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Einleitung

A.Einleitung
1. Die Alzheimer-Erkrankung

Die Alzheimer-Erkrankung ist eine iiber Jahre fortschreitende Erkrankung des Gehirns, die
vorrangig im Alter auftritt und durch die Abnahme der geistigen Leistungsfihigkeit
gekennzeichnet ist. Sie wurde erstmals im Jahre 1906 durch den Neurologen Alois Alzheimer
beschrieben (Alzheimer, 1907). Heute wissen wir, dass sie mit einem Anteil von iiber 60 %
aller Demenzerkrankungen die hiufigste Form der Demenz ist. Charakteristisch fiir eine
Demenz ist die Abnahme von Gedichtnisleistung und Denkvermdgen. Es werden zwei
Formen der Alzheimer-Demenz (AD) unterschieden: die familidr vererbte AD und die sehr
viel hdufiger auftretende, sporadische AD. Bei der familidren AD beginnt die Krankheit
aufgrund bestimmter Gendefekte schon zwischen dem 25. und dem 60. Lebensjahr. Diese
Form der AD konnte weltweit in bisher 300 Familien nachgewiesen werden (Blennow et al.,
2006). GroBter Risikofaktor fiir die sporadische AD ist das Lebensalter. So verdoppelt sich
der Anteil der Demenzkranken an der Bevolkerung im Abstand von jeweils 5 Altersjahren
und nimmt von knapp tiber 1 % in der Altersgruppe der 65 bis 69-Jdhrigen auf mehr als 30 %
unter den iiber 90-Jahrigen zu (http://www.deutsche-alzheimer.de/fileadmin/alz/pdf/FactSheet
01 Ol.pdf). Aus diesem Grund wird die Zahl an Alzheimer-Patienten in Regionen mit
steigender Lebenserwartung weiter anwachsen und zu einem immer groBeren Problem

werden.

1.1 Symptome der Alzheimer-Erkrankung
Die Alzheimer-Erkrankung wird entsprechend dem Schweregrad der Demenz in
verschiedenen Stadien eingeteilt. Im ersten Stadium der milden oder frithen Demenz ist vor
allem das Kurzzeitgedidchtnis beeintrachtigt. Patienten erinnern sich nicht mehr an ein
Gesprach oder Vorhaben und haben Schwierigkeiten neue Informationen zu behalten. In den
nidchsten Jahren schreitet die Krankheit zu einer mittelgradig schweren Demenz mit
ausgepriagten Merkfdhigkeits-, Orientierungs- und Sprachfindungsstdrungen fort. Auch das
korrekte Ausfiihren von alltdglichen Bewegungsablidufen bereitet zunehmend Probleme. Die
Personlichkeit und das Erscheinungsbild der Patienten kdnnen hingegen lange Zeit erhalten
bleiben. Im weiteren Verlauf der Krankheit kommen Stérungen von motorischen Funktionen
wie Laufen und Handarbeit dazu. Die Patienten verindern sich emotional, verlieren Interesse
an ihrer Umgebung und werden héufig aggressiv. Im letzten Stadium der schweren Demenz

ist der Patient psychisch vollig desorientiert und auch seine motorischen Funktionen sind so
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eingeschrinkt, dass er zum Pflegefall wird. Haufigste Todesursache von Alzheimer-Patienten

ist eine Infektion der Atemwege (http://www.alzheimerforum.de/2/2/wdakude k4.html).

1.2 Neuropathologische Merkmale der Alzheimer-Erkrankung

Die neuropathologische Diagnose der Alzheimer-Erkrankung erfolgt anhand von zwei
charakteristischen Proteinablagerungen in Bereichen des limbischen und des assoziativen
Kortex. Man nennt diese Ablagerungen neuritische Plaques und neurofibrilldre Biindel (Braak
et al., 1996). Neuritische Plaques sind extrazellulire Ablagerungen eines aggregierten
Peptides, dem Amyloid-B-Peptid (APB) (Glenner and Wong, 1984; Masters et al., 1985). In
neuritischen Plaques kommt AP vorrangig in einer 42 Aminosdure langen Form (APs4»), die
besonders leicht aggregiert (Jarrett et al., 1993; Lansbury, 1997) und zu einem geringen
Anteil in einer 40 Aminosdure langen Form (AP4) vor. AP wird von Neuronen und
Gliazellen unter physiologischen Bedingungen sezerniert (Busciglio et al., 1993; Golde et al.,
1992; Haass et al., 1992; Seubert et al., 1993; Shoji et al., 1992) und kann sich aufgrund
seiner hydrophoben Struktur zu [-Faltblattfibrillen zusammen lagern. Bei Alzheimer-
Patienten bilden diese AP-Fibrillen den mikroskopisch dichten Amyloidkern neuritischer
Plaques, der von verdnderten Neuriten, degenerierten Nervenzellkorpern (Braak et al., 1996)
und aktivierten Mikrogliazellen umgeben ist (Abb. 1A) (Pike et al., 1994). Neben neuritischen
Plaques treten auch nicht-fibrillire, amorphe AB-Ablagerungen auf, die man diffuse Plaques
nennt. Sie enthalten nur A4, sind nicht von verdnderten Neuronen und aktivierten Gliazellen
umgeben und gelten als Vorstufe der neuritischen Plaques (Giaccone et al., 1989).

Neurofibrilldre Biindel sind das zweite neuropathologische Kennzeichen der Alzheimer-
Erkrankung. Es handelt sich um intrazellulire Ablagerungen des Mikrotubuli-assoziierten
Proteins Tau (Grundke-Igbal et al., 1986). Unter nicht-pathologischen Bedingungen bindet
Tau an Mikrotubuli und stabilisiert das axonale Zytoskelett von Neuronen. Im Verlauf der
Alzheimer-Erkrankung wird Tau hyperphosphoryliert und lagert sich zu 10 nm dicken,
unloslichen Filamenten zusammen, die in Paaren helikale Biindel bilden (Abb. 1B) (Friedhoff
et al., 2000). Dies fiihrt zu einer Destabilisierung der Mikrotubuli und in Folge dessen zu
einem reduzierten Stofftransport und einer gestorten Reizweiterleitung in den Neuronen. Die
Ursache der Tau-Hyperphosphorylierung ist nicht vollstindig verstanden. Man geht aber
davon aus, dass sie sekundidr zur Amyloidablagerung, als Folge von veridnderten Kinase- und
Phosphataseaktivititen in geschidigten Neuronen stattfindet (Selkoe, 2001). Neben der

Alzheimer-Erkrankung finden sich  neurofibrillire = Biindel auch in anderen
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neurodegenerativen Krankheiten, wie zum Beispiel der Frontotemporalen Demenz (Morris et

al., 2001).

y ) P T B R Ao oD |

o ?}3\‘ L\*j # 3|
e % PR Y

- & }’%“‘l .J‘Fk:n o

» - ﬁ}i;f T Ij

. e ‘ 2 "4‘.1:_-. E:w: 4*‘" ..I{ri“ .g
e o e MR o

Abb. 1 Histopathologische Charakteristika der Alzheimer-Demenz
Hochauflosende mikroskopische Aufnahme AP-positiver neuritischer Plaques (A) und Tau-positiver

neurofibrilldrer Biindel und verdnderter Neuriten (B). Der GroBenmarker entspricht 100 um (aus:
Haass and Selkoe, 2007)

1.3 Die Amyloidkaskade
Wiéhrend die Symptome der Alzheimer-Erkrankung und deren neuropathologisches
Erscheinungsbild schon seit 100 Jahren bekannt sind, haben wir erst in den letzten Jahren
begonnen die Ursache und den Zusammenhang zwischen Plaquebildung und
Gedédchtnisverlust zu verstehen. Bedeutsam fiir neuartige Therapieansétze ist die Erkenntnis,
dass die primér schidigende Wirkung nicht von Amyloidplaques ausgeht, sondern dass
16sliche AB-Oligomere die eigentlich toxischen Species sind (Haass and Selkoe, 2007).
Amyloidplaques dagegen bilden ein Reservoir fiir reaktive AP-Oligomere. Man fasst die
Entstehung der Alzheimer-Krankheit in der sogenannten Amyloidkaskade (Haass and Selkoe,
2007; Hardy and Selkoe, 2002), die in Abbildung 2 dargestellt ist, zusammen. Am Anfang der
Kaskade stehen Verdnderungen im AB-Stoffwechsel, wie zum Beispiel eine vermehrte AB-
Bildung, ein reduzierter Abbau von AP oder eine Verschiebung des AB-Gleichgewichts
zugunsten von AP4r. APs, lagert sich zu loslichen Oligomeren zusammen und bildet die
ersten mikroskopisch sichtbaren, diffusen APs-Ablagerungen (Hardy and Higgins, 1992;
Selkoe, 1991). Die AP4-Oligomere beeintrichtigen die Reizweiterleitung an Synapsen
(Kamenetz et al., 2003; Walsh et al., 2002) und verursachen vermutlich die Frithsymptome
der Alzheimer-Erkrankung. Im néchsten Schritt wandeln sich diffuse Plaques durch Ap-
Fibrillenbildung in neuritische Plaques um. Die AP-Fibrillen der neuritischen Plaques
aktivieren Mikrogliazellen und Astrozyten und I6sen damit eine lokale Entziindungsreaktion

aus, die die umliegenden Neurone schidigt. Zeichen dieser Neuronschiddigung sind ein
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verdndertes intrazelluldres Ionenmilieu, oxidativer Stress und die Bildung neurofibrillérer
Biindel durch Tau-Hyperphosphorylierung. Als Folge kommt es zu einer Reduktion von
Synapsen und Nervenzellfortsdtzen oder zum Absterben der betroffenen Nervenzellen.
Warum die Ablagerung von AP im Gehirn in Regionen der Gedéichtnisbildung beginnt und

erst spater in anderen Regionen auftritt, ist bisher nicht verstanden.

verénderter AB-Stoffwechsel
v

A ,,-Oligomerisierung
Bildung diffuser AB-Plaques

'S N
Effekte der Ap-Oligomere Aktivierung einer
auf Synapsenfunktion Entziindungsreaktion
4 'Y

zunehmende Schéadigung der Neurone

v
oxidativer Stress und > veranderte Phosphatase-
veréndertes lonenmilieu und Kinase-Aktivitaten
Vv v
neuronale Fehlfunktion - Tau Hyperphosphorylierung
Zelltod Bildung neurofibrilléarer Blindel
¥

Demenz

Abb. 2 Schematische Darstellung der Amyloidkaskade
(modifiziert nach: Haass and Selkoe, 2007)

1.4 Therapie der Alzheimer-Erkrankung
Da es bisher keinen wirksamen Ansatz gibt, die Bildung oder Ablagerung von AP zu
beeinflussen, zielen géngige Therapieansitze auf eine Verzogerung des Krankheitsverlaufs
ab. Die frithen Symptome der Alzheimer-Demenz konnen durch bestimmte Arzneimittel
gemildert werden. Dazu zdhlen Acetylcholinesterase-Inhibitoren und Glutamat-Antagonisten
(Selkoe and Schenk, 2003). Aufgrund von Nervenzellschidigung herrscht an manchen
Synapsen ein Mangel an dem Neurotransmitter Acetylcholin, an anderen Synapsen hingegen
ein Uberschuss an dem Neurotransmitter Glutamat. Mit Hilfe von Acetylcholinesterase-
Inhibitoren wird der Abbau von Acetylcholin im synaptischen Spalt verzégert und somit eine
bessere Reizweiterleitung ermoglicht. Glutamat-Antagonisten verhindern dagegen eine

schidliche Uberreizung von Glutamat-Rezeptoren anderer Neuronentypen.

4



Einleitung

Seit einigen Jahren wird intensiv an der Entwicklung von Wirkstoffen geforscht, die die
Bildung von AP reduzieren. Dabei wird eine direkte Inhibition der APP-spaltenden Proteasen
beabsichtigt. In einem weiteren Ansatz versucht man die Lipidzusammensetzung der
Zellmembranen so zu verdndern, dass APP nicht mit den Proteasen kolokalisiert, die die
Bildung von AP katalysieren. Da bekannt ist, dass ein hoher Cholesteringehalt der
Zellmembran die Spaltung von APP zu A begiinstigt (Ehehalt et al., 2003; Fassbender et al.,
2001) wird zum Beispiel an Cholesterin senkenden Wirkstoffen geforscht. Neuartige
Therapieansdtze beabsichtigen eine Reduktion der 16slichen AB-Oligomere. Dies konnte zum
Beispiel durch die Entwicklung von Wirkstoffen, die die AB-Aggregation (McLaurin et al.,
2006) oder die Anlagerung von AB-Oligomeren an die Zellmembran verhindern, erreicht
werden. Untersucht werden auch Wirkstoffe, die die Bildung des schidlicheren A4
zugunsten nicht so schédlicherer, kiirzerer AB-Species verschieben (Weggen et al., 2001).
Besonders viel versprechend sind erste Versuche AB-Oligomere gezielt durch Immunisierung
gegen AP zu beseitigen. Sowohl in AD-Tiermodellen, als auch in ersten, noch vorldufigen
klinischen Studien konnte eine Verbesserung der Alzheimer-Symptome nach Ap-

Immuntherapie nachgewiesen werden (Hock et al., 2003; Nicoll et al., 2003; Schenk et al.,
1999).
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2. Das Amyloid-B-Vorlauferprotein

2.1 Struktur und Funktion des Amyloid-B-Vorlauferproteins
1987 ergaben molekularbiologische Untersuchungen, dass die AB-Peptidsequenz Teil eines
groferen Vorlduferproteins, dem Amyloid £ Precursor Protein (APP) ist (Goldgaber et al.,
1987; Kang et al., 1987, Robakis et al.,, 1987; Tanzi et al.,, 1987). AB wird durch
proteolytische Spaltung aus APP freigesetzt. APP ist ein Typ-I-Membranprotein mit einem
Signalpeptid, einer groen N-terminalen Ektodoméne, einer Transmembrandoméne und einer
kurzen zytoplasmatischen Domine. Die AB-Sequenz beginnt in dem membrannahen Teil der

Ektodomaine und endet innerhalb der Transmembrandomaéne (Abb. 3).

Abb. 3 Schematische Darstellung des Amyloid Precursor Proteins
Schematische Darstellung des Amyloid Precursor Proteins (APP). Die AB-Peptidregion ist in rot
markiert. PM: Plasmamembran.

Durch alternatives Spleilen der APP-mRNA entstehen Isoformen aus 695, 751 und 770
Aminosduren, wobei APP7s; und APP779 vor allem in nicht-neuronalen Zellen exprimiert
werden und APPgos fast ausschlieBlich in neuronalen Zellen vorkommt (Wertkin et al., 1993).
APP ist in der Evolution hoch konserviert und bildet zusammen mit den zwei homologen
Genen fiir APP-like Proteine-1 (APLP1) und APLP2 eine Genfamilie (Sprecher et al., 1993;
Wasco et al., 1992). Wihrend alle drei Proteine eine hohe Ubereinstimmung in der
Aminosduresequenz in der zytoplasmatischen und der Ektodoméne aufweisen, enthilt nur
APP die AB-Sequenz.

Obwohl seit vielen Jahren intensiv an APP und den APLPs geforscht wird, konnte deren
physiologische Funktion bisher nicht eindeutig gekldrt werden. Im Mausmodell resultiert der
Verlust von nur einem Gen der APP-Familie in keinem auffélligen Phénotyp, wohingegen das
kombinierte Ausschalten von APP und APLP2 oder APLP1 und APLP2 zum Tod der Méuse
nach der Geburt fithrt (Miiller et al., 1998). Dies deutet auf eine wichtige Funktion der APP-
Familie hin, die redundant von APLP2 und APP oder APLP2 und APLP1 ausgefiihrt werden

kann. Untersuchungen im Tier- und in Zellkulturmodellen verweisen auf eine Rolle der APP-

6
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Familie in der Zelladhdsion und Zellmigration. So zeigen APP/APLP2 und
APP/APLP1/APLP2 defiziente Tiere Storungen bei der Ausbildung von Synapsen und dem
Wachstum von Neuriten (Herms et al., 2004). In zellbiologischen Studien konnte auBlerdem
nachgewiesen werden, dass Proteine der APP-Familie durch Homo- und Heterodimerisierung
an der Plasmamembran Zell-Zellkontakte ausbilden und dadurch Zelladhdsion vermitteln
(Soba et al., 2005). Da in APP-defizienten Nervenzellen mehr Synapsen pro Nervenzelle und
ein Anstieg der synaptischen Aktivitdt beschrieben wurden, konnte APP auch fiir die
synaptische Transmission von Bedeutung sein (Kamenetz et al., 2003). A scheint in diesen
Prozessen eine wichtige modulatorische Rolle zu spielen (Priller et al., 2006). Und schlieBlich
sind fiir eine Form der 16slichen Ektodomédne von APP neuroprotektive und neurothrophe
Funktionen beschrieben worden (Furukawa et al., 1996; Meziane et al., 1998; Stein et al.,
2004). Eine erst kiirzlich erschiene Studie in APP-transgenen Mausen deutet sogar darauf hin,
dass die 16sliche APP-Ektodoméne allein die physiologische Funktion von APP vermitteln
kann (Ring et al., 2007).

2.2 Subzellularer Transport und proteolytische Spaltung von APP

APP wird aufgrund seiner N-terminalen Signalsequenz in das Lumen des endoplasmatischen
Retikulums (ER) translatiert und auf seinem Weg zur Plasmamembran durch N- und O-
Glykosylierung, durch Sulfatierung und Phosphorylierung weiter modifiziert (Selkoe, 1999;
Weidemann et al., 1989). Nur etwa 30% der gebildeten APPe werden erfolgreich zur
Plasmamembran geliefert, wo sie sehr schnell umgesetzt werden und deswegen eine kurze
Halbwertszeit besitzen (Herreman et al., 2003; Knops et al., 1992; Weidemann et al., 1989).
So kann APP an der Plasmamembran von Proteasen geschnitten und innerhalb weniger
Minuten mittels Clathrin-abhéngiger Endozytose in friihe Endosomen aufgenommen werden
(Vetrivel and Thinakaran, 2006). Von den frithen Endosomen wird APP in Transportvesikeln
zuriick zur Plasmamembran transportiert (Recycling) (Koo and Squazzo, 1994; Perez et al.,
1996) oder gelangt iiber spiate Endosomen zum Lysosom, wo es durch lysosomale Proteasen
abgebaut wird.

APP wird an der Plasmamembran und in den Endosomen von drei verschiedenen Proteasen
geschnitten, die man a-, B- und y-Sekretase nennt. Die a- und B-Sekretase schneiden APP
innerhalb der Ektodoméne nahe der Transmembrandoméne (Abb. 4). Dabei wird die
Ektodoméne von APP als I6sliches Fragment sezerniert (sSAPPa oder sAPPB) und in der
Membran bleibt ein verkiirztes APP-C-terminales Fragment (CTFa oder CTF) zuriick.
Diesen Prozess nennt man auch Ektodoménenspaltung. Entscheidend fiir die Entstehung der
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Alzheimererkrankung ist, dass die a- und p-Sekretase APP an unterschiedlichen Stellen
schneiden. Nur der B-Sekretase-Schnitt fiihrt zur Bildung des schidlichen Ap-Peptids. Der o-
Sekretase-Schnitt hingegen findet innerhalb der AP-Peptidsequenz statt und zerstort so die
AB-Doméne.

1 16 4042

...KM-DAEFRHDSGYEVHHQK-LVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVV-IA-TVIVITLVMLK...

f ! '

B a Yao Ya2

Abb. 4 Schematische Darstellung der Sekretase-Schnittstellen innerhalb der Ap-
Peptidsequenz

Schematische Darstellung der a-Sekretase- (o), f-Sekretase- () und y-Sekretase-Schnittstellen (y) in

der AB-Peptidsequenz. Der y-Sekretase-Schnitt findet an verschiedenen Positionen der AB-Sequenz

statt, wobei AB-Fragmente unterschiedlicher Aminosdurelinge entstehen (Aby). Die unterschiedlichen

y-Sekretase-Schnittstellen sind mit y, gekennzeichnet. Die AB-Peptidsequenz ist fett dargestellt. Die

Zahlen iiber der Sequenz geben die Aminosdureposition der AB-Sequenz der Schnittstellen an. PM:
Plasmamembran.

Das a- oder B-geschnittene APP-C-terminale Fragment kann dann von der y-Sekretase
innerhalb der Transmembrandomine geschnitten werden (Abb. 5). Wieder entstehen zwei
Fragmente, ein kleines Peptid, das sezerniert wird (p3 im Falle von CTFa (Haass et al., 1993)
oder AP im Falle von CTFf) und die APP-intrazellulire-Doméne (AICD), die als 16sliches
Fragment ins Zytosol gelangt (Sastre et al., 2001). p3 aggregiert im Gegensatz zu A nicht
und wird schnell abgebaut. Der a-Sekretase-katalysierte Weg, der nicht zur Entstehung von
AP fiihrt, wird anti-amyloidogener Weg genannt. Der B-Sekretase-katalysierte Weg hingegen,
der AP bildet, wird als amyloidogener Weg bezeichnet.
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Abb. 5 Schematische Darstellung der proteolytischen Prozessierung von APP

APP kann in zwei alternativen Wegen prozessiert werden. In dem anti-amyloidogenen Weg schneidet
zuerst die a-Sekretase die APP-Ektodoméne innerhalb der AB-Sequenz. sAPPa wird sezerniert und in
der Membran verbleibt ein C-terminales Fragment aus 83 Aminosduren (C83) zuriick. In dem
amyloidogenen Weg schneidet die B-Sekretase APP an der N-terminalen Seite der AB-Sequenz. Das
gebildete sAPPP wird sezerniert und ein Fragment aus 99 Aminosduren (C99) verbleibt in der
Membran. C83 und C99 werden anschlieBend innerhalb der Transmembrandoméne von der y-
Sekretase geschnitten. Im Falle von C83 wird p3 und im Falle von C99 A sezerniert. In beiden Fillen
wird die APP intrazellulidre C-terminale Doméne (AICD) ins Zytosol freigesetzt.

Die a- und B-Sekretase konkurrieren um die Ektodoménenspaltung von APP (Skovronsky et
al., 2000), wobei ein Grofiteil von APP durch die a-Sekretase prozessiert wird. Aullerdem
finden der a- und B-Sekretase-Schnitt in unterschiedlichen subzelluldren Kompartimenten
statt. Wahrend die a-Sekretase APP im sekretorischen Weg an oder nahe der Plasmamembran
schneidet (Sisodia, 1992), findet der -Sekretase-Schnitt von endogenem APP vor allem im
sauren Milieu der Endosomen statt (Haass et al., 1995b; Koo and Squazzo, 1994).

2.2.1 Die a-Sekretase
Die a-Sekretase schneidet APP innerhalb der AfB-Doméne und verhindert so die Bildung von
AB. Das losliche APP-Spaltfragment sAPPa wird sezerniert und besitzt neuroprotektive
Wirkung (Furukawa et al., 1996; Meziane et al., 1998; Stein et al., 2004). Daher katalysiert
die a-Sekretase den nicht schidlichen, anti-amyloidogenen Prozessierungsweg von APP. Die
a-Sekretasen  schneiden  ihre  Substrate  unabhingig von einer  bestimmten
Aminosdurekonsensussequenz 12-13 Aminosédurereste von der Membran entfernt. Im Falle
von APP findet der a-Sekretase-Schnitt innerhalb der AP-Doméne zwischen den

Aminoséureresten Lys16 und Leul7 statt (Esch et al.,, 1990; Sisodia et al., 1990). Des
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Weiteren weisen a-Sekretase-Substrate eine o-helikale Konformation im Bereich der
Spaltstelle auf (Sisodia, 1992). Bisher wurden drei Enzyme mit a.-Sekretase-Aktivitit fiir APP
identifiziert, die zur Familie der ADAM (A Disintegrin and Metalloproteinase) Proteinasen
gehoren, ndmlich ADAMI10 (Lammich et al., 1999), ADAM17/TACE (tumor necrosis factor-
o convertase) (Buxbaum et al., 1998), und ADAM9 (Allinson et al., 2003). Die ADAM-
Proteasen wiederum gehoren zur Familie der Zinkmetalloproteasen. Sie sind Typ-I-
Transmembranproteine mit einer Signalsequenz, einer Prodoméne, einer groflen luminalen
Doméne, die auch die katalytisch aktive Metalloproteasedomine enthélt, einer
Transmembrandoméne und einer kurzen zytoplasmatischen Doméne (Seals and Courtneidge,
2003). Die Prodomidne enthidlt einen konservierten Cysteinrest, der das Zinkion der
katalytischen Doméne koordiniert und die Metalloproteinasedoméne in einer inaktiven
Konformation hélt. Im trans-Golgi wird die Prodoméne von einer Furin-dhnlichen Protease
abgespalten und die ADAM-Protease aktiviert (Seals and Courtneidge, 2003). Die o-
Sekretase-Aktivitdt findet daher vorrangig in den spiten Kompartimenten des sekretorischen
Weges und an der Plasmamembran statt (Sisodia, 1992). Die zytoplasmatische Domine
variiert am stirksten unter den verschiedenen ADAM-Proteasen. Sie enthdlt Motive der
Protein-Protein Interaktion und dient der Signalweiterleitung und des zelluldren Transports
der ADAM-Proteasen. ADAM9, 10 und 17 besitzen zum Beispiel PxxP-Motive und
phosphorylierbare Serine, Threonine und Tyrosinreste und bieten damit Bindestellen fiir SH3-
und SH2-Doménen-enthaltende Proteine (Howard et al., 1999). Das menschliche Genom
kodiert fiir 19 verschiedene ADAM-Proteasen, die zum Teil in unterschiedlichen
Spleiflvarianten vorkommen und oft nur gewebespezifisch exprimiert werden. ADAM9, 10
und 17 weisen allerdings ein breites Expressionsprofil auf und kénnten daher potentiell in
allen Geweben die APP-Ektodomiéne spalten. Das aktive Zentrum der Metalloprotease-
doméne besteht aus drei konservierten Histidinresten, die in dem HExxHxxGxxH Motiv
liegen und einem Methioninrest, der in einer Schleife dem Histidinmotiv gegeniiberliegt
(Seals and Courtneidge, 2003). Nur 12 der 19 menschlichen ADAM-Proteasen enthalten
dieses Motiv und sind deswegen potentiell aktive Proteasen. Die ADAM-Proteasen
katalysieren die Ektodoménenspaltung von sehr verschiedenen Typ-1-
Transmembranproteinen, zu denen Zytokine und Zytokinrezeptoren (TNFa),
Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren (TGFa), extrazelluldre Matrixproteine (Collagen
IV), Adhédsionsproteinen und Proteine der Zellmigration und Zelldetermination (Notch, Delta)

gehoren. Aufgrund der Diversitit und Vielzahl der ADAM-Substrate vermitteln ADAM-
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Proteasen sehr unterschiedliche Funktionen in der Zelle (Seals and Courtneidge, 2003). Uber
die Regulation von ADAM-Proteasen ist nur sehr wenig bekannt. Man geht von einer
konstitutiven und einer regulierbaren Aktivitit aus. So flihrt z.B. eine Aktivierung der
Proteinkinase C (PKC) und der Protein Kinase A (PKA) zu verstirkter ADAM-Aktivitit
(Felsenstein et al., 1994; Hung et al., 1993; Jacobsen et al., 1994; Nitsch et al., 1992) .

2.2.2  Die B-Sekretase
Die B-Sekretase schneidet APP am N-terminalen Ende der AB-Domédne. Ein Idsliches
Fragment sAPPP wird freigesetzt und in der Membran bleibt ein 99 Aminoséure langes APP-
C-terminales Fragment (C99) zuriick, das noch die gesamte APB-Domédne enthdlt. Die B-
Sekretase katalysiert so den ersten Schritt der schiddlichen AB-Bildung. 1999 konnte als
zugehorige Protease APP cleaving enzyme 1 (BACE 1) identifiziert werden (Hussain et al.,
1999; Lin et al., 2000; Sinha et al., 1999; Vassar, 2001; Vassar et al., 1999; Yan et al., 1999).
BACE1 gehort zur Familie der Pepsin-dhnlichen Aspartylproteasen, wobei BACEI im
Gegensatz zu anderen Aspartylproteasen eine membranverankerte Protease mit luminaler
enzymatischer  Aktivitit ist. BACEl st ein 501 Aminosdure langes Typ-I
Transmembranprotein, mit einem N-terminalen Signalpeptid, einer Prodoméne, einer grof3en
katalytischen Domine, einer Transmembrandoméne und einer kleinen zytoplasmatischen
Doméne. In der katalytischen Doméne befinden sich die fiir Aspartylproteasen
charakteristischen Aminosduresequenzen DTSG und DTGS (Hussain et al., 1999; Vassar et
al., 1999; Yan et al, 1999). Im Gegensatz zur o-Sekretase weist BACE1 eine hohe
Substratspezifitit auf. BACEl erkennt das Aminosduremotiv. VKM*DA in der APP
Ektodomine, wobei die Schnittstelle mit einem * markiert ist (Citron et al., 1995). BACE1
besitzt ein pH-Optimum im leicht sauren Bereich bei pH 4,5-5,5. Als Folge findet der (-
Sekretase-Schnitt von endogenem wildtyp APP vor allem im sauren Kompartiment der
Endosomen und zu einem geringen Anteil im TGN statt (Haass et al., 1995a; Koo and
Squazzo, 1994). In einer besonders friih beginnenden Variante der familidr vererbten
Alzheimer-Demenz, der Schwedischen Mutation, in der die B-Sekretase Schnittstelle von
VKMDA zu VNLDA mutiert ist, wird APP besonders gut von BACE1 gebunden und kann
schon im ER geschnitten werden (Citron et al., 1992; Haass et al., 1995b; Vassar et al., 1999).
BACE!1 wird mit einem Propeptid in das Lumen des ER translatiert. Erst bei Verlassen des
ERs wird die Prodoméne von einer Furin-dhnlichen Protease abgespalten (Capell et al., 2000).

Der Transport von BACE1 in sekretorische Kompartimente wird iiber eine Bindung des
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Sortierproteins Golgi-localized vy-ear-containing ARF-binding protein (GGAl) an das
Dileucin Motiv DISLL in der zytoplasmatischen Doméne von BACE]1 beeinflusst (He et al.,
2002; Shiba et al., 2004; von Arnim et al., 2006; von Arnim et al., 2004). Uber
Serinphosphorylierung dieses Sortiermotivs kann die Interaktion von BACEI und GGAIl
moduliert werden (He et al., 2005; von Arnim et al., 2004). Auch der Transport von BACE1
innerhalb der endosomalen Kompartimente scheint iiber reversible Phosphorylierung der
BACEI1-zytoplasmatischen Doméne reguliert zu werden (Walter et al., 2001). Die BACEI-
mRNA wird in den meisten Gewebetypen exprimiert, wobei die hochste BACE1-Aktivitdt in
neuronalem Gewebe nachweisbar ist (Haass et al., 1992; Seubert et al., 1993). Neben einer
transkriptionellen Rgeulation (Grilli et al., 1995; Sastre et al., 2006; Toliver-Kinsky et al.,
2000), wird die BACE1-Expression zusdtzlich auf translationaler Ebene reguliert, indem
sowohl Guanin- und Cytosin-reiche Abschnitte als auch mehrere ATG-Codons der BACE1-
5'UTR die Translationseffizienz der BACE1-mRNA reduzieren (De Pietri Tonelli et al., 2004,
Lammich et al., 2004; Rogers et al., 2004).

Neben APP wurden als weitere BACEI Substrate unter anderem, P-Selektin-Glykoprotein
Ligand-I (PSGL-I) (Lichtenthaler et al., 2003), die Sialyltransferase ST6 Gall (Kitazume et
al., 2001) und LRP (low density lipoprotein receptor-related protein) (von Arnim et al., 2005)
identifiziert. Die physiologische Funktion von BACE1 konnte erst kiirzlich genauer definiert
werden. So belegen neueste Erkenntnisse in BACEl-defizienten Miusen eine Rolle von
BACE]! in der Prozessierung von Neuregulin und damit der Myelinisierung des peripheren

Nervensystems (Hu et al., 2006; Willem et al., 2006).

2.2.3 Die y-Sekretase
Die a-Sekretase- oder [B-Sekretase-Aktivitdt katalysiert zuerst die Abspaltung der APP-
Ektodomédne. Die in der Membran zuriickbleibenden C-terminalen Fragmente von APP
werden dann innerhalb der Transmembranregion von der y-Sekretase geschnitten. Im Falle
des von der B-Sekretase vorgeschnittenen C99 fiihrt der y-Sekretase-Schnitt zur Freisetzung
von AP. Der y-Sekretase-Schnitt weist keine strenge Sequenzspezifitdt auf, sondern kann an
mehreren Stellen der APP-Transmembranregion stattfinden (Esler and Wolfe, 2001). Es
entstehen deswegen AP-Fragmente unterschiedlicher Aminosdureldnge, wobei A4, etwa 10
% der Gesamtmenge von A} ausmacht, wahrend 90 % des gebildeten AP auf APy fallen. Da
AB4 mehr hydrophobe  Aminosdurereste enthdlt, zeigt APs; die hdochste

Aggregationsbereitschaft unter den AB-Fragmenten (Jarrett et al., 1993). In den letzten Jahren
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wurde die Identitit der y-Sekretase geklart. Es handelt sich um einen hochmolekularen
Proteinkomplex (Capell et al., 1998; Li et al., 2000; Yu et al., 1998), der bestehend aus den
vier Transmembranproteinen, Presenilin (PS), Nicastrin (NCT) (Yu et al., 2000), PEN-2 und
APH-1 (Francis et al., 2002; Goutte et al., 2002) volle Aktivitit besitzt (Edbauer et al., 2003)
(Abb. 6). PS ist die katalytisch aktive Untereinheit der y-Sekretase und gehort zur Familie der
GxGD-Aspartylproteasen (Haass and Steiner, 2002; Wolfe, 2006). Sie schneiden ebenso wie
Proteine der Signalpeptid-Peptidasefamilie, der Rhomboidfamilie und der Site-2-Protese-
Familie ihre Substrate innerhalb der Transmembranregion und werden deswegen auch
intramembrane cleaving Proteases oder i-ClePs genannt (Weihofen and Martoglio, 2003). Es
existieren zwei Spleiflvarianten von PS, die man mit PS1 und PS2 bezeichnet. Sowohl PS1 als
PS2 enthélt 9 Transmembrandoménen (TMD) (Henricson et al., 2005; Laudon et al., 2005;
Oh and Turner, 2005) wobei durch Endoproteolyse ein N-terminales Fragment aus TMD 1-6
und ein C-terminales Fragment aus TMD 7-9 gebildet wird (Thinakaran et al., 1996). Die
katalytisch aktiven Aspartatreste sind in TMD 6 und 7 enthalten (Steiner and Haass, 2000;
Wolfe et al., 1999). Im ER wird PS durch Anlagerung an einen schon vorgeformten Komplex
aus NCT und APH-1 (LaVoie et al., 2003) stabilisiert. Erst nachdem sich Pen-2 an diesen
trimeren Komplex angelagert hat, findet die Endoproteolyse des PS-Holoproteins statt (Luo et
al., 2003; Takasugi et al., 2003), wobei Pen2 die entstandenen C- und N-terminalen
Presinilinfragmente stabilisiert (Prokop et al., 2005; Prokop et al., 2004). Nach vollstindiger
Assemblierung im ER wird der y-Sekretase-Komplex zur Plasmamembran transportiert. Die
v-Sekretase-Aktivitdt ist an der Plasmamembran und in endosomalen und lysosomalen
Kompartimenten nachweisbar (Chyung et al., 2005; Kaether et al., 2006b; Pasternak et al.,
2003). Neben APP sind weitere Substrate des y-Sekretase-Komplexes identifiziert worden.
Dazu zdhlen Notch, APLP1 und APLP2, ErbB4, E- und N-Cadherine, LRP low density
lipoprotein receptor-related protein (LRP), CD44 (Kopan and Ilagan, 2004) und der
Interleukin-1 Rezeptor II (II-1R2) (Kuhn et al., 2007). Da y-Sekretase-defiziente Mause einen
Notch dhnlichen Phénotyp mit embryonalen Entwicklungsschiden aufweisen, geht man
davon aus, dass y-Sekretase-vermittelte Spaltung von Notch besonders kritisch fiir die
Embryonalentwicklung ist (Shen et al., 1997; Wong et al., 1997). y-Sekretase-Substrate sind
ausschlieBlich Typ-I-Transmembranproteine, die durch vorangegangene Ektodoménen-
spaltung nur noch als C-terminale Fragmente mit relativ kurzen luminalen Doménen
vorliegen (Struhl and Adachi, 2000). Man nimmt an, dass die groe luminale Domine von

NCT den N-Terminus der y-Sekretase-Substrate bindet und erst ab einer bestimmten Grof3e
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als Substrat akzeptiert (Shah et al., 2005). Des Weiteren ist fiir APP bekannt, dass auch der
membrannahe Anteil der APP-luminalen Domine kritisch fiir die Interaktion zwischen
Substrat und y-Sekretase ist (Ren et al., 2007). Aufgrund der Diversidt der y-Sekretase-
Substrate geht man davon aus, dass die y-Sekretase selbst eine generelle Funktion in der Zelle
erfiullt und fir den Abbau von membranverankerten Fragmenten von Typ-I-

Transmembranproteinen verantwortlich ist.

PEMZ

CTF APHI

"k

IIAICD

Abb. 6 Vereinfachte Darstellung des y-Sekretase-Komplexes

Presenilin, Nicastrin, PEN2 und Aphl bilden den katalytisch aktiven y-Sekretase-Komplex. Durch die
Intramembranproteolyse von C99 durch die y-Sekretase wird AP freigesetzt. ICD: Intrazelluldre
Domine, CTF: C-terminales Fragment, NTF: N-terminales Fragment (aus: Haass and Selkoe, 2007).

2.3 Endozytose von APP

Fiir die Bildung von AP ist es essentiell, ob APP dem a-Sekretase-Prozessierungsweg oder
dem [-Sekretase-Prozessierungsweg folgt. Da der a-Sekretase-Schnitt vorwiegend an der
Plasmamembran stattfindet und der B-Sekretase-Schnitt in den sauren Kompartimenten des
endosomalen Systems, féllt dem Transport von APP von der Plasmamembran in die
Endosomen eine entscheidende Rolle in der Weichenstellung zwischen ao- und [-
Prozessierungsweg zu. Auf die molekularen Vorgidnge der APP-Endozytose soll deswegen im
Folgenden ausfiihrlicher eingegangen werden.

APP wird im sekretorischen Weg an die Plasmamembran transportiert und von dort mittels
Clathrin-abhédngiger Endozytose in endosomale Kompartimente aufgenommen (Vetrivel and
Thinakaran, 2006). Die drei Hauptkomponenten der Clathrin-abhéngigen Endozytose sind das
Strukturprotein Clathrin, der Adapterprotein Komplex 2 (AP2) und die GTPase Dynamin
(Conner and Schmid, 2003). In bestimmten, Aktin-reichen Regionen der Plasmamembran

kommt es zu einer Konzentration von Oberfachenrezeptoren und zur Assemblierung von
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Clathrin zu einem Netz unterhalb der Plasmamembran (Clathrin Coat). Man nennt diese
Regionen Clathrin Coated Pits. AP2 initiiert die Zusammenlagerung von Clathrin und
koppelt das Clathrinnetz an die Oberfldchenrezeptoren. AP2 besteht aus vier Untereinheiten,
die o-Untereinheit bindet an das Phospholipid Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
(PtdIns(4,5)P;) der Plasmamembran, die -Untereinheit bindet Clathrin, die pu2-Untereinheit
bindet an Tyrosin-abhéngige Sortiermotive in den zytoplasmatischen Domidnen von
Oberfldachenrezeptoren wie APP und die 62-Untereinheit stabilisiert den AP2-Komplex
(Kirchhausen, 1999). Clathrin besteht aus drei schweren und drei leichten Ketten, die eine
dreiarmige Struktur, das Clathrintriskelion bilden. Nach Anlagerung an AP2 bilden die
Clathrintriskelions ein gekriimmtes Netz und fiihren so zu einer Invagination der
Plasmamembran (Brodsky et al., 2001). Unter Mitwirkung von Dynamin schniirt sich der
Clathrin Coated Pit von der Plasmamembran ab und bildet einen Clathrin Coated Vesicle
(CCV). Dynamin ist eine besonders grole GTPase, die neben der GTPase-Doméne eine
PtdIns(4,5)P,-bindende Pleckstrinhomologe (PH)-Domine, eine GTPase-Effektordoméne
(GED) und eine Protein-Protein-Interaktion-vermittelnde Prolin/Arginin-reiche Doméne
(PRD) enthilt. Uber die PRD interagiert Dynamin mit SH3-Dominen-enthaltenden
Adapterproteinen. Diese Interaktion vermittelt die Assoziierung von Dynamin mit stark
gekrimmten Membranbereichen, wie zum Beispiel der Membraneinstiilpung des Clathrin
Coated Pit. Dynamin lagert sich in einer Ringstruktur am Hals eines sich abschniirenden
Clathrin Coated Pit zusammen (Hinshaw and Schmid, 1995). Uber den Mechanismus der
Dynamin-vermittelten Vesikelabschniirung herrscht noch Unklarheit. In einem Modell wirkt
Dynamin wie ein Mechanoenzym, das durch seine Selbstassemblierung die Vesikel von der
Plasmamembran wegdriickt (Stowell et al., 1999; Sweitzer and Hinshaw, 1998). In einem
alternativen Modell rekrutiert die aktive GTP-gebundene Form von Dynamin weitere
Effektorproteine, wie zum Besispiel Aktin-bindende Proteine an den Vesikel und koordiniert
so die Abschniirung des Vesikels (Sever et al., 1999). In beiden Fillen ist die Hydrolyse des
gebundenen GTP notwendig, denn ein GTP-Hydrolyse-mutantes Dynamin (DynK44A)
inhibiert die Clathrin-abhédngige Endozytose (Damke et al., 1994). Der CCV wird mit Hilfe
des Aktinzytoskeletts von der Plasmamembran ins Zytosol transportiert. Nachdem sich der
Clathrin Coat im Zytosol von dem CCV abgelost hat, fusioniert der Vesikel mit frithen
Endosomen. Frithe Endosomen werden auch sortierende Endosomen genannt, da in frithen
Endosomen die endozytierten Oberflichenproteine in bestimmten Membranbereichen sortiert
und von dort an verschiedene endosomale Kompartimente weitertransportiert werden. In

Bereichen tubuldrer Membranausstiilpung kommt es zur Konzentration von Membran-
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proteinen, die iiber vesikuldren Transport in Recycling-Endosomen zuriick zur
Plasmamembran transportiert werden. In vesikuldren Bereichen des frithen Endosoms
verbleiben solche Oberflachenproteine, die iiber Fusionsvorgdnge zum spiten Endosom und
von dort zum Lysosom gelangen. Im Lysosom erfolgt dann der proteolytische Abbau der
endozytierten Proteine. Bestimmte Membranproteine gelangen vom spdten Endosom {iiber
vesikuldren Transport zum trans-Golgi Netzwerk (TGN). Man nimmt an, dass ein Grofteil
des endozytierten APPs und der APP-C-terminalen Fragmente {iber Recycling-Endosomen
oder iiber den Transport zum TGN zuriick zur Plasmamembran gelangen. Die Halbwertszeit
von APP in der Zelle ist allerdings recht kurz, da APP an der Plasmamembran und in den
endosomalen Kompartimenten von den Sekretasen geschnitten wird. In Abbildung 7 ist der

endosomalen Transport von APP schematisch dargestellt.
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Abb. 7 Endosomale Sortierung von Rezeptoren

Zelloberflachenrezeptoren werden mittels Clathrin-abhéngiger Endozytose in sortierende Endosomen
aufgenommen. Sie werden entweder iiber Recycling-Endosomen zuriick zur Plasmamembran
transportiert, oder erreichen iiber spite Endosomen die Lysosomen, wo sie abgebaut werden. Ein Teil
der Rezeptoren gelangt auch vom frithen oder sortierenden Endosom zum TGN. Zellkompartimente
sind mit Fettschrift gekennzeichnet, Pfeile markieren mogliche Transportprozesse. PM:
Plasmamembran, CCV: Clatrin Coated Vesicle, TGN: Trans-Golgi-Netzwerk.
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Fiir die Endozytose von APP ist das NPTY-Aminosduremotiv der zytoplasmatischen Doméne
notwendig. Mutiert man den Tyrosinrest in NPXY zu Alanin, wird APP nicht mehr effizient
internalisiert, sondern akkumuliert an der Plasmamembran. Als Folge findet eine vermehrte
Sekretion der APP-Ektodoméne und eine verminderte AB-Sekretion statt (Koo and Squazzo,
1994; Perez et al., 1996). Auch die Expression einer NPTY-defizienten APP-Mutante in APP
knock out Méausen verldngert die APP-Halbwertszeit und fithrt zu deutlich reduzierten Af-
Mengen im Gehirn dieser Miuse (Ring et al., 2007). NPTY gehort zur Klasse der Tyrosin-
anhéngigen Sortiersignale (Bonifacino and Traub, 2003). NPTY-Motive vermitteln nur in
einer kleinen Anzahl von Typ-I-Membranproteinen die Endozytose. Dazu zdhlen neben der
APP-Familie auch noch die low density lipoprotein (LDL)-Rezeptor-Familie und die Integrin-
B-Familie. Der Insulin- und der EGF-Rezeptor enthalten zusdtzlich zu anderen
Internalisierungsmotiven ebenfalls NPXY-Motive, die aber nur eine untergeordnete Rolle bei
deren Endozytose spielen (Bonifacino and Traub, 2003). NPXY-Signale treten meist in mittel
bis kurzen zytoplasmatischen Doménen auf und haben mindestens einen Abstand von zehn
Aminosduren zur Transmembrandoméine. Das zur LDL-Rezeptor-Familie gehorende LRP-1
besitzt zwei NPXY-Motive in seiner zytoplasmatischen Domine. Die Interaktion von
Sortiermotiven, wie dem NPXY-Motiv, zu ihren Erkennungsproteinen findet mit einer sehr
geringen Affinitdt statt und ist deswegen schwer nachzuweisen. Durch gezielte
Bindungsstudien des LDL-Rezeptor-NPXY-Motivs mit Komponenten des Clathrin Coats
konnte die N-terminale globuldre Doméne der Clathrin schweren Kette und die p2-
Untereinheit des AP2-Komplexes als potentielle NPXY-Bindeproteine identifizieren werden
(Boll et al., 2002; Kibbey et al., 1998). Alternativ zur Erkennung des NPXY-Motivs durch
Clathrin Coat-Komponenten werden Proteine mit einer Phosphotyrosin-bindenden (PTB)
Domine diskutiert. Einige dieser PTB-Doménen-interagierenden Proteine binden nicht
phosphorylierte NPXY-Signale und kolokalisieren oder interagieren mit Komponenten des
Clathrin Coats an der Plasmamembran. So konnte eine Rolle des PTB-Doménen-Proteins
Dab? fiir die Endozytose des LDL-Rezeptors nachgewiesen werden (Mishra et al., 2002). Als
weiteres PTB-enthaltendes Protein, das an Komponenten des Clathrin Coats bindet und als
Kandidat zur Erkennung von Tyrosinsignalen diskutiert wird, ist Numb (Santolini et al.,

2000).

2.4 APP-Bindeproteine
Im Falle von APP sind mehrere zytosolische Adapterproteine bekannt, die an das NPXY-
Signal der APP-zytosolischen Doméne binden und die Prozessierung von APP verindern.
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Dazu zihlen Proteine der Fe65-, der X11- und der JIP-Familie (King and Turner, 2004). Was
der molekulare Mechanismus dieser Effekte ist und ob die Interaktion von APP mit diesen
Adapaterproteinen die Endozytose von APP beeinflusst, wurde bisher nicht experimentell
iiberpriift.

Fe65 besitzt zwei PTB-Doménen und eine WW-Doméne. Die C-terminale PTB-Domine von
Fe65 bindet an das GYENPTY-Motiv von APP unabhdngig von einer Tyrosin-
phosphorylierung (Borg et al., 1996). Die zweite PTB-Doméne bindet das low density
lipoprotein receptor related Protein (LRP) (Trommsdorff et al., 1998) und die WW-Doméne
das Aktin-bindende Protein Mena. In Neuronen kolokalisiert Fe65 mit APP an Synapsen und
in Aktin-reichen Lamellopodien (Kinoshita et al., 2001; Sabo et al., 2003). Damit vermittelt
Fe65 die Bindung von APP an LRP und fiihrt auerdem zu einer Assoziierung von APP mit
dem Aktinzytoskelett. Die Uberexpression oder der knock out von Fe65 fiihren zu einer
vermehrten Sekretion von sAPP (Guenette et al., 1999; Pietrzik et al., 2004; Sabo et al.,
1999). Dieser Effekt ist abhidngig von LRP (Pietrzik et al., 2004). LRP ist ein
Oberflachenrezeptor, der an Proteine wie APP, Apolipoprotein E und o2-Macroglobulin
bindet und deren Transport zwischen der Plasmamembran und dem endosomalen
Kompartiment steuert (Herz and Strickland, 2001). In einem kiirzlich vorgestellten Modell
koppelt Fe65 APP an LRP und beeinflusst dadurch Prozessierung und Internalisierung von
APP (Pietrzik et al., 2004; Ulery et al., 2000). Es ist nicht bekannt, ob die Bindung von APP
an LRP und damit die Prozessierung von APP durch andere LRP-Liganden beeinflusst wird.
X1la bindet mit seiner PTB-Doméne an die vier Aminosduren YENP des GYENPTY-
Signals von APP (Zhang et al., 1997) und interagiert auch mit der aktivierten Form der ADP-
ribosylation factor (Arf) GTPasen am trans-Golgi (Hill et al., 2003). Uberexpression von
X11a erhoht die Menge an Gesamt-APP, verlidngert die APP-Halbwertszeit und reduziert die
Menge an sAPPa- und AB-Sekretion (Borg et al., 1998; Sastre et al., 1998). Diese Ergebnisse
sprechen fiir eine modulatorische Rolle von X11la im sekretorischen Transport von APP,
wobei auch eine Rolle im endozytotischen Weg diskutiert wird (King et al., 2003).

Neben diesen zytosolischen Adapterproteinen ist ein Typ-I-Transmembranprotein bekannt,
das an APP bindet und den endosomalen Transport von APP steuert (Andersen et al., 2006;
Rogaeva et al., 2007). SORL1 (auch sorLA, LR11) gehort zur LRP-Familie und kolokalisiert
mit APP in endosomalen Kompartimenten (Offe et al., 2006). Die Expression von SORLI
filhrt zu einer Zunahme des Golgi-lokalisierten APPs und einer Abnahme der sAPPa-,
sAPPf- und AB-Sekretion, sowie einer Abnahme des Zelloberflachen-APPs (Andersen et al.,
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2005; Rogaeva et al., 2007; Spoelgen et al., 2006). Ein knock down von SORL1 hingegen
resultiert in der vermehrten 3-Sekretase Prozessierung von APP (Rogaeva et al., 2007). In
einem kiirzlich beschriebenen Modell bindet SORL1 in dem endosomalen Kompartiment
sowohl APP als auch den Retromer-Komplex und dirigiert APP in den Transportweg zuriick
zum TGN (Rogaeva et al., 2007). SORL1 reduziert damit den Anteil an APP, der durch [3-
Sekretase prozessiert werden kann (Abb. 8).

APP

7 = NN -~
f v
/I \
/ I spates Endosom
s\ »
\
ER
Golgi

Recycling Endosom

Abb. 8 SORL1 dirigiert APP in den Recycling-Trasnportweg

In den endosomalen Kompartimenten bindet der Sortierrezeptor SORL1 an APP und den Retromer-
Komplex (RK) und dirigiert APP in den Recyclingweg zuriick zur Plasmamembran. Horizontale
Pfeile kennzeichnen die Spaltung von APP durch ADAM oder BACE1. Zellkompartimente sind mit
Fettschrift gekennzeichnet, gestrichelte Pfeile markieren mdgliche Transportprozesse. ER:
Endoplasmatisches Retikulum, PM: Plasmamembran (modifiziert nach: Rogaeva et al., 2007).

3. Expressionsklonierung zur ldentifizierung reglatorischer Proteine
der APP-Spaltung

Bisher ist nur sehr wenig iiber die Regulation der APP-Prozessierung durch o- und B-
Sekretase bekannt. Um neue Regulatoren der APP-Ektodominenspaltung zu identifizieren,
wurde von Dr. Stefan Lichtenthaler vor Beginn dieser Doktorarbeit ein
Expressionsklonierungs-Screen durchgefiihrt. Da die Ergebnisse des Screens die Grundlage
der vorliegenden Doktorarbeit bilden, wird im Folgenden der Screen kurz erldutert. In diesem

Expressionsklonierungs-Screen wurde eine APP-Spaltungs-Reporterzelllinie mit Klonen einer
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cDNA-Bibliothek transfiziert und solche Klone identifiziert, die eine Anderung der APP-

Spaltung verursachten.

Transfektion einer
humanen Hirn-
cDNA-Bibliothek
A

Abb. 9 Prinzip des Expressionklonierungs-Screens

HEK?293-Zellen exprimieren stabil ein Fusionsprotein, bestehend aus APP, an dessen Ektodoméne N-
terminal sekretorische Alkalische Phosphatase (AP) gekoppelt ist. Nach Transfektion der cDNA-
Bibliothek kann die AP-Aktivitit im Uberstand als MaB der APP-Ektodoménensekretion bestimmt
werden.

Identifizierung und

Charakterisierung

der identifizierten
Proteine

HEK293

96-Well-Platte

Als Reporterzelllinie wurde eine HEK293-Zelllinie etabliert, die stabil ein Fusionsprotein
(AP-APP) aus dem Reporterenzym sekretorischer Alkalischer Phosphatase (AP) und APP
exprimiert (Abb.9). Der Expressionslevel von AP-APP in der Reporterzelllinie lag ungefahr
3-5 mal iiber dem Expressionslevel von endogenem APP (Schobel et al., 2006). Um die AP-
APP-Reporterzelllinie resistent gegeniiber Apoptose-auslosenden Proteinen aus der cDNA-
Bibliothek zu machen, wurde zusétzlich die DNA der zwei anti-apoptotischen Proteine Bcl-
XL und CrmA stabil transfiziert. Bei der cDNA-Bibliothek handelte es sich um eine humane
Gehirn-cDNA-Bibliothek aus insgesamt 10° ¢cDNA-Klonen. Die AP-APP-Reporterzellinie
wurde in 96-well Platten ausgesit und in mehreren Screeningrunden mit Klonen der cDNA-
Bibliothek transfiziert. Zwei Tage nach Transfektion wurde der Uberstand der Zellen
abgenommen und die AP-Aktivitit im Uberstand bestimmt. Die DNA der Schalen, in denen
eine Anderung der AP-Aktivitit gegeniiber Kontroll-transfizierten Schalen auftrat, wurde
isoliert und sequenziert. In diesem Screen wurden mehrere cDNAs gefunden, deren
Expression die Ektodoménenspaltung von APP stimulieren. Unter ihnen waren zwei schon
bekannte Regulatoren der APP-Spaltung, die (-Sekretase BACE1 und die katalytisch o-
Untereinheit der PKA. Diese zwei Stimulatoren zeigen, dass der Screen in der Lage ist,
physiologisch relevante Proteine der APP-Spaltung zu detektieren, und validieren damit den
Screeningansatz. Aullerdem wurden zwei Endozytose-relevante Proteine identifiziert. Eine
Mutante von Dynamin, der die N-terminale GTPase-Doméne fehlt (DynANT) und das
Homologe von Numb, Numb-like. Des Weiteren wurden das APP Homologe APLP1 und ein
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bisher noch nicht charakterisiertes Mitglied der Sorting-Nexin-Unterfamilie SNX9/18/33 als
Stimulatoren der APP-Spaltung nachgewiesen. Da in dieser Doktorarbeit auch die
SNX9/18/33-Untergruppe untersucht wurde, sind im folgenden Kapitel die fiir diese Arbeit

relevanten Grundlagen der SNX-Familie zusammengefasst.

4. Die Sorting-Nexin-Familie

Bei der Sorting-Nexin- (SNX) Familie handelt es sich um eine Gruppe sehr diverser
zytosolischer Proteine, die durch das Vorhandensein einer Phosphoinositol-bindenden (PX)
Doméne charakterisiert ist. Im Menschen wurden rund 30 verschiedene SNXe identifiziert,
die man aufgrund ihrer Doménenstruktur in drei Klassen einteilen kann. In der ersten Klasse
sind solche SNXe zusammengefasst, die neben einer PX-Domine eine C-terminale
Bin/Amphiphysin/Rvs (BAR) Domine enthalten (SNX"*P*®). Die zweite Klasse umfasst die
SNXe, die nur eine PX-Domine enthalten (SNX") und die dritte Gruppe enthilt SNXe, die
neben der PX-Doméne noch andere Doménen enthalten (SNX ") (Seet and Hong, 2006).
Proteine der SNX-Familie vermitteln Membran- und Proteintransport in den endosomalen
Kompartimenten der Zelle (Carlton et al., 2005). In Abbildung 10 ist die Doménenstruktur,

der in dieser Doktorarbeit untersuchten SNXe schematisch dargestellt.

SNX1
SNXPEAR) B X - BAR

SNX9, SNX18, SNX33
(SNxPX—BAR—andere)

SNX17
(SNXPX)

Abb. 10  Domanenstruktur der in dieser Arbeit untersuchten Sorting-Nexine

Gezeigt sind die unterschiedlichen Dominen verschiedener SNXe. SNX1 enthdlt neben der PX-
Domine eine C-terminale BAR-Domine, SNX9, SNX18 und SNX33 enthalten zusétzlich noch eine
N-terminale SH3-Doméne. SNX17 enthélt nur die PX-Doméne. PX: Phosphoinositol-bindend; BAR:
Bin/Amphiphysin/Rvs; SH3: Src Homologie 3 Doméne.

PX = BAR
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4.1 Membranassoziierung der Sorting-Nexine

Allen SNXen gemeinsam ist die Phospholipid-bindende PX-Domine. PX-Doménen wurden
als erstes in zwei Untereinheiten (p40P"™ und p47°"*) des Phagozyte-NADPH-Oxidase
(Phox)-Komplexes identifiziert (Ponting, 1996). Es handelt sich um ein stark konserviertes
Motiv von 100 bis 140 Aminosduren, das spezifisch an Phosphoinositide (PI) der
Zellmembran bindet und damit die Membranassoziierung der PX-enthaltenden Proteine
vermittelt (Seet and Hong, 2006). Die verschiedenen Membranen der Zelle weisen eine
charakteristische PI-Zusammensetzung auf, die Transportproteinen, wie den PX-Dominen-
Proteinen als Anlagerungsstellen dienen und damit die zellulire Lokalisierung dieser
Transportproteine bestimmen. So bindet die PX-Doméne von SNX1 bevorzugt PtdIns(Shah et
al.)P und dirigiert damit SNX1 zu frithen Endosomen (Cozier et al., 2002; Zhong et al., 2002),
wihrend SNX9 mit Clathrin Coated Pits der Plasmamembran kolokalisiert (Lundmark and
Carlsson, 2003).

Die Struktur der bis heute bekannten PX-Doméine weist eine charakteristische Faltung auf.
Die PX-Doméne besteht aus einer Tasche eines N-terminalen drei-strangigen B-Faltblatts und
einer helikalen Untereinheit aus drei a-Helixes. In dieser Tasche bilden stark konservierte
Argininreste eines Arg-Arg-(Tyr/Phe)-Ser-(Asp/Glu)-Phe-Motivs Wassserstoffbriicken zu
den Phosphatresten und den Inositol-Hydroxyl-Gruppen der PI aus (Bravo et al., 2001; Lu et
al., 2002). Mutationen dieser Argininreste verhindern sowohl PI-Bindung als auch
endosomale Lokalisierung von SNX1 (Zhong et al., 2002). Die Bindung zwischen der PX-
Domine und den PI findet meist mit einer geringen Affinitét statt und kann durch die
Interaktion anderer Membran-bindender Doménen, wie der BAR-Domiéne der SNXPBAR.
Untergruppe verstirkt werden. BAR-Doménen binden vor allem an gekriimmte
Membranbereiche und sind selber in der Lage eine Membrankriimmung oder Abschniirung zu
initiieren (Peter et al., 2004). Zusitzlich vermitteln BAR-Doménen die Dimerisierung von
SNXen. Bisher sind zwei Mechanismen bekannt, wie die Membranassoziierung von PX-
Dominen enthaltenden Proteinen reguliert werden kann. Einmal kann durch die Stimulierung
verschiedener Rezeptor-Tyrosin-Kinasen die PI-Zusammensetzung der Plasmamembran
verandert und damit die Affinitdt bestimmter PX-Dominen zur Plasmamembran erhoht
werden (Gray et al., 1999; Oatey et al., 1999). Zum anderen kann die PI-Bindestelle der PX-
Domine durch die Interaktion mit anderen Proteinen blockiert werden. So liegt z.B. SNX9 im
Zytosol in Form eines inaktiven Komplexes mit Aldolase vor. Phosphorylierung von SNX9
verhindert die Bindung der SNX9-PX-Domidne an die Aldolase und erlaubt die

Membranassoziierung und Aktivierung von SNX9 (Lundmark and Carlsson, 2004).
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4.2 Sorting-Nexine vermitteln den endosomalen Proteintransport
SNXe liegen in der Zelle in einer 16slichen zytosolischen Form vor, die iiber die PX-Doméne
mit Membranen bestimmter Kompartimente des endozytotischen Weges assoziieren kann. In
Uberexpressions- und knock down-Studien verschiedener SNXe konnte die Inhibition von
jeweils bestimmten Transportvorgéngen in diesen Kompartimenten beobachtet werden. Der
molekulare Mechanismus der SNX-vermittelten Effekte ist allerdings nur in wenigen Féllen
bekannt. Innerhalb der SNX-Familie ist die Funktion von SNX1 besonders gut untersucht. So
ist SNX1 zusammen mit SNX2 Teil des Retromer-Komplexes und vermittelt den
Riicktransport von Proteinen aus dem sortierenden Endosom zum TGN (Haft et al., 2000).
Zusitzlich wurde in Uberexpressionsstudien eine Rolle fiir SNX1 in dem endosomal-
lysosomalen Transport des EGF-Rezeptors (EGFR) und von PAR-1 gezeigt. SNX1 bindet
spezifisch an das lysosomale Sortiersignal des EGFRs und stimuliert dessen Abbau,
beeinflusst aber nicht die Endozytose des EGFRs. Damit scheint SNX1 an mehreren
endosomalen Transportvorgidngen beteiligt zu sein. SNX9 hingegen interagiert an der
Plasmamembran mit Komponenten des Clathrin Coats und spielt eine Rolle bei der Clathrin-
abhingigen Endozytose mehrerer Oberflachenrezeptoren (Lin et al., 2002; Lundmark and
Carlsson, 2003). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass SNX9 Dynamin bindet und die
Membranassoziierung und die Aktivitdit von Dynamin beeinflusst (Lundmark and Carlsson,
2004; Soulet et al., 2005). SNX17 wiederum ist in frithen Endosomen lokalisiert, bindet an
das NPXY-Motiv von Mitgliedern der LDLR-Familie und dirigiert diese Proteine in den
Recycling-Weg zuriick zur Plasmamembran (Burden et al., 2004; Stockinger et al., 2002; van
Kerkhof et al., 2005). Diese Beispiele zeigen, dass SNXe nur in bestimmten Kompartimenten
des endozytotischen Weges lokalisiert sind und dort den Transport von Membranproteinen

vermitteln.
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B. Zielsetzung

APP kann in zwei alternativen Wegen prozessiert werden. Wird APP zuerst von der a-
Sekretase geschnitten, entsteht das neuroprotektive sAPPa-Fragment. Wird die Ektodoméne
von APP hingegen von der B-Sekretase geschnitten, entsteht das neurotoxische AB-Peptid.
Damit man in Zukunft die Entstehung der AB-Plaques beeinflussen kann, ist es essentiell zu
verstehen, wie APP in den a- oder in den 3-Sekretase-Weg dirigiert wird. Bisher ist allerdings
sehr wenig iiber die Regulation dieser alternativen Prozessierungswege bekannt. Man weil,
dass die a- und PB-Sekretase um die Spaltung von APP konkurrieren. Blockiert man zum
Beispiel das endosomale Recycling von APP, kommt es zu einer Zunahme des (3-Schnitts, es
wird mehr sAPPf3 und mehr A} gebildet (Rogaeva et al., 2007). AuBBerdem ist bekannt, dass
die a-Sekretase-Prozessierung von APP durch Aktivierung bestimmter Signaltransduktions-
wege gesteigert werden kann. Die molekularen Mechanismen und die daran beteiligten
Proteine konnten bisher nicht im Detail identifiziert werden. Um solche regulatorischen
Proteine der APP-Ektodoménenspaltung zu identifizieren, wurde von Dr. Stefan Lichtenthaler
vor Beginn dieser Doktorarbeit ein Expressionsklonierungs-Screen durchgefiihrt. Dazu wurde
eine APP-Spaltungs-Reporterzelllinie mit Klonen einer humanen Gehirn-cDNA-Bibliothek
transfiziert und solche cDNAs isoliert, die eine Anderung der APP-Spaltung verursachten
(Lichtenthaler et al., 2003; Neumann et al., 2006; Schobel et al., 2006). In diesem Screen
wurden das APP-Homologe APLP1 (Neumann et al., 2006) und das bisher nicht
charakterisierte Mitglied der Sorting-Nexin (SNX) Familie SNX33 (Schobel et al.,
Manuskript eingereicht) als neuartige Stimulatoren der APP-Spaltung identifiziert. Ziel dieser
Doktorarbeit war eine genaue Beschreibung der APP-Spaltung bei Expression von APLP1
und SNX33, sowie die Identifizierung der zugrunde liegenden molekularen Mechanismen.

Als erstes sollte gekldart werden, ob APLP1 und SNX33 nur die APP-Spaltung in der
Reporterzelllinie verdndern, oder auch die Spaltung von endogenem APP beeinflussen. Dabei
war von besonderem Interesse, ob es sich um eine Aktivierung der generellen APP-
Ektodomédnenspaltung handelt oder ob APLP1 und SNX33 spezifisch auf die a-Sekretase-
oder [(-Sekretase-Spaltung von APP wirken und damit die anti-amyloidogene oder die
amyloidogeme Prozessierung von APP fordern. Des Weiteren sollte die Spezifitit dieser
Effekte untersucht werden. Im Falle von APLP1 sollte herausgefunden werden, ob APP und
APLP2 die Prozessierung von APP ebenfalls beeinflussen und wie sich die Expression andere
Typ-1-Transmembranproteine auf die APP-Spaltung auswirkt. Um Hinweise auf einen

moglichen molekularen Mechanismus des APLP1-vermittelten Effekts zu bekommen, sollten
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die fiir die APP-Spaltungszunahme verantwortlichen Domédnen von APLP1 identifiziert
werden. In einem weiteren Schritt sollten dann Bindeproteine gefunden werden, die mit
diesen Doménen interagieren und den Effekt auf die APP-Spaltung vermitteln.

Im Falle von SNX33 war es von Interesse, wie sich SNX9 und SNXI18, sowie weniger
homologe SNXe im Bezug auf die APP-Spaltung verhielten. Da alle bisher untersuchten
SNXe den endosomalen Transport von Oberflichenrezeptoren modulieren, sollte getestet
werden ob SNX9/18/33 eine Rolle bei dem endosomalen Transport von APP spielt und auf
diese Weise die APP-Spaltung beeinflussen konnte.
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C. Material und Methoden

1. Material

1.1 Chemikalien, Reagenzien und Enzyme
Material Bezugsquelle
Acrylamid-Ldsung (30% in dH,0) 0O-BioGen
Agarose NA Amersham Biosciences

Alkalische Phosphatase-Substrat
APS

Ampizillin

ATP

BamHI

Biotin (EZ-Link™ Sulfo-NHS-SS-Biotin)
BSA

CaCl2

DABCO

DAPT

Dimethylsulfoxid (DMSO)
oaDMEM

T4-DNA Ligase (5U/ul)
T4-DNA Ligase Puffer

dNTP

EcoRI

FCS

Gelatin (Teleostean gelatin)
L-Glutathion, reduziert
Glutathion Sepharose 4B (GSH-Sepharose)
Glycin

Glyzerin

HCI

HEPES

HindIII

Hygromyzin

KCl

IPTG, dioxanfrei

Isopropanol

Lipofectamin 2000

26

Roche

Roche

Roth

Roche

MBI Fermentas
Pierce

Uptima, Interchim
J.T. Baker

Sigma

Dr. Boris Schmidt
Roth

Invitrogen

Roche

Roche

Roche

MBI Fermentas
Gibco

Sigma

Sigma

Amersham Biosciences

Biomol

Roth

Merck

Biomol

MBI Fermetas
Invitrogen
Merck

Roth

Merck

Invitrogen
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1 kB-DNA-Leiter

KH,PO,

Magermilchpulver (instant)

B-Mercaptoethanol

MgCl,

MgSO,

MnCl,

Molekulargewichtsstandard Marker (See Blue Plus 2)
Mowiol

NaCl

NaHPO4

Ncol

NH,CI

Notl

NP-40

Paraformaldehyd

PAS

P/S

Peroxidase-gekoppelte anti-Kaninchen IgG (1mg/ml)
Peroxidase-gekoppelte anti-Maus IgG (1mg/ml)
Peroxidase-gekoppelte anti-Ratten IgG (1mg/ml)
PGS

PMA

pNPP

pl

Proteinmarker

Puromyzin (50 pg/ml)

Pwo-Polymerase (1U/pl)

10x Pwo-Polymerase Reaktions-Puffer
Random Primer DNA Labeling System

RNAse H

Saccharose

SAP (1U/ul)

SAP (1U/ul)-Puffer

SDS

SFII
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Gibco Invitrogen Corporation
J.T. Baker

Frema

Merck

Merck

Merck

Sigma

Invitrogen

Hoechst

Roth

Sigma

New England Biolabs
Merck

MBI Fermentas
Sigma-Aldrich

J.T. Baker
Sigma.Aldrich

Gibco

Promega

Promega

Promega

Amersham Biosciences
Sigma

Sigma

Roche

Invitrogen

Invitrogen

PegLab

PeqLab

Invitrogen

Invitrogen

Merck

Roche

Roche

Calbiochem

New England Biolabs
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STEN
Streptavidin Sepharose High Performance

TEMED

Biorad
GE Healthcare Bio-Sciences AB
Merck

Tricin Biomol

Tris Biomol

Tris-Borat Merck

Triton X-100 Merck

Trypsin Invitrogen

Tween-20 Merck

Xbal MBI Fermentas
1.2 Kits

Kits Bezugsquelle

NucleoBond AX500 Kit Macherey-Nagel

NucleoSpin Extract Kit Macherey-Nagel

NucleoSpin Plasmid Kit Macherey-Nagel

BCA Kit Uptima, Interchim

ECL Detektionsreagenz
ECL plus Detektionsreagenz

Amersham Biosciences

Amersham Biosciences

RNAeasy Kit
Superscript first strand synthesis kit
DNAse Kit

1.3 Puffer

Quiagen
Invitrogen

Invitrogen

Tabelle 1: Ubersicht der verwendeten Puffer.
Angegeben ist der Name und die Zusammensetzung der Puffer.

Puffer

Zusammensetzung

Acrylamid-Losung

30% (w/v) Acrylamid-BIS-Acrylamid
in dH20

Ammoniumchlorid-Losung

50 mM NH4Cl in PBS

Ampizillin-Lésung
(Stammlosung 1000x)

100 mg/ml Ampizillin geldst in 70%
Ethanol

APS

10% Stammldsung in H20

Alkalische Phosphatase-
Substrat

1 Tablette in 1 ml H20O 16sen,
1:500 einsetzen

Biotin-Losung (EZ-LinkTM
Sulfo-NHS-SS-Biotin)

0,5 mg/ml in PBS-Puffer

Block-Puffer fiir Western Blot
(Blockierlosung)

5% Magermilchpulver in PBST

Blockreagenz fiir

2% BSA
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Immunfluoreszenz

2% FCS
0,2% Gelatine
geldst in PBS

DNA-Proben-Puffer (4x)

30% (v/v) Glyzerin,
10 mM EDTA,
0,05% Orange G in dH20

Einfriermedium

FCS mit 5% DMSO

Elektrophorese-Lauf-Puffer

25 mM Tris, 0,2 M Glycin,
0,1% SDS in dH20

Glutathion-Puffer

1,54 g Glutathion,

0,53 g NaCl,

100 pl 1,25 M CaCl2,

100 pl 1,25 M MgCI2

0,2 g BSA

mit NaOH auf pH 8,6 in dH20

Glyzerin-Losung

50% (w/v) Glyzerin in dH20

Glycin-Losung

20 mM Glycin in PBS-Puffer

Grundmedium

DMEM

10% FCS

50 U/ml Penizillin

50 pg/ml Streptomyzin

LB-Medium

1% Trypton,
0,5% Hefeextrakt,
0,5% NaCl pH 7,0

LB-Medium mit Ampizillin

LB-Medium
100 pg/ml Ampizillin

Lysis-Puffer

50 mM Tris pH 7,5,
150 mM Nac(l,

1% NP-40,

2 mM EDTA

Mowiol-Losung

15% Mowiol
50 mg/ml DABCO in dH20

NP-40 (Nonidet P-40)

10% (w/v) Stammldsung in dH20

PBST

PBS —Puffer
0,05% Tween-20

PCM PBS-Puffer

1 mM CaClI2

0,5 mM MgCI2
PAS 2 mg PAS in 1 ml 20% EtOH geldst;
(Protein A Sepharose) vor Gebrauch 3x mit PBS waschen
PBS 140 mM NacCl,

10 mM Na2HPO4

1,75 mM KH2PO4, pH 7,4

mit HCl eingestellt in dH20

(autoklaviert)
PBS-EDTA PBS (steril), 25 mM EDTA
Penizillin/Streptomyzin (P/S) | 5000 U/ml Penizillin

5 mg/ml Streptomyzin

PGS

2 mg PGS in 1 ml 20% EtOH gelost;
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(Protein G Sepharose)

vor Gebrauch 3x mit PBS waschen

pNPP (p-Nitrophenyl-
Phosphat)

5 mg/ml pNPP in Substratpuffer

Poly-L-Lysin-Losung

100 pg/ml Poly-L-Lysin gelost in PBS
(steril)

Primédrantikdrper

0,25% (w/v) BSA
0,05% (w/v) Natriumazid
Antikdrper (vgl. Tab. 4/5)

in PBST
Sammelgel-Puffer (,,High Tris | 0,5 M Tris-HCI pH 6,8
Buffer®) 0,4% (w/v) SDS in dH20
4x SDS-Proben-Puffer Fiir 10 ml:

4 ml 20% (v/v) Glyzerin,

4 ml 20% (w/v) SDS

1 ml B-Mercaptoethanol,
1,25 ml 1M Tris pH 6,8,
10 ul 10% Bromphenolblau

Sekundirantikorper

0,25% (w/v) BSA
Antikdrper (vgl. Tab. 6)
in PBST

SOB-Medium

20 g Trypton,

5 g Hefeextraxt,

0,5 g NaCl,

10 mM MgCl2,

10 mM MgSO4,

2,5 mM KCI

ad 11 H20, (autoklavieren)

STEN

0,05M Tris HCI pH 7,6
0,15 M NacCl

2 mM EDTA

0,2 % NP40

STEN-NaCl

NaCl in STEN

STEN-SDS

0,1 % SDS in STEN

Streptavidin Sepharose High
Performance

0,5 M Tris-HCI pH 6,8
0,4% (w/v) SDS in dH20

TAE-Puffer (50x)

2 M Tris
1 M CH3COOH
50 mM EDTA

TB-Puffer

10 mM Hepes,

15 mM CaCl2 x 2H20,

250 mM KCI, pH-Wert 6,7 mit KOH
einstellen,

55 mM MnCI2 x 2H20

steril filtrieren

TBE-Puffer

9 mM Tris-Borat
2 mM EDTA in dH20

Transfer-Puffer

25 mM Tris,
0,2 M Glycin

Transformationsmedium

DMEM ohne Zusitze

Trenngel-Puffer

1,5 M Tris-HCI pH 8.8
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(,,Low Tris Buffer*) 0,4% (w/v) SDS in dH20
Triton-Lésung 0,2% Triton X-100 in PBS
(Immunfluoreszenz)

Trypsin-Losung 0,05% Trypsin,
0,53 mM EDTA * 4Na

in Hanks’ B.S.S.

1.4  Antikdrper

Tabelle 2: Ubersicht tiber die verwendeten Primarantikorper.

Angegeben ist die Bezeichnung des Antikorpers, das Zielprotein gegen welches der Antikorper
gerichtet ist, die zur Immunprézipitation (IP), Western Blot (WB) oder zur Immunfluoreszenz (IF)
verwendete Verdiinnung des Antikorpers, die Wirtsspezies, sowie die Bezugsquelle des Antikorpers.
Alle verwendeten Maus und Ratten-Antikdrper sind monoklonal, alle verwendeten Kaninchen-

Antikdrper polyklonal.
Bezeichnu | Zielprotein IP WB IF IgG Bezugsquelle
ng
192 wt sAPPB --- 1:100 | --- Kaninchen | Dr. D. Schenk
(Seubert et al.,
1993)
2A1 SH3-Doméne | 1:10 1:200 1:1 Ratte Dr. E. Kremmer
von SNX33
22C11 APP --- 1:5000 | --- Maus Dr. K. Beyreuther
5313 APP - - 1:300 Kaninchen | Eurogentec
Ektodoméne (Capell et al.,
2000)
6687 APP 1:400 | 1:1000 | --- Kaninchen | Eurogentec
C-Terminus (Water, 2000)
6C6 SNX9 --- 1:100 --- Ratte Dr. E. Kremmer,
67 SNX33 1:200 | 1:500 -—- Kaninchen | Eurogentec
Ab150 AP dhnliche --- 1:1000 | --- Kaninchen | Simone Eggert,
Doméne von Dr. K. Beyreuther
APLPI
o-Adaptin | a-Adaptin --- --- 1:300 Maus Affinity
Bioreagents
B-Aktin humanes - --- 1:1000 | --- Maus Sigma
Aktin
Dyn Dynamin - 1:1000 | --- Kaninchen | Cell Signaling
Dyn (Hudy) | Dynamin 1 1 - - Maus Upstate
1) mg/ml
EEAI Early - - 1:300 Kaninchen | BD Transduction
endosomal Laboratories
antigen 1
EGFR EGFR - 1:1000 | --- Maus BD Transduction
Laboratories
Flag Flag- 1:100 | 1:1000 | --- Maus Sigma
Markierung
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HA.11 HA- 1:300 | 1:1000 | 1:100 Maus Covance
Markierung
LRP1704 LRP C- 1:300 | 1:1000 | --- Kaninchen | Dr. C. Pietrzik
Terminus
IR IR --- 1:250 --- Maus BD Transduction
Laboratories
Clathrin Clathrin - - 1:1000 | Maus Affinity
Bioreagents
W02 sAPPa --- 1 pg/ml | --- Maus Dr. K. Beyreuther

Tabelle 3: Ubersicht tiber die verwendeten Sekundarantikorper.
Angegeben ist der Name, Zielprotein und Wirtsspezies der verwendeten Sekundérantikorper.
Auflerdem ist die Verwendung mit entsprechender Verdiinnung sowie die Bezugsquelle angegeben.
HRP: Meerrettich-Peroxidase.

Bezeichnung Zielprotein | Wirtsspezies | Applikation | Verdinnung | Firma
Anti-mouse-HRP Maus IgG Ziege WB 1:10000 Promega,
DAKO
Anti-rabbit- Kaninchen Ziege IF 1:1000 Molecular
Alexa488 IgG Probes
Anti-rabbit- Kaninchen Ziege IF 1:1000 Molecular
Alexa555 IgG Probes
Anti-rabbit-HRP Kaninchen Ziege WB 1:10000 Promega
IgG
Anti-rat-HRP Ratten IgG Ziege WB 1:5000 Jackson
Immuno
Research
Anti-hlgG Fc Mensch Ziege WB 1:5000 Cappel
IgG Fe

1.5 S&uger-Zelllinien

Tabelle 4: Ubersicht Gber verwendete Zelllinien.
Angegeben ist der Name und die Herkunft der Zelllinie sowie das Medium und die Bezugsquelle der

Zelllinie.
Zelllinie Herkunft Medium Bezugsquelle
HEK293E Humane embryonale | DMEM, 10% FCS, P/S | ATCC
(stabil transfiziert Nierenzellen (50 U/ml / 50 pg/ml)
mit EBNA1-Protein)
COS Affen-Nierenzellen DMEM, 10% FCS, P/S|ATCC
(50 U/ml / 50 pg/ml)
CHO K1 Hamster-Ovarzellen |DMEM, 10% FCS Dr. S. Leppla
CHO 13-5-1 Hamster-Ovarzellen |DMEM, 10% FCS Dr. S. Leppla

defizient in LRP
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Tabelle 5: Ubersicht tiber verwendete genetisch veranderte Zelllinien.

Angegeben ist der Name der stabilen Zelllinie, der Name der jeweiligen Mutterzelllinie, das exogen
exprimierte Protein, das verwendete Selektionsmedium und die Bezugsquelle der Zelllinie. AP:
Alkalische Phosphatase; TNFR2: Tumor necrosis factor receptor 2.

Name Mutter- | Exogen Medium Bezugsquelle
zelllinie  |exprimiertes
Protein
HEK?293E/AP- HEK293E | AP-APP, Bcl- DMEM, 10% FCS, P/S |Dr. S.
APP X /CrmA (50 U/ml / 50 ug/ml), |Lichetnthaler

0,3 pg/ml Puromyzin,
40 pg/ml Hygromyzin

HEK293E/AP-L- |HEK293E | AP-L-Selektin |DMEM, 10% FCS, P/S |Dr. S.

Selektin (50 U/ml /50 pg/ml), |Lichtenthaler
0,3 ug/ml Puromyzin,
40 pg/ml Hygromyzin

HEK293E/AP- HEK293E | AP-TNFR2 DMEM, 10% FCS, P/S |Dr. S.

TNFR2 (50 U/ml / 50 pug/ml), |Lichtenthaler
0,3 ug/ml Puromyzin,
40 pg/ml Hygromyzin

HEK293E/APP695 | HEK293E | APPgoswt DMEM, 10% FCS, P/S |im Rahmen
(50 U/ml /50 pg/ml), |dieser Arbeit
100 pg/ml Hygromyzin | hergestellt

1.6 Plasmide

Tabelle 6: Ubersicht der verwendeten Plasmide.

Angegeben ist die Bezeichnung des Plasmids, der Name des Vektors und der Name der cDNA-
Sequenz, falls bekannt die Restriktionsschnittstellen, mit denen die gewiinschte cDNA-Sequenz in den
Vektor eingefiigt wurde, sowie die Bezugsquelle des Plasmids.

Plasmid Vektor cDNA Restriktions- Bezugsquelle
enzyme
P12-BACE1-HA  |peakl2 BACE!1 C- HindIII; Xbal erhalten von Dr. S.
terminal HA- Lichtenthaler
markiert
P12-BACE1 peak12 BACE1 HindIII; Xbal erhalten von Dr. S.
Lichtenthaler
P12-ADAMI10 peak12 ADAMI0 HindIII; Xbal erhalten von Dr. S.
Lichtenthaler
P12-ADAMI10-HA |peakl2 ADAMI10 C- HindIII; Xbal erhalten von Dr. S.
terminal HA- Lichtenthaler
markiert
P8-APLP1 peak8 APLP1 cDNA-Bibliothek
(Edgebio)
P8-788-B8 peak8 SNX33 cDNA-Bibliothek
(Edgebio)
P12-APP695 peak12 APPgys Kpnl, EcoRI erhalten von Dr. S.
Lichtenthaler
P12-APP695-HA | peakl2 APPgos Hind Xbal erhalten von Dr. S.
Lichtenthaler
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P12-APLP1-HA

peak12

APLP1 C-
terminal HA-
markiert

HindIII, Xbal

1im Rahmen dieser
Arbeit generiert

P12-APLP1-GFP

peakl2

APLPI1 C-
terminal GFP-
markiert

HindIII, Xbal

im Rahmen dieser
Arbeit generiert

P12-APLP2-HA

peak12

APLP2 C-
terminal HA-
markiert

HindIII, Xbal

erhalten von Dr. S.
Lichtenthaler

P12-HA-L-Selektin

peakl12

L-Selektin N-
terminal HA-
markiert

HindIII, Xbal

erhalten von Dr. S.
Lichtenthaler

P12-sIg7-APLPI

peakl2

Fusionsprotein
aus der IgG1-
Ektodomine, der
CD7-
Transmembran-
doméne und der
zytoplasmatische
n Domaéane von
APLP1

Mlul, Notl

im Rahmen dieser
Arbeit generiert

P12-slg7-
APLPI1(Y/S)

peak12

Fusionsprotein
aus der IgG1-
Ektodomine, der
CD7-
Transmembran-
doméne und der
zytoplasmatische
n Domaéane von
APLP1, wobei
Tyrosin 638 von
APLPI1 zu Serin
mutiert st

Mlul, Notl

im Rahmen dieser
Arbeit generiert

P12-slg7-IR

peak12

Fusionsprotein
aus der IgG1-
Ektodomine, der
CD7-
Transmembrand
oméne und der
zytoplasmatische
n Domine des
IRs

Mlul, Notl

im Rahmen dieser
Arbeit generiert

P12-sIg7-IR(S/Y)

peak12

Fusionsprotein
aus der IgG1-
Ektodomine, der
CD7-
Transmembrand
oméne und der
zytoplasmatische
n Doméne des

Mlul, Notl

im Rahmen dieser
Arbeit generiert
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IRs, wobei Serin
zwei AS vor
dem NPXY-
Motiv zu tyrosin
mutiert ist

P12-slg7-
ADAM17

peak12

Fusionsprotein
aus der IgG1-
Ektodoméne, der
CD7-
Transmembrand
omaéne und der
zytoplasmatische
n Doméne von
ADAM17

Mlul, Notl

erhalten von Dr. S.
Lichtenthaler

P12-HA-APLPI-
CTF106

peak12

APLPI1-C-
terminales-
Fragment aus
den C-
terminalen 106
Aminosiuren

Xbal, Notl

im Rahmen dieser
Arbeit generiert

P12-HA-APLPI-
CTF106Acyto

peak12

APLP1-C-
terminales-
Fragment

Xba, Not

im Rahmen dieser
Arbeit generiert

P12-HA-APLPI-
CTF106ER

peakl2

APLP1-C-
terminales-
Fragment aus
den C-
terminalen 106
Aminosduren
mit einem ER-
Retentionsmotiv

Xbal, Notl

im Rahmen dieser
Arbeit generiert

P12-GFP-ICD

peak12

Fusionsprotein
aus der APLP1-
zytoplasmatische
n Doméne und
GFP

erhalten von Dr. S.
Lichtenthaler

P12-APLP1-GFP

peakl2

APLPI1 C-
terminal GFP
markiert

HindIlIl, Xbal

im Rahmen dieser
Arbeit generiert

pclneo-LRP-CT

pclneo

C-terminales
Fragment von
LRP

EcoRI-Notl

erhalten von C.
Pietrzik

PCB1-Dyn

PCBI

Dynamin1

erhalten von Dr.
M. Caron

PCB1-DynK44A

PCB1

Dominant
negative
Mutante von
Dynaminl (K44
A)

erhalten von Dr.
erhalten von Dr.
M. Caron

pcDNA3-Fe65-

pcDNA3

Fe65 C-terminal

erhalten von C.
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Flag mit Flag Pietrzik
markiert
pRKS5-hIR pEKS IR erhalten von Dr.
A. Ullrich
pcDNA3-EGFR pcDNA3 | EGFR erhalten von Dr.
G. Gill
pCEP4-APLP1 pCEP4 APLP1 erhalten von Dr. S.
Eggert, Dr. K.
Beyreuther
pCEP4- pCEP4 Mutante von erhalten von Dr. S.
APLPIANPTY APLP1 ohne Eggert, Dr. K.
GYENPTY Beyreuther
Motiv
pCEP4-APLP2 pCEP4 APLP2 erhalten von Dr. S.
Eggert, Dr. K.
Beyreuther
pOTB-SNX9 pOTB SNX9 ATCC (ID
3832234)
pOTB-SNX1 pOTB SNX1 ATCC (ID
2964409)
pOTB-SNX17 pOTB SNX17 RZBD
pCMV6XLA4- pCMV6XL | SNX18B erhalten von
SNAGI 4 Xantos
P12-Dyn-HA peakl12 Dynamin C- HindIII; Xbal im Rahmen dieser
terminal HA- Arbeit generiert
markiert
P12-DynK44A-HA |peak12 DynaminK44A | HindIII; Xbal im Rahmen dieser
C-terminal HA — Arbeit generiert
markiert
P12-DynK44A- peak12 DynaminK44A | HindIII, Xbal im Rahmen dieser
GFP C-terminal GFP Arbeit generiert
—markiert
P12-Kon peak12 Kontroll HindIII; Notl erhalten von Dr.
Sequenz B. Seed
P12-GFP peak12 GFP HindIII; Notl erhalten von Dr. S.
Lichtenthaler
P12-PKCa peak12 PKCa HindIII; Notl erhalten von Dr. S.
Lichtenthaler
P12-SNX1-HA peak8 SNX1 Ncol; Xbal im Rahmen dieser
Arbeit generiert
P12-SNX9 pOTB SNX9 HindIIl, Notl im Rahmen dieser
Arbeit generiert
P12-SNX9-HA peak12 SNX9 C- HindIII; Xbal im Rahmen dieser
terminal HA- Arbeit generiert
markiert
P12-SNX17-HA peakl12 SNX17 C- HindIII; Xbal im Rahmen dieser
terminal HA- Arbeit generiert
markiert
P12-SNX18-HA peakl12 SNX18 C- EcoRI; Xbal im Rahmen dieser
terminal HA- Arbeit generiert
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markiert

P12-SNX33 peakl12 SNX33 HindIII; Notl im Rahmen dieser

Arbeit generiert

P12-SNX33ASH3- |peakl2 SNX33 ohne HindIII; Xbal im Rahmen dieser

HA SH3 Doméne C- Arbeit generiert
terminal HA-
markiert

P12-SNX33-GFP |peakl2 SNX33 C- Xbal; Notl im Rahmen dieser
terminal GFP- Arbeit generiert
markiert

P12-SNX33-HA peakl12 SNX33 C- HindIII; Xbal im Rahmen dieser
terminal HA- Arbeit generiert
markiert

1.7 Oligonukleotide

Tabelle 7: Beschreibung der verwendeten Oligonukleotide

Angegeben ist der Name des neu klonierten Plasmids, die in der PCR verwendeten Oligonukleotide

sowie der Name des zur Klonierung verwendeten Plasmids.

Plasmidname

Oligonukleotid-Sequenzen

cDNA

P12-Dynamin-HA

Dyn1 rattus Hindll1 fw lang:

5’- GCA TCA AGC TTC CAC CAT GGG CAA
CCG CGG CAT GGA AG-3’
DynK44A Xbal _rev_Sue

5’-GAG CTC TAG ACC GAG GTC GAA GGG
GGG CCT GGG GCT C-3’

pCB1-
Dynamin

P12-DynaminK44A-
HA

Dynl1 rattus Hindll1 fw lang:

5’- GCA TCA AGC TTC CAC CAT GGG CAA
CCG CGG CAT GGA AG-3’

DynK44A Xbal_rev_Sue

5’-GAG CTC TAG ACC GAG GTC GAA GGG
GGG CCT GGG GCT C-3°

pCB1-
DynaminK44A

P12-SNX1-HA

SNX1-Ncol

5’-GCT CCA CAA TGG CGT CGG GTG GTG
GTG-3’

SNX1rev Xba neu

5’-GTG CTC TAG AGA GAT GGC CTT TGC
CTC AG-3°

pOTB-SNX1

P12-SNX18-HA

SNX18 BamHI fw

5’-GGA TCC CGT CAT GGA CCT ATT AGC-
33

SNX18 Xba rev new Sue

5’-GAG CTC TAG ACC ATC ATA TCT AGC
GGC TAA TG-3’

pCMV6XL4
SNAGI

P12-SNX33

SNX788B8CTXba

5’-GCT CTA GAC CGA GGT TGT CAT ACA
TGC GCA G-3°

SNX788B8NTHind

5’-GCA TCA AGC TTC CAC CAT GGC ACT

P8-SNXBS

37




Material und Methoden

GAA AGG CCG-3°

P12-SNX33-GFP

GFPXbal

5’-CTA GTC TAG AGA TGG TGA GCA AGG
GCG-3’

p12-Not

5’-TGG ATG CAG GCT ACT CTA GGG-3°

P12-GFP

P12-SNX33-HA

SNX788B8CTXba

5’-GCT CTA GAC CGA GGT TGT CAT ACA
TGC GCA G-3°

SNX788B8NTHind

5’-GCA TCA AGC TTC CAC CAT GGC ACT
GAA AGG CCG-¥

P8-SNXBS

P12-SNX33-ASH3-
HA

SNX788B8ASH3-Hind-f

5’-GCA TCA AGC TTC CAC CAT GGC ACT
GTC TGG CAT CAG CAC CAA CC-3°
SNX788B8CTXba

5’-GCT CTA GAC CGA GGT TGT CAT ACA
TGC GCA G-3°

P8-SNXBS

P12-SNX9-HA

SNX9-Hind-F

5’-GCA TCA AGC TTC CAC CAT GGC
CAC CAA GGC-3°

SNX9-Xba-R

5’-TGC TCT AGA CCC ATC ACT GGA
AAG CGG C-¥

pOTB7-
SNX9

P12-APLP1-HA

APLP1 Xba_ rev:
TGCTCTAGAGGTCGTTCCTCCAGGAAG
APLP1 BamHI_fw:
GCCGCCGTGGATCCCGAG

pS-APLP1

P12-APLP1-GFP

APLP1 Xba rev:
TGCTCTAGAGGTCGTTCCTCCAGGAAG
APLP1 BamHI_fw:
GCCGCCGTGGATCCCGAG

p8-APLP1

P12-slg7-APLPI

APLP1 cyto Fw Mlul:
GTCGACGCGTAGGAAGAAGCCCTACGGG
GC

APLP1rev:
CGCTGCGGCCGCTCAGGGTCGTTCCTCCA
G

p8Aplpl

P12-slg7-
APLPI1(Y/S)

APLP1 cyto Fw Mlul:
GTCGACGCGTAGGAAGAAGCCCTACGGG
GC

APLP1 NPTYYS Not rev:
GCATGCGGCCGCTCAGGGTCGTTCCTCC
AGGAAGCGGTAAGTGGGGTTCT
CAGAGCCGTGCCGCTGCAGTTCG

P12-s1G7-
APLP1-CTF

P12-slg7-IR

IRcytofwMIul:
GTCGACGCGTAGGCAGCCAGATGGGCCG
C,

IRCTNotrev (insulin receptor):
GCATGCGGCCGCTTAGGAAGGATTGGAC

pRKS-IR
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CG

P12-sIg7-IR(S/T)

IRcytofwYSMutMlul:
GTCGACGCGTAGGCAGCCAGATGGGCCG
CTGGGACCGCTTTACGCTTATT
CAAACCCTGAGTATCTCAGTG
IRCTNotrev (insulin receptor):
GCATGCGGCCGCTTAGGAAGGATTGGAC
CG

pRKS-IR

P12-HA-APLPI-
CTF106

APLP1RCTFXbafw:

CTAGTCTAGAGCAGTATGAGCGAAAGGTG
APLP1rev:
CGCTGCGGCCGCTCAGGGTCGTTCCTCCA
G

p8Aplpl

P12-HA-APLPI1-
CTF106Azyto

AplplR CTF Xba fw:
CTAGTCTAGAGCAGTATGAGCGAAAGGT
G

APLP1 delta cyto rev:
CGCTGCGGCCGCTCAGGGCTTCTTCCTGC
GCAG

p8SAPLPI

P12-HA-APLPI-
CTF106ER

APLP1RCTFXbafw:
CTAGTCTAGAGCAGTATGAGCGAAAGGT
G

APLP1ER rev:
CCTGCGGCCGCTCAGTTCTGCTTCTTGCC
GGGTCGTTCCTCCAGG

p8SAPLPI

P12-SNX17-HA

SNX17EcoRlI:
GCATCGAATTCCACCATGCACTTTTCCAT
TCCC

SNX17Hind:
GCATCAAGCTTCCACCATGCACTTTTCCA
TTCCCG

SNX17Xba:
GTGCTCTAGAAGATCCTCATCTCCAATGC
C

pOTB-SNX17

P12-APP695-HA

peak12Hind:
CATTCTCAAGCCTCAGACAGTGG
p12APP-Xbal rev:
TGCTCTAGATTCTGCATCTGCTCAAAGAA
C

p12APP695

P12-DynK44A-GFP

DynK44A Xbal_rev_Susanne:
GAGCTCTAGACCGAGGTCGAAGGGGGGC
CTGGGGCTC

Dynl1 rattus Hindll1 fw lang:
GCATCAAGCTTCCACCATGGGCAACCGC

GGCATGGAAG

pCB1DynK44
A
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1.8 Verbrauchsmaterial
Material

Bezugsquelle

Deckglaser

Einfriergefa3e (Qualifreeze)
Einwegpipetten (2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml)
Einweg-PP-Rohrchen steril (15 ml, 50 ml)
Filme Super RX

Gel-Blottingpapier

Glasplattchen (@ 10 mm)
Nitrocellulosemembran

Objekttrager

Pasteurpipetten

Pipettenspitzen

PVDF Immobilon, Transfermembran
Quick Spin Sédulen

Reaktionsgefal3 (1,5 ml)

RNA Shredder Sdulen

96 Well Platten (Proteinbestimmung)

Zellkulturschalen (96 Well, 24 Well, 6 cm, 10 cm)

Menzel-Gliser
Qualilab

Sarstedt

Sarstedt

Fuji

Schleicher & Schuell
Marienfeld
Schleicher & Schuell
Menzel-Glaser
Volac

Sarstedt

Milipore

Roche

Sarstedt

Quiagen

Nunc

Nunc

Zellschaber Corning Incorporated

1.9 Gerate
Gerét Bezugsquelle
Bunsenbrenner Heraeus
Dokumentation (Quickstore plus II) MS Laborgerite
Drucker Geldokumentationsanlage Mitsubishi
Elektrophoresekammern Owl Separation Systems, Inc.
Filmentwicklungsgerét (Curix 60) Agfa
Fluoreszenzmikroskop Zeiss, Leica DMRB
Gefrierschrank (Arktis) AEG
Gelkammer Biorad
-80 °C-Gefrierschrank Heraeus
Heizblocke Stuart Scientific, NeoLab

37 °C-Inkubator

Kamera (CCD Video Camera Module)
Kiihlschrank (Santolini et al.)
Kiihlzentrifuge (Biofuge fresco)
Mikrowelle

PCR-Maschine (Mastercycler personal)
pH-Elektrode

Photometer

Pipettierhilfe (Accu-Jet)

Scanner

Schiittelinkubator Certomat BS-1
Sonifier (Cell Disruptor B 15)
Spannungsquelle

Sterilwerkbank

Thermomixer kompakt
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MS Laborgerite
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Heraeus

Alaska

Eppendorf

Schott

Tecom Spectra
Brand

Hewlett Packard

B. Braun Biotech International
Branson

Biorad

Heracus Instruments
Eppendorf



Material und Methoden

Transferkammer BioRad
Thermomixer Eppendorf
Tischzentrifuge (Biofuge pico) Heraeus
Uberkopfschiittler (Reax2) Heidolph
UV-Schirm Intas
Vortex VF2 IKA-Labortechnik
Wasserbad GFL
Zihlkammer (Neubauer) Optik Labor
Zentrifuge Avanti J-20 XP Beckmann
Zentrifuge Megafuge 1.0 Heraeus Instruments
2. Methoden

2.1 Molekularbiologische Methoden

2.1.1 Polymeraseketten Rektion (PCR)
Die PCR-Reaktionsansidtze wurden gemischt und in einem Thermocycler entsprechend dem
unten angegebenem Programm prozessiert. Die Produkte der jeweiligen PCR wurden
anschlieBend mit Hilfe eines Agarosegels aufgetrennt (C.2.1.2) und die entstandenen DNA
Fragmente direkt analysiert oder aus dem Gel isoliert (C.2.1.3).

Reaktionsansatz: PCR Programm:

1 ul cDNA (ca. 100-500 ng/ul) 1 Zyklus: 95 °C, 3 min

1 ul 5°-Oligonukleotid (fw; 100 pM) 30 Zyklen: 95 °C, 30 sec

1 pul 3°-Oligonukleotid (rw; 100 uM) 52 °C, 30-60 sec
1 ul ANTP-Mix (10 mM) 72 °C, 2 min

1 ul Pwo-Polymerase (1U/ul) 1 Zyklus: 72°C, 10 min

5 ul Reaktionspuffer, komplett (10x)
mit dH,O auf 50 pl Endvolumen auffiillen

2.1.2  Agarose-Gelelektrophorese
Zur elektrophoretischen Trennung und Analyse von linearen DNA-Fragmenten,
superhelikaler Plasmid-DNA und zur priparativen Isolierung von DNA-Fragmenten wurden
1-1,5%-ige Agarosegele in TBE-Puffer und 0,2 pg/ml Ethidiumbromid verwendet. Vor dem
Auftragen wurden die DNA-Proben mit 1/4 Volumen 4-fach DNA-Probenpuffer versetzt. Als
GroBenstandard diente eine 1kb-DNA-Leiter. Die Elektrophorese erfolgte bei 120V in TAE-

Puffer in Agarosegelkammern.
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2.1.3 Isolierung von DNA aus Agarosegelen
Das gewiinschte DNA-Fragment wurde unter UV-Licht mit Hilfe eines Skalpells aus dem
Agarosegel geschnitten. AnschlieBend wurde die DNA mit dem Nucleospin Extract Kit nach

Vorschrift des Herstellers aufgereinigt.

2.1.4 Sequenzierung der DNA-Konstrukte
Die Sequenzierung der DNA-Konstrukte erfolgte durch die Firma GATC Biotech AG
(Konstanz). Die Richtigkeit der Sequenzen wurde mit Hilfe des Programms ,Blast 2

sequences* (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi) iiberpriift.

2.1.5 Schneiden von DNA mit Restriktionsendonukleasen
Fiir analytische Ansétze nach Plasmidpriparationen wurden Plasmid-DNA fiir ca. 1-2 h bei
37 °C mit Restriktionsendonukleasen im unten angegebenen Mengenvehiltnis inkubiert. Fiir
préiparative Ansédtze im Rahmen einer Klonierung wurden Plasmid-DNA oder PCR-Produkte
fiir 4 h inkubiert. Die DNA-Fragmente wurden anschliefend mit Hilfe eines Agarosegels
analysiert oder isoliert (C.2.1.2 oder C.2.1.3).

Restriktionsverdau:

0,5-1 ug Plasmid DNA oder 5-10 ng PCR Produkt
10 U Restriktionsenzym

3 ul Restriktions-Puffer

mit dH,O auf 30 ul Endvolumen auffiillen

2.1.6  Dephosphorylierung von DNA
Die 5’-Phosphatgruppen der linearisierten DNA-Molekiile (C.2.1.5) wurden vor der Ligation
mit alkalischer Phosphatase (SAP) fiir 1 h bei 37 °C im Dephosphorylierungsansatz inkubiert.
Anschlieend wurde die dephosphorylierte Plasmid-DNA aufgereingt (C. 2.1.2 und C.2.1.3).

Dephosphorylierungsansatz:

1 pg linearisierte Plasmid DNA

1 ul SAP (1U/ pl)

2 ul SAP Puffer

mit dH,0 auf 20 pl Endvolumen auftiillen
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2.1.7 Ligation von DNA
Die Insertion des mit den entsprechenden Restriktionsenzymen verdauten DNA-Fragments
(C.2.1.5) in das linearisierte, dephosphorylierte Plasmid (C.2.1.5 und C.2.1.6) erfolgte unter
der Verwendung der T4 DNA-Ligase. Dafiir wurden Plasmid und Fragment DNA mit der T4
DNA Ligase und T4 DNA-Ligase Puffer im Ligationsansatz gemischt und fiir 2-3 h bei RT
inkubiert. Der komplette Ligationsansatz wurde zur Transformation in kompetente E. coli-

Zellen (C. 2.1.9) verwendet.

Ligationsansatz:

100 ng Plasmid DNA

500 ng DNA Fragment

1 ul T4 DNA Ligase (5U/ ul)

2 ul T4 DNA Ligase Puffer

mit dH,O auf 50 pl Endvolumen auffiillen

2.1.8 Herstellung des kompetenten Bakterienstamms DHS5a
100 ml SOB-Medium wurden mit einer Escherichia coli DH5a-Kolonie angeimpft und {iber
Nacht bei 37 °C/700 upm inkubiert. Am nichsten Morgen wurde die Bakterienkultur mit
SOB-Medium in einem Volumen von 250 ml auf die OD 0,1 verdiinnt und bei 18 °C/250 upm
fir 20-24 h inkubiert. Erreichte die Bakterienkultur eine OD von 0,6-0,8, wurde die Kultur
auf fiinf 50 ml-Falkon-Gefdaen aufgeteilt und 10 Minuten auf Eis inkubiert. Es folgte eine
Zentrifugation bei 4 °C/3500 upm fiir 20 min. Das Bakterienpellet wurde anschliefend in 80
ml TB-Puffer resuspendiert (4 °C) und 10 min auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation
bei 4 °C/3500 upm fiir 20 Minuten wurde das Pellet in 20 ml TB-Puffer (4 °C) gel6st und 1,5
ml DMSO (Endkonzentration: 7%) zugegeben. Nach einer 10-miniitigen Inkubation auf Eis
erfolgte eine Aliquotierung der Bakteriensuspension in 200 pl-Aliquots bei 4 °C. Die
Bakterienaliquots wurden umgehend in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei —80 °C

gelagert.

2.1.9 Transformation des Ligationsproduktes in E. coli
20 ul des Ligationsansatzes sowie ein Ligations-Kontrollansatz ohne Insertion wurden mit je
100 ul DHS5a bei 4 °C (auf Eis) 60 Minuten lang inkubiert. Die Bakterien wurden 1 min bei
42 °C einem Hitzeschock ausgesetzt. Es folgte eine 2-miniitige Inkubation der
Transformationsansétze auf Eis. Nach Zugabe von 800 pul LB-Medium pro Ligationsansatz
wurden die Bakterien 45 min bei 37 °C/700 upm im Schiittler inkubiert. AnschlieBend wurden

die Zellen 1 min bei 8000 upm zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Bakterienpellet
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in 100 pl LB-Medium resuspendiert. Die Bakteriensuspension wurde anschlieBend auf LB-
Agarplatten mit 100 pg/ml Ampizillin (LB/Amp) ausgestrichen und iiber Nacht bei 37 °C im
Brutschrank inkubiert. Uber Nacht wuchsen auf den Platten einzelne Kolonien, die am

ndchsten Tag fiir eine Minipréiparation weiterverwendet wurden (C.2.1.11).

2.1.10 Glyzerinkulturen von Bakterienklonen
Einzelne Klone der LB/Amp-Platten wurden mit einer sterilen Pipettenspitze entnommen und
in 3 ml LB-Medium + 100 pg/ml Amp tiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Am néchsten Tag
wurden 600 ul Bakteriensuspension mit 400 pl 50%-iger Glyzerinlosung gemischt und bei —
20 °C eingefroren. Alternativ. wurden 600 ul Bakteriensuspension vor einer DNA-
Maxipriparation aus dem Kolben entnommen und mit einer 50%-igen Glyzerinldsung

gemischt.

2.1.11 Préparation von Plasmid-DNA (Mini- und Maxi-Préip)
5 ml (Mini-Prdp) oder 250 ml (Maxi-Prdap) LB-Medium + 100 pg/ml Ampizillin wurden mit
einzelnen Bakterienklonen der ausgestrichenen LB/Amp-Platte (C.2.1.9) angeimpft und iiber
Nacht bei 37 °C/700 upm inkubiert. Am nédchsten Tag erfolgte eine DNA- Priparation unter
der Verwendung von Nucleospin-Sdulen (Mini-Pridp) oder Nucleobond AX 500 Kits (Maxi-
Prip) nach Angaben des Herstellers.
Die erhaltene Plasmid-DNA wurde mit entsprechenden Restriktionsenzymen auf positive

Insertionen untersucht (C.2.1.5) und gegebenenfalls zur Sequenzierung geschickt (C.2.1.4).

2.1.12 Isolierung von zelluldrer RNA
Die RNA verschiedener Zellkulturlinien wurde mit Hilfe des RNAeasy Kits isoliert. Dazu
wurden die Zellen einer konfluente 10 cm Zellkulturschalen mit Hilfe eines Zellschabers in 1
ml PBS abgelost und durch Zentrifugation bei 1500 upm sedimentiert. Das PBS wurde
abgenommen und die RNA nach den Angaben des RNAeasy Kits isoliert. Der Zellaufschluss
im Rahmen der RNA-Isolierung erfolgtem mit Hilfe von RNA-Schredder-Sdulen. Zusétzlich
wurde wihrend der RNA-Isolierung die zellulire DNA mit Hilfe des DNAse-Kits nach
Angaben des Herstellers verdaut. Die Konzentration und Reinheit der isolierten RNA wurde
durch Absorptiosmessung iiberpriift. Dazu wurde die isolierte RNA 1/20 in dH,0 verdiinnt
und die Absorption der RNA bei 260 und 280 nm mit Hilfe eines Photometers gemessen.
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Zusitzlich wurde die Qualitét der isolierten RNA durch Agarosegelelektrophorese untersucht.
Dazu wurden 0,5 ng RNA bei 100 V in einem 2 % Agarosegel analysiert.

2.1.13 Reverse Transkription (RT) von RNA
Die isolierte RNA wurde mit Hilfe des Superscript first strand synthesis Kits entsprechend
den Angaben des Herstellers in eine ¢cDNA-Bibliothek umgeschrieben. Mit Hilfe von
spezifischen Primern konnte dann in einer PCR (C.2.1.1) die Expression einer bestimmten

cDNA nachgewiesen werden.

2.2 Zellkultur

2.2.1 Beschichtung von Kulturschalen mit Poly-L-Lysin
6 cm-Kulturschalen wurden vollstindig mit Poly-L-Lysin-Lésung bedeckt (3 ml) und
mindestens 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Abnahme der Poly-L-Lysin-Ldsung

wurden die Schalen zweifach mit je 5 ml dH,O (steril) gewaschen und getrocknet.

2.2.2 Kultivierung von Zellen
Die verschiedenen Zelllinien wurden in einem Inkubator bei 5% CO; und 37 °C kultiviert.
Dazu wurden die Zellen in 10 cm-Zellkulturschalen in den in Tabelle 4 und 5 angegebenen
Medien in unterschiedlichen Verdiinnungen ausgesit und im Inkubator geziichtet. Waren die
Zellen konfluent, wurden sie mit 5 ml PBS (steril) gewaschen und anschlieBend mit 1 ml
PBS/EDTA gel6st. Im Falle der CHO-Zellen erfolgte eine Vereinzelung der Zellen von der
Kulturschale mittels 1,5 ml Trypsin-Lésung. Die so geldsten Zellen wurden dann in 5 ml
Grundmedium aufgenommen und in unterschiedlichen Verdiinnungen mit auf frische

Zellkulturschalen fiir weitere Kultivierungen ausgesit.

2.2.3 Transiente Transfektion mit rekombinanter DNA
Die entsprechenden Zellen wurden in Poly-L-Lysin-beschichteten 24-Well-Platten bzw. in
6 cm-Zellkulturschalen bis zu einer Konfluenz von ca. 60% kultiviert und mittels
Lipofectamin 2000 unter der Verwendung von Transformationsmedium gemél den
Anweisungen des Herstellers transfiziert. Pro Transfektion im 24-Well-Format wurden 0,5 pg
DNA eingesetzt, 6 cm-Schalen wurden jeweils mit 3 ng DNA transfiziert. Im Falle einer
transienten Transfektion wurde das Transfektionsmedium ca. 20 h nach Transfektion durch
Grundmedium ersetzt und die Zellen 48 h nach Transfektion analysiert. Eine Auswertung der

Zellen fir Immunfluoreszenz wurde 24 h nach Transfektion durchgefiihrt.
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2.2.4 Stabile Transfektion mit rekombinanter DNA
Zur Herstellung stabiler Zelllinien wurden die entsprechenden Zellen auf unbeschichteten 24-
Well-Platten ausgesdt und anschlieBend mit 0,5 pg DNA mittels Lipofectamin 2000
transfiziert (C.2.2.3). Die zu transfizierende DNA wurde vor der Transfektion mit einem
geeigneten Restriktionsenzym linearisiert. 24 h nach Transfektion erfolgte ein
Mediumwechsel, 48 h nach Transfektion erfolgte ein Abldsen der Zellen mittels PBS/EDTA.
Abgeloste Zellen wurden dann in 6-Well-Platten umgesetzt, wobei dem Medium nun das
geeignete Selektionsreagenz beigesetzt wurde. Der so entstandene stabile Zellpool wurden
anschlieBend vermehrt und auf Expression des exogenen Proteins mittels Western Blot
Analyse getestet. Zur Herstellung stabiler Einzelklone wurde der stabile Zellpool verdiinnt
(ca. 2 Zellen/100 pl) und 200 pl der Verdiinnung in eine 96-Well-Platte transferiert. Nach ca.
1-2 Wochen wuchsen in einigen Wells stabile Einzelzellklone hoch, die dann auf die
Expression des exogenen Proteins getestet wurden. Positive Klone wurden in 10 cm-Schalen

ausgesdt und mit Hilfe des Selektionsmediums weiterkultiviert.

2.2.5 Anlegen von Dauerkulturen (Kryokonservierung)

Zum Anlegen von Dauerkulturen wurden konfluent gewachsene Zellen einer 10 cm-
Zellkulturschale mit sterilem PBS-Puffer gewaschen, in 1,5 ml PBS/EDTA-L6sung abgelost
und mit 5 ml Grundmedium versetzt. Die Zellsuspension wurde in der Zentrifuge bei RT
5 min und 200 xg sedimentiert. Das Zellpellet wurde anschlieBend in 1 ml frischem
Einfriermedium resuspendiert und in ein Kryordhrchen iiberfiihrt. Die Kulturen wurden in
speziellen Einfriergefden iiber Nacht bei —80 °C gefroren und anschlieBend bei —80 °C oder
in flissigem Stickstoff aufbewahrt.

2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.3.1 Gewinnung von Gesamtproteinextrakten
Samtliche Arbeitsschritte zur Herstellung von Gesamtproteinextrakten erfolgten auf Eis.
Zellen einer 6 cm-Kulturschale wurden zunéchst mit 1,5 ml PBS gewaschen, das PBS wurde
abgesaugt und anschlieBend wurden 800 pul Lysispuffer auf die Zellen pipettiert. Das Abldsen
der Zellen erfolgte mit Hilfe eines Zellschabers. Die so geldsten Zellen wurden anschlieSend
in ein Eppendorfreaktionsgefal iiberfithrt und 20 min auf Eis inkubiert. Es folgte eine
Zentrifugation bei 4 °C/13000 upm fiir 5 min. AnschlieBend wurde der Proteinextrakt
abgenommen und in ein frisches Eppendorfgefal pipettiert, das Zellpellet wurde verworfen.

Fiir die Gewinnung von Proteinextrakten aus 24-Well-Platten wurden 500 pl PBS und 300 pul
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Lysispuffer verwendet, ansonsten erfolgten alle Arbeitsschritte wie oben beschrieben. Nach
der Herstellung der Gesamtproteinextrakte erfolgte eine  Bestimmung  der
Gesamtproteinkonzentration der Proben mittels des BCA-Assays (C.2.3.3). Hergestellte

Proteinextrakte wurden entweder umgehend weiter verarbeitet oder bei —20 °C gelagert.

2.3.2. Proteinkonzentration nach Bradford
Zur Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford wurde die Gesamtproteinmenge mit
Hilfe des Protein Assay Kits (Biorad) nach Angaben des Herstellers bestimmt. Das
Proteinlysat wurde in der Regel 1:100 mit Lysispuffer verdiinnt. 10 pl dieser Verdiinnung
wurden dann mit 200 pl einer 1:4-Mischung aus Protein Assay Kit und dH,O in eine 96-Well-
Platte pipettiert und 5 Minuten bei RT inkubiert. Die Bestimmung der Proteinkonzentration
erfolgte durch Messung der Extinktion bei 595 nm, so dass filir eine Western Blot-Analyse

dquivalente Mengen unterschiedlicher Proben geladen werden konnten.

2.3.3 Proteinkonzentration nach dem Bicinchonic Acid Assay (BCA-Assay)
Je 10 pl eines Proteinlysats wurden in Doppelwerten in eine 96-Well-Platte pipettiert. Je
200 pl einer 1:50-Verdiinnung aus BCA-Reagenz B und —A (Uptima, Interchim) wurden mit
Hilfe einer Multi-Kanal-Pipette auf die vorgelegten Proteinlysate pipettiert. Zur Erstellung
einer Eichgeraden wurden zusétzlich Verdiinnungen einer BSA-Standardlosung zwischen
0 pg/ml und 2 pg/ml in einer Einfachbestimmung angesetzt und ebenfalls mit dem BCA-
Reagenz-Mix versetzt. Die 96-Well-Platte wurde anschlieend 25 min bei 37 °C inkubiert.
Die Bestimmung der Extinktion erfolgte photometrisch bei 562 nm. Nach Extrapolation der

Eichkurve konnte eine Proteinkonzentrationsbestimmung der Proben erfolgen.

2.3.4 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Um Proteine nach ihrer molekularen Grofle aufzutrennen erfolgte eine eindimensionale
Auftrennung unter denaturierenden Bedingungen. Fiir die SDS-PAGE wurde das Mini-
Gelsystem von Biorad verwendet, welches einen Sammelgelbereich von ca. 1 cm sowie einen
Trenngelbereich von ca. 7 cm aufweist. Es wurden ausschlieSlich Gele mit 15 Probentaschen
mit einer Kamm-Dicke von 1,5 mm verwendet. Vor der Verwendung wurden die Glasplatten
mit 70% -igem Ethanol von Riickstéinden befreit, das Trenngel bis zu einer Héhe von ca. 2 cm
unterhalb des oberen Randes gegossen und mit Isopropanol {iberschichtet. Nach dem

Polymerisieren (ca. 15 min) wurde das Isopropanol abgekippt, der iiber dem Trenngel
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befindliche Raum mit saugfdahigem Papier getrocknet, mit Sammelgel befiillt und ein Kamm
eingefiigt. Nach dem vollstindigen Aushérten des Sammelgels (ca. 15-20 min) wurde der
Kamm vorsichtig entfernt und das Gel in die Elektrophoreseckammer eingesetzt. Die
Elektrophoresekammer wurde mit Elektrophoresepuffer befiillt und die Taschen des Gels
wurden mehrmals damit gespiilt. Proteinextrakte wurden mit Probenpuffer versetzt, 5 min bei
95 °C gekocht und nach dem Abgleich der Proteinkonzentrationen auf das Gel aufgetragen.
Als Molekulargewichtsstandard wurden 7 pl geladen. Die Elektrophorese erfolgte zunichst
bei 90V und nach dem Eintritt der Proteine in das Trenngel bei 140V.

Die Zusammensetzung von Sammel- und Trenngel ist in Tabelle 8 angegeben. Ansteigende
Acrylamidkonzentrationen fiihren zu einer hoheren Vernetzung des Gels und erlaubt somit

eine verbesserte Auftrennung von kleinen Proteinen.

Tabelle 8: Zusammensetzung von 8%- und 12% -igen SDS-Polyacrylamid-Gelen
Die angegebenen Mengen reichen fiir je 2 Minigele (1,5 mm).

Trenngel 8% Gel 12% Gel
H,0 7,8 ml 6 ml
30% Acrylamid 4,2 ml 6 ml
Trenngelpuffer 4,0 ml 4 ml
10% APS 60 ul 60 ul
TEMED 30 ul 30wl
Sammelgel

H,O 6,5 ml 6,5 ml
30% Acrylamid 1,2 ml 1,2ml
Sammelgelpuffer 2,5 ml 2,5 ml
10% APS 60 ul 60 pl
TEMED 30 ul 30 ul

2.3.5 Western Blot
Nach der Auftrennung mittels Gelelektrophorese (C.2.3.4) wurden die Proteine in einer
Transferkammer auf eine PVDF-Membran tibertragen. Vor dem Transfer ist eine Aktivierung
der Membran durch eine Inkubation von 10 sec in Isopropanol notwendig. Nach der
Aktivierung wurde die Membran kurz mit VE-Wasser gespiilt und in Transferpuffer

aquilibriert. Fiir den Transfer wurde das Mini-Gel-Transfersystem von Biorad verwendet.
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Transferaufbau:

Anodenplatte

pordser Schwamm in Transferpuffer dquilibriert

zwei Lagen Gel Blotting-Papier in Transfer-Puffer dquilibriert
PVDF-Membran mit Isopropanol aktiviert und in Transfer-Puffer dquilibriert
SDS-Polyacrylamid-Gel

zwei Lagen Gel Blotting-Papier in Transfer-Puffer dquilibriert

pordser Schwamm in Transferpuffer dquilibriert

Kathodenplatte

Der Transfer erfolgte bei konstantem Stromfluss von 400 mA fiir 60 min bei RT. Nach
erfolgtem Transfer wurde die PVDF-Membran zur Abséttigung unspezifischer
Proteinbindungsstellen 30 min bei RT in Blockierlosung geschiittelt. Die so vorbehandelte
Membran wurde 2 x mit PBST gewaschen und 2 x 5 min mit PBST auf dem Schiittler
inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran mit dem Primérantikorper fiir 1 h bei RT bzw.
iiber Nacht bei 4 °C auf dem Schiittler inkubiert. Es folgte ein Waschen der Membran fiir 3 x
10 min mit PBST. Der entsprechende HRP-gekoppelte Sekundirantikérper wurde
anschlielend fiir 45 min bei RT auf die PVDF-Membran gegeben. SchlieBlich wurde erneut
viermal je 5 min mit PBST-Puffer gewaschen. Die Detektion der mit den Antikorpern
gekoppelten Proteine erfolgte unter der Verwendung des ECL™ Western Blotting Detection
Reagents nach Angaben des Herstellers unter der Verwendung von Super RX Rontgenfilmen.
Zum Nachweis schwacher Signale wurde das ECL plus Western Blotting Detection System

verwendet.

2.3.6 Immunprézipitation (IP) von Proteinen
Zur Anreicherung eines gewiinschten Proteins aus einem Gesamtproteinextrakt (C.2.3.1)
wurden Immunpréizipitationen durchgefiihrt, bei denen das gewiinschte Protein an einen
entsprechenden Antikérper bindet, der seinerseits an eine immobile Phase anhaftet. Im Falle
polyklonaler Antikoérper wurde ProteinA-Sepharose (PAS) verwendet, bei monoklonalen
Antikdrper wurde ProteinG-Sepharose (PGS) eingesetzt. Sowohl PAS als auch PGS wurden
vor Gebrauch 3x in PBS-Puffer gewaschen. Vor der eigentlichen IP wurde das
Gesamtzelllysat mit 30 pl immobiler Phase versetzt und 1 h bei 4 °C auf einem
Uberkopfschiittler inkubiert. Es folgte Zentrifugation bei 4 °C/8000 upm fiir 3 min und der
Transfer des Zelllysats in ein neues Eppendorfreaktionsgefdal. Auf diese Weise kann man
Proteine, die unspezifisch an die immobile Phase binden, entfernen (,,Preclearing®). Der so

gereinigte Uberstand wurde dann mit dem entsprechenden Antikorper versetzt (Tabelle 2 und
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3) und es wurden erneut 30 ul der immobilen Phase hinzupipettiert. Die Immunprazipitation
erfolgte iiber Nacht bei 4 °C auf einem Uberkopfschiittler.

Die Zelllysate wurden am néchsten Morgen bei 4 °C/8000 upm fiir 3 Minuten zentrifugiert.
Es folgte ein Waschen der immobilen Phase mit 1 ml Sten-NaCl-Puffer, 1 ml Sten-SDS-
Puffer sowie 1 ml Sten-Puffer. Nach dem letzten Waschschritt wurden Pufferreste mit Hilfe
einer Hamilton-Spritze entnommen, die immobile Phase mit 15 ul 4 x SDS-Probenpuffer
versetzt und 5 min bei 95 °C aufgekocht und anschlieBend abzentrifugiert (13000 upm/
30 sec). Die Proben wurden dann auf ein denaturierendes Polyacrylamid-Gel aufgetragen

(C.2.3.4) und auf einen Western Blot transferiert (C.2.3.5).

2.3.7 Bestimmung der alkalischen Phosphatase-Aktivitét

Zur Bestimmung der Alkalischen Phosphatase-Aktivitdt wurden HEK293E/AP-APP Zellen in
poly-L-Lysin-beschichteten 24-Well-Platten in einer Dichte von 4,5 x 10° Zellen/ml ausgesit
und nach 24 h mit 0,5 pug der gewiinschten ¢cDNAs transfiziert (C.2.2.3). Die AP-APP-
Reporterzelllinie (HEK293E/AP-APP) exprimiert APP, welches N-terminal an sekretorische
alkalische Phosphatase gekoppelt ist. Zur Bestimmung der Menge an sekretiertem APP wurde
das Medium der Zellen 24 h nach Transfektion durch 500 ml neues Zellkulturmedium ersetzt
und nach weiteren 24 h in 1,5 ml Eppendorfgefiale tiberfiihrt und bei RT/13000 upm 1 min
zentrifugiert. 100 ul des Uberstands wurden dann in ein frisches Eppendorfreaktionsgefif3
tiberfiihrt und 30 min bei 65 °C inkubiert, um eine Hitze-inaktivierung endogener alkalischer
Phosphatase zu erlangen. Die in dem Reportersytem iiberexprimierte Alkalische Phosphatase
ist hingegen hitzestabil und wird bei diesem Vorgang nicht Hitze-inaktiviert. AnschlieBend
wurden die Uberstiinde bei RT/13000 upm fiir 30 sec zentrifugiert. Je 20 pl einer Probe
wurden dann in Doppelwerten in eine 96-Well-Platte pipettiert und mit 200 ul Substratpuffer
versetzt. Die Absorbtionsmessung der Farbreaktion erfolgte bei 405 nm zu mehreren
unterschiedlichen Zeitpunkten, wobei die 96-Well-Platte dabei bei RT aufbewahrt wurde. Als
Nullwert wurde der Hitze-inaktivierte Uberstand von nicht-transfizierten HEK293-Zellen
verwendet, als Kontrolle wurde der Uberstand von AP-APP-Zellen verwendet, die mit einem
leeren Kontrollplasmid transfiziert worden sind.

Parallel zur Bestimmung der alkalischen Phosphatase-Aktivitit der Proben wurden
Gesamtzellextrakte der zu untersuchenden Zellen hergestellt (C.2.3.1) und die

Proteinkonzentration der Proben mittels des BCA-Assay-Kits bestimmt (C.2.3.3). Die
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gemessenen alkalischen Phosphatase-Aktivititen wurden dann auf die zugehorige

Proteinkonzentration des Gesamtzellextrakts normiert und graphisch dargestellt.

2.3.8 Biotinylierung von Oberfldchenproteinen

HEK293-Zellen wurden in Poly-L-Lysin beschichteten 6 cm Schalen (C.2.2.1) bis zu einer
Konfluenz von ca. 90% kultiviert, auf Eis gestellt und dreimal mit eiskaltem PBS gewaschen.
AnschlieBend wurden die Zellen mit 2 ml Biotinlosung (0,5 mg/ml EZ-Link™ Sulfo-NHS-
SS-Biotin in PBS) bedeckt und 30 min auf Eis inkubiert. Es folgte ein dreimaliges Waschen
mit je 3 ml Glycin-Losung, wobei die Glycin-Losung des letzten Waschschrittes 15 min auf
den Zellen gelassen wurde, um ungebundenes Biotin abzusittigen. Nach zwei weiteren
Waschschritten mit je 3 ml eiskaltem PBS wurden die Zellen entweder zur Bestimmung der
Menge an Oberflichenproteinen direkt lysiert oder ein Internalisieruns-Experiment
angeschlossen. Im Falle des Internalisierungs-Experiments wurde das PBS durch 2 ml
vorgewiarmtes Grundmedium ersetzt und die Zellen fiir die entsprechenden Zeitpunkte bei 37
°C inkubiert. Die Zellen wurden dann umgehend auf Eis gestellt und einmal mit eiskaltem
PBS gewaschen. Es folgte eine dreimalige Inkubation der Schalen mit 2 ml (,,Cleavage
buffer®) fiir je 15 min. Proben, deren Oberfldchen-Biotinylierung nicht entfernt werden sollte,
wurden in dieser Zeit parallel mit PBS inkubiert. Die Zellen wurden dann erneut zweimal mit
PBS gewaschen, anschliefend 15 min in PBS inkubiert und dann lysiert. Die Zelllyse und die
Gesamtproteinextraktgewinnung erfolgten wie unter C.2.3.1 beschrieben. Zum Nachweis von
biotinylierten Proteinen wurde eine Immunprézipitation durchgefiihrt. Dafiir wurde das
Zelllysat mit 30 pl Streptavidin Sepharose High Performance (Amersham Biosciences)
versetzt und 2 h bei 4 °C bzw. iiber Nacht auf einem Uberkopfschiittler inkubiert. Die
Sepharose-Beads wurden anschlieBend bei 4 °C/8000 upm fiir 3 min zentrifugiert und mit
jeweils 1 ml Sten-NaCl-Puffer, Sten-SDS-Puffer und Sten-Puffer gewaschen. Der
verbleibende Puffer wurde mit einer Hamiltonspritze vollstindig entfernt, die Sepharose-
Beads mit 15 pl 4x Probenpuffer versetzt und bei 95 °C 5 min aufgekocht. Nach einer
Zentrifugation bei RT/13000 upm fiir 30 sec wurden die Proben auf einem 8% -igen SDS-
Polyacrylamid-Gel aufgetrennt (C.2.3.4) und im Western Blot analysiert (C.2.3.5).

2.3.9 y-Sekretase Inhibition
HEK?293-Zellen wurden zwei Tage nach dem Ausséen fiir 45 min in | uM DAPT in DMEM
Medium prédinkubiert und anschlieBend fiir 8 Stunden in 1 uM DAPT in DMEM Medium

51



Material und Methoden

inkubiert. DAPT war in DMSO geldst. Kontroll Zellen wurden in DMSO in DMEM Medium
inkubiert.AnschlieBend erfolgte die Lyse der Zellen (C.2.3.1) und die Analyse der zelluldren
Proteine mittels Gelelektrophorese (C.2.3.4) und Immunoblotting (C.2.3.5).

2.4 Immunfluoreszenz-basierte Methoden
2.4.1 Herstellung und Auswertung eines Immunfluoreszenz-Préparates
Zur Herstellung von Immunfluoreszenz-Priparaten wurden COS-Zellen auf unbeschichteten
Deckgldsern mit einem Durchmesser von @ 10 mm in einer Dichte von 1,5 x 10> Zellen/ml in
24-Well-Platten ausgesit, am ndchsten Tag mit 0,3 pg DNA transfiziert (C.2.2.3) und weitere
16-24 h bis zu einer Konfluenz von 60-80% kultiviert. Dann wurde die 24-Well-Plate auf Eis
transferiert. Wenn nicht anders angegeben, wurden alle nun folgenden Wasch- und
Inkubationsschritte in den Wells der 24-Well-Platte durchgefiihrt. Die Zellen wurden
anschlieBend zweimal mit je 1 ml PCM-Puffer auf Eis gewaschen. Dann erfolgte die
Fixierung der Zellen auf Eis in 500 pl Fixierlésung fiir 20 min. Nach dreimaligem Waschen
mit je 1 ml PBS-Puffer wurden die Zellen 10 min in Ammoniumchlorid-Losung inkubiert und
erneut zweimal mit je 1 ml PBS-Puffer gewaschen. Die Zellen wurden dann 2 min in Triton-
Losung inkubiert und zweimal mit PBS-Puffer gewaschen. Es folgte eine 10-miniitige
Inkubation der Deckgldser in 500 pl Blockmedium zur Blockierung unspezifischer
Bindungstellen. Falls notig, wurden die Zellen anschlieBend mit dem Erstantikdrper
behandelt, der — verdiinnt in Blockmedium — 20 min inkubiert wurde. Dazu wurden 25 ul der
Erstantikorperverdiinnung auf Parafilm pipettiert und die Deckgliser kopfiiber, mit den Zellen
nach unten, vorsichtig auf diesen Tropfen gelegt. AnschlieBend wurden die Deckgliser
zurlick in 24-Well Platten transferiert, dreimal mit PBS gewaschen und fiir 20 min mit dem in
Blockmedium verdiinnten Zweitantikorper behandelt. Die Zweitantikérperinkubation erfolgte,
wie oben fiir die Erstantikorperinkubation beschreiben, auf Parafilm. Nach dreimaligem
Waschen mit PBS-Puffer wurden die Deckgldser kurz in H,O bidest. getaucht, die Riickseite
der Glédschen auf einem Papiertuch abgetropft und die Deckgldser in Mowiol-Losung auf
Objekttragern eingebettet. Das Deckglas wurde dabei mit der Zellseite nach unten auf den
Objekttrager gelegt. Nach ca. 30-miniitiger Aushdrtung bei 37°C erfolgte eine Analyse der
Praparate unter der Verwendung eines Zeiss Axioskop2 plus Mikroskops, ausgestattet mit
einem 63x/1.25-Objektiv sowie Standard FITC- und TRITC-Fluoreszenz-Filtern. Bilder der
préparierten Zellen wurden mit Hilfe der Zeiss AxioCam HRm-Kamera sowie der Metaview

Imaging Software (Universal Imaging Corp.) aufgenommen und ausgewertet.
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2.4.2 APP-Antikorper-Endozytose-Assay
Zur Durchfiihrung des APP-Antikorper-Endozytose-Experiments wurden COS-Zellen der
Dichte 1,5 x 10° auf Glasplittchen (@ 10 mm) ausgesit und mit Wildtyp APPgos sowie dem
gewlinschten Konstrukt (DynK44A-GFP, APLPI1-GFP, SNX33-GFP bzw. GFP)
kotransfiziert. 24 h nach Transfektion wurden die Zellen mit eiskaltem PCM gewaschen und
20 min auf Eis mit dem AK 5315 (1:200 in PCM) inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen
zweimal mit eiskaltem PCM gewaschen. PCM wurde dann durch auf 37 °C vorgewédrmtes
Grundmedium ersetzt und die Zellen fiir die angegebenen Zeitpunkte bei 37 °C im CO;-
Inkubator inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen nach dem Standardprotokoll fixiert und
fir die Immunfluoreszenz-Analyse vorbereitet (C.2.4.1), dabei wurde ein Alexa555-
gekoppelter Sekundarantikorper (Tabelle 3) eingesetzt. Alexa555 emittiert nach Anregung mit

553 nm Fluroreszenz bei 568 nm und erscheint deshalb als rotes Fluoreszenzsignal.
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C. Ergebnisse

In einem von Dr. Stefan Lichtenthaler durchgefiihrten Expressionsklonierungs-Screen (siche
A.3.) konnten das APP-Homologe APLP1 und das neue Mitglied der SNX-Familie, SNX33,
als Stimulatoren der APP-Spaltung identifiziert werden. In dem vorliegenden Ergebnisteil
wird der Effekt der APLPI- und der SNX33-Expression auf die APP-Spaltung néher
charakterisiert und der molekulare Mechanismus der APP-Spaltungs-Stimulation beschrieben.
Die Reporterzelllinie des Screens wurde auch in den hier dargestellten Versuchen verwendet
und soll deswegen kurz erldutert werden. Es handelt sich um eine HEK293-Zelllinie, die
stabil APP exprimiert, an dessen N-Terminus die Ektodomine der sekretorischen alkalischen-
Phophatase (AP) gekoppelt ist (Abb. 11A). Wird die N-terminale Ektodoméane von APP durch
o- oder B-Sekretase abgespalten, gelangt AP-gekoppeltes APP (AP-APP) in das Medium der
Reporterzelllinie. Die Menge an geschnittenem AP-APP kann dann mittels AP-
Aktivititsmessung bestimmt werden. Um die GroBenordnungen der AP-APP-Sekretion
abzuschitzen und um den Reporterassay zu validieren, wurde die AP-APP-Zelllinie mit den
zwei bekannten Sekretasen BACElI und ADAMIO transfiziert. Entsprechend
vorangegangener Publikationen (Lichtenthaler et al., 2003; Schobel et al., 2006) resultierte
die Expression der B-Sekretase BACEI in einem 6-fachen Anstieg der AP-APP-Sekretion,
wohingegen die o-Sekretase ADAMI10 eine 2-fache Zunahme verursachte (Abb. 11B).
Expression von APLP1 (Abb. 11B, linker Graph) oder SNX33 (Abb. 11B, rechter Graph)
aktivierte die AP-APP-Spaltung um den Faktor 4 bis 5. APLP1 und SNX33 zeigten also,
verglichen mit der a-Sekretase ADAMI10, eine starke Zunahme der AP-APP-Spaltung. Mit
diesem Versuch konnten die Ergebnisse des Expressionsklonierungsscreens reproduziert
werden. In den folgenden Kapiteln werden zuerst unter C.1. die Ergebnisse der APLP1-
Analyse dargestellt und anschlieBend unter C.2. die Analyse der SNX33-Effekte

zusammengefasst.
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Abb. 11  Expression von APLP1 und SNX33 stimuliert die Spaltung des AP-APP-
Reporterproteins

A) Schematische Darstellung des AP-APP-Reporterkonstrukts. Pfeile markieren die o- und f-
Sekretase-Schnittstellen innerhalb der rot dargestellten AB-Peptiddoméne. M: Membran. B) HEK293-
Zellen, die stabil AP-APP exprimieren, wurden transient mit BACE1-, ADAM10-, Kontroll-, APLP1-
oder SNX33-cDNA transfiziert. 48 h nach Transfektion wurde die AP-Aktivitit des Mediums
gemessen und die Zellen lysiert. Dargestellt ist die AP-Aktivitdt relativ zu Kontroll-transfizierten
Zellen. Es handelt sich um den Mittelwert und die Standardabweichung von zwei unabhingigen
Experimenten, die jeweils in Duplikaten ausgefiihrt wurden.
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1. APLP1 als Stimulator der APP-Spaltung
1.1 Die APP-Homologen stimulieren die Spaltung von AP-APP

Der AP-APP-Reporterassay wurde im Anschluss eingesetzt, um den Effekt von APLP1 auf
die APP-Spaltung im Detail zu untersuchen. Da APLP1 zur APP-Genfamilie gehort, wurden
zusitzlich auch die APLP1-Homologen APLP2 und APP getestet. Transfiziert man HA-
markiertes APLP1 in die AP-APP-Reporterzelllinie, fihrte dies zu einem 4,3-fachen Anstieg
der AP-APP-Sekretion (Abb. 12A). Sowohl die Expression von HA-markiertem APLP2, als
auch von HA-markiertem APP stimulierte die Sekretion von AP-APP um den Faktor 2,8
(Abb. 12A). Da die Immunoblotanalyse der zugehorigen Zelllysate mit einem anti-HA-
Antikorper zeigte, dass HA-markiertes APP, APLP1 und APLP2 in der Reporterzelllinie
dhnlich stark exprimiert waren (Abb. 12B), kdnnte dies bedeuten, dass APLP2 und APP etwas
schwichere Stimulatoren der APP-Spaltung als APLP1 sind. Exogene Expression eines
Mitglieds der APP-Genfamilie fiihrt also zu einer Zunahme der Sekretion des AP-APP-
Reporterkonstrukts. Das bedeutet, dass exogen exprimiertes APP seine eigene Spaltung
stimulieren kann und deutet dariiber hinaus die Moglichkeit an, dass die APP-Homologen

gegenseitig ihre Sekretion beeinflussen kdnnten.
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Abb. 12  Expression der APP-Homologen aktiviert die Spaltung des AP-APP-
Reporterproteins

A) HEK293-AP-APP-Zellen wurden transient mit Kontroll-, APP-HA-, APLP1-HA- oder APLP2-
HA-cDNA transfiziert. 48 h nach Transfektion wurde die AP-Aktivitit des Mediums gemessen und
die Zellen lysiert. Dargestellt ist die AP-Aktivitdt relativ zu Kontroll-transfizierten Zellen. Es handelt
sich um den Mittelwert und die Standardabweichung von zwei unabhingigen Experimenten, die
jeweils in Duplikaten ausgefiihrt wurden. B) Proben des Zelllysats wurden mittels Gelelektophorese
aufgetrennt und exprimierte HA-markierte Proteine durch Western-Blot-Analyse mit einem anti-HA-
Antikorper nachgewiesen.
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1.2 APLP1 stimuliert die a-Sekretase-Spaltung von endogenem APP

Der AP-APP-Reporterassay zeigt eine Stimulation oder Abnahme der APP-Spaltung an. In
diesem Assay kann aber nicht zwischen a-Sekretase- oder B-Sekretase-geschnittenem sAPP
unterschieden werden. Um herauszufinden, ob APLP1 die generelle sAPP-Sekretion
stimuliert oder spezifisch auf den a- oder B-Sekretase Weg wirkt, wurden HEK293-Zellen
mit Kontrollplasmid oder HA-markiertem APLP1 transient transfiziert. Um die Spezifitét der
entstandenen Fragmente zu {iberpriifen, wurde zusatzlich HA-markiertes BACE]1 transfiziert.
48 h nach Transfektion wurden das Medium der Zellen gesammelt und die Zellen lysiert.
Medium und Zelllysat wurden dann mittels SDS-Gelelektrophorese und Western-Blot auf
APP-Fragmente mit Schnitt-spezifischen Antikdrpern untersucht, deren Epitope in Abbildung
13A schematisch dargestellt sind. Um das durch die a-Sekretase geschnittene sAPP
nachzuweisen, wurde der WO02-Antikorper verwendet, der zwischen der B- und der o-
Schnittstelle bindet und nur das ldngere sAPPa erkennt. Um sAPPJ nachzuweisen, wurde der
Antikorper 192wt verwendet, der an den durch den B-Sekretase-Schnitt entstandenen, neuen
C-Terminus von sAPPf bindet. Der 6687-Antikorper erkennt die zytoplasmatische Doméne
von APP und dient der Darstellung des Gesamt-APP im Zelllysat. Zusitzlich bindet 6687 an
die zytoplasmatische Doméne von APLP1. Die Expression von APLP1-HA und BACEI-HA
wurde mit einem anti-HA-Antikorper im Zelllysat nachgewiesen. Da in dieser Western-Blot-
Analyse die Spaltfragmente von endogenem APP nachgewiesen werden und nicht wie in dem
AP-APP-Reporterassay die Spaltung von exogen exprimiertem, AP-markiertem APP, konnte
mit diesem Versuchsansatz zusétzlich geklart werden, ob APLP1 die Spaltung von
endogenem Wildtyp APP beeinflusst.

Expression von APLP1 fiihrte zu einer deutlichen Zunahme der sAPPa-Sekretion,
wohingegen eine Abnahme der sAPPB-Sekretion beobachtet wurde (Abb. 13B, obere Bilder).
Die Menge an Gesamt-APP im Zelllysat wurde durch die Expression von APLP1 nicht
verdndert (Abb. 13B mittleres Panel). Parallel transfiziertes BACE1 zeigte wie zu erwarten
eine sehr starke Zunahme der sAPPB-Sekretion und zusétzlich eine leichte Zunahme der
sAPPa-Sekretion. Diese leichte Stimulation der sAPPoa-Sekretion resultiert von einem
alternativen BACE1 Schnitt (B’). Uberexprimiertes BACE1 schneidet APP zu einem geringen
Anteil vor der Aminosdure Glutamat an Position 11 innerhalb der AB-Doméine (Liu et al.,
2002). Das entstandene lidngere sAPPB’ wird von dem WO02-Antikdrper erkannt und
verursacht die leichte Zunahme im W02-Blot (Abb. 13B, oberes Bild).
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Mit dieser Analyse konnten zwei wichtige Fragen gekliart werden. Erstens verdndert die
Expression von APLP1 auch die Spaltung von endogenem APP und zweitens stimuliert
APLP1 nur den anti-amyloidogenen, a-Sekretase-vermittelten Prozessierungsweg von APP

auf Kosten des amyloidogenen -Sekretase-Prozessierungsweges.
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Abb. 13 Expression von APLP1 stimuliert die a-Sekretase-Prozessierung von endogenem
APP

HEK293-Zellen wurden transient mit APLP1-HA-, Kontroll- oder BACE1-HA-cDNA transfiziert. 48
h nach Transfektion wurde das Medium abgenommen und die Zellen lysiert. A) Schematische
Darstellung von APP. Die AB-Doméne ist in rot symbolisiert. In horizontalen Linien sind die
Bindestellen der verwendeten Antikorper an APP dargestellt. Pfeile markieren die a-, B-, und B’-
Sekretase-Schnittstellen. M: Membran B) Proteine des Mediums und des Zelllysats wurden mittels
Gelelektophorese aufgetrennt und APP-Fragmente sowie exprimierte Proteine durch Western-Blot-
Analyse mit den angegebenen AntikOrper nachgewiesen. Im Zelllysat laufen APP, APLP1 und
BACEI! in einer oberen maturen und einer unteren immaturen Bande. Der 6687-Antikorper erkennt
sowohl APP als auch das transfizierte APLP1. Die vertikale Linie in den Blots bedeutet, dass
Kontroll-, APLP1- und BACE]1-transfizierte Proben auf dem gleichen Gel aber nicht unmittelbar
nebeneinander gelaufen sind.
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98 —
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1.3 APLP1 hat keinen Einfluss auf stark tberexprimiertes APP
In HEK293-Zellen, die einen endogenen APP-Expressionslevel aufweisen, verursachte
APLP1 eine geringe Abnahme der sAPPB-Sekretion (C.1.2). In einem weiteren Versuch sollte
geklart werden, ob die Abnahme von sAPPJ auch mit einer verdnderten Bildung von Af
einhergeht. Da der endogene Expressionslevel von APP in HEK293E-Zellen zu niedrig ist,
um AP nachzuweisen, wurde APLP1 in HEK293E-Zellen transfiziert, die stabil APP
tiberexprimieren (HEK293E/APP695). Als erstes sollte der Effekt von APLP1 auf die
Bildung von sAPPoa und sAPPB in HEK293/APP695 Zellen reproduziert werden.
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Uberraschenderweise hatte die Expression von APLP1 in diesen Zellen keinen Einfluss auf
die sAPPa- und sAPPB-Sekretion (Abb. 14, obere Bilder). Die Expression von BACEI1
hingegen resultierte in dem schon bekannten Anstieg der SAPPB-Bildung (Abb. 14, zweites
Bild von oben), der jedoch wesentlich schwécher ausfiel, als in Zellen mit endogenem APP
(Abb. 13). APLPI1 verursacht also nur in Zellen mit einem niedrigen APP-Expressionslevel,
wie dem Level von endogenem APP in HEK293-Zellen oder von AP-APP in der
Reporterzelllinie eine Verdnderung der APP-Sekretion. APLP1 hat hingegen keinen Einfluss
auf die APP-Spaltung bei einem hohen APP-Expressionslevel. Aus diesem Grund wurde auf

eine Analyse der AB-Bildung bei APLP1 Expression in HEK293/APP695-Zellen verzichtet.
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Abb. 14  APLP1 beinflusst nicht die Spaltung von APP in HEK293/APP695-Zellen
HEK?293/APP695-Zellen wurden mit APLP1-HA-, BACE1-HA- oder Kontrollplasmid transfiziert. 48
h nach Transfektion wurde das Medium abgenommen und die Zellen lysiert. Proteine des Mediums
und des Zelllysats wurden mittels Gelelektophorese aufgetrennt und APP-Fragmente, sowie
exprimierte Proteine durch Western-Blot-Analyse mit den angegebenen Antikdrpern nachgewiesen.

1.4 Die zytoplasmatische Domé&ne von APLP1 induziert die APP-Spaltung
Bisher existierte kein Hinweis, wie ein anderes Mitglied der APP-Familie die Spaltung von
APP stimulieren konnte. Um den molekularen Mechanismus der APLPI-induzierten
Sekretionszunahme zu verstehen, wurde eine Doménendeletionsanalyse durchgefiihrt. Es
sollte geklart werden, welche Domédne von APLP1 diesen Effekt vermittelt. Dafiir wurden
APLP1 und Mutanten von APLPI, denen bestimmte Doménen fehlten, im AP-APP-
Reporterassay getestet. Abbildung 15A zeigt die Ergebnisse dieses Versuchs. Im unteren Teil

von Abbildung 15A sind die verwendeten Deletionsmutanten schematisch dargestellt.
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Als erstes wurde getestet, ob die Ektodomdne von APLP1 notwendig fiir die Stimulation der
APP-Spaltung war. Deswegen wurde neben APLP1 ein APLP1-Konstrukt, dem ein GrofBteil
der Ektodoméne fehlte (CTF106), in die AP-APP-Reporterzellinie transfiziert. CTF106
besteht aus den C-terminalen 106 Aminosduren von APLP1 und entspricht ungefdhr dem C-
terminalen-Fragment von APP (C99) nach [B-Sekretase-Spaltung. Da CTF106 die APP-
Spaltung vergleichbar zu wildtyp APLP1 stimulierte, konnte gefolgert werden, dass die
Ektodomédne von APLPI nicht verantwortlich fiir die Spaltungszunahme von APP war. Um
zu kldren, ob die zytoplasmatische Doméne von APLP1 und CTF106 notwendig fiir den
Spaltungseffekt war, wurde eine APLP1-Mutante (CTF106Acyto) kloniert, der neben der
Ektodoméne auch die zytoplasmatische Doméne fehlte. Im Gegensatz zu APLP1 und CTF106
hatte die Expression dieser Mutante keinen Einfluss auf die Spaltung von APP (CTF106Acyto
in Abb. 15A). Damit war die zytoplasmatische Domédne von APLP1 als essentielle Domine
fiir die Stimulation der APP-Spaltung identifiziert worden. Als néchstes sollte untersucht
werden, ob die APLP1-zytoplasmatische Doméne diesen Effekt in den friihen oder den spéten
Kompartimenten des sekretorischen Weges vermittelt. Zu diesem Zweck wurde das
Endoplasmatisches-Retikulum-Retentionssignal KKXX an den C-Terminus von CTF106
gehingt (CTF106ER). CTF106ER hatte keinen Einfluss auf die APP-Spaltung und
demonstriert damit, dass APLP1 nicht im friihen sekretorischen Transportweg die APP-
Spaltung induziert. Um zusétzlich herauszufinden, ob die APLP1-zytoplasmatische Domine
auch in einer 16slichen Form die APP-Spaltung stimulierten konnte, wurde ein Fusionsprotein
aus GFP und der zytoplasmatischen Domine von APLP1 (GFP-ICD) in dem AP-APP-
Reporterassay getestet. GFP-ICD hatte keinen Einfluss auf die APP-Spaltung und
demonstriert damit, dass die zytoplasmatische Domédne von APLP1 membranverankert sein
muss, um die APP-Spaltung zu aktivieren. Mit einer weiteren APLP1-Mutante sollte dann
geklart werden, ob der Membrananker spezifisch die APLP1-Transmembrandoméine sein
muss, wie in dem CTF106-Konstrukt, oder ob eine beliebige Transmembrandoméne
fusioniert an die APLPIl-zytoplasmatische Doméne ausreicht die APP-Spaltung zu
stimulieren. Zu diesem Zweck wurde die APLP1-zytoplasmatische Doméne an ein
Fusionsprotein aus der CD7-Transmembrandoméne und der Ektodoméne von humanem IgGl
gehingt. Dieses slg7-APLP1 Konstrukt stimulierte die APP-Spaltung vergleichbar zu
CTF106. Um sicher zu gehen, dass nicht die IgG- und CD7-Doménen allein die APP-
Spaltung verdnderten, wurde die APLPI-zytoplasmatische Domine durch die
zytoplasmatische Domédne von ADAM17 in dem IgG-CD7-Konstrukt ersetzt. Dieses slg7-
ADAM17-Konstrukt beeinflusste die APP-Spaltung nicht und zeigt, dass die intrazelluldre
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Domine von APLPI1 spezifisch die Spaltung von AP-APP stimuliert. Die Expression der
APLP1-Deletionsmutanten wurde in einer Western-Blot-Analyse tiberpriift (Abb. 15B).
Zusammenfassend ergab die APLPI-Deletionsanalyse folgendes Ergebnis. Die APLPI-
zytoplasmatische Doméne verursacht in einer membranverankerten Form eine Zunahme der
APP-Spaltung. Dieser Effekt findet in den spaten Kompartimenten des sekretorischen Weges

oder in den endosomalen Kompartimenten statt.
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Abb. 15  Domaénendeletionsanalyse von APLP1

HEK293-Zellen wurden mit APLP1 oder den angegebenen Deletionsmutanten von APLP1
transfiziert. 48 h nach Transfektion wurde das Medium abgenommen und die Zellen lysiert. A) Die
AP-Aktivitdt des Mediums wurde gemessen. Dargestellt ist der Mittelwert der AP-Aktivitit relativ zu
Kontroll-transfizierten Zellen von zwei unabhingigen Experimenten, die jeweils in Duplikaten
ausgefiihrt wurden. Unterhalb des AP-Diagramms sind die Deletionskonstrukte schematisch
dargestellt. Der N- und der C-Terminus von APLP1 sind mit einem N bzw. C, die Membran ist mit
einem M markiert. B) Proteine des Zelllysats wurden mittels Gelelektophorese aufgetrennt und durch
Western-Blot nachgewiesen. APLP1 und dessen Deletionsmutanten wurden mit Antikérper Ab57, mit
einem anti-HA- oder anti-humanes IgG-Antikorper detektiert. Die vertikale Linie im IgG-Blot
symbolisiert, dass die beiden Banden auf demselben Gel, aber nicht direkt nebeneinander gelaufen
sind. CTF106 wird im Blot als zwei Banden erkannt. Die untere Bande reprisentiert wahrscheinlich
eine N-terminal verkiirzte Form von CTF106.

CTF106: APLPI1-C-terminales-Fragment aus den C-terminalen 106 Aminosiduren; CTF106Acyto:
CTF106 ohne zytoplasmatische Doméne; CTF106ER: CTF106 mit einem ER-Riickhaltemotiv; GFP-
ICD: die zytoplasmatische Doméne von APLP1 mit einer N-terminalen GFP-Markierung; slg7-
APLP1/TACE: chimeres Typ-I-Transmembranprotein aus der Ektodoméine von humanem IgGl, der
CD7-Transmembrandoméne und der APLP1/ADAM17-zytoplasmatischen Doméne.
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1.5 Die y-Sekretase-Aktivitat ist nicht erforderlich fir die APLP1-induzierte
Zunahme der APP-Spaltung

APLP1 wird genau wie APP prozessiert, indem zuerst die Ektodoméine von APLPI
abgespalten und dann APLP1 durch y-Sekretase innerhalb der Membran geschnitten wird
(Eggert et al., 2004; Scheinfeld et al., 2002; Walsh et al., 2003). Der y-Sekretase-Schnitt
entlisst die APLP1-zytoplasmatische Domidne (APLP1-ICD) ins Zytosol. Bisher gibt es keine
Anhaltspunkte fiir eine Funktion der APLP1-ICD. Eine Moglichkeit, wie die APLPI-
zytoplasmatische Doméne die Spaltung von APP beeinflussen konnte, wire, wenn die
APLP1-ICD é&hnlich wie die Notch-ICD in den Kern transportiert wiirde (Fortini, 2002) und
dort die Transkription von Genen steuerte, die die APP-Spaltung regulieren. In diesem Fall
sollte eine Inhibition der y-Sekretase den APLP1-induzierten Effekt auf die APP-Spaltung

verhindern. Es wiirde kein APLP1-ICD produziert, das in den Kern lokalisieren konnte.
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Abb. 16 Die y-Sekretase-Aktivitat ist nicht fur die APLP1-induzierte APP-Spaltung
notwendig

HEK293-Zellen wurden mit Kontrollvektor oder APLP1 transfiziert. Zwei Tage nach Transfektion
wurden die Zellen fiir 8 h mit Dimethylsulfoxid oder dem y-Sekretase-Inhibitor DAPT behandelt.
Danach wurde das Medium abgenommen und die Zellen lysiert. A) Nach gelelektrophoretischer
Auftrennung und Western-Blotting wurde sAPPa im Medium und Gesamt-APP im Lysat mit dem
Antikorpern W02 nachgewiesen. Die vertikale Linie im oberen Blot bedeutet, dass Kontroll- und
APLPI-transfizierte Proben auf dem gleichen Gel aber nicht unmittelbar nebeneinander gelaufen sind.
Die Zahlen unter den Blots geben die Nummer der jeweiligen Bahn an. B) Die C-terminalen
Fragmente von APLP1 wurden mit dem Antikorper Ab57 detektiert.
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Um diese Hypothese zu iiberpriifen, wurden Vektor- und APLP1-transfizierte Zellen mit dem
v-Sekretase-Inhibitor DAPT (Dovey et al., 2001) oder als Kontrolle mit DMSO behandelt.
Die Expression von APLP1 fiihrte sowohl in DAPT-, als auch in DMSO-behandelten Zellen
zu einer Zunahme der sAPPa-Sekretion (Abb. 16A oberer Blot, Bahn 5-8) im Vergleich zu
Kontroll-transfizierten Zellen (Abb. 16A oberer Blot, Bahn 1-4). Um nachzupriifen, ob DAPT
in dem Experiment aktiv war, wurde das APLP1-CTF des Zelllysats immunoprézipitiert. In
DAPT-behandelten Zellen reichert sich APLP1-CTF stark an (Abb. 16B) und belegt damit
eine Inhibition der y-Sekretase. y-Sekretase-Aktivitdt und die daraus resultierende Bildung der
APLPI-ICD sind demnach nicht notwendig, um den APLPIl-induzierten Phénotyp zu
vermitteln. Damit kann die Hypothese, dass die APLP1-ICD die Transkription von Spaltungs-
stimulierenden Genen steuert, als mechanistische Ursache fiir die APLP1-induzierte Zunahme

der APP-Spaltung ausgeschlossen werden.

1.6 Das zytoplasmatische GYENPXY-Motiv von APLP1 spielt eine wesentliche
Rolle bei der Aktivierung der APP-Spaltung
Eine weitere Moglichkeit, wie die APLP1-zytoplasmatische Doméne die Spaltung von APP
beeinflussen konnte, wire wenn APLP1 die gleichen zytosolischen Proteine wie APP bindet
und mit APP um deren Interaktion in Konkurrenz steht. Exogen exprimiertes APLP1 wiirde
dann, da es im Uberschuss vorliegt, bevorzugt mit diesen Proteinen interagieren, wohingegen
APP ohne Interaktionspartner anders transportiert oder prozessiert werden konnte. Innerhalb
der zytoplasmatischen Doméne der APP-Homologen befindet sich ein konserviertes
Aminosduremotiv, das GYENPTY-Motiv (Abb. 17), das die Bindung von zytosolischen
Adapterproteinen an APP vermittelt (siche auch A) 2.4). Ob APLPI ebenfalls an diese
Adapterproteine bindet und inwieweit das GYENPTY-Motiv bei einer solchen Interaktion
beteiligt ist, wurde bisher nicht untersucht. Um Aufschluss iiber den molekularen
Mechanismus der APLP1-induzierten APP-Spaltungsstimulation zu erhalten, sollte deswegen
in einem weiteren Versuch geklirt werden, ob das GYENPTY-Motiv der zytoplasmatischen

Doméne von APLP1 notwendig ist, um die APP-Spaltung zu stimulieren.

63



Ergebnisse
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Ektodoméne TMD zytoplasmatische Doméane

Abb. 17  Das zytosolische GYENPTY-Motiv ist unter den APP-Homologen konserviert

Die Aminosduresequenzen der APP-, APLP2- und APLPI-zytoplasmatischen Doméne wurden
verglichen. Stimmen alle drei Homologen an einer Aminossdureposition mit dhnlichen Aminosduren
tiberein, so sind diese Reste in rot dargestellt. Besitzen nur zwei Homologe an einer Position
identische Aminoséuren, so sind diese in blau dargestellt Der schwarze Kasten markiert das
konservierte = GYENPTY-Motiv. Horizontale Linien markieren die Ektodoméne, die
Transmembrandomine und die zytoplasmatische Doméne der APP-Homologen.

Es wurde eine Mutante von APLP1 kloniert, der das GYENPTY-Signal der
zytoplasmatischen Doméne fehlt (APLPIANPTY). Transfektion von APLPIANPTY in die
AP-APP-Reporterzellinie fiihrte nur noch zu einem 1,4-fachen Anstieg der APP-Sekretion,
verglichen mit einem 3-fachen Anstieg nach APLP1-Expression (Abb. 18). Das GYENPTY-
Signal ist damit essentiell fiir die Zunahme der APP-Spaltung nach APLP1-Expression.
Dieses Ergebnis steht im Einklang mit dem Modell der Konkurrenz von APLP1 und APP um

die gleichen zytosolischen Interaktionspartner.

rel. AP Aktivitat

Kon
APLP1
APLP1
ANPTY

Abb. 18 Das GYENPTY-Motiv von APLP1 ist essentiell fir den APLP1-vermittelten Anstieg
der APP-Sekretion

AP-APP-HEK?293-Zellen wurden mit Kontrollvektor, APLP1 oder einer Mutante von APLP1, der das

GYENPTY-Signal fehlte (APLPIANPTY), transfiziert. 48 h nach Transfektion wurde die AP-

Aktivitdt des Mediums gemessen. Dargestellt ist der Mittelwert der AP-Aktivitét relativ zu Kontroll-

transfizierten Zellen von zwei unabhingigen Experimenten, die jeweils in Duplikaten ausgefiihrt

wurden.

Das GYENPTY-Signal gehort zur Familie der Tyrosin-abhéngigen NPXY-Signale. Neben der

APP-Familie kommen diese NPXY-Motive auch in der zytoplasmatischen Doméane weniger

weiterer Membranproteinen, wie z.B. des LRPs, des IRs und des EGFRs vor (siehe Einleitung

A) 23 wund Abb. 19A). Um =zu untersuchen, ob das NPXY-Signal dieser
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Transmembranproteine ebenfalls die APP-Spaltung stimuliert, oder ob dieser Effekt
spezifisch nur durch die zytoplasmatische Doméne von APLP1 ausgeldst wird, wurden die C-
terminale Domédne von LRP (LRP-CT), der IR, der EGFR und zur Kontrolle ein Typ-I-
Transmembranprotein ohne NPXY-Motiv (L-Selektin) in die AP-APP-Reporterzelllinie
transfiziert (Abb. 19A und B). Die Expression dieser Proteine wurde mittels Western-Blott
iiberpriift (Abb. 19C). Wie in Abb. 18B zu erkennen ist, fithrte keines der getesteten
Transmembranproteine zu einer Zunahme der APP-Sekretion (Abb. 19B). Dieser Versuch
zeigt, dass innerhalb der NPXY-Proteinklasse spezifisch nur die APP-Familie die Spaltung

von APP induzieren kann.
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Abb. 19  Das NPXY-Motiv anderer Typ-I-Transmembranproteine stimuliert nicht die APP-
Spaltung

A) Vergleich der NPXY-Signale verschiedener Typ-I-Transmembranproteine. Das NPXY-Motiv ist
rot markiert, gleiche Reste sind fett abgebildet. Die Zahlen vor dem Aminosduremotiv geben die
Anzahl an weiteren Aminosiuren bis zur Transmembrandoméne (Tm) an, die Zahlen nach dem Motiv
die Anzahl der restlichen C-terminalen Aminosduren. LRP besitzt zwei NPXY-Motive in seiner
zytosolischen Doméne die mit den Nummern (1) und (2) unterschieden werden. B) AP-APP-HEK293-
Zellen wurden mit den angegebenen Konstrukten transfiziert. 48 h nach Transfektion wurde die AP-
Aktivitdt des Mediums gemessen. Dargestellt ist der Mittelwert der AP-Aktivitdt relativ zu Kontroll-
transfizierten Zellen von zwei unabhingigen Experimenten, die jeweils in Duplikaten ausgefiihrt
wurden. C) Proteine des Zelllysat der in B) beschriebenen Proben wurde mit Gelelektrophorese
aufgetrennt und im Western-Blot detektiert. Der IR lduft auf dem Gel einmal als Gesamt-IR (IR o+f)
und einmal als IR-B-Kette. Der Stern markiert endogenes LRP.
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Da das NPXY-Motiv alleine nicht den APLPl-induzierten APP-Spaltungs-Phénotyp
vermittelt, wurden erweiterte NPXY-Signale verschiedener Transmembranproteine
verglichen. Im Gegensatz zu anderen NPXY-Sequenzen befindet sich bei der APP-Familie
ein Tyrosinrest (Tyr638) in einer Distanz von zwei Aminosduren vor dem NPXY-Motiv
(Abb. 19A). Dieser Tyrosinrest spielt eine wichtige Rolle bei der Endozytose von APP (Perez
et al., 1996) und bei der Bindung von APP an zytosolische Adapterproteine (Borg et al.,
1996). Um zu untersuchen, ob Tyr638 essentiell fiir den Anstieg der APP-Spaltung ist, wurde
Tyrosin 638 in dem slg7-APLP1-Kostrukt zu Serin mutiert (sIg7-APLP1(Y/S)). Serin
befindet sich zwei Aminosduren vor dem NPXY-Motiv des IR. Gleichzeitig wurde auch ein
Fusionsprotein aus der Insulinrezeptor-zytoplasmatischen Doméne und dem IgG-CD7-
Konstrukt kloniert (sIg7-IR), sowie der Serinrest zu Tyrosin in slg7-IR mutiert (slg7-
IR(S/Y)). Alle vier Konstrukte wurden im AP-APP-Reporterassay auf ihre Spaltungs-
induzierende Wirkung tiberpriift. Die Expression der slg7-Konstrukte wurde parallel mittels
Western-Blot-Analyse tiberpriift (Abb. 20B).

Mutation des Tyrosins zu Serin in slIg7-APLP1(Y/S) resultierte in einem fiir die APP-
Spaltung inaktiven Konstrukt (Abb. 20A). Tyr638 scheint also essentiell fiir die APLP1-
induzierte APP-Spaltung zu sein. Da sowohl sIg7-IR als auch slg7-IR (S/Y) zu keinem
Anstieg der APP-Spaltung fiihrten, reicht der Tyrosinrest zwei Positionen vor dem NPXY-
Motiv alleine nicht aus, um die APP-Spaltung zu erhohen. Damit konnte gezeigt werden, dass

das erweiterte GYENPTY -Motiv den Anstieg der APP-Spaltung vermittelt.
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Abb. 20  Das erste Tyrosin (Tyrosin 638) des GYENPTY-Motivs ist notwendig fur den APP-
Stimulationseffekt

A) AP-APP/HEK?293-Zellen wurden mit den sIg7-APLP1, sIg7-APLP1(Y/S), bei dem Tyrosin 638 zu
Serin mutiert war, slg-IR oder sIg7-IR(S/Y) bei dem das Serin zwei Aminosduren vor dem Tyrosin
des NPXY-Motivs zu Tyrosin mutiert war, transfiziert. 48 h nach Transfektion wurde die AP-Aktivitét
des Mediums gemessen. Dargestellt sind der Mittelwert und die Standardabweichung der AP-Aktivitét
relativ zu Kontroll-transfizierten Zellen von drei unabhidngigen Experimenten, die jeweils in
Duplikaten ausgefiihrt wurden. B) Proteine des Zelllysat der in A) beschriebenen Proben wurden mit
Gelelktrophorse aufgetrennt und im Western-Blot mit anti-hIlgG1 detektiert.
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1.7 Das GYENPTY-Motiv der APLP1-zytoplasmatischen Doméane bindet FE65

In einem weiteren Versuch sollten nun zytosolische Adapterproteine gefunden werden, die
sowohl APP als auch APLP1 binden. Da bekannt war, dass Tyr638 des GYENPTY-Motivs
essentiell fiir die Bindung von APP an FE65 ist (Borg et al., 1996), wurde untersucht, ob
erstens APLP1 FE65 bindet und ob zweitens fiir diese Bindung das GYENPTY-Signal
notwendig ist. Dazu wurde FE65 zusammen mit APLP1 oder APLPIANPTY in HEK293
exprimiert. Dann wurde FE65 aus dem Zelllysat immunprézipitiert und préizipitiertes FE65
(Abb. 21A erster Blot) sowie koprazipitiertes APLP1 (Abb. 21A dritter Blot) mit
Gelelektrophorese und Immunoblot analysiert. Die Expression von FE65 und APLP1 wurde
durch Gelelektrophorese und Immunoblot im Zelllysat nachgewiesen (Abb. 21A zweite und
vierter Blot). Zur Kontrolle wurde parallel FE65 zusammen mit APP transfiziert und
prézipitiert (Abb. 21B). In diesem Versuch konnte eine Bindung von APLP1, nicht aber von
APLPIANPXY an FE65 nachgewiesen werden (Abb. 21A dritter Blot).

A B
kDa Blot FE65 kDa IPFE65 Lysat
98-| ®» ewes |IPFE65 03— |"wes ewew |Blot FE65
-
98- S | Lysat & w == |BlOtAPP
98 -
Blot APLP1
APP + - + + - +
98 - - IP Fe65 FE65-Flag + + - + + -
Kon - + + - + +
98 - -_— =% == | Lysat
APLP1 -+ - - -
APLPIANPTY - - - - + +
FE65-Flag -+ - + + -
Kon + - + + - +

Abb.21  APLP1 bindet FE65

HEK293-Zellen wurden transient mit Flag-markiertem FE65 und APLP1, oder APLPIANPTY (A)
oder FE65-Flag und APP (B) oder FE65-Flag und Kontrollvektor (A und B) kotransfiziert. Zwei Tage
nach Transfektion wurde das Zelllysat mit einem anti-Flag-Antikdrper prézipitiert und prézipitiertes
FE65 sowie kopriazipitiertes APLP1 oder APP mittels Gelelektrophorese und Immunoblotanalyse
nachgewiesen. Zusitzlich wurde die Expression von FE65, APLP1 und APP im Lysat iiberpriift IP:
Immunoprézipitation.

In einem weiteren Experiment konnte FE65 mit sIG7-APLP1, kaum aber mit slg7-
APLP1(Y/S) koprézipitiert werden (Abb. 22A, dritter Blot). Auch zwischen dem IR und
FEG65 konnte keine Interaktion nachgewiesen werden (Abb. 22B, unterer Blot). Diese Daten

belegen erstens, dass APLP1 FE65 bindet und dass zweitens der erste Tyrosinrest des
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GYENPTY-Motivs der APLP1-zytoplasmatischen Domine kritisch fiir die Bindung von
APLP1 an FE6S5 ist.
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Abb. 22  Tyr638 ist notwendig fur die Bindung von APLP1 an FE65

A) HEK293-Zellen wurden transient mit FE65-Flag und sIg7-APLP1, sIg7-APLPI1(Y/S) oder
Kontrollvektor transfiziert. Zwei Tage nach Transfektion wurde das Zelllysat mit anti-humanem IgG
prazipitiert und prézipitiertes slg7-APLP1 (oberer Blot) sowie koprézipitiertes FE65 (dritter Blot)
mittels Gelelektrophorese und Immunoblotanalyse nachgewiesen. Die Expression von FE65, slg7-
APLP1 und sIg7-APLP1(Y/S) wurde im Lysat liberpriift (zweiter und vierter Blot). slg7-APLP1(Y/S):
Tyr638 wurde zu Serin mutiert. B) Flag markiertes FE65 und IR oder Kontrollvektor wurden
zusammen in HEK293-Zellen exprimiert. Immunoprézipitation mit anti-Flag-Antikérper und Analyse
der prézipitierten Proteine und exprimierten Proteine im Lysat mittels Gelelektrophorese und
Immunoblot mit anti-Flag- und anti-IR-Antikorper. IP: Immunoprézipitation.

1.8 APLP1 inhibiert die Endozytose von APP
In den weiteren Versuchen sollte nun der molekulare Mechanismus der APLP1-vermittelten
APP-Spaltungsstimulation identifiziert werden. Die vorangegangenen Experimente zeigten,
welche Doméne von APLPI den Anstieg der APP-Sekretion vermittelt. Dabei war klar
geworden, dass die von APLP1 verursachte Zunahme der APP-Spaltung mit der Fahigkeit
von APLP1 korrelierte FE65 zu binden. Fiir beide Effekte war das zytoplasmatische
GYENPTY-Signal notwendig. Da das GYENPTY-Signal der APP-zytoplasmatischen
Domine essentiell fiir die Endozytose von APP ist, wurde als nichstes getestet, ob APLP1 die
Endozytose von APP beeinflusst. Dazu wurde ein APP-Endozytoseassay etabliert, der im

Folgenden kurz beschrieben wird. Es handelt sich dabei um einen Fluoreszenz-basierten
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Assay. Da HEK293-Zellen besonders klein sind, wurde der Versuch in den groBeren und fiir
eine Fluoreszenzanalyse besser geeigneten COS-Zellen durchgefiihrt.

COS-Zellen wurden transient mit APP transfiziert. Dann wurden die Zellen auf Eis gestellt,
um alle Transportvorgidnge in der Zelle zu inhibieren. Das Oberflachen-APP wurde mit einem
Antikorper, der an die Ektodoméne von APP bindet, markiert. Ungebundener Antikorper
wurde weggewaschen. Um die Endozytose von markiertem Oberflichen-APP zu erlauben,
wurden die Zellen fiir unterschiedlich lange Zeitintervalle bei 37°C inkubiert. Danach wurden
die Zellen fixiert, permeabilisiert und mit einem weiteren Antikorper gegen EEA1 behandelt.
EEAL ist ein Transmembranprotein, das nur in frithen Endosomen vorkommt und deswegen
als Marker des frithen Endozytoseweges benutzt wird (Walter et al., 2001). Der polyklonale
APP-Antikérper und der monoklonale EEAI1-Antikdrper wurden dann mit Fluoreszenz-
markierten Zweitantikdrpern unterschiedlicher Farbe sichtbar gemacht.

Untersucht man diese Zellen mit einem konfokalen Fluoreszenzmikroskop, kann die
Endozytose des markierten Oberflichen-APP gut beobachtet werden (Abb. 23). APP, das sich
im sekretorischen Weg befindet, ist in diesem Assay nicht sichtbar, da nur das APP an der
Zelloberfliche markiert wurde. Zum Zeitpunkt 0 min, wenn die Zellen nicht bei 37°C
inkubiert, sondern nur Oberflichen-APP markiert wurde, ist das APP-Signal gleichméBig
iber die Oberflache der Zelle verteilt und ist an den Zellraindern besonders gut sichtbar (Abb.
23, oberste Spalte, mittleres Bild, rot). Nach 7 min Inkubation bei 37°C, befindet sich das
markierte APP in kleinen vesikuldren Strukturen innerhalb der Zelle, die in der Nihe des
Zellkerns gehauft auftreten (Abb. 23 zweite Spalte, mittleres Bild, rot). Um festzustellen, ob
diese Strukturen physiologisch-relevante Vesikel des endosomalen Kompartiments sind,
wurde das APP-Signal mit dem EEAI1-Signal verglichen. EEA1 befindet sich sowohl zum
Zeitpunkt 0 min als auch zum Zeitpunkt 7 min in kleinen Vesikeln in der Zelle, die ebenfalls
in der Ndhe des Kerns konzentriert vorliegen (Abb. 23, erste Reihe, griin). In allen hier
abgebildeten Versuchen ist das APP-Signal rot und das Signal fiir EEA1 griin dargestellt.
Legt man das rote APP-Signal in einem Bild mit dem griinen EEA1-Signal zusammen,
erscheinen Bereiche der APP- und EEA1-Kolokalisierung in gelb (Abb. 23, rechte Reihe).
Zum Zeitpunkt 7 min kolokalisiert ein Grofiteil der APP-positiven Vesikel mit den EEA1-
markierten Vesikeln (Abb. 23, rechte Reihe, zweite und dritte Spalte). Dies beweist, dass in
diesem Assay markiertes Oberflichen-APP innerhalb weniger Minuten in frithe Endosomen

aufgenommen wurde und sich der Assay damit zur Untersuchung der APP-Endozytose eignet.
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Abb. 23  Endozytoseassay fur APP

COS-Zellen, die transient mit APP transfiziert wurden, wurden auf Eis mit anti-APP-
Ektodoménen-Antikorper behandelt. Ungebundener Antikdrper wurde weggewaschen und die
Zellen fiir 0 oder 7 min bei 37°C inkubiert um Endozytose von Antikorper-markiertem APP zu
erlauben. Danach wurden die Zellen auf Eis fixiert und permeabilisiert. Frithe Endosomen wurden
mit einem monoklonalen Antikdrper gegen EEAl und einem anti-Maus Zweitantikdrper
angefarbt, das Antikorper-markierte APP mit einem anti-Kanienchen Zweitantikorper. Die
Zweitantikorper waren mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Die linke Spalte zeigt
das Signal fiir friihe Endosomen in griin, die mittlere Spalte das APP-Signal in rot und die rechte
Spalte frithe Endosomen und APP-Signal iibereinandergelegt (Merge). Eine Kolokalisierung von
frithen Endosomen und APP in der rechten Spalte ist in gelben Bereichen erkennbar. Zusétzlich
wurden einige EEA1- und APP-positive Vesikel mit Pfeilen markiert. Die oberste Reihe zeigt das
EEA1- und APP-Signal zum Zeitpunkt O min, die mittlere und unterer Reihe nach 7 min
Inkubation bei 37°C. In der oberen Reihe ist in der unteren rechten Ecke ein Ausschnitt vergrofiert
abgebildet. In der unteren Reihe (7 min b) sind vergroBerte Ausschnitte aus der mittleren Reihe (7
min a) gezeigt.

Als néchstes musste sichergestellt werden, dass sich der APP-Endozytoseassay auch dazu
eignet, eine verlangsamte oder inhibierte Endozytose von APP aufzuzeigen. Dazu wurden

COS-Zellen parallel mit APP und DynaminK44A-GFP (DynK44A) oder APP und GFP
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als Kontrolle transfiziert. DynK44A ist eine dominant-negative Mutante von Dynamin,
die die Endozytose von APP hemmt (Chyung and Selkoe, 2003). Oberflichen-APP
wurde, wie oben beschrieben, auf Eis mit einem anti-APP-Ektodoménen-Antikorper
markiert, ungebundener Antikorper weggewaschen und die Zellen fiir 0 min oder 20 min
bei 37 °C inkubiert. Die Zellen wurden fixiert, permeabilisiert und Erstantikorper-
gebundenes APP mit einem fluorezenz-markierten Zweitantikorper lokalisiert. Die APP
Lokalisierung wurde mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops analysiert und repriasentative
Bilder in Abb. 24 dargestellt. Zum Zeitpunkt 0 min befand sich sowohl in Kontroll-GFP
als auch in DynK44A-GFP transfizierten Zellen das gesamte markierte APP an der
Zelloberfldche (Abb. 24, obere Reihe, erstes und drittes Bild). Nach 20 min Inkubation bei
37°C war in GFP-transfizierten Zellen kein Zellmembran-APP mehr erkennbar, sondern
das markierte APP befand sich in endozytotischen Vesikeln nahe des Kerns (Abb. 24,
untere Reihe, erstes Bild). In DynK44A-GFP exprimierenden Zellen (Abb.24, untere
Reihe viertes Bild mit einem Pfeil markiert) waren dagegen eine schwache
Zellmembranlokalisierung von APP und keine intrazelluldren Vesikel erkennbar (Abb.24,
untere Reihe drittes Bild mit einem Pfeil markiert). Eine benachbarte, nicht DynK44A-
transfizierte Zelle im gleichen Bild (Pfeilspitze in Abb. 24, untere Reihe viertes Bild)
zeigte deutlich APP in Kern-nahen Vesikeln vergleichbar der GFP-exprimierenden Zellen.
In DynK44A-transfizierten Zellen ist die Endozytose von APP inhibiert. Als Folge
akkumuliert Antikdrper-markiertes APP an der Zellmembran, wird dort von Sekretasen
geschnitten und die Antikorper-markierte Ektodomédne von APP wird ins Medium
sezerniert (Chyung and Selkoe, 2003). Nach 20 min Inkubation bei 37°C war daher die
Antikorperfarbung der Zellmembran sehr viel schwécher, als nach 0 min Inkubation bei
37°C. Um eine statistische Auswertung der Endozytoseinhibition bei DynK44A-
Expression zu erhalten, wurde die Anzahl der Zellen, in denen APP-Endozytose stattfand,
ermittelt. Als Endozytose-positiv wurden dabei Zellen gewertet, bei denen intrazelluldre
APP-Vesikel vorhanden waren. Endozytose-negativ waren solche Zellen, die nur
Oberflachenfiarbung und keine APP-Vesikel zeigten. Die Analyse von jeweils 100 GFP-
oder DynK44A-GFP-exprimierenden Zellen ergab, dass nach 20 min Inkubation bei 37°C
bei 82 % der Kontroll-transfizierten Zellen die Endozytose von APP sichtbar war,
wihrend bei DynK44A-exprimierenden Zellen nur zu 16 % Endozytose von APP auftrat.
Diese Zahlen belegen, dass der APP-Endozytoseassay in der Lage ist, eine Hemmung der

APP-Endozytose darzustellen.
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Abb.24  DynK44A hemmt die Endozytose von APP

COS-Zellen wurden transient mit APP und GFP oder APP und DynK44A-GFP transfiziert.
Oberflichen-APP wurde auf Eis mit Antikdrper markiert, ungebundener weggewaschen und die
Zellen fir 0 min oder 20 min bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden fixiert, permeabilisiert und
Antikorper-markiertes APP mit einem Fluoreszenz-markierten Zweitantikorper detektiert. A) Das
APP-Signal ist in der ersten und der dritten Spalten, das GFP-Signal in der zweiten und vierten Spalte
dargestellt. Der Pfeil markiert eine DynK44A-GFP exprimierende Zelle die keine APP-
Endozytosevesikel zeigt, die Pfeilspitz eine nicht transfizierte Zelle mit APP-Endozytosevesikeln. B)
Die Anzahl der Zellen, die zu dem angegebenen Zeitpunkt endosomalen APP-Vesikel zeigten, wurde
ermittelt. Es wurden 100 GFP und 100 APLP1-GFP exprimierende Zellen unter doppelt-blinden
Bedingungen analysiert. Gezeigt sind der Mittelwert und die Standardabweichung von drei
unabhéngigen Experimenten.

Mit diesem APP-Endozytoseassay konnte im Anschluss die Frage gekldrt werden, ob APLP1
die Endozytose von APP beeinflusst. Dazu wurden COS-Zellen transient mit APP und
APLPI1-GFP oder als Kontrolle mit APP und GFP transfiziert. Oberflichen-APP wurde, wie
oben beschrieben, markiert und die Zellen fiir 0 min, 7 min, 20 min oder 35 min bei 37°C
inkubiert. Die Zellen wurden fixiert und das Voranschreiten der APP-Endozytose wurde mit
Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops ausgewertet. Bilder reprisentativer Zellen sind in
Abbildung 25 zusammengefasst. Zum Zeitpunkt 0 min zeigten sowohl Kontroll- als auch

APLP1-GFP-exprimierende Zellen eine Zelloberflaichenverteilung des markierten APP. Zum
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Zeitpunkt 7 min waren in GFP-transfizierten Zellen, neben einer Zelloberflichenfdrbung
deutliche APP-Vesikel in der Ndhe des Zellkerns sichtbar (Abb. 25, zweite Reihe erstes Bild).
In APLP1-GFP-exprimierenden Zellen war zum selben Zeitpunkt nur Oberflaichen-APP und
noch keine APP-Vesikel erkennbar (Abb. 25, zweite Reihe, drittes Bild mit einem
Pfeilmarkierte Zelle). Eine benachbarte, nicht APLP1-exprimierende Zelle im selben Bild
(mit einer Pfeilspitze markiert) verhielt sich wie die Kontroll-transfizierten Zellen mit
deutlichen intrazelluliren APP-Vesikeln. Zum Zeitpunkt 7 min fand damit in Kontroll-
transfizierten Zellen APP-Endozytose statt, wihrend in APLP1-exprimierenden Zellen APP
noch nicht sichtbar endozytiert wurde. Nach 20 und 35 min war in GFP-exprimierenden
Zellen kein Plasmamembran-APP mehr erkennbar und die APP-Vesikel waren weniger stark
in der Ndhe des Kerns konzentriert, sondern lagen im Zytosol verteilt vor (Abb. 25, dritte und
vierte Reihe erstes Bild). In APLP1-exprimierenden Zellen hingegen war nach 20 min APP
noch an der Zelloberfliche sichtbar und erst zu diesem Zeitpunkt waren die ersten APP-
Vesikel erkennbar (Abb. 25, dritte Reihe, drittes Bild mit einem Pfeil markiert). Wieder
verhielt sich eine nicht-transfizierte Zelle im gleichen Bild, wie die Kontroll-transfizierten
Zellen zum selben Zeitpunkt (mit einer Pfeilspitze markiert). Nach 35 min waren in APLP1
exprimierenden Zellen APP-Vesikel deutlich in der Ndhe des Kerns zu sehen (Abb. 25, vierte
Reihe, drittes Bild). Die Verteilung des urspriinglich an der Oberfliche markierten APPs in
APLP1-exprimierenden Zellen (Abb. 25, untere Reihe, drittes Bild) glich damit zum
Zeitpunkt 35 min eher der Verteilung zum Zeitpunkt 7 min in Kontroll-transfizierten Zellen
(Abb. 25, zweite Reihe erstes Bild). Die statistische Auswertung der APP-Endozytose ergab,
dass zu jedem untersuchten Zeitpunkt APLP1-exprimierende Zellen seltener Endozytose-
positiv waren als Kontroll-transfizierte Zellen (Abb. 25B). Die Expression von APLP1
verldngert also die Verweildauer von APP an der Plasmamembran und fiihrt zu einer

verlangsamten APP-Endozytose.
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Abb.25  APLP1-exprimierende Zellen weisen eine verlangsamte Endozytose von APP auf
COS-Zellen wurden transient mit APP und GFP oder APP und APLP1-GFP transfiziert. Oberfldchen-
APP wurde auf Eis mit einem anti-APP-Ektodoménen-Antikérper markiert, ungebundener Antikérper
weggewaschen und die Zellen fiir 0, 7, 20 oder 35 min bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden
permeabilisiert und mit einem Fluoreszenz-gekoppelten Zweitantikorper behandelt. Die Zellen wurden
fixiert und mit einem Fluoreszenzmikroskop analysiert. A) Bilder reprisentativer Zellen von
mindestens drei unabhéngigen Experimenten sind dargestellt. Die Lokalisierung von markiertem APP
zu den angegebenen Zeitpunkten ist in der ersten (Kontroll-transfizierten) und dritten (APLP1-
transfizierten) Spalte gezeigt. Die Expression von GFP ist in der zweiten und die Expression von
APLPI-GFP in der vierten Spalte sichtbar. Pfeile markieren APLPIl-exprimierende Zellen mit
verlangsamter APP-Endozytose, Pfeilspitzen verweisen auf nicht-transfizierte Zellen, die APP wie
Kontroll-transfizierte Zellen endozytieren. B) Unter 100 GFP oder APLPI1-GFP exprimierenden
Zellen wurde die Anzahl der Zellen ermittelt, die endozytotische APP-Vesikel enthielten. Gezeigt sind
der Mittelwert und die Standardabweichung von drei unaghingigen Experimenten. Die Auswertung
erfolgte unter doppelt-blinden Bedingungen. Der Stern verweist auf einen statistisch signifikanten
Unterschied (p< 0,05 Students t-Test) zwischen GFP und APLP1-GFP exprimierenden Zellen.
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1.9 Die APLP1-vermittelte Stimulation der APP-Spaltung findet in Abhéngigkeit
von LRP statt
Die vorangegangenen Experimente haben gezeigt, dass die Expression von APLP1 zu einer
verlangsamten Endozytose von APP und einer gesteigerten sAPPa-Sekretion fiihrt. Ein
dhnlicher Phéanotyp ist kiirzlich in low density lipoprotein related protein (LRP) defizienten
Zellen beschrieben worden. LRP bindet APP {iber das Adapterprotein FE65 und beeinflusst
die Endozytose und die Prozessierung von APP (Pietrzik et al., 2002; Pietrzik et al., 2004;
Ulery et al., 2000). APLP1 konnte also mit APP um die Bindung an FE65 und damit die
Interaktion mit LRP konkurrieren und auf diesem Wege die Endozytose von APP
beeinflussen. In diesem Falle sollte die Expression von APLP1 die Endozytose und Spaltung
von APP nur in Gegenwart von LRP beeinflussen. Um zu testen, ob die APLP1-induzierte
Zunahme der APP-Spaltung in Abhéngigkeit von LRP stattfindet, wurde der Effekt von
APLP1 in LRP-defizienten Zellen in Zusammenarbeit mit C. Pietrzik (Universitit Mainz)
getestet. Dazu wurden CHO-Zellen, die endogenes LRP exprimieren (LRP+/+) und LRP-
defiziente CHO-Zellen (LRP-/-) mit APLP1, APLPIANPTY oder Kontrollvektor transfiziert
und deren Effekt auf die sAPPa-Sekretion untersucht (Abb. 26A). In LRP+/+-Zellen fiihrte
die Expression von APLP1 im Vergleich zu Kontroll-transfizierten Zellen zu einem 3,5-
fachen Anstieg der sAPPa-Bildung (Abb. 26A, erste Bahn). APLPIANPTY hatte wie
erwartet in LRP(+/+) keinen Einfluss auf sAPPa (Abb. 26A, zweite Bahn). Die Expression
von APLP1 und APLPIANPTY verhélt sich also in CHO-Zellen gleich, wie in HEK293-
Zellen (vgl. Abb. 13). Vorangegangene Publikationen haben gezeigt, dass in LRP(-/-)-Zellen
eine vermehrte SAPPa-Bildung stattfindet (Ulery et al., 2000; Pietrzik et al., 2002 und Abb.
26A, sechste Bahn), wobei die sAPPa-Sekretion noch nicht im geséttigten Bereich liegt, da
sie durch PMA noch gesteigert werden kann (Pietrzik et al., 2004). Expression von APLPI
oder APLPIANPTY in LRP(-/-)-Zellen fiihrte zu keinem weiteren Anstieg der sAPPa-
Sekretion im Vergleich zu Kontroll-transfizierten Zellen (Abb. 26A, vierte und fiinfte Bahn).
In Abwesenheit von LRP kann APLP1 die APP-Spaltung also nicht stimulieren. Dieses
Ergebnis steht im Einklang mit einer iiber LRP- und FE65-vermittelten Stimulation der APP-
Spaltung durch APLP1. Wurden LRP(-/-)-Zellen mit einer C-terminalen Mutante von LRP
(LRP-CT) transfiziert (Abb. 26B, vierte Bahn), so reduzierte sich die, in LRP(-/-)-Zellen
erhohte, sAPPa-Sekretion auf ein zu LRP(+/+)-Zellen vergleichbares Niveau (Abb. 26B,
zweite Bahn). Kotransfektion von APLP1 und LRP-CT in LRP(-/-)-Zellen hingegen
stimulierte die sAPPa-Sekretion im Vergleich zu nur LRP-CT exprimierenden LRP(-/-)-
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Zellen (Abb. 26B, dritte im Vergleich zu vierter Bahn). Damit konnte gezeigt werden, dass
APLP1 die APP-Spaltung nur in Gegenwart von LRP induziert.

A LRP+/+ LRP-/- B LRP+/+ LRP-/-
—_—— LRP a+p ) LRP o+
- LRP B
= - e LRP B
—— o APLP1 e LRP-CT
SAPPq [wd /s |APLPI
(e o @8 - 88 @8 SAPPa
55
&-% APLP1 + - + - + —
<5 LRP-CT + - + + - _
— O
o0 Kontrolle - + - _—- + +
APLP1 + - - + - -
APLP1ANPXY2 - + - - + -
Kontrolle - - + - - +

Abb. 26  APLP1 stimuliert die APP-Spaltung nur in Gegenwart von LRP

CHO-Zellen, die endogenes LRP exprimieren (LRP+/+) und LRP-defiziente CHO-Zellen (LRP-/-)
wurden transient mit Kontrollvektor, APLPI1, APLP1, dem das GYENPTY-Motiv fehlt
(APLP1ANPXY) (A), oder APLP1 und der C-terminalen Doméne von LRP (LRP-CT) (B) transfiziert.
Proben des Mediums und des Zelllysats wurden mittels Gelelektrophorese und Immunoblotting
analysiert. Im Medium wurde sAPPa mit den Antikorpern 1G7 und 5A3 nachgewiesen und im
Zelllysat die Expression von APLP1 mit dem Antikdrper Ab57 oder LRP mit dem Antikorper
LRP1704. Nicht-prozessiertes LRP lduft im Blot in einer hoheren Bande (LRP o+f) und einer
niedrigeren Bande, die nur der P-Einheit entspricht. Im unteren Teil von A) wurde die sAPPa-
Sekretion quantifiziert. Angegeben sind der Mittelwert und die Standardabweichung von drei
unabhéngigen Experimenten, die jeweils in Duplikaten ausgefiihrt wurden.
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2. Die Sorting-Nexin-Untergruppe SNX9/18/33 beeinflusst die APP-

Spaltun
Neben APLPI1 konnte fiir SNX33 eine APP-Spaltungs-stimulierende Aktivitdt nachgewiesen
werden (Abb. 11B). SNX33 ist ein neues Mitglied der Sorting-Nexin-Familie. Die SNX-

Familie umfasst verschiedene zytosolische Proteine, deren gemeinsames Kennzeichen eine
Phox-Homologe (PX)-Doméne ist und die fiir den =zelluliren Transport mehrerer
Oberfldachenproteine notwendig sind (siche auch A.4.). SNX33 bildet zusammen mit seinen
zwei Homologen, SNX9 und SNXI18, eine SNX-Untergruppe. In dem folgenden
Ergebnisabschnitt wird der Effekt der SNX9/18/33-Untergruppe auf die APP-Spaltung
analysiert. Da SNX33 und SNXI18 bisher noch nicht charakterisiert worden waren und
insbesondere kein Zusammenhang zwischen der SNX-Familie und der Prozessierung von
APP beschrieben worden war, war es von besonderem Interesse, ob SNX9 und SNXI18
vergleichbar mit SNX33 die APP-Spaltung stimulierten und wie sich weniger homologe
SNXe im Bezug auf die APP-Spaltung verhielten.

2.1 SNX33 bildet zusammen mit SNX9 und SNX18 eine SNX-Untergruppe
Innerhalb der SNX-Familie weist die Aminosduresequenz von SNX33 die hochste Homologie
zu den Sequenzen von SNX9 und SNX18 auf (Abb. 27A). SNX9, SNX18 und SNX33 fasst
man deswegen auch zu einer SNX-Untergruppe zusammen. Die SNX9/18/33-Untergruppe
besitzt eine N-terminale SH3-Doméne, gefolgt von einer Region mit geringer Komplexitét
(LC (low complexity)-Domane), einer PX-Doméne und einer C-terminalen Bin-Amphiphysin-
Rvs (BAR)-Doméne (Abb. 27B). Innerhalb der SH3- und der PX-Doméne dhneln sich die
Aminoséduresequenzen von SNX33 und SNX18 zu iiber 60 % und die Sequenz von SNX33
und SNXO9 zu iiber 40 %.
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Abb. 27  Vergleich der Aminosauresequenz von SNX33, SNX9 und SNX18

A) Die Aminosduresequenzen von SNX33, SNX9 und SNX18 wurden verglichen. Handelt es
sich bei den Aminoséuren aller drei SNXe um identische oder dhnliche Reste sind diese in rot
dargestellt, identische Aminosduren in nur zwei der drei SNXe sind in blau und verschiedenen
Reste in schwarz dargestellt. Die Zahlen tiber der Sequenz geben die Position der
Aminosduren innerhalb des Proteins an. Mit einem roten Kasten ist die SH3-Doméne, mit
einem blauen Kasten die PX-Domine und mit einem griinen Kasten die BAR-Doméne
markiert. B) Die Doméinenstruktur von SNX9, SNX18 und SNX33 ist schematisch
dargestellt. SH3: Scr homologe Doméne; LC: low complexity; PX: Phox; BAR: Bin
Amphiphysin Rvs.

2.2 Nachweis der Expression einer bisher unbekannten SNX18-Sequenz
Um den Effekt der SNXO9/18/33-Untergruppe auf die Spaltung von APP in einem
Zellkulturmodell zu untersuchen, musste als erstes die cDNA der drei SNXe kloniert und
sequenziert werden. Die cDNA von SNX33 wurde dem identifizierten Klon der humanen
Gehirn-cDNA-Bibliothek entnommen, worauthin die Sequenzanalyse dieser cDNA eine 100
%-Ubereinstimmung mit SNX33 (accesion number: NP_695003) ergab. Die cDNA-
Sequenzen von SNX9 und SNX18 sind bereits beschrieben und wurden in Fall von SNX9
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einer humanen Genom-Kollektionen (ATCC; GenBank ID: BC005022) und im Fall von
SNX18 der Mammalian Gene Collection (MGC) entnommen. Die Sequenzanalyse der
SNX18-cDNA zeigte nur 92 % Ubereinstimmung mit der fiir SNX18 publizierten Sequenz
(http://align.genome.jp/sit-bin/clustalw). Wiahrend die ersten 1622 Basen identisch mit der
publizierten SNX18-Sequenz waren, hatte der neu identifizierte Klon ein vollkommen
anderes 3’-Ende. Im Folgenden wird die schon publizierte SNX18-Sequenz mit SNX18A und
die neu identifizierte SNX18-Sequenz mit SNX18B bezeichnet. Die Expression von SNX18A
ist bisher nicht untersucht worden. Um herauszufinden, ob es sich bei SNX18B um eine
alternative Splei3variante von SNX18A handeln koénnte und ob beide SNX18-Sequenzen
exprimiert werden konnten, wurde die Exon-Intron-Verteilung der SNXI18-cDNA im
menschlichen Genom mit Hilfe eines Exon-Intron-Vorhersageprogramms analysiert
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Demnach liegen die ersten 1650 Basen der SNX18-
Sequenz auf einem Exon und Basen 1651 bis 1850 auf einem zweiten Exon. Die SNX18A-
Sequenz lduft von dem ersten Exon in das vorhergesagte Intron weiter, das 3’-Ende der
SNX18B-Sequenz liegt hingegen wie von dem Exon-Intron-Vorhersageprogramms

angegeben in einem zweiten Exon und stimmt damit mit der Exon-Vorhersage iiberein (Abb.

28).

Exonl Exon2
Exon—Intron-Vorhersage — ]
Chromosom 5 5 3
bekannte SNX18A-Sequenz

\
N

]

neue SNX18B-Sequenz

Abb. 28  Exon-Intron-Verteilung der bekannten SNX18- und der neuen SNX18-Sequenz
Schematische Darstellung der Exon-Intron-Struktur der SNX18-Sequenz auf Chromosom 5.
Die obere Zeile gibt die Exon-Intron-Verteilung laut eines Vorhersageprogramms (BLAST
Human Sequence) des National Center for Biotechnology Information (NCBI) an. In der
zweiten Zeile ist die DNA-Sequenz auf Chromosom 5 in 5°-3’Richtung symbolisiert. In der
dritten Zeile sind die open reading frames (ORFs) der SNX18A-Sequenz und in der vierten
Zeile die ORFs der SNX18B-Sequenz dargestellt.

Als néchstes wurde die Aminosduresequenz von SNX18A und SNX18B mit den Sequenzen
von SNX9 und SNX33 verglichen. Der Aminosdurevergleich verwies auf eine wesentlich
hohere Homologie der SNX18B-Sequenz zur SNX9/33-Untergruppe. So zeigte der C-
Terminus von SNX18A nur 15 % Ahnlichkeit mit SNX33, wihrend die SNX18B-Sequenz zu
55% der SNX33-Sequenz dhnelte (Abb. 29).

79



Ergebnisse

SNX18A- 521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 631

| .- .- 3 : |
Sequenz: SNX33  LDTLSLYQGLLSHFPDIIHLOKGAFAKYKE===SORHSDEGRHYODEADGIRRRCRYYGFALOAEHNHFHORREL DF KHHHONYLROOILFYORYGOOLEKTLRHYDNL
15 % SNX18A HDLLALYQGHLANFPDITHYQKGKAHPLEOYIHSYLCRLKGATLTAYPLHYSOSYST-GEEASRDYDAHYFSLECKLDCSTGSFLLEYLALGHEYSFSKYARYPLHTYLSF
Annlichkeit SNX9  HECHHEYKGFLGCFPDIIGTHKGRIEKYKE---SDKLYATSKITLODKANHYKRYSIHSYALOAEHHFHSHRIYDYNSYIRLYLEQQYOF YETIREKLROALSRFPYH

SNX18B- 521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 626

: I I
Sequenz:  SNX33 | TLSLYGLLSHFPDIIHLOKGAFAKYKESORMSDEGRHVADEADGIRRRCRYVGF ALOREHNHFHORRELDF KHHHONYL ROGTLF YORVGOQLEKTLRHYDNL
55 % SNX18B HDLLAL YOGHLANFPDTTHYOKGAL TKYKESRRHYEE GKHEVOKADGTADRCNTTSFATLAE THHFHOTRYRDFKSQHOHFLQQATTFFAKYTOKLEEALHKYDSY
Ahnlichkeit SNX9  HECKHEYKGFLGCFPDIIGTHKGALEKYKESDKLVATSKLTLODKUNMYKRYSTHSYAL OAEHHHF HSHRTYDTHSYIRL YLEQQVQF YE TIREKL ROALSRFPYH

Abb.29  Vergleich der SNX18A und SNX18B C-terminalen Aminosauresequenzen mit
SNX33 und SNX9

Die Aminosduresequenzen des C-Terminus von SNX33, SNX9 wurde mit der SNX18A-Sequenz
(obere Zeile) oder der neu identifizierten SNX18B-Sequenz (untere Zeile) verglichen. Handelt es
sich bei den Aminoséuren aller drei SNXe um identische oder dhnliche Reste sind diese in rot
dargestellt, identische Aminosduren von zwei der drei SNXe sind in blau und verschiedenen
Reste in schwarz dargestellt. Die Zahlen iiber der Sequenz geben die Position der Aminoséduren
innerhalb des Proteins an. Mit einem griinen Kasten ist die BAR-Doméne markiert. BAR:
Bin/Amphiphysin/Rvs.

Die Exonverteilung und Aminosdurechomologie unterstreichen also die Existenz der neu
identifizierten SNX18B-Sequenz. Um zu tiberpriifen, welche SNX18-Sequenz tatsdchlich
exprimiert wird, wurde die RNA verschiedener Zellkulturlinien in ¢cDNA-Bibliotheken mit
Hilfe von Reverser-Transkriptase (RT) umgeschrieben und dann mit Sequenz-spezifischen
Primern die Expression von SNX18A und SNX18B iiberpriift. Die ersten 800bp der SNX18-
Sequenz sind besonders GC-reich und lassen sich aus diesem Grund schwer in einer PCR-
Reaktion amplifizieren. Daher wurde fiir die Analyse der SNX18-Expression ein Vorwirts-
Primer gewdhlt, der die SNX18-Sequenz bei den Basen 800-822 (800bp-Primer) oder den
Basen 824-844 (824bp-Primer) bindet. In einem ersten Versuch wurde ein Revers-Primer
gewihlt, der sowohl die SNX18A-Sequenz, als auch die neue SNX18B-Sequenz bei den
Basen 1600-1620 (1600bp-Primer) erkennt (Abb. 30A). In diesem Bereich sind die
Sequenzen von SNX18A und SNX18B noch identisch. Wie in Abbildung 30B zu erkennen,
entsteht bei einer PCR-Reaktion mit dem 800bp-Vorwérts-Primer und dem 1600bp-Revers-
Primer in allen getesteten cDNA-Bibliotheken, neben einem 400bp-Fragment das erwartete
spezifische PCR-Produkt mit einer Gréf3e von 800bp. Die untersuchten cDNA-Bibliotheken
waren wie oben beschrieben durch RT-PCR der RNA verschiedener Zellkulturlinien
gewonnen worden. Das 800bp-PCR-Produkt wurde isoliert und die Sequenz in einer
Sequenzierreaktion iiberpriift. Es handelte sich um die Basen 800 bis 1600 der SNXI18-

Sequenz. Als Kontrolle fiir mégliche DNA-Verunreinigungen des PCR-Ansatzes wurde in der
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PCR der ersten Bahn in Abbildung 30B keine cDNA-Bibliothek eingesetzt. Wie zu erwarten
wurde in diesem Ansatz kein PCR-Produkt gebildet. In der PCR der zweiten Bahn in
Abbindung 31B wurde kein Revers-Primer verwendet. Hier wurde nur das 400bp-Fragment
gebildet. Bei dem 400bp-Fragment handelt es sich folglich um ein unspezifisches PCR-
Produkt, das durch unspezifische Anlagerung des Vorwirts-Primers an einer zweiten Stelle
der SNX18-Sequenz entsteht. In einem weiteren Versuch sollte nun zwischen der SNX18A-
und der SNX18B-Sequenz unterschieden werden. Dazu wurden Revers-Primer verwendet, die
spezifisch das 3’-Ende der SNX18A- oder SNX18B-Sequenz erkennen (siche Abb. 30A). Mit
diesen spezifischen Revers-Primern konnten in cDNA-Bibliotheken verschiedener Zelllinien
sowohl die SNX18A-, als auch die SNX18B-Sequenz detektiert werden (Abb. 30C). So
wurde in Nierenepithel-HEK293-, in Nierenepithel-COS- und in neuronalen NIH3T3-Zellen
die bekannte SNX18A-Sequenz und in den Zervixkarzinom-Hela- und den Neurogliom-H4-
Zellen die neue SNX18B-Sequenz stirker vervielfiltigt. Die Sequenz der PCR-Produkte
wurde wieder mit Hilfe von Sequenzierreaktionen iiberpriift. Als Kontrolle fiir DNA-
Verunreinigungen des PCR-Ansatzes und fiir RNA-Verunreinigungen des RT-PCR-Ansatzes
wurde in der ersten und zweiten Bahn in Abbildung 30C keine RNA fiir die RT-PCR
eingesetzt. In der dritten und vierten Bahn von Abbildung 30C wurde keine Reverse-
Transkriptase verwendet. Da in diesen Spuren kein PCR-Produkt gebildet wurde, kann davon
ausgegangen werden, dass die fiir die RT-PCR verwendeten RNA-Priparationen frei von
DNA-Verunreinigung waren. Diese Analyse belegt die Existenz beider SNX18-Varianten, die
unterschiedlich stark in verschiedenen Geweben exprimiert werden. Somit konnte zum ersten
Mal die Expression einer bisher unbekannten Spleiflvariante von SNXI18 experimentell
nachgewiesen werden. Dariliber hinaus deutet dieses Ergebnis auf eine stark Gewebe-

spezifische Regulation des SNX18-Spleifiens hin.
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Abb. 30 Die SNX18-cDNA kann in verschiedenen Zellkulturlinien nachgewiesen werden

Die RNA der angegebenen Zelllinien wurde isoliert und durch Reverse-Transkriptase in cDNA
umgeschrieben. Diese cDNA-Bibliotheken wurden als Vorlage fiir PCR-Reaktionen mit den
angegebenen Primern verwendet. A) Schematische Darstellung der verwendeten Primer und deren
Bindestellen an der SNX18A- und SNX18B-Sequenz. Der schwarze Balken symbolisiert den
identischen Teil der SNX18A- und B-Sequenz. Der horizontal gestreifte Balken das 3’-Ende der
SNX18A-Sequenz und der vertikal gestreifte Balken das 3’-Ende der SNX18B-Sequenz. Die Linie
unter den Balken markiert die GroBe der SNX18-Sequenzen in Basenpaaren (bp). B) Die cDNA der
angegebenen Zelllinien wurde mit einem Vorwarts-Primer, der an die Base 800-820 in der SNX18-
Sequenz bindet, und einem Revers-Primer, der an die Basen 1600-1620 bindet, vervielfaltigt. Als
Kontrollen fiir unspezifische PCR-Produkte wurde in der ersten Spur keine cDNA und in der zweiten
Spur kein Revers-Primer eingesetzt. Das spezifische PCR-Produkt (800bp) lduft zwischen dem 0,5-
und dem 1 kbp-Marker. Ein unspezifisches PCR-Produkt (400bp), das auch ohne Revers-Primer
(zweite Spur) entsteht, lduft unterhalb der 0,5 kbp-Markierung. C) Die ¢cDNA der angegebenen
Zelllinien wurde mit einem Vorwérts Primer der an Base 824 der SNX18-Sequenz bindet und einem
fiir die publizierte SNX18A-Sequenz spezifischen oder einem fiir die neue SNXI18B-Sequenz
spezifischen Revers-Primer vervielfiltigt. Das spezifische PCR-Produkt ist 1000 bp groB. Als
Kontrollen fiir unspezifische PCR-Produkte wurde fiir die Reverse-Transkription der RNA in ¢cDNA in
den ersten beiden Spuren keine RNA (-RNA) und in der dritten und vierten Spur keine Reverse-
Tanskriptase (-RT) eingesetzt.
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2.3 SNX33 und SNX9 stimulieren die Ektodoméanenspaltung von APP
Als néchstes folgte die mechanistische Untersuchung der APP-Spaltung unter SNX9/18/33-
Expression. Dazu wurden SNX33 und SNXO9 in die in Kapitel C.1.1 beschriecbene AP-APP-
Reporterzelllinie transfiziert. Als Positivkontrollen wurden parallel die zwei bekannten
Stimulatoren der APP-Sekretion, ADAMI10 und die dominant-negative Mutante von
Dynamin, DynK44A, sowie Wildtyp-Dynamin als Negativkontrolle untersucht (Abb. 31).
Expression von SNX33 stimulierte die Sekretion von AP-APP um den Faktor 4 und SNX9
um den Faktor 6,3 im Vergleich zu Kontroll-transfizierten Zellen. ADAM10 und DynK44A
fiihrten zu einer 2-2,5-fachen Zunahme der APP-Spaltung, wihrend Wildtyp-Dynamin keinen
Effekt auf die Spaltung von APP hatte. In diesem Experiment konnte damit, wie schon im
Expressionsklonierungs-Screen beobachtet, der stimulierende Effekt auf die Sekretion von

AP-APP von SNX33 reproduziert und fiir SNX9 neu beschrieben werden.

jl

Abb.31  SNX33 stimuliert die Spaltung von AP-APP

HEK?293-Zellen, die stabil AP-APP exprimieren, wurden transient mit ADAMI10, Kontrollplasmid,
SNX33, SNX9, Dynamin, oder den Dynaminmutanten DynK44A und DynANT transfiziert. Zwei
Tage nach Transfektion wurde die AP-Aktivitdt des Mediums relativ zur Proteinkonzentration
bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert der AP-Aktivitit relativ zu Kontroll-transfizierten Zellen von
zwei unabhédngigen Experimenten, die jeweils in Duplikaten ausgefiihrt wurden. AP: Alkalische-
Phosphatase.

rel. AP-Aktivitat
O P N W M 01 O N

1

SNX

Dynamin .

ADAM10

Kontrolle
SNX3

DynK44A

2.4 SNX33 stimuliert nicht die Ektodoméanenspaltung aller Typ-I-
Transmembranproteine

In einem weiteren Versuch sollte geklart werden, ob die SNX9/18/33-Untergruppe nur die

Sekretion von APP stimuliert oder auch die Ektodoménenspaltung anderer

Transmembranproteine beeinflusst. Dazu wurden Fusionsproteine aus AP und dem Tumor-

Nekrose-Faktor-Rezeptor 2 (TNFR2) (AP-TNFR2) oder AP und L-Selektin (AP-L-Selektin)
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hergestellt. TNFR2 und L-Selektin sind beide Typ-I-Transmembranproteine, deren
Ektodomdnen von a-Sekretasen abgespalten und sezerniert werden (Rosen and Bertozzi,
1994; Werb and Yan, 1998). HEK293E-Zellen, die stabil AP-TNFR2 oder AP-L-Selektin
exprimieren, wurden transient mit SNX33, SNX9 oder DynK44A transfiziert. Zusitzlich
wurde die konstitutiv aktive Form der Mitogen-aktivierende-Protein-Kinase-Kinase 2
(MEKK?2) als bekannter Stimulator der Ektodoméanenspaltung von TNFR2 und L-Selektin
transfiziert (Fan and Derynck, 1999). Die Expression von MEKK2 verursachte eine starke
Aktivierung der TNFR2- und L-Selektin-Spaltung (Abb. 32) und zeigt damit, dass die AP-
TNFR2- und die  AP-L-Selektin-Reporterzelllinien  sensitiv. ~ Zunahmen  der
Ektodomédnenspaltung detektieren kdnnen. Die Expression von SNX33, SNX9 und DynK44A
resultierte hingegen nur in einer schwachen Stimulation der AP-TNFR2-Spaltung und hatte
keinen Effekt auf AP-L-Selektin (Abb. 32). SNX33, SNX9 und SNXI18 sind also keine
generellen Aktivatoren der Ektodominenspaltung von Membranproteinen. Diese SNX-

Untergruppe wirkt hingegen besonders stark auf die Spaltung der APP-Ektodomine.
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Abb. 32  SNX33 und SNX9 stimulieren leicht die Spaltung von TNFR2 und haben keinen
Einfluss auf L-Selektin

HEK293E-Zellen, die stabil AP-TNFR2 (AP-TNFR2) (A) oder AP-L-Selektin (B) exprimieren
wurden transient mit Kontollplasmid, SNX33, SNX9, der konstitutiv aktiven Form der Mitogen-
aktivierenden-Protein-Kinase-Kinase 2 (MEKK2) oder DynK44A transfiziert. Zwei Tage nach
Transfektion wurde die AP-Aktivitit des Mediums relativ zur Proteinkonzentration bestimmt.
Dargestellt ist der Mittelwert der AP-Aktivitit relativ zu Kontroll-transfizierten Zellen von zwei
unabhédngigen Experimenten die jeweils in Duplikaten ausgefiihrt wurden. AP: Alkalische-
Phsophatase.

84



Ergebnisse

2.5 Die SNX9/18/33-Untergruppe stimuliert die a-Spaltung von endogenem APP
Als nichstes wurde die Frage untersucht, ob nur die SNX9/18/33-Untergruppe die APP-
Spaltung beeinflusst, oder ob andere Mitglieder der SNX-Familie einen dhnlichen Effekt
haben. Dazu wurden SNX33, SNX9 und SNX18, sowie SNX1 und SNX17 in HEK293-
Zellen transfiziert. SNX1 besitzt wie die SNX9/18/33-Untergruppe neben der PX-Doméne
eine C-terminale BAR-Domine, wihrend SNX17 eine PX-Doméne und eine B41-Doméne
enthdlt. Zwei Tage nach Transfektion wurde das Medium der Zellen auf sAPP-Fragmente in
einer Western-Blot-Ananlyse untersucht. Da Antikdrper verwendet wurden, die spezifisch nur
das o- oder B-Sekretase-prozessierte SAPP erkennen (sieche auch C) 1.2), konnte in diesem
Versuch zusitzlich gekliart werden, ob die getesteten SNXe generelle Aktivatoren der APP-
Spaltung sind oder spezifisch auf die a- oder -Spaltung von APP wirken Zwei Tage nach
Transfektion lieB sich im Uberstand von SNX33-, SNX9- und SNX18-exprimierenden Zellen
eine deutliche Zunahme der sAPPa-Sekretion gegeniiber Kontroll-transfizierten Zellen
nachweisen, wihrend SNX1 und SNX17 keinen Einfluss auf die sAPPa-Spaltung hatten
(Abb. 33, oberster Blot). Kontroll-transfiziertes DynK44A stimulierte unter denselben
Bedingungen ebenfalls die sAPPa-Sekretion. Im Gegensatz zur sAPPa-Sekretion hatten
sowohl DynK44A, sowie keines der untersuchten SNXe einen Einfluss auf die sAPPf-
Spaltung von endogenem APP (Abb. 33, zweiter Blot von oben). Um sicherzustellen, dass die
transfizierten Proteine nicht die Gesamt-Proteinmengen des Zelllysats beeinflussten, wurden
als Kontrolle die Gesamt-APP- und -Aktin-Level des Zelllysats ebenfalls untersucht. Keines
der transfizierten Proteine veridnderte die Gesamt-APP- oder B-Aktin-Level (Abb. , dritter und
vierter Blot). Da alle transfizierten Proteine C-terminal eine HA-Markierung trugen, konnte
ihre Expression in einem anti-HA-Blot verglichen werden. Wie in Abbildung 33 im untersten
Blot zu erkennen, wurden fiir SNX33 zwei Molekulargewichtsbanden nachgewiesen. In hier
nicht dargestellten Versuchen konnte gezeigt werden, dass es sich um zwei Doppelbanden
handelt, wobei die obere Doppelbande phosphorylierte Formen von SNX33 darstellt. Alle
anderen getesteten SNXe liefen in nur einer Bande. Wiahrend DynK44A, SNX9, SNXI18,
SNX1 und SNX17 &hnlich stark exprimiert waren, wurde SNX33 wesentlich schwécher
exprimiert (Abb. 33, unterer Blot). Es lédsst sich festhalten, dass alle Mitglieder der
SNX9/18/33-Untergruppe die a-Sekretase-Spaltung von endogenem APP stimulieren,
wiahrend SNX1 und SNX17, die anderen SNX-Untergruppen angehoren, keinen Einfluss auf
die APP-Spaltung haben. Keines der untersuchten SNXe beeinflusste hingegen die [3-

Sekretase-Spaltung von endogenem APP.
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Abb. 33  Expression der SNX9/18/33-Untergruppe stimuliert die a-Sekretase-Spaltung von
endogenem APP

HEK293E-Zellen wurden transient mit Kontrollplasmid (Kon), SNX33-HA, SNX9-HA, SNX18-HA,
SNX1-HA, SNX17-HA oder DynK44A-HA(K44A) transfiziert. Zwei Tage nach Transfektion wurden
das Medium der Zellen und das Zelllysat mittels Gelelektrophorese und Immunoblotting auf APP-
Fragmente untersucht. Im Medium wurde sAPPa mit dem Antikérper W02 und sAPPB mit dem
Antikorper 192wt detektiert. Im Lysat wurde Gesamt-APP mit dem Antikérper 22C11 nachgewiesen.
Als Ladekontrolle wurde im Lysat zusitzlich B-Aktin analysiert. Die Expression der HA-markierten
Proteine wurde im Lysat mit einem anti-HA-Antikdrper {lberpriift. Dargestellt sind Bilder eines
reprisentativen Versuches von mindestens drei unabhéngigen Versuchen, die jeweils in Duplikaten
ausgefiihrt wurden. Gesamt-APP lauft im Lysat in drei Banden, wobei die obere Bande matures
APP-5;, die mittlere Bande immatures APP,5; und matures APP695 und die untere Bande immatures
APPgys darstellt. Im HA-Blot ist SNX33 schwécher als die librigen Proteine exprimiert und lauft in
zwei Banden, wobei die obere Bande phosphoryliertes SNX33 darstellt. Bei den schwachen Banden
unter den K44A-, SNX18- und SNXI-Hauptbanden handelt es sich um Abbauprodukte der
exprimierten Proteine.

2.6 Expression der SNX9/18/33-Untergruppe erhéht die Menge an
Plasmamembran-APP

Wie oben dargestellt, erhoht die Expression der SNX9/18/33-Untergruppe die Menge an o-

geschnittenem APP. Fiir eine Zunahme der sAPPa-Sekretion gibt es zwei Hauptursachen.

Entweder kann direkt die Aktivitdt der o-Sekretasen gesteigert sein oder den a-Sekretasen

kann mehr APP als Substrat zur Verfiigung stehen. Da der a-Sekretase-Schnitt an oder nahe

der Plasmamembran stattfindet (Sisodia, 1992), kommt nur Plasmamembran lokalisiertes
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APP als Substrat der a-Sekretasen in Frage. In einem weiteren Versuch wurde deswegen die
Menge an Plasmamembran-lokalisiertem APP nach SNX-Expression verglichen. HEK293E-
Zellen wurden mit verschiedenen SNXen, DynK44A oder Kontrollplasmid transfiziert. Zwei
Tage nach Transfektion wurden alle Proteine der Plasmamembran mit Biotin markiert. Die
Zellen wurden lysiert, Biotin-markierte Proteine mittels Streptavidin-Prazipitation isoliert und
durch Gelelektrophorese aufgetrennt. In einem Immunblot wurde dann Zellmembran-
lokalisiertes APP nachgewiesen (Abb. 34, oberer Blot) und quantifiziert (Abb. 34, Graphik).
Gesamt-APP (Abb. 34, mittlerer Blot) und die Expression der verschiedenen SNXe (Abb. 34,
unterer Blot) wurde im Zelllysat durch Gelelektrophorese und Immunblot analysiert. Die
Expression von DynK44A und SNX9, SNX18 oder SNX33 fiihrte zu einer 1,5- bis 1,8-fachen
Zunahme des Zellmembran-lokalisierten APPs im Vergleich zu Kontroll-transfizierten Zellen
(Abb. 34, Graphik). Expression von SNXI1 oder SNXI17 hingegen resultierte in keiner
Zunahme des Oberflichen-APPs. Mit diesem Ergebnis ist der Mechanismus der SNX9/18/33-
induzierten Zunahme der sAPPa-Sekretion ndher charakterisiert. Die SNX9/18/33-Expression
steigert die Menge an Oberflichen-APP und bietet damit den ADAM-Sekretasen mehr APP
als Substrat. Dies wiederum ist in Ubereinstimmung mit einer Zunahme der sAPPo.-

Sekretion.
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Abb. 34  Expression der SNX9/18/33-Untergruppe erhoht die Menge an Zelloberflachen-APP

HEK293E-Zellen wurden transient mit Kontrollplasmid (Kon), SNX33-HA, SNX9-HA, SNX18-HA,
SNX1-HA, SNX17-HA oder DynK44A-HA(K44A) transfiziert. Zwei Tage nach Transfektion wurden
Zelloberflachenproteine auf Eis mit reaktivem Biotin markiert. Biotin wurde weggewaschen und die
Zellen lysiert. Biotin-markierte Proteine wurden mit Streptavidinkiigelchen aus dem Zelllysat
prazipitiert, mittels Gelelektrophorese aufgetrennt und Biotin-markiertes APP im Immunoblot
nachgewiesen (oberer Bot). Zusédtzlich wurde Gesamt-APP (mittlerer Blot) und die Expression der
transfizierten Proteine (unterer Blot) im Zelllysat mittels Gelelektrophorese und Immunoblotting
analysiert. Die Menge an Oberflachen-APP relativ zur Gesamt-APP-Menge in jeder Zellschale wurde
quantifiziert und ist in der Graphik unter den Blots relativ zu Kontroll-transfizierten Zellen dargestellt.
Es handelt sich um den Mittelwert von drei unabhingigen Versuchen, die jeweils in Duplikaten
ausgefiihrt wurden.

2.7 Die SNX9/18/33-Untergruppe verlangsamt die Endozytose von APP
In einem weiteren Versuch sollte nun der Mechanismus der APP-Oberflichenzunahme
geklart werden. Da bekannt war, dass SNXe den endosomalen Transport von
Oberfldachenrezeptoren beeinflussen (sieche A. 2.3) und eine Inhibition der Endozytose einen
dhnlichen APP-Spaltungs-Phéanotyp zeigte (siche A.2.3 und DynK44A in den
vorangegangenen Versuchen) wie die Expression von SNX9/18/33, lag es nahe die
Endozytose von APP bei SNX-Expression zu untersuchen. Die Rolle von SNX18 auf die

APP-Endozytose wurde mit einem Oberflichenbiotinylierungs-Versuch analysiert. Dieser
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Versuchsansatz erlaubt die Quantifizierung des in einem bestimmten Zeitraum endozytierten
Oberflichen APPs als Mittelwert aller wuntersuchter Zellen. Als alternativer
Internalisierungsassay wurde der Effekt von SNX33 mit dem in C. 1.8 beschriebenen APP-
Endozytose-Assay bestimmt. Im Gegensatz zum Biotinylierungsassay kann mit diesem Assay
der Einfluss eines transfizierten Proteins auf die Endozytose des Oberflichen-APPs in
einzelnen Zellen verfolgt werden.

In dem Oberflachenbiotinylierungs-Experiment wurden, wie im vorangegangenen Kapitel
beschrieben, HEK293E-Zellen mit Kontrollplasmid, SNX18 oder DynK44A transfiziert und
Proteine der Zellmembran auf Eis mit Biotin markiert. Dann wurden die Zellen fiir 0 min, 2
min, 4 min oder 7 min bei 37°C inkubiert, um die Endozytose von markierten
Oberfliachenproteinen zu erlauben. Um Transportvorgénge in der Zelle zu blockieren, wurden
die Zellen wieder auf Eis gestellt und der Biotinrest von markierten Plasmamembranproteinen
abgespalten. Eine Biotinmarkierung trugen nun nur solche Proteine, die wéhrend der
Markierungsphase an der Plasmamembran lokalisiert waren und innerhalb der 37°C-
Inkubation in der Zelle aufgenommen wurden. Die Zellen wurden lysiert, Biotin-markierte
Proteine durch Streptavidinprézipitation isoliert und mittels Gelelektrophorese aufgetrennt.
Biotin-markiertes APP wurde in einem Immunoblot nachgewiesen und quantifiziert. Dabei
entsprach das Biotin-markierte APP der Menge an endozytiertem APP. Die Menge an
endozytiertem APP zu einem bestimmten Zeitpunkt wurde relativ zur Menge an Oberfldchen-
APP zum Zeitpunkt 0 min unter Kontroll-, SNX18- oder DynK44A-Expression in der
Graphik der Abbildung 35 dargestellt. Kontroll-transfizierte Zellen zeigten eine
kontinuierliche Aufnahme des markierten Oberflichen-APPs innerhalb des untersuchten
Zeitraums. Nach 2 min war die 2,5-fache Menge an APP, nach 4 min die 3,5-fache Menge
und nach 7 min die 5,2-fache Menge an APP in die Zelle aufgenommen worden. Im
Gegensatz dazu konnte in SNX18- und DynK44A-exprimierenden Zellen keine oder nur eine
geringe Internalisierung von Oberflichen-APP innerhalb des 7 min-Zeitraums beobachtet
werden. Damit ldsst sich festhalten, dass die Expression von SNX18 die Endozytose von APP

inhibierte.
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Abb. 35  Expression von SNX18 verringert die Endozytose von Oberflachen-APP
HEK293E-Zellen wurden transient mit Kontrollplasmid, SNX18-HA oder DynK44A-HA(K44A)
transfiziert. Zwei Tage nach Transfektion wurden Zelloberflichenproteine auf Eis mit reaktivem
Biotin markiert. Biotin wurde weggewaschen und die Zellen fiir 0 min, 2 min, 4 min oder 7 min bei
37°C inkubiert. Dann wurde die Biotinmarkierung der Zelloberflichenproteine abgespalten und die
Zellen wurden lysiert. Biotin-markierte Proteine des Zelllysats wurden mit Streptavidinkiigelchen
prazipitiert, mittels Gelelektrophorese aufgetrennt und Biotin-markiertes APP im Immunoblot
nachgewiesen und quantifiziert (Graphik). Die Expression von SNX18-HA und DynK44A-HA wurde
mittels Gelelektrophorese und Immunoblotting im Zelllysat nachgewiesen. In der Graphik ist die
Menge an endozytiertem APP relativ zum Oberflichen-APP (Zeitpunkt 0 min) jeweils unter
Kontrollplasmid-, SNX18- oder DynK44A-Expression dargestellt. Es handelt sich um den Mittelwert
von vier unabhingigen Experimenten, die jeweils in Duplikaten ausgefiihrt wurden.

Der Einfluss der SNX33-Expression auf die Endozytose von APP wurde mit Hilfe eines
alternativen Assays, dem Antikorper-Internalisierungs-Assay (siche auch C. 1.8) bestimmt.
Der Antikorper-Internalisierungs-Assay (sieche auch C. 1.8) bietet im Gegensatz zu dem
Oberflachenbiotinylierungs-Assay den Vorteil, dass das Voranschreiten der Endozytose von
APP in einzelnen Zellen untersucht wird. Es kann zwischen beginnender Endozytose, in der
neben APP-Plasmamembranfarbung die ersten endozytotischen Vesikel erkennbar sind (Abb.
36A mit einem Stern markierte Zelle), und vorangeschrittener Endozytose ohne APP-
Oberfldchenfarbung und mit deutlichen APP-Vesikeln (Abb. 36A mit einer Pfeilspitze
markierte Zellen) unterschieden werden. Aulerdem gibt die GFP-Féarbung Aufschluss iiber
den Expressionslevel von SNX33 in der untersuchten Zelle. In diesem Versuch wurden COS-
Zellen transient mit APP und SNX33-GFP oder APP und GFP transfiziert. Oberflaichen-APP

wurde mit einem Antikdrper markiert und die Aufnahme dieses markierten APP fiir
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verschiedene Zeitintervalle erlaubt. Dann wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert und
markiertes APP mit einem Fluoreszenz-markierten Zweitantikorper detektiert. Die
Auswertung des Versuches erfolgte mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops.

Wurden die Zellen sofort nach der Markierung des Oberflaichen-APPs fixiert (Abb. 36A,
obere Reihe), so war die APP-Farbung in GFP- und SNX33-GFP-exprimierenden Zellen
gleichméfig iiber die Plasmamembran verteilt. Nach 7 min Inkubation bei 37°C waren in 60
% der GFP-exprimierenden Zellen endozytotische APP-Vesikel erkennbar, wihrend SNX33-
GFP-exprimierende Zellen nur zu 28 % Endozytose-positiv waren (Abb. 36B). Nach 20 und
35 min Inkubation bei 37°C zeigte ein GroBteil der GFP-exprimierenden Zellen Endozytose,
wohingegen zum selben Zeitpunkt die Halfte der SNX33-GFP-exprimierenden Zellen noch
Endozytose-negativ waren (Abb. 36B). In Abbildung 36A sind SNX33-GFP-exprimierende
Zellen, die Endozytose negativ sind und nur Oberflichen-APP zeigen, mit einem Pfeil
markiert. Benachbarte, nicht-transfizierte Zellen im selben Bild verhalten sich wie GFP-
exprimierende Zellen und weisen deutliche intrazellulire APP-Vesikel auf (mit einer
Pfeilspitze markiert). Die Expression von SNX33-GFP hemmt also die Aufnahme von APP
von der Plasmamembran in endozytotische Vesikel. Des Weiteren konnte in diesem Versuch
eine Abhéngigkeit der APP-Endozytosehemmung von dem SNX33-Expressionslevel
beobachtet werden. So zeigen Zellen mit einem starken SNX33-GFP-Expressionslevel
hiufiger eine Endozytosehemmung (Abb. 36A, zweite Reihe mit einem Pfeil markierte Zelle)
als schwach SNX33-GFP-exprimierende Zellen (Abb. 36A, zweite Reihe mit einem
Pfeilspitze markierte Zelle). Bei GFP-exprimierenden Zellen hingegen zeigten zu einem
bestimmten Zeitpunkt genauso viele stark wie schwach exprimierende Zellen noch keine
APP-Endozytose. Vergleicht man die Endozytoserate des in Abbildung 25 dargestellten
Internalisierungsassays mit der Endozytoserate aus Abbildung 36, so zeigen zum selben
Zeitpunkt in Abbildung 25 weniger der GFP-exprimierenden Zellen Endozytose, als in
Abbildung 36. Diesem Unterschied liegt eine Modifikation der Versuchsdurchfiihrung
zugrunde. So wurden die Zellen aus Abbildung 36 nach der Antikorperinkubation auf Eis in
eine neue, vorgewdrmte Zellkulturschale iiberfiihrt und beginnen frither mit der Endozytose,
als die Zellen aus Abbildung 25, bei denen warmes Medium in die abgekiihlte

Zellkulturschale gegeben wurde.
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Abb. 36  Expression von SNX33-GFP hemmt die Endozytose von APP

COS-Zellen wurden transient mit APP und GFP oder APP und SNX33-GFP transfiziert. Ein Tag nach
Transfektion wurden die Zellen auf Eis mit einem anti-APP-Ektodoménenantikorper inkubiert. Die
Zellen wurden gewaschen und fiir die angegebenen Zeitintervalle bei 37°C inkubiert. Dann wurden die
Zellen fixiert, permeabilisiert und mit einem Fluoreszenz-markierten Zweitantikérper behandelt. Die
Analyse der Zellen erfolgte mit einem Fluoreszezmikroskop. A) Représentative Bilder von mindestens
drei unabhingigen Experimenten sind dargestellt. Der Stern markiert eine Zelle, die neben einer APP-
Plasmamembranfiarbung auch APP-positive Vesikel enthélt. Der Pfeil markiert SNX33-GFP-
exprimierende Zellen, die nur Oberflaichen-APP zeigen. Die Pfeilspitze markiert nicht-transfizierte
Zellen, die APP-endozytotische Vesikel aufweisen. B) Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden unter
jeweils 100 GFP- oder SNX33-GFP-exprimierenden Zellen die Anzahl der APP-Endozytose positiven
Zellen ermittelt. Dargestellt ist der Mittelwert von zwei unabhingigen Experimenten, die unter
doppelt-blinden Bedingungen ausgewertet wurden.
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2.8 Zellulare Lokalisierung der SNX9/18/33-Untergruppe

Mit Hilfe des Oberflachenbiotinylierungs-Versuchs und des Antikdrper-Internalisierungs-
Assays konnte eine Inhibition der APP-Endozytose unter SNX18- oder SNX33-Expression
gezeigt werden. Da bekannt war, dass die Expression von SNX33-GFP und SNX9-GFP auch
die Aufnahme von fluoreszenz-markiertem Transferrin verzogert (Daten von meiner Kollegin
Susanne Schobel), inhibierte die Expression der SNX9/18/33-Untergruppe die Endozytose
von mehreren Oberfldchenproteinen, wie APP und dem Transferrin-Rezeptor, und ist
moglicherweise ein genereller Inhibitor der Dynamin-abhéngigen Endozytose. In diesem Fall
ist es wahrscheinlich, dass SNX9/18/33 mit Komponenten der Clathrin-abhingigen
Endozytose  interagiert und den  generellen  Endozytosemechanismus  dieser
Oberfldachenproteine behindert. Um diese Theorie zu liberpriifen, wurde die Lokalisierung von
Komponenten der Clathrin-abhéngigen Endozytose unter SNX9/18/33-Expression in
Immunfluoreszenzexperimenten untersucht. Es war von besonderem Interesse, ob
SNX9/18/33 mit diesen Komponenten kolokalisierte.

GFP-markiertes SNX9 zeigte in COS-Zellen neben einer zytosolischen Lokalisierung eine
gleichméfBige, punktformige Verteilung in der Zelle (Abb. 37A). Expression von SNX33-GFP
resultierte in einer stirker zytosolischen Lokalisierung von SNX33. Zusitzlich lieBen sich

SNX33-punktformige Bereiche nahe der Plasmamembran nachweisen (Abb. 37B).

SNX9-GFP SNX33-GFP

Abb. 37  Lokalisierung von exogenem SNX9 und SNX33 in COS-Zellen
COS-Zellen wurden transient mit SNX9-GFP oder SNX33-GFP transfiziert. Ein Tag nach
Transfektion wurden die Zellen fixiert und mit einem Fluoreszenzmikroskop analysiert.

Die Markierung von Komponenten des Clathrin Coats in SNX9-GFP exprimierenden COS-
Zellen zeigte eine {iibereinstimmende Lokalisierung der SNX9-positiven Vesikel mit o-
Adaptin oder Clathrin (Abb. 38, erste und zweite Reihe). Bereiche der Kolokalisierung von

rotem Clathrin-, bzw. o-Adaptin-Signal mit dem griinen SNX-GFP-Signal erscheinen in
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ibereinander gelegten Bildern (Merge) in Abbildung 38 gelb. Im Gegensatz zu SNX9, konnte
fiir SNX33-GFP-positive Strukturen keine Kolokalisierung mit Clathrin festgestellt werden
(Abb. 38B). Exprimierte man SNX9-GFP zusammen mit SNX33-RFP, so kolokalisierten
beide Proteine nur teilweise in denselben Strukturen (Abb. 38C). Die hier dargestellten
Versuche belegen, dass es sich bei SNX9-positiven Strukturen um Clathrin Coated Vesicels
handelte. Eine Kolokalisierung von endogenem SNX9 mit Komponenten des Clathrin Coats
ist auch in vorangegangenen Publikationen gezeigt worden (Lundmark and Carlsson, 2003).
Die Identitidt von SNX33-positiven Strukturen konnte hingegen nicht geklart werden. Es ist
nicht auszuschlieBen, dass die SNX33-positiven Strukturen nur bei exogener Expression von
SNX33 entstehen und somit keine physiologisch relevanten Strukturen in der Zelle darstellen.
In einer erst kiirzlich erschienenen Studie konnten bei der Expression der SNX9-PX-BAR-
Doméne vergleichbare vesikuldre Strukturen beobachtet werden, die wahrscheinlich durch
eine vermehrte Plasmamembrantubulierung und Abschniirung durch die SNX9-PX-BAR-
Domine hervorgerufen werden (Pylypenko et al., 2007).
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Abb. 38  SNX9 kolokalisiert im Gegensatz zu SNX33 mit a-Adaptin und Clathrin

A) COS-Zellen wurden transient mit den angegebenen GFP-SNXen transfiziert. Ein Tag nach
Transfektion wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert und mit anti-o-Adaptin- oder anti-Clathrin-
Antikorper inkubiert. Die Zellen wurden gewaschen und mit einem Fluoreszenz-gekoppelten
Zweitantikorper inkubiert. Die Analyse der Zellen erfolgte mit Hilfe eines Floureszenzmikroskops.
Das Clathrin-, bzw. a-Adaptin-Signal ist in der ersten Spalte rot und das GFP-Signal in der zweiten
Spalte griin dargestellt. In der dritten Spalte sind beide Signale iibereinander gelegt (Merge), Bereiche
der Kolokalisierung erscheinen gelb. B) COS-Zellen wurden transient mit SNX9-GFP und SNX33-
RFP kotransfiziert. Ein Tag nach Transfektion wurden die Zellen fixiert und mit Hilfe eines
Floureszenzmikroskops analysiert. Das SNX33-RFP-Signal ist in der ersten Spalte rot und das SNX9-
GFP-Signal in der zweiten Spalte griin dargestellt. In der dritten Spalte sind beide Signale

iibereinander gelegt (Merge), Bereiche der Kolokalisierung erscheinen gelb.
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In einem weiteren Versuch wurde die Lokalisierung von SNX9/18/33 und Dynamin
verglichen. Da kein ausreichend sensitiver Antikdrper vorlag, um endogenes Dynamin zu
detektieren, wurde GFP-markiertes Dynamin (Dyn-GFP) zusammen mit RFP-markiertem
SNX33 in COS-Zellen exprimiert. Expression von Dyn-GFP resultierte in Dynamin-positiven
Vesikeln verschiedener Grofle in der Zelle (Abb. 39, zweite Zeile). Koexpression von
SNX33-RFP fiihrte zu einer Umverteilung der sonst punktformigen SNX33-Lokalisierung
(Abb. 39, untere Reihe) in die groeren Dyn-GFP-positiven Vesikel (Abb. 39, erste Zeile).
SNX33 verdnderte also seine zelluldre Lokalisierung bei Koexpression mit Dynamin. Diese

Ergebnisse deuten eine Interaktion von SNX9/18/33 mit Dynamin an.

GFP RFP
Dyn-GFP
SNX33-RFP
o - -
o - -

Abb.39  SNX33 kolokalisiert mit Dynamin
COS-Zellen wurden transient mit Dynamin-GFP und SNX33-RFP kotransfiziert. Ein Tag nach
Transfektion wurden die Zellen fixiert und mit einem Floureszenzmikroskop analysiert. Das GFP-
Signal ist in der ersten Spalte, das RFP-Signal in der zweiten Spalte dargestellt. In der dritten Spalte
sind beide Signale {ibereinander gelegt (Merge).

Merge

2.9 SNX9 und SNX33 binden Dynamin
Die Bindung von SNX9 und SNX33 mit Dynamin konnte in Immunoprézipitations-
experimenten bestétigt werden. Dazu wurden HEK293E-Zellen mit Dynamin und HA-
markierten SNXen oder HA-markierter PKCa als Kontrollprotein kotransfiziert. Proteine des
Zelllysats wurden dann mit einem anti-Dynamin- oder anti-HA-Antikérper prazipitiert und in

einer Western-Blot-Analyse einmal prézipitierte Proteine sowie in einem zweiten Blot
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koprézipitierte Proteine untersucht (Abb. 40, linke Seite, IP). Wie in Abbildung 40 im oberen
Blot auf der rechten Seite zu erkennen koprézipitierten SNX9 und SNX33 in diesem Versuch
mit Dynamin, nicht aber eine SNX33-Mutante, der die N-terminale SH3-Domine fehlte
(SNX33ASH3) oder das zytosolische Kontrollprotein PKCa. Wurde das Zelllysat mit einem
anti-HA-Antikorper behandelt, so konnte Dynamin im Gegenzug nur mit SNX9-HA und
SNX33-HA koprézipitiert werden, nicht aber mit SNX33ASH3-HA oder PKCa-HA. (Abb 40,
unterer Blot). Die Expression aller transfizierten Proteine wurde im Zelllysat iiberpriift (Abb.

40, rechte Seite, Ladekontrolle).

< <
T T
< <
o £ T 9 © T 3 %
s 9 & o 3 3 € oo o ™
O ¢ X X X O E X X X
¥ 6 zZ2 =z Z Y 6 2 2 Z
o ¥ o u o ¥ o O »
SNX9-HA —» o -— — IP: Dyn
SNX33-HA = — — Blot: HA
o
Dynamin —» -— — PR ————— IP: HA
Blot: Dyn
IP Ladekontrolle

Abb. 40  SNX9 und SNX33 binden an Dynamin

HEK293E-Zellen wurden transient mit Dynamin und SNX9-HA, SNX33-HA, SNX33DSH3-HA,
PKCa-HA oder Kontrollvektor kotransfiziert. Zwei Tage nach Transfektion wurden die Zellen lysiert
und fiir jeden Transfektionsansatz sowohl Dynamin (oberer Blot, IP) als auch HA-markierte Proteine
(unterer Blot, IP) prézipitiert. Kopréizipitierte Proteine wurden mit Hilfe von Gelelektrophorese und
Immunoblotting mit einem anti-HA- (oberer Blot) oder anti-Dynamin-Antikérper (unterer Blot)
detektiert. Zusitzlich wurde die Expression von HA-markierten Proteinen (oberer Blot, Ladekontrolle)
und Dynamin (unterer Blot, Ladekontrolle) im Zelllysat iiberpriift. PKCa: Protein Kinase Co; IP:
Immunoprézipitation.
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E. Diskussion

Die Ektodoménenspaltung von APP ist das initiale Ereignis der Bildung des schéddlichen Af3-
Peptids. Bisher ist nur sehr wenig iiber die Regulation der APP-Ektodoménenspaltung
bekannt. In einem Expressionsklonierungs-Screen wurden das APP-Homologe APLP1 und
ein neues Mitglied der SNX-Familie als Aktivatoren der APP-Spaltung identifiziert. Ziel
dieser Doktorarbeit war eine genaue Charakterisierung der APP-Spaltung unter APLP1- und
SNX9/18/33-Expression und die Identifizierung des molekularen Mechanismus der APLP1-
und SNX9/18/33-induzierten APP-Sekretionszunahme. In dieser Diskussion sollen die
Ergebnisse der vorliegenden Doktorarbeit in Zusammenhang mit den Ergebnissen

vorangegangener Publikationen gebracht und kritisch analysiert werden.

1. Effekte der Endozytosehemmung auf die a- und B-Sekretase-

Spaltung von APP

Im Rahmen dieser Doktorarbeit konnte gezeigt werden, dass APLP1 und die SNX9/18/33-
Untergruppe sowohl die Endozytose, als auch die Ektodominenprozessierung von APP
verdndern. Unter endogenen Bedingungen wird APP an der Plasmamembran von ADAM-
Proteasen gespalten. Nicht gespaltenes APP gelangt iiber Endozytose von der
Plasmamembran in endosomale Kompartimente und wird in den Endosomen von BACEI
geschnitten. Nicht gespaltenes APP gelangt entweder iiber den Transport zum TGN zuriick in
den sekretorischen Weg oder wird in den Lysosomen abgebaut. Abbildung 41 fasst die Rolle
der APP-Endozytose fiir die Ektodoménenspaltung von APP zusammen.

APP
o
SAPP 1 ADAM

P —

BACE1
—

Yndozytose
l sAPP

Endosom

Abb. 41  Zellulare Lokalisierung des a-Sekretase- und p-Sekretase-Schnitts von APP
Schematische Darstellung der zelluldren Lokalisation der o-und B-Sekretase-Spaltung von APP. An
der Plasmamembran kann die Ektodoméne von APP von ADAM-Proteasen gespalten werden. Es
kommt zur Sekretion des neuroprotektiven sAPPa-Fragments. Nicht gespaltenes APP gelangt iiber
Endozytose von der Plasmamembran in endosomale Kompartimente. In den Endosomen wird APP
von BACE1 geschnitten. sAPP[} wird {iber Recycling Endosomen sezerniert (nicht dargestellt).
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Im Vergleich zu der in Abbildung 41 dargestellten Prozessierung von APP unter endogenen
Bedingungen, verzogerte die Expression von APLP1 oder der SNX9/18/33-Untergruppe die
Endozytose von APP (Abb. 35 und Abb. 36). Des Weiteren konnte bei APLP1- und
SNX9/18/33-Expression ein Anstieg des Plasmamembran-lokalisierten APP (Abb.34) und
eine vermehrte sAPPa-Sekretion (Abb. 13 und Abb. 33) beobachtet werden. Diese Befunde
decken sich sehr gut mit bereits beschriecbenen Phénotypen bei einer APP-
Endozytoseinhibition. In allen bisher untersuchten Systemen resultierte eine Inhibition der
APP-Endozytose in einer vermehrten o-Sekretase-Prozessierung von APP (Carey et al., 2005;
Chyung and Selkoe, 2003; Koo and Squazzo, 1994; Perez et al., 1996). Ebenfalls ist bekannt,
dass die Inhibition der APP-Internalisierung zu einer Zunahme an Plasmamembran-
lokalisiertem APP (Haass et al., 1993; Koo and Squazzo, 1994) und infolge dessen zu einer
verstarkten sSAPPa-Sekretion fiihrt (Sisodia, 1992). Damit ldsst sich der Wirkmechanismus
der APLP1- und SNX9/18/33-induzierten Stimulation der APP-Spaltung in einem Modell
zusammenfassen (Abb. 42). In diesem Modell fiihrt die Expression von APLPI und
SNX9/18/33 zu einer verzogerten Aufnahme von APP von der Plasmamembran in
endosomale Kompartimente der Zelle. Als Folge akkumuliert APP an der Plasmamembran
und die APP-Ektodoméne wird vermehrt von a-Sekretasen gespalten. Die Endozytoserate
von APP entscheidet also dariiber, wie viel APP den a-Sekretasen als Substrat zur Verfligung
steht. Dieses Ergebnis verdeutlicht die Bedeutung der APP-Endozytose fiir die Bildung des

neuroprotektiven sAPPa.
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Abb. 42  Die Expression von APLP1 oder SNX9/18/33 inhibiert die Endozytose von APP
Schematische Darstellung der APP-Spaltung bei Endozytoseinhibition. Expression von APLP1 oder
SNX9/18/33 verzogert die APP-Endozytose. Als Folge akkumuliert APP an der Plasmamembran und
wird vermehrt von ADAM-Proteasen gespalten. Es kommt zu einem Anstieg der sAPPa-Sekretion.
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Wihrend APLP1 und SNX9/18/33 in gleicher Weise die Sekretion von sAPPa beeinflussten,
lieBen sich unterschiedliche Effekte auf die Bildung von sAPP[3 nachweisen. Die Expression
von APLP1 fiihrte zu einer Abnahme von sAPPf (Abb. 13), wohingegen die Expression von
SNX9/18/33 die Menge an sAPP nicht wesentlich verdnderte (Abb. 33). Diese Ergebnisse
deuten Unterschiede in der Art der Endozytosehemmung an. So konnte gezeigt werden, dass
die Expression von APLP1 in einer spezifischen APP-Endozytoseinhibition resultiert (Abb.
25). In diesem Fall gelangt weniger APP in die Endosomen und als Folge nimmt die sAPPj3-
Sekretion ab (Abb. 43). Da bekannt ist, dass die Hemmung der APP Endozytose durch
Mutation des APP-Internalisierungsmotivs zu einer Reduktion der AB-Bildung fiihrt (Koo and
Squazzo, 1994; Perez et al., 1996), deckt sich der APP-Spaltungsphénotyp unter APLP1-
Expression mit bereits beschriebenen Phédnotypen einer spezifischen = APP-
Endozyotosehemmung. Auf den Mechanismus der spezifischen APP-Endozytoseinhibition

durch APLP1 wird in dem folgenden Kapitel eingegangen.
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Abb. 43  Die Expression von APLP1 verhindert die B-Sekretase-Prozessierung von APP
Schematische Darstellung der APP-Spaltung bei Inhibition der APP-Internalisierung. Expression von
APLP1 verzdgert die APP-Endozytose. Als Folge akkumuliert APP an der Plasmamembran und wird
vermehrt von ADAM-Proteasen gespalten. Da weniger APP in endosomale Kompartimente gelangt,
kommt es zu einer Abnahme der sAPPS-Bildung.

Im Gegensatz zur Expression von APLP1 verdndert die Expression der SNX9/18/33-
Untergruppe die sAPPB-Sekretion nicht (Abb. 33). Des Weiteren beeinflusst SNX9/18/33
neben der APP-Internalisierung auch die Aufnahme von Transferrin in die Zelle und fiihrt
damit zu einer eher generellen Endozytosehemmung (C.2.7). In einer vorangegangenen

Untersuchung resultiert die Inhibition aller Dynamin-abhéngigen Endozytosevorgénge in der
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Zelle in einer leichten Zunahme von sAPPf und A (Chyung and Selkoe, 2003). Die Autoren
argumentieren, dass in diesem Fall sowohl die Aufnahme von APP, als auch von BACEI in
die Endosomen verhindert ist. BACE1 akkumuliert ebenfalls an der Plasmamembran und
kann dort APP schneiden (Chyung and Selkoe, 2003; dargestellt in Abb. 42). Da das pH-
Optimum von BACE1 nicht dem Milieu der Plasmamembran entspricht (Vassar, 2001), wird
APP an der Plasmamembran effizienter von ADAM-Proteasen geschnitten, als von BACEI.
Es kommt zu einem starken Anstieg der sAPPa-Bildung und zu einer leichten Zunahme der
sAPPfB-Sekretion. Aufgrund dieses dhnlichen Phianotyps konnte die verdnderte APP-Spaltung
unter SNX9/18/33-Expression durch einen analogen Mechanismus wie die Inhibition der

Dynamin-abhéngigen Endozytose hervorgerufen werden.

Akkumulation von
Anstieg von SAPPj
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SAPPo. 111 I
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Abb. 44  Die Expression von SNX9/18/33 inhibiert generelle Endozytosemechanismen in der
Zelle

Schematische Darstellung der APP-Spaltung bei genereller Endozytoseinhibition. Expression von

SNX9/18/33 behindert Dynamin-abhingige Endozytosevorginge der Zelle. Als Folge akkumulieren

APP und BACEI an der Plasmamembran. APP wird an der Plasmamembran von a- und -Sekretasen

umgesetzt. Da das pH-Optimum der a-Sekretasen dem Milieu der Plasmamembran entspricht, kommt

es zu einer starken Zunahme der sAPPa-Sekretion.

Das in Abbildung 44 vorgestellte Modell der sAPPB-Bildung bei APP-Endozytoseinhibition
konnte bisher nur bei endogener Expression von APP nachgewiesen werden (Chyung and
Selkoe, 2003; Abb. 33 DynK44A). Bei starker Uberexpression von APP resultiert eine
generelle Endozytoseinhibition hingegen in einer Abnahme der sAPPfB-Bildung (Carey et al.,
2005; Koo and Squazzo, 1994). Vermutlich gelangt unter APP-Uberexpressionsbedingungen
deutlich mehr APP in die Endosomen, so dass die sAPPB-Bildung von vornhinein stark

gesteigert ist. Akkumulation von APP und BACEI an der Plasmamembran resultiert in
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diesem Fall nicht in einer ebenso effizienten Prozessierung von APP durch BACEI an der
Plasmamembran und damit in einer Abnahme der sAPPB-Bildung.

Zusammenfassend ldsst sich der APLP1- und SNX9/18/33-induzierte Effekt auf die APP-
Spaltung folgenderweise erkldren. Die Expression von APLP1 und SNX9/18/33 verursachen
die Inhibition der APP-Endozytose und flihren zu einer Akkumulation von APP an der
Plasmamembran und einer gesteigerten sAPPa-Sekretion. APLP1 inhibiert spezifisch nur die
Endozytose von APP, es gelangt weniger APP in die Endosomen und sAPPJ nimmt ab (Abb.
43). Die SNX9/18/33-Untergruppe inhibiert die generelle Endozytose. APP und BACEI1
akkumulieren an der Plasmamembran und sAPP[} wird an der Plasmamembran durch BACE1
gebildet (Abb. 44). Der genaue Mechanismus der APLP1- und SNX9/18/33-vermittelten

Endozytosehemmung wird in den folgenden Absitzen diskutiert.
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2. APLP1 konkurriert mit APP um Endozytose-relevante Proteine

In der Doménendeletionsanalyse von APLP1 konnte gezeigt werden, dass die APLPI-
zytoplasmatische ~Domidne allein den  APP-Spaltungsphidnotyp und damit die
Endozytoseinhibition von APP vermittelt (Abb. 15). Fiir diesen Effekt sind zwei potentielle
Mechanismen vorstellbar. Im ersten Fall konnte die APLP1-ICD, dhnlich der NOTCH-ICD in
den Kern lokalisieren und dort die Transkription von Endozytose-relevanten Proteinen steuern
(Abb. 45A). In einem alternativen Mechanismus konnte die APLPI1-zytoplasmatische
Domaéne in einer membranverankerten Form Proteine binden, die fiir die Endozytose von APP

notwendig sind (Abb. 45B).

A B
APLP1 APP APLP1
SAPP
Pra—
/
APl oo
ICD CTF

| Fe65

Transkription von
Spaltungs-stimulierenden
Genen

Abb. 45 Die zytoplasmatische Doméne von APLP1 konnte auf verschiedenen Weise die
Endozytose und Spaltung von APP beeinflussen

Schematische Darstellung moglicher Mechanismen, wie die APLP1-zytoplasmatische Doméne die

APP-Endozytose beeinflussen konnte. A) Die APLP1-ICD reguliert im Kern die Transkription von

APP-Endozytose relevanten Proteinen. B) Die APLP1-zytoplasmatische Doméne konkurriert mit APP

um Endozytose-relevante Proteine. ICD: intrazelluldre Doméne; CTF: C-terminales Fragment.

Da weder ein GFP-APLP1-ICD-Fusionsprotein (Abb. 15), noch 7y-Sekretase-vermittelte
Freisetzung von APLP1-ICD (Abb. 16) notwendig waren, um den APLPI1-vermittelten
Phénotyp zu induzieren, kann das Modell der APLPI1-ICD-stimulierten Transkription
verworfen werden. Stattdessen ist es wahrscheinlich, dass die APLPI1-zytoplasmatische
Domine mit der APP-zytoplasmatischen Domine um Endozytose-relevante Adapterproteine
konkurriert. Fiir dieses Modell spricht auch, dass APLP1 die APP-Spaltung nur in Gegenwart

eines intakten GYENPTY-Internalisierungsmotivs der APLP1-zytoplasmatischen Doméne
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stimulierte (Abb. 18). APP interagiert iiber dieses Motiv mit Proteinen, die die Endozytose
von APP regulieren (Koo and Squazzo, 1994; Perez et al., 1996). Falls Endozytose-relevante
Adapterproteine in der Zelle limitiert sind, reduziert die Expression von APLP1 die Bindung
von APP an diese Adapterproteine und APP kann nicht mehr effizient internalisiert werden.
Die Expression von APLP1 sollte in einem solchen Fall den gleichen Effekt auf die Spaltung
von APP haben, wie ein knock down des betroffenen Adapterproteins.

Unter den potentiellen APP-Adapterproteinen (A) 2.4) wurde bisher nur fiir FE65, X11 und
SORLI eine Rolle im Transport von APP beschrieben (Offe et al., 2006; Pietrzik et al., 2004;
Rogaeva et al., 2007). SORL1 scheint dabei die endosomale Sortierung von APP zum TGN
zu betreffen. Der knock out von SORLI1 resultiert in einer vermehrten [(-Sekretase-
Prozessierung von APP (Rogaeva et al., 2007) und widerspricht damit dem APLPI-
induzierten Phanotyp. FE65 hingegen beeinflusst direkt die Endozytose von APP. Der knock
out von FE65 filihrt entsprechend der APLPI1-Expression zu einer vermehrten sAPPa-
Sekretion (Pietrzik et al., 2004). X11 wiederum kolokalisiert mit APP im Golgi und moduliert
den Transport von APP im sekretorischen Weg (Hill et al., 2003; King et al., 2003).

Aus diesen Vorarbeiten geht FE65 als bester Kandidat fiir die APLPI-vermittelte APP-
Endozytosehemmung hervor. Eine postulierte Rolle von FE65 bei der Endozytose von APP
ist in Abbildung 46 zusammengefasst (Pietrzik et al., 2004). FE65 besitzt zwei
Phosphotyrosin-bindende (PTB) Doménen. Die C-terminale PTB-Domine von FE65 bindet
an das GYENPTY-Motiv von APP (Borg et al., 1996). Die zweite PTB-Doméne bindet das
zweite NPXY-Motiv in LRP (Trommsdorff et al., 1998). Damit kann FE65 APP an den
Endozytoserezeptor LRP koppeln (siehe auch A. 2.4). Da LRP an der Plasmamembran eine
Halbwertszeit von unter einer halben Minute besitzt, ist LRP fiir die schnelle Endozytose von
APP verantwortlich (Cam et al., 2004). Entsprechend ist in LRP-defizienten Zellen die
Endozytose von APP um 50 % reduziert, die Halbwertszeit von APP verldngert, die sAPPa-
Sekretion erhoht und die AB-Bildung reduziert (Pietrzik et al., 2002). Der knock out von LRP
hat demnach den gleichen Effekt auf die APP-Spaltung wie der knock out von FE65 (siehe
oben; Pietrzik et al., 2004) und die Expression von APLP1. Damit ist es wahrscheinlich, dass
APLP1 seinen Effekt {iber die Bindung an FE65 und LRP ausiibt. Kiirzlich wurde auch die
Interaktion von einem LRP-Homologen (LRP1B) mit APP nachgewiesen. Da LRP1B sehr
langsam endozytiert wird, verzogert die Expression von LRP1B die Endozytose von APP
(Cam et al., 2004). Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass LRP und LRP1B die Endozytoserate

von APP bestimmen.
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Abb. 46  APP wird im Komplex mit FE65 und LRP endozytiert

Schematische Darstellung der APP-Endozytose in Gegenwart und Abwesenheit von FE65 A) APP
bindet iiber FE65 an LRP und wird in diesem Komplex endozytiert. B) In Abwesenheit von FE65
akkumuliert APP an der Plasmamembran und wird vermehrt von ADAM-Proteasen geschnitten.

Die oben aufgezédhlten Erkenntnisse aus vorangegangenen Arbeiten deuten auf eine von
FE65- und LRP-vermittelte Stimulation der APP-Spaltung durch APLP1 hin. Dieses Modell
wird auch durch Ergebnisse der vorliegenden Doktorarbeit bestétigt. So konnte die Bindung
von FE65 an APLP1 nachgewiesen werden (Abb.21). Des Weiteren wurde gezeigt, dass eine
Mutation des GYENPTY-Motivs der APLP1-zytoplasmatischen Doméne die Interaktion von
APLPI1 und FE65 verhinderte (Abb. 21). Das GYENPTY-Motiv von APLP1 vermittelt also
sowohl die Stimulation der APP-Spaltung, als auch die Bindung von APLP1 an FEG6S5.
AuBerdem ergab sich, dass APLP1 die APP-Spaltung nur in Gegenwart von LRP stimuliert.
Aus diesen Ergebnissen ldsst sich ein Modell der durch APLP1 verursachten APP-
Endozytosehemmung ableiten. APP und APLP1 konkurrieren um die Bindung an FE65.
Daher reduziert die Expression von APLP1 die Menge an verfiigbarem FE65 und in Folge
dessen wird APP nicht an den Endozytoserezeptor LRP gekoppelt, sondern akkumuliert an
der Plasmamembran. Dies flihrt zu einer verstirkten sAPPa-Sekretion (Abb. 47). Die
Ergebnisse dieser Doktorarbeit bieten damit eine wichtige Validierung des vor kurzem
postulierten Modells, indem FE65 und LRP die Endozytose von APP vermitteln. Dariiber
hinaus konnte in dieser Doktorarbeit erstmals gezeigt werden, dass APP mit APLP1 um die
Bindung an FE65 und LRP konkurriert und dass FE65 fiir die Endozytose von APP

limitierend ist.
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Abb. 47  APLP1 konkurriert mit APP um die Bindung an FE65 und LRP

Schematische Darstellung der APP-Endozytosehemmung bei APLP1-Expression. APP konkurriert mit
APLP1 um die Bindung an FE65. Exogen exprimiertes APLP1 liegt im Uberschuss vor und bindet
einen GroBteil von FE65. APP akkumuliert an der Plasmamembran und wird vermehrt von ADAM-
Proteasen geschnitten.

Neben APLPI1 fiihrte die Expression von APLP2, APP und C99 zu einer verstirkten
Ektodominenspaltung von APP (Abb.12 und Abb.15), nicht aber die Expression von LRP,
IR, EGFR oder L-Selektin (Abb.19B). LRP, IR und EGFR haben wie die APP-Homologen
ein NPXY-Motiv in ihren zytoplasmatischen Domidnen (Abb.19A) und konnten damit
theoretische APP Endozytose-relevante Proteine binden. Im Gegensatz zu den APP-
Homologen fehlt ihnen aber ein Tyrosinrest, zwei Aminoséuren vor dem NPXY-Motiv (Abb.
19A). Es ist bekannt, dass dieser Tyrosinrest (Tyr638) fiir die Endozytose von APP essentiell
ist (Perez et al., 1996) und auch die Bindung von APP an Adapterproteine eine Rolle spielt
(Borg et al., 1996). In dieser Arbeit ergab sich, dass Tyr638 von APLP1 kritisch sowohl fiir
die Stimulation der APP-Spaltung (Abb.20), als auch fiir die Bindung von APLP1 an FE65 ist
(Abb.22A). Dies erklart warum LRP, IR und EGFR APP nicht in dem Komplex mit LRP
ersetzen konnen und keinen Einfluss auf die Spaltung von APP haben. Des Weiteren ldsst
sich nun auch der Effekt von APLP1 in APP-iiberexprimierenden Zellen erkldren. Die
Expression von APLP1 hat in stark APP-exprimierenden Zellen keinen Einfluss auf die
Spaltung von APP (Abb.14), da die Endozytose von APP in diesen Zellen durch den hohen
APP-Expressionslevel schon verlangsamt ist. FE65 ist gesittigt und zusétzlich exprimiertes

APLP1 kann die Konkurrenz nicht weiter verschéarfen.
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Damit lédsst sich das Modell aus Abbildung 47 erweitern. Wir postulieren, dass nicht nur
APLP1 und APP um die Bindung an FE65 und LRP konkurrieren, sondern dass alle APP-
Homologen miteinander in Konkurrenz stehen. Dieser Ansatz bietet einen vollkommen
neuen, potentiellen Regulationsmechanismus der APP-Spaltung. Durch die differentielle
Expression eines Mitglieds der APP-Familie, konnte die Endozytose und Spaltung der jeweils
anderen Familienmitglieder wirksam reguliert werden. Die differentielle Expression der APP-
Homologen wurde in den Studien dieser Arbeit durch exogen exprimierte Proteine
hervorgerufen = und  entspricht demnach nicht den  physiologisch-relevanten
Expressionsniveaus der APP-Homologen. Somit veranschaulichen die Ergebnisse dieser
Arbeit die Effekte einer differentiellen Expression der APP-Homologen in einer
Modellsituation. Inwieweit die APP-Homologen in vivo verschieden stark exprimiert werden
und durch diese Situation die APP-Spaltung verdndert wird, wurde im Rahmen dieser Arbeit
nicht untersucht. Es sind aber Beispiele verschieden starker Expression der unterschiedlichen
APP-Homologen bekannt. So ist in Keratinozyten der Epidermis wihrend der Wundheilung
die Expression von APP erhoht und die Expression von APLP2 reduziert (Kummer et al.,
2002). Auch konnte eine verschieden starke Expressionszunahme der APP-Homologen
wihrend der neuronalen Differenzierung von Neuroblastomazellen beschrieben werden
(Adlerz et al., 2003). In Zukunft wird es sehr interessant sein zu erfahren, ob in den oben
genannten Beispielen die APP-Spaltung verdndert stattfindet und besonders, ob bei der
Alzheimer-Krankheit die Expression der APP-Homologen verschieden stark reguliert ist und

dadurch die Spaltung von APP und die Bildung des neuroprotektiven sAPPa-Fragments und

des neurotoxischen AB-Peptids beeinflusst wird.

3. Exogenes SNX9/18/33 inhibiert die Dynamin-abhangige Endozytose

Im Gegensatz zu APLP1 inhibierte die Expression der SNX9/18/33-Untergruppe sowohl die
Endozytose von APP, als auch die Aufnahme von Transferrin. Es handelt sich also um eine
eher generelle Endozytosehemmung. Diese Endozytosehemmung wurde durch die Interaktion
von exogenem SNX9/18/33 mit Komponenten der Dynamin-abhingigen-Endozytose
hervorgerufen. So konnte in Immunfluoreszenzexperimenten eine Umverteilung der sonst
vesikuldren SNX9/18/33-Lokalisierung in Dynamin-positive Strukturen beobachtet werden
(Abb. 39). Auch Immunprizipitationsuntersuchungen bestétigten die Interaktion von
exogenem SNX9 und SNX33 mit exogenem Dynamin in Abhéngigkeit der SNX9/18/33-SH3-
Doméne (Abb. 40). Ein SNX33-Konstrukt, dem die N-terminale SH3-Doméne fehlte,
koprazipitierte nicht mit Dynamin (Abb. 40) und stimulierte auch nicht die APP-Spaltung
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(Daten nicht gezeigt). So ldsst sich der Mechanismus der durch die Expression von
SNX9/18/33  verursachten generellen Endozytosechemmung in folgendem Modell
zusammenfassen. SNX9/18/33 binden iiber die SH3-Domédne an Dynamin und inhibieren
damit Dynamin-abhédngige Endozytosevorgédnge in der Zelle (Abb.48). APP akkumuliert an
der Plasmamembran und wird vermehrt durch ADAM-Proteasen gespalten. Es kommt zu
einer gesteigerten sAPPa-Sekretion. Da auch die Dynamin-abhidngige Endozytose von
BACE] verzogert stattfindet (siche D.1), akkumuliert BACEI an der Zelloberfldche und kann

dort APP schneiden. Es kommt zur Freisetzung von sAPPp.

Akkumulation von SAPP

Anstieg von APP
SAPPa. 1 1 I
ADAM BACE1

A —

generelle
Endozytoseinhibition

DynaminBEE— x>

SNX9/18/33
Endosom

Abb. 48  SNX9/18/33 bindet Dynamin und verhindert die Dynamin-abhangige Endozytose
Schematische Darstellung der APP-Endozytoseinhibition bei SNX9/18/33-Expression. Die
SNX9/18/33-SH3-Doméne bindet an die Prolin-reiche Domine (PRD) von Dynamin. Dynamin-
abhingige Endozytosevorginge in der Zelle werden durch diese Interaktion inhibiert. APP
akkumuliert an der Plasmamembran und wird vermehrt von ADAM-Proteasen gespalten. Auch
BACEI! wird nicht mehr effizient endozytiert und schneidet APP an der Plasmamembran.

Dieses Modell wird durch bereits publizierte Studien zur Funktion von SNX9 bestitigt und
dariliber hinaus noch ergénzt. So verringert die Expression einer dominant-negativen SNX9-
Mutante die Transferrin-Rezeptor-Internalisierung (Lundmark and Carlsson, 2003; Shin et al.,
2007). Zusitzlich konnte gezeigt werden, dass die SH3-Doméne von SNX9 an die Prolin-
reiche Doméne von neuronalem Dynamin-1 und ubiquitdr-exprimierten Dynamin-2 bindet
(Lundmark et al., 2003; Soulet et al., 2005). Es wird angenommen, dass ein Teil des
zytosolischen Dynamins in einem Komplex mit SNX9 und dem glykolytischen Enzym

Aldolase vorliegt (Lundmark and Carlsson, 2003). Die Aldolase bindet eine saure Sequenz
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nahe der SNX9-PX-Doméne und verhindert dadurch die Membranassoziierung von SNX9
und Dynamin. Dynamin wird durch diese Interaktion in einer inaktiven Form im Zytosol
zuriickgehalten. Phosphorylierung von SNX9 verhindert die Bindung von Dynamin und
SNX9 an die Aldolase und fithren zur Membranassoziierung und Aktivierung von SNX9 und

Dynamin (Lundmark and Carlsson, 2004, dargestellt in Abb. 49).

Plasmamembran

Dynamin
' ADP
d Kinase
ATP
Aldolase

SNX9/Dynamin/Aldolase Komplex

Abb. 49  SNX9 vermittelt die Membranassoziierung von Dynamin

Schematische Darstellung der Membranassoziierung von Dynamin. Dynamin liegt in nicht
stimulierten Zellen in einem Komplex mit SNX9 und Aldolase vor. Die SNX9-SH3-Doméne
interagiert mit der Dynamin-Prolin-reichen Domine (PRD). Aldolase bindet SNX9 nahe der PX-
Doméne und verhindert so die Membranassoziierung von SNX9/Dynamin. Die Phosphorylierung der
SNX9-LC-Doméne entldsst Aldolase. Der Komplex aus SNX9 und Dynamin lokalisiert an die
Plasmamembran. Dabei binden die SNX9-PX- und BAR-Dominen direkt die Membran, wahrend die
SNX9-LC-Doméne mit Komponenten des Clathrin Coat interagiert (aus: Lundmark and Carlsson,
2004).

Es ist gut vorstellbar, dass unter endogenen Bedingungen ein Teil des Dynamins an
SNX9/18/33 gebunden ist und SNX9/18/33 die Membranassoziierung und Funktion von
diesem Anteil des Gesamt-Dynamins reguliert. Die Expression von SNX9/18/33 konnte
dieses Gleichgewicht verschieben. Uberexprimiertes SNX9/18/33 bindet und inaktiviert einen
Grofteil des zelluldren Dynamins und inaktiviert die Dynamin-abhidngige Endozytose in der

Zelle. Als Folge ist die Aufnahme von APP und Transferrin verzogert (Abb.36, C.2.8).
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Die Expression von SNX9/18/33 hemmt die generelle Dynamin-vermittelte Endozytose und
beeinflusst dadurch die Spaltung von APP. Warum verédndert die Expression von SNX9 und
SNX33 dann nicht auch die Spaltung von TNFR2 und L-Selektin (Abb. 32)? Wahrscheinlich
ist die APP-Spaltung besonders sensitiv fiir eine verdnderte Endozytoserate, da sie unter
endogenen Bedingungen noch nicht gesittigt ist. Die Hemmung der APP-Endozytose
resultieren deswegen in einer starken Zunahme der APP-Ektodoménensekretion. Die
Ektodominenspaltung von TNFR2 und L-Selektin scheint hingegen weniger stark durch eine
Inhibition der Dynamin-abhingigen Endozytose beeinflusst zu werden. So hatte zum Beispiel
die Expression einer dominant-negativen Dynamin-Mutante keinen Einfluss auf die
Ektodoménenspaltung von TNFR2 und L-Selektin (Abb. 32). Inwieweit die Internalisierung
von TNFR2 und L-Selektin unter SNX9/18/33-Expression tatsdchlich verzogert ist, wurde in
dieser Arbeit nicht untersucht.

Eine weitere Bestétigung der generellen Endozytoseinhibition durch SNX9/18/33-Expression
kommt von in vivo Studien mit dem Modellorganismus Caenorhabditis elegans (C. elegans).
In Kooperation mit Dr. Maren Hertwig von der Universitit Freiburg wurde der Effekt der
SNX9/18/33-Expression in C.elegans untersucht. C.elegans besitzt im Gegensatz zum
Menschen nur ein Mitglied der SNX9/18/33-Untergruppe, das Lst-4 genannt wird (Yoo et al.,
2004). Die Aminosduresequenz von Lst-4 dhnelt zu 48% der SNX33-Sequenz. Expression
von Lst-4 in C.elegans resultierte, vergleichbar mit der SNX9/18/33-Expression in humanen
Zellen, in einem Dynamin-loss of function-Phianotyp (Schobel et al., Manuskript eingereicht).
Damit konnte eine Stérung der Dynamin-Funktion durch Expression der SNX9/18/33/Lst-4-
Untergruppe auch in dem Modellorganismus C.elegans bestitigt werden.

In dieser Arbeit konnte also eine Inhibition der APP-Endozytose durch exogen exprimiertes
SNX9, SNX18 oder SNX33 nachgewiesen werden. Des Weiteren wurde eine Interaktion und
Kolokalisation von exogen exprimiertem SNX9 und SNX33 mit exogen exprimiertem
Dynamin gezeigt. Damit konnte der molekulare Mechanismus der APP-Spaltungstimulation
bei SNX9/18/33 Expression erklart werden. Aus diesen Experimenten ldsst sich aber nicht die
Funktion von endogenem SNX33, SNX18 oder SNX9 ableiten. Um herauszufinden, ob auch
endogenes SNX9/18/33 die Funktion von Dynamin reguliert, muss in Zukunft die APP-
Spaltung und Endozytose unter SNX9/18/33-triple knock down-Bedingungen untersucht
werden. Bereits beschriebene Studien an SNX9 sprechen fiir eine physiologisch relevante
Funktion der SNX9/18/33-Untergruppe bei der Dynamin-abhingigen Endozytose. So
inhibierte der siRNA-vermittelte-knock down von SNX9 die Membranassoziierung von

Dynamin (Lundmark and Carlsson, 2004) und verzogerte die Transferrinaufnahme (Soulet et
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al., 2005). AuBerdem konnte in Fluoreszenzexperimenten eine gleichzeitige Rekrutierung von
SNX9 und Dynamin an Clathrin Coated Vesikles kurz vor der Abschniirung des Vesikels
beobachtet werden (Soulet et al., 2005; Yarar et al., 2007). Auch die iibereinstimmende
Lokalisierung von SNX9 mit Komponenten des Clathrin Coat (Abb. 38; Lundmark and
Carlsson, 2003) weist auf eine Rolle des endogenen SNX9 bei der Clathrin-abhingigen
Endozytose hin. Da SNX9 iiber die SH3-Domidne mit Dynamin interagiert und {iber die LC-
Doméne Komponenten des Clathrin Coat bindet, wird postuliert, dass SNX9 Dynamin an den
Clathrin Coated Vesicle dirigiert (Lundmark and Carlsson, 2004). Die Membranassoziierung
von SNX9 soll in diesem Modell durch die PX- und BAR-Doménen vermittelt werden. Da
SNX9 auch iiber die BAR-Doméne dimerisieren kann, ist eine Interaktion der SNX9-Dimere
mit verschiedenen SH3-Doménen-enthaltenden Proteinen mdglich. So soll SNX9 einerseits
Dynamin an den Clathrin Coated Vesicle dirigieren und andererseits mit Aktin-bindenden
Proteinen interagieren (Worby et al., 2001). SNX9 konnte in dieser Rolle die Dynamin-
vermittelte Abschniirung des Clathrin Coated Vesicle mit der Umstrukturierung des
Aktinzytoskeletts synchronisieren (Lundmark and Carlsson, 2004; Abb.49).

Die Kolokalisierung von membranassoziiertem SNX33 mit den Proteinen des Clathrin Coats
konnte in dieser Arbeit nicht nachgewiesen werden (Abb.38). Da bekannt ist, dass SNXO iiber
das Wiskott-Aldrich-Syndrom-Protein (WASP) an Aktin bindet (Shin et al., 2007; Worby et
al., 2001; Yarar et al., 2007), konnte es sich bei den SNX33-positiven Strukturen um
Komponenten des Zytoskeletts handeln, die hier nicht ndher untersucht wurden.
Wahrscheinlich ist aulerdem, dass iiberexprimiertes SNX33 Strukturen in der Zelle ausbildet,
die unter physiologischen Bedingungen nicht in diesem Umfang vorkommen und deswegen
keiner typischen Zellorganellfirbung entsprechen. Vergleichbare Strukturen wurden auch bei
der Expression der SNX9-PX-BAR-Domine beschrieben und sind hochstwahrscheinlich auf
die membarntubulierende Eigenschaft der PX-BAR-Domine dieser SNX-Untergruppe
zuriichzufiihren (Pylypenko et al., 2007). Die Beschreibung der physiologisch relevanten
SNX33-Lokalisierung miisste deswegen mit Hilfe von noch zu entwickelnden Antikorpern
erfolgen, die endogenes SNX33 detektieren.

Wihrend bisher nur die Funktion von SNX9 untersucht wurde, deuten die Ergebnisse dieser
Doktorarbeit erstmals auch auf eine Funktion von SNX18 und SNX33 bei der Dynamin-
abhingigen Endozytose. In Expressionsstudien konnte gezeigt werden, dass sich SNXO,
SNX18 und SNX33 gleich beziiglich der Bindung von Dynamin und der Endozytose und
Spaltung von APP verhalten. Des Weiteren wurde die Expression einer neuen SNXI8-

Sequenz nachgewiesen, die laut Aminosdurevergleich eine groBere Homologie zu der
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SNX9/18/33-Untergruppe als die bereits publizierte SNX18-Sequenz aufweist. Die zelluldre
Lokalisierung und die Funktionsabklirung von endogenem SNX18 und SNX33 sind

Gegenstand zukiinftiger Forschung in unserer Arbeitsgruppe.

4. Die Rolle der Endozytose fiir die Alzheimer-Krankheit

Die Ergebnisse dieser Doktorarbeit validieren die Endozytose von APP als den zentralen
regulatorischen Schritt fiir die Ektodoménenspaltung von APP. Da die Ektodoménenspaltung
von APP dariiber entscheidet, wie viel des Gesamt-APPs in dem anti-amyloidogenen,
ADAM-Proteasen-vermittelten Prozessierungsweg, und wie viel APP dem amyloidogenen,
AB-bildenden Prozessierungsweg umgesetzt wird, bestimmt die Endozytoserate von APP
auch wieviel AP gebildet wird. (siche Abb. 41 und Abb. 43). Bisher ist nur sehr wenig iiber
die Regulation der APP-Ektodoménenspaltung bekannt. Das Ziel dieser Doktorarbeit und des,
in unserer Arbeitsgruppe durchgefiihrten, APP-Spaltungsscreens war es, die Regulation der
APP-Ektodoménenspaltung genauer zu verstehen. Dabei schien es zuerst erstaunlich, warum
in dem APP-Spaltungsscreen keine direkten Modulatoren der Sekretasen gefunden wurden,
sondern vor allem Endozytose-relevante Proteine die APP-Spaltung stimulierten. Eine
Erklarung fiir diesen Befund ist sicherlich, dass sowohl die ADAM-Proteasen als auch die y-
Sekretase eine breite Substratspezifitit aufweisen (Haass and Steiner, 2002; Seals and
Courtneidge, 2003) und aus diesem Grund die Aktivitdt dieser Proteasen nicht gleichzeitig
reguliert werden kann. So wiirde eine direkte Regulation der ADAM- oder y-Sekretase-
Aktivitit die Prozessierung vieler Transmembranproteine betreffen und ganz unterschiedliche
Funktionen in der Zelle beeinflussen. Daher erscheint es sinnvoll, dass die Regulation der a-
und y-Sekretase-Spaltung auf der Ebene der einzelnen Substrate erfolgt. Dies konnte in erster
Linie, wie zum Bespiel bei TNFa , durch die geregelte Expression der Substrate gewahrleistet
werden. Wie die Daten dieser Arbeit belegen bietet sich im Falle von APP mit dem Vorgang
der APP-Endozytose ein zweiter Regulationsmechanismus an. Da die «o-Sekretase-
Prozessierung von APP an der Plasmamembran stattfindet und der B- Sekretase-Schnitt in den
endosomalen Kompartimenten, trennt die Endozytose von APP den a-Sekretase-Weg von
dem B-Sekretase-Weg ab. Aus diesem Grund reagiert die Ektodoménenspaltung von APP
sehr sensitiv auf verdnderte Endozytoseraten von APP. So fiihrt die Hemmung der APP-
Endozytose zu einer Zunahme der a-Sekretase-Spaltung und eine lingere Verweildauer von
APP in endosomalen Kompartimenten zu einer Zunahme der AB-Bildung (Ehehalt et al.,

2003; Grbovic et al., 2003). Die molekularen Vorgédnge der Clathrin-abhéngigen Endozytose
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spielen aber nicht nur eine wichtige Rolle fiir die Ektodoménenspaltung von APP, sondern sie
beeinflussen auch mafigeblich die Bildung und Aggregation von A. Man geht heute davon
aus, dass der y-Sekretase-Schnitt an der Plasmamembran und in den endosomalen und
lysosomalen Kompartimenten stattfindet (Kaether et al., 2006a; Pasternak et al., 2004). So
akkumulieren in Presinilin-defizienten Zellen die APP-C-terminalen Fragmente C99 und C83
in Lysosomen (Chen et al., 2000). Da Ap-Peptide in saurem pH schneller aggregieren
(Gorman et al., 2003; Su and Chang, 2001), ist endosomal gebildetes AP} besonders schidlich.
Es ist daher gut mdglich, dass extrazelluldre APB-Ablagerungen intrazelluldrer Herkunft sind.
Lysosomale AP-Aggregate konnten die Membran der Lysosomen beschiddigen und zum
Austreten von lysosomalen Hydrolasen ins Zytosol, sowie zum Absterben der Zelle fiithren.
Die urspriinglich intrazelluliren AP-Aggregate blieben bestehen und lagerten sich
extrazellular ab (Nixon et al., 2001; Pasternak et al., 2004). Tatsdchlich wurde in einer
Vielzahl von Zellkulturmodellen die intrazelluldre Akkumulation von AP} beobachtet (Lee et
al., 1998; Turner et al.,, 1996; Walsh et al., 2000). Auch in Gehirnschnitten von
Alzheimerpatienten (D'Andrea et al., 2001; Gouras et al., 2000) und in APP-transgenen
Mausen (Shie et al., 2003; Wirths et al., 2001) lassen sich intrazellulire Ap-Aggregate vor der
Bildung von extrazelluldren Plaques nachweisen. Die Rolle des endosomalen Systems bei der
Alzheimer-Demenz wird darliber hinaus betont durch das sehr frithe Auftreten von
endosomalen Verdnderungen zu Beginn dieser Krankheit. So lassen sich im Gehirn von
Alzheimerpatienten vergroflerte Endosomen nachweisen, die mit lysosomalen Hydrolasen
angefiillt sind. In spéteren Stadien der Alzheimererkrankung fiillen diese Lysosomen die
gesamten neuronalen Zellkorper aus (Cataldo et al., 1997; Cataldo et al., 1994; Cataldo et al.,
2000).

Diese Beispiele belegen die Bedeutung der Endozytose und des endosomalen Systems fiir die
Alzheimererkrankung. Fiir das Verstindnis dieser Krankheit ist es daher essentiell die
molekularen Vorgidnge bei der Endozytose von APP aufzukliren. Im Rahmen dieser
Doktorarbeit konnten diesem Thema zwei neue Aspekte hinzugefiigt werden. Erstens wurde
gezeigt, dass die APP-Homologen miteinander um Endozytose-relevante Proteine
konkurrieren. Die differentielle Expression der unterschiedlichen APP-Homologen bietet
damit einen potentiellen, neuartigen Regulationsmechanismus der APP-Spaltung an. Und
zweitens wurde die SNX9/18/33-Untergruppe als zellbiologisch wichtiger Regulator der

Dynamin-vermittelten Endozytose von APP identifiziert.
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F. Zusammenfassung

Der endosomale Transport von APP spielt eine entscheidende Rolle bei der Entstehung der
Alzheimer-Demenz. So gehdren endosomale Verdnderungen zu den frithesten
neuropathologischen Kennzeichen der Alzheimer-Erkrankung (Nixon et al., 2001) und eine
verdanderte Expression des endosomalen Sortierrezeptors SORL1 ist mit einem erhdhten
Risiko, an sporadischer Alzheimer-Demenz zu erkranken, assoziiert (Rogaeva et al., 2007).
Eine genaue Analyse des intrazelluliren APP-Transports und dessen Einfluss auf die
proteolytische Spaltung von APP ist aus diesem Grund fiir das Verstindnis der Alzheimer-
Demenz unerlésslich und dient auch dem Zweck, mogliche Risikofaktoren der Alzheimer-
Erkrankung aufzuzeigen. Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde die Bedeutung der APP-
Endozytose fiir die proteolytische Spaltung von APP untersucht und mit APLP1 und der
SNX9/18/33-Untergruppe zwei neuartige Modulatoren der APP-Endozytose identifiziert. Es
konnte gezeigt werden, dass APLP1 spezifisch die APP-Endozytose beeinflusst, wohingegen
die  SNX9/18/33-Untergruppe einen generellen Effekt auf Dynamin-abhédngige
Endozytosevorgidnge in der Zelle ausiibt. Als Folge stimulierten sowohl die Expression von
APLP1 als auch die Expression der SNX9/18/33-Untergruppe die Sekretion von sAPPa. Auf
die Spaltung von APP durch die -Sekretase haben APLP1 und die SNX9/18/33-Untergruppe
hingegen unterschiedlichen Einfluss. So fiihrt die Expression von APLP1 zu einer Abnahme
von sAPPPB, wihrend die Expression der SNX9/18/33 Untergruppe die sAPPB-Sekretion
nicht verdndert.

Auch der molekulare Mechanismus des APLP1- und SNX9/18/33-vermittelten Effekts auf die
APP-Endozytose wurde identifiziert. So konkurriert APLP1 mit APP um die Bindung an die
Endozytose-relevanten Proteine Fe65 und LRP. Die Expression von APLP1 verlangsamt
deswegen die Endozytose von APP, als Folge akkumuliert APP an der Plasmamembran und
wird vermehrt von a-Sekretasen und weniger durch die -Sekretase geschnitten. Es konnte
gezeigt werden, dass APLP1 iiber das erweiterte Internalisierungsmotiv GYENPTY an Fe65
bindet, wobei der erste Tyrosinrest (Tyr638) innerhalb dieses Motivs kritisch sowohl fiir die
Bindung von APLP1 an FE65, als auch fiir die APLP1-vermittelte Spaltungszunahme von
APP ist. Im Gegensatz zu APLP1 haben andere NPXY-Motiv-enthaltende
Oberflachenrezeptoren wie der IR und der EGFR, denen der Tyrosinrest des erweiterten
GYENPTY-Motivs fehlt, keinen Einfluss auf die Ektodominenprozessierung von APP.
Konsistent mit einem iiber Fe65- und LRP-vermittelten Effekt, stimuliert APLP1 die

Ektodomédnenspaltung von APP nur in Gegenwart von LRP. Damit beschreiben wir einen
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vollkommen neuen Mechanismus, wie die Spaltung von APP regulieret werden konnte. Denn
durch die differentielle Expression eines APP-Familienmitglieds konnte die Spaltung der
jeweils anderen APP-Homologen wirksam beeinflusst werden.

Die Expression der SNX9/18/33-Untergruppe inhibierte hingegen die Endozytose mehrerer
Oberflachenrezeptoren wie APP und dem Transferrinrezeptor und fiihrte zu einer Zunahme an
Plasmamembran-lokalisiertem APP und als Folge dessen zu einer gesteigerten o-Sekretase-
Prozessierung von APP. Weniger Homologe SNXe wie SNX1 und SNX17 haben hingegen
keinen Einflus auf die Spaltung von APP. Da SNX9/18/33 an Dynamin in Abhéngigkeit der
SH3-Doméne bindet und mit Dynamin in der Zelle kolokalisiert, postulieren wir in
Ubereinstimmung mit vorangegangenen Publikationen (Lundmark et al., 2004, Soulet et al.,
2005), dass SNX9/18/33 unter physiologischen Bedingungen nur an einen Teil des zelluldren
Dynamins bindet und diesen Teil inaktiviert. Die Expression von SNX9/18/33 hingegen
konnte dieses Gleichgewicht verschieben und zu einem Funktionsverlust des gesamten
Dynamins fiihren.

Die Hemmung der APP-Endozytosse resultiert in den hier untersuchten Systemen zu einer
verdanderten Spaltung von APP durch die a- und p-Sekretase. Die Ergebnisse dieser
Doktorarbeit unterstreichen damit die modulatorische Rolle der Endozytose fiir die
Ektodoméinenspaltung von APP. Des Weitern kann das vor kurzem postulierte Modell, in dem
APP in einem Komplex mit Fe65 und LRP endozytiert wird (Piertzik et al., 2004), bestdtigt
und ein neuer Regulationsmechanismus der APP-Endozytose in diesem Komplex durch die
APP-Homologen vorgeschlagen werden. SchlieBlich wird die SNX9/18/33-Untergruppe als

eine wichtige zellbiologische Komponente der Dynamin-abhéngigen Endozytose identifiziert.
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G. Abktrzungsverzeichnis

AD
APPy

ADAM
AICD
AK
Amp
AP
AP2
APLP
APS
ARf
AS

APy

ATP
ATTC

BACE
BAR
bp
BCA
BSA
°C
C89

C99

CCvV
cDNA
Ce.
C-Terminus
CTF
CTP
Da
DAPT
DMEM
DMSO
DNA
dNTP
DTT
Dyn

E. coli
EDTA
EEA1
ECL

EGF

Alzheimer-Demenz (Alzheimer’s Disease)

Amyloid B Vorlduferprotein, x bezeichnet die Anzahl der Aminoséduren
der jeweiligen Isoform (Amyloid £ Precursor Protein)
Disintegrinmetalloprotease (A Disintegrin And Metalloprotease)
Intrazellulare Doméne des APPs (APP Intracellular Domain)
Antikorper

Ampizillin

Alkalische Phosphatase

Adapterprotein Komplex 2

APP-dhnliches Protein (Amyloid Precursor-Like Protein)
Ammoniumperoxodisulfat

ADP-ribosylation factor

Aminoséure

Amyloid-p-Peptid

x bezeichnet die Anzahl der Aminosduren des Amyloid-p-Peptids
Adenosyltriphosphat

Amerikanische Zellkulturkollektion (American Tissue Culture
Collection)

Beta-site APP Cleaving Enzyme
Bin/Amphiphysin/RVS-Domine

Basenpaare

Bicinchonic Acid Assay

Bovine Serum Albumin

Grad Celsius

C-terminales BAPP-Fragment (89 Aminosduren)

entstanden durch a-Sekretase-Spaltung

C-terminales BAPP-Fragment (99 Aminosduren)

entstanden durch B-Sekretase-Spaltung

Calthrin Coated Vesikel

komplementidre DNA (complementary DNA)

Caenorhabditis elegans

Carboxy-Terminus eines Proteins

APP C-terminales Fragment

Cytidintriphosphat

Dalton
N-[N-(3,5-difluorophenacetyl)-L-alanyl]-S-phenylglycine t-butyl ester
Dulbecco’s Minimum Essential Medium

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsdure (Desoxyribonucleicacid)
Desoxynukleosidtriphosphat

Dithiotheitol

Dynamin 1

Escherichia coli

Ethylendiamintetraacetat

Early endosomal Antigen 1

Enhanced Chemoluminescence

Chemoluminezenz zur Detektion HRP-konjugierter Sekundérantikorper
epidermal groth factor
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EGFR

ER
FAD
FCS

GED
GGAl
GTP

HEK
HRP
ICD
IgG
1P
IPTG
IR
kDa
LB

LDL
LRP
min
M
mA
mg
mM
mm
ml
MGC
mRNA

ug

ul
NCT
ng

nm
NP-40
N-Terminus
ORF
p3
PAGE
PAS
PBS
PBST
PCM
PCR
Pen2
PGS
Phox

pl

Epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor (epidermal groth factor
receptor)

Endoplasmatisches Retikulum

erbliche Form der Alzheimer Krankheit (Familial Alzheimer’s Disease)
Fotales Kilberserum (Fetal calf serum)

Gramm

GTPase-Effektordoméne

Golgi-localized y-ear-containing ARF-binding protein
Guanidyltriphosphat

Stunde (hour)

Humane embryonale Nierenzelllinie (Human Embryonic Kidney)
Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidise)
Intrazellulare Doméne (Intracellular Domain)
Immunglobulin G

Immunprézipitation

Isopropyl-B-D-Thiogalaktosid

Insulinrezeptor

Kilodalton

Lysogeny Broth

Néhrlosung zur Anzucht von Bakterien

low density lipoprotein

low density lipoprotein receptor-related protein

Minute

Molar

Milliampere

Milligramm

Millimolar

Millimeter

Milliter

Mammalian Gene Collection
messenger-Ribonucleicacid

Microgramm

Microliter

Nicastrin

Nanogramm

Nanometer

Nonidet P-40

Amino-Terminus eines Proteins

open reading frame

Spaltprodukt des BAPP nach a- und y-Sekretase Spaltung
Polyacrylamidgelelektrophorese

ProteinA Sepharose

Phosphate Buffered Saline

PBS mit Tween 20 angereichert

PBS mit Mg und Ca' angereichert
Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction)
Presenilin Enhancer 2

ProteinG Sepharose

phagozytotischer NADPH-Oxidase Komplex
Proteaseinhibitor
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PI

pH

PH
PKA
PKC
PMA
pNPP
PRD
PS
PS-CTF
PS-NTF
PSGLI1
PTB
PtdInsP
PVDF
PX

RA
RNA
RT

RT
SAP
sAPPa
sAPPf
sAPPP’
SDS
SEAP
sec
SH3
SH2
SNX
TACE
TEMED
Ttn
TtmR
TGFa
TGN
TMD
TNFa
TNFR2
Tris
TTP

upm
UTR
uv

vpsSp
v/v
WASP
WB

Phosphatidyl-Inositol

pondus Hydrogenii

Pleckstrinhomologe

Proteinkinase A

Proteinkinase C

Phorbol 12-Myristat 13-Azetat
para-Nitrophenyl-Phosphat

Prolinreiche Domine

Presenilin

C-terminales Fragment des Presenilins
N-terminales Fragment des Presenilins
P-Selektin-Glykoprotein Ligand-I
Phosphotyrosin-bindend
Phosphatidyl-Inositolphosphat
Polyvinylidenedifluorid
Phox-Homologie-Doméne

Ras-assoziierte Doméne

Ribonukleinsédure (Ribonucleicacid)
Raumtemperatur

Reverse Transkription

Alkalische Phosphatase aus Krabben (shrimp alkaline Phosphatase)
16sliches APP entstanden durch a-Sekretase-Spaltung
l16sliches APP entstanden durch B-Sekretase-Spaltung
16sliches APP entstanden durch ’(Glul1)-Spaltung
Natriumdodecylsulfat (Sodiumdodecylsulfate)
sekretorische Alkalische Phosphatase

Sekunde

Src Homologie 3 Doméne

Src Homologie 2 Doméne

Sorting Nexin

Tumor Necrosis Factor-a Convertase
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
Transferrin

Transferrinrezeptor

Transforming Growth Factor «
Trans-Golgi-Netzwerk

Transmembrandoméne

tumor necrosis factor o

Tumor Necrosis factor receptor 2
Tris-(Hydroxy-Methyl)-Aminomethan
Thiamintrisphosphate

Einheiten (units)

Umdrehungen pro Minute

nicht-translatierte Region (untranslated region)
Ultraviolett

Volt

vacuolar protein-sorting 5 protein

Volumen pro Volumen (volume / volume)
Wiskott-Aldrich-Syndrom-Protein

Western Blot
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Wt Wildtyp-Form eines Proteins

w/v Gewicht pro Volumen (weight / volume)

0] Durchmesser

Bezeichnung | Abkkirzung Einbuchstabencode

Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Asparaginsdure Asp D
Cystein Cys C
Glutamin Gln Q
Glutaminsdure Glu E
Glycin Gly G
Histidin His H
Isoleucin Ile I
Leucin Leu L
Lysin Lys K
Methionin Met M
Phenylalanin Phe F
Prolin Pro P
Serin Ser S
Threonin Thr T
Tryptophan Trp W
Tyrosin Tyr Y
Valin Val \Y
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