entfernt. Dieses Ergebnis stimmt mit
einer Beteiligung der Proprotein-Konvertasen PC7 und Furin an diesem Vorgang Uberein,
da sie in genau diesen Zellkompartimenten katalytisch aktiv sind.

ADAM10 wird weit verbreitet in neuronalen und nicht-neuronalen Geweben exprimiert
(Yavari et al.,, 1998). Ahnlich wie ADAM10 kommen PC7 und Furin ubiquitar in den
Geweben vor und auch im Gehirn sind sie weit verbreitet (Seidah et al., 1994 und 1996).
Dort kdnnen die hdchsten Expressionsraten von PC7 im Bereich des Hippocampus
entdeckt werden, also dem Bereich, der in frihen Phasen der Alzheimer-Krankheit
betroffen ist. Furin ist ebenfalls im Hippocampus nachweisbar, besitzt jedoch die hdchste
Expression im Plexus Chorioidei (Day et al., 1992), einem Adergeflecht, dass als Teil der
Blut-Hirn-Schranke eine Barriere zwischen dem Blut und der Gehirnflissigkeit (Liquor
cerebrospinalis) bildet. Diese Expressionsmuster deuten somit auf eine physiologische
Funktion von PC7 und Furin als ADAM10-aktivierende Enzyme hin. Die Bedeutung der
redundanten ADAM10-Prozessierung ist unklar, jedoch ist die Prozessierung eines
Vorlauferproteins durch mehrere Proprotein-Konvertasen nicht ungewdhnlich. Im Hinblick
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auf die wichtigen biologischen Funktionen vieler Substrate der Proprotein-Konvertasen
ware es mdoglich, dass eine ausreichende Prozessierung bestimmter Vorlauferproteine
durch redundante Enzymaktivitaten sichergestellt wird (Seidah et al., 1994). Dies wirde
auch erklaren, warum die meisten Gewebe sowohl Furin als auch PC7 exprimieren.
Daruber hinaus konnte eine Regulation der Vorlauferprotein-Prozessierung auch durch
eine regulierte Genexpression der entsprechenden Proprotein-Konvertasen erfolgen. So
werden sowohl die Transkription als auch die Translation der mRNAs von PC1/PC3 und
von PC2 in neuroendokrinen Zellen durch Glukose beziehungsweise durch second
Messenger reguliert, gewohnlich parallel zu den Anderungen in der Prohormon-
Expression (Mania-Farnell et al., 1996, Dong et al., 1997). Auch die Stimulierung von
adrenokortikalen Y1-Zellen mit ACTH fuhrt zu einer Erhéhung der PC5-mRNA-Menge, die
wahrscheinlich durch den second Messenger cAMP vermittelt wird und keine Anderungen
der mMRNA-Mengen von endogenem Furin und PC2 zur Folge hat (Lusson et al., 1993).
Die Expression des FUR-Gens wird durch drei alternative Promotoren geregelt. Zwei von
ihnen sind sogenannte ,housekeeping“-Promotoren (GC-reich) fur eine konstitutive Gen-
expression, wahrend der Dritte einen regulierbaren Promotor (mit TATA-Box) darstellt.
Der TATA-Box-enthaltende Promotor kann durch den Transkriptionsfaktor C/EBPDb,
jedoch nicht durch die Transkriptionsfaktoren C/EBPa und C/EBPd, transaktiviert werden.
Durch die alternative Nutzung dieser Promotoren kdnnte eine Regulation der exprimierten
Furin-Menge erfolgen (Ayoubi et al., 1994). Dies wird als Ursache fur die unterschiedliche
Expression des Furins und die hohen Expressionsraten in einigen Geweben in Betracht
gezogen (Van de Ven et al., 1993). Ein dhnlicher Mechanismus fir die Regulation der
PC7-Expression ist vorstellbar. Diese Befunde veranschaulichen, dass eine gezielte
Erhéhung der Genexpression einer bestimmten Proprotein-Konvertase durch ent-
sprechende Stimulanzien moglich ist.

Die (-Sekretase BACE wird, wie ADAM10, als Vorlauferprotein mit einer Prodoméne und
einer Furin-Erkennungssequenz (RLPR) an der Grenze zur katalytischen Domane
synthetisiert. Diese wird durch eine Proprotein-Konvertase entfernt, nachdem BACE das
endoplasmatische Retikulum verlassen hat (Capell et al., 2000). Im Gegensatz zu
ADAM10 erfolgt die Prozessierung von BACE im trans-Golgi-Apparat durch Furin jedoch
nicht durch PC7 (Bennet et al., 2000, Benjannet et al., 2001, Creemers et al., 2000).
Darauf beruhend lasst sich das in Abbildung 6.1 dargestellte hypothetische Modell der
Aktivierung von ADAM10 und BACE mit den Auswirkungen auf die Prozessierung des
Amyloid-Vorlauferproteins ableiten.

Da BACE nur durch Furin, nicht aber durch PC7 aktiviert werden kann (Bennet et al.,
2000, Benjannet et al., 2001, Creemers et al., 2000), und eine Aktivierung von ADAM10
sowohl durch PC7 als auch durch Furin erfolgt, kdnnte die Konkurrenz zwischen der
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B-Sekretase BACE und der a-Sekretase ADAM10 im Hinblick auf die Prozessierung des
Amyloid-Vorlauferproteins durch eine gezielte Erhdhung der PC7-Genexprssion und/oder
durch eine Inhibierung von Furin, und folglich der pB-Sekretase BACE, moglicherweise
zum nicht-amyloidogenen Weg verschoben werden. Die Entstehung der neurotoxischen
AB-Peptide konnte auf diesem Weg reduziert werden, was bei der Behandlung der

Alzheimer-Demenz von Nutzen waére.

APPsp APPsa

neuroprotektiv

AB | neurotoxisch

~ 7

a-Sekretase-Spaltung
pB-Sekretase-Spaltung APP von APP durch reifes
von APP durch reifes ADAM10
BACE reifesI
reifes ADA
BACE 10
§ >
Ap Y —
e
A A
Prozessierung Aktivierung von
von Pro-BACE Pro-ADAM10 durch
durch Furin PC7 und Furin
Furin Furin
— — KK pcy

R
P /R
R L > <

BACE| R 10 |PRO

Y

Die Prodomine von ADAM10
fungiert als Chaperon und
Inhibitor der katalytischen Aktivitat

Abbildung 6.1 Model zur Regulation der APP-Prozessierung durch die proteolytische
Aktivierung der a-Sekretase ADAM10 und der B-Sekretase BACE. Die Prodoméne von
ADAM10 erleichtert die korrekte Faltung und halt das Enzym in einem inaktiven Zustand.
Erst nach der Entfernung der Prodoméne durch die Proprotein-Konvertasen Furin oder PC7
wird die katalytisch aktive Protease erhalten. Im Gegensatz dazu wird die Prodoméane von
BACE ausschlieBlich durch Furin und nicht durch PC7 entfernt.
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6.3 Proteolytische Prozessierung von TACE

Ein essentieller Schritt zur Erzeugung von katalytisch aktivem TACE ist die proteolytische
Entfernung der Prodomane. Sie besitzt eine starke inhibitorische Wirkung (Milla et al.,
1999), die vermutlich durch die Komplexierung des Zink-lons im aktiven Zentrum des
Enzyms Uber einen Cystein-Rest in der Prodoméane vermittelt wird. Unterstitzt wird diese
Hypothese durch die Beobachtung, dass die Quecksilberverbindung APMA die
Dissoziation des Komplexes effizient vermittelt. Daneben kann eine Inhibierung der
katalytischen Aktivitat von TACE mit Peptiden, die aus der Sequenz der Cystein-Switch-
Region der Prodomane abgeleitet wurden, erreicht werden (Roghani et al., 1999). Doch
die Prodoméane von TACE fungiert nicht nur als Autoinhibitor der katalytischen Aktivitat,
sie scheint auch die Faltung des Enzyms zu erleichtern und somit Eigenschaften eines
intramolekularen Chaperons zu besitzen (Milla et al., 1999).

TACE besitzt genau wie ADAM10 eine a-Sekretaseaktivitdt und eine Proprotein-
Konvertasen-Erkennungssequenz (RVKR). Zudem erfolgt die proteolytische Entfernung
der Prodoméne, wie bei ADAM10, in einem spaten Golgi-Kompartiment innerhalb des
sekretorischen Wegs (Schlondorff et al., 2000). Eine Beteiligung von Proprotein-
Konvertasen bei der Prozessierung von TACE ist daher sehr wahrscheinlich. In der
Sequenz der Proprotein-Konvertasen-Spaltstelle bestehen jedoch Unterschiede zwischen
den a-Sekretasen ADAM10 (RKKR) und TACE (RVKR).

Aufgrund der weitreichenden Substratspezifitdt der Proprotein-Konvertasen und ihrer
Uberlappenden Expression in verschiedenen Geweben ist es moglich, dass mehr als eine
Konvertase an der Endoproteolyse eines bestimmten Substrats beteiligt ist. Ebenso ist es
mdglich, dass ein Substrat, dessen Spaltstelle die Sequenzanforderungen fiur eine
Proteolyse durch mehrere Proprotein-Konvertasen erfillt, nur von einer bestimmten
Konvertase, beziehungsweise nicht von allen in Frage kommenden Konvertasen,
prozessiert wird. Ein Beispiel hierfur ist die Prozessierung der Pro-a-Untereinheit der
Integrine (Lissitzky et al., 2000). Dies kdnnte darin begrindet sein, dass das trans-Golgi
Netzwerk maoglicherweise in verschiedene funktionelle Mikrokompartimente untergliedert
ist, oder dass die Prozessierung in post-Golgi-Vesikeln erfolgt. In Ubereinstimmung mit
dieser Hypothese konnten Unterschiede in der Lokalisierung der Proprotein-Konvertasen
PC7 und Furin in post-Golgi-vesikularen Kompartimenten beobachtet werden (Wouters et
al., 1998).

Da die Prozessierung durch Proprotein-Konvertasen von der Sequenz der Spaltstelle und
der intrazellularen Lokalisierung abhangt, kénnte es Unterschiede in der Entfernung der
Prodomane und somit in der Aktivierung von ADAM10 und TACE geben. Daher wurde die
Bedeutung von Proprotein-Konvertasen, insbesondere von PC7 und Furin, bei der
Entfaltung der katalytischen Aktivitat von TACE aufgeklart.
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Nach der Inkubation von HEK293-Zellen mit dem Proprotein-Konvertasen-Inhibitor Dec-
RVKR-cmk konnte infolge der Inhibierung der Proprotein-Konvertasen eine deutliche
Abnahme der Prodomé&nen-Abspaltung von TACE beobachtet werden. Dieses Ergebnis
entspricht der erwarteten Inhibitor-Wirkung bei einer Beteiligung von Proprotein-
Konvertasen an der TACE-Prozessierung. Zudem resultiert sowohl die Uberexpression
von PC7 als auch die von Furin in HEK293-Zellen in einer erhéhten Menge der
prozessierten Form von endogenem TACE. Demzufolge wird TACE von beiden
Proprotein-Konvertasen in die aktive Form Gberfuhrt. Allerdings weisen HEK293-Furin-
Zellen groRere Mengen des reifen Enzyms auf als HEK-PC7-Zellen. Ein Grund hierfr
kénnten Unterschiede in den Expressionsraten von Furin und PC7 sein. Da PC7 und
Furin jedoch mit unterschiedlichen Antikdrpern nachgewiesen werden muissen, ist ein
guantitativer Vergleich ihrer Expression nicht moglich. Ferner kénnte die Ursache auch in
der intrazellularen Lokalisierung liegen, da eine gemeinsame Lokalisierung von TACE und
Furin in definierten Zellkompartimenten madglicherweise eher besteht als zwischen TACE
und PC7. Schliel3lich ware es ebenfalls mdglich, dass TACE ein besseres Substrat fur
Furin als fur PC7 darstellt und deswegen gréf3ere Mengen an prozessiertem TACE in
HEK?293-Furin-Zellen vorliegen. Jedoch auch in Furin-defizienten LoVo-Zellen findet eine
proteolytische Entfernung der TACE-Prodomane statt. TACE kann folglich auch in
Abwesenheit von Furin prozessiert werden. Vermutlich wird die fehlende Furin-Aktivitat
hier durch die Proprotein-Konvertase PC7 kompensiert, doch auch die in LoVo-Zellen
exprimierte Proprotein-Konvertase PACE4 konnte zur Reifung von TACE beitragen.
Obwohl in der Proprotein-Konvertasen-Erkennungssequenz der Disintegrin-Metallo-
proteinasen ADAM10 und TACE ein geringer Unterschied besteht, konnte bei der
Untersuchung ihrer Aktivierung kein wesentlicher Unterschied festgestellt werden. So
erfolgt die Entfernung der Prodomane von ADAM10 genau wie die Entfernung der
Prodoméane von TACE im trans-Golgi-Apparat durch eine von Proprotein-Konvertasen
vermittelte proteolytische Prozessierung. Daneben koénnen beide Disintegrin-Metallo-
proteinasen sowohl durch PC7 als auch durch Furin aktiviert werden. Hierbei scheint
TACE weniger effektiv durch PC7 prozessiert zu werden, jedoch kénnte dieser Befund
auch auf andere Ursachen zurtickzufiihren sein. Die Aktivierung dieser beiden Enzyme
erfolgt somit in sehr &hnlicher Weise.

In Furin-defizienten LoVo-Zellen konnte nach der Uberexpression von TACE weder eine
konstitutive noch eine PMA-stimulierte a-Sekretaseaktivitit nachgewiesen werden
(Lopez-Perez et al., 2001), was nach Meinung der Autoren auf eine blockierte Prozes-
sierung des TACE-Zymogens infolge der fehlenden Furin-Aktivitat zurtickzufihren sein
kénnte. Im Widerspruch dazu besitzt TACE in HEK293-Zellen sowohl eine konstitutive als

auch eine PMA-stimulierbare a-Sekretaseaktivitat (Slack et al., 2001, Buxbaum et al.,
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1998) und wird in LoVo-Zellen proteolytisch prozessiert, so dass auch in dieser Zell-Linie
eine betrachtliche Menge von endogenem TACE in der reifen, katalytisch aktiven Form
vorliegt. Demzufolge sollte die konstitutive und die regulierte a-Sekretaseaktivitat von
TACE auch in LoVo-Zellen nachweisbar sein. Da das TACE-Zymogen von Furin sehr
effektiv in die reife Form Uberfuhrt wird und das fehlende Furin in LoVo-Zellen durch PC7
kompensiert werden muss, kénnte eine Uberexpression von TACE méglicherweise dazu
fuhren, dass die Furin-Defizienz nicht langer durch PC7 ausgeglichen werden kann. Dies
wlrde das Verhaltnis von Pro-TACE zur prozessierten Form zugunsten des katalytisch
inaktiven Zymogens verandern und somit in einer deutlich erhéhten Menge von Pro-TACE
resultieren. Die konstitutive und die PMA-stimulierbare o-Sekretaseaktivitdét ware in
diesem Fall unter Umstanden nicht mehr nachweisbar.

Durch eine in situ-Hybridisierung konnte in erwachsenen menschlichen Gehirnen und in
den Gehirnen erwachsener Mause eine Koexpression von ADAM10, BACE und APP
entdeckt werden, wogegen die Expressionsmuster von BACE2 und TACE nur teilweise
mit dem von APP Uberlappten (Marcinkiewicz und Seidah, 2000). Dies deutet darauf hin,
dass ADAM10 und nicht TACE die physiologisch relevante a-Sekretase darstellt. Fir die
Prozessierung des Amyloid-Vorlauferproteins haben die Ergebnisse der TACE-
Aktivierung somit wohl nur eine untergeordnete Bedeutung, doch sie tragen entscheidend
dazu bei, die Mechanismen, durch die die Freisetzung von Zelloberflachenproteinen

reguliert wird, aufzuklaren und besser zu verstehen.

6.4 Ausblick

Die bedeutende Funktion von Furin bei der proteolytischen Reifung vieler Proprotein-
Substrate, einschliel3lich der Aktivierung einiger pathogener Molekile, wie z.B. viraler
Glykoproteine und bakterieller Toxine, hat diese Endoproteinase zu einem Ziel fur die
Entwicklung von starken und selektiven Inhibitoren gemacht. Im Gegensatz zur
Aktivierung der a-Sekretase ADAM10, die durch die Proprotein-Konvertasen Furin und
PC7 vermittelt wird, erfolgt die Prodomanen-Abspaltung der [-Sekretase BACE
ausschlie3lich durch Furin, nicht aber durch PC7. Eine selektive Inhibierung von Furin
kénnte daher die Prozessierung von BACE hemmen und so mdglicherweise die Aktivitéat
von BACE verringern. Gleichzeitig sollte infolge der eingeschrankten BACE-Reifung eine
deutliche Reduzierung der AB-Peptid-Produktion erzielt werden kénnen. Da Furin fir die
Aktivierung von ADAM10 in der Gegenwart von PC7 nicht unbedingt erforderlich ist, sollte

der nicht-amyloidogene Weg dabei nicht, oder nur geringfiigig, betroffen werden.
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Eine selektive Inhibierung von Furin ist mit Hilfe des al-PDX-Inhibitors mdoglich
(Benjannet et al.,, 1997, Jean et al., 1998, Jean et al., 2000). Dieser Furin-spezifische
Inhibitor entstand durch eine zweifache Mutation von menschlichem al-Antitrypsin (al-
AT), einem aus 394 Aminosduren bestehenden Protein, das einen physiologischen
Inhibitor der neutrophilen Elastase darstellt (Kurachi et al., 1981). Eine natdrlich
vorkommende Mutante von al-AT weist eine Punktmutation im reaktiven Zentrum auf
(AIPM**® substituiert durch AIPR®*®). Hierdurch wird die Spezifitat dieses Inhibitors
verédndert, der nun nicht mehr die neutrophile Elastase hemmt, sondern als Thrombin-
spezifischer Inhibitor fungiert und als al-AT-Pittsburgh bezeichnet wird (Owen et al.,
1983). Ubereinstimmend mit der entscheidenden Bedeutung von Arginin-Resten in den
Positionen -1 und -4 der Spaltstelle von Substraten, die durch Furin prozessiert werden,
resultiert eine zweite Punktmutation in al-AT-Pittsburgh in einer Sequenz, die der
minimalen Furin-Erkennungssequenz entspricht (RIPR*®?). Diese Mutante stellt einen
potenten Inhibitor fir Furin dar und wird als al-AT-Portland (a1-PDX) bezeichnet. Im
Vergleich zu anderen Furin-Inhibitoren ist al-PDX bei geringen Konzentrationen
hochselektiv fir Furin und zeigt in Zellkulturexperimenten keine erkennbare Toxizitat.

Die Verwendung dieses Inhibitors fur therapeutische Zwecke erfordert eine indirekte
Inhibierung von BACE durch das rekombinante, extrazellular verabreichte Protein.
Tatsachlich wird extrazellular verabreichtes a1-PDX von menschlichen Astrocyten (U-373
MG) durch Furin aufgenommen und vermittelt anschlie@end dessen Abbau. Das
Ausbleiben der oal-PDX-Aufnahme in LoVo-Zellen, die kein funktionelles Furin
exprimieren, deutet darauf hin, dass dieser Inhibitor auf der Zelloberflache an Furin
bindet. Dabei werden offenbar SDS-stabile Komplexe gebildet, die nach Aufnahme
intrazellular abgebaut werden (Jean et al., 2000). Durch die Uberexpression von Furin,
nicht aber durch die Uberexpression von PC7 oder PC5/PC6B, kann die al-PDX-
Aufnahme in LoVo-Zellen wiederhergestellt werden. Daher konnte die gezielte
Manipulation der Furin-Menge durch a1-PDX indirekt zu einer Inhibierung der B-Sekretase
BACE und damit zu einer verringerten AB-Entstehung fihren. Dies kénnte entweder allein
durch al-PDX oder durch die Kombination mit anderen therapeutisch wirksamen
Substanzen erfolgen.

Um diese Mdglichkeit einer indirekten BACE-Inhibierung zu tberprifen, muss nach der
Reinigung des rekombinanten al-PDX die Auswirkung verschiedener Inhibitor-Konzen-
trationen auf die Reifung von ADAM10 und BACE, sowie die resultierenden Effekte auf
die Produktion der AB-Peptide und der APPsa-Freisetzung in Zellkulturexperimenten

untersucht werden.
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7 ANHANG

7.1 Klonierungsschemata

7.1.1 Klonierung einer cDNA fir ein Reporterprotein mit der cDNA der

a-Sekretase ADAM10 in einen Expressionsvektor

7.1.1.1  Klonierung einer verkirzten alkalischen Phosphatase in den

Expressionsvektor pcDNA3
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7.1.1.2

Klonierung eines Reporterproteins aus der verkurzten alkalischen

Phosphatase und APP;9
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7.1.1.3 Klonierung des Reporterproteins SEAPs/APP;;9 und ADAM10 in einen

Vektor
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7.1.2 Klonierung der kodierenden Sequenz fur die ADAM10ARKKR-Mutante

in den Expressionsvektor pcDNA3
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7.2 Proteinsequenz des SEAPs/APP;o-Fusionsproteins

M.LLLLLLGL RLQLSLA | P VEEENPDFWN REAAEALGAA KKLQPAQTAA
KNLI I FLGDG MGVSTVTAAR | LKGOKKDKL GPEI PLAMDR FPYVALSKTY
NVDKHVPDSG ATATAYLCGV KGNFQTI GLS AAARFNCQCNT TRGNEVI SVM
NRAKKAGKSY GWTTTRVQH ASPAGTYAHT VNRNWYSDAD VPASARQEGC
QDI ATQLI SN MDI DVI LGGG RKYMFRMGTP DPEYPDDYSQ GGTRLDGKNL
VQEW.AKRQG ARYWWRTEL MQASLDPSVT HLMGLFEPGE MKYEI HRDST
LDPSLMEMIE AALRLLSRNP RGFFLFVEGG RI DHGHHESR AYRALTETI M
FDDAI ERAGQ LTSEEDTLSL VTADHSHVFS FGGYPLRGSS | FGLAPGKAR
DRKAYTVLLY GNGPGYVLKD GARPDVTESE SGSPEYRQQS AVPLDEETHA
GEDVAVFARG PQAHLVHGVQ EQTFI AHVIVA FAACLEPYTA CDLAPPAGTT
DAAHPGVYTR PGSGLTNI KT EEI SEVKMDA EFRHDSGYEV HHQKLVFFAE

1B-Sekretase ro-Sekretase
DVGSNKGAI | GLWGGWI A TVI VI TLVML KKKQYTSI HH GVWEVDAAVT

1 ty-Sekretase
PEERHL SKMQ ONGYENPTYK FFEQVIQN

Die Proteinsequenz wird vom Vektor pcDNA3-SEAPs/APP; ;4 codiert. Die Teilsequenz des

APP im Fusionsprotein ist fett gedruckt, die Spaltstellen der Sekretasen sind durch Pfeile

angefihrt und die Transmembrandoméane des APP ist unterstrichen.

7.3 Interne Bezeichnungen der hergestellten und verwendeten

Plasmide

PCDNAS-ADAMIO-HA . .. 116.1
PCDINASGB-AP P 1 1g. t ettt ittt eeaeea 131b.1
PCDINAS-SEAPS. ...ttt ettt b e eeeaeaeaeeeaees 135.1
PCDNAS-SEAPS/APP 119 ..cciiiiiiiiiiee ettt 136.1
PCDNA3-SEAPS/APP11g-ADAMIO-HA.....cooiiiiiiieeee e 137.11
PCDNASG-DFU....ceteeeieeeeeeetie ettt ee e ee e aeeeaeaeeeeaeseaesessseseesesesesesssssessesssessseneeens 148.1
PCDNAS-ADAMIOARKKR-HA. ... 160.4
PIRESLINYQ-PCT ..., pA3.2

PIRESINYG-FUIN....oiiiiiiiiee et pA5.7
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8 ABKURZUNGEN

A

AB
ADAM
APMA
APP
APPsa
APS
AS
ATP
BACE
BBS
Bp
BES
BSA
C
CAPS
cDNA
CIAP
cm
CmVv
Da

Adenin

B-Amyloidpeptid

A disintegrin and Metalloproteinase (Disintegrin-Metalloproteinase)
4-aminophenylmercuric acetate (4-Aminophenylquecksilberacetat)
amyloid precursor protein (Amyloid-Vorlauferprotein)

o-Sekretase- gespaltenes, l6sliches APP
Ammoniumperoxodisulfat

Aminosaure(n)

Adenosintriphosphat

[-site APP cleaving enzyme

BES buffered saline (BES-gepufferte Kochsalzlésung)

Basenpaar

N,N,-Bis-(2-hydroxyehyl)-aminoethansulfonsaure

bovine serum albumin (Rinderserumalbumin)

Cytosin

3-(Cyclohexylamino)-1-propansulfonsaure

complementary DNA (komplementare DNA)

calf intestine alcalic phosphatase (alkalische Phosphatase aus Kalberdarm)
Zentimeter

Cytomegalovirus

Dalton

dec-RVKR-cmk Decanoyl-RVKR-chloromethylketon

DMEM
DMSO
DNA
DNase
dNTP
DTT

E. coli
EDTA
EGF
EGTA
Endo H

Dulbecco’s modified eagle medium
Dimethylsulfoxid

deoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsaure)
Desoxyribonuklease

Desoxynukleotid-Triphosphat

Dithiothreitol

Escherichia coli
Ethylendiamin-N,N,N‘,N‘-tetraacetat

epidermal growth factor (epidermaler Wachstumsfaktor)
1,2-Bis-(2-aminoethoxyethan)-N,N,N‘,N‘-tetraacetat
Endoglykosidase H
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ER
FCS

GPI

kDa

LPC

3

mA
MBP
MEM

min

NPP
PACE
PAGE
PBS
PC
PCI
PCR
PEG
pH

PKC
PMA

endoplasmatisches Retikulum
fetal calf serum (fotales Kalberserum)
Guanin

Gramm

Erdbeschleunigung
Glykosylphosphatidylinositol
Stunde

Hamagglutinin

human embryonic kidney
2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazino]-ethansulfonsaure
Immunglobulin G

Lysin

Kilo

Kilobasenpaar

Kilodalton

Liter

lymphoma proprotein convertase
mikro

milli

mol/l

Milliampere

myelin basic protein

minimum essential medium
Minute

nano

4-Nitrophenylphosphat

paired aminoacid cleaving enzyme

Polyacrylamid-Gelelektrophorese

phosphate buffered saline (Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung)

proprotein convertase (Proprotein-Konvertase)

Phenol-Chloroform-lsoamylalkohol

polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion)

Polyethylenglykol

potentia hydrogenii (negativer Logarithmus der
Wasserstoff-lonenkonzentration)
Proteinkinase C

Phorbol-12-myristat-13-acetat
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PNGase F
Pro
PVDF
R
mMRNA
RNA
RNase
rpm
RT

s
SEAP
SEAPs
SDS
SDS-PAGE
SP
STET
SV40
SVMP
.
TAE
TACE
TBS
TCA
TE
TEMED
TGFa
TNFa
Tris

U

uv

Y,

Y,

v/iv

wiv

Peptid-N-Glykosidase F

Prodoméane

Polyvinylidendifluorid

Arginin

messenger RNA (Boten RNA)

ribonucleic acid (Ribonukleinsaure)

Ribonuklease

rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)
Raumtemperatur

Sekunde(n)

sekretierte alkalische Phosphatase

verklrzte sekretierte alkalische Phosphatase
sodium dodecyl sulfate (Natriumdodecylsulfat)
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Signalpeptid

Saccharose-Tris-EDTA-Triton X-100

Simian-Virus 40

snake venom metalloproteinase (Schlangengift-Metalloproteinase)
Thymin

Tris-Acetat-EDTA

TNFa-converting enzyme (TNFa-konvertierendes Enzym)
tris buffered saline (Tris- gepufferte Kochsalzlésung)
trichloroacetic acid (Trichloressigsaure)

Tris-EDTA

N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylendiamin

transforming growth factor-a (Transformierender Wachstums-Faktor-a)
tumor necrosis factor-a (Tumor Nekrose-Faktor-o)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan

unit (Einheit)

Ultraviolett

Valin

Volt

volume per volume (Volumen pro Volumen)

weigth per volume (Gewicht pro Volumen)
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