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Kapitel 1 Einleitung
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1.Einleitung

1.1. Die Alzheimer Krankheit im Lauf der Geschichte

Die Alzheimersche Erkrankung (Alzheimer‘s disease, AD) wurde erstmals 1906
durch den Psychiater und Neurologen Alois Alzheimer beschrieben. Er berichtete,
dass die Erkrankung seiner 51 jahrigen Patientin Auguste D. anfangs mit
Eifersuchtsideen begann. Im weiteren Verlauf beobachtete er eine zunehmende
zeitliche und ortliche Desorientierung der Patientin. DarUber hinaus entwickelte sie
einen Verfolgungswahn und litt unter emotionaler Instabilitat. 1907 stellte er seine
Erkenntnisse ,uber eine eigenartige Erkrankung der Hirnrinde® auf einem
Arztekongress in Tibingen vor [1]. Die damals neuartige Krankheit ist heutzutage
aufgrund der demographischen Entwicklung in der westlichen Welt durch eine
zunehmende Uberalterung der Gesellschaft Alltag im Leben vieler Hauséarzte und
Geriater. Mit mehr als 4,5 Millionen betroffenen Menschen in den USA im Jahr 2000
ist die Alzheimersche Demenz heutzutage von allen Demenzformen die Haufigste
[2]. In Deutschland ging man im Jahr 2000 von etwa 650000 Alzheimerpatienten aus
[3]. Schatzungen zufolge soll sich die Zahl der Alzheimerpatienten bis zum Jahr 2050
aufgrund der angestiegenen Lebenserwartung in den USA auf 13,2 Millionen und in

Deutschland auf Gber 2 Millionen verdreifachen [2, 4].

Die Alzheimersche Krankheit ist klinisch durch eine amnestische
Gedachtnisstdérung, Verarmung der Sprache und visuokonstruktive Defizite
charakterisiert [5]. Im Anfangsstadium der Erkrankung verlieren die Patienten héhere
kognitive Fahigkeiten, wie z.B. die Bedienung technischer Gerate. Im weiteren
Verlauf kommt es zu einem progredienten Verlust des Kurzzeitgedachtnisses.
Daruber hinaus entwickeln die Patienten eine zunehmende Teilnahmslosigkeit, ein
labiles Gefuhlsleben und ein eingeschranktes Urteilsvermdgen, woraus Aggressivitat
gegenuber Mitmenschen resultieren kann. In spateren Stadien der Erkrankung
machen selbst die einfachen Dinge des Alltags wie Waschen und Kochen bis hin zur
eigenen Korperhygiene den Patienten Probleme. Im Endstadium werden die
Patienten bettlagerig und versterben oftmals an opportunen Infektionen. Die lange
Krankheitsdauer und der friihe Verlust der Selbststandigkeit dieser Patienten stellen
hohe pflegerische Anforderungen an die Familien und das Pflegepersonal dieser

Patienten.
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Auf molekularer Ebene lasst sich die Alzheimersche Erkrankung durch zwei
charakteristische Merkmale beschreiben, die bislang aber nur post mortem mit
eindeutiger Sicherheit festgestellt werden kdnnen. Zum einen sind es extrazellulare,
agyrophile, aus dem amyloidogenen Peptid Amyloid-p 42 (AB-42) bestehende
Plaques, welche von aktivierten Mikrogliazellen umgeben sind. Als zweite
pathologische Veranderung im Gehirn eines Alzheimer Patienten finden sich neben
diesen extrazellularen Plaques die sogenannten intrazellularen TAU Fibrillen (tau
tangles), welche aus hyperphosphorylietem TAU-Protein bestehen und sich zuerst
im Hippocampus und enterorhinalem Cortex entwickeln, um in spateren
Krankheitsstadien auch im Neocortex aufzutreten. Das zeitlich unterschiedliche
Auftreten der TAU Fibrillen in den einzelnen Hirnarealen dient Neuropathologen
heutzutage zur Differenzierung der Krankheitsstadien des Morbus Alzheimer [6].
Beide pathologischen Veranderungen wurden schon durch den Neurologen Alois
Alzheimer anhand der Obduktion und der mikroskopischen Untersuchung des

Gehirns seiner Patientin Auguste D. beschrieben.

Abbildung 1: Neurofibrilliare Biindel (tangles) Hier als lange Filamente
im Zytoplasma eines Neurons zu erkennen (Pfeil)
(http://library.med.utah.edu/WebPath/CNSHTML/CN8094.html)
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Abbildung 2: Amyloide Plaques Mehrere Plagues umgeben von
degenerierten prasynaptischen Endigungen (Silberfarbung)
(nttp://library. med.utah.edu/WebPath/CNSHTML/CNS090.html )

Es sollte aber nochmals weitere 80 Jahre dauern, bis es mit der Sequenzierung
des AP Peptids [7, 8] erneut zu einem Aufschwung in der Alzheimerforschung mit
einer Reihe molekularbiologischer und genetischer Entdeckungen kam. Es stellte
sich heraus, dass dominant vererbte Mutationen im Bereich der Gene Presenilin 1
auf Chromosom 14 [9, 10], Presenilin 2 auf Chromosom 1 [11] und dem Amyloiden
Vorlauferprotein (Amyloid precursor protein, APP) auf Chromosom 21 [12-18] vor
allem in Familien auftraten, deren Mitglieder vor dem 65. Lebensjahr an einer
Demenz erkrankten. Man definierte diese Mutationen als FAD (familial Alzheimer‘s
disease) Falle. Sie machen zwar weniger als 5% aller Alzheimer Demenzen aus,
jedoch erkranken alle Trager aufgrund der 100%igen Penetranz dieser Mutationen.
Des Weiteren zeigten sich in den Gehirnen von Trisomie 21 Patienten schon
frihzeitig amyloide Plaques, was man sich heutzutage durch die Erhéhung der
Gendosis von APP erklart. Dariber hinaus wurde APOEeg4 als wichtiger
Suszeptibilitatsfaktor bei AD-Fallen, die nach dem 65. Lebensjahr auftreten (sog.
late-onset AD), gefunden [19]. Es beschleunigt die Aggregation von AP [20] und fuhrt
somit wahrscheinlich langsam progredient zur Alzheimer Krankheit. In jungster Zeit
ist ein weiterer genetischer Risikofaktor, der APP sortierende neuronale Rezeptor
SorLa, fur late-onset AD Falle vorgeschlagen worden [21]. Aus der geringen
Datenlage lassen sich jedoch keine Ruckschlisse ziehen, inwieweit dieser

Risikofaktor in der Bevolkerung verbreitet ist.
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1.2. Die Amyloidkaskade

Die Identifizierung von AP als Hauptkomponente der amyloiden Plaques
zusammen mit der Identifizierung von in die Alzheimer Pathogenese involvierten
Genen mundete in die Hypothese der amyloiden Kaskade [22]. Entsprechend dieser
Hypothese wird die Akkumulation von AB im Gehirn, entweder durch vermehrte
Bildung, verzogerten Abbau oder verstarkte Aggregation, als Hauptursache in der
Pathogenese der Alzheimerschen Erkrankung angesehen. Bei der biochemischen
Analyse von AP stellte man fest, dass es sich um eine heterogene Mischung
unterschiedlich langer Peptide handelt, welche alle aus der proteolytische
Prozessierung des Amyloiden Vorlauferproteins hervorgehen. Dabei besteht A vor
allem aus der Form AB40 [23] und nur zu einem kleineren Anteil aus der kirzeren
Spezies AB38 und der langeren Spezies AB42 [24]. Obwohl sich Ap42 von AB40 nur
durch die beiden zusatzlichen Aminosauren Isoleucin und Alanin unterscheidet, neigt
vor allem diese Spezies zur Aggregation und kann als Aggregationskeim die
Ablagerung von Ap begunstigen [25, 26]. Tatsachlich konnte post mortem im Gehirn
von Alzheimerpatienten im Vergleich zu verstorbenen Kontrollpersonen, welche nicht
an der Alzheimerdemenz erkrankt waren, vermehrt AB42 nachgewiesen werden,
wobei sich das Verhaltnis von Ap40 zu AB42 verschoben hatte [27].

Mittlerweile geht man davon aus, dass neben den neurotoxischen Protofibrillen
[28, 29] auch die oligomeren Zwischenstufen von Ap durch Stérung der synaptischen
Ubertragung und Aktivierung von Mikroglia und Astrozyten eine Rolle vor allem in
den frGhen Stadien der Alzheimer Krankheit spielen [30]. So konnte gezeigt werden,
dass kleinere Oligomere von AP sowohl in vivo bei Ratten als auch in kultivierten
Hippocampus-Schnitten einen negativen Effekt auf die Langzeitpotenzierung (Long
term potentiation/ LTP) haben, welche ein Mal fur die synaptische Plastizitat ist [31,
32]. Des Weiteren konnte kurzlich gezeigt werden, dass Ap*56, ein aus APP-
transgenen Mausen isoliertes Dodecamer von AP, nach Injektion in den
Hippocampus von lebenden Ratten schon im niedrigen nanomolaren Bereich bei

unverandertem Lernverhalten negative Effekte auf das Kurzzeitgedachtnis hat [33].

Im weiteren Krankheitsverlauf kommt es zur Zerstérung von Synapsen und
Neuriten. Die daraus resultierende gestorte lonen-Homdostase fuhrt Gber eine
oxidative Schadigung der Neuronen zu einer veranderten Aktivitat von Kinasen und

Phosphatasen, welche die Bildung von intrazellularen TAU-BlUndeln begunstigen.
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Letztendlich fiihren der Verlust von Neuronen, die neuronale und neuritische
Dysfunktion und die dadurch bedingten Transmitterdefizienzen zu den klinischen

Symptomen der Demenz.

Familiare Alzheimer Demenz Sporadische Alzheimer Demenz

Mutationen in APP oder PS Genetische Risikofaktoren, hohes
Alter, Umweltfaktoren

v v

Lebenslang erhdhte Ap42 Produktion Verringerter Ap-Abbau, erhdhte Ap-

Level
v v

AB-Anreicherung und Oligomerisierung,
Bildung diffuser Ap-Plaques

Subtile Effekte von Ap-Oligomeren auf
die Synapsenfunktion

Aktivierung von Mikroglia und Astrozyten

Aktivierung der Entzindungsantwort
(inflammatory response)

Schadigung der Neuronen Veranderte
¢ Kinase- und

Oxidativer Stress und verandertes Phosp.h?c\’iase-
neuronales lonenmilieu - aktivitat

v |

Neuronale Fehlfunktion

-« Bildung von
Absterben von Neuronen hyperphos-
¢ phoryliertem

Demenz Tauprotein und

Neurofibrillen

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Amyloidkaskade

Die Akkumulation von Ap bei dominant vererbten, familiaren Alzheimer wie auch bei
sporadischen Alzheimer Fallen wird als primare Ursache flir die Alzheimer Pathogenese
gesehen. Vor allem oligomere Zwischenstufen storen die synaptische Ubertragung zwischen
Neuronen, losen eine begleitende Entzindungsreaktion und die Aggregation von Tau in
Neuronen aus. Am Ende stehen Transmitterverlust und der Untergang von Neuronen. [34]
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1.3. Amyloid-Vorlaufer-Protein - APP

APP ist das Mitglied einer Genfamilie, die daruber hinaus noch die beiden
Homologe Amyloid Precursor-like Protein 1 (APLP1) und 2 (APLP2) enthalt [35, 36].
APP wird ubiquitar im Korper exprimiert [37]. Durch alternatives Splei3en entstehen
jedoch vor allem drei gewebsspezifische Isoformen [38]. Dabei wird die haufigste
Form APP751 vor allem in nichtneuronalen Geweben exprimiert, wahrend APP695 in
neuronalem Gewebe und APP770 in peripherem glialen Gewebe exprimiert wird [39].
Bei APP handelt es sich um ein Oberflachenprotein, das auf dem Weg vom
endoplasmatischen Retikulum Uber den Golgi-Apparat zur Plasmamembran
zahlreiche posttranslationale Modifikationen erfahrt [40]. Dazu gehoéren die N- und O-
Glykosylierung sowie Sulfatierung und Phosphorylierung [41]. Nach Erreichen der
Plasmamembran besitzt APP eine kurze Halbwertszeit [40]. Es wird entweder durch
a-Sekretasen oder alternativ nach Endozytose durch die in sauren Endosomen

lokalisierte B-Sekretase gespalten [42-46].

Im Zusammenhang mit frih beginnenden, familiaren Formen von Alzheimer
(FAD) sind fur APP eine Reihe von Mutationen beschrieben worden, die praferentiell
entweder am N- oder C-terminalen Ende oder innerhalb der AB Domane lokalisiert
sind [12, 16-18, 27, 47] (siehe Abb.4). Dabei fuhren Mutationen innerhalb der Ap
Domane in der Nahe der o-Sekretaseschnittstelle aufgrund der veranderten
Aggregationseigenschaften zu einer Ablagerung von Ap in den Gefalten, was zu
einer Schwachung der Gefallwand und damit zu multiplen hamorrhagischen
Hirnblutungen fuhrt, welche in der Literatur als zerebrale Amyloidangiopathien (CAA)
beschrieben sind [48, 49]. Mutationen am C-terminalen Ende der AB-Domane im
Bereich der Transmembrandomane fuhren dazu, dass die y-Sekretase aus C99
praferentiell mehr Ap42 bildet, was zu einer beschleunigten Entwicklung von Plaques
im Hirnparenchym fuhrt. Die wohl bekannteste aller APP-Mutationen ist eine erstmals
in einer schwedischen Familie identifizierte sog. schwedische Doppelmutation, deren
Mitglieder fruhzeitig im Alter von 30 bis 40 Jahren an der Alzheimerschen Demenz
erkranken. Aufgrund des Austauschs von 2 Aminosauren (K670N/M671L) wird APP
zu einem deutlich besseren BACE1 Substrat [50]. Dies fuhrt konsequenterweise zu
erheblich mehr toxischem AP und damit zu einem friheren Auftreten der

Alzheimerschen Demenz.
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Obwohl APP eines der am meisten untersuchten Proteine Uberhaupt ist, ist die
physiologische Funktion nach wie vor unklar. Ein Knockout von APP fuhrte bis auf
eine verstarkte reaktive Gliose zu keinem ausgepragten Phanotyp [51, 52] . Dies
konnte dadurch zu erklaren sein, dass APLP-1 und 2 den Verlust von APP
kompensieren konnen. Hingegen sterben APP/APLP-2 [53] und APLP-1/APLP-2
knockout Mause [54] frUh postnatal, wahrend APP/APLP-1 knockout Mause vollig
gesund erscheinen. Der dreifach Knockout von APP, APLP-1 und APLP-2 fuhrt zu
einer Storung im Aufbau der einzelnen Neuronenschichten der grauen Substanz wie

auch bei der humanen Typ 2 Lisenzephalie [55].

A[340/42t AB42I

—

N1 )] -~ 1C

P
-
_-
-
-

,/’/ B-Sekretase B' a-Sekretase v-Sekretase
v v vy Nyv
KTEEISEVKMDAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIATVIVITLVMLKK
NL GQN IMVI P
K G
G F

L

Abbildung 4: Schematische Darstellung von mit familiarer Alzheimerdemenz (FAD)
assoziierten APP Mutationen und deren Effekte auf die Bildung von AB (oben). Lage
der Sekretaseschnittstellen (Pfeile) bezogen auf die APP Aminosauresequenz. Die
Sequenz von AP ist orange eingefarbt. B' steht fir den alternativen B-Sekretase-Schnitt.
Darlber hinaus sind einige der FAD Mutationen angegeben, wobei die oben erwahnte

1.4. Prozessierung von APP durch Sekretasen

Die Ektodomane von APP wird durch a- und B-Sekretase sezerniert. Die amyloide
Kaskade (siehe 1.2) beginnt mit der Sekretion der Ektodomane des Amyloid-
Vorlaufer-Proteins APP nach proteolytischer Prozessierung durch die pB-Sekretase
BACE1 (B-site APP cleaving enzyme) (siehe Abb.5). Die Prozessierung von APP



Kapitel 1 Einleitung 14

durch BACE1 ist ein normaler Bestandteil des physiologischen Zellmetabolismus
[56], macht aber dabei nur etwa 5% der APP-Gesamtsekretion aus. Nach
Freisetzung der APP-Ektodomane wird das in der Membran verbleibende C-
terminale Fragment (CTF) C99 anschlieend durch eine weitere Protease, den v-
Sekretase Komplex, geschnitten [57]. Dabei wird neben dem amyloidogenen Ap42
Peptid und AB38 vor allem die weniger amyloidogene Spezies AB40 in den
Extrazellularraum und die intrazellulare Doméane von APP (AICD) in das Zytosol
freigesetzt. Der weitaus groflere Anteil der APP-Sekretion wird jedoch durch a-
Sekretasen vermittelt (Abb.5). Dabei handelt es sich um Zink-Metalloproteasen aus
der ADAM (A disintegrin and metalloprotease) Familie, welche innerhalb der AR-
Doméane schneiden. Das nach dem a-Schnitt in der Membran verbleibende,
dementsprechend kleinere CTF C83 wird durch die y-Sekretase zum neurotrophen,
sekretierten Peptid p3 und der AICD umgesetzt und beschreibt damit den nicht
amyloidogenen Abbau von APP.

sAPPR sAPPa

T —h —8 [°

<4 B-Sekretase 4 g-Sekretase ¥ ECR
< Sekretase ¥ < y-Sekretase ¥ |
Zytosol
AICD CTFB (C99) APP CTFa (C83) AICD
h Amyloidogener Prozessierungsweg g Nicht amyloidogener Prozessierungsweg

Abbildung 5: Darstellung der proteolytischen Prozessierung von APP. Nach
Prozessierung von APP durch a-Sekretasen innerhalb der AB-Doméane entstehen sAPPa
und das C-terminale Fragment C83. Dieses wird nachfolgend durch die y-Sekretase in
das extrazellulare, neurotrophische Fragment p3 und die APP intrazellulare Domane
(AICD) prozessiert. Nach Prozessierung von APP durch die B-Sekretase BACE1 am N-
Terminus der AB-Domane entstehen die 16sliche Ektodomane sAPP und das C-terminale
Fragment C99. Dieses wird wiederum nachfolgend durch die y-Sekretase in das
extrazellulare AB und die AICD prozessiert und initiilert damit die Amyloidkaskade.
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a-Sekretase:

Unter der a-Sekretase versteht man die proteolytische Aktivitat, die in der Lage
ist, APP innerhalb der AB Domane zwischen den Aminosauren Lys 16 und Leu 17 zu
schneiden [58, 59]. Es stellte sich heraus, dass es sich bei der a-Sekretase nicht um
eine, sondern um mehrere Proteasen handeln muss. Aufgrund des Inhibitorprofils
stellte man fest, dass es sich um Zink-Metalloproteasen aus den Familien der ADAM
und MMP handeln muss. Im Augenblick wird angenommen, dass ADAM10, ADAM17
und ADAM9 APP unter physiologischen Bedingungen schneiden kdnnen [60-62].
Daruber hinaus existiert ein Homolog der B-Sekretase BACE2, welches im
Gegensatz zu BACE1 ohne betonte Expression im Gehirn, ubiquitar im Korper
exprimiert wird [63]. Es schneidet im Gegensatz zu BACE1 innerhalb der Ap Doméane
zwischen den Aminosauren Phenylalanin 690 und Phenylalanin 691 von APP und

wirkt somit antiamyloidogen [64].

B-Sekretase:

Bei der B-Sekretase BACE1 handelt es sich um eine membranstandige, 60 kDa
grolde Aspartylprotease, die vor allem im sauren Milieu der Endosomen bei einem
pH-Wert von 4,5 die hdchste proteolytische Aktivitat aufweist [45]. In diesem
Zellkompartiment wird auch APP proteolytisch prozessiert, wodurch die
Amyloidkaskade initiert wird [65]. BACE1 unterscheidet sich von anderen
Aspartylprotease dadurch, dass es mittels einer Transmembrandomane in der
Zellmembran verankert ist. Es wird als Praproprotein im endoplasmatischen
Retikulum gebildet, um anschlieBend an drei von vier moglichen N-
Glykosylierungsstellen glykosyliert zu werden [66, 67]. Bei Verlassen des
endoplasmatischen Retikulums wird das Propeptid durch eine Furin-ahnliche
Endoprotease abgespalten, um danach weiter glykosyliert zu werden [66, 67]. Die
zytoplasmatische Domane und im speziellen das Dileucin-Motiv scheinen fur einen
normalen Transport von BACE1 nétig zu sein [67]. Mittels einer BACE1 knockout
Maus konnte durch die fehlende Bildung von Ap in diesen Mausen gezeigt werden,
dass es sich bei BACE1 um die lange gesuchte B-Sekretase handelte [68]. Man fand

heraus, das BACE1 beim Menschen ubiquitar und besonders stark im Gehirn
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exprimiert ist. Dabei weisen Hippocampus, enterorhinaler Cortex und Cerebellum die
hochste Expression auf [45]. Die Expression von BACE1 ist auf transkriptioneller
Ebene und auf translationeller durch ihre 5° untranslatierte Region (5’UTR) reguliert
[69-72]. Dabei werden die hochsten Expressionslevel wahrend der Embryogenese
erreicht, um nach der Geburt innerhalb kurzer Zeit stark herunter reguliert zu werden,
was darauf schlieRen lasst, dass BACE1 wahrscheinlich vor allem in der
Embryogenese eine wichtige Rolle spielt [73]. Des Weiteren ist mit dem Golgi-
lokalisiertem y-Ohr-enthaltendem ARF Bindeprotein (GGA3) ein weiteres Protein
identifiziert worden, das fur die Sortierung von BACE-1 in die Lysosomen
verantwortlich ist und damit seinen Abbau beeinflusst [74]. Kommt es im Verlauf der
Apoptose zu einer Aktivierung von Caspasen, so wird durch diese unter anderem
auch GGA3 geschnitten, wodurch BACE1 stabilisiert wird. Neben GGA3 sind in der
Vergangenheit mit GGA1 und 2 weitere GGA-Proteine beschrieben worden, die mit
BACE1 interagieren sollen [75, 76]. Nach APP wurden nach und nach auch die
beiden APP-Homologe APLP-1 [77] und 2, die Sialyltransferase (ST6GAL1) [78, 79],
der P-Selectin Glykoprotein Ligand-1 (PSGL-1) [80], die pB-Untereinheit der
spannungsabhangigen Natriumkanale [81] und Neuregulin-1 [73] als Substrate von
BACE1 beschrieben. Vor allem Neuregulin wurde in letzter Zeit aufgrund seiner
beschriebenen Funktion in der Myelinisierung peripherer Nerven vermehrte
Aufmerksamkeit geschenkt [82, 83]. Es zeigte sich, dass BACE1 knockout Mause im
Vergleich zu Wildtypmausen bei Geburt eine signifikant verringerte Myelinisierung
ihrer peripheren Nerven aufweisen [73]. Gleichzeitig akkumuliert das nicht
proteolytisch prozessierte, mature Neuregulin-1 deutlich im Gehirn von BACE1

knockout Mausen.

Da es nahe liegt die Bildung von AB durch pharmakologische Hemmung von
BACE1 zu unterbinden, versuchen viele pharmazeutische Firmen, spezifische
Inhibitoren gegen dieses Enzym zu entwickeln. Dies gestaltet sich jedoch aufgrund
der breiten und zugleich flachen Substrattasche von BACE1 mehr als schwierig [84].
Darlber hinaus besteht Unklarheit daruber, fur welche weiteren physiologischen
Prozesse BACE1 im Gehirn neben der postnatalen Myelinisierung der Nerven
bendtigt wird, so dass eine Hemmung dieses Enzyms einen negativen Einfluss auf

die Entwicklung des Gehirns haben koénnte.
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v-Sekretase:

Im zweiten Schritt der amyloiden Kaskade schneidet der
Aspartylproteasekomplex y-Sekretase das in der Membran verbliebenen CTF C99.
Die Tatsache, dass eine Protease innerhalb der Membran schneiden kdnnte, war bis
vor wenigen Jahren undenkbar, da man sich nicht vorstellen konnte, dass das flr die
proteolytische Spaltung notwendige Wasser sich innerhalb der hydrophoben
Membran aufhalten kdnnte. Eine Rekonstitution der y-Sekretase Aktivitat in Hefe,
welche keine endogene y-Sekretase exprimiert, konnte zeigen, das nur die Proteine
Presenilin1 (PS1), Nicastrin, Presenilin Enhancer 2 (Pen-2) und Anterior-pharynx
defective phenotype-1 (Aph-1) bendtig werden, um einen aktiven y-Sekretase-
Komplex zu erhalten. In letzter Zeit verdichten sich die Hinweise, dass dieser
Minimalkomplex aus den Proteinen PS1 bzw. PS2, Nicastrin, Aph-1 und Pen-2 [85]
ahnlich einem lonenkanal innerhalb der Membran eine wassergefullte Kammer bildet
[86]. Dabei konnte gezeigt werden, dass die GXGD-Aspartylproteasen PS 1 oder 2
mit ihren beiden katalytisch aktiven Aspartylresten in den Transmembrandomanen 6
und 7 das aktive Zentrum des y-Sekretase-Komplexes bilden. Bereits die Mutation
einer der beiden kritischen Aspartate reicht dazu aus, die proteolytische Aktivitat
dieses Komplexes zu unterbinden [87]. Presenilin 1 und 2 gehoren zur Familie der
GXGD Proteasen, zu welcher aufgrund des konservierten GXGD Motivs auch die
Signal Peptid Peptidase (SPP), die Signal Peptid Peptidase like (SPPI) und die
bakterielle Typ4-Prepilin Protease (TFPP) gehdren [88, 89]. Mittlerweile sind mehr
als 100 Mutationen von Presenilin im Zusammenhang mit der familiaren
Alzheimerdemenz (FAD) identifiziert worden, welche zu einer vermehrten Bildung
von AR42 und damit zu einem verfrihten Auftreten der Erkrankung fuhren. Presenilin
erlangt erst nach der autoproteolytischen Spaltung in ein N- und ein C-terminales
Fragment, welche im Komplex miteinander in Verbindung stehen, volle proteolytische
Aktivitat. Fur eine effektive autoproteolytische Spaltung von Presenilin ist die
Gegenwart von Pen-2 nétig [90, 91]. Hingegen ist Aph-1 fur die Stabilitdt des y-
Sekretase Komplexes verantwortlich [92]. 2007 wurde gezeigt, dass Nicastrin als
Andockstelle fur die Substrate der y-Sekretase dienen solle und mittels der Grdle

seiner Substrattasche die zu schneidenden Proteine nach der Lange ihrer
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Extrazellulardomane selektiert [93]. Eine vor kurzem erschienene Arbeit konnte diese
Daten jedoch wiederlegen, so dass Nicastrin zwar immer noch ein essentieller
Bestandteil des y-Sekretase-Komplexes ist, jedoch nicht als spezifische Andockstelle
fur die Substrate der y-Sekretase dient [94]. Die vorangehende
Ektodomanenspaltung verklrzt jedoch die Extrazellulardomane auf die fur die
Bindung an den y-Sekretase-Komplex noétige Lange. Mittlerweile sind zahlreiche y-
Sekretase Substrate in der Literatur beschrieben. In Anlehnung an Notch wurde auch
die intrazellulare Domane von APP (AICD) hinsichtlich ihrer Funktion als
Transkriptionsfaktor untersucht. Die Daten sind jedoch nicht eindeutig und zum Teil
sogar widerspruchlich, so dass der AICD eine Funktion in der nuklearen
Signaltransduktion nicht eindeutig zugeschrieben werden kann [95, 96]. Darlber
hinaus sind eine Reihe weiterer y-Sekretase Substrate wie z.B. CD44, ErbB-4
Rezeptor, IL-1R2, Delta und Jagged bekannt [97-101].
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der einzelnen Komponenten des y-
Sekretasekomplexes. Die Transmembrandomanen 6 und 7 von Presenilin, welche die fir
die katalytische Aktivitat wichtigen Aspartatreste tragen sind griin eingefarbt. Dargestellt
sind die Prozessierung des aus dem BACE-1 Schnitt von APP resultierenden C99 CTF und
seine Umsetzung in AR und die AICD.
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1.5. Regulierte Intramembranproteolyse

Die beschriebene sequentielle Prozessierung von Typ | und Typ |l
Membranproteinen in der Ektodomane und die darauffolgende Prozessierung des
membranstandigen Fragments in der Membran wird auch als regulierte
Intramembranproteolyse bezeichnet. Neben APP werden auch viele andere Typ |
und Il Membranproteine, wie z.B. Notch und CD44 [98, 102] durch regulierte
Intramembranproteolyse (RIP) abgebaut. Dabei handelt es sich um einen
zweischrittigen  Proteolysemechanismus fur die Signaltransduktion und die
Degradation von Membranproteinen [103, 104]. Im ersten Schritt, genannt
Ektodomanenspaltung ,ectodomain shedding®, wird die Ektodomane des Proteins im
Bereich der Juxtamembranregion durch eine sog. ,Sheddase” gespalten (siehe
Abb.7). Dabei handelt es sich entweder um Metalloproteasen oder die beiden
Aspartylproteasen BACE1 und 2, welche innerhalb der ersten 30-40 membrannahen
Aminosauren der Ektodomane, der sog. Juxtamembrandomane, schneiden. Es
resultieren die Sekretion des grofdten Anteils der Extrazellulardomane [105, 106] im
Fall von Typ-l Membranproteinen ein in der Membran verbleibendes C-terminales
Fragment (CTF), welches in einem zweiten Schritt, genannt Intramembranproteolyse,
durch den y-Sekretase-Komplex gespalten wird [107]. Im Fall der genau umgekehrt
in der Membran sitzenden Typ-lIl Membranproteine, Ubernehmen die Signal Peptid
Peptidase ahnlichen (signal peptide peptidase like, SPPI) Proteasen die Proteolyse
der nach der Sekretion der Ektodomane in der Membran verbleibenden NTFs. Sie
weisen im Vergleich zu den katalytischen Untereinheiten des y-Sekretase-Komplexes
Presenilin 1 (PS1) und 2 (PS2) ebenfalls eine spiegelverkehrte Orientierung in der
Membran auf. Die beiden ersten identifizierten Substrate waren TNFo und Bri-2 [108-
110]. Die aus der RIP von Notch resultierende intrazellulare Domane (NICD) ist in
der Lage, im Kern die Transkription zahlreicher Gene zu beeinflussen [111], wodurch
die Differenzierung verschiedener Zelllinien in multizellularen Organismen kontrolliert
wird [112]. Eine Deletion von Notch in Mausen ist in sich entwickelnden Embryonen
durch einen letalen, posterioren Wachstumsstopp mit einer verringerte Anzahl von

differenzierten Somiten und nachfolgender, vor allem im Nervensystem lokalisierter
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Zelldegeneration charakterisiert [113]. Dartuber hinaus konnte gezeigt werden, dass
ein Fehlen der RIP durch eine pharmakologische Inhibition der y-Sekretase und
damit das Fehlen der NICD von Notch zu einem ahnlichen Phanotyp fuhrt [114, 115].
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die regulierte Intramembranproteolyse
essentiell fur die Signaltransduktion von extrinsischen Signalen in den Zellen

multizellularer Organismen und damit einer normalen Embryogenese ist.

C
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Abbildung 7: Regulierte Intramembranproteolyse von Typ-1 und Typ-2
Membranproteinen 1= Sheddase, 2= Signalpeptidpeptidase &hnlich (SPPL), 3= y-
Sekretase. Nach Ektodomanenspaltung durch eine Sheddase wird das in der Membran
verbleibende Fragment im Fall von Typ-1 Membranproteinen durch den y-Sekretase-
Komplex und fir Typ-2 Membranproteine durch SPPI prozessiert.

1.6. Interleukin-1 Signaltransduktion und die Alzheimer Krankheit

Mehrere Arbeiten der vergangen Jahre haben das Interleukin-1 System
zumindest mit Teilaspekten der Alzheimerschen Demenz in Verbindung gebracht. Es
konnte gezeigt werden, dass Interleukin-1a (IL-1a) und B (IL-1B) potente
inflammatorische und immunregulatorische Zytokine sind, welche eine Schlusselrolle
in neurodegenerativen Prozessen einnehmen, die sich nach einem Hirntrauma,

Schlaganfall oder einer Enzephalitis, abspielen. Dabei kann Interleukin-1 an zwei
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verschiedene Typen von Rezeptoren binden. Eine Bindung an den Typ-I Rezeptor
(IL-1RI), an deren Anfang die Heterodimerisierung mit dem Interleukin-1 Rezeptor
assoziiertem Protein (IL-1racp) [116] und die Assoziation von MyD88 steht [117,
118], fuhrt nach Aktivierung einer Signalkaskade zur Aktivierung von NFkB [119],
welches die Transkription von proinflammatorischen Genen steuert (siehe Abb.8).
Hingegen wirkt der Typ-ll Rezeptor (IL-1RIl) in seiner sekretierten Form als
Abfangrezeptor fur IL-1p und IL-1a [120]. Im Gegensatz zum IL-1RI fehlt ihm die
zytoplasmatische Toll/Interleukin-1 Rezeptor Doméane (TIR) [121], wodurch es zu

keiner NFkB aktivierenden Signaltransduktion fahig ist [122].

sIL-1RII
IL-1 IL-1

IL-1RI

I IL-1RacP IL-1RII

Ny

. NF-kB
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Transkriptionelle Aktivierung von
inflammatorischen Genen

Abbildung 8 Schematische Darstellung der IL-1 Rezeptoren und ihrer Funktion. IL-
1RI bildet nach Bindung von IL-1 ein Heterodimer mit IL-1RacP und fihrt damit zur IL-1
abhangigen Signaltransduktion. IL-1RII besitzt keine TIR-Domane und wird sehr stark
sekretiert. Seine 16sliche Form bindet und neutralisiert damit 1I-1.

IL-1RIl ist ein Typ-l Membranprotein mit einer grof3en extrazellularen, Liganden
bindenden Domane, welche drei Ig-Doméanen enthalt. Darauf folgt eine
Transmembrandomane und eine im Vergleich zum IL-1RI kurze, 29 Aminosauren
messende zytoplasmatische Domane. IL-1 und seine Signaltransduktion wurden mit

verschiedenen Aspekten der Alzheimerschen Demenz in Verbindung gebracht,



Kapitel 1 Einleitung 22

Jedoch ist man noch weit davon entfernt, die darin involvierten molekularen
Mechanismen im Detail zu verstehen. Trotzdem gibt es eine Reihe von Indizien, die
fur eine Rolle von Interleukin-1 in der Alzheimer Pathogenese sprechen.
Hirntraumen, welche einen Risikofaktor fur Alzheimer darstellen, 16sen eine erhdhte
Expression von IL-1 aus [123]. Daruber hinaus konnten in Hirnschnitten von an
Morbus Alzheimer erkrankten Patienten und Down-Syndrom Patienten erhohte Level
von Interleukin-1 nachgewiesen werden [124]. Des Weiteren fuhrt die Stimulation von
Astrozyten, Neuronen und Endothelzellen mit IL-1 zu einer erhdhten Translation und
Transkription von APP mRNA und somit zu erhéhten APP-Proteinleveln [125-128].
Dies konnte mdglicherweise auch zu einer erhdhten Bildung von AP flhren.
Allerdings fuhrt die Stimulation von Neurogliom- und Neuroblastomzellen mit IL-1
auch zu einer Aktivierung der o-Sekretase Spaltung [129, 130], welche potentiell in
der Lage ist, die Bildung von AP zu verhindern und daruber hinaus die Sekretion der
neuroprotektiven, neurotrophen Form sAPPa zu stimulieren. Mit IL-1B behandelte
Ratten zeigen im Cortex eine Zunahme der Immunreaktivitat fur phosphoryliertes
TAU und eine Zunahme an TAU mRNA [131].

Genetische Kopplungsanalysen haben Polymorphismen in den beiden
Interleukin-1 Genen IL-1a und IL-18 mit einer erhdhten Pradisposition fur die
Alzheimer Demenz in Verbindung gebracht. Interessanterweise scheinen beide
Polymorphismen zu einer erhohten Bildung von IL-1a und IL-1B in vitro oder in vivo
zu fuhren [132]. Eine weitere mogliche Verbindung zwischen IL-1 und Alzheimer sind
erhohte Level von IL-1RIl im Liquor (CSF) von Alzheimer Patienten in milden bis

moderaten Stadien, aber nicht in finalen Stadien der Erkrankung [133, 134].

Hirnverletzungen
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Abbildung 9: Schematische Darstellung der vermuteten Wirkmechanismen von
Interleukin-1 im Rahmen der Alzheimer Pathogenese. (Modifiziert nach Rothwell NJ et
al. 2000)
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Wenn man bedenkt, dass IL-1R2 als Abfangrezeptor fur IL-1 dient, kdnnte dies
eine Moglichkeit sein, um die schadlichen Effekte einer erhdhten IL-1 Expression im
Gehirn zu limitieren. Allerdings sind die molekularen Mechanismen, welche die
proteolytische Prozessierung und damit die Aktivierung von IL-1R2 steuern,
weitgehend unverstanden. Jedoch scheint die Prozessierung zumindest teilweise
durch eine Metalloproteaseaktivitat vermittelt zu sein [135, 136], welche auf die
ADAM Protease TNFa-converting enzyme (TACE/ADAM17) zurtckzuflihren sein
konnte [137]. Ein detaillierteres Verstandnis der Prozessierung von IL-1R2 kdnnte
helfen, die Rolle von IL-1R2 Sekretion und IL-1 im Rahmen der Alzheimerschen

Demenz besser zu verstehen.

1.7. Zielsetzung und Fragestellung dieser Arbeit

Das Amyloid-Vorlaufer-Protein (APP) wird durch a- pB- und y-Sekretase
proteolytisch prozessiert. Die sequentielle Spaltung von APP durch B- und y-
Sekretase fuhrt zu den amyloidogenen Ap-Peptiden, welche sich in sog. amyloiden
Plaques ablagern. Heutzutage wird angenommen, dass AP vor allem in Form von
Oligomeren eine toxische Wirkung auf Neuronen ausubt. Damit nimmt es eine
entscheidende Rolle in der Pathogenese der Alzheimer Krankheit ein. Aufgrund
erhohter Konzentrationen von IL-1R2 im Liquor von Alzheimer Patienten wurde die
proteolytische Prozessierung und Sekretion des Typ Il Interleukin-1-Rezeptors (IL-
1R2) ebenfalls mit der Alzheimer Krankheit in Verbindung gebracht. Im Augenblick
geht man davon aus, dass IL-1R2 negative Effekte einer zu starken IL-1
Signaltransduktion auf das zentrale Nervensystem abmildert, indem es IL-1 bindet
und damit unschadlich macht [133, 134]. Die molekularen Mechanismen der
proteolytischen Prozessierung des Typ Il IL-1 Rezeptors sind bis zum jetzigen
Zeitpunkt jedoch weitgehend unverstanden. Deshalb sollte in dieser Arbeit die
proteolytische Prozessierung von IL-1R2 untersucht und mit der proteolytischen

Prozessierung von APP verglichen werden.

Speziell sollte untersucht werden, ob es sich analog zu APP bei IL-1R2 um ein a-

Sekretase Substrat handelt. Dazu sollte der Einfluss der beiden Substanzen
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Phorbolmyristate Acetate (PMA) und TACE Protease Inhibitor-1 (TAPI-1) auf die
Prozessierung von IL-1R2 in einer humanen embryonalen Nierenzelllinie untersucht
werden. PMA ist dabei ein Aktivator der a-Sekretase Spaltung, wahrend es sich bei
TAPI-1 um einen Breitband Metalloproteaseinhibitor und somit um einen Inhibitor der

a-Sekretase Spaltung handelt.

Da die Menge von sekretiertem IL-1R2 und gleichzeitig auch die der 3-Sekretase
BACE1 in Alzheimer Patienten erhoht ist, sollte untersucht werden, ob IL-1R2
ahnlich wie auch APP durch die B-Sekretase BACE1 prozessiert werden kann. Dafur
sollte der Einfluss der Uberexpression von BACE1 oder dessen Homolog BACE2 auf
die Sekretion von IL-1R2 untersucht werden. Des Weiteren sollten der Effekt des fur
BACE1 und -2 spezifischen Inhibitors C3 [138] und eines Knockouts von BACE1 und
BACE2 auf die Sekretion von IL-1R2 untersucht werden.

Drittens sollte untersucht werden, ob es sich bei dem membranstandigen
Fragment von IL-1R2 um ein neues y-Sekretasesubstrat handeln kénnte. Dazu sollte
der Einfluss des y-Sekretase Inhibitors DAPT, der proteolytisch inaktiven Presenilin 1
Mutante (D385N) und eines Presenilin 1/2 Knockout auf die Prozessierung der nach
der Ektodomanenspaltung in der Membran verbliebenen C-terminalen Fragmente
von IL-1R2 untersucht werden. Des Weiteren sollte in einem zellfreien Assay gezeigt
werden, dass das C-terminale Fragment von IL-1R2 in von Zellen aufgereinigten

Membranen durch den y-Sekretasekomplex umgesetzt wird.

Viertens sollten die Schnittstellen der einzelnen Proteasen
massenspektrometrisch mittels Matrix assistierter Laser Desorption lonisation
(MALDI) bestimmt werden.
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2.Material und Methoden

2.1. Molekularbiologische Arbeitstechniken

2.1.1. Polymerasekettenreaktion (Polymerase chain reaction, PCR)

Die in dieser Arbeit verwendeten PCR-Oligonukleotide wurden von Invitrogen und

Thermo bezogen.

Tabelle 1 Primer:

[ Bezeichnung Sequenz
CD5-HA-tag fw 5-TCCTAGCACGGAAGCGACCAGCATCCCCAG-3'
IL1R2-XBA fw 5-CTAGTCTAGAGGGGGCTGCCAGAAGCTG-3’
IL1R2-XBA rev 5-GATCTCTAGACCCTTGGGATAGGATTGAAAG-3'
A322-IL-1R2-FLAG fw 5-GATCTCTAGAGGTTGTCCATAATACCCTG-3"
A329-IL-1R2-FLAG fw 5-GATCTCTAGAGACACTACGCACCACAGTC-3'
A334-IL-1R2-FLAG fw 5-GTCGCTTCCGTGCTAGGACAGACACTACGCACCACAG-3'
CD5 annealing N-term A334-IL-1R2 5-TCCTAGCACGGAAGCGACCAGCATCCCCAG-3'
TGF-XBA rev 5-GATCTCTAGACCGACGAGTGTTTCTGAGTG-3'
Peak12-Not 5 TGGATGCAGGCTACTCTAGGG-3'
Peak12-HIND 5-CATTCTCAAGCCTCAGACAGTGG-3’
T7 5 TAATACGACTCACTATAGGG-3’
XbaFLAG 5_-CTAGTCTAGAGGACTACAAGGACGACGACGACAAG-3'
pANNT 5-GTGCCTGAAGCGGATCCAGAC -3
P-SelectinSpel 5-CTAGACTAGTGAAAGAAGTGGCAGCATGGAC -3’
CD16Xba 5-GGTCTAGAGATGCGGACTGAAGATCTCC -3
CD14Xba 5-CTAGTCTAGAGACCACGCCAGAACCTTGTGAGC-3'
TNF4Xba 5_TACTTCTAGAGAGCCGCCAGGGCAATGATCCC-3'
P-Selectin rev 5-GACTGCGGCCGCTTAAGGACTCGGGTCAAATGC-3¢

Alle PCR Oligonukleotide wurden in Aqua bidest gelost (ddH,O gewonnen in einer
MilliQ Plus Filteranlage von Millipore) und in einer Konzentration von 100 uM bei -
20°C bis zur weiteren Verwendung gelagert. 10 yM wurden als Arbeitskonzentration

verwendet. Folgender Ansatz wurde zusammenpipettiert [Tabelle 2].
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Tabelle 2 Beispielansatz fir PCR:

Substanz Menge
Matrize (100 ng DNA/ul) 1 ul
Oligonukleotid1 (c = 10 uM) 4 ul
Oligonukleotid2 (c = 10 uM) 4 ul
dNTP (Roche) 10 mM 1 ul
Pwo-Polymerase (PEQLAB) (1U/pl) 1 ul
10-fach Pwo-Polymerase Puffer (PEQLAB) 5 pul
ddH,O 34 ul
> = 50 ul

Fur kleine PCR-Produkte (<500 bp) wurde alternativ Taq Polymerase
(Fermentas) mit dem entsprechenden Puffer (Fermentas) verwendet. Alle
Komponenten des PCR-Ansatzes wurden bei 4°C auf Eis gemischt, wobei die DNA-
Polymerase als letzte Komponente hinzugegeben wurde. Fir langere Amplifikate
>500 bp wurde Pwo-Polymerase verwendet, da sie aufgrund ihrer 3-5
Exonucleaseaktivitat nur eine Mutation pro 10000 bp produziert. Der fertige PCR-
Ansatz wurde mit folgendem Standard-PCR-Programm in einer PCR-Maschine
(Gene Amp PCR System 2700, Applied Biosystems) in Sarstedt-PCR-

Reaktionsgefallen prozessiert.

95°C 95°C

3** 30* 72°C 72°C
54-58°C 60* 10**

30*

4°C
1

[30 Zyklen]

Abbildung 10: Schematische Darstellung der einzelnen Phasen einer Standard PCR-
Reaktion Dargestellt sind die einzelnen Phasen einer Polymerasekettenreaktion. Dabei
entspricht * Sekunden und ** Minuten. Die innerhalb der gestrichelten Linie angegebenen
Phasen werden 30 Mal wiederholt und entsprechen dem Aufschmelzen der DNA-Strange bei
95°C, dem Annealen der Primer bei 54-58°C und der Amplifikation der DNA bei 72°C.
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Die Hybridisierungstemperatur (T,) wurde entsprechend der vom Hersteller
angegebenen Schmelztemperatur (Tr,) der PCR-Oligonukleotide angepasst (T, =Tm —

2°C). Bei Fusions-PCRs dienten im 2. Schritt PCR-Fragmente als Matrize, die in zwei

vorangegangen PCRs synthetisiert wurden

Tabelle 3 PCR-Reaktionen:

Bezeichnung des
Fragments

Oligonukleotide

Matrize

Xbal-IL-1R2-Notl
Xbal-IL-1R2-Xbal
Xbal-CD14-Notl
Xbal-CD16-Notl
HindllI-A334-IL-1R2-FLAG-Notl

Xbal-A329-IL-1R2-Xbal
Xbal-A322-IL-1R2-Xbal
HindllI-TGFa-Xbal
Xbal-FLAG-BamH1
HindllI-Flag-TNFo-Xbal
Spel-P-Selectin-Notl

IL-1R2 Xba fw, T7

IL-1R2 Xbal fw, IL-1R2 Xbal rev
CD14Xbal fw, CD14rev
CD16Xbal fw, Peak12-Not

Peak12-Hind, CD5 annealing N-term A334-IL-1R2,

A334-IL-1R2-FLAG fw, Peak12-Not
A329-IL-1R2-FLAG fw, Peak12-Not
A322-IL-1R2-FLAG fw, Peak12-Not
Peak12-Hind, TGFXba

Xba-Flag fw, panNT

Peak12-Hind, TNF4Xba
P-SelectinSpel, Psel rev

pCMVSport6/IL-1R2
pCMVSport6/IL-1R2
pcdm12-CD14

CD16 GPI
Peak12-CD5-HA-IL-1R2-FLAG

Peak12-CD5-HA-IL-1R2-FLAG
Peak12-CD5-HA-IL-1R2-FLAG
Peak12-TGFa-HA neu
Peak12-CD4-FLAG
Peak12-Flag-TNFa
pCMV-P-Selectin

Auftrennung und Aufreinigung der PCR-Fragmente

TAE-Puffer:
Agarose:

DNA-Auftragspuffer:
DNA-GréRenmarker:

Elektrophoresekammer:
UV-Schirm:
Drucker:

40 mM TRIS, 20 mM Essigséaure, 1 mM EDTA (pH 8,0)
(Invitrogen) 1-2% (w/v) gel6st in TAE-Puffer (zur Detektion der DNA wurden
jedem Gel 0,5 pg/ul Ethidiumbromid hinzugefligt). Die geléste Agarose wurde
bei 65°C im Brutschrank bis zu deren Benutzung aufbewahrt

30% Glycerol, 10 mM EDTA, 0,05% Orange G (Sigma) in ddH,O
1kb Leiter (Sigma) geldst im DNA Auftragspuffer in einer Konzentration von

0,1 pg/pl (10ul pro Spur)

Owl Separation Systems, Inc.
Intas

Mitsubishi

Fur die Gelelektrophorese wurden Gele entsprechend der Grolke der zu
erwartenden Fragmente gegossen. Fiur Fragmente kleiner 500 bp wurden 2%ige
Gele verwendet. Analog wurden 1%ige Gele bei groReren Fragmenten verwendet.

Das Gel lief fur 30 min bei 120 V. Danach wurde das Agarosegel unter UV-Licht (A =
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302 nm) begutachtet, fotodokumentiert und die gewiinschten Banden mittels Skalpell

ausgeschnitten.

2.1.2. Aufreinigung von DNA aus Agarosegelstiucken

Fur die Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen wurde das Nucleospin-Kit von
Macherey & Nagel entsprechend den Anweisungen des Herstellers verwendet.
Aufgereinigte  DNA wurde in ddH,O gelost und bei -20°C bis zur weiteren

Verwendung gelagert.

2.1.3. Subklonierung verschiedener cDNAs in die peak12 Saugerzell-
Expressionsvektoren

Tabelle 4 Verwendete Plasmidvektoren:

- peak12-CD5/HA (1) S. Lichtenthaler
- peak12-CD5/FLAG (2) S. Lichtenthaler
- peak12-CD5/HA-XBA-FLAG (3)
- peak12-MMP-IRES-GFP (4)
- peak12-FLAG-HA (5)
- peak12-CD5/HA-SEAP (6) S. Lichtenthaler
- peaki12 (7)
-  peak12-HA (8)

Plasmide, welche mit dem Namen S. Lichtenthaler bezeichnet sind, waren schon zu Beginn
dieser Arbeit vorhanden. Sie dienten in dieser Arbeit als Ausgangsvektoren fur weitere

Klonierungen und wurden schon in einer vorangegangenen Publikation erwahnt [80].
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Tabelle 5 Konstrukte:

Bezeichnung

PCR-Fragment

Klonierungstellen

Plasmidvektor

(s. Tabelle 4)
HA-XBA-FLAG Xbal-Flag-Notl Xbal/BamH1 8
CD5-HA-XBA-FLAG CD5-HA Hindlll/Xbal HA-XBA-FLAG
HA-SEAP-IL1R2 IL-1R2 Xbal/Notl 6
HA-IL-1R2 IL-1R2 Xbal/Notl 1
HA-IL-1R2-FLAG IL-1R2 Xbal 3
HA-A322-IL-1R2-FLAG A322-IL-1R2 Xbal 3
HA-A329-IL-1R2-FLAG A329-IL-1R2 Xbal 3
A334-IL-1R2-FLAG A334-IL-1R2 Hindlll/Xbal 2
MMP-HA-IL-1R2-FLAG-IRES-GFP  HA-IL-1R2-FLAG  HindllI/Notl 4
HA-P-Selectin P-Selectin Xbal/Notl 1
FLAG-TNFa-HA TNFa-HA Hindlll/Xbal 5
TNFa-SEAP TNFa Hindlll/Xbal 7
HA-TGFo-FLAG HA-TGFao-Neu Hindlll/Xbal 3
HA-SEAP-TGFa TGFa Xbal/Notl 6
HA-CD16 CD16 Xbal/Notl 1
HA-SEAP-CD16 CD16 Xbal/Notl 6
HA-CD14 CD14 Xbal/Notl 1
HA-SEAP-CD14 CD14 Xbal/Notl 6
HA-SEAP-APP APP Xbal/Notl 6
HA-SEAP-APP/SWE APP/SWE Xbal/Notl 6

Alle in dieser Arbeit verwendeten cDNAs kodieren fir Proteine humaner Herkunft.

Verdau der Vektoren und PCR-Fragmente mit Restriktionsenzymen

Die verwendeten

Restriktionsendonucleasen

und die

dazugehdrigen

Inkubationspuffer wurden von Fermentas und NEB bezogen und entsprechend den

Angaben des Herstellers verwendet.

Tabelle 7 Beispielansatz flr Restriktionsverdau (Vektor bzw. PCR-Fragment):

Substanz Menge

Vektor oder {PCR-Fragment} 1 ul(c=1pg/ul) {20 ul}
10x-Puffer 2 ul { 5ul}
BSA 1 u

Xbal 1 u

Notl 1 u

ddH,0O 14 ul {22 ul}
= 20 ul {50 pl}
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Der oben angegebene Ansatz wurde im Fall von Plasmid-DNA fur 1h und im Fall
von PCR-Fragmenten flir 6h in einem auf 37°C temperierten Heizblock inkubiert. Flr
die Dephosphorylierung der Vektorenden des linearisierten Vektors wurden
anschlieend 2 pl Alkalische Phosphatase aus Krabben (,Shrimp alkaline
phosphatase®, SAP) und die dem Gesamtvolumen entsprechende Menge SAP-
Puffer(10x) dem Reaktionsansatz hinzugefligt. Dieser wurde anschliel3end erneut fur
1h bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurde der Reaktionsansatz in einem der GroRe
entsprechenden Agarosegel aufgetrennt und die gewunschten DNA-Banden unter
UV-Licht (A=302 nm) ausgeschnitten. Die DNA wurde anschliel3end aus der Agarose
aufgereinigt (siehe 2.1.2).

Ligation von PCR-Fragmenten und Vektoren:

Zur Ligation von PCR-Fragmenten mit verdauten Vektoren wurde folgender Ansatz

verwendet:

Tabelle 8 Beispielansatz fiur eine Ligation:

Substanz Menge

Dephosphorylierter Vektor 1 ul
PCR-Fragment (verdaut) 4/6
T4-DNA-Ligase-Puffer (10x) 2 ul
T4-DNA-Ligase (Roche) 1 ul
ddH,0 12/10 pl
> = 20

Nach einer vierstlindigen Inkubationszeit bei Raumtemperatur (RT) erfolgte die
Transformation in kompetente Escherichia coli (E. coli) DH5a (siehe unten). In

schwierigen Fallen erfolgte die Ligation im Kuhlraum bei 4°C flr 48h.
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2.1.4. Herstellung chemisch kompetenter E.coli Bakterien vom Stamm DH5a

TB-Medium: 10 mM Hepes, 15 mM CaCl,, 250 mM KCl,, 55 mM MgCl, (Gesamtlésung pH 6,7)
SOB-Medium: 0,2% (g/v) Trypton, 0,05% (g/v) Hefeextrakt, 8,5 mMol NaCl, 10 mM MgCl,, 10 mM
MgSO4
LB-Agarplatten: 1% Trypton (BD), 0,5% Yeast Extrat (BD) und 0,5% NacCl (Roth) in dH,0, pH 7.0
wurde mit NaOH (Merck) eingestellt, 15 g/l Agar (BD) zugesetzt und die Lésung bei
1,2 bar fir 20 Min autoklaviert. Nach Abkihlen auf 50°C wurden die Agarplatten
gegossen

Am 1. Tag wurden Bakterien vom Stamm DHS5o auf einer LB-Agar-Platte
ausgestrichen und Uber Nacht in einem Brutschrank bei 37°C inkubiert. Am 2. Tag
wurden 100 ml SOB-Medium mit einem von der LB-Agar-Platte entnommenen Klon
angeimpft. Diese wurden in einem Schuttel-Inkubator (Certomat BS-1, Braun Biotech
International) Uber Nacht bei 37°C/ 300 upm inkubiert. Am Folgetag wurde diese
Kultur mit SOB-Medium soweit verdinnt, dass die Optische Dichte bei 600nm
(ODsggo) 0,1 OD entsprach. Die Kultur wurde fur weitere 20-24 Stunden inkubiert bis
die ODgpo einem Wert von 0,6 OD entsprach. Daraufhin wurde die Kultur fir 10 min
auf Eis abgekuhlt. Die Bakteriensuspension wurde bei 3500 rpm/ 20 min in einer
Kahlzentrifuge (Avanti J-20XP, Beckman Coulter) bestuckt mit einem JA-10 Rotor
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Bakterienpellet in 80 ml 4°C
kaltem TB-Medium aufgenommen und fir weitere 10 min auf Eis inkubiert. Nach
einem weiteren Zentrifugationsschritt 3500 rpm/ 20 min wurde das Bakterienpellet
erneut vorsichtig in 20 ml frischer TB-Ldsung resuspendiert. Nach Zusatz von 7%
DMSO wurde die Bakteriensuspension fur 10 min auf Eis inkubiert, anschlief3end in
200 pl Portionen aliquotiert und diese in flussigem Stickstoff schockgefroren. Die

gefrorenen Aliquots wurden bei -80°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

2.1.5. Transformation von kompetenten E.coli DH5a-Bakterien

LB-Medium: (Low Salt Luria-Bertani Medium) 1% Trypton (BD), 0,5% Yeast Extract (BD) und 0,5%
NaCl (Roth) in dH,O, pH mit NaOH einstellen und bei 120°C/1,2 bar fiir 20 Min autoklavieren. Ggf.
nach Abkulhlen die entsprechenden Selektionsantibiotika zusetzen.

LB-Ampicillin Agarplatten: siehe (2.1.4), Nach Abkuhlen der Agarlésung auf ca. 50°C wurde
Ampicillin (Sigma in einer Endkonzentration von 100 ug/ml zugesetzt und danach die Platten
gegossen.

Ampicillin-Stocklésung: Ampicillin (Sigma) wurde in einer Konzentration von 100 mg/ml in 80%
Ethanol geldst. Nach Sterilfiltration mit einem 0,22 um Filter (Qualilab) wurde die Lésung aliquotiert
und bei -20°C bis zur weiteren Verwendung gelagert
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60 ul von auf Eis aufgetauten, kompetenten DH50 Bakterien wurden zu einem
Ligationsansatz (20ul, siehe oben) hinzugegeben und fur 30min auf Eis inkubiert.
Anschlieend erfolgte ein Hitzeschock (37°C/ 5 min). Darauf kihlte der Ansatz
nochmals fur 5min auf Eis ab. AnschlielRend erfolgte nach Zugabe von 1ml LB-
Medium eine Inkubation fir 30min bei 37°C min und 200 upm. Dieser Ansatz wurde
auf Ampicillin-LB-Agarplatten ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C in einem

Brutschrank inkubiert.

2.1.6. Praparation von Plasmidvektoren im kleinen MaRstab (Mini-Prap)

LB-AMP-Medium: (Low Salt Luria-Bertani Medium) 1% Trypton (BD), 0,5% Yeast Extract (BD) und
0,5% NaCl (Roth) in dH,O, pH mit NaOH einstellen und bei 120°C/1,2 bar fir 20 Min autoklavieren.
Nach Abkuhlen wurde Ampicillin (100 pg/ml) zugesetzt.

Schiittelinkubator Certomat BS-1 (Braun Biotech International)

Tischzentrifuge Biofuge Pico (Heraeus/Thermo)

Nach Ubernachtinkubation der mit transformierten E.coli DH5a beimpften
Ampicillin-LB-Agar-Platte wurden einzelne Klone mittels einer Pipettenspitze
entnommen und in 5ml LB-Amp-Medium transferiert. Nach einer weiteren
Ubernachtinkubation bei 37°C und 300 upm im Schiittelinkubator wurden 3 ml der
Bakteriensuspension bei 8000 rpm zentrifugiert und entsprechend den Angaben des
Herstellers mit dem Nucleospin®Plasmid Kit von Macherey&Nagel aufgereinigt. Die

DNA wurde in ddH20 gelost und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

Kontrollverdau von Plasmidvektoren

Durch Mini-Praparation gereinigte Plasmidvektoren wurden mit den gewunschten
Restriktionsendonukleasen (Fermentas) entsprechend den Angaben des Herstellers

verdaut und anschlief3end auf einem Agarosegel analysiert (siehe oben).

2.1.7. Sequenzierung von neu klonierten cDNA Konstrukten

Die Uberpriifung der Sequenzen per PCR neu hergestellter cDNA-Konstrukte
wurde bei der Firma GATC in Konstanz durchgeflhrt. Im Fall der peak12-Vektoren
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wurden P12Hind als Vorwartsprimer und P12Not als Ruckwartsprimer verwendet. Im
Fall von pcDNA3.1-Vektoren wurde T7 als Vorwartsprimer verwendet (Primer siehe
2.1.1).

2.1.8. Praparation von Plasmidvektoren im groRen MaRstab

Ampicillin (Roth)

Schiittelinkubator Certomat BS-1 (B. Braun Biotech International)

Nucleobond®PC 500 Kit (Macherey&Nagel)

LB-AMP-Medium: (Low Salt Luria-Bertani Medium) 1% Trypton (BD), 0,5% Yeast Extract (BD) und
0,5% NaCl (Roth) in dH,O, pH mit NaOH einstellen und bei 120°C/1,2 bar fir 20 Min autoklavieren.
Nach Abkuhlen wurde Ampicillin (100 pg/ml) zugesetzt.

Kuhlzentrifuge Avanti J20XP (Beckman Coulter)

JA-10 Rotor (Beckman Coulter)

Durch Restriktionsverdau und anschlieliende Analyse auf einem Agarosegel
positiv identifizierte Klone wurden in 250 ml LB-AMP-Medium im Schittelinkubator
uber Nacht vermehrt. Anschlielend wurde die Bakteriensuspension bei 6000 upm in
einer Kihlzentrifuge bestiickt mit einem JA-10 Rotor zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und die DNA aus dem Bakterienpellet entsprechend den Angaben
des Herstellers mit dem Nucleobond®PC 500 Kit aufgereinigt. Die gewonnene
Plasmid — DNA wurde in ddH20 gel6st und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C
gelagert. Die Sequenzen aller verwendeten Plasmide wurden durch Sequenzierung
bei der Firma GATC (Konstanz) verifiziert.

2.2. Zellkultur

2.21. Zelllinien und Kulturmedien

Basiszelllinien

Als Basiszelllinien wurden humane embryonale Nierenzellen (human embryonic
kidney, HEK) verwendet, die entweder Ebstein-Barr-Virus-Nuclear-Antigen (HEK293-
EBNA) oder das Large-T-Antigen des SV40 Virus (HEK293-T) exprimieren. HEK293-
T Zelllinien, welche entweder die katalytisch inaktive Presenilin-1 Mutante D385N

oder Wildtyp Presenilin 1 Gberexprimierten, wurden von Christoph Kaether bereit
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gestellt. Darlber hinaus wurden murine embryonale Fibroblasten (MEF) von Wildtyp
(MEF PS+/+) und von Presenilin-1/-2 defizienten (MEF PS-/-) Mausen verwendet,
welche von Bart de Strooper, Leuven [139] bereitgestellt wurden. Des Weiteren

wurden transformierte afrikanische Nierenzellen verwendet COS-7.

Zellkulturmedien

Als Basismedium diente Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM, Gibco),
versetzt mit 10% foétalem Kalberserum (FCS, Gibco) und 1% PEN/Strep (Penicillin,
Streptomycin, Gibco). Fur die Selektion stabiler Transfektanten wurden folgende

Antibiotika zugesetzt:

Geneticin (G418, Roche) 200 ug/ml
Puromycin (Sigma) 1 pg/mi
Zeocin 200 pg/ml

HEK293  Presenilin1-D385N  und HEK293 Presenilin1-wt  wurden  zur
Aufrechterhaltung der Expression mit Zeocin (200 ug/ml) versetzt. MEF PS -/-
Zelllinien wurden mit Geniticin (200 ug/ml) versetzt, um fur die defizienten MEF PS -/-

zu selektionieren.

2.2.2. Zellkultivierung

Sterilbank Hera Safe (Heraeus)
Zellinkubator Hera Cell (Heraeus)
Zellkulturschalen (Nunc, Falcon)
Plastikwaren (Sarstedt)

Die Zellen wurden in 10cm Kulturschalen in 8ml Kulturmedium (siehe oben) im
Zellkulturinkubator bei 37°C und 5% CO; kultiviert. Das Passagieren von Zellen und
alle anderen Manipulationen erfolgten unter einer Sterilbank (Hera safe, Heraeus).
Die Konfluenz der Zellen wurde unter einem Lichtmikroskop (Hundt, Wetzlar)

Uberprift.
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Zellpassagierung

PBS: 140 mM NacCl, 10 mM Na,HPOQO,, KCI, 1,75 mM KH,PO, pH 7,4
Plastikwaren, ,,Falcon-Tubes“ (Sarstedt)

Das Medium von konfluent bewachsenen Zellschalen wurde abgesaugt und die
Zellen mit 5 ml sterilem PBS gewaschen. Danach wurden die Zellen mit 1 ml Trypsin
(Gibco) von der Kulturschale gelost. Die Zellen wurden anschlieBend in
Reaktionsgefalen (Falcon-Tubes) bei 1000x g/ 5min bei RT pelletiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das verbliebene Pellet in frischem Medium vorsichtig
resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in der bendétigten Verdinnung in neue
Zellkulturschalen verteilt. Fur die Passagierung von HEK293E, -T und COS-7 Zellen
wurde eine 1:10 Verdunnung verwendet. Fur MEF-Zellen wurde eine 1:20

Verdinnung verwendet.

Gefrierkonservierung von Zelllinien

Einfriermedium: DMEM mit 10% FCS (v/v) und 10% DMSO (v/v) FLUKA

Das Zellpellet einer 10 cm Zellkulturschale (siehe Zellpassage) wurde in 1 ml
Einfriermedium resuspendiert und in EinfriergefalRe (Sarstedt) transferiert. Nach
langsamen Herunterkihlen in Einfrierboxen (Sarstedt) wurden die Zellstocks bei -
80°C (kurzfristige Lagerung) bis zur weiteren Verwendung gelagert. Fir eine
langerfristige Lagerung wurden die EinfriergefaBe nach 2 Wochen in flussigen
Stickstoff Uberflhrt. Zur erneuten Kultivierung wurden die Zellen in einem Wasserbad
bei 37°C schnell aufgetaut und in 5 ml Kulturmedium aufgenommen. Die Zellen
wurden durch Zentrifugation pelletiert (siehe oben) und der Uberstand verworfen.
Das Zellpellet wurde in frischem Kulturmedium aufgenommen und auf neue
Zellkulturschalen verteilt. Das Anwachsen der Zellen wurde nach 10 h in einem

Lichtmikroskop Uberprift.
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2.2.3. Transfektion und Selektion stabiler Zelllinien

Liposomale Transfektion

Zur liposomalen Transfektion von DNA wurden die Zellen am Vortag auf neuen
Zellkulturschalen ausgesat, so dass sie am Tag der Transfektion eine Konfluenz von
etwa 90% aufwiesen. LipfectAMINE 2000 (Invitrogen) wurde in einem Verhaltnis von
3:1  (pl LipofectAMINE 2000/pg DNA) eingesetzt. Zuerst wurde Lipofectamine in
DMEM verdinnt und fir 5 min bei RT inkubiert. Gleichzeitig wurde die
entsprechende Menge DNA im gleichen Volumen DMEM verdunnt. Nach der
Inkubation wurden beide Ansatze miteinander vermischt und fur weitere 20 min bei

RT inkubiert. Anschlieliend wurde der Ansatz auf die Zellen gegeben.

Calciumphosphat Transfektion

Calciumchlorid CaCl, 2,5M

2X-Hepespuffer 280 mM NaCl, 50 mM HEPES Saure, 1 mM Na,HPO, pH 7.05
dH,0

Vortexer

Fir eine Calciumphosphat Transfektion von DNA [140] wurden die Zellen am
Vortag auf neuen Zellkulturschalen ausgesat, so dass sie am Tag der Transfektion
eine Konfluenz von circa 70% aufwiesen. Vier Stunden vor Transfektion wurde das
Zellkulturmedium gewechselt. 2,5 molares CaCl, wurde mit in ddH,O verdunnter
DNA (0,05 pg/ul) in einem Verhaltnis von 1:10 gemischt. Anschliellend wurde die
CaCl,/DNA Loésung bei Vortexen des HEPES-Puffers tropfenweise in das gleiche
Volumen an 2X HEPES-Puffer gegeben. Darauf wurde die Mischung fur 20 min bei
RT inkubiert und darauf gleichmaRig auf die Zellen verteilt. 16 h nach Transfektion

wurde das Zellkulturmedium gewechselt.
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Selektion stabiler Zelllinien

4h nach Transfektion wurde das Zellkulturmedium gewechselt. Am zweiten Tag
nach Transfektion wurden die Zellen in verschiedenen Verdinnungen auf 10 cm
Schalen verteilt, welche frisches Zellkulturmedium mit dem entsprechenden
Selektionsantibiotikum enthielten. Nachdem die Zellen ausreichend dicht gewachsen
waren (ca. 2-3 Wochen), wurden diese normal passagiert und die Expression in

einem Western-Blot Gberprift.

Tab.9 Mit liposomaler Transfektion hergestellte Zelllinien:

Zelllinie Konstrukt Ausgangszelllinie Selektion mit
FLAG-TNFa-HA FLAG-TNFa-HA HEK293E 1 pg/ml Puromycin
HA-CD14 HA-CD14 HEK293E 1 yg/ml Puromycin
HA-CD16 HA-CD16 HEK293E 1 pyg/ml Puromycin
HA-APP HA-APP HEK293E 1 pg/ml Puromycin
HA-P-Selectin HA-P-Selectin HEK293E 1 pg/ml Puromycin
HA-SEAP-CD14 HA-SEAP-CD14 HEK293E 1 pyg/ml Puromycin
HA-SEAP-APP HA-SEAP-APP HEK293E 1 pg/ml Puromycin
HA-SEAP-APP/SWE HA-SEAP-APP/SWE HEK293E 1 pg/ml Puromycin
HA-SEAP-IL1R2 HA-SEAP-IL1R2 HEK293E 1 pg/ml Puromycin

224. Transduktion von Zellen

Sterilfilter 0,22 pm (Millipore)

Polybrene (Hexadimethrinbromid, Sigma) Vorratsléosung 8 mg/ml gelost in dH,0.
Fluoreszenzmikroskop (Zeiss)

FUr die Transduktion von Zellen wurde das System des pseudotypisierten,
murinen Moloney Leukamie Virus verwendet (MMLV). Dabei handelt es sich um die
drei Plasmide pmDET-VSVG, pmDET-GAG/POL und den MMP-Vektor mit dem

entsprechenden gewlunschten Zieltransgen.

Bei pmDET-VSVG handelt es sich um einen Vektor, der flr das
Oberflachenglykoprotein des vesikularen Stomatitis-Virus kodiert (VSVG). Deswegen
wird in diesem Fall von einem pseudotypisierten MMLV Virus gesprochen, da das
ursprungliche  Oberflachenprotein  gegen das  Oberflachenprotein  VSVG
ausgetauscht worden ist. Der pmDET-GAG/POL Vektor kodiert fir die reverse

Transkriptase, die Integrase und weitere Verpackungsproteine des MMLV-Virus. Der
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MMP-Vektor enthalt zwei lange terminale Wiederholungen (LTRs) zwischen die das
Transgen, welches in der Zielzelle exprimiert werden soll, gesetzt wird. Die LTRs
besitzen selber eine Aktivitat als Promoter, so dass kein zusatzlicher Promoter notig
ist. Alle drei Vektoren zusammen kodieren die minimale genetische Information fur

die Herstellung replikationsdefizienter MMLV Retroviren.

Zur Herstellung von Viren wurden HEK293-EBNA Zellen in einer zu 80%
konfluenten 10 cm Schale mit 10 uyg Peak12-MMP-Vektor mit dem gewinschten
Transgen und einem hinter einer intraribosomalen Eintrittsstelle (IRES) sitzendem
grun fluoresezierenden Protein (GFP), 7 uyg pmDET-GAG/POL- und 3 pg pmDET-
VSVG-Vektor mittels Calcium-Phosphat-Transfektion transfiziert (siehe 2.2.3). Am 1.
Tag nach Transfektion wurde das Medium gewechselt. Gleichzeitig wurden die zu
transduzierenden Zellen in zwei unterschiedlichen Konzentrationen (1 oder 3x10°
Zellen/ml Medium) in 6 cm Schalen ausgesat. Am 2. Tag nach Transfektion wurden
pro 6 cm Schale, die transduziert werden sollte, 3 ml Medium durch einen Sterilfilter
mit 0,45 um Porengréfe filtriert, um danach supplementiert mit 8ng/ul Polybrene auf
die Zellen gegeben zu werden. Diese wurden dann uber Nacht bei 37°C und 5% CO;
im Brutschrank inkubiert. Am Folgetag wurde das Medium gewechselt und die Zellen
normal weiter passagiert. Die Transduktionseffizienz wurde am dritten Tag nach
Transduktion an einem Fluoreszenzmikroskop anhand der Fluoreszenz des

koexprimierten GFP aus der Qualle Aquoria victoria ermittelt.

Tabelle 10 Hergestellte Zelllinien:

Zelllinie Konstrukt Ausgangszelllinie
MEF -/- HA-IL-1R2-FLAG MMP-CD5-HA-IL-1R2-FLAG-IRES-GFP  MEF PS-/-

MEF +/+ HA-IL-1R2-FLAG MMP-CD5-HA-IL-1R2-FLAG-IRES-GFP  MEF PS+/+
293-D385N HA-IL-1R2-FLAG MMP-CD5-HA-IL-1R2-FLAG-IRES-GFP  HEK293 PS1 D385N
293-wt HA-IL-1R2-FLAG MMP-CD5-HA-IL-1R2-FLAG-IRES-GFP  HEK293 PS1 wt
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2.2.5. Behandlung von Zellen mit chemischen Substanzen

Tabelle 11 Folgende Substanzen wurden in dieser Arbeit verwendet:

Substanz Quelle Losungsmittel Konzentration
DAPT (y-Sekretase-Inhibitor) Merck DMSO 1 uM

TAPI-1 (Metalloproteaseinhibitor) Peptides International DMSO 25 uyM
13-Phorbol-myristate-acetate Sigma EtOH 1 uM
(a-Sekretaseaktivator)

C3 (Stachel et al./B-Sekretaseinhibitor) Calbiochem DMSO 2 uM

Im Fall von DAPT wurde am Vorabend der Zellernte das Zellkulturmedium gegen
frisches Zellkulturmedium versetzt mit 1 yM DAPT gewechselt. Im Fall von TAPI-1,
C3 und PMA wurde das Zellkulturmedium zwei Mal 5 und 4 Stunden vor der

Zellernte gegen frisches Medium versetzt mit der jeweiligen Substanz ausgetauscht.

2.3. Biochemische Arbeitstechniken

2.31. Analyse sekretierter alkalischer Phosphatase (SEAP) im

Zelliiberstand

SEAP-Puffer:

Substratpuffer:
Na,-4-Nitrophenolphosphat 6*H,O (pNPP):
ELISA-Plattenleser (Tecan Spectra)

24 Well Platte (Nunc)
Kiihlzentrifuge Biofuge Fresco

0,1 M Glycin, 1 mM MgCl,, 1 mM ZnCl, pH 10,4
SEAP-Puffer mit pnPP 1x
¢ =100 pg/ul (100x) in ddH,O (Sigma)

(Heraeus/Thermo)

Am Vortag in einer mit Poly-D-Lysin beschichteten 24Well Platte ausgesate
HEK293- EBNA Zellen wurden 48 h
entsprechenden SEAP cDNA-Konstrukten (siehe 2.1.3 Konstrukte) transfiziert. Am

Tag der Messung wurden 500 ul Zellkulturiberstand aus einem 24Well entnommen

vor Beginn der Messung mit den

und anschlielBend bei 13000 rpm (Biofuge fresco, Heraeus) fir 5 min bei 4°C
zentrifugiert. Anschlieend wurden 100 pl des von Zelliberesten gereinigten

Uberstandes bei 65°C fiir 30 min inkubiert, um die Aktivitdt der endogenen
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Phosphatasen zu inaktivieren. 20 ul des hitzeinaktivierten Uberstandes wurden
zusammen mit 200 pl Substratpuffer in ein 96Well gegeben. Anschlielend wurde
diese Mischung bei 37°C fur 15min inkubiert, so dass eine Verfarbung des
Uberstandes in den gelben Bereich bemerkt werden konnte. Die Messung der
Absorption der Farbreaktion erfolgte bei 405 nm zu mehreren Zeitpunkten in einem
Elisa-Plattenleser. Als Kontrolle diente der hitzeinaktivierte Zellkulturiberstand (s.o.)
nicht mit SEAP transfizierter HEK293-EBNA Zellen.

2.3.2. Immunfluoreszenz-Mikroskopie

PBS: 140 mM NaCl, 10 mM Na,HPQO,, KCI, 1,75 mM KH,PO, pH 7,4
Fixationsmedium: 4% Paraformaldehyd, 4% Saccharose

Puffermedium: 50 mMol Ammoniumchlorid (NH,4CI) in PBS
Permeabilisationspuffer: 0,1 - 0,2% Triton-X100 (Sigma) in PBS

Blockmedium: 1% BSA, 1% FCS, 0,1% Gelatine gel6st in PBS

Mowiol (Roth): 15% Mowiol in dH,0O

Deckglaser (Roth)
Konfokales Fluoreszenzmikroskop (Zeiss)
LSM Image Examiner (Zeiss)

Auf Deckglasern (coverslips) gewachsene, transient transfizierte COS7-Zellen
wurden nach einmaligem Waschen mit 4°C kaltem PBS fur 20 min in
Fixationsmedium (4°C) inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit 4°C kaltem PBS
wurden die Zellen fir 2 min in 4°C kaltem Puffermedium inkubiert. Im Fall von
zytoplasmatischen  Proteinen erfolgte eine Inkubation der Zellen mit
Permeabilisationspuffer fir 2 min. Darauf folgten 2 weitere Waschvorgange mit
eiskaltem PBS, woraufhin die Zellen fir 10 min mit Blockmedium inkubiert wurden.
AnschlielRend folgte eine 30minutige Inkubation mit einem Primarantikorper verdunnt
in Blockmedium, um anschlieBend 2 Mal mit PBS gewaschen zu werden. Darauf
erfolgte eine weitere 30minutige Inkubation mit dem Sekundarantikérper verdinnt in
Blockmedium, um zum Schluss noch 2 Mal mit PBS gewaschen zu werden.
Abschlieend wurden die Deckglaser auf einem Filterpapier getrocknet und danach
mit der bewachsenen Seite mittels Eindeckmedium (Mowiol) auf einem
Glasobjekttrager fixiert, um danach fir 30 min bei RT zu trocknen. Die Deckglaser
wurden bis zur Auswertung dunkel und trocken bei Raumtemperatur gelagert. Die

Auswertung erfolgte an einem konfokalen Fluoresezenzmikroskop. Fur den grinen
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Kanal (Alexa 488) wurde ein 488 nm Laser mit einer Emissionsstarke von 9% und
der Breitpassfilter mit einer Wellenlange von 505-530 nm verwendet. Fur den roten
Kanal (Alexa 594) wurde ein 543 nm Laser mit einer Emissionsstarke von 24% und
einem Tiefpassfilter mit einer Wellenlange von 560 nm verwendet. Die

aufgenommenen Bilder wurden mit dem LSM Image Examiner ausgewertet.

Tabelle 12 Fir Immunfluoreszenz verwendete Primarantikorper:

Antikorper Firma Herkunft Verdiinnung
HA-7 (Sigma) Maus 1:1000
BACE-NT (Sigma) Hase 1:1000

Tabelle 13 Fir Immunfluoreszenz verwendete Sekundarantikorper:

Antikorper Firma Herkunft Verdiinnung
Alexa-488 anti-rabbit (Molecular Probes) Hase 1:500
Alexa-594 anti-mouse (Molecular Probes) Maus 1:500

2.3.3. Zelllyse und Immunprazipitation

STEN-Lyse-Puffer: 150 mM NaCl, 50 mM TRIS, 2 mM EDTA, 1% NP40 (USBiological)
in deo
STEN-Puffer: 150 mM NaCl, 50 mM TRIS, 2 mM EDTA, 0,5% NP40 in dH,O
STEN-Puffer-NaCl: 500 mM NaCl, 50 mM TRIS, 2 mM EDTA, 0,5% NP40 in dH,O
STEN-Puffer-SDS: 150 mM NaCl, 50 mM TRIS, 2 mM EDTA, 0,1% SDS, 0,5% NP40 in dH,0
STED-Lyse-Puffer: 150 mM NaCl, 50 mM TRIS, 2 mM EDTA, 1% DDM (Calbiochem)
STED-Waschpuffer: 150 mM NaCl, 50 mM TRIS, 2 mM EDTA, 0,1% DDM (Calbiochem)
STE-Waschpuffer: 150 mM NacCl, 50 mM TRIS, 2 mM EDTA
STE-CHAPSO-Puffer: 150 mM NaCl, 50 mM TRIS, 2 mM EDTA 1% CHAPSO (Calbiochem)
CHAPSO-Waschpuffer:150 mM NaCl, 50 mM TRIS, 2 mM EDTA, 0,1% CHAPSO (Biomol)
PI-Mix (Sigma): Eingesetzt entsprechend den Angaben des Herstellers (2ul PI-Mix (Sigma) auf
1ml Reaktionslésung, 1:500)
PAS (Protein-A-Sepharose): Protein-A-Sepharose (Invitrogen) wurde mit einer Konzentration von 0,1
g/ml in STEN geldst, mit 2 mg/ml BSA (NEB) versetzt und 1 Stunde bei 4°C geschuttelt. Nach
Aliguotierung erfolgte die Lagerung bis zur weiteren Verwendung bei -20°C.
Kihltischzentrifuge Biofuge Fresco (Hereaus)

Ultrazentrifuge Optima (Beckman Coulter)
TLA-55 Rotor (Beckman Coulter)
Uberkopfschiittler (GFL)
BCA-Reagenz (PIERCE)

HA-, FLAG M2-Agarose (Sigma)
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Standardlyse

Die Zellen jeder einzelnen Schale wurden entsprechend mit einer der Grole
angepassten Menge (s. Tabelle) an 4°C kaltem STEN-Lyse-Puffer (+PI-Mix) auf Eis
fur 15 min lysiert. Daraufhin wurden die restlichen an der Oberflache haftenden
Zellen im Lysis-Puffer resuspendiert. Nach einem reiningenden Zentrifugationsschritt
mit 16.000 xg /4°C / 5 min wurde der Uberstand in ein neues Eppendorf-
Reaktionsgefal® uberfihrt und das Pellet verworfen. Die Proteinkonzentration des

Lysats wurde mittels des BCA-Reagenz nach Angaben des Herstellers bestimmt.

Tabelle 14 Lysevolumen:

Schalentyp Menge an Lysispuffer
24Well-Platte 300 i
6 cm Schale 500 ul
10 cm Schale 1000 ul

Standardimmunprazipitation

Vor dem Ansetzten der Immunprazipitation wurde das Lysat mit 30 yl PAS
vorgereinigt (30 min/ 4°C / 200 upm) gefolgt von einem Zentrifugationsschritt bei
3600 xg / 4°C / 5 min, um unspezifische Bindungen zu verringern. Das Lysat wurde
in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefal® Uberfihrt. Der unten angegebene Ansatz
wurde fiir 2 h bei 4°C auf einem Uberkopfschiittler inkubiert. AnschlieRend wurde die
PAS jeweils 1 Mal mit 4°C kaltem STEN-NaCL, STEN-SDS und STEN gewaschen.
Der nach dem Waschen auf der PAS verbliebene Puffer wurde mittels einer Hamilton
Pipette abgenommene. Anschlieend wurde die PAS wurde in 25 pyl 4X Laemmli-

Probenpuffer 5min bei 95°C aufgekocht.

Tabelle 15 Ansatz zur Immunprézipitation:

Substanz Menge
ZeIIIysat Volumen entsprechend Ceotein 100 Mg
PAS 30 ul
Antikérper 1-2 ul

STEN-Lyse-Puffer (+PI-MIX) Ad 500 pl
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Immunpréazipitation von Proteinen fir die massenspektrometrische Analyse

Fur die Massenspektrometrie wurden zehn transient exprimierende 10 cm
Schalen in jeweils 1 ml STED-Lyse-Puffer wie oben beschrieben lysiert. Zu 10 ml
Lysat wurden 80 pyl HA Agarose oder FLAG M2 Agarose zugegeben und fur 2 h bei
4°C auf einem Uberkopf-Schittler inkubiert. AnschlieBend wurde die Agarose
dreimal mit je 1,5 ml STED-Waschpuffer, dreimal mit je 1,5 ml STE-Waschpuffer und
abschlieend einmal mit ddH,O gewaschen. Bei sezernierten Proteinen wurden 50
ml Uber Nacht konditionierter Zellkulturiberstand durch Zentrifugation bei 4°C / 4600
rom / 15 min von intakten Zellen befreit. Im Fall von HA-Epitopkonjugierten Proteinen
wurden anschlieRend 50 pyl HA — Agarose zugegeben und fur 2 h bei 4°C auf einem
Uberkopfschittler inkubiert. Anschlieend wurde die HA-Agarose jeweils dreimal mit
1,5 ml STED — Waschpuffer, STE — Waschpuffer und abschlieend einmal mit 1,5 ml
ddH,0O gewaschen. Zwischen jedem Waschgang wurde die Agarose bei 8000 upm in
einer Kihlzentrifuge fir 2 min abzentrifugiert und der Uberstand verworfen.
Anschlieend wurden die an die Agarose gebundenen Proteine entweder durch
Aufkochen mit 4X Laemmli-Puffer oder mit HA-oder Flag M2-Peptid von der Agarose
gelost (siehe 2.3.4).

Co-Immunpréazipitation des y-Sekretase-Komplex

HEK293T Zellen einer konfluent bewachsenen 10cm Schale, welche entweder
PS1 D385N oder PS1 wt mit oder ohne HA-IL-1R2-FLAG koepxrimierten, wurden in
1 ml CHAPSO-Lysepuffer + PI-Mix (1:500) fGr 20 min auf Eis lysiert. AnschlieRend
wurden die verbliebenen an der Schalenoberflache anhaftenden Zellen mit einer
Pipette im Lysispuffer resuspendiert und in ein Reaktionsgefall Uberfihrt. Nach
einem reinigendem Zentrifugationsschritt in einer Kuhltischzentrifuge bei 15000 rpm/
5 min, 4°C wurde der Uberstand in ein neues Reaktionsgefass Uberfiihrt und
anschlie3end in einer Ultrazentrifuge bestlickt mit einem TLA-55 Rotor fur weitere 30
min bei 55000 rpm zentrifugiert. Zum gereinigten Uberstand wurden 15 ul Anti-HA
Agarose hinzugegeben und fiir 45 min in einem Uberkopf-Schiittler bei 4°C inkubiert.
Nach einem Zentrifugationsschritt bei 8000 rpm in einer Kuhltischzentrifuge wurde
der in ein neues ReaktionsgefalR Uberfihrte Uberstand mit 20 pl Anti-FLAG M2

Agarose versehen und fiir 2 h in einem Uberkopf-Schiittler bei 4°C inkubiert.
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Daraufhin wurde die Anti-Flag M2 Agarose abwechselnd bei 8000 rpm abzentrifugiert
und anschliel3end zweimal mit 1 ml CHAPSO-Waschpuffer und einmal mit 1 ml STE-
Waschpuffer gewaschen. Zuletzt wurde die Anti-FLAG M2 Agarose in 25 yl Laemmli-
Puffer fur 5min bei 95°C aufgekocht. Die Proben wurden anschlieliend mittels SDS-
Page und Western Blot analysiert.

Tabelle 16: Zur Immunprazipitation verwendete Antikorper

Antikorper Epitop Verdiinnung Quelle Herkunft
Anti-HA 1.1 YPYDVPDYA 1:250 Covance Maus
Anit-HA Agarose YPYDVPDYA - Sigma Maus
Anti-Flag M2 Agarose = DYKDDDDK - Sigma Maus

2.3.4. Peptidelution von immunprazipitierten Proteinen

HA-Peptid (Sigma) C =1 mg/ml geldst in Elutionspuffer

FLAG M2-Peptid (Sigma) C =1 mg/ml geldst in Elutionspuffer

Elutionspuffer 10 mM TRIS/HCL (pH 7,4 eingestellt mit HCL), 150 mM NaCl

Thermomixer (Eppendorf)

100 pl Elutionslésung wurden auf 80 ul Agarose gegeben und anschliel3end fir 1
h bei 37°C in einem temperierbaren Schuttler bei 300 upm inkubiert. Anschlie3end
wurde der Uberstand abgenommen und entsprechend der Fragestellung
weiterbearbeitet. Die eluierten Beads wurden darauf in 4X Laemmli Probenpuffer fur
bei 95°C aufgekocht und auf ein SDS-Gel neben das eluierte Protein aufgetragen,

um die Effizienz der Elution zu Uberprufen.
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2.3.5. Deglykosylierung von peptideluiertem Protein (IL-1R2-
Ektodomane) und anschlieBende massenspektrometrische Analyse

Glykoprotein Deglykolysierungs Kit (Calbiochem, Cat No. 362880) enthalt unter anderem:

N-Glyosidase F

5X Reaktionspuffer

Peptideluiertes Protein

Zip-Tip C4 (Millipore)

Sinapinsdaurematrix Eine Spatelspitze Sinapinsaure geldst in 1 ml 0,6% Trifluoressigsaure (TFA) in
H>O (Lichrosolv, Merck) und 30% Acetonitril (Chromasolv, Sigma-Aldrich)

Massenspektromter MALDI Destr (Applied Biosystems)

20 pl (dies entspricht ungefahr 5 pg) aufgereinigte IL-1R2 Ektodomane wurden
mit dH,O auf ein Gesamtvolumen von 35 ul gebracht. Anschie3end wurden 10 ul des
5X Reaktionspuffer und 1 pl N-Glykosidase-F hinzu gegeben. Der gesamte Ansatz
wurde bei 37°C in einem Thermomixer (Eppendorf) uUber Nacht inkubiert.
AnschlieRend wurden 20 ul des Gesamtansatzes mit einer C4 Zip-Tip entsprechend
den Angaben des Herstellers aufgereinigt und anschlielend mit 2 pl
Sinapinsaurematrix eluiert, auf einer Probenplatte luftgetrocknet und darauf mit

einem MALDI-TOF Massenspektrometer im linearen Modus vermessen.

2.3.6. Massenspektrometrische Analyse immunprazipitierter Peptide
mittels Matrix assistierter Laser Desorptions lonisation (MALDI)

Inkubationsmedium: DMEM, 1% FCS, 1% Pen/Strep
DDM-Waschpuffer: 10 mM TRIS, 10 mM NaCl, 0,1% DDM
STE-Waschpuffer: 10 mM TRIS, 10 mM NaCl

ddH,0

HA-Agarose (Sigma)

PI-Mix (Sigma)

Massenspektrometer MADLI Destr (Applied Biosystems)

Hydrophobe Probenplatte (Applied Biosystems)

Software Data Explorer (Applied Biosystems)

Elutionslésung: 2,5% Trifluoressigsaure (TFA), 48,6% H,O HPLC-Grad (Lichrosolv, Merck),

48,6% Acetonitrii (Chromasolv, Sigma-Aldrich), gesattigt mit a-Cyano-4-
Hydroxyzimtsaure (a-Cynao-4hydroxycinnamic acid) Sigma-Aldrich
Kihltischzentrifuge Biofuge Fresco (Hereaus)
Gelloader-Pipettenspitzen (Eppendorf)

40 ml Inkubationsmedium von 4 transient transfizierten, konfluent mit 293E —

Zellen bewachsenen 10 cm Zellkulturschalen wurden nach einer vierstindigen
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Inkubationsperiode sofort auf 4°C gekuhlt und mit PI-Mix 1:500 supplementiert. Nach
einem Zentrifugationsschritt bei 4600 rpm/ 4°C fur 15 min wurde dem in ein neues
Reaktionsgefal tberfiihrten Uberstand 40 pl HA-Agarose hinzugegeben. Nach einer
Inkubationszeit auf einem Uberkopfschuttler fiir 1 h wurde die HA-Agarose jeweils
dreimal mit 1,5 ml DDM-Waschpuffer, dreimal mit 1,5 ml STE-Waschpuffer und
abschlieRend einmal mit 1,5 ml ddH,O gewaschen. Uberbliebene Waschldsung
wurde anschlieBend mittels Gelloader-Pipettenspitzen von der HA-Agarose
abgenommen. Zur Herstellung der Elutionslésung wurden alle Komponenten (siehe
oben) bis auf a-Zimtsdure gemischt. Anschlielend wurde eine kleine Spatelspitze a-
Zimtsaure auf 1 ml Gesamtmenge Elutionslésung gegeben, um darauf nach kurzem
Vortexen (Vortex Man 2, 800 upm) fur 10 min bei Raumtemperatur zu ruhen.
Anschlie®end wurden 30 pl Elutionslésung auf die HA-Agarose gegeben und fir 5
min auf Eis inkubiert. Die Elutionslosung wurde abgenommen und pro
Auftragungspunkt jeweils 1-2 uyl auf eine hydrophobe Probenplatte aufgetragen.
Nach der Lufttrocknung der Proben wurden diese mittels eines MALDI-TOF
Massenspektrometers im Reflektor- oder im linearen Modus gemessen und

anschliel3end die Massenspektren mit der Software Data Explorer analysiert.

2.3.7. Massenspektrometrische Identifikation von Trypsinpeptiden aus
Blaugelbanden mittels Elektrosprayionisation

Q-Star (Applied Biosystems)
Ammoniumbicarbonatpuffer (Ambic) 40 mM NH;HCO;

Elutionslésung 0,1% Ameisensaure (Merck), 50% Methanol in H,O HPLC-
Grad (Lichrosolv, Merck)
Trypsin Seq. grade (Promega) in Ambic 0,02 pg/pl

Zip-Tip C18 (Eppendorf)
Acetonitril (Chromasolv, Sigma)
H,O (Lichrosolv, Merck)

Ausgeschnittene mit Coomassie gefarbte Polyacrylamidgelbanden (siehe 2.3.12)
oder immunprazipitiertes, mit Peptid eluiertes Protein wurden mit 2 Einheiten Trypsin
in 50 pl Ammoniumbicarbonatpuffer (Ambic) Uber Nacht verdaut. Im Fall von
Blaugelbanden wurden diese vor dem Verdau entfarbt, indem die Gelsticke
mehrmals hintereinander mit H,O, dann mit 50% (v/v) ACN in H,O und danach mit

100% ACN gewaschen wurden. Nachdem Verdau wurde der Uberstand
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abgenommen und davon 10 pl mittels Zip-Tip entsprechend den Angaben des
Herstellers aufgereinigt. Die entsalzten Peptide wurden in 10 pl Elutionslésung
aufgenommen und mit einem Q-Star im LC-MS/MS Modus gemssen. Die Peptide
wurden mit dem Elektrosprayionisationsmassenspektrometer gemessen. Die

gewonnenen Daten wurden gegen eine Datenbank (Mascot in House) verglichen.

2.3.8. In-Vitro Verdau von IL-1R2 Juxtamembrandomanen Peptid mit
BACE2

IL-1R2 Juxtamembranpeptid (Synthetisieren lassen bei Rackwitz)

In-Vitro Assay Puffer 40 mM Na*-CH3;COO pH 4,4

Aufgereingtes IG-BACE2 (Regina Fluhrer)

a-Cyano-4-Hydroxyzimtsaure Matrix
C18 Zip Tip (Millipore)
MALDI-TOF Massenspektrometer (Applied Biosystems)

50 pmol Pepitd und 1 pl aufgereinigtes IG-BACEZ2 (0,1 pg/ul) wurden in 40 pl In-
Vitro-Assay Puffer aufgenommen. Anschlieliend wurde entweder 2 yM C3 oder als
Kontrolle die entsprechende Menge an DMSO hinzu gegeben. Der gesamte Ansatz
wurde bei 37°C in einem Thermomixer bei 200 upm uber Nacht inkubiert. Am
nachsten Tag wurden 5 ul des Gesamtansatzes mittels C18 Zip Tip entsprechend
den Angaben des Herstellers aufgereinigt und mittels MALDI-TOF gemessen (siehe
2.3.6)

2.3.9. v- Sekretase In-Vitro Substratverdau

MOPS-Puffer: 10 mM MOPS pH 7.0, 10 mM KCL, 5 mM EDTA, 1 mM 1,10-Phenanthrolin (Sigma)
Citrat-Puffer: 150 mM Natrium-Citrat pH 6.4, 5 mM EDTA, 1 mM 1,10-Phenanthrolin (Sigma)
PBS (siehe 2.3.2)

Inkubationspuffer: Citratpuffer + PI-Mix 1x

Kiihlzentrifuge: Biofuge Fresco (Haereus)

PI-Mix (Roche) 10x

Ultranzentrifuge Optima MAX-E bestiickt mit TLA-55 Rotor (Beckman Coulter)

Die in 10 cm Schalen wachsenden Zellen wurden nach Absaugen des
Zellkulturmediums zwei Mal mit PBS (4°C) gewaschen. Daraufhin wurden die Zellen

mittels eines Schabers (Costar, Corning) vorsichtig abgeldst und in 1 ml PBS (4°C)

aufgenommen, um darauf in einer Kihlzentrifuge bei 1000 upm zentrifugiert zu
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werden. Das Pellet einer 10 cm Schale wurde in 0,5 ml MOPS-Puffer (4°C)
aufgenommen und fur 15 min auf Eis inkubiert. Zur Homogenisierung wurden die
Zellen 10 Mal durch eine Nadel (14 gauge) aspiriert und daraufhin fir 15 min bei
3200 upm zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und bei
16000 upm fur 40 min bei 4°C zentrifugiert. Das resultierende Membranpellet wurde
nochmals in 1ml MOPS resuspendiert und fur weitere 20 min bei 16000 upm/4°C
zentrifugiert. Die pelletierte Membranfraktion wurde in 60 pl Inkubationspuffer
aufgenommen. Der Inkubationsansatz setzte sich nach folgendem Schema

Zusammen.

Tabelle 17 Inkubationsansatz:

Substanz Menge
Isolierte Membranfraktion 11 ul
Inkubationspuffer 13 ul
DAPT 25 uM / DMSO 1
>= 25 ul

Dieser Ansatz wurde fur 2h entweder bei 4°C oder bei 37°C mit dem y-Sekretase-
Inhibitor DAPT (25 uM) oder der entsprechenden Ldsungsmittelkontrolle DMSO
inkubiert.  AnschlieRend wurden Uberstand und Membranen in einem
Ultrazentrifugationsschritt mit 55.000 upm in einer Ultrazentrifuge (Beckman/Coulter)
bestuckt mit einem TLA-55 Rotor fur 1h bei 4°C zentrifugiert. Zuletzt wurden
Uberstand und Pellet getrennt, jeweils in Laemmli-Probenpuffer gekocht und beide

Ansatze auf ein TRIS/Tricine/SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetragen (siehe 2.3.10.).

2.3.10. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page) und Western
Blot

SDS-Gele:

4X Laemmli-Puffer 0,25 M TRIS/HCL pH 6,8, 8 % SDS (v/v), 40 % Glycerin (v/v), 10 % pB-
Mercaptoethanol (v/v), 1 Spatelspitze Bromphenolblau, in dH,0.

4X Lower TRIS: 1,5M TRIS pH 8,8, 0,4 % SDS (v/v) in dH,0.

4X Upper TRIS: 0,5 M TRIS pH 6,8, 0,4 % SDS (v/v) in dH,0.

10X TRIS-Glycine: 0,24 M TRIS Base, 0,2 M Glycine (v/v) (Roth), dH,O ad 5 L (fir 10X TRIS-
Glycine/SDS, zuséatzlich 0,1% SDS (v/v))

TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin, Roth)

Ammoniumpersulfat (APS, Sigma): 10 % (w/v) geldst in dH,0.
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Mini-Protean Minigelsystem (Biorad)
Netzteil Powerpac 300 (Biorad)
Gelstander, -platten und —kdamme (Biorad)
Molekulargewichtsmarker See blue plus 2 (Invitrogen)

Proteine wurden unter denaturierenden Bedingungen nach ihrer Grole
aufgetrennt. Fur die SDS-Gelelektrophorese wurde das Mini-Gelsystem von Biorad
entsprechend den Angaben des Herstellers verwendet. Es wurden ausschliellich
1,5 mm dicke Gele mit 15 Taschen verwendet. Die in der Tabelle angegeben
Mengen sind ausreichend fur je 2 Gele von 1,5 mm Dicke (7,5 ml Trenngel, nach
dem Ausharten Uberschichtet mit ca. 2,5 ml Sammelgel) Gelplatten, Giel3stander und
Gelkammern wurden von der Firma Biorad bezogen (Miniprotean System). Als
Gellaufpuffer diente TRIS-Glycin/SDS Puffer.

Tabelle 18 Zusammensetzung fur TRIS-Glyince-Polyacrylamidgele:

8% Gel 10% Gel 12% Gel 15% Gel
Trenngel
Acrylamid 40% (Serva) 7,8 mi 6,66 ml 6 ml 4 ml
ddH,0 4,2 ml 5,33 ml 6 ml 8 ml
4X Lower TRIS 4 ml 4 ml 4 mi 4 mi
APS 30 30 ul 30 ul 30 ul
TEMED 30 i 30 ul 30 ul 30 ul
>= 16 ml 16 ml 16 ml 16ml
Sammelgel
Acrylamid 40% (Serva) 1,3 ml 1,3 ml 1,3 ml 1,3 ml
Aqua bidest 6,5 mi 6,5 mi 6,5 ml 6,5 ml
4X Upper TRIS 2,5 mi 2,5 mi 2,5 mi 2,5 ml
APS 30 30 30 30
TEMED 30 pl 30 30 30
>= 10,3 mi 10,3 mi 10,3 mi 10,3 mi

Das Einlaufen der Proteine ins Gel findet bei 80 V statt, bis die Proteine das Trenngel
erreicht haben. Die darauffolgende Auftrennung findet bei 120 — 130 V statt. Zur
Auftrennung der verschiedenen Proteine wurden 20 upg Protein mit der
entsprechenden Menge 4X Laemmli-Puffer versetzt und nach Erhitzen fir 5 min bei
95°C auf ein Gel mit der gewulnschten Prozentzahl aufgetragen. Als

Molekulargewichtsmarker wurden 7 ul ,See blue plus 2“ (Invitrogen) verwendet.
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2.3.11. Auftrennen von Proteinen mit kleinem Molekulargewicht

Acrylamid-Lésung  49,5% Acrylamid (v/v) (total SERVA), 3% Bis-Acrylamid (v/v) (SERVA) in

dH,O
Gelpuffer 3 M TRIS/HCL, 0,3% SDS (v/v)
Glycerol 32% Gilycerol in dH,0 (v/v)
Anodenpuffer 1 M TRIS/HCL pH 8,9
Kathodenpuffer 0,1 M TRIS/HCL, 1 M Tricine (Biomol), 0,1% SDS
Netzteil Powerpac 300 (Biorad)
Mini-Protean Minigelsystem (Biorad)
Gelstéander, -platten und —kdmme (Biorad)
Molekulargewichtsmarker See blue plus 2 (Invitrogen)

Zur Auftrennung von Proteinen mit kleinem Molekulargewicht (IL-1R2-CTF, Pen-
2, ..) wurde das Zweistufensystem-Gelsystem nach Schagger verwendet [141]. Dazu
wurden gleichzeitig zu beiden Trenngelmischungen die entsprechenden Mengen an
APS gegeben. Darauf wurde zuerst die 2. Trenngelstufe in die Gelkammer gegeben.
AnschlieBend wurde die Gelkammer in eine 45° Stellung gebracht und die 2.
Trenngelstufe langsam mit der 1. Trenngelstufe Uberschichtet damit ein

gleichmaliger Gradient entsteht.

Tabelle 19 Zusammensetzung flir TRIS-Tricine-Polyacrylamidgele:

Substanz Trenngel (2. Stufe) Trenngel (1. Stufe) Sammelgel
Acrylamidlésung 3,5 mi 1,5 mi 0,5 ml
Gelpuffer 3,5 mi 2.5 mi 1,55 mi
Aqua bidest - 3,5 ml 4,2 mi
Glycerin 3,5ml - -

10% APS 32,5 pl 35l 25l
TEMED 3,25 pl 4 ul 5

> 10,5 ml 7,5 ml 6,7 mi

Die in der Tabelle angegeben Mengen sind ausreichend fur je 2 Gele von 1,5 mm
Dicke (6 ml Trenngel, nach dem Ausharten Uberschichtet mit ca. 3 ml Sammelgel)
Gelplatten, Gieldstander und Gelkammern wurden von der Firma Biorad bezogen
(Miniprotean System). Als Gellaufpuffer diente TRIS-Glycin/SDS Puffer. Das
Einlaufen der Gele fand bei 80 V, die darauffolgende Auftrennung bei 120 — 130 V
(Biorad, Powerpac 300 oder 1500) statt.
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2.3.12. Coomassie-Farbung von SDS-Gelen

Farbel6sung 50% (v/v) Isopropanol, 10% (v/v) Essigsaure (), 1% (w/v) Coomassie-
Blue-R (FLUKA,27816), in dH,O

Entfarbelésung 5% (v/v) Isopropanol 7% (v/v) Essigséaure, in dH,O

dH,0

Vakuumheizgeltrockner Slab Gel Dryer (Savant)

Nach Auftrennung der Proteine wurde das SDS-Gel einmal kurz mit dH,O
gewaschen, um Uberschissige Salze und Pufferkomponenten zu entfernen. Danach
wurde das Gel auf einem Schuttler bei 200 upm fur 1 h bei RT in Farbeldsung
geschwenkt. Anschlie3end erfolgte die Entfarbung unter mehrmaligem Wechseln des
Entfarbers bis ein adaquates Verhaltnis zwischen Banden- und Hintergrundfarbung
entstanden war. Die Gele wurden zur Dokumentation eingescannt, anschliel3end auf

einem Vakuumbheiztrockner tber Nacht bei 50°C getrocknet und archiviert.

2.3.13. Western Blot

PBS-Tween 140 mM NaCl, 10 mM Na,HPQO,4*2 H,0, 1,4 mM KH,PO,, 2,7 mM KCL
1% Tween-20 (Merck) in dH,O geldst

Block-Milch 5 % Magermilchpulver (Topfer), 1 Spatelspitze Natriumazid (Sigma), geldst in
PBS-Tween

I-Block 1 g I-Block Pulver (Tropix), 500 ul Tween-20, PBS ad 500 ml mischen, in der

Mikrowelle aufkochen bis zum vollstandigen Auflésen des Pulvers. I-Block
wurde bis zur weiteren Verwendung bei 4°C gelagert.

Transferpuffer 10X 0,24 M TRIS, 0,2 M Glycine (Roth), dH,O ad 5L

Mini-Protean Blotting System (Biorad)

Filterpapier Whatman (Schleicher&Schuell)
PVDF Membran (Millipore)
Horizontalschiittler Typ 3005 (GFL)

ECL-System (General Electric)
ECL-Plus-System (General Electric)

Nach Auftrennung der Proteine wurden diese mittels Elektroblotting-Technik auf
eine PVDF-Membran transferiert. Dazu wurde das SDS-Gel in einem Sandwich
(Schwamm, 2 Lagen Filterpapier, SDS-Gel, Immobilion-P Membran, 2 Lagen
Filterpapier, Schwamm) zusammengebaut. Das Sandwich wurde in eine MINI-
Protean Transfer-Blot Kammer entsprechend den Angaben des Herstellers
eingesetzt. Der Transfer erfolgte bei 400 mV fur 65 min. Nach dem Transfer wurden

unspezifische Antikdrperbindungsstellen durch 30 minltige Inkubation auf einem
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Horizontalschittler bei Raumtemperatur (RT) und 200 upm mit Block-Milch oder |-
Block abgesattigt. Danach erfolgte eine einstundige Inkubation mit dem
Primarantikdrper bei RT (200 upm). Nach zwei 1minutigen Waschschritten bei 200
upm auf einem Horizontalschuttler mit PBS-Tween (s.0.) wurden die Blotmembranen
fur eine weitere Stunde mit dem Zweitantikorper (siehe unten) bei RT inkubiert. Nach
weiteren funf Sminutigen Waschschritten mit PBS-Tween erfolgte die Detektion der
Proteine mit dem ECL-System (GE) entsprechend den Angaben des Herstellers. Im
Fall von niedrig exprimierten Proteinen wurde das ECL-Plus-System (GE) verwendet.
Die Blots wurden auf Super Rx (Fuji-X-ray medical) Filmen in einem Crurix 60 (Agfa)

Entwickler laut Herstellerangabe entwickelt.

2.3.14. Zum Western Blot verwendete Antikorper

Tabelle 20:
Antikorper Epitop Verdiinnung Quelle
Anti-HA YPYDVPDYA 1:1000 (PBS-T+0,5% BSA) Maus, monoklonal, (Sigma)
Anti-FLAG M2 DYKDDDDK 1:2000 (PBS-T+0,5% BSA) Maus, monoklonal, (Sigma)
PS-1 N (Nixon) PS-1 N-Terminus (AS 2-81) 1:4000 (I-Block) Maus, monoklonal
1638 Pen-2-N-Terminus (AS 4-15) 1:1000 (I-Block) Kaninchen, polyklonal (Steiner)
N1660 NCT C-Terminus (AS 693-709) 1:4000 (I-Block) Kaninchen, polyklonal (Steiner)
Aph-1 433G Aph-1 C-Terminus (AS 245-265°)  1:1000 (I-Block) Kaninchen, polyklonal (Steiner)
BACE-1 CT BACE-1 C-Terminus 1:1000 (PBS-T+0,5% BSA) Kaninchen, polyklonal (ProSci)
BACE-2 CT BACE-2 C-Terminus 1:1000 (PBS-T+0,5% BSA) Kaninchen, polyklonal (ProSci)
B-Actin p-Actin 1:10000 (PBS-T+0,5% BSA)  Maus, monoklonal (Sigma)
22C11 APP-Ektodoméane 1:1000 (PBS-T+0,5% BSA) Maus, monoklonal (Bayreuther)

Die Zweitantikdrper Anti-Kaninchen IgG und Anti-Maus IgG gekoppelt mit HRP
(horseraddishperoxidase, Mehrrettichperoxidase) wurden von Promega bezogen und
in einer Verdinnung von 1:10000 in PBs-T mit 5% BSA oder I-Block (ohne Zugabe

von Natriumazid) eingesetzt.
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3.Ergebnisse

3.1. IL-1R2 wird durch eine unbekannte Metalloprotease sekretiert

Viele Typ I-Membranproteine werden durch sogenannte Sekretasen geschnitten
und damit in den Extrazellularraum freigesetzt. Zu diesen Proteinen gehort wie APP
auch der Interleukin-1 Rezeptor Typ-2 (IL-1R2) [142]. Um die Prozessierung von IL-
1R2 zu studieren, wurden der N-Terminus von IL-1R2 mit einem HA-Epitop und der
C-Terminus mit einem FLAG-Epitop gekoppelt, welche beide mit entsprechenden
Antikorpern detektiert werden kdnnen (Abb.71A). In einem ersten Experiment sollte
die Rolle von Metalloproteasen in der Ektodomanenspaltung von IL-1R2 untersucht
werden. Dazu wurde IL-1R2 mittels liposomaler Transfektion transient in humanen
embryonalen Nierenzellen (HEK293-EBNA) exprimiert. Hierbei handelt es sich um
aus humanen embryonalen Nieren gewonnene Zellen, welche mit dem Ebstein-Barr
Virus Kernantigen (EBNA) immortalisiert wurden. Da sie sich sehr einfach
transfizieren lassen und hohe Level des gewunschten Transgens exprimieren,
wurden alle grundlegenden Experimente mit diesen Zellen durchgefuhrt. Im
konditionierten Medium (KM) von transient mit IL-1R2 transfizierten HEK293-EBNA
Zellen konnte mit einem HA-Antikdrper eine 55 kDa gro3e Bande detektiert werden,
welche mit einem FLAG-Antikorper nicht zu detektieren war (Abb.11B, beide oberen
Abbildungen, markiert mit Sekr.). Dies spricht dafiir, dass das im Uberstand
nachzuweisende IL-1R2 nicht mehr seinen urspringlichen C-Terminus besitzt. Dies
lieRe sich durch Sekretion der Ektodomane nach proteolytischer Prozessierung von
IL-1R2 in einem etwa 20 Aminosauren umfassenden Bereich in unmittelbarer Nahe
zur Membranoberflache, der Juxtamembrandomane, erklaren. Im Lysat (Abb.711
B/Lys.) der gleichen Zellen fand sich eine 65 kDa grof3e Bande, die mit beiden
Antikdrpern detektiert werden konnte. Da N- und C-Terminus nachzuweisen sind,
muss es sich hierbei um das proteolytisch nicht prozessierte, Volllangenprotein (VL)
von IL-1R2 handeln. Bei geringerer Expositionszeit zeigten sich auf der gleichen
Hohe zwei Banden bei 60 und 64 kDa, die hochstwahrscheinlich dem unmaturierten
und dem maturierten Volllangenprotein (VL) entsprechen. Dabei handelt es sich im
ersten Fall um das noch im endoplasmatischen Retikulum und cis Golgi-Netzwerk

sitzende Volllangenprotein, welches noch nicht alle posttranslationalen
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Modifikationen durchlaufen hat. Dies ist vor allem die Komplexglykolyiserung der drei
in der IL-1R2 Ektodomane vorhandenen N-Glykolysierungsmotive. Im zweiten Fall
handelt es sich folglich um das komplex glykolysierte, proteolytisch nicht prozessierte
Volllangenprotein, welches aufgrund der zahlreichen Zuckerreste in der SDS-
Gelelektrophorese hdher lauft. Des Weiteren fanden sich im Lysat kleinere
Fragmente von 8, 9 und 16 kDa GrofRe, die sich nur mit dem FLAG-Antikorper
nachweisen lielen und damit den C-terminalen Fragmenten (CTFs) von IL-1R2
entsprechen (Abb.11B /sCTF,ICTF). Es handelt sich hierbei um die
korrespondierenden Fragmente zur I6slichen IL-1R2 Ektodomane im konditionierten
Medium (KM), welche nach Ektodomanenspaltung von IL-1R2 entstehen. Das 8 kDa
grolde Fragment (sCTF) war im Lysat in allen Experimenten abundanter als das 9
kDa grof’e Fragment (ICTF). Im Fall des 16 kDa grof3en Fragments handelt es sich
hdchstwahrscheinlich um ein Dimer, welches vor allem bei groReren Mengen des 8
kDa Fragments prasent war. Transient IL-1R2 exprimierende HEK293-EBNA Zellen
wurden in diesem Experiment mit den Substanzen PMA und TAPI-1 behandelt. Bei
PMA (Phorbol-12-Myristat-Acetat) handelt es sich um einen Phorbolester, welcher
Uber Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) zu einer Aktivierung der a-Sekretase-
Spaltung fuhrt [143]. Nach Behandlung mit PMA zeigte sich ein zwei bis dreifacher
Anstieg der sekretierten Ektodoméne von IL-1R2 im Uberstand (Abb.11 B, Sekr.).
Zeitgleich nahmen die nach der Sekretion in der Zellmembran verbleibenden C-
terminalen Fragmente von HA-IL-1R2-FLAG zu, wahrend die Menge des maturierten,
unprozessierten Volllangenproteins (VL) abnahm. Im Fall von TAPI-1 (TNFo-
Protease-Inhibitor-1) handelt es sich um einen Metalloproteaseinhibitor mit
unterschiedlicher Affinitdt gegeniber den einzelnen Mitgliedern der ADAM- (A
Disintegrin and Metalloprotease) und Matrixmetalloproteasefamilie (MMP) [144, 145].
Die Behandlung der Zellen mit TAPI-1 fiihrte im Uberstand (KM) zu einer deutlichen
Abnahme der sekretierten Ektodomane. Des Weiteren nahm die Menge der
membranstandigen C-terminalen Fragmente im Lysat ab, wahrend die Menge an
maturiertem Volllangenprotein (VL) im Lysat zunahm. Ein weiterer Western-Blot fur
B-Aktin diente jeweils als Ladekontrolle fur die einzelnen Spuren, um zu zeigen das
gleiche Mengen an Protein auf jede Spur aufgetragen wurden (Abb.11B, untere
Abbildung). Da die IL-1R2 Ektodomanenspaltung durch PMA stimuliert und durch
den Metalloproteaseinhibitor TAPI-1 gehemmt werden, gab dieses Experiment somit

einen ersten Hinweis darauf, das die Ektodomanenspaltung von IL-1R2 durch eine
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Metalloprotease vermittelt wird [146]. Daruber hinaus konnte gezeigt werden, dass

weder HA- noch FLAG-Epitop einen Einfluss auf die Prozessierung von IL-1R2

haben.
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Abbildung 11: IL-1R2 wird Metalloprotease-abhédngig geschnitten und damit sekretiert
A, Schematische Zeichnung des Epitop konjugierten IL-1R2, welches aus dem CD5-
Signalpeptid (grau), gefolgt von einem HA-Epitop (gepunktet), der IL-1R2 kodierenden
Sequenz ohne Signalpeptid (offene Box) und einem C-terminalen FLAG Epitop (schwarz)
besteht. N- und C-Terminus wie auch die luminale und die zytosolische Domane sind
beschrieben. M, Membran B, HEK293 Zellen wurden transient entweder mit leerem
Kontrollvektor (KON) oder HA-IL-1R2-FLAG transfiziert. Alle Experimente bis auf die
Kontrolle wurden doppelt ausgefiihrt. Fur die Stimulation der Ektodomanenspaltung wurden
die Zellen entweder 4h mit Ethanol als Lésungsmittelkontrolle oder mit PMA stimuliert. Fur
die Inhibition der Sekretion von HA-IL-1R2-FLAG wurden die Zellen 45 min mit Me,SO als
Lésungsmittelkontrolle oder mit dem Metalloproteaseinhibitor TAPI-1 (25uM) vorbehandelt,
um anschieffend nochmals fir 4h Stunden mit Me,SO oder TAPI-1 weiterbehandelt zu
werden. Die oberen beiden Abbildungen zeigen unterschiedliche Expositionszeiten des
gleichen Western-Blots, welcher die sekretierte IL-1R2 Ektodomane (Sekr.) im Uberstand
(KM) zeigt. In der unteren Abbildung wurde das Vollangenprotein (VL), ein langes (ICTF)
und ein kurzes CTF (sCTF) und ein Dimer des kurzen CTF (Dimer) mit dem anti-FLAG-M2
Antikérper im Zelllysat (Lys) nachgewiesen. Als Kontrolle wurde B-Actin detektiert, um einen
Einflul der Substanzen auf die Gesamtproteinkonzentration der Zelle auszuschlieen. Der
B-Actin-Blot ist von einem anderen aber gleich durchgeflihrten Experiment. Es werden
reprasentative Abbildungen von drei unabhangig durchgefuhrten Experimenten gezeigt.
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3.2. IL-1R2 kann durch die p-Sekretase BACE1 und ihr Homolog
BACE2 geschnitten werden

APP wird in seiner Ektodomane proteolytisch durch a-Sekretasen und zu einem
kleineren Anteil durch die vor allem im Gehirn exprimierte B-Sekretase BACE1
gespalten [45, 46]. Da IL-1R2, ahnlich wie auch APP durch a-Sekretasen
geschnitten wird, lag es nahe, IL-1R2 hinsichtlich seiner Spaltbarkeit durch die B-
Sekretase zu untersuchen. Daflir wurden HEK293-EBNA mit IL-1R2, leerem
Kontrollvektor oder BACE1, oder BACE2 kotransfiziert. Im Vergleich zu den mit
Kontrollvektor kotransfizierten HEK293-EBNA Zellen fand sich im Uberstand der mit
BACE1 und BACE2 kotransfizierten Zellen eine deutliche Zunahme der sekretierten
Ektodomane von IL-1R2 (Abb.12 a-HA). Gleichzeitig fand sich im Lysat eine
deutliche Abnahme des maturierten Volllangenproteins, wahrend die C-terminalen
Fragmente deutlich zunahmen. Die GroRe der C-terminalen Fragmente (CTFs)
entsprach dabei den unter endogenen Bedingungen gebildeten CTFs von IL-1R2
(Abb.12, a-FLAG). Die Menge der C-terminalen Fragmente war unter Koexpression
von BACE2 deutlich starker erhoht als unter Koexpression von BACE1. Gleichzeitig
war nur eine leichte zusatzliche Zunahme der IL-1R2 Ektodomanenspaltung
zwischen BACE1 und BACEZ2 festzustellen. Die Grole der durch stimulierte a-
Spaltung (Abb.11/PMA) und pB-Spaltung (BACE1/2) erzeugten C-terminalen
Fragmente liefen im Western-Blot auf der gleichen Hohe, was darauf schlie3en lasst,
dass o- und B-Sekretase von IL-1R2 entweder an der gleichen Peptidbindung oder
sehr nah beieinander schneiden. Die Zunahme der Spaltung von IL-1R2 unter
Uberexpression von BACE1 und BACE2 in diesem Experiment war ein erstes Indiz

dafir, dass es sich bei IL-1R2 um ein neues BACE-Substrat handeln konnte.
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Abbildung 12: IL-1R2 kann durch die B-Sekretase BACE1 und ihr Homolog BACE2
geschnitten werden Im Uberstand (KM) wurde die sekretierte IL-1R2 Ektodoméane
(Sekr.) mit einem HA-Antikdrper nachgewiesen. Im Lysat (Lys) wurden das IL-1R2
Volllangenprotein (VL) und die C-terminalen Fragmente (CTF) mit einem FLAG-Antikorper
nachgewiesen. Des Weiteren wurde zur Kontrolle auf BACE1 und 2 geblottet. Es zeigt
sich eine Zunahme der sekretierten Ektodomane und der c-terminalen Fragmente nach
Uberexpression von BACE1 und 2. Dargestellt sind reprasentative Western-Blots von 4
unabhangigen Experimenten.

3.3. Westernblot Analyse des Einflusses von BACE1 und 2 auf die
Sekretion von Epitop - gekoppelten Proteinen

Um auszuschlieRen, dass durch Uberexpression von BACE1 und 2 unspezifisch
jedes Membranprotein geschnitten werden kann, wurden neben IL-1R2 weitere
Membranproteine auf ihre Prozessierung durch BACE1 und BACEZ2 untersucht.
Dazu wurde die Ektodomane von allen zu untersuchenden Proteinen mit einem HA-
Epitop (YPYDVPDYA) und das Ende der zytoplasmatischen Domane mit einem
FLAG-Epitop (DYKDDDDK) versehen. Dies erlaubte es, mit den sehr gut
charakterisierten Antikorpern Anti-HA und Anti-FLAG die Epitop konjugierten
Proteine im Western-Blot nachzuweisen. Alle Proteine wurden zusammen mit dem
leeren Kontrollvektor P12-Linker, P12-BACE1 oder P12-BACE2 in HEK293-EBNA
Zellen kotransfiziert. Bei Uberexpression von BACE1 und BACE2 nahm die
Sekretion von HA-TGFa-FLAG und HA-CD16 deutlich zu (Abb. 13 A/B). Dies liel3
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darauf schlieRen, dass es sich bei TGFa und CD16 um neue Substrate handeln

konnte.
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Abb.13 Expression von BACE1 und BACE2 stimuliert die Sekretion von TGF a und
CD16. HEK293 Zellen wurden transient mit leerem Kontrollvektor oder den Epitop
konjugierten Konstrukten pro-TGFa (A), CD16 (B), P-Selectin (C), TNFa (D) und CD14 (E)
transfiziert. Dartber hinaus wurden die Zellen entweder mit leerem Vektor oder mit BACE1
oder mit BACE2 kotransfiziert. Der Uberstand und die Lysate wurden mittels
Gelelektrophorese getrennt und anschlieRend mit den angezeigten Antikérpern detektiert.
Hier sind representative Blots von mehr als 3 unabhangigen Experimenten gezeigt. A
Erkennbar ist eine Zunahme von sekretiertem TGFa (Sek.) bei Koexpression von BACE1
und 2 im Uberstand (KM). Gleichzeitig nimmt die mature Form von proTGFa (proTGFam),
detektiert mit a-HA und a-FLAG, im Lysat (Lys) ab. B Nach Uberexpression von BACE1 und
2 nimmt die mit a-HA detektierbare, sekretierte Form von CD16 (Sek.) deutlich zu, wahrend
das im Zelllysat mit a-HA nachweisbare mature Volllangenprotein von CD16 deutlich
abnimmt. C P-Selectin zeigte nach Uberexpression von BACE1 und 2 weder eine Zunahme
der Sekretion (Sek.) noch eine Abnahme des maturen Volllangenproteins (VL) im Lysat D
Fur das Typ Il Membranprotein konnte ebenfalls kein Effekt auf die Sekretion nach BACE1
und 2 Uberexpression festgestellt werden. E Auch fir CD14 war kein Effekt von BACE1 und
2 auf die Sekretion erkennbar. Senkrechte Linien im Blot bedeuten, dass die Proben auf
dem gleichen Gel, jedoch nicht direkt nebeneinander liefen.
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Gleichzeitig nahm die Sekretion von FLAG-TNFa-HA, HA-CD14 und HA-P-Selectin
nicht zu, was bedeutet, dass es sich bei diesen Proteinen eher um keine Substrate
fur BACE1 und BACE2 handeln kann (Abb. 13 C/D/E). Dabei zeigte die
Koexpression von BACE2 einen starkeren Effekt auf die Sekretion der Ektodomanen
von TGFa und CD16 als BACE1. Mit diesem Experiment konnte gezeigt werden,
dass BACE1 und BACEZ2 vermutlich mehrere Substrate haben, aber beide eine klare
Spezifitdt besitzen, da beide nicht zur verstarkten Sekretion aller untersuchten
Membranproteine fuhrten. Dies kénnte im Fall von FLAG-TNFa-HA, HA-CD14 und
HA-P-Selectin durch eine sich von BACE unterscheidende Sortierung oder aufgrund
einer nicht fir die Substrattasche von BACE geeigneten Tertiarstruktur dieser

Proteine bedingt sein.

3.4. Der Knockout von BACE1 und BACE2 in primdaren Maus
Neuronen fiuhrt zu keiner Verringerung der Gesamtsekretion
von IL-1R2, TGFa und CD16

Nachdem fiir IL-1R2 gezeigt werden konnte, dass es nach Uberexpression von
BACE1 und 2 vermehrt geschnitten werden kann, sollte untersucht werden, ob IL-
1R2 auch durch endogenes BACE1 prozessiert werden kann. Dazu wurden in
einem Kollaborationsprojekt mit Bart de Stroopers Labor in Leuven, aus Wildtyp- und
BACE1 und 2 Doppelknockout Mausen isolierte primare kortikale Neuronen viral mit
IL-1R2, transduziert. Zusatzlich wurden auch die beiden anderen Kandidaten TGFa
und CD16 hinsichtlich ihrer Prozessierung durch BACE1 und 2 untersucht. Die im
Uberstand (KM) und Zelllysat (Lys) vorhandenen, radioaktiv markierten Proteine
wurden mittels Immunprazipitation gereinigt und im Western Blot analysiert. Sollten
BACE1 oder BACE2 einen essentiellen Teil zur Ektodomanenspaltung von IL-1R2
beitragen, so misste die Gesamtsekretion von IL-1R2 in BACE1/2 Knockout
Neuronen gegenuber Wildtyp-Neuronen vermindert sein und die Menge an maturem
Volllangenprotein aufgrund der verringerten Spaltung zunehmen. Fur alle drei
Proteine konnte im Vergleich zu den Wildtyp-Neuronen jedoch keine Abnahme der
sekretierten Ektodoméane (IL-1R2 Sekr., CD16 Sekr., TGFa-Sekr. Klein/Grof3) im
Uberstand der BACE1/2 Doppelknockout-Neuronen festgestellt werden (siehe
Abb.14 KM).
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Abbildung 14: Vergleich der Ektodomanensekretion von IL-1R2, TGFa und CD16
zwischen Wildtyp und BACE1/2 Knockout Neuronen. Primare kortikale Wildtyp (WT)
oder BACE1 und 2 Knockout (B1/2 -/-) Neuronen wurden mit IL-1R2, TGFa und CD16
transduziert. Die mit radioaktiven Aminosauren markierten Proteine wurden aus dem
Zelllysat (Lys) und dem konditionierten Medium (KM) immunprazipitiert und anschliel?end
analysiert. Zwischen Wildtyp und Knockout konnte kein Unterschied fir die Mengen der
sekretierten Ektodomanen von IL-1R2 (IL-1R2 Sekr.), TGFa (TGFa-Sekr.) und CD16
(CD16 Sekr.) beobachtet werden. Daruber hinaus zeigte die zusatzliche Expression von
BACE1 keinen Effekt auf die Sekretion aller drei Proteine.

Darlber hinaus zeigte sich auch keine Zunahme der Volllangenproteine (IL-
1R2VL, CD16, proTGFam) im Lysat der BACE1 und 2 Doppelknockoutneuronen im
Vergleich zu den Wildtyp-Neuronen (siehe Abb.14 Lys). Des Weiteren konnte keine
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Zunahme der Sekretion von IL-1R2, TGFa und CD16 nach Uberexpression von
BACE1 im Uberstand von Wildtyp und Knockout Neuronen beobachtet werden. Dies
konnte daflur sprechen, dass BACE1 und BACE2 unter endogenen Bedingungen wie
auch bei APP nur eine untergeordnete Rolle in der Ektodomanenspaltung von IL-
1R2, TGFa und CD16 spielen. So lasst sich auch bei APP keine Aussage Uber die
Aktivitat von BACE1 und 2 anhand der Gesamtsekretion treffen, da APP zu weniger
als 5 % durch BACE1 geschnitten wird und somit ein Fehlen von BACE1 und BACE2
fir die Gesamtsekretion kaum ins Gewicht fallt. Dartber hinaus kommt es im Fall
eines BACE1 und 2 Doppelknockout zu einer vermehrten Prozessierung durch a-
Sekretasen, welche den Verlust der B-Spaltung kompensiert. Im Fall von APP lassen
sich a- und pB-Sekretase-Aktivitdt jedoch voneinander unterscheiden, da die
Schnittstellen von a- und pB-Sekretase im Fall von APP so weit voneinander entfernt
liegen, dass die resultierenden o- und p-C-terminalen Fragmente sich in der SDS-
Gelelektrophorese voneinander trennen lassen. Hingegen konnten die o- und -
geschnittenen C-terminalen Fragmente von IL-1R2 und TGFa nicht voneinander
getrennt werden. Bei dem GPIl-verankerten Protein CD16 entstehen Uberhaupt keine
C-terminalen Fragmente, was es in diesem Fall sehr schwierig macht, zwischen a-
und B-Schnitt zu unterscheiden. Somit ist es schwierig, aus diesem Experiment eine
endgultige Schlussfolgerung, ob es sich bei IL-1R2, TGFo und CD16 um
physiologische Substrate von BACE1 und 2 handelt oder nicht, zu ziehen

3.5. Selektive Hemmung der a- und pB-Spaltung von IL-1R2

In einem ersten Experiment konnte gezeigt werden, dass es bei Koexpression
von IL-1R2 und BACE1 oder BACEZ2 zu einer vermehrten Prozessierung und
Sekretion von IL-1R2 kommt (s. Abb.72). Dies kann zum einen durch einen direkten
Schnitt von BACE1 oder BACE2 in der Juxtamembrandomane von IL-1R2
stattfinden. Jedoch besteht auch die Mdoglichkeit, dass BACE1 und BACE2 die
Sekretion von IL-1R2 indirekt Uber Aktivierung anderer Proteasen stimulieren. Damit
diese Moglichkeit ausgeschlossen werden konnte, wurden in einem weiteren
Experiment HA-IL-1R2-FLAG mit leerem Kontrollvektor oder BACE1 in
HEK293EBNA Zellen koexprimiert. Im Fall einer Aktivierung anderer
Metalloproteasen durch BACE1 sollte sich diese Zunahme mit einem

Metalloproteaseinhibitor wie z.B. TAPI-1 effizient hemmen lassen. Bei einer direkten
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Prozessierung von IL-1R2 durch BACE1 sollte TAPI-1 bis auf den weiterhin durch
Metalloproteasen vermittelten Anteil nicht in der Lage sein die Ektodomanenspaltung
zu hemmen. Hingegen sollte bei zusatzlicher Behandlung der Zellen mit dem BACE-
Inhibitor C3 eine deutliche Abnahme der Sekretion zu sehen sein. Am zweiten Tag
nach Transfektion wurden die Zellen entweder mit der Loésungsmittelkontrolle
DMSO, mit TAPI-1 oder mit einer Kombination aus TAPI-1 und dem BACE
spezifischen Inhibitor C3 [138] fur 45min vorbehandelt und nach einem
Mediumwechsel fur 4h unter gleichen Bedingungen weiterbehandelt. Nach
Inkubation der mit leerem Kontrollvektor und IL-1R2 transfizierten Zellen, konnte eine

deutliche Abnahme der Sekretion der IL-1R2 Ektodomane beobachtet werden.

IL1-R2 + CON IL1-R2 + BACE1
DMSO_ _TAPI _ TAPI+C3 DMSO _ TAPI  TAPI+C3 _ 293

Sekr. —p S -50
a-HA KM
Sekr.  —p | —_— AW e -50
aHA
VL m 75
. - e G S (G
VLim =+ afuacf 55
sCTF  —» A —_— afiAc] 7
—— ——
sCTF —p — m asncl 7 LyS
e em ww . - N
asaceint |64
e ——— - — -50
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Abbildung 15: BACE1 induzierte Sekretion von IL-1R2 kann nur effektiv durch C3
inhibiert werden HEK293E Zellen wurden transfiziert wie in Abbildung 11. Am 2. Tag
nach Transfektion wurden die Zellen entweder mit der Ldsungsmittelkontrolle DMSO,
TAPI-1 oder der Kombination aus TAPI-1 und C3 behandelt. Es werden jeweils 2
Expositionszeiten des Uberstandes und der Zelllysate gezeigt. Dabei werden Ausschnitte
des Western-Blots des Volllangenproteins von IL-1R2 gezeigt, welches sich als eine
mature (IL-1R2m) und eine immature Bande (IL-1R2im) darstellt. Desweiteren werden
Ausschnitte des Western-Blots der C-terminalen Fragmente von IL-1R2 gezeigt (sCTF).
Zur Kontrolle wurde die Expression von BACE1 mittels eines N-terminalen BACE1
Antikorpers (a-BACE1 NT) nachgewiesen. Dariber hinaus wurde als Ladekontrolle auf -
Actin geblottet (a-p-Actin). Wahrend die Sekretion von IL-1R2 in IL-1R2 und leerem
Kontrollvektor kotransfizierten Zellen (IL-1R2 + KON) mit TAPI-1 (TAPI) deutlich gehemmt
werden kann, wird sie in mit IL-1R2 und BACE1 kotransfizierten Zellen (IL-1R2 + BACE1)
nur mit einer Kombination aus TAPI1 und C3 effektiv gehemmt (TAPI+C3).

Diese konnte durch die Kombination von TAPI-1 und C3 nicht deutlich zuséatzlich

gesenkt werden (Abb.15,a-HA). Im Vergleich dazu bewirkte der Metalloprotease-
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Inhibitor TAPI-1 nur eine milde Abnahme der Sekretion von IL-1R2 in HEK293-EBNA
Zellen, welche mit IL-1R2 und BACE1 kotransfiziert waren. Jedoch bewirkte die
Kombination von TAPI-1 und C3 eine deutliche Abnahme der Sekretion der IL-1R2
Ektodoméne im Uberstand im Vergleich zu den mit DMSO behandelten Zellen.
Zeitgleich mit der Abnahme der Sekretion im Uberstand der mit IL-1R2 und BACE1
kotransfizierten Zellen fand sich eine deutliche Akkumulation des maturen
Volllangenproteins von IL-1R2 im Lysat, welches marginal nach Zugabe von TAPI-1
und deutlich nach Zugabe der Kombination von TAPI-1 und C3 zunahm (Abb.15, a-
Flag, Lys). Die nur schwache Abnahme der Ektodomanenspaltung von IL-1R2 nach
Behandlung mit dem Metalloproteaseinhibitor TAPI-1 in den BACE1
Uberexprimierenden Zellen lasst darauf schlieRen, dass es zu keiner indirekten
Aktivierung von Metalloproteasen aus der ADAM- und MMP-Familie durch BACE1
Uberexpression kommt, so dass man davon ausgehen kann, dass BACE1 in der

Lage ist, IL-1R2 direkt zu schneiden.

3.6. Kolokalisierung von HA-IL-1R2-FLAG und BACE1

Damit eine Protease ein mdgliches Substrat schneiden kann, missen sich
Protease und Substrat im gleichen Kompartiment zur gleichen Zeit aufhalten. Ein
weiteres Kontrollexperiment sollte zeigen, dass BACE1 und IL-1R2 in der indirekten
Immunfluoreszenz eine ahnliche Lokalisation in der Zelle haben und somit BACE1 in
der Lage ist, IL-1R2 zu schneiden. Dafur wurden HA-IL-1R2-FLAG und BACE1 in
transformierten afrikanischen Affennierenzellen (COS-7) koexprimiert. Nach 2 Tagen
wurden die Zellen entsprechend dem Protokoll (siehe 2.3.2) mit Antikdrpern gegen
die BACE1 Ektodomane und den HA-tag von HA-IL-1R2-FLAG gefarbt, um
anschliefend mit einem polyklonalen Alexa488-Antikorper und einem monoklonalen
Alexa594-Antikorper gefarbt zu werden. Die Zellen wurden unter einem konfokalen
Mikroskop (Zeiss) beurteilt und fotodokumentiert. Das Uberlagerte Bild beider Kanale
zeigte eine deutliche Kolokalisierung von HA-IL-1R2-FLAG und BACE1 an der
Plasmamembran und in vesikularen und perinuklearen Kompartimenten, was dafur
spricht, dass BACE1 und IL-1R2 prinzipiell in der Lage sind, miteinander zu

interagieren.
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Abbildung 16: In der Immunfluoreszenz weisen HA-IL-1R2-FLAG und BACE1 eine
adhnliche Lokalisation in der Zelle auf COS Zellen wurden transient mit IL-1R2 und
BACE1 transfiziert. Am darauf folgenden Tag wurden in einer Immunfarbung BACE1
(Griin,a-BACE1-NT) und IL-1R2 (Rot,a-HA) nachgewiesen. Konfokale Mikroskopbilder
zeigen eine Kolokalisierung von BACE1 und IL-1R2 an der Plasmamebmran, in Vesikeln
und perinuklear (Merge).

3.7. Massenspektrometrische Analyse der a- und B-Schnittstelle
der IL-1R2 Ektodomane

Da die beiden durch a- und B-Sekretase erzeugten C-terminalen Fragmente von
IL-1R2 im Blot augenscheinlich gleich gro® sind (siehe Abb. 12), was eine
Differenzierung zwischen a- und pB-Sekretase-Schnitt deutlich erschwert, wurde
versucht, die Schnittstellen der a-Sekretase Aktivitat und von BACE1 und 2 mittels
Massenspektrometrie zu bestimmen. Daflir wurden zwei Ansatze verfolgt. In einem
ersten Experiment wurde die sekretierte Ektodomane von HA-IL-1R2-FLAG aus dem
Uberstand von HEK293E Zellen aufgereinigt, welche entweder mit PMA behandelt
wurden oder BACE1 koexprimierten. Anschlielend wurde diese mit N-Glykosidase-F
deglykolysiert, um sie anschlieBend in einem MALDI-TOF-Massenspektrometer zu

messen. Im Massenspektrum fand sich ein deutlicher Peak bei 35053.67 Da, welcher
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4 Da von der errechneten Masse von 35057.58 Da abweichte und sich nicht im
Uberstand mit leerem Vektor transfizierter HEK293E Zellen fand. Die ohne N-
Glykosidase-F behandelte IL-1R2 Ektodomane wurde aufgrund der heterogenen
Glykosylierung als ein breiter Peak im Massenspektrum mit einem Scheitelpunkt bei
50 kDa detektiert (Abb.17A). Sofern keine weiteren posttranslationalen
Modifikationen an der Ektodomane von IL-1R2 vorliegen, endet die Ektodomane mit
Prolin 309, 35 Aminosauren von der Transmembrandomane entfernt (Abb.17B).
Damit schien der postulierte C-Terminus der sekretierten Ektodomane zu weit von
der Transmembrandomane entfernt zu sein, um als Schnittstelle in Frage zu
kommen. Darlber hinaus unterschied sich der C-Terminus nicht zwischen PMA
behandelten oder BACE1 uberexprimierenden Zellen. Da gezeigt werden konnte,
dass der Austausch der Juxtamembrandomane von IL-1R2 gegen die
Juxtamembrandomane des Epidermalen Wachstumfaktor (EGF)-Rezeptors die
Sekretion von IL-1R2 verhindert, wurde angenommen, dass IL-1R2 in der Nahe der
Transmembrandomane geschnitten werden kann. Die mit einem Prolin endende
sekretierte Ektodomane von IL-1R2 lie3 darauf schlielen, dass die sekretierte
Ektodomane sukzessive durch Carboxypeptidasen abgebaut wird, welche nicht in
der Lage sind, Proline vom C-Terminus abzuspalten. Mit der Deletionsmutante HA-
A322-IL-1R2-FLAG, welche vor dem ersten Cystein der dritten lg-Domane von IL-
1R2 endet, sollte gezeigt werden, dass IL-1R2 in der Juxtamembrandomane durch a-
und B-Sekretase prozessiert werden kann. Diese ist damit so kurz, dass eine
Trennung der Peptide im MALDI-Massenspektrometer mdglich wird, da stérende
posttranslationale Modifikationen wie z.B. Glykosylierungen fehlen. Fur das
Experiment wurde das Deletionskonstrukt mit leerem Vektor, BACE1 oder BACE2
koexprimiert. Die Lysate wurden in einem Experiment mittels Western Blot analysiert,
um zu zeigen, dass das Deletionskonstrukt trotz fehlender Ektodomane weiterhin
durch BACE1 und BACE2 geschnitten werden kann (Abb.77C). Fur die
massenspektrometrische Bestimmung wurden die Zellen zusatzlich mit dem «y-
Sekretase-Inhibitor DAPT inkubiert, da dieses Deletionskonstrukt aufgrund der sehr
kleinen extrazellularen Domane auch durch den y-Sekretase-Komplex geschnitten
werden kann (Abb.17D). Die in den Uberstand sekretierten Peptide wurden mittels
einer Immunprazipitation mit HA-Agarose aufgereinigt, um anschlie®end nach Elution

mit a-Zimtsaure-Matrix mit einem MALDI-TOF-Massenspektrometer gemessen zu
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werden. Bei Koexpression von CD5-HA-A322-IL-1R2-FLAG und leerem
Kontrollvektor fand sich eine Hauptmasse bei 3112,16 Da.
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Abbildung 17: A Massenspektrometrische Bestimmung der a- und B-Schnittstelle von
IL-1R2 Massenspektren der glykosylierten und der deglykosylierten Ektodoméane von IL-
1R2. B Sequenz von IL-1R2. HA und FLAG Epitop sind schwarz unterstrichen. Der Pfeil
zeigt den mutmallichen C-Terminus der sekretierten Ektodomane an. Die Pfeilkdpfe zeigen
a- und B-Schnittstelle. C Kontrollexperiment des Deletionskonstruktes. Kotransfektion von
HA-A322-1L-1R2-FLAG mit leerem Vektor (CON), BACE1 oder BACEZ2, als weitere Kontrolle
wurden Lysate nicht transfizierter Zellen aufgetragen (Kontrolle). Beide Blots wurden mit
dem FLAG Antikorper entwickelt. Man erkennt eine deutliche Zunahme der C-terminalen
Fragmente (CTF) nach Expression von BACE1 und BACE2, wahrend die Menge des
Volllangenproteins (VL) abnimmt. D Massenspektren der durch BACE1 und -2 sekretierten
Peptide des Deletionskonstruktes HA-A322-IL-1R2-FLAG. Darunter die Tabelle mit den
errechneten und den gemessenen Massen von a- (*) und B-geschnittenem HA-A322-IL-
1R2-FLAG (**) und die entsprechenden Schnittstellen in einer schematischen
Gegenuberstellung der Juxtamembrandomanen von HA-A322-IL-1R2-FLAG und APP.
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Dies entspricht einer Schnittstelle zwischen Arg-333 und Thr-334, welche in mit
leerem Kontrollvektor transfizierten Zellen nicht auftrat. Bei Koexpression von BACE1
oder BACE2 zeigte sich ein deutliches Signal bei 2614.26 bzw. 2614.75 Da. Dies
entspricht einer Schnittstelle zwischen Phe-329 und GIn-330, welche damit 4
Aminosauren weiter als die a-Schnittstelle von der Zellmembran entfernt ist. Dieses
Experiment zeigt, dass BACE1, 2 und die unbekannte a-Sekretaseaktivitat innerhalb
der Juxtamembrandomane an unterschiedlichen Schnittstellen schneiden. Sie
schneiden jedoch so nah beieinander, dass die resultierenden C-terminalen
Fragmente sich in der SDS-Gelelektrophorese nicht auftrennen lassen (Abb. 12/
17C).

3.8. BACE-2 in-Vitro Peptidverdau von einem IL-1R2-
Juxtamembranpeptid

Ein weiteres Indiz fur die direkte Prozessierung von IL-1R2 durch BACE1 und
BACE2 ist die Umsetzung eines synthetischen Peptids der Juxtamembrandomane
von IL-1R2, welches die in vivo bestimmte Schnittstelle enthalt. Dafur wurde das IL-
1R2 Peptid, welches die Aminosauren Val-322 bis Ser-341 von IL-1R2 umfasst, Uber
Nacht in einem sauren Acetatpuffer mit gereinigtem, rekombinanten BACE2-Ig
Fusionsprotein inkubiert. Das inkubierte Peptidgemisch wurde anschlieBend mit
einem MALDI-TOF-Massenspektrometer im Reflektormodus gemessen. Ohne
Zugabe von BACE2-Ig kam es zu keiner Degradation des IL-1R2-Peptids mit der
Masse 2219.70 Da (Abb. 18,1). Nach Zugabe von BACEZ2-Ig jedoch wurde das
Volllangenpeptid in 2 kleinere Peptidspezies von 916.65 und 1320.98 Da umgesetzt,
deren Massen in der Summe wieder die Masse des Volllangenpeptids ergeben (Abb.
18,2). Dies entspricht einer Schnittstelle zwischen Phe-329 und GIn-330 und damit
der schon in vivo gemessenen Schnittstelle. Dieser proteolytische Verdau konnte
durch Zugabe von 1 yM des BACE1/BACEZ2-Inhibitors C3 verhindert werden (Abb.
18,3). Mit diesem Experiment konnte gezeigt werden, dass rekombinantes BACE2
ohne Zugabe anderer zellularer Komponenten, in der Lage ist, an der in vivo
bestimmten Schnittstelle von IL-1R2 zu schneiden, was wiederum dafur spricht, das
BACE1 und BACE2 IL-1R2 in der Zelle direkt schneiden kdnnen.
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Abbildung 18: In-Vitro Verdau von synthetischem IL-1R2 Juxtamembranpeptid mit
BACE2-lg Ein synthetisches Peptid, welches die IL-1R2 Juxtamembrandomane mit der
vermuteten BACE Schnittstelle umfasst, wurde mit BACE2-Ig mit oder ohne den
spezifischen BACE-Inhibitor C3 Ulber Nacht bei 37°C inkubiert und anschlieBend im
Massenspektrometer vermessen. Das Peptid wurde anschlielend mittels eines MALDI im
Reflektormodus vermessen. Im BACE2 Verdau (2) sind die wichtigen Signalspitzen mit den
entsprechenden Peptidsequenzen markiert. Die im Massenspektrometer gemessenen
Fragmente korrelieren mit der in der schematischen Abbildung der Sequenz angegebenen
Schnittstelle. Alle Massenspektren haben den gleichen Maximalwert fir die Intensitat.

3.9. IL-1R2 ist ein neues Substrat fur den y-Sekretase-Komplex

3.9.1. IL-1R2 CTF akkumuliert unter Behandlung mit DAPT

Da IL-1R2 ahnlich wie auch viele andere Typl — Membranproteine wie z.B.
Notch, APP, ERBB-4 und CD44 durch eine Matrixmetalloprotease sezerniert wird,
wurde davon ausgegangen, dass seine membranstandigen C-terminalen Fragmente
(CTF) ahnlich anderer Typ-l Membranproteine durch den y-Sekretase-Komplex
prozessiert wirden. Um diese Hypothese zu Uberprifen, wurden mehrere Ansatze
verfolgt. Zuerst wurden transient CD5-HA-IL1R2-FLAG exprimierende Zellen mit dem
spezifischen y-Sekretaseinhibitor DAPT [147] Uber Nacht behandelt (Abb.79). Sollte
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es sich bei den C-terminalen Fragmenten von IL-1R2 um y-Sekretasesubstrate
handeln, so musste die Menge der C-terminalen Fragmente von IL-1R2 unter
Behandlung mit DAPT zunehmen. Als Kontrolle wurde DMSO verwendet, in dem
auch DAPT gelost war. Anschliellend wurden die Lysate der behandelten Zellen
analysiert. Verglichen zu den mit DMSO behandelten Zellen akkumulierte in den mit
DAPT behandelten Zellen das schon oben erwahnte, 8 kDa grof3e sCTF deutlich
(siehe 3.1). Dagegen zeigte sich keine Akkumulation des 9 kDa grof3en ICTF. Die
mittlere Abbildung zeigt eine langere Expositionszeit der C-terminalen Fragmente.
Man kann erkennen, dass das sCTF auch unter Behandlung mit DMSO gebildet
wird. Auf die Menge des Volllangenproteins hatte die Behandlung mit DAPT keinen
Einfluss. Als Ladekontrolle wurde in einem weiteren Western Blot -Aktin detektiert.
Da die pharmakologische Hemmung der y-Sekretase zu einer Akkumulation der
CTFs von IL-1R2 fuhrte, war dies ein erster Hinweis, dass diese durch den y-

Sekretase-Komplex prozessiert werden konnten.

IL1-R2
DAPT - - + +
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Abbildung 19: IL-1R2 CTFs akkumulieren unter pharmakologischer Hemmung der v-
Sekretase Transient mit HA-IL-1R2-FLAG transfizierte 293E Zellen wurden Uber Nacht
entweder mit DMSO als Losungsmittelkontrolle (-) oder mit 1 uM DAPT (+) behandelt. Im
oberen Western-Blot wurden das Vollldngenprotein (VL) und die C-terminalen Fragmente
(Dimer, sCTF) mit a-FLAG nachgewiesen. Der mittlere Western-Blot zeigt eine langere
Expositionszeit der CTFs. Als Ladekontrolle wurde auf -Actin geblottet.
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3.9.2. IL-1R2 sCTF akkumuliert in Presenilin 1/2 defizienten MEFs

Um diesen Verdacht zu erharten, wurde in einem weiteren Experiment die
Akkumulation der C-terminalen Fragmente von IL-1R2 in murinen embryonalen
Fibroblasten (MEF) von Wildtypmausen und Presenilin 1/2 defizienten (PS1/2 -/-)
Mausen verglichen. Diese wurden mit einem replikationsdefizienten Virus infiziert,
welcher die cDNA von IL-1R2 ins Genom der MEFs integriert. Die erfolgreiche
Transduktion wurde mittels EGFP (Enhanced green fluorescent protein, Verstarktes
grun fluoreszierendes Protein) an einem konfokalen Mikroskop Uberpruft (siehe
Abb.20). Jede Spur des Gels wurde entweder mit dem FLAG-immunprazipitierten
Protein aus dem Zelllysat einer konfluenten 10 cm Schale oder der HA-
immunpréazipitierten Ektodomane aus dem Uberstand der entsprechenden Platte
beladen. In den transduzierten MEFs konnten wir die charakteristische, HA-positive
55 kDa Bande der sekretierten Ektodomane von IL-1R2 detektieren, welche in den
nicht transduzierten MEFs fehlte (Abb.20, KM). Gleichzeitig konnte mit einem FLAG
M2-Antikérper das reife Volllangenprotein in Wildtyp wie auch in den Presenilin 1/2
defizienten MEFs nachgewiesen werden. Wahrend die Menge von Volllangenprotein
und sekretierter Ektodomane in Presenilin Wildtyp und Presenilin 1/2 defizienten
MEFs annahernd gleich war, fand sich eine wesentlich groRere Mengen an CTF in
den Presenilin 1 und 2 defizienten Zelllinien im Vergleich zu den Wildtyp-MEFs. Dies
ist ein weiteres Indiz dafur, dass das IL-1R2 CTF durch den y-Sekretase-Komplex
prozessiert wird. In einem weiteren Blot fur Presenilin 1 CTF mit dem Antikorper 3027
konnten gezeigt werden, dass es sich hierbei tatsachlich um Presenilin 1/2
defiziente Zellen handelt, da sie im Gegensatz zu den Wildtyp-Zellen kein endogenes
PS1-CTF mehr bilden.
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Abbildung 20: IL-1R2 CTF akkumuliert in fiir Presenilin 1/2 defizienten murinen
embryonalen Fibroblasten Murine embryonale Fibroblasten wurden mit Hilfe des
Murinen Moloney Leukamievirus (MMLV) mit HA-IL-1R2-FLAG transduziert. Auf die HA-
IL-1R2-FLAG kodierende Sequenz folgte eine intraribosomale Eintrittsstelle (IRES)
gefolgt von EGFP als Reportergen, so dass 2 Gene gleichzeitig exprimiert werden
konnten. Die erfolgreiche Transduktion von Presenilin 1/2 Doppelknockout-Zellen (MEF-/-
) und Presenilin Wildtyp-Zellen (MEF+/+) wurde mittels der GFP Fluoreszenz Uberpruft
(siehe Immunfluoreszenzbilder). Die aus dem Uberstand immunprazipitierte Ektodoméne
wurde mittels HA-Antikérper nachgewiesen. Die aus dem Lysat immunprazipitierten C-
terminalen Fragmente (CTF, Dimer) und das Volllangenprotein (VL) wurden mit dem
FLAG-Antikérper nachgewiesen. Zur Kontrolle des Presenilin-1 Knockouts wurde das C-
terminale Fragment von Presenilin-1 (PS1-CTF) nachgewiesen. Es werden reprasentative
Western-Blots von 3 unterschiedlichen Experimenten gezeigt.

3.9.3. Die PS1 Mutante D385N inhibiert die Prozessierung von IL-1R2 sCTF

In einem weiteren Experiment wurde die Tatsache genutzt, dass die katalytische
v-Sekretase Untereinheit Presenilin 1 durch eine Mutation eines der beiden flr die
proteolytische Aktivitat wichtigen Aspartate inaktiviert werden kann. 293T Zellen,
welche stabil entweder Presenilin 1 Wildtyp (PS1 wt) oder die katalytische inaktive
Mutante PS1 D385N uberexprimierten, wurden transient mit HA-IL-1R2-FLAG
transfiziert. Bei dieser Mutante wurde in Presenilin 1 Aspartat 385 gegen Asparagin
ausgetauscht. Durch die Uberexpression der katalytisch inaktiven Mutante wird kaum
noch endogenes Presenilin 1 Wildtyp Protein in den Komplex eingebaut, so dass es

zu einer Inaktivierung der y-Sekretase und damit einer Hemmung der Prozessierung
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der C-terminalen Fragmente von IL-1R2 kommen sollte, falls diese durch den y-
Sekretase-Komplex prozessiert werden. Im Fall von IL-1R2 fuhrte die Transfektion
von CD5-HA-IL-1R2-FLAG bei gleichen Mengen von reifem Volllangenprotein zu
deutlich mehr CTF in den D385N Zellen als in den PS1 Wildtyp Uberexprimierenden
Zellen (Abb.21,sCTF). Dies ist ein weiteres Indiz daflir, dass es sich bei dem C-

terminalen Fragment von IL-1R2 um ein neues y-Sekretase Substrat handelt.

PS1 Wt PS1 D385N Abbildung 21: Das C-terminale Fragment von IL-1R2
-+ - 1+ IL1R2 akkumuliert in Zellen mit der katalytischen Presenilin 1
Mutante D385N Lysate von 293T Zellen, welche entweder
Presenilin 1 Wt oder Presenilin 1 D385N stabil
75| = ‘ « uberexprimierten, wurden transient mit HA-IL-1R2-FLAG
55 transfiziert. Die Proteine wurden mittels Gelelektrophorese
aufgetrennt und in einem Western-Blot mit einem FLAG-
Antikorper detektiert. In den PS1 D385N exprimierenden
Zellen zeigt sich eine deutliche Akkumulation der kleinen
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<
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3.9.4. IL-1R2 CTF koimmunoprazipitiert den y-Sekretase Komplex

In einem weiteren Experiment sollte bewiesen werden, dass das IL-1R2 CTF mit
dem aktiven y-Sekretase-Komplex interagiert und damit tatsachlich durch diesen
gespalten werden kann. Stabil PS1 Wt oder PS1 D385N exprimierende Zellen
wurden stabil mit CD5-HA-IL-1R2-FLAG transduziert. Das aus CHAPSO-Lysaten,
welche vorher fur 1Th mit HA-Agarose von HA-IL-1R2-FLAG gereinigt wurden, mittels
FLAG-Agarose immunprazipitierte IL-1R2 CTF wurde mit einem FLAG-Antikorper
nachgewiesen. Von den koimmunprazipitierten Komponenten des vy-Sekretase-
Komplexes wurden Nicastrin, Presenilin-1, Aph1 und Pen-2 mittels spezifischer
Antikorper nachgewiesen (Abb. 22). Wahrend in den Presenilin-1 Wildtyp (PS1 wt)
exprimierenden Zellen kaum CTF prazipitiert werden konnte, zeigte sich eine
markante Bande flr das Immunprazipitat aus den D385N Zellen. Dies passt zu den
im vorangegangenen Experiment erhobenen Daten (siehe 3.8.3). Wahrend in den
nicht transduzierten PS1 Wt und D385N Zellen keine Komponente des y-Sekretase
Komplex coimmunoprazipitiert werden konnte, zeigten sich deutliche Banden im

Immunprazipitat von HA-IL-1R2-FLAG exprimierenden Zellen fir die einzelnen
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Komponenten des y-Sekretase Komplexes wie auch fur das IL-1R2-CTF. In den
D385N exprimierenden Zellen konnte im Gegensatz zu den Presenilin 1 Wt
exprimierenden Zellen kein Presenilin 1 NTF nachgewiesen werden. Dies ist

gleichbedeutend mit einem Fehlen der Autoproteolyse und damit Aktivierung von

Presenilin 1.
PS1 Wt PS1 D385N
IL-1R2 - - + + - - + +
P-FLAG + + + + + + + +
NCTm :d -.‘ﬁ;
NCTim
PStholo  —¥] - =l
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Abbildung 22: IL-1R2 CTF koimmunoprazipitiert alle essentiellen Komponenten des
v-Sekretase Komplexes. Dargestellt sind die FLAG-Immunoprazipitate von jeweils einer
10cm Schale. Es wurden die koimmunoprazipitierten y-Sekretase Komponenten
Presenilin 1 Volllangenprotein (PS1 holo) Presenilin 1 NTF (PS1NTF), matures (NCTm)
und immatures Nicastrin (NCTim), Aph-1 und Pen-2 und das immunprazipitierte lange (IL-
1R2 ICTF) und das kurze IL-1R2 CTF (IL-1R2 sCTF). Gezeigt sind reprasentative Blots
von 3 unabhangig voneinander durchgeflihrten Experimenten

Damit lasst sich auch die wesentlich groRere Menge an IL-1R2 CTF erklaren.
Dieses bleibt in der katalytischen Pore unprozessiert stecken, so dass es akkumuliert
und sich so das CTF samt Komplex leicht immunprazipitieren lasst. Dies zeigt, dass
das IL-1R2 CTF in der Lage ist, direkt mit dem y-Sekretase-Komplex zu interagieren,

was eine unabdingbare Voraussetzung fur die proteolytische Prozessierung ist.

3.9.5. y-Sekretase In-vitro-Experiment von CD5-HA-IL-1R2-FLAG

Um zu Uberprifen, ob das nach der Sekretion der IL-1R2 Ektodomane in der
Zellmembran verbleibende C-terminale Fragment von IL-1R2 in einer zeitabhangigen
Reaktion durch den y-Sekretase-Komplex umgesetzt wird, wurden die Membranen
von CD5-HA-IL-1R2-FLAG exprimierenden 293E Zellen prapariert, die vorher 4 h mit
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PMA behandelt worden waren, um die Menge an IL-1R2-CTF in der Zellmembran

anzureichern.
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Abbildung 23: PMA stimulierte IL-1R2 CTFs lassen sich im y-Sekretase in-vitro-
Assay zu einer intrazellularen Domane umsetzen Membranen von transient HA-IL-
1R2-FLAG exprimierenden Zellen, wurden unter den angegebenen Bedingungen flr 2h
inkubiert. AnschlieRend wurden Membranen (P100) und Uberstand (S100) per
Ultrazentrifugation getrennt, um danach auf in unterschiedlichen SDS-Gelen aufgetrennt
zu werden. IL-1R2 Volllangenprotein (VL), C-terminale Fragmente (sCTF, Dimer),
membranassoziierte intrazellulare Domane (ICDm) und l6sliche intrazellulare Domane
(ICDs) wurden mit FLAG-Antikdrper nachgewiesen.

Die Membranen wurden anschlief3end entweder bei 4°C, bei 37°C oder bei 37°C
in Anwesenheit des y-Sekretase-Inhibitors DAPT fur 2 h inkubiert. Anschliel3end
wurden Membranen und Uberstand durch einen Zentrifugationsschritt bei 100000 xg
getrennt. Bei 4°C wurde weder im Uberstand noch im Pellet einen Umsatz von IL-
1R2-CTF zu einer intrazellularen Domane (ICD) beobachtet. Im Gegensatz dazu
konnte bei 37°C eine deutliche Abnahme der Menge an IL-1R2 CTF im Pellet
beobachtet werden, die gleichzeitig mit einer deutlichen, etwas tiefer laufenden
Bande im Uberstand und einem kleinen Anteil im Pellet einherging (Abb.23 S100,
P100). Dabei handelt es sich um die intrazellulare Domane von IL-1R2. Die
Anwesenheit von DAPT verhinderte die bei 37°C beobachtete Umsetzung von IL-
1R2 CTF in eine im Uberstand geldste intrazellulare Domane. Dies spricht dafiir,

dass es sich um eine enzymatische Reaktion handeln muss, die bei 4°C nicht
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stattfindet und bei 37°C durch den y-Sekretase-Inhibitor DAPT unterdrickt werden

kann.

3.9.6. y-Sekretase In-vitro-Experiment mit CD5-A329-IL-1R2-FLAG

Mit dem vorigen Experiment wurde gezeigt, dass die IL-1R2 CTFs, welche von
der Zelle durch Sekretion der Ektodoméane gebildet worden waren, durch den vy-
Sekretase Komplex umgesetzt werden kénnen. Nun sollte gezeigt werden, dass die
Umsetzung des C-terminalen Fragmentes von IL-1R2 durch den y-Sekretase-
Komplex unabhangig von einer Sekretion der IL-1R2 Ektodomane stattfindet. Dazu
wurde das Deletionskonstrukt CD5-A329-IL-1R2-FLAG kloniert, dem die
Ektodomane bis auf wenige verbliebene Aminosauren der Juxtamembrandomane
fehlt, womit es das biochemische Verhalten des IL-1R2-CTFs imitiert. Dieses
Konstrukt wurde transient in HEK293T Zellen exprimiert, die entweder Presenilin-1
Wt oder die katalytisch inaktive Mutante Presenilin-1 D385N stabil exprimierten. Von
diesen Zellen isolierte Membranen wurden wieder bei 4°C, 37°C oder bei 37°C in An-
oder Abwesenheit des y-Sekretaseinhibitors DAPT inkubiert. In den Presenilin-1 Wt
exprimierenden Zellen konnte bei 37°C eine Umsetzung des Deletionskonstruktes in
eine intrazellulare Domane beobachtet werden, welche bei 4°C nicht stattfand und
bei 37°C durch DAPT inhibiert werden konnte (siehe Abb.24 B). In den Presenilin-1
D385N exprimierenden Zellen konnte weder bei 4°C noch bei 37°C eine Umsetzung
des Deletionskonstruktes durch den vy-Sekretase-Komplex beobachtet werden.
Gleichzeitig war die Menge an unprozessierten CD5-A329-IL-1R2-FLAG deutlich
erhoht, da es durch die Inaktivitat des y-Sekretase-Komplexes in der Zellmembran
akkumulierte. Dieses Experiment zeigt eindeutig, dass die y-Sekretase in der Lage ist
ein kunstlich hergestelltes C-terminales Fragment von IL-1R2 zu prozessieren. Somit
ist die Prozessierung eines Typ-l Membranproteins durch die y-Sekretase
entscheidend abhangig von der Lange der Ektodomane, so dass es erst nach
proteolytischer Spaltung der Ektodoméane durch eine Metalloprotease oder BACE zu

einer weiteren Prozessierung durch die y-Sekretase kommt.
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Abbildung 24: A329-IL-1R2 wird im y-Sekretase in vitro Assay zu einer intrazellularen
Domane (ICD) umgesetzt A A329-IL-1R2 endet mit Glutamin und besitzt kein N-terminales
HA-Epitop im Vergleich zum Epitop konjugierten Vollangenprotein (VL-IL-1R2) B
Membranen von 293T Zellen, welche stabil entweder PS1 wt oder PS1 D385N exprimierten
und transient A329-IL-1R2 exprimierten, wurden unter den angegeben Bedingungen
inkubiert. AnschlieBend wurden Uberstand (S100) und Membranen (P100) durch einen
Ultrazentrifugationsschritt getrennt. Intrazellulare Domane (ICD) und Deletionskonstrukt
wurden mit einem FLAG-Antikérper im Western Blot nachgewiesen.

3.10. Massenspektrometrische Analyse der y-Sekretase
Schnittstellen von IL-1R2

Um die Schnittstellen der y-Sekretase in der Transmembrandomane des C-
terminalen Fragmentes von CDS5-HA-IL-1R2-FLAG zu bestimmen, wurde das
Deletionskonstukt CD5-HA-A334-IL-1R2 kloniert, welches Uber ein N-terminales HA-
Epitop verfligt mit Hilfe dessen die durch den y-Sekretase-Komplex sekretierten
Peptide immunprazipitiert werden kdonnen. Dieses wurde transient in HEK293EBNA
Zellen exprimiert, die entweder mit DAPT oder dessen Losungsmittelkontrolle DMSO
behandelt wurden. Daruber hinaus wurden Kontroll-transfizierte Zellen mit DMSO
und DAPT behandelt. Das mit HA-Agarose aufgereinigte, durch den y-Sekretase-
Komplex sekretierte Peptid wurde anschlieBend in einem MALDI-TOF-
Massenspektrometer gemessen. Dabei konnten drei gro3e Signalspitzen mit den
Massen 3678.47 Da, 3196.75 Da und 2507.08 Da gemessen werden, welche bis auf
0,5 Da mit den in GPMAW (Programm zur Berechnung des Molekulargewichts von

Proteinen und Polypeptiden) berechneten Massen der Peptide Ubereinstimmten
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(Abb.25 B und C). Zwischen den grolien Signalspitzen fanden sich zahlreiche
kleinere Signalspitzen, Uber deren Abstande sich auf die Aminosauresequenz der
sekretierten Peptide zuruckschlieRen lie. Die Masse von 3678.47 Da entspricht
einer Schnittstelle zwischen Ser-353 und Leu-354 in der Mitte der
Transmembrandomane. Die Masse 3196.75 Da entspricht einer Schnittstelle des y-
Sekretase-Komplexes zwischen Val-348 und Leu-349 im Bereich der N-terminalen

Halfte der Transmembrandoméane von IL-1R2.

APP: Peptidsequenz: Errechnete Masse: | Gemessene Masse
Yy £ ¥YPYDVPDYASGGGGGLOTVKEASSTFSWGIVLAPLS * | 3679.02 3678.47
S"K_GA”GLMVGGWhAbV N'TLiV ML_ REK YPYDVPDYASGGGGGLDTVKEASSTESWGIV = |3197.43 3196.75
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Abbildung 25: Massenspektrometrische Bestimmung der y-Sekretaseschnittstellen
von IL-1R2 A Schematische Gegenuberstellung der Transmembrandomanen von APP und
HA-A334-IL-1R2-FLAG mit den entsprechenden Schnittstellen der y-Sekretase in APP y
und € und der fur IL-1R2 experimentell ermittelten Schnittstellen *, **, ***. ¢ steht fur den
nahe der zytoplasmatischen Plasmamembrangrenze stattfindenden Schnitt der y-
Sekretase, wahrend y- fur die Schnitte der y-Sekretase in der Mitte der
Transmembrandomane steht B Massenspektren der einzelnen HA-immunoprazipitierten
Proben. Fir die Signalintensitdt 100% wurde =zur Vergleichbarkeit bei allen
Massenspektren der gleiche Absolutwert festgelegt. C Tabelle mit den errechneten und
gemessenen Massen und den entsprechenden Peptidsequenzen. Die Schnittstellen, die
entsprechenden Signalspitzen im Massenspektrum und die Sequenzen wurden zu
einfacheren Orientierung mittels *, ** und *** bezeichnet.
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Alle Signale lieRen sich nur im Uberstand von IL-1R2 transfizierten Zellen
nachweisen, welche mit DMSO behandelt worden waren. Die Behandlung mit DAPT
fuhrte zur Unterdrickung der Signale, so dass es sich hierbei um durch die y-
Sekretase prozessierte Peptide handeln muss. Bei der Masse von 2507.08 Da
handelt es sich vermutlich um ein Abbauprodukt der groReren durch den -
Sekretasekomplex sezernierten Peptide, da der C-Terminus dieses Peptides
aulRerhalb der Transmembrandomane von IL-1R2 liegt, welcher
héchstwahrscheinlich durch sequentielle Spaltung einer Carboxypeptidaseaktivitat
bedingt ist, die sequentiell die Aminosauren vom C-Terminus des durch die y-
Sekretase sekretierten Peptids abspaltet und somit degradiert. Mit diesem
Experiment konnte eindeutig gezeigt werden, dass der y-Sekretase-Komplex in der
Lage ist, innerhalb der Transmembrandomane von IL-1R2 zu schneiden wie dies
auch schon fur die C-terminalen Fragmente andere Typ-l Membranproteine wie APP
oder CD44 beschrieben wurde [98].
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4.Diskussion

In den letzten 10 Jahren konnten eine Reihe von Typ | Membranproteinen
identifiziert werden, welche durch regulierte Intramembranproteolyse prozessiert
werden. Es konnte gezeigt werden, dass es sich dabei um eine proteolytische
Kaskade handelt, welche durch Spaltung der Ektodomane entweder durch eine a-
Sekretase aus der Klasse der ADAM Proteasen oder durch die f-Sekretase BACE1
oder deren Homolog BACE2 initiiert werden kann [148]. Darauf folgend werden
durch Intramembranproteolyse der in der Membran verbliebenen C-terminalen
Fragmente ein kleines extrazellulares l0sliches Fragment und eine intrazellulare
Domane gebildet [149]. Neben vielen als o-Sekretase-Substrate identifizierten
Proteinen, konnten neben APP [45, 150-153] bislang nur wenige Membranproteine
wie z.B. P-Selectin Glycoproteinligand 1 (PSGL-1) [80], die Sialyltransferase
ST6GALI [78, 79], Neuregulin-1 [73] und die zweite Beta-Untereinheit des
spannungsregulierten Natriumkanals [81, 154] als weitere Substrate fur die
Aspartylprotease BACE1 identifiziert werden. Da APP durch a-, B- und y-Sekretase
prozessiert wird, eignet sich APP als hervorragendes Referenzprotein, um weitere
Typl-Membranproteine oder GPI-verankerte Proteine, welche durch eine a-Sekretase
prozessiert werden, auf ihre proteolytische Prozessierung durch BACE1 und 2 zu
untersuchen.

Die proteolytische Prozessierung von APP durch die B-Sekretase BACE1 ist der
Beginn der Amyloidkaskade und damit ein Schllsselereignis in der Pathogenese der
Alzheimerschen Erkrankung [151]. 1999 und 2005 wurden in 2 Studien erhohte
Konzentrationen des Interleukin-1 Rezeptors Typ 2 (IL-1R2) im Liquor von
Alzheimerpatienten im frihen und mittleren Stadium der Erkrankung festgestellt, so
dass man erhohte IL-1R2 Konzentrationen als Indikator fir eine beginnende
Alzheimerdemenz wertete [133, 134]. Aufgrund der Zunahme der sekretierten IL-1R2
Ektodomane im Liquor dieser Patienten und der Zunahme der Proteinlevel von
BACE1 im Gehirn von Alzheimer Patienten [155], bestand Grund zur Annahme, dass
es sich bei IL-1R2 um ein weiteres BACE1 Substrat handeln konnte. Deshalb sollte
in dieser Arbeit die proteolytische Prozessierung von IL-1R2 im Detail untersucht
werden. Es konnte gezeigt werden, dass die Ektodomane von IL-1R2 wie auch die

APP Ektodomane durch eine Metalloprotease im Bereich der Juxtamembrandomane
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prozessiert werden kann. Unter anderem konnte gezeigt werden, dass IL-1R2 durch
BACE1 wund 2 prozessiert werden kann. Des Weiteren wurde mittels
Massenspektrometrie gezeigt, dass a- und B-Schnittstelle im Fall von IL-1R2 nur 4
Aminosauren voneinander entfernt liegen. Daruber hinaus konnte gezeigt werden,
dass die nach Spaltung der Ektodomane in der Membran verbliebenen C-terminalen
Fragmente von IL-1R2 ahnlich denen von Notch, CD44 und APP durch den 1y-
Sekretasekomplex prozessiert werden. Unter anderem wurde auch hier mittels
Massenspektrometrie eindeutig gezeigt, dass der y-Sekretasekomplex die C-
terminalen Fragmente von IL-1R2 ahnlich wie die von Notch und CD44 innerhalb der

Membran prozessiert.

4.1. Die Ektodomanenspaltung von IL-1R2 wird durch eine in der
Juxtamembrandomane schneidende Metalloproteaseaktivitat
vermittelt

Zuerst wurde die Spaltung der Ektodomane von IL-1R2 untersucht. In Einklang
mit anderen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die Ektodomanenspaltung von IL-
1R2 durch eine o-Sekretaseaktivitat aus den Familien der ADAM oder MMP
Proteasen vermittelt wird [135-137]. Die Ektodomanenspaltung von IL-1R2 konnte
durch Behandlung mit dem Phorbolester PMA um das drei bis vierfache stimuliert
und durch Behandlung mit dem Metalloproteaseinhibitor TAPI-1 auf etwa 1/5 des
Ausgangswerts supprimiert werden. Dieses Experiment zeigt, dass IL-1R2
hauptsachlich durch eine a-Sekretasaktivitat prozessiert wird. Damit verhalt es sich
ahnlich wie auch viele andere a-Sekretasesubstrate wie z.B. APP und TGFa [143].
Im konditionierten Medium der in dieser Arbeit verwendeten HEK293E-Zellen,
welche IL-1R2 exprimierten, konnte eine 55 kDa grole sekretierte Ektodoméane
nachgewiesen werden, was im Einklang mit Ergebnissen aus einer Keratinozyten
Zelllinie HaCAT steht, welche stabil IL-1RII exprimierte [156]. Die Glykosylierung
kann jedoch mit unterschiedlich verwendeten Zelllinien variieren. Die Sekretion
eines mit alkalischer Phosphatase konjugierten IL-1R2-Konstruktes (HA-SEAP-IL-
1R2) konnte auf gleiche Weise mit PMA stimuliert und durch TAPI-1 inhibiert werden
wie das Wildtyp-Konstrukt (siehe 3.5.2) und erlaubte eine genaue Quantifizierung der

Zunahme beziehungsweise Abnahme der Sekretion von IL-1R2. Nach wie vor ist
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jedoch unklar, durch welche Metalloproteaseaktivitat IL-1R2 geschnitten werden
kann, da TAPI-1 ein breites Spektrum an Metalloproteasen aus der Klasse der
Matrixmetalloproteasen (MMP) und ADAM-Proteasen hemmt [146]. Aufgrund der
grollen Anzahl der Mitglieder beider Proteaseklassen ware es nur mit groRem
Arbeitsaufwand maoglich, die verantwortliche Protease zu identifizieren. Erst die neue
Moglichkeit, die Expression dieser Proteasen mittels validierter small interfering
RNAs (siRNA) oder small hairpin RNAs (shRNA) zu unterdricken, wird es in Zukunft
ermoglichen, die Proteasen von IL-1R2 wie auch vieler anderer Membranproteine zu
identifizieren [157].

Mittels Massenspektrometrie konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die
Schnittstelle der unbekannten o-Sekretase im proximalen Anteil der
Juxtamembrandomane sitzt. Der C-Terminus der sekretierten IL-1R2 Ektodoméane
endet mit Prolin-309. Hingegen endeten in den Uberstand sekretierte Peptide der
Deletionsmutante A322-IL-1R2 im Massenspektrum jedoch mit Arginin-333 als C-
Terminus. Dies kdonnte bedeuten, dass es entweder 2 unterschiedliche Schnittstellen
fur Metalloproteasen in IL-1R2 gibt oder, dass nach einem initialen
Metalloproteaseschnitt bei Arg-333 die sekretierte Ektodomane sequentiell durch
eine Carboxypeptidaseaktivitat bis Pro-309 abgebaut wird. In der Tat sind
Carboxypeptidasen nicht in der Lage, Prolinreste effektiv zu schneiden [158], so dass
es sich bei der aufgereinigten IL-1R2 Ektodomane um ein stabiles Zwischenprodukt
handeln konnte. Daruber hinaus konnte in einer anderen Arbeit gezeigt werden,
dass ein Austausch der Aminosauren His-324 bis Ser-341 der proximalen
Membrandomane von IL-1R2 gegen die Juxtamembrandomane des Epidermalen
Wachstumfaktorrezeptors (EGFR) zu einem schlecht sekretierbaren IL-1R2 fuhrt.
Dieser Befund deutet darauf hin, dass IL-1R2 zwischen His-324 und Ser-341 durch
eine unbekannte o-Sekretase prozessiert wird [156]. Dabei enthalt die EGFR
Juxtamembrandomane erstaunlich viele Proline, von denen bekannt ist, dass sie in
der Lage sind durch Zerstorung a-helikaler Strukturen, die a-Sekretasespaltung stark
zu reduzieren. Dieses Verhalten konnte unter anderem auch flur APP gezeigt werden
[142, 159], was nahe legt, dass Metalloprotease abhangige Ektodomanenspaltung
vornehmlich in o-helikalen Strukturen stattfindet. Deshalb ist auch eine a-
Sekretasespaltung der IL-1R2 Ektodomane bei Prolin-309 sehr unwahrscheinlich.

FUr die a-Spaltung entsprechen die Ergebnisse somit den Schnittstellenverhaltnissen



Kapitel 4 Diskussion 83

bei APP. Interessanterweise ist die a-Schnittstelle von APP C-terminal zu einem
Lysinrest lokalisiert, wahrend die fur IL-1R2 bestimmte a-Schnittstelle C-terminal zu
einem Arginin sitzt. Dies kdnnte flr eine Bevorzugung positiv geladener Reste in der
P‘-Position durch die o-Sekretase ahnliche Aktivitat sprechen. Fur viele Proteine ist
zwar bekannt, dass sie durch eine a-Sekretase Aktivitat prozessiert werden, jedoch
sind die daflr verantwortlichen Proteasen und die Schnittstellen im Einzelfall nicht
bekannt. Obwohl fir APP schon mehrere Kandidaten wie z.B. ADAM10 [60],
ADAM17 und ADAM9 [46] als Kandidaten fur die o-Sekretasespaltung von APP
vorgeschlagen worden sind, ist nach wie vor nicht eindeutig geklart, welche
Proteasen fur die Prozessierung der APP-Ektodomane unter physiologischen

Bedingungen in Neuronen verantwortlich sind.

4.2. Proteolytische Prozessierung von IL-1R2 durch BACE1 und 2

Neben der o-Spaltung von IL-1R2 wurde auch untersucht, ob IL-1R2 ein
mdgliches Substrat fur die p-Sekretase BACE1 oder dessen Homolog BACE2 sein
kann. Es konnte gezeigt werden, dass die Transfektion von BACE1 oder BACE2 die
Sekretion von IL-1R2 und die Bildung der C-terminalen Fragmente von IL-1R2
stimuliert. Da TAPI-1 in einem weiteren Experiment nicht in der Lage war, die durch
BACE1 vermehrte Sekretion von IL-1R2 drastisch zu senken, muss BACE1 somit in
der Lage sein, IL-1R2 unter diesen Bedingungen direkt zu schneiden, so dass eine
indirekte Aktivierung der a-Sekretasespaltung durch BACE1 hochstwahrscheinlich
ausgeschlossen werden kann (siehe Abb.15). Gleichzeitig scheint jedoch endogenes
BACE1 in HEK293E Zellen eher eine untergeordnete Rolle in der Sekretion von IL-
1R2 zu spielen, da keine zusatzliche Abnahme der Ektodomanensekretion von IL-
1R2 nach pharmakologischer Hemmung der a- und B-Sekretaseaktivitat im Vergleich
zur alleinigen Hemmung der o-Sekretase beobachtet werden konnte (siehe Abb.15).
Des Weiteren konnte in einer Kollaboration keine Abnahme der IL-1R2 Sekretion in
Neuronen von BACE1 oder BACE1/2 defizienten Mausen im Vergleich zu
Wildtypmausen festgestellt werden (siehe Abb.14). Nichtsdestotrotz kann man
mittels dieser Experimente keine endgultige Aussage hinsichtlich der Prozessierung
von IL-1R2 durch endogenes BACE1 und 2 treffen, da auch APP nur zu einem sehr

geringen Anteil durch endogenes BACE1 prozessiert wird und man auch dort keine
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Abnahme der Gesamtsekretion nach Hemmung von BACE1 nachweisen kann.
Dieses Problem liel3 sich bei APP erst durch Verwendung fur die unterschiedlichen
Schnittstellen spezifischen Antikorper I6sen, so dass man a- und B-geschnittene
Ektodomane im Uberstand voneinander unterscheiden konnte. Diese Antikdrper
stehen fir IL-1R2 jedoch nicht zur Verfigung, da auch die Schnittstellen von IL-1R2
bis zu dieser Arbeit nicht bekannt waren. Daruber hinaus entstehen im Gegensatz zu
IL-1R2 bei Spaltung von APP durch o- und B-Sekretase unterschiedlich lange C-
terminale Fragmente, welche sich im Laufverhalten in der SDS-Gelelektrophorese
unterscheiden. Dies ist eine weitere Moglichkeit, o- und p-geschnittenes APP
voneinander zu unterscheiden. Die C-terminalen Fragmente von IL-1R2 nach
Expression von BACE1 und BACE2 zeigten jedoch in der SDS-Gelelektrophorese
das gleiche Laufverhalten wie die endogen gebildeten C-terminalen Fragmente
(siehe Abb. 12), so dass auch hier keine Moglichkeit bestand, a- und B-Schnitt
voneinander qualitativ zu unterscheiden. Die Verhaltnisse sind somit ahnlich wie bei
APP und BACE2 mit dem Unterschied, dass BACE1 APP deutlich von der a-
Schnittstelle entfernt schneidet, wohingegen IL-1R2 augenscheinlich von BACE1 und
BACE2 in unmittelbarer Nahe der a-Schnittstelle geschnitten werden kann. So
konnen auch bei APP die durch a-Sekretase und BACEZ2 induzierten APP CTFs, also
C83 und C79, nicht durch eine Gelelektrophorese unterschieden werden [64, 160].
Da BACE2 APP nur zu einem geringen Anteil schneidet, ist die Menge von C83/C79
CTFs in BACE2 defizienten Zellen konsequenterweise nicht signifikant verandert
gegenuber Wildtyp Zellen, da C83 immer noch und dartber hinaus wahrscheinlich
kompensatorisch in einem verstarkten Ausmal’ durch die a-Sekretase gebildet wird.
Entsprechend konnte man fur IL-1R2 annehmen, dass es in BACE1 und -2
defizienten Zellen kompensatorisch vermehrt durch Metalloproteasen prozessiert
wird, so dass sich die Gesamtmenge der IL-1R2 Sekretion nicht verandern wirde. Im
Umkehrschluss bestiinde auch die Mdglichkeit, dass BACE2 mehr schneidet, wenn
die Aktivitat der a-Sekretasen abnimmt, da ein gro3erer Anteil des maturen IL-1R2s
in die sauren Endosomen aufgenommen werden kann. So konnte in einer anderen
Arbeit gezeigt werden, dass IL-1R2 nach Bindung von IL13 vermehrt endozytiert wird
[161].

Im Rahmen dieser Arbeit wurden weitere Substrate auf die Prozessierung durch
BACE1 und 2 untersucht. Mit dem Typ | Membranprotein TGFa und dem GPI-

verankerten Protein CD16 konnten zwei weitere Proteine identifiziert werden, welche
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nach Expression von BACE1 und 2 vermehrt in den Uberstand sekretiert wurden.
Hingegen konnte fur die Proteine P-Selectin, TNFo und CD14 keine Zunahme der
Sekretion nach Expression von BACE1 und 2 beobachtet werden (siehe Abb.13).
Unter anderem konnte in einer anderen Arbeit auch fur die Proteine L-Selectin und
TNF-Rezeptor Il keine Zunahme der Ektodomanenspaltung nach Uberexpression
von BACE1 beobachtet werden [80]. Dies kdnnte dafur sprechen, dass BACE1 und 2
nicht unspezifisch jedes Membranprotein schneiden, welches den sekretorischen
Weg durchlauft, sondern diese Proteine gewisse noch unbekannte Voraussetzungen
mitbringen mussen, um von BACE1 und 2 geschnitten werden zu kénnen. Fir die
positiv identifizierten Substrate wurde auch die Ektodomanenspaltung in BACE1 und
2 defizienten Neuronen untersucht. Jedoch konnte fur beide Proteine keine Abnahme
der Ektodomanenspaltung beobachtet werden (siehe Abb.14), was aber aufgrund
der mangelnden Auftrennung zwischen o- und B-geschnittenen Fragmenten bei
TGFa, dem Fehlen von C-terminalen Fragmenten bei dem GPIl-verankerten Protein
CD16 (siehe Abb. 13) und der Mdglichkeit, dass diese Proteine wie APP nur minimal
durch endogenes BACE1 und 2 prozessiert werden, auch in diesen beiden Fallen
keine endgultige Aussage erlaubt. Nichtsdestotrotz konnte diese Diskrepanz auch
daran liegen, dass nach Uberexpression von BACE1 und 2 Sortierungsmechanismen
der Zelle Uberlastet werden, so dass BACE1 und 2 in die Lage versetzt werden,
neben den sauren Endosomen auch in anderen Kompartimenten wie z.B. dem
endoplasmatischen Retikulum oder dem Golgiapparat zu schneiden. Das BACE1 in
der Lage ist im Golgiapparat zu schneiden, konnte schon fur die schwedische
Mutante von APP (APP-SWE) gezeigt werden, welche ein wesentlich besseres
Substrat fur BACE1 ist [162]. Aufgrund dieser Problematik wurden im Fall von IL-
1R2 die Schnittstellen mittels eines Deletionskonstruktes von IL-1R2 (HA-A322-IL-
1R2), welches nur die Juxtamembrandomane von |[L-1R2 umfasst,

massenspektrometrisch bestimmt.

4.3. BACE1 und -2 schneiden vier Aminosauren proximal der a-
Schnittstelle

Tatsachlich konnte gezeigt werden, dass BACE1 und -2 IL-1R2 C-terminal zu

einem Phenylalanin, nur vier Aminosauren distal der a-Schnittstelle schneiden. Dies
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steht mit Beobachtungen bei anderen Membranproteinen im Einklang, wonach beide
Proteasen praferentiell nach hydrophoben Resten, wie z.B. nach Leucin in der
schwedischen Mutante von APP (APP-SWE), in PSGL-1 und in ST6GALI oder nach
Methionin in Wildtyp APP schneiden [78, 80, 84, 163]. BACE2 schneidet APP unter
anderem auch innerhalb der AB-Domane zwischen zwei Phenylalaninresten vier
Aminosauren proximal der o-Schnittstelle, was somit auch sehr gut zu dem
identifizierten BACE1/2 Schnittmotiv von IL-1R2 passt [64]. Mittels eines In-Vitro
Experiments konnte die in vivo bestimmte Schnittstelle erneut bestatigt werden.
Dabei wurde gereinigtes BACE2-lg Fusionsprotein mit einem synthetischen Peptid
inkubiert, welches die Juxtamembrandomane umfasst, was erneut zu einem Schnitt
von BACE2 zwischen Phe320 und GIn321 fuhrte. Damit konnte wiederum ein
indirekter Effekt von BACE1 und 2 auf die Prozessierung der Deletionsmutante
ausgeschlossen werden. Mit diesen Ergebnissen sollte es nun madglich sein,
entweder einen fur die p-Sekretase Schnittstelle von IL-1R2 spezifischen Antikdrper
zu generieren, um dann eventuell durch endogenes BACE1 oder 2 geschnittene IL-
1R2 Ektodomane im Uberstand nachzuweisen oder den fir BACE1 und 2
spezifischen Peak von 2614,07 Da im Massenspektrum, welcher auch unter
endogenen BACE-Leveln gebildet wird, mittels des BACE-Inhibitors C3 zu
unterdrucken [138].

Wenn ahnlich raumlich eng benachbarte Schnittstellenverhaltnisse wie die fur IL-
1R2 gezeigten in anderen Proteinen vorkommen, konnte dies eine Charakterisierung
hinsichtlich ihrer Prozessierung durch BACE1 und 2 erschweren. In der Tat konnten
mit TGFa und CD16 zwei weitere Proteine identifiziert werden, deren Sekretion nach
Uberexpression von BACE1 und -2 erhdht war, deren proteolytische Prozessierung
in BACE1 defizienten und BACE1 und -2 defizienten Neuronen jedoch nicht
signifikant verandert war (siehe Abb.14). TGFa und CD16 werden beide durch eine
a-Sekretase ahnliche Spaltung in der proximalen Membrandoméane prozessiert, die
augenscheinlich gleich grof3e Fragmente wie transfiziertes BACE1 und -2 erzeugt.
Deswegen werden TGFa und CD16 mutmallich ahnlich wie IL-1R2 sehr nah oder an
der Metalloproteaseschnittstelle durch Uberexprimiertes BACE1 und -2 geschnitten.
Madglicherweise konnten deshalb BACE1 und -2 eine mehr allgemeine Rolle als
alternative o-Sekretasen einnehmen, welche in die Sekretion von weiteren Typl,
Typll und GPI-verankerten Proteinen, die eine Ektodomanenspaltung durchlaufen,

involviert sind. Diese Hypothese kdnnte auch den bis auf eine Hypomyelinisierung
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der peripheren Nerven sonst milden Phanotyp in BACE1 defizienten und BACE1 und
2 defizienten Mausen erklaren [68, 73, 164, 165]. Hinsichtlich der groRen Anzahl an
ADAM und Metalloproteasen, welche zumindest teilweise redundante Funktionen
ausuben [106], werden BACE1 und -2 in adulten Mausen nur in geringen Mengen
exprimiert. Wenn beide Proteasen als alternative a-Sekretasen fungieren, kdnnte der
Verlust ihrer Expression somit durch ADAM Proteasen und Matrixmetalloproteasen
(MMP) kompensiert werden. Dadurch wurde der Verlust von BACE1 und -2 nicht
notwendigerweise zu einem ahnlich starken Phanotyp bei Mausen fuhren, wie er fur
die gezielte Ausschaltung einiger ADAM Proteasen wie z.B. Tumor necrosis factor
alpha converting enzyme (TACE/ ADAM17) beschrieben worden ist [166].
Unabhangig davon, ob IL-1R2 durch endogenes BACE1 geschnitten werden kann
oder nicht, kdnnte die Tatsache, dass IL-1R2 durch erhdhte BACE1 Expression
vermehrt sekretiert wird, eine molekulare Erklarung fir die erhdhten Konzentrationen
von IL-1R2 im Liquor von an Alzheimer erkrankten Patienten sein, da die Expression
von BACE1 im Gehirn dieser Patienten erhdht ist [155]. In einer anderen Publikation
wurde gemutmaldt, dass die erhohten Konzentrationen von IL-1R2 bei
Alzheimerpatienten eine Reaktion auf die in Alzheimer Gehirnen erhohte
Konzentration von Interleukin-1 sein konnte [133]. Aufgrund der Tatsache, dass
Interleukin-1 in mehrfacher Hinsicht mit Alzheimer in Verbindung gebracht wurde,
konnte es sein, dass die Zunahme der Menge an sekretiertem IL-1R2 eine zellulare
Antwort mit dem Ziel ist, die schadliche Wirkung einer zu intensiven [L-1

Signaltransduktion auf das Nervensystem einzuschranken.

4.4. Das nach der Ektodomanenspaltung von IL-1R2 membran-
assoziierte IL-1R2 CTF ist ein neues y-Sekretasesubstrat

Nachdem gezeigt werden konnte, das IL-1R2 durch BACE1, 2 und eine
unbekannte a-Sekretase im Bereich der Juxtamembrandomane geschnitten wird,
wurden auch die C-terminalen Fragmente von IL-1R2 auf ihre Prozessierung durch
den y-Sekretase-Komplex untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass nach der
Ektodomanenspaltung von IL-1R2 zwei unterschiedlich groRe C-terminale
Fragmente (sCTF und ICTF) in der Membran verbleiben, welche durch den y-

Sekretase Komplex prozessiert werden. Unter Behandlung von HEK293E Zellen mit
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dem vy-Sekretaseinhibitor DAPT, welche transient HA-IL-1R2-FLAG exprimierten,
kam es zur Akkumulation der C-terminalen Fragmente, wobei jedoch nur die kleinere
Spezies sCTF akkumulierte. Das gleiche Verhalten zeigte sich unter Verwendung der
katalytisch inaktiven Presenilinmutante D385N und der Presenilin 1/2 defizienten
murinen embryonalen Fibroblasten [139, 167]. Dies steht im Einklang mit der Idee,
dass CTFs von Typ-l Membranproteinen nach initialer Spaltung der Ektodoméane
nachfolgend durch den y-Sekretase-Komplex prozessiert werden konnen [168].
Dabei scheint die y-Sekretase unterschiedlichen Zwecken zu dienen. Zum einen
dient sie wie im Fall von Notch der Signaltransduktion, wobei nach Bindung der
Notchliganden Delta oder Jagged es zu einer Spaltung der Ektodomane von Notch
durch ADAM10 oder TACE (ADAM17) kommt [169]. Dies hat zur Folge das die
intrazellulare Domane von Notch in den Kern transloziert wird, um dort anschlie3end
im Zusammenspiel mit dem CSL-Komplex, als Transkriptionsfaktor zu wirken,
welcher wiederum andere transkriptionelle Faktoren wie Mastermind rekrutiert [111,
169]. Zum anderen wurde vorgeschlagen, dass die y-Sekretase als sogenanntes
Proteasom der Membran der proteolytischen Degradation der nach der
Ektodomanenspaltung membranassoziierten CTFs von Typ-lI Membranproteinen
dient, da mittlerweile viele Typl-Membranproteine identifiziert worden sind, welche
durch die y-Sekretase prozessiert werden, von denen jedoch nicht bekannt ist, dass
sie extrinsische Signale in das Zellinnere weiterleiten [104]. Im Fall von IL-1R2 ist die
physiologische Funktion der vy-Sekretasespaltung, ahnlich wie auch bei APP,
unbekannt. So konnte es sich um einen reinen Abbauweg fur das IL-1R2 CTF
handeln, da im Gegensatz zum IL-1R1 die TIR Domane fehlt, Uber die der NFkB-
Signalweg aktiviert werden kann [170]. Alternativ ware es jedoch maoglich, dass die
IL-1R2 ICD eine Rolle in einer Notch ahnlichen Signaltransduktionskette spielt, wenn
die zytoplasmatische Domane von IL-1R2 einer anderen Funktion als z.B. der
Aktivierung von NFkB dienen sollte. Da auch schon anderen Proteinen mit sehr
kleinen intrazellularen Domanen wie z.B. TNFa regulatorische Effekte zugeordnet
worden sind, ware dies auch fur IL-1R2 durchaus moglich. So konnte gezeigt
werden, dass nach Stimulation mit dem immunogenen Lipopolysaccharid (LPS) die
nur 35 Aminosauren umfassende intrazellulare Domane von TNFa fur die Aktivierung
von Interleukin 12 in monozytaren dendritischen Zellen (MDC) nétig ist [108, 110].
Um diese Frage auch fur IL-1R2 zu beantworten, mussten zuerst die

Bindungspartner fur die zytoplasmatische Domane von IL-1R2 identifiziert werden.
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Diese konnte man durch Koimmunoprazipitation oder mittels photoaktivierbarer
Aminosauren, welche potentielle Bindungspartner nach UV-Bestrahlung vernetzen,

nachweisen.

5.Ausblick

Damit die proteolytische Prozessierung des IL-1R2 noch besser verstanden
werden kann, ware eine ldentifizierung der fur die Ektodomanenspaltung von IL-1R2
verantwortlichen a-Sekretase winschenswert, um spater deren Regulation durch
immunologische Stimuli zu untersuchen, da IL-1R2 vor allem bei inflammatorischen
Prozessen verstarkt sekretiert wird. Dazu konnte die Menge von sekretierten IL-1R2
in Zellen untersucht werden, in denen die Translation verschiedener Kandidaten wie
z.B. ADAM17 oder ADAM10 mittels small hairpin RNA (shRNA) supprimiert wird. Im
Gegensatz zu IL-1R2 weist IL-1R1 eine groRe zytoplasmatische TIR Domane auf, an
die zytoplasmatische Adapterproteine wie z.B. MyD88 und IRAK binden, um dann
den NFkB-Signalweg zu aktivieren [117, 118]. Da fur IL-1R2 eine eindeutige
Spaltung der C-terminalen Fragmente von IL-1R2 gezeigt werden konnte, ware es
interessant zu verstehen, ob analog zu IL-1R2 eine y-Sekretase abhangige Spaltung
des IL-1RIl Rezeptors notwendig ist um NFkB oder andere Signalkaskaden zu
aktivieren. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass IL-1R2 durch BACE1 und
BACE?2 prozessiert werden kann. In der massenspektrometrischen Bestimmung der
BACE1 und BACE2 Schnittstelle konnte der fur p-geschnittenes IL-1R2 spezifische
Massenpeak von 2614.75 Da auch unter endogenen Bedingungen beobachtet
werden. Mit einem weiteren massenspektrometrischen Experiment, in dem
endogenes BACE1 und 2 in Zellen mittels dem spezifischen BACE1 und 2 Inhibitor
C3 gehemmt werden, welche das Deletionskonstrukt HA-A322-IL-1R2 exprimieren,
konnte endgultig und sicher bewiesen werden, ob IL-1R2 durch endogenes BACE1
oder 2 prozessiert werden kann oder nicht. Sollte IL-1R2 durch endogenes BACE1
oder 2 prozessiert werden konnen, so musste der fur den BACE-Schnitt spezifische

Massenpeak verschwinden.

Um in Zukunft weitere BACE1 Substrate zu identifizieren, wéare ein

massenspektrometrischer Ansatz, der viele Proteine gleichzeitig erfasst,
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winschenswert. So kdnnte man die Membranfraktionen oder Zellkulturiberstande
von Wildtyp Zellen massenspektrometrisch gegen Zellen vergleichen, in denen
BACE1 mittels shRNA oder pharmakologisch ausgeschaltet ist, indem man diese mit
unterschiedlichen Reportergruppen versieht. Dazu bedient man sich im Augenblick
zweier Methoden. Zum einen dem isobaren Affinitatstag fur relative und absolute
Quantifizierung (affinity tag for relative and absolute quantitation/ITRAQ), welcher
nach Trypsinierung der Proteine an die freien Lysingruppen der entstandenen
Peptide quervernetzt wird und zum anderen stabiles Isotopenlabeln mit Aminosauren
in Zellkultur (Stable isotope labeling with amino acids in cell culture/SILAC), bei dem
unterschiedlich schwere Aminosauren, z.B. leichtes und schweres Arginin in die
Proteine von Zellen inkorporiert werden. ITRAQ erlaubt es, Uber die bei der
Fragmentierung der Peptide im Massenspektrometer entstehenden Reportergruppen
eine Aussage Uber das relative Verhaltnis der Proteinmengen zwischen zwei Proben
zu treffen [171]. Bei SILAC hingegen ermoglicht die Verwendung von chemisch zwar
identischen, aber aufgrund der Verwendung unterschiedlicher Isotope im
Massenspektrum unterschiedlicher Aminosauren, die Trennung von zwei Peptiden,
welche von der Aminosauresequenz komplett identisch sind [172]. Mit beiden
Techniken ware es moglich weitere Substrate von BACE1 und BACE2 zu
identifizieren, um damit die physiologische Funktion von BACE1 und BACE2 im
menschlichen Organismus besser zu verstehen. Daruber hinaus lieBen sich mit
Identifizierung weiterer BACE1 und BACE2 Substrate mdgliche Nebenwirkungen
einer pharmakologischen Hemmung der BACE Proteasen als mdoglicher

Therapieansatz der Alzheimerschen Erkrankung besser abschatzen.

6.Zusammenfassung

Die Ektodomanenspaltung und Intramembranproteolyse des Amyloid
Vorlauferproteins (APP) durch a-, f- und y-Sekretase ist Bestandteil der Pathogenese
der Alzheimerschen Erkrankung. Dabei ist der B-Schnitt von APP durch die B-
Sekretase der initiale Schritt zur Bildung der flir die Alzheimersche Demenz
charakteristischen Ap-Peptide. Mit der Alzheimerschen Erkrankung wurde auch eine
verstarkte Prozessierung und Sekretion des Interleukin-1 Rezeptors Typ 2 (IL-1R2) in
Verbindung gebracht. Bei IL-1R2 handelt es sich um einen Abfangrezeptor, welcher

moglicherweise schadliche Effekte von Interleukin-1 auf das Gehirn abmildern kann.
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Bis zum jetzigen Zeitpunkt war Uber die proteolytische Prozessierung von IL-1R2 nur
wenig bekannt. In dieser Arbeit konnte erstmalig gezeigt werden, dass der
Interleukin-1-Rezeptor Typ Il (IL-1R2) ahnlich wie APP prozessiert wird [101]. In einer
humanen embryonalen Nierenzelllinie exprimiertes IL-1R2 durchlauft zuerst eine a-
Sekretase-ahnliche Ektodomanenspaltung, was zur Sekretion der IL-1R2
Ektodomane und der Bildung eines C-terminalen Fragmentes fuhrt. Anschlie3end
durchlauft das C-terminale Fragment eine Intramembranproteolyse durch den y-
Sekretasekomplex mit Bildung einer I6slichen intrazellularen Domane von IL-1R2.
Dies konnte dadurch gezeigt werden, dass ein hoch spezifischer y-
Sekretaseinhibitor, die katalytisch inaktive Presenilin1 Mutante D385N und der
Knockout von Presenilinl und 2 die Intramembranproteolyse von IL-1R2
verhinderten. Damit konnte in dieser Arbeit IL-1R2 als neues y-Sekretase-Substrat
etabliert werden.

Da IL-1R2 ahnlich wie APP durch a- und y-Sekretase prozessiert wird, wurde
auch die Prozessierung von IL-1R2 durch BACE1 wund 2 untersucht.
Uberraschenderweise erhdhten BACE1 und das Homolog BACE2 die Sekretion von
IL-1R2 und die Bildung von C-terminalen Fragmenten, welche fast identisch zu
denen durch die a-Sekretase gebildeten Fragmenten sind. Dies konnte bedeuten,
dass BACE1 und BACE2 als alternative a-Sekretase-ahnliche Proteasen fungieren
konnten. Die vermehrte Prozessierung von IL-1R2 durch BACE1 kdénnte damit einen
Erklarungsansatz fur die erhohte Sekretion von IL-1R2 im Gehirn von Alzheimer
Patienten bieten, da bei der Alzheimer Krankheit die Aktivitat von BACE1 erhdht ist.
Daruber hinaus konnten BACE1 und BACE2 eine Reihe anderer Membranproteine
nicht schneiden, was daflir spricht, dass beide Proteasen nicht am allgemeinen
Membranproteinumsatz beteiligt sind, sondern nur spezifische Substrate schneiden
konnen. Somit konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass BACE1 und BACEZ2 in
der Lage sind, IL-1R2 zu schneiden.

Des Weiteren konnten die Schnittstellen aller an der Prozessierung von IL-1R2
beteiligten Proteasen mittels massenspektrometrischer Messung der entstandenen
Peptidprodukte identifiziert werden. Dabei konnte gezeigt werden, dass die y-
Sekretase wie auch bei APP innerhalb der Transmembrandomane schneidet.
Daruber hinaus konnte gezeigt werden, dass BACE1 und BACEZ2 an der gleichen
Stelle schneiden und diese nur vier Aminosauren von der a-Schnittstelle entfernt ist.

Somit sind die Schnittstellen ahnlich wie bei APP jedoch mit dem Unterschied, dass
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sie raumlich wesentlich enger zueinander benachbart sind. Mit dieser Arbeit wurde
bis auf die Identifikation der fur die o-Spaltung von IL-1R2 verantwortlichen
Metalloproteasen der gesamte Proteolysemechanismus von IL-1R2 aufgeklart, was
dazu beitragt, die Regulation und Bildung des sekretierten IL-1R2 im Falle eines
immunologischen Stimulus besser zu verstehen. Fir die Alzheimer Forschung ist IL-
1R2 neben APP ein ideales Kontrollsubstrat zum Verstandnis der Regulation und
Spezifitat dieser Proteasen. Daruber hinaus liefert die Arbeit einen wesentlichen
Beitrag zum Verstandnis der Proteolyse von IL-1R2 und seiner mdglichen Regulation
durch BACE1 im Alzheimer Gehirn.



Kapitel 6

Abkilrzungen

93

7.Aminosaurecode
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Ectodomain shedding and intramembrane proteolysis of the
amyloid precursor protein (APP) by «-, B- and y-secretase are
involved in the pathogenesis of Alzheimer disease (AD).
Increased proteolytic processing and secretion of another mem-
brane protein, the interleukin-1 receptor II (IL-1R2), have also
been linked to the pathogenesis of AD. IL-1R2 is a decoy recep-
tor that may limit detrimental effects of IL-1 in the brain. At
present, the proteolytic processing of IL-1R2 remains little
understood. Here we show that IL-1R2 can be proteolytically
processed in a manner similar to APP. IL-1R2 expressed in
human embryonic kidney 293 cells first undergoes ectodomain
shedding in an a-secretase-like manner, resulting in secretion
of the IL-1R2 ectodomain and the generation of an IL-1R2
C-terminal fragment. This fragment undergoes further
intramembrane proteolysis by y-secretase, leading to the gener-
ation of the soluble intracellular domain of IL-1R2. Intramem-
brane cleavage of IL-1R2 was abolished by a highly specific
inhibitor of y-secretase and was absent in mouse embryonic
fibroblasts deficient in y-secretase activity. Surprisingly, the
B-secretase BACE1 and its homolog BACE?2 increased IL-1R2
secretion resulting in C-terminal fragments nearly identical to
the ones generated by the a-secretase-like cleavage. This sug-
gests that both proteases may act as alternative a-secretase-like
proteases. Importantly, BACE1 and BACE2 did not cleave sev-
eral other membrane proteins, demonstrating that both pro-
teases do not contribute to general membrane protein turnover
but only cleave specific proteins. This study reveals a similar
proteolytic processing of IL-1R2 and APP and may provide an
explanation for the increased IL-1R2 secretion observed in AD.

Regulated intramembrane proteolysis (RIP)® is a two-step
proteolytic cleavage mechanism required for signal transduc-
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tion and the degradation of membrane proteins (reviewed in
Refs. 1, 2). The first cleavage is referred to as ectodomain shed-
ding and occurs within the ectodomain at a peptide bond very
close to the transmembrane domain. This results in the secre-
tion of most of the ectodomain (reviewed in Refs. 3, 4) and the
generation of a membrane-bound stub, which can undergo a
second cleavage within its transmembrane domain, called
intramembrane proteolysis (reviewed in Ref. 5). Numerous
type I membrane proteins, including Notch, CD44, and the
amyloid precursor protein (APP), undergo RIP. The ectodo-
main shedding is carried out by members of the ADAM (a dis-
integrin and metalloprotease) family and additionally by matrix
metalloproteases and to a lower extent by the aspartyl proteases
BACE1 and BACE2 (B-site APP-cleaving enzymes 1 and 2) (for
areview see Ref. 6). The subsequent intramembrane proteolysis
is catalyzed by the y-secretase protease complex, consisting of
the essential proteins PS1 and PS2 (presenilin 1 or 2), nicastrin,
Pen-2, and Aph-1 (for a review see Ref. 7). The presenilins are
assumed to constitute the active site of y-secretase by providing
two aspartic acid residues that are critical for y-secretase activ-
ity (8). Nicastrin functions as a receptor for y-secretase sub-
strates (9). As a result of y-secretase cleavage, the C-terminal
fragments (CTFs) of type Il membrane proteins are processed to
two smaller fragments. A small peptide is secreted into the
extracellular space, whereas the intracellular domain is released
into the cytosol. For some of these proteins, such as the cell
surface receptor Notch and the cell adhesion proteins N- and
E-cadherin, the liberated intracellular domain may participate
in signal transduction through different mechanisms (2),
whereas for other proteins, such as APP, the intracellular
domain may be degraded without a prior role in signaling (10).

One of the proteins, for which RIP has been studied in much
detail, is APP. In contrast to several other proteins undergoing
RIP, the ectodomain cleavage of APP is not only catalyzed by
one but by three different proteases, which cleave at distinct
peptide bonds. Shedding of APP mainly occurs by an ADAM
metalloprotease, which is also referred to as a-secretase and
cleaves within the A3 sequence (reviewed in Ref. 11). Addition-

ment; sCTF, short CTF; ICTF, long CTF; BACE, B-site APP-cleaving enzyme;
HA, hemagglutinin; PBS, phosphate-buffered saline; NTF, N-terminal frag-
ment; TGF, transforming growth factor; TNF, tumor necrosis factor; MS,
mass spectrometry; MALDI-TOF, matrix-assisted laser desorption ioniza-
tion time-of-flight; PMA, phorbol 12-myristate 13-acetate; CHAPSO, 3-[(3-
cholamidopropyl)dimethylammonio]-2-hydroxy-1-propanesulfonic acid;
SFV, Semliki Forest virus; GPI, glycosylphosphatidylinositol; AP, alkaline
phosphatase; ICD, intracellular domain; IL-1, interleukin-1; PS1, presenilin 1.
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ally, BACEL (also referred to as -secretase) and its homolog
BACE2 cleave in the ectodomain of APP. BACEL1 cleaves APP at
the N terminus of the AB peptide domain, thus catalyzing the
first step in the generation of the A peptide (reviewed in Ref.
12), which is deposited in the brain of patients suffering from
Alzheimer disease (AD) (reviewed in Ref. 13). BACE2 cleaves
APP close to the a-secretase cleavage site within the Af
domain and thus acts as an alternative a-secretase (14), pre-
venting the release of an intact A3 peptide.

An additional substrate for ectodomain shedding is the type
II receptor for interleukin-1 (IL-1), which is widely expressed,
including neurons (15). IL-1 is a potent inflammatory and
immunoregulatory cytokine and is a key factor in the events
leading to neurodegeneration following brain trauma, stroke,
and brain inflammation. IL-1 can bind to two types of receptors
(for an overview see Ref. 16). Binding to the type I receptor
(IL-1R1) initiates a signaling cascade that finally leads to NF«xB
activation. In contrast, the type II receptor (IL-1R2) acts as a
decoy receptor, which is capable of binding IL-1 but is incapa-
ble of signaling to NFkB and thus acts as a “ligand sink” pre-
venting IL-1 from binding to IL-1R1. IL-1R2 is a single-span
membrane protein that contains a large extracellular ligand-
binding domain, followed by a transmembrane domain and a
short cytoplasmic domain of 29 amino acids. This cytoplasmic
domain lacks the Toll/IL-1R domain found in the type I recep-
tor, which would be required for the signal transduction by
binding and recruiting cytosolic adaptors and kinases, such as
MyD88 and IRAK. IL-1 and its signaling have been implicated
in multiple ways in AD (reviewed in Ref. 17), but the underlying
molecular mechanisms are not yet well understood. For exam-
ple, brain trauma, which is a risk factor for AD, enhances IL-1
expression. Likewise, increased IL-1 expression has been
observed in AD (reviewed in Ref. 18). In turn, overnight stimu-
lation of astrocytes with IL-1 strongly stimulates translation of
APP mRNA, leading to increased APP protein levels (19).
Potentially, this may result in increased A3 peptide generation.
However, short term treatment of neuroglioma cells with IL-1
has also been shown to stimulate a-secretase cleavage of APP
(20), which may prevent A3 generation and increase the secre-
tion of a soluble APP form that is neuroprotective and neuro-
trophic (reviewed in Ref. 21). Genetic analyses have linked poly-
morphisms in the two IL-1 genes, IL-1a and IL-18, to an
increased risk of AD. Interestingly, both polymorphisms appear
to increase IL-1 production in vitro or in vivo (reviewed in Ref.
18). An additional connection between IL-1 and AD is the find-
ing that the soluble, secreted form of IL-1R2 is elevated in cer-
ebrospinal fluid of patients with mild to moderate AD but not in
the late stages of the disease (22, 23). Given that secreted IL-1R2
binds IL-1 and acts as a sink for IL-1, the increase in IL-1R2
shedding may be a way of trying to limit detrimental conse-
quences of increased IL-1 expression and activity in the brain.
However, the molecular mechanisms governing the proteolytic
processing of IL-1R2 are little understood, but the processing
seems to depend at least partly on a metalloprotease activity
(24, 25), which may be the ADAM protease TNF-converting
enzyme (ADAM17) (26). A more detailed knowledge of IL-1R2
processing may help to better understand the role of IL-1R2
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secretion and of [L-1 in the AD brain. Here we show that [L-1R2
undergoes a similar set of proteolytic cleavages as APP.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Reagents—The following antibodies were used: anti-HA
epitope antibody HA.11 (Covance); anti-FLAGM2 antibody,
anti-FLAGM2-agarose, anti-HA-9658 antibody, anti-BACE1-
NT antibody, and HA-agarose (Sigma); horseradish peroxi-
dase-conjugated goat anti-mouse and anti-rabbit secondary
antibody (DAKO); Alexa 488-coupled anti-rabbit and Alexa
594 anti-mouse antibodies (Molecular Probes); anti-BACE1
and BACE2 (ProSci, against their C termini). Antibodies 6687
(against APP C terminus) (27) and 3027 (against PS1 loop) (28)
were described previously. Antibody 22C11 (anti APP ectodo-
main) was provided by Konrad Beyreuther. Nicastrin antibody
N1660 (Sigma), monoclonal presenilin NTF (29), Pen-2 1638
(30), and Aph-1 433G (31) antibodies were described before.
PMA was obtained from Sigma. The metalloprotease inhibitor
TAPI-1 was purchased from Peptides International. Dodecyl
maltoside was purchased from Calbiochem. CHAPSO was pur-
chased from Biomol, and the BACE inhibitor C3 was from Cal-
biochem (B-secretase inhibitor IV). BACE2-Fc fusion protein
was kindly provided by Regina Fluhrer.

Plasmid Construction—Generation of vector peakl2
expressing BACE1, BACE2, and HA-tagged alkaline phospha-
tase (AP) (HA-AP, soluble AP) has been described (32). The
c¢DNAs of all shedding substrates are of human origin. Plasmid
peak12/PSGL-1 3tag was described previously (32) and encodes
the signal peptide of CD5, followed by an HA epitope tag and
the coding sequence of PSGL-1 with an AUI tag in the extra-
cellular domain and a FLAG tag in the cytoplasmic domain. The
PSGL-1 sequence can be cut out using an Xbal and a Notl
restriction site. Peak12/HA-Xba-FLAG was generated by PCR
and encodes an HA tag between the HindIII and the Xbal site
and a FLAG tag between the Xbal and the NotI site. To obtain
peakl12/CD5-HA-Xba-FLAG, the HindIll/Xbal fragment of
peakl12/PSGL-1 3tag was cloned into peakl2/HA-Xba-FLAG
and encodes the CD5 signal peptide followed by an HA and a
FLAG tag. The plasmids encoding full-length IL-1R2 or its dele-
tion mutant (lacking part of the ectodomain) (peak12/IL-1R2,
peak12/A334-IL-1R2 and peak12/A322-IL-1R2) carry the CD5
signal peptide (MPMGSLQPLATLYLLGMLVASVLG), an
N-terminal HA tag (YPYDVPDYA followed by the linker
sequence SGGGGGLE or SGGGGGLD for the A334 mutant),
and a C-terminal FLAG tag and were generated by PCR using
appropriate primers. Peak12/A329-IL-1R2 was generated in
the same way but has no N-terminal HA tag. The PCR frag-
ments (lacking the native signal peptide sequence of IL-1R2)
were cloned into the Xbal site of peak12/CD5-HA-Xba-FLAG.
Thus, the first amino acid of the IL-1R2 sequence is amino acid
Gly-23 of full-length IL-1R2 (numbering corresponding to pro-
tein accession number NP_004624 in the NCBI data base).
Amino acid numbers of the IL-1R2 deletion mutants (A322,
A329, and A334) indicate that the deletions stop before the
given amino acid number, which refers to its position within
the HA-IL-1R2-FLAG full-length sequence (counting without
the CD5 signal peptide). Vector peak12/MMP-IL-1R2 was used
for retroviral generation and was obtained by cloning the Hin-
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dIII/NotI fragment of peakl2/IL-1R2 into the HindIII/NotI
sites of the peak12/MMP-KIilA vector (33). An additional IRES-
GFP cassette from peakl2/MMP-TK-IRES-GFP (obtained
from Felix Randow; IRES is of encephalomyocarditis virus ori-
gin) was cloned into the NotlI site of peak12/MMP-IL-1R2 to
yield peakl12/MMP-IL-1R2-IRES-GFP. Vectors pMDtet.G and
pMD.gagpol were described previously (34). The coding
sequences of CD14 (GPI-anchored protein), CD16 (GPI-an-
chored protein), and P-selectin (all three lacking the native sig-
nal peptide sequence) were amplified by PCR, digested with
Xbal and Notl, and cloned into plasmid peak12/PSGL-1 3tag,
which was cut with Xbal and Notl. The resulting plasmids
encode the CD5 signal peptide followed by an HA epitope tag
and the corresponding protein sequence. As templates,
pCDM12/CD14 and CD16 (obtained from Brian Seed) and
pCMV/P-selectin (obtained from Denisa Wagner) were used.
Peak12/pro-TGFa-HA encodes human pro-TGFa with an HA
tag inserted between amino acids His-43 and Phe-44, which is
four amino acids C-terminal to the Ala-Val propeptide cleavage
site. Thus, after signal peptide and propeptide cleavage, the
mature pro-TGFa and the soluble TGFa retain the HA tag.
Peakl12/HA-pro-TGFa-FLAG contains an additional FLAG tag
at the C terminus of pro-TGFa and was generated by cloning
the HindlIII/Xbal-digested PCR fragment of HA-tagged pro-
TGFa into the HindIIl and Xbal sites of peakl2/CD5-HA-
XBA-FLAG. TGFa and TNFa ¢DNAs were from ATCC.
Peak12/FLAG-TNFa-HA was created by cloning a PCR frag-
ment of FLAG-TNF« containing a 5'-HindIII site and a 3'-Xbal
site that was then inserted into HindIII/Xbal peak vector, which
has an HA tag between the Xbal and the NotI site. The N-ter-
minal, cytoplasmic FLAG tag was added to TNFa« by PCR and
suitable primers and was cloned into the HindIII/NotlI sites of
the peakl2 vector, resulting in peakl2/FLAG-TNFa. For
expression in neurons and glial cells IL-1R2, TGFa and CD16
were cut out from the corresponding peakl2 plasmids using
HindIII and NotI, blunt-ended, and ligated into the Smal site of
the Semliki Forest virus (SFV) type 1. The identity of all con-
structs obtained by PCR was confirmed by DNA sequencing.

Cell Culture, Transfections, Western Blot—Human embry-
onic kidney 293-EBNA cells (HEK293) were cultured in Dul-
becco’s modified Eagle’s medium (Invitrogen) containing 10%
fetal bovine serum (Hyclone) as described (35). Cells stably
expressing wild-type PS1 or its catalytically inactive mutant PS1
D385N are HEK293 cells without the EBNA gene (36). These
cells were cultured as above with an additional 200 ug/ml Zeo-
cin (Invitrogen). G418 was added to culture murine embryonic
fibroblasts PS1/27/~ knock-out cells. Transfections were car-
ried out using Lipofectamine 2000 (Invitrogen). One day after
transfection, the medium was replaced with fresh medium.
After overnight incubation, conditioned medium and cell lysate
(in 50 mm Tris, pH 7.5, 150 mm NaCl, 1% Nonidet P-40) were
collected.

To analyze the effect of PMA and TAPI-1 on shedding, cells
were treated as described previously (32). For the detection of
secreted and cellular APP by immunoblot, the protein concen-
tration in the cell lysate was measured, and corresponding ali-
quots of lysate or conditioned medium were directly loaded
onto an electrophoresis gel. For transient transfections of
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IL-1R2, TGFa, CD14, and CD16 either together with BACE1 or
BACE2, alkaline phosphatase (AP; plasmid HA-AP) was
cotransfected as a transfection efficiency control. AP activity
was measured as described previously (32, 37). Aliquots of the
conditioned medium were treated for 30 min at 65 °C to heat-
inactivate the endogenous alkaline phosphatase activity. Corre-
sponding aliquots of lysate or conditioned medium were loaded
onto the gel. Immunoblot detection was carried out using the
indicated antibodies.

Infection of Primary Neurons and Glial Cells with SFV—Cor-
tical neurons and glial cells were prepared from E14 mouse
embryos from BACE1-deficient and BACE1, BACE2 double-
deficient mice as described (38, 39). The BACE knock-outs
were verified by Northern and Western blot detection and by
functional analysis demonstrating that APP cleavage by BACE
was virtually eliminated in the neurons (39).

Preparation of recombinant SFV stocks has been described
previously (40). Virus was diluted 1:100 in conditioned culture
medium and added to 4-day-old neurons. Two hours post-in-
fection, cells were labeled with 100 wCi/ml [**S]methionine/
cysteine for 6 h and lysed in immunoprecipitation buffer (1%
Triton X-100, 1% sodium deoxycholate, 0.1% SDS in TBS
buffer). IL-1R2, TGF«, and CD16 full-length and CTFs were
immunoprecipitated using anti-FLAG antibody. Immunopre-
cipitated material was separated by SDS-PAGE, and dried gels
were exposed to a PhosphorImager (Amersham Biosciences).

Retroviral Transduction—To produce retroviral superna-
tants (replication-deficient Moloney murine leukemia virus),
plasmids pMDtet.G and pMD.gagpol and either peak12/MMP-
GFP or peakl2/MMP-HA-IL-1R2-FLAG-IRES-GFP were
transfected into HEK293 cells by calcium phosphate precipita-
tion. Medium was changed after 24 h, collected after 48 h, and
filtered through a sterile filter. The retroviral transductions
were carried out using Polybrene (Sigma).

In Vitro Generation of IL-1R2-ICD—293E cells transiently
expressing full-length IL-1R2 were incubated for 4 h with PMA
prior to membrane preparation. Membrane preparations were
generated as described (41) and were resuspended in citrate
buffer (pH 6.4, 5 mMm EDTA, inhibitor mixture from Roche
Applied Science) with or without 1 um DAPT and then incu-
bated either at 4 or 37 °C for 2 h. After incubation the superna-
tant and membranes were separated via ultracentrifugation.
HEK293 cells (without EBNA) stably expressing wild-type PS1
or PS1 D385N and additionally transiently expressing peak12/
A329-IL-1R2-FLAG were directly subjected to membrane
preparation without prior PMA incubation and then treated as
above.

Coimmunoprecipitation of y-Secretase Complex with IL-1R2
Substrate—HA-IL-1R2-FLAG was retrovirally transduced into
HEK?293 cells stably expressing either PS1 WT or the catalytic
inactive mutant PS1 D385N. For immunoprecipitation, one
10-cm dish of each cell line was lysed in standard STE (150 mm
NaCl, 50 mm Tris, 2 mMm EDTA) + 1% CHAPSO buffer followed
by a clarifying spin at 13,000 rpm with a Heraeus cryocentrifuge
and a further purification step at 55,000 rpm in a Beckman
ultracentrifuge with a TLA-55 rotor. Prior to immunoprecipi-
tation of CTFs with FLAG M2 affinity agarose, the lysates were
immunoprecipitated with HA affinity agarose for 2 h leading to
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a depletion of IL-1R2 full-length protein in the lysate. Subse-
quently, after a 2-h incubation with the lysate, FLAG M2-agar-
ose was washed two times each with 0.1% CHAPSO wash buffer
and STE buffer and afterward eluted with 100 ug of FLAG pep-
tide and subjected to SDS-PAGE. Immunoblot detection was
carried out for IL-1R2 CTF and the y-secretase complex com-
ponents nicastrin, presenilin 1 NTF, Aph-1, and Pen-2.

Mass Spectrometry of IL-1R2 Cleavage Sites—For analysis of
a-, B-, and y-cleavage of secreted IL-1R2 peptides, HEK293
cells were transfected with peak12/IL-1R2, peak12/A334-IL-
1R2, or peakl12/A322-IL-1R2. 48 h after transfection, fresh
medium was incubated for 4 h and subsequently put on ice. In
case of peak12-A322-IL-1R2, medium was supplemented with
1 mmol of DAPT during incubation to prevent turnover by
y-secretase. Protease inhibitor mixture (Sigma) was added at a
dilution of 1:100. Medium was then subjected to a clarifying
spin by centrifugation. Afterward medium was subjected to
immunoprecipitation with HA-agarose beads for 4 h in the case
of A334-IL1R2 construct and for 2 h in the case of A322-IL1R2
construct. Bound peptides were eluted either with a mixture of
0.3% trifluoroacetic acid, 50% acetonitrile, H,O saturated with
a-cyano matrix, or in the case of the IL-1R2 ectodomain with
HA peptide (50 pg) in 300 mm NaCl for MALDI-TOF analysis
(Voyager DESTR, Applied Biosystems) and with 0.1% formic
acid, 50% methanol, H,O for nanoelectrospray ionization mass
spectrometry analysis (Q-STAR Applied Biosystems). MALDI-
TOF spectra were recorded in the linear mode and analyzed
with Data Explorer™" (Applied Biosystems).

For determination of protein identity by mass fingerprinting,
the precipitated IL-1R2 was digested with trypsin at 37 °C over-
night and analyzed by MALDI-TOF. The obtained peptide
fragments were compared with the NCBInr data base using
Mascot™ (Matrix Science). The MALDI-TOF mass spectrom-
eter was either internally calibrated using the masses from tryp-
tic autoproteolysis products or externally using a standard pep-
tide mixture (Sequazyme calibration mixture III, Applied
Biosystems). The sequence of the tryptic peptide correspond-
ing to the N terminus of IL-1R2 was determined by direct nano-
spray infusion of the peptides derived from the tryptic digest
and an MS/MS analysis of the doubly charged peptide with
an m/z value of 1036.47 by tandem mass spectrometry using
a hybrid quadrupole-time of flight mass spectrometer
(Q-STAR, Applied Biosystems). MS/MS spectra were ana-
lyzed using BioAnalyst™.

Deglycosylation of IL-1R2 Ectodomain—The immunopre-
cipitated IL-1R2 ectodomain was eluted with HA peptide and
subjected to deglycosylation with N-glycosidase F from the
native deglycosylation kit (Calbiochem) at 37 °C overnight.

BACE?2 in Vitro Assay with Synthetic Juxtamembrane Region
Peptide of IL-1R2—50 pmol of synthetic peptide spanning from
Val-322 to Ser-341 were digested in 50 mm Na™ acetate buffer,
pH 4.4, at different temperatures (e.g. 4 or 37 °C) overnight. For
the enzymatic digest, purified BACE2-Fc fusion protein was
added to the buffer peptide mixture. For specific inhibition of
BACE2, 2 um C3 were added to the incubation mixture.
Digested peptides were purified with C18 ZipTip according to
the manufacturer’s protocol and measured with an ABI Destr in
positive reflector mode in a range from 750 to 3000 Da.
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Immunofluorescence of BACEI and IL-1R2—COS cells were
plated on glass coverslips in 24-well dishes. The next day cells
were cotransfected with IL-1R2 and BACEL. 48 h after trans-
fection coverslips were washed two times with ice-cold PBS,
fixed for 20 min in 4% paraformaldehyde/sucrose, and after-
ward washed again two times with PBS. To clear cells from
remaining paraformaldehyde, the cells were washed with 100
mMm NH,Cl for 3 min. Finally the cells were permeabilized with
1% Triton X-100 for 1 min and again washed two times with
ice-cold PBS. After permeabilization cells were double-stained
with a polyclonal BACE1 NT antibody and a monoclonal HA
antibody (both 1:1000). Cells were washed again and afterward
incubated with Alexa 488- (BACE1) and Alexa 594 (IL-1R2)-
coupled secondary antibody. Cells were then washed in PBS/
water and fixed on a glass specimen with Moviol. Specimens
were then investigated under a Zeiss confocal microscope.

RESULTS

Shedding of IL-1R2 by a Metalloprotease—To study the pro-
teolytic processing of IL-1R2, an HA epitope tag was added to
the extracellular N terminus after the signal peptide sequence
and a FLAG tag to the cytosolic C terminus of the IL-1R2
sequence (Fig. 1A4). IL-1R2 was transiently expressed in human
embryonic kidney 293-EBNA cells (HEK293). Conditioned
medium and cell lysates were separated by gel electrophoresis
and analyzed by immunoblot. Compared with mock-trans-
fected cells, the IL-1R2-expressing cells revealed secretion of a
55-kDa fragment (Fig. 1B), which is consistent with the size of
IL-1R2 secreted from the human keratinocyte cell line HaCaT
(42). This fragment was detected using the anti-HA tag anti-
body (Fig. 1B) but not the FLAG tag antibody (not shown).
Thus, this fragment lacks the C terminus and corresponds to
the secreted IL-1R2 ectodomain, which is generated by ectodo-
main shedding of full-length IL-1R2. Full-length IL-1R2 in the
cell lysate was detected with both antibodies (HA and FLAG) at
around 65 kDa in the cell lysate (Fig. 1B, shown for the FLAG
tag antibody). Upon lower exposure the protein band is a dou-
blet of bands (not shown), which are likely to correspond to
immature and to mature, fully glycosylated IL-1R2. Addition-
ally, the FLAG antibody detected smaller IL-1R2 fragments in
the cell lysate at around 8, 9, and 16 kDa (Fig. 1B). Because of
their size and because they were not detected with the HA anti-
body, they are likely to be the CTFs, which remain after secre-
tion of the IL-1R2 ectodomain. The 8-kDa fragment (short
CTF, sCTF) was present in larger amounts than the longer one
of 9 kDa (ICTF). The 16-kDa fragment may be a dimer of the
8-kDa fragment and is mainly visible when larger amounts of
the 8-kDa fragment are present (Fig. 1B, PMA-treated sam-
ples). The epitope-tagged IL-1R2 was shed in the same manner
as described previously for the corresponding untagged wild-
type protein (24 -26) because the shedding was stimulated by
the phorbol ester PMA and inhibited by the metalloprotease
inhibitor TAPI-1 (Fig. 1B). PMA and TAPI-1 did not only alter
IL-1R2 secretion, but also increased (PMA) or decreased (TAPI-1)
the generation of the IL-1R2 CTF (Fig. 1B), indicating that IL-1R2
undergoes proteolytic processing in a metalloprotease-dependent
manner at a site close to its transmembrane domain.
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FIGURE 1. Shedding of IL-1R2 occurs in a metalloprotease-dependent
manner. A, schematic drawing of epitope-tagged IL-1R2, which consists of
the CD5 signal peptide (gray) followed by an HA epitope tag (dotted), the
IL-1R2 coding sequence without its signal peptide (open box), and a C-termi-
nal FLAG tag (black). N and C termini as well as luminal and cytosolic domains
areindicated. M, membrane. B, HEK293 cells were transiently transfected with
IL-1R2 or with the peak12 control vector (MOCK). Experiments for IL-1R2
transfected cells are shown as duplicates. For the stimulation of ectodomain
shedding, cells were treated for 4 h with ethanol as a control (CON) or with the
phorbol ester PMA (1 um). For the inhibition of shedding, cells were pre-
treated for 45 min and after medium change for another 4 h with Me,SO as a
control or with the metalloprotease inhibitor TAPI-1 (25 um). Upper two panels
show different exposure (exp.) times of the same immunoblot, which visual-
izes secreted (sec) IL-1R2 in the conditioned medium (CM). Lower panel, full-
length (fl) protein and the C-terminal fragments were detected in the cell
lysate (Lys) with the anti-FLAG tag antibody. As a control, treatment with
compounds did not affect B-actin levels (bottom panel). The B-actin blot is
from a different but equivalent experiment compared with the IL-1R2
immunoblots. Shown are representative blots from three independent
experiments.

IL-1R2 Is a Novel Substrate for y-Secretase—Because differ-
ent type I membrane proteins, including APP and Notch, are
first processed by a metalloprotease and then undergo
intramembrane proteolysis by <y-secretase, we next tested
whether IL-1R2 is also processed within its transmembrane
domain. IfIL-1R2 is indeed a novel substrate for y-secretase, its
CTF should accumulate in cells lacking active y-secretase and
should no longer be converted to the intracellular domain
(ICD) fragment. To test this possibility, three different experi-
mental conditions of y-secretase inhibition were tested using
the following: (a) the well characterized y-secretase inhibitor
DAPT (43), (b) the dominant-negative and catalytically inactive
PS1 D385N mutant (8), and (c¢) PS1/PS2-deficient mouse
embryonic fibroblasts. First, HEK293 cells expressing IL-1R2
were treated overnight with or without DAPT. Full-length and
CTFs of IL-1R2 were detected in the cell lysate by immunoblot
using an antibody against the C-terminal FLAG tag. Compared
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with control treated cells, DAPT strongly increased the amount
of the IL-1R2 sCTF without increasing full-length IL-1R2 (Fig.
2A). This finding is consistent with y-secretase cleaving IL-1R2.
Interestingly, DAPT did not increase the amount of the ICTF,
suggesting that ICTF is either converted to the sCTF and thus
does not accumulate or that the ICTF is not significantly pro-
cessed by y-secretase. Second, IL-1R2 was transiently trans-
fected into wild-type kidney 293 cells (not the 293-EBNA cell
variant) stably expressing wild-type presenilin 1 (PS1) or the
dominant-negative PS1 D385N mutant (36). In agreement with
a y-secretase cleavage of IL-1R2, PS1 D385N strongly increased
the amount of short IL-1R2 sCTF compared with wild-type
PS1-expressing cells (Fig. 2B). As in Fig. 24, the ICTF did not
accumulate significantly but was generally more clearly
detected than in the other figures, where the slightly different
HEK293-EBNA cell variant (Fig. 24) and the fibroblasts (Fig.
2C) were used. Third, compared with wild-type mouse embry-
onic fibroblasts, retroviral transduction of IL-1R2 into fibro-
blasts deficient in PS1 and PS2 resulted in accumulation of the
IL-1R2 CTF (Fig. 2C, 3rd and 4th panels). Similar to Figs. 1B and
2A, mainly the sCTF was visible. The amount of full-length and
secreted IL-1R2 showed no major differences between both cell
types. As expected, PS1 was only detected in wild-type but not
in PS1/PS2-deficient cells (Fig. 2C, bottom panel shows the PS1
CTF). Additionally, a possible interaction between the IL-1R2
CTF and the y-secretase complex was tested in a coimmuno-
precipitation experiment. To this aim IL-1R2 was expressed in
HEK293 cells stably expressing the y-secretase subunit prese-
nilin 1 in the wild-type (WT) or in the catalytically inactive
D385N form. Immunoprecipitation of the IL-1R2 C-terminal
fragment led to coprecipitation of all four y-secretase complex
subunits nicastrin, presenilin 1, Aph-1, and Pen-2 (Fig. 2D). As
expected, more 7y-secretase subunits were precipitated in the
catalytically inactive PS1 D385N cells compared with the PS1
WT cells. Together, these experiments are consistent with
IL-1R2 CTF being a novel substrate for y-secretase-mediated
intramembrane proteolysis.

As aresult of y-secretase cleavage, the IL-1R2 CTF should be
converted to the ICD fragment. As above, generation of this
fragment should be inhibited when y-secretase cleavage is
blocked. Similar to what is known for the APP ICD (44), the
IL-1R2 ICD may be short lived and could not be seen in the
cultured cells under steady state conditions (see above Figs. 1
and 2). Thus, an established in vitro y-secretase cleavage assay
(41) was used for the detection of the IL-1R2 ICD. IL-1R2 was
transiently transfected into HEK293 cells. The cells were addi-
tionally treated with PMA, which results in increased ectodo-
main shedding of IL-1R2 and in an increased amount of IL-1R2
CTFs (Fig. 1B), which can serve as substrates for subsequent
y-cleavage. Membranes from these cells containing full-length
IL-1R2 and CTFs were incubated for 2 h at 37 °C. This resulted
in the generation of the ICD of IL-1R2, which was released from
the membrane and found in the supernatant after ultracentrif-
ugation (Fig. 3A, bottom panel). Addition of the y-secretase
inhibitor DAPT or incubation at 4 °C prevented ICD genera-
tion (Fig. 34). As an additional control, a further in vitro cleav-
age assay was carried out, in which an N-terminally truncated
form of IL-1R2 was expressed. This mutant protein lacks most
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FIGURE 2. Inhibition of y-secretase leads to an accumulation of IL-1R2
C-terminal fragments. A, HEK293 cells were transiently transfected with
IL-1R2 or with peak12 control vector (MOCK) as in Fig. 1. Cells were treated
overnight with Me,SO as a control or with the highly specific y-secretase
inhibitor DAPT (1 um). Experiments for IL-1R2 were carried out in duplicate.
The anti-FLAG tag antibody was used to detect full-length (fl) proteins and
their C-terminal fragments in the immunoblot. The short CTF of IL-1R2 in the
control treated cells is visible upon longer exposure of the blot (middle panel).
As a control, treatment with DAPT did not affect B-actin levels (bottom panel).
B, HEK293 cells stably expressing wild-type PS1 (PS7 Wt) or a dominant-neg-
ative PS1 mutant (PS7 D385N) were transiently transfected with control vector
or with IL-1R2 as indicated above the blot. Full-length (fl) IL-1R2 and its CTFs
(sCTF and ICTF) were detected using the anti-FLAG tag antibody. In these
cells, the ICTF is more clearly detected than in the cell lines in the other panels.
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of the ectodomain (A329-IL-1R2; Fig. 3B) and corresponds
approximately to the IL-1R2 CTF generated by the PMA-in-
ducible metalloprotease cleavage. Truncated forms of y-secre-
tase substrates, such as C99 derived from APP (45) and
NotchAE derived from Notch (46), can directly be cleaved by
y-secretase and do not need to undergo ectodomain shedding.
A329-IL-1R2 was transiently transfected into HEK293 cells
expressing wild-type PS1 or the dominant-negative PS1 D385N
mutant. Membranes were prepared and treated in the y-secre-
tase in vitro assay as above. Generation of the IL-1R2 ICD was
detected in the PS1 WT but not in the PS1 D385N-expressing
cells and was also absent in the PS1 WT cells, when treated with
the y-secretase inhibitor DAPT or when incubated at 4 °C (Fig.
3C). A329-IL-1R2 was detected as a doublet band in the mem-
brane fraction. Taken together, these experiments demonstrate
that IL-1R2 is a novel substrate for y-secretase.

Identification of the vy-Secretase Cleavage Site by Mass
Spectrometry—Besides ICD generation, y-secretase cleavage is
expected to generate a soluble N-terminal peptide derived from
IL-1R2, which we refer to as IL-1R23-peptide in analogy to the
APP-derived AB peptide and the Notch-derived N peptide
(47). To determine the cleavage site of y-secretase within the
IL-1R2 transmembrane domain, A334-IL-1R2 was expressed in
HEK293 cells. Compared with A329-IL-1R2, this mutant has an
HA tag at the N terminus (Fig. 44), which was used to immu-
noprecipitate the IL-1R2B-peptide from the conditioned
medium. MALDI-TOF mass spectrometry analysis revealed
three major peptide species and several minor peptides (Fig.
4B). All peptides were generated in a <y-secretase-dependent
manner, because the y-secretase inhibitor DAPT blocked their
generation. As expected, none of the peptides was visible in
control transfected cells. The peptide peak at 3678 Da corre-
sponds to a cleavage site between Ser-353 and Leu-354 in the
middle of the transmembrane domain (Fig. 4, A and C). An
additional fragment of 3197 Da indicates a cleavage site
between Val-348 and Leu-349 in the N-terminal half of the
transmembrane domain. The shortest peptide with a mass of
2507 Da corresponds to a cleavage site at the very N terminus or
just outside of the IL-1R2 transmembrane domain. Alterna-
tively, the two shorter peptides at 3197 and 2507 Da may arise
through C-terminal truncation of the longer peptide at 3678
Da. The masses of the additional minor peptide peaks corre-
spond exactly to C-terminally truncated peptides with regard to
the peptide peaks at 3197 and 3678 Da. Thus, the mass spectro-
metric analysis shows that, like APP and other y-secretase sub-
strates, IL-1R2 is cleaved by y-secretase within its transmem-

The lower panel shows a longer exposure of the blot above. C, mouse embry-
onic fibroblasts from wild-type mice (PS™*) or from PS1 and PS2 double-
deficient mice (PS~/") were transduced with retroviruses encoding epitope-
tagged IL-1R2. Nontransduced cells served as controls for the specificity of
theIL-1R2 bands. Secreted (sec) IL-1R2 in the supernatant (upper panel) as well
as full-length (f]) IL-1R2 (2nd panel from top) and its C-terminal fragments (3rd
and 4th panels from top, showing different exposure times) were detected by
immunoblot using antibodies against the indicated epitope tags. The PS1
CTF was only detected in wild-type (PS™™), but not in PS-deficient (PS™/")
cells (bottom panel). Shown are representative blots from three independent
experiments. D, HEK293 cells stably expressing either PS1 WT or PS1 D385N
were transduced with the same construct as in C. IL-1R2 CTFs were immuno-
precipitated from the lysate and analyzed for IL-1R2 CTF as well as for copre-
Cipitated y-secretase components nicastrin, PS1 NTF, Aph-1, and Pen-2.
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FIGURE 3. In vitro vy-secretase assay generates IL-1R2 intracellular
domain. A, HEK293 cells were transiently transfected with the IL-1R2 expres-
sion vector or with control (CON) vector. Cells were treated for 4 h with the
phorbol ester PMA (1 um). Membrane preparations of the cells were incu-
bated for 2 h at 4 or 37 °C (indicated above the blots) with or without the
y-secretase inhibitor DAPT (1 um). Supernatants (5100) and pellets (P100) of a
100,000 X g ultracentrifuge spin were analyzed with an antibody against the
C-terminal FLAG-epitope tag. Full-length (fl) IL-1R2 and CTFs were found in
the membrane-bound pellet fraction, whereas the intracellular domain was
mainly seen in the soluble fraction (ICDs). Low amounts of ICD were also
detected in the membrane fraction (ICDm). Middle panel shows a longer expo-
sure of upper panel. B, schematic drawing of epitope-tagged full-length (fl)
IL-1R2 and the deletion mutant lacking a large part of the ectodomain. Con-
structs are not drawn to scale. The IL-1R2 expression constructs consist of an
N-terminal HA epitope tag (black lines; not present in A329-IL-1R2) and a
C-terminal FLAG tag (black). Construct number 329 indicates the starting
amino acid relative to the HA-IL-1R2-FLAG sequence. C, HEK293 cells stably
expressing wild-type PS1 (PST Wt) or the dominant-negative PS1 D385N
mutant (PS7 D385N) were transiently transfected with A329-IL-1R2 or with
control vector (CON). Membrane preparations were incubated for 3 h at the
same temperatures and inhibitor conditions as in A. Upper panel shows that
A329-IL-1R2 is found in the membrane-bound pellet fraction after ultracen-
trifugation (P100), whereas the soluble ICD resulting from y-secretase cleav-
age is found in the supernatant (S100). Detection was carried out using the
FLAG antibody. Shown are representative blots from three independent
experiments.

brane domain. A potential additional e-cleavage at the
C-terminal end of the transmembrane domain was not
investigated.

BACE1 and BACE2 Increase Secretion of IL-1R2—Because of
the similarities of proteolytic processing between IL-1R2 and
APP, we next tested whether IL-1R2 may also be a substrate for
BACE1 or BACE2. To this aim, IL-1R2 and either control vec-
tor or BACE1 or BACE2 were transiently transfected into
HEK293 cells. As a control, we verified that expression of both
proteases increased secretion of APP (data not shown). Full-
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length IL-1R2 and its proteolytic fragments were detected using
antibodies against the N-terminal HA epitope tag or against the
C-terminal FLAG tag. Expression of BACE1 and BACE2
increased IL-1R2 secretion and the generation of the corre-
sponding IL-1R2 CTFs in the cell lysate (Fig. 54, a short and a
long exposure are shown for the CTF blot). This was paralleled
by a decrease in the amount of full-length IL-1R2 in the cell
lysate, suggesting that IL-1R2 can be cleaved by BACE1 and
BACE2. Interestingly, although expression of BACEl and
BACE?2 increased the proteolytic processing of IL-1R2, it did not
change the apparent molecular weight of the cleavage products
(secreted IL-1R2 and CTFs) (Fig. 5A). Because this is the same
size as the fragments, which were generated in the PMA-induc-
ible metalloprotease-dependent manner (Fig. 1B), this result
suggests that the BACE1 and BACE?2 cleavage sites in IL-1R2
are located very close to the metalloprotease cleavage site. Next,
we tested whether IL-1R2 processing was reduced in murine
primary hippocampal neurons lacking BACEL1 or in glial cells
deficient in both BACE1 and BACE2. However, no change in
the amount of secreted IL-1R2 or in the amount of the IL-1R2
CTF was detected between the wild-type cells and the knock-
out cells (data not shown). Potentially, in the absence of BACE1
or BACE2 IL-1R2 may undergo increased cleavage by a metal-
loprotease. The use of the metalloprotease inhibitor TAPI-1 did
not significantly alter IL-1R2 processing in the BACE-deficient
cells (not shown), presumably because the inhibitor is not
potent enough to fully block CTF generation under wild-type
conditions (see Fig. 1B). As a consequence of the BACE defi-
ciency, no changes in IL-1R2 processing may be observed,
because BACE1/BACE2 and the metalloprotease lead to
IL-1R2 cleavage products of the same apparent molecular
weight. This is different from APP and PSGL-1, which are both
cleaved by BACE1 in such a distance from the metalloprotease
cleavage site that the CTFs resulting from these cleavage events
can be clearly separated by gel electrophoresis. As a conse-
quence the BACE1-induced CTF, but not the metalloprotease-
induced CTF of APP and PSGL-1, was absent in BACE1-defi-
cient cells as we and others have shown previously (32, 48).

To exclude the possibility that transfection of BACE1 or
BACE2 increased IL-1R2 shedding simply by activating the
a-secretase-like metalloprotease cleavage, we tested the follow-
ing: (@) whether the metalloprotease inhibitor TAPI-1 is able to
reduce the BACE1l-induced increase in IL-1R2 shedding, (b)
whether BACE1 and IL-1R2 colocalize in transfected cells, and
(c) whether BACE2 is able to cleave in vitro a synthetic peptide
encompassing the juxtamembrane domain of IL-1R2. First,
HEK293 cells were transfected with IL-1R2 and either BACE1
or empty vector as a control. Treatment with the metallopro-
tease inhibitor TAPI-1 largely inhibited IL-1R2 shedding under
control conditions (Fig. 5B, see also Fig. 1B) but did not signif-
icantly reduce the increased IL-1R2 shedding in the BACE1-
transfected cells. Addition of the specific BACE inhibitor C3
(49, 50) was able to reduce the increased IL-1R2 shedding in the
BACE1-transfected cells. This shows that BACE1 transfection
did not indirectly increase IL-1R2 shedding by stimulating
the a-secretase-like cleavage. Second, immunofluorescence
microscopy was used to test for a colocalization between
BACE1 and IL-1R2 in transfected COS cells, which are large
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and adherent and thus allow good visualization of the cellular
localization of both proteins. Colocalization was observed at or
close to the plasma membrane, in vesicular structures, and at
perinuclear sites (Fig. 5C), which agrees with the intracellular
localization of BACE1 observed in other studies (48, 51, 52).
Third, an Fc fusion protein of BACE2 was purified and incu-
bated at 37 °C in vitro with a synthetic peptide encompassing
the juxtamembrane domain of IL-1R2. This domain was previ-
ously shown to be required for IL-1R2 secretion (42). Genera-
tion of the cleavage products was monitored by mass spectrom-
etry (Fig. 5D). The intact peptide incubated without BACE2
showed the expected mass of 2219.7 Da (Fig. 5D). Incubation
with BACE2 resulted in the formation of two smaller fragments
with masses 0f 916.7 and 1321 Da, revealing a cleavage between
Phe-329 and GIn-330 (Fig. 5D). The fragment peaks were not
observed when BACE2 was incubated in the absence of the
peptide, showing the specificity of the peptide fragment peaks.
Importantly, the specific BACE protease inhibitor C3 (Fig. 5D)
as well as incubation at 4 °C (not shown) completely inhibited
the peptide cleavage. Together, these experiments indicate that
IL-1R2 can be directly cleaved by BACE1 and BACE2.

Mass Spectrometric Determination of the BACEI and BACE2
Cleavage Sites in Cultured Cells—Next, we tested whether the
BACE protease cleavage site in IL-1R2 observed in vitro was
also found in IL-1R2-expressing HEK293 cells. First, the mass
of the secreted IL-1R2 ectodomain was measured to determine
its C-terminal amino acid. The IL-1R2 ectodomain was immu-
noprecipitated from PMA-treated HEK293 cells. PMA treat-
ment increases IL-1R2 secretion (Fig. 1B) and allows the puri-
fication of sufficient amounts of the IL-1R2 ectodomain for
linear mode MALDI-TOF mass spectrometric analysis. This
revealed a broad peak at around 50 kDa (Fig. 6A4), which fits well
with the apparent molecular mass of around 55 kDa in the
immunoblot (Fig. 1B). Because IL-1R2 contains five potential
N-glycosylation sites within its ectodomain, the immunopre-
cipitated ectodomain was treated with N-glycosidase F to
remove the N-linked sugars. This resulted in a sharper mass
peak at 35 kDa (Fig. 6A4). This peak was specific to IL-1R2
because it was not present in the medium of control transfected
cells, which did not express IL-1R2. Additionally, a tryptic
digest of this 35-kDa fragment and a subsequent analysis of the
N-terminal peptide by tandem mass spectrometry revealed the
N terminus to start with the tyrosine residue of the N-terminal
HA tag (not shown), which remains after signal peptide cleav-
age. If no other post-translational modifications are present,
the 35-kDa peak is consistent with the C terminus of the IL-1R2
ectodomain ending in amino acid proline 309 at a distance of 35
amino acids from the membrane (Fig. 6B, marked with an
arrow; measured mass 35,053.67 Da; calculated mass 35057.58
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FIGURE 4. Determination of y-secretase cleavage site by mass spectrom-
etry. A, schematic drawing of the sequence of the A334-IL-1R2 construct. ¥,
** and *** indicate the C termini of the peptides identified in B. Additional but
minor peptide peaks were observed, which can be assigned to C-terminally
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truncated forms of peptides * and **. Sequence of the transmembrane
domain is boxed. For a comparison, the transmembrane sequence of APP and
the corresponding y- and e-secretase cleavage sites are indicated. B, HEK293
cells were transiently transfected with A334-IL-1R2 (upper two panels) or con-
trol vector (MOCK, lower two panels) and additionally treated with Me,SO as a
control or with the y-secretase inhibitor DAPT. Supernatant was immunopre-
cipitated with HA-agarose beads. Peptide masses were determined by mass
spectrometry using MALDI-TOF. G, list of identified peptides and their devia-
tion from the theoretical mass calculated with GPMAW (Lighthouse).
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FIGURE 5. BACE1 and BACE2 increase processing of IL-1R2. A, HEK293 cells were transiently transfected with control vector (MOCK) or with the epitope-
tagged IL-1R2 (a short and a long exposure of the CTF blot are shown) as indicated above the blots. Cells were cotransfected as indicated with empty vector
as a control (CON), BACE1 or BACE2 in duplicate experiments. Conditioned media (CM) and cell lysates (Lys) were separated by gel electrophoresis. Proteins
were detected with the indicated antibodies. Vertical lines on the blot indicate that the samples were run on the same gel but not directly next to each other.
B, HEK293 cells were transfected as in A. Cells were pretreated for 45 min and after medium change for another 4 h either treated with Me,SO (DMSO) as control
or the metalloprotease inhibitor TAPI-1 (25 um) or with TAPI-1 (25 um) plus the BACE inhibitor C3 (2 um). Two different exposure times of the sIL-1R2 and the
sCTF blots are shown. Note that TAPI-1 reduces IL-1R2 secretion in the control cells (left 6 lanes) but not in the BACE1-transfected cells. The BACE inhibitor C3
cansslightly further reduce IL-1R2 secretion when coincubated with TAPI-1 in control cells. As a control, treatment with compounds did not affect B-actin levels
(bottom panel). Vertical lines on the blotindicate that the samples were run on different gels. C, COS cells were transiently transfected with IL-1R2 and BACE1 and
stained for IL-1R2 (red) and BACE1 (green). Confocal fluorescence microscopy reveals plasma membrane, vesicular, and perinuclear colocalization of IL-1R2 and
BACE1. D, an IL-1R2 juxtamembrane peptide encompassing amino acids 322-341 was incubated with a BACE2-Fc fusion protein in vitro in an acidic sodium
acetate buffer under different conditions: 7,incubation of peptide alone; 2, peptide plus BACE2-Fc; 3, peptide plus BACE2-Fc plus BACE inhibitor C3; 4, BACE2-Fc
alone. Peptide and fragments were purified and analyzed by mass spectrometry. Peptide sequence and identified cleavage sited are indicated below the
spectra.
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FIGURE 6. Determination of the BACE1 and BACE2 cleavage sites in HEK293
cells. A, HA-agarose beads were used toimmunoprecipitate secreted IL-1R2 from
the conditioned medium of PMA-treated IL-1R2-expressing HEK293 cells and

APRIL 20, 2007 «VOLUME 282-NUMBER 16

Proteolytic Processing of IL-1R2

Da). This site is several amino acids more N-terminal than the
cleavage site determined in the in vitro BACE2 assay (Fig. 5D).
Potentially, the initial cleavage occurs at Phe-329 and is then
followed by carboxypeptidase cleavage (see “Discussion”).
Next, to reduce the potential carboxypeptidase trimming of the
ectodomain, the serum concentration was reduced from 10 to
1%, and the incubation time of the conditioned medium was
reduced from overnight incubation to 4 h. Additionally, a trun-
cated IL-1R2 construct (A322-IL-1R2) was used. This protein
lacks most of the IL-1R2 ectodomain but retains the juxtamem-
brane cleavage region, which is required for secretion (42), and
was used in the in vitro assay and also encodes the transmem-
brane and cytoplasmic domains of IL-1R2 (Fig. 6, C and D).
Thus, A322-IL-1R2 is similar to N-terminally truncated APP
constructs, which, like full-length APP, are cleaved by a- and
B-secretase. A322-1L-1R2 and either control vector BACE1 or
BACE2 were cotransfected into HEK293 cells. A strong
increase in the formation of IL-1R2 CTFs was observed in the
BACE1- and BACE2-expressing cells compared with the con-
trol cells (Fig. 6C). These CTFs had the identical apparent
molecular weight as the CTFs generated from full-length
IL-1R2 (not shown), revealing that cleavage of the truncated
A322-IL-1R2 occurs in the same manner as for full-length
IL-1R2. The secreted short ectodomain of A322-IL-1R2 was
immunoprecipitated from the conditioned medium and ana-
lyzed by MALDI-TOF mass spectrometry. Cells expressing
A322-IL-1R2 (but not transfected with BACE1 or BACE2)
secreted a peptide with a mass of 3112.2 Da, which was not
present in control transfected cells not expressing A322-IL-
1R2. Because these cells were not transfected with BACE1 or
BACE2, this peptide is likely to result from the metalloprotease
cleavage and corresponds to a cleavage between Arg-333 and
Thr-334. Additional minor peaks were observed at lower
masses and correspond to C-terminally truncated peptides.
They may arise through alternative proteolytic cleavages or
because of the remaining low level carboxypeptidase activity.
Transfection of BACE1 and BACE2 led to a strong increase in
the generation of a peptide with a mass of 2614 Da, which cor-
responds to a cleavage between Phe-329 and Gln-330. This site
is identical to the one determined in the in vitro BACE2 cleav-
age assay. The metalloprotease generated fragment (3112 Da)
was only visible at low amounts. This analysis indicates that the

either left untreated (upper panel) or deglycosylated with N-glycosidase F
(middle panel). MALDI-TOF mass spectrometric analysis was used to deter-
mine the mass of the precipitated fragment. No peptides were detected in
the medium of mock-transfected control cells (lower panel). B, sequence of
epitope-tagged IL-1R2. The N-terminal HA tag plus a linker sequence as well
as the C-terminal linker sequence plus the FLAG tag are underlined. The trans-
membrane domain is boxed. The putative C terminus of the secreted ectodo-
main is marked by an arrow. The putative cleavage sites by the metallopro-
tease and BACE1 and BACE2 as determined in D are indicated with
arrowheads. C, HEK293 were transfected with empty vector (MOCK) or
cotransfected with A322-IL-1R2 and either empty vector or BACE1 or BACE2.
Full-length (/) A322-IL-1R2 and CTFs (two different exposure times) are seen
inimmunoblot using an antibody against the C-terminal FLAG tag. D, immu-
noprecipitated supernatants of 293E cells expressing A322-IL-1R2 either with
empty vector or BACET or BACE2 were subjected to MALDI-TOF MS. Meas-
ured and calculated masses are compared in the table below the spectra. The
resulting cleavage sites are indicated in the schematic figure of A322-IL-1R2
and compared with cleavage sites of a- and B-secretase in case of APP. Aster-
isks indicate the B- and a-secretase-like cleavage sites in A322-IL-1R2.
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metalloprotease cleavage site and the BACE1/BACE2 cleavage
sites in IL-1R2 are indeed very close to each other, at a distance
of four amino acids.

BACE1 and BACE2 Selectively Enhance Secretion of a Subset
of Shedding Substrates—To rule out the possibility that trans-
fected BACE1 and BACE2 simply increased the cleavage of any
shedding substrate, including IL-1R2, five additional mem-
brane proteins were tested for their potential cleavage by both
proteases. Pro-TGFa (converted to soluble TGFa upon shed-
ding) and the cell adhesion protein P-selectin are type I mem-
brane proteins, the lipopolysaccharide receptor CD14, and the
Fcy receptor CD16 are GPI-anchored proteins, and TNF« is a
type II membrane protein. Like APP and IL-1R2, all proteins
undergo ectodomain shedding in a metalloprotease-dependent
manner and can be found in soluble form in physiological body
fluids (53, 54). The proteins were tagged with an HA epitope tag
in their extracellular domain. The three type I and Il membrane
proteins (pro-TGFa, P-selectin, and TNF«) were additionally
tagged with a FLAG tag in their intracellular cytoplasmic
domain. Transient transfection of these constructs together
with control vector, BACE1, or BACE2 was carried out as above
for APP and IL-1R2. The full-length and secreted forms of all
proteins were detected in the cell lysate and the conditioned
medium, respectively, at their expected apparent molecular
weight (Fig. 7, A—E). BACE1 and BACE?2 increased the secre-
tion and reduced the cellular levels of pro-TGFa (Fig. 7A) and
of CD16 (Fig. 7B) but not of P-selectin, TNFa, and CD14 (Fig. 7,
C-E), revealing that both proteases do not cleave all membrane
proteins undergoing ectodomain shedding. Moreover, for pro-
TGFa an increase in the CTFs was detected in the cell lysate
(Fig. 7A), which is consistent with a proteolytic cleavage very
close to the membrane domain. Similar to IL-1R2, the BACE1-
and BACE2-induced CTFs of pro-TGFa had a very similar
apparent molecular weight as the CTFs observed under control
conditions (Fig. 7A). Because CD16 is a GPI-anchored protein,
no CTFs were observed in the lysate. Expression of transfected
BACE1 and BACE2 was verified by immunoblot (not shown).

DISCUSSION

Several type I membrane proteins undergo RIP, which is a
proteolytic cascade initiated by metalloprotease-mediated
ectodomain shedding and followed by y-secretase-dependent
intramembrane proteolysis. Among these proteins, only APP is
additionally subject to ectodomain shedding by the 3-secretase
BACELI and its homolog BACE2. Thus, APP serves as a good
reference for the study of the proteolytic processing of type I
membrane proteins. Processing of APP is a key event in the
pathogenesis of AD. Proteolytic processing of another mem-
brane protein, the IL-1R2, has also been linked to AD. In par-
ticular, increased amounts of the secreted IL-1R2 ectodomain
have been detected in the cerebrospinal fluid of patients with an
early stage but not a late stage of AD compared with age-
matched controls (22, 23). In agreement with previous studies
(24-26), we found that shedding of IL-1R2 shows the typical
features of a protein undergoing a-secretase-like ectodomain
shedding by an ADAM protease. IL-1R2 shedding could be
stimulated with the phorbol ester PMA and could be blocked by
the metalloprotease inhibitor TAPI-1. By using mass spectrom-
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FIGURE 7. Expression of BACE1 and BACE2 stimulates secretion of TGF«
and CD16. HEK293 cells were transiently transfected with control vector
(MOCK) or with the epitope-tagged expression constructs of the following:
A, pro-TGFq; B, CD16; C, P-selectin; D, TNFq; and E, CD14 as indicated above
the blots. Cells were cotransfected as indicated with empty vector as a control
(Con), BACE1 or BACE2 in duplicate experiments. Conditioned media (CM)
and cell lysates (Lys) were separated by gel electrophoresis. Proteins were
detected with the indicated antibodies. Shown are representative blots of at
least three independent experiments. pro-TGFam, mature form of pro-TGFa;
sec, secreted form of protein; fl, full-length. Vertical lines on the blot indicate
that the samples were run on the same gel but not directly next to each other.

etry we found that the a-secretase-like cleavage site is located in
the membrane-proximal stalk region of IL-1R2. The ectodo-
main has proline 309 as a C-terminal residue, whereas the trun-
cated A322-IL-1R2 has Arg-333 as a C-terminal amino acid.
This could indicate that there are two different cleavage sites
for the metalloprotease. However, we assume that the initial
cleavage site is at Arg-333 and that the ectodomain is then
trimmed, potentially by a carboxypeptidase, until proline 309.
In fact, carboxypeptidases cleave inefficiently at proline resi-
dues (55) and thus may not be able to further trim the C termi-
nus beyond proline 309. Moreover, a previous study (42) would
agree well with a cleavage at amino acid 332 but not at 309. That
study replaced amino acids His-324 through Ser-341 in the
membrane-proximal domain of IL-1R2 by the corresponding
residues of the epidermal growth factor receptor membrane-
proximal domain, and they found that this mutation prevented
normal secretion of the IL-1R2 ectodomain (42). Additionally,
the APP a-cleavage is strongly reduced by a proline mutation
close to the cleavage site (56, 57), suggesting that metallopro-
tease-mediated ectodomain shedding occurs in helical confor-
mations, making it unlikely that the a-like cleavage in IL-1R2
occurs directly at proline 309. Interestingly, APP is cleaved
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C-terminally to a lysine residue and IL-1R2 C-terminally to an
arginine, suggesting a preference of the a-secretase-like cleav-
ages for a positively charged residue.

The CTF, which is generated upon ectodomain shedding of
full-length IL-1R2, can be further cleaved by y-secretase. Using
different experimental approaches, including a y-secretase
inhibitor and cells deficient in y-secretase activity, we demon-
strate that IL-1R2 is a novel y-secretase substrate. This fits well
with the general idea that the CTFs of type I membrane pro-
teins, which undergo ectodomain shedding, are subsequently
further cleaved by vy-secretase, leading to the release of their
ICD. y-Secretase cleavage of CTFs and generation of the ICD
may serve different purposes, including signal transduction and
membrane protein degradation (2). Similar to APP, the physi-
ological role of y-cleavage of IL-1R2 remains unknown. It may
be a degradation pathway for the IL-1R2 CTF. Alternatively, it
may allow the IL-1R2 ICD to participate in a new kind of signal
transduction, similar to Notch.

An additional outcome of our study is that transfection of the
B-secretase BACE1 and its homolog BACE2 can stimulate
secretion of IL-1R2 and generation of its CTFs. As determined
by mass spectrometry, the cleavage occurs C-terminally to a
phenylalanine, which agrees well with the known cleavage spec-
ificity of BACE1 and BACE2. Both proteases preferentially
cleave after hydrophobic residues, such as leucine in the Swed-
ish mutant form of APP, in PSGL-1, and ST6Gal I or after
methionine in wild-type APP (32, 58 — 60).

If IL-1R2 is also cleaved at endogenous expression levels of
BACEL1 and BACE2 and thus constitutes a novel substrate for
both proteases, its cleavage should be reduced in BACE1 or -2
knock-out cells, which, however, was not the case. This is in
contrast to other established substrates for both proteases, such
as APP (39, 61-63), PSGL-1 (32), the sialyltransferase ST6Gal I
(64), B-subunits of voltage-gated sodium channels (65), and
neuregulin-1 (50, 66). This finding could be interpreted in two
ways, one being that IL-1R2 is not a physiological substrate for
BACE1 and -2 and is only cleaved upon overexpression of both
proteases. Although we cannot fully rule out this possibility, we
consider it unlikely because of the points discussed below. First,
we found that BACE1 and -2 do not simply cleave all membrane
proteins tested. For example, TNFe, P-selectin, and CD14 (this
study) do not undergo increased shedding upon transfection of
BACE1 and -2. Likewise, we previously reported that both pro-
teases did not increase shedding of L-selectin and TNF receptor
2 (32). Thus, BACE1 and -2 clearly are specific with regard to
the proteins that are cleaved and secreted in response to expres-
sion of both proteases. Second, BACEL1 is expressed in all tis-
sues, which express IL-1R2. Therefore, IL-1R2 cleavage may
also occur at endogenous expression levels of BACEL. Third, we
found that BACEI and -2 induced cleavage of IL-1R2 at a pep-
tide bond very close (four amino acids difference) to the cleav-
age site of the a-secretase-like metalloprotease. This situation
is very similar to APP, where the BACE2 cleavage site is at a
distance of three to four residues from the a-secretase cleavage
site, such that the APP CTFs generated by both proteases (C83
through a-cleavage and C79 through BACE2 cleavage) are not
distinguishable by gel electrophoresis (67, 68). As a conse-
quence, the amount of C83/C79 CTFs in BACE2 knock-out
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cells is not significantly different from wild-type cells (39),
because C83 is still generated and presumably to an enhanced
extent. Likewise, we expect that the potential decrease in
IL-1R2 processing in BACE1- and BACE2-deficient cells would
be compensated for by an increased metalloprotease cleavage,
such that no net change in total IL-1R2 processing would be
observed. If a similar situation of nearby cleavage sites by dif-
ferent proteases is found in other membrane proteins, it may be
a particular challenge to unequivocally identify a given protein
as a novel substrate for BACE proteases. In fact, a similar result
was observed for the type I membrane protein TGFa and the
GPI-anchored protein CD16. Similar to IL-1R2, processing of
both proteins was strongly enhanced upon transfection of
BACEL1 and -2, but their processing was not significantly altered
in BACE1-deficient or BACE1 and BACE2 double-deficient
cells (not shown). Both TGFa and CD16 are subject to an
a-secretase-like cleavage in their membrane-proximal domain,
which generates fragments of the same apparent molecular
weight as the ones generated by transfected BACE1l and
BACE2. Thus, like IL-1R2, both TGFa and CD16 may be
cleaved by BACE1 and -2 at a site very close to or identical to the
metalloprotease cleavage site. Potentially, BACE1 and BACE2
may have a more general role as alternative a-secretase-like
proteases and be involved in the shedding of additional type I,
type II, and GPI-anchored membrane proteins known to
undergo ectodomain shedding. This hypothesis may also pro-
vide a molecular explanation for the relatively mild phenotype
observed in BACEIl-deficient (61-63) and in BACE1 and
BACE2 double-deficient mice (39). With regard to the large
number of ADAM proteases, which have at least partially
redundant functions (4), BACE1 and -2 seem to be expressed at
low levels. If both proteases act as alternative a-secretases, their
loss of expression could be compensated for by the ADAM
proteases and would not necessarily lead to a similarly strong
phenotype as it is observed for some of the ADAM protease
knock-out mice (69, 70).

Regardless of whether or not IL-1R2 is cleaved by the endog-
enous BACEL, our finding that increased BACE1 expression
enhances IL-1R2 shedding may provide a molecular explana-
tion for a neuropathological change observed in AD brain.
BACEL expression is up-regulated in AD patients (71, 72) and
thus may potentially be the cause of the enhanced amount of
soluble IL-1R2 found in AD patients (22, 23). The increase in
IL-1R2 shedding has been suggested to be a reaction of the
brain to increased IL-1 concentrations found in AD brain (22).
Given that IL-1 has been linked in multiple ways to AD (18), the
increase in soluble IL-1R2 may be a cellular response aimed at
binding the excess IL-1 and preventing detrimental effects of
too much IL-1 in the brain.
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