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Zusammenfassung

Die ,Regulierte Intramembranproteolyse® (RIP) stellt einen von Bakterien bis zum
Menschen konservierten Mechanismus zur proteolytischen Prozessierung von
Transmembranproteinen dar. RIP wird im Allgemeinen durch zwei proteolytische
Schnitte  beschrieben. Die erste Prozessierung, die als ,Ectodomain-
Shedding® bezeichnet wird, verkirzt die Ektodomane des Transmembranproteins. Der
zweite Schnitt erfolgt innerhalb der Transmembrandomane des Substrats durch eine
Intramembranprotease. Es sind unterschiedliche Klassen von Intramembranproteasen
bekannt. Die Site-2-Protease vertritt die Klasse der Intramembranmetalloproteasen,
wahrend Rhomboide Intramembranserinproteasen darstellen. Die Intramembran-
aspartylproteasen werden nach einem konservierten GxGD-Motiv in ihrem aktiven
Zentrum GxGD-Intramembranproteasen genannt.

Die Abbauprodukte der RIP kdnnen wichtige Signalfunktionen tbernehmen, so spielen
sie beispielsweise bei der Expression von bestimmten Zytokinen oder in Zellteilungs-
bzw. Zelldifferenzierungsprozessen eine bedeutende Rolle. Pathologisch erlangt die RIP
grolke Bedeutung in der Alzheimer-Erkrankung. Mit der Alzheimer-Erkrankung
assoziierte AB-Peptide, die im Gehirn der Patienten zu amyloiden Plaques akkumulieren,
sind ein Produkt der Prozessierung des amyloiden Vorlaufer-Proteins APP durch die y-
Sekretase, einer GxGD-Intramembranprotease.

Die y-Sekretase ist Gegenstand intensiver pharmazeutischer Forschung, da ihre
Inhibition und die damit einhergehende Reduktion der ABR-Peptide ein vielversprechender
Ansatz fir die Behandlung von Alzheimer-Patienten ist. Neben der y-Sekretase sind die
Signalpeptidpeptidase (SPP) und die Signalpeptidpeptidase-ahnlichen Proteasen (SPPL;
SPPL2a,b,c bzw. SPPL3) Mitglieder der GxGD-Familie. SPP/SPPL-Proteasen
Ubernehmen wichtige Funktionen, so kontrollieren SPPL2a bzw. SPPL2b Uber die
Prozessierung des Tumor Nekrose Faktor a die Expression des Zytokins Interleukin-12.
Einige Inhibitoren der y-Sekretase, die das aktive Zentrum als Zielstruktur haben, zeigen
Kreuzreaktionen mit SPP/SPPL-Proteasen. Die Ursache der Kreuzreaktion ist mit hoher
Wahrscheinlichkeit die Ahnlichkeit der aktiven Zentren der GxGD-Proteasen
untereinander. Beim Einsatz unspezifischer y-Sekretase-Inhibitoren zur Behandlung von
Alzheimer-Patienten kénnte es durch die Kreuzreaktion mit SPP/SPPL-Proteasen zu
erheblichen Nebenwirkungen kommen. Bei der Entwicklung von neuen spezifischen y-
Sekretase-Inhibitoren missen folglich potenzielle Kreuzreaktionen mit SPP/SPPL-
Proteasen in Betracht gezogen werden.

Dies macht einen Vergleich der y-Sekretase mit SPP/SPPL-Proteasen in Bezug auf den
katalytischen Mechanismus, die Substraterkennung und die Substratprozessierung

erforderlich. Wahrend fir SPP Substrate beschrieben wurden, wird die detaillierte
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Analyse von SPPL-Proteasen bislang durch die limitierte Anzahl an Substraten
erschwert. In der vorliegenden Dissertation gelang die Identifikation des Bri2-Proteins als
neues SPPL-Substrat.

Die Prozessierung des Bri2 ist ein Beispiel fur RIP. Zunachst wird Bri2 in der
Ektodomane durch die Serinprotease Furin und die Metalloprotease ADAM-10
prozessiert, was die Sekretion von Teilen der Bri2 Ektodoméane zur Folge hat. Daraufhin
prozessieren die Intramembranproteasen SPPL2a oder SPPL2b das in der Membran
verbleibende Fragment des Bri2, wahrend SPP bzw. SPPL3 Bri2 nicht erkennen. Die
Intramembranproteolyse des Bri2 resultiert in der Freisetzung der I6slichen
intrazellularen Domane ins Zytoplasma und eines niedermolekularen Peptids, das in den
extrazellularen Raum sekretiert wird.

Wahrend Bri2 ein Substrat fir SPPL2a und SPPL2b darstellt, wird fiir das nachste
homologe Protein Bri3 keine Intramembranproteolyse beobachtet. Dies zeigt, dass
SPPL2b Transmembranproteine spezifisch erkennt und prozessiert.

Anhand eines Vergleichs der SPPL2b-abhangigen Prozessierung des Bri2 mit chimaren
Proteinen, die aus Kombinationen des Bri2 und Bri3 bestehen, konnten wichtige
Fragestellungen zu den  Substratanforderungen der  SPPL2b-abhangigen
Intramembranproteolyse beantwortet werden. So war bislang nicht beschrieben, welchen
Einfluss intra- oder extrazelluldre Domédnen des Substrats auf die SPPL2b-
Schnitteffizienz haben. Es wird gezeigt, dass die luminale Juxtamembrandomane und
ein kurzer Teil der intrazelluldaren Domane des Bri2-Proteins fur die Effizienz des
SPPL2b-Schnittes eine entscheidende Rolle spielen. Weiterhin zeigen die Ergebnisse,
dass auch die Transmembrandomane des Bri2-Proteins die SPPL2b-Schnitteffizienz
stark beeinflusst. Es wird nachgewiesen, dass SPPL2b mdgliche Substrate Uber die
GrolRe ihrer luminalen Domane auswahlt und die Schnitteffizienz von SPPL2b mit der
Grolie der Ektodomane des Substrats negativ korreliert ist. Damit in Einklang stehend
erleichtert Ectodomain-Shedding des Bri2 durch ADAM-10 die SPPL2b-abhéangige
Intramembranproteolyse des Bri2.

Die fir die RIP des Bri2 erhaltenen Daten erlauben eine Gegeniberstellung der
SPPL2b-Protease mit der y-Sekretase. Beide Proteasen sind in spaten sekretorischen
Kompartimenten lokalisiert und besitzen ein &ahnliches aktives Zentrum. Die
Substratselektion ist sowohl fir den Fall von SPPL2b als auch mit grofRRer
Wahrscheinlichkeit fur den Fall der y-Sekretase spezifisch. Ectodomain-Shedding erhdht
die Schnitteffizienz beider Proteasen, wobei sogar die praferierte Grolie der Ektodomane
des Substrats ahnlich ist.

Der Hauptunterschied zwischen der SPPL2b-Protease und der y-Sekretase besteht in

der fir die Aktivitat notwendige Bildung des y-Sekretase-Komplexes einerseits und der
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Maturierung der SPPL2b-Protease, die keinen Komplex mit anderen Proteinen eingeht,
andererseits. Um spezifische y-Sekretase-Inhibitoren fiir die Alzheimer-Erkrankung zu
entwickeln und Kreuzreaktionen mit SPP/SPPL-Proteasen zu vermeiden, stellt die
Komplexbildung der y-Sekretase das somit potenziell bessere Target dar als das aktive

Zentrum.

Summary

Regulated intramembrane proteolysis (RIP) is a conserved mechanism for the proteolytic
processing of transmembrane proteins, from bacteria to human. In general, RIP is
described as a two-step cleavage process. The first proteolytic processing, called
“Ectodomain-Shedding”, shortens the ectodomain of the transmembrane protein. The
second proteolytic event takes place within the transmembrane domain of the substrate
and is accomplished by an intramembrane protease. There are different classes of
intramembrane proteases known. Whereas the Site-2 protease belongs to the class of
metallo intramembrane proteases, serine intramembrane proteases are represented by
rhomboid. According to a conserved GxGD motif in their active site, aspartyl
intramembrane proteases are named GxGD intramembrane proteases.

The degradation products of RIP may mediate important signaling functions, e.g. they
play an important role in the expression of certain cytokines and cellular division or
differentiation processes. Pathologically, RIP plays a major role in Alzheimer’s disease:
AB-peptides that are critically associated with Alzheimer’s disease and accumulate within
the patients’ brain, are products of the processing of the amyloid precursor protein (APP)
by y-secretase, an intramembrane aspartyl protease of the GxGD-family.

y-Secretase is a target of intense pharmaceutical research, since inhibition of the
protease, which would cause reduced production of AB-peptides, is a promising
approach for Alzheimer's disease prevention and treatment. Besides y-secretase,
signalpeptide peptidase (SPP) and the signalpeptide peptidase-like proteases (SPPL;
SPPL2a,b,c and SPPL3) belong to the family of GxGD-proteases. SPP/SPPL-proteases
play an important role in cellular signalling routes. One example is the expression of the
cytokine interleukin-12, which is controlled by SPPL2a and/or SPPL2b by processing
tumor necrosis factor a (TNFa).

Some inhibitors of y-secretase that target the active site of the protease cross-react with
SPP/SPPL-proteases. The reason for cross-reactivity is most likely a high similarity of
the active sites between the GxGD-proteases. The application of unspecific y-secretase
inhibitors for Alzheimer’s disease treatment could cause severe side effects due to their

interference of SPP/SPPL-dependent signaling pathways. Therefore, a potential cross-
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reactivity with SPP/SPPL-proteases must be evaluated in the development of novel
specific y-secretase inhibitors.

For this reason, a comparison of the GxGD-proteases in respect to their catalytic
properties and their employed mechanism of substrate selection is necessary. While
many substrates are known for y-secretase and several substrates have been described
for SPP, only a limited number of SPPL-substrates are published, impeding a detailed
comparison. This study describes the identification of the Bri2 protein as a novel
substrate for SPPL-proteases.

The processing of Bri2 is an example of RIP. First, Bri2 is processed in its ectodomain by
the serine protease Furin and the metallo protease ADAM-10, resulting in the secretion
of parts of the Bri2 ectodomain. This proteolytic processing takes place in late cellular
secretion compartments. In a further proteolytic event, the membrane retained fragment
of Bri2 is cleaved by SPPL2a or by SPPL2b, whereas SPP and SPPL3 are not able to
process Bri2. Intramembrane proteolysis of Bri2 by SPPL2a and SPPL2b results in a
soluble intracellular domain and a low molecular C-terminal peptide that is secreted into
the extracellular space.

While Bri2 is a substrate for SPPL2a and SPPL2b, its homolog Bri3 is not. This finding
shows that SPPL2b binds and processes transmembrane proteins very selectively.

A detailed comparison of the SPPL2b-dependent processing of Bri2 with chimeric
proteins that consist of combinations of Bri2 and Bri3 helped to address several
questions in regard to the requirements of SPPL2b-dependent intramembrane
proteolysis e. g. which influence intra- or extra-cellular domains of the substrate have on
SPPL2b cleavage efficiency. It is shown that the luminal juxtamembrane domain, as well
as a short stretch of cytoplasmic amino acids play a decisive role for SPPL2b cleavage
efficiency. The data also illustrate that the amino acid sequence within the
transmembrane domain of a SPPL2b-substrate affects the proteolytic activity.

Strikingly, the results show that SPPL2b selects potential substrates in regard to the size
of their ectodomain and that SPPL2b cleavage efficiency — as it is known for y-secretase
— correlates negatively with an increasing size of the substrate ectodomain. In
agreement with this finding, ectodomain-shedding of Bri2 by ADAM-10 facilitates
intramembrane proteolysis by SPPL2b.

The novel data for the RIP of Bri2 allows a detailed comparison of SPPL2b and y-
secretase. Both proteases are located in late cellular secretion compartments and carry
a highly conserved active site. Ectodomain-shedding increases the cleavage efficiency of
both SPPL2b and y-secretase, whereby even the preferred size of the ectodomain of a
substrate is highly similar. The substrate selection is very likely to be specific for each

protease. The main difference, however, between SPPL2b and y-secretase seems to be
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the formation of the y-secretase complex compared to SPPL2b, that does not need
protein co-factors for activity. Therefore, in order to avoid cross-reactivity with
SPP/SPPL-proteases, y-secretase complex formation may serve as the better target for

the development of specific y-secretase inhibitors rather than the active site.
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1. Einleitung

1.1 Regulierte Intramembranproteolyse

Die ,Regulierte Intramembranproteolyse® (RIP) wird im Allgemeinen durch zwei
proteolytische Schritte charakterisiert (Abbildung 1). Im ersten Schritt wird die 18sliche
luminale oder extrazellulare Domane eines Proteins in der Nahe der Membran
geschnitten. Dieser proteolytische Prozess wird auch als ,Ectodomain-
Shedding® bezeichnet (Schlondorff und Blobel, 1999). Die Ektodomane des Substrats
wird nach der Prozessierung in den extrazellularen Raum sezerniert. Das verbleibende
membranstandige Fragment wird durch eine weitere proteolytische Prozessierung
innerhalb der hydrophoben Membran gespalten (Intramembranproteolyse). Die
Intramembranproteolyse muss eine  Regulation erfahren, da andernfalls
Transmembranproteine unkontrolliert abgebaut werden wirden. Die Regulation wird
durch das der Intramembranproteolyse vorangestellie Ectodomain-Shedding
Ubernommen (Brown et al., 2000). Transmembranproteine, die nicht zuvor luminal
verkirzt wurden, sind daher in der Regel keine Substrate fir Intramembranproteasen. Es

bestehen jedoch Ausnahmen (siehe 1.1.2 und 1.1.2.3).

Intramembran-
proteolyse

Zytosol T

Abbildung 1. Regulierte Intramembranproteolyse (RIP). Im ersten Schritt der RIP wird ein
Transmembranprotein in der Nahe der Membran luminal prozessiert (Ectodomain-Shedding).
Ectodomain-Shedding setzt die Ektodomane des Proteins frei, wahrend das Gegenstlick in der
Membran verankert bleibt. Im zweiten Schritt wird das in der Membran verbliebene Fragment
innerhalb der Transmembrandomane gespalten (Intramembranproteolyse). Die Produkte der
Intramembranproteolyse sind ein luminales sowie ein zytoplasmatisches Peptid.

Ectodomain-

Lumen shedding

Die Tatsache, dass flir jeden proteolytischen Prozess die Anwesenheit von Wasser

notwendig ist, blieb lange mit dem Konzept einer Proteolyse in der hydrophoben
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Umgebung der Lipid-Doppelschicht unvereinbar (Salvesen, 2003). Erste Struktur-
Untersuchungen an Intramembranproteasen lassen jedoch Riickschliisse darauf zu, wo
und wie Wasser in den Prozess eingreift (eine detaillierte Beschreibung findet sich unter
1.1.1.3 und 1.1.2.2) (Urban und Shi, 2008).

Die Intramembranproteolyse resultiert in der Freisetzung von zwei I6slichen Peptiden in
unterschiedlichen Kompartimenten (Abbildung 1), die wichtige Signalfunktionen
Ubernehmen kénnen (Fluhrer et al., 2009; Wolfe und Kopan, 2004).

Wie die l6slichen Proteasen werden die Intramembranproteasen nach ihrer nukleophilen
Gruppe klassifiziert, die den Carbonyl-Kohlenstoff einer Peptidbindung angreift (Puente
et al.,, 2003; Rawlings et al.,, 2006). Die Site-2-Protease-Familie (S2P-Familie)
reprasentiert die Intramembranmetalloproteasen, wahrend die Rhomboid-Familie zur
Klasse der Serinproteasen und die GxGD-Intramembranproteasen zur Klasse der
Aspartylproteasen gehoren (Weihofen und Martoglio, 2003; Wolfe und Selkoe, 2002).
Anders als bei den l6slichen Proteasen wurde bisher noch keine Intramembranprotease
beschrieben, die als reaktive Gruppe einen Cystein-Rest tragt. Alle bislang identifizierten
Intramembranproteasen sind polytope Transmembranproteine, die als Monomer, Dimer

oder in Form von hochmolekularen Komplexen in der Membran verankert sind.

1.1.1 Regulierte Intramembranproteolyse durch S2P

Die Klasse der Intramembranmetalloproteasen wird durch die S2P-Familie vertreten
(Brown et al.,, 2000). S2P ist von Bakterien bis zum Menschen konserviert. Im
katalytischen Zentrum von S2P wird ein Zink**-lon durch ein HExxH-Motiv koordiniert
(Urban und Shi, 2008). Wahrend bei Bacillus subtilis die Sporenbildung und in
Mycobacterium tuberculosis die Virulenz von S2P abhangig ist (Makinoshima und
Glickman, 2005; Rudner et al., 1999), antworten Eukaryoten mithilfe von S2P auf Stress
im Endoplasmatischen Retikulum (ER-Stress) (Shen et al., 2002b). AuRerdem ist S2P
an der Steuerung der Lipid-Biosynthese beteiligt (Brown und Goldstein, 1999).

1.1.1.1 ER-Stress Regulation durch S2P

Unter zellularen Stressbedingungen wie beispielsweise erhdhter Temperatur
akkumulieren fehlgefaltete Proteine im ER. Dies flhrt zu einem erhéhten Bedarf an
Chaperonen wie BiP, das in nicht gestressten Zellen den membranstandigen
Transkriptionsfaktor ATF6 im ER bindet. Die Sequestrierung von BiP an fehlgefaltetete
Proteine unter ER-Stress hat die Dissoziation von ATF6 und BiP und daraufhin den
Transport von ATF6 zum Golgi-Apparat zur Folge (Abbildung 2) (Shen et al., 2002a).

Dort wird ATF6 als RIP-Substrat zweifach proteolytisch prozessiert. Wahrend der erste
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Schnitt durch die Subtilisin-dhnliche Site-1-Protease (S1P) katalysiert wird, schneidet
S2P in der Transmembrandomane (TMD) von ATF6. Die freigesetzte zytoplasmatische
Domane von ATF6 transloziert in den Zellkern und fungiert als Transkriptionsfaktor fur
Gene, deren Produkte von der Zelle als Antwort auf ER-Stress bendtigt werden,
beispielsweise flir BiP oder Calreticulin (Brown et al., 2000; Kaufman et al., 2002; Shen
et al., 2002b).

A B C
Fehlgefaltetes
) Protein
ER-STRESS BiP
ﬁ

ATF6 ATF6 ATF6
<«— S1P
ER-Lumen Golgi-Lumen
S2P
Zytosol Zytosol
N-Terminus * (" Nukleus

ESRE-Zielgene

Abbildung 2. ER-Stress Regulation durch S2P. (A) Der membranstandige Transkriptionsfaktor
ATF6 bindet unter normalen Bedingungen das Chaperon BiP. (B) Kommt es durch ER-Stress zur
Fehlfaltung von Proteinen im ER-Lumen, so wird BiP an die fehlgefalteten Proteine sequestriert.
ATF6 wird daraufhin zum Golgi-Apparat transportiert. (C) Im Golgi-Apparat wird ATF6 zweifach
durch S1P und S2P prozessiert. Der durch die RIP von ATF6 ins Zytosol freigesetzte N-Terminus
transloziert in den Zellkern und wirkt dort als Transkriptionsfaktor flir Gene, deren Produkte von
der Zelle als Antwort auf ER-Stress bendtigt werden (ESRE, ER-Stress responsive element).

1.1.1.2 Steuerung der Lipid-Biosynthese durch S2P

Ein weiteres Beispiel fir S2P-abhangige RIP ist die Kontrolle der Cholesterin-
Biosynthese. Sinkt die Cholesterin-Konzentration in der ER-Membran, so wird das
membranverankerte Sterol-Response-Element-Binding-Protein (SREBP) vom ER zum
Golgi-Apparat transportiert und dort durch S1P prozessiert. Im zweiten Schritt schneidet
S2P SREBP in der TMD 2 und katalysiert die Freisetzung der N-terminalen
zytoplasmatischen Domane, die in den Zellkern transloziert und dort als
Transkriptionsfaktor flir Gene der Lipid-Biosynthese wirkt, beispielsweise fiir die HMG-
CoA Reduktase, die HMG-CoA Synthase oder die Squalen Synthase (Abbildung 3)
(Brown et al., 2000; Goldstein et al., 2006). Weiterhin werden die SREBP-ahnlichen
Proteine CREBH, Luman, OASIS und BBF2H7 durch S2P-abhangige RIP prozessiert.

Die zytoplasmatischen Domanen dieser Proteine regulieren nach Translokation in den
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Zellkern ebenfalls Zielgene des Lipid-Stoffwechsels (Bailey et al., 2007; Kondo et al.,
2005; Kondo et al., 2007; Liang et al., 2006).

lS1P

SREBP

Nukleus

SREBP-Zielgene

Abbildung 3. RIP des SREBP. Die aufeinander folgende Prozessierung des
membranverankerten SREBP durch S1P und die Intramembranmetalloprotease S2P setzt die
zytoplasmatische Domane frei. Nach Translokation in den Nukleus wirkt diese als
Transkriptionsfaktor fir Gene, die den Lipid-Haushalt der Zelle steuern.

1.1.1.3 S2P Struktur

Mithilfe der Rontgenkristallographie konnte die Struktur der S2P aus Methanococcus
jannaschii (mjS2P) mit einer Aufldsung von 3,3 A aufgeklart werden (Feng et al., 2007).
Die Kernstruktur der S2P besteht aus drei hochkonservierten TMD, in denen das
katalytische Zentrum mit dem fir Metalloproteasen charakteristischen HExxH-Motiv zu
finden ist (Feng et al., 2007). Fur mjS2P liegt dieses Motiv innerhalb der Membran und
die rdumliche Anordnung der Kkatalytisch aktiven Aminosdurereste besitzt
bemerkenswerte Ubereinstimmung mit dem aktiven Zentrum von I8slichen
Metalloproteasen (Feng et al., 2007). Die Strukturanalyse zeigt, dass das in die
Membran eingebettete aktive Zentrum von mjS2P hydratisiert ist. Aulerdem existiert ein
schmaler Kanal ausgehend von der zytoplasmatischen Seite zum Zn?*-lon im aktiven
Zentrum. So lasst sich erklaren, auf welche Weise Wassermolekile zum katalytischen
Zentrum von mjS2P gelangen kénnen (Abbildung 4) (Urban und Shi, 2008).
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Abbildung 4. Wasserzugang zum aktiven Zentrum der mjS2P. Das Zn**-lon (rot) im aktiven
Zentrum der mjS2P liegt innerhalb der hydrophoben Membran. Es ist jedoch Uber einen schmalen,
wasserdurchldssigen Kanal mit dem Zytosol verbunden und daher wahrscheinlich hydratisiert.
Abbildung verandert nach (Urban und Shi, 2008).

1.1.1.4 Substratanforderungen und Regulation der S2P-abhangigen Proteolyse

Fur alle bislang identifizierten S2P-Substrate wurde Ectodomain-Shedding beschrieben.
In Eukaryoten wird dieser Schnitt von S1P vollzogen. Die S2P-Substrate ATF6, SREBP,
CREBH, Luman, OASIS und BBF2H7 besitzen ein luminales RxxL-Motiv, das die
Erkennungssequenz fir den S1P-Schnitt darstellt (Duncan et al., 1997; Kondo et al.,
2005). Die Prozessierung durch S1P wurde als Voraussetzung fur den S2P-Schnitt
postuliert. Tatsachlich konnte gezeigt werden, dass die Schnitteffizienz von S2P negativ
mit der Lange der luminalen Doméane von ATF6 korreliert (Shen und Prywes, 2004).
Daneben besitzen bakterielle S2P wie beispielsweise YaelL eine PDZ-Domaéane, die
Protein-Protein Interaktionen vermitteln kann. Fir die YaeL soll die Interaktion mit der
PDZ-Domane fir die Substraterkennung verantwortlich sein (Kanehara et al., 2003). Die
PDZ-Domane soll Uber die spezifische Erkennung von kurzen C-Termini die Selektivitat
von S2P auf zuvor durch S1P geschnittene Substrate einschranken (Inaba et al., 2008;
Kanehara et al., 2003). Allerdings ist diese PDZ-Domane in Sauger-S2P nicht
konserviert. Auffallig ist, dass alle bisher identifizierten S2P-Substrate eine Typ-II-
Transmembrantopologie besitzen. Neben der Lange der luminalen Domane und der
Topologie spielt auch die getrennte Lokalisation von Substrat und Protease fiir die S2P-
abhangige RIP eine entscheidende Rolle: ATF6 wird nach Induktion von ER-Stress im
Golgi-Apparat durch S1P und S2P geschnitten. Eine durch Brefeldin A induzierte
Relokalisation von S1P und S2P in das ER erlaubt jedoch die Prozessierung von ATF6
auch im ER (Shen und Prywes, 2004). Unter normalen zellularen Bedingungen wirkt die

strikte Trennung von ATF6 im ER einerseits und den Proteasen im Golgi-Apparat
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andererseits unkontrollierter Prozessierung entgegen (Shen et al., 2002b). Die raumliche
Trennung stellt damit neben der Lange der Ektodomane einen weiteren wichtigen

Kontrollpunkt in der S2P-abhangigen RIP dar.

1.1.2 Intramembranproteolyse durch Rhomboid-Proteasen

Die Klasse der Intramembranserinproteasen wird durch von Einzellern bis zum
Menschen konservierte Rhomboide vertreten (Lemberg und Freeman, 2007b). Der erste
Rhomboid-Vertreter wurde Uber eine Mutation im rhomboid-Gen in Drosophila
melanogaster identifiziert, die einen abnormalen Phanotyp im Kopfbereich verursacht
(Mayer und Nisslein-Volhard, 1988). Aufgrund der Ahnlichkeit des Phanotyps mit
Mutationen in spitz wurde rhomboid in die Gruppe der ,Spitz-Gene* eingeordnet. Spitz ist
ein Epidermaler Wachstumsfaktor (EGF) in Drosophila melanogaster. Uber die
Prozessierung von Spitz und weiterer EGFs stellt Rhomboid den Hauptregulator der
EGF-abhangigen Signaltransduktion in Drosophila melanogaster dar (Lee et al., 2001;
Urban et al., 2001; Wasserman und Freeman, 1997).

Weiterhin Ubernehmen Rhomboide zahlreiche andere Funktionen, so kontrollieren sie
beispielsweise Mitochondrien-Fusion, Apoptose und Parasiteninvasion (Brossier et al.,
2005; McQuibban et al., 2003; O'Donnell et al., 2006). Der Hauptunterschied zwischen
der Substrat-Prozessierung durch Rhomboide und der Prozessierung durch die anderen
Intramembranprotease-Klassen besteht darin, dass kein Ectodomain-Shedding des
Substrats notig ist (Urban et al., 2001). Rhomboid-Substrate sind folglich
Volllangenproteine und werden nur einmal prozessiert. Dies hat Konsequenzen fir die
Regulation der Rhomboid-Aktivitdt, da Ectodomain-Shedding als Regulations-

mechanismus nicht genutzt wird (siehe 1.1.2.1).

1.1.2.1 Regulation der EGF-Signaltransduktion durch Rhomboid

Die Prozessierung der EGFs Spitz, Gurken und Keren in Drosophila melanogaster ist die
am besten untersuchte Funktion von Rhomboiden (Lemberg und Freeman, 2007a). Die
EGFs werden als membranverankerte Vorlauferproteine synthetisiert und missen durch
Rhomboid freigesetzt werden, um ihre Signalwirkung zu entfalten (Abbildung 5). Die
I6slichen Ektodomanen der EGFs sind Liganden flir EGF-Rezeptoren (EGFR), die der
Klasse der Tyrosin-Kinase-Rezeptoren angehdren. Die Ligandenbindung erlaubt die
Autophosphorylierung der intrazellularen Domanen des EGFR und kontrolliert
Zelldifferenzierungsprozesse und circadiane Aktivitat (Kramer et al., 2001; Lemberg und
Freeman, 2007a). Eine elegante Studie zeigt den Zusammenhang zwischen Rhomboid

und Schlaf am Nervensystem von Drosophila melanogaster. Die zyklische Aktivitat von
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Rhomboid in der Pars intercerebralis, die entwicklungsbiologisch mit dem Hypothalamus
verwandt ist, fuhrt Gber die Prozessierung von Spitz zu Aktivierung des EGFRs und zur

Steuerung von circadianen Signalen (Foltenyi et al., 2007).

EGF

Spitz Signaltransduktion

Rhomboid

Abbildung 5. Intramembranproteolyse des Spitz-Proteins. Spitz wird innerhalb der TMD von
der Intramembranserinprotease Rhomboid prozessiert. Die 16sliche Ektodoméane von Spitz ist in
Drosophila melanogaster fur EGF-Signaltransduktion verantwortlich. Im Gegensatz zu anderen
Intramembranproteasen ist Ectodomain-Shedding keine Voraussetzung fiir Rhomboid-abhangige
Proteolyse. Abbildung verandert nach (Freeman, 2008).

1.1.2.2 Struktur von Rhomboiden

Rhomboide sind polytope Transmembranproteine mit 6 bzw. 7 TMD. Vier
Arbeitsgruppen waren in der Lage, die Struktur des bakteriellen Rhomboids GIpG
rontgenkristallographisch zu l16sen (Ben-Shem et al., 2007; Lemieux et al., 2007; Wang
et al., 2006¢c; Wu et al., 2006). Wahrend bei I6slichen Serinproteasen ublicherweise eine
katalytische Triade mit einem Serin-, einem Histidin- und einem Aspartyl-Rest zu finden
ist, die den Serin-Rest in ein starkes Nukleophil verwandelt, wurde bei GlpG nur eine
katalytische Dyade bestehend aus einem Serin- und einem Histidin-Rest nachgewiesen
(Wang et al., 2006c). Variationen der Triade sind allerdings auch fur I6sliche
Serinproteasen bekannt (Ekici et al., 2008). Die katalytisch aktiven Aminosaurereste sind
in die Membran eingebettet (Wang et al., 2006c¢). lhre raumliche Anordnung ist dem
katalytischen Zentrum der klassischen Serinprotease Trypsin sehr ahnlich (Urban und
Shi, 2008). Funf der sechs TMD von GIpG durchspannen die Membran komplett,
wahrend die vierte TMD kurzer als die Ubrigen ist und die luminale Membrangrenze nicht
erreicht. Gerade dort, am luminalen Ende der TMD 4, befindet sich das katalytisch aktive
Serin. Durch die Anordnung der anderen TMDs wird eine Aussparung gebildet, die flr
Wasser zuganglich ist. In der rontgenkristallographischen Analyse wurde deutlich, dass
Wasser in diese Aussparung eindringen kann, da Wassermolekile in der
Elektronendichtekarte nachzuweisen waren. Es wird angenommen, dass das Wasser
Uber diese Aussparung ins katalytischen Zentrum von GlpG gelangen kann (Abbildung
6) (Lemberg und Freeman, 2007a; Urban und Shi, 2008).
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Zytosol

Abbildung 6. Wasser im aktiven Zentrum der Rhomboid-Protease GIpG. Das aktive Zentrum
von GIpG ist in rot gezeigt. Die rontgenkristallographische Analyse zeigt in direkter Nahe des
aktiven Zentrums zwei fixierte Wassermolekile (gelb). Es kann daher angenommen werden, dass
das aktive Zentrum von GlpG hydratisiert ist. Abbildung verandert nach (Urban und Shi, 2008).

1.1.2.3 Substratanforderungen und Regulation der Rhomboide

Anders als im Fall von S2P- und GxGD-Proteasen (siehe 1.1.1.4, 1.1.3.2 und 1.1.3.8) ist
eine Prozessierung in der Ektodomane des Substrats keine Voraussetzung flr
Rhomboid-abhangige Proteolyse. Die Regulation des Intramembranschnitts kann daher
nicht auf vorheriges Ectodomain-Shedding beruhen (Freeman, 2008). Folglich kommt
der strikten o&rtlichen Trennung von Substrat und Protease in der Zelle eine
entscheidende Bedeutung zu. AuRerdem wurden distinkte ortliche und =zeitliche
Expressionsmuster fur das rhomboid-Gen beschrieben, die eine unkontrollierte
Substratprozessierung unterbinden (Foltenyi et al., 2007). Weiterhin konnten Rhomboide
identifiziert werden, die Polymorphismen im aktiven Zentrum tragen (inaktive, bzw.
inhibitorische Rhomboide, iRhoms). Es wird spekuliert, dass diesen iRhoms eine
regulatorische Funktion zukommt, indem sie Substrate binden und dadurch den Zugang

fur aktive Rhomboide blockieren (Lemberg und Freeman, 2007b).

1.1.3 Regulierte Intramembranproteolyse durch GxGD-Proteasen

Die Klasse der Intramembranaspartylproteasen umfasst die Preseniline 1 und 2 (PS1,
PS2), die Signalpeptidpeptidase (SPP) und die SPP-homologen Proteasen (SPPL;
SPPL2a,b,c und SPPL3) (Ponting et al., 2002; Weihofen et al., 2002; Wolfe et al., 1999)
'. Die Sequenzhomologie der polytopen Transmembranproteine ist insgesamt begrenzt.
Sie tragen jedoch alle in der TMD 7 ein hochkonserviertes GxGD-Motiv, das einen der

beiden katalytisch aktiven Aspartyl-Reste enthalt (Abbildung 7) und namensgebend flr

' Eine detaillierte Auflistung der Intramembranaspartylproteasen befindet sich im Anhang.
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die Klasse der ,GxGD-Proteasen® ist (Friedmann et al., 2004; Ponting et al., 2002;
Steiner et al., 2000; Wolfe et al., 1999).

Preseniline SPP/SPPL

Abbildung 7. Intramembranaspartylproteasen. Sowohl die Preseniline als auch SPP/SPPL
gehoren zur Familie der GxGD-Proteasen. Der Name leitet sich von einem konservierten GxGD-
Motiv ab, das zusammen mit dem YD- und dem PAL-Motiv das aktive Zentrum der Proteasen
bildet (Details siehe Text). Die polytopen Transmembranproteine tragen jeweils neun TMD. Die
Preseniline sind in ihrer Topologie im Vergleich zu SPP/SPPL invertiert. Dies hat Konsequenzen
fur die Anordnung der Motive im aktiven Zentrum (Pfeilrichtung). Abbildung veréndert nach
(Fluhrer et al., 2009).

Neben PS, SPP und SPPL enthalten auch die bakteriellen Typ-4 Prepilin-Peptidasen
(TFPP) ein GxGD-Motiv (LaPointe und Taylor, 2000; Steiner et al., 2000). TFPP spalten
Signalpeptide von Typ-4 Prepilinen, die als Komponenten einer bakteriellen
Sekretionsmaschine beispielsweise die Freisetzung von Toxinen ubernehmen (Kirn et al.,
2000; LaPointe und Taylor, 2000). Anders als bei PS, SPP und SPPL ist fir TFPP das
GxGD-Motiv wahrscheinlich nicht Teil einer TMD, sondern an der Grenze zwischen
Zytoplasma und Membran lokalisiert (Steiner et al., 2000). Da TFPP-Substrate folglich
mit groBer Wahrscheinlichkeit nicht innerhalb einer TMD prozessiert werden,
entsprechen die TFPP im Grunde nicht der Definition von Intramembranproteasen und
nehmen eine Sonderstellung innerhalb der GxGD-Proteasen ein.

PS, SPP und SPPL sind polytope Transmembranproteine mit neun TMD (Abbildung 7)
(Friedmann et al., 2004; Laudon et al., 2005; Spasic et al., 2006). Bemerkenswert ist die
invertierte Transmembrantopologie der PS gegenliber der von SPP/SPPL-Proteinen
(Friedmann et al.,, 2004; Weihofen et al., 2002). Dies hat Konsequenzen flur die
Topologie des aktiven Zentrums der Proteasen, das ebenso invertiert ist. Durch die
Inversion kann moglicherweise erklart werden, weshalb PS nur Typ-I-
Transmembranproteine als Substrate akzeptieren, wahrend sich SPP/SPPL-Proteasen
anscheinend auf Typ-ll-Transmembranproteine beschranken (Fluhrer und Haass, 2007;
Fluhrer et al., 2009; Friedmann et al., 2004; Haass, 2004).
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Neben dem GxGD-Motiv sind zwischen PS-, SPP- und SPPL-Proteinen zwei weitere
Motive hochkonserviert: Das YD-Motiv in TMD 6 und das PAL-Motiv an der
zytoplasmatischen Grenze der TMD 9 (Ponting et al., 2002). Fir PS kdnnte das PAL-
Motif auch in der TMD 9 liegen, die exakte Lokalisation kann jedoch nur Uber
hochauflésende Strukturbestimmung erfolgen, die fir die GxGD-Proteasen aussteht.
Aspartylproteasen bendtigen flir enzymatische Aktivitat zwei sich gegentiberliegende
Aspartyl-Reste (Abbildung 8) (Berg et al., 2002). Wahrend sich ein Aspartyl-Rest im
GxGD-Motiv befindet, liefert das YD-Motiv den zweiten Aspartyl-Rest (Kimberly et al.,
2000; Wolfe et al., 1999). Das PAL-Motiv liegt fur PS in unmittelbarer raumlicher Nahe
des YD-Motivs (Tolia et al., 2008) und ist mit groBer Wahrscheinlichkeit an der Bildung
des aktiven Zentrums beteiligt und fir katalytische Aktivitdt notwendig (Wang et al.,
2006a; Wang et al., 2004).

YD-, GxGD- und PAL-Motiv sind in I6slichen Aspartylproteasen nicht konserviert (Steiner
et al.,, 2000). Es handelt sich demnach um neuartige Aspartylproteasen, auf deren
enzymatischen Mechanismus nur bedingt Rickschlisse von Untersuchungen an

I8slichen Aspartylproteasen gezogen werden kdnnen.
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Abbildung 8. Modell des Katalysemechanismus der Aspartylproteasen. (A)
Aspartylproteasen bendtigen fur die Aktivierung eines Wassermolekils zwei Aspartyl-Reste. Der
deprotonierte Aspartyl-Rest bildet eine Wasserstoffbriickenbildung zu einem Proton des
Wassermolekils aus, wahrend der protonierte Aspartyl-Rest das Substrat Uber den Sauerstoff
der Carbonyl-Gruppe fixiert. Das elektronegative Sauerstoffatom des Wassers greift den
Carbonyl-Kohlenstoff der zu spaltenden Peptidbindung nukleophil an (Pfeil). (B) Durch
Umlagerung von Elektronenpaaren ensteht ein tetraedrischer Ubergangszustand am Carbonyl-
Kohlenstoff und die Peptidbindung wird gespalten. (C) Durch die Proteolyse wird eine Carboxyl-
und eine Aminogruppe generiert. Die Aspartyl-Reste befinden sich im urspriinglichen Zustand.
Abbildung nach (Wolfe, 2009b).

Die Aktivierung eines Wassermolekuls durch die beiden sich in unmittelbarer rdumlicher
Nachbarschaft befindlichen Aspartyl-Reste ist fir Aspartylproteasen unerlasslich (Lopez-
Otin und Bond, 2008). Auf welche Weise Wasser im Fall von PS, SPP und SPPL in das
aktive Zentrum gelangt, ist bislang nicht vollstandig geklart. Allerdings sind die YD-,
GxGD- und PAL-Motive in PS Bestandteil einer hydrophilen Pore, die die Anwesenheit

von Wasser im aktiven Zentrum der Proteasen ermdglichen kénnte (Lazarov et al., 2006;
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Osenkowski et al., 2009; Sato et al.,, 2006a; Sato et al., 2008a; Tolia et al., 2006).
Anders als fir Rhomboide und S2P wurde bislang keine Intramembranaspartylprotease

strukturell mit atomarer Auflésung aufgeklart.

1.1.3.1 Die y-Sekretase

Die y-Sekretase ist die am weitgehendsten untersuchte Protease der GxGD-Familie. Die
beiden homologen PS-Proteine PS1 und PS2 stellen die katalytischen Untereinheiten
der y-Sekretase dar. PS1 und PS2 nehmen unter den Intramembranproteasen eine
besondere Stellung ein, da sie einen Komplex mit anderen Transmembranproteinen
bilden. In den y-Sekretase-Komplex wird entweder PS1 oder PS2 eingebaut. Komplexe,
die sowohl PS1 als auch PS2 enthalten, wurden bislang nicht identifiziert (Lai et al.,
2003; Sato et al., 2007; Shirotani et al., 2004b; Wolfe et al., 1999). PS ist die einzige
bekannte Intramembranprotease, die endoproteolytisch in ein N-terminales und ein C-
terminales Fragment (PS NTF und PS CTF) geschnitten wird (Thinakaran et al., 1996).
Der Schnitt erfolgt in einer hydrophoben Region zwischen TMD 6 und TMD 7. Da
Mutationen im aktiven Zentrum von PS die Endoproteolyse unterbinden, ist davon
auszugehen, dass es sich um einen autoproteolytischen Schnitt handelt (Wolfe et al.,
1999). Formal ist die ,Presenilinase” jedoch noch nicht identifiziert.

Fir enzymatische Aktivitat der y-Sekretase sind die Komplex-Untereinheiten Nicastrin,
Anterior-Pharynx-Defective-1 (APH-1) und Presenilin-Enhancer-2 (PEN-2) unerlasslich
(Abbildung 9) (Edbauer et al., 2003; Francis et al., 2002; Goutte et al., 2000; Kimberly et
al.,, 2003). Im Komplex treten die Komponenten wahrscheinlich in einer 1:1:1:1
Stochiometrie auf (Sato et al., 2007). Nicastrin wurde als Substrat-Akzeptor der y-
Sekretase vorgeschlagen, dieses Ergebnis wird jedoch diskutiert (Chavez-Gutierrez et
al., 2008; Shah et al., 2005). Wahrend gezeigt wurde, dass PEN-2 ein Stabilisator des y-
Sekretase-Komplexes ist (Hasegawa et al., 2004; Prokop et al., 2004), wurde fiir APH-1
noch keine Funktion beschrieben. APH-1 wird durch die Gene aph-la und aph-1b
kodiert, wobei fir APH-1a zusatzlich die beiden Spliceformen APH-1aS (Short) und

APH-1aL (Long) nachgewiesen werden konnten (Francis et al., 2002).
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y-Sekretase

icastrin

Presenilin

Abbildung 9. Der y-Sekretase-Komplex. Presenilin, das endoproteolytisch in NTF und CTF
prozessiert wird, ist die aktive Untereinheit der y-Sekretase. Die hochkonservierten YD-, GxGD-
und PAL-Motive bilden das aktive Zentrum der Protease. Die Pfeile stellen die Richtung der TMD
dar, in denen die beiden kritischen Aspartyl-Reste lokalisiert sind. Die proteolytische Aktivitat von
Presenilin hangt strikt von der Komplex-Bildung mit PEN-2, Nicastrin und APH-1 ab (siehe Text).
Abbildung verandert nach (Fluhrer et al., 2009; Steiner et al., 2008a)

Die Kombination von Nicastrin und PEN-2 mit je einer APH-1-Isoform und entweder PS1
oder PS2 erlaubt den Aufbau von sechs unterschiedlichen y-Sekretase-Komplexen
(Shirotani et al., 2004b). Momentan ist umstritten, ob sich diese y-Sekretase-Komplexe
in ihrer Funktion bzw. Aktivitat unterscheiden (Dejaegere et al., 2008; Serneels et al.,
2009; Shirotani et al., 2007). In Crosslink- und Co-IP-Studien konnten Interaktionen
zwischen PS NTF und PEN-2, PS NTF und PS CTF, PS CTF und APH-1 sowie APH-1
und Nicastrin nachgewiesen werden (Steiner et al., 2008b). Den ersten Schritt der
Komplex-Assemblierung stellt die Bindung von Nicastrin an APH-1 dar (Capell et al.,
2003; LaVoie et al., 2003; Shirotani et al., 2004a). Dieses Heterodimer ist in der Lage,
PS zu binden. Als letzte Komplexkomponente wird PEN-2 eingebaut. Die Assoziation
von PEN-2 16st die Endoproteolyse von PS und nachfolgend den Transport zum Golgi-
Apparat aus (Kaether et al., 2007; Kim und Sisodia, 2005). Nicastrin wird im Golgi-
Apparat glykosyliert und die y-Sekretase wird zur Plasmamembran und in
endosomal/lysosomale Kompartimente transportiert, wo sie proteolytisch aktiv ist
(Chyung et al., 2005; Kaether et al., 2006; Kaether et al., 2002; Pasternak et al., 2003).

1.1.3.2 Substratanforderungen der y-Sekretase

Alle identifizierten Substrate der y-Sekretase sind Transmembranproteine mit Typ-I-
Topologie. Ectodomain-Shedding wird als Voraussetzung flir den y-Sekretase-Schnitt
angesehen, da nur Substrate mit kurzer luminaler Domane mit der y-Sekretase co-

isolieren (Esler et al., 2002). Aullerdem Kkorreliert die Schnitteffizienz der y-Sekretase
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negativ mit der Lange der Ektodomane des Substrats (Struhl und Adachi, 2000). y-
Sekretase-Substrate weisen keine offensichtlichen Sequenzhomologien auf (Beel und
Sanders, 2008). In Analogie zum Proteasom, das zahlreiche Proteine ohne
Sequenzhomologie abbaut, wurde die y-Sekretase als ,Proteasom der
Membran® beschrieben (Kopan und llagan, 2004). Allerdings konnte gezeigt werden,
dass Typ-I-Transmembranproteine existieren, die keine Substrate fur die y-Sekretase
sind (Hemming et al., 2008). Darliber hinaus wurden kuirzlich Sequenzdeterminanten fir

y-Sekretase-Substrate beschrieben (Hemming et al., 2008; Ren et al., 2007).

1.1.3.3 Die y-Sekretase steuert Zelldifferenzierung tUber die RIP des NOTCH-

Rezeptors

Der y-Sekretase-Komplex ist eine auerst promiskuitive Intramembranprotease. Mehr
als 60 Substrate wurden bislang beschrieben, darunter der NOTCH-Rezeptor (NOTCH)
und das Amyloid-Vorlaufer-Protein (APP, siehe 1.1.3.4) (Beel und Sanders, 2008). Da
Knockouts der Komplex-Komponenten PS, Nicastrin, APH-1 und PEN-2 in der Maus und
in Caenorhabditis elegans einen dem NOTCH-Knockout vergleichbaren Panotyp zeigen
(Baumeister et al., 1997; De Strooper et al., 1999; Levitan und Greenwald, 1995; Shen
et al.,, 1997; Wong et al., 1997), ist davon auszugehen, dass die RIP von NOTCH die
wichtigste oder friheste Funktion der y-Sekretase wahrend der Ontogenese darstellt.
Nach Prozessierung des NOTCH durch Furin im Golgi-Apparat (S1-Schnitt) wird NOTCH
als Heterodimer an die Plasmamembran transportiert (Blaumueller et al., 1997; Logeat et
al., 1998). Dort wird es nach Ligandenbindung Substrat flir Ectodomain-Shedding (S2-
Schnitt) durch die Disintegrin- und Metalloproteasen (ADAM-Proteasen) ADAM-10 und
ADAM-17 (Brou et al., 2000; Hartmann et al., 2002; Wen et al., 1997). Der S2-Schnitt
setzt die extrazellulare Domane des NOTCH frei. Das Gegenstick, der
membranverankerte Teil NEXT (NOTCH extrazellular trunkiert oder NOTCHAE) ist
Substrat fiur die y-Sekretase (S3-Schnitt). Der Intramembranschnitt 16st die Intrazellulare
Domane (ICD) des NOTCH (NICD) von der Membran ab. Die NICD transloziert in den
Zellkern und leitet dort die Transkription der NOTCH-Zielgene ein, beispielsweise von
Hes1, Hey1 und Hey2 (Fischer et al., 2004; Kopan und llagan, 2009). Die Expression
von NOTCH-Zielgenen flihrt zu wichtigen Zelldifferenzierungsvorgangen, unter anderem
von B- und T-Zellen (Bray, 2006; Greenwald, 1994; Hadland et al., 2001). Mutationen in
NOTCH flihren zu unkontrollierter Zellproliferation und sind mit T-Zell-Lymphomen
assoziiert (Aster et al., 2008; Sulis et al., 2008; Weng et al., 2004). Der pathologischen
Prozessierung von NOTCH kann durch Inhibition der y-Sekretase teilweise Einhalt
geboten werden. Daher stellen y-Sekretase-Inhibitoren einen Angriffspunkt zur

Behandlung dieser Krebserkrankungen dar (Grosveld, 2009; Real et al., 2009).
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1.1.3.4 AB-Peptide sind Produkte der RIP des APP

Zahlreiche Studien Uber die y-Sekretase adressieren die RIP des APP, die die Sekretion
von AB-Peptiden zur Folge hat (Abbildung 10). Die Aggregation des Schnittprodukts A
zu amyloiden Ablagerungen ist ein neuropathologisches Charakteristikum der Alzheimer-
Erkrankung (siehe 1.2.1). Neben dieser amyloidogenen Prozessierung des APP existiert

auch ein nicht-amyloidogener Weg.

Nicht-amyloidogene APP-Prozessierung Amyloidogene APP-Prozessierung

A
APPsa APPsp
Oligomerisation
Aggregation
s 5

AB
B-Sekretase
a-Sekretase —»

y-Sekretase y-Sekretase

PP
—
700 Lumen
723
APP CTFa APP CTFB

T AICD TAICD

Abbildung 10. RIP des APP. APP-Prozessierung erfolgt entweder im nicht-amyloidogenen oder
im amyloidogenen Weg. Bei der nicht-amyloidogenen Prozessierung wird zunachst die I6sliche
APP-Ektodomane APPsa durch die a-Sekretase freigesetzt. Die TMD von APP befindet sich im
Bereich der Aminosauren 700-723 des Volllangenproteins. Die Intramembranproteolyse des
membranverankerten APP CTFa durch die y-Sekretase resultiert in p3 und der AICD. Bei der
amyloidogenen Prozessierung wird das Ectodomain-Shedding durch die (-Sekretase
Ubernommen. Das entstehende APP CTFpB ist Substrat fir die y-Sekretase. Als Produkte
entstehen AICD und amyloidogene AB-Peptide, die Hauptbestandteil der fur die Alzheimer-
Erkrankung charakteristischen Plaques sind. Abbildung verandert nach (Lichtenthaler und Haass,
2004).

Im nicht-amyloidogenen Weg wird APP zunachst in der Ektodoméane durch die a-
Sekretase geschnitten. Als a-Sekretasen wurden unter anderem ADAM-9, ADAM-10 und
ADAM-17 beschrieben (Asai et al., 2003; Buxbaum et al., 1998; Lammich et al., 1999).
Der a-Sekretase-Schnitt resultiert in der Freisetzung von APPsa, der Iéslichen APP-
Ektodoméane. Das membranverankerte Gegenstiick APP CTFa ist in einem zweiten
Prozessierungsschritt Substrat fur die y-Sekretase. Da sich die a-Sekretase-Schnittstelle
innerhalb des AB-Peptids befindet, wird beim Schnitt durch die y-Sekretase kein A
sekretiert. Produkte der Intramembranproteolyse von APP CTFa sind die intrazellulare

Doméane von APP (AICD), die ins Zytoplasma freigesetzt wird, und das in den
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extrazellularen Raum sekretierte 3 kDa p3-Peptid (Haass et al., 1993; Kimberly et al.,
2001). Die AICD hat eine geringe Halbwertszeit, kdnnte jedoch nach Assoziation mit
Adapterproteinen, z.B. mit Fe65, transkriptionale Wirkung ausiben (Cao und Sidhof,
2001; Edbauer et al., 2002; Hebert et al., 2006; Leissring et al., 2002; Pardossi-Piquard
et al., 2005). Im amyloidogenen Prozessierungsweg von APP Ubernimmt die B-
Sekretase, das BAPP-schneidende Enzym (BACE-1), die Abspaltung der Ektodomane
(Lin et al., 2000; Vassar et al.,, 1999; Yan et al.,, 1999). Der BACE-1-Schnitt setzt die
I6sliche Ektodomane APPsp frei. Das membranverankerte Gegenstliick APP CTFf stellt
wiederum ein Substrat fir die y-Sekretase dar. Wie im nicht-amyloidogenen Weg wird
AICD ins Zytoplasma entlassen, statt p3 werden jedoch AB-Peptide unterschiedlicher
Lange in den extrazellularen Raum sekretiert und kdénnen zu amyloiden Plaques

aggregieren (Haass und Selkoe, 2007).

1.1.3.5 Signalpeptidpeptidase
Neben der y-Sekretase ist die Signalpeptidpeptidase (SPP) ein weiterer Vertreter der

GxGD-Intramembranaspartylproteasen. SPP weist wie die PS eine polytope
Membrantopologie mit neun TMD auf, wobei die hochkonservierten YD-, GxGD- und
PAL-Motive in TMD 6, 7 und 9 zu finden sind (Abbildung 11) (Friedmann et al., 2004;
Ponting et al., 2002; Weihofen et al., 2002).

SPP

GLGD

Abbildung 11. Schematischer Aufbau der SPP. SPP besitzt 9 TMD, wobei sich die
konservierten YD-, GLGD- und PAL-Motive in TMD 6, 7 und 9 befinden. Die Topologie der SPP
ist im Vergleich zu PS in der Membran invertiert (siehe auch Abbildung 7). Die Pfeile stellen die
Richtung der TMD dar, in denen die YD- und GLGD-Motive des aktiven Zentrums orientiert sind.
Abbildung verandert nach (Fluhrer et al., 2009; Ponting et al., 2002; Weihofen et al., 2002).

Proteine, die den sekretorischen Pfad durchlaufen, tragen haufig hydrophobe
Signalpeptide, die die Translokation ins ER bzw. die Insertion des Proteins in die ER-
Membran bewirken (Blobel, 1980). Diese Signalpeptide nehmen wahrend der
Translokation durch das Translokon eine Typ-llI-Transmembrantopologie ein und werden

durch die Signalpeptidase (SP) abgespalten (Abbildung 12) (Martoglio und Dobberstein,
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1998; Paetzel et al., 2002). Durch ihre Hydrophobizitat verbleiben die Signalpeptide in
der ER-Membran. Fir ihren Abbau und die Freisetzung aus der Membran ist SPP
verantwortlich, wobei der N-terminale Teil des Signalpeptids ins Zytoplasma und ein C-
terminales Peptid ins ER-Lumen sekretiert wird (Abbildung 12) (Weihofen und Martoglio,
2003).

SP — Lumen
SPP

Ribosom
Signaltransduktion

Abbildung 12. RIP von Signalpeptiden. Signalpeptide, die naszierende Proteine in den
sekretorischen Pfad fuhren, werden durch SP im ER-Lumen prozessiert. Die in der ER-Membran
verbleibenden Signalpeptide werden im zweiten Schritt innerhalb ihrer hydrophoben Sequenz
durch SPP geschnitten. SPP-Spaltprodukte kdnnen wichtige Signalfunktionen ausuben (siehe
Text).

Die Spaltprodukte der SPP-abhangigen RIP kdénnen in einzelnen Fallen wichtige
Signalfunktionen Ubernehmen. Zu diesen Spaltprodukten zahlen die N-terminalen
Fragmente der Signalpeptide der humanen Leukozyten-Antigene (HLA) HLA-A, -B und -
C (Lemberg et al., 2001). Die zunachst ins Zytoplasma abgegebenen Fragmente werden
ins ER transportiert und binden dort an HLA-E (Braud et al., 1997). Die Prasentation der
Signalpeptidfragmente Gber HLA-E erlaubt dem adaptiven Immunsystem die
Uberwachung der Antigenprasentation einer Zelle. Kommt es, beispielsweise durch
virale Infektion, zu einer verminderten Produktion von HLA-A, -B und -C Molektlen, so
verringert sich mit der Anzahl ihrer Signalpeptidfragmente auch die Konzentration von
HLA-E mit gebundenen HLA-A-, -B- und -C-Signalpeptidfragmenten an der
Plasmamembran. Das adaptive Immunsystem Uberprift diese Prasentation an der
Zelloberflache, erkennt die virale Umprogrammierung der Zelle und leitet den Zelltod ein
(Braud et al., 1998a; Martoglio und Dobberstein, 1998).

Es sind Falle bekannt, in denen Viren die SPP-Aktivitat ausnutzen: Das Polyprotein des
Hepatitis-C-Virus wird beispielsweise in einer RIP zunachst von SP und dann von SPP in
einer TMD prozessiert. Der SPP-Schnitt ist Voraussetzung fur die Maturierung und damit
fur die Infektiositat des Virus (McLauchlan et al., 2002; Okamoto et al., 2008).
SPP-Aktivitat ist fur viele Organismen essentiell. In Caenorhabditis elegans ist SPP
offenbar flr die Signallbertragung durch den Cholesterin-Lipoprotein-Rezeptor-
Signallbertragungsweg in der Embryonalentwicklung notwendig (Grigorenko et al.,

2004). Ahnlich wie in Caenorhabditis elegans hat das SPP-Orthologe in Drosophila
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melanogaster essentielle Funktionen wahrend friher Entwicklungsstadien (Casso et al.,
2005). Bemerkenswerterweise wird das Drosophila melanogaster-SPP nur in einer
limitierten Gruppe von Zellen exprimiert. In Brachydanio rerio 16st SPP-Knockdown einen
massiven Zelltod im zentralen Nervensystem aus (Krawitz et al., 2005). Auch hier hat
SPP eine essentielle Funktion in der Frihentwicklung. Im Saugermodell wurden die

physiologischen Funktionen von SPP noch nicht untersucht.

1.1.3.6 Signalpeptidpeptidase-homologe Proteasen

Anhand von Datenbankanalysen konnten SPP-homologe GxGD-Intramembranproteasen
identifiziert werden (Abbildung 13) (Signalpeptidpeptidase-ahnliche Proteasen, SPPL)
(Grigorenko et al., 2002; Ponting et al., 2002; Weihofen et al., 2002). Wahrend im
humanen Genom SPPL2a, b, c¢, und SPPL3 gefunden wurden, existiert in
Saccharomyces cerevisiae zusatzlich SPPL4 (Ponting et al., 2002; Weihofen et al.,
2002). SPPL-Knockdown-Experimente zeigen in Brachydanio rerio interessante
Phanotypen: Knockdown von SPPL2 resultiert in einer vergroRerten Schwanzvene.
Knockdown von SPP oder SPPL3 resultiert in einem massiven Zelltod im ZNS (Krawitz
et al., 2005). SPP und SPPL3 konnten damit redundante Funktionen ausiben. Da die
SPPL-Proteasen mit dem YD-, GxGD- und dem PAL-Motiv in den TMD 6, 7 und 9 die fir
die GxGD-Intramembranproteasen charakteristischen Sequenzen besitzen, ist eine
Funktion als Intramembranprotease in vivo hoch wahrscheinlich, zumal die Expression
von inaktiven SPPL-Mutanten in Brachydanio rerio in der Phanokopie des jeweiligen

Knockdowns resultiert (Krawitz et al., 2005).

SPPL

SPPL2a,b,c: GFGD
SPPL3: GIGD

Abbildung 13. Schematischer Aufbau der SPPL-Proteasen. SPPL-Proteasen besitzen 9 TMD,
wobei sich die konservierten YD-, GFGD/GIGD- und PAL-Motive in TMD 6, 7 und 9 befinden. Die
Topologie der SPPL-Proteasen ist im Vergleich zu PS in der Membran invertiert (siehe auch
Abbildung 7). Die Pfeile stellen die Orientierung der YD- und GxGD-Motive des aktiven Zentrums
dar. Abbildung verandert nach (Fluhrer et al., 2009; Ponting et al., 2002; Weihofen et al., 2002).
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Der direkte Nachweis flr proteolytische Aktivitdt wurde bisher fir SPPL2a, SPPL2b und
SPPL3 erbracht. SPPL2a und SPPL2b schneiden den Tumor-Nekrose-Faktor a sowie
den Fas-Liganden (TNFa und FasL) (Fluhrer et al., 2006; Friedmann et al., 2006; Kirkin
et al., 2007) (siehe 1.1.3.7). SPPL3 kann in einem in vitro-Assay ein SPP-Substrat
prozessieren (Nyborg et al., 2006). Die Fahigkeit von SPPL3, ein SPP-Substrat zu
spalten, steht in Einklang mit der sehr ahnlichen zellularen Lokalisation der Proteasen im
ER (Krawitz et al.,, 2005). SPPL3 wurde allerdings auch im cis-Golgi-Apparat
beschrieben (Friedmann et al., 2006). SPPL2a, b und ¢ sind komplex glykosyliert und
wurden im Golgi-Apparat und an der Plasmamembran nachgewiesen (Friedmann et al.,
2004; Krawitz et al.,, 2005). Fur SPPL2a und SPPL2b wurde =zusatzlich eine
endosomal/lysosomale Lokalisation gezeigt (Friedmann et al., 2006; Krawitz et al., 2005)
(Abbildung 14). Da Transmembranproteine meist selektiv in unterschiedlichen
Kompartimenten vorkommen, schrankt die differentielle Lokalisation einer SPPL-

Protease die Anzahl der mdglichen Substrate ein (Krawitz et al., 2005).

Plasmamembran SPPL2a,b Aktive y-Sekretase

- O
Golgi- — Endosomen,
Apparat QCDDDSPPLZa,b,C SPPL2a,b

Lysosomen
Aktive y-Sekretase O

PP
SPPL2c
SPPL3

Endoplasmatisches
Retikulum

Abbildung 14. Differentielle Lokalisation der SPP/SPPL-Proteasen und Vergleich mit
aktiver y-Sekretase. SPP, SPPL2c und SPPL3 lokalisieren im ER. SPPL2a, b und ¢ wurden im
Golgi-Apparat beschrieben. SPPL2a befindet sich auch an der Zelloberflache. Die Lokalisation
von SPPL2b an der Plasmamembran und in endosomalen/lysosomalen Kompartimenten ahnelt
der des aktiven y-Sekretase-Komplexes (Zitate siehe Text).

Insbesondere die Lokalisation von SPPL2a und SPPL2b ist der des aktiven y-Sekretase-
Komplexes sehr ahnlich. Daher erlaubt speziell die Analyse von SPPL2a und SPPL2b

einen Vergleich mit aktiver y-Sekretase.
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1.1.3.7 Regulierte Intramembranproteolyse des TNFa

Das Typ-ll-Transmembranprotein TNFa ist das erste identifizierte Substrat fir SPPL-
Proteasen (Fluhrer et al., 2006; Friedmann et al., 2006). Die Prozessierung von TNFa ist
ein weiteres Beispiel flr RIP: TNFa wird in seiner extrazellularen Domane durch ADAM-
17 prozessiert (Black et al., 1997). Die Ektodomane wird in den extrazelluldaren Raum
sekretiert und Ubernimmt als proinflammatorisches Zytokin wichtige Aufgaben im
Immunsystem. Als Gegenstiuck verbleibt nach dem ADAM-17-Schnitt ein
membranverankertes N-terminales Fragment (TNFa NTF). Das TNFa NTF ist Substrat
fur Intramembranproteolyse durch SPPL2a und SPPL2b (Abbildung 15). Produkte sind
ein sekretiertes C-terminales Peptid (C-Peptid) und eine ICD (Fluhrer et al., 2006). Die
Freisetzung der ICD durch SPPL2a bzw. SPPL2b 16st die Expression von Interleukin-12
(IL-12) aus (Friedmann et al., 2006). Innerhalb der ICD befinden sich Motive flr
posttranslationale Modifikationen, beispielsweise ein Phosphorylierungsmotiv fir die
Casein Kinase | (Watts et al., 1999). Welche Rolle diese Modifikationen spielen und ob
die TNFa ICD direkt in den Zellkern transloziert und als Transkriptionsfaktor wirkt oder
die ICD die Signaltransduktion auf andere Weise auslbt, ist bislang nicht bekannt
(Abbildung 15).

.~ Entzindungsreaktionen

TNFa Ektodomane

‘ C-Peptid

<+ ADAM-17
Lumen
SPPL2a,
SPPL2b
TNFa TNFa NTF TI'Nch ICD

N7
.
.

\\
4

Nukleus

Interleukin-12

Abbildung 15. RIP von TNFa. TNFa ist Substrat fir die Disintegrin und Metalloprotease ADAM-
17, die die l6sliche Ektodomane freisetzt. Die Ektodomane Ubernimmt als Zytokin wichtige
Signalfunktionen bei Entziindungsprozessen. Im zweiten Schnitt prozessieren SPPL2a oder
SPPL2b das membranverankerte TNFa NTF. Die Intramembranproteolyse resultiert in der
Sekretion des niedermolekularen C-Peptids und der Freisetzung der TNFa ICD ins Zytoplasma.
Die TNFa ICD kontrolliert die Interleukin-12-Expression. Ob die TNFa ICD in den Zellkern
transloziert oder die transkriptionale Wirkung auf andere Weise ausubt, ist bislang unklar.
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Die Ildentifikation von TNFa als SPPL2b-Substrat erlaubte die vergleichende Analyse
des Schnittmechanismus zwischen SPPL2b und der y-Sekretase. Fir beide Proteasen
konnte gezeigt werden, dass es sich um mehrere Schnitte innerhalb der TMD des
Substrats handelt (Fluhrer et al., 2006; Qi-Takahara et al., 2005; Sastre et al., 2001).
Bedeutung gewinnt diese Tatsache bei der Untersuchung der molekularen Pathologie
der Alzheimer-Erkrankung (siehe 1.2). Bei Spaltung des APP CTF@ generiert die y-
Sekretase AB-Peptide unterschiedlicher Lange. Neben einer Reihe langerer bzw.
kirzerer Peptide entstehen vor allem die AB-Spezies ABR38, ABR40 und ABR42 im
Verhaltnis 1:10:1 (ABR38:40:42) (Page et al.,, 2008). Die langere APB42-Spezies ist
amyloidogener als die kirzeren Peptide AB38 und ABR40. Mutationen in PS, die bei
vererbten Alzheimer-Erkrankungen auftreten (FAD-Mutationen), verschieben das
Schnittmuster der y-Sekretase in der APP-Prozessierung zu AB42 (Murayama et al.,
1999; Steiner et al.,, 2000). Anhand von massenspektrometrischen Untersuchungen
wurde fir die y-Sekretase ein sequentieller Schnittmechanismus vorgeschlagen: Die y-
Sekretase schneidet die APP-TMD in mehreren Schritten ausgehend von der
zytoplasmatischen Seite in luminale Richtung, beginnend mit dem e-Schnitt an Position
49. Dieser erste Schnitt setzt die AICD frei. Es folgen der ¢-Schnitt an Position 46 und
die y-Schnitte an den Positionen 38, 40 oder 42 (Abbildung 16) (Qi-Takahara et al.,
2005). Fur die SPPL2b-abhangige Intramembranproteolyse von TNFa wurden
gleichermalen unterschiedliche Schnittprodukte gefunden (Fluhrer et al., 2006).
Zellkultur- und in vitro-Experimente konnten zeigen, dass im Fall der Substratspaltung
durch SPPL2b die Prozessierung vom luminalen Ende der TMD des Substrats in
Richtung zytoplasmatischer Seite stattfindet (Abbildung 16). Verglichen mit der y-
Sekretase ist die Schnittrichtung invertiert - genau wie die katalytischen Zentren der
beiden GxGD-Proteasen (siehe 1.1.3) (Fluhrer et al., 2009; Friedmann et al., 2004).
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y-Sekretase-abhéngige RIP des APP SPPL2b-abhangige RIP des TNFa
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Abbildung 16. Sequentielle Prozessierung des APP durch die y-Sekretase bzw. des TNFa
durch SPPL2b. Sowohl APP als auch TNFa werden mehrfach in der Transmembransdomane
prozessiert. Wahrend die Schnittrichtung (rote vertikale Pfeile) bei der y-Sekretase-abhangigen
Proteolyse in der Richtung vom Zytoplasma zum Lumen verlauft, ist dies bei der SPPL2b-
abhangigen Proteolyse invertiert, d.h. fir beide Substrate verlauft die Proteolyse vom C-Terminus
zum N-Terminus (siehe Text fiir Details). Abbildung verandert nach (Fluhrer et al., 2008a).

Schwerwiegende FAD-Mutationen in PS, beispielsweise PS1 L166P oder G384A,
verlangsamen spezifisch die Produktion von AB40, nicht aber von AB42 (Fluhrer et al.,
2008a). Dies fuhrt zu einem relativen Anstieg der AB42-Konzentration. Die FAD-Mutation
G384A befindet sich im aktiven Zentrum von Presenilin, aus GLGD wird GLAD. Wird der
entsprechende Glycin-Rest in SPPL2b zu einem Alanin-Rest mutiert, so wird auch die
Intramembranproteolyse von TNFa durch SPPL2b verlangsamt (Fluhrer et al., 2008a).
Dies deutet darauf hin, dass der katalytische Mechanismus von SPPL2b und vy-
Sekretase konserviert ist. Eine mdgliche Auswirkung dieser Konservierung ist die
beobachtete Kreuzreaktivitdt von y-Sekretase-Inhibitoren mit SPP/SPPL-Proteasen
(Nyborg et al., 2004; Sato et al., 2008b; Sato et al., 2006b).

1.1.3.8 Substratanforderungen von SPP/SPPL-Proteasen
In Einklang mit der invertierten Topologie von SPP/SPPL im Vergleich zu PS schneiden

SPP/SPPL-Proteasen bislang nur Substrate mit Typ-lI-Transmembrantopologie (siehe
1.1.3). Die Typ-ll-Topologie wurde noch nicht experimentell als Voraussetzung fir
SPP/SPPL-Substrate bewiesen. Nach aktuellem Wissensstand kann sie jedoch als
Substratanforderung bezeichnet werden.

Fur alle bislang identifizierten SPP/SPPL-Substrate wurde eine Prozessierung in der
luminalen Domane des Substrats beschrieben. Fir Signalpeptide wird dieser Schnitt von

SP Ubernommen. Tatsachlich ist die SPP-abhangige Intramembranproteolyse nach
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Mutagenese der SP-Schnittstelle stark reduziert, jedoch nicht komplett inhibiert
(Lemberg und Martoglio, 2002). Fur TNFa und FasL, beides Substrate fur SPPL2a und
SPPL2b, wurde einerseits Ectodomain-Shedding beschrieben, andererseits co-isoliert
eine erhebliche Menge der Volllangen-Proteine mit den Proteasen (Fluhrer et al., 2006).
Die Rolle der Iuminalen Prozessierung ist daher fir SPPL-abhangige
Intramembranproteolyse unklar.

Weiterhin wurden sogenannte ,Helix-Breaker®, also Aminosauren, die die helikale
Ordnung der TMD des Substrats stéren, als Vorausetzung flr den SPP-Schnitt
beschrieben. Jedoch ist auch nach Mutagenese der entsprechenden Aminosaurereste
keine vollstandige Inhibition des SPP-Schnitts zu beobachten (Lemberg und Martoglio,
2002). Fur SPPL-Substrate ist die Rolle von Helix-Breakern unbekannt.

Es ist bislang nicht beschrieben, ob und wie spezifisch SPP/SPPL-Proteasen in Bezug
auf die Prozessierung von Substraten sind. Einer Hypothese nach, die fir die y-
Sekretase aufgestellt wurde, prozessiert die y-Sekretase unspezifisch eine grole Anzahl
an Substraten und fungiert als ,Membran-Proteasom®. Sollte dies auch fir SPP/SPPL-
Proteasen gelten, so stellt sich die Frage, welches allgemeine Attribut von

Transmembranproteinen durch die SPP/SPPL-Proteasen erkannt wird.

1.2 Die Alzheimer-Erkrankung

Die Alzheimer-Krankheit ist die haufigste neurodegenerative Erkrankung im Alter (Selkoe,
2001a) und ein zunehmendes soziodkonomisches Problem fur alternde westliche
Gesellschaften. Nur ca. 5% der diagnostizierten Alzheimer-Falle sind vererbte Formen
der Erkrankung (FAD, Familiare Alzheimer-Erkrankung). Fir die restlichen -
sporadischen - Falle konnten bislang keine bestatigten Ursachen gefunden werden
(Haass und Steiner, 2002). Mithilfe von koordinierten psychologischen und
neuropathologischen Untersuchungen an der Patientin Auguste Deter stellte Dr. Alois
Alzheimer 1907 erstmals einen Zusammenhang zwischen den Krankheitssymptomen
wie Gedachtnis- und Orientierungsstérungen sowie Halluzinationen und den

pathologischen Befunden her (Alzheimer, 1907).

1.2.1 Neuropathologische Merkmale

Die neuropathologischen Hauptmerkmale der Alzheimer-Erkrankung sind amyloide
Plaques, intrazellulare neurofibrillare Bindel (NFT) und Verlust von Synapsen. Wahrend

die Amyloid-Pathologie vorwiegend im Neokortex auftritt, breiten sich die NFT im Verlauf
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der Alzheimer-Erkrankung vom limbischen System uUber den Hippocampus in die
Kortexregionen aus (Abbildung 17) (Braak et al., 1996).

Abbildung 17. Neuropathologische Merkmale der Alzheimer-Erkrankung. (A)
Histochemische Farbung von amyloiden Plaques (orange), umgeben von dystrophen Neuriten
(dunkle Zellkérper). (B) Silber-Farbung von neurofibrillaren Bindeln in Zellkérpern (Sisodia und St
George-Hyslop, 2002; St George-Hyslop, 2000).

NFT bestehen Uberwiegend aus dem Mikrotubuli-assoziierten Protein Tau, das in
aggregierter Form Ubermafig phosphoryliert ist und seine physiologische Funktion, die
Stabilisierung axonaler Mikrotubuli, nicht mehr wahrnehmen kann (Friedhoff et al., 1998;
Grundke-Igbal et al., 1986). Die destabilisierten Dendriten und Axone werden als
dystrophe Neuriten bezeichnet (Goedert et al.,, 1998). Weshalb es zur
Hyperphosphorylierung von Tau kommt, ist bisher nicht eindeutig gezeigt. NFT und
dystrophe Neuriten sind nicht auf die Alzheimer-Erkrankung begrenzt, sondern sind auch
im Zusammenhang mit anderen neurodegenerativen Erkrankungen bekannt (siehe
1.3.1) (Shaw et al., 2007).

Die amyloidogenen Plaques, das zweite neuropathologische Merkmal bei Alzheimer-
Patienten, treten in unterschiedlichen Formen auf, wobei hauptsachlich zwischen
diffusen und neuritischen Plaques unterschieden wird. Diffuse Plaques werden auch in
Gehirnen gesunder alter Menschen nachgewiesen, neuritische Plaques sind jedoch
spezifisch fiur Alzheimer-Patienten (Hardy und Selkoe, 2002). Einen Hauptbestandteil
der amyloiden Plaques stellen Ap-Peptide dar (Haass und Selkoe, 2007). Ldsliche, aus
Alzheimer-Patienten isolierte oligomere AB-Spezies sind nervenschadigend und lésen
Defizite im Erinnerungsvermogen aus (Lesné et al., 2006; Shankar et al., 2008). Mature
amyloide Plaques erscheinen weniger neurotoxisch als AB-Oligomere, sie kdnnten
jedoch als Reservoir fir die Oligomere dienen und auf diese Weise zur Toxizitat der AB-

Peptide beitragen.
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1.2.2 Die Amyloid-Kaskaden-Hypothese

Als molekulare Ursache fur die Alzheimer-Erkrankung wurde die sogenannte Amyloid-
Kaskade vorgeschlagen, in deren Mittelpunkt AB-Peptide stehen, die durch y-Sekretase-
abhangige RIP entstehen (siehe 1.1.3.4) (Haass und Selkoe, 2007; Hardy und Higgins,
1992; Selkoe, 2001a). AB-Peptide unterschiedlicher Lange werden unter
physiologischen Bedingungen von Zellen sekretiert und abgebaut (Haass et al., 1992;
Kurochkin und Goto, 1994; Selkoe, 2001b; Shoji et al., 1992). Stérungen im Ap-
Metabolismus wie beispielsweise eine erhdhte AB-Produktion, ein verandertes vy-
Sekretase-Schnittmuster oder ein verringerter AB-Abbau flihren zur AB-Oligomerisierung.
Dies soll Effekte auf die synaptische Funktion der Nervenzellen haben (Haass und
Selkoe, 2007). Weiterhin kommt es zu Entziindungsreaktionen und zur Ausbildung erster
amyloidogener Plaques. Die fortschreitende Beeinflussung synaptischer Funktionen fihrt
zur Veranderung des neuronalen lonenhaushalts und oxidativem Zellstress. Tau (siehe
1.2.1) wird hyperphosphoryliert, Mikrotubuli werden destabilisiert (Haass und Selkoe,
2007). Laut der Hypothese ist dies die Ursache fir eine umfassende neuronale
Dysfunktion mit Defiziten im Neurotransmitterhaushalt. Folge ist ein progressiver
Gedachtnisverlust, der mit einer weiteren Bildung von amyloidogenen Plaques und NFT
einhergeht (Haass und Selkoe, 2007). Die Alzheimer-Erkrankung ist zwar die haufigste,
aber nicht die einzige neurodegenerative Erkrankung, fur die amyloide Ablagerungen

beschrieben wurden.

1.3 Familiare Britische und Danische Demenz

1.3.1 Auftreten und neuropathologische Merkmale

Die Familiare Britische Demenz (FBD) wurde erstmals 1933 bei zunachst neun und
spater zwoIf Mitgliedern einer britischen Familie Gber 3 Generationen beschrieben (Mead
et al., 2000; Worster-Drought et al., 1940; Worster-Drought et al., 1933). Ab dem 40.
Lebensjahr leiden Betroffene unter einer zerebelldren Ataxie sowie fortschreitender
spastischer Tetraparese und Demenz. Neuropathologische Untersuchungen bei
Patienten aus dieser Familie zeigten eine umfassende Demyelinisierung im Gehirn und
das Auftreten von amyloiden Plaques (Griffiths et al., 1982). GleichermalRen wurden
intrazellulare, Tau-positive neurofibrillare Biindel nachgewiesen (Mead et al., 2000). Alle
untersuchten Falle zeigten eine erhebliche Amyloidangiopathie im Cortex cerebelli
(Griffiths et al., 1982). Die der FBD ahnliche Erkrankung Familidare Danische Demenz
(FDD) wurde 1970 bei 9 betroffenen Personen uber funf Generationen diagnostiziert

(Stromgrem et al., 1970). Die Patienten leiden - wie Betroffene der FBD - unter
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progressiver Demenz und einer zerebelldren Ataxie. Zusatzlich zu den fir die FBD
beschriebenen Symptomen treten bei FDD-Patienten Taubheit und Katarakte auf (Vidal
et al., 2000). Neuropathologische Befunde zeigen bei Patienten und im Tiermodell eine
der FBD sehr &hnliche Demyelinisierung im ZNS, eine umfassende Amyloidangiopathie
sowie hippocampale Amyloidplaques und Tau-positive neurofibrillare Strukturen
(Rostagno et al., 2002; Vidal et al., 2009; Vidal et al., 2000). Es bestehen folglich
auffallige neuropathologische Ubereinstimmungen zwischen FBD, FDD und der
Alzheimer-Erkrankung. Auf molekularer Ebene ist die Amyloidbildung jedoch

unterschiedlich.

1.3.2 Molekulare Grundlagen der Familiaren Britischen und Danischen
Demenz im Vergleich zur Alzheimer-Erkrankung

Mit FBD und FDD sind STOP-Codon Mutationen im itm2b-Gen assoziiert, das fiir Bri2
kodiert (Deleersnijder et al., 1996; Vidal et al., 1999). Im Fall der FBD handelt es sich um
eine Einzel-Nukleotid-Transversion von TGA (STOP) zu AGA (Arg). Bei FDD wurde in
der Region des STOP-Codons eine Duplikation eines Dekamers (10bp) sequenziert, die
das Leseraster verschiebt. Beide Mutationen fuhren zur Verldngerung des Bri2-Proteins
am C-Terminus (Abbildung 18). Durch proteolytische Prozessierung des proBri2 zu Bri2
durch Furin und andere Subtilisin-ahnliche Proprotein-Konvertasen wird das Propeptid
abgespalten und anschlielend sekretiert (Choi et al.,, 2004; Kim et al., 1999). Die
Verlangerung des Propeptids erhéht die Schnitteffizienz der Proprotein-Konvertase im
Vergleich zum Wildtyp (wt) (Kim et al., 2002). Der durch den Furin-Schnitt neu
entstandene N-Terminus der mutierten Propeptide gleicht dem des wt-Propeptids. Durch
die Verlangerung des Bri2-Proteins unterscheiden sich jedoch die C-Termini der
veranderten Propeptide vom wt-Propeptid. Auch die C-Termini von FBD und FDD
untereinander unterscheiden sich, da die Mutationen des STOP-Codons unterschiedlich
sind. Die veranderten Propeptide ABRI (bei FBD) und ADAN (bei FDD) sind in vivo
amyloidogen und kdnnen zu héhermolekularen Oligomeren, Fibrillen und schlieBlich zu

maturen Plaques aggregieren (Abbildung 18) (Akiyama et al., 2004).
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Abbildung 18. Bri2 in FBD und FDD. Das Transmembranprotein Bri2 wird luminal durch die
Proprotein-Konvertase Furin prozessiert. Der Furin-Schnitt setzt das Propeptid frei. Patienten der
FBD und FDD tragen Mutationen im STOP-Codon des itm2b-Gens, das fur Bri2 kodiert. Die
Mutationen flhren zur Verlangerung des Bri2. Folglich werden durch den Furin-Schnitt mutierte,
verlangerte Propetide (ABRI bei FBD, ADAN bei FDD) sekretiert. ABRI und ADAN sind
amyloidogen und bilden den Hauptbestandteil der Plaques im Gehirn von FBD- und FDD-
Patienten.

Als neurotoxische Spezies der Propeptide wurden nicht-amyloide Mono- bzw. Oligomere
bestehend aus ABRI bzw. ADAN beschrieben, mature Fibrillen verursachen keine
Zytotoxizitat (Gibson et al., 2005; Surolia et al., 2008). Bemerkenswert fur die FBD, FDD
und die Alzheimer-Erkrankung ist die molekulare Analogie der Aggregation eines
amyloidogenen monomeren Peptids zum Oligomer, zur Fibrille und zum maturen Plaque

mit einhergehender Nervenschadigung.
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2. Zielsetzung der Arbeit

Die y-Sekretase ist Gegenstand intensiver pharmazeutischer Forschung, da sie fir die
Entstehung der mit der Alzheimer-Erkrankung assoziierten AB-Peptide verantwortlich ist.
Dabei soll durch Inhibition bzw. Modulation der y-Sekretase die Bildung von AB-Peptiden
reduziert werden. Die y-Sekretase gehort zur Klasse der GxGD-Intramembranproteasen,
der auch die SPP/SPPL-Proteine angehoren. Innerhalb der Familie der GxGD-Proteasen
sind Aminosauresequenzen konserviert, die fur proteolytische Aktivitdt notwendig sind
und die mit groBer Wahrscheinlichkeit das aktive Zentrum der Proteasen ausbilden. In
der Ahnlichkeit der aktiven Zentren liegt vermutlich die Ursache firr die beobachtete
Kreuzreaktivitat von einigen y-Sekretase-Inhibitoren mit SPP/SPPL-Proteasen.

Da SPP/SPPL-Proteasen wichtige physiologische Funktionen Ubernehmen und die
Inhibition dieser Proteasen zu erheblichen Nebenwirkungen flhren kénnte, sind
Kreuzreaktivitdten von y-Sekretase-Inhibitoren mit SPP/SPPL-Proteasen unbedingt zu
vermeiden. Ein eingehender Vergleich der SPP/SPPL-abhangigen Proteolyse mit der
Substratprozessierung durch die y-Sekretase kénnte es erlauben, die Unterschiede
zwischen den Proteasen auszuarbeiten, um selektive Ansatze fur die Inhibition der y-
Sekretase zu entwickeln. Fir SPP/SPPL-Proteasen konnten bislang jedoch nur wenige
Substrate identifiziert werden, was eine Gegentberstellung der SPP/SPPL-abhangigen
Proteolyse mit dem Prozessierungsmechanismus der y-Sekretase erschwert.

Ein erstes Ziel dieser Arbeit ist daher die Identifikation eines neuen Substrats fur
SPP/SPPL-abhangige Intramembranproteolyse. Als Typ-ll Transmembranprotein, das
luminal prozessiert wird und mit hoher Wahrscheinlichkeit in Kompartimenten des
sekretorischen Pfades lokalisiert ist, ist Bri2 ein Kandidat fir SPP/SPPL-abhangige RIP.
Falls Bri2 ein Substrat fur Intramembranproteolyse darstellt, so gilt es weiterhin
festzustellen, ob Bri2 Substrat flir eine bestimmte SPP/SPPL-Protease ist, oder ob
mehrere SPP/SPPL-Proteasen in der Lage sind, Bri2 zu spalten.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist die Beantwortung der Frage, ob Bri2 Substrat fur
Ectodomain-Shedding ist, da Ectodomain-Shedding in der Regel einen regulierenden
Faktor fur die Intramembranproteolyse darstellt. Falls fur Bri2 Ectodomain-Shedding
nachgewiesen werden sollte, soll die hierfiur verantwortliche Protease identifiziert werden
und die Lokalisation der Prozessierung des Bri2 in der Zelle bestimmt werden.
Experimente mit der y-Sekretase zeigen, dass die Schnitteffizienz der Protease negativ
mit der Lange der Ektodomane des Substrats korreliert. Um die Substratanforderungen
der y-Sekretase mit denen der SPP/SPPL-Proteasen zu vergleichen, soll anhand von
Experimenten mit Bri2 und der SPPL2b-Protease die Frage beantwortet werden, ob

auch SPPL2b Substrate effizienter prozessiert, falls diese zuvor durch Ectodomain-
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Shedding luminal verklrzt wurden und in welchem Zusammenhang die Lange der
Ektodomane eines Substrats mit der Schnitteffizienz der SPPL2b-Protease steht.

In Anlehnung an die y-Sekretase, flr die zahlreiche Substrate ohne erkennbare
Sequenzhomologie identifiziert wurden, kann fir die SPPL2b-Protease die Hypothese
aufgestellt werden, dass auch SPPL2b nicht sequenzspezifisch schneidet. Damit in
Einklang ist die Beobachtung, dass die Konservierung der bislang untersuchten
SPPL2b-Substrate auf Ebene der Aminosauresequenz aulerst gering ist. Es gilt, diese
Hypothese zu Uberprifen, indem ein Typ-ll Transmembranprotein als Substrat fiir
SPPL2b-abhangige Intramembranproteolyse getestet wird, das hohe Sequenzhomologie
zu einem bekannten Substrat aufweist. Falls dieses zu dem Substrat homologe Protein
nicht prozessiert wird, so schneidet SPPL2b mit hoher Wahrscheinlichkeit
sequenzspezifisch. Im Zusammenhang mit diesen Experimenten ist der Nachweis
wichtig, dass das zu dem Substrat homologe Protein die zellularen Kompartimente
erreicht, in denen SPPL2b lokalisiert ist. Weiterhin muss die Fragestellung adressiert
werden, ob das homologe Protein wie die bislang identifizierten Substrate in der
Ektodomane prozessiert wird, da fehlendes Ectodomain-Shedding die SPPL2b-
abhangige Proteolyse beeinflussen kdnnte.

Es ist ein weiteres Ziel dieser Dissertation, den Einfluss von intra- bzw. extrazellularen
Doméanen eines Substrats auf die Effizienz der Prozessierung durch SPPL2b zu
untersuchen. Zur Beantwortung dieser Frage soll ein systematischer Austausch der
zytoplasmatischen und der luminalen Doménen eines Substrat mit den entsprechenden
Doménen eines Nicht-Substrats durchgefihrt werden. Eine zielgerichtete Mutagenese
der Transmembrandomane eines Substrats und die Analyse der Schnitteffizienz der
SPPL2b-Protease kann weiterhin Aufschluss Uber die Anforderungen der SPPL2b-
Protease an die Transmembrandomane eines Substrats geben.

Anhand der Ergebnisse wird eine detaillierte Analyse der Substratanforderungen der
GxGD-Proteasen mit dem Schwerpunkt einer Gegenuberstellung der SPPL2b-Protease
mit der y-Sekretase moglich. Diese Erkenntnisse kénnten Grundlage fir die Entwicklung

von spezifischen y-Sekretase-Inhibitoren zur Therapie der Alzheimer-Erkrankung sein.
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3. Material & Methoden

3.1 Gerate und Materialien

Gerét, Material

Autoklav (Tuttnauer 3850 EL)
Agarose-Gelelektrophorese-Kammer
COgo-Inkubator (Hera cell)
Deckglaschen

Drucker (p91)

Film Entwickler

Filme

FluorChem™ 8900

Gasbrenner

Gefrierschrank -20 °C
Gefrierschrank -80 °C

Gelkammer

Heizblock

Inkubator 37 °C

Inkubator 56 °C

Kamera (CCD Video Camera Module)
Klhlschrank 4 °C

Lamina Flow Bench

Magnetrihrer

Mikrotube (2 ml)

Mikroskop (Wilovert S 10x 4/10/20)
Mikrowelle

N2-Tank (Chronos)
Pasteur-Pipetten

PCR-Maschine (Mastercycler)
pH-Meter (Inolab pH Level 1)
Photometer (SmartSpecTM 3000)
Pipetten (2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml)
Pipetten (P2, P10, P20, P200, P1000)

Pipetten steril (2 ml, 5 ml 10 ml, 25 ml)
Pipettenspitzen (2 ul, 20 pl, 200 pl, 1 ml)
Pipettenspitzen steril mit Filter (2 pl, 20 pl, 200 I, 1 ml)

Firma

Systec

PQELab
Heraeus, Kendro
Roth

Mitsubishi

Agfa

Fuji

Alpha Innotech
W.D-Tec
Liebherr
Heraeus, Kendro
Bio-Rad

Liebisch
Heraeus
Heraeus

Raiser
Elektrolux
Heraeus, Kendro
IKA Labortechnik
Sarstedt

Hund

Bosch

Messer Griesheim
VWR International
Eppendorff
WTW

Bio-Rad
Sarstedt

Gilson

Sarstedt
Sarstedt
Sarstedt



Pipettier (Accu-Jet)
Power supply (Power Pac 300)
Quarzkuvette (10x10x45 mm)

Reaktionsgefal® (0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml)

Reaktionsgefalle Falcons (15 ml; 50 ml)

Waage (Standard)

Scanner: Perfection 4870 Photo

Schuttler
SDS-PAGE-Kammer

Thermo-Schiittler

UV-Lampe (White/Ultraviolet Transilluminator)

Vortexer

Waage (Analytisch)

Wasser Entionisierer (Milli-Q)
Wasserbad

Western Blot Transferkammer

Zellkultur-Platten (60x15 mm, 100x17 mm, 12 well)
Zentrifuge (Biofuge pico), 4 °C (Biofuge fresco)
Zentrifuge (J-20XP), Rotor JA10

Zentrifuge/ 4 °C/ Ausschwing-Rotor (Multifuge 3L-R)

Brand

Bio-Rad

Hellma
Eppendorff
Sarstedt

Ohaus

Epson

Edmund Buahler
Bio-Rad
Eppendorf

UVP

IKA Labortechnik
Ohaus

Millipore

GFL

Bio-Rad

Nunc

Heraeus, Kendro
Beckman

Heraeus, Kendro

3.2 Puffer und Losungen

Puffer / Losung

Agaroselosung, 1% (2%)

Anodenpuffer (5x) Schagger-Gel

Blotpuffer

BSA (10x)

CaCl,-Puffer

Zusammensetzung

0,4 g Agarose (0,8 g)

400 ml TAE-Puffer

Zum Ldsen erwarmen

121,1 g Tris

mit bidest H,O auf 1 | aufflllen
pH mit HCI auf 8,9 einstellen
151 g Tris

720 g Glycine

mit bidest H,O auf 5 | auffillen
5gBSA

ad 50 ml mit bidest H,O

50 mM CacCl,

10 mM Tris
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Hypoton — Puffer

I-Block

Kathodenpuffer (10x) Schagger-Gel

Laufpuffer (10x)

LB-Medium

Lower-Tris (4x)

Lyse- und Waschpuffer

Co-Immunprazipitation

PBS (10x)

mit bidest H,O auf 1 | auffiillen
pH 8,0 einstellen

10 mM Tris pH 7,4

1 mM EDTA

1 mM EGTA

ad 500 ml mit bidest H,O

pH 7,6 einstellen

0,4 g Tropix I-Block Reagenz
0,4 ml Tween-20

ad 0,4 | mit PBS

0,1 M Tris

0,1 M Tricin

0,1% SDS

mit bidest H,O auf 1 | auffiillen
151 g Tris

720 g Glycine

5 ml SDS 20%

mit bidest H,O auf 5 | auffiillen
10 g Bacto-Trypton

5 g Bacto-Yeast-Extract

5 g NaCl

6 g Agar (nur fir LB-Agarplatten)
mit bidest H,O auf 1 | auffiillen, autoklavieren
181,7 g Tris

20 ml SDS 20%

mit bidest H,O auf 1 | auffillen
pH 8,8 einstellen

1% CHAPSO

50 mM Tris HCI, pH 7,8

50 mM Kaliumacetat

2 mM Magensiumacetat

125 mM Sucrose

1 mMDTT

7 mM NaH,PO4

1,5 mM KH,PO4

137 mM NaCl

2,7 mM KCI
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pH 7,5 einstellen
PFA (4%) 20 g Paraformaldehyd in 500 ml PBS |6sen

Unter Rihren erhitzen
Protein-A-Sepharose 1 g Protein-A-Sepharose

20 mg BSA

ad 10 ml mit STEN

1 h bei 4°C schutteln
SDS-Probenpuffer (5x) 2,5 ml Upper-Tris

19 SDS

100 mg DTT

5 ml Glycerin (86%)

8 ug Bromphenolblau

auf 10 ml mit bidest H,O auffillen

Zum Losen auf 95 °C erwarmen
STEN 25 ml 1 M Tris HCI pH 7,6

15 ml 5 M NaCl

2ml0,5MEDTAPpH 8,0

1 ml NP40, Igepal

mit bidest H,O auf 0,5 | auffiillen
TAE (50x) 242 g Tris

57,1 ml Essigsaure

100 ml EDTA pH 8,0

mit bidest H,O auf 1 | aufflllen
TBS (10x) 150 g Tris

10 g KClI

400 g NaCl

mit bidest H,O auf 5 | aufflllen

pH 7,6 mit HCI einstellen
TBST (10x) 875 g NaCl

500 ml 1M Tris pH 7,6

50 ml Tween-20

ad 5 | mit bidest H,O
Tris-Tricine Puffer (10x) 121 g Tris

179 g Tricine

10 g SDS (= 50 ml 20% SDS-Lsg)

mit bidest H,O auf 1 | aufflillen
Upper-Tris 30,3 g Tris
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10 ml SDS 20%
mit bidest H,O auf 0,5 | auffiillen
pH 6,8 einstellen

3.3 Reagenzien

Reagenz

(Z-LL),-Keton, 1, 3-di-(N-benzyloxycarbon-I-L-
leucyl-L-leucyl)aminoacetone
Acrylamid

Agarose

Ampicillin

APS

Bacto-Agar

Bacto-Trypton

Bacto-Yeast-Extract

Blasticidin

Brefeldin A

Bromphenolblau

CHAPSO, 3-[(3-cholamidopropyl)dimethyl-
ammonio]-2-hydroxy-1-propansulfonat
DAPT, N-[N-(3,5-difluorophenacetyl)-L-alanyl]-S-
phenylglycin t-butylester

DMSO, Dimethylsulfoxid

ECL Western Blot Detektion

ECL" Western Blot Detektion

EDTA, Ethylendiamintetraacetat
Essigsaure

Ethidiumbromid

Flag M2-Agarose

Glycerin (86%)

Glycin

[-Block

Kaliumacetat

KCI

KH,PO,

Lipofectamin2000
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Bezugsquelle
Calbiochem

Serva
Invitrogen
Merck
Merck

BD

BD

BD
Invitrogen
Sigma
Fluka

Biomol

Calbiochem

Roth

Amersham Biosciences
Amersham Biosciences
Sigma

Merck

Sigma

Sigma

Merck

Biomol

Tropix

Sigma

Merck

Merck

Invitrogen



Magensiumacetat

NacCl

NaH,PO,

NukleoSpin MN-Kit
NukleoSpin Plasmid-Kit

Sigma

Roth

Sigma
Macherey-Nagel
Macherey-Nagel

Nukleo-Bond PC500 Macherey-Nagel

NP-40 Sigma
Orange G Sigma
Penicillin/Streptomycin PAA
PFA, Paraformaldehyd Sigma
Poly-L-Lysin Sigma
Protein-A-Sepharose Sigma
SDS, Natriumdodecyl-Sulfat Serva
SeeBlue Plus2 Standard Invitrogen
Sucrose Sigma

TAPI-1, TNFa Protease Inhibitor-1
TAPI-2, TNFa Protease Inhibitor-2

Peptides International

Peptides International

TEMED Roth
Tricin Biomol
Tris Biomol
Zeozin Invitrogen

3.4 Modifikation von DNA und mikrobielle Methoden

3.4.1 PCR zur Amplifikation und Mutagenese von DNA-Fragmenten

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) erlaubt die Vervielfaltigung und zielgerichtete

Mutation von DNA-Fragmenten.

3.4.1.1 PCR Ansatz und Programm

Standardansatz fir eine PCR:
- 500 ng Templat DNA
- 2,5-5 u Polymerase
(PFU-Polymerase, 2,5 u/ul, Stratagene oder TAQ Polymerase, 5 u/ul, Promega)
- Je 250 nM Oligonukleotide / Primer
- 25 uM dNTPs
- Polymerase-spezifischer Puffer

- Mit autoklaviertem Wasser auf 100 pl auffillen.
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PCR Standardprogramm

Schritt Temperatur  Zeit / Wiederholungen
1 T=94°C 2 min

2 T=94 °C 30s

3 T=42°C 30s

4 T=72°C 1:30 min

5 GOTO 2 30 Wiederholungen
6 T=94 °C 30s

7 T=50 °C 30s

8 T=72°C 1:30 min

9 GOTO 6 40 Wiederholungen
10 T=72°C 10 min

HOLD 4°C o0

Nach Bedarf wurden die Annealing-Temperatur und die Elongationszeit den
Reaktionsbedingungen angepasst bzw. Gradienten verwendet. PCR-Produkte wurden
praparativ durch Agarose-Gelelektrophorese und Ethidiumbromid-Farbung gereinigt
(siehe 3.4.2).

3.4.1.2 cDNA

cDNA wurde von imaGene (Heidelberg) erworben.

Gen imaGene # Vektor, Selektion Referenz

ITM2b, proBri2 IRATp970A0912D  pCMV-Sport, (Pittois et al., 1998)
Ampicillin

ITM2c, proBri3 IRATp970B0843D  pCMV-Sport, (Deleersnijder et al., 1996)
Ampicillin

3.4.1.3 Oligonukleotide und Konstrukte

Tabelle 1 zeigt die hergestellten Konstrukte und die fir die jeweilige Klonierung
verwendeten Oligonukleotide. Sind Primerpaare flr zwei PCRs aufgelistet, so ist fur die
Klonierung des Zielkonstrukts eine dritte PCR nétig, die den Vorwarts-Primer der ersten
PCR, den Ruckwartsprimer der zweiten PCR und als cDNA eine 1:1 Mischung der
beiden ersten PCR-Produkte bendtigt. Alle Bri-Konstrukte tragen N-terminal einen durch

PCR eingefugten Flag-Tag, wahrend C-terminal ein V5 und ein His-Tag im Leserahmen
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des pcDNA6.0 V5 His-A sind. Die verwendeten

Restriktionsschnittstellen fur alle Bri-Konstrukte sind Hindlll und Xbal. Die Resistenz des

(Invitrogen) integriert

pcDNAG.0 V5 His-A in E. coli ist Ampicillin, in eukaryotischen Zelllinien Zeocin.

Konstrukt

proBri2
Bri2

Bri2KK/AA

Bri2AE
Bri3
Bri3AE

Bri2/3

Bri2/3 -0
Bri2/3 -10
Bri2/3 - 23,
Bri2/3AE
Bri2/3 — 59

Bri2/3 — 91

Bri2/3 - 124

Bri2/3 — 156

Bri3/2/2

Bri2inssria 45-54

Primer

Vorwarts: 5’cccaagcttatggactacaaggacgacgacgacaaggtgaaggtgacgttcaactcc
Rickwarts: 5’gctctagacgaacaaattaaagtttccacgge

Vorwarts: 5’cccaagcttatggactacaaggacgacgacgacaaggtgaaggtgacgttcaactcc
Rickwarts: 5’gctctagaaatagtttctctgcgttgcag

1. PCR

Vorwarts: 5’cccaagcttatggactacaaggacgacgacgacaaggtgaaggtgacgttcaactcc
Rickwarts: 5’attgctggcttcagctgcctgaatacctttaat

2. PCR

Vorwarts: 5’attaaaggtattcaggcagctgaagccagcaat

Rickwarts: 5’gctctagaaatagtttctctgcgttgcag

Vorwarts: 5’cccaagcttatggactacaaggacgacgacgacaaggtgaaggtgacgttcaactcc
Rickwarts: 5’gctctagaatcatctttgatgtactttat

Vorwarts: 5’cccaagcttatggactacaaggacgacgacgacaaggtgaagattagcttccagcccgcc
Ruckwarts: 5’gctctagaccggagccggtaggtgtctttccc

Vorwarts: 5’cccaagcttatggactacaaggacgacgacgacaaggtgaagattagcttccagcccgcc
Ruckwarts: 5’gctctagacacaccacagcggaagaagttatc

1. PCR

Vorwarts: 5’cccaagcttatggactacaaggacgacgacgacaaggtgaaggtgacgttcaactcc
Ruckwarts: 5’gtagatgtagacagacaagtatgctce

2. PCR

Vorwarts: 5’ggagcatacttgtctgtctacatctac

Rickwarts: 5’gctctagaccggagecggtaggtgtettteee

Vorwarts: 5’cccaagcttatggactacaaggacgacgacgacaaggtgaaggtgacgttcaactcc
Rickwarts: 5’gctctagacaagtatgctcctcct

Vorwarts: 5’cccaagcttatggactacaaggacgacgacgacaaggtgaaggtgacgttcaactcc
Ruckwarts: 5’gctctagaaagaaagaagtatct

Vorwarts: 5’cccaagcttatggactacaaggacgacgacgacaaggtgaaggtgacgttcaactcc
Ruckwarts: 5’gctctagacacaccacagcggaagaagttatc

Vorwarts: 5’cccaagcttatggactacaaggacgacgacgacaaggtgaaggtgacgttcaactcc
Rickwarts: 5’gctctagagggcacaggcacgttgatgcgctc

Vorwarts: 5’cccaagcttatggactacaaggacgacgacgacaaggtgaaggtgacgttcaactcc
Rickwarts: 5’gctctagagatgacatagcacttgtccaggga

Vorwarts: 5’cccaagcttatggactacaaggacgacgacgacaaggtgaaggtgacgttcaactcc
Rickwarts: &’

Vorwarts: 5’cccaagcttatggactacaaggacgacgacgacaaggtgaaggtgacgttcaactcc
Ruckwarts: 5’getctagactggatgatgtacgtctgeggeag

1. PCR

Vorwarts: 5’cccaagcttatggactacaaggacgacgacgacaaggtgaagattagcttcoagcccgcc
Rickwarts: 5’caaagcacatgcaccatgagccccccctct

2. PCR

Vorwarts: 5’agagggggggctcatggtgcatgtgctttg

Rickwarts: 5’gctctagaaatagtttctctgegttgcag

1. PCR

Vorwarts: 5’cccaagcttatggactacaaggacgacgacgacaaggtgaaggtgacgttcaactcc
Ruckwarts: 5’cctcttggatcgatgttgtggcacatcatctgggtccttgca

2. PCR

Vorwarts: 5’cgatccaagagggggggctcatggtgcatgtgctttggacta

Ruckwarts: 5’gctctagaaatagtttctctgcgttgcag
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cDNA

ITM2B

ITM2B

ITM2B

ITM2B

ITM2C

ITM2B

ITM2C

Bri2/3

Bri2/3

Bri2/3

Bri2/3

Bri2/3

Bri2/3

Bri2/3

ITM2C

ITM2B

ITM2B

ITM2B



Bri2/3/2 1. PCR
Vorwarts: 5’cccaagcttatggactacaaggacgacgacgacaaggtgaaggtgacgttcaactcc
Ruckwarts: 5’cacgaccatgcccatcgacaggtagcacacgccgcccacacaccaggctctt
2. PCR
Vorwarts: 5’gatgggcatggtcgtgctgcteatgggectegtgttcgectacaaatattttge
Rickwarts: 5’gctctagaaatagtttctctgcgttgcag

Bri2 TM G/A 1. PCR
Vorwarts: 5’cccaagcttatggactacaaggacgacgacgacaaggtgaaggtgacgttcaactcc
Rickwarts: 5’gtatgctgctgctagaataacggctgcaagcataaatgctagtgcaaagcacat
2. PCR
Vorwarts: 5’atgtgctttgcactagcatttatgcttgcagccgttattctagcagcagcatac
RuUckwarts: 5’gctctagaaatagtttctetgegttgcag

Bri2 G67A 1. PCR
Vorwarts: 5’cccaagcttatggactacaaggacgacgacgacaaggtgaaggtgacgttcaactcc
RuUckwarts: 5'’tcctagaataacggctgcaageat
2. PCR
Vorwarts: 5’atgcttgcagccgttattctagga
Rickwarts: 5’gctctagaaatagtttctctgegttgcag

Tabelle 1. Oligonukleotide.

Die ausgetauschten Domanen der chimaren Bri-Konstrukte sind in

gekennzeichnet.
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ITM2B

ITM2B

ITM2B

ITM2B

ITM2B

ITM2B

Tabelle 2



Konstrukt
Bri2

Bri3

Bri2AE
Bri3AE
Bri2/3
Bri2/3 -0
Bri2/3 -10
Bri2/3 — 23
Bri2/3 — 59
Bri2/3 - 91
Bri2/3 - 124
Bri2/3 — 156
Bri2/3AE
Bri3/2/2

Bri2 ins Briz 45-54

Bri2/3/2

ICD
Bri2 1-54

Bri3 1-54
Bri2 1-54
Bri3 1-54
Bri2 1-54
Bri2 1-54
Bri2 1-54
Bri2 1-54
Bri2 1-54
Bri2 1-54
Bri2 1-54
Bri2 1-54
Bri2 1-54
Bri3 1-54

TMD
Bri2 55-75

Bri3 55-75
Bri2 55-75
Bri3 55-75
Bri2 55-75
Bri2 55-75
Bri2 55-75
Bri2 55-75
Bri2 55-75
Bri2 55-75
Bri2 55-75
Bri2 55-75
Bri2 55-75
Bri2 55-75

Bri2 1-44, Bri3 45-54 Bri2 55-75

Bri2 1-54

Bri2 TMD G/A Bri2 1-54

proBri2

Tabelle 2. Aufbau der Bri2-,

Bri2 1-54

Bri3-

Bri3 55-75

Ektodomane
Bri2 76-237

Bri3 76-233
Bri2 76-98
Bri3 76-98
Bri3 76-233
Bri3 76-86
Bri3 76-98
Bri3 76-134
Bri3 76-166
Bri3 76-199
Bri3 76-233
Bri3 76-98
Bri2 76-237
Bri2 76-237
Bri2 76-237

Bri2,alle GzuA  Bri2 76-237

Bri2 55-75

Bri2 76-266

bzw. chimaren Konstrukte. Die Nomenklatur der

Aminosauren entspricht der des jeweiligen Bri-Proteins. Beispiel: Bri2/3 - 10 enthalt die
zytoplasmatischen Aminosdure-Reste 1-54 des Bri2, die TMD des Bri2 und die Aminosaure-
Reste 76-86 von Bri3.

Folgende ADAM-10-Konstrukte wurden verwendet:

Name
ADAM-10

ADAM-10
E384A

Beschreibung
Bovines ADAM-10,

HA-Tag C-terminal

Bovines inaktives
ADAM-10,
HA-Tag C-terminal

Vektor, Resistenz

Quelle, Referenz

pcDNAS3 (Invitrogen)
Xhol, Xbal
Ampicillin (E. coli)

Geneticin (Zelllinien)

pcDNAS3 (Invitrogen)
Xhol, Xbal
Ampicillin (E. coli)

Geneticin (Zelllinien)
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3.4.2 Agarose-Gelelektrophorese und praparative Reinigung von DNA

Agarose, TAE-Puffer, Ethidiumbromid, DNA-Marker, NucleoSpin MN-Kit
DNA-Analyse erfolgte Uber 1%ige Agarose durch Gelelektrophorese. DNA-L&sungen

wurden vor dem Auftrag mit 5x Ladepuffer versetzt. Als GrofRenstandard dienten 1 kBp
und 100 Bp Marker (Invitrogen). Fur die Trennung von DNA-Fragmenten <500 bp
wurden 2%ige Agarosegele verwendet. Die DNA wurde mittels Ethidiumbromid gefarbt
und unter UV-Licht detektiert. Um DNA praparativ zu reinigen, wurde auf den
NucleoSpin MN-Kit (Macherey-Nagel) zurtickgegriffen. Die zu reinigende DNA wurde
nach Protokoll des Herstellers aus dem Agarosegel geschnitten, mit 1 ml Puffer NT
versetzt, die Agarose bei 50 °C verflissigt und Gber eine Saule gereinigt. Die Elution der
DNA erfolgte nach Protokoll des Herstellers in eine neues Eppendorff-Tube in 20 pl
Elutions-Puffer oder H,O.

3.4.3 Spaltung, Dephosphorylierung und Ligation von DNA
Hindlll, Xbal, TANGO-Puffer, Alkalische Phosphatase, T4-Ligase, Ligationspuffer

Die Spaltung von DNA erfolgte durch Restriktionsendonukleasen. Fur diese Studie

wurden Hindlll (§’aagctt) und Xbal (5’tctaga) (beides Fermentas, 10 u/ul) verwendet. 1-5
Mg DNA wurde mit je 1 pl Restriktionsensdonuklease sowie 10x TANGO-Puffer
(Fermentas) versetzt und flr mindestens 1 h bei 37 °C inkubiert.

Dephosphorylierung am 3’-Ende von linearisierter DNA verhindert die Autoligation. Fir
einen Dephosphorylierungsansatz wurde ~1 ug geschnittene DNA mit 2 ul Alkalischer
Phosphatase (Roche, 1 u/ul) und 10x Dephosphorylierungspuffer (Roche) gemischt und
bei 37 °C Uber Nacht inkubiert.

Die Ligation von DNA erfolgte durch das Mischen von zwei mit den gleichen
Restriktionsenzymen verdauten DNA-Fragmenten (1 M Vektor : 5 M Insert) unter
Zugabe von T4 DNA-Ligase (Roche, 1000 u/pl) in T4-Ligase-Puffer (Roche).
Ligationsansatze wurden bei RT fir 1 h inkubiert.

Die Vervielfaltigung und Isolierung von positiven Konstrukten erfolgte durch

Transformation von kompetenten E. coli und Selektion durch 100 pug/ml Ampicillin (Roth).

3.4.4 Herstellung von chemisch kompetenten E. coli

LB-Medium, CaCl,-Puffer

E. coli DH5a erlaubt die Vervielfaltigung exogener Vektoren. Unter Kompetenz versteht

man die Fahigkeit von Bakterien, exogene DNA aufzunehmen. Um E. coli mit

Kompetenz zu versehen, wurden 100 ml LB-Medium mit einer Ubernachtkultur
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angeimpft. Die Kultur wurde im Schuttelinkubator bei 200 U/min und 37 °C bis zu einer
ODeggo von 0,5 wachsen gelassen. E. coli wurden bei 4 °C mit 1500 g pelletiert und in 15
ml CaCl,-Puffer resuspendiert. Nach 20 min Inkubation auf Eis wurden die Zellen erneut
pelletiert und in 1 ml CaCl,-Puffer mit 20% Glycerin geldst und aliquotiert. Kompetente E.
coli wurden entweder anschlieRend transformiert oder bis zur Verwendung bei -80 °C

gelagert.

3.4.5 Transformation von chemisch kompetenten E. coli

LB-Medium, Ampicillin

100 pl chemisch kompetente E. coli DH5a wurden auf Eis aufgetaut und mit 20 pl
Ligationsansatz bzw 0.1-0.5 ug Plasmid versetzt. Die DNA-Zellmischung wurde 10 min
auf Eis inkubiert und anschliefend 30-60 s auf 42 °C erhitzt. Im Hitzeschritt erfolgt die
Aufnahme der exogenen DNA durch die kompetenten Zellen. Die Zellen wurden in 1 ml
LB-Medium ohne Selektionsmarker bei 37 °C 30 min im Thermoschittler inkubiert und
bei 8000 U/min fir 1 min abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 100 ul LB-Medium
aufgenommen und auf LB-Agar-Platten mit 100 pg/ml Ampicillin als Selektionsmarker

ausplattiert. Die Inkubation der Kulturen erfolgte Gber Nacht bei 37 °C.

3.4.6 DNA-Praparation in kleinem Malstab

LB-Medium, Ampicillin, Nucleo-Spin Plasmid

Zur Praparation von geringen Mengen DNA wurden 3 ml LB-Medium mit einer Kolonie
angeimpft, Uber Nacht bei 37 °C im Schittler inkubiert und bei 8000 U/min
abzentrifugiert. Die DNA-Isolation erfolgte mithilfe des Nucleo-Spin Plasmid Kits
(Macherey-Nagel) nach Protokoll des Herstellers. Isoliete DNA wurde mit
entsprechenden Restriktionsendonukleasen versetzt (3.4.3) und mittels Agarose-
Gelelektrophorese und Ethidiumbromid-Farbung (3.4.2) analysiert bzw. durch

Sequenzierung (3.4.7) verifiziert.

3.4.7 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von DNA erfolgte nach Sanger (Sanger et al.,, 1977) durch GATC
Biotech unter den Richtlinien zur Probevorbereitung (https://www.gatc-
biotech.com/de/sequencing/requirements.php?navid=29). Die erhaltenen Sequenzen
wurden mittels VectorNTI19.0 und dem GATC-Viewer1.0 analysiert.
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3.4.8 DNA-Praparation in grolem Malstab
LB-Medium, Ampicillin, Nucleo-Bond PC500

200 ml Selektionsmedium wurden mit dem entsprechendem E. coli-Stamm angeimpft

und Uber Nacht bei 37 °C im Schittler inkubiert. Die Bakteriensuspension wurde bei
6000 U/min und 4 °C fiur 20 min abzentrifugiert. Die DNA-Isolation erfolgte mithilfe des
Nucleo-Bond PC500 Kits (Macherey-Nagel) nach Protokoll des Herstellers. Die
Konzentration der erhaltenen DNA wurde im Spektrometer mithilfe der OD,gq bestimmt.
Dabei absorbiert DNA monochromatisches Licht der Wellenlange 280 nm. Uber die
Absorption wird auf die DNA-Konzentration der Ldsung riickgerechnet. Isolierte DNA
wurde mit Restriktionsendonukleasen versetzt (3.4.3) und mittels Agarose-

Gelelektrophorese und Ethidiumbromid-Farbung (3.4.2) analysiert.

3.5 Zellkultur

3.5.1 Zelllinien

In dieser Studie wurden die immortalisierten humanen embryonalen Nierenzelllinien
HEK293E bzw. HEK293 TRex (Invitrogen) als Ausgangszelllinien verwendet. HEK293E
(HEK293) wurden mit Hilfe des EBNA-Virus immortalisiert. Es handelt sich um
Epithelzellen eines Nierenzellkarzinoms, die sich mit exogener DNA transfizieren lassen.
Die Kultivierung von HEK293-Zellen erfolgt in Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) und GlutaMax Medium (Invitrogen) mit 10% Fetal Calf Serum (FCS, Invitrogen),
versetzt mit 1% Penicillin/Streptomycin. Im Fall von HEK293 TRex wurde Blasticidin (5
pg/ml, Invitrogen) als Selektionsmittel zugesetzt. Um SPP-, SPP D/A bzw. SPPL3 in
HEK293 TRex zu induzieren, wurde dem Medium 1 pg/ml Doxycyclin (BD Biosciences)
zugegeben. Die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien finden sich in Tabelle 3. Die
Integration des Fremdgens verlangt nach einem zusatzlichen Selektionsmarker, der

ebenfalls aufgelistet ist.
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Empfanger- Vektor,
Zelllinie Resistenz
TRex pcDNA4/TO
Zeocin
TRex pcDNA4/TO
Zeocin
HEK293 pcDNA3.1
Zeocin
HEK?293 pcDNA3.0
Zeocin
HEK293 pcDNA3.0
Zeocin
HEK293 pcDNA3.0
Zeocin
TRex pcDNA4/TO
Zeocin
293 pcDNA3.1
Zeocin
HEK?293 pcDNAG6.0
Blasticidin
HEK293 pcDNAG6.0
Blasticidin

Fremdgen

SPP wt

SPP DA

SPPL2a wt

SPPL2a DA

SPPL2b wt

SPPL2b DA

SPPL3 wt

SPPL3 DA

proBri2

Bri2
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Bezeichnung, Quelle, Referenz

HEK293-

pcDNA4/TO SPP wt-HA
(Martin et al., 2008b)
HEK293-

pcDNA4/TO SPP DA-HA
(Martin et al., 2008b)
HEK293-

pcDNA3.1 SPPL2a wt-HA
Dr. Regina Fluhrer,
(Martin et al., 2008b)
HEK293-

pcDNA3.0 SPPL2b DA-HA
Dr. Regina Fluhrer,
(Martin et al., 2008b)
HEK293-

pcDNA3.0 SPPL2b wt-HA
Dr. Regina Fluhrer,

(Martin et al., 2008b)
HEK293-

pcDNA3.0 SPPL2b DA-HA
Dr. Regina Fluhrer,

(Martin et al., 2008b)
HEK293-

pcDNA4/TO SPPL3 wt-HA
(Martin et al., 2008b)
HEK293-

pcDNA3.1 SPPL3 DA-HA
(Martin et al., 2008b)
HEK293-

pcDNAG6.0 Flag Bri2 wt V5 His

(Martin et al., 2008b)
HEK293-

pcDNAG.0 Flag Bri2AFC V5 His
(Martin et al., 2008b)



HEK293

HEK293

HEK293

HEK293

HEK293

HEK293

HEK293

HEK293

HEK293

HEK293

pcDNAG.O
Blasticidin
pcDNA3.1
Zeocin

pcDNAG6.0

Blasticidin
pcDNA3.1

Zeocin
pcDNAG6.0

Blasticidin
pcDNA3.1

Zeocin

pcDNAG6.0
pcDNA3.1

Zeocin
pcDNAG.O

Blasticidin
pcDNA3.1

Zeocin

pcDNAG.O
pcDNA3.1

Zeocin

pcDNAG6.0
pcDNA3.1

Zeocin

pcDNAG.O
pcDNAG.O

Blasticidin
pcDNA3.1

Zeocin
pcDNAG.O

Tabelle 3. Zelllinien.

Andere Zelllinien und deren Kulturbedingungen:

proBri2

SPPL2b wt
proBri2

SPPL2b wt
Bri2

SPPL2b DA

Bri2

SPPL2b wt
Bri2 AD

SPPL2b DA
proBri2

SPPL2b DA
Bri2

SPPL2b DA
Bri2 AD

Bri2 AD

SPPL2b wt
Bri2 AD

HEK293-

pcDNAG.0-Myc Bri2 wt V5 His
HEK293-

pcDNAS3.1 SPPL2b wt-HA
pcDNAG.0-Flag Bri2 wt V5 His

(Martin et al., 2008b)
HEK293-

pcDNA3.1 SPPL2b wt-HA
pcDNAG.0 Flag Bri2AFC V5 His

(Martin et al., 2008b)
HEK293-

pcDNA3.1 SPPL2b DA-HA

pcDNAG.0 Flag Bri2AFC V5 His
HEK293-

pcDNA3.1 SPPL2b wt-HA
pcDNAG.O Flag Bri2AD V5 His

(Martin et al., 2008b)
HEK293-

pcDNA3.1 SPPL2b DA-HA

pcDNAG.0 Flag Bri2 wt V5 His
HEK293-

pcDNA3.1 SPPL2b DA-HA

pcDNAG.0 Flag Bri2AFC V5 His
HEK293-

pcDNAS3.1 SPPL2b DA-HA

pcDNAG.0 Flag Bri2AD V5 His
HEK293-

pcDNAG.0 Flag Bri2AD V5 His
HEK293-

pcDNA3.1 SPPL2b wt-HA
pcDNAG.0 Flag Bri2AD V5 His

-SH-SY5Y in DMEM plus GlutaMax mit 10% FCS und PenStrep

-SKNBE in HamsF12 (Cambrex) mit 2,5% nicht-essentiellen Aminosauren

(Invitrogen), 10% FCS

-A431 in RPMI 1640 mit 10% FCS und PenStrep
Alle Zellen wurden bei 37 °C unter 5% CO.,-Atmosphare kultiviert.



3.5.2 Transfektion von HEK293-Zellen
HEK293-Zellen, poly-L-Lysin, DNA oder siRNA, Lipofectamin2000, OptiMEM

Zu transfizierende HEK293-Zellen wurden in 6 cm bzw. 10 cm poly-L-Lysin beschichtete

Petri-Schalen ausgesat und bei ~75% Konfluenz transfiziert. 1-2 ug Plasmid-DNA und je
4 ul Lipofectamin2000 / uyg DNA wurden getrennt in je 500 ul OptiMEM vorgelegt und 5
min inkubiert. Danach wurde die Lipofectamin2000-Lésung mit der DNA-L&sung
gemischt und fur 20 min bei RT inkubiert. Das entsprechende Selektionsmedium wurde
gegen antibiotikafreies Medium ausgewechselt und der gesamte Transfektionsansatz
auf die Zellen gegeben. 24 h nach Transfektion wurde das entsprechende Medium
gewechselt. 48 h nach Transfektion wurden die Zellen entweder fiir die Etablierung von
stabil-exprimierenden Zelllinien in Selektionsmedium umgesetzt oder abgeschabt. Hierzu
wurden die Zellen auf Eis mit PBS gewaschen und abgeschabt. Die Zellsuspension
wurde bei 6000 U/min fiir 5 min abzentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Falls die
Weiterverarbeitung der Zellen nicht sofort erfolgte, wurden die Zellpellets bei -20 °C

gelagert.

3.5.3 RNA-Interferenz-Experimente

Fiir RNA-Interferenz-Experimente wurden 5x10° Zellen in poly-L-Lysin beschichtete 6 cm
Petri-Schalen ausgesat und fur 2 h bei 37 °C inkubiert. Darauf erfolgte die siRNA-
Transfektion analog zur Transfektion mit DNA (siehe 3.5.2). siRNA gegen ADAM-10 und
ADAM-17 wurde bei Dharmacon erworben. ADAM-10 siRNA: Katalognummer M-
0040503-01. ADAM-17 siRNA: Katalognummer M-003453-00. Unspezifische Kontroll-
siRNA: D-001206-13.
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3.5.4 Behandlung von HEK293-Zellen mit Inhibitoren

Die Behandlung mit allen Inhibitoren erfolgte 15 h bei 37 °C.

Um Proteasen der SPP-Familie zu inhibieren, wurde 30 yM (Z-LL),-Keton (1,3-di-(N-
benzyloxycarbonyl-L-leucyl-L-leucyl) aminoaceton) eingesetzt.

Der Vorwartstransport vom ER zum Golgi-Apparat wurde durch 10 pg/ml Brefeldin A
(y,4-Dihydroxy-2-(6-hydroxy-1-heptenyl)-4-cyclopentanecrotonic acid A-lactone) blockiert.
TAPI-1 und TAPI-2 wurden in DMSO in der Endkonzentration von 50 yM verwendet. Die
spezifischeren ADAM-10- bzw. ADAM-17-Inhibitoren GI1254023X und GW280264X

wurden in DMSO in der Endkonzentration von 5 uM eingesetzt.

3.6 Proteinchemische Methoden

3.6.1 Praparation von Zellmembranen

PBS, Hypoton-Puffer, SDS-Probenpuffer

Die in 3.5.2 gewonnenen Zellpellets wurden in 750 ul Hypoton-Puffer resuspendiert und

10 min auf Eis inkubiert. Die Zellsuspension wurde 15-mal durch eine 0,6 mm Kanile
gepresst. Durch die Scherkrafte werden die zuvor aufgeplatzten Zellen zerkleinert.
Grobe unldsliche Bestandteile wie der Zellkern und Mitochondrien wurden bei 5000
U/min 5 min bei 4 °C abzentrifugiert. Fir die Isolierung von Zellmembranen wurde der
Uberstand in ein neues Eppendorff-ReaktionsgefaR Uberfiihrt und bei 13000 U/min und
4 °C nochmals 45 min zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstands wurde das
Membranpellet in 80 ul 5x SDS-Probenpuffer aufgenommen. Membranpraparationen
bieten sich fur den Nachweis von Calnexin, ADAM-10 und ADAM-17 im WB an.
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3.6.2 Antikorper

Die in dieser Studie verwendeten Antikorper sind in Tabelle 4 aufgelistet.

Antikorper Epitop Organismus Hersteller
ITM2b NT poly (Erst-AK) Bri2 ICD Huhn Biozol

6908 poly (Erst-AK) YPYDVPDYA Hase Sigma

V5 mono (Erst-AK) GKPIPNPLLGLDST Maus Invitrogen
V5 poly (Erst-AK) GKPIPNPLLGLDST Hase Chemicon
Flag M2 mono (Erst-AK) DYKDDDDK Maus Roche

APP 22C11 mono (Erst-AK) Aminosauren 66-81 Maus Chemicon
ADAM-10 CT poly (Erst-AK) Aminosduren 732-748 Hase Calbiochem
ADAM-17 poly (Erst-AK) Aminosauren 807-823 Hase Calbiochem
Calnexin poly (Erst-AK) N-Terminus Hase Stressgene
Anti-Maus-HRP (Zweit-AK)  1gG Maus Maus Promega
Anti-Hase-HRP (Zweit-AK)  1gG Hase Maus Promega
Giantin mono (Erst-AK) Giantin, ALX-804-600 Maus Alexa
Alexa 488 anti mouse mono 1gG Maus Ziege Alexa
Alexa 555 anti rabbit poly IgG Hase Ziege Alexa

Tabelle 4. Antikorper.

3.6.3 Immunprazipitation

PBS, STEN-Lysis, STEN, SDS-Probenpuffer

Die in 3.5.2 gewonnenen Zellpellets wurden in 1 ml STEN-Lysis Puffer durch vortexen

resuspendiert und 20 min auf Eis inkubiert. Bei 13000 U/min und 4 °C wurden Zellkerne
und andere unldsliche Bestandteile 30 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein
neues Eppendorff-Reaktionsgefald  dberfihrt und mit der ensprechenden
Antikérperlosung und 15 ul Protein G- bzw. A-Sepharose versetzt. Die
Immunprazipitation erfolgte 3 h bei 4 °C auf einem Schiittler. Immunprazipitierte Probe
wurde 3x mit STEN gewaschen. Zur Durchfuhrung der Co-Immunprazipitationen wurde
Lyse- und Waschpuffer mit 1% CHAPSO verwendet. Um die exogen exprimierten Bri-
Proteine nachzuweisen, empfiehlt sich flr N-terminale Fragmente die Immunprazipitation
mit Anti-Flag M2-Agarose. C-terminale Fragmente werden am effizientesten mit dem
polyklonalen V5-Antikérper in Anwesenheit von Protein-A-Sepharose immunprazipitert.
HA-markierte SPP/SPPL-Proteine kénnen Uber den polyklonalen HA-Antikérper 6908

und Protein-A-Sepharose isoliert werden.
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3.6.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Acrylamid, Lower-Tris, Upper-Tris, Laufpuffer, TEMED, APS

Zur Auftrennung von Proteinen ist die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese die
Methode der Wahl (SDS-PAGE). SDS negiert die Eigenladung von Proteinen und

erlaubt daher eine Ladungs-unabhangige Auftrennung der Proteinmischung nach

Proteinmasse. Im Sammelgel erfolgt eine erste Ordnung der Proteine, im Trenngel die
eigentliche Auftrennung nach Masse. Fir den Nachweis von ADAM-10, ADAM-17,
Calnexin und SPPL2b wurden 8%ige SDS-Gele verwendet:

Bestandteil Trenngel (15 ml) Sammelgel (5 ml)
H,O 7,25 ml 3,25 ml
Acrylamid 4 mi 0,65 ml
Lower-Tris 3,75 ml 1,25 ml

Bri2-Spezies wurden mit Hilfe von Tris/Tricine-Gelen mit Glyceringradienten aufgetrennt
(Schagger und von Jagow, 1991). Beim GieRen des Gels diurfen sich Trenn- und
Zwischengel nicht vermischen. Im Folgenden sind die Gelzusammensetzungen
angegeben. Die Lésungsbestandteile wurden gemischt und mit TEMED und APS (je 5 pl

pro Gel) polymerisiert.

Bestandteil Trenngel Zwischengel Sammelgel
H.0 3,5ml 4,2 ml
Glycerin 3,5 mi

Acrylamid 3,5ml 1,5 ml 0,5mil
Schagger-Gelpuffer 3,5 ml 2,5ml 1,55 ml

Fur die Vorbereitung und die Gelelektrophorese wurde das Minigel System von Biorad
verwendet. Nach Probenauftrag erfolgt durch Anlegung einer Stromstarke von 120 mA

die Auftrennung der Proteine.

3.6.5 Western Blot

Isopropanol, Blotpuffer, I-Block, TBST, ECL-Reagenz

Der Western Blot (WB) dient dem Nachweis von Proteinen auf einem Acrylamid-Gel
nach der Gelelektrophorese. Es wurden das Biorad Minigel System und
Polyvinyldifluorid (PVDF)-Membranen verwendet. Nach Benetzung der PVDF-Membran

mit Isopropanol wurde die Membran in H,O gewaschen und in Blotpuffer inkubiert. Der
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WB wurde wie folgt aufgebaut: Uber einen Schwamm wurden unter Ausschluss von
Luftblasen 2 Lagen Whatman-Papier, das Gel sowie Membran, wiederum 2 Lagen
Whatman-Papier und ein Schwamm gelegt. Da die Proteine durch Anlegen der
Spannung zur Anode wandern, muss die PVDF-Membran auf der Anodenseite des Gels
liegen. Das Blotten erfolgte 60 min bei 400 mA. Proteinfreie Membranstellen wurden
durch 1 h Inkubation in I-Block (Tropix) geblockt. Nach 1 h Behandlung mit
Erstantikérperlosung wurde dreimal 10 min in TBST gewaschen, mit
Zweitantikorperlosung  (Zweitantikérper gekoppelt an Horse-Raddish-Peroxidase,
Promega) fiir 30 min inkubiert und wiederum dreimal mit TBST gewaschen. Produkt der
Peroxidase-Reaktion mit ECL-Reagenz (GE Healthcare) sind Wasser und Photonen. Die

Photonen werden auf Rontgen-Filmen (Fuiji) detektiert.

3.6.6 Quantifizierung der Bandenintensitat des Western Blots

Die Detektion der Photonen aus der Peroxidase-Reaktion des WB werden zur
nachfolgenden Quantifizierung durch eine CCD-Kamera detektiert. Hierfur wird als WB-
Detektions-Reagenz ECL" verwendet, da das ECL"-Lichtsignal tGber die Zeit stabiler ist
als das Lichtsignal von ECL. Es wurde das Fluorochem8900-System (Alpha Innotec)
verwendet. Als Standard wurden die Expositionszeiten 10 s, 30 s, 1 min, 5 min und 10
min gewahlt. Es ist darauf zu achten, dass das Signal der zu quantifizierenden
Proteinbande im linearen Bereich der CCD-Kamera liegt. Anhand der mitgelieferten
Software wurde die Pixelintensitat im Bereich der Bande gemessen. Hintergrundsignale

wurden durch das Auswahlen einer geeigenten Kontrollstelle substrahiert.

3.7 Statistik

Die anhand der Quantifizierung erhaltenen Rohdaten wurden gegen ein Kontrollprotein
normalisiert. Fur die in 4.1 gezeigten Experimente wurde gegen die Bri2-Volllange
normalisiert, fur die Quantifizierungen in 4.4 und 4.5 wurde gegen Calnexin normalisiert.
Die Anzahl der prozessierten Experimente ist in der jeweiligen Abbildung angegeben.
Die Kontrolle wurde gleich 100% gesetzt. Mittelwerte, Standardabweichungen und p-
Werte wurden anhand der MITTELWERT-, STABW- und TTEST-Funktionen in Microsoft
Excel 2003 berechnet. Die statistische Signifikanz der p-Werte wird im Ergebnisteil durch
* (p<0,5), ** (p<0,05) oder *** (p<0,005) ausgedruickt.
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3.8 Immunzytochemische Farbung

PBS, 5% BSA, Triton X 100, Erst- und Zweitantikérper, Moviol
HEK293-Zellen wurden auf poly-L-Lysin beschichtete Deckglaschen ausgesat und

gegebenenfalls transfiziert (siehe 3.5.2). Bevor die Zellen 75%ige Konfluenz erreichten,
wurde das Medium abgehoben und die Zellen vorsichtig auf Eis dreimal mit PBS
gewaschen. Nach 20 minutiger Fixierung durch 4% PFA auf Eis erfolgte wiederum
dreimaliges Waschen mit PBS. Fir eine intrazellulare Farbung wurden die Zellen mit
0,1% Triton X 100 gedffnet, wahrend fur Oberflachenfarbungen keine Triton-Behandlung
indiziert ist. Fir beide Farbungen erfolgte die Blockierung proteinfreier Stellen auf den
Deckglaschen mit 5% BSA fur 1 h. Anschlielend wurde die Probe 1 h mit dem
ensprechenden Erstantikdrper (siehe 3.6.2) in PBS inkubiert. Uberschiissiger
Erstantikérper wurde durch dreimaliges Waschen mit PBS entfernt. An den
Zweitantikdrper (siehe 3.6.2) in PBS, mit dem die Probe fir 1 h inkubiert wird, ist ein
fluoreszierender Marker angebracht. Weiteres 3x Waschen entfernte Uberschissigen
Zweitantikdrper. Einmaliges Waschen in H,O entfernt Salzablagerungen des PBS. Die
Deckglaschen wurden mit der Oberfliche nach unten mittels Moviol auf einen
Objekttrager gehaftet. Vor der Fluoreszenzmikroskopie muissen die Proben 1 h bei 4 °C

trocknen.

3.9 Konfokale Fluoreszenzmikroskopie und Bildbearbeitung

Bilder von immunzytochemisch gefarbten Zellen wurden mittels einem 510Meta
konfokalen Laser-Scan-Mikroskops (Zeiss, Jena) mit einem 100/1.3 Objektiv
aufgenommen. Das Fluorophor Alexa 488 wurde mit einem Argon-Laser bei 443 nm,
Alexa 555 mit einem Helium/Neon-Laser bei 500 nm angeregt. Die Bildaufnahme
erfolgte im Multi-Kanal-Modus mit einer Scan-Geschwindigkeit von 6 und einer Mittelung
Uber vier Aufnahmen. Die Zusammenstellung und Prozessierung der Bilder erfolgte

mittels Adobe lllustrator.
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4. Ergebnisse

4.1. Bri2 wird in der Ektodomane prozessiert

Bri2 ist ein Typ-ll-Transmembranprotein, dessen Propeptid durch die Proprotein-
Konvertase Furin oder durch andere Proteasen des Subtilisin-Typs abgespalten wird
(Kim et al., 1999) (siehe 1.3.2). Diese Prozessierung findet im Golgi-Apparat statt (Choi
et al., 2004). Nach dem Furin-Schnitt verbleibt matures Bri2 in der Membran. Endogen
kann sowohl immatures proBri2 als auch matures Bri2 in Membranpraparationen
verschiedener Zelllinien mittels Western Blot (WB) nachgewiesen werden (Abbildung 19).

Dies steht in Einklang mit der ubiquitaren Expression des Bri2 (Vidal et al., 1999).

A B
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proBri2 Bri2 NTF kDA

Abbildung 19. Endogene Bri2-Expression. (A) Schematischer Aufbau von proBri2, Bri2 und
NTF. proBri2 wird durch Furin zu maturem Bri2 prozessiert. Der ITM2B-Antikorper detektiert die
zytoplasmatische Doméne des proBri2. Der anti-ITM2b WB (B) zeigt die endogene Bri2-
Expression in verschiedenen Zelllinien. Neben proBri2 und maturem Bri2 wird in
Membranpraparationen NTF detektiert. Vermutlich wird Bri2 daher in der Ektodomane neben dem
Furin-Schnitt ein zweites Mal prozessiert. 293E und TRex, humane Nierenzellen; SKNBE und
SH-SY5Y, humane Neuroblastomzellen; A431, humane Hautkarzinomzellen.

Neben dem immaturen proBri2 und dem maturen Bri2 Protein zeigt die Analyse des WB
eine zusatzliche Bande bei 22 kDa (Abbildung 19). Da das Epitop des verwendeten
ITM2B-Antikérpers in der ICD des Bri2 liegt und das Peptid in Membranpraparationen
nachweisbar ist, handelt es sich bei dem detektierten Peptid vermutlich um
membranstandiges NTF. Ein membranstandiges NTF koénnte das Resultat einer
luminalen Prozessierung des Bri2 darstellen, die einen grofen Teil der Ektodoméane
freisetzt (Abbildung 19). Neben der Freisetzung des Propeptids findet also vermutlich
eine weitere Prozessierung innerhalb der Ektodoméane des Bri2 statt. Es konnte sich bei
diesem Prozess um Ectodomain-Shedding handeln, das fur zahlreiche

Transmembranproteine beschrieben wurde (Huovila et al., 2005). In diesem Fall ist zu
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erwarten, dass ein Teil der Ektodoméane sezerniert wird. Es sind jedoch keine Antikoérper
beschrieben, die Bri2 in der Ektodomane erkennen. Daher wurde ein Bri2-Konstrukt
ohne Propeptid N- und C-terminal mit Flag- bzw. V5- Epitopen markiert (Bri2). Die
exogene Expression des markierten Bri2 in HEK293-Zellen erlaubt mittels anti-V5 IP und
WB den Nachweis der BRICHOS-Ektodomane im konditionierten Medium (Abbildung
20). Im Lysat wird durch anti-Flag IP und WB nicht nur das Volllangenprotein bei 50 kDa,
sondern auch NTF detektiert, das das membranstindige Gegenstiick des sezernierten
BRICHOS darstellt (Abbildung 20). Bri2 ist folglich Substrat flir Ectodomain-Shedding.
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Abbildung 20. Bri2 ist Substrat fiir Ectodomain-Shedding. HEK293-Zellen wurden mit Bri2
transfiziert, das kein Propeptid mehr enthalt. Bri2 wurde N-terminal Flag und C-terminal V5
markiert, um durch Prozessierung entstehende Fragmente durch anti-Flag bzw. anti-V5 IP und
WB zu detektieren. Im konditionierten Medium wird Uber den V5 Tag bei ca. 25 kDa sezerniertes
BRICHOS nachgewiesen. Im anti-Flag WB des Zelllysats findet sich bei 50 kDa Bri2. Das NTF
bei 22 kDa, das ebenfalls durch den anti-Flag Antikérper nachgewiesen wird, entspricht dem
membranverankerten Gegenstlck des sekretieren BRICHOS.

4.1.1 Eine Metalloprotease prozessiert Bri2 in der Ektodomane

Fir Ectodomain-Shedding verschiedenster Membranproteine wurden Metalloproteasen
der ADAM-Familie beschrieben (Reiss und Saftig, 2008). Um die Identitat der Protease,
die BRICHOS freisetzt, naher einzugrenzen, wurde zunachst ein pharmakologischer
Ansatz gewahlt. HEK293-Zellen, die exogenes Bri2 exprimieren, wurden mit den
Metalloprotease-Inhibitoren TAPI-1 und TAPI-2 (TNFa-Protease Inhibitor 1 bzw. 2)
versetzt (Arribas et al., 1996). Die Behandlung mit beiden Inhibitoren zeigt eine
Reduktion in der Freisetzung von BRICHOS um ca. 75% (Abbildung 21). Dieses
Ergebnis weist darauf hin, dass Bri2 in der Ektodomane durch eine Metalloprotease

prozessiert wird.
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Abbildung 21. Bri2 wird durch eine Metalloprotease geschnitten. HEK293-Zellen, die N-
terminal Flag und C-terminal V5 markiertes Bri2 exprimieren, wurden 15 h mit 50 yM TAPI-1, 50
UM TAPI-2 oder DMSO (Kontrolle) behandelt und sowohl Zelllysate als auch konditioniertes
Medium analysiert. Sezerniertes BRICHOS wurde Uber anti-V5 IP und anti-V5 WB, Bri2 tber anti-
Flag im WB nachgewiesen (Modell siehe Abbildung 20). Im Vergleich zu DMSO-behandelten
Zellen zeigt die Quantifizierung von BRICHOS, dass die Sekretion um 71+£11,2% durch TAPI-1
(n=6, p<0,001) und um 78+10,2% durch TAPI-2 (n=6, p<0,001) reduziert ist.

4 .1.2 Bri2 ist Substrat fur ADAM-10

TAPI-1 und TAPI-2 sind unselektive Inhibitoren von ADAM-Metalloproteasen (Arribas et
al., 1996). Fur die ADAM-Proteasen ADAM-10 und ADAM-17 wurden die selektiveren
Inhibitoren GI254023X und GW280264X entwickelt (Hundhausen et al., 2003). Die
Behandlung der Bri2 exprimierenden HEK293-Zellen mit G1254023X und GW280264X
fuhrt zu einer Reduktion der BRICHOS-Freisetzung um ca. 80% (Abbildung 22). Eine
Akkumulation des Volllangenproteins Bri2 ist jedoch nicht detektierbar, wahrscheinlich,
weil die Menge an Volllangenprotein die Menge an BRICHOS um das Vielfache Gbertrifft
und daher die Differenz des Signals im WB zwischen unbehandelten und behandelten

Zellen kaum nachzuweisen ist.
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Abbildung 22. Bri2 ist Substrat fir ADAM-10 oder ADAM-17. HEK293-Zellen, die N-terminal
Flag und C-terminal V5 markiertes Bri2 exprimieren, wurden 15 h mit 5 yM GI1254023X, 5 yM
GW280264X oder DMSO (Kontrolle) behandelt und sowohl Zelllysate als auch konditioniertes
Medium analysiert. Sezerniertes BRICHOS im konditioniertem Medium wurde Gber anti-V5 IP und
WB, Bri2 in Zelllysaten mittels anti-Flag WB nachgewiesen (Modell siehe Abbildung 20). Im
Vergleich zu den DMSO-behandelten Zellen zeigt die Quantifizierung von BRICHOS, dass die
Sekretion um 73+8% durch GI254023X (Gl, n=6, p<0,010) und um 83%3% durch GW280264X
(GW, n=6, p<0,015) reduziert ist.
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Anhand des pharmakologischen Profils der Protease, die BRICHOS freisetzt, kann
abgeleitet werden, dass es sich vermutlich entweder um ADAM-10 oder um ADAM-17
handelt. Eine Moglichkeit der Unterscheidung zwischen ADAM-10 und ADAM-17 stellt
die Technologie der RNA-Interferenz dar (Abbildung 23). Nach selektivem Knockdown
von ADAM-10 in HEK293-Zellen wurde die BRICHOS-Sekretion um 60% reduziert,
wahrend der Knockdown von ADAM-17 sowie die Transfektion von off-Target siRNA in
HEK293-Zellen keinen Effekt auf die Freisetzung von BRICHOS hat (Abbildung 23). Der
kombinierte Knockdown von ADAM-10 und ADAM-17 zeigt keine zusatzliche Reduktion
der BRICHOS-Sekretion. Folglich wird BRICHOS hauptsachlich durch ADAM-10

freigesetzt.
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Abbildung 23. ADAM-10 prozessiert Bri2. HEK293-Zellen, die N-terminal Flag und C-terminal
V5 markiertes Bri2 (Modell siehe Abbildung 20) exprimieren, wurden mit siRNA gegen ADAM-10
(A10), ADAM-17 (A17), ADAM-10 und ADAM-17 oder einer unspezifischen siRNA (Kontrolle)
transfiziert. Sezerniertes BRICHOS wurde im konditionierten Medium durch anti-V5 IP und WB
nachgewiesen. A10, A17 und Calnexin wurden in Membranpraparationen isoliert und mittels der
Antikorper anti-ADAM-10 CT, anti-ADAM17 und anti-Calnexin im WB detektiert (siehe 3.6.2.).
Bri2 wurde in Zelllysaten Uber anti-Flag WB nachgewiesen. Das Expressionslevel von ADAM-10
bzw. ADAM-17 zeigt die Effizienz des Knockdowns. Calnexin dient als Ladekontrolle und der
Normierung. Der ADAM-10-Knockdown bzw. der Doppel-Knockdown von ADAM-10 und ADAM-
17 resultiert in einer starken Reduktion der BRICHOS-Sekretion (60+13%, p<0,001, n=8 fir
ADAM-10 und 40£11%, p<0,017, n=8 fir ADAM-10 plus ADAM-17). Die Effizienz des ADAM-10-
Knockdowns in doppelt transfizierten Zellen ist geringfiigig reduziert. Der Knockdown von ADAM-
17 oder die Transfektion von off-Taregt siRNA fiihrt nicht zu einer Anderung der BRICHOS-
Freisetzung.

4.2 Intramembranproteolyse des Bri2

4.2 .1 Bri2 ist ein Substrat fur SPPL2a und SPPL2b

Ectodomain-Shedding-Substrate kdénnen Substrate flir anschlieRende Intramembran-

proteolyse sein. Dabei wird das membranverankerte Produkt des Ectodomain-Sheddings
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durch die Intramembranprotease in die zytoplasmatische ICD und ein niedermolekulares,
sezerniertes Peptid gespalten. Ectodomain-Shedding findet statt, und es ist somit
unwahrscheinlich, dass Bri2 durch Rhomboid prozessiert wird, da Ectodomain-Shedding
fur Rhomboid-Substrate bislang nicht beschrieben wurde. Fir eine mdgliche
Intramembranproteolyse kénnten daher S2P- oder GxGD-Proteasen verantwortlich sein.
Bri2 tragt jedoch keine S1P-Erkennungssequenz (siehe 1.1.1.4) und die Lokalisation des
Proteins an der Plasmamembran ware fir ein S2P-Substrat untypisch (siehe 4.2.3 und
4.3.1). Daher stellt Bri2 ein potentielles Substrat fir GxGD-Proteasen dar, insbesondere
fur SPP/SPPL-Proteasen, da Bri2 eine Typ-lI-Topologie aufweist und fiir die y-Sekretase
bislang nur Substrate beschrieben wurden, die eine Typ-I-Topologie tragen. Bei
Expression des proBri2 in HEK293-Zellen wird bei ca. 10 kDa ein zytoplasmatisches

Fragment nachgewiesen, das moglicherweise die ICD des Bri2 darstellt (Abbildung 24).
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Abbildung 24. Nachweis der Bri2 ICD. Die exogene Expression von N-terminal Flag und C-
terminal V5 markiertem proBri2 in HEK293-Zellen resultiert neben der Prozessierung durch Furin
zu Bri2 und durch ADAM-10 zu NTF in der Freisetzung einer ca. 10 kDa schweren ICD. Alle Bri2-
Fragmente entstehen durch endogene Protease-Aktivitét. Bri2 und Bri2-Fragmente wurden Gber
anti-Flag IP und WB nachgewiesen.* kennzeichnet eine langere Exposition des WB im Vergleich
zum oberen Blot.

Um festzustellen, ob eine, und falls ja, welche SPP/SPPL-Protease Bri2 prozessiert,
wurde proBri2 mit SPP, SPPL2a, SPPL2b oder SPPL3 in HEK293-Zellen co-exprimiert
(Abbildung 25). Zusatzlich erfolgte die Co-Expression des proBri2 mit den inaktiven D/A-
Mutanten von SPP, SPPL2a, SPPL2b und SPPL3, in denen der Aspartyl-Rest des
GxGD-Motivs zu einem Alanin-Rest mutiert wurde. Die Mutagenese des Aspartyl-Restes
fuhrt zur Inaktivierung, da eine Aspartylprotease zwei Aspartyl-Reste flir enzymatische
Aktivitat bendtigt (siehe 1.1.3). Im WB werden erhebliche Menden der Bri2 ICD nur im
Fall der Co-Expression mit SPPL2a und SPPL2b nachgewiesen. Die Co-Expression von
proBri2 mit den katalytisch-inaktiven Mutanten von SPPL2a und SPPL2b fiihrt nicht zu
erhdhten Mengen an ICD (Abbildung 25). Die Expressionslevel der SPP/SPPL-Proteine
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variieren, wobei SPPL3 bei ca. 40 kDa, SPP bei ca. 50 kDa und SPPL2a und SPPL2b

bei ca. 80 bzw. 100 kDa nachgewiesen werden.
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Abbildung 25. SPPL2a und SPPL2b prozessieren Bri2. Co-Expression von N-terminal Flag
und C-terminal V5 markiertem proBri2 mit SPP, SPPL2a, SPPL2b und SPPL3 bzw. den
jeweiligen inaktiven D/A-Mutanten in HEK293-Zellen. SPP/SPPL-Proteine sind C-terminal mit HA
markiert. Bri2-Spezies wurden mittels anti-Flag IP und anti-V5 WB (oberster Blot), anti-Flag IP
und anti-Flag WB (zweiter und dritter Blot von oben) oder tber anti-V5 IP und anti-V5 WB (vierter
Blot von oben) nachgewiesen. SPP/SPPL-Proteasen wurden in isolierten Zellmembranen mittels
anti-HA WB detektiert. Im konditionierten Medium aller Zelllinien zeigt sich sekretiertes Propeptid.
ICD wird nur nach Co-Expression von proBri2 mit aktiver SPPL2a- und SPPL2b-Protease
nachgewiesen. In Lysaten zeigt der anti-V5 WB bei ca. 50 kDa nur eine Bande (proBri2), wahrend
der anti-Flag WB neben proBri2 auch Furin-prozessiertes Bri2 detektiert (zweiter Blot von oben).
Die Schwankungen in der proBri2-Expression sind vermutlich das Ergebnis unterschiedlicher
Transfektions-Effizienzen der jeweiligen Zelllinien.

Um die Interaktion der unterschiedlichen Bri2-Fragmente mit SPPL2a und SPPL2b zu
untersuchen, wurde proBri2 mit SPPL2a, SPPL2b bzw. den katalytisch inaktiven D/A-
Mutanten co-exprimiert und nach Extraktion der zellularen Membranen in Anwesenheit
von CHAPSO co-immunprazipitiert (Abbildung 26). Das Detergenz CHAPSO fihrt zur
Ausbildung von Micellen, in denen Membranproteinkomplexe stabilisiert werden. Diese
Komplexe konnen dann per Immunprazipitation isoliert, anhand von SDS-Page
aufgetrennt und im WB analysiert werden. Im dargestellten Fall konnen Bri2 Fragmente
nachgewiesen werden, die mit SPPL2a, SPPL2b oder den inaktiven Mutanten SPPL2a
D/A bzw SPPL2b D/A co-immunprazipitieren (Abbildung 26).
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Abbildung 26. Co-Isolierung des Bri2 mit SPPL2a und SPPL2b. HEK293-Zellen, die stabil C-
terminal HA markiertes SPPL2a, SPPL2a D/A, SPPL2b bzw. SPPL2b D/A exprimieren, wurden
transient mit N-terminal Flag und C-terminal V5 markiertem proBri2 (vgl. Abbildung 25) transfiziert.
Nach IP der SPPL-Proteine tber den HA Tag und anti-Flag WB gegen Bri2 in Anwesenheit von
1% CHAPSO werden Bri2-Spezies nachgewiesen, die an SPPL2a, SPPL2b bzw. den inaktiven
Mutanten binden. NTF akkumuliert mit den inaktiven SPPL2a D/A- und SPPL2b D/A-Mutanten. *
kennzeichnet eine langere Blot-Exposition.

Die Analyse nach Immunprazipitation von SPPL2a und SPPL2b und WB flr Bri2 zeigt
Bindung des proBri2 und Bri2 an SPPL2a und SPPL2b. Die Expression der inaktiven
Mutanten SPPL2a D/A und SPPL2b D/A flhrt zur Co-Isolierung von NTF. NTF
akkumuliert folglich mit den inaktiven Mutanten SPPL2a D/A bzw. SPPL2b D/A. Das
Ergebnis, dass das NTF mit den inaktiven Mutanten akkumuliert, wahrend aktive
SPPL2a- bzw. SPPL2b-Proteasen kaum in der Lage sind, NTF zu binden, steht im
Einklang mit der Hypothese, dass das NTF das direkte Substrat fir SPPL2a und
SPPL2b darstellt und von den aktiven Proteasen effizient proteolytisch prozessiert wird.

Um diese Hypothese zu Uberprifen, wurde die Intramembranproteolyse durch Vertreter
der SPP-Familie pharmakologisch mit (Z-LL),-Keton inhibiert (Weihofen et al., 2000)
(Abbildung 27). Nach Behandlung der Bri2- und SPPL2b- co-exprimierenden HEK293-
Zellen mit (Z-LL),-Keton akkumuliert NTF. Die Akkumulation nach (Z-LL),-Keton-
Behandlung ist vergleichbar mit der Anreicherung von NTF in Anwesenheit der
katalytisch inaktiven Mutante SPPL2b D/A. Der y-Sekretase Inhibitor DAPT zeigt keinen
Einfluss auf die SPPL2b-abhangige ICD Produktion (Abbildung 27). Es ist daher sehr

unwahrscheinlich, dass die y-Sekretase Bri2 prozessiert.
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Abbildung 27. Pharmakologische Inhibition von SPPL2b. HEK293-Zellen, die stabil SPPL2b
und transient N-terminal Flag und C-terminal V5 markiertes Bri2 exprimieren, wurden (iber Nacht
mit dem SPP/SPPL-Inhibitor (Z-LL),-Keton, dem y-Sekretase-Inhibitor DAPT oder zur Kontrolle
mit DMSO behandelt. HEK293-Zellen, die stabil SPPL2b D/A und transient N-terminal Flag und
C-terminal V5 markiertes Bri2 exprimieren, dienen der Kontrolle. Die Analyse mittels anti-Flag IP
und WB zeigt, dass die Behandlung mit (Z-LL),-Keton zur Inhibition der Bri2-Prozessierung zur
ICD fuhrt, wahrend DAPT hat keinen Einfluss auf die ICD-Produktion hat. Durch die (Z-LL),-
Keton-Behandlung akkumuliert NTF. Die Akkumulation ist auch in SPPL2b D/A-exprimierenden
Zellen zu beobachten. Die NTF-Anreicherung in SPPL2b D/A-exprimierenden Zellen fallt starker
aus, da die Behandlung mit (Z-LL),-Keton nur 12 h, die Co-Expression mit SPPL2b D/A jedoch 48
h betragt.

Die Intramembranproteolyse des Bri2 durch GxGD-Proteasen sollte neben der
Freisetzung der 18slichen ICD auch zur Sekretion eines niedermolekularen Peptids in
den extrazelluldaren Raum fuhren (Abbildung 28). Gegen das entsprechende Bri2-
Fragment sind keine Antikdrper erhaltlich. Daher wurde ein luminal verkurztes Bri2-
Konstrukt kloniert, welchem BRICHOS fehlt, das jedoch C-terminal mit einem V5-Tag
markiert ist (Bri2AE). Nach Co-Expression des Bri2AE mit SPPL2a oder SPPL2b wird
ein C-terminales Peptid bei ca. 6 kDa (Bri2 C-Peptid, Abbildung 28) im konditionierten
Medium detektiert. Die Sekretion des C-Peptids ist spezifisch flir SPPL2a und SPPL2b,
da die Co-Expression des Bri2AE mit den katalytisch inaktiven Mutanten SPPL2a D/A
und SPPL2b D/A nicht zur Freisetzung des C-Peptids flhrt.
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Abbildung 28. Produktion des Bri2 C-Peptids durch SPPL2a und SPPL2b. Die
Intramembranproteolyse von NTF sollte neben der intrazellularen Freisetzung der ICD auch zur
Sekretion des niedermolekularen C-Peptids flihren. Stabil SPPL2a-, SPPL2b- oder deren inaktive
Mutanten SPPL2a D/A- oder SPPL2b D/A-exprimierende HEK293-Zellen wurden transient mit N-
terminal Flag und C-terminal V5 markiertem Bri2AE transfiziert. Bri2AE wird durch SPPL2a und
SPPL2b zur ICD und zum C-Peptid prozessiert, welches in das konditionierte Medium sezerniert
wird und durch anti-V5 IP und WB nachgewiesen werden kann. ICD wird in Zelllysaten mittels
anti-Flag IP und WB detektiert. Die katalytisch inaktiven Mutanten SPPL2a D/A und SPPL2b D/A
prozessieren Bri2AE nicht.

Zusammenfassend wird proBri2 dreifach durch Endoproteasen prozessiert: Der Furin-
Schnitt fihrt zur Maturierung von proBri2 zu Bri2 und zur Sekretion des Propeptids;
ADAM-10 schneidet Bri2 in der Ektodoméane und setzt BRICHOS frei, wahrend das NTF
in der Membran verankert bleibt. Die SPPL2a- oder SPPL2b-abhangige
Intramembranproteolyse spaltet schliellich das NTF in die ICD und das C-Peptid
(Abbildung 29).
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Abbildung 29. Regulierte Intramembranproteolyse des proBri2 durch Furin, ADAM-10 und
SPPL2a bzw. SPPL2b. Im ersten Schritt der Prozessierung des proBri2 spaltet Furin das
Propetid ab, das sekretiert wird. BRICHOS wird durch ADAM-10 freigesetzt. Das
membranverankerte NTF wird durch SPPL2a und SPPL2b in die zytoplasmatische ICD und das
C-Peptid gespalten.
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4.2.2 Ectodomain-Shedding und Intramembranproteolyse von proBri2 sind
unabhangig vom Furin-Schnitt

Die Prozessierung von proBri2 durch Furin, ADAM-10 und SPPL2a/b zeigt Ahnlichkeit
zur RIP des NOTCH-Rezeptors, der ebenfalls von Furin (an S1-Position) und ADAM-
Metalloproteasen (an S2-Position) geschnitten wird (llagan und Kopan, 2007). Die
Intramembranproteolyse (S3) wird bei NOTCH vom y-Sekretase-Komplex katalysiert (De
Strooper et al., 1999; Selkoe und Kopan, 2003). Fir NOTCH wird diskutiert, ob der
Furin-Schnitt fir die RIP durch ADAM-Proteasen und die y-Sekretase notwendig ist
(Kidd und Lieber, 2002; Logeat et al., 1998). Um der Fragestellung nachzugehen, ob der
Furin-Schnitt Voraussetzung fir die RIP des Bri2 durch ADAM-10 und SPPL2a/b ist,
wurde die Furin-Schnittstelle KREA (Aminosaurereste 242-245) in proBri2 zu AAEA
mutiert (Bri2 KR/AA). Fir das homologe Protein Bri3 wurde gezeigt, dass diese Mutation
den Furin-Schnitt verhindert (Wickham et al., 2005). Nach Expression des Bri2 KR/AA in
HEK293-Zellen wird bei ca. 50 kDa nur eine Bande detektiert, die Expression von
proBri2 resultiert dagegen in der Doppelbande von proBri2 und Bri2 bei 50 kDa
(Abbildung 30). Es ist davon auszugehen, dass die eingefligte KR/AA Doppelmutation
die Prozessierung durch Furin verhindert, da Bri2 KR/AA nicht zu Bri2 maturiert.
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Abbildung 30. Die KR/AA Mutation verhindert den Furin-Schnitt von proBri2. Die Mutation
der Aminosaurereste K243 und R244 zu A resultiert in einer Bri2-Mutante (Bri2 KR/AA), die nicht
von Furin prozessiert wird. HEK293-Zellen wurden mit N-terminal Flag und C-terminal V5
markiertem proBri2 (wt) oder mit N-terminal Flag und C-terminal V5 markiertem Bri2 KR/AA
transfiziert. Zelllysate wurden mittels anti-Flag IP und WB, konditionierte Medien mittels anti-V5 IP
und WB auf Bri2-Schnittprodukte analysiert. Im Fall von proBri2 wird das Propeptid nach dem
Furin-Schnitt ins Medium sekretiert. Fur Bri2 KR/AA ist keine Prozessierung des Propeptids
nachweisbar, der Furin-Schnitt findet vermutlich nicht statt. Allerdings wird im konditionierten
Medium ein Peptid detektiert, dessen Molekulargewicht der BRICHOS-Domane plus
ungeschnittenem Propeptid entspricht. Dies weist darauf hin, dass Ectodomain-Shedding
stattfindet und unabhangig vom Furin-Schnitt erfolgt.
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Wahrend die Expression von proBri2 in HEK293-Zellen in der Freisetzung des
Propeptids in das konditionierte Medium resultiert (Abbildung 30, vergleiche auch
Abbildung 25), wird im Fall des Bri2 KR/AA ein ca. 30 kDa schweres Peptid sekretiert.
Das Molekulargewicht dieses sekretierten Peptids wirde dem berechneten
Molekulargewicht der BRICHOS-Domane plus Propeptid entsprechen. Es ist daher
davon auzugehen, dass Ectodomain-Shedding durch ADAM-10 trotz Inhibition der
Propeptid-Freisetzung stattfindet und eine um das Propeptid verlangerte BRICHOS-
Domane sekretiert wird.

Der Nachweis von NTF im Lysat bestatigt, dass ADAM-10 Bri2 KR/AA auch ohne Furin-
abhangige Proteolyse prozessiert (Abbildung 31). Bei Co-Expression des Bri2 KR/AA mit
SPPL2b in HEK293-Zellen findet Prozessierung zur ICD statt, wahrend bei Expression
der katalytisch inaktiven SPPL2b D/A-Mutante NTF akkumuliert und keine ICD-
Produktion zu beobachten ist (Abbildung 31). Die SPPL2b-abhangige

Intramembranproteolyse des Bri2 ist demnach unabhangig von der Furin-Prozessierung.
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Abbildung 31. Bri2 KR/AA wird unabhangig vom Furin-Schnitt durch SPPL2b und ADAM-
10 prozessiert. Stabil SPPL2b- oder SPPL2b D/A-exprimierende Zellen wurden transient mit N-
terminal Flag und C-terminal V5 markiertem Bri2 KR/AA transfiziert. Nach anti-V5 IP und WB wird
im konditionierten Medium ein Peptid nachgewiesen, das BRICHOS plus Propeptid entspricht
(vergleiche Abbildung 30). Zusatzlich zeigt die Detektion von NTF nach anti-Flag IP in Lysaten
und WB, dass Ectodomain-Shedding stattfindet. In Abhangigkeit von SPPL2b-Aktivitat wird ICD
generiert. Die fehlende Prozessierung von Furin beeinflusst daher vermutlich die SPPL2b-
abhangige Prozessierung nicht. Sowohl der ADAM-10- als auch der SPPL2b-Schnitt sind folglich
unabhangig von der Prozessierung durch Furin.

4.2.3 Co-Lokalisation des Bri2 und SPPL2b

Bri2 wird im Golgi-Apparat von Furin geschnitten (Choi et al., 2004; Kim et al., 1999; Kim
et al., 2000). SPPL2b wurde in spaten sekretorischen Kompartimenten beschrieben
(Fluhrer et al., 2008a; Friedmann et al.,, 2006; Krawitz et al., 2005). Um die Co-

Lokalisation von Protease und Substrat zu untersuchen, wurden Bri2 und SPPL2b
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exogen in HEK293-Zellen co-exprimiert. Nach immunzytochemischer Farbung co-
lokalisieren die Proteine in einer vesikuldren Struktur in der Nahe des Zellkerns
(Abbildung 32). Die Co-Lokalisation von sowohl Bri2 als auch SPPL2b mit dem
Markerprotein Giantin zeigt, dass die Interaktion von Protease und Substrat
wahrscheinlich im Golgi-Apparat stattfindet, wobei eine Prozessierung in spateren

Kompartimenten nicht vollstdndig ausgeschlossen ist.

SPPL2b Giantin

Abbildung 32. Co-Lokalisation des Bri2 und SPPL2b. Stabil Bri2 und SPPL2b exprimierende
HEK293-Zellen wurden immunzytochemisch gegen den V5-Tag des Bri2 (C-terminal), gegen den
HA-Tag des SPPL2b (C-terminal) und gegen Giantin, einem Markerprotein fir den Golgi-Apparat,
gefarbt. Bri2 und SPPL2b co-lokalisieren hauptsachlich in einem perinuklearem Kompartiment.
Der Malstab entspricht 10 uM.

4.2 .4 Co-Lokalisation des Bri2 mit SPPL2b ist nicht ausreichend fur RIP

Um die Frage zu beantworten, ob die Co-Lokalisation von SPPL2b mit Bri2 in einem
spaten sekretorischen Kompartment Vorausetzung fir RIP ist, oder ob die Proteolyse
auch schon in friheren sekretorischen Kompartimenten wie beispielsweise dem ER
sattfinden kann, wurden stabil Bri2 und SPPL2b exprimierende HEK293-Zellen mit
Brefeldin A behandelt. Durch Brefeldin A wird das ER mit dem Golgi-Apparat fusioniert
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und der Vorwarts-Transport von sekretierten und membranstandigen Proteinen blockiert
(Klausner et al., 1992; Sciaky et al., 1997). Nach Behandlung mit Brefeldin A werden
SPPL2b und Bri2 in diesem Fusionskompartiment zurtickgehalten und co-lokalisieren
(Abbildung 33, vergleiche zur Kontrolle Abbildung 32).

SPPL2b

SPPL2b

Abbildung 33. Co-Lokalisation des Bri2 und SPPL2b in Brefeldin A-behandelten Zellen.
Stabil Bri2 und SPPL2b exprimierende HEK293-Zellen wurden mit 10 pg/ul Brefeldin A behandelt
und immunzytochemisch gegen den V5-Tag (am C-Terminus des Bri2), gegen den HA-Tag (am
C-Terminus des SPPL2b) und gegen Giantin gefarbt. Co-Lokalisation des Bri2 und SPPL2b ist in
einem ER-Golgi-Fusionskompartiment nachweisbar. Der Maf3stab entspricht 10 um.

Die WB-Analyse zeigt jedoch, dass die RIP des Bri2 in Brefeldin A-behandelten Zellen
nicht stattfindet (Abbildung 34 und 35). Brefeldin A inhibiert die Furin-abhangige
Prozessierung von proBri2: Wahrend in unbehandelten HEK293-Zellen die
charakteristische Doppelbande des immaturen proBri2 und maturen Bri2 nachweisbar ist,
akkumuliert nach Brefeldin A-Behandlung die immature proBri2 Spezies (Abbildung 34).
Zusatzlich wird nach Brefeldin A-Behandlung kein Propeptid im konditionierten Medium
detektiert. Ebenso wird unter Brefeldin A-Bedingungen kein BRICHOS und NTF
detektiert: Der ADAM-10-Schnitt ist inhibiert. Unter Brefeldin A-Behandlung wird

79



aulRerdem keine ICD nachgewiesen, was auf eine Inhibition der Intramembranproteolyse
durch SPPL2b hinweist.
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Abbildung 34. Brefeldin A (BFA) inhibiert die RIP des Bri2. proBri2 bzw. Bri2 sind N-terminal
Flag und C-terminal V5 markiert. Anti-Flag IP und WB erlaubt den Nachweis von N-terminalen
Bri2-Spezies, wahrend C-terminale Bri2-Spezies nach anti-V5 IP und WB detektiert werden. (A)
Der SPPL2b-Schnitt wird durch Brefeldin A inhibiert. proBri2- und SPPL2b-exprimierende
HEK293-Zellen wurden Uber Nacht mit 10 ug/ul Brefeldin A behandelt. Im Lysat akkumuliert
durch die Brefeldin A-Behandlung proBri2 (links); die SPPL2b-abhangige ICD-Produktion wird
blockiert (rechts). (B) Brefeldin A inhibiert die Prozessierung des proBri2 durch Furin. proBri2-
exprimierende HEK293-Zellen wurden Gber Nacht mit 10 pg/ul Brefeldin A behandelt. Wahrend
unbehandelte Zellen das Propeptid sekretieren, akkumuliert proBri2 in Brefeldin A-behandelten
Zellen. Weder im Lysat noch im konditionierten Medium ist Furin-prozessiertes Propeptid
nachweisbar. (C) Brefeldin A unterbindet den ADAM-10-Schnitt. Bri2-exprimierende HEK293-
Zellen wurden Uber Nacht mit 10 ug/ul Brefeldin A behandelt. Wahrend unbehandelte Zellen
BRICHOS sezernieren, akkumuliert Bri2 unter Brefeldin A-Behandlung im Lysat. BRICHOS ist
nach Brefeldin A-Behandlung nicht nachweisbar. Folglich wird ADAM-10-abhangiges
Ectodomain-Shedding des Bri2 durch Brefeldin A inhibiert.

Bri2 wird durch ADAM-10 prozessiert und Ectodomain-Shedding des Bri2 erleichtert die
SPPL2b-abhangige Intramembranproteolyse erheblich (siehe 4.1.2 und 4.5.3). Folglich
kénnte es sein, dass fehlendes Ectodomain-Shedding unter Brefeldin A-Bedingungen
die Ursache fir die ineffiziente Prozessierung durch SPPL2b ist. Um diesen Effekt zu
umgehen, wurden HEK293-Zellen mit Bri2AE transfiziert. Die Behandlung der Zellen mit
Brefeldin A resultiert in der Inhibition des SPPL2b-Schnitts des Bri2AE (Abbildung 35).
SPPL2b zeigt nach Brefeldin A-Behandlung eine veranderte Maturierung. Es kénnte
folglich sein, dass die veranderte Maturierung fiir die fehlende SPPL2b-Aktivitat

verantwortlich ist.

80



V5

BFA: - +
i C-Peptid 22 — gl — Bri2AE
Lumen % 6 — Flag
SPPL2b-HA Z 98— «— SPPL2b matur
& | — SPPL2b immatur
Flag N - HA
g ICD s & &
° ] “«— (. i
Bri2AE  Flag S DA v Creptd

Abbildung 35. SPPL2b-Aktivitat wird durch Brefeldin A inhibiert. Bri2AE ist N-terminal mit
Flag und C-terminal mit V5 markiert. SPPL2b ist C-terminal mit einem HA-Tag versehen. Stabil
SPPL2b und transient Bri2AE-coexprimierende HEK293-Zellen wurden tGber Nacht mit 10 pg/mli
Brefeldin A behandelt und anhand von anti-Flag IP und WB (Lysate) und anti-V5 IP und WB
(Medien) auf Prozessierung des Bri2AE untersucht. SPPL2b wurde in isolierten Zellmembranen
im WB gegen den HA Tag nachgewiesen. Nach Brefeldin A-Behandlung ist keine ICD-
Generierung nachweisbar. Bri2AE akkumuliert in den behandelten Zellen. Die Sekretion des C-
Peptids in das konditionierte Medium ist blockiert. SPPL2b maturiert unter Brefeldin A-
Bedingungen nicht. Die Brefeldin A-induzierte fehlerhafte Maturierung von SPPL2b kénnte fur die
ineffiziente Proteolyse des Bri2AE ausschlaggebend zu sein.

4.3 Differentielle Intramembranproteolyse durch SPPL2b

Neben Bri2 wurden auch TNFa und der FasL als Substrate fir SPPL2a bzw. SPPL2b
beschrieben (Fluhrer et al., 2006; Friedmann et al., 2006; Kirkin et al., 2007). Die
Gemeinsamkeit dieser Proteine besteht in der Lokalisation in sekretorischen
Kompartimenten, einer Typ-lI-Membrantopologie und Prozessierung in der Ektodomane
durch ADAM-Proteasen. Es sind keine Sequenzhomologien erkennbar, die eine
Vorhersage ermoglichen, ob ein Protein SPPL2a/b-abhangige Intramembranproteolyse
durchlauft. Unklar ist auch, ob das fir alle SPPL-Substrate beobachtete Ectodomain-
Shedding Voraussetzung flr die SPPL2b-abhangige Intramembranproteolyse ist. Eine
vom Ectodomain-Shedding unabhangige Untersuchung der SPPL2b-abhangigen
Intramembranproteolyse anhand der bekannten Substrate wird durch die katalytische
Promiskuitat der Sheddasen erschwert (Reiss und Saftig, 2008; Sisodia, 1992). Um die
Anforderungen an die SPPL2b-abhangige Intramembranproteolyse zu analysieren, ist
daher ein Vergleich von einem RIP-Substrat mit einem Transmembranprotein, das kein
Substrat fir RIP ist (,Nicht-Substrat®), angezeigt. Durch schrittweisen Austausch von
Domanen konnte es moglich sein, Riuckschlusse auf mogliche Determinanten fur die

Prozessierung durch SPPL2b zu ziehen.
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4.3.1 Bri3 ist kein Substrat fur RIP

Bri3 ist mit 60% Sequenzahnlichkeit das nachste Homologe =zu Bri2. Die
Sequenzanalyse zeigt, dass neben der strikten Konservierung von 43% der
Aminosauren (Abbildung 36) auch die Typ-ll-Transmembrantopologie erhalten ist. Die
héchste Homologie findet sich im Bereich des Propeptids und BRICHOS, wahrend die
TMD funktionell, jedoch auf Ebene der Aminosauresequenz nur gering konserviert ist.
Der am geringsten konservierte Bereich zwischen Bri2 und Bri3 befindet sich in der
luminalen Juxtamembrandomane (IJMD) und zwischen den ICD. Bri3 ist eine
Aminosaure langer als Bri2 und wird - wie flr Bri2 beschrieben - durch Furin prozessiert
(Choi et al., 2004; Wickham et al., 2005).

. ICD s WMD
Bri2 wvmrr ey sA L AGKEARKDE PRSGEEALT I FFDAVAVICKD P DOVVEVGORRAN WILGG&I -=-YE¥YERL-Q--
Brid mvmIsroravAcIRs DRADRASASARAPASATEILLT FAREEQFPQHRIRRGS VYIYRYEFLAQLA

3 UMD BRICHOS

Bri2 soovyyCeIKY IRDDVILNEPSADAPAALYQTIEENIRI E‘ES!E‘.-'EFISWEF'ELDSD@L‘WE'HDFHKKLTHYLDLMCWI PLNT3IVHPPRNLLELL

Bri3 rovrerce-------- VLYEDS L3 QVRIQMELEE DVEIY L DENYERINVEVEQE GGGDPADI INDERGLTAY EDI SLORCYVIELNTITIVLPPRNFWELL

185
Bri2 s IRAGTYLPOSY LIHEHMVITDRIENI D]!I.GFE‘IYRI.CHD!ITIKLDHEETIKGIQMWFMME‘EHEI‘LFLTLICE -

B3 srvERETYLEQTY IIQEEMVVAEH TS DEEALGSFTY HLCHGRDTYRIRRRATRRR INRIR GRARNCHATREFER TEVVETLICGGT

T

Furin

Abbildung 36. Aminosaure-Alignment des Bri2 und Bri3. Die Furin-Schnittstelle und die TMD
sind fettgedruckt. Identische Aminosaurereste sind grau unterlegt. 43% der Aminosauren sind
konserviert, 60% sind sich ahnlich. BRICHOS und das Propeptid sind hochkonserviert. Die TMD
ist funktionell, jedoch nicht auf Aminosaureebene konserviert. Die niedrigste Homologie befindet
sich innerhalb der ICD und der IJMD (in grin). Die Sequenzanalyse erfolgte mit VectorNTI, die
Annotation der TMD und von BRICHOS wurde aus der Proteindatenbank UNIPROT tbernommen.

Um eine mogliche RIP von Bri3 zu untersuchen, wurde Bri3 exogen in HEK293-Zellen
mit SPPL2b co-exprimiert. Zunachst wird ersichtlich, dass kein Bri3 NTF nachgewiesen
werden kann (Abbildung 37). Weiterhin wird im konditionierten Medium kein BRICHOS
detektiert. Beides steht in Kontrast zu der bereits dargestellten Prozessierung des Bri2,
fir das sowohl NTF als auch BRICHOS nachgewiesen werden (Abbildungen 20, 24 und
37). Diese Ergebnisse validieren die Daten einer Studie, die nahelegt, dass Bri3 kein
Substrat fir Ectodomain-Shedding ist (Wickham et al., 2005). Nach Co-Expression mit
SPPL2b wird in Bri2-exprimierenden Zellen ICD generiert (Abbildung 37, vergleiche
Abbildung 25). Dies ist fur Bri3 nicht der Fall (Abbildung 37). Bri3 ist damit trotz hoher
Homologie zu Bri2 in HEK293-Zellen kein Substrat fur RIP.
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Abbildung 37. Bri3 ist kein Substrat fiir Ectodomain-Shedding und RIP. Bri2 und Bri3 sind N-
terminal mit einem Flag Tag und C-terminal mit einem V5 Tag vesehen. Nach Co-Expression des
Bri2 oder Bri3 mit SPPL2b oder SPPL2b D/A werden nach anti-Flag IP und WB nur fur Bri2 NTF
und ICD detektiert. Im konditionierten Medium wird sezerniertes BRICHOS nach anti-V5 IP und
WB nur fir Bri2 nachgewiesen. Der anti-APP WB mit dem 22C11 Antikdrper gegen die
sezernierte APP-Ektodomane (sAPP) zeigt, dass Ectodomain-Shedding per se durch die Bri3-
Expression nicht beeinflusst wird. * kennzeichnet eine langere WB-Exposition im Vergleich zu den
oberen WB, in denen die Volllangenproteine Bri2 bzw. Bri3 nachgewiesen werden.

Die Ursache flr die unterschiedliche Prozessierung von Bri3 gegentber Bri2 liegt nicht in
differentieller Lokalisation der Proteine, da Bri3 ebenso wie Bri2 sekretorische
Kompartimente durchlauft. Beide Proteine co-lokalisieren in  durch TritonX
permeabilisierten HEK293-Zellen mit Giantin, einem Markerprotein flir den Golgi-Apparat
(Linstedt und Hauri, 1993). In nicht-permeabilisierten Zellen werden sowohl Bri3 als auch
Bri2 an der Zelloberflache detektiert (Abbildung 38). Die Lokalisation von Bri3 und Bri2
unterscheidet sich daher nicht wesentlich.

+ TritonX 100 - TritonX 100

giantin

Abbildung 38. Bri3 lokalisiert in spaten sekretorischen Kompartimenten. C-terminal V5
markiertes Bri2 oder Bri3 wurde transient in HEK293-Zellen exprimiert. Nach
immunzytochemischer Farbung des V5 Tag (roter Kanal) bzw. des Giantin (griiner Kanal) wird
deutlich, dass Bri3 ahnlich wie Bri2 mit Giantin co-lokalisiert (mit TritonX 100 gedffnete Zellen,
vergleiche Abbildung 32). Aulerdem ist Bri3 wie auch Bri2 an der Plasmamembran lokalisiert
(ungedffnete Zellen, ohne TritonX 100). Der MaRstab entspricht 10 um.
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4.3.2 Ectodomain-Shedding ist nicht ausreichend fur SPPL2b-abhangige
Intramembranproteolyse

Die SPPL2a- und SPPL2b-Substrate Bri2, TNFa und FasL zeigen Kkeine
Sequenzahnlichkeiten. Neben ihrer Typ-ll-Transmembrantopologie wurde jedoch fir alle
diese Proteine Ectodomain-Shedding beschrieben (Gearing et al., 1994; Kirkin et al.,
2007; Martin et al., 2008b; Schulte et al., 2007). Bri3 wird nicht in der Ektodomane
prozessiert und ist kein Substrat fir SPPL2b (Martin et al., 2008a). Die Ursache fiir die
ausbleibende Intramembranproteolyse konnte im fehlenden Ectodomain-Shedding
liegen. In diesem Fall sollte ein Bri3-Deletionskonstrukt (Bri3AE), das eine verkiirzte
Ektodoméane aufweist, von SPPL2b umgesetzt werden. Die Co-Expression von Bri3AE
mit SPPL2b zeigt jedoch, dass Bri3AE ebenfalls kein Substrat fir SPPL2b darstellt
(Abbildung 39). Wahrend Bri2AE in Abhangigkeit von SPPL2b zu ICD prozessiert wird
und der SPP/SPPL-Inhibitor (Z-LL),-Keton die Prozessierung inhibiert, wird fur Bri3AE
kein Umsatz detektiert (Abbildung 39).

Bri2AE Bri3AE

V5 V5 ZLL: - £ - +
Lumen 22 Bri2AE
SPPL2b [@ﬂ— ? 16 Bri3AE
] ICD - ~—ICD
Flag N Flag N
Bri2AE Bri3AE kDA Flag

Abbildung 39. Ectodomain-Shedding ist nicht ausreichend fiir SPPL2b-abhédngige
Intramembranproteolyse. Den Deletionskonstrukten Bri2AE und Bri3AE fehlt die BRICHOS-
Domane, die Prozessierung durch SPPL2b ist daher unabhangig von Ectodomain-Shedding.
Bri2AE und Bri3AE sind N-terminal mit Flag und C-terminal mit V5 markiert. Bei Co-Expression
des Bri2AE oder Bri3AE mit SPPL2b wird nach anti-Flag IP und WB deutlich, dass Bri2AE zu ICD
prozessiert wird, Bri3AE hingegen nicht. Die Behandlung mit (Z-LL),-Keton zur Inhibition des
SPPL2b-Schnitts des Bri2AE dient der Kontrolle.

Fehlendes Ectodomain-Shedding ist daher nicht ursachlich fir die SPPL2b-
Schnittineffizienz gegenlber Bri3. Anhand dieses Ergebnisses kann davon ausgegangen
werden, dass Sequenz- oder Strukturdeterminanten in Bri2 flir eine effiziente
Prozessierung durch SPPL2b bestehen.

Mithilfe von Domanenaustausch-Experimenten zwischen Bri2 und Bri3 und der Analyse
der SPPL2b-Schnitteffizienz der chimaren Bri-Proteine kdbnnen nachfolgend differentiell

Substratanforderungen von SPPL2b abgeleitet werden.
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4.4 Substratanforderungen fur SPPL2b

Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass Sequenz- bzw. Strukturmotive im
membranverankerten Bri2 NTF fur den SPPL2b-Schnitt verantwortlich sein missen. Ein
Austausch von Domanen des Bri2 mit den entsprechenden Domanen von Bri3 mit
nachfolgender Analyse der SPPL2b-Schnitteffizienz kann Aufschluss Gber den Einfluss
bestimmter Aminosauresequenzen auf die SPPL2b-abhangige Proteolyse geben. Eine
schematische Beschreibung der hierfir verwendeten chimaren Bri2/Bri3-Proteine findet
sich in Abbildung 40.

V5 V5 V5

I Bri2 (7} n 0

. ¢ g g

Bri3 o S o

o Y Y

V5 m m m

Lumen b

Flag N Flag N Flag N Flag N

Bri2/3AE Bri2/3/2 Bri3/2/2 Bri2 | griz 45.54

Abbildung 40. Chimére Bri2 / Bri3-Proteine. Mittels der gezeigten chimaren Bri2 / Bri3-
Konstrukte soll Aufschluss Uber den Einfluss bestimmter Aminosauresequenzen auf die SPPL2b-
abhangige Proteolyse gewonnen werden. Das Konstrukt Bri2/3AE tragt die ICD und die TMD des
Bri2, jedoch die luminale Juxtamembrandomane des Bri3. Die BRICHOS-Domane fehlt Bri2/3AE.
Das Bri2/3/2-Austauschkonstrukt enthalt die TMD von Bri3, besteht sonst jedoch aus Bri2.
Bri3/2/2 enthélt die ICD von Bri3, der restliche Teil besteht aus Bri2. Das Bri2jsg:iz 4554 -
Austauschkonstrukt enthalt die zehn zytoplasmatischen juxtamembranen Aminosaurereste von
Bri3, besteht sonst jedoch aus Bri2. Alle Konstrukte sind N-terminal mit einem Flag Tag und C-
terminal mit einem V5 Tag versehen.

4.4 1 Determinanten in der luminalen Juxtamembrandomane beeinflussen
die SPPL2b-Schnitteffizienz

Fur Substrate der y-Sekretase wurde gezeigt, dass die luminale Juxtamembrandomane
(IJMD) Einfluss auf die Intramembranproteolyse hat (Ren et al., 2007). Fir SPPL2b kann
anhand eines chimaren Konstrukts gezeigt werden, dass die IJMD die Schnitteffizienz
erheblich beeinflusst: Das Konstrukt Bri2/3AE unterscheidet sich von Bri2AE im
Austausch der [IUMD (Abbildung 40, 41). Aus dem Vergleich der SPPL2b-abhangigen
Prozessierung des Bri2/3AE zu Bri2AE kann folglich der Einfluss der IUMD des Bri2 auf
die SPPL2b-Aktivitat abgeleitet werden. Die Expression des Bri2/3AE fuhrt zu geringeren
Mengen an ICD als die Expression des Bri2AE (Abbildung 41). Die Schnitteffizienz von
SPPL2b gegenlber Bri2/3AE ist im Vergleich zu Bri2AE um 70% verringert (Abbildung
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41). Die IUMD eines SPPL2b-Substrats kann folglich erheblichen Einfluss auf die
Prozessierung durch SPPL2b haben.

A B C
I B2
Bri3 _ _
V5 V5 Bri2AE Bri2/3AE -Emo
Lumen  SPPL2b: wt D/Awt D/A 2 |
SPPL2b 22— .~ Bri2AE, £
A 16— Bri2/3AE @ 90
}9{ —1CD o 40|
Flag N Flag N kDA Flag % 201
Bri2AE Bri2/3AE Bri2AE Bri2/3AE

Abbildung 41. Die IJMD beeinflusst die SPPL2b-abhédngige Bri2-Prozessierung. (A) Das
Konstrukt Bri2/3AE tragt die ICD und die TMD des Bri2, jedoch die [UMD des Bri3. Beide
Konstrukte sind N-terminal mit einem Flag Tag und C-terminal mit einem V5 Tag versehen. Die
BRICHOS-Domane fehlt den Deletionskonstrukten Bri2AE und Bri2/3AE. (B) Die Co-Expression
des Bri2AE oder Bri2/3AE mit SPPL2b und nachfolgende Analyse der Zelllysate mittels anti-Flag
IP und WB zeigt, dass fir Bri2AE als auch fiir Bri2/3AE ICD entsteht. Bri2/3AE wird jedoch
weniger effizient prozessiert als Bri2AE. Bei Co-Expression des Bri2AE mit SPPL2b D/A
akkumuliert Bri2AE. Die Akkumulation fallt fir Bri2/3AE weniger stark aus. (C) Die SPPL2b-
Schnitteffizienz wird durch den Austausch der IJMD um 73+20% reduziert (n=9, p<0,001).

4.4.2 In der TMD des Bri2 existieren Determinanten fir die Prozessierung
durch SPPL2b

Bislang wurde nicht untersucht, welche Rolle Sequenzdeterminanten in den TMD von
SPPL-Substraten spielen. Um den Einfluss der Bri2 TMD auf die Schnitteffizienz von
SPPL2b zu bestimmen, wurde ein Konstrukt kloniert, in dem die TMD des Bri2 durch die
TMD von Bri3 ersetzt wurde (Bri2/3/2). Co-Expression des Bri2/3/2 mit SPPL2b in
HEK293-Zellen zeigt im Vergleich zu Bri2 eine um 80% reduzierte ICD-Bildung
(Abbildung 42). Der Austausch der TMD des Bri2 zu Bri3 zeigt keinen Einfluss auf die
Prozessierung in der Ektodomane, da sich die Mengen an sekretiertem BRICHOS fir die
beiden Konstrukte nicht unterscheiden (Abbildung 42). Innerhalb der TMD des Bri2
liegen folglich keine Determinanten fir die ADAM-10-, jedoch starke Determinanten flr

die SPPL2b-abhangige Proteolyse.
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Abbildung 42. Die Bri2 TMD st entscheidend fiir SPPL2b-abhangige
Intramembranproteolyse. (A) Das Bri2/3/2-Austauschkonstrukt enthalt die TMD von Bri3,
besteht sonst jedoch aus Bri2. Beide Konstrukte sind N-terminal mit einem Flag und C-terminal
mit einem V5 Tag versehen. (B) Bri2/3/2 wird weniger effizient von SPPL2b prozessiert als Bri2.
Bri2 bzw. Bri2/3/2 wurden mit SPPL2b co-exprimiert und die Zelllysate mittels anti-Flag IP und
WB auf proteolytische Prozessierung der Konstrukte untersucht. Behandlung der Zellen mit (Z-
LL)>-Keton dient der Kontrolle fir Fragmente, die durch SPPL2b-abhangige Proteolyse entstehen.
Sowohl fir Bri2 als auch fur Bri2/3/2 wird ICD-Generation nachgewiesen, sie fallt fir Bri2/3/2
jedoch geringer aus. Das NTF des Bri2/3/2 unterscheidet sich im Laufverhalten vom NTF des Bri2,
wahrscheinlich wegen der ungleichen TMD-Sequenzen. Die Sezernierung von BRICHOS wurde
mittels anti-V5 IP und WB der konditionierten Medien untersucht. Die BRICHOS-Sezernierung in
das konditionierte Medium unterscheidet sich nicht zwischen Bri2/3/2 und Bri2. (C) Co-Expression
des Bri2/3/2 mit SPPL2b und Vergleich der Bri2/3/2-ICD-Menge mit der des Bri2 zeigt Reduktion
der ICD-Generation um 77+7,7% (n=3, p<0,05).

Fir Rhomboid- und SPP-Substrate wurden Glycin- und Prolin-Reste in einer TMD als
Voraussetzung fir effiziente Intramembranproteolyse beschrieben (Lemberg und
Martoglio, 2002; Urban und Freeman, 2003). Damit eine Peptidbindung flir eine
Protease zuganglich ist, muss das a-helikale Rickgrat der TMD an zumindest einer
Peptidbindung entwunden werden (Salvesen, 2003). Glycine und Proline kdénnen als
,Helix-Breaker“ die Faltung einer a-helikalen TMD stéren und daher das Entwinden
erleichtern (Altmann et al., 1990; Chakrabartty et al., 1991). Ob Helix-Breaker in SPPL-
Substraten Voraussetzung fiir effiziente Intramembranproteolyse sind, ist unklar. Bri2
tragt zwar keine Prolin-, aber vier Glycin-Reste in der TMD (Abbildung 43). Um den
Einfluss dieser Glycin-Reste in ihrer Gesamtheit zu untersuchen, wurden sie alle zu
Alanin-Resten mutiert (Bri2 TMD G/A). Die Co-Expression des Bri2 TMD G/A mit
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SPPL2b erlaubt zwar Prozessierung durch SPPL2b, die Schnitteffizienz ist jedoch um
70% reduziert (Abbildung 43). Die Glycin-Reste in der TMD des Bri2 spielen demnach

fur die effiziente Prozessierung durch SPPL2b eine wichtige Rolle.
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Abbildung 43. Glycin-Reste in der TMD des Bri2 beeinflussen den SPPL2b-Schnitt. (A) Im
Konstrukt Bri2 TMD G/A sind die vier Glycin-Reste in der TMD des Bri2 zu Alanin mutiert. (B) Bri2
und Bri2 TMD G/A sind N-terminal mit einem Flag und C-terminal mit einem V5 Tag versehen.
Bri2 bzw. Bri2 TMD G/A wurden mit SPPL2b bzw. der inaktiven Mutante SPPL2b D/A co-
exprimiert und die Zelllysate mittels anti-Flag IP und WB auf proteolytische Prozessierung der
Konstrukte untersucht. Die Sezernierung von BRICHOS wurde mittels anti-V5 IP und WB der
konditionierten Medien nachgewiesen. Die BRICHOS-Menge in den konditionierten Medien
unterscheidet sich nicht zwischen Bri2 TMD G/A und Bri2. (C) Co-Expression des Bri2 TMD G/A
mit SPPL2b und Vergleich der ICD-Menge mit der des Bri2 wt zeigt Reduktion der ICD-
Generation um 70+10,5% (n=6, p<0,00015).

4.4.3 In der ICD des Bri2 existieren Determinanten fur SPPL2b

Fir Rhomboid- und y-Sekretase-Substrate wurde gezeigt, dass der intrazellulare Teil
eines Substrats die Intramembranproteolyse beeinflussen kann (Hemming et al., 2008;
Urban et al., 2002). Fiur die SPP/SPPL-abhangige Intramembranproteolyse ist nicht
bekannt, ob der intrazellulare Teil eines Substrats Einfluss auf die Schnitteffizienz hat.
Der Austausch der Bri2 ICD mit der Bri3 ICD erlaubt, die Starke des Einflusses der ICD
auf die SPPL2b-Schnitteffizienz zu bestimmen (Bri3/2/2). Die Co-Expression von
Bri3/2/2 mit SPPL2b zeigt, dass die Schnitteffizienz von SPPL2b gegeniber Bri3/2/2 im
Vergleich zu Bri2 um ca. 60% reduziert ist (Abbildung 44). Die veranderte ICD zeigt
dabei keinen Einfluss auf Ectodomain-Shedding durch ADAM-10, da die Menge an
sekretiertem BRICHOS sich nicht zwischen Bri3/2/2 und Bri2 unterscheidet.
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Abbildung 44. Die Bri2-ICD hat Einfluss auf die SPPL2b-abhingige Bri2-Prozessierung. (A)
Bri3/2/2 enthalt die ICD von Bri3, besteht sonst jedoch aus Bri2. Beide Konstrukte sind N-terminal
Flag und C-terminal V5 markiert. (B) Bri2 bzw. Bri3/2/2 wurden mit SPPL2b bzw. der inaktiven
Mutante SPPL2b D/A co-exprimiert und die Zelllysate mittels anti-Flag IP und WB auf
proteolytische Prozessierung der Konstrukte untersucht. Bri3/2/2 wird schlechter von SPPL2b
prozessiert als Bri2. Das Bri3/2/2 NTF unterscheidet sich im Laufverhalten vom Bri2 NTF,
Ursache sind vermutlich die ungleichen ICD-Sequenzen. Die Sezernierung von BRICHOS wurde
mittels anti-V5 IP und WB der konditionierten Medien untersucht. Die BRICHOS-Sezernierung in
das konditionierte Medium unterscheidet sich nicht zwischen Bri3/2/2 und Bri2. (C) Co-Expression
von Bri3/2/2 mit SPPL2b und Vergleich der ICD-Menge mit der des Bri2 zeigt eine Reduktion der
ICD-Generation um 63+12,6% (n=9, p<0,0001).

Wird der Anteil von Bri3 in der ICD auf zehn juxtamembrane Aminosauren verkurzt (Bri2
Ins Bri3 45-54), 2€igt sich eine gleichermalen starke Abnahme der SPPL2b-Schnitteffizienz
(Abbildung 45). Folglich sind mit groRer Wahrscheinlichkeit diese zehn Aminosauren flr
die 60%ige Reduktion in der Prozessierung durch SPPL2b verantwortlich.
Zusammenfassend kann herausgestellt werden, dass Ectodomain-Shedding per se nicht
ausreichend fiir eine effiziente SPPL2b-abhangige Intramembranproteolyse des Bri2 ist.
Es existieren wichtige Sequenz- bzw. Strukturdeterminanten, die sowohl in der ICD
(siehe 4.4.3), der TMD (siehe 4.4.2) als auch der IJMD (siehe 4.4.1) zu finden sind.
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Abbildung 45. 10 Aminoséduren an der Grenze der zytoplasmatischen Doméne zur TMD des
Bri2 sind entscheidend fiir die Substraterkennung durch SPPL2b. (A) Das Bri2,sg/i3 45.54 -
Austauschkonstrukt enthalt die zehn zytoplasmatischen juxtamembranen Aminosdurereste von
Bri3, besteht sonst jedoch aus Bri2. Beide Konstrukte sind N-terminal Flag und C-terminal V5
markiert. (B) Bri2 bzw. Bri2|sgsi3 45.54 wurden mit SPPL2b bzw. der inaktiven Mutante SPPL2b D/A
in HEK293-Zellen co-exprimiert und die Zelllysate mittels anti-Flag IP und WB auf proteolytische
Prozessierung untersucht. Bri2.sgris 45.54 Wird weniger effizient von SPPL2b prozessiert als Bri2.
Die Sezernierung von BRICHOS wurde mittels anti-V5 IP und WB der konditionierten Medien
untersucht, sie unterscheidet sich nicht zwischen Bri2,sgsiz 45.54 Und Bri2. (C) Co-Expression des
Bri2nsgris 45.54 Mit SPPL2b und Vergleich der ICD-Menge mit der des Bri2 zeigt eine Reduktion der
ICD-Generation um 57+14,6% (n=6, p<0,005). Die verringerte SPPL2b-Schnitteffizienz
gegeniber Bri2,sgriz 45.54 ist folglich vergleichbar mit der Reduktion des SPPL2b-Schnitts von
Bri3/2/2 (Abbildung 44).
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4.5 Die Rolle des Ectodomain-Sheddings fur SPPL2b-abhangige

Proteolyse

4.5.1 Ectodomain-Shedding ist keine strikte Voraussetzung fur SPPL2b-
abhangige Intramembranproteolyse

Fur Bri2, TNFa und den FasL wurde Ectodomain-Shedding beschrieben (Fluhrer et al.,
2006; Kirkin et al., 2007; Martin et al., 2008b; Schulte et al., 2007). Die Ektodomane von
Bri3 wird nicht prozessiert (siehe 4.3.1). Dementsprechend erlaubt ein chimares Bri-
Protein, das die ICD und die TMD des Bri2, jedoch die Ektodomane von Bri3 enthalt
(Bri2/3, Abbildung 46), die Analyse, ob ein Volllangenprotein Substrat fir SPPL2b sein
kann. Nach Co-Expression des Bri2/3 mit SPPL2b wird matures Bri2/3 bei 50 kDa
detektiert. Entsprechend der Beobachtung, dass Bri3 nicht in der Ektodomane
prozessiert wird, kann fir Bri2/3 in konditioniertren Medien kein BRICHOS und in den
Lysaten kein NTF nachgewiesen werden. Nach langerer Belichtung des Films wird
jedoch deutlich, dass in Abhangigkeit von aktivem SPPL2b fir Bri2/3 ICD entsteht
(Abbildung 46). Dies legt nahe, dass SPPL2b prinzipiell ein Volllangensubstrat
schneiden kann. Allerdings ist die erzeugte Menge an Bri2/3 ICD verglichen zu der der
Bri2 ICD sehr gering.

HEK293-Zellen, die Bri2 und SPPL2b D/A co-exprimieren, produzieren geringe Mengen
ICD (Abbildung 46, lange Exposition des WB). Die Ursache hierfir ist vermutlich
endogene  SPPL2b-Aktivitat. Da  Bri2/3 ein  schlechteres  Substrat  flr
Intramembranproteolyse darstellt, wird fir Bri2/3 keine ICD-Produktion durch endogene

Intramembranproteasen beobachtet.
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Abbildung 46. Ectodomain-Shedding ist keine strikte Voraussetzung fiir SPPL2b-
abhingige Intramembranproteolyse. (A) Bri2/3 besteht aus der ICD und der TMD des Bri2, die
Ektodomane stammt aus Bri3. Beide Konstrukte sind N-terminal Flag und C-terminal V5 markiert.
(B) Bri2 bzw. Bri2/3 wurden mit SPPL2b oder der inaktiven Mutante SPPL2b D/A co-exprimiert
und in Zelllysaten mittels anti-Flag IP und WB, in konditionierten Medien mittels anti-V5 IP und
WB untersucht. Bri2/3 ist kein Substrat fir Ectodomain-Shedding, da weder BRICHOS im
konditionierten Medium noch NTF in Lysaten detektierbar ist. Dagegen fiihrt die Expression des
Bri2 wt zu erheblichen Mengen an NTF und sezerniertem BRICHOS. Nach langerer Exposition
des WB ist bei Co-Expression des Bri2/3 mit SPPL2b ICD-Generation nachweisbar (weil3er Kreis).
Die ICD-Produktion ist spezifisch fir SPPL2b, da die Co-Expression des Bri2/3 mit der inaktiven
SPPL2b D/A-Mutante nicht zu ICD-Produktion fuhrt. Die ICD-Menge ist im Vergleich zu Bri2 wt
erheblich reduziert. Die langere WB-Exposition zeigt nach Co-Expression des Bri2 wt mit SPPL2b
D/A geringe Mengen an ICD. Dies ist wahrscheinlich Resultat endogener SPPL2a- oder SPPL2b-
Aktivitat. * kennzeichnet eine langere Blot-Exposition als fur den oberen Blot.

4.5.2 Die Schnitteffizienz von SPPL2b korreliert negativ mit der Lange der
Ektodomane des Substrats

Im Vergleich zur SPPL2b-abhangigen Prozessierung des Bri2 entsteht flr Bri2/3 nur
wenig ICD. Im Fall des Bri2 kann davon ausgegangen werden, dass das NTF das
entscheidende Substrat fir SPPL2b darstellt, da es praferentiell an die inaktive SPPL2b
D/A-Mutante bindet (siehe 4.2.1). Im Fall des Bri2/3 stellt jedoch das Volllangenprotein
das direkte Substrat flir SPPL2b dar, da Ectodomain-Shedding nicht stattfindet. Ein
Unterschied zwischen den beiden Substraten ist folglich die Lange der Ektodoméane. Es
stellt sich daher die Frage, ob die Schnitteffizienz von SPPL2b mit abnehmender Lange
der Ektodomane des Substrats zunimmt, wie es auch bei der y-Sekretase der Fall ist
(Struhl und Adachi, 2000). Zur Beantwortung dieser Fragestellung wurde eine Serie an
Konstrukten kloniert, die alle die ICD und die TMD des Bri2 tragen, luminal jedoch aus
Bri3 bestehen, und sich zusatzlich in der Lange ihrer Bri3-Ektodomane unterscheiden.
Die Co-Expression der Konstruktserie mit SPPL2b in HEK293-Zellen zeigt, dass kurze

Konstrukte mit 0, 10 bzw. 23 luminalen Bri3-Aminosauren sehr effizient von SPPL2b
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umgesetzt werden (Abbildung 47). Substrate, deren Ektodoméane langer als 59
Aminosaurereste ist, werden &dulerst ineffizient von SPPL2b prozessiert. Die
Quantifizierung zeigt eine exponentielle Abnahme der SPPL2b-Schnitteffizienz mit
zunehmender Lange der Ektodoméane des Substrats (Abbildung 47).
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Abbildung 47. SPPL2b-abhangige Intramembranproteolyse korreliert negativ mit der Lange
der Ektodoméne des Substrats. (A) Alle verwendeten Konstrukte tragen die ICD und die TMD
des Bri2 und eine seriell verklrzte Ektodomane von Bri3. Die Zahlen geben die Anzahl der Bri3-
Aminosaurereste an. Alle Konstrukte sind N-terminal mit einem Flag Tag und C-terminal mit
einem V5 Tag versehen. (B) Nach Co-Expression der Konstrukte mit SPPL2b und Analyse der
Zelllysate mittels anti-Flag IP und WB sind fiir die beiden kiirzesten Konstrukte bereits nach einer
kurzen Exposition des WB erhebliche Mengen ICD nachweisbar. * kennzeichnet eine langere
WB-Exposition. Die langere Exposition zeigt die Abhangigkeit der SPPL2b-Aktivitat von der
Lange der Ektodomane des Substrats. Eine verlangerte Ektodoméane fihrt zu geringerer ICD-
Produktion. Bereits bei Elongation des kirzesten Konstrukts um zehn Aminosaure-Reste ist die
SPPL2b-Schnitteffizienz um 45+17,7% reduziert (n=9, p<0,0001). Fur Konstrukte, deren
Ektodomane langer als 59 Aminosauren ist, verringert sich die Schnitteffizienz von SPPL2b im
Vergleich zum Protein mit der kiirzesten Ektodomane um >95%.

93



4.5.3 Der ADAM-10 Schnitt reguliert die SPPL2b-abhangige RIP des Bri2

Wie zuvor dargestellt, ist die Intramembranproteolyse eines Vollldngenproteins durch
SPPL2b prinzipiell mdglich (Abbildung 46). Dies wirft die Frage auf, welche Funktion das
Ectodomain-Shedding des Bri2 durch ADAM-10 hat (Abbildung 23). Um die Rolle des
Ectodomain-Sheddings weitergehend zu untersuchen, wurde Bri2 mit SPPL2b und
ADAM-10 bzw. einer inaktiven ADAM-10-Mutante (ADAM-10 E384A) co-exprimiert und
auf die Schnittprodukte NTF und ICD analysiert. Die inaktive Mutante ADAM-10 E384A
kann das fiir katalytische Aktivitait notige Zn*-lon im aktiven Zentrum der
Metalloprotease nicht mehr koordinieren (Lammich et al., 1999). Nach Co-Expression
des Bri2 und SPPL2b mit wt ADAM-10, aber nicht nach Co-Expression des Bri2 und
SPPL2b mit ADAM-10 E384A, ist ein erhohter Umsatz des Bri2 durch SPPL2b zu
beobachten (Abbildung 48). Dieses Ergebnis unterstiitzt die zuvor gezeigte negative
Korrelation der Lange der Ektodomane des Substrats mit der Schnitteffizienz von
SPPL2b, da es zeigt, dass die ADAM-10-abhangige C-terminale Verklirzung der Bri2-
Ektodomane die Intramembranproteolyse durch SPPL2b erleichtert. Ectodomain-
Shedding hat folglich neben den zuvor gezeigten Sequenz- bzw. Strukturdeterminanten
(siehe 4.4.1, 4.4.2 und 4.4.3) grolRen Einfluss auf die proteolytische Kaskade und stellt
mit hoher Wahrscheinlichkeit einen entscheidenden regulierenden Faktor in der RIP des
Bri2 dar.
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Abbildung 48. Ectodomain-Shedding erleichtert die SPPL2b-abhangige
Intramembranproteolyse. Die Co-Expression des N-terminal Flag und C-terminal V5 markiertem
Bri2 mit wt ADAM-10, aber nicht die Co-Expression mit der inaktiven ADAM-10 E384A-Mutante
fuhrt zu erhéhten Mengen an NTF und sezerniertem BRICHOS. Die SPPL2b-abhangige ICD-
Produktion ist ebenfalls bei Co-Expression mit wt ADAM-10 erhdht. ADAM-10-abhangiges
Ectodomain-Shedding ist somit ein entscheidender regulatorischer Faktor der SPPL2b-
abhéangigen Intramembranproteolyse. Bri2-Spezies wurden mittels anti-Flag IP und WB (Lysate)
bzw. anti-V5 IP und WB (konditionierte Medien) untersucht.
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5. Diskussion

RIP stellt einen Mechanismus fir den Abbau von Transmembranproteinen dar. Die
durch RIP aus der Membran freigesetzten Fragmente kénnen wichtige Funktionen in
Signaltransduktionswegen (Ubernehmen. Wahrend durch S2P beispielsweise die
zellulare Antwort auf ER-Stress und die Lipid-Biosynthese kontrolliert wird, steuert
Rhomboid Zelldifferenzierungsprozesse (Weihofen und Martoglio, 2003). Die vy-
Sekretase mit PS als katalytisch aktive Untereinheit hat groe Bedeutung fur die
Alzheimer-Erkrankung, da sie durch die Prozessierung von APP CTFf fir die Produktion
der neurotoxischen AB-Peptide verantwortlich ist (siehe 1.1.3.4) (Haass, 2004; Steiner et
al., 2008a; Wolfe und Kopan, 2004). SPP stellt eine zu PS homologe Protease dar, die
den Abbau von Signalpeptiden in der ER-Membran tbernimmt (Lemberg und Martoglio,
2004; Weihofen et al., 2002). SPP-Schnittprodukte spielen im Immunsystem und fir die
Prozessierung von viralen Polyproteinen eine wichtige Rolle (Fluhrer et al., 2009;
Martoglio und Dobberstein, 1998; McLauchlan et al., 2002). Uber die zu SPP homologen
SPPL-Proteasen ist wenig bekannt. In der vorliegenden Arbeit wird Bri2 als neuartiges
Substrat fur RIP beschrieben. Zusatzlich zum bereits bekannten Furin-Schnitt konnten
ADAM-10 und SPPL2a bzw. SPPL2b als Bri2-Proteasen identifiziert werden (Kim et al.,
1999; Martin et al., 2008a; Martin et al., 2008b). Die differentielle Prozessierung des zu
Bri2 homologen Bri3 erlaubt die Bestimmung von Substratanforderungen flir SPPL2b
(Martin et al., 2008a).

5.1 RIP des Bri2

5.1.1 Die Funktion des Bri2

Bri2 ist ein Typ-ll-Transmembranprotein der ITM2-Familie, der aul3erdem noch Bri1 und
Bri3 angehodren. Bri2 wird in Homo sapiens auf Chromosom 13 durch itm2b kodiert
(Deleersnijder et al., 1996; Pittois et al., 1998). Uber die physiologische Funktion des
Bri2 ist wenig bekannt. Das Interesse an Bri2 wuchs, als gezeigt wurde, dass Mutationen
in Bri2 mit den neurodegenerativen Erkrankungen FBD und FDD assoziiert sind (siehe
1.3.1) (Vidal et al., 1999; Vidal et al., 2000). Bei beiden Erkrankungen wird das durch
Stop-Codon-Mutationen verlangerte Propetid durch Furin und andere Proprotein-
Konvertasen freigesetzt (siehe 1.3.2) (Kim et al.,, 2002; Kim et al., 1999). Dabei
aggregieren die mutierten ABRI- und ADAN-Peptide zu amyloiden Plaques (Ghiso et al.,
2001). Zusatzlich wird die Furin-Schnitteffizienz durch die STOP-Codon-Mutationen
gesteigert. Die Ergebnisse zeigen, dass die ADAM-10-abhangige Prozessierung und

auch die SPPL2b-abhangige Proteolyse des Bri2 unabhangig von der Prozessierung des
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Bri2 durch Furin sind (siehe 4.2.2). Es ist folglich unwahrscheinlich, dass Ectodomain-
Shedding und Intramembranproteolyse des Bri2 Einfluss auf die molekulare Pathologie
von FDB und FDD haben (Kim et al., 2002).

Die Expression des Bri2 erfolgt ubiquitar, wobei erhéhte mRNA-Level im Cerebellum, der
Substantia nigra und im Hippocampus nachgewiesen wurden (Vidal et al., 1999). Der in
dieser Arbeit durchgefiihrte Nachweis von endogenem Bri2-Protein in verschiedenen
Zelllinien (siehe 4.1) steht in Einklang mit den vorherigen Analysen (Vidal et al., 1999).
Auffallig ist, dass sich in der vorliegenden Arbeit das Verhaltnis von immaturem proBri2
zu maturem Bri2 zwischen den Zelllinien unterscheidet (siehe 4.1). Dementsprechend
kdnnte auch die Menge an sekretiertem Propeptid zwischen den Zelllinien verschieden
sein. Die Neuroblastomzelllinien SKNBE und SH-SY5Y, in denen mehr matures als
immatures Bri2 vorliegt, wirden mehr Propeptid sekretieren als die Nierenzelllinien
HEK293 oder TRex. In der Annhame, dass die STOP-Codon Mutation im itm2b-Gen, die
mit FBD und FDD assoziiert ist (siehe 1.3.2), das Expressionsmuster und -level des Bri2
nicht verandert, kdnnte die hohe neuronale Sekretion der mutierten ABRI- und ADAN-
Peptide ursachlich daflr sein, dass ABRI und ADAN vor allem im Nervensystem des
Patienten amyloide Ablagerungen bilden. Die beschriebene Neurotoxizitat von ABRI und
ADAN kénnte daraufhin zu der in FBD und FDD beobachteten Neurodegeneration
fihren (Gibson et al., 2005; Surolia et al., 2008). Ein erster Schritt diese Hypothese zu
testen ware der quantitative Nachweis des sekretierten Propeptids in den
Zelliberstanden unterschiedlicher Zelllinien.

Die Ursache fir den beobachteten Unterschied zwischen immaturem proBri2 und
maturem Bri2 kénnte das Ergebnis einer Sattigung der Furin-Aktivitat fir die Bri2-
Maturierung sein. Eine Analyse der verwendeten Zelllinien auf die Furin-Expression
kénnte Aufschluss hierliber geben. Neben Furin sind jedoch noch weitere Proprotein-
Konvertasen in der Lage, proBri2 zu spalten und weiterhin sind neben Bri2 sehr viele
andere Substrate flir Proprotein-Konvertasen bekannt (Kim et al., 2002; Rockwell et al.,
2002; Thomas, 2002). Die eingeschrankte Maturierung durch die Sattigung der Aktivitat
der Proprotein-Konvertasen erscheint daher unwahrscheinlich. Andere Faktoren,
beispielsweise proBri2-Transportproteine, koénnten fir die begrenzte proBri2-
Prozessierung in Nierenzellen verantwortlich sein. Derartige Transportproteine fir
proBri2 sind bislang jedoch nicht beschrieben.

Neuronale N2A-Zellen, die mit Bri2 transfiziert wurden, zeigen verlangerte Neuriten
(Choi et al, 2004). Aulerdem ist die Bri2-Expression in Gehrinregionen unter
ischamischem Stress erhoht (Akiyama et al., 2004). Anhand dieser Ergebnisse wurde
Bri2 in Signalkaskaden der neuronalen Stressantwort implementiert, wobei mogliche

involvierte Proteine jedoch nicht beschrieben wurden (Akiyama et al., 2004). Ob diese
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Signal-Funktion des Bri2 auf das Volllangenprotein zurlickzuflihren ist oder von einem
durch die RIP enstandenen Fragment Ubernommen wird, ist bislang nicht gezeigt
(Tsachaki et al., 2008a).

Interessanterweise wird Bri2 in zwei unterschiedlichen Spleil3formen exprimiert (Vidal et
al., 1999). Wahrend in der vorliegenden Arbeit die lange Spleil3form (ITM2BI, enstpricht
Bri2) verwendet wurde, existiert auch eine kurze Spleidform (ITM2Bs), der durch
alternatives Splei’en der Signalanker fir die ER-Membraninsertion fehlt. Das alternative
Spleil’en flhrt im Fall von ITM2Bs zur Ausbildung einer mitochondrialen Signalsequenz,
die in der Bri2-Isoform durch ein zusatzliches Exon unterbrochen ist (Fleischer et al.,
2002a). ITM2Bs wird in der vorliegenden Studie nicht detektiert, da das Epitop des flr
Western Blots verwendeten ITM2B-Antikorpers durch das alternative SpleiRen von
ITM2Bs nicht ausgebildet wird. ITM2Bs-Expression wird unter Interleukin-2-Mangel in T-
Zellen induziert (Fleischer et al., 2002a). Daraufhin lokalisiert ITM2Bs mitochondrial und
interagiert durch eine BH3-Domane mit dem pro-apoptotischen Protein Bcl-2 und 16st auf
diese Weise Apoptose aus (Fleischer et al., 2002b; Fleischer und Rebollo, 2004). Es ist
zu beachten, dass die ITM2Bs-Expression induzierbar ist, Bri2 jedoch konstitutiv
exprimiert wird (Fleischer et al., 2002a; Lee et al., 2007). Die beiden Splei3formen von
itm2b scheinen daher unterschiedlich reguliert zu sein. Dies deutet darauf hin, dass die
SpleiBvarianten unterschiedliche Aufgaben Ubernehmen (Lee et al., 2007).

Die chromosomale Region 13g14 um itm2b ist mit Prostatakrebs assoziiert (Melamed et
al., 1997). Da die Expression von itm2b in betroffenen Patienten reduziert ist und das
Expressionslevel negativ mit dem Fortschreiten des Karzinoms korreliert, wurde itm2b
als Tumor-Suppressor-Gen vorgeschlagen (Latil et al., 2003). In Einklang mit dieser
Hypothese steht die epigenetisch bedingte Reduktion der itm2b Expression mit
Neoplasien in Zusammenhang (Lee et al., 2007). Uber welchen Mechanismus itm2b als
Tumor-Suppressor-Gen wirkt, ist bislang nicht gezeigt. Es ist vorstellbar, dass die
reduzierte itm2b Expression Uber die alternative Spleilvariante ITM2Bs in den
Neoplasien die Ursache flr eine verringerte Empfindlichkeit der Tumorzellen gegentber
apoptotischen Prozessen ist (siehe vorheriger Abschnitt). Anti-apoptotische Prozesse
kdnnten dann, wahrscheinlich in Kombination mit anderen Mutationen, zu unkontrollierter
Proliferation und Ausbildung der Neoplasien fiihren. Da die Datenmenge Uber Bri2
insgesamt begrenzt ist, sind diese Schlussfolgerungen tber die physiologische Funktion
des Bri2 jedoch spekulativ. Bri1 und Bri3, die nicht mit FBD oder FDD assoziiert sind,
sind Gegenstand von noch weniger Studien als Bri2. Allerdings zeigt eine Studie die
Beteiligung von Bri1 an der Entwicklung von Thymus-Zellen. Bri1 kdnnte folglich in

Zelldifferenzierungsvorgangen eine Rolle spielen (Kirchner und Bevan, 1999).
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5.1.2 Ectodomain-Shedding des Bri2

Neben der Prozessierung durch Furin wird Bri2 durch ADAM-10 prozessiert und die
BRICHOS-Domane sekretiert (siehe 4.1) (Choi et al., 2004; Kim et al., 2002; Kim et al.,
1999; Martin et al.,, 2008b). Fir die Untersuchung, welche Protease Bri2 luminal
schneidet, war die Etablierung eines HEK293-Expressionssystems eines markierten Bri2
notig, da keine Antikdrper gegen BRICHOS zur Verfugung stehen. Da Bri2 im HEK293-
Expressionssytem Uberexprimiert wurde, ist davon auszugehen, dass unter den
verwendeten Bedingungen die Menge der proteolytischen Schnittprodukte héher ist als
im physiologischen System. Uber die physiologische Konzentration von sezerniertem
BRICHOS kann daher anhand der vorliegenden Daten keine Aussage getroffen werden.
Fir viele Ectodomain-Shedding-Substrate ist bekannt, dass sie, besonders in
Uberexprimierenden Zellkultursystemen, durch mehrere Sheddasen prozessiert werden
kénnen (Le Gall et al., 2009). Verantwortlich zeigen sich insbesondere Mitglieder der
Matrix-Metalloproteasen, ADAM-Proteasen und BACE-1 sowie BACE-2 (Reiss und
Saftig, 2008). So wurden als APP-Sekretasen beispielsweise BACE-1, BACE-2, ADAM-
8, ADAM-9, ADAM-10 und ADAM-17 identifiziert (Asai et al., 2003; Buxbaum et al.,
1998; Fluhrer et al., 2002; Lammich et al., 1999; Naus et al., 2006; Vassar et al., 1999).
Die Erkenntnis, dass Transmembranproteine luminal durch eine grol3e Anzahl von
Proteasen geschnitten werden kdnnen, erschwert die Vorhersage, welche Protease Bri2
unter physiologischen Bedingungen schneidet. Die pharmakologische Eingrenzung der
Identitat der Bri2-Sheddase durch die Metalloprotease-Inhibitoren TAPI-1, TAPI-2 und
der ADAM-10- bzw. ADAM-17-spezifischen Inhibitoren GI1254023X und GW280264X
weisen auf eine Rolle von ADAM-10 bzw. von ADAM-17 in der Bri2-Prozessierung hin
(siehe 4.1.1). Eine Kreuzreaktion mit anderen Metalloproteasen kann allerdings nicht
ausgeschlossen werden, da fir keinen dieser Inhibitoren ein komplettes Profil der
inhibierten Metalloproteasen vorliegt (Ludwig et al., 2005).

Um zwischen ADAM-10- und ADAM-17-Aktivitat bezlglich des Ectodomain-Sheddings
des Bri2 zu unterscheiden, wurde ein auf RNAi-Technologie basierender Ansatz gewahlt
(siehe 4.1.2). Wahrend der ADAM-17-Knockdown keine Anderung in der BRICHOS-
Sekretion hervorrief, resultierte der ADAM-10-Knockdown in einer Reduktion der
BRICHOS-Sekretion um 40% (siehe 4.1.2). Eine Ursache flr die beobachtete
Restaktivitat kdnnte sein, dass der ADAM-10-Knockdown nicht komplett ist. In der Tat
sind in langeren Expositionszeiten des Western Blots fiir ADAM-10 geringe Mengen des
Enzyms nachweisbar. Daruber hinaus kann eine geringe Aktivitat anderer Proteasen in
Bezug auf die Prozessierung des Bri2 nicht ausgeschlossen werden. Kurzlich wurde
elegant gezeigt, dass viele Proteine prinzipiell sowohl von ADAM-10 als auch von
ADAM-17 prozessiert werden kdénnen (Le Gall et al.,, 2009). Die Aktivitdt der einen
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Protease hangt dabei von der Expression der jeweils anderen Protease ab (Le Gall et
al., 2009). Wahrend ADAM-17-Aktivitat induzierbar ist, scheint die Aktivitat von ADAM-10
konstitutiv zu sein (Reiss und Saftig, 2008). Allerdings zeigen andere Studien, dass auch
ADAM-10-Aktivitat stimuliert werden konnte (Maretzky et al., 2005; Reiss et al., 2005).
Ob der ADAM-10-Schnitt in Bri2 konstitutiv ist oder einen Stimulus bendétigt, kann
anhand der vorliegenden Daten nicht abgeleitet werden. Weitere Experimente missten
folglich adressieren, wie die Bri2-Prozessierung in der Ektodomane reguliert ist. In
Analogie zur Prozessierung von NOTCH ware eine Ligandenbindung an Bri2, die Uber
eine Konformationsanderung die ADAM-10-Schnittstelle in Bri2 freilegt, vorstellbar
(Gordon et al., 2007).

BRICHOS-Domanen kommen nicht nur in der Bri-Familie, sondern auch in anderen Typ-
[I-Transmembranproteinen wie im Surfactant-Protein-C (SP-C) vor (Sanchez-Pulido et
al., 2002). SP-C wird auf der Oberflache von Lungen-Alveolen exprimiert und erhoht dort
die Oberflachenspannung, die flr einen effizienten Gasaustausch unerlasslich ist.
Interessanterweise wird auch SP-C proteolytisch prozessiert. Ob SP-C BRICHOS wie im
Fall des Bri2 sekretiert wird, ist bislang nicht untersucht. Bekannt ist, dass Mutationen in
SP-C BRICHOS mit schweren Lungenerkrankungen assoziiert sind (Beers und Mulugeta,
2005). Die Mutationen induzieren eine fehlerhafte Faltung des Volllangenproteins und
eine perinukledre Akkumulation von SP-C. Weiterhin I6sen sie ER-Stress und
apoptotische Prozesse aus (Mulugeta et al., 2005). Folglich kdnnte BRICHOS fir die
korrekte Faltung von SP-C notwendig sein. Interessanterweise ist eine niedermolekulare
SP-C Domane ahnlich wie ABRI, ADAN und AB amyloidogen (Magnus et al., 1999). Auf
Grundlage dieser Daten wurde postuliert, dass die BRICHOS-Domane als
intramolekulares Chaperon fungiert und der Aggregation von amyloidogenen Doméanen

im Volllangenprotein vorbeugt (Sanchez-Pulido et al., 2002).

5.1.3 Bri2 und Bri3 werden differentiell prozessiert

Bri2 und Bri3 werden im HEK293-Expressionssystem differentiell in ihrer Ektodomane
prozessiert (siehe 4.3.1), obwohl beide Proteine den Golgi-Apparat und die
Plasmamembran erreichen, wo Sheddasen aktiv sind. Eine unterschiedliche Lokalisation
ist daher nicht ursachlich fur die differentielle Prozessierung (siehe 4.3.1). Vielmehr
konnten hohere strukturelle Elemente, wie beispielsweise Dimerisierung, fir die
unterschiedliche Prozessierung verantwortlich sein (Tsachaki et al., 2008b). Tatsachlich
wurde fur Bri2 eine Homodimerisierung uber einen freien luminalen Cystein-Rest
beschrieben (Tsachaki et al., 2008b). Ob dies auch fur Bri3 gilt, ist bislang unklar.

Wahrend Bri2 BRICHOS sekretiert wird, verbleibt Bri3 BRICHOS im HEK293-

Expressionssystem in der Membran verankert. Die jeweilige BRICHOS-Doméane koénnte
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folglich unterschiedliche physiologische Funktionen ausuben: Wahrend BRICHOS des
Bri2 endokrine Wirkung ausuben konnte, wirde BRICHOS von Bri3 parakrin wirken.
Allerdings unterscheidet sich das physiologische Expressionsmuster zwischen Bri2 und
Bri3: Bri2 wird ubiquitar exprimiert, die Expression von Bri3 ist dagegen eingeschrankt
(Vidal et al., 2001; Vidal et al., 1999). Es ist daher méglich, dass auch Bri3 Substrat flr
Ectodomain-Shedding ist, die verantwortliche Protease in HEK293-Zellen jedoch nicht
exprimiert wird. In der Tat wurde kiirzlich nach Uberexpression von Bri3 in HeLa-Zellen
ein kirzeres N-Terminales Fragment nachgewiesen (Matsuda et al., 2009). Uber die
Sekretion der Bri3 Ektodoméane oder die Identitat der moéglichen Sheddase wurden

jedoch keine Angaben gemacht.

5.1.4 Bri2 ist Substrat fur SPPL2a und SPPL2b

Als Typ-lI-Transmembranprotein, das in der Ektodomane prozessiert wird (siehe 4.1), ist
Bri2 Kandidat fir SPP/SPPL-abhangige Prozessierung. In der Tat inhibiert der
SPP/SPPL-spezifische Inhibitor (Z-LL),-Keton die Bildung des C-Peptids und der ICD
(siehe 4.2.1). Die Co-Expression des Bri2 mit SPP, SPPL2a, SPPL2b oder SPPL3 bzw.
den jeweils inaktiven Mutanten zeigt, dass SPPL2a und SPPL2b in der Lage sind, Bri2
zu prozessieren, SPP und SPPL3 dagegen nicht (siehe 4.2.1). Dies wirft die Frage auf,
wie die SPP/SPPL Proteasen Selektivitat gegenuber Bri2 ausuben. Eine Maoglichkeit
besteht in der rdumlichen Trennung von Protease und Substrat. Die unterschiedliche
Lokalisation von SPP und SPPL3 im ER einerseits und Bri2 im Golgi-Apparat und der
Plasmamembran andererseits kdénnte Substratprozessierung verhindern. Ahnliche
Regulationsmechanismen sind fir S2P und Rhomboid bekannt (siehe 1.1.1.4 und
1.1.2.3). Da Bri2 und SPPL2b im Golgi-Apparat co-lokalisieren (siehe 4.2.3) und ADAM-
10 im Golgi-Apparat aktiviert wird, ist eine dortige Prozessierung wahrscheinlich (Anders
et al., 2001). Allerdings sind beide Proteine auch an der Zelloberflache und SPPL2b
zusatzlich in Endosomen und Lysosomen zu finden (siehe 4.3.1) (Krawitz et al., 2005).
Folglich kénnte Bri2 auch in der Plasmamembran bzw. in endosomal/lysosomalen
Kompartimenten prozessiert werden. Eine Prozessierung des Bri2 in friihen
sekretorischen Kompartimenten ist unwahrscheinlich, da der ADAM-10-Schnitt als
Voraussetzung fiir effiziente SPPL2b abhangige Proteolyse des Bri2 angesehen werden
kann (siehe 4.5.2 und 4.5.3). ADAM-10 wird jedoch erst im trans-Golgi-Apparat durch
Furin aktiviert und ist vor allem an der Plasmamembran aktiv (Anders et al., 2001).

Es ist zu beachten, dass sowohl Bri2 als auch SPPL2b in den Immunfluoreszenzstudien
mit einem Epitop markiert und exogen exprimiert wurden (siehe 4.2.3 und 4.2.4), da die
existierenden Antikdrper gegen die endogenen Proteine eine hohe Hintergrundfarbung

bzw. eine zu geringe Sensitivitit aufwiesen. Die Uberexpression kann bei
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Immunfluoreszenzstudien von Nachteil sein und ein verzerrtes Bild der
Proteinlokalisation  wiedergeben. Sind beispielsweise  Transportfaktoren des
sekretorischen Pfads limitierend, verschiebt sich die beobachtete Lokalisation zu
friheren Kompartimenten. Da sowohl Substrat als auch Protease tberexprimiert wurden,
kann aus den Immunfluoreszenzdaten nicht direkt auf den Ort der Proteolyse
rickgeschlossen werden.

Neben dem ADAM-10-Schnitt kdnnten auch Maturierungsprozesse von SPPL2b und
Bri2 als Voraussetzung fiir die Prozessierung in Frage kommen. In der Tat wird das
membranverankerte Bri2AE, dessen Prozessierung unabhangig von Ectodomain-
Shedding ist, unter Brefeldin A-Behandlung von SPPL2b nicht prozessiert (siehe 4.2.4).
Die Ursache konnte in der gestorten Maturierung von SPPL2b liegen. Weitere
Experimente, beispielsweise die Expression von unglykosylierbaren SPPL2b-Mutanten
bzw. eines SPPL2b-Substrats mit einem kiinstlichen ER-Retentionssignal, konnten zur
Lésung dieser Fragestellung hilfreich sein. Sofern das artifiziell im ER-gehaltene
Substrat in gleicher Weise geschnitten wird, hatte die Maturierung von SPPL2b bzw. des
Substrates keinen Einfluss auf die Intramembranproteolyse.

Die sekretorischen Kompartimente unterscheiden sich unter anderem in ihrem pH-Wert,
der fur enzymatische Aktivitdt von Proteasen haufig kritisch ist. Die Brefeldin A-
Behandlung fusioniert ER und Golgi-Apparat und stért damit den pH der Kompartimente.
Die SPPL2b-Aktivitat kénnte daher auch durch ungeeignete pH-Werte eingeschrankt
sein. Die pH-Optima von GxGD-Proteasen sind mit Ausnahme der y-Sekretase, die ein
pH-Optimum im leicht sauren Milieu aufweist, noch nicht bestimmt (McLendon et al.,
2000). pH-abhangige in vitro-Analysen der SPPL2b-Aktivitat in isolierten Membranen
sollten Ruckschlusse auf die zellulare Lokalisation von aktivem SPPL2b erlauben.
Sowohl SPPL2a als auch SPPL2b sind der Lage, Bri2 zu schneiden (siehe 4.2.1). Die
exogene Expression im HEK293-System lasst keinen direkten Riickschluss darauf zu,
welche der beiden Proteasen Bri2 unter physiologischen Bedingungen prozessiert. Da
Bri2 ubiquitar exprimiert wird, sollte auch die zugehdrige Intramembranprotease ubiquitar
exprimiert werden (Vidal et al., 1999). Dies trifft eher fir SPPL2a als flir SPPL2b zu, da
eine Analyse der SPP/SPPL mRNA-Expression mithilfe Micro-Array fir SPPL2b eine
restriktivere Expression als flir SPPL2a zeigt (Friedmann et al., 2004). So wird SPPL2a
mRNA in unterschiedlichen Geweben gefunden, wahrend SPPL2b beispielsweise
spezifisch in der Nebennierenrinde und in Brustdrisengewebe nachgewiesen wird
(Friedmann et al., 2004). Eine Moglichkeit zur Unterscheidung der Aktivitat beider
Proteasen in Bezug auf die Bri2-Prozessierung stellt ein selektiver Knockdown mithilfe
der RNAi-Technologie dar. Unter spezifischen Knockdown-Bedingungen von SPPL2a
bzw. SPPL2b kann Uber die Anreicherung von NTF bzw. die Reduktion von ICD gezeigt

101



werden, welche der beiden Proteasen Bri2 praferentiell schneidet. Allerdings ist der
RNAI induzierte Knockdown oftmals nicht vollstandig und eine geringe Restexpression
des Targets ist meist nachweisbar. Diese Restaktivitat kdnnte ausreichen, Bri2 zu
prozessieren.

Die Unterscheidung zwischen SPPL2a und SPPL2b als Bri2-Protease ware ferner tber
die Herstellung von SPPL2a- bzw. SPPLP2b- Knockout-Mausen moglich. Nach dem
jeweiligen Knockout sollte die Bri2 ICD-Generation gestort sein. Allerdings muss betont
werden, dass flir viele Proteasen kompensatorische Aktivitat von Homologen
beschrieben wurde (Blobel, 2005; Herreman et al.,, 1999; Le Gall et al.,, 2009). Eine
derartige Redundanz wirde die Analyse, welches SPPL2 Bri2 in vivo prozessiert,
erschweren. Zusammengefasst waren die vorgestellten Methoden nicht nur flr eine
weitergehende Analyse der Bri2-Prozessierung, sondern auch fir Untersuchung der RIP
von TNFa von Vorteil, da auch TNFa als Substrat von sowohl SPPL2a als auch SPPL2b
beschrieben wurde (Fluhrer et al., 2006; Friedmann et al., 2006). Ahnlich wie fur Studien
zur  y-Sekretase wilrde jede dieser Methoden in  Kombination  mit
massenspektrometrischer Analyse des Proteoms zudem die Identifikation neuer SPPL-
Substrate erlauben, da durch den Knockdown bzw. den Knockout angereicherte NTFs

semiquantitativ nachgewiesen werden kdnnen (Hemming et al., 2008).

5.1.5 Die Prozessierung des Bri2 im Vergleich zu NOTCH

Die RIP des Bri2 durch Furin, ADAM-10 und SPPL2a bzw. SPPL2b legt einen Vergleich
mit der Prozessierung von NOTCH durch Furin, ADAM-10 und die y-Sekretase nahe
(Abbildung 49). Wie Bri2 enthalt auch NOTCH ein Propeptid, das von Furin
abgeschnitten wird (Kim et al., 1999; Logeat et al., 1998). Beide Proteine werden in ihrer
Ektodoméane durch ADAM-10 prozessiert (Hartmann et al.,, 2002; Wen et al., 1997).
Weiterhin sind beide Proteine Substrat flir Intramembranproteolyse. Wahrend NOTCH
als Typ-I-Transmembranprotein durch die y-Sekretase prozessiert wird, ist das Typ-II-
Transmembranprotein Bri2 Substrat fur SPPL2a und SPPL2b (De Strooper et al., 1999;
Martin et al., 2008b). Es ist davon auszugehen, dass die invertierte Topologie der
Substrate die Prozessierung durch die unterschiedlichen - ebenso invertierten -

Intramembranproteasen bestimmt (siehe 1.1.3 und 5.5.2) (Friedmann et al., 2004).
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Abbildung 49. Vergleich der Prozessierung des Bri2 und des NOTCH. Sowohl NOTCH als
auch Bri2 sind Substrat fur Furin- und ADAM-10- und Intramembranproteolyse durch GxGD-
Proteasen. Wahrend NOTCH durch die y-Sekretase prozessiert wird, schneiden SPPL2a und
SPPL2b Bri2. NICD transloziert in den Zellkern und I6st dort die Transkription von Zielgenen aus.
Die Funktion der Bri2 ICD ist unklar.

Im Fall von NOTCH wirkt die NICD als Transkriptionsfaktor. Die Funktion der Bri2 ICD ist
bislang nicht untersucht. Es besteht die Moglichkeit, dass SPPL2a bzw. SPPL2b die
Membran nur von Bri2 NTF befreit, um die Membranintegritit nicht durch
akkumulierende Bri2-Proteinreste zu gefahrden und in Folge die ICD und das C-Peptid
abgebaut werden, ohne physiologische Funktionen zu Gbernehmen. In Analogie zu der
NICD koénnte die Bri2 ICD aber auch durch Translokation in den Zellkern als
Transkriptionsfaktor die Expression von Zielgenen kontrollieren. Eine Transkriptom-
Analyse nach exogener Expression der ICD konnte Aufschluss Uber eine solche
Funktion und mdgliche Zielgene geben.

Die Translokation der ICD in andere Kompartimente als den Zellkern soll hier nicht
ausgeschlossen werden, da beispielsweise fur das N-terminale Produkt des HLA-A
Signalpeptids, eines SPP-Substrats, eine Translokation in das ER gezeigt wurde (Braud
et al., 1998b) (siehe 1.1.3.5). Durch Fusion der Bri2 ICD mit einem Fluoreszenzmarker
kénnte nach exogener Expression ihre Lokalisation mikroskopisch aufgeklart werden.

Fur andere ICDs, beispielsweise die AICD, wurde eine Interaktion mit Adapterproteinen
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gezeigt. Als Adapterprotein fur die AICD wurde Fe65 beschrieben und die Interaktion
konnte strukturell aufgeklart werden (Cao und Sidhof, 2001; Fiore et al., 1995;
Radzimanowski et al., 2008; Walsh et al.,, 2003). Ob, und falls ja, welche
zytoplasmatischen Proteine mit der Bri2 ICD interagieren, ist bislang nicht untersucht.
Eine exogene Expression der ICD, native Isolierung und massenspektrometrische
Untersuchung sollte die Identifikation von Interaktionspartnern erméglichen. Uber die
physiologische Funktion der Interaktionspartner kénnte es mdéglich sein, Rickschlisse
Uber die Funktion der Bri2 ICD zu ziehen.

Das sekretierte C-Peptid konnte Signalfunktionen (bernehmen, beispielsweise als
Zytokin. In diesem Fall sollte es mdglich sein, das C-Peptid in vivo im extrazellularen
Raum nachzuweisen und einen Rezeptor zu identifizieren. Interessanterweise ist im
sekretierten C-Peptid eine BH3-Domane konserviert. BH3-Domanen spielen intrazellular
in apoptotischen Prozessen eine wichtige Rolle. Die Rolle von sezernierten BH3-
Domanen ist nicht bekannt. Bislang konnte fur kein luminales niedermolekulares Produkt
der Intramembranproteolyse eine eindeutige physiologische Funktion zugeordnet
werden. AB konnte eine Ausnahme bilden, da es neuronale Hyperaktivitdt begrenzt
(Kamenetz et al., 2003).

5.2 GxGD-Proteasen — Ahnlichkeiten zum Proteasom?

Fir die y-Sekretase wurde eine Proteasom-ahnliche Funktion postuliert (Kopan und
llagan, 2004). Grundlage fur diese Hypothese ist die Beobachtung, dass zahlreiche Typ-
I-Transmembranproteine, die keine Sequenzhomologie untereinander aufweisen,
Substrate der y-Sekretase sind (Kopan und llagan, 2004). In Analogie hierzu weisen
auch Proteasom-Substrate keine Sequenzhomologien untereinander auf. Eine moégliche
Funktion der y-Sekretase ware daher der unspezifische Abbau von Proteinfragmenten
aus der Plasmamembran und endosomal/lysosomalen Kompartimenten, in denen die y-
Sekretase aktiv ist. Die y-Sekretase wiirde in diesem Fall der Akkumulation von
Proteinfragmenten vorbeugen, die andernfalls mdéglicherweise die Membranstabilitat
negativ beeinflussen kénnten.

Da auch SPP/SPPL-Substrate keine offensichtlichen Sequenzhomologien zeigen,
wurden im Verlauf der experimentellen Arbeit dieser Dissertation SPP/SPPL-Proteasen
als Membran-Proteasom fir Typ-llI-Transmembranproteine vorgeschlagen (Fluhrer et al.,
2009; Martin et al., 2008b). Folglich sollten Typ-ll-Transmembranproteine, die
Kompartimente erreichen, in denen SPPL2a und SPPL2b lokalisiert sind (siehe 4.3.1),
Substrate fir SPPL2a bzw. SPPL2b sein. Ein potentielles Substrat, Bri3, das wie Bri2 in

spaten sekretorischen Kompartimenten lokalisiert, ist Uberaschenderweise jedoch kein
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Substrat fir SPPL2a- bzw. SPPL2b-abhangige Intramembranproteolyse (Daten flr
SPPL2a nicht gezeigt; siehe 4.3.1). Die Ursache hierfur liegt nicht im fehlenden
Ectodomain-Shedding des Bri3, da das Iuminal verkiirzte niedermolekulare
membranstandige Fragment Bri3AE ebenso kein Substrat fir SPPL2b darstellt, wahrend
Bri2AE effizient von SPPL2b umgesetzt wird (siehe 4.3.2). Diese beobachtete
Selektivitdt von SPPL2b spricht gegen eine Membran-Proteasom-ahnliche Funktion von
SPPL2b. Auch fir die y-Sekretase wird nach Publikation einer neuen Studie die Funktion
als Membran-Proteasom in Frage gestellt, da Substratselektivitdt beobachtet wurde
(Hemming et al., 2008). Nach den Daten dieser Studie sind keineswegs alle Typ-I-
Transmembranproteine y-Sekretase-Substrate.

Eine weitere Eigenschaft der proteasomalen Prozessierung ist die Markierung eines
Substrats mit Ubiquitin (Glickman und Ciechanover, 2002). Eine derartige Markierung
wurde fur die RIP bislang noch nicht beschrieben. Allerdings ist fir alle bisher
identifizierten RIP-Substrate Ectodomain-Shedding gezeigt. Daher kénnte die luminale
Verkirzung eines Transmembranproteins die ,Markierung“ darstellen, die den spateren
GxGD-abhangigen Abbau des Proteinfragments bestimmt. In dieser Arbeit konnte
jedoch gezeigt werden, dass prinzipiell auch ein Vollldngenprotein von SPPL2b
prozessiert werden kann (siehe 4.5.1). Eine ,Markierung“ des Substrats durch
Ectodomain-Shedding ist deshalb keine absolute Voraussetzung fir SPPL2b-abhangige
Proteolyse und nicht vergleichbar mit der Ubiquitin-Markierung von Substraten des
Proteasoms. Ectodomain-Shedding ist lediglich ein beglnstigender Faktor fur effiziente
Intramembranproteolyse.

Fur SPP sind bislang keine Studien veroffentlicht, die eine Proteasom-ahnliche Funktion
direkt adressieren. Einige Experimente lassen jedoch Raum flir Spekulationen.
Einerseits sind Signalsequenzen meist funktional, jedoch wenig sequentiell konserviert
(Martoglio und Dobberstein, 1998; Paetzel et al., 2002). In der Annahme, dass SPP in
der Lage ist, die Aminosauresequenz heterogener Signalpeptide zu prozessieren,
kénnte die SPP-abhangige Proteolyse der proteasomalen Prozessierung ahnlich sein.
Andererseits sind Signalpeptide bekannt, die keine SPP-Substrate darstellen (Dultz et al.,
2008). AuBerdem beeinflussen Mutationen in Signalpeptiden die SPP-Schnitteffizienz
betrachtlich (Lemberg und Martoglio, 2002; Okamoto et al., 2008). Sofern davon
ausgegangen wird, dass diese Mutationen keine Auswirkung auf die Membraninsertion
des Signalpeptids oder auf die Affinitdt gegeniber SPP haben, sondern nur die SPP-
Schnitteffizienz beeintrachtigen, ist auch im Fall von SPP nicht von einer
Membranproteasom-ahnlichen Funktion auszugehen.

Die vorliegenden Daten lassen den Schluss zu, dass SPPL2b hohe Substratspezifitat

besitzt und Sequenzdeterminanten fur Intramembranproteolyse vorhanden sind. Sofern
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dies zutrifft, liegt die Hauptfunktion der SPPL2b-abhangigen Intramembranproteolyse
wahrscheinlich in der Weiterleitung eines Signals durch die proteolytische Freisetzung
eines Proteinfragments aus der Membran. In der Folge sollten flir membranstandige
Proteinfragmente, die keine RIP-Substrate sind, andere Abbaumechanismen existieren,
beispielsweise die Extraktion des Fragments aus der Membran oder spontane

Vesikelabschnirungen (Ploegh, 2007).

5.3 Sequenz- und Strukturdeterminanten der SPPL2b-abhangigen

Proteolyse

5.3.1 Determinanten in der TMD des Substrats

Der Austausch von Bri2- mit Bri3-Domanen mit anschlielender Analyse der SPPL2b-
Schnitteffizienz zeigt, dass die TMD eines SPPL2b-Substrats die
Intramembranproteolyse erheblich beeinflusst (siehe 4.4.2), obwohl bislang keine
offensichtlichen Sequenzhomologien zwischen SPPL-Substraten gefunden wurden. Der
Austausch der Bri2- mit der Bri3-TMD hatte mit ca. 80% Reduktion einen starken
Einfluss auf die SPPL2b-abhangige Intramembranproteolyse (siehe 4.4.2). Dennoch ist
die Bri3 TMD prinzipiell von SPPL2b prozessierbar, da ca. 20% Restaktivitdt beobachtet
wird (siehe 4.4.2). Dies wirft die Frage auf, welche Merkmale eine TMD haben muss, um
effizient durch SPPL2b prozessiert zu werden.

Die Struktur einer TMD ist meist durch a-helikale Bereiche bestimmt (von Heijne, 2006;
White et al.,, 2005). Proteasen sind durch die stereochemische Anordnung der
Aminosauren-Reste limitiert, a-helikale Bereiche zu schneiden, da die zu spaltende
Peptidbindung von den axial aus der Helix herausragenden Aminosaure-Resten
verdeckt wird. Die a-Helix muss folglich zunachst entfaltet werden, wofir ca. 4 Kcal mol™
pro Aminosaure-Rest aufgewendet werden missen (White et al., 2005). Energetisch
beglnstigt wird die Entfaltung durch Aminosaure-Reste, die die Ordnung der a-Helix
stéren (sog. Helix-Breaker). Anhand dieser Uberlegungen wurde postuliert, dass Helix-
Breaker wie beispielsweise Glycin- oder Prolin-Reste in der TMD der Substrate fiir
effiziente Intramembranproteolyse unerlasslich sind (Brown et al., 2000). Glycin zeichnet
sich gegenluber anderen natirlich vorkommenden Aminosauren durch eine hdhere
strukturelle Flexibilitat aus, da Glycin keine Kohlenwasserstoff-Seitenkette besitzt
(Ramachandran et al., 1963). Prolin-Reste sind durch ihre Ringstruktur nicht in der Lage,
a-Helices auszubilden. Im Fall von SREBP ist ein aus Helix-Breakern bestehendes NP-
Motiv in der TMD fur S2P-abhéngige Intramembranproteolyse entscheidend (Duncan et

al., 1998). Mutagenese des NP-Motivs zu Aminosdure-Resten, die keine Helix-Breaker
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sind, fuhrt zu reduziertem S2P-Schnitt. Die Mutagenese anderer Aminosaure-Reste in
SREBP hat einen geringeren Einfluss auf die Substratprozessierung durch S2P (Duncan
et al.,, 1998). Allerdings wurde nicht gezeigt, dass andere Helix-Breaker das NP-Motiv
ersetzen koénnen. In diesem Fall hatte eine Mutagenese des Prolins zu Glycin im NP-
Motiv Aufschluss dariiber gegeben, ob die spezielle strukturelle Eigenschaft von Helix-
Breakern fur die Proteolyse durch S2P notwendig ist oder das NP-Motiv eine
Sequenzdeterminate in SREBP fir die Proteolyse durch S2P darstellt. Auch die
Mutagenese von Helix-Breakern in ATF6 flhrte zu reduzierter Intramembranproteolyse
durch S2P (Ye et al., 2000). Es besteht weiterhin die Moglichkeit, dass Helix-Breaker in
S2P-Substraten notwendig sind, um die Protease mit hoher Affinitat zu binden (Koide et
al., 2008). Im Fall von S2P konnten Helix-Breaker im Substrat daher entweder als
Sequenzdeterminante der proteolytischen Spaltung oder aber als entscheidendes
Element der Bindung an S2P eine Rolle spielen.

Auch fur Rhomboid-abhangige RIP wurden Helix-Breaker in der TMD des Substrats
Spitz als Voraussetzung beschrieben. Ihre Mutagenese in Spitz flhrt zur Reduktion der
Intramembranproteolyse durch Rhomboid (Urban und Freeman, 2003). Allerdings sind
durchaus Typ-I-Transmembranproteine mit Helix-Breakern in der TMD bekannt, die nicht
von Rhomboid geschnitten werden (Urban et al., 2002; Urban und Wolfe, 2005). Daher
kénnten fir Rhomboide eher bestimmte Sequenzmotive Voraussetzung fir effiziente
Intramembranproteolyse verantwortlich sein als die generelle Anwesenheit von Helix-
Breakern (Strisovsky et al., 2009).

Die y-Sekretase hingegen scheint ihre Substrate unabhangig von bestimmten
Aminosaure-Motiven in der TMD zu schneiden. Diese Beobachtung resultiert aus der
Identifikation zahlreicher y-Sekretase-Substrate, die sich sehr in der Aminosauresequenz
ihrer TMD unterscheiden (Beel und Sanders, 2008). Allerdings konnten sowohl
Phenylalanin-Substitutionen in der APP-TMD als auch die Lange der APP-TMD den y-
Sekretase-Schnitt beeinflussen (Lichtenthaler et al., 2002; Lichtenthaler et al., 1999).
Anhand dieser Daten kann spekuliert werden, dass die y-Sekretase in Bezug auf die
Aminosaure-Reste in der TMD der Substrate eine gewisse Flexibilitdt in der Hinsicht
zeigt, welche Peptidbindung gespalten wird.

Fur SPP sind, wie fir S2P, Helix-Breaker in der TMD des Substrats als Voraussetzung
fur die Prozessierung beschrieben (Lemberg und Martoglio, 2002). Allerdings wurde
nach Mutagenese der Helix-Breaker noch SPP-Aktivitdt nachgewiesen (Lemberg und
Martoglio, 2002). Die Mutation von Nicht-Helix-Breakern in Signalpeptiden kann zudem
zu einer ahnlichen Reduktion der SPP-Aktivitat fihren (Okamoto et al., 2008). Aulzerdem
existieren virale Signalpeptide, die Helix-Breaker tragen und nicht durch SPP abgebaut

werden (Dultz et al., 2008). Diese Ergebnisse lassen den Rickschluss darauf zu, dass
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es wahrscheinlich nicht die Anwesenheit des Helix-Breakers per se ist, die die
Prozessierung durch SPP bedingt. Vielmehr spielen vermutlich andere sequentielle oder
strukturelle Aspekte eine Ubergeordnete Rolle.

Innerhalb der Bri2 TMD befinden sich vier Glycin-Reste und damit potentielle Helix-
Breaker (siehe 4.4.2). In Einklang mit der Hypothese, dass Helix-Breaker fiir die
SPP/SPPL-abhangige Prozessierung bendtigt werden, ist nach Mutagenese dieser
Glycin-Reste zu Alanin-Resten die SPPL2b-abhangige Intramembranproteolyse
reduziert. Allerdings ist die Restaktivitdt von SPPL2b mit ca. 40% recht hoch (siehe
4.4.2). Die Anwesenheit der Glycin-Reste kann daher nicht als absolute Voraussetzung
fir den SPPL2b-Schnitt gewertet werden. Zudem befinden sich auch in der TMD von
Bri3, das kein SPPL2b-Substrat darstellt, Glycin-Reste (siehe 4.3.1). Die SPPL2a- bzw.
SPPL2b-Substrate TNFa, Bri2 und der FasL unterscheiden sich jedoch in Art und Anzahl
der Helix-Breaker in ihren TMD. Folglich konnte der Einfluss der Helix-Breaker je nach
Substrat variieren. Die limitierte Mutagenese der Glycin-Reste in der Bri2 TMD zu
Alanin-Resten in dieser Arbeit stellt einen ersten Ansatz dar, den Einfluss von Helix-
Breakern in der TMD eines Substrats fir die SPPL2b-abhangige Proteolyse zu
untersuchen (siehe 4.4.2).

Die Glycin-Reste in der Bri2 TMD kdnnten neben ihrer potentiellen Funktion als Helix-
Breaker jedoch noch eine weitere Rolle spielen, namlich als Bestandteil sogenannter
GxxxG-Motive. GxxxG-Motive sind haufig in Transmembranproteinen zu finden und sind
sowohl fur die Packung als auch fir die Interaktion von TMD wichtig, so z. B. fur die
Dimerisierung von Transmembranproteinen (Senes et al., 2004; White et al., 2005).
Interessanterweise wurde Bri2 als Homodimer beschrieben (Tsachaki et al., 2008b).
Obwohl fir die Bri2-Dimerisierung vor allem ein freier Cystein-Rest in der IJMD
verantwortlich gemacht wurde, kénnte auch das GxxxG-Motiv in der TMD eine Rolle fir
die Dimerisierung spielen. Der beobachtete Rickgang in der SPPL2b-Schnitteffizienz
nach Mutagenese der Glycin-Reste kénnte folglich auch seine Ursache in der Anderung
der Dimerisierungseigenschaften des Bri2 Proteins haben. Die Datenlage ist fir eine
Schluf3folgerung jedoch insgesamt nicht umfassend genug. Der Einfluss von Helix-
Breakern und GxxxG-Motiven auf SPPL2b-abhangige Intramembranproteolyse sollte

daher Gegenstand weitergehender Untersuchungen sein.

5.3.2 Einfluss der zytoplasmatischen und luminalen JMD

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass sowohl zytoplasmatische als auch luminale
Sequenzen bzw. die durch sie ausgebildeten Strukturen grofRen Einfluss auf die
SPPL2b-Schnitteffizienz haben. Die aus der Untersuchung der RIP des Bri2 s gris 4554

erhaltenen Daten lassen den Schluss zu, dass der Einfluss zytoplasmatischer
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Sequenzen auf 10 Aminosauren in der JMD eingegrenzt werden kann, da der Verlust
der Schnitteffizienz von SPPL2b mit ca. 60% genau so grof ist wie bei einem kompletten
Austausch der Bri2 ICD zur Bri3 ICD (siehe 4.4.3). Luminale Sequenzen in Bri2 haben
sogar noch einen starkeren Einfluss auf die SPPL2b-Schnitteffizienz: Nach Austausch
der [IJMD des Bri2 mit der des Bri3 ergibt sich ein Riickgang in der ICD-Produktion um ca.
70% (siehe 4.4.1).

Interessanterweise konnte auch fir die Schnitteffizienz der SPP und der y-Sekretase
eine Abhangigkeit von zytoplasmatischen und luminalen Sequenzen des Substrats
gezeigt werden (Hemming et al., 2008; Lemberg und Martoglio, 2002; Ren et al., 2007).
Wahrend flir S2P bislang keine Sequenzdeterminanten auf3erhalb der TMD bestimmt
wurden, zeigt eine Studie an Rhomboid, dass zytoplasmatische Elemente im Substrat
Einfluss auf die Intramembranproteasen haben konnen (Lohi et al., 2004).

Fir Rhomboid, die y-Sekretase und SPP/SPPL-Proteasen kann anhand der Datenlage
folglich eine Substraterkennung im Zytoplasma postuliert werden. SPP/SPPL und die y-
Sekretase erkennen ihre Substrate zusatzlich luminal. Dies ist in Einklang mit
elektronenmikroskopischen Daten fir die y-Sekretase, die Uber beide Grenzen der
Membran hinausragt und potenziellen zytoplasmatischen und Iluminalen Substrat-
Bindestellen (Abbildung 50) (Lazarov et al., 2006; Osenkowski et al., 2009).

s & B C

Abbildung 50. Elektronenmikroskopische Strukturanalyse der y-Sekretase. (A) Ansicht von
oben. Die Nummerierung der Domanen entspricht Bereichen mit hoher Elektronendichte, die
Unterteilung ist jedoch willkurlich gewahlt und die Kolorierung entspricht nicht den vier y-
Sekretase-Komponenten. (B) Seitenansicht y-Sekretase. Die y-Sekretase ragt sowohl luminal als
auch zytoplasmatisch Uber die Membrangrenzen hinaus, wobei der luminale Teil starker
hervorsteht. (C) Seitenansicht mit Substratmodell. Eine vergroRerte Seitenansicht erlaubt die
Modellierung einer Substrat-TMD (in rot) in die y-Sekretase-Struktur. Die Modellierung zeigt, dass
ein Substrat vor allem in der Membran, aber auch luminal und zytoplasmatisch durch die y-
Sekretase erkannt werden kdnnte. Abbildung verandert nach (Osenkowski et al., 2009).

Die zytoplasmatischen bzw. luminalen Domanen der Protease, die aus der Membran
herausragen, koénnten fir die Interaktion der Intramembranprotease mit der
zytoplasmatischen bzw. luminalen Domane des Substrats dienen. Die geringe Auflésung
der bislang geldsten y-Sekretase-Strukturen erlaubt jedoch nicht die Identifikation der
Doméanen bzw. y-Sekretase-Untereinheiten, die zur mehrfachen Substraterkennung

beitragen. Im Fall der y-Sekretase konnten neben PS auch APH-1, PEN-2 bzw. Nicastrin
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die juxtamembranen zytoplasmatischen oder Iuminalen Substratinteraktionen
Ubernehmen. In der vorliegenden Arbeit wurde jedoch beobachtet, dass SPPL2b
ahnliche Substratanforderungen wie die y-Sekreatse besitzt, obwohl der Protease
derartige Co-Faktoren fehlen. Dies lasst die Spekulation zu, dass die multiplen
Substratinteraktionen der y-Sekretase von PS, d.h. der SPP/SPPL-homologen aktiven

Untereinheit selbst, Glbernommen werden.

5.4 GrolRenselektion, Ectodomain-Shedding und Substraterkennung

5.4.1 Grolkenselektion, Ectodomain-Shedding und Substraterkennung
durch die SPPL2b-Protease und die y-Sekretase

5.4.1.1 GréRenselektionsmechanismus und Ectodomain-Shedding

Eine Gemeinsamkeit der SPPL2a- und SPPL2b-Substrate TNFa, FasL und Bri2 ist die
luminale Verkirzung des Substrats durch Ectodomain-Shedding (Gearing et al., 1994;
Martin et al., 2008b; Schulte et al., 2007). Die Ergebnisse zeigen, dass die luminale
Verklrzung des Bri2 keine strikte Voraussetzung fur den SPPL2b-Schnitt darstellt, die
Intramembranproteolyse jedoch erheblich erleichtert. Dies wird insbesondere durch den
Vergleich der Bri2-Prozessierung mit der des Bri2/3-Konstrukts deutlich (siehe 4.5.1).
Bri2/3 stellt kein Substrat fur Ectodomain-Shedding dar, wird jedoch SPPL2b-abhangig
geschnitten. Dabei entstehen deutlich geringere Mengen ICD als im Fall des Bri2 (siehe
4.5.1).

In der Folge wurde die Hypothese aufgestellt, dass ein durch Ectodomain-Shedding
verkurztes Substrat von SPPL2b bevorzugt prozessiert wird. Die Analyse einer Serie von
Deletionskonstrukten mit sequentiell verkiirzten Ektodomanen bestehend aus Bri3 und
ICD und TMD bestehend aus Bri2 bestatigt diese Hypothese: Je kiirzer die Ektodomane
des Substrats, desto effizienter schneidet SPPL2b (siehe 4.5.2) (Martin et al., 2008a).
Eine ahnliche Groflenselektion wurde flir die y-Sekretase beschrieben (Struhl und
Adachi, 2000). Fir beide Proteasen wurde gezeigt, dass Substrate mit weniger als 50
Aminosauren in der Ektodomane am effizientesten prozessiert werden (Martin et al.,
2008a; Struhl und Adachi, 2000).

Es soll jedoch an dieser Stelle betont werden, dass Ectodomain-Shedding eines
potenziellen Substrats, d.h. eines Typ-ll-Transmembranproteins, nicht zwingend
Intramembranproteolyse nach sich zieht. Dies verdeutlichen die Ergebnisse mit dem
Bri3AE-Deletionskonstrukt: Die Prozessierung des membranverankerten Fragments
sollte durch die luminale Verklrzung unabhangig von Ectodomain-Shedding sein (siehe
4.3.2). Bri3AE wird jedoch nicht von SPPL2b umgesetzt.
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Vermehrtes Ectodomain-Shedding fuhrt im Fall des Bri2 zu erhéhten Produktmengen der
RIP (siehe 4.5.3). Eine maligebliche Funktion von Ectodomain-Shedding ist daher die
Erleichterung der Intramembranproteolyse. Die Erkennung eines Substrats durch eine
Sheddase wird damit zum limitierenden Schritt in der RIP. Dies wirft die Frage auf, wie
Sheddasen potenzielle Substrate fir RIP selektieren. Mutagenese-Studien zeigen, dass
ADAM-Proteasen wenig sequenzspezifisch schneiden, sondern die Schnittstelle im
Substrat Uber einen GrofRenselektionsmechanismus erkennen: Der Abstand zwischen
Membran und Schnittstelle scheint starker definiert zu sein als die eigentliche Sequenz
(Hooper et al.,, 1997; Sisodia, 1992). Die konzertierte Substratprozessierung erfolgt
demnach durch ADAM-Proteasen, die ihre Substrate in geringem Abstand zur Membran
prozessieren und der GxGD-Proteasen, die nur Substrate mit weniger als 50 luminalen
Aminosauren effizient umsetzen.

Strukturelle Studien an NOTCH zeigen, wie eine zunachst maskierte ADAM-Schnittstelle
durch Ligandenbindung freigelegt werden kann: Mutationen in NOTCH, die mit T-Zell-
Lymphomen assoziiert sind, stéren die Maskierung und I6sen wahrscheinlich auf diese
Weise konstitutives, von Ligandenbindung unabhangiges Ectodomain-Shedding aus
(Gordon et al., 2008; Gordon et al., 2007). Das entstehende NEXT ist nachfolgend
Substrat fir die y-Sekretase. Die |6sliche NICD transloziert in den Zellkern und induziert
Zellteilungs- und Differenzierungsprozesse. Im Fall der mit T-Zell-Lymphom assoziierten
NOTCH-Mutationen kann folglich unbehinderte und damit vermehrte ADAM-Aktivitat als

ursachlich fur die unkontrollierte Zellteilung angesehen werden.

5.4.1.2 Substraterkennung

Fur die y-Sekretase wurde Nicastrin als Substratakzeptor beschrieben (Shah et al.,
2005). Nicastrin wurde damit die Aufgabe der Grofienselektion Gbernehmen. Speziell der
Glutaminsdure-Rest an Position 333 in Nicastrin soll Uber die Ausbildung einer
Salzbriicke mit dem durch Ectodomain-Shedding gebildeten neuen N-Terminus des y-
Sekretase-Substrats interagieren (Shah et al., 2005). In Einklang mit dieser Hypothese
konnte die ionische Interaktion durch die Mutation des Glutaminsdure-Restes zu einem
Alanin-Rest gestort werden. Die Position von E333 in der Nicastrin Ektodoméane wirde in
diesem Fall den optimalen Abstand des zu erkennenden Substrats zum aktiven Zentrum
definieren. In einer weiteren Studie wurde jedoch gezeigt, dass die Mutagenese von
Glutaminsaure an Position 333 zu Alanin in Nicastrin nicht zu einer Abnahme der y-
Sekretase-Aktivitat flihrt, sondern nur zu einer verminderten Maturierung des Komplexes
(Chavez-Gutierrez et al., 2008). Die reduzierte Menge an mutierter y-Sekretase, die die
Zelloberflache erreicht, erzielt jedoch relativ zur wt y-Sekretase gleiche enzymatische

Aktivitdt. Die Rolle von Nicastrin als y-Sekretase-Substratakzeptor ist daher umstritten
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(Steiner et al., 2008a). SPPL2b bendtigt flr Aktivitat kein Nicastrin-ahnlichen Co-Faktor
(Fluhrer et al., 2006; Friedmann et al., 2006; Krawitz et al., 2005), prozessiert ihre
Substrate aber in auRerst ahnlicher Weise. Dies lasst im Ruckschluss auf die
Substratselektion der y-Sekretase vermuten, dass Nicastrin nicht fir die Grolenselektion
von Ectodomain-Shedding Substraten verantwortlich ist.

In Kontrast zur y-Sekretase, die bevorzugt in ihrer Ektodoméane verkirzte Substrate
bindet, co-isoliert das Volllangenprotein Bri2 mit SPPL2a und SPPL2b (siehe 4.2.1)
(Esler et al., 2002; Martin et al., 2008b; Thinakaran et al., 1998). Dies ist in Einklang mit
Daten fir den FasL und TNFa, die ebenso als Volllangenproteine an SPPL2a bzw.
SPPL2b binden (Fluhrer et al., 2006; Kirkin et al.,, 2007). Im Vergleich zu den
Volllangenproteinen bindet relativ wenig NTF an aktives SPPL2a und SPPL2b, an den
inaktiven Mutanten akkumuliert es jdeoch (siehe 4.2.1). Deshalb kann vermutet werden,
dass das NTF praferentiell von SPPL2a und SPPL2b umgesetzt wird (Fluhrer et al.,
2006). Fraglich ist derzeit, welche Strukturelemente in SPPL2b die zuvor durch
Ectodomain-Shedding verklrzten Substrate erkennen. Wahrscheinlich ist, dass luminale
Teile der Proteasen die Erkennung des Substrats Ubernehmen, beispielsweise der
luminale N-Terminus von SPPL2b oder der grol3e hydrophile Loop zwischen TMD 6 und
7. Der Loop zwischen TMD 6 und 7 ist allerdings innerhalb der SPP/SPPL-Proteasen
wenig konserviert und daher wahrscheinlich nicht als Substratakzeptor geeignet, sofern
die Erkennung ber einen innerhalb der SPP/SPPL-Proteasen konservierten
Mechanismus stattfindet. Im Fall der vy-Sekretase koénnten die zusatzlichen
Komplexkomponenten = APH-1, PEN-2 oder Nicastrin die Bindung von
Volllangenproteinen verhindern. Es soll jedoch betont werden, dass PS gegenliber den
SPP/SPPL-Proteasen nur im katalytisch aktiven Zentrum hochkonserviert ist. PS kénnte
folglich wahrend der Evolution Sequenz- und Strukturanderungen unterlegen haben, die

ebenfalls die Bindung von Volllangensubstraten an die y-Sekretase unterdriicken.

5.4.2 Ectodomain-Shedding, Substraterkennung und Grolienselektion

durch andere Intramembranproteasen

5.4.2.1 Ectodomain-Shedding, Substraterkennung und Gro3enselektion durch
SPP

Fir die SPP-abhangige Intramembranproteolyse wurde gezeigt, dass die Aktivitat
gegenlber Substraten, die durch Mutagenese der SP-Schnittstelle nicht mehr von SP
geschnitten werden konnen, stark reduziert ist (Lemberg und Martoglio, 2002). Damit
entspricht der SP-Schnitt vermutlich dem Ectodomain-Shedding. Da sich die SP-

Schnittstelle meist direkt an der luminalen Grenze des Substrats und der Membran
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befindet, so kdnnte man auch flir SPP die Vermutung aufstellen, dass Signalpeptide mit
kurzen luminalen Sequenzen praferentiell prozessiert werden. Dies ist bislang noch nicht
veroffentlicht, lieRe sich aber vermutlich durch eine Serie an Deletionskonstrukten eines
SPP-Substrats mit mutierter SP-Schnittstelle und unterschiedlich langer luminaler
Domane zeigen. Welche Domanen innerhalb der SPP-Proteasen fir die
Substraterkennung verantwortlich sind, ist bislang nicht untersucht. Wie bereits flr
SPPL2b ausgefiihrt (siehe 5.4.1.2), ist es wahrscheinlich, dass luminale Teile der
Proteasen die Erkennung des Substrats ibernehmen, beispielsweise der N-Terminus
oder der hydrophile Loop zwischen TMD 6 und 7. Interessanterweise konnte jedoch
gezeigt werden, dass ein N-terminal trunkiertes SPP bestehend aus dem Kernstlick mit
den TMD 6-9 in vitro noch katalytisch aktiv ist (Narayanan et al., 2007). Im Kernstlck
befinden sich mit dem YD-, dem GxGD- und dem PAL-Motiv die hochkonservierten
Bereiche des aktiven Zentrums. In der Annahme, dass das trunkierte SPP-Fragment
auch im zellularen Kontext aktiv ist, muss die Substraterkennung von SPP/SPPL-
Proteasen damit in einem kleinen Bereich in der Region des aktiven Zentrums liegen.

Der N-Terminus als Substratakzeptor ware in der Folge fir SPP ausgeschlossen.

5.4.2.2 Ectodomain-Shedding, Substraterkennung und GroéRenselektion durch
S2P

Interessanterweise werden auch S2P-Substrate zuvor in einem ersten Schritt durch S1P
prozessiert. S1P schneidet zwar sequenzspezifisch, die S1P-Schnittstelle befindet sich
aber in geringem Abstand zur Membran auf der luminalen Seite (Kondo et al., 2005).
Mutationen in der S1P-Schnittstelle reduzieren den S2P-Schnitt dramatisch und mutierte
Substrate mit einer langeren Ektodomane werden schlechter durch S2P umgesetzt als
Substrate mit einer kurzen Ektodomane (Shen und Prywes, 2004). Folglich scheint auch
S2P einen Grolenselektionsmechanismus zur Substraterkennung zu besitzen. Fulr
bakterielle S2P wurde als Strukturelement der Substraterkennung eine PDZ-Domane
beschrieben, die allerdings in eukaryotischen S2P nicht konserviert ist (Inaba et al.,
2008; Kanehara et al., 2003). In eukaryotischen S2P mlssen daher andere, bislang nicht

identifizierte Motive flr die Substrat-Erkennung verantwortlich sein.

5.4.2.3 Substraterkennung durch Rhomboid

Weshalb die Serin-Intramembranproteasen Volllangenproteine prozessieren und daher
wahrscheinlich keinen GréRenselektionsmechanismus fur die Auswahl ihrer Substrate
nutzen, ist bislang nicht bekannt. Rhomboide kdnnten jedoch einen unabhangigen

Regulationsmechanismus entwickelt haben. So wurden Mitglieder der Rhomboid-Familie
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beschrieben, die vermutlich inaktiv sind (iRhoms) (Lemberg und Freeman, 2007b). Da
iRhoms mit groRer Wahrscheinlichkeit dennoch in der Lage sind, Substrate zu binden,
wlrden sie den Zugang von aktiven Rhomboiden zu Substraten blockieren. Die
Expression von iRhoms kénnte also die Rhomboid-Aktivitdt steuern (Lemberg und
Freeman, 2007a). In einer ersten Datenbankanalyse im Rahmen dieser Arbeit mit den
aktiven GxGD-Proteasen als Template wurden fir GxGD-Proteasen keine derartigen
Familienmitglieder gefunden (Daten nicht gezeigt). Die Regulation proteolytischer
Aktivitat durch Expression von inaktiven Homologen kénnte daher einen fir Rhomboide
spezifischen Regulationsmechanismus darstellen, der die GroRenselektion als

Mechanismus der Regulation der proteolytischen Aktivitat iberfliissig machen konnte.

Wie die Substraterkennung und der GroRRenselektionsmechanismus im Detail funktioniert,
muss in weiteren Studien hinterfragt werden. Dennoch stellt die Entwicklung eines
GroRenselektionsmechanismus sowohl von Aspartyl- als auch von Metallo-
Intramembranproteasen einen konvergenten Evolutionsmechanismus innerhalb der RIP

dar.

5.5 Gegenuberstellung von SPPL2b mit der y-Sekretase

Fir Inhibitoren der y-Sekretase wurde eine Kreuzreaktivitdt mit SPP/SPPL-Proteasen
beschrieben (Fluhrer et al., 2006; Sato et al., 2008b). Ein Vergleich der SPP/SPPL-
Proteasen mit der y-Sekretase kann daher fir die Entwicklung spezifischer y-Sekretase-
Inhibitoren hilfreich sein. Da in der vorliegenden Studie insbesondere die SPPL2b-
abhangige Intramembranproteolyse betrachtet wurde, kdnnen die Eigenschaften von
SPPL2b und der y-Sekretase einander gegentbergestellt werden (Eine Kurziibersicht
findet sich in Tabelle 5).

5.5.1 Gemeinsamkeiten der SPPL2b-Protease und der y-Sekretase

5.5.1.1 Aktives Zentrum und Schnittmechanismus

GroRe Ubereinstimmung zwischen SPPL2b und der y-Sekretase besteht im Aufbau des
aktiven Zentrums und im Schnittmuster der Proteasen. Sowohl die y-Sekretase als auch
SPPL2b schneiden ihre Substrate mehrmals im Bereich der TMD des Substrates
(Abbildung 51) (siehe 1.1.3.7) (Fluhrer et al., 2006; Qi-Takahara et al., 2005). Es kann
folglich spekuliert werden, dass ein Substrat das aktive Zentrum der entsprechenden
Protease Schritt fiir Schritt passiert, wobei die raumliche Position des aktiven Zentrums

unverandert bleibt. Dieser schrittweise Mechanismus kénnte weiterhin die Entfaltung der
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a-helikalen TMD unterstitzen, die fir den Zugang der Protease zur zu spaltenden
Peptidbindung erforderlich ist (Fluhrer et al., 2008b; Salvesen, 2003). Nach den
vorliegenden Daten ist es wahrscheinlich, dass die Schnitte sequentiell vom C- zum N-
Terminus erfolgen (Fluhrer et al., 2008b; Qi-Takahara et al., 2005). Die Substitution
eines konservierten Glycins zu einem Alanin im GxGD-Motiv zu GxAD im aktiven
Zentrum der Proteasen flhrt nicht zu qualitativ anderen Schnittprodukten, die Mutation
verlangsamt aber die schrittweise Substratprozessierung. In PS ist die GxGD- zu GxAD-
Mutation mit FAD assoziiert. Es wurde gezeigt, dass die Verlangsamung der
katalytischen Aktivitat der y-Sekretase spezifisch die AB40-Produktion betrifft, nicht aber
die Generierung von AB42. Dies hat eine relative Erhohung der Konzentration des
amyloidogenen AR42-Peptids zur Folge (siehe 1.1.3.7), was zu einer friheren A-
Aggregation in FAD Patienten im Vergleich zur sporadischen Alzheimer-Erkrankung
fuhren konnte (Fluhrer et al., 2008a).
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Abbildung 51. Die Mutation von GxGD zu GxAD im aktiven Zentrum der Proteasen SPPL2b
und Presenilin verlangsamt die Intramembranproteolyse von SPPL2b und der y-Sekretase.
(A) Das SPPL2b Substrat TNFa NTF wird im in vitro Assay (isolierte Zellmembranen) von
SPPL2b wt rasch abgebaut, wahrend die Aktivitat von SPPL2b G420A deutlich verlangsamt ist.
Das Substrat TNFa NTF akkumuliert im Vergleich zur SPPL2b wt Kontrolle in SPPL2b G420A
enthaltenden Membranfraktionen. Im Fall von SPPL2b wt werden drei unterschiedliche TNFao-
Produkte detektiert. Im Fall von SPPL2b G420A werden nur zwei Produkte detektiert, die in ihrem
Laufverhalten in der SDS-PAGE den Produkten 1 und 2 der SPPL2b wt Protease entsprechen.
(B) Die AB- und die AICD-Generation durch die y-Sekretase ist fur PS1 G384A im Vergleich zur
PS1 wt Kontrolle verlangsamt. Die elektrophoretische Auftrennung der entstandenen AB-Peptide
zeigt, dass der relative Anteil von AB42 im Vergleich zu Ap40 gréRer ist. Abbildung verandert
nach (Fluhrer et al., 2008a).
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5.5.1.2 Ectodomain-Shedding und Substratdeterminanten

Sowohl fur y-Sekretase- als auch fur SPPL2b-Substrate wurde Ectodomain-Shedding
beschrieben (Fluhrer und Haass, 2009; Fluhrer et al., 2009; Selkoe und Wolfe, 2007;
Steiner et al.,, 2008a). Ectodomain-Shedding ist héchstwahrscheinlich ein positiver
Regulator der Intramembranproteolyse, da die Schnitteffizienz beider Proteasen negativ
mit der Lange der Ektodoméane eines Substrats korreliert (siehe 4.5.2) (Martin et al.,
2008a; Struhl und Adachi, 2000). Ectodomain-Shedding bestimmt jedoch nicht allein, ob
ein Transmembranprotein durch die y-Sekretase oder SPPL2b prozessiert wird: Fr
beide Proteasen wurden Determinanten beschrieben, die sowohl in der ICD, der TMD
als auch in der luminalen JMD eines Substrats vorliegen (siehe oben) (Hemming et al.,
2008; Martin et al, 2008a; Ren et al, 2007). Da keine offensichtlichen
Sequenzhomologien zwischen den einzelnen Substraten bestehen, liegt nahe, dass es
sich hierbei um strukturelle Determinanten handelt. Die Tatsache, dass diese
Determinanten bestehen, ist mit dem Konzept eines durch die y-Sekretase und SPPL-
Proteasen gebildeten Membran-Proteasoms kaum vereinbar (Hemming et al., 2008;
Martin et al., 2008a). Vielmehr ist es wahrscheinlich, dass die Proteasen Substrat-

spezifisch sind.

5.5.1.3 Lokalisation und Lipidkomposition

Eine weitere Gemeinsamkeit der SPPL2b-Protease und aktiver y-Sekretase ist die
Lokalisation in aktiver Form in spaten sekretorischen Kompartimenten und an der
Plasmamembran. Es ist zu beachten, dass sich die Membranen unterschiedlicher
Kompartimente in ihrer Lipidkomposition unterscheiden (Boesze-Battaglia und Schimmel,
1997). Da Intramembranproteasen polytope Transmembranproteine sind, kénnte die
Lipidkomposition die Aktivitat der Intramembranproteasen beeinflussen. In der Tat wurde
gezeigt, dass Unterschiede in der Konzentration von Cholesterin und Sphingolipiden die
Aktivitat der y-Sekretase beeinflussen (Osenkowski et al., 2008). Auch Rhomboid- und
SPP-Aktivitat hangt von der Lipid-Umgebung ab (Narayanan et al., 2007; Urban und
Wolfe, 2005). Fir SPPL2b stehen derartige Untersuchungen noch aus, es kann jedoch
vermutet werden, dass auch die SPPL2b-Aktivitdt von der Lipidkomposition der

Membran beeinflusst wird.

Neben diesen auferordentlichen Ahnlichkeiten zwischen SPPL2b und der y-Sekretase

zeigen sich jedoch auch grof3e Unterschiede.
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5.5.2 Unterschiede zwischen der SPPL2b-Protease und der y-Sekretase

5.5.2.1 Substrattopologie

Die Membrantopologie des PS ist gegenlber der des SPPL2b invertiert (Friedmann et
al., 2004). Anhand der Analyse der Membrantopologien der y-Sekretase und SPP/SPPL
bzw. den jeweiligen Substraten wurde postuliert, dass die y-Sekretase nur Typ-I-,
SPP/SPPL jedoch nur Typ-llI-Transmembranproteine prozessiert. Dies wirft die Frage auf,
wie die Proteasen die Topologie ihrer Substrate erkennen. Diese Frage schien
beantwortet, als gezeigt wurde, dass die Ektodomane von Nicastrin Gber die Seitenkette
der Glutaminsaure E333 luminale N-Termini von potentiellen Substraten binden kann
(Shah et al., 2005). Es wurde angenommen, dass die Interaktion Uber eine Salzbriicke
der unter physiologischen Bedingungen negativ geladenen Carboxy-Gruppe von E333
mit der positiven Ladung der Aminogruppe des Substrats stattfindet. Da freie luminale N-
Termini nur bei Typ-I-Transmembranproteinen auftreten, ware Nicastrin auf diese Weise
in der Lage, zwischen Typ-I- und Typ-Il-Proteinen zu unterscheiden. Allerdings ist die
Funktion von Nicastrin als Substratakzeptor umstritten, da in einer weiteren
Veroffentlichung die Mutation E333A nicht zu einer geringeren Aktivitat der y-Sekretase,
aber zu einer verminderten Maturierung der y-Sekretase flhrte (siehe 5.4.1.2) (Chavez-
Gutierrez et al., 2008). Im Fall der von Shah et al. erhobenen Daten kdnnte daher die
verminderte Maturierung der y-Sekretase und nicht die verminderte Substratbindung den
beobachteten Ruckgang der y-Sekretase-Aktivitat verursacht haben. Der in (4.5.2)
vorgestellte GrofRenselektionsmechanismus von SPPL2b spricht weiterhin gegen die von
Shah et al. vorgeschlagene Funktion von Nicastrin, da SPPL2b nicht mit einem
Nicastrin-ahnlichen Protein interagiert, aber genauso wie die y-Sekretase Substrate nach
Grolien der Substrat-Ektodomane auswahlt (Chavez-Gutierrez et al., 2008; Martin et al.,
2008a). Weiterhin wirde die Hypothese, dass Nicastrin eine Salzbriicke zu luminalen N-
Termini ausbildet zwar erklaren, warum die y-Sekretase nur Typ-I-Proteine prozessiert,
nicht aber, weshalb SPP/SPPL-Proteasen nur Typ-lI-Proteine als Substrate erkennen.
Es ist daher wahrscheinlicher, dass die invertierte Topologie des aktiven Zentrums zur
Substratselektion beitragt. In der Tat konnte flir PS1 gezeigt werden, dass das aktive
Zentrum direkt an der Substraterkennung beteiligt ist (Kornilova et al., 2005; Yamasaki et
al., 2006).

Losliche Peptide kénnen in Ldsung frei rotieren, wahrend membranstandige Peptide
durch die Membranverankerung eine Topologie besitzen. Das gleiche gilt fur die
membranstandigen Proteasen. Im Fall der Intramembranproteolyse sind also sowohl
Protease als auch Substrat in ihrer dreidimensionalen Bewegung eingeschrankt. Da

membranstandige Peptide sowohl Typ-I- als auch Typ-ll-Topologie annehmen, war die
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Entwicklung von topologisch unterschiedlich gerichteten Proteasen wahrscheinlich eine
Anforderung an die Substrat-Prozessierung. Aus evolutiondrer Perspektive konnte dies
der Grund fir die Entstehung der y-Sekretase und der SPP/SPPL-Proteine mit ihren
invertierten aktiven Zentren sein.

Auch fir andere Intramembranproteasen wurde jeweils nur eine Substrattopologie
beschrieben. So schneidet eukaryotische S2P nur die TMD ihrer Substrate, wenn deren
N-Terminus im Zytoplasma lokalisiert ist, das Substrat also eine Typ-lI-Topologie
einnimmt. Interessanterweise ist die bakterielle S2P SpolVFB gegenlber den
eukaryotischen S2P invertiert und prozessiert mit o ein Typ-I Transmembranprotein,
das als Transkriptionsfaktor fiir die Sporenbildung verantwortlich ist (Rudner et al., 1999).
Dies impliziert wiederum, dass das katalytische Zentrum der Intramembranprotease der
Orientierung des Substrats entsprechend ausgerichtet sein muss (Wolfe, 2009a).
Typische Rhomboid-Substrate sind Typ-I-Transmembranproteine. Allerdings konnten
Rhomboide identifiziert werden, die sich in der Anzahl der TMD vor dem aktiven Zentrum
unterscheiden (Lemberg und Freeman, 2007b). Wenn sich die Zahl der TMD in der
Sequenz N-terminal von dem aktiven Zentrum der Rhomboide unterscheidet, nimmt
dadurch der Ubrige Proteinteil, inklusive aktivem Zentrum, die invertierte Topologie ein
(Abbildung 52). Es ist zu betonen, dass die Vorhersage der Anzahl der TMD bislang
ausschlief3lich auf bioinformatischen Methoden basiert, deren prognostischer Wert
begrenzt ist (Ott und Lingappa, 2002). Experimentell wurde die Topologie dieser
neuartigen Rhomboide noch nicht untersucht. Mit Star konnte allerdings ein Typ-II-
Transmembranprotein identifiziert werden, das ein Rhomboid-Substrat darstellt (Tsruya
et al., 2007). Von welchem Rhomboid es geschnitten wird, ist bislang nicht beschrieben.
Sollte sich die Prozessierung von Star bestatigen, misste es hypothetisch von einem
Rhomboid mit einer zusatzlichen TMD vor dem aktiven Zentrum geschnitten werden
(Abbildung 52).
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Typ-| Typ-ll

Abbildung 52. Rhomboide konnen sich in der Anzahl der TMD vor dem aktiven Zentrum
unterscheiden. (A) Modell des Romboid-1 aus Drosophila melanogaster, das ein Typ-I|
Transmembranprotein prozessiert. Die katalytisch aktiven Aminosdure-Reste Serin und Histidin
befinden sich in den TMD 4 und 6. Die Richtung der TMD 4 und 6 ist durch die weilen Pfeile
dargestellt. Es wird angenommen, dass diese Art von Rhomboid nur Typ-I
Transmembranproteine (grin) prozessiert. (B) Modell des Rhomboid-7 aus Drosophila
melanogaster. Rhomboid-7 ist anhand von bioinformatischen Methoden eine zusatzliche TMD am
N-Terminus vorhergesagt (rot). Die katalytisch aktiven Aimnosaure-Reste befinden sich daher in
den TMD 5 und 7, die Topologie der beteiligten TMDs (Pfeilrichtung) ist im Vergleich zu (A)
invertiert. Das prozessierte Substrat (grin) ist in der Folge ein Typ-ll Transmembranprotein.
Abbildung verandert nach (Lemberg und Freeman, 2007b).

5.5.2.2 Anzahl der prozessierten Substrate

Fir die y-Sekretase wurden deutlich mehr Substrate identifiziert als fir SPPL2b (Beel
und Sanders, 2008; Fluhrer und Haass, 2009; Fluhrer et al., 2009). Hierfir sind mehrere
Ursachen moglich. Auf der einen Seite kdnnte die y-Sekretase durchaus eine gréRere
Anzahl an Substraten prozessieren als SPPL2b. In Einklang mit dieser Hypothese steht
die Beobachtung, dass deutlich mehr Typ-I-Transmembranproteine existieren als Typ-II-
Transmembranproteine und dass ein groRer Teil dieser Typ-I-Transmembranproteine
aufgrund seiner Lokalisation in spaten sekretorischen Kompartimenten als y-Sekretase-
Substrat in Frage kommt 2. Auf der anderen Seite ist die y-Sekretase aufgrund ihrer
Bedeutung fiir die Alzheimer-Erkrankung seit vielen Jahren Objekt intensiver Forschung,
wahrend SPPL2b eine wenig untersuchte Protease darstellt. Es konnte daher sein, dass
SPPL2b ahnlich viele Substrate umsetzt wie die y-Sekretase, diese aber noch nicht
bekannt sind. Eine massenspektrometrische Analyse des Proteoms nach Knockdown
bzw. Knockout von SPPL2b, wie sie bereits fir die y-Sekretase beschrieben wurde,
konnte Aufschluss Uber die mogliche Anzahl an SPPL2b-Substraten geben, da
Substrate in diesem experimentellen Ansatz akummulieren wirden (Hemming et al.,
2008).

2 Eine Analyse der Uniprot-Proteindatenbank nach Proteinen, die die Membran einmal
durchspannen liefert ca. doppelt so viele Typ-I- wie Typ-ll-Transmembranproteine.
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5.5.2.3 Komplexbildung

Ein groRer Unterschied zwischen der y-Sekretase und SPPL2b besteht in der
Komplexbildung von PS mit Nicastrin, APH-1 und PEN-2, die flr y-Sekretase-Aktivitat
zwingend erforderlich, fur SPPL2b jedoch keine Voraussetzung fur Aktivitat ist (Edbauer
et al., 2003; Fluhrer et al., 2006; Weihofen et al., 2002).

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie Uber die Substratanforderungen von SPPL2b
lassen den Schluss zu, dass wahrscheinlich alle flr proteolytische Aktivitat
verantwortlichen Merkmale der y-Sekretase in PS zu finden sind. Grund hierfir ist die
beobachtete Ahnlichkeit der Substratprozessierung durch SPP/SPPL-Proteasen
gegenlber der Substratprozessierung durch die y-Sekretase, obwohl eine
Komplexbildung mit anderen Proteinen fir SPP/SPPL-Aktivitat nicht notwendig ist. Es
besteht jedoch die Mdoglichkeit, dass PS einzelne fiir y-Sekretase-Aktivitat notige
Eigenschaften an die Co-Faktoren APH-1, PEN-2 oder Nicastrin abgegeben hat. Einen
weiteren Grund fir die Komplexbildung kénnten Protease-unabhangige Funktionen der
y-Sekretase darstellen. In der Tat wurde die y-Sekretase mit einer Reihe von zellularen
Funktionen assoziiert, die unabhangig von Protease-Aktivitat sind. Beispiele hierfiir sind
die Ausschittung von Neurotransmittern, Ca?"-Kanal-Aktivitat, Transport von
Membranproteinen, Autophagie oder Aktivierung der Erk-abhangigen Signaltransduktion
(Esselens et al., 2004; Kang et al., 2005; Naruse et al., 1998a; Tu et al., 2006; Wang et
al., 2006b; Zhang et al., 2009). Allerdings muss beachtet werden, dass in allen Studien
PS und nicht die anderen Komplexfaktoren fir die jeweilige y-Sekretase-unabhangige
Funktion verantwortlich gemacht wurde. Im Ruckschluss dieser Ergebnisse ware es
moglich, dass auch SPPL2b Protease-unabhangige Funktionen hat.

Die Komplexbildung der y-Sekretase stellt einen energetisch sehr aufwendigen Prozess
dar, der zudem als Reaktion vierter Ordnung extrem langsam ist. Die Frage, warum
Zellen viel Energie in die Bildung des y-Sekretase-Komplexes investieren, lIasst Raum
fur Spekulationen. Die Antwort kdnnte in der zentralen Bedeutung der y-Sekretase liegen.
In der y-Sekretase finden unterschiedliche zellulare Prozesse, wie beispielsweise die
Zelldifferenzierung, der Abbau von Transmembranproteinen und Protease-unabhangige
Funktionen zusammen. Nur Uber einen korrekt aufgebauten y-Sekretase-Komplex kann
gewahrleistet werden, dass alle diese Prozesse fehlerfrei ablaufen. In diesem Sinne
kann die Regulation der y-Sekretase-Aktivitat Uber die Komplexbildung als eine

prinzipielle zellulare Qualitatskontrolle angesehen werden.
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5.5.2.4 Endoproteolyse

Im letzten Schritt der Komplexbildung wird PS endoproteolytisch in seinem hydrophilen
Loop zwischen TMD 6 und 7 gespalten, wobei PS NTF und PS CTF assoziiert bleiben
(Capell et al., 1998; Thinakaran et al., 1996). Die Mutagenese eines Aspartyl-Restes im
aktiven Zentrum von PS verhindert die Endoproteolyse. Daher wird davon ausgegangen,
dass es sich um einen autoproteolytischen Prozess handelt (Wolfe et al., 1999). Dies ist
allerdings noch nicht experimentell nachgewiesen. Erst nach Endoproteolyse von PS ist
die y-Sekretase aktiv, wobei jedoch auch PS1-Mutationen bekannt sind, z. B. die
AExon9-Mutante, die zwar keine Endoproteolyse, aber dennoch Aktivitat zeigen
(Baumeister et al., 1997; Levitan et al.,, 1996; Perez-Tur et al., 1995; Steiner et al.,
1999a; Steiner et al.,, 1999b; Thinakaran et al., 1996). Méglicherweise ist die Struktur
dieser PS1-Mutanten der Struktur des endoproteolytisch prozessierten wt PS1 sehr
ahnlich, sodass die Maturierung vollstandig verlauft und ein aktiver y-Sekretase-Komplex
gebildet werden kann (Capell et al., 1998). Die y-Sekretase kann folglich als Zymogen
angesehen werden (De Strooper, 2000). Die Expression von Proteasen als zymogene
Vorlauferproteine, die dann durch Proteolyse aktiviert werden, ist bei I6slichen Proteasen
weit verbreitet (Berg et al., 2002).

SPPL2b ist dagegen als Volllangenprotein aktiv und auch die anderen SPP/SPPL-
Proteine werden nicht endoproteolytisch gespalten (Friedmann et al., 2004; Krawitz et al.,
2005). Da SPP/SPPL-Proteasen nicht endoproteolytisch gespalten werden, dhnelt die y-
Sekretase in diesem Aspekt eher den l6slichen Proteasen als den Ubrigen GxGD-
Intramembranproteasen. Die Voraussetzung der Endoproteolyse von PS fur vy-
Sekretase-Aktivitdt konnte einen Regulationsmechanismus darstellen, der von
SPP/SPPL-Proteasen nicht genutzt wird. Die endoproteolytische Prozessierung von PS
konnte in der Folge eine Mdglichkeit darstellen, die y-Sekretase zu inhibieren, ohne eine

Kreuzreaktion mit SPP/SPPL-Proteasen hervorzurufen.

5.5.2.5 Glykosylierung
Im Gegensatz zu PS ist SPPL2b komplex glykosyliert (Krawitz et al., 2005). Die

vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass Maturierung fur SPPL2b-Aktivitdt notwendig ist,
da das kurze membranverankerte Fragment Bri2AE, dessen Prozessierung unabhangig
von Ectodomain-Shedding ist, unter Brefeldin A-Behandlung nicht umgesetzt wird (siehe
4.2.4). Es besteht daher die Mdglichkeit, dass SPPL2b durch die Glykosylierung aktiviert
wird. Allerdings werden durch die Brefeldin A-Behandlung weitere zellulare Faktoren

verandert, die fir effiziente Proteolyse entscheidend sein kdnnten, beispielsweise der pH
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der Kompartimente. Um den Effekt der Glykosylierung auf die SPPL2b-Aktivitat zu

untersuchen, sind daher weiterflihrende Experimente nétig.

Merkmal

Kurzbeschreibung

Referenz

Substrate

o y-Sekretase: >60, (u.a. APP, NOTCH)
e SPPL2b: TNFaq, Bri2, FasL

(Beel und Sanders, 2008)
(Weihofen und Martoglio, 2003)
(McLauchlan et al., 2002)
(Robakis et al., 2008)

(Kirkin et al., 2007)

(Fluhrer et al., 2006)

(Martin et al., 2008b)

Substrattopologie

e Typ-I fir y-Sekretase
e Typ-Il fur SPPL2b *

(Selkoe und Wolfe, 2007)
(Weihofen et al., 2002)
(Friedmann et al., 2004)

Endoproteolyse

o Erforderlich fur Maturierung und Aktivitat
der y-Sekretase *
¢ Nicht erforderlich fur SPPL2b-Aktivitat

(Thinakaran et al., 1996)
(Krawitz et al., 2005)
(Narayanan et al., 2007)

Komplexbildung

o Fir y-Sekretase strikt erforderlich fur
Aktivitat
o SPPL2b: Fir Aktivitat kein Komplex

erforderlich, Dimerisierung wird diskutiert

(Edbauer et al., 2003)
(Weihofen et al., 2002)
(Fluhrer et al., 2006)
(Nyborg et al., 2004)
(Narayanan et al., 2007)

Docking-Site o Fir y-Sekretase in PS1 CTF (Kornilova et al., 2005)
« Nicht untersucht firr SPPL2b (Sato etal., 2008b)
Lokalisation o Aktive y-Sekretase und SPPL2b befinden | (Kaether et al., 2002)

sich an der Plasmamembran und in
endosomal/lysosomalen Komartimenten

e SPPL2b ist zudem im Golgi-Apparat
lokalisiert

(Pasternak et al., 2003)
(Chyung et al., 2005)
(Friedmann et al., 2004)
(Friedmann et al., 2006)
(Krawitz et al., 2005)
(Martin et al., 2008b)
(Weihofen et al., 2002)

Ectdodomain-
Shedding

e Fir alle y-Sekretase- und SPPL2b-
Substrate beschrieben

e Wahrscheinlich Voraussetzung fiir
Bindung und Prozessierung durch die y-
Sekretase

¢ Keine Voraussetzung fiir Bindung an
SPPL2b, aber deutliche Erleichterung

der Prozessierung

(Esler et al., 2002)

(Selkoe und Wolfe, 2007)
(Lemberg und Martoglio, 2002)
(Martin et al., 2008a)

% Nicht experimentell nachgewiesen
* Es existieren jedoch Ausnahmen. Gewisse PS1-Mutanten zeigen Aktivitat (wenn auch
gegeniber PS wt reduziert), jedoch keine Endoproteolyse.
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GroRenselektion « Die Schnitteffizienz der y-Sekretase- und | (Struhl und Adachi, 2000)
SPPL2b-Protease korreliert negativ mit | (Martin et al., 2008a)

der Lange der Ektodoméane des
Substrats.

Shah et al., 2005)
Chavez-Gutierrez et al., 2008)

Substratselektion o Fir die y-Sekretase wird Nicastrin als (
(
(Yamasaki et al., 2006)
(
(

erster Substrat-Akzeptor diskutiert,

zweite Selektion erfolgt durch das GxGD-
Hemming et al., 2008)

Motiv in PS
Narayanan et al., 2007)
o Fir SPPL2b bislang nicht beschrieben
Sequenz- o Flr y-Sekretase- und SPPL2b: Innerhalb | (Lichtenthaler et al., 1999)
determinanten im der TMD sowie der luminalen und (Ren et al., 2007)
Substrat zytoplasmatischen JMD. (Lemberg und Martoglio, 2002)
(Okamoto et al., 2008)
(Martin et al., 2008a)
Funktion als ¢ Nicht der Fall fir SPPL2b, diskutiert fiir (Kopan und llagan, 2004)
Membran- die y-Sekretase (Hemming et al., 2008)
Proteasom (Martin et al., 2008a)

Tabelle 5. Gemeinsamkeiten und Unterschiede von SPPL2b und der y-Sekretase. Die
Auflistung der Merkmale mit einer Kurzbeschreibung und den wichtigsten Referenzen gibt einen
Uberblick Uiber die Gemeinsamkeiten und die Unterschiede der SPPL2b- und y-Sekretase-
abhangigen Intramembranproteolyse.

5.5.3 Implikationen fur die Entwicklung von spezifischen y-Sekretase-
Inhibitoren

Die Aktivitat von Proteasen kann durch verschiedenste Mechanismen kontrolliert werden,
beispielsweise durch Regulation der Genexpression, Lokalisation, post-translationale
Modifikationen, durch die Aktivierung der jeweiligen inaktiven Zymogene oder durch
Inhibitoren (Lopez-Otin und Bond, 2008). Die y-Sekretase ist Gegenstand intensiver
pharmazeutischer Forschung, da die Inhibition der y-Sekretase die Reduktion von
neurotoxischen AB-Peptiden ermoglicht (Haass und Selkoe, 2007). Viele der
beschriebenen y-Sekretase-Inhibitoren haben das aktive Zentrum der y-Sekretase als
Zielstruktur, das in SPP/SPPL hochkonserviert ist. In der Tat ist fir eine Reihe von y-
Sekretase-Inhibitoren Kreuzreaktivitat mit SPP/SPPL bekannt (Fluhrer et al., 2006; Iben
et al., 2007; Nyborg et al., 2004; Sato et al., 2006b; Weihofen et al., 2003). Da
SPP/SPPL-Proteasen wichtige physiologische Funktionen z.B. im Immunsystem oder
bei der Ausschittung von Zytokinen einnehmen, muss bei der Entwicklung von y-
Sekretase-Inhibitoren Kreuzreaktivitat mit SPP/SPPL vermieden werden (Weihofen et al.,
2002). Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen unter anderem, dass neben dem

aktiven Zentrum weitere Merkmale der y-Sekretase-abhangigen RIP in SPPL2b
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konserviert sind: So verwenden beide Proteasen einen Groflenerkennungsmechanismus
zur Substratselektion (Martin et al., 2008a; Struhl und Adachi, 2000). Aul3erdem
bestehen fir beide Proteasen Determinanten in der ICD, der TMD und der IJMD eines
Substrats. Inhibitoren, die die Substraterkennung der y-Sekretase als Target haben,
kénnten daher mit SPP/SPPL-Proteasen kreuzreagieren.

Fir die Entwicklung selektiver y-Sekretase-Inhibitoren bieten sich die Merkmale der
Protease als Angriffspunkte an, die die y-Sekretase von SPP/SPPL-Proteasen
unterscheiden. Eine Moglichkeit bestiinde in der Stérung der Komplexbildung der y-
Sekretase durch kleine Molekiile, die die Bindung der Komplexpartner untereinander
inhibieren. Weitere Angriffspunkte stellen die endoproteolytische Prozessierung von PS
sowie regulatorische Interaktionspartner wie Transportproteine dar. So konnte im Fall
der Alzheimer-Erkrankung ein verminderter Transport der y-Sekretase in spate
sekretorische Kompartimente ausreichen, die Konzentration an sekretierten ABR-Peptiden
derartig zu senken, dass es nicht zur Aggregation kommt. Da die y-Sekretase jedoch
neben APP viele weitere Substrate prozessiert, ist es zusatzlich wilnschenswert,
Ansatze zu entwickeln, die spezifisch den Umsatz von APP reduzieren. Ein moglicher
Ansatz bestiinde beispielsweise in einem Screen nach kleinen Molekilen, die selektiv

die Interaktion von APP mit der y-Sekretase inhibieren.

5.6 Ausblick

Die vorliegende Arbeit zeigt die RIP des Bri2 und die Substratanforderungen von
SPPL2b. Obwohl in den letzten Jahren bedeutende Fortschritte in der Erforschung der
Wirkungsweise und der Regulation der Intramembranaspartylproteasen gemacht wurden,

bleiben noch viele Fragen ungeldst.

5.6.1 Strukturelle Analyse

Wahrend fur Rhomboid und S2P die atomare Struktur bekannt ist, fehlt die Struktur einer
Intramembranaspartylprotease (Urban und Shi, 2008). Die strukturell gewonnenen Daten
koénnten die Grundlage fir die Entwicklung von spezifischen y-Sekretase-Inhibitoren flr
die Behandlung der Alzheimer-Erkrankung bilden. Da kristallographische
Untersuchungen der y-Sekretase durch ihre GroRe und ihre Hydrophobizitat erschwert
sind, konnte ein anderes Mitglied der GxGD-Familie, beispielsweise die vermeintlich
einfachste  Intramembranaspartylprotease = SPPL3, als  Ausgangspunkt  flr
kristallographische Untersuchungen dienen. Aber auch die Strukturanalyse eines
SPP/SPPL-Fragments per NMR koénnte erfolgreich sein (Narayanan et al., 2007).
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Anhand einer Struktur kénnten weitere wichtige Fragestellungen erértert werden,
beispielsweise ob es allosterische Mechanismen zur Regulation der Proteasen gibt oder
wie der Zugang des Substrats zur Protease reguliert ist. Vorstellbar ware in Analogie zur

Rhomboid-abhangigen RIP ein Lateral-Gating Mechanismus, in dem die TMD eines

Substrats durch eine seitliche Offnung der Protease zum aktiven Zentrum gefiihrt wird
(Abbildung 53) (Baker et al., 2007; Wang et al., 2006c¢).
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Abbildung 53. Modell eines generellen Mechanismus der Substratbindung von
Intramembranproteasen. (A) Die Protease verflgt tber eine hydrophile Aussparung, die von
einer hydrophoben Doméane, in diesem Fall von einer TMD (griin), blockiert wird. Die Aussparung
befindet sich je nach Protease auf der luminalen oder auf der zytoplasmatischen Seite der
Membran und enthalt das aktive Zentrum der Protease (Stern). (B) Damit Proteolyse stattfinden
kann, kommt es zu einer strukturellen Umlagerung der hydrophoben Doméne. Es entsteht eine
seitliche Offnung (Lateral Gate), die die Bindung des Substrats (rosa) ermdglicht. Das fir die
Proteolyse bendtigte Wasser kann in die Offnung eindringen. (C) Die TMD des Substrats wird
teilweise entwunden, damit die katalytisch aktiven Reste die zu spaltende Peptidbindung
erreichen und es zur Prozessierung kommen kann. Abbildung verandert nach (Wu et al., 2006).

SchlieBlich sollte die Co-Kristallstruktur einer GxGD-Protease mit einem Substrat oder
einem Inhibitor des aktiven Zentrums Aufschluss Uber die Substratbindung geben. Die
strukturelle Anordnung des YD-, GxGD- und des PAL-Motivs konnte Hinweise auf den
enzymatischen Mechanismus der GxGD-Proteasen liefern. Da die Motive im aktiven
Zentrum der GxGD-Proteasen in I6slichen Proteasen nicht konserviert sind, handelt es
sich womdglich um einen neuartigen enzymatischen Mechanismus (Carter et al., 2008;
Steiner et al., 2000).

5.6.2 Differentielle Substratanforderungen der SPP/SPPL-Proteasen

Momentan ist es nicht mdglich, anhand der Sequenz eines Transmembranproteins
vorherzusagen, ob es Substrat fur RIP ist. Auf der Basis von einer gro3eren Anzahl an
neuen Substraten und dem Vergleich zu bestehenden Daten kénnten Kriterien erstellt
werden, die eine Vorhersage ermoglichen. Hierbei sollte besonders Wert darauf gelegt
werden, Substrate fur diejenigen Intramembranproteasen zu identifizieren, flr die noch
keine Substrate bekannt sind, beispielsweise flir SPPL2c oder SPPL3. Womdoglich

kénnen durch den Vergleich dieser Substrate mit Bri2 und TNFa Antworten auf die
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Frage gefunden werden, wie die SPP/SPPL-Proteasen in der Lage sind, ihre Substrate
zu unterscheiden. Wichtige Anhaltspunkte fur die unterschiedliche Substraterkennung
kénnten die Lokalisation und die differentielle Glykoslierung der SPP/SPPL-Proteine
geben (Krawitz et al., 2005).

5.6.3 Netzwerke von Intramembranproteasen

Die vergleichende Analyse der RIP sollte sich jedoch nicht auf SPP/SPPL beschranken.
Vielmehr wird es wichtig sein, ein mogliches Zusammenspiel unterschiedlicher Klassen
von Intramembranproteasen zu untersuchen. Eventuell existieren Substrate, die - je
nach Zustand der Zelle - durch unterschiedliche Intramembranproteasen prozessiert
werden. Es kdnnten beispielsweise Substrate existieren, die sowohl von Rhomboid als
auch von GxGD-Proteasen prozessiert werden konnen. Die nach der RIP jeweilig
unterschiedliche Lokalisation der entstehenden Fragmente kdnnte die zellulare Antwort

Uber unterschiedliche Signalwege steuern.

5.6.4 Regulation der GxGD-Proteasen durch Transportfaktoren

Die Regulation der Aktivitat der GxGD-Proteasen ist bislang unzureichend untersucht.
Sie ist jedoch von grofer klinischer Bedeutung, da es durch unkontrollierte Aktivitat zu
schwerwiegenden Erkrankungen kommen kann. Im Fall des NOTCH-Proteins flhrt
ungesteuerte Prozessierung zu unkontrollierter Zellproliferation und damit zu Krebs
(Kopan und llagan, 2009). Transportproteine bzw. andere Interaktoren kdnnten zur
Steuerung der Protease-Aktivitat eine wichtige Rolle spielen. Fir die y-Sekretase wurden
mit CD147 und TMP21 bereits erste transiente Interaktoren beschrieben (Chen und
Glabe, 2006; Zhou et al., 2005). Diese Proteine verschieben die Lokalisation der y-
Sekretase in der Hinsicht, dass weniger AB produziert wird. Die ldentifizierung solcher
Interaktoren ware Uber einen RNAIi-Screen mit anschlieRendem SPP/SPPL-

Aktivitatsassay mdglich.

5.6.5 Endogene Inhibitoren

Fir viele Proteasen, wie z.B. fir die Gruppe der MMP- oder ADAM-Enzyme, wurden
endogene Inhibitoren beschrieben (Bode et al., 1999). Die differentielle Expression und
unterschiedliche Affinitdten dieser Inhibitoren erlaubt die Gewebe-spezifische Regulation
der Proteasen. Fur die GxGD-Familie sind endogene Inhibitoren noch nicht beschrieben.
Eventuell existieren Inhibitoren, die unterschiedliche Affinitaten fiir die einzelnen

Mitglieder der GxGD-Familie aufweisen. Wirde ein endogener y-Sekretase-Inhibitor
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existieren, der keine Wirkung auf SPP/SPPL-Proteine zeigt, kdnnte die medikamentose
Gabe dieses Inhibitors die AB-Generation verringern. In diesem Fall musste beachtet
werden, dass die verabreichte Menge des Inhibitors nicht zu einer schwerwiegenden
Beeintrachtigung der Zelldifferenzierung Uber die Blockierung des NOTCH-Signalwegs
flhrt.

5.6.6 Inaktive GxGD-Proteasen

Weiterhin wurden Mitglieder der Rhomboid-Familie beschrieben, die Mutationen im
aktiven Zentrum tragen und vermutlich inaktiv sind (iRhoms) (Lemberg und Freeman,
2007b). Da iRhoms wahrscheinlich trotzdem in der Lage sind, Substrate zu binden,
wlrden sie den Zugang von aktiven Rhomboiden zu Substraten blockieren. Die
Expression von iRhoms koénnte also die Rhomboid-Aktivitat negativ beeinflussen
(Lemberg und Freeman, 2007a). Ob fir GxGD-Proteasen inaktive Familienmitglieder
existieren, die ahnliche Funktionen Ubernehmen konnten, ist unklar. In einer ersten
Datenbankanalyse im Rahmen dieser Arbeit mit den aktiven GxGD-Proteasen als
Templates wurden keine derartigen Familienmitglieder gefunden (Daten nicht gezeigt).
Es ist jedoch vorstellbar, dass inaktive Rhomboide auch Substrate der GxGD-Proteasen

binden und die Prozessierung verhindern.

5.6.7 Protease-unabhangige Funktionen der SPP/SPPL-Proteasen

Fir die y-Sekretase wurden zahlreiche Protease-unabhangige Funktionen beschrieben
(siehe 5.5.2.3) (Esselens et al., 2004; Kang et al., 2005; McCarthy et al., 2009; Naruse et
al., 1998b; Tu et al., 2006; Wang et al., 2006b). SPP wurde eine Rolle in der ER-
Dislokation von Transmembranproteinen zugewiesen (Loureiro et al., 2006). Aulerdem
kénnte SPP neben dem Signalpeptidabbau auch eine Chaperon-artige Funktion haben
(Crawshaw et al.,, 2004). Ob SPPL-Proteine Protease-unabhangige Funktionen
Ubernehmen, ist bislang unklar. Die Generierung von Knockout M&usen fur die einzelnen
Familienmitglieder kénnte jedoch Phanotypen liefern, flr die ein Rescue mit inaktiven
SPPL-Proteasen moglich ist. Falls der Rescue gelingt, konnten die Phanotypen

Hinweise zu Protease-unabhangigen SPPL-Funktionen geben.

5.6.8 Funktion der Bri-Proteine

SchlieBlich gilt es, die Funktion der Bri-Proteine zu untersuchen. Fir Bri2 existieren
bereits Knockout Mause, die jedoch unzureichend charakterisiert wurden (Matsuda et al.,

2008). Eingehendere Untersuchungen dieser Mause konnten Hinweise auf die Funktion

127



des Bri2 geben. Falls ein Phanotyp existiert, sollten Rescue-Experimente mit
unterschiedlichen Domanen des Bri2 durchgefiuihrt werden, um Anhaltspunkte fir die

physiologische Rolle der RIP des Bri2 zu gewinnen.
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Anhang — Nomenklatur der Intramembranproteasen

Die Klassifizierung und Nomenklatur erfolgt anhand der MEROPS Datenbank
(http://merops.sanger.ac.uk/). Danach sind die Aspartylintramembranproteasen den
Familien A22A (PS) und A22B (SPP/SPPL) zugeordnet. Die MEROPS-

Zugangsnummern enstprechen den Homo sapiens - Proteinen.

Gruppe, ID Name(n) MEROPS #

A22A, A22.001 | Presenilin 1, PS1, PSEN1, Minilin, MER005221
y-secretase component

A22A, A22.002 | Presenilin 2, PS2, PSEN2, MERO005223
y-secretase component

A22B, A22.003 | Signal peptide peptidase, SPP MERO019701

Intramembrane protease 1, IMP1
Minor histocompatibility antigen H13,
Presenilin homologue-3, PSH3

Impas 1 peptidase

A22B, A22.007 | Signal peptide peptidase-like 2a, SPPL2a MERO019711
Intramembrane protease 3, IMP3
Presenilin homologue-5, PSH5

Impas 3

A22B, A22.003 | Signal peptide peptidase-like 2b, SPPL2b MERO019715
Intramembrane protease 4, IMP4
Presenilin homologue-4, PSH3

Impas 4

A22B, A22.005 | Signal peptide peptidase-like 3, SPPL3 MERO019708
Intramembrane protease 2, IMP2
Presenilin homologue-1, PSH1

Impas 2

A22B, A22.006 | Signal peptide peptidase-like 2¢, SPPL2c MERO019712
Intramembrane protease 5, IMP5

Presenilin homologue-2, PSH2

Impas 5
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Presenilin, the catalytic component of the y-secretase complex,
type IV prepilin peptidases, and signal peptide peptidase (SPP) are
the founding members of the family of intramembrane-cleaving
GXGD aspartyl proteases. SPP-like (SPPL) proteases, such as
SPPL2a, SPPL2b, SPPL2c, and SPPL3, also belong to the GXGD
family. In contrast to y-secretase, for which numerous substrates
have been identified, very few i vivo substrates are known for SPP
and SPPLs. Here we demonstrate that Bri2 (Itm2b), a type Il-ori-
ented transmembrane protein associated with familial British and
Danish dementia, undergoes regulated intramembrane proteoly-
sis. In addition to the previously described ectodomain processing
by furin and related proteases, we now describe that the Bri2 pro-
tein, similar to y-secretase substrates, undergoes an additional
cleavage by ADAMI10 in its ectodomain. This cleavage releases a
soluble variant of Bri2, the BRICHOS domain, which is secreted
into the extracellular space. Upon this shedding event, a mem-
brane-bound Bri2 N-terminal fragment remains, which undergoes
intramembrane proteolysis to produce an intracellular domain as
well as a secreted low molecular weight C-terminal peptide. By
expressing all known SPP/SPPL family members as well as their
loss of function variants, we demonstrate that selectively SPPL2a
and SPPL2b mediate the intramembrane cleavage, whereas neither
SPP nor SPPL3 is capable of processing the Bri2 N-terminal
fragment,

Regulated intramembrane proteolysis (RIP)* describes a
novel cellular mechanism that explains how type I or type 11

* This work was supported in part by the Leibniz Award of Deutsche Forsch-
ungsgemeinschaft (to C.H), Deutsche Forschungsgemeinschaft Grant
HA1737-11-1 (to C. H. and R. F.), Sonderforschungsprogramm Grants SFB
415 (to P.S. and K. R) and SFB 596 (to C. H. and E. K.}, and the Center for
Integrated Protein Science Munich. The costs of publication of this article
were defrayed in part by the payment of page charges. This article must
therefore be hereby marked “advertisement” in accordance with 18 U.S.C.
Section 1734 solely to indicate this fact.

! Both authars contributed equally to this work.

2 Member of the Elitenetzwerk Bayern Graduate Program “Protein Dynamics
in Health and Disease.”

* Supported by a “Forschungsprofessur” grant from the Ludwig Maximilians
University. To whom correspondence should be addressed. E-mail:
chaass@med.uni-muenchen.de.

“#The abbreviations used are: RIP, regulated intramembrane proteolysis; Bri2,
British dementia protein-2; Itm2b, integral membrane protein 2b; ABri,
amyloid British dementia protein; ICD, intracellular domain; NTF, N-termi-
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transmembrane proteins are proteolytically processed (1, 2).
RIP is required for reverse signaling and degradation of mem-
brane-retained stubs of certain substrates (1). In a typical exam-
ple, RIP describes two proteolytic processing steps. First, a large
part of the ectodomain is shed and secreted. Subsequently,
intramembrane proteolysis cleaves the remaining membrane-
bound fragment into two peptides, the intracellular domain
(ICD) and a small peptide, which is secreted. Until recently,
proteolysis within the membrane was believed to be rather
impossible because water molecules, known to be required for
hydrolysis of peptide bonds, may have difficulties to penetrate
the hydrophobic membrane. However, currently members of
three different intramembrane-cleaving protease families are
known. All are polytopic proteins with their catalytic sites most
likely embedded within their transmembrane domains (1).
Intramembrane-cleaving metalloproteases are represented by
the site-2 protease (3-5). Site-2 protease (S2P) is required for
the regulation of cholesterol and fatty acid biosynthesis via the
liberation of the membrane-bound transcription factor sterol
regulatory element-binding protein (SREBP) by intramem-
brane proteolysis. In addition, site-2 protease is also involved in
intramembrane processing of ATF6, a protein required for
chaperone expression during unfolded protein response. Prior
to intramembrane cleavage, both substrates are first shed by a
luminal cleavage via site-1 protease (6).

Intramembrane-cleaving serine proteases are represented by
the growing family of rhomboids. At least Drosophila rhom-
boids are known to be involved in intramembrane proteoly-
sis of Spitz, Gurken, and Keren. Their cleavage is required
for epidermal growth factor receptor signaling (7-9), but an
initiating shedding event is apparently not required. Rhom-
boids are the first intramembrane-cleaving proteases for
which crystal structures could be resolved (10-14). The
crystal structures suggest that their catalytically active Ser-
His dyad and water molecules are indeed embedded within
the interior of the membrane.

The family of intramembrane-cleaving aspartyl proteases is
represented by y-secretase, the signal peptide peptidase (SPP)
(15), its homologues the SPP-like (SPPL) proteases (1, 16-18),
and the bacterial type I'V prepilin peptidases, which cleave very
close to or right at the membrane (19).

signal peptide peptidase; SPPL, SPP-like; ER, endoplasmic reticulum; TNFa,
tumor necrosis factor «; siRNA, small interfering RNA; HEK, human embry-
onic kidney; BFA, brefeldin A; HA, hemagglutinin.
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y-Secretase is a complex composed of presenilin-1 or prese-
nilin-2, nicastrin, APH-1 (anterior pharynx defective-1}, and
PEN-2 (presenilin enhancer-2) (20). Presenilin is the catalyti-
cally active component of the y-secretase complex (21) and
contains the GXGD protease active site motif (22). y-Secre-
tase cleaves numerous type I substrates including Notch
and the B-amyloid precursor protein (20, 23, 24). In both
cases, the ICDs of the substrates are released to the cytosol.
Although the Notch ICD is required for reverse signaling, a
functional role of the B-amyloid precursor protein ICD is cur-
rently under debate (20, 24), and for a number of other sub-
strates the function of the ICD is unknown. Besides the ICDs,
y-secretase also liberates the amyloid -peptide and the corre-
sponding Notch B-peptide (25). Amyloid B-peptide accumu-
lates in amyloid plaques and vascular deposits characteristic for
Alzheimer disease. Although +y-secretase only accepts type
[-oriented substrates, members of the SPP family are required
for intramembrane proteolysis of type 11 transmembrane pro-
teins (1). SPP family members are differentially located within
the cells (26, 27). SPP and SPPL3 are predominantly observed
within the endoplasmic reticulum (ER)/Golgi, whereas SPP1.2a
and SPPL2b are additionally found in late Golgi compartments
and endosomes/lysosomes (26). Consistent with its subcellular
localization, SPP is required for the removal of signal peptides
from the ER membrane (15). Beside its function in removal of
signal peptides, SPPis also involved in immune surveillance and
intramembrane cleavage of the hepatitis C viral core protein
(15,28). No substrate has so far been identified for the ER/Golgi
located SPPL3. For SPP1.2a and SPPL2b currently two in vivo
substrates, tumor necrosis factor & (TNFa) and the Fas ligand,
are known (27, 29, 30).

The ectodomains of both substrates undergo shedding by
members of the ADAM (a disintegrin and metalloprotease)
family. TNFe is further processed by intramembrane cleavages
of SPPL2a/SPPL2b to produce the TNFa ICD and the secreted
TNFa Cdomain (29). The TNFa ICD triggers expression of the
pro-inflammatory cytokine interleukin-12 in dendritic cells
(27). Because of the restricted cell and tissue specific expression
of TNFa and FasL, additional substrates for SPPL2a/SPPL2b
are to be expected.

We therefore investigated the type Il-oriented transmem-
brane protein Bri2, also known as Itm2b, which is the precursor
of the ABri amyloid protein (31). For clarity, we will use the
term Bri2 throughout the manuscript. Bri2 undergoes process-
ing by furin and related proteases within its ectodomain (32,
33), which leads to the release of its 4-kDa C-terminal propep-
tide. Mutations of the stop codon in the bri2 (itim2b) gene are
responsible for the generation of a longer open reading frame,
therefore causing the release of a longer propeptide by furin-me-
diated proteolysis (31-33). The mutant Bri2 amyloid propep-
tides (ABri) tend to aggregate into oligomers, protofibrils, and
further into amyloid deposits and cause familial British (31) and
Danish dementia (34), which are autosomal dominant neuro-
degenerative diseases characterized by amyloid angiopathy,
plaques, and neurofibrillar tangles (33, 35).

We have now investigated the proteolytic processing of Bri2.
Surprisingly, in addition to the furin-mediated release of the
C-terminal propeptide, a large part of the remaining ectodo-
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main, the so-called BRICHOS domain, is shed by ADAM10and
released to the extracellular space. The remaining membrane-
associated N-terminal fragment (NTF) undergoes intramem-
brane proteolysis mediated by SPPL2a or SPPL2b. This cleav-
age generates the Bri2 [CD, which is liberated into the cytosol
and the secreted Bri2 C domain.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Cell Culture, ¢DNAs, and Transfection—HEK293EBNA,
HEK293TR, and SH-SY5Y cells were cultured in Dulbecco’s
modified Fagle’s medium with Glutamax (Invitrogen) supple-
mented with 10% fetal calf serum (Invitrogen) and 1% penicil-
lin/streptomycin (Invitrogen). SNKBE cells were cultured in
Ham's F-12 medium (Cambrex Bio Science, Verviers, Belgium)
supplemented with 2.5% non-essential amino acids (Invitro-
gen) and 10% fetal calf serum. A-431 cells were cultured in
Advanced RPMI 1640 medium (Invitrogen) supplemented with
0.5% penicillin/streptomycin and 10% fetal calf serum. Using
PCR, a C-terminal HA tag (AYPYDVPDYA) was added to all
constructs. SPPL2a, SPPL2a D412A, SPPL2b, SPPL2b D421A,
and SPPL3 D272A were subcloned into the Nhel and Notl or
EcoRI and Xhol sites of pcDNA 3.1. Zeo— (Invitrogen) and
stably transfected into HEK293EBNA cells. SPP, SPP D265A,
and SPPL3 were subcloned into the EcoRI and Xhol sites of
pcDNA 4/TO A (Invitrogen) and stably transfected into
HEK293 TR cells (Invitrogen). Transfection of cells was carried
out using Lipofectamine 2000 (Invitrogen) according to the
manufacturer’s instructions, and single cell clones were gener-
ated by selection in 200 pwg/ml zeocine (Invitrogen). To induce
expression of SPP, SPP D265A, and SPPL3, cells were incubated
with 1 pg/ml doxycycline (BD Biosciences) added to the cell
culture medium for at least 48 h.

Bri2 ¢cDNA was purchased from RZPD (Deutsches Ressou-
rcezentrum fiir Genomforschung, Berlin, Germany). After the
starting methionine an N-terminal FLAG tag (DYKDDDDK)
and, at the C terminus of the protein, a V5 tag (GKPIPNPLL-
GLDST) were added, and the PCR product was subcloned into
the HindIIl and Xbal sites of pcDNA6.0-V5-His A (Invitrogen).
The Bri2AF and the Bri2AFC constructs were generated by
deleting the C-terminal part of the protein after amino acids 94
and 240, respectively. The Bri2 KR 243/244 AA (KR/AA) con-
struct was generated by PCR mutagenesis. These Bri2 con-
structs also contain an N-terminal FLAG tag and a C-terminal
V5 tag and were subcloned into the HindIII and Xbal sites of
pcDNAG6.0-V5-His A (Invitrogen). All cDNA constructs were
sequenced for verification. Bri2 cDNAs were either transiently
or stably expressed in cell lines stably expressing SPPs or SPPLs
as described above.

Antibodies, Immunoprecipitation, and Immunoblotting—
The anti-HA peroxidase-coupled 3F10 antibody was obtained
from Roche Diagnostics. The monoclonal anti-FLAG M2 and
the polyclonal HA 6908 antibody were obtained from Sigma.
Polyclonal and monoclonal V5 antibodies were purchased from
Chemicon (Schwalbach, Germany) and Invitrogen, respec-
tively. The polyclonal antibodies against ADAM10, Calnexin,
and ADAMI17 (TACE) were purchased from Calbiochem,
Stressgene/Biomol (Hamburg, Germany), and Oncogene,
respectively, The polyclonal anti-Bri2 antibody (ITM2b
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ab14307) directed against the first 60 amino acids of human
Bri2 was obtained from Abcam (Cambridge, UK). The mono-
clonal SPPL2b-specific antibody CADG-3F9 directed against
amino acids 518-535 of the protein was established by
Dr. Elisabeth Kremmer (GSF-Forschungszentrum, Munich).
Anti-mouse, anti-rabbit, and anti-chicken peroxidase second-
ary antibodies were purchased from Promega (Madison).
Immunoprecipitation assays, gel electrophoresis, immunoblot-
ting experiments, and co-immunoprecipitation assays were
carried out as described previously (26, 29).

Immunocytochemistry and Confocal Imaging—The indicated
cell lines were grown on polylysine-coated glass coverslips to
50— 80% confluence and processed for immunofluorescence as
described before (26). Confocal images were obtained with
Zeiss 510Meta confocal laser scanning microscope system
equipped with a 100/1.3 objective described previously (36).
Images were assembled and processed using Adobe Tllustrator.

Inhibitor Treatment and RNA Interference—To inhibit
SPPL2b, cells were treated overnight with a final concentration
of 15 um (Z-LL),-ketone (Calbiochem), a known SPP inhibitor
(37). As a control, cells were treated with 3 um y-secretase
inhibitor DAPT (38) or the respective carrier.

To block specific metalloprotease activities, cells were grown
in a 6-well format and treated overnight with either 50 um
TAPI-1 (Peptides International) or 50 um TAPI-2 (Peptides
International). Hydroxamate-based inhibitors GW280264 (5
um) and GI254023 (5 uMm) are described elsewhere (39).

For quantification, proteins were immunoblotted as
described above and detected using the enhanced chemilumi-
nescence technique (GE Healthcare). The chemiluminescence
signals of at least three independent experiments were meas-
ured with a CD camera-based imaging system (Alpha-Innotec,
Kasendorf, Germany). Statistical significance was determined
with Student’s ¢ test. Statistically significant p values of <0.05 or
<0.005 are represented by or, respectively.

RNA interference experiments were carried out as follows.
1 x 10° cells/well were plated in a polylysine-coated 6-well
format. After a 2-h incubation, cells were transfected with the
indicated small interfering RNA (siRNA) (Dharmacon siRNA
SMARTYpools: catalog numbers M-0040503-01 (ADAM10),
M-003453-00 (ADAM17), and D-001206-13 (non-targeting
control)), using Lipofectamine 2000 (Invitrogen) according to
the manufacturer’s instructions. 24 h after transfection, the
medium was exchanged, and cells were harvested 48 h after
transfection. Five independent experiments were quantified as
described above. BRICHOS and Bri2AFC levels were first nor-
malized to the calnexin expression level, and then the ratio of
BRICHOS to Bri2AFC was determined. Resulting data for con-
trol siRNA were set to 100%.

Where indicated cells were treated overnight with 10 pg/ml
brefeldin A (BFA; Sigma- Aldrich). Asa control, cells were incu-
bated with the respective carrier.

RESULTS

Shedding of Bri2 by ADAM10—The Bri2 protein is a type Il
transmembrane protein, known to be processed within its
ectodomain by furin and related proteases (Fig. 14, proBri2)
(32, 33, 40). Consequently, a membrane-bound fragment, con-
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FIGURE 1. Proteolytic processing of Bri2, A, schematic presentation of Bri2
processing by furin (or related proteases) and a sheddase. B, proteolytic proc-
essing of endogenous Bri2. Membrane preparations of human embryonic
kidney cells (HEK293/TRex), SKNBE cells, SH-SY5Y cells, and A431 cells were
analyzed using the anti-Bri2 antibody (ITM2b ab14307) directed against the
first 60 amino acids of human Bri2. Besides the expected Bri2 variants (pro-
Bri2/Bri2), an additional Bri2 NTF of ~22 kDa was detected in all cell lines.

taining the so-called BRICHOS domain, remains after this ini-
tial processing (Fig. 14, Bri2). As expected, Bri2 containing the
propeptide (pro-Bri2) was detected at a molecular mass of ~50
kDa in all cell lines tested. The mature Bri2 variant lacking the
propeptide (Bri2) was detected at a slightly lower molecular
weight and was most prominently visible in cell lines of neuro-
nal origin (Fig. 1B, SKNBE, SH-SY5Y). However, besides these
expected Bri2 species, we additionally detected a lower molec-
ular mass Bri2 NTF of ~22 kDa in all cell lines investigated (Fig.
1B). We therefore assumed that Bri2 might undergo shedding
because such a proteolytic processing step would result in the
generation of a small membrane retained stub (Fig. 14, NTF).
If such a shedding event takes place, one would expect a
secreted counterpart containing the BRICHOS domain (see
Fig. 14). To allow identification of such a secreted domain, we
inserted a V5 tag directly at the C terminus of the BRICHOS
domain generating Bri2AFC (Fig. 24). Upon expression of this
cDNA construct, we indeed detected the ~25-kDa BRICHOS
domain as a secreted species in the conditioned medium (Fig.
2B). Similar to cells expressing endogenous Bri2 (Fig. 1B), NTF
was observed within the cell lysate (Fig. 2B). This suggests that
the BRICHOS domain and the Bri2 NTF are generated by a
novel shedding event of Bri2 and may explain the observation of
a N-terminal Bri2 fragment of unknown origin by Choi et al.
(40). In analogy to many y-secretase substrates, which require
shedding by proteases of the ADAM family, we investigated
whether a member of this protease family is involved in shed-
ding of Bri2. Broad ADAM protease inhibitors, such as TAPI-1
and TAPI-2 (41), strongly reduced the secretion of the BRI-
CHOS domain (Fig. 2C). The nature of the metalloprotease
activity was narrowed down using two hydroxamate-based
inhibitors that differ in their inhibitory profile. The inhibitor
GW280264X has been shown to block ADAMI17 and
ADAMI10, whereas the compound GI254023X preferentially
blocks ADAMI10 (39). Both inhibitors strongly blocked secre-
tion of the BRICHOS domain (Fig. 2D). To finally determine
which of the two proteases is required for shedding of Bri2, we
selectively knocked down ADAM10 and ADAM17 using RNA
interference techniques. Upon transient knockdown of
ADAMI0, secretion of the BRICHOS domain was significantly
reduced compared with cells treated with a control RNA inter-
ference oligonucleotide. The knockdown of ADAM17 on the
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FIGURE 2. Shedding of Bri2 by ADAM10. 4, schematic presentation of Bri2AFC. Bri2 AFC lacks the C-terminal propeptide. The V5 tag was inserted at amino acid
240 of Bri2. B, proteolytic processing of Bri2AFC. Cell lysates and the conditioned medium of HEK293 cells stably expressing Bri2AFC were analyzed for the
indicated processing products. Bri2 AFC was detected as a single band of ~~50 kDa using the anti-FLAG antibody. In addition the above described (Fig. 18) NTF
of ~22-kDa NTF was detected in the cell lysate. The potentially N-glycosylated BRICHOS domain was observed in the conditioned medium as an ~25-kDa
peptide using the V5 antibody. C, TAPI treatment reduces BRICHOS secretion. HEK293 cells stably expressing Bri2AFC were treated with 50 uM TAPI-1 or TAPI-2
overnight. Control cells were treated with carrier (Me,50) only. Compared with controls, cells treated with the TAPI-1 and TAPI-2 show a significantly reduced
(71 £ 11.2%, p < 0.001, and 78 = 10.2%, p < 0.001, respectively) BRICHOS secretion. Detection of Bri2AFC was used as a loading control (lower panel).
D, selective ADAM10/ADAM17 inhibitors reduce BRICHOS secretion. HEK293 cells stably expressing Bri2 AFC were treated with 5 um ADAM10 or ADAM10- and
ADAM17-specific inhibitor GI1254023X or GW280264X, respectively, overnight. GI254023X and GW280264X cause a significantly reduced liberation of the
BRICHOS domain (73 = 8%, p < 0.010,and 83 = 3%, p < 0.015, respectively). E, ADAM10isthe BRICHOS sheddase. HEK293 cells stably expressing BriZ AFC were
transfected with specific siRNA against ADAM10, ADAM17, or a nonspecific siRNA as a control. Knockdown efficiency was proven by immunablotting for
ADAM10 and ADAM17. Detection of calnexin serves as a loading control. BRICHOS liberation was strongly reduced upon knockdown of ADAM10 or both
ADAM10 and ADAM17 (60 = 13%, p << 0.001, and 40 = 11%, p < 0.017, respectively). Knockdown of ADAM17 alone does not reduce the secretion of the
BRICHOS domain, indicating that ADAM10 is the major Bri2 sheddase. Note that the knockdown efficiency of ADAM10 in double knockdown experiments is
slightly reduced, allowing a stronger BRICHOS secretion compared with the single ADAM10 knockdown.

other hand did not have a significant effect on the secretion
of the BRICHOS domain. A combined knockdown of
ADAMI10 and ADAM17 failed to further reduce BRICHOS
secretion (Fig. 2F). Taken together, these data demonstrate
that Bri2 undergoes ectodomain shedding via proteolytic
processing by ADAM10.

Bri2 Is a Substrate for Intramembrane Proteolysis by SPPL2a
and SPPL2b—Ectodomain shedding produces membrane-re-
tained stubs that frequently undergo additional processing
within their transmembrane domains to either remove the
membrane-bound stub or to induce nuclear signaling (see
Introduction). To investigate whether Bri2 is also a substrate
for intramembrane proteolysis, we expressed the full-length
pro-Bri2 protein in HEK293 cells and investigated the proteo-
Iytic processing by an immunoprecipitation analysis (Fig. 3B).
Interestingly, in addition to pro-Bri2, Bri2, and NTF, we

JANUARY 18, 2008+VOLUME 283-NUMBER 3

detected afragment of ~10kDa (ICD) in the cell lysate (Fig. 3B)
suggesting that the NTF may be further processed. Impor-
tantly, NTF and ICD generation occurs via processing by
endogenous proteases, and the Bri2 substrate has not been
modified at any cleavage site. [CD generation suggests that Bri2
undergoes proteolysis by an intramembrane-cleaving protease.
Because Bri2 is a type Il-oriented protein, obvious candidates
for intramembrane proteolysis are the members of the SPP/
SPPL family. To determine whether any of the SPP family mem-
bers could mediate intramembrane proteolysis of Bri2, we co-
expressed SPP, SPPL2a, SPPL2b, and SPPL3 with the full-
length Bri2 protein in HEK293 cells. In addition, the
catalytically inactive variants with the corresponding TM7
aspartate mutated to alanine (D/A mutants) (26) were also
investigated. The pro-Bri2 protein was expressed with a C-ter-
minal V5 tag and an N-terminal FLAG tag to allow detection of
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FIGURE 3. Bri2 is a substrate for intramembrane proteolysis by SPPL2a and SPPL2b. A, schematic presen-
tation of pro-Bri2 and Bri2AE. Bri2 constructs are N-terminally FLAG-tagged and C-terminally V5-tagged. The
Bri2AE construct lacks the BRICHOS ectodomain and the propeptide. B, detection of a 10-kDa N-terminal
intracellular fragment. Pro-Bri2 was stably overexpressed in HEK293 cells. Cell lysates were immunoprecipi-
tated using the anti-FLAG antibody and were subjected to SDS-PAGE and Western blot analysis. As described
in the legends for Figs. 18 and 28, a NTF of 22 kDa was detected. In addition, another intracellular fragment
of about 10 kDa (ICD) was detected after longer exposure. Note that the proteolytic products of Bri2 (NTF, 1CD;
mature Bri2) were generated by endogenous proteases. C, proteolytic processing of Bri2 by SPPL2a and
SPPL2b. HEK293 cells stably expressing SPP, SPPL2a, SPPL2b, and SPPL3, or the respective catalytically inactive
D/A mutants were transiently transfected with pro-Bri2. Cell lysates and the conditioned media were immu-
noprecipitated using antibodies against the FLAG tag and the V5 tag, respectively, and were subsequently
subjected to SDS-PAGE and Western blot analysis. The indicated Bri2 fragments were detected using antibod-
ies againstthe indicated tags. In all cells lines, the propeptide was secreted into the conditioned medium. Using
an antibody against the C-terminal V5 tag, pro-Bri2 was detected as a single band in the cell lysates, whereas
pro-Bri2 and the furin-processed mature Bri2 were detected as a double band with an antibody directed
against the N-terminal FLAG tag. An additional ~~10-kDa anti-FLAG positive band (Bri2 ICD) was detected in
cells expressing SPPL2a or SPPL2b but not in cells expressing SPP, SPPL3, or the catalytically inactive mutants.
Upon longer exposure, the endogenaously produced ICD was also detected as shown in B. D, co-immunopre-
cipitation of Bri2 and SPPL2a/SPPL2b. HEK293 cells expressing SPPL2a/SPPL2b or the inactive mutants SPPL2a/
SPPL2b D/A were transiently transfected with pro-Bri2. Immunoprecipitation of SPPL2a or SPPL2b, using an
anti-HA antibody, and detection of Bri2, using an anti-FLAG antibody, revealed hinding of pro-Bri2, Bri2, and
the Bri2 NTF to SPPL2a (longer exposure) and SPPL2b. E, pharmacological inhibition of SPPL2b prevents Bri2
1CD generation. HEK293 cells stably expressing the indicated SPPL variants and pro-Bri2 were treated as indi-
cated with 15 um (Z-LL),-ketone or 3 um DAPT overnight. Control cells were treated with Me,SO. Bri2 ICD
formation was inhibited by the SPP/SPPL-specific inhibitor (Z-LL),-ketone but not by the y-secretase inhibitor
DAPT. Note the accumulation of the NTF upon (Z-LL) -ketone treatment and expression of catalytically inactive
SPPL2b variant (SPPL2b D/A). F, proteolytic processing of Bri2ZAE by SPPL2a and SPPL2b. HEK293 cells stably
expressing the indicated SPPL variants were transiently transfected with BriAE. Cell lysates and conditioned
media were analyzed for Bri2-specific fragments using antibodies against the FLAG tag and the V5 tag, respec-
tively. The Bri2 AE construct was processed by SPPL2a and SPPL2b, giving rise to the Bri2 ICD and a secreted C
domain. The catalytically inactive mutants do not process Bri2 AE and fail to generate the ICD and the C domain.

not (Fig. 3C). Robust amounts
of the 10-kDa N-terminal fragment
corresponding to the ICD of Bri2
were detected in cell lysates only
upon expression of SPPL2a and
SPPL2b (Fig. 3C). In contrast, no
increase in ICD generation above
the background level was detectable
upon expression of SPP or SPPL3
(Fig. 3C). Increased amount of ICD
was only produced in the presence
of catalytically active SPPL2a/
SPPL2b, and its production was
abolished upon expression of the
catalytically inactive D/A mutants
of SPPL2a and SPPL2b (Fig. 3C).
Note that longer exposure reveals
the ICD generated by endogenous
processing (compare Fig. 3, B and
C). We concluded that this frag-
ment might be produced via
intramembrane proteolysis by
SPPL2a and SPPL2b, and therefore
we investigated whether SPPL2a/
SPPL2b may directly interact with
the Bri2 substrate. Co-immunopre-
cipitation allowed the co-isolation
of the 22-kDa NTT as well as of the
furin-generated Bri2 protein and
the full-length pro-Bri2 together
with SPPL2a/SPPL2b (Fig. 3D).
NTF  co-immunoprecipitated at
high levels when the inactive D/A
mutation of SPPL2a or SPPL2b was
co-expressed (Fig. 3D), which is
similar to the accumulating C-ter-
minal fragments of y-secretase sub-
strates upon its inhibition (42). In
line with these findings, the NTF
accumulated upon treatment with
(Z-LL),-ketone, a selective SPP/
SPPL inhibitor (15), but not with
the <y-secretase inhibitor DAPT
(38). Furthermore, (Z-LL),-ketone
inhibits ICD generation, as does
expression of the catalytically inac-
tive SPPL2b D/A mutant (Fig. 3E).

proteolytic processing products from both ends (Fig. 34). Con-
sistent with previous findings, the prodomain of Bri2 is proteo-
Iytically removed (32, 33). Immunoblotting of cell lysates with
an antibody to the N-terminal FLAG tag revealed both Bri2,
lacking the C-terminal propeptide, and pro-Bri2 still contain-
ing the propeptide (Fig. 3C). In contrast, the antibody to the
C-terminal V5 tag selectively detects pro-Bri2 in the cell lysate
(Fig. 3C, upper panel). In addition, the tagged 5-kDa propeptide
was found to be released and secreted into the media of all
cell lines (Fig. 3C). Removal of the prodomain occurs inde-
pendently of whether and which SPP/SPPL was expressed or

1648 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

To prove whether Bri2 lacking its ectodomain is sufficient
for SPPL2 cleavage, we generated a recombinant Bri2 NTF
(Fig. 34, Bri2AF) corresponding to the NotchAFE construct
previously used to investigate y-secretase function (43).
Expression of this construct was sufficient to allow SPPL2a/
SPPL2b-dependent ICD formation of Bri2 (Fig. 3F). More-
over, in the conditioned medium of cells expressing Bri2AF,
we detected the secreted counterpart of the ICD, which we
called Bri2 C domain (Fig. 3, A and F). Both, ICD and C
domain generation are blocked upon expression of the D/A
mutants of SPPL2a/SPPL2b (Fig. 35).
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FIGURE 4. Shedding by ADAM10 and intramembrane cleavage by SPPL2b occur independently of a prior
cleavage of Bri2 by furin. A, schematic presentation of Bri2KR/AA. The residues Lys-243 and Arg-244 were
both mutated to alanine, resulting in a furin-uncleavable Bri2 variant. B, Bri2KR/AA was not processed by furin.
Cells stably expressing the indicated Bri2 variants were analyzed for the indicated cleavage products as
described in the legend to Fig. 3C. In cell lines expressing Bri2KR/AA, the BRICHOS domain containing the
uncleaved propeptide was secreted into the conditioned medium, whereas no liberated propeptide was
detected. In cell lines expressing wild-type (wt) Bri2, the secreted BRICHOS domain was not detected because
the V5 tag was removed by furin-mediated processing. In cell lysates, Bri2KR/AA was detected as a single

protein of ~~50 kDa, indicating that Bri2KR/AA cannot be processed by furin. C,
SPPL2b and ADAM10. Cells stably expressing the indicated SPLL2b variants and

the indicated processing products as described in the legend to Fig. 3C. In all cell lines, the BRICHOS domain
containing the uncleaved propeptide was secreted into the conditioned media. In cells expressing the active

SPPL2b, the BriICD (10 kDa) was detected additionally. Asterisk indicates longer

Shedding by ADAMI10 and Intramembrane Cleavage by
SPPL2b Occur Independently of a Prior Cleavage of Bri2
by Furin—Next, we investigated whether shedding of Bri2 by
ADAMI0 requires a previous cut by furin. Therefore we
blocked the furin cleavage of Bri2 by mutagenizing the corre-
sponding cleavage site at amino acid 243/244 (33) generating
Bri2KR/AA (Fig. 4A). In cells expressing the mutant
Bri2KR/AA protein, no propeptide was detected in the condi-
tioned medium, but an ~~30-kDa fragment corresponding to a
peptide containing the BRICHOS domain and the propeptide
was observed (Fig. 4B). In the corresponding lysates, only one
single band representing the FL Bri2KR/AA protein was
detected (Fig. 4B), confirming that propeptide cleavage was
abolished in the mutant Bri2 variant. The mutant Bri2 substrate
was then co-expressed with SPPL2b and the inactive SPPL2b
D/A mutant (Fig. 4C). Secretion of the BRICHOS domain
(including the propeptide) was independent of the biological
activity of SPPL2b (Fig. 4C). Thus these data demonstrate that
shedding of Bri2 by ADAMI10 occurs independent of furin-
mediated processing. Moreover, furin-mediated processing of
Bri2 was not required for its subsequent intramembrane prote-
olysis by SPPL2b as demonstrated by the ICD generation in Fig.
4C. This was also supported by the accumulation of the Bri2
NTF upon expression of the catalytically inactive SPPLb D/A
mutant (Fig. 4C).

Subcellular Localization of Bri2 and SPPL2b—The above
described results demonstrate that preferentially SPPL2a and
SPPL2b process Bri2. To investigate in which cellular compart-
ment Bri2 and SPPL2b interact, we performed immunocyto-
chemical experiments. Bri2 and SPPL2b co-localize within a
vesicular structure close to the nucleus (Fig. 54). Co-local-
ization studies using antibodies against the V5 or HA tag (for
Bri2 or SPPL2b, respectively) and Giantin revealed that the
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co-localize within an ER/Golgi
fusion compartment (Fig. 5B).
Interestingly, the co-localization
under these conditions does not
allow processing of Bri2 by SPPL2b
because production of the Bri2 [CD
is blocked (Fig. 5C). Consistent with
previous findings, furin-mediated
processing was also abrogated
under these conditions (40) as dem-
onstrated by the accumulation of
pro-Bri2 in the cell lysate (Fig. 5, C and D). Upon BFA treat-
ment, we were also not able to detect the propeptide in either
the medium or the corresponding lysate (Fig. 5D}. In addition,
BFA treatment of cells expressing Bri2AFC (see Fig. 2A4)
reduced the secretion of the BRICHOS domain below the
detection level, and the BRICHOS domain was also not
detected in the corresponding lysate (Fig. 5E). Taken together,
these data suggest that co-localization of Bri2 with its proteases

Bri2KR/AA was processed by
Bri2KR/AA were analyzed for

blot exposure.

alone is not sufficient for RIP of Bri2.

DISCUSSION

We have demonstrated that Bri2 is a novel substrate for RIP.
In contrast to previous knowledge, we could demonstrate that
Bri2 is processed not only by furin or related proteases but also
by ADAM10 and SPPL2a/SPPL2b (Fig. 6). The ADAM10 cleav-
age liberates the BRICHOS domain, which, like the ectodo-
mains of many other proteins, is secreted. The function of the
BRICHOS domain is unclear (45). Interestingly, the Bri2 homo-
logues, Bril and Bri3 (Itm2A and Itm2C, respectively), also con-
tain a conserved BRICHOS domain. Whether BRICHOS is
secreted in these proteins remains to be verified. The secretion
of the complete Bri2 BRICHOS domain strongly suggests that
this domain may have a physiological function within the extra-
cellular space and probably even far away from its producing
cell. Moreover, in analogy to Notch signaling, one may expect a
receptor/ligand interaction inducing shedding and intramem-
brane proteolysis (46). Interestingly, proteolytic processing of
Notch and Bri2 share some remarkable similarities. Both con-
tain a propeptide that is removed by furin or related proteases
(32, 33, 46). Furthermore, in both cases, the ectodomain under-
goes shedding via a protease of the ADAM family (46). Finally,
both proteins undergo intramembrane proteolysis to produce
an ICD (43) and a small secreted peptide (Fig. 6 and Ref. 47).
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FIGURE 5. Subcellular localization of Bri2 and SPPL2b. 4, co-localization of Bri2 and SPPL2b. HEK293 cells stably expressing SPPL2b and Bri2 were stained
with antibodies againstthe HA or V5 tag, respectively. Bri2 and SPPL2b are co-localized. SPPL2b as well as Bri2 partially co-stain in the same subcellular structure
with the Golgi resident protein Giantin, indicating that SPPL2b and Bri2 interact in the Golgi. B, co-localization of Bri2 and SPPL2b in BFA-treated cells. Cells
described in A were treated with 10 pg/ul BFA overnight and stained as described in A. Co-staining of SPPL2b and Bri2 was observed in an ER/Golgi fusion
compartment that surrounds the nucleus. The scale bars in A and Bindicate 10 um. C, SPPL2b cleavage was inhibited upon BFA treatment. Cell lysates of cells
stably expressing SPPL2b and Bri2 were analyzed for Bri2 fragments using the anti-FLAG antibody. Upon BFA treatment, pro-Bri2 accumulates, whereas Bri2
and Bri2 ICD are no longer produced (asterisk indicates longer blot exposure). D, lack of furin cleavage of Bri2 in BFA-treated cells. Cells stably expressing SPPL2b
and Bri2 were treated with BFA or carrier only (control) as described in 8. Upon BFA treatment, pro-BRi2 accumulates (as also shown in €). Consistent with the
accumulation of pro-Bri2 in cell lysates, no propeptide was detected in either cell lysates or the corresponding conditioned media. £, ADAM10 does not cleave
Bri2 in BFA-treated cells. Cells stably expressing Bri2AFC were treated as described in the legend Fig. 3C, and the indicated processing products of Bri2 were
analyzed. Note that BFA treatment blocks BRICHOS generation in the conditioned medium as well as in the corresponding lysates, indicating that ADAM10

does not cleave Bri2 under these conditions.

Intramembrane proteolysis is again mediated by proteases of
the same family, the GXGD proteases. Although these are strik-
ing similarities, some obvious differences are observed as well.
The substrate proteins, such as Notch and Bri2, have opposite
membrane orientation. This is reflected by the corresponding
orientations of the catalytically active sites within presenilin
and the SPPL2 (1, 15). Furthermore, y-secretase is a protein
complex that absolutely requires four components for its activ-
ity (48), whereas SPP and SPPLs apparently do not (29, 37). This
is even more surprising if one compares the very similar proc-
essing pathways of Notch and Bri2. One of the components of
the y-secretase complex, nicastrin, is required as a substrate-
docking site, which accepts only previously shedded substrates
(49). Shedding also occurs for Bri2, and we could demonstrate
that the NTF of Bri2 co-isolates with SPPL2a/SPPL2b. How-
ever, in contrast to y-secretase, which does not bind full-length
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substrate (50, 51), we and others (29, 30) found that the full-
length substrates (Fas ligand, Bri2, and TNFa) also co-precipi-
tate with SPPL2a/SPPL2b. Apparently, the NTF is preferen-
tially turned over because relatively low levels are bound to
proteolytically active SPPL2a/SPPL2b, as compared with the
full-length protein (see Fig. 3D and Ref. 29). In contrast,
when proteolytically inactive SPPL2a/SPPL2b variants are
expressed, higher levels of the NTF co-precipitate (see Fig.
3D and Ref. 29). This suggests that NTFs may be the pre-
ferred substrates of SPPL2a/SPPL2b. However, because of
the potential lack of an additional cofactor such as nicastrin,
less preferred full-length substrates were also bound. One
may hypothesize that processing of such longer substrates
could apparently be less efficient. Therefore, proteins like
nicastrin may have evolved to exclude their binding. In addi-
tion to nicastrin, complex stabilization factors and proteins
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FIGURE 6. Bri2 processing resembles Notch processing. Schematic model
of Bri2 and Notch processing. Notch and Bri2 are processed by furin, ADAM10,
and y-secretase or SPPL2a/SPPL2b, respectively.

that could transfer the substrate from the docking site to the
catalytic center may have evolved. These proteins could be
represented by PEN-2 and APH-1 (20).

Another major question is how substrates are selectively rec-
ognized by the SPP family members because Fas ligand, TNFq,
and Bri2 are preferentially processed by SPPL2a and SPPL2b
but not by the highly similar SPP or SPPL3 (29, 30) (Fig. 3C).
This may be explained by their differential subcellular localiza-
tion (26). Although SPP and SPPL3 are restricted to the endo-
plasmic reticulum, SPPL2a/SPPL2b occur in the Golgi and later
secretory compartments such as endosomes/lysosomes (26,
27). Thus the spatial separation of the enzymes and their
substrates may contribute to substrate selectivity. However,
co-localization by itself is not sufficient for the processing of
Bri2 by SPPL2b as demonstrated by the complete inhibition
of Bri2 ICD generation upon BFA treatment. Because under
these conditions propeptide removal and ectodomain shed-
ding are blocked as well, this suggests three possible expla-
nations for the lack of proteolytic activity of SPPL2b in this
compartment: 1) maturation and folding of SPPL2b is
incomplete in the ER/Golgi fusion compartment, 2) the pH
in this artificial compartment is not optimal for SPPL2b
activity, or 3) Bri2 NTT and not Bri2 itself is the preferred
substrate for SPPL2b cleavage.

RIP is becoming an increasingly important cellular pathway
as the liberated 1CDs may have important functions in cellular
signaling. The perhaps best understood example is the RIP of
Notch, in which the Notch ICD serves as a transcription factor
(46). It will be important to determine whether the Bri2 ICD
also serves as a part of a signaling cascade. Besides signaling,

JANUARY 18, 2008-VOLUME 283-NUMBER 3
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intramembrane proteolysis also plays a major role in the
removal and subsequent degradation of membrane-retained
fragments, which are produced by the initial shedding event
(52). A similar membrane proteasome-like function may be
taken over by some SPP family members to remove type II-
oriented stubs from membranes.
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Intramembrane proteolysis is now widely recognized as an
important physiological pathway required for reverse signaling
and membrane protein degradation. Aspartyl intramembrane
cleaving proteases of the GXGD-type play an important regula-
tory role in health and disease. Besides y-secretase/presenilin,
signal peptide peptidase (SPP) and SPP-like (SPPL) peptidases
also belong to the family of GXGD-type aspartyl proteases.
Although recently the first SPPL2a/b substrates have been iden-
tified, very little is known about substrate requirements, which
allow them to be efficiently processed within the membrane. We
demonstrate that similar to y-secretase substrates, intramem-
brane proteolysis of Bri2 (Itm2b) is greatly facilitated by an ini-
tial shedding event mediated by ADAM-10. Serial deletions
revealed that the length of the ectodomain negatively correlates
with efficient intramembrane proteolysis. Bri3 (Itm2c), which is
highly homologous to Bri2, fails to be shed. Failure of shedding
of Bri3 is accompanied by a lack of intramembrane proteolysis
by SPPL2b. Surprisingly, a low molecular weight membrane-
retained stub of Bri3 also fails to be processed by SPPL2b, indi-
cating that shedding per se is not sufficient for subsequent
intramembrane proteolysis. Extensive domain swapping analy-
sis reveals that primary sequence determinants within the intra-
cellular domain and the transmembrane domain together with
short luminal juxtamembrane sequences are required for effi-
cient intramembrane proteolysis,

Signal peptide peptidase (SPP)* (1), its homologues, the SPP-
like peptidases (SPPL) SPPL2a, b, and ¢ and SPPL3 (2, 3) as well
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as the Alzheimer’s disease-associated presenilins (PS1 or PS2)
are intramembrane-cleaving proteases (ICLiPs) of the GXGD-
type aspartyl protease family (4, 5). GXGD designates a novel
active site motif located within transmembrane domain (TMD)
7 of all known intramembrane-cleaving aspartyl proteases (6).
The GXGD motif contains one of the two critical aspartyl resi-
dues conserved in all GXGD-type proteases. The second aspar-
tyl residue is part of a conserved YD motif located in TMD 6.
Both motifs share no homologies with conventional aspartyl
proteases (6). SPP/SPPLs and PSs only share very limited
sequence homologies (2); however, besides the YD and GXGD
domain, a third more C-terminal PAL sequence is conserved
among all members of the GXGD proteases (2). Recently it has
been shown that the PAL motif may not only present a binding
site for transition state inhibitors of y-secretase and SPP (7},
but, at least in the case of PS1, may interact with the N-terminal
critical aspartate located within TMD 6 (8, 9). In line with data
from electron microscopy (10, 11) and cysteine scanning
mutagenesis (12, 13), these findings suggest a water-filled cavity
harboring the catalytic center of y-secretase. For SPP/SPPL
family members, no such analyses have been performed yet;
therefore it is too early to speculate whether similar structural
features as observed for PS1 also apply. Although SPP/SPPLs
apparently exert protease function in the absence of additional
essential co-factors (1, 14, 15) and can even be functionally
expressed in bacteria (16), y-secretase is a protease complex
composed of PS and three additional proteins, Nicastrin
(NCT), APH-1 (APH-1a L/S or APH-1b), and PEN-2 (17). All
four proteins are necessary and sufficient for authentic y-secre-
tase function (18). PS harbors the active site aspartyl residues
and the interacting PAL motif, whereas NCT is discussed as a
substrate receptor (19), and PEN-2 is discussed as a stabilizing
factor keeping the auto-proteolytically generated PS fragments
in close contact (20, 21). No function has so far been assigned to
APH-1.

SPP was discovered as an ICLIiP responsible for removing
hydrophobic signal peptides liberated from the N terminus of
secreted or transmembrane proteins by signal peptidase (SP)
cleavage during their co-translocation into the endoplasmic
reticulum (1). In addition to signal peptide degradation, SPP is
also required for the generation of cell surface histocompatibil-
ity antigen-E epitopes and processing of the hepatitis C virus
polyprotein (5). A data base search for SPP homologues
revealed SPPL2a, b, and ¢ and SPPL3 (2, 3). Currently, little is

domain; PS, presenilin; NCT, Nicastrin; wt, wild type; APP, B-amyloid pre-
cursor protein.
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known about the function of SPPL family members. No physi-
ological substrates are known for SPPL3 and SPPL2c. In con-
trast, three substrates have been identified to be processed by
SPPL2a/b. These include tumor necrosis factor « (14, 22), the
Fas ligand (FasL) (23), and Bri2 (Itm2b) (24). In the case of
tumor necrosis factor a, reverse signaling has been observed
upon liberation of the intracellular domain (ICD) by SPPL2a
and SPPL2b (22). The tumor necrosis factor a ICD regulates
expression of interleukin-12 probably via nuclear signaling
(22). Similarly, the ICD of FasL negatively regulates gene
transcription (23). Consistent with its predominant function in
signal peptide removal, SPP is located within the endoplasmic
reticulum (15, 22) and probably retained by a KKXX retention
signal. SPPL3 (15) and SPPL2c (22) are also located within the
endoplasmic reticulum, and it is tempting to speculate that they
are involved in signal peptide removal like SPP. In contrast,
SPPL2a and SPPL2b occur throughout the secretory pathway
including the plasma membrane and endosomes/lysosomes
(15). This suggests that the differential subcellular localization
of SPPL proteases restricts the number of available substrates.
In contrast to y-secretase, which onl‘y accepts type 1 transmem-
brane proteins as substrates for intramembrane proteolysis (17,
25), all currently known SPP/SPPL substrates are in type 2 ori-
entation (1, 5, 14, 22-24). For y-secretase and other ICLiPs, it
has been shown that intramembrane proteolysis strictly follows
a previous ectodomain shedding event. Shedding removes the
bulk of the ectodomain and leaves behind a small membrane-
retained stub. In the case of y-secretase, substrates with an
ectodomain shorter than ~~50 amino acids are preferentially
processed (26). Moreover, only pre-shed substrates bind to
y-secretase (27), whereas full-length proteins are most likely
not recognized. Substrate recognition via its free N terminus is
apparently mediated by NCT through a conserved glutamate
residue (19), although this finding has recently been challenged
(28). SPP may also require precleavage of its substrate by SP (1,
29); however, even upon mutagenesis of the SP recognition site,
some residual intramembrane proteolysis still occurs (29). In
line with the possibility that full-length substrates may be
cleaved at least to some extent, SPPL2b was shown to co-im-
munoprecipitate both the truncated substrate and the full-
length precursor (14, 24). However, the fact that substantially
more full-length protein co-immunoprecipitates with the
active SPPL2b protein as compared with the truncated frag-
ment suggested that the latter may be preferentially turned over
by intramembrane proteolysis (14, 24). It is also not known
whether primary sequences within the TMD or adjacent
domains of SPPL2b substrates are critical for substrate recog-
nition and turnover.

Bri3 as well as Bri2, which is genetically associated with
Familial British and Danish dementia, belong to the family of
highly homologous Bri proteins (30). We demonstrate that,
although very homologous to Bri2, Bri3 is not a substrate for
regulated intramembrane proteolysis. This finding allowed us
to study intramembrane proteolysis independent of ectodo-
main shedding. We demonstrate that shedding greatly facili-
tates subsequent intramembrane proteolysis. However, trunca-
tion of the ectodomain of a potential SPPL2b substrate is
surprisingly not sufficient to allow intramembrane proteolysis,

FEBRUARY 27, 2009+ VOLUME 284-NUMBER @
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TABLE 1
Generation of chimeric Bri variants and deletions

The numbers represent the corresponding amino acids of Bri2 and Bri3,
respectively.

Construct ICD TMD Ectodomain
Bri2 Bri2 1-54 Bri2 55-75 Bri2 76-237
Bri3 Bri3 1-54 Bri3 55-75 Bri3 76-233
Bri2AE Bri2 1-54 Bri2 55-75 Bri2 76-98
Bri3AE Bri3 1-54 Bri3 55-75 Bri3 76-98
Bri2/3 Bri2 1-54 Bri2 55-75 Bri3 76-233
Bri2/3-0 Bri2 1-54 Bri2 55-75
Bri2/3 - 10 Bri2 1-54 Bri2 55-75 Bri3 76-86
Bri2/3-23 Bri2 1-54 Bri2 55-75 Bri3 76-98
Bri2/3 - 59 Bri2 1-54 Bri2 55-75 Bri3 76-134
Bri2/3 - 91 Bri2 1-54 Bri2 55-75 Bri3 76-166
Bri2/3 - 124 Bri2 1-54 Bri2 55-75 Bri3 76-199
Bri2/3 - 156 Bri2 1-54 Bri2 55-75 Bri3 76-233
Bri2/3AE Bri2 1-54 Bri2 55-75 Bri3 76-98
Bri3/2/2 Bri3 1-54 Bri2 55-75 Bri2 76-237
BriZy prsasss  Bri2 1—44,Bri3 45-54  Brid 55-75  Bri2 76-237
Bri2/3/2 Bri2 1-54 Bri3 55-75 Bri2 76-237

because in addition to removal of the bulk of the ectodomain,
sequence determinants within the ICD, the TMD, and the
luminal juxtamembrane domain (J]MD) are also required.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Cell Culture, cDNAs, and Transfection—HEK-293EBNA
(HEK-293) were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s
medium with Glutamax (Invitrogen) supplemented with 10%
fetal calf serum (Invitrogen) and 1% penicillin/streptomycin
(Invitrogen). HEK-293 single cell clones stably expressing
SPPL2b or SPPL2b D421A containing a C-terminal hemagglu-
tinin tag (AYPYDVPDYA) have been described before (24).
Bri2 and Bri3 cDNAs were purchased from Deutsches Ressou-
rcezentrum fiir Genomforschung (Berlin, Germany). ¢cDNAs
encoding chimeric proteins (Table 1) were generated by PCR.
Forall constructs the propetide at the C terminus was removed,
and a N-terminal FLAG tag (DYKDDDDK) as well as a C-ter-
minal V5 tag (GKPIPNPLLGLDST) was added. Sequences of
the oligonucleotides used for PCR are available upon request.
PCR products were subcloned into the HindIIl and Xbal sites of
pcDNA6.0-V5-His A (Invitrogen). All of the cDNA constructs
were verified by sequencing. Transient transfection of HEK-
293 cell lines stably expressing the indicated SPPL2b variants
was carried out using Lipofectamine 2000 (Invitrogen) accord-
ing to the manufacturer’s instructions. The bovine ADAM-10
wt and ADAM-10 E384A constructs are a generous gift from
Dr. Rolf Postina.

Antibodies, Immunoprecipitation, and Immunoblotting—
The monoclonal anti-FLAG M2 and the polyclonal hemagglu-
tinin 6908 antibody were obtained from Sigma; the poly- and
monoclonal V5 antibodies were purchased from Chemicon
(Schwalbach, Germany) and Invitrogen, respectively. The poly-
clonal antibodies against ADAM-10 and calnexin were pur-
chased from Calbiochem and Stressgene/Biomol (Hamburg,
Germany). The monoclonal anti-Giantin antibody (ALX-804 —
600) was obtained from Alexa (AXXORA Deutschland GmbH,
Lérach, Germany). 22C11 antibody recognizing the N terminus
of APP was purchased from Chemicon (Schwalbach, Ger-
many). Anti-mouse and anti-rabbit secondary antibodies were
purchased from Promega (Madison, WI). Immunoprecipita-
tion assays, gel electrophoresis, immunoblotting experi-
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ments, and assays were carried out as described previously
(14, 15).

Immunocytochemistry and Confocal Imaging—The indicated
cell lines were grown on polylysine-coated glass coverslips to
60—80% confluence and processed for immunofluorescence as
described before (15). Cells were treated with 0.1% Triton to
perform co-staining with the Golgi marker giantin or were left
untreated to perform surface stainings. Confocal images were
obtained with Zeiss 510Meta confocal laser scanning micro-
scope system equipped with a 100/1.3 objective described pre-
viously (31). The images were assembled and processed using
Adobe Illustrator.

Inhibitor Treatment and Quantification—To inhibit
SPPL2b, the cells were treated overnight with a final concentra-
tion of 30 um (Z-LL),-ketone (Calbiochem), a known SPP/
SPPL inhibitor (32). For quantification, the proteins were
immunoblotted as described above and detected using the
enhanced chemiluminescence technique (GE Healthcare). The
chemiluminescence signals of at least three independent exper-
iments were measured with a CD camera-based imaging system
(Alpha Innotec). Statistical significance was determined with
Student’s ¢ test. Statistical significant p values <0.05, <0.005,
and <<0.0005 are represented by ¥, **, and ***, respectively.

Alignment and Sequence Analysis—Bri2 and Bri3 protein
sequences were aligned using VectorNTI 9 (Invitrogen). Amino
acid identity and similarity were calculated using EMBOSS
pairwise alignment algorithms.

RESULTS

Differential Shedding of Bri2 and Bri3—Although substrate
requirements for y-secretase (Ref. 26; summarized in Refs. 17
and 33) and SPP (29) are at least partially described, very little is
known about determinants that allow SPPLs to recognize their
appropriate protein substrates. Therefore we specifically
searched for substrate requirements of SPPL2b, an ICLiP of the
GXGD-type located within the late secretory compartments
including plasma membrane and endosomes, because this may
allow a direct comparison of the properties of y-secretase with
those of the SPPLs. Recently we and others have identified three
substrates, tumor necrosis factor « (14, 22), Bri2 (24), and the
FasL (23), for intramembrane proteolysis by SPPL2a/b. We now
compared the processing of two homologous Bri proteins, Bri2
and Bri3 (30, 34) (Fig. 14). cDNAs encoding the Bri2 or the Bri3
protein were transfected into HEK-293 cell lines stably express-
ing either wt SPPL2b or the functional inactive SPP12b D/A
(15) mutant. As described previously (24), the BRICHOS
domain was efficiently shed upon transfection of Bri2 (Fig. 1B).
Shedding occurred independentof the expression of wt SPPL2b
or nonfunctional SPPL2b D/A. As expected, we also detected
the Bri2 N-terminal fragment (Bri2 NTF) generated by the
shedding event within the cell lysate (Fig. 1B). As observed
before (24), the shedding event appeared to be heterogeneous
because multiple NTTs of slightly different molecular weight
are detected. The Bri2 ICD was efficiently generated upon co-
expression of the proteolytically active SPPL2b (Fig. 1B). In
contrast, upon expression of the inactive SPPL2 D/A variant,
the Bri2 NTF accumulated, and no Bri2 ICD was generated (Fig.
1B) (24). Interestingly, when we expressed the homologous
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Bri3, no secretion of the Bri3 BRICHOS domain was observed
(Fig. 1B). This is in line with previous findings that also sug-
gested that Bri3 fails to undergo shedding (35). Intramembrane
proteolysis by SPPL2b was also not observed, as shown by the
lack of detectable Bri3 ICD even after long exposure (Fig. 1B).
This suggests that although Bri2 and Bri3 share substantial
sequence similarities throughout their ectodomains (Fig. 14),
the shedding protease discriminates between these similar sub-
strates. However, another possibility would be that Bri2 and
Bri3 are differentially targeted and Bri3 does not reach shed-
dase/SPPL2b containing cellular compartments. To prove this
possibility, we investigated the subcellular distribution of Bri2
and Bri3 by immunohistochemistry. This revealed that both
Bri2 and Bri3 are similarly targeted through the secretory path-
way and occur within giantin-positive Golgi compartments and
on the plasma membrane (Fig. 1C), and thus both co-localize
with SPPL2b (24). From these experiments we conclude that
Bri3, although it is quite homologous to Bri2 and occurs within
the same subcellular compartments, fails to undergo shedding
as well as intramembrane proteolysis.

Ectodomain Shedding Is Not Sufficient for Intramembrane
Proteolysis—In line with data obtained for substrate require-
mentsof y-secretase (26), we postulated that Bri2 and Bri3 vari-
ants lacking large parts of their ectodomains may allow efficient
intramembrane proteolysis. We therefore generated Bri2 and
Bri3 variants lacking almost the entire ectodomain (Bri2AE and
Bri3AE). Upon co-expression with SPPL2b, Bri2AE underwent
intramembrane proteolysis and allowed production of robust
levels of the Bri2 ICD (Fig. 24 (24)). The Bri2 ICD was not
generated upon treatment with the SPPL2b inhibitor (Z-LL),-
ketone as expected (Fig. 24) (24). Surprisingly, when we
expressed Bri3AE, no intramembrane proteolysis was detecta-
ble (Fig. 24), although the ectodomain should have been suffi-
ciently truncated to allow constitutive intramembrane proteol-
ysis independent of a previous shedding event. This suggests
that intramembrane proteolysis may oceur only to a very lim-
ited level, which, however, is beyond the detection limit for the
Bri3 ICD. From these findings we conclude that shedding per se
is not sufficient to allow constitutive intramembrane proteol-
ysis. Therefore, sequence elements within the small NTF
of SPPL2b substrates are additionally required to trigger
intramembrane proteolysis. To further pursue the influence of
ectodomain shedding on SPPL2b-dependent intramembrane
proteolysis, we generated a cDNA construct encoding a Brivar-
iant containing the Bri2 ICD and TMD fused to the Bri3
ectodomain (Bri2/3; Fig. 2B). This variant was expressed in
HEK-293 cells together with wt SPPL2b or the nonfunctional
SPPL2b D/A. Upon expression of Bri2/3, no shedding was
detected (Fig. 2B and supplemental Fig. S1), confirming again
that Bri2 and Bri3 are differentially processed within their
ectodomain. Differential targeting of Bri2/3 was excluded,
because this chimeric variant is observed throughout the secre-
tory pathway, including a giantin-positive Golgi compartment
and the plasma membrane (Fig. 2C). Surprisingly, although no
shedding occurs as monitored by the lack of the NTF in the cell
lysate and the BRICHOS domain in the conditioned medium,
SPPL2b-dependent ICD generation was observed to some
extent (Fig. 2B). It should be noted, however, that ICD genera-
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FIGURE 1. The Bri2 homologue Bri3 is not a substrate for regulated intramembrane proteolysis by SPPL2b.
A, amino acid sequence alignment of Bri2 and Bri3. The Furin cleavage site and the transmembrane domain are
shown in bold, and identical residues are highlighted in gray. Sequence identity and similarity are 43 and 60%,
respectively. B, Bri3 neither undergoes ectodomain shedding nor intramembrane proteolysis by SPPL2b. Upon
co-expression of SPPL2b with Bri2 or Bri3 in HEK-293 cells, NTF and ICD generation are observed only for Bri2. Note
that Bri2 ICD generation is abolished upon co-expression of the catalytic inactive SPPL2b D/A mutant. The soluble
ectodomain (BRICHOS) in conditioned medium is detected for Bri2, but not for Bri3 expressing cells. Full-length Bri
as well as the NTFs and ICDs were detected using the anti-FLAG antibody. The corresponding BRICHOS domains
were visualized with an anti-v5 antibody. Reprobing for soluble APP with 22C11 antibody shows that ectodomain
shedding in general is not affected upon expression of Bri3. The expression levels of SPPL2b were similar in Bri2/Bri3
expressing cells (data not shown). ¢ indicates longer blot exposure. C, Bri3 is present in late secretory compart-
ments. Immunochistochemistry of HEK-293 cells transfected with Bri3 reveals localization at the plasma membrane
(stainings without Triton X-100) as well as co-localization with the Golgi compartment marker giantin (stainings with
Triton X-100). Bri2 and Bri3 were detected using the anti-V5 antibody. The localization of Bri3 and Bri2 is similar. The
scale bar represents 10 wm,

tion of Bri2/3 was substantially lower as compared with wt Bri2
(Fig. 2B). Taken together these findings indicate that shedding
facilitates intramembrane proteolysis but is not absolutely
required for ICD generation.

FEBRUARY 27, 2009-VOLUME 284-NUMBER ¢ AGHMEN

168

JOURNAL OF BIOL

Shedding by ADAM-10 Facili-
tates Intramembrane Proteolysis—
To further confirm that shedding
facilitates intramembrane proteoly-
sis of a natural substrate, we co-ex-
pressed ADAM-10, the major shed-
dase known to process Bri2 (24), or
its catalytically inactive variant
ADAM-10 E384A (36) with wt Bri2
and SPPL2b. Enhanced expression
of wt ADAM-10 results in elevated
levels of the Bri2 NTF in the cell
lysate and BRICHOS in the condi-
tioned media, respectively (Fig. 3).
Moreover, elevation of shedding
caused enhanced ICD generation
(Fig. 3), demonstrating that shed-
ding indeed facilitates subsequent
intramembrane proteolysis. To fur-
ther prove this hypothesis, we com-
pared intramembrane proteolysis of
full-length Bri2 and Bri2AE. In line
with the finding that shedding
is a rate-limiting step, Bri2AE is
more efficiently endoproteolyzed by
SPPL2b than the full-length protein
(data not shown).

Intramembrane Proteolysis Nega-
tively Correlates with the Size of the
Ectodomain—A size-selecting mech-
anism is known as a key step in sub-
strate recognition by y-secretase.
Here the appropriately truncated
substrate is apparently identified by
NCT (19), and substrates with
ectodomains smaller than 50 amino
acids are preferentially processed
(26). However, in the absence of
NCT, no such mechanisms would
be expected for SPPL2b, although,
surprisingly, we observed that
shedding facilitates  subsequent
intramembrane proteolysis. This
may indeed suggest a size-selecting
mechanism similar to that reported
for y-secretase. We therefore gener-
ated fusion proteins of the Bri2 ICD
and TMD with Bri3 ectodomains of
increasing length (Fig. 4A). This
strategy allowed us to investigate
whether there is a size selecting
process, because the Bri3 ectodo-
main does not allow shedding (Fig.
1B). Surprisingly, we found a strong

negative correlation of ICD generation with the size of the
ectodomain (Fig. 4, B and C). Substantial ICD production was
observed only upon expression of substrates with less than 59
amino acids in their ectodomain. Most efficient intramem-
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FIGURE 2. Influence of ectodomain shedding on SPPL2b-dependent intramembrane proteolysis.
A, shedding per se is not sufficient for SPPL2b-dependent intramembrane proteolysis. Co-expression of
SPPL2b with Bri2 or Bri3 mutants lacking the BRICHOS ectodomain (Bri2AE or Bri3AE) in HEK-293 cells
allows SPPL2b-dependent ICD generation for Bri2. Bri2AE and Bri3AE were detected using the anti-FLAG
antibody. Treatment with (Z-LL) -ketone inhibits Bri2 ICD generation. Bri3AE is not processed by SPPL2b.
B, ectodomain shedding is not a prerequisite for SPPL2b-dependent intramembrane proteolysis. Upon
co-expression of Bri2/3 with SPPL2b, both BRICHOS in the conditioned media and NTF in cell lysates are
not detected. For detection of full-length Bri2, Bri2/3, or N-terminal processing products an anti-FLAG
antibody was used. The corresponding BRICHOS domains were visualized with an anti-V5 antibody. Bri2/3
does not undergo ectodomain shedding. However, note that low amounts of ICD are generated in a
SPPL2b-dependent manner. The remaining Bri2 ICD derived from wt Bri2 upon expression of the nonfunc-
tional D/A SPPL2b mutantis most likely caused by a low level expression of endogenous SPPL2b. Asterisks
indicate IP antibody cross-reaction, < indicates longer blot exposure. C, Bri2/3 is transported to late
secretory compartments. Immunohistochemistry of HEK-293 cells transfected with Bri2/3 reveals local-
ization at the plasma membrane (stainings without Triton X-100) as well as co-lacalization with the Golgi
compartment marker giantin (stainings with Triton X-100). Bri2 and Bri2/3 were detected using an anti-V5
antibody. The localization of Bri2 and Bri2/3 is similar. The scale bar represents 10 um.
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brane proteolysis occurred with
substrates having less than 23 lumi-
nal amino acids (Fig. 4, B and C),
which is surprisingly similar to find-
ings made with y-secretase sub-
strates (26).

Sequence Determinants in  All
Three Subdomains of the Bri2 NTF
Are Required for Intramembrane
Proteolysis—The results shown above
suggest that in addition to a size selec-
tion mechanism, sequence determi-
nants within the NTF of the substrate
must also influence SPPL2b cleav-
age efficiency, because ectodomain
truncation of Bri3is not sufficient to
convert Bri3 into a SPPL2b sub-
strate (Fig. 24). Therefore, we first
investigated the influence of the
luminal JMD on intramembrane
proteolysis. We generated Bri AE
constructs that contained 23 amino
acids of the luminal domain of
either Bri2 or Bri3 fused to the TMD
and ICD of Bri2 (Bri2AE and Bri2/
3AF; Fig. 54) and directly compared
the efficiency of SPPL2b-dependent
intramembrane proteolysis. This re-
vealed that Bri2/3AE is turned over
with ~70% less efficiency compared
with Bri2AE (Fig. 5, Band C). Thisis
reflected not only by a significant
reduction of ICD formation but also
by a lack of substrate accumulation
upon expression of the nonfunc-
tional SPPL2b D/A mutant (Fig.
5B). Thus the luminal 23 amino acid
JMD of Bri2 contributes important

determinants required for SPPL2b-
dependent cleavage.

We next investigated whether
the ICD also contributes to intra-
membrane proteolysis. To do so
we fused the Bri3 ICD to the TMD
and ectodomain of Bri2, creating
B

ri3/2/2 (Fig. 6A). Expression of
Bri3/2/2 revealed about 60% less

ICD generation compared with
that from the wt Bri2 (Fig. 6, B and
C). This suggests that sequences
within the [CD influence intramem-
brane proteolysis by SPPL2b. To
further map the sequence require-
ments within the cytoplasmic tail,
we inserted 10 amino acids of
the Bri3 cytosolic juxtamembrane
domain into the Bri2 ICD creat-
ing Bri2i, pus as_ss (Fig. 6D).
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FIGURE 3. Ectodomain shedding facilitates intramembrane proteolysis.
ADAM-10 enhances SPPL2b-dependent intramembrane proteolysis. Co-ex-
pression of Bri2 with wt ADAM-10, but not with the inactive E384A ADAM-10
mutant in HEK-293 cells, leads to increased amount of NTF in cell lysates and
BRICHOS secretion into the conditioned medium. Bri2 and its N-terminal
processing products were detected using an anti-FLAG antibody. The corre-
sponding BRICHOS domain was visualized with an anti-V5 antibody. ICD lev-
els are increased in cells expressing wt ADAM-10, showing that ectodomain
shedding facilitates SPPL2b-dependent intramembrane proteolysis. The
asterisk indicates IP antibody cross-reaction.

Expression of Bri2y,,, p.is 15_s4 revealed an ~60% reduction of
ICD formation (Fig. 6, E and F) very similar to the reduced
intramembrane proteolysis upon expression of Bri3/2/2 (Fig. 6,
B and C). Thus it is likely that the 10 amino acids of the jux-
tamembrane domain immediately beyond the membrane play a
major role for substrate recognition.

The above-described experiments (Fig. 24) suggest that the
TMD may also be important for subsequent intramembrane
proteolysis, because the Bri2/3 variant allowed at least some
intramembrane proteolysis, whereas Bri3AE failed to undergo
cleavage by SPPL2b (Fig. 24). To further support this hypoth-
esis, wereplaced the TMD of Bri2 by that of Bri3, generating the
Bri2/3/2 variant (Fig. 74). Bri2 and Bri2/3/2 were expressed
with SPPL2b in HEK-293 cells, Substantial amounts of Bri2 ICD
were generated from wt Bri2 as expected (Fig. 7B). However,
upon expression of Bri2/3/2, we observed an ~80% reduction
of ICD formation (Fig. 7, B and C). This suggests that, in addi-
tion to the luminal JMD and the ICD, the TMD of Bri2 also
provides very important sequence determinants.

DISCUSSION

Intramembrane proteolysis is becoming an increasingly
important cellular mechanism involved in numerous signaling
pathways as well as in protein degradation. Furthermore, some
of these proteases such as y-secretase are major players in
abundant diseases, including Alzheimer disease. y-Secretase
together with SPP and the SPPLs represent the currently known
eukaryotic GXGD-type aspartyl proteases. We have now inves-
tigated the substrate requirements of SPPL2b. As described
above, SPPL2b, like the other members of the SPP/SPPL family,
does not require additional co-factors for activity like y-secre-
tase. We therefore expected that SPPL2b may have some fun-
damentally different substrate requirements as compared with
y-secretase, For example, one would have expected that
SPPL2b may not depend on trimming of its substrates by
shedding, because a size-selecting substrate receptor like
NCT is not required, and SPPL2a and SPPL2b are biologi-
cally active on their own (14, 15, 22-24). Surprisingly, we
found some substantial similarities in substrate selection of
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FIGURE 4. Intramembrane proteoclysis negatively correlates with the size
of the ectodomain. A, model of the Bri2/3 fusion proteins. All constructs
contain the ICD and the TMD of Bri2 but contain increasing parts of the Bri3
luminal domain. B, a short luminal domain of the substrate increases SPPL2b
cleavage efficiency. HEK-293 cells stably expressing SPPL2b were transfected
with the Bri2/3 fusion constructs shown in A. All fusion proteins were
detected using an anti-FLAG antibody. Robust generation of ICD is observed
only for the two shortest constructs (none or 10 luminal Bri3 residues).
Increasing the size of the luminal domain leads to decreased amounts of
ICD. ¢ indicates longer blot exposure. C, quantitative analysis of experiment
shown in B. The data represent the means = 5.D. of nine independent exper-
iments. The relative signal intensity of ICD compared with full-length protein
was measured for each construct, normalized to calnexin, and set to 100% for
the shortest construct. The addition of 10 luminal Bri3 residuesto the shortest
construct leads to a 45% decrease in SPPL2b-dependent cleavage efficiency
(p = 0.00009). Increasing the length of the luminal domain further reduces
the amount of ICD.

y-secretase and SPPL2b. Clearly, SPPL2b-mediated endo-
proteolysis is greatly facilitated by previous shedding of the
ectodomain of the substrate. In line with this notion,
intramembrane proteolysis by SPPL2b is enhanced by
expression of ADAM-10, the major Bri2 cleaving sheddase,
or by sequentially truncating the ectodomain of the sub-
strate. Very similar to y-secretase, which only efficiently
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FIGURE 5. The luminal JMD contributes to substrate recognition for
intramembrane proteolysis by SPPL2b. A, model of the chimeric Bri2/3AE
variant. Only the luminal JMD of Bri2 is replaced by Bri3. B, Bri2/3AE is less
efficiently processed by SPPL2b. Co-expression of Bri2/3AE with SPPL2b or
SPPL2b D/A reveals reduced SPPL2b-dependent ICD generation compared
with co-expression with Bri2AE. Chimeric Bri constructs were detected using
an anti-FLAG antibody. C, quantitative analysis of experiment shown in B. The
data represent the means =+ S.D. of nine independent experiments. The rel-
ative signal intensity of ICD compared with full-length protein was meas-
ured, normalized to calnexin, and set to 100% for Bri2AE. SPPL2b-depend-
ent ICD generation for Bri2/3AE is reduced to 27% compared with Bri2 AE
(p = 0.0007).

processes substrates with an ectodomain smaller than 50
amino acids (26), SPPL2b-mediated cleavage is more effi-
cient the shorter the ectodomain is. Even the preferred size
of the ectodomain is similar for SPPL2b and vy-secretase (26).
However, the size of the ectodomain is an important, but not
exclusive, determinant for a SPPL2b substrate, This is rather
surprising, because SPPL2b does not interact with a NCT-
like protein, which could serve as a substrate receptor and
size selector. This raises the question of whether a domain
within SPPL2b itself could mediate substrate selection. The
only domains that may protrude into the luminal space could
be the hydrophilic loop between TMD 6 and TMD 7 and the
N-terminal domain of SPPL2b. The N-terminal domain
prior to TMD 1 is likely to be functionally irrelevant, because
SPP itself functions in the absence of its N-terminal domain
(16). The hydrophilic loop between TMD 6 and TMD 7 is
rather short and not well conserved, suggesting that it is
probably not suitable as a substrate receptor for GXGD-as-
partyl proteases. However, although the model that NCT
serves as the size-selecting substrate acceptor is very attrac-
tive, more recently it has been shown that a critical gluta-
mate thought to directly interact via a salt bridge with the
free N terminus of the shedded substrate could be
mutagenized to glutamine without significantly affecting
y-secretase activity (28). Thus NCT may not be the substrate
selecting subunit within the y-secretase complex. Based on
the similar substrate requirements in terms of the length of
the ectodomain of y-secretase and SPPL2b, one may argue
that PS itself could also harbor both a substrate binding site
and the size selector.
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FIGURE 6. The intracellular domain contributes to substrate recognition for
intramembrane proteolysis by SPPL2b. A, model of the chimeric Bri3/2/2 var-
iant. The ICD of Bri2 is replaced by that of Bri3. B, Bri3/2/2 is less efficiently pro-
cessed than Bri2. Co-expression of Bri3/2/2 or Bri2 with SPPL2b or the inactive
SPPL2b D/A variant shows reduced ICD generation for Bri3/2/2. Full-length Bri2
and Bri3/2/2 and their N-terminal processing products were detected using the
anti-FLAG antibody. The corresponding BRICHOS domains were visualized with
an anti-V5 antibody. The Bri3/2/2 NTF and the ICD show an altered running
behavior, probably caused by the difference in the ICD sequence. Analysis of
conditioned medium shows normal BRICHOS secretion and thus no influence on
the ectodomain shedding by the Bri3 ICD. C, quantitative analysis of experiment
shown in B. The data represent the means + S.D.of eight independent exper-
iments. The relative signal intensity of ICD compared with full-length pro-
tein and NTF was measured for both constructs, normalized to calnexin,
and set to 100% for Bri2. SPPL2b-dependent ICD generation is reduced to
37% for Bri3/2/2 (p = 0.000009). D, mode! of the chimeric Bri2,.. g3 4524
variant, 10 amino acids of the cytosolic juxtamembrane domain of Bri2
have been replaced by those of Bri3. E, Bri2, ; gz 4554 is less efficiently
processed than Bri2. Co-expression of Bri2, . g3 45_s4 Of Bri2 with SPPL2b or
the inactive SPPL2b D/A variant shows reduced ICD generation for Bri2, _ g3
45-54 comparable with Bri3/2/2. Full-length Bri2 and Bri2,.. g,z 45_s4. and their
N-terminal processing products were detected using the anti-FLAG antibody.
The corresponding BRICHOS domains were visualized with an anti-V5 anti-
body. Analysis of conditioned media shows normal BRICHOS secretion and
thus no influence on the ectodomain shedding by the Bri3 juxtamembrane
doemain. F, quantitative analysis of experiment shown in E.The data represent
the means = S.D. of six independent experiments. The relative signal inten-
sity of ICD compared with full-length protein and NTF was measured for both
constructs, normalized to calnexin and set to 100% for Bri2. SPPL2b-depend-
ent ICD generation is reduced to 43% for Bri2,, i3 45-54 (p = 0.00154).

Although shedding greatly facilitates subsequent intramem-
brane proteolysis, it is by itself not sufficient for SPPL2b-medi-
ated endoproteolysis. This is reflected by the facts that (i)
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FIGURE 7. The transmembrane domain sequence is critical for SPPL2b-
dependent intramembrane proteolysis. A, model of the chimeric Bri2/3/2
variant. The TMD of Bri2 is replaced by Bri3. B, Bri2/3/2 is less efficiently pro-
cessed than Bri2. Co-expression of Bri2/3/2 or Bri2 with SPPL2b or the inactive
SPPL2b D/A variant shows a reduction in ICD formation for Bri2/3/2. Full-
length Bri2 and Bri2/3/2 and their N-terminal processing products were
detected using the anti-FLAG antibody. The corresponding BRICHOS
domains were visualized with an anti-V5 antibody. The Bri2/3/2 NTF shows an
altered running behavior, probably caused by the difference in the TMD
sequence. The apparent molecular weight of the Bri2/3/21CD s similar to that
of Bri2. Analysis of conditioned medium shows normal BRICHOS secretion
and thus no influence on the ectodomain shedding by the Bri3 TMD. C, quan-
titative analysis of experiment shown in B. The data represent the means +
S.D. of three independent experiments. The relative signal intensity of ICD
compared with full-length protein plus NTF was measured for both con-
structs, normalized to calnexin, and set to 100% for Bri2. Replacement of Bri2
TMD with Bri3 TMD leads to areduction of SPPL2b cleavage efficiency to 23%
(p = 0.02).

Bri3AE undergoes inefficient endoproteolysis and (ii) fusing
the ICD and TMD of Bri2 to the ectodomain of Bri3 allows at
least some intramembrane proteolysis, although shedding is
prevented.

The TMD provides additional substrate requirements that
are important for SPPL2b-mediated intramembrane proteoly-
sis. This may be in contrast to y-secretase, where so far it
appears that numerous C-terminal fragments upon removal of
their ectodomains are substrates for the “membrane protea-
some function” of y-secretase (37). On the other hand, pheny-
lalanine scanning of the TMD of the B-amyloid precursor pro-
tein (APP) revealed at least some sequence specificity for
y-secretase (38). This is also supported by a mutagenesis anal-
ysis of the GXGD domain within PS1, which suggests at least
some substrate specificity of PS1 itself (39). For SPP, it has been
described that the TMD requires helix-breaking residues to
allow intramembrane cleavage (29). However, the TMD of Bri3
also contains multiple helix-braking residues but fails to be pro-
cessed efficiently by SPPL2b even upon removal of the Bri3
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ectodomain. In line with this finding, intramembrane cleavage
still took place at least to some extent upon mutagenesis of the
helix-breaking residue within a SPP substrate (29). A very
recent study also suggests that amino acids not having a helix
breaking potential critically influence intramembrane proteol-
ysis by SPP (40). In addition to the TMD, we found that both the
luminal 23 amino acid of the JMD and the ICD also contribute
to the cleavability of Bri2. This is in line with the recent obser-
vation that the IMD of APPis also required for efficient y-secre-
tase-mediated proteolysis (41). Furthermore, Hemming et al.
(42) recently described substrate requirements for y-secretase
substrates. Similar to the substrate requirements for SPPL2b,
they found that not only shedding of the ectodomain but also a
permissive transmembrane and cytoplasmic domain is
required. Moreover, in this study a very restricted substrate
selection was observed, which also challenges the idea that
y-secretase functions like a membrane proteasome (37).

Interestingly, the very homologous Bri2 and Bri3 proteins
differ dramatically in terms of shedding. Whereas Bri2 is effi-
ciently shedded, Bri3 fails to be processed efficiently by a shed-
ding activity. This is specifically surprising, because sheddases
of the ADAM family exhibit no clear sequence specificity but
may rather recognize cleavage sites a short distance from the
plasma membrane (43). In that regard it is important to note
that both proteins reach the plasma membrane. Thus other
determinants such as dimerization and/or tertiary structure
may play a role. Indeed, B-secretase, another shedding prote-
ase, preferentially processes dimerized APP (44 —46).

In conclusion SPPL2b has the following substrate require-
ments: (i) a significantly truncated ectodomain, (ii) an appro-
priate. TMD, (iii} a suitable TMD, and (iv) an appropriate
sequence in the [CD. Only a combination of all these determi-
nants allows efficient intramembrane proteolysis. In addition a
type 2 orientation of the substrate may be important, because at
least so far no type l-oriented protein was identified as a
SPPL2b substrate.

Based on these findings and the similar substrate require-
ments of y-secretase, we propose multiple substrate/enzyme
interactions within both juxtamembrane regions and the TMD.
This model may be supported by the recent findings that
y-secretase protrudes into the extracellular and to some extent
also into the cytoplasmic space (11).
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Supplementary Figure |

Bri2/3 does not undergo ectodomain shedding. Upon expression of Bri2 or Bri2/3 in HEK-
293 cells and quantitative protein precipitation of the conditioned media with trichloroacetic
acid (TCA), ectodomain shedding is only detected upon expression of Bri2, but not of Bri2/3.
¢ indicates longer blot exposure. Reprobing for soluble APP with 22C11 antibody shows
secretion of secretase generated soluble APP (sAPP). Full-length Bri2 and Bri2/3 were
detected using the anti-flag antibody. BRICHOS was visualized with an anti-V5 antibody.
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