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2 Einleitung 

2.1 Morbus Alzheimer 

2.1.1 Historische Betrachtung 

Die erste Beschreibung eines Falles von Morbus Alzheimer, im Folgenden auch als 

Alzheimer-Krankheit bezeichnet, geht auf den Psychiater Alois Alzheimer zurück, der in 

seiner 1907 veröffentlichten Schrift „Über eine eigenartige Erkrankung der Hirnrinde“ 

eine Fallstudie einer Patientin präsentierte, die unter zeitlicher und räumlicher Desori-

entierung, emotionaler Instabilität, Wahrnehmungsstörungen und einem schnell voran-

schreitenden Gedächtnisverlust bis hin zur „vollkommenen Verblödung“ litt (Alzheimer, 

1907; Strassnig and Ganguli, 2005). Aus seinem ersten Patientengespräch ist die Aus-

sage der Patientin überliefert: „ich habe mich vergessen“ ─ ein Satz in dem die kogniti-

ve Beeinträchtigung infolge der Erkrankung sehr treffend beschrieben ist. Bei der pa-

thologischen Untersuchung des Gehirns der Patientin stellte Alois Alzheimer eine mas-

sive Atrophie des Gehirns ohne makroskopische Foci fest (Strassning und Ganuli, 

2005). Des Weiteren beschrieb er ungewöhnliche intrazelluläre Fibrillen, die er anfär-

ben konnte und extrazelluläre Ablagerungen, welche er verteilt über den gesamten 

Cortex mit bloßem Auge sehen konnte (Strassning und Ganuli, 2005). Diese drei pa-

thologischen Kennzeichen, Atrophie, extrazelluläre Ablagerungen und intrazelluläre 

Fibrillen stellen die pathologischen Hauptmerkmale der nach Alzheimer benannten 

Alzheimer-Krankheit dar und werden bis heute zur post mortem Bestätigung der Diag-

nose herangezogen.     

2.1.2 Epidemiologische Betrachtung 

Die Alzheimer-Krankheit ist die häufigste neurodegenerative Erkrankung. Im Referenz-

jahr 2006 lag die Prävalenz bei 26,6 Millionen Patienten weltweit (Alzheimer’s-

Association, 2010; Brookmeyer et al., 2007; Glish and Vachet, 2003). Da das Altern als 

größter Risikofaktor für die Alzheimer-Erkrankung angesehen wird, wird mit einer Ver-

dreifachung der Prävalenz bis zum Jahr 2050 gerechnet (Alzheimer’s-Association, 

2010; Brookmeyer et al., 2007; Chaib et al., 2012; WHO, 2012). Damit stellt die Alz-

heimer-Krankheit eine zunehmende soziale und ökonomische Belastung für die welt-

weite Bevölkerung, insbesondere in der westlichen Welt, dar (WHO, 2012).  

2.1.3 Molekulare Pathologie des Morbus Alzheimer 

Die molekulare Identität der von Alzheimer 1907 in Verbindung mit der Alzheimer-

Krankheit beschriebenen extrazellulären Ablagerungen konnte erst knapp 80 Jahre 

nach ihrer Entdeckung biochemisch geklärt werden. So konnte ein circa 40 Aminosäu-
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ren langes Peptid, das sogenannte Aβ-Peptid, als wichtige Komponente der extrazellu-

lären Plaques ausgemacht und sequenziert werden (Glenner et al., 1984; Masters et 

al., 1985; Selkoe et al., 1986). Spätere Untersuchungen zeigten, dass eine C-terminal 

um 2 Aminosäuren längere, und damit 42 Aminosäuren lange, Version des Aβ-Peptids 

quantitativ die Hauptkomponente der extrazellulären Plaques darstellt. Während diffuse 

extrazelluläre Ablagerungen von Aβ auch bei Menschen, die ohne eine feststellbare 

Demenz gestorben sind, nachgewiesen werden können, werden fibrilläre Aβ-

Ablagerungen fast ausschließlich bei Alzheimer-Patienten gefunden (Selkoe, 2011; 

Snowdon, 1997; Weiner et al., 1998).    

Die von Alzheimer beschriebenen intrazellulären Fibrillen konnten ebenfalls bioche-

misch charakterisiert werden. Es handelt sich dabei um helikale Filamente, die haupt-

sächlich aus einer hyperphosphorylierten Form des Mikrotubuli-assoziierten Proteins 

Tau bestehen, das unter physiologischen Bedingungen wichtig für die Stabilisierung 

axonaler Mikrotubuli ist (Friedhoff et al., 2000; Grundke-Iqbal et al., 1986; Terry et al., 

1964). Unter pathologischen Bedingungen führt ein Ungleichgewicht zwischen Kinase- 

und Phosphatase-Aktivitäten zu einer Hyperphosphorylierung von Tau, wodurch es zur 

Bildung der bei Morbus Alzheimer beobachtbaren Fibrillen, nach dem englischen Be-

griff für Fibrillen auch oft als „Tangles“ bezeichnet, kommt (Mandelkow and 

Mandelkow, 1998). Diese Tangles sind nicht ausschließlich bei Alzheimer-Patienten 

detektierbar, sondern können auch bei Patienten anderer neurodegenerativer Erkran-

kungen, wie zum Beispiel Patienten mit bestimmten Subtypen der frontotemporalen 

Lobärdegeneration oder des Morbus Parkinson, beobachtet werden (Morris et al., 

2001).  

2.1.4 Die Amyloid-Kaskaden-Hypothese 

Die Identifikation des Amyloid Precursor Proteins (APP) als molekularen Vorläufer des 

Aβ-Peptids gelang verschiedenen Arbeitsgruppen im Jahre 1987 auf der Grundlage 

genetischer Überlegungen und molekularbiologischer Experimente (Delabar et al., 

1987; Goldgaber et al., 1987; Kang et al., 1987; St George-Hyslop et al., 1987; Tanzi et 

al., 1987). Das Aβ-Peptid stellt dabei eine Teilsequenz des APP dar, die durch die  

Prozessierung von APP durch Proteasen liberiert werden kann (Hardy and Higgins, 

1992; Kang et al., 1987). Auf Grundlage dieser Erkenntnis wurde die sogenannte Amy-

loid-Kaskaden-Hypothese entwickelt, die bis heute in modifizierter Form als grundle-

gender molekularer Mechanismus der Alzheimer-Krankheit angesehen wird (Golde et 

al., 2011; Hardy and Selkoe, 2002; Hardy and Higgins, 1992). Die Amyloid-Kaskaden-

Hypothese besagt, dass bei Morbus Alzheimer eine erhöhte Freisetzung oder ein ver-

ringerter Abbau des Aβ-Peptids dazu führt, dass Aβ akkumuliert. Infolge der Oligomeri-

sierung beziehungsweise der Plaquebildung des Aβ kommt es nach dieser Hypothese 

zu Neuroinflammation, Schädigung von Synapsen und einer Hyperphosphorylierung 

des Tau-Proteins, was wiederum zur Bildung intrazellulärer Fibrillen führt. Sowohl die 
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durch Aβ ausgelöste Neuroinflammation als auch die direkte Synapsenschädigung und 

die Tanglebildung werden als ursächlich für neuronale Fehlfunktionen und die daraus 

resultierende Neurodegeneration bei Morbus Alzheimer angesehen (Hardy and Selkoe, 

2002; Hardy and Higgins, 1992). Während Hardy und Higgins noch davon ausgingen, 

dass Plaques die einzige neurotoxische Spezies darstellen, gilt es mittlerweile als er-

wiesen, dass oligomere Aβ-Spezies ebenfalls neurotoxisch sind und sogar größeren 

Anteil an der Neurodegeneration bei Morbus Alzheimer haben (Golde et al., 2011; 

Selkoe, 2011). Die Amyloid-Kaskaden-Hypothese ist in Abbildung 1 schematisch dar-

gestellt.  

 

 

Abbildung 1: Amyloid-Kaskaden-Hypothese. Schematische Darstellung der Amyloid-
Kaskaden-Hypothese in einer modifizierten Form nach Hardy und Selkoe (2002). Die initiale 
Aβ-Anreicherung wird nach der Hypothese im Fall der sporadischen Alzheimer-Demenz (SAD) 
von noch unbekannten Faktoren ausgelöst, während für Fälle der familiären Alzheimer-Demenz 
(FAD) bekannt ist, dass Mutationen in APP oder PS1 die Aβ-Anreicherung beziehungsweise 
eine verstärkte Aβ-Aggregation auslösen. Die Aβ-Oligomerisierung führt zur Beeinträchtigung 
von Synapsen und löst so direkt oder indirekt eine Neuroinflammation aus. Es kommt zu einer 
fortschreitenden Schädigung von Neuriten und Synapsen und einer Dysregulation der neurona-
len Ionenhomeostase und der neuronalen Kinase-und Phosphataseaktivitäten. Dies führt unter 
anderem über eine Hyperphosphorylierung des mikrotubulibindenden Proteins Tau zur Tangle-
bildung, die teilverantwortlich für die Neurodegeneration bei Morbus Alzheimer ist.  
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2.1.5 Proteolytische Prozessierung des APP 

Im Rahmen der Amyloid-Kaskaden-Hypothese wurde die Existenz von APP-

schneidenden Proteasen postuliert, die für die Generierung des Aβ verantwortlich sind. 

Diese werden als Sekretasen bezeichnet. Die Identität der N-terminal der Aβ-Sequenz 

schneidenden β-Sekretase konnte dem β-site APP-cleaving enzyme (BACE1) und die 

C-terminal der Aβ-Sequenz schneidende proteolytische Aktivität dem γ-Sekretase-

Komplex zugeordnet werden (Edbauer et al., 2003; Francis et al., 2002; Hussain et al., 

1999; Sinha et al., 1999; Vassar et al., 1999; Yan et al., 1999). Die Ektodomänenspal-

tung von APP durch BACE1 führt hierbei zur Produktion des 99 Aminosäuren langen 

C-terminalen APP- Fragments (C-99), das, im Gegensatz zum volle-Länge-APP, Sub-

strat für den γ-Sekretase-Komplex ist. Die γ-Sekretase schneidet das C-99 in der 

Transmembrandomäne und führt somit zur Freisetzung des Aβ-Peptids in den extrazel-

lulären Raum. Die Oligomerisierung des Aβ-Peptids führt dann zur Bildung der bei 

Morbus Alzheimer neurotoxischen Spezies, die weitere Aggregation der Oligomere zu 

dem bekannten pathologischen Kennzeichen des Morbus Alzheimer, den amyloiden 

Plaques (De Strooper et al., 2010). Diesen Weg der APP-Prozessierung bezeichnet 

man auf Grund der resultierenden Plaquebildung als amyloidogene Prozessierung des 

APP. Das Gegenstück hierzu bildet die nicht-amyloidogene Prozessierung des APP. 

Hierbei verhindert die Ektodomänenspaltung einer Metalloprotease-Aktivität (oft auch 

als α-Sekretase-Aktivität bezeichnet) in der Aβ-Domäne des APP die Bildung des Aβ-

Peptids. Die Identität der physiologisch konstitutiven α-Sekretase konnte der A Disin-

tegrin And Metalloproteinase 10 (ADAM10) zugeordnet werden (Jorissen et al., 2010; 

Kuhn et al., 2010). In Abbildung 2 ist die Prozessierung von APP durch α-, β- und γ-

Sekretase schematisch abgebildet.  

Für die Amyloid-Kaskaden-Hypothese sprechen eine Vielzahl von Beobachtungen. So 

führen zum Beispiel verschiedene Mutationen in APP oder Presinilin-1, die die Bildung 

oder die Aggregation von Aβ verstärken, zu Morbus Alzheimer (Goate and Hardy, 

2012). Des Weiteren zeigen Personen mit Down-Syndrom, die drei chromosomale Ko-

pien von APP aufweisen, sehr häufig klinische und neuropathologische Merkmale des 

Morbus Alzheimer (Millan Sanchez et al., 2012). Ein besonders überzeugendes Argu-

ment für die Amyloid-Kaskaden-Hypothese stellt des Weiteren die Identifikation einer 

Mutation in der Nähe der β-Sekretase-Schnittstelle von APP dar, die mit einer verrin-

gerten Prävalenz von Morbus Alzheimer in der Gruppe der Mutationsträger korreliert 

(Jonsson et al., 2012). Diese Mutation führt in Zellkulturanalysen zu einer signifikanten 

Verringerung der Produktion von sAPPβ (Jonsson et al., 2012). Dies ist zumindest ein 

sehr starker korrelativer Hinweis darauf, dass die Amyloid-Kaskaden-Hypothese zutref-

fend ist. Ein endgültiger Beweis der Hypothese wird aber wohl erst durch die erfolgrei-

che Behandlung, beziehungsweise die Prävention, von Morbus Alzheimer durch eine 

Modulation der Produktion oder Aggregation von Aβ geführt werden können (Hardy, 

2006; Selkoe, 2011).  
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Abbildung 2:  Proteolytische Prozessierung des APP. Das APP weist in seinem extrazellulä-
ren Bereich eine Heparin-bindende Domäne, eine Kunitz-Protease-Inhibitor-Domäne und eine 
Ox-2-Domäne auf. Eine von der β-Sekretase Aktivität katalysierte Ektodomänenspaltung von 
APP führt zu einer Freisetzung der β-geschnittenen APP-Ektodomäne (sAPPβ), ein C-
terminales Fragment (C-99) verbleibt in der Membran. Dieses C-terminale Fragment ist ein 
Substrat für die γ-Sekretase und wird von dieser in der Transmembrandomäne geschnitten. 
Hierdurch werden das Aβ-Peptid und die APP-intrazelluläre Domäne (AICD) freigesetzt. Das 
Aβ-Peptid oligomerisiert infolge seiner hohen Hydrophobizität zu Aβ-Oligomeren. Aus den Aβ-
Oligomeren bilden sich die für den Morbus Alzheimer typischen Amyloid-Plaques (Abbildung 
eines Plaques in modifizierter Form von Sànchez et al. (2011) übernommen). Die α-Sekretase- 
Aktivität kann APP im Bereich der Aβ-Sequenz schneiden. Dadurch kann die Bildung des Aβ- 
Peptids verhindert werden.      

2.1.6 Therapieansätze bei Morbus Alzheimer und Bedeutung von 

Biomarkern   

Verschiedene Therapieansätze gegen die Alzheimer-Erkrankung wurden bereits erwo-

gen, wobei die meisten auf der Amyloid-Kaskaden-Hypothese aufbauen (Ji and Ha, 

2010). Diese Ansätze haben das Ziel, entweder die Produktion oder die Aggregation 

des Aβ-Peptids zu verhindern (Ji and Ha, 2010). In klinischen Phase-III-Studien wur-

den bereits der γ-Sekretase-Modulator R-Flurbiprofen, der γ-Sekretase-Inhibitor Se-

magacestat und der Aβ-Aggregations-Inhibitor Tramiprost getestet (Selkoe, 2011). Al-

lerdings führte keiner dieser Wirkstoffe zu einem Behandlungserfolg (Golde et al., 

2011; Ji and Ha, 2010; Selkoe, 2011). Auch BACE1-Inhibitoren wurden bereits in klini-

schen Phase-I-Studien mit Erfolg in Bezug auf die Verringerung von Aβ-40 und Aβ-42 

im CSF von Studienteilnehmern getestet, allerdings wurde bisher keiner der Inhibitoren 

in einer Phase-II-Studie an Patienten untersucht (Strobel, 2011). 

Neben diesen Wirkstoffen, die direkt auf die Produktion beziehungsweise das Aggrega-

tionsverhalten von Aβ abzielen, wurden auch Immunotherapien gegen Morbus Alzhei-

mer in klinischen Studien getestet. Während eine Phase-II-Studie, bei der Patienten mit 

Aβ aktiv geimpft wurden, wegen Nebenwirkungen abgebrochen werden musste 

(Selkoe, 2011; Tabira, 2010), zeigte eine andere Studie mit dem gegen Aβ gerichteten 

Antikörper Bapineuzumab zumindest eine Reduktion von fibrillären Amyloid-Plaques im 
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Cortex (Rinne et al., 2010) und p-tau im CSF (Blennow et al., 2012). Allerdings erreich-

te auch diese Studie nicht ihre primären Endpunkte, d.h. es konnte keine signifikante 

Verbesserung der kognitiven Funktionen bei den behandelten Patienten festgestellt 

werden (Selkoe, 2011).  

Diese klinischen Versuche lassen vermuten, dass die Amyloid-Kaskaden-Hypothese 

nicht zutreffend ist, da weder eine Inhibierung eines der ersten Schritte der Amyloid-

Kaskade (siehe γ-Sekretase-Inhibitoren beziehungsweise Modulatoren) noch die er-

folgreiche Reduktion von fibrillären Amyloid-Plaques zu einer Heilung der Erkrankten 

führt. Allerdings haben alle diese Versuche gemeinsam, dass Alzheimer-Patienten, das 

heißt Menschen, die bereits eine Neurodegeneration aufweisen, behandelt wurden. 

Möglicherweise ist in diesen Patienten bereits eine nicht mehr umkehrbare Kaskade an 

molekularen Prozessen angeschoben worden, an deren Anfang das Aβ-Peptid steht 

(Golde et al., 2011; Selkoe, 2011). Um diese Hypothese zu testen ist es notwendig, 

Menschen mit Aβ-verringernden Medikamenten zu behandeln, die noch gar keine Pa-

tienten sind, die aber eine hohe Wahrscheinlichkeit haben, innerhalb einer kurzen Zeit 

zu Alzheimer-Patienten zu werden, in anderen Worten also Präventionsversuche 

durchzuführen. Um Menschen mit einem hohen Risiko für Morbus Alzheimer zu identi-

fizieren werden Biomarker benötigt. Zurzeit werden im klinischen Alltag hauptsächlich 

die Menge von Aβ-42, tau und p-tau im CSF gemessen, um die Diagnose Alzheimer zu 

bestätigen, wobei Aβ-42 bei Alzheimer-Patienten in der Regel reduziert und tau- und p-

tau bei Alzheimer-Patienten erhöht gefunden werden (Prvulovic and Hampel, 2011). 

Zum Teil kommt auch Positronen-Emissions-Tomographie (PET) mit sogenannten Tra-

cern, die amyloide Plaques binden und so in der Bildgebung markieren, zum Einsatz, 

um eine Alzheimer Diagnose zu bestätigen beziehungsweise eine Aussage zu treffen, 

ob ein Mensch mit leichter kognitiver Beeinträchtigung (LKB) mit einer gewissen Wahr-

scheinlichkeit zu einem Alzheimer-Patienten werden wird (Okello et al., 2009). Trotz 

einzelner Erfolge auf diesem Gebiet gibt es allerdings einen breiten Konsens, dass 

weitere Biomarker für die Alzheimer-Erkrankung gefunden werden müssen, um er-

folgsversprechende Präventionsversuche durchzuführen, da keine der oben beschrie-

ben Methoden eine ausreichende Spezifität für die Transition von LKB zu manifestem 

Morbus Alzheimer aufweist (Golde et al., 2011; Selkoe, 2011).  

2.1.7 Physiologische Funktion von APP und dessen Homologen 

Die physiologische Funktion von APP ist noch weitgehend unbekannt. Auf der Grund-

lage der Domänenstruktur der APP-Ektodomäne kann aber auf eine Funktion von APP 

in der Zelladhäsion geschlossen werden (Beher et al., 1996; Multhaup, 1994). Des 

Weiteren lässt sich auf Grund der regulierten Intramembran-Proteolyse von APP eine 

Funktion von APP als Rezeptor vermuten, wobei sowohl vorstellbar ist, dass das lösli-

che sAPP in parakriner Weise für die Signalweiterleitung wichtig ist, als auch, dass die 
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liberierte intrazelluläre Domäne von APP Signale vermittelt (Cao and Sudhof, 2001; 

Kang et al., 1987; Lichtenthaler et al., 2011; Selkoe and Kopan, 2003).  

Zur Untersuchung der physiologischen Funktion von APP wurden APP knock-out Mäu-

se generiert. Diese sind lebensfähig und zeigten in ersten Untersuchngen keine offen-

sichtlichen Phänotypen (Muller et al., 1994; Zheng et al., 1995). Bei einer detaillierteren 

Analyse der Tiere wurden schwache Phänotypen in Bezug auf das Neuritenwachstum, 

die Bildung der Nervenfaserbündel im Vorderhirn, lokomotorische Fähigkeiten, Griff-

stärke und die Kupferhomöostase gefunden, womit eine Funktion von APP für die ent-

sprechenden Prozesse postuliert worden ist (Heber et al., 2000). 

APP hat zwei Homologe im Menschen, das Amyloid Precursor-Like Protein 1 (APLP1) 

und das  Amyloid Precursor-Like Protein 2 (APLP2). Beide Proteine sind, wie APP 

auch, Typ-I Transmembranproteine. Während APLP1 ausschließlich in Neuronen ex-

primiert wird, wird APLP2 analog zu APP ubiquitär exprimiert. APLP1 und APLP2 ha-

ben eine ähnliche Domänenstruktur wie APP und sind auch Substrate für die regulierte 

Intramembran-Proteolyse (Jacobsen and Iverfeldt, 2009; Slunt et al., 1994; Thinakaran 

and Sisodia, 1994). Die Domänenstruktur von APP, APLP1 und APLP2 ist in Abbildung 

3 dargestellt. APLP2 knock-out Mäuse sind genauso wie APLP1 knock-out Mäuse le-

bensfähig. Während für die APLP1 knock-out Mäuse als einziger Phänotyp eine Re-

duktion des Gewichts um circa 10 % beschrieben ist, ist für APLP2 knock-out Mäuse 

kein offensichtlicher Phänotyp beschrieben (Heber et al., 2000; von Koch et al., 1997).  

 

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Domänenstruktur der APP Familie. Das Amy-
loid Precursor Protein (APP) und seine zwei Homologen, das Amyloid Precursor-Like Protein 1 
(APLP1) und das Amyloid Precursor-Like Protein 2 (APLP2) weisen eine ähnliche Domänen-
struktur auf. Neben einer Heparin-binde-Domäne (HBD), einer Kupfer-binde Domäne (CuBD), 
einer Zink-binde Domäne (ZnBD), einer sauren Domäne (DE) und einer weiteren Heparin-
binde-Domäne (E2) weisen alle drei Proteine auch ein Proteinbinde-Motiv mit der Aminsosäu-
resequenz YENTPY auf. Die Isoform 1 von APP und APLP2 weist des Weiteren noch eine 
Kunitz-Protease-Inhibitor Domäne auf. Die Aβ-Domäne ist nur in der Sequenz von APP enthal-
ten (Abbildung modifiziert nach Jacobsen and Iverfeldt, 2009).  
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Auf Grund der essentiellen Funktion von APPL (dem gemeinsamen Orhologen von 

APP, APLP1 und APLP2) für das Lernverhalten in D. melanogaster und wegen der 

hohen Homologie zwischen APP, APLP1 und APLP2 wurde eine redundante Funktion 

der Proteine vermutet. Um dies zu überprüfen, wurden „doppel-knock-out“  (dKO) 

Mäuse generiert, bei denen entweder APP und APLP1, APLP1 und APLP2 oder 

APLP2 und APP ausgeschaltet wurden. Während die APP-/- APLP1-/- dKO Mäuse 

lebensfähig sind, sterben APLP1-/- APLP2-/- und APP-/- APLP2-/- dKO Mäuse perina-

tal (Heber et al., 2000; von Koch et al., 1997). Zur Überprüfung, ob die lösliche, α-

geschnittene Ektodomäne von APP ausreichend ist, um die perinatale Letalität von 

APP-/- APLP2-/- Mäusen rückgänig zu machen, wurden APP-/- APLP2-/- dKO Mäuse 

generiert, die sAPPα anstelle von APP exprimieren. Bei diesen Mäusen ist die perina-

tale Letalität nicht mehr penetrant (Weyer et al., 2011). Hieraus lässt sich schließen, 

dass die lösliche Ektodomäne von APP eine physiologisch wichtige Funktion hat. Bei 

einem ähnlichen Experiment dagegen, bei dem sAPPβ mit einem C-terminalen Flag-

Tag versehen in  APP-/- APLP2-/- dKO Mäusen exprimiert wurde, war die perinatale 

Letalität weiterhin penetrant (Li et al., 2010). Hieraus lässt sich schließen, dass die 

exakte Schnittstelle für die Vermittlung der Funktion des sAPP entscheidend ist. Ein 

anderer interessanter Versuch zur Analyse der Redundanz der APP-Familienmitglieder 

wäre die Überexpression von sAPLP2α in  APP-/- APLP2-/- dKO Mäusen. Aufgrund 

der Erkenntnis, dass α- und β-geschnittenes APP unterschiedliche Effekte haben, wird 

es hierfür entscheidend sein, die physiologische Version von sAPLP2α überzuexpri-

mieren. In diesem Zusammenhang ist eine Bestimmung der Schnittstellen von APLP2 

essentiell, da diese bislang nicht bekannt sind (Jacobsen and Iverfeldt, 2009).  

2.2 Massenspektrometrie 

Die Massenspektrometrie ist eine mächtige Technik zur Identifizierung unbekannter 

Substanzen, zur strukturellen Analyse und Quantifizierung bekannter Substanzen so-

wie zur detaillierten Analyse molekularer Mechanismen (van Bramer, 1998). Damit sind 

die Anwendungen der Massenspektrometrie sehr vielfältig. Dies lässt sich am besten 

anhand einiger Beispiele darstellen: Altertumsforscher nutzten schon Massenspektro-

metrie zur Analyse des Alters historischer Artefakte wie des Turiner Grabtuchs (Damon 

et al., 1989), Astronomen zur extraterrestrischen Analyse  von Wasser auf dem Mars 

(Hoffman et al., 2008), Forensiker zum Dopingnachweis bei Rennpferden (Eckers et 

al., 1982) und Lebensmittelchemiker zur Detektion von Pestiziden in Olivenöl (Ferrer et 

al., 2005). Neben diesen eher ausgefallenen Anwendungen der Massenspektrometrie 

gewinnt diese Technik aber auch in den Lebenswissenschaften zunehmend an Bedeu-

tung (Bantscheff et al., 2012). Im folgenden Einleitungskapitel zur Massenspektromet-

rie sollen zunächst allgemein die Grundlagen dieser Technik erläutert und nachfolgend 

deren Anwendung im Bereich der Proteomik dargestellt werden. Des Weiteren wird der 
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aktuelle Stand der Technik in Bezug auf die quantitative massenspektrometrische Ana-

lyse des Zebrafischproteoms dargestellt. 

2.2.1 Grundlagen der Massenspektrometrie 

Stark vereinfacht gesprochen ist die Massenspektrometrie eine Technik zum Wiegen 

von Molekülen. Aufgrund des geringen Gewichts der zu untersuchenden Moleküle wird 

hierzu allerdings keine klassische Waage eingesetzt, sondern in der Regel die Bewe-

gung der ionisierten Moleküle in einem elektrischen oder magnetischen Feld unter-

sucht. Da die Bewegung eines geladenen Moleküls in einem elektrischen Feld sowohl 

von der Masse  als auch von der Ladung des Moleküls abhängt, wird in der Massen-

spektrometrie strenggenommen nicht die Masse,  sondern das Masse-zu-

Ladungsverhältnis (m/z) der zu untersuchenden Moleküle bestimmt. Da die Ladung der 

zu untersuchenden Moleküle aber in der Regel sehr einfach aus dem Isotopenmuster 

bestimmbar ist, kann man aus dem massenspektrometrisch bestimmten Masse-zu-

Ladungsverhältnis recht einfach die Masse eines untersuchten Moleküls bestimmen 

(Abbildung 4).   

 

Abbildung 4: Bestimmung der Ladungszahl aus dem Isotopenmuster. (A) Beispiel eines 
Peptidspektrums, das mit einem ESI-Massenspektrometer aufgenommen wurde. Die relative 
Ladung ist gegen das Masse-zu-Ladungsverhältnis (m/z) aufgetragen. Die Größe m/z wird typi-
scherweise ohne Einheit angegeben, selten sieht man auch eine Umrechnung in Atommassen-
einheiten pro Coulomb. Obwohl alle abgebildeten Peaks auf Peptide derselben Sequenz zu-
rückzuführen sind, unterscheidet sich das Masse-zu-Ladungsverhältnis von zwei benachbarten 
Peaks jeweils um 0,5. Dies liegt darin begründet, dass die Peaks mit höheren Massen als 
820,47 jeweils auf Peptidspezies zurückzuführen sind die „schwere“ Isotope eingebaut haben 
(zum Beispiel 

13
C statt 

12
C, 

15
N  statt 

14
N oder 

2
D statt 

1
H). Damit ist bekannt, dass der Massen-

unterschied der Peptidspezies, die als benachbarte Peaks detektiert werden, genau der Masse 
eines Neutrons entspricht und somit eine Atommasseneinheit  beträgt. Da ein Unterschied von 
m/z=0,5 zwischen benachbarten Peaks detektiert wird, kann auf eine Ladung von z=2 ge-
schlossen werden. (B) Ein analoges Beispiel für ein Peptidspektrum eines Peptids der Ladung 
z=4. 
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Zur entscheidenden Bestimmung des Masse-zu-Ladungsverhältnisses gibt es ver-

schiedene technische Realisierungen, schematisch sind sich die meisten Massenspek-

trometer aber sehr ähnlich. Alle Massenspektrometer weisen einen Probeneinlass auf, 

um die gasförmige, flüssige oder feste Probe in den Vakuumbereich des Instruments 

einzuführen. Im Gerät werden die zu untersuchenden Moleküle der Probe dann in einer 

Ionenquelle ionisiert und mittels eines elektrischen Felds in den Massenfilter beschleu-

nigt. Der Massenfilter, das Herzstück eines jeden Massenspektrometers, dient zur Auf-

trennung der zugeführten Ionen nach ihrem Masse-zu-Ladungsverhältnis. Die aufge-

trennten Ionen werden dann von einem Detektor detektiert und die erhaltenen Signale 

mittels eines Datenverarbeitungssystems ausgewertet. Der schematische Aufbau eines 

Massenspektrometers ist in Abbildung 5 dargestellt. Im Folgenden werden verschiede-

ne technischen Realisierungen der einzelnen Elemente eines Massenspektrometers 

kurz aufgeführt und die im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten detailliert 

diskutiert.  

 

2.2.1.1 Aufbau eines Massenspektrometers – der Probeneinlass  

Der Probeneinlass eines Massenspektrometers dient zur Einbringung der in der Regel 

bei atmosphärischem Druck vorliegenden Proben in das Massenspektrometer, in dem 

normalerweise ein Vakuum oder sogar ein Hochvakuum herrscht. Probeneinlässe wer-

den zum Beispiel durch die direkte Kopplung einer Gaschromatographiesäule an den 

Vakuumbereich eines Massenspektrometers oder durch das Einführen einer Platte mit 

kristallisierter Probe durch eine Vakuumschleuse realisiert. Für den Einlass von ther-

misch relativ instabilen Molekülen, die in Lösung vorliegen und die einen niedrigen 

Gasdruck aufweisen, wird in der Regel ein Flüssigkeitschromatographie-Einlass ver-

wendet. Dabei wird die Flüssigkeit mit dem gelösten Probenmaterial in kleine Tropfen 

zerstäubt und mittels eines elektrischen Felds in einen Niedrigvakuumbereich des In-

struments gezogen. Hier wird die die Probenmoleküle umgebende Flüssigkeit durch 

Zuführung eines Trockengases oder durch leichte Erwärmung verdampft, wobei die 

Probenmoleküle geladen und weiter in den Hochvakuumbereich des Instruments ge-

zogen werden (Liuni and Wilson, 2011). Diese Form des Probeneinlasses stellt bereits 

eine Kombination aus einem Einlass und einer Ionenquelle dar, da die zu untersu-

chenden Probenmoleküle nach ihrer Einführung in das Massenspektrometer bereits 

ionisiert vorliegen.    
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Abbildung 5: Aufbau eines Massenspektrometers. (A) Blockdiagramm des Aufbaus eines 
Massenspektrometers. Der Einlass dient zum Einbringen der Probe in den Vakuum- bezie-
hungsweise Hochvakuumbereich des Instruments. Die Ionisierung der zu untersuchenden Pro-
benmoleküle erfolgt in der Ionenquelle. Die ionisierten Moleküle werden daraufhin mittels eines 
in der Regel gepulsten elektrischen Felds in einen Massenfilter hinein beschleunigt und durch 
diesen in Abhängigkeit ihrer Masse und Ladung aufgetrennt. Die auf diese Weise aufgetrennten 
Moleküle werden mittels eines Detektors, technisch in aller Regel in Form eines Sekundärelek-
tronenvervielfachers realisiert, ausgelesen und die erhaltenen Signale mit Hilfe eines Datenver-
arbeitungssystems in Spektren umgewandelt. (B) Analog des Blockdiagramms beschriftete 
Fotografie des im Rahmen dieser Arbeit verwendeten MALDI-TOF (Matrix-unterstützte Laser-
Desorption/Ionisation mit „time of flight“-Massenfilter) Massenspektrometers.    

 

2.2.1.2 Aufbau eines Massenspektrometers – Ionenquellen 

Verschiedene Ionisationsmethoden werden in der Massenspektrometrie verwendet. 

Dazu zählen unter anderem die Elektronenionisation, die chemische Ionisation, das 

Fast Atom Bombardment, die Ionisation bei atmosphärischem Druck (in der Regel als 

Elektronenspray-Ionisation realisiert) und die Matrix-unterstützte Laser-

Desorption/Ionisation. Da im Rahmen der vorliegenden Arbeit nur Geräte mit Elektro-

nenspray-Ionisation (ESI) oder Matrix-unterstützter Laser-Desorption/Ionisation  

(MALDI) verwendet wurden, werden nur diese im Folgenden erläutert.   
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Abbildung 6: Elektronenspray-Ionisation. Bei der Elektronenspray-Ionisation (ESI) wird die 
gelöste Probe in kleinen Flüssigkeitstropfen von der Emitternadel emittiert. Zwischen der Emit-
ternadel und der erwärmten Ionentransferkapillare des Massenspektrometers liegt eine Potenti-
aldifferenz von in der Regel über 1000 V an. Die emittierten Flüssigkeitstropfen weisen auf 
Grund der angelegten Spannung und der in der Lösung befindlichen Säure eine Ladung auf 
und werden damit entlang des elektrischen Felds zwischen Emitter und Ionentransferkapillare in 
das Instrument hinein beschleunigt. Aufgrund der Wärme der Ionentransferkapillare und des in 
ihr herrschenden Vorvakuums verdampft das die Probenmoleküle umgebende Lösungsmittel 
schnell. Dabei wird das Verhältnis aus positiver Ladung pro Volumen beziehungsweise Oberflä-
che der Tropfen immer größer. Erreicht ein Tropfen das Rayleigh-Limit so „zerplatzt“ er. Dabei 
wird die in Form von Protonen in der Lösung enthaltene Ladung auf die Probenmoleküle ver-
teilt, die daraufhin frei in der Gasphase vorliegen und entlang eines elektrischen Feldes weiter 
in das Gerät gezogen werden. Dabei passieren sie verschiedene Linsen, die die Kammern mit 
verschiedenen Vakua voneinander abgrenzen. Die so erzeugten ionisierten Probemoleküle 
können direkt in einem Massenfilter nach ihrem Masse-zu-Ladungsverhältnis aufgetrennt wer-
den.   

 

Die ESI ist die für die Analyse von komplexen Peptidmischungen am häufigsten ange-

wendete Ionisationstechnik (Fenn et al., 1989; Yamashita and Fenn, 1984).  Diese ist 

in  Abbildung 6 schematisch dargestellt und erklärt. Die ESI eignet sich besonders gut 

für Peptide, da diese auf Grund der Chemie der verschiedenen Seiten- und Endgrup-

pen im sauren Milieu gut ionisiert werden können. Bei der ESI werden die Peptide beim 

„Zerplatzen“ der Flüssigkeitstropfen beim Erreichen des Rayleigh-Limits infolge des 

Verdampfens des Lösungsmittels in der Regel mehrfach protoniert. Deshalb ist es ein 

typisches Charakteristikum, dass Peptide in ESI-Messungen in Form von mehrfach 

geladenen Molekülen detektiert werden können (Glish and Vachet, 2003). Bei Peptiden 

mit einer Länge zwischen 5 und 15 Aminosäuren, wie sie typischerweise aus einem 

tryptischen Verdau von Proteinen resultieren, findet man typischerweise eine zwei- bis 

fünf-fache Protonierung, wobei in der Regel der N-Terminus und die Aminogruppen der 

Seitenketten der Peptide protoniert vorliegen. Dies hat einen großen Vorteil für die 
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Fragmentierung von tryptischen Peptiden, da zum Beispiel die  Fragmentierung eines 

zweifach geladenen, tryptischen Peptids an einer Peptidbindung in jedem Fall zwei 

einfach geladene Produkte hervorbringt, die in der Regel beide massenspektrometrisch 

detektiert werden können. Ein weiterer Vorteil der ESI für die Analyse komplexer Pep-

tidmischungen, wie diese typischerweise in der Proteomik vorkommen, ist, dass eine 

direkte Kopplung einer komplexitätsreduzierenden Flüssigkeitschromatographie direkt 

an eine ESI technisch äußerst einfach zu realisieren ist.  

Bei der MALDI werden die zu untersuchenden Probenmoleküle aus der Festphase 

heraus ionisiert (Karas et al., 1987). Um die normalerweise in Lösung vorliegenden 

Probenmoleküle in die Festphase zu überführen, werden diese in der Regel in Anwe-

senheit von Matrix auf einer sogenannten „Targetplate“ (aus dem Englischen etwa  

„Zielplatte“) kristallisiert. Typischerweise werden für die Analyse von Peptiden hierbei 

Matrices wie Zimtsäure (trans-3-Phenylacrylsäure), Gentisinsäure (2,5-

Dihydroxybenzoesäure) oder Sinapinsäure ((2E)-3-(4-Hydroxy-3,5-dimethoxyphenyl)-

2-Propensäure) verwendet (Tholey and Heinzle, 2006). Im Rahmen der vorliegenden 

Arbeit wurde ausschließlich Zimtsäure als Matrix verwendet, da diese in der Regel zu 

einer besonders homogenen Kristallisation führt (Szajli et al., 2008). Der Ionisations-

mechanismus der MALDI beruht auf dem Beschuss der Probenmolekül-Matrixkristalle 

mit einem Laser. Die von den Matrixmolekülen dabei aufgenommene Energie führt zu 

einem „Herausschleudern“ von Matrix- und Probenmolekülen von der Oberfläche der 

Targetplate. Es wird davon ausgegangen, dass bei der Stabilisierung der energetisch 

hoch angeregten Matrixmoleküle Kationen auf die Probenmoleküle M übertragen wer-

den, so dass [M+X]+ entstehen (in der Regel gilt X= H, aber auch X=Na oder K kann 

beobachtet werden). In der Peptidanalytik werden bei der MALDI meist einfach positiv 

geladene Peptide generiert, die dann mittels eines elektrischen Feld in das Massen-

spektrometer beschleunigt werden können (Karas et al., 2000). Ein Vorteil der MALDI 

ist, dass die Targetplate über ein Schleusensystem direkt in den Vakuum beziehungs-

weise Hochvakuumbereich des Massenspektrometers eingebracht werden kann und 

die Ionisierung somit direkt im später auch für die Analyse verwendeten Vakuumbe-

reich stattfinden kann. Wegen der niedrigen quantitativen Reproduzierbarkeit (Szajli et 

al., 2008) und der technisch nur „offline“ realisierbaren Kopplung von Flüssigkeits-

chromatographie und MALDI (Hu and Mechref, 2012) wird die MALDI-basierte Mas-

senspektrometrie fast ausschließlich für Proben niedriger Komplexität angewendet. 

Dies trifft auch auf die Anwendung im Rahmen der vorliegenden Arbeit zu. Eine Aus-

nahme von dieser Regel stellt allerdings das MALDI-Imaging dar, bei dem hochkom-

plexe Proben mittels MALDI analysiert werden. Dabei werden die zu untersuchenden 

Moleküle direkt aus Gewebeschnitten heraus ionisiert. Die geringe räumliche Auflö-

sung der Ionisierung und die hohe Komplexität der Proben stellen allerdings eine klare 

Limitierung dieser Anwendung dar (Seeley and Caprioli, 2011).  
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Für die Entwicklung der ESI und die Anwendung von MALDI auf Makromoleküle wurde 

John B. Fenn (ESI) und Koichi Tanaka (MALDI) im Jahr 2002 der Nobelpreis für Che-

mie verliehen.   

 

2.2.1.3 Aufbau eines Massenspektrometers – der Massenfilter 

Aufgabe des Massenfilters in einem Massenspektrometer ist es, die verschiedenen 

Probenmoleküle nach ihrem Masse-zu-Ladungsverhältnis aufzutrennen. Dazu kommen 

verschiedene technische Realisierungen zum Einsatz. Unter anderem werden TOFs 

(kurz für „Time-of-flight“, aus dem Englischen etwa „Zeit des Flugs“), Quadrupole (Yost 

and Enke, 1978), Sektoren (Cottrell and Greathead, 1986), lineare Ionenfallen (Stafford 

et al., 1984), Furier-Transformations-Ionen-Cyclotron-Resonanz-Filter (Marshall et al., 

1974) oder Orbitrap-Massenfilter (Makarov, 2000) verwendet (Glish and Vachet, 2003). 

Im Folgenden soll nur auf die im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten Mas-

senfilter, das heißt den TOF-Massenfilter, die lineare Ionenfalle und den Orbitrap-

Massenfilter, und deren physikalische Grundprinzipien eingegangen werden. 

Im TOF-Massenfilter werden die zu untersuchenden ionisierten Probenmoleküle nach 

ihrer Geschwindigkeit aufgetrennt. Hierzu werden sie nach ihrer gepulsten Generie-

rung, zum Beispiel durch MALDI, in einem elektrischen Feld definierter Länge und 

Stärke beschleunigt. Alle Ionen gleicher Ladung nehmen dabei die gleiche Menge 

Energie auf. Diese Energie wird in den Ionen hauptsächlich in Form kinetischer Ener-

gie gespeichert, die Ionen werden also beschleunigt. Die erreichte Endgeschwindigkeit 

hängt dabei von der Masse der Ionen und ihrer Ladung ab, wobei die Endgeschwindig-

keit invers mit der Wurzel aus dem Masse-zu-Ladungsverhältnis des jeweiligen Ions 

korreliert. Die Geschwindigkeit der Ionen wird im TOF-Massenfilter dadurch bestimmt, 

dass die Zeit gemessen wird, die die Ionen benötigen, um eine definierte Strecke in 

einer Auftrennungskammer zurückzulegen (Glish and Vachet, 2003). Eine schemati-

sche Skizze des im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten Voyager DE STR 

TOF-Massenspektrometers ist in Abbildung 7A dargestellt, eine Fotografie in Abbildung 

5B.    

Die lineare Ionenfalle ist ein weiterer für die vorliegende Arbeit verwendeter Massenfil-

ter. In der linearen Ionenfalle werden die zu untersuchenden ionisierten Probenmolekü-

le in einem komplexen elektrischen Feld „eingefangen“. Ist eine gewisse Menge an 

Ionen erreicht, so wird das Feld mittels einer an die Begrenzungen der Falle angeleg-

ten, steigenden Wechselspannung so moduliert, dass die Ionen das Feld in Abhängig-

keit ihres Masse-zu-Ladungsverhältnisses in Richtung des Detektors verlassen und in 

diesem ausgelesen werden können. Dabei macht man sich die physikalische Eigen-

schaft der Ionen zu Nutze, dass diese mit einer umso amplitudenreicheren Schwingung 

auf das durch die Wechselspannung generierte Feld reagieren, je geringer ihre Masse  



2 Einleitung  22 

 

 

 

Abbildung 7: Schematische Skizze der verwendeten Massenspektrometer. (A) Schemati-
scher Aufbau eines MALDI-TOF-Massenspektrometers. Die Ionisation der Proben findet durch 
einen Laserpuls des Ionisationslasers statt. Die ionisierten Probenmoleküle werden in einem 
definierten elektrischen Feld beschleunigt und in die Auftrennungskammer geschossen. Hier 
werden die ionisierten Probenmoleküle nach ihrer Geschwindigkeit aufgetrennt. Da die Ge-
schwindigkeit der Ionen invers proportional zur Wurzel aus deren Masse-zu-Ladungsverhältnis 
ist, kann aus der für die Strecke in der Auftrennungskammer benötigte Zeit das Masse-zu-
Ladungsverhältnis der Ionen bestimmt werden. Das Schema entspricht dem linearen Modus 
des im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Voyager DE STR Massenspektrometers (B) Sche-
matischer Aufbau des im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten LTQ Velos Orbitrap Pro 
Massenspektrometers. Das Massenspektrometer wird in der Regel mit einer ESI- beziehungs-
weise einer Nanospray-Quelle verwendet. Die Ionen werden durch die beheizte Ionen-
transferkapillare in das Gerät transferiert. Mittels einer komplexen Ionenoptik werden die ioni-
sierten Probenmoleküle weiter durch das Gerät in Kammern immer höheren Vakuums transfe-
riert. Öffnungen in der Seite des Geräts stellen dabei Verbindungen zu den Vakuumpumpen, 
beziehungsweise im Falle der Orbitrap zu den Turbovakuumpumpen, dar. An die Ionenoptik 
schließen zwei lineare Ionenfallen an. Die erste Ionenfalle arbeitet dabei mit einem um circa 
den Faktor 10 höheren Druck als die zweite. Damit hat die erste Ionenfalle bessere Eigenschaf-
ten für die Isolation und Fragmentierung von Ionen, die zweite dagegen bessere Eigenschaften 
für das Auslesen der Ionen. Entsprechend ist auch nur die zweite lineare Ionenfalle mit Detekto-
ren ausgestattet. Die Sekundärelektronenvervielfältiger sind hier als Kreise an den Seiten der 
zweiten linearen Ionenfalle dargestellt. Mittels einer weiteren Ionenoptik lassen sich die Ionen 
statt in den linearen Fallen ausgelesen zu werden auch in die C-Trap weiter transferieren. Die 
C-Trap wiederum dient zum Sammeln der Ionen und zum Einschießen der Ionen in den Orbit-
rap-Massenfilter, der hochaufgelöste Spektren generiert. Das Schema ist modifiziert nach einer 
Präsentation des European Training Institutes von Thermo Fisher Scientific. 
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ist beziehungsweise je stärker sie geladen sind. Damit hängt die Schwingung linear 

von ihrem Masse-zu-Ladungsverhältnis ab, das aus der Zeitdauer zwischen dem Anle-

gen der steigenden Wechselspannung und der Ionendetektion geschlossen werden 

kann (Glish and Vachet, 2003). Eine schematische Skizze des im Rahmen der vorlie-

genden Arbeit verwendeten LTQ Velos Orbitrap Pro ist in Abbildung 7B dargestellt. 

Hierbei sind auch die zwei verbauten linearen Ionenfallen mit den dazugehörigen De-

tektoren (als seitliche Kreise an der zweiten Ionenfalle dargestellt) schematisch darge-

stellt. 

Der Massenfilter, der Aufnahmen mit der zurzeit höchstmöglichen Auflösung zulässt, 

ist der Fourier-Transformations-Ionen-Cyclotron-Resonanz-(FTICR)-Massenfilter. In 

einer technischen Realisierung mit einem Magneten der Stärke 9,4 Tesla sind hierbei 

Auflösungen von über 800,000 möglich (Kaiser et al., 2011). Die Auflösung ist dabei 

als Quotient der Breite eines Peaks (Δm) bei einer definierten Masse (m) definiert und 

hat damit keine Einheit: 

            
  

 
 

Dem FTICR-Massenfilter liegt das physikalische Prinzip zugrunde, dass Ionen, die sich 

in einem magnetischen Feld bewegen, einen Strom in einem von ihnen passierten 

Plattenkondensator induzieren, dessen Frequenz invers mit ihrem Masse-zu-

Ladungsverhältnis korreliert. Der Nachteil dieser Geräte ist, dass ihre Auflösung von 

der Stärke des verwendeten Magneten abhängt, das heißt, dass für hohe Auflösungen 

starke Magneten nötig sind, die sehr kostenintensiv sind. Der von Alexander Makarov 

entwickelte Orbitrap-Massenfilter (Hardman and Makarov, 2003; Makarov, 2000) be-

ruht auf einem vergleichbaren physikalischen Prinzip und erlaubt ähnlich hohe Mas-

senauflösungen, erfordert dabei jedoch keine Magnetfelder. Beim Orbitrap-Massenfilter 

werden die zu untersuchenden Ionen tangential auf eine Kreisbahn um eine zentrale 

Spindel gezwungen. Zur Analyse von Kationen weist die zentrale Spindel dabei eine 

hohe negative Ladung auf. Dadurch werden die Kationen auf eine Kreisbahn um die 

Spindel gezwungen. Die Ionen beschreiben allerdings keine reine Kreisbahn um die 

zentrale Spindel, sondern oszillieren zusätzlich in axialer Richtung der Spindel. Die 

axiale Oszillation wird dadurch erreicht, dass die Ionen nicht zentral in die Falle einge-

lassen werden sondern seitlich versetzt (siehe Abbildung 8). Die durch diese Oszillati-

on der Ionen entlang der axialen Richtung der zentralen Spindel induzierte Spannung 

wird an dem fallenbegrenzenden Zylinder abgegriffen und mittels eines Verstärkers 

verstärkt. Nach einer Fourier-Transformation der verstärkten Spannung, lässt sich aus 

der Frequenz der Spannung auf das Masse-zu-Ladungsverhältnis der oszillierenden 

Ionen rückschließen (für genaue Berechnung siehe Makarov, 2000). Mit dieser Tech-

nologie lassen sich Auflösungen im Bereich von über 240.000 (bei 400 m/z) realisieren 

(Michalski et al., 2012). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein LTQ Velos Or-
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bitrap Pro Massenspektrometer verwendet, das sowohl zwei lineare Ionenfallen wie 

auch einen Orbitrap-Massenfilter aufweist  (Schemaskizze siehe Abbildung 7B). 

 

 

Abbildung 8: Schematische Darstellung einer Orbitrap-Ionenfalle. Prinzipskizze eines Or-
bitrap-Massenfilters im positiven Modus (nach Makarov, 2000). Dieser besteht aus einer zentra-
len Spindel, an der eine negative Spannung anliegt (-V). Umgeben ist die zentrale Spindel von 
der konisch zulaufenden zylinderförmigen Fallenbegrenzung. Diese hat eine Ioneneinführöff-
nung, die seitlich der geometrischen Mitte des Zylinders liegt. Kationen, die durch diese Öffnung 
schnell genug in die Falle eingebracht werden, bewegen sich auf einer Kreisbahn um die zent-
rale Spindel. Die Ionenbahn oszilliert außerdem in z-Richtung entlang der zentralen Spindel. 
Durch das Oszillieren der Ionen entlang der z-Achse wird eine Spannung in dem die Spindel 
umgebenden Zylinder induziert, die abgegriffen, verstärkt und mittels Datenverarbeitungspro-
grammen ausgewertet werden kann. Aus der Frequenz dieser Spannung lässt sich mit hoher 
Auflösung auf das Masse-zu-Ladungsverhältnis der untersuchten Ionen rückschließen.     

   

2.2.1.4 Aufbau eines Massenspektrometers – der Detektor 

In Massenspektrometer verwendete Detektoren messen in der Regel die Ladung oder 

die Bewegung der zu detektierenden Ionen. Zur Messung der Ladung werden meist 

Elektronenvervielfacher genutzt. Beispiele hiervon sind Kopplungen aus Faraday-

Bechern und Sekundärelektronenvervielfachern oder Ionen-zu-Photonen-Detektoren 

(Damon et al., 1989; Glish and Vachet, 2003). Die im Rahmen der vorliegenden  Arbeit 

verwendeten Massenspektrometer nutzen Mikrokanalplatten zum Auslesen der zu ana-

lysierenden Ionen. Zur Messung der Bewegung beziehungsweise des Momentums der 

zu untersuchenden Ionen werden die durch die Bewegung der Ionen induzierten 

Spannungen von Kondensatoren abgegriffen (siehe auch Abbildung 8). Ein prinzipieller 

Unterschied zwischen diesen beiden Techniken ist, dass die Ionen beim Auslesen mit-

tels eines Faraday-Bechers verbraucht werden, während sie beim Auslesen über einen 

induzierten Strom theoretisch noch weiter transferierbar sind (Makarov, 2000). Diese 

technische Möglichkeit ist allerdings in keinem der im Rahmen der vorliegenden Arbeit 

verwendeten Geräte realisiert. 
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2.2.1.5 Tandem-Massenspektrometrie 

Um bei der Massenspektrometrie neben der reinen Masseninformation auch strukturel-

le Informationen über ein zu untersuchendes Probenmolekül zu erhalten, wird die Tan-

dem-Massenspektrometrie verwendet (Glish and Goeringer, 1984; Yost and Enke, 

1978). Bei dieser wird zunächst ein Spektrum aller zu einem Zeitpunkt in das Massen-

spektrometer einströmenden Ionen aufgenommen. Anschließend werden die zu unter-

suchenden Ionen isoliert, fragmentiert und die resultierenden Fragmente dann in einem 

Massenfilter ausgelesen. Bei der Analyse von Peptiden erlaubt dies beispielsweise die 

Bestimmung der Peptidsequenz auf der Basis der produzierten Fragmente (Hunt et al., 

1986). Beispiele für typischerweise verwendete Tandem- (oder analog sogar Triple-) 

Massenspektrometer sind TOF-TOFs, Quadrupol-TOFs, LTQ Orbitraps oder Triple-

Quadrupole (Glish and Vachet, 2003; Olsen et al., 2009).       

 

2.2.2 Grundlagen der MS-basierten Proteomik 

Eine wichtige Anwendung findet die oben beschriebene Tandem-Massenspektrometrie 

in der Proteomik. Diese vor ungefähr zwanzig Jahren aufgekommene Disziplin der Le-

benswissenschaften beschäftigt sich mit der qualitativen und quantitativen Analyse von 

Proteinen (Thelen and Miernyk, 2012). Die steigende Relevanz dieser Technik für die 

Lebenswissenschaften, beziehungsweise zumindest ihre Beliebtheit, lässt sich an der 

stetig steigenden Anzahl an Publikationen im Bereich der Proteomik ermessen (siehe 

Abbildung 9). 

 

 

Abbildung 9: Anzahl an Publikationen in der Proteomik seit 1997. Die kumulierte Anzahl an 
Publikationen in der Proteomik wurde von Thelen und Miernyk (2012) mittels Suche in der Da-
tenbank Pubmed mit dem Suchbegriff „proteomics“ ermittelt.     

 

Während der Begriff der Proteomik wie oben definiert breit für alle Arten der qualitati-

ven und quantitativen Analyse von Proteinen verwendet werden kann, wird er oft auch 

in einer engeren Definition für die auf Massenspektrometrie basierende Analyse von 
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Proteinen verwendet. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll der Begriff nachfolgend 

in dieser engeren Definition verwendet werden.  

2.2.2.1 Bottom-up Proteomik 

Ziel proteomischer Experimente ist es in der Regel, möglichst viele Proteine in einer 

Probe zu identifizieren und gegebenenfalls ihre Abundanz zwischen zwei Proben zu 

quantifizieren. Bei der hauptsächlich angewandten bottom-up (aus dem Englischen  

etwa „von unten nach oben“) Methode der Proteomik werden die in einer Probe vor-

handenen Proteine hierfür zunächst in vitro mit der Protease Trypsin verdaut. Hier-

durch erhält man kürzere Peptide, die massenspektrometrisch einfacher zu untersu-

chen sind als intakte Proteine (Han et al., 2008; Thelen and Miernyk, 2012).  Diese 

Peptide werden dann gegebenenfalls präfraktioniert (zum Beispiel mittels isoelektri-

scher Fokussierung oder offline Anionenaustauschchromatographie) und die einzelnen 

Fraktionen in einer Kopplung aus einem Flüssigkeitschromatographen mit einem Tan-

dem-Massenspektrometer (kurz LC-MSMS) analysiert. Hierbei werden sowohl Spek-

tren der intakten Peptide aufgenommen (sogenannte MS1-Spektren) als auch die 

Fragmentspektren (sogenannte MS2-Spektren) von einzelnen, isolierten und fragmen-

tierten Peptiden (siehe 2.2.1.5). Aus dem Masse-zu-Ladungsverhältnis des intakten 

Peptids und den dazugehörigen Fragmentspektren lässt sich bioinformatisch, auf 

Grundlage einer Proteindatenbank, die Identität des jeweiligen Peptids bestimmen und 

dem Protein zuordnen, aus dem es durch den tryptischen Verdau hervorgegangen ist. 

Häufig verwendete Algorithmen zur Identifikation von Peptiden aus Tandem-

Massenspektrometriedaten sind  Sequest (Eng et al., 1994) und Mascot (Perkins et al., 

1999). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde hierfür der Andromeda-Algorithmus 

verwendet, der zu ähnlich guten Ergebnissen wie der Mascot-Algorithmus führt (Cox et 

al., 2011). Der experimentelle Ablauf der bottom-up Proteomik wird in Abbildung 10 

dargestellt.    

 

Abbildung 10: Experimenteller Ablauf der bottom-up Proteomik. Bei der bottom-up Analyse 
werden Proteine mittels eines proteolytischen Verdaus, in der Regel mit einer rekombinanten 
Form von Trypsin, in durchschnittlich 6 bis 12 Aminosäuren lange Peptide geschnitten. Diese 
Peptide werden mittels LC-MS/MS analysiert. Die resultierenden MS1 und MS2 Spektren wer-
den mit datenbankbasierten Peptididentifikationsalgorithmen wie Sequest, Mascot oder Andro-
meda ausgewertet. Hierdurch können die den jeweiligen Spektren zugrunde liegenden Peptide 
und deren Sequenzen bestimmt und dem jeweiligen Protein beziehungsweise der jeweiligen 
Proteingruppe zugeordnet werden. 
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2.2.2.2 Quantitative Proteomik 

Zur quantitativen proteomischen Analyse können verschiedene Techniken verwendet 

werden. Man kann im Prinzip drei grundlegend unterschiedliche, häufig verwendete 

Techniken unterscheiden: 2D-Gelelektrophorese, markierungsfreie Massenspektromet-

rie und markierungsbasierte Massenspektrometrie. Bei der 2D-Gelelektrophorese wer-

den die intakten Proteine der zu vergleichenden Proben auf 2D-Gelen aufgetrennt, 

mittels Silbermarkierung sichtbar gemacht und die Intensitäten der Proteine an den 

verschiedenen Stellen zwischen den beiden Proben verglichen. Ist an einem Punkt die 

Intensität für eine der beiden Proben signifikant stärker, so wird ein diesen Punkt ent-

haltenes Stück aus dem Gel ausgeschnitten. Das enthaltene Protein wird mittels eines 

tryptischen Verdaus einer massenspektrometrischen Analyse und damit einer Identif i-

zierung zugänglich gemacht. Um eine exaktere Quantifizierung zwischen den beiden 

zu untersuchenden Proben zu ermöglichen, wurde die sogenannte 2D-differentielle 

Gelelektrophorese (2D-DIGE) entwickelt, bei der die Proteine der zu vergleichenden 

Proben zunächst in vitro mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert werden und dann auf 

demselben Gel analysiert werden können (Minden, 2012). Neueste Entwicklungen von 

2D-DIGE Systemen erlauben die Darstellung und Quantifizierung von über 10.000 

Punkten (Zabel and Klose, 2009), wobei die Identifizierung immer auf ein paar wenige 

Punkte beschränkt bleibt (Thelen and Miernyk, 2012).  

Während bei der 2D-DIGE-Technologie ein Gel zur quantitativen Analyse verwendet 

wird, gibt es, wie oben bereits aufgeführt, mit der markierungsfreien und der markie-

rungsbasierten Shotgun-Analyse auch gel-freie Techniken zur quantitativen Proteomik. 

Unter dem Begriff Shotgun-Analyse versteht man, dass vor dem tryptischen Verdau 

keine Vorfraktionierung der Proteine stattfindet. 

Bei der markierungsbasierten Proteomik nutzt man eine Markierung einer oder mehre-

rer der zu untersuchenden Proben mit schwereren Isotopen, um diese nach einem 

Vermischen der Proben im Massenspektrometer aufgrund des Massenunterschieds 

voneinander unterscheiden zu können. Man unterscheidet dabei Techniken, bei denen 

die Isotopenmarkierung schon im intakten Organismus, beziehungsweise in der Zell-

kultur auf der Ebene der intakten Zelle, stattfindet von solchen, bei denen erst nach der 

Zell- beziehungsweise Gewebslyse eine Markierung vorgenommen wird. Ersteres ist 

durch die SILAC-Technik (stable isotope labeling in cell culture, engl. für „stabile Isoto-

penmarkierung in der Zellkultur“) möglich. Isotopenmarkierte Aminosäuren werden 

hierbei Zellen beziehungsweise ganzen Organismen gefüttert, um eine möglichst pro-

teomweite Inkorporation zu erreichen (Kruger et al., 2008; Ong et al., 2002). Eine diffe-

rentielle Markierung ist dabei möglich, da zum Beispiel die Aminosäure Lysin je nach 

experimenteller Bedingung „leicht“ (nur 12C und 14N, + 0 Da), „schwer“ (13C und 14N, + 6 

Da) oder „super-schwer“ (13C und 15N, +8 Da) verfüttert werden kann. Zur quantitativen 

proteomischen Analyse mittels SILAC, kann man die Zellen beziehungsweise die zu 
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untersuchenden Gewebsproben der verschiedenen experimentellen Bedingungen 

noch vor der Herstellung der Proteinlysate vermischen. In der Massenspektrometrie 

kann man dann auf Grund des Massenunterschieds der von den Peptiden der ver-

schiedenen Proben stammenden Peaks auf die relative Menge des jeweiligen Peptids 

in den einzelnen Proben rückschließen. Der große Vorteil der SILAC-Methode ist die 

Möglichkeit der frühen Probenvermischung, da sich Probenvorbereitungsunregelmä-

ßigkeiten somit auf die unterschiedlichen Proben identisch auswirken und damit die 

Quantifizierung nicht verfälschen. Derzeit sind 2-plex und 3-plex SILAC Ansätze üblich 

(Mann, 2006).   

Eine andere Möglichkeit der markierungsbasierten quantitativen Proteomik ist iTRAQ 

(kurz für „isobaric tags for relative and absolute quantitation“ aus dem Englischen etwa 

„Isobare Markierung für relative und absolute Quantifizierung“). Hierbei werden zu-

nächst Proteinlysate der zu vergleichenden Proben hergestellt und freie Amine mit ei-

nem isobarischen Anhang versehen. Die Proben werden dann vermischt und per LC-

MSMS analysiert. Bei der Fraktionierung im MS2-Schritt fällt von den Peptiden der un-

terschiedlichen Proben ein jeweils unterschiedlich schweres Fragment ab. Das Ver-

hältnis der Intensitäten der Peaks der abgefallenen Fragmente gibt dabei das Verhält-

nis der zugrunde liegenden Peptide an. Vorteil dieser Methode ist es, dass bis zu 8-

plex Markierungen möglich sind, das heißt bis zu 8 unterschiedliche Proben quantitativ 

verglichen werden können. Nachteil ist bei dieser Methode, dass sich Probenvorberei-

tungsunterschiede zwischen den zu vergleichenden Proben auf die Quantifizierung 

auswirken (Evans et al., 2012).  

Bei einer weiteren markierungsbasierten Technik der quantitativen Proteomik, der Di-

methyl-Markierung (DMT), modifiziert man ebenfalls freie Amino-Gruppen der Peptide 

der unterschiedlichen experimentellen Gruppen mittels Methylierung mit deuteriertem 

oder nicht-deuteriertem Formaldehyd. Dies führt bei der massenspektrometrischen 

Analyse der Proben zu einer möglichen Unterscheidung und Quantifizierung der Pepti-

de der verschiedenen experimentellen Gruppen. Nachteil ist wie bei der ITRAQ-

Methode, dass sich Probenvorbereitungsartefakte auf die Quantifizierung auswirken. 

Des Weiteren wird die Komplexität der Probe auf MS1-Ebene, wie bei der SILAC-

Technik ebenfalls, um mindestens einen Faktor zwei erhöht. 2-plex und 3-plex Ansätze 

sind bei der DMT-basierten quantitativen Proteomik möglich (Boersema et al., 2009).    

Bei der markierungsfreien quantitativen Proteomik werden die Proben der unterschied-

lichen experimentellen Gruppen getrennt voneinander analysiert. Eine Quantifizierung 

zwischen den Proben beruht dabei entweder auf der Anzahl an Spektren die für ein 

Peptid in den unterschiedlichen Experimenten aufgenommen werden können (diese 

Methode wird im Englischen auch als „spectral counting“ bezeichnet) oder bei Massen-

spektrometern mit einer hohen Auflösung auf der Bestimmung der Intensität mit der ein 

Peptid detektiert werden kann. Für diese Form der Quantifizierung werden Algorithmen 
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benötigt, die in der Lage sind 3D-MS1-Spuren aus massenspektrometrischen Aufnah-

men zu isolieren, deren Fläche zu berechnen und nach einer Normalisierung auf 

Grundlage der lokalen Gesamtintensität zwischen den einzelnen Proben zu quantifizie-

ren. Während markierungsfreie Ansätze in der Vergangenheit noch nicht akkurat ge-

nug für die Analyse komplexer biologischer Proben waren, ist die Genauigkeit und Zu-

verlässigkeit heute ausreichend, um eine kostengünstige Alternative zur markierungs-

basierten quantitativen Proteomik darzustellen (Neilson et al., 2011).     

2.2.3 Proteomik im Zebrafisch 

Der Zebrafisch, lateinisch Danio rerio, ist ein häufig eingesetzter Modellorganismus aus 

dem Unterstamm der Vertebraten, der vor allem zur Untersuchung entwicklungsbiolo-

gischer, aber zunehmend auch zellbiologischer, genetischer oder medizinischer Frage-

stellungen eingesetzt wird (Bakkers, 2011; Eimon and Ashkenazi, 2010; Kabashi et al., 

2011). Proteomische Methoden zur Analyse des Zebrafisch-Proteoms werden seit un-

gefähr einer Dekade eingesetzt (Forne et al., 2010). Zur Quantifizierung wurde hierfür 

bisher fast exklusiv die 2D-Gelelektrophorese-Technik angewendet, die regelmäßig 

eine Quantifizierung von bis zu 100 Proteinen erlaubt. Um die in der Zwischengelvari-

anz der klassischen 2D-Gelelektrophorese begründeten Limitierungen zu überwinden, 

wird seit Neustem auch die oben erklärte 2D-DIGE-Technik zur quantitativen Analyse 

von Zebrafisch-Proteomen verwendet. Diese ermöglicht derzeit die Detektion von über 

1.000 Gelpunkten ausgehend von Zebrafischproteomen (Gundel et al., 2012; 

Ponnudurai et al., 2012; Zhang et al., 2012). Die den Punkten zugrunde liegenden Pro-

teine sollten theoretisch bestimmbar und deren differentielle Intensität für die meisten 

Gelpunkte quantifizierbar sein. Allerdings stellt die Identifizierung aller Gelpunkte auf 

Grund des hohen Aufwands bei der Probenvorbereitung und der Länge der benötigten 

Messzeit keine realistische Option dar (Thelen and Miernyk, 2012). Des Weiteren stel-

len auch die Reproduzierbarkeit, Maskierungseffekte durch hochabundante Proteine, 

Mikroheterogenität durch post-translationale Modifikationen und Proteindegeneration, 

neben der hohen benötigten Messzeit, klare Limitierungen der 2D-DIGE-Technik ge-

genüber markierungsbasierten oder auch markierungsfreien Shotgun-Analysen dar 

(Wu et al., 2006).     

Während markierungsfreie Shotgun-Analysen, mit der Ausnahme einer Arbeit im Be-

reich der Phosphoproteomik (Soderblom et al., 2011) für den Zebrafisch noch nicht 

durchgeführt wurden, sind bereits zwei markierungsbasierte Analysen veröffentlich 

worden (Lemeer et al., 2008; Westman-Brinkmalm et al., 2011). Westman-Brinkmalm 

et al. (2011) haben versucht, Zebrafische mit isotopenmarkierten Aminosäuren zu füt-

tern und hierdurch eine SILAC-Markierung des Zebrafisch-Proteoms zu erreichen. Die 

proteomische Analyse führten sie sowohl mittels 1D-Gelelelktrophorese als auch mit-

tels in-Lösungs-Verdau durch. Allerdings zeigten nur bis zu 310 ihrer maximal 1015 

identifizierten Proteine eine Inkorporation von markierten Aminosäuren und auch dies 
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nur mit einer Inkorporationseffizienz von 5 - 45 %, je nach untersuchtem Gewebe und 

biologischem Replikat (Westman-Brinkmalm et al., 2011). Lemeer et al. (2008) unter-

suchten das Zebrafisch-Proteom quantitativ mittels DMT mit einem Fokus auf der 

phosphoproteomischen Analyse. Ihre Probenvorbereitung führten sie ebenfalls mittels 

in-Lösungs-Verdau durch. Dieser Ansatz erlaubte ihnen die Quantifizierung von 348 

Phosphorylierungsstellen und die Expressionsanalyse von 1400 Proteinen, die sie mit 

mindestens einem eindeutigen Peptid identifiziert haben (Lemeer et al., 2008).  

In einer sehr zeit- und ressourcenintensiven, nicht quantitativen Studie des Zebrafisch-

flossen-Proteoms konnten außerdem mittels in-Lösungs-Verdau-basierter Shotgun-

Analyse 5716 Proteinidentifikationen erreicht werden (De Souza et al., 2009). Diese 

höchste bisher publizierte Anzahl an Proteinidentifikationen ist allerdings nicht vollstän-

dig mit den anderen publizierten Zahlen vergleichbar, da sie eine Falsch-Positiv-Rate 

von 5 % auf Peptidebene zuließ (De Souza et al., 2009).  
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3 Ziele der Arbeit 

Die regulierte Intramembran-Proteolyse (RIP) ist ein zellulärer Mechanismus zur Kom-

munikation zwischen Zellen und ihrer Umgebung. Die molekularen Schritte der RIP des 

Amyloid Precursor Proteins (APP) sind auf Grund der Relevanz dieses Prozesses für 

die Pathogenese des Morbus Alzheimer in der Vergangenheit sehr gut erforscht wor-

den (Lichtenthaler et al., 2011). Dies trifft nicht in gleichem Maße für das Amyloid 

Precursor-Like Protein 2 (APLP2) zu, das zumindest teilweise funktionell redundant zu 

APP ist (Heber et al., 2000). So ist für APLP2 weder die genaue Identität der Enzyme 

bekannt, die die Ektodomänenspaltung katalysieren, noch sind die Schnittstellen und 

damit die exakten Fragmente bekannt, die bei der RIP von APLP2 entstehen 

(Jacobsen and Iverfeldt, 2009). Ziel dieser Arbeit war es daher, die Identität der konsti-

tutiven, physiologischen α-Sekretase bezüglich der Ektodomänenspaltung von APLP2 

zu bestimmen. Außerdem sollten die exakten APLP2-Schnittstellen durch α-, β- und γ-

Sekretase identifiziert werden. Des Weiteren sollte untersucht werden, ob familiäre 

Alzheimer-Mutationen der γ-Sekretase-Komponente Presenilin 1 prinzipiell zu einer 

Veränderung des Intramembranschnitts von APLP2 führen können. 

Während im ersten Teil der Arbeit also eine kandidatenbasierte Analyse der RIP eines 

bestimmten Substrats durchgeführt werden sollte, war es das Ziel des zweiten Teils 

der vorliegenden Arbeit, ein Screening-Verfahren zur Identifizierung von RIP-Protease-

Substraten zu etablieren. Dabei sollten die Substrate möglichst in vivo identifiziert wer-

den. Als Protease für einen solchen Screen wurde die RIP-Protease BACE1, die auch 

APLP2 schneidet, ausgewählt. Diese katalysiert den ersten Schritt der proteolytischen 

Kaskade, die zur Generierung des neurotoxischen Aβ-Peptids führt. Die Inhibierung 

von BACE1 stellt eine potentielle Therapieoption für Morbus Alzheimer dar, die derzeit 

klinisch erprobt wird (Selkoe, 2011). Die Identifizierung physiologischer BACE1-

Substrate kann hierbei helfen, Nebenwirkungen einer Inhibierung von BACE1 zu anti-

zipieren (Kandalepas and Vassar, 2012). Als Modellorganismus für einen unvoreinge-

nommen in vivo Screen nach BACE1-Substraten sollte der Zebrafisch genutzt werden, 

da diesem, unter anderem durch die kürzlich erst etablierte Zinkfingertechnologie zum 

Knock-out von Genen, eine wachsende Bedeutung für die Erforschung neurodegene-

rativer Erkrankungen zukommt (Bandmann and Burton, 2010; Meng et al., 2008). Da-

mit kommt der Etablierung von Techniken zur proteomischen Analyse von Zebrafisch-

geweben, auch über das geplante Screening hinaus, eine hohe Bedeutung zu. 

Zusammengefasst waren die Ziele dieser Arbeit damit die detaillierte Analyse der RIP 

des Substrats APLP2 und die unvoreingenommene Suche nach RIP-Substraten der 

APLP2-Protease BACE1. 
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4 Ergebnisse 

4.1 Analyse der regulierten Intramembran-Proteolyse (RIP) 

von APLP2  

Ziel dieses Teils der Arbeit war es, die für die regulierte Intramembran-Proteolyse von 

APLP2 relevanten Proteasen und deren Schnittstellen zu bestimmen. 

4.1.1 Bestimmung der relevanten Proteasen für die 

Ektodomänenspaltung von APLP2 

Die für die Ektodomänenspaltung von APLP2 relevanten Proteasen wurden in drei ver-

schiedenen Modellen untersucht: Human embryonic kidney 293-Zellen (HEK293, aus 

dem Englisch etwa „humane embryonale Nierenzellen“), SH-SY5Y-Neuroblastom-

Zellen und primäre Neuronen. Da APLP2 ubiquitär exprimiert wird, ist es möglich, die 

Prozessierung von APLP2 in diesen drei Modellen ohne eine Überexpression von 

APLP2 zu untersuchen (Slunt et al., 1994).  

4.1.1.1 Untersuchung des Laufverhaltens von APLP2 im Western Blot  

Zunächst wurde das Laufverhalten von APLP2 im Western Blot untersucht. Dazu wur-

den Zelllysate und Zellüberstände von SH-SY5Y-Zellen untersucht. Es wurde zunächst 

festgestellt, dass APLP2 unter Kontrollbedingungen in Form von drei Banden im Wes-

tern Blot von Zelllysaten detektiert werden kann (Abbildung 11). Diese sind auf Pro-

teinspezies mit einer Elektromobilität entsprechend einem molekularen Gewicht von 

circa 105 kDa bis 160 kDa zurückzuführen. Die zwei Banden der Proteinspezies mit 

der höheren Elektromobilität zeigen dabei ein scharfes Laufverhalten mit einem mole-

kularen Gewicht von circa 105 kDa (***) beziehungsweise circa 120 kDa (**), während 

die dritte Proteinspezies ein diffuses, weniger scharfes Laufverhalten in Form einer 

oder mehrerer Banden mit einem Molekulargewicht von circa 130 kDa bis circa 160 

kDa zeigt (*). Dabei stellt die weiße Auslassung, die die vermeintlich verschiedenen 

Banden der dritten Proteinspezies voneinander trennt, vermutlich ein Western Blot-

Artefakt dar, da diese Auftrennung nicht reproduzierbar gesehen werden konnte. Die 

Elektromobilität der drei Proteinspezies im Zellüberstand ist höher als ihre Elektromobi-

lität im Zelllysat, wobei der Unterschied etwa einem Molekulargewichtsunterschied von 

15 kDa entspricht.  

Die drei im Zelllysat und im Zellüberstand detektierbaren Banden sind APLP2-

spezifisch, da sie im Zelllysat und im Zellüberstand von SH-SY5Y-Zellen mit einem 

siRNA-vermittelten APLP2 Knock-down nicht detektierbar sind.  
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Abbildung 11: Analyse des Laufverhaltens von APLP2 und der Spezifität des APLP2-
Antikörpers 2DII. SH-SY5Y-Zellen wurden mit Kontroll-siRNA (Con) beziehungsweise mit 
siRNA gegen APLP2 (APLP2KD) transfiziert und der Zellüberstand sowie das Zelllysat mittels 
Western Blot analysiert. Lösliches APLP2 (sAPLP2) wurde im Zellüberstand, volle-Länge-
APLP2 (zell. APLP2), APP (zell. APP) und Calnexin wurden im Zelllysat analysiert. Drei Banden 
können für sAPLP2 und zell. APLP2 detektiert werden: eine diffuse Bande (*) und zwei distinkte 
Banden (** beziehungsweise ***). 

 

4.1.1.2 Untersuchung der Glykosylierung von APLP2  

Wie schon in verschiedenen Arbeiten beschrieben, kann APLP2 isoformabhängig so-

wohl N- als auch O-glykosyliert vorliegen (Eggert et al., 2004; Slunt et al., 1994; 

Thinakaran and Sisodia, 1994). Außerdem können verschiedene Isoformen von APLP2 

an Serin 614 eine Chondroitin-Sulfat-Glykosylierung (CS-GAG) aufweisen (Thinakaran 

and Sisodia, 1994). Die diffuse APLP2-Bande geht somit vermutlich auf die CS-GAG-

modifizierten APLP2-Isoformen zurück (Eggert et al., 2004; Thinakaran and Sisodia, 

1994). Die Frage, ob die zwei distinkten Banden von APLP2 auf unterschiedliche Gly-

kosylierungszustände von APLP2 zurückzuführen sind oder ob sie auf unterschiedliche 

Isoformen zurückgehen, war aus der Literatur nicht ersichtlich (Eggert et al., 2004; 

Endres et al., 2005). Um diese Frage zu beantworten, wurden Deglykosylierungsexpe-

rimente durchgeführt. Zur Deglykosylierung in vitro wurden Endoglykosidase H  

(Endo H) und N-Glykosidase F (PNGase F) verwendet. Während Endo H nur die Ab-

spaltung von N-glykosidisch gebundenen Zuckerresten des mannosereichen Typs ka-

talysiert, führt die Behandlung mit PNGase F zu einer Abspaltung von N-

Glykosylierungen des mannosereichen, des komplexen und des Hybrid-Typs (Maley et 

al., 1989; Trimble and Tarentino, 1991). Bei den im Rahmen der vorliegenden Arbeit 

durchgeführten Deglykosylierungsexperimenten wurde festgestellt, dass alle drei im 

Zellüberstand detektierbaren APLP2-Spezies resistent gegen eine Behandlung mit 

Endo H waren, während eine Behandlung der Zellüberstände mit PNGase F zu einer 

erhöhten Elektromobilität aller detektierbaren APLP2-Spezies führte (Abbildung 12). 

Sowohl nach der Deglykosylierung mit Endo H, als auch nach der Deglykosylierung mit 

PNGase F, konnten weiterhin drei Banden für APLP2 detektiert werden (Abbildung 12). 

Im Zelllysat führte sowohl eine Deglykosylierung mit Endo H, wie auch eine Deglykosy-
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lierung mit PNGase F, zu einer Erhöhung der Elektromobilität der beiden klar detek-

tierbaren APLP2-Spezies (Abbildung 12). Als Positivkontrolle wurde das Deglykosylie-

rungsexperiment auch für das Zelllysat transient BACE1 überexprimierender Zellen 

durchgeführt (Abbildung 12). Diese Positivkontrolle war erfolgreich, da die Behandlung 

mit Endo H zu einer Deglykosylierung der nicht komplex glykosylierten, immaturen 

Form von BACE1 (##) führte, während die Behandlung mit PNGase F auch zu einer 

Deglykosylierung des komplex glykosylierten, maturen BACE1 (#) führte (Huse et al., 

2000).    

Da die durchgeführten Deglykosylierungsexperimente, wie weiter unten ausführlich 

diskutiert, zeigen, dass die drei detektierbaren APLP2-Spezies auf unterschiedliche 

Isoformen zurückzuführen sind, werden sie im Folgenden nach ihrem Laufverhalten im 

Zellüberstand beziehungsweise nach ihrem Glykosylierungzustand benannt: die diffuse 

Bande (* in Abbildung 11) wird als CS-GAG Bande, die in der Mitte laufende Bande als 

115 kDa Bande (** in Abbildung 11) und die niedriger laufende Bande als 100 kDa 

Bande (*** in Abbildung 11) bezeichnet.   

 

.  

Abbildung 12: Deglykosylierungsstudien für APLP2. Zellüberstände und Zelllysate von SH-
SY5Y-Zellen wurden gewonnen und in vitro entweder mit  Endoglykosidase H (+H) oder N-
Glykosidase F (+F) oder ohne das jeweilige Enzym (-H/-F) inkubiert. Lösliches APLP2 
(sAPLP2) wurde im Zellüberstand, volle-Länge-APLP2 (zell. APLP2) und BACE1 wurden im 
Zelllysat per Western Blot analysiert. Als Kontrolle wurde das Zelllysat von transient BACE1 
überexprimierenden HEK293-Zellen entsprechend mit Endoglykosidase H oder N-Glykosidase 
F behandelt und anschließend per Western Blot analysiert. sAPLP2 zeigt in den nicht deglyko-
sylierten sowie in den Endoglykosidase-H-behandelten Proben das typische Laufverhalten in 
Form von drei Banden (*,**,***), während die Behandlung mit N-Glykosidase F zu einer Erhö-
hung der Elektromobilität der entsprechenden Proteinspezies führt (--,---). Entsprechendes gilt 
für zell. APLP2, wobei hier sowohl die Endoglykosidase H- als auch die N-Glykosidase F-
Behandlung zu einer Erhöhung der Elektromobilität der beiden detektierbaren Proteinspezies 
führt (*,** und --,---). BACE1 ist in Form von drei Banden detektierbar (#,##,###). 
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4.1.1.3 Untersuchung der Ektodomänenspaltung von APLP2 mit 

pharmakologischen Inhibitoren 

Aus der Literatur war bekannt, dass APLP2 sowohl durch eine α-Sekretase als auch 

durch eine β-Sekretase prozessiert werden kann (Eggert et al., 2004; Endres et al., 

2005; Li and Sudhof, 2004). Um selbst einen Eindruck zu gewinnen, welchen Einfluss 

die jeweilige proteolytische Aktivität auf die Ektodomänenspaltung von APLP2 hat, 

wurden SH-SY5Y-Zellen mit dem BACE1-Inhibitor C3, dem Metalloproteaseinhibitor 

TAPI-1, einer Kombination der beiden Inhibitoren und DMSO als Lösungsmittelkontrol-

le behandelt. Bei C3-Behandlung der Zellen wurde keine signifikante Verringerung der 

sAPLP2-Menge festgestellt (Abbildung 13). Im Gegensatz dazu führte die Behandlung 

der Zellen mit TAPI-1 beziehungsweise C3 und TAPI-1 zu einer signifikanten Redukti-

on der sAPLP2-Menge auf circa 20 % - 25 % (p<0,001, n=6). Die Reduktion von 

sAPLP2 wurde für alle drei APLP2-Spezies gleichermaßen festgestellt.     

 

 

Abbildung 13: Untersuchung der Ektodomänenspaltung von APLP2 mittels pharmakolo-
gischer Inhibitoren. (A) SH-SY5Y-Zellen wurden für 24 Stunden mit dem BACE1-Inhibitor C3 
(1 µM), dem Metalloproteaseinhibitor TAPI-1 (50 µM), einer Kombination der beiden Inhibitoren 
oder mit DMSO als Lösungsmittelkontrolle behandelt. Lösliches APLP2 (sAPLP2) und lösliches 
APP (sAPP) wurden im Zellüberstand, volle-Länge-APLP2 (zell. APLP2), volle-Länge-APP (zell. 
APP) und  Aktin im Zelllysat dieser Zellen per Western Blot detektiert (*: CS-GAG-APLP2, **: 
115 kDa-APLP2, ***: 100 kDa APLP2). (B) Die sAPLP2-Menge (Mittelwert ±SF) wurden per 
Densitometrie für alle drei detektierbaren Proteinspezies bestimmt. Die Verringerung der 
sAPLP2-Menge bei der TAPI-1-Behandlung und der kombinierten Behandlung der Zellen mit 
C3 und TAPI-1 war statistisch signifikant (p<0,001 für alle drei Proteinspezies, n=6). 

 

4.1.1.4 Bestimmung der Relevanz von ADAM10 und ADAM17 für die 

Ektodomänenspaltung von APLP2 in HEK293- und SH-SY5Y-Zellen 

Die Experimente in 4.1.1.3 bestätigten die hohe Relevanz mindestens einer Me-

talloprotease für die Ektodomänenspaltung von APLP2. Es war bekannt, dass sowohl 

die Überexpression von ADAM10 als auch die Überexpression von ADAM17 zu einem 

Anstieg der Ektodomänenspaltung von APLP2 führt (Endres et al., 2005). Um zu be-
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stimmen, welche der beiden Proteasen unter physiologischen Bedingungen, das heißt 

ohne eine artifizielle Überexpression, für die Ektodomänenspaltung von APLP2 ver-

antwortlich ist, wurden beide Proteasen jeweils in SH-SY5Y-Zellen und in HEK293-

Zellen per siRNA ausgeschaltet und die Ektodomänenspaltung per Western Blot ana-

lysiert. Sowohl der ADAM10, als auch der ADAM17 Knock-down, waren erfolgreich 

(Abbildung 14). Während der ADAM10 Knock-down zu einer signifikanten Verringerung 

des im Überstand detektierbaren sAPLP2 um circa 60 % - 80 % führte, hatte der 

Knock-down von ADAM17 keinen signifikanten Einfluss auf das sAPLP2 im Zellüber-

stand. Alle drei detektierbaren sAPLP2-Spezies wurden im Überstand der Zellen mit 

ADAM10 Knock-down gleichermaßen verringert gefunden. Die Verringerung der Ekto-

domänenspaltung von APLP2 infolge des Knock-downs von ADAM10 war damit fast so 

stark wie die Verringerung infolge der Behandlung mit dem Metalloprotease-Inhibitor 

TAPI-1. Daraus lässt sich schließen, dass ADAM10 im Wesentlichen für die Me-

talloprotease-abhängige Ektodomänenspaltung von APLP2 verantwortlich ist.   

 

 

Abbildung 14: Bestimmung der Relevanz von ADAM10 und ADAM17 für die Ektodomä-
nenspaltung von APLP2 in HEK293 und SH-SY5Y-Zellen. (A) SH-SY5Y-Zellen wurden mit 
siRNA gegen ADAM10 (A10KD), gegen ADAM17 (A17KD) oder mit Kontroll siRNA (Con) trans-
fiziert. Beide Proteasen wurden in Membranfraktionen detektiert (#: immature Form, ##: mature 
Form). Lösliches APLP2 (sAPLP2) wurde im Zellüberstand, volle-Länge-APLP2 (zell. APLP2) 
und Aktin wurden im Zelllysat dieser Zellen detektiert (*: CS-GAG-APLP2, **: 115 kDa-APLP2, 
***: 100 kDa APLP2). (B) Quantifizierung der sAPLP2-Menge (Mittelwert ±SF) aus (A). Eine 
signifikante Reduktion aller sAPLP2-Spezies war in den Zellen mit ADAM10 Knock-down 
(p<0,001, n=6), nicht aber in den Zellen mit ADAM17 Knock-down, detektierbar. (C) Experiment 
mit HEK293-Zellen wie in (A) durchgeführt. (D) Quantifizierung der sAPLP2-Menge (Mittelwert 
±SF) aus (B). Eine signifikante Reduktion aller sAPLP2-Spezies war in den Zellen mit ADAM10- 
Knock-down (p<0,001 für CS-GAG APLP2 und 100 kDa APLP2, p=0,001 für 115 kDa APLP2, 
n=6), nicht aber in den Zellen mit ADAM17 Knock-down, detektierbar. 
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Um auszuschließen, dass die Reduktion von sAPLP2 in den Zellen mit einem Knock-

down von ADAM10 auf einen „off-target“ Effekt der gegen ADAM10 gerichteten siRNAs 

zurückzuführen ist, wurde die Ektodomänenspaltung von APLP2 in SH-SY5Y-Zellen 

mit einem stabilen, shRNA-vermittelten Knock-down von ADAM10 (Kuhn et al., 2010) 

untersucht. Auch in diesem Versuch wurde mit zwei unabhängigen shRNAs festge-

stellt, dass der Knock-down von ADAM10 zu einer signifikanten Reduktion aller 

sAPLP2-Spezies führt (p<0,001, n=6, Abbildung 15).  

 

Abbildung 15: Analyse der Ektodomänenspaltung von APLP2 in SH-SY5Y-Zellen mit ei-
nem stabilien shRNA-vermittelten Knock-down von ADAM10. (A) SH-SY5Y-Zellen mit einer 
stabilen Expression von shRNAs gegen ADAM10 (sh7 und sh9) beziehungsweise einer Kon-
troll-shRNA wurden auf die Ektodomänenspaltung von APLP2 hin untersucht. ADAM10 (#: im-
mature Form, ##: mature Form) wurde in der Membranfraktion,  lösliches APLP2 (sAPLP2) im 
Zellüberstand und volle-Länge-APLP2 (zell. APLP2) und Aktin wurden im Zelllysat dieser Zellen 
detektiert (*: CS-GAG-APLP2, **: 115 kDa-APLP2, ***: 100 kDa APLP2). (B) Quantifizierung der 
sAPLP2-Menge (Mittelwert ±SF) aus (A). Eine signifikante Reduktion aller sAPLP2-Spezies war 
in den Zellen mit ADAM10 Knock-down (p<0,001, n=6), nicht aber in den Zellen mit ADAM17 
Knock-down, detektierbar. 

 

Zur Untersuchung der Ektodomänenspaltung eines Transmembranproteins können 

neben der sekretierten Ektodomäne auch die in der Membran verbleibenden C-

terminalen Fragmente (CTFs) untersuchet werden. Im Falle von APLP2 werden diese 

CTFs unter physiologischen Bedingungen schnell von einer Intramembranprotease, 

der γ-Sekretase, in ihrer Transmembrandomäne geschnitten und infolge dessen 

schnell abgebaut (Eggert et al., 2004; Gu et al., 2001). Deshalb werden Zellen zur Ana-

lyse von APLP2-CTFs in der Regel mit einem γ-Sekretase-Inhibitor behandelt (Eggert 

et al., 2004).  

Um die APLP2-CTF-Bildung in Abhängigkeit der Aktivität von ADAM10 zu untersu-

chen, wurden SH-SY5Y-Zellen mit dem γ-Sekretase-Inhibitor DAPT behandelt und 

zusätzlich entweder mit siRNAs gegen ADAM10 oder mit Kontroll-siRNAs transfiziert. 

Zusätzlich wurden SH-SY5Y-Zellen, mit und ohne siRNA-vermittelten Knock-down von 

ADAM10, mit DAPT und dem BACE1 Inhibitor C3 behandelt. Der ADAM10 Knock-

down wurde durch die Reduktion der APLP2-Ektodomänenspaltung validiert 

(Abbildung 16). 
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Unter Kontrollbedingungen, das heißt ohne den Knock-down von ADAM10 und ohne 

die Inhibierung von BACE1, waren im CTF-Western Blot drei Banden mit einem gegen 

den C-Terminus von APLP2 gerichteten Antikörper (CT-12) nachweisbar. Zwei dieser 

Banden waren in der Höhe eines scheinbaren Molekulargewichts von 10 kDa, eine in 

der Höhe eines scheinbaren Molekulargewichts von 7 kDa detektierbar (Abbildung 16). 

In den Zellen mit einem siRNA-vermittelten Knock-down von ADAM10 war die Intensi-

tät der unteren der beiden 10 kDa-Banden eindeutig reduziert. Dies zeigt, dass es sich 

bei dieser Bande um das APLP2-α-CTF handelt. Die obere 10 kDa-Bande konnte 

durch Behandlung der Zellen mit dem BACE1-Inhibitor C3 stark reduziert werden. Dies 

zeigt, dass es sich bei dieser Bande um das APLP2-β-CTF handelt. Die bei circa 7 kDa 

laufende APLP2-CTF-Bande war sowohl beim ADAM10 Knock-down als auch bei der 

C3- Behandlung unverändert. In Vorversuchen konnte allerdings gezeigt werden, dass 

diese Bande ohne DAPT-Behandlung nicht nachweisbar ist, d.h. dass es sich bei die-

ser Bande vermutlich auch um ein APLP2-CTF handelt.   

 

 

Abbildung 16: Analyse der APLP2-C-terminalen Fragmente. (A) SH-SY5Y-Zellen wurden 
mit dem γ-Sekretase-Inhibitor DAPT (5 µM) behandelt. Zusätzlich wurden sie entweder mit 
DMSO als Lösungsmittelkontrolle oder mit dem BACE1-Inhibitor C3 (1 µM) behandelt. Außer-
dem wurden die Zellen mit siRNAs gegen ADAM10 (A10KD) oder mit Kontroll-siRNAs trans-
fiziert. Lösliches APLP2 (sAPLP2) wurde im Zellüberstand und volle-Länge-APLP2 (zell. 
APLP2) und Aktin wurden im Zelllysat dieser Zellen detektiert (*: CS-GAG-APLP2, **: 115 kDa-
APLP2, ***: 100 kDa APLP2). Die APLP2-C-terminalen Fragmente (APLP2 CTF) konnten im 
Zelllysat nachgewiesen werden (-: APLP2 β-CTF, --: APLP2 α-CTF, #: weiterer APLP2 CTF).  

 

4.1.1.5 Untersuchung der Ektodomänenspaltung von APLP2 in primären 

Neuronen 

Nachdem in 4.1.1.4 gezeigt werden konnte, dass ADAM10 die konstitutive physiologi-

sche α-Sekretase für APLP2 in verschiedenen Tumorzelllinien ist, wurde die Relevanz 

von ADAM10 für die proteolytische Prozessierung von APLP2 in primären Neuronen 
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untersucht. Embryonale primäre Neuronen wurden aus dem Cortex von 16 Tage alten 

Mäuseembryonen präpariert. Zunächst wurde wiederum mit pharmakologischen Inhibi-

toren getestet, zu welchem Anteil eine α-Sekretase- und zu welchem eine β-Sekretase-

Aktivität zur Ektodomänenspaltung von APLP2 in primären Neuronen beitragen. Im 

Zelllüberstand der Neuronen waren wiederum drei APLP2-Spezies detektierbar, wobei 

das 115 kDa APLP2 das stärkste Signal zeigte. Quantifizierbar waren bei den Neuro-

nen nur das 115 kDa sAPLP2 und das CS-GAG sAPLP2. 

Die Behandlung der primären Neuronen mit dem Metalloprotease-Inhibitior TAPI-1 

führte zu einer Reduktion der beiden quantifizierbaren sAPLP2-Spezies (CS-GAG 

APLP2 und 115 kDa APLP2) um circa 35 %, während eine Behandlung mit dem β-

Sekretase-Inhibitor C3 zu einer Verringerung von sAPLP2 um circa 50 % - 60 % führte 

(p<0,001 für C3, p<0,005 für TAPI-1, n=6, Abbildung 17). Damit war gezeigt, dass circa 

35 % der Ektodomänenspaltung von APLP2 Metalloprotease-abhängig ist. 

 

 

Abbildung 17: Analyse der Ektodomänenspaltung von APLP2 in primären Neuronen mit-
tels pharmakologischer Inhibitoren. (A) E16 primäre kortikale Neuronen wurden mit dem 
BACE1-Inhibitor C3 (1 µM), TAPI-1 (50 µM) oder mit DMSO als Lösungsmittelkontrolle behan-
delt. Lösliches APLP2 (sAPLP2) wurde im Zellüberstand und volle-Länge-APLP2 (zell. APLP2) 
und Aktin wurden im Zelllysat dieser Zellen detektiert (*: CS-GAG-APLP2, **: 115 kDa-APLP2, 
***: 100 kDa APLP2). Eine klare Reduktion der sAPLP2-Menge war sowohl bei der C3-
Behandlung als auch bei der Behandlung mit TAPI-1 erkennbar. (B) Quantifizierung der 
sAPLP2-Menge von CS-GAG APLP2 und 115 kDA APLP2 (Mittelwert ±SF) aus (A). Die Reduk-
tion von sAPLP2 war in den C3-behandelten Zellen (p<0,005 für beide quantifizierbaren APLP2-
Spezies, n=6), sowie in den mit TAPI-1-behandelten Zellen (p<0,005 für beide quantifizierbaren 
APLP2-Spezies, n=6) signifikant. 

 

Um zu untersuchen, ob ADAM10 wiederum den wesentlichen Anteil der Metallopro-

tease-abhängigen Ektodomänenspaltung von APLP2 katalysiert, wurden shRNA-

basierte ADAM10 Knock-downs in primären Neuronen durchgeführt. Zur Transduktion 

der  Neuronen mit den shRNA-Konstrukten wurden Lentiviren verwendet, die bereits 

früher für ähnliche Studien eingesetzt und in diesem Zusammenhang ausführlich be-

schrieben wurden (Kuhn et al., 2010). Die Transduktion der Neuronen mit zwei unab-

hängigen shRNAs gegen ADAM10 führte in beiden Fällen zu einer starken Reduktion 

von ADAM10 im Vergleich zu mit Kontroll-shRNAs transduzierten Neuronen 
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(Abbildung 18A). Dieser Knock-down von ADAM10 führte in den Neuronen zu einer 

Reduktion der sAPLP2-Menge um circa 30 % (p<0,005, n=6, Abbildung 18). Dies ent-

spricht in etwa der Reduktion um 35 %, die infolge der Behandlung der Neuronen mit 

dem Metalloprotease-Inhibitor TAPI-1 beobachtet werden konnte. Damit ist gezeigt, 

dass ADAM10 auch in Neuronen die Funktion der konstitutiven α-Sekretase für APLP2 

erfüllt.   

 

Abbildung 18: Analyse der ADAM10-abhängigen Ektodomänenspaltung von APLP2 in 
primären Neuronen. (A) E16 primäre kortikale Neuronen wurden mit Lentiviren transduziert, 
die shRNAs gegen ADAM10 (sh-I. sh-II) beziehungsweise Kontroll-shRNAs codieren. ADAM10 
wurde in der Membranfraktion der Neuronen nachgewiesen (#: immature Form, ##: mature 
Form).  Lösliches APLP2 (sAPLP2) wurde im Zellüberstand, ADAM10 (#: immature Form, ##: 
mature Form), volle-Länge-APLP2 (zell. APLP2) und Aktin wurden im Zelllysat der Neuronen 
detektiert (*: CS-GAG-APLP2, **: 115 kDa-APLP2, ***: 100 kDa APLP2). Eine Reduktion der 
sAPLP2-Menge war für beide gegen ADAM10 gerichteten shRNAs erkennbar. (B) Quantifizie-
rung der sAPLP2-Menge von CS-GAG APLP2 und 115 kDA APLP2 (Mittelwert ±SF) aus (A). 
Die Reduktion von sAPLP2 war für beide gegen ADAM10 gerichteten shRNAs signifikant 
(p<0,01 für beide quantifizierbaren APLP2-Spezies, n=6). 

 

4.1.2 Bestimmung der Schnittstellen von APLP2 durch α-, β- und  

γ-Sekretase 

Obwohl schon seit über einem Jahrzehnt bekannt ist, dass APLP2 proteolytisch pro-

zessiert wird, wurden die exakten Schnittstellen von APLP2 durch α-, β- und γ-

Sekretase bisher nicht bestimmt (Jacobsen and Iverfeldt, 2009). Durch die Analyse des 

Laufverhaltens von APLP2-CTFs wurde lediglich eine grobe Abschätzung der Ektodo-

mänenspaltstellen vorgenommen (Eggert et al., 2004). Die ε-Schnittstelle wurde dage-

gen durch N-terminales Sequenzieren eines intrazellulären Fragments von APLP2 

exakt bestimmt (Gu et al., 2001). Im Rahmen dieser Arbeit wurden Massenspektromet-

rie-basierte Methoden angewandt, um die α-, β- und γ-Sekretase-Schnittstellen von 

APLP2 exakt zu bestimmen. 
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4.1.2.1 Bestimmung der α- und  β-Sekretase Schnittstellen von APLP2 

Um die Schnittstellen der Ektodomänenspaltung von APLP2 exakt zu bestimmen, wur-

de ein im Labor bereits für APP erfolgreich angewendetes Verfahren verwendet (Kuhn 

et al., 2010). Hierfür wurde ein APLP2-Konstrukt kloniert, das einen Flag-Tag und eine 

TEV-Protease-Schnittstelle in der Juxtamembranregion von APLP2, N-terminal der 

vermuteten Schnittstellen, aufweist (APLP2-TEV-FLAG, Klonierung siehe 8.2.1.1). Die 

Expression dieses Konstrukts in HEK293-Zellen führt zu einer Freisetzung der durch 

Ektodomänenspaltung von APLP2-TEV-FLAG entstehenden Ektodomäne (sAPLP2-

TEV-FLAG) in den Zellüberstand (Abbildung 19). Das lösliche sAPLP2 kann dann 

durch Immunopräzipitation aus dem Zellüberstand aufgereinigt werden. Durch einen 

proteolytischen in vitro Verdau des aufgereinigten sAPLP2 mit TEV-Protease entste-

hen zwei Fragmente: der komplex glykosylierte, längere N-terminale Teil von sAPLP2, 

der vom N-Terminus von APLP2 bis zur TEV-Schnittstelle reicht und ein kürzeres, 

nicht-glykosiliertes Fragment, dass vom Beginn des Flag-Tags bis zu der durch die 

Ektodomänenspaltung des volle-Länge-APLP2-TEV-FLAG entstandenen Schnittstelle, 

reicht (Abbildung 19). Dieses kürzere Fragment lässt sich wiederum durch eine Immu-

nopräzipitation aufreinigen und dann massenspektrometrisch untersuchen.  

 

 

Abbildung 19: Schema des Verfahrens zur Bestimmung der Ektodomänenspaltungs-

Schnittstellen von APLP2. Zur Bestimmung der APLP2 α- und β-Sekretase-
Schnittstellen wurde ein APLP2-Konstrukt verwendet, das eine TEV-Protease-
Schnittstelle (TEV) und einen Flag-Tag anschließend an das Methionin 653 der 763 
Aminosäuren langen APLP2 Isoform 1 aufweist (APLP2-TEV-FLAG). Damit lag die 
artifiziell eingefügte Sequenz 39 Aminosäuren N-terminal vom vorhergesagten Beginn 
der Transmembran-Domäne (TMD). Die Ektodomänenspaltung des APLP2-TEV-
FLAG-Proteins führte zur Freisetzung der APLP2-Ektodomäne (sAPLP2-TEV-FLAG) in 
den Zellüberstand. sAPLP2-TEV-FLAG wurde per Immunopräzipitation aufgereinigt 
und anschließend in vitro mit TEV-Protease verdaut. Das hierbei entstehende Flag-

positive Peptid wurde wiederum durch eine Immunopräzipitation aufgereinigt und an-
schließend in einem MALDI-TOF-Massenspektrometer analysiert.  
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Dieser Ansatz wurde gewählt, da er eine Schnittstellenbestimmung durch massenspek-

trometrische Untersuchung eines relativ kurzen, nicht-glykosilierten Peptids ermöglicht. 

Eine massenspektrometrische Untersuchung der gesamten APLP2-Ektodomäne wäre 

dagegen ungleich schwieriger, da zum einen die Glykosylierung auf Grund ihrer hete-

rogenen Natur zu einer sehr hohen Anzahl an Peaks führen würde und zum anderen 

die hohe Masse der gesamten APLP2-Ektodomäne bei den meisten Massenspektro-

metern zu einem so hohen Massenfehler führen würde, dass eine aminosäuregenaue 

Bestimmung der Schnittstelle nicht möglich wäre. 

Um zu überprüfen, ob APLP2-TEV-FLAG analog dem Wildtyp-APLP2 ein Substrat für 

die Ektodomänenspaltung ist, wurden HEK293-Zellen mit pcDNA3.1 APLP2-TEV-

FLAG transfiziert und anschließend mit dem Metalloprotease-Inhibitor TAPI-1 behan-

delt. Wie für Wildtyp-APLP2 auch (Abbildung 13), wurde eine starke Reduktion der 

sAPLP2-TEV-FLAG-Menge infolge der TAPI-1-Behandlung festgestellt (Abbildung 20). 

Hieraus wurde geschlossen, dass APLP2-TEV-FLAG auch Substrat einer Metallopro-

tease-abhängigen Ektodomänenspaltung, und damit für die Bestimmung der APLP2-

Schnittstellen verwendbar ist. 

  

 

Abbildung 20: Analyse der proteolytischen Prozessierung von APLP2-TEV-FLAG in 
HEK293-Zellen. HEK293-Zellen wurden mit pcDNA3.1 APLP2-TEV-FLAG transfiziert und ent-
weder mit dem Metalloprotease-Inhibitor TAPI-1 oder DMSO als Lademittelkontrolle behandelt. 
Die lösliche Ektodomäne des APLP2-TEV-FLAG Proteins (sAPLP2-TEV-FLAG) wurde im Zell-
überstand, volle-Länge-APLP2-TEV-FLAG und Aktin im Zelllysat nachgewiesen. Die Western 
Blots für (s)APLP2-TEV-FLAG wurden mit Flag-M2-Antikörpern durchgeführt, so dass endoge-
nes APLP2 nicht detektiert werden kann. In den mit TAPI-1 behandelten Zellen ist eine klare 
Reduktion der sAPLP2-TEV-FLAG-Menge und eine leichte Anreicherung der APLP2-TEV-
FLAG-Menge zu erkennen. 

 

Das Experiment zur Bestimmung der Schnittstellen wurde mit HEK293-Zellen durchge-

führt, die jeweils transient mit APLP2-TEV-FLAG und entweder ADAM10, BACE1 oder, 

als Kontrolle, Luciferase co-transfiziert wurden. Die Western Blot-basierte Analyse der 

Zellüberstände dieser Zellen zeigte, dass eine Überexpression von ADAM10 bezie-

hungsweise BACE1 erwartungsgemäß zu einem Anstieg der sAPLP2-TEV-FLAG-

Menge führte (Abbildung 21A). Die Überexpression der Proteasen wurde per Western 

Blot bestätigt. Die Zellüberstände wurden des Weiteren wie in Abbildung 19 beschrie-

ben prozessiert und die resultierenden Peptide per MALDI-TOF-Massenspektrometrie 

analysiert.  Eine Messung aller Spektren im Reflektormodus war möglich, so dass für 

alle Peaks das Isotopenmuster klar auflösbar war (Abbildung 22). Die Ladung der den 

Peaks zugrunde liegenden Moleküle ließ sich, auf der Grundlage des Abstandes von 

den Peaks eines Isotopenmusters von m/z=1, für alle detektieren Peaks mit z=1 be-
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stimmen (Abbildung 22). Dabei waren ohne Überexpression einer Protease zwei Peaks 

mit einem Masse-zu-Ladungsverhältnis von circa 2917 beziehungsweise circa 3073 

detektierbar (Abbildung 21B). Die Massen dieser Peptide entsprachen mit einer Abwei-

chung von weniger als 0,06 Dalton TEV-prozessierten APLP2-TEV-FLAG Peptiden mit 

C-Termini bei Arginin 670 beziehungsweise Glutamat 669 der 763 Aminosäuren lan-

gen APLP2 Isoform 1 (Abbildung 21C). Eine Auflistung der theoretisch für APLP2-TEV-

FLAG erwartbaren Peptide, infolge einer Ektodomänenspaltung und einem nachfol-

genden TEV-Verdau, sind in 11.1.1 mit ihren jeweiligen Massen, aufgeführt.   

 

Abbildung 21: Massenspektrometrische Bestimmung der APLP2-Ektodomänen-
Schnittstellen. (A) HEK293-Zellen wurden transient mit pcDNA 3.1 APLP2-TEV-FLAG und 
entweder peak12 Luciferase (Con), peak12 ADAM10 (A10) oder peak12 BACE1 (BACE1) co-
transfiziert. sAPLP2-TEV-FLAG wurde im Zellüberstand, volle-Länge-APLP2-TEV-FLAG, Cal-
nexin und BACE1 wurden im Zelllysat sowie ADAM10 in einer Membranpräparation der Zellen 
nachgewiesen. Ein klarer Anstieg der sAPLP2-TEV-FLAG-Menge war im Zellüberstand der mit 
ADAM10 beziehungsweise BACE1 co-transfizierten Zellen detektierbar. (B) Massenspektromet-
rische Analyse der Zellüberstände aus (A) nach dem in Abbildung 19 skizzierten Verfahren. Die 
Gesamtintensität („total ion count“ beziehungsweise kurz: TIC) ist für alle drei abgebildeten 
Spektren gegeben. Für die mit Luciferase und die mit ADAM10 co-transfizierten Zellen konnten 
zwei Peaks bei jeweils circa 2917 Da und 3073 Da (eigentlich m/z, aber z=1 konnte aus dem 
Isotopenmuster klar geschlossen werden) detektiert werden. Diese Peaks wurden in den mit 
BACE1 co-transfizierten Zellen nicht detektiert, dagegen war ein Peak bei 1740 Da klar nach-
weisbar. Alle Spektren wurden im Reflektormodus gemessen, die angegeben Massen entspre-
chen der Masse des jeweils leichtesten detektierbaren Isotops des entsprechenden Isotopen-
musters. (C) Die Massen der Peaks aus (B) konnten Peptiden aus dem APLP2-TEV-FLAG-
Protein zugeordnet werden. Alle diese Peptide beginnen N-terminal mit dem beim TEV-Schnitt 
verbleibenden Glycin, gefolgt vom Flag-Tag (DYKDDDK) und der anschließenden APLP2-
Sequenz bis zur jeweiligen Ektodomänenspaltstelle. Die theoretische, die jeweils experimentell 
bestimmte Masse und die resultierende Abweichung (Fehler) sind für die drei Peptide aufgelis-
tet.    

 

Die Überexpression von ADAM10 in den APLP2-TEV-FLAG exprimierenden HEK293-

Zellen änderte qualitativ nichts an dem detektierbaren Spektrum. Wiederum waren 

zwei Peaks mit identischer Masse detektierbar, allerdings war die Gesamtintensität der 

Peaks erheblich höher als unter Kontrollbedingungen (Abbildung 21B). Die Überex-

pression der β-Sekretase BACE1 führte dagegen zu einer qualitativen Änderung des 

Spektrums. Während die zwei zuvor detektierbaren Peaks nicht mehr mit einem Sig-

nal-zu-Rauschverhältnis von mehr als 5 % nachweisbar waren, wurde ein Peak mit 
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einem Masse-zu-Ladungsverhältnis von circa 1740 Da. detektiert. Dieser ließ sich ei-

nem TEV-prozessierten APLP2-TEV-FLAG-Peptid zuordnen, das auf das Leucin 659 

der APLP2 Isoform 1 endet (Abbildung 21C). Auch hierbei beträgt die Abweichung zwi-

schen der zu erwartenden und der detektierten Masse weniger als 0,06 Da. Aus diesen 

Überexpressionsexperimenten lässt sich schließen, dass der ADAM10-abhängige α-

Schnitt von APLP2 nach Arginin 670 beziehungsweise Glutamat 669 der APLP2 Iso-

form 1 stattfindet, während der BACE1-abhänige β-Schnitt C-terminal vom Leucin 659 

stattfindet. Das Fehlen der α-Peaks bei der BACE1-Überexpression lässt sich durch 

die Lokalisierung der BACE1-Aktivität im trans-Golgi-Netzwerk im Falle der Überex-

pression erklären. Durch die sehr starke Überexpression (siehe Abbildung 21A) kann 

BACE1 das APLP2-TEV-FLAG bereits im trans-Golgi-Netzwerk prozessieren, bevor es 

die Plasmamembran erreicht. Der an der Plasmamembran stattfindende α-Schnitt 

spielt infolge dessen keine wesentliche Rolle mehr.         

 

Abbildung 22: Detaillierte Ansicht der MALDI-TOF Spektren zur Bestimmung der 
APLP2 Ektodomänen-Schnittstellen. (A) Vergrößerung des Peaks „2917.34“ aus 

Abbildung 21B, der dem TEV-prozessierten APLP2-TEV-FLAG Peptid mit der angege-
benen Sequenz zugeordnet werden konnte. (B) Vergrößerung des Peaks „3073.37“ 
aus Abbildung 21B, der dem TEV-prozessierten APLP2-TEV-FLAG Peptid mit der an-
gegebenen Sequenz zugeordnet werden konnte. (C) Vergrößerung des Peaks 
„1740.72“ aus Abbildung 21B, der dem TEV-prozessierten APLP2-TEV-FLAG Peptid 
mit der angegebenen Sequenz zugeordnet werden konnte. (A-C) Die Ladung der den 
Peaks zugrunde liegenden Moleküle wurde auf der Grundlage des Isotopenabstands 
von 1 m/z mit z=1 bestimmt. 

 

Während der β-Schnitt klar zwischen Leucin 659 und Aspartat 660 der APLP2 Isoform 

1 lokalisiert werden konnte, ist für den ADAM10-abhängigen α-Schnitt von APLP2 nicht 

klar, ob der Schnitt exklusiv C-terminal von Arginin 670 stattfindet und das zweite de-

tektierte Peptid ein Abbauprodukt des initial durch ADAM10 generierten sAPLP2 ist 

oder ob ADAM10 sowohl nach Glutamat 669 wie auch Arginin 670 der APLP2 Isoform 

1 schneiden kann. Letzteres ist eher nicht zu erwarten, da den meisten bisher be-
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schriebenen ADAM10-Schnittstellen exakt eine Aminosäurebindung zugeordnet wer-

den konnte (Caescu et al., 2009). Für APP ist zum Beispiel bekannt, dass ADAM10 

nach dem Lysin 16 der Aβ-Sequenz schneidet, das produzierte sαAPP aber durch C-

terminale Verkürzung weiter abgebaut wird (Kuhn et al., 2010).  

Diese aus der Literatur bekannten Beispiele legen nahe, dass die erste der oben auf-

geführten Erklärungen zutrifft, die besagt, dass ADAM10 nur die Hydrolyse der Pep-

tidbindung zwischen Arginin 670 und Valin 671 katalysiert und das entstehende Pro-

dukt durch eine weitere enzymatische Aktivität C-terminal um eine Aminosäure trun-

kiert wird. Um diese Hypothese zu testen, wurde der Zellüberstand von mit APLP2-

TEV-FLAG transfizierten HEK293-Zellen für drei Stunden beziehungsweise für 16 

Stunden gesammelt und dann wie oben beschrieben prozessiert. Bei der dreistündigen 

Inkubation des Mediums wurde festgestellt, dass der auf das Peptid, das das Arginin 

670 noch enthält, zurückgehende Peak (α) eine stärkere Intensität aufweist, als der auf 

das um eine Aminosäure verkürzte Peptid (α-1). Bei der 16-stündigen Inkubation war 

dieses Verhältnis umgekehrt zu beobachten (Abbildung 23). Während man für den Fall, 

dass beide Schnitte auf Ektodomänenspaltung von APLP2 durch ADAM10 zurück-

gingen erwarten würde, dass das Verhältnis der beiden Produkte unabhängig von der 

Sammelzeit des Überstandes ist, lässt sich das Modell eines initialen Schnitts mit ei-

nem nachfolgenden Schnitt durch eine weitere proteolytische Aktivität gut mit den er-

haltenen Daten in Übereinstimmung bringen. So ist bei der kurzen Sammelzeit erst 

wenig von dem initialen, ADAM10-abhängig generierten APLP2-Produkt trunkiert wor-

den, während das trunkierte APLP2-Produkt bei längerer Inkubationszeit akkumuliert. 

Dieses Modell setzt voraus, dass die Stabilität des α-1-Peptids höher ist, als die Stabili-

tät des α-Peptids beziehungsweise in anderen Worten, dass ein wie auch immer gear-

teter Abbau des α-1-Peptids eine geringere Geschwindigkeit aufweist, als die Trans-

formation des α-Peptids zum α-1-Peptid. 

Zusammengefasst lässt sich sagen, dass die erhaltenen Daten klar für einen initialen 

α-Schnitt durch ADAM10 und eine anschließende Verkürzung des sαAPLP2 durch eine 

nicht bekannte Protease sprechen. Der abschließende Beweis dafür ließe sich aber 

erst durch eine Bestimmung der für den Abbau verantwortlichen Protease und deren 

Inhibition erbringen. 



4 Ergebnisse  46 

 

 

Abbildung 23: sαAPLP2 wird nach der Generierung durch ADAM10 C-terminal trunkiert. 
HEK293-Zellen wurden mit APLP2-TEV-FLAG transfiziert. Medium wurde für dreimal 3 Stunden 
beziehungsweise für 16 Stunden auf den Zellen inkubiert und anschließend wie in Abbildung 19 
beschrieben zur massenspektrometrischen Analyse vorbereitet. Die MALDI-TOF-Massen-
spektren zeigen die zwei erwarteten Peaks bei circa 2917 Da beziehungsweise circa 3073 Da. 
Der Peak bei circa 3073 Da (α) entspricht jeweils dem sαAPLP2, der bei circa 2917 Da (α-1) 
dem C-terminal um eine Aminosäure trunkierten sαAPLP2. Die totale Ionenzahl („total ion 
count“: TIC) ist für beide Spektren angegeben. 

 

4.1.2.2 Bestimmung der γ-Sekretase-Schnittstellen von APLP2 

Bei der regulierten Intramembran-Proteolyse folgt auf die Ektodomänenspaltung die 

proteolytische Prozessierung des in der Membran verbleibenden CTF durch die Intra-

membran-Protease γ-Sekretase (Eggert et al., 2004; Gu et al., 2001). Während der ε-

Schnitt, der den N-Terminus der entstehenden ICD definiert, von Gu et al. für APLP2 

nach Leucin 712 gefunden wurde, konnten die das Aβ-ähnliche Peptid C-terminal defi-

nierenden Schnittstellen noch nicht näher bestimmt werden (Gu et al., 2001; Jacobsen 

and Iverfeldt, 2009).  

Um die Bestimmung der Schnittstelle zu erreichen, wurde zunächst ein Konstrukt klo-

niert, das N-terminal einen HA-Tag aufweist, der über ein fünf Glycine langes Verbin-

dungsstück mit dem oben bestimmten αAPLP2CTF verbunden ist. Außerdem wurde 

ein C-terminaler Flag-Tag an den αAPLP2CTF fusioniert (Klonierung siehe 8.2.1.1). 

Dieses HA-APLP2CTF-Flag-Konstrukt wurde in HEK293-Zellen überexprimiert. Die 

durch γ-Sekretase in den Zellüberstand freigesetzten Peptide wurden nach dem in Ab-

bildung 24 beschriebenen Verfahren für die massenspektrometrische Analyse aufge-

reinigt.  
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Abbildung 24: Schematische Darstellung des Verfahrens zur Bestimmung der γ-
Sekretase-Schnittstellen von APLP2. Durch den γ-Sekretase abhängigen Schnitt des HA-
APLP2CTF-FLAG Proteins in HEK293-Zellen kommt es zur Freisetzung von kurzen, Aβ-
ähnlichen Peptiden in den Zellüberstand. Diese können mittels Immunopräzipitation aufgereinigt 
und anschließend per MALDI-TOF-Massenspektrometrie analysiert werden.  

 

Die Analyse der Peptide per MALDI-TOF-Massenspektrometrie ergab Spektren mit 

einer niedrigen Auflösung, in denen Peaks zwischen 3600 und 5000 m/z detektierbar 

waren (Abbildung 25). Neben fünf Hauptpeaks bei ca. 4267, 4494, 4552, 4665 und 

4777 m/z wurden „Nebenpeaks“ bei 4773, 4531 und 4644 m/z gefunden. Da das Isoto-

penmuster trotz der Aufnahme im Reflektormodus nicht aufgelöst werden konnte, ließ 

sich der Ladungszustand der den Peaks zu Grunde liegenden Moleküle nicht bestim-

men. Nachdem bei dem verwendeten MALI-TOF Massenspektrometer fast ausschließ-

lich einfach geladene Moleküle detektiert werden, wurde für die detektierten Moleküle 

eine Ladung von z=1 angenommen (Fukumori et al., 2010; Kuhn et al., 2007; Kuhn et 

al., 2010; Page et al., 2008). Somit wurde angenommen, dass die für die Peaks gefun-

denen m/z-Werte den Massen der jeweils den Peaks zu Grunde liegenden protonierten 

Peptiden in Da entsprechen. Diese Massen wurden mit den sich bei einem in silico 

Verdau des HA-αAPLP2CTF-Flag-Proteins ergebenden Massen verglichen (siehe 

11.1.2). Dabei wurde festgestellt, dass die Massen der drei „Nebenpeaks“ HA-

αAPLP2-Peptiden mit einem Massenfehler von weniger als 2 Da zugeordnet werden 

konnten (Abbildung 25). Die drei korrespondierenden, um jeweils circa 21 Da verscho-

benen, „Hauptpeaks“ könnten Natriumaddukte der entsprechenden „Nebenpeaks“ sein. 

Für Na-Addukte würde man eine zusätzliche Masse von 22 Da erwarten, da Peptide 

dann statt als [M+H]+ als [M+Na]+ vorliegen (Sabareesh and Balaram, 2006). Dass ein 

Unterschied von 21 Da statt 22 Da detektiert wurde, liegt vermutlich an der niedrigen 

Auflösung der Spektren, die keine exakte Bestimmung der monoisotopischen Masse 

der Peptide erlaubt. Nimmt man für die zwei bisher nicht zugeordneten Hauptpeaks 

von 4267 Da und 4777 Da ebenfalls an, dass es sich um Natriumaddukte erwartbarer 

HA-αAPLP2-Peptide handelt, so lassen sich auch diese zuordnen. Der Peak bei 4267 

Da resultiert nach dieser Interpretation aus dem Natriumaddukt des HA-αAPLP2-

Peptids das C-terminal auf Alanin 694 der 763 Aminosäuren langen APLP2 Isoform 1 

endet, während der Peak bei 4777 Da vermutlich auf das Natriumaddukt des HA-

αAPLP2-Peptids mit dem C-terminalen Leucin 699 zurückgeht. Damit wurden mögliche 

γ-Schnittstellen von APLP2 auf der Grundlage des  αAPLP2CTF bestimmt. Allerdings 
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sind die Auflösung der Spektren und die Sensitivität nicht hoch genug, um weitere aus-

sagekräftige Experimente mit dem verwendeten Konstrukt durchzuführen. 

Um die Sensitivität und die Auflösung zu erhöhen, wurde ein Konstrukt eines kürzeren 

APLP2CTF kloniert. In diesem HA-sAPLP2CTF-FLAG-Konstrukt beginnt der 

APLP2CTF mit dem Prolin 683 der APLP2 Isoform 1 (zur Klonierung siehe 8.2.1.1). 

Dieses Konstrukt führt infolge der Prozessierung durch γ-Sekretase zu zwölf Amino-

säuren kürzeren Produkten (siehe 11.1.3), die in der massenspektrometrischen Analy-

se besser detektierbar sein sollten.  

 

Abbildung 25: Bestimmung der γ-Sekretase-Schnittstellen auf Grundlage eines 
αAPLP2CTF-Konstrukts. HEK293-Zellen wurden mit HA-αAPLP2CTF-FLAG transfiziert und 
der Zellüberstand dieser Zellen nach dem in Abbildung 24 skizzierten Verfahren zur massen-
spektrometrischen Analyse vorbereitet. (A) MALDI-TOF-Massenspektrum der von den Zellen 
produzierten und aufgereinigten Peptide im Reflektormodus aufgenommen. Alle markierten 
Peaks wiesen ein schlechteres Signal-zu-Rauschverhältnis als 5 auf. Es sind fünf als Haupt-
peaks (bei 4267, 4494, 4552, 4665 und 4777 m/z) und drei als Nebenpeaks (bei 4473, 4531 
und 4644 m/z) definierte Peaks zu erkennen. Abstände zwischen den Haupt- und Nebenpeaks 
sind jeweils angegeben. Ausgewählte Aminosäuren, deren jeweilige Masse diesen Abständen 
etwa entspricht, sind angegeben. Die Abweichung zwischen der jeweils experimentell bestimm-
ten Massendifferenz und der Masse der jeweiligen Aminosäure ist in Klammern angegeben. Die 
drei Nebenpeaks weisen ein m/z-Verhältnis von circa 21 weniger auf als drei der Hauptpeaks. 
(B) Verschiedene HA-αAPLP2-Peptide mit ihrer jeweiligen theoretischen Masse im protonierten 
Zustand [M+H]+. In den Peptidsequenzen ist der HA-Tag kursiv und der αAPLP2-Anteil unter-
strichen markiert. 
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Zunächst wurde getestet, ob die Prozessierung von HA-sAPLP2CTF-FLAG in 

HEK293-Zellen γ-Sekretase-abhängig ist. Hierzu wurden stabile HEK293 HA-

sAPLP2CTF-FLAG-Zellen mit dem γ-Sekretase-Inhibitor Merck A behandelt und die 

HA-sAPLP2CTF-FLAG-Menge im Zelllysat untersucht. Hierbei wurde bei Merck A-

Behandlung eine starke Anreicherung von HA-sAPLP2CTF-FLAG im Zelllysat festge-

stellt, was zeigt, dass HA-sAPLP2CTF-FLAG von γ-Sekretase abgebaut wird 

(Abbildung 26A).  

 

Abbildung 26: Bestimmung der γ-Sekretase-Schnittstellen von APLP2 mit einem verkürz-
ten HA-sAPLP2CTF-FLAG-Konstrukt. (A) Stabile HEK293 HA-sPLP2CTF-FLAG-Zellen wur-
den entweder mit 5 µM Merck A (M) oder DMSO als Lösungsmittelkontrolle (D) behandelt. Im 
Zelllysat wurde mittels Western Blot (α-Flag) eine Anreicherung des HA-sAPLP2CTF-Flag-
Proteins bei Behandlung mit dem γ-Sekretase-Inhibitor Merck A beobachtet. Calnexin wurde als 
Ladekontrolle ebenfalls im Zelllysat analysiert. (B) MALDI-TOF-Analyse der Überstände der 
Zellen aus (A). Im Fall der mit DMSO behandelten Zellen ist ein Peakmuster mit sieben Peaks 
(#1 bis #7) zu erkennen. Bei einer gleichen Gesamtionenzahl („total ion count“: TIC) sind im 
Falle der mit Merck A behandelten Zellen nur noch drei der Peaks detektierbar (#3, #4 und #7). 
Die den Peaks zugrunde liegenden Moleküle sind einfach geladen. (C) HA-sAPLP2 Peptide, die 
auf Grundlage ihrer theoretischen Masse (Masse theo.) den Peaks (Masse exp.) zugeordnet 
werden können. Die Massenabweichung zwischen theoretisch berechneter und experimentell 
bestimmter Masse ist angegeben (Fehler). 
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Daraufhin wurden die von den HEK293 HA-sAPLP2CTF-FLAG-Zellen sekretierten 

Peptide nach dem in Abbildung 24 beschriebenen Verfahren aufgereinigt und per 

MALDI-TOF-Massenspektrometrie untersucht. Dabei wurden im Massenbereich zwi-

schen 2900 m/z und 3700 m/z sieben Peaks detektiert (Abbildung 26B). Die Isotopen-

muster dieser Peaks waren im Reflektormodus des Massenspektrometers klar auflös-

bar und ergaben eine Ladung von z=1 für alle den Peaks zu Grund liegenden Molekü-

le. Damit entsprachen die Massen aller Peaks den entsprechenden m/z-Werten in Da. 

Die Zuordnung der Massen zu den jeweiligen Peptide wurde wiederum auf der Basis 

eines in silico Verdaus des HA-sAPLP2CTF-FLAG-Proteins durchgeführt und die hier-

bei theoretisch bestimmten Massen mit den detektierten m/z-Werten vergleichen (für 

die Ergebnisse des in silico Verdaus siehe 11.1.3). Dabei ließen sich allen Peaks Pep-

tidsequenzen mit einer Massenabweichung von weniger als 0,3 Da zuordnen 

(Abbildung 26C). Um zu überprüfen, ob die detektierten Peptide γ-Sekretase-abhängig 

gebildet werden, wurden auch HA-sAPLP2-Peptide aus dem Zellüberstand der mit 

Merck A behandelten HEK293 HA-sAPLP2CTF-FLAG-Zellen untersucht. Drei der sie-

ben unter Kontrollbedingungen detektierten Peaks waren auch bei Merck A-

Behandlung noch detektierbar, allerdings mit stark verringerter Intensität (Abbildung 

26B). Zusammengefasst lässt sich hieraus schließen, dass die detektierten Peaks auf 

γ-Sekretase-abhängig gebildete Peptide zurückgehen. 

 

4.1.2.3 Variabilität der γ-Sekretase Schnittstellen in Abhängigkeit einer 

familiären PS1-Mutation 

Für die aggressive, familiäre Alzheimer Mutation Presenilin L166P ist bekannt, das γ-

Schnittmuster von APP dahingehend zu verändern, dass mehr toxisches Aβ42 und 

weniger Aβ38 gebildet wird (Moehlmann et al., 2002). Um zu untersuchen, ob der γ-

Schnitt von APLP2 ebenfalls durch diese Mutation moduliert wird, wurden die Experi-

mente zur Bestimmung der γ-Sekretase-Schnittstellen in HEK293-Zellen mit einer 

stabilen Überexpression von Wildtyp-Presenilin (PS1 wt) beziehungsweise Presenilin 

L166P (PS1 L166P) durchgeführt. Bei den Zellen mit einer Überexpression von   

PS1 wt wurde im Prinzip das gleiche γ-Schnittmuster gefunden wie oben für Zellen 

ohne PS1-Überexpression beschrieben (Abbildung 27). Für die Zellen mit einer Über-

expression von PS1 L166P wurde eine klare Veränderung des γ-Schnittmusters fest-

gestellt. Ein Peak bei circa 3799 Da war im Falle der PS1 L166P überexprimierenden 

Zellen detektierbar, der weder bei den PS1 wt überexprimierenden noch bei den Zellen 

ohne PS1 Überexpression detektierbar war. Außerdem war die Intensität der Peaks im 

höheren Massenbereich im Fall der PS1 L166P-Zellen erhöht im Vergleich mit den 

PS1 wt-Zellen. Dieses Experiment zeigt eindeutig, dass der γ-Schnitt von APLP2 auch 

von Mutationen eines γ-Sekretase-Komplexbestandteils moduliert werden kann.  



4 Ergebnisse  51 

 

 

Abbildung 27: Analyse der γ-Sekretase-Schnittstellen von APLP2 bei einer aggressiven 
Presenilin 1-Mutation. HEK293 mit einer stabilen Überexpression von Wildtyp-Presenilin 1 
(PS1 wt) oder Presenilin mit der Mutation L166P wurden mit HA-sAPLP2CTF-FLAG transfiziert 
und der Zellüberstand wie in  Abbildung 24 beschrieben für die massenspektrometrische Analy-
se vorbereitet. Acht Peaks konnten im Fall der PS1 wt überexprimierenden Zellen, neun Peaks 
im Fall der PS1 L166P überexprimierenden Zellen detektiert werden. Insgesamt war die Intensi-
tät der Peaks im höheren Massenbereich im Fall der PS1 L166P Zellen im Vergleich zu den 
PS1 wt Zellen erhöht. (B) Auflistung der den Peaks aus (A) zu Grunde liegenden Peptide. Die 
experimentell bestimmte Masse (Masse exp.) ist für die PS1 wt und die PS1 L166P-Zellen an-
gegeben. Außerdem ist die theoretisch für das jeweilige Peptid bestimmte Masse im einfach 
protonierten Zustand angegeben (Masse theo.). Außerdem ist die Massendifferenz zwischen 
theoretisch zu erwartender und experimentell bestimmter Masse angegeben (Fehler). 

 

4.2 Proteomische Analyse von BACE1 -/-  Zebrafischen   

Dieser Teil der Arbeit verfolgte das Ziel, Substrate der Protease BACE1 in vivo im Zeb-

rafischmodell zu identifizieren. Dem gewählten Ansatz lag die Überlegung zugrunde, 

dass Substrate von BACE1 in Fischen ohne BACE1, im Gegensatz zu Fischen mit 

BACE1, akkumulieren sollten. Die hierfür benötigten BACE1 -/- Zebrafische wurden im 

Rahmen einer Kollaboration mit Frauke van Bebber, Bettina Schmid und Christian 

Haass von diesen bereitgestellt. Die BACE1 -/- Zebrafische wurden vom Kollaborati-

onspartner als stabile Linie mittels Zinkfingertechnologie generiert (Meng et al., 2008). 

Die Kollaborationspartner konnten auf Western Blot-Ebene zeigen, dass die Fische 

dieser Linie stabil kein BACE1 mehr exprimieren. Eine Publikation, die die Generierung 
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der BACE1 -/- Linie beschreibt, ist durch den Kollaborationspartner in Vorbereitung. Es 

ist anzumerken, dass im Rahmen der vorliegenden Arbeit das Protein Beta-site amy-

loid precursor protein cleaving enzyme 1 grundsätzlich als BACE1 abgekürzt wird und 

nicht die im Zebrafisch übliche Nomenklatur (Bace1) verwendet wird. Dies dient der 

besseren Lesbarkeit der Arbeit. 

4.2.1 Identifikation von BACE1-Substraten im Gesamtproteinlysat von 

sechs Tage alten Zebrafischlarven 

Für die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Versuche wurden sechs Tage alte 

Larven von BACE1 -/- Fischen vom Kollaborationspartner fixiert in Aliquots à 15 Larven 

zur Verfügung gestellt. Das Alter der Larven wurde bei sechs Tagen post Fertilisation 

gewählt, da der Kollaborationspartner zeigen konnte, dass die Expression von BACE1 

in Wildtyplarven zu diesem Zeitpunkt hoch ist. In einem Vorversuch wurde zudem be-

stimmt, dass der Proteingehalt einer sechs Tage alten Zebrafischlarve circa  

0,5 µg, der Proteingehalt von 15 Larven also 7,5 µg, beträgt.  

Zur quantitativen proteomischen Analyse der Zebrafischlarven wurden verschiedene 

Methoden zu Probenvorbereitung kombiniert. So wurden die Pools von 15 Larven nach 

der FASP-Methode (filter-aided sample preparation, aus dem Englischen etwa „Filter-

unterstützte Probenvorbereitung“) lysiert und tryptisch verdaut (Wisniewski et al., 

2009b). Die gewonnen Peptide wurden mit deuteriertem beziehungsweise nicht-

deuteriertem Formaldehyd methyliert. Die von den BACE1 -/- stammenden Peptide 

wurden dabei mit deuterierten Methylgruppen versehen (also „schwer“ markiert) wäh-

rend die von den Kontrolllarven stammenden Peptide mit nicht-deuterierten Methyl-

gruppen versehen (also „leicht“ markiert) wurden. Bei der von Natriumcyanoborhydrid 

katalysierten Reaktion der freien Aminogruppen der Peptide (jedes der tryptischen 

Peptide weist mindestens eine freie Aminogruppe am N-Terminus und gegebenenfalls 

eine weitere ε-Aminogruppe an einem Lysin auf) kommt es im Falle der Dimethylierung 

mit nicht-deuteriertem Formaldehyd zu einer Massenzunahme des entsprechenden 

Peptids um 28,0313 Da pro Aminogruppe, während eine Behandlung mit deuteriertem 

Formaldehyd zu einer Massenzunahme um 32,0564 Da pro Aminogruppe führt 

(Boersema et al., 2009; Hsu et al., 2003). Nach der Dimethylierung wurden die Peptide 

der beiden experimentellen Gruppen vermischt. Um die Komplexität der resultierenden 

Probe zu verringern, wurde ein StageTip-basiertes Anionenaustausch-

Chromatographie-System verwendet. Dabei wurden die Peptide auf der Basis ihres 

isoelektrischen Punktes in drei Fraktionen aufgeteilt (Wisniewski et al., 2009a). Die 

einzelnen Fraktionen wurden dann jeweils in zwei technischen Replikaten per LC-

MS/MS analysiert (für Details siehe 8.2.5). Die Methodik der proteomischen Analyse ist 

in Abbildung 28 zusammengefasst.  
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Abbildung 28: Experimenteller Ansatz zur in vivo Identifikation von BACE1-
Substraten im Gesamtlarvenlysat. Pools von jeweils 15 Wildtyp- (wt) und 15 BACE1 

-/- Zebrafischlarven wurden lysiert. Die Proteinlysate wurden mittels FASP-Technik 
verdaut. Die tryptischen Peptide wurden mittels Dimethylierung „leicht“ beziehungswei-
se „schwer“ markiert. Die Dimethylierung erfolgte in der Anwesenheit von entweder 
nicht-deuteriertem Formaldehyd (gekennzeichnet durch blaue Wasserstoffatome, für 
die „leichte“ Markierung) oder in Anwesenheit von deuteriertem Formaldehyd (gekenn-
zeichnet durch rote Deuteriumatome, für die „schwere“ Markierung). Die Masse trypti-
scher Peptide, die kein Lysin enthielten, erhöhte sich bei der Dimethyl-Markierung um 
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28,03 Da im Fall der leichten Markierung beziehungsweise um 32,06 Da im Fall der 
schweren Markierung. Tryptische Peptide die ein Lysin enthielten wurden streng ge-
nommen nicht dimethyliert sondern tetramethyliert, da sowohl die Aminogruppe am N-
Terminus als auch die ε-Aminogruppe am Lysin dimethyliert wurden. Dabei kam es zu 
einer Massenzunahme der entsprechenden Peptide um 56,06 Da beziehungsweise 
64,11 Da. Nach dem Dimethyl-Markierungsschritt wurden die Peptide der beiden expe-
rimentellen Bedingungen vermischt. Zur Reduzierung der Einzelprobenkomplexität 
wurde die Peptidmischung daraufhin via einer StageTip-basierten Anionenaustausch- 
Chromatographie (SAX) in drei Fraktionen aufgeteilt. pH-Werte der Elutionspuffer für 
die jeweiligen Fraktionen sind angegeben. Die einzelnen Fraktionen wurden per LC-
MSMS vermessen. Peptide, die von Proteinen stammen, die eine verringerte A-
bundanz in den BACE1 -/- Larven aufwiesen, zeigen dabei MS1-Spektren, bei denen 
die Intensität des „schwer“ markierten Peptids (dargestellt in Form eines roten Peaks) 
geringer ist als die der „leicht“ markierten Form des entsprechenden Peptids (darge-
stellt in Form eines blauen Peaks). Entsprechendes ergibt sich für Peptide von einem 
in den BACE1 -/- Larven unveränderten Protein (Intensität des „schweren“ und „leich-
ten“ Peptids identisch) beziehungsweise einem Protein mit einer erhöhten Abundanz in 
den BACE1 -/- Larven (Intensität des „schweren“ Peptids höher als die des „leichten“).  

 

Insgesamt konnten bei der Analyse 3578 Proteine identifiziert werden. 2513 dieser 

Proteine wurden mit mindestens zwei eindeutigen Peptiden identifiziert. Für 1905 Pro-

teine war eine Bestimmung ihrer relativen Abundanz, das heißt ihrer Abundanz in den 

BACE1 -/- Larven im Verhältnis zu den Wildtyplarven auf der Basis von mindestens 

zwei eindeutigen Peptiden möglich (Abbildung 29A). Ein Protein wurde als quantifizier-

bar definiert, wenn seine relative Abundanz in mindestens zwei der drei durchgeführten 

biologischen Replikate bestimmbar war. Von den identifizierten Proteinen wiesen 230 

die Gene Ontology (GO) Annotation „intrinsisches Membranprotein“ auf. Auf Grund der 

mangelhaften Annotation des Zebrafischproteoms ist aber, wie unter 5.2.2 ausführlich 

diskutiert, davon auszugehen, dass der tatsächliche Anteil an intrinsischen Membran-

proteinen um einen Faktor zwei bis drei höher liegt.  

Der Großteil der quantifizierbaren Proteine zeigte keine starke Veränderung der relati-

ven Abundanz (Abbildung 29B). Von den quantifizierbaren, als intrinsische Membran-

proteine annotierten Proteinen zeigte lediglich eines eine Anreicherung um mindestens 

40 % (Abbildung 29C). Dieses Protein, das Epithelial cell adhesion molecule (EpCAM), 

konnte mit vier eindeutigen Peptiden identifiziert werden und wurde um das 4,2-fache 

akkumuliert in den BACE1-/- Larven gefunden. Ein p-Wert von 0,006 wurde auf der 

Basis eines Student t-Tests ohne multiples Hypothesentesten bestimmt. Der korrigierte 

p-Wert nach Benjamini-Hochberg beträgt für EpCAM 0,14.   

Ein großes Problem stellt bei diesen Ergebnissen die Tatsache dar, dass keines der 

bekannten BACE1-Substrate mit ausreichend vielen eindeutigen Peptiden identifiziert 

werden konnte, um eine Quantifizierung zu ermöglichen. Somit fehlt in diesem Screen 

jegliche Positivkontrolle. Die offensichtlichsten BACE1-Substrate, die APP-Orthologen 

Appa und Appb, konnten zum Beispiel nur in einem der drei biologischen Replikate 

identifiziert und quantifiziert werden. Dabei zeigte die Proteingruppe, die beide Ortho-
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logen, also Appa und Appb, beinhaltete, eine 2,2-fache Anreicherung in den BACE1 -/- 

Fischen. Dies reichte aber auf Grund des gewählten Ausschlusskriteriums, dass ein 

Protein in mindestens zwei der drei biologischen Replikate quantifizierbar seien muss, 

nicht aus, um einen Hit und somit eine Positivkontrolle darzustellen. Es ist aber eine 

leichte Indikation dafür, dass der Versuchsaufbau prinzipiell Substrate identifizieren 

kann.    

 

 

Abbildung 29: Quantitative proteomische Analyse der BACE1 -/- Larven. Die Proteome von 
sechs Tage alten BACE1 -/- und Wildtyp Zebrafischlarven wurden verglichen. (A) Insgesamt 
konnten 3587 Proteine identifiziert werden, 2513 davon mit mindestens zwei eindeutigen Pepti-
den. Hiervon wiederum waren 1905 in mindestens zwei der drei biologischen Replikate quantifi-
zierbar. Insgesamt 230 der identifizierten Proteine waren nach GOCC-Annotation intrinsische 
Membranproteine. (B) Histogramm der relativen Proteinabundanzen. Die Anzahl an Proteinen 
pro Bin ist dargestellt, die Bingröße beträgt 0,2. (C) Vulkanplot zu Darstellung der Proteina-
bundanz von intrinsischen Membranproteinen und der Bewertung der Signifikanz ihrer Anrei-
cherung beziehungsweise ihrer Reduktion. Jeder Punkt stellt ein Protein dar. Der negative de-
kadische Logarithmus des mittels eines t-Tests ohne Korrektur für multiples Hypothesentesten 
berechneten p-Werts ist gegen den Median der logarithmierten Proteinabundanzen der drei 
biologischen Replikate (Relative Proteinabundanz) aufgetragen. Punkte oberhalb der horizonta-
len gestrichelten Linie stellen Proteine dar, deren p-Wert kleiner als 0,05 ist. Punkte rechts der 
vertikalen gestrichelten Linie codieren für Proteine, deren Abundanz in den BACE1 -/- Larven 
um mindestens 40 % erhöht vorliegt. Das einzige Protein, das diese Kriterien erfüllt, ist das in 
der Abbildung hervorgehobene Epithelial Cell Adhesion Molecule (EpCAM).   

 

Trotz der Bedenken bezüglich der fehlenden Positivkontrolle wurde das am stärksten 

akkumulierende Typ-1 Transmembranprotein, EpCAM, weiter daraufhin untersucht, ob 

es sich hierbei um ein BACE1-Substrat handelt und damit die Anreicherung in den 

BACE1 -/- Larven möglicherweise auf die fehlende Prozessierung von EpCAM durch 

BACE1 zu erklären ist. 



4 Ergebnisse  56 

 

Eine Validierung der Anreicherung des volle-Länge EpCAM-Moleküls im Zebrafisch 

war nicht möglich, da keiner der getesteten humanen und murinen Antikörper eine 

Spezifität für das Zebrafisch-EpCAM (zfEpCAM) zeigte. Allerdings bestand die Mög-

lichkeit, die mögliche Proteolyse von murinem EpCAM (mEpCAM) durch BACE1 zu 

testen, da ein Kollaborationspartner HEK293-Zellen zur Verfügung stellte, die stabil 

mEpCAM mit einem in die Ektodomäne inserierten Flag-Tag exprimierten (siehe Abbil-

dung 30). In der Literatur ist ein BACE1-Schnitt von EpCAM nicht beschrieben, dage-

gen aber eine Prozessierung von EpCAM durch die Metalloprotease ADAM17 (Gires, 

2009; Maetzel et al., 2009; Munz et al., 2009).  

 

 

Abbildung 30: Schema der proteolytischen Prozessierung von EpCAM. (A) Die Aminosäu-
resequenz von murinem EpCAM mit der eingefügten TEV-Protease Schnittstelle und dem ein-
gefügten Flag-Tag ist hier abgebildet. Außerdem ist die vorhergesagte Transmembrandomäne 
markiert. (B) Schema der proteolytischen Prozessierung des mEpCAM-TEV-Flag (EpCAM-TF). 
EpCAM-TF wird von einer Protease im Juxtamembranbereich zwischen der Transmembrando-
mäne und dem Flag-Tag geschnitten. Dabei entsteht lösliches EpCAM-TF (sEpCAM-TF), ein C-
terminales Fragment verbleibt in der Membran. 

 

Um die Hypothese zu testen, dass EpCAM ein BACE1-Substrat ist, wurden verschie-

dene Versuche durchgeführt. Zunächst wurde untersucht, ob für EpCAM spezifische 

Banden im Überstand von HEK293 mEpCAM-TF-Zellen detektierbar sind. Dies war der 

Fall, wie eine vergleichende Western Blot-Analyse von mEpCAM-TF transfizierten und 

nicht-transfizierten HEK293-Zellen zeigte (Abbildung 31A, B). Eine Überexpression von 

humanem BACE1 in den HEK293 mEpCAM-TF-Zellen führte zu einer dramatischen 

Zunahme der Ektodomänenspaltung von mEpCAM-TF (Abbildung 31C). Dies zeigt 

klar, dass BACE1 mEpCAM-TF schneiden kann. Es bleibt aber offen, ob die endogen 

vorkommende Menge an BACE1 ausreichend ist, um diesen Schnitt zu katalysieren 

und in welchem Verhältnis BACE1 und ADAM17 zur Spaltung von mEpCAM beitragen. 
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Um dies zu untersuchen, wurden die HEK293 mEpCAM-TF Zellen mit dem BACE1-

Inhibitor C3 und dem Metalloprotease-Inhibitor TAPI-1 behandelt. Dabei wurde festge-

stellt, dass die Behandlung mit C3 die Ektodomänenspaltung um circa 70 % hochsigni-

fikant (p<0,01) verringerte, während die Behandlung mit TAPI-1 zu keiner detektierba-

ren Abnahme der Ektodomänenspaltung von mEpCAM-TF führte (Abbildung 31A, B). 

Eine Behandlung der Zellen mit dem Phorbolester PMA führte dazu, dass eine weitere 

Bande für das lösliche sEpCAM-TF detektierbar wurde. Diese stellt vermutlich das 

ADAM17-abhängig generierte sEpCAM-TF dar, während die andere detektierte Bande 

vermutlich zum größten Teil auf das Produkt des BACE1-vermittelten Schnitts von 

EpCAM zurückzuführen ist (Abbildung 31D).  

 

Abbildung 31: EpCAM ist ein BACE1-Substrat. Stabile HEK293 mEpCAM-TEV-Flag 
(EpCAM-TF) Zellen wurden auf die Spaltung von EpCAM-TF durch BACE1 untersucht. Lösli-
ches EpCAM-TF (sEpCAM-TF) wurde im Zellüberstand, volle-Länge EpCAM-TF und Calnexin 
wurden im Zelllysat analysiert. (A) Die Zellen wurden mit dem BACE1-Inhibitor C3, dem Me-
talloprotease-Inhitbitor TAPI-1 oder DMSO als Lösungsmittelkontrolle (Kon) behandelt. Des 
Weiteren wurden untransfizierte HEK293wt-Zellen (untr.) parallel mit DMSO behandelt. In den 
DMSO-behandelten Zellen ist klar eine Bande zu erkennen, die in den untransfizierten Zellen 
nicht erkennbar ist (β). Diese Bande ist in den C3-behandelten Zellen klar reduziert, in den  
TAPI-1 behandelten Zellen ist keine Änderung sichtbar. (B) Quantifizierung von A. Die Redukti-
on der relativen sEpCAM-TF-Menge in den C3-behandelten Zellen beträgt 70 % und ist statis-
tisch hoch signifikant (p<0,01, n=4). In denTAPI-1-behandelten Zellen ist keine signifikante Ver-
änderung der sEpCAM-TF-Menge detektierbar. (C) Die Zellen wurden mit BACE1 oder Luci-
ferase als Kontrolle (Kon) transfiziert. In den BACE1-transfizierten Zellen ist ein klarer Anstieg 
der bereits in A detektierten sEpCAM-TF-Bande (β), sowohl bei kurzer wie auch bei langer Ex-
position des Blots, erkennbar. Außerdem ist eine weitere Bande für sEpCAM-TF bei der länge-
ren Exposition detektierbar (α), deren Intensität nicht in demselben Maße zunimmt, wie die der 
β-Bande. (D) Die Zellen wurden mit dem Phorbolester PMA oder Ethanol als Lademittelkontrolle 
(Kon) behandelt. Die Behandlung mit PMA führt zu einer starken Erhöhung der Intensität der  
sEpCAM-TF α-Bande und zu einer weniger starken Erhöhung der Intensität der sEpCAM-TF β-
Bande. Außerdem führte die vierstündige Behandlung mit PMA zu einer Erhöhung der volle-
Länge-EpCAM-TF-Menge. 
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Damit konnte erstmals gezeigt werden, dass zumindest murines EpCAM ein BACE1-

Substrat seien kann. Der in vivo Screen nach BACE1-Substraten im Gesamtlarvenlysat 

von BACE1 -/- Larven war also zumindest teilweise erfolgreich.  

 

4.2.2 Identifikation von BACE1-Substraten im Gehirnlysat sechs Monate 

alter Zebrafischlarven 

Da bei der Analyse der Gesamtproteinlysate der sechs Tage alten Zebrafischlarven die 

Quantifizierung wichtiger, als Positivkontrollen verwendbarer, Proteine wie zum Bei-

spiel Appa und Appb nicht möglich war, wurde im Rahmen dieser Arbeit ein weiterer 

Ansatz zur in vivo Identifikation von BACE1-Substraten mittels quantitativer proteomi-

scher Analyse der BACE1 -/- Zebrafische durchgeführt. Hierzu wurden zwei Modifikati-

onen des oben beschriebenen Ansatzes gewählt.  

Erstens wurden Gehirnlysate von sechs Monate alten Zebrafischen anstelle der Ge-

samtlarvenlysate der sechs Tage alten Larven analysiert. Im Gehirn der Zebrafische ist 

BACE1 sehr stark exprimiert, wie der Kollaborationspartner mittels in situ-

Hybridisierungsexperimenten zeigen konnte und wie es von anderen Organismen her 

bekannt ist (Dislich and Lichtenthaler, 2012). Daraus lässt sich schließen, dass physio-

logisch relevante BACE1-Susbtrate im Gehirn ebenfalls exprimiert sein sollten, insbe-

sondere die wichtigen Positivkontrollen Appa und Appb (Liao et al., 2012; Musa et al., 

2001). Es kann also hypothetisiert werden, dass der relative Anteil der putativen 

BACE1-Substrate im Gehirnlysat relativ zur Gesamtproteinmenge höher ist als deren 

relativer Anteil im Gesamtlarvenlysat. Damit sollte die Identifikation und Quantifizierung 

von diesen Proteinen mittels Massenspektrometrie im Gehirnlysat einfacher sein als im 

Gesamtproteinlysat. 

Zweitens wurde die Quantifizierung „label-free“ durchgeführt, das heißt es wurde auf 

die Dimethylierung verzichtet. Zur „label-free“-Quantifizierung (LFQ) wurde die 

MaxQuant Software Suite mit aktivierter LFQ genutzt, wie von Luber et al. (2010) erst-

mals beschrieben (Cox and Mann, 2008b; Luber et al., 2010). Zur LFQ werden die 

Proben der einzelnen Versuchsbedingungen getrennt voneinander gemessen. In der 

folgenden Auswertung werden dann die Intensitäten der jeweiligen Peptide in den je-

weiligen Proben, beziehungsweise formal korrekt die Volumen aller entsprechenden 

de-isotopierten 3-D Peaks aller MS1-Merkmalen der jeweiligen Proben, miteinander 

verglichen. Hierbei sind verschiedene Normalisierungs- beziehungsweise Skalierungs-

berechnungen nötig. Die Grundannahme, die diesen Normalisierungen bei MaxQuant 

zugrunde liegt ist, dass der Median aller Quantifizierungen von detektierten MS1-

Merkmalen lokal und global 1 beträgt (Cox and Mann, 2008b). LFQ wurde für den 

zweiten Screen gewählt, da hierbei, wie in Vorversuchen gezeigt, signifikant höhere 

Proteinidentifikationsraten erzielt werden konnten und damit eine Identifikation und 
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Quantifizierung von Appa und Appb regelmäßig möglich war. Dies stellt einen klaren 

Vorteil von LFQ gegenüber der Quantifizierung mittels Dimethyl-Markierung für einen in 

vivo Screen nach BACE1-Substraten im Zebrafischgehirn dar. 

Durchgeführt wurde der Screen wie folgt: Zunächst wurde der Proteingehalt von sechs 

Monate alten Zebrafischgehirnen bestimmt. Dieser lag bei circa 30 µg Protein pro Ge-

hirn. Für das Hauptexperiment wurden vom Kollaborationspartner vier Gehirne von 

sechs Monate alten Wildtyp-Zebrafischen und fünf Gehirne von BACE1 -/- Zebrafi-

schen präpariert, mit PBS gewaschen und in flüssigem Stickstoff fixiert. Aus diesen 

Gehirnen wurden für die massenspektrometrische Analyse Proteinlysate gewonnen. 

Die Proteinlysate wurden mittels FASP-Technik tryptisch verdaut und die erhaltenen 

Peptide mittels StageTip-basierter Anionenaustausch-Chromatographie in drei Fraktio-

nen aufgeteilt. Jede dieser Fraktionen wurde einzeln mittels LC-MSMS analysiert. Die 

erhaltenen Spektren wurden mittels LFQ analysiert. Der Versuchsaufbau ist in Abbil-

dung 32 dargestellt.  

 

 

Abbildung 32: Schematischer Versuchsaufbau zur quantitativen proteomischen Analyse 
von BACE1 -/- Zebrafischgehirnen. Gehirne von sechs Monate alten Zebrafischen wurden 
präpariert. Für den Versuch wurden vier Gehirne von Wildtyp-Fischen (wt) und fünf Gehirne von 
BACE1 -/- Fischen (B1-/-) verwendet. Diese wurden jeweils einzeln lysiert und tryptisch mittels 
FASP-Technik verdaut. Die resultierenden Peptide wurden durch eine StageTip-basierte Anio-
nenaustausch-Chromatographie (SAX) in drei Fraktionen aufgetrennt (pH3, 6, 11) und jede 
dieser Fraktionen einzeln per LC-MSMS analysiert. Insgesamt wurden dabei 27 Rohdatensätze 
gewonnen. In diesen wurde die Proteinidentifikation durchgeführt und anschließend eine „label-
free“-Quatifizierung (LFQ) detektierter MS1-Merkmale zwischen den 12 Wildtyp-Datensätzen 
und den 15 BACE1 -/- Datensätzen durchgeführt. Die Quantifizierungen wurden anschließend 
mit den Proteinidentifikationen verknüpft.   

 

Insgesamt konnten bei der Analyse der Zebrafischgehirne 7352 Proteine mit einer 

Falsch-Positiv-Rate von weniger als 1 % identifiziert werden. 5614 Proteine davon 

wurden mit mindestens zwei eindeutigen Peptiden identifiziert. Auf der Basis von min-

destens zwei eindeutigen Peptiden quantifizierbar war die Abundanz von 4770 Protei-

nen. 422 dieser Proteine hatten die Gene Ontology (GO) Annotation „intrinsic to memb-

rane“ und sind damit intrinsische Membranproteine (siehe Abbildung 33A). 
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Abbildung 33: Proteinidentifkationen in den Zebrafischgehirnen. (A) Insgesamt konnten bei 
der quantitativen proteomischen Analyse der sechs Monate alten Zebrafischgehirne 7352 Pro-
teine identifiziert werden. Quantifizierbar waren davon 4850 Proteine, als intrinsische Memb-
ranproteine annotiert waren 614. Mit mindestens zwei eindeutigen Peptiden konnten insgesamt 
5614 Proteine identifiziert werden, wovon 4770 quantifizierbar waren. Insgesamt waren 422 der 
mit mindestens zwei eindeutigen Peptiden identifizierten Proteine als intrinsische Membranpro-
teine annotiert. (B) Histogramm der relativen Proteinabundanzen. Die Anzahl an Proteinen pro 
Bin ist angegeben, die Bingröße beträgt 0,2.  

 

Die GO-Annotation „intrinsic to membrane“ in der Kategorie „Cellular Compartment“ 

(engl. für Zellkompartiment, für die GO-Kategorie auch kurz GOCC) bedeutet, dass ein 

Protein kovalent mit der Zellmembran verbunden ist, sei es durch eine oder mehrere 

Transmembrandomänen oder durch einen GPI-Anker. Während die positive Annotation 

ein sehr zuverlässiger Indikator dafür ist, dass ein Protein in der Tat ein intrinsisches 

Membranprotein ist, bedeutet eine fehlende Annotation als intrinsisches Membranpro-

tein nicht zwingend, dass das entsprechende Protein kein Membranprotein ist. Insge-

samt wiesen überhaupt nur 2691 der 7352 identifizierten Proteine, beziehungsweise 

circa 40 %, eine GO Annotation in der Kategorie „Cellular Compartment“ auf. Hieraus 

lässt sich unter den Annahmen, dass nicht-annotierte Proteine entsprechend den an-

notierten Proteinen auf die unterschiedlichen zellulären Kompartimente verteilt sind 

und dass der Anteil der mit mindestens zwei eindeutigen Peptiden detektierbaren Pro-

teinen in nicht-annotierten und annotierten Proteinen identisch ist, schließen, dass im 

Gesamtdatenset der Gehirnlysate vermutlich circa 1055 intrinsische Membranproteine 

mit mindestens zwei eindeutigen Peptiden detektiert werden konnten. Bezieht man 

auch noch mit ein, dass einige Proteine intrinsische Membranproteine sind, obwohl sie 

eine GOCC-Annotation aufweisen, die „intrinsic to membrane“ nicht beinhaltet, wie 

zum Beispiel der Lamin B receptor (Transmembranprotein, identifiziert mit 7 eindeuti-

gen Peptiden)  oder Reticulon1-like (Transmembranprotein, 20 eindeutige Peptide), so 

muss man von einer noch höheren Anzahl an identifizierten intrinsischen Membranpro-

teinen ausgehen. Weitere prominente Beispiele für intrinsische Membranproteine, die 

in den Gehirnlysaten identifiziert werden konnten, aber nach GOCC-Annotation entwe-

der nicht als intrinsische Membranproteine oder gar nicht annotiert sind, sind Contactin 

1b (GPI-verankertes Protein, 20 eindeutige Peptide), Contactin 2 (GPI-verankertes 
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Protein, 16 eindeutige Peptide) und  Neural Cell Adhesion Molecule 2 und 3 (Trans-

membranproteine, 15 beziehungsweise 6 eindeutige Peptide). Im Rahmen der vorlie-

genden Arbeit wurden nur die nach GO-Annotation als intrinsische Membranproteine 

annotierten Proteine weiter untersucht, da eine manuelle Annotation aller nicht anno-

tierten Proteine nicht darstellbar war. Dies zeigt klar, dass eine bessere Annotation des 

Zebrafischproteoms einen wichtigen Fortschritt in Bezug auf eine möglichst umfassen-

de experimentelle Analyse des Zebrafischproteoms darstellen würde.         

Betrachtet man die quantitativen Ergebnisse so stellt man fest, dass das Gros der Pro-

teine in den BACE1 -/- Gehirnen unverändert vorliegt (siehe Abbildung 33B). Beson-

ders interessant sind natürlich die relativen Proteinabundanzen der intrinsischen 

Membranproteine in den BACE1 -/- Gehirnen, da diese Proteine potentielle BACE1-

Substrate darstellen. Betrachtet man exklusiv diese Proteine in einem Vulkanplot so 

stellt man fest, dass auch hier das Gros der intrinsischen Membranproteine in den 

BACE1 -/- Hirnen in unveränderter Abundanz vorliegt (Abbildung 34). Allerdings zeigen 

einige intrinsische Membranproteine auch eine klare Anreicherung beziehungsweise 

eine klare Verringerung in den BACE1 -/- Hirnen.  

Zur Bestimmung eines „Hits“ wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit die folgenden 

Kriterien verwendet. Ein Protein wurde als signifikant akkumulierend betrachtet, wenn 

es mit mindestens zwei eindeutigen Peptiden identifiziert werden konnte, in mindestens 

zwei der vier Wildtyp-Gehirne und zwei der fünf BACE1 -/- Gehirne eine Bestimmung 

eines LFQ-Wertes möglich war, eine Anreicherung des Proteins um mindestens 40 % 

gefunden wurde und der p-Wert nach einem t-Test ohne Korrektur bezüglich des mul-

tiplen Hypothesentestens kleiner 0,05 für den Vergleich der LFQ-Werte der Wildtyp- 

und der BACE1 -/- Gehirne für das entsprechende Protein war. 24 Proteine erfüllten 

diese Definition (Abbildung 34 und Tabelle 1). Berechnet man die Falsch-Positiv-Rate 

für das Kriterium des t-Tests nach der von Benjamini und Hochberg beschriebenen 

Methode, so beträgt diese für das Datenset 0,30 (Benjamini and Hochberg, 1995).  

Unter den nach der oben eingeführten Definition akkumulierenden intrinsischen Memb-

ranproteinen befinden sich die beiden Positivkontrollen Appa und Appb. Des Weiteren 

befinden sich Orthologe anderer bekannter BACE1-Substrate darunter: Microsomal 

prostaglandin E synthase 2, Novel protocadherin protein (das Orthologe von humanem 

und murinem Protocadherin7), Amyloid-like protein 2 und Neural cell adhesion 

molecule L1.2 (Dislich and Lichtenthaler, 2012; Hemming et al., 2009; Kihara et al., 

2010; Kuhn et al., 2012; Zhou et al., 2012). Außerdem sind drei Proteine darunter, für 

die zumindest schon für Proteinfamilienmitglieder des humanen oder murinen Ortholo-

gen vorgeschlagen wurde, dass diese BACE1-Substrate sind: Novel protein similar to 

Glypican 1 und Zgc:63947 sind Orthologe des humanen Glypican 1. Für humanes Gly-

pican 3 wurde bereits vorgeschlagen, dass es ein BACE1 Substrat ist (Hemming et al., 

2009). Leucine-rich repeat and fibronectin type III domain-containing protein 1 ist das 
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Zebrafisch-Orthologe des gleichnamigen Proteins in der Maus. Für murines Leucine-

rich repeat and fibronectin type III domain-containing protein 2 wurde bereits vorge-

schlagen, dass es ein BACE1-Substrat ist (Kuhn et al., 2012).        

 

Abbildung 34: Darstellung der Ergebnisse der quantitativen proteomischen Analyse der 
BACE1 -/- Gehirne im Vulkanplot. Ergebnisse der quantitativen proteomischen Analyse der 
nach GO-Annotation intrinsischen Membranproteine von fünf BACE1 -/- und vier Wildtyp-
Gehirnen dargestellt als Vulkanplot. Jedes Protein wird durch einen Kreis symbolisiert. Der ne-
gative dekadische Logarithmus des p-Werts nach einem t-Test ohne Berücksichtigung des mul-
tiplen Hypothesentestens ist gegen den Median der Abundanz des jeweiligen Proteins in den 
BACE1 -/- Gehirnen im Vergleich mit den Wildtyp-Gehirnen (Relative Proteinabundanz) aufge-
tragen. Die zwei gestrichelten Linien dienen zur vereinfachten Darstellung der Hits nach der im 
Rahmen der vorliegenden Arbeit gewählten Definition: Proteine die um über 40 % in den 
BACE1 -/- Gehirnen akkumulieren können rechts der vertikalen gestrichelten Linie, Proteine die 
einen p-Wert von weniger als 0,05 aufweisen oberhalb der horizontalen Linie, gefunden wer-
den. Unter den Hits befinden sich unter anderem die Orthologen der fünf bekannten BACE1-
Substrate Appa, Appb, Aplp, Pges2 und Nadl1.2. Diese sind durch eine schwarze Füllung mar-
kiert und beschriftet. Alle Hits sind in Tabelle 1 detailliert aufgeführt.  

 

Es lässt sich festhalten, dass der LFQ-basierte in vivo Screen nach BACE1-Substraten 

in den Gehirnen der BACE1 -/- Zebrafische erfolgreich war, da eine Reihe an bekann-

ten BACE1-Substraten identifiziert werden konnte. 
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Tabelle 1: Akkumulierende intrinsische Membranproteine in den BACE1 -/- Gehirnen. 
Ergebnisse der quantitativen proteomischen Analyse der BACE1 -/- Gehirne. Um mindestens 
40 % akkumulierende intrinsische Membranproteine sind angegeben, deren Akkumulation nach 
einem t-Test ohne Korrektur für multiples Testen signifikant ist (p<0,05). Der Proteinname, die 
relative Abundanz des jeweiligen Proteins in den BACE1 -/- Gehirnen im Vergleich mit den 
Wildtypgehirnen (Akkumulation), die Anzahl eindeutiger Peptide, auf die die Identifizierung und 
die Quantifizierung der Akkumulation zurück geht, der Membranproteintyp (Typ) sowie der p-
Wert sind angegeben. Neben Typ I und Typ II-Transmembranproteinen sind auch Multipass- 
(MP, Anzahl an Transmembrandomänen in Klammer) und GPI-verankerte Proteine darunter. 
Ein Stern hinter dem Membranproteintyp gibt an, dass diese Information nur auf einer Vorher-
sage beruht. Die Proteine sind nach der Effektstärke ihrer Akkumulation durchnummeriert. Pro-
teine, deren humane oder murine Orthologe als BACE1-Substrate bereits etabliert sind, sind fett 
geschrieben und grau hinterlegt (Hemming et al., 2009; Kihara et al., 2010; Kuhn et al., 2012; 
Zhou et al., 2012) . Proteine, für die für Proteinfamilienmitglieder der humanen oder murinen 
Orthologen, eine Proteolyse durch BACE1 vorgeschlagen wurde, sind fett geschrieben, aber 
nicht grau hinterlegt dargestellt (Hemming et al., 2009; Kuhn et al., 2012).  

 

# Proteinname Akkumulation Eind. Peptide Typ p-Wert

1 Protein lunapark-B 3,35 6 MP(2) 0,039

2 Amyloid beta (A4) protein b 3,08 5 I 0,002

3 Novel protein similar to vertebrate TMEM24 2,77 2 II 0,049

4 Novel protein similar to vertebrate OATC1 2,55 2 MP(4)* 0,013

5 UPF0451 protein C17orf61 homolog 2,43 4 MP(2) 0,007

6 Amyloid-like protein 2 2,04 6 I 0,027

7 Amyloid beta (A4) protein a 1,84 2 I 0,013

8 Zgc:73292 (CD-82-like) 1,80 4 MP(4)* 0,010

9 Leucine-rich repeat and fibronectin type III domain-containing protein 1 1,79 2 I 0,025

10 Novel protein similar to vertebrate GABRB3 1,77 4 MP(2)* 0,010

11 Novel protein similar to vertebrate glypican 1 1,73 3 GPI 0,005

12 Novel protocadherin protein 1,58 9 I 0,037

13 Transmembrane emp24 protein transport domain containing 7 1,55 4 I 0,016

14 Protein tweety homolog 3 1,55 4 MP(5)* 0,033

15 Microsomal prostaglandin E synthase 2 1,54 12 I 0,002

16 Plexin A3 1,53 29 I 0,021

17 Cleft lip and palate transmembrane protein 1 homolog 1,52 8 MP(5) 0,038

18 ATPase, Ca++ transporting, plasma membrane 4 1,50 41 MP(10) 0,174

19 Phosphoglycerate mutase family member 5 1,49 6 I 0,003

20 Zgc:63947 (Glypican-1 like) 1,49 19 GPI 0,031

21 Immediate early response 3-interacting protein 1 1,47 2 MP(2) 0,003

22 Uncharacterized transmembrane protein C1orf95 homolog 1,45 2 MP(2) 0,033

23 Novel protein similar to vertebrate synaptic vesicle glycoprotein 2C (SV2C) 1,44 7 MP(12) 0,035

24 Neural cell adhesion molecule L1.2 1,41 33 I 0,045
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5 Diskussion 

Der Morbus Alzheimer ist eine neurodegenerative Erkrankung, für die es bis heute kei-

ne kurative Therapie gibt (Finger, 2011; Huang and Mucke, 2012). Der molekulare Me-

chanismus der Pathologie von Morbus Alzheimer wird in der Bildung neurotoxischer 

Aβ-Oligomere gesehen (Selkoe, 2011). Diese entstehen durch Oligomerisierung der 

bei der regulierten Intamembran-Proteolyse von APP gebildeten Aβ-Monomeren 

(Hardy and Selkoe, 2002). 

Ziel dieser Arbeit war es, zwei Aspekte der regulierten Intramembran-Proteolyse mit 

Bezug zur Pathologie von Morbus Alzheimer zu untersuchen. Zum einen wurde die 

regulierte Intramembran-Proteolyse von APLP2, einem Homologen des APP, unter-

sucht. Dies sollte Aufschluss über die Gemeinsamkeiten und Unterschiede der Prozes-

sierung dieser zwei funktionell zumindest partiell redundanten Proteine bringen. Des 

Weiteren wurde versucht, neue Substrate der „Alzheimer Protease“ BACE1 in einem  

Zebrafischmodell in vivo unter Verwendung von proteomischen Techniken zu identifi-

zieren.  

5.1 Analyse der regulierten Intramembran-Proteolyse (RIP) 

von APLP2  

Auf Grund der zentralen Rolle, die die regulierte Intramembran-Proteolyse des Amyloid 

Precursor Proteins (APP) für die Alzheimer-Erkrankung spielt, wurde diese, wie in der 

Einleitung ausführlich diskutiert, sehr detailliert untersucht. So konnte früh gezeigt wer-

den, dass die Ektodomänenspaltung von APP von einer als α-Sekretase bezeichneten 

Metalloprotease-Aktivität (Esch et al., 1990; Sisodia et al., 1990) und einer als β-

Sekretase bezeichneten weiteren proteolytischen Aktivität (Haass et al., 1993; Seubert 

et al., 1993) katalysiert wird. Während bereits im Jahr 1999 die Identität der β-

Sekretase dem β-site APP-cleaving enzyme (BACE1) zugeordnet werden konnte 

(Hussain et al., 1999; Sinha et al., 1999; Vassar et al., 1999; Yan et al., 1999), war die 

Identität der α-Sekretase-Aktivität lange Zeit nicht abschließend geklärt. So wurde in 

verschiedenen Arbeiten die Identität der α-Sekretase ADAM9, ADAM10 oder ADAM17 

zugeordnet (Koike et al., 1999; Lammich et al., 1999; Slack et al., 2001). Erst 2010 

konnten Kuhn et al. abschließend zeigen, dass ADAM10 die konstitutive, physiologi-

sche α-Sekretase-Aktivität in verschiedenen Tumorzelllinien und in primären, kortikalen 

Neuronen darstellt (Kuhn et al., 2010). Die genauen Schnittstellen der verschiedenen 

proteolytischen Aktivitäten für APP sind schon seit längerem bekannt (Cao and Sudhof, 

2001; Kang et al., 1987; Sastre et al., 2001; Weidemann et al., 2002; Yu et al., 2001).  

Für das APP-Homolog APLP2 ist die Situation weniger eindeutig. Dass die APLP2-

Ektodomäne im Überstand von Zellen nachweisbar ist, wurde erstmals durch Thinaka-
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ran und Sisodia gezeigt (Thinakaran and Sisodia, 1994). Eine Ektodomänenspaltung 

von APLP2 durch BACE1, in Analogie zur Spaltung bei APP als β-Spaltung bezeich-

net, konnte aufgezeigt werden (Eggert et al., 2004; Li and Sudhof, 2004; Pastorino et 

al., 2004), eine Ektodomänenspaltung von APLP2 durch eine Metalloprotease-Aktivität, 

als α-Spaltung bezeichnet, ebenfalls (Eggert et al., 2004; Endres et al., 2005). Aller-

dings blieb in den Arbeiten von Eggert et al. beziehungsweise Endres et al. unklar, ob 

ADAM10 oder ADAM17 die physiologische α-Sekretase in Tumorzelllinien darstellt, da 

sowohl eine Überexpression von ADAM10, als auch eine Überexpression von ADAM17 

zu einer gesteigerten Ektodomänenspaltung von APLP2 in SKNMC-Zellen führte 

(Endres et al., 2005). Außerdem führte eine PMA-abhängige Aktivierung von ADAM17 

in HEK293-, SH-SY5Y- und SKNMC-Zellen ebenfalls zu einer erhöhten Ektodomä-

nenspaltung von APLP2 (Endres et al., 2005). Die Prozessierung von APLP2 in pri-

mären, kortikalen Neuronen wurde in keiner der vorliegenden Arbeiten analysiert. Le-

diglich die Arbeit von Pastorino et al. zeigt in vivo, dass die APLP2-Spaltung im Gehirn 

zum Teil BACE1-abhängig ist, adressiert aber in keiner Weise die Metalloprotease-

abhängige Prozessierung von APLP2 (Pastorino et al., 2004). Neben dieser Unklarheit 

bei der Identität der APLP2-α-Sekretase sind auch die Ektodomänen- sowie die γ-

Sekretase-Schnittstellen von APLP2 unbekannt (Jacobsen and Iverfeldt, 2009). Ein 

erstes Ziel der vorliegenden Arbeit war es, diese Aspekte der regulierten Intramemb-

ran-Proteolyse von APLP2 zu untersuchen. Zum einen sollte gezeigt werden, welche 

Metalloprotease für die konstitutive α-Spaltung von APLP2 in Tumorzelllinien und in 

primären Neuronen verantwortlich ist. Zum anderen sollten die exakten Schnittstellen 

der Ektodomänenspaltung von APLP2 bestimmt werden. Ein weiteres Ziel war die Be-

stimmung der γ-Sekretase-Schnittstellen von APLP2.         

5.1.1 sAPLP2 liegt als komplex glykosyliertes Protein vor  

Vor einer ausführlichen Analyse der proteolytischen Prozessierung von APLP2 wurden 

zunächst Vorversuche zur Identität der detektierbaren APLP2-Spezies durchgeführt. 

Es ist beschrieben, dass APLP2 in Form von bis zu fünf verschiedenen Isoformen ex-

primiert wird, von denen alle O-glykosyliert und drei auch mit Chondroitinsulfat-

glycosaminoglycan (CS GAG) modifiziert sein können (Lyckman et al., 1998; Slunt et 

al., 1994). Ein Alignment der beschriebenen APLP2 Isoformen ist mit Markierung der 

selektiven CS GAG-Modifikationsstelle in Abbildung 35 dargestellt. Eine   

N-Glykosylierung ist für APLP2 nicht beschrieben (Jacobsen and Iverfeldt, 2009).  
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Abbildung 35: Alignment der annotierten fünf Isoformen von APLP2. Fünf Isoformen von 
APLP2 sind in der Proteindatenbank Uniprot annotiert. Die Nummerierung der Aminosäuren 1 
bis 763 bezieht sich auf die längste Isoform 1. Alternative Splice-Stellen sind durch schwarze 
Striche eingezeichnet. Die gestrichelte Linie markiert eine Chondroitinsulfatglykosylierunsstelle, 
die durch Splicen von Exon 5 entsteht und somit nur in den APLP2 Isoformen 3-5 vorkommt. 
Die Lage der Transmembrandomäne ist angedeutet, ihre Annotierung entspricht der bei Uniprot 
angegebenen.  

 

APLP2 wurde im Rahmen dieser Arbeit im Western Blot in Form von zwei distinkten 

und einer diffusen Bande detektiert. Alle drei sind APLP2-spezifisch (Abbildung 11). 

Dies entspricht einem Laufverhalten, das bereits im Rahmen einer anderen Arbeit für 

sAPLP2 beschrieben wurde (Endres et al., 2005). In der Arbeit von Endres et al. wurde 

auf Grundlage der Arbeiten von Thinakaran und Sisodia (1994) beziehungsweise Slunt 

et al. (1994)  argumentiert, dass es sich bei der diffusen Bande um mit CS GAG modi-

fiziertes sAPLP2 und bei den zwei scharfen Banden um sAPLP2 und eine „verkürzte 

Version“ von sAPLP2 handelt (Endres et al., 2005; Slunt et al., 1994; Thinakaran and 

Sisodia, 1994). Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Deglykosylierungsexpe-

rimente haben dies bestätigt. So führte eine Behandlung des von SH-SY5Y-Zellen 

durch Ektodomänenspaltung gebildeten sAPLP2 mit Endoglykosidase-H nicht zu einer 

Änderung des Laufverhaltens der sAPLP2-Spezies, während eine Behandlung mit N-

Glykosidase F zu einer Erhöhung der Elektromobilität aller drei Proteinspezies führte. 

Auch nach der N-Glykosidase F-Behandlung sind weiterhin drei sAPLP2-Spezies de-

tektierbar (Abbildung 12). Hieraus kann geschlossen werden, dass alle drei sAPLP2-

Spezies komplex glykosyliert sind, da sie alle Endoglykosidase H-resistent sind. 

Die entsprechenden in vitro Deglykosylierungsexperimente für die Proteinlysate zei-

gen, dass alle drei detektierbaren Banden für volle-Länge APLP2 sowohl Endoglyko-

sidase H- als auch N-glykosidase F-sensitiv sind. Das bedeutet, dass die im Zelllysat 

detektierten APLP2-Spezies nicht komplex glykosyliert sind, sondern immature APLP2-

Spezies darstellen. 

Die Tatsache, dass auch nach der Entfernung der N-Glykosylierung durch N-

Glykosidase F noch drei Proteinspezies für volle-Länge-APLP2 und sAPLP2 detektier-

bar sind, zeigt, dass es sich bei den zwei scharfen Banden um unterschiedliche 

sAPLP2 Isoformen und nicht um unterschiedliche Glykosylierungszustände handelt. In 
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letzterem Fall würde man erwarten, dass nach der N-Glykosidase F-Behandlung der 

Proben nur noch eine scharfe Bande an Stelle der zwei scharfen Banden detektierbar 

wäre. Formal kann auf Grundlage dieser Ergebnisse noch nicht ausgeschlossen wer-

den, dass eine der beiden, den zwei scharfen Banden zugrunde liegenden APLP2 Iso-

formen, partiell auch mit CS GAG modifiziert vorliegt und damit insgesamt nur zwei 

unterschiedliche  sAPLP2 Isoformen im Rahmen dieser Arbeit detektiert wurden. Aller-

dings ist die plausiblere Interpretation der Daten, dass die drei detektierbaren APLP2-

Spezies auf mindestens drei verschiedene APLP2 Isoformen zurückgehen, nämlich 

Isoform 1 (obere scharfe Bande), Isoform 2 (untere scharfe Bande) und Isoform 3, 4 

und/oder 5 (diffuse Bande). Es wurde beschrieben, dass die CS GAG-positiven Iso-

formen vor allem in peripheren Zellen und im Bulbus olfactorius exprimiert werden, 

während die CS GAG-negativen Isoformen ubiquitär exprimiert werden (Thinakaran 

and Sisodia, 1994). Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit gewonnen Daten bestäti-

gen diese Beobachtung. Während in den Tumorzelllinien die CS GAG-positiven Isof-

ormen klar mit hoher Intensität detektierbar sind (Abbildung 11 bis Abbildung 16), sind 

die CS GAG-positiven Isoformen in den primären Neuronen nur schwach detektierbar 

(Abbildung 17 und Abbildung 18). Diese differentielle, gewebeabhängige Expression 

der verschiedenen APLP2Isoformen ähnelt der Situation bei APP, wo die verschiede-

nen Isoformen ebenfalls differentiell, gewebeabhängig exprimiert werden. So wird die 

695 Aminosäuren lange APPIsoform prädominant neuronal exprimiert, während die 

770 und die 751 Aminosäuren langen Isoformen  peripher stark exprimiert werden 

(Jacobsen and Iverfeldt, 2009). 

5.1.2 ADAM10 ist die konstitutive APLP2-α-Sekretase in verschiedenen 

Zelllinien und primären Neuronen 

Vier verschiedene Arbeiten haben die Ektodomänenspaltung von APLP2 bisher einge-

hender untersucht. Li und Südhof zeigen, dass in HEK293-Zellen eine Co-

Überexpression von APLP2 und der Protease BACE1 zu einer starken Ektodomä-

nenspaltung von APLP2 durch BACE1 führt (Li and Sudhof, 2004). Pastorino et al. 

bestätigen dieses Ergebnis durch eine Co-Überexpression von APLP2 und BACE1 in 

COS-7-Zellen. Außerdem zeigen sie, dass lösliches APLP2 in Gehirnlysaten von 

BACE1 Knock-out Mäusen signifikant um circa 50 % verringert ist, während es in Ge-

hirnlysaten von BACE1 überexprimierenden Mäusen um circa 100 % erhöht ist 

(Pastorino et al., 2004). Dies legt nahe, dass in vivo eine Prozessierung von APLP2 

durch BACE1 stattfindet. Eine Metalloprotease-abhängige Ektodomänenspaltung von 

APLP2 wurde von Kaden et al. (2005) beschrieben. Sie konnten zeigen, dass die Be-

handlung von verschiedenen Zelllinien mit dem Phorbolester PMA zu einer gesteiger-

ten Ektodomänenspaltung von APLP2 führt. Dies zeigt, dass die durch PMA über den 

PKC-Signalweg aktivierbare Metalloprotease ADAM17 die Ektodomänenspaltung von 

APLP2 katalysieren kann. Außerdem zeigen Kaden et al., dass die Ektodomänenspal-
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tung von APLP2 mit verschiedenen Metalloprotease-Inhibitoren, sowohl in PMA-

aktivierten, als auch in nicht-behandelten Zellen, verringert werden kann. Dies zeigt 

klar, dass es eine Metalloprotease-Aktivität gibt, die die proteolytische Prozessierung 

von APLP2 katalysiert. In Analogie zur Situation bei APP wird diese Aktivität auch als 

α-Sekretase-Aktivität bezeichnet. Kaden et al. (2005) beobachteten außerdem, dass 

sowohl eine Überexpression von ADAM10 als auch eine Überexpression von ADAM17 

zu einer verstärkten Ektodomänenspaltung von endogenem APLP2 in HEK293-Zellen 

führen. Des Weiteren zeigten sie, dass die Überexpression einer dominant-negativen 

Form von ADAM10 zu einer Reduktion der Ektodomänenspaltung von APLP2 führt. 

Zusammengefasst zeigten Kaden et al., dass eine APLP2-Ektodomänenspaltung von 

einer konstitutiven Metalloprotease-Aktivität katalysiert wird. Kaden et al. schlagen 

ADAM10 und ADAM17 als Kandidaten für diese als α-Sekretase bezeichnete Aktivität 

vor. Eggert et al. (2004) haben die Ektodomänenspaltung von APLP2 ebenfalls unter-

sucht. Sie haben den Ansatz gewählt, dass sie ein C-terminal stabilisiertes APLP2-

Konstrukt in HEK293-Zellen überexprimiert und dann die Bildung der C-terminalen 

APLP2-Fragmente (APLP2-CTFs) untersucht haben. CTFs sind, neben der löslichen 

Ektodomäne, das zweite Produkt der Ektodomänenspaltung von APLP2. Eggert et al.  

konnten zeigen, dass sich die Bildung der APLP2-CTFs sowohl veränderte, wenn sie 

die Zellen mit einem BACE1-Inhibitor behandelten, wie auch, wenn sie die Zellen mit 

einem Metalloprotease-Inhibitor behandelten. Dies zeigt wiederum, dass die Ektodo-

mänenspaltung von (zumindest überexprimiertem) APLP2 von BACE1 und einer Me-

talloprotease-Aktivität katalysiert werden kann. Außerdem haben Eggert et al. APLP2-

CTF-Konstrukte kloniert, exprimiert und im Western Blot mit den durch proteolytische 

Spaltung von stabilisiertem volle-Länge-APLP2 gebildeten CTFs verglichen. Hieraus 

schlossen sie, dass der APLP2 α-Schnitt in der Nähe von Arginin 678 der APLP2 Isof-

orm 1 und der β-Schnitt in der Nähe von Methionin 664 der APLP2 Isoform 1 stattfin-

det. Die Ektodomänenspaltung von APLP2 wurde bisher nicht in primären Neuronen 

untersucht. 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte nun untersucht werden, welchen Anteil α- 

und β-Schnitt an der konstitutiven Ektodomänenenspaltung von APLP2 haben. Des 

Weiteren sollte geklärt werden, ob ADAM10 oder ADAM17 oder gegebenenfalls eine 

andere Metalloprotease den konstitutiven α-Sekretase-Schnitt von APLP2 katalysiert. 

Dies sollte sowohl in Tumorzelllinien als auch in primären Neuronen untersucht wer-

den.                  

Zunächst wurde in SH-SY5Y-Zellen pharmakologisch untersucht, zu welchem Anteil α- 

und β-Schnitt zur Prozessierung von APLP2 endogen beitragen. Dabei wurde festge-

stellt, dass die Behandlung von SH-SY5Y-Zellen mit dem BACE1-Inhibitor C3 zu keiner 

signifikanten Reduktion der Ektodomänenspaltung von APLP2 führte, während eine 

Behandlung mit dem Breitband-Metalloprotease-Inhibitor TAPI zu einer signifikanten 



5 Diskussion  69 

 

Reduktion der Spaltung um über 75 % führte (Abbildung 13). Hieraus wurde geschlos-

sen, dass die Ektodomänenspaltung von APLP2 in SH-SY5Y-Zellen größtenteils von 

der α-Sekretase Aktivität kataylsiert wird. Das als Kontrollprotein ebenfalls untersuchte 

APP verhielt sich identisch (Abbildung 13). 

Um zu untersuchen, ob ADAM10 oder ADAM17 konstitutiv den α-Sekretase-Schnitt 

von APLP2 katalysiert, wurden ADAM10 und ADAM17 jeweils in SH-SY5Y-Zellen mit-

tels siRNA-Technologie ausgeschaltet. Dabei wurde festgestellt, dass nur das Aus-

schalten von ADAM10 zu einer signifikanten, Reduktion der Ektodomänenspaltung von 

APLP2 um cicra 75 % führte (Abbildung 14). In den Zellen mit stark verringerten 

ADAM17-Mengen wurde dagegen keine Reduktion der Ektodomänenspaltung von 

APLP2 festgestellt (Abbildung 14). Da die Reduktion der Ektodomänenspaltung von 

APLP2 in den Zellen mit ADAM10 Knock-down in ihrer Effektstärke der Reduktion der 

Ektodomänenspaltung von APLP2  in den, mit dem Metalloprotease-Inhibitor behandel-

ten Zellen entsprach, kann geschlossen werden, dass ADAM10 die Metalloprotease-

abhängige Spaltung von APLP2 in SH-SY5Y-Zellen katalysiert und damit die konstituti-

ve α-Sekretase darstellt. 

In HEK293-Zellen wurde der Versuch ebenfalls durchgeführt, um zu untersuchen, ob 

die oben diskutierten Beobachtungen zelllinienspezifisch sind. Dies war nicht der Fall. 

In HEK293-Zellen führt auch nur das Ausschalten von ADAM10 und nicht das Aus-

schalten von ADAM17 zu einer signifikanten Reduktion der APLP2-

Ektodomänenspaltung. Daraus wurde gefolgert, dass der oben gezogene Schluss, 

dass ADAM10 die konstitutive α-Sekretase in Tumorzelllinien darstellt, zutreffend ist. 

Der Versuch wurde ebenfalls noch einmal mit stabiler, shRNA-vermittelter Verringe-

rung der ADAM10-Menge durchgeführt. Dies diente zum einen der Überprüfung, ob in 

Zellen mit einer konstitutiven Verringerung der Menge von ADAM10 eine Kompensati-

on in Bezuge auf die APLP2-Spaltung stattfindet, zum anderen sollte ausgeschlossen 

werden, dass der beobachtete Effekt auf einen „off-target-Effekt“ der siRNAs zurückzu-

führen ist. Hierzu wurden SH-SY5Y-Zellen mit einem stabilen Knock-down von 

ADAM10 auf die Ektodomänenspaltung von APLP2 hin untersucht. Es wurde festge-

stellt, dass die Ektodomänenspaltung in den Zellen mit den stark verringerten 

ADAM10-Mengen wie erwartet signifikant reduziert war (Abbildung 15). Dies zeigt, 

dass die Zellen keinen Kompensationsmechanismus aufweisen, um ein dauerhaftes 

Fehlen der ADAM10-vermittelten APLP2-Spaltung zu auszugleichen.  

Außerdem wurden auch die bei der Ektodomänenspaltung entstehenden APLP2-CTFs 

im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersucht. Hierzu wurden SH-SY5Y-Zellen mit 

dem γ-Sekretase-Inhibitor DAPT behandelt, um den Abbau der APLP2-CTFs durch die 

γ-Sekretase zu inhibieren. Des Weiteren wurden die Zellen entweder mit einem 

BACE1-Inhibitor behandelt oder mit DMSO als Lösungsmittelkontrolle. Außerdem wur-

den sowohl für die BACE1-inhibierten als auch für die Kontrollzellen siRNA-vermittelte 
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Knock-downs von ADAM10 durchgeführt. Es wurden drei APLP2-CTFs detektiert 

(Abbildung 16). Zwei der drei Banden zeigten eine Elektromobilität, die einem Moleku-

largewicht von circa 10 kDa entspricht, wie dies bereits in verschiedenen Publikationen 

für APLP2-CTFs beschrieben ist (Endres et al., 2005; Li and Sudhof, 2004; Sala 

Frigerio et al., 2010). Die beiden APLP2-CTFs zeigten in ihrer Bildung eine klare 

BACE1- beziehungsweise ADAM10-Abhängigkeit. Das CTF mit der höheren Elektro-

mobilität und damit dem vermutlich geringeren Molekulargewicht wies eine ADAM10-

abhängige Produktion auf, das CTF mit der etwas geringeren Elektromobilität und dem 

damit vermutlich etwas höheren Molekulargewicht wurde BACE1-abhängig gebildet 

(Abbildung 16). Von der dritten detektierten CTF-Bande wird angenommen, dass es 

sich hierbei ebenfalls um eine Form von APLP2-CTF handelt, da diese Bande eben-

falls bei γ-Sekretase-Inhibition akkumuliert. Die Bildung dieser circa 8 kDa schweren 

APLP2-CTF-Spezies ist weder ADAM10- noch BACE1-abhängig und scheint damit auf 

den Schnitt von APLP2 durch eine weitere Protease zurückzugehen. Auch Eggert et al. 

haben bei einer Überexpression von stabilisiertem volle-Länge-APLP2 ein CTF ent-

sprechender Länge detektiert und es als α‘-like APLP2-CTF bezeichnet (Eggert et al., 

2004). Auf Grund der geringen Länge des „8 kDa APLP2-CTFs“ wäre es vorstellbar, 

dass es durch einen Rhomboid-abhängigen Schnitt produziert wird, wobei das durch 

den Rhomboid-Schnitt hypothetisch generierte CTF dann Substrat für die γ-Sekretase 

seien müsste, da das „8 kDa APLP2-CTF“ DAPT-abhängig akkumuliert (Urban and 

Dickey, 2011). Diese Hypothese ließe sich durch eine Analyse der APLP2 CTF-Bildung 

analog der im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgeführten Analyse unter Verwen-

dung von Rhomboid Knock-down Zelllinien überprüfen.  

Die Ektodomänenspaltung von APLP2 wurde in primären Neuronen bisher nicht unter-

sucht. Dabei ist diese vermutlich besonders relevant, wenn man den Phänotyp der 

APP/APLP1/APLP2-dreifach-Knock-out Maus in Betracht zieht. Diese zeigen eine fo-

kale kortikale Dysplasie, die vermutlich auf eine fehlerhafte Migration von Neuronen 

zurückgeht, welche allerdings wahrscheinlich nicht zellautonom ist (Bergmans et al., 

2010; Herms et al., 2004). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Ektodomä-

nenspaltung in primären Neuronen analog zu den Versuchen mit den Tumorzelllinien 

durchgeführt. Zunächst wurde untersucht, zu welchem Anteil α- und β-Sekretase-

Aktivität zur Ektodomänenspaltung von APLP2 in primären Neuronen beitragen. Primä-

re Neuronen wurden für diese Versuche aus dem Kortex von 16 Tage alten Mäu-

seembryonen gewonnen und für 7 Tage ex vivo in Kultur genommen. Anschließend 

wurden sie für jeweils 24 Stunden  mit pharmakologischen Inhibitoren behandelt. Eine 

Behandlung mit dem Breitband-Metalloprotease Inhibitor TAPI führte dabei zu einer 

statistisch signifikanten Reduktion der sAPLP2-Produktion um circa 35 %, während 

eine Behandlung mit dem BACE1-Inhibitor C3 zu einer Verringerung der sAPLP2-

Bildung um circa 60 % führte. Damit kann festgehalten werden, dass der Anteil der 

BACE1-abhängigen APLP2-Prozessierung in primären Neuronen höher ist als in den 



5 Diskussion  71 

 

untersuchten Tumorzelllinien. Dies entspricht der Prozessierung von APP in primären 

Neuronen und lässt sich mit den höheren BACE1-Mengen in den primären Neuronen 

erklären (Kuhn et al., 2010; Simons et al., 1996; Willem et al., 2006). Um zu untersu-

chen, ob auch in primären Neuronen analog zur Situation in den Tumorzelllinien 

ADAM10 die Metalloprotease-abhängige Spaltung von APLP2 konstitutiv katalysiert, 

wurde ADAM10 in den primären Neuronen mittels shRNA-Technologie ausgeschaltet. 

Dazu wurden die Neuronen mit Lentiviren transduziert, die für gegen ADAM10-mRNA 

gerichtete shRNAs codieren. Der erfolgreiche ADAM10 Knock-down führte dabei mit 

zwei unabhängigen shRNA-Sequenzen zu einer statistisch signifkanten Reduktion der 

sAPLP2-Menge um circa 30 % (Abbildung 18). Dies entspricht nahezu vollständig der 

Reduktion, die mit dem Metalloprotease-Inhibitor erreicht werden konnte. Die um circa 

5 % stärkere Reduktion der APLP2-Ektodomänenspaltung mittels des Metalloprotease-

Inhibitors ist vermutlich mit den verbleibenden ADAM10-Mengen in den ADAM10 

Knock-down Zellen zu erklären. Es kann damit geschlossen werden, dass ADAM10 

auch in primären Neuronen die konstitutive α-Sekretase-Aktivität darstellt.  

 

Es wurde damit in zwei verschiedenen Zelllinien (HEK293 und SH-SY5Y) und mit zwei 

verschiedenen Knock-down-Techniken (siRNA und shRNA) gezeigt, dass ADAM10 die 

konstitutive α-Sekretase in Tumorzelllinien darstellt. Außerdem wurde gezeigt, dass 

ADAM10 auch die konstitutive physiologische α-Sekretase in primären Neuronen ist. 

5.1.3 Bestimmung der Ektodomänenspaltstellen von APLP2 

Die Ektodomänenspaltstellen von APLP2 sind bisher nicht bestimmt worden (Jacobsen 

and Iverfeldt, 2009). Wie unter 5.1.2 diskutiert, gibt es lediglich einige Vermutungen 

hinsichtlich der Schnittstellen, die auf Grundlage der Größe der als Produkt der proteo-

lytischen Prozessierung von APLP2 beobachtbaren APLP2-CTFs aufgestellt wurden 

(Eggert et al., 2004). Wie oben ebenfalls diskutiert, schlossen Eggert et al. aus einem 

solchen Vergleich im Laufverhalten von künstlich generierten und durch natürliche Pro-

zessierung von volle-Länge-APLP2 entstehenden CTFs, dass der α-Schnitt von APLP2 

in der Nähe von Arginin 678 und der β-Schnitt in der Nähe von Methionin 664 der 

APLP2 Isoform 1 stattfindet. Bei dieser Art der Schnittstellenbestimmung ist aber natür-

lich anzumerken, dass diese sehr grob und eine aminosäuregenaue Bestimmung un-

möglich ist. Eine weitere Limitierung der Studie von Eggert et al. (2004) ist, dass die 

Spezifität der jeweiligen APLP2-CTFs in Bezug auf die Protease, auf die ihre Bildung 

zurückgeht, nicht näher untersucht wurde. Die Differenzierung zwischen α-APLP2-

CTF, β-APLP2-CTF und α‘-APLP2-CTF ging lediglich darauf zurück, dass CTFs ent-

sprechender Länge für das Homolog APP beschrieben wurden (Eggert et al., 2004). 

Dies stellt somit klar keine exakte Bestimmung der Ektodomänenschnittstellen dar. 

Betrachtet man die Länge der proteolytisch produzierten APLP2-Fragmente, so wie sie 

im Rahmen der vorliegenden Arbeit per Western Blot detektiert wurden, so kommt man 
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zu dem Schluss, dass der α-Schnitt näher an der Membran stattfindet als der β-Schnitt. 

Dies sieht man zum einen daran, dass die 115 kDA sAPLP2-Bande in Abbildung 17 bei 

C3-Behandlung eine geringfügig geringere Elektromobilität aufweist als bei TAPI-

Behandlung. Dies lässt sich dadurch erklären, dass die Bande unter Kontrollbedingun-

gen vermutlich eine Doppelbande aus α- und β-geschnittenem sAPLP2 darstellt. Die 

Behandlung mit C3 führt nun zur Inhibierung der Produktion der geringfügig tiefer lau-

fenden sAPLP2β-Bande, während die TAPI-Behandlung zur Inhibierung der Produktion 

der geringfügig höher laufenden sAPLP2α-Bande führt. Zum anderen weisen auch die 

Beobachtungen in Bezug auf die Produktion der APLP2-CTFs auf dieses Schnittmuster 

hin. So sieht man in Abbildung 16, dass die untere der beiden 10 kDa APLP2-CTF-

Banden beim ADAM10 „Knock-down“ nur noch mit stark verminderter Intensität detek-

tierbar ist, während die C3-Behandlung dazu führt, dass die obere 10 kDa APLP2-CTF-

Bande gar nicht mehr detektierbar ist. Da die CTFs die Gegenprodukte zu den 

sAPLP2-Spezies darstellen, weist eine längere CTF-Länge für das β-CTF darauf hin, 

dass die entsprechende β-Schnittstelle distaler von der Membran liegt, als die α-

Schnittstelle. Diese Beobachtung deckt sich mit der Beobachtung für die Ektodomä-

nen. Damit kann aus zwei unabhängigen Experimenten geschlossen werden, dass, wie 

bei APP, der α-Sekretase-Schnitt bei APLP2 näher an der Membran liegt als der β-

Sekretase-Schnitt.  

Ziel der vorliegenden Arbeit war es aber nicht nur, die Lage der beiden Schnitte relativ 

zueinander zu bestimmen, sondern auch, die genauen Schnittstellen zu identifizieren. 

Dazu wurde ein Ansatz gewählt, der eine massenspektrometrische Analyse der 

Schnittstellen zulässt. Da eine massenspektrometrische Analyse der gesamten Ekto-

domäne auf Grund der Heterogenität der Glykosylierung von sAPLP2 wenig auf-

schlussreich wäre und ein tryptischer Verdau in Abhängigkeit der Lage der Schnittstel-

len nicht zwingend zur Generierung eines aussagekräftigen und detektierbaren semi-

tryptischen Peptids führen würde, wurde ein anderer Ansatz gewählt. Es wurde, wie in 

Abbildung 19 schematisch dargestellt, ein APLP2-Konstrukt kloniert, das, wie in 4.1.2.1 

erklärt, die Generierung eines kurzen Peptids erlaubt, dessen N-Terminus konstant 

und bekannt ist und dessen C-Terminus durch die Ektodomänenspaltung des volle-

Länge-APLP2-Konstrukts bestimmt wird. Dieses Konstrukt wird immer noch wie endo-

genes volle-Länge-APLP2 von α-Sekretase geschnitten (Abbildung 20). Das Konstrukt 

wurde auf der Grundlage der APLP2 Isoform 1 kloniert (siehe 8.2.1.1) und weist damit 

keine CS-GAG Modifizierung auf (Abbildung 20 und Abbildung 35).  

Die massenspektrometrische Analyse ergab, dass bei endogenen Protease-Mengen 

zwei Peptide detektiert werden konnten, deren Sequenz auf der Grundlage ihrer Masse 

und der Kenntnis der Sequenz des APLP2-Konstrukts bestimmt werden konnte. Die 

Peptide waren indikativ für einen Schnitt des APLP2-Konstrukts nach Arginin 670 be-

ziehungsweise Glutamat 669 der APLP2 Isoform 1 (Abbildung 21). Zwei grundsätzlich 
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unterschiedliche Interpretationen dieser Beobachtung sind möglich. Zum einen ist es 

denkbar, dass die zwei direkt benachbarten Peptidbindungen von APLP2 unabhängig 

voneinander Substrate für die Ektdomänenspaltung durch eine oder mehrere proteoly-

tischen Aktivitäten sind. Zum anderen ist auch vorstellbar, dass die Ektodomänenspal-

tung die Peptidbindung von Arginin 670 und Valin 671 hydrolysiert und das entstehen-

de sAPLP2 von einer weiteren proteolytischen Aktivität, zum Beispiel einer Car-

boxypeptidase, C-terminal um eine Aminosäure trunkiert wird. Beide aufgeführten Sze-

narien sind in Abbildung 36 schematisch dargestellt. 

 

 

Abbildung 36: „Ein-Schnitt“ vs. „Doppel-Schnitt“ Szenario für die Ektodomänenspaltung 
von APLP2 C- und N-terminal von Arginin 670. Unter endogenen Protease-Bedingungen 
können massenspektrometrisch Peptide detektiert werden, welche auf sAPLP2-Spezies rück-
schließen lassen, die sich lediglich in einer Aminosäure an ihrem C-Terminus unterscheiden. 
Dies lässt sich durch zwei Szenarien erklären. In Szenario 1 wird das volle-Länge APLP2 je-
weils an einer der zwei benachbarten Peptidbindungen (AE-RV bzw. ER-VG) durch die in der 
Abbildung schematisch als Scheren dargestellten Proteasen hydrolysiert. Die beiden unabhän-
gigen Schnitte können in diesem Szenario von der gleichen oder auch von zwei unterschiedli-
chen Proteasen katalysiert werden. In Szenario 2 katalysiert eine Protease, oder möglicher-
weise auch verschiedene Proteasen, die Proteolyse der Peptidbindung ER-VG. Das entstehen-
de sAPLP2-Molekül (sAPLP2-R) wird dann von einer weitere proteolytischen Aktivität C-
terminal um eine Aminosäure trunkiert, das heißt die Peptidbindung zwischen Glutamat 669 und 
Arginin 670 wird durch diese zweite proteolytische Aktivität gespalten.  

 

Zur Unterscheidung zwischen den beiden Szenarien wurde das Experiment zur Be-

stimmung der APLP2-Schnittstellen mit folgender Modifikation wiederholt. Das Experi-

ment wurde zweimal parallel durchgeführt. In einem Fall wurde das Medium für 16 

Stunden auf den Zellen belassen. Im anderen Fall wurde das Medium alle drei Stunden 

gewechselt (insgesamt dreimal) und das abgenommene Medium eingefroren. Danach 

wurden die vereinigten 3-Stunden-Proben und die 16-Stunden-Probe wie beschrieben 

massenspektrometrisch untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass bei den 3-Stunden-

Proben das sAPLP2-Fragment überwiegt, das auf Arginin 670 endet (im Folgenden als 
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„sAPLP2-R“ bezeichnet). Bei den 16-Stunden-Proben kann dagegen das sAPLP2-

Fragment mit höherer Intensität detektiert werden kann, dass auf Glutamat 669 endet 

und im Folgenden als „sAPLP2-E“ bezeichnet wird (Abbildung 23). Diese Beobachtung 

weist daraufhin, dass Szenario 2 (siehe Abbildung 36) zutreffend ist. Während man bei 

Szenario 1 erwartet hätte, dass das Verhältnis zwischen den beiden detektierbaren 

sAPLP2-Fragmenten unabhängig von der Dauer der Inkubation des Mediums auf den 

Zellen identisch ist, da die Produktion der beiden Proteinspezies voneinander unab-

hängig ist, ist im Szenario 2 die Generierung von sAPLP2-E  klar von der Konzentrati-

on, und damit der Produktion, von sAPLP2-R abhängig. Damit würde man für Szenario 

2 vorhersagen, dass die Konzentration von sAPLP2-E im Verhältnis zur Konzentration 

von sAPLP2-R in Abhängigkeit der Inkubationsdauer des Mediums auf den Zellen so-

lange ansteigt, bis ein Gleichgewicht zwischen dem Abbau von sAPLP2-E und der Bil-

dung von sAPLP2-E aus sAPLP2-R eingetreten ist. Da dies ja wie oben diskutiert der 

Fall ist, kann davon ausgegangen werden, dass die Ektodomänenspaltung von APLP2 

unter endogenen Bedingungen hauptsächlich an der Peptidbindung C-terminal von 

Arginin 670 stattfindet und das entstehende sAPLP2-R von einer proteolytischen Aktivi-

tät C-terminal trunkiert wird. Dieser Verkürzung könnte eine wichtige physiologische 

Funktion zukommen. So ist zum Beispiel bekannt, dass bestimmte Prohormone durch 

das Abspalten eines C-terminalen Arginins oder Lysins in ihre aktive Form umgewan-

delt werden (Steiner, 1998).              

Um festzustellen, ob die gefundene Schnittstelle der α-Sekretase-Schnittstelle ent-

spricht, wurde eine massenspektrometrische Schnittstellenbestimmung unter Co-

Überexpression von ADAM10 und BACE1 durchgeführt. Dabei wurde festgestellt, dass 

eine Co-Überexpression von ADAM10 das detektierbare Spektrum qualitativ nicht ver-

ändert. Es wurde allerdings mittels Western Blot gezeigt, dass bei der ADAM10 Co-

Überexpression mehr sAPLP2-TEV-FLAG gebildet wird (Abbildung 21A). Parallel dazu 

führte die Co-Überexpression von ADAM10 auch reproduzierbar zu erhöhten Intensitä-

ten der detektierbaren sAPLP2-Peptid-Peaks in der Massenspektrometrie (Abbildung 

21B). Daraus wurde geschlossen, dass die APLP2-Ektodomänenspaltstelle nach Argi-

nin 670 der α-Sekretase-Schnittstelle entspricht.  

Die Co-Überexpression von BACE1 führte wie erwartet und mittels Western Blot detek-

tiert zu einem starken Anstieg der sAPLP2-TEV-FLAG-Menge (Abbildung 21A). Bei 

diesem Versuch änderte sich das detektierbare Spektrum qualitativ so, dass nur noch 

ein APLP2-Peptid detektierbar war, das auf Leucin 659 endet (Abbildung 21B). Damit 

stellt die Peptidbindung zwischen Leucin 659 und Asparaginsäure 660 die β-

Schnittstelle von APLP2 dar. Dass sich im Fall der BACE1-Co-Überexpression kein 

durch α-Sekretase geschnittenes APLP2 mehr detektieren lässt, ist, wie im Ergebnisteil 

bereits diskutiert, am besten damit zu erklären, dass überexprimiertes BACE1 bereits 

im trans-Golgi-Apparat schneiden kann (Yan et al., 2001) und damit nur noch so gerin-
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ge Mengen des sAPLP2α gebildet werden, die für eine Detektion nicht mehr ausrei-

chend sind. Dass das β-Sekretase-abhängig gebildete APLP2-Peptid unter Kontrollbe-

dingungen massenspektrometrisch nicht detektiert werden kann, ist vermutlich darauf 

zurückzuführen, dass der Anteil des β-Schnitts an der  APLP2-Prozessierung in Tu-

morzellen sehr gering ist (siehe C3-Experiment in Abbildung 13) und die resultierende 

Peptidkonzentration damit vermutlich unterhalb der Detektionsgrenze liegt. Außerdem 

ist es gut möglich, dass das β-Sekretase-abhängig gebildete APLP2-Peptid eine 

schlechtere Ionisierbarkeit aufweist als das α-Sekretase-abhängig gebildete APLP2-

Peptid. Letzteres lässt sich auch damit belegen, dass die Gesamtionenzahl in der 

massenspektrometrischen Aufnahme der TEV-Protease-abhängig gebildeten APLP2-

Peptide der BACE1 co-überexprimierenden Zellen reproduzierbar niedriger war, als die 

unter Kontrollbedingungen für die APLP2-Peptide detektierbare Gesamtionenzahl 

(Abbildung 21B), während der absolute Anteil an produziertem sAPLP2-TEV-Flag bei 

der Co-Überexpression von BACE1 im Vergleich mit der Kontrollbedingung sehr stark 

erhöht war, wie mittels Western Blot gezeigt werden konnte (Abbildung 21A). Dies 

weist ganz klar auf eine schlechtere Ionisierbarkeit des β-APLP2-Peptids hin.     

Vergleicht man die Lage der Ektodomänenspaltstellen von APP und APLP2, so fällt als 

erste Gemeinsamkeit auf, dass bei beiden Substraten die α-Schnittstellen näher an der 

Transmembrandomäne liegen als die β-Schnittstellen (Abbildung 37). Dies ist nicht 

zwingend erforderlich, wie das Beispiel von P-selectin glycoprotein ligand-1 zeigt 

(Lichtenthaler et al., 2003). Auffällig ist, dass der Abstand der APLP2-α-Schnittstelle 

von der annotierten Transmembrandomäne mit 22 Aminosäuren größer ist als für die 

APP-Schnittstelle mit 12 Aminosäuren. Die APLP2-β-Schnittstelle liegt ebenfalls dista-

ler von der Transmembrandomäne als die APP-β-Schnittstelle. Allerdings gilt es zu 

bedenken, dass die APP-Transmembrandomäne N-terminal durch ein positiv gelade-

nes Lysin klar begrenzt ist, während die annotierte APLP2-Tranmembrandomäne N-

terminal nicht so klar definiert ist, da noch sechs Aminsosäuren N-terminal der anno-

tierten APLP2-Transmembrandomäne keine Ladung tragen (Abbildung 37A). Es könn-

te also sein, dass die reale APLP2-Transmembrandomäne etwas N-terminaler beginnt 

und damit der Unterschied in der Lage der α- und β-Schnittstelle relativ zur Membran 

nicht so groß ist. Zur experimentellen Bestimmung der APLP2-Transmembrandomäne 

ließe sich zum Beispiel ein Cystein-Mutagenese-Scan durchführen, wie dies bereits 

erfolgreich für APP durchgeführt wurde (Grziwa et al., 2003).   

Betrachtet man die Sequenzmotive der α- und β-Schnittstelle von APLP2 so fallen 

Ähnlichkeiten zu anderen bekannten Substraten auf. Die APLP2  α- und damit 

ADAM10-Schnittstelle weist in der P1 Position ein positiv geladenes Arginin auf. Ein 

positiver Rest an der P1-Stelle ist typisch für einen ADAM10-Schnitt. So schneidet 

ADAM10 zum Beispiel Epidermal growth factor (EGF), N-cadherin und Low affinity 

immunoglobulin epsilon Fc receptor (CD23) ebenfalls nach einem Arginin, während es 
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zum Beispiel Tumor necrosis factor ligand superfamily member 6 (FasL) und APP nach 

einem ebenfalls positiv geladenen Lysin schneidet (siehe Abbildung 37B und Caescu 

et al., 2009). Ein typisches, wenn auch nicht zwingend erforderliches, Sequenzmotiv 

für einen β-Schnitt stellt eine negativ geladene Aminosäure an P1‘ dar. Diese 

Sequenzeigenschaft kann zum Beispiel bei APP, APLP1, Neural cell adhesion 

molecule L1-like protein (CHL1) oder Neural cell adhesion molecule L1 (L1) beobachtet 

werden (Abbildung 37C).   

Vergleicht man die gefundenen Schnittstellen mit den von Eggert et al. vorhergesagten 

Schnittstellen, so ist festzuhalten, dass die von Eggert et al. vorhergesagten grob zu-

treffend, aber nicht exakt richtig sind (Abbildung 37A, Eggert et al., 2004).  

 

 

Abbildung 37: Übersicht zu den APLP2-Ektodomänenschnittstellen. (A) Alignment 
von humanem APP und humanem APLP2. Die bekannten α- und β-Schnittstellen für 
APP und die im Rahmen dieser Arbeit bestimmten Schnittstellen sind markiert. Des 
Weiteren ist die Transmembrandomäne von APP und APLP2 entsprechend der 
Uniprot-Annotierung markiert (TMD). Die Nummerierung bezieht sich auf die APLP2 
Isoform 1. Die von Eggert et al. (2004) vorgeschlagenen Regionen für den α- und β-
Schnitt von APLP2 sind markiert. (B+C) Übersicht über ausgewählte ADAM10- bezie-
hungsweise BACE1-Schnittstellen (Caescu et al., 2009). Der Strich markiert jeweils die 
von der entsprechenden Protease hydrolysierte Peptidbindung.   

 

5.1.4 Analyse des heterogenen γ-Sekretase-Schnitts von APLP2 

Im Unterschied zur Ektodomänenspaltung von Membranproteinen ist die γ-Sekretase-

abhängige Prozessierung der durch diese Ektodomänenspaltung entstehenden C-

terminalen Fragmente in der Regel sehr heterogen. Mechanistisch beginnt die γ-

Sekretase-abhängige Intramembranproteolyse mit einem sogenannten ε-Schnitt im C-

terminalen Bereich der Substrat-Transmembrandomäne, der zur Freisetzung der intra-

zellulären Domäne führt (Sastre et al., 2001). Der in der Membran verbleibende 

„Stummel“ wird daraufhin schrittweise weiter geschnitten, bis ein kurzes Peptid ent-

steht, das aus der Membran in den extrazellulären Raum freigesetzt wird (Haass et al., 
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2012). Im Falle der proteolytischen Prozessierung von APP ist dieses Peptid, wie oben 

diskutiert, das neurotoxische Aβ-Peptid. Während für APP die exakten ε- und γ-

Schnittstellen bekannt sind (Haass et al., 2012), wurde für APLP2 bisher ausschließlich 

die ε-Schnittstelle bestimmt (Gu et al., 2001). Im Rahmen dieser Arbeit wurden nun 

erfolgreich die γ-Sekretase-Schnittstellen von APLP2 bestimmt (siehe 4.1.2.2). Deren 

Lage ist in Abbildung 38A dargestellt. Die Spezifität der Schnittereignisse durch  

γ-Sekretase wurde über die Inhibierbarkeit der Schnitte mittels  des γ-Sekretase-

Inhibitor Merck A gezeigt. Dass sie kein Artefakt des verwendeten APLP2-CTF-

Konstrukts sind, wurde durch Verwendung von zwei unterschiedlichen Konstrukten 

gezeigt. Betrachtet man das heterogene γ-Sekretase-Schnittmuster von APLP2, so 

verwundert zunächst die relativ große Heterogenität der Schnittstellen im Vergleich 

zum üblicherweise für den γ-Sekretase-Schnitt von APP dargestellten Muster von „nur“ 

Aβ-38, Aβ-40 und Aβ-42. Betrachtet man aber massenspektrometrische Aufnahmen 

von Aβ, das von HEK293-Zellen sekretiert wird, so ähneln die detektierbaren Spektren 

in ihrer Heterogenität denen der APLP2-Peptide (Murphy et al., 1999). 

 

Abbildung 38: Lage der γ-Sekretase-Schnittstellen in APP und APLP2. (A) Align-

ment der Transmembrandomänen (TMD, dunkelgrau hinterlegt) und des Juxtamem-
branbereichs von APP und APLP2. Die bekannten und die im Rahmen dieser Arbeit 
bestimmten α-, γ- und ε-Schnittstellen sind markiert. Die Nummerierung entspricht  der 
APLP2 Isoform 1. Der hell-grau hinterlegte Bereich markiert den direkt an die TMD 
anschließenden Juxtamembranbereich von APLP2 in dem keine geladenen Aminosäu-
ren vorkommen und der damit potentiell noch zur Transmembrandomäne gehören 
könnte.   

 

Der größte Unterschied zwischen der Lage der γ-Sekretase-Schnittstelle von APP und 

der von APLP2 liegt im Abstand zur vorhergesagten Transmembrandomäne der jewei-

ligen Proteine. Während der Haupt-γ-Sekretase-Schnitt von APP, der in der Produktion 

von Aβ-40 resultiert, 12 Aminosäuren vom N-terminalen Beginn der APP-

Transmembrandomäne entfernt liegt, liegt der Haupt-γ-Sekretase-Schnitt von APLP2 

zwischen Leucin 698 und Leucin 699 nur 6 Aminosäuren vom N-terminalen Beginn der 

Transmembrandomäne entfernt (Abbildung 38A). Allerdings gilt auch hier wiederum, 

wie für die relative Lage der Ektodomänenspaltstellen, dass die N-terminale Begren-

zung der Transmembrandomäne von APLP2 unklar ist und es gut seien kann, dass 

diese um 6 Aminosäuren N-terminal des annotierten Beginns liegt (Abbildung 38A). In 

diesem Fall wären beide Haupt-Schnittstellen circa 12 Aminosäuren vom Beginn der 

Transmembrandomäne entfernt. 
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Es ist bekannt, dass verschiedene Presenilin-Mutationen die Prozessierung von APP-

CTFs beeinflussen können (Steiner, 2008). Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, 

dass in Zellen, die die Presenilin-1 Mutation L166P aufweisen, das γ-Sekretase- 

Schnittmuster des APLP2-CTF dahingehend verändert ist, dass analog zur Situation 

für APP längere Aβ-ähnliche Peptidspezies entstehen (Abbildung 27). Dies könnte, wie 

unten ausführlicher diskutiert, eine Verwendung von Aβ-ähnlichen APLP2 Peptiden als 

Biomarker für den Morbus Alzheimer interessant machen.               

5.1.5 Relevanz der gefundenen Ergebnisse  

Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass ADAM10 die konstitutive physiologische 

α-Sekretrase von APLP2 ist. Außerdem wurden die Ektodomänenschnittstellen von 

APLP2 durch ADAM10 und BACE1 bestimmt. Des Weiteren wurden die γ-Sekretase- 

Schnittstellen für APLP2 und damit indirekt die Sequenz des Aβ-ähnlichen APLP2-

Peptids bestimmt. Diese Ergebnisse sind nach aktueller Einschätzung vor allem für 

zwei Fragestellungen relevant.  

Zum einen sind die Ergebnisse für die Erforschung der physiologischen Funktion der 

APP-Familienmitglieder relevant. Erst die Bestimmung der APLP2 α- und β-

Schnittstellen erlaubt zum Beispiel die Generierung eines Mausmodells, in dem 

sAPLP2α oder sAPLP2β in einem APP-/- APLP2-/- Hintergrund exprimiert werden 

können. Der Vergleich der  Phänotypen eines solchen Mausmodells mit den Ergebnis-

sen entsprechender Versuche für sAPPα beziehungsweise sAPPβ (die Expression von 

sAPPα im APP-/- APLP2-/- Hintergrund führt, wie oben diskutiert, zu einer partiellen 

Rettung, die Expression von sAPPβ zu gar keiner Rettung der perinatalen Lethalität 

der APP -/-, APLP2 -/- Mäuse; Wayer et al. 2011, Li et al. 2010) könnte zum Beispiel 

beweisen, dass in der Tat exklusiv der α-Schnitt von APP und APLP2 zur Rettung der 

perinatalen Lethalität der Doppel-knock-out Mäusen führt und damit wichtige funktio-

nelle Schlüsse erlauben. Außerdem können durch die Bestimmung der APLP2-

Ektodomänenschnittstellen schnittstellenspezifische Antikörper generiert werden, die 

wiederum wertvolle Werkzeuge für verschiedene Versuche zur Untersuchung der phy-

siologischen Bedeutung von APLP2 darstellen. Ein Beispiel für eine solche Untersu-

chung wäre die Analyse, ob eine Kompensation zwischen dem APP- und dem APLP2-

α-Schnitt stattfindet. 

Zum anderen könnten die erzielten Ergebnisse eine Relevanz für die Entwicklung neu-

er Biomarker zur frühen Detektion von Morbus Alzheimer haben. So ist zum Beispiel 

für das Aβ-ähnliche APLP1-Peptid gezeigt worden, dass dessen Menge im CSF in ein-

geschränktem Maße die Unterscheidung zwischen sporadischen Alzheimerfällen und 

nicht-dementen Kontrollsubjekten erlaubt (Yanagida et al., 2009). Der Vorteil einer 

Verwendung der Menge von Aβ-ähnlichen APLP1- beziehungsweise APLP2-Peptiden 

als Biomarker für die Detektion von Morbus Alzheimer gegenüber der Messung von 
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Aβ-Mengen ist, dass diese Peptide im Unterschied zu Aβ im Verlauf der Pathogenese 

von Morbus Alzheimer nicht aggregieren und ihre Menge im CSF damit einen guten 

Marker für die Produktion von Aβ im Gehirn darstellen. Dies setzt natürlich voraus, 

dass die Mechanismen der Aβ-Produktion und der Produktion des jeweils gemessenen 

Peptids möglichst ähnlich sind. Da im Rahmen dieser Arbeit gezeigt wurde, dass 

APLP2 sehr ähnlich wie APP durch ADAM10, BACE1 und γ-Sekretase prozessiert 

wird, ist davon auszugehen, dass die Messung der Menge des Aβ-ähnlichen APLP2-

Peptids  eine Aussage über die Produktionsmenge von Aβ im Gehirn erlaubt. Der mög-

liche Vorteil einer Messung der Menge von Aβ-ähnlichen APLP2-Peptiden im CSF als 

Biomarker für Morbus Alzheimer gegenüber den Aβ-ähnlichen APLP1-Peptiden be-

steht darin, dass APLP1 vermutlich ein exklusives BACE1-Substrat ist und damit eine 

Kompetition zwischen ADAM10-abhängiger und BACE1-abhängiger Ektodomä-

nenspaltung keinen Einfluss auf die detektierbaren Aβ-ähnlichen APLP1-Peptidmenge 

hat (Yanagida et al., 2009, unveröffentlichte eigene Daten). Da aber gezeigt wurde, 

dass eine moderate Erhöhung der ADAM10-Menge zumindest im Tiermodell die Aβ-

Produktion soweit verringern kann, dass signifikant weniger Aβ-Plaques gebildet wer-

den, ist es für einen Biomarker für Morbus Alzheimer vorteilhaft, wenn er auch der 

ADAM10-Aktivität Rechnung trägt (Postina et al., 2004). 

Des Weiteren trägt die genaue Analyse der Schnittstellen von APLP2 auch zu einem 

besseren Verständnis der Sequenzspezifizität der beteiligten Proteasen bei.  

  

5.2 Proteomische Analyse von BACE1 -/-  Zebrafischen 

Die Inhibierung der β-Sekretase BACE1 ist, wie in der Einleitung diskutiert, ein potenti-

elles Verfahren für die Prävention und Therapie des Morbus Alzheimer (siehe 2.1.6). 

Es wird angenommen, dass diese Therapieform relativ nebenwirkungsarm ist (De 

Strooper et al., 2010; Kandalepas and Vassar, 2012). Diese Vermutung beruht vor al-

lem auf der Tatsache, dass BACE1 -/- Mäuse keine offensichtlichen Phänotypen in 

Bezug auf Verhalten, neuromuskuläre Funktion, Gewebsmorphologie, Histologie, Blut 

oder Urinchemie zeigen (Luo et al., 2001; Roberds et al., 2001). Bei genauerer Analyse 

der Mäuse wurde allerdings eine Hypomyelinisierung des peripheren Ischiasnervs und 

des zentralen optischen Nervs festgestellt (Hu et al., 2006; Willem et al., 2006). Des 

Weiteren wurde bei den BACE1 -/- Mäusen eine erhöhte Anzahl spontaner  und mittels 

Kainsäure induzierbarer epileptischer Anfälle nachgewiesen (Hitt et al., 2010; 

Kobayashi et al., 2008). Die Substrate, deren BACE1-abhänge Proteolyse für die je-

weiligen Phänotypen verantwortlich sind, sind mit Ausnahme von korrelativen Erkennt-

nissen über die Relevanz von Neuregulin-1 für den Hypomyelinisierungs-Phänotyp 

noch weitgehend unbekannt (Kandalepas and Vassar, 2012; Willem et al., 2006). Für 

eine bessere Abschätzung der Nebenwirkungen einer BACE1-Inhibition wäre es sehr 
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hilfreich, möglichst alle physiologisch im Gehirn prozessierten BACE1-Susbtrate und 

die durch sie mediierte Funktion zu kennen. 

Verschiedene Arbeiten haben es sich in der Vergangenheit zum Ziel gemacht, BACE1-

Substrate zu identifizieren. So konnten mittels Kandidatenansatz Golgi-localized 

membrane-bound a 2,6-sialyltransferase (ST6Gal I) (Kitazume et al., 2005; Kitazume 

et al., 2001), Interleukin-1 type II receptor (IL1R2) (Kuhn et al., 2007), P-selectin-

glycoprotein ligand-1 (Lichtenthaler et al., 2003), APLP1 und APLP2 (Eggert et al., 

2004; Li and Sudhof, 2004; Pastorino et al., 2004), Low-density lipoprotein receptor-

related protein (von Arnim et al., 2005), Prostaglandin E snythase-2 (Kihara et al., 

2010) und Voltage-gated sodium channel b1-4 subunits (Navb1-4) (Wong et al., 2005) 

als BACE1-Substrate identifiziert und validiert werden.  

Drei sogenannte „unbiased approaches“ (aus dem Englischen etwa „unvoreingenom-

mene Ansätze“) zur Ermittlung von BACE1-Substraten wurden bisher unternommen. 

Hemming et al. haben BACE1 in HEK293-Zellen überexprimiert und den Zellüberstand 

dieser Zellen mittels Massenspektrometrie mit dem Zellüberstand von Wildtyp-Zellen 

verglichen und dabei 68 potentielle BACE1-Substrate identifiziert (Hemming et al., 

2009). Allerdings muss die Relevanz dieser Substrate als physiologische BACE1-

Substrate im Gehirn in Frage gestellt werden, da das verwendete System (Verwen-

dung von Tumorzelllinien, Überexpression von BACE1, serumfreie Inkubation) sehr 

artifiziell ist. Um zumindest zwei der besonders artifiziellen Faktoren zu ersetzen, wur-

de kürzlich eine Studie durchgeführt, bei der primäre Neuronen mit einem β-Sekretase-

Inhibitor behandelt wurden und die Sekretion von Proteinen durch Ektodomänenspal-

tung in den serumfreien Zellüberstand massenspektrometrisch untersucht wurde (Zhou 

et al., 2012). Sogar alle drei artifiziellen Faktoren der Analyse von Hemming et al. 

(2009) wurden, in einer ebenfalls erst kürzlich publizierten Studie, durch die Entwick-

lung einer neuen Technik überwunden. Durch die metabolische Markierung von pri-

mären Neuronen konnten in dieser Studie durch proteolytische Spaltung generierte 

Ektodomänen aus dem serumhaltigen Zellüberstand aufgereinigt und damit massen-

spektrometrisch untersucht werden (Kuhn et al., 2012). Analog zur Analyse von Zhou 

et al., verwendeten auch Kuhn et al. eine Inhibition von BACE1 durch den Inhibitor C3 

um BACE1-Substrate zu indentifizieren. Insbeondere der von Kuhn et al. gewählte An-

satz lieferte auf Grund seines sehr physiologischen Aufbaus ein äußerst robustes Da-

tenset von 34 putativen BACE1-Substraten (Kuhn et al., 2012).  

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein anderer Ansatz gewählt, um unvorein-

genommen BACE1-Susbtrate zu identifizieren. Im Gegensatz zu den oben aufgeführ-

ten ex vivo Studien war es dabei das Ziel, BACE1-Substrate in vivo zu identifizieren. 

Dies, so die Hypothese, sollte zu einer vermehrten Identifikation physiologisch relevan-

ter Substrate von BACE1 führen, da die Mikro- und Makroumgebung der Neuronen im 

intakten Gehirn im Gegensatz zur Zellkultur physiologisch ist. Der Ansatz basierte auf 
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der Hypothese, dass BACE1-Substrate in BACE1 -/- Gehirnen akkumulieren, wie dies 

zum Beispiel für Neuregulin-1 in BACE1 -/- Mäusen bereits beschrieben wurde (Willem 

et al., 2006). 

Als Organismus für die Identifikation von potentiellen BACE1-Substraten wurde der 

Zebrafisch gewählt. Der Zebrafisch ist ein in der Forschung von neurodegenerativen 

Erkrankungen immer wichtiger werdender Modellorganismus dessen proteomische 

Analyse bisher weitestgehend auf 2D Gelelektrophorese basierte Methoden be-

schränkt blieb (Bandmann and Burton, 2010; Forne et al., 2010; Paquet et al., 2009). 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten deshalb sowohl neue Methoden für die 

Analyse des Zebrafisch-Proteoms etabliert werden als auch erstmals BACE1-Substrate 

in vivo identifiziert werden.   

5.2.1 Identifikation von BACE1-Substraten im Gesamtproteinlysat von 6 

Tage alten Zebrafischlarven 

Zunächst war also das Ziel, eine gelfreie, möglichst quantitative Analyse von Proteinen 

des Zebrafischproteoms zu etablieren. Hierzu wurden zunächst sechs Tage alte 

BACE1 -/- Larven analysiert, da diese hohe BACE1-Mengen aufweisen (unveröffent-

lichte Daten des Kollaborationspartners). Als Methode wurde die Filter-unterstützte 

Probenvorbereitung (FASP) in Kombination mit einer Stage-Tip-basierten Anionenaus-

tauschchromatographie (SAX) gewählt, da sich dieses Verfahren in Mäusen als be-

sonders erfolgreich für die Analyse von Membranproteinen erwiesen hat (Wisniewski et 

al., 2009a). Zur Quantifizierung wurde die Dimethyl-Markierung gewählt, da zum einen 

eine SILAC-basierte Markierung im Zebrafisch nicht mit ausreichender Effizienz mög-

lich ist und zum anderen die Dimethyl-Markierung eine kostengünstige, universell ein-

setzbare Technik zur proteomischen Quantifizierung darstellt (Boersema et al., 2009; 

Westman-Brinkmalm et al., 2011).    

Bei der Analyse von Pools à 15 Wildtyp- und 15 BACE1 -/- Larven (n=3) konnten ins-

gesamt 3578 Proteine mit einer Falsch-Positiv-Rate von weniger als 1% identifiziert 

werden, 2513 davon mit mindestens zwei eindeutigen Peptiden. Diese Anzahl an Pro-

teinidentifikationen war zum Zeitpunkt der Analyse die mit Abstand höchste Anzahl an 

Proteinen, die bislang aus Zebrafischembryonen identifiziert werden konnte. Allerdings 

wurde im Februar 2012 eine Analyse von 24-32 Stunden alten Zebrafischembryonen 

veröffentlicht, die ebenfalls durch eine Kombination der im Rahmen dieser Arbeit ver-

wendeten FASP- und SAX-Technik eine Identifikation von 2267 Proteinen mit mindes-

tens zwei eindeutigen Peptiden erreichten (Lossner et al., 2012). Dies zeigt, dass die 

Kombination aus FASP und SAX in der Tat eine sehr gute Möglichkeit zur proteomi-

schen Analyse von Zebrafischembryonen beziehungsweise -larven darstellt, die eine 

bisher unerreichte proteomische Tiefe der Analyse erlaubt. Es ist dabei anzumerken, 

dass die im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten Proben mittels Dimethylie-
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rung modifiziert und die Proben von „leicht“ markierten Wildtyplarven und „schwer“ 

markierten BACE1 -/- Larven vermischt wurden. Dadurch wurde die Komplexität der 

Proben mindestens um einen Faktor zwei (vollständige Markierung vorausgesetzt)  

oder sogar einen Faktor drei (bei partiell unvollständiger Dimethylierung)  erhöht, was 

zwangsläufig zu einer reduzierten Anzahl an Proteinidentifikationen führt. In der Tat 

führte eine nicht in die vorliegende Arbeit eingebrachte, markierungsfreie Analyse von 

sechs Tage alten Zebrafischlarven mittels einer Kombination von FASP und SAX sogar 

zur Identifizierung von über 7000 Proteinen von denen 6599 Proteine mit mindesten 

zwei eindeutigen Peptiden identifiziert werden konnten (unveröffentlichte Daten).  

Betrachtet man die Quantifizierung der Proteine in den BACE1 -/- Zebrafischlarven 

relativ zu den Wildtyplarven ergaben sich kaum starke Änderungen der Proteinmenge 

der 1905 quantifizierbaren Proteine (Abbildung 29A, B). Bei der quantitativen Analyse 

der intrinsischen Membranproteine zeigt nur eines eine nach den im Rahmen dieser 

Arbeit gewählten Kriterien, eine signifikante Anreicherung um mindestens 40 % 

(EpCAM).  

Leider konnte in der proteomischen Analyse kein bekanntes BACE1-Substrat detektiert 

und quantifiziert werden, womit eine Positivkontrolle des Versuchsaufbaus fehlte. 

Trotzdem wurde das auffallend stark akkumulierende EpCAM in Bezug auf eine mögli-

che Proteolyse durch BACE1 hin untersucht, da die Relevanz einer solchen Proteolyse 

in der Onkologie sehr hoch seien könnte.  

EpCAM ist ein homophiles, Ca2+-unabhängiges Adhäsionsmolekül, das in einer Viel-

zahl von Karzinomen verstärkt exprimiert ist (Balzar et al., 1999; Forne et al., 2010; 

Litvinov et al., 1994). Die regulierte Intramembran-Proteolyse von EpCAM durch 

ADAM17 und die γ-Sekretase führt zur Freisetzung einer löslichen Ektodomäne 

(sEpCAM oder EpEx) die über den β-Catenin Signalweg pro-proliferative Signale ver-

mittelt (Maetzel et al., 2009). Die durch die regulierte Intramembran-Proteoylse ausge-

löste Freisetzung der intrazellulären Domäne von EpCAM (EpCAM-ICD oder EpICD) 

führt ebenfalls zu einer pro-proliferativen Signalkaskade in deren direkter Konsequenz 

es zu einer Expressionssteigerung des Onkogens c-myc kommt (Maetzel et al., 2009; 

Munz et al., 2009). Aus diesen Beobachtungen lässt sich schließen, dass eine Ekto-

domänenspaltung von EpCAM durch eine andere Protease als ADAM17 vermutlich 

ebenfalls zu pro-proliferativen Effekten führen würde. Dies sollte zumindest über den 

ICD-Signalweg der Fall sein, da die γ-Sekretase-abhängige ICD-Bildung in der Regel 

nicht von der exakten Lage der Ektodomänenschnittstelle des jeweiligen Moleküls ab-

hängt (siehe als Beispiel 4.1.2.2). Eine mögliche BACE1-abhänigige Proteolyse von 

EpCAM in Karzinomzellen könnte also hypothetisch einen wichtigen Beitrag zur Prolife-

ration dieser Zellen liefern.  

Als erstes wurde versucht die im BACE1 -/- Larvenlysat gefundene Anreicherung von 

zfEpCAM zu bestätigen. Dies gelang aber nicht, da keiner der untersuchten humanen 
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und murinen Antikörper ein spezifisches zfEpCAM-Signal im Western Blot zeigte,  was 

vermutlich auf die relativ geringe Homologie der EpCAM-Sequenz zwischen Mensch 

beziehungsweise Maus und Zebrafisch zurückgeht (Abbildung 39). Die Homologie im 

Juxtamembranbereich ist dabei am höchsten, was vermuten lässt, dass die Ektodomä-

nenschnittstellen konserviert sind. Um trotzdem einen möglichen durch BACE1 kataly-

sierten Schnitt von EpCAM nachzuweisen, wurden Versuche bezüglich eines potentiel-

len Schnitts von EpCAM in Zellkulturassays, analog den im Rahmen dieser Arbeit für 

APLP2 beschriebenen Versuchen, durchgeführt. Hierbei wurde festgestellt, dass über-

exprimiertes EpCAM in HEK293 tatsächlich von BACE1 geschnitten werden kann 

(Abbildung 31C). Für die durch BACE1 katalysierte Ektodomänenspaltung von EpCAM 

reichen dabei endogene BACE1-Menge in der HEK-Zelle aus (Abbildung 31A, B). Ne-

ben der BACE1-abhängig gebildeten sEpCAM-Spezies wurde noch eine zweite Spe-

zies mit einer höheren Elektromobilität gefunden (Abbildung 31A, C, D). Diese 

sEpCAM-Spezies wird nach Behandlung mit dem Phorbolester PMA bevorzugt gebil-

det (Abbildung 31D). Da EpCAM bekanntlich ein ADAM17-Substrat ist und PMA die 

ADAM17-Aktivität erhöht, kann mit relativ hoher Sicherheit angenommen werden, dass 

diese zweite Bande die ADAM17-abhängig geschnittene sEpCAM-Spezies darstellt 

(Gires, 2009; Zhang et al., 2001). Eine abschließende Klärung der Identität dieser 

Bande wäre durch Versuche wie die Analyse der EpCAM-Ektodomänenspaltung in 

Zellen mit einem ADAM17 Knock-down möglich. Hier sollte die entsprechende Bande 

nicht mehr detektierbar sein.  

 

Abbildung 39: Alignment von humanem und Zebrafisch-EpCAM. Identische Aminosäuren 
sind in dunklerem Grau hinterlegt und durch einen Stern markiert. Ähnliche Aminosäuren sind 
durch einen Doppelpunkt (sehr ähnliche Eigenschaften) beziehungsweise einen Punkt (ähnliche 
Eigenschaften) markiert. Die höchste Konservierung besteht im Juxtamembranbereich (Amino-
säuren 245 bis 265 der humanen EpCAM-Sequenz) und im Bereich der Transmembrandomäne 
(Aminosäuren 266 bis 288 der humanen EpCAM-Sequenz)  
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Damit wurde herausgefunden, dass EpCAM im Zellkulturassay ein BACE1-Substrat 

sein kann. Allerdings bleibt anzumerken, dass diese Aussage bisher exklusiv auf Zell-

kulturexperimenten mit dem murinen EpCAM-TEV-Flag-Konstrukt beruht. Im Rahmen 

einer Kollaboration führt die Gruppe von Olivier Gires derzeit Versuche durch, ob die 

gefundenen Ergebnisse auch für andere murine und humane EpCAM Konstrukte zu-

treffend sind.  

Sollte dies der Fall sein, so wäre es von hohem Interesse EpCAM-positive Karzinome 

auf die Expression von BACE1 hin zu untersuchen. Sollte es EpCAM-positive Karzi-

nome mit einer hohen Expression von BACE1 geben, so kann vermutet werden, dass 

die BACE1-abhängige Ektodomänenspaltung von EpCAM zum proliferativen Verhalten 

dieser Zellen beiträgt und eine Inhibierung von BACE1 diese Proliferation zumindest 

verringern sollte, analog der Inhibierung von ADAM17 in Karzinomen die ADAM17 und 

EpCAM-positiv sind (Munz et al., 2009). Die Inhibierung von BACE1 wäre in diesem 

Fall eine Option für die Therapie möglicher BACE1- und EpCAM- positiven Karzinome. 

Auf der Grundlage dieser Erkenntnisse wurde eine Kollaboration mit Dr. Bartsch von 

der Universität Marburg begonnen, bei der verschiedene primäre Tumorzelllinien auf 

eine mögliche Expression von EpCAM und BACE1 hin untersucht werden.  

Physiologisch ist die Expression von EpCAM und BACE1 relativ komplementär. Wäh-

rend BACE1 hauptsächlich in verschiedenen Regionen des Gehirns exprimiert wird, 

wird EpCAM im adulten Organismus nahezu ausschließlich in Epithelgeweben gefun-

den (Dislich and Lichtenthaler, 2012; Trzpis et al., 2007a). Allerdings ist die Expression 

von EpCAM während der Embryonalentwicklung breiter (Trzpis et al., 2007b). Insbe-

sondere im Zebrafisch konnte mittels in situ Hybridisierung gezeigt werden, dass zu-

mindest die Expression der EpCAM-mRNA in der Anlage für den olfaktorischen Bulbus 

im Larvenstadium hoch ist (Slanchev et al., 2009). Wie unser Kollaborationspartner 

zeigen konnte, ist hier auch die Expression von BACE1 hoch, so dass die olfaktorische 

Anlage ein Kompartiment darstellen könnte, in dem die BACE1-abhängige Proteolyse 

von EpCAM eine physiologische Relevanz hat. In der Tat spielt BACE1 eine wichtige 

Rolle für die korrekte Entwicklung des olfaktorischen Bulbus in der Maus (Cao et al., 

2012).    

Es kann zusammengefasst werden, dass erfolgreich Techniken zur proteomischen 

Analyse von Zebrafischlarven etabliert wurden. Diese erlauben eine zuvor nicht er-

reichte Tiefe der proteomischen Analyse des Zebrafischlarvenproteoms. Eine unvor-

eingenommene, protoemische Suche nach BACE1-Substraten im Zebrafisch konnte 

EpCAM als ein neues potentielles BACE1-Substrat identifizieren. Dies konnte in meh-

reren Zellkulturversuchen validiert werden. Die Proteolyse von EpCAM durch BACE1 

hat möglicherweise eine physiologische Relevanz für die Entwicklung des olfaktori-

schen Bulbus und möglicherweise eine pathologische Relevanz für die Proliferation 

von Karzinomzellen. Es bleibt aber festzuhalten, dass der gewählte Ansatz der markie-
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rungsbasierten quantitativen proteomischen Analyse des Gesamtlysats von sechs Ta-

ge alten Larven zur in vivo Identifizierung neuer BACE1-Substrate nicht in dem erhoff-

ten Maße erfolgreich war, da bekannte BACE1-Substrate nicht identifiziert werden 

konnten und somit keine Positivkontrollen vorlagen. Gründe hierfür sind vermutlich zum 

einen die Dimethylierung, die die Probenkomplexität erhöht und somit die Anzahl iden-

tifizierbarer und quantifizierbarer Proteine entsprechend verringert, und die Verwen-

dung von Gesamtlarvenlysaten. Letzteres wirkt sich doppelt negativ aus. Zum einen 

erhöht dies ebenfalls die Probenkomplexität im Vergleich zu einer selektiven Analyse 

BACE1 stark exprimierender Zellen. Zum anderen „verwässert“ die Verwendung von 

Gesamtlysaten die Quantifizierungsergebnisse. Tatsächlich führte die Veränderung 

dieser Parameter im Versuchsaufbau zu einer besseren Ausbeute bei der Identifizie-

rung bekannter und potentiell neuer BACE1-Substrate (siehe nachfolgend 5.2.2). 

5.2.2 Identifikation von BACE1-Substraten im Gehirnlysat sechs Monate 

alter Zebrafischlarven 

Es wurde eine markierungsfreie, proteomische Analyse von Zebrafischgehirnen durch-

geführt, um die sich bei der markierungsbasierten Analyse von Gesamtfischlysaten 

ergebenden Probleme für die in vivo Identifizierung neuer BACE1-Substrate zu über-

winden. Diese Analyse war sehr erfolgreich. Insgesamt konnten 7352 Proteine mit ei-

ner Falsch-Positiv-Rate (FDR) von weniger als 1 % identifiziert werden. Dies ist die 

höchste Anzahl an Proteinen, die je in einer Analyse von Zebrafischgewebe oder auch 

Zebrafischgesamtlysaten identifiziert werden konnte (De Souza et al., 2009; Forne et 

al., 2010; Lossner et al., 2012). Die dafür benötigte Messzeit war mit insgesamt weni-

ger als sechs Tagen (27 Datensets à fünf Stunden inklusive Equilibrations-, Lade- und 

Waschschritt sowie Leerläufen zwischen den Proben) relativ moderat. So nutzen de 

Souza et al. zum Beispiel konservativ geschätzt mindestens 18 Tage Messzeit zur 

Identifizierung von 5716 Proteinen (5 % FDR) aus einem Zebrafischflossenproteinlysat 

(De Souza et al., 2009). Dies zeigt nochmals, wie in 5.2.1 bereits diskutiert,  dass die 

Kombination aus FASP-Verdau mit anschließender Stage-Tip-basierter SAX-

Chromatographie und LC-MSMS Analyse eine wertvolle Pipeline für die proteomische 

Analyse von Zebrafischgewebe darstellt.  

Im Gegensatz zur Analyse der Gesamtlarvenlysate war in der Analyse der Gehirne die 

Identifizierung und Quantifizierung von Appa und Appb möglich. Beide Proteine wurden 

in den BACE1 -/- Gehirnen signifikant akkumuliert gefunden (Abbildung 34, Tabelle 1). 

Dies stellt eine klare Positivkontrolle für den gewählten Ansatz dar, da die beiden Zeb-

rafisch-Orthologen des humanen APP klar als BACE1-Substrate vermutet wurden.  

Neben Appa und Appb wurden noch 22 weitere intrinsische Membranproteine nach 

dem im Rahmen dieser Arbeit gewählten Kriterien als signifikant um mindestens 40 % 

akkumulierend detektiert (Tabelle 1). Für vier dieser Proteine, das Amyloid-like protein 
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2 (Aplp), die microsomal Prostaglandin synthase E (mPGES), und das Neural cell ad-

hesion molecule L1.2 (Nadl1.2) ist ebenfalls bereits bekannt, dass die humanen oder 

murinen Orthologen BACE1-Substrate sind (Kihara et al., 2010; Kuhn et al., 2012; Li 

and Sudhof, 2004; Pastorino et al., 2004; Zhou et al., 2012). Die Detektion von damit 

fünf Positivkontrollen innerhalb des Datensets zeigt, dass der gewählte Ansatz tatsäch-

lich BACE1-Substrate identifizieren kann.  

Betrachtet man die restlichen Hits, so wurde für zumindest drei davon bereits in einer 

der ex vivo proteomischen Studien vorgeschlagen, dass Proteinfamilienmitglieder des 

jeweiligen humanen oder murinen Orthologen BACE1-Substrate sind: das murine Leu-

cine-rich repeat and fibronectin type III domain-containing protein 2 ist nach Kuhn et al. 

(2012), das Glypican-3 nach Hemming et al. (2009) und das Protocadherin-7 ebenfalls 

nach Hemming et al. (2009) jeweils ein BACE1-Substrat. 

Damit verbleiben fünfzehn potentielle neue BACE1-Substrate in der Hitliste, für die 

nach Wissen des Autors bisher keine Prozessierung durch BACE1 vorgeschlagen 

wurde. Es gilt aber festzuhalten, dass diese Proteine nicht zwingend BACE1-Substrate 

sind, sondern gegebenenfalls auch nur infolge des Fehlens von BACE1 akkumulieren. 

Dies wäre im vorliegenden Datenset zum Beispiel für Plexin A3 denkbar. So wurde von 

Hemming et al. (2009) vorgeschlagen, dass Semaphorine BACE1-Substrate sind. Eine 

fehlende BACE1-abhängige Prozessierung von Semaphorinen könnte durch die resul-

tierende Anreicherung von Semaphorinen über die direkte Interaktion von Semaphori-

nen mit Plexin A3 zu einer Stabilisierung von Plexin A3 und damit indirekt zu einer An-

reicherung von Plexin A3 führen (Schwarz et al., 2008). Dies stellt aber lediglich eine 

mögliche Erklärung für die Anreicherung von Plexin A3 dar. Die naheliegendere Erklä-

rung wäre selbstverständlich, dass Plexin A3 ein direktes BACE1-Substrat ist. Dies 

ließe sich zum Beispiel durch Versuche analog den im Rahmen dieser Arbeit für 

EpCAM durchgeführten Zellkultur-Assays testen. Auch ein Peptid-Assay, bei dem ein 

Stück der Juxtamembrandomäne von Plexin A3 durch rekombinantes BACE1 geschnit-

ten wird, würde analog zu den Versuchen von Kihara et al. (2010) für mPGES2 einen 

Beweis für einen direkten Schnitt darstellen.  

Neben der Möglichkeit einer potentiell indirekten Anreicherung muss aber auch die 

mögliche falsch-positive Identifikation eines Hits in Betracht gezogen werden. So wur-

de für die quantitative Analyse das Ausschlusskriterium eines t-Test-basierten p-Werts 

von weniger als 0,05 verwendet. Dies würde aber lediglich im Fall einer einfachen Tes-

tung bedeuten, dass die Wahrscheinlichkeit einer falsch-positiven Identifikation für je-

des Protein kleiner als 5 % ist. Führt man mehrere t-Tests durch, so muss man post-

hoc, also nach der Analyse mittels t-Test, eine Abschätzung vornehmen, wie viel Pro-

zent falsch-positive Hits vermutlich in der Hitpopulation vorkommen und dann gegebe-

nenfalls das Ausschlusskriterium seiner Analyse dementsprechend modifizieren. Im 

Fall der vorliegenden Arbeit wurde die post-hoc Abschätzung nach der Methode von 
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Benjamini und Hochberg durchgeführt und ergab eine falsch-positiv Rate von 30 % 

(Benjamini and Hochberg, 1995). Dies bedeutet, dass vermutlich jeder dritte Hit in der 

Tabelle ein falsch-positiver Hit in Bezug auf seine Anreicherung ist. Dies ist nach Mei-

nung des Autors eine im Rahmen eines Screens akzeptable falsch-positiv Rate, da es 

für die zukünftige Validierung anschaulich bedeuten würde, dass zwei von drei unter-

suchten Proteinen in der Tat die vorhergesagte Anreicherung zeigen.  

In der Liste der im Rahmen dieser Arbeit identifizierten potentiellen BACE1-Susbtrate 

befinden sich neben den oben diskutierten Typ-I Transmembranproteinen auch Protei-

ne mit mehreren Transmembrandomänen, sogenannte Multipass-Proteine (MP) und 

ein Typ-II Transmembranprotein (Tabelle 1). Während die meisten bekannten BACE1-

Substrate Typ-I Membranproteine sind, ist mit ST6Gal I zumindest ein Typ-II Memb-

ranprotein als BACE1-Substrat beschrieben (Kitazume et al., 2001). Auch Transmemb-

ranproteine mit mehreren Transmembrandomänen sind als BACE1-Substrate be-

schrieben. So weist zum Beispiel das bekannte BACE1-Substrat und Multitransmemb-

randomänenprotein Neuregulin-1 type III zwei Transmembrandomänen auf (Velanac et 

al., 2012; Willem et al., 2006). Auch die Analyse von Kuhn et al. (2012) fand mit Latro-

philin-2 und -3 Multitransmembrandomänenproteine als potentielle BACE1-Substrate. 

Die akkumuliert gefundenen GPI-verankerten Proteine Zgc:63947 und Novel protein 

similar to Glypican-1 sind beide Orthologe des humanen Glypican-1. Für humanes 

Glypican-1 ist bekannt, dass es ein Ektodomänenspaltungssubstrat ist, es wurde aller-

dings in der Literatur bisher nicht mit BACE1 in Verbindung gebracht (Filmus et al., 

2008). 

Zusammengefasst lässt sich sagen, dass die markierungsfreie, quantitative proteomi-

sche Untersuchung der BACE1 -/- Hirne erfolgreich war. Neben den Zebrafisch-

Orthologen von fünf bekannten BACE1-Substraten wurden 19 weitere intrinsische 

Membranproteine als signifikant akkumulierend gefunden. Diese stellen ein Reservoir 

möglicher neuer BACE1-Substrate dar. Möglicherweise sind einige von Ihnen keine 

BACE1-Substrate, sondern durch den BACE-1 Verlust nur indirekt akkumulierende 

Proteine. Durch eine weitere Analyse der Hits kann aber in beiden Fällen mehr über 

die Funktion der Protease BACE1 herausgefunden werden.  

Damit wurde nach Wissen des Autors erstmals ein in vivo Screen nach BACE1-

Substraten erfolgreich etabliert. Auf Grundlage der im Rahmen dieses Screens etab-

lierten Methoden sollte die in vivo Suche nach Protease-Substraten anderer Proteasen 

ebenfalls möglich sein, so lange deren Inhibierung zu einer Anreicherung des Edukts 

der proteolytischen Prozessierung führt.      
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6 Zusammenfassung 

Morbus Alzheimer ist mit über 26 Millionen Patienten weltweit die häufigste neurode-

generative Erkrankung. Die regulierte Intramembran-Proteolyse des Amyloid Precursor 

Proteins (APP) durch β- und γ-Sekretase führt zur Bildung des neurotoxischen Aβ-

Peptids und ist damit essentiell für die Entstehung von Morbus Alzheimer. Im Rahmen 

der vorliegenden Arbeit wurde die regulierte Intramembran-Proteolyse des APP-

Homologen Amyloid Precursor-Like Protein 2 (APLP2) detailliert untersucht. Es konnte 

gezeigt werden, dass die Metalloproteinase ADAM10 die konstitutive, physiologische 

α-Sekretase-Aktivität in Bezug auf APLP2 darstellt. Dies konnte sowohl in Tumorzell-

linien als auch in primären Neuronen gezeigt werden. Des Weiteren wurden die Ekto-

domänenschnittstellen von APLP2 durch ADAM10 und die Aspartylprotease BACE1 

erfolgreich bestimmt. Ebenfalls bestimmt werden konnten die γ-Sekretase-

Schnittstellen von APLP2. Dabei wurde festgestellt, dass die Prozessierung von 

APLP2 derjenigen von APP sehr ähnelt. Die Bestimmung der Schnittstellen und der für 

die Schnitte verantwortlichen Proteasen hat eine hohe Relevanz für die Erforschung 

der physiologischen Funktion der APP-Familie. So ermöglicht die Kenntnis der genau-

en Ektodomänenschnittstellen von APLP2 die Generierung neuer Tiermodelle, mit de-

nen die funktionelle Redundanz von APP und APLP2 besser untersucht werden kann. 

Außerdem ermöglicht die Kenntnis der APLP2-Schnittstellen die Generierung schnitt-

stellenspezifischer Antikörper, die ein wichtiges Werkzeug für die molekularbiologische 

Forschung an APLP2 darstellen. Möglicherweise hat das Wissen über die genauen 

APLP2-Schnittfragmente auch eine Relevanz für die Entwicklung von Biomarkern für 

Morbus Alzheimer. Da die Produktion des Aβ-artigen APLP2-Peptids, wie unter ande-

rem im Rahmen der vorliegenden Arbeit gezeigt, der Generierung des neurotoxischen 

Aβ-Peptids sehr ähnelt, könnte die Menge des Aβ-artigen APLP2-Peptids im humanen 

CSF einen möglichen Biomarker für die Aβ-Produktion darstellen.  

Im zweiten Teil der Arbeit wurden gelfreie proteomische Methoden für die Analyse des 

Zebrafischproteoms etabliert. Diese erlaubten eine bisher unerreicht hohe Anzahl an 

Proteinidentifikationen im Zebrafisch mit einem verhältnismäßig moderaten Messauf-

wand. Zur unvoreingenommenen Identifikation von BACE1-Substraten wurden zwei 

quantitative proteomische Analysen durchgeführt. In einer ersten Analyse wurde das 

Gesamtproteinlysat von sechs Tage alten BACE1 -/- Larven untersucht. Hierbei wurde 

ein potentielles neues BACE1-Substrat identifiziert, das Epithelial Cell Adhesion 

Molecule (EpCAM). Für dieses Protein wurde in Zellkulturversuchen etabliert, dass 

zumindest das murine Ortholog in der Tat ein BACE1-Substrat darstellen kann. Die 

Relevanz einer möglicherweise auch im Menschen vorkommenden BACE1-

abhängigen Prozessierung von EpCAM ist sehr hoch, da die regulierte Intramembran-
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Proteolyse von EpCAM als pro-proliferativer Mechanismus eine wichtige Rolle beim 

Wachstum von Tumoren spielen kann (Maetzel et al., 2009). 

In einer zweiten Analyse zur unvoreingenommenen Identifikation von BACE1-

Substraten wurden die Gehirne von sechs Monate alten BACE1 -/- Fischen mittels 

quantitativer proteomischer Methoden untersucht. Hierbei konnten insgesamt 24 intrin-

sische Membranproteine identifiziert werden, deren relative Menge in den Knock-out 

Fischen signifikant um mindestens 40 % akkumulierte. Unter diesen 24 intrinsischen 

Membranproteinen waren die Zebrafisch-Orthologen von fünf bekannten BACE1-

Substraten, was die Validität des Ansatzes zur Identifizierung von BACE1-Substraten 

belegt. Damit wurde im Rahmen dieser Arbeit erstmals ein proteomischer in vivo 

Screen nach BACE1-Substraten erfolgreich durchgeführt. Die genauere Analyse der im 

Gehirn akkumulierenden, intrinsischen Membranproteine kann vermutlich zu einem 

besseren Verständnis der Funktion und einer besseren Bewertung des therapeuti-

schen Potentials von BACE1 beitragen.    
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7 Summary 

Alzheimer’s disease (AD) is the most common neurodegenerative disease with an es-

timated prevalence of over 26 million patients worldwide. The regulated intramembrane 

proteolysis of the Amyloid Precursor Protein (APP) by β- and γ-secretase leads to the 

production of the neurotoxic Aβ peptide initiating the amyloid cascade which eventually 

leads to the development of AD. In the first part of this work a detailed analysis of the 

regulated intramembrane proteolysis of the APP homolog Amyloid Precursor-Like Pro-

tein 2 (APLP2) was performed. It could be shown that the metalloproteinase ADAM10 

is the constitutive physiological α-secretase activity for APLP2. This was shown in tu-

mor cells as well as in primary neurons. Further, the ectodomain shedding sites of 

APLP2 and the γ-secretase intramembrane cleavage sites could be identified. It was 

found that the proteolytic processing of APLP2 resembles that of the Amyloid Precursor 

Protein (APP). Identification of the exact cleavage sites and the relevant proteases is of 

importance for the analysis of the APP family's physiological function. Knowledge of 

the exact cleavage sites allows for example for the generation of novel animal models 

for a better analysis of the redundant function of APP and APLP2. The identification of 

the APLP2 cleavage sites further allows generating cleavage-site-specific antibodies 

against APLP2 fragments which can be useful tools to study the molecular biology of 

APLP2 processing. Possibly, the knowledge of the exact APLP2 cleavage products 

could be helpful for the development of novel early biomarkers for Alzheimer’s Disease 

as the analysis of the levels of the Aβ-like APLP2 peptide in human CSF might be a 

good indicator for the production of Aβ in the brain.    

In a second part of the work, a gel-free proteomic workflow for the analysis of the 

zebrafish proteome was established. This workflow allowed for the identification of an 

unprecedentedly high number of proteins in the zebrafish proteome without requiring a 

disproportionate amount of measurement resources. For an unbiased identification of 

BACE1 substrates two quantitative proteomic analyses were performed. In a first ana-

lysis, the whole protein lysate of six days old zebrafish larvae was analyzed. This re-

sulted in the identification of one potential novel BACE1 substrate, the Epithelial Cell 

Adhesion Molecule (EpCAM). For this protein, it could be shown that at least the mu-

rine ortholog can indeed be a BACE1 substrate. This might be of high relevance, as the 

regulated intramembrane proteolysis of EpCAM can play an important role in tumor 

growth (Maetzel et al., 2009). Therefore, BACE1-dependent processing of human  

EpCAM might be a pro-proliferative stimulus for some tumors.   

In a second quantitative proteomic analysis for the unbiased identification of BACE1 -/- 

substrates, the brains of BACE1 -/- fish were analyzed using the established methods 

for the proteomic analysis of zebrafish tissues. A total of 24 intrinsic membrane pro-

teins accumulated significantly by at least 40 % in the BACE1 knock-out fish. These 24 
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intrinsic membrane proteins included the zebrafish orthologs of five known BACE1 

substrates which shows the validity of the approach chosen. This was thus the first 

successful proteomic in vivo screen for BACE1 substrates ever performed. A more in-

depth analysis of the intrinsic membrane proteins accumulating in the brain can proba-

bly contribute to gaining a better understanding of BACE1 functions and to better eval-

uating the therapeutic potential of BACE1.  
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8 Material und Methoden  

8.1 Material 

8.1.1 Geräte und Verbrauchsmaterialien 

8.1.1.1 Für allgemeine und molekularbiologische Arbeiten 

Gerät/Material Hersteller 

7500 Fast Real-Time PCR Applied Biosystems 

Agarosegeldokumentation (Quickstore plus II) MS Laborgeräte 

Agarosegeldokumentationskamera (CCD Video) MS Laborgeräte 

Agarosegelektrophoresekammern PeqLab 

Analysenwaage (Analytical+ 200 g - 0,0001 g) Ohaus 

Autoklav (Tuttnauer 3850 EL) Systec 

Drucker Geldokumentationsanlage Mitsubishi 

Fast Optical 96-well Reaction Plate (0,1 ml) Applied Biosystems 

Feinwaage (Standard 2000 g - 0,01 g) Ohaus 

Gefrierschrank -20°C (Arktis) AEG 

Gefrierschrank -80°C Heraeus 

Kolbenhubpipetten Gilson 

Kühlschrank 4°C AEG 

Kühlzentrifuge 5417R Eppendorf 

Kühlzentrifuge Multifuge 3 Kendro 

Magnetrührer MR Heitec Heidolph 

Mehrkanalpipetten Eppendorf 

Mikrotiterplatten (96-well, transparent) Nunc 

Mikrotiterplatten (96-well, transparent) Thermo F Scientific 

Mikrowelle Sharp 

Nanophotometer Implen 

PCR System 2700 Thermocycler Applied Biosystems 

pH-Elektrode Schott 

pH-Meter (Inolab pH Menge 1) WTW 

Pipettenspitzen Sarstedt 

Pipettierhilfe (Accu-Jet) Brand 

Scanner Hewlett Packard 

Thermomixer comfort Eppendorf 

Thermomixer kompakt Eppendorf 
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Gerät/Material Hersteller 

Tischzentrifuge (Biofuge pico) Heraeus 

UV-Schirm für Agarosegele Intas 

Vortex VF2 IKA-Labortechnik 

Wärmeschrank 37°C (Function line) Heraeus 

Wasseraufbereitungsanlage Millipore 

    

8.1.1.2 Für proteinbiochemische Arbeiten 

Gerät/Material Hersteller 

Filmentwicklungsgerät (Curix 60)  Agfa 

Filterpapier für den Western Blot (Whatmanpapier)  Macherey-Nagel 

Plattenspektrometer  BioTek 

PVDF Membran (Immobilon-P)  Millipore 

Röntgenfilme (SuperRX)  Fujifilm 

Schüttelvorrichtung (3015)  GFL 

SDS-PAGE Elektrophoresekammern  Bio-Rad 

SDS-PAGE Glasplatten und zugehörige Kämme  Bio-Rad 

SDS-PAGE Transferkammern  Bio-Rad 

Spannungsquelle für SDS-PAGE und Transfer Bio-Rad 

Transferkammer: Mini Trans-Blot Transfer Zell  Bio-Rad 

Überkopfschüttler  Heidolph 

Westernblot Dokumentationsgerät (LAS-4000)  Fujifilm 

 

8.1.1.3 Für massenspektrometrische Arbeiten 

Gerät/Material Hersteller 

96 Well Mikrotiterplatte (AB-800) Thermo F Scientific 

AM-96-PCR-RD Silikonmatten Axymat 

Anion Exchange-SR 47 mm Disk 3D/Varion 

C18 Disk Dr. Körner  

Cell Disruptor B15 Branson 

Easy nLCII Flüssigkeitschromatographie Proxeon Biosystems 

Filterröhrchen Vivacon 30000 Sartorius 

LTQ Velos Orbitrap Massenspektrometer Thermo F Scientific 

MALDI Target plate hydrophob Applied Biosystems 

Nanokapillaremitter Pico Frit (15 cm, 30 cm) New Onjective 

Nanokapillar-Packer Nanobaume Western Analytics 

Nanokapillar-Packer Proxeon Proxeon Biosystems 



8 Material und Methoden  94 

 

Gerät/Material Hersteller 

Vakuumzentrifuge, ScanSpeed MaxiVac Alpha ScanVac 

Voyager-DE STR MALDI-TOF Massenspektrometer Applied Biosystems 

8.1.1.4 Für Zellkultur-Arbeiten 

Gerät/Material Hersteller 

Bunsenbrenner  Heraeus 

Deckgläser  Menzel Gläser 

Einfriergefäße (Qualifreeze)  Qualilab 

Einwegauslaufpipetten, steril (2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml) Sarstedt 

Einweg-Röhrchen "Falcon", steril (15 ml, 50 ml)  Sarstedt 

Filter (0,45 mm)  VWR 

Glasplättchen (12 mm Durchmesser)  Marienfeld 

Mikroskop (Wiloverts 10x 4/10/20)  Hund 

Pasteurpipetten (Glas)  Sarstedt 

Spritze (5 ml)  Thermo 

Wasserbad  GFL 

Zählkammer (Neubauer)  Optik Labor 

Zellkulturflaschen (T-75)  Nunc 

Zellkulturinkubator  Heraeus 

Zellkulturschalen (6 cm, 10 cm, 14 cm, 6-well)  Nunc 

Zellkultursterilwerkbank  Heraeus 

Zentrifuge Megafuge 1.0 Heraeus 

  

8.1.2 Chemikalien, Enzyme und Versuchskits 

8.1.2.1 Allgemeine Anmerkung 

Nicht näher spezifizierte Chemikalien wurden analysenrein (p.a.) von den Firmen Roth, 

Merck, Serva oder Sigma-Aldrich bezogen. Für massenspektrometrische Analysen 

eingesetzte Lösungsmittel entsprachen dem Reinheitsgrad LC-MS Chromasolv. Rest-

riktionsenzyme wurden, wenn nicht näher spezifiziert, von den Firmen Fermentas oder 

New England Biolabs bezogen.   

8.1.2.2 Für allgemeine und molekularbiologische Arbeiten 

Gerät/Material Hersteller 

1 kb-DNA-Leiter Gibco  Invitrogen Corporation 

Agarose NA  Amersham Biosc. 

Ampizillin  Roth 
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Gerät/Material Hersteller 

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit  Applied Biosystems 

NucleoBond AX500 Kit Macherey-Nagel 

NucleoSpin Extract Kit  Macherey-Nagel 

NucleoSpin Plasmid Kit Macherey-Nagel 

Oligonuktleotide Thermo 

Power SYBR-Green PCR Master Mix  Applied Biosystems 

QIAshredder  Qiagen 

RNase-Free DNase Set  Qiagen 

 

8.1.2.3 Für massenspektrometrische Arbeiten 

Gerät/Material Hersteller 

C18-AQ Partikel (2,4 µm)   Dr. Maisch 

Sodiumcyanoborodeuteride Aldrich 

Sodiumcyanoborohydride Fluka 

Formaldehyde-d2 (20 %) Aldrich 

Formaldehyde ACS (37 %) Aldrich 

Sequencing Grade Modified Trypsin Promega 

 

8.1.2.4 Für Zellkulturarbeiten 

Gerät/Material Hersteller 

DAPT Callbiochem 

DMEM Medium Gibco 

DMEM-F12 Medium  Invitrogen 

Fötales Kälberserum (FCS)  Gibco 

Inhibitor IV (C3)  Callbiochem 

Lipofectamine 2000 Invitrogen 

Optimem Medium  Gibco 

Penicillin/Streptomycin  Gibco 

Poly-L-Lysin Hydrobromid  Sigma-Aldrich 

Puromycin  Sigma-Aldrich 

RNAimax Invitrogen 

SILAC-Lys6-Arg10-Kit Silantes 

TAPI-1 Callbiochem 

Trypsin-EDTA (0,05 %)  Gibco 

Phleomycin D1 (auch Zeocin) Sigma-Aldrich 

γ-secretase inhibitor X (MerckA) Callbiochem 
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8.1.3 Puffer 

Puffer wurden, wenn nicht anders angegeben, in ddH2O angesetzt. Puffer für die Pro-

benvorbereitung für die Massenspektrometrie wurden, wenn immer möglich, mit Was-

ser beziehungsweise anderen Lösungsmitteln des Reinheitsgrades Chromasolv (LC-

MS grade) angesetzt.   

 

8.1.3.1 Für allgemeine und molekularbiologische Arbeiten 

Puffer Zusammensetzung 

4x DNA-Probenpuffer 30 % Glyzerin 

 
10 mM EDTA 

 
0,05 % Orange G 

Ampizillin-Stammlösung (1000x)  
100 mg/ml in 70 % 

Ethanol 

Elektrophoresepuffer (SDS-PAGE)  25 mM Tris 

 
0,2 M Glycin 

 
0,1 % SDS 

Elektrophoresepuffer (Agarosegele) 50x Stammlösung  2 M Tris 

 
1 M Essigsäure 

  50 mM EDTA 

Gefriermedium 
Zelltypspezifisches Me-

dium 

 
10 % DMSO 

LB-Medium 1 % Trypton 

 
0,5 % Hefeextrakt 

  0,5 % NaCl pH 7,0 

PBS 140 mM NaCl 

 
10 mM Na2HPO4 

 
1,75 mM KH2PO4 

 
pH 7,4 

PBS-EDTA PBS 

 
25 mM EDTA 
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8.1.3.2 Für proteinbiochemische Arbeiten 

Puffer Zusammensetzung 

4x SDS-Probenpuffer (10 ml) 4 ml 20 % (w/v) Glyzerin 

 

4 ml 20 % (w/v) SDS 

 

1 ml β-Mercaptoethanol 

 

1,25 ml 1 M Tris pH 6,8 

 

10 μl 10 % Bromphenolblau 

ABC-Puffer 

50 mM Ammoniumbicarbo-

nat 

  Wasser (Chromasolv) 

Blockierlösung für Western Blot  5 % (w/v) Magermilchpulver 

  PBS-T 

Extraktionspuffer (1ml) 660 µl Acetonitril 

  

340 µl 10 % (v/v) Ameisen-

säure 

Coomassie-Färbepuffer 50 % (v/v) Ethanol 

 

10 % (v/v) Essigsäure  

 

2 % (w/v) Coomassie Blue-R  

Hypotonpuffer 10 mM Tris-HCl pH 7,4 

 

1 mM EDTA 

 

1 mM EGTA 

  PI-Mix 

IAA-Puffer (Gel-Verdau) 55 mM Iodoacetamid  

 

ABC-Puffer 

IAA-Puffer (FASP) 100 mM Iodoacetamid  

  Ureapuffer 

IP-Elutionspuffer 100 mM Glycin pH 2,5 

IP-Waschpuffer PBS 

 

0,5 % DDM 

Lysepuffer (SDS-PAGE) 50 mM Tris pH 7,5 

 

150 mM NaCl 

 

1 % NP-40 

 

2 mM EDTA 

  PI-Mix 

Lysepuffer (Proteomik) 4 % SDS 

 

0,1 % DTT 

 

100 mM Tris pH7,6 

MALDI-Matrix 2,5 % TFA 

 

50 % Acetonitiril 
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Puffer Zusammensetzung 

Primärantikörper Antikörper  

 

0,25 % BSA 

 

0.05 % (w/v) Natriumazid 

  in PBS-T 

Sammelgelpuffer für Tris-Glycin-Gele 0,5 M Tris-HCl pH 6,8 

  0,4 % (w/v) SDS 

SAX-Puffer 0.02 M CH3COOH 

 

0.02 M H3PO4 

 

0.02 M H3BO3 

 

pH 11, 8, 6, 4, 3 (1 M 

NaOH) 

Sekundärantikörper Antikörper 1:2000 - 1:10000 

 

0,25 % BSA 

  in PBS-T 

Transferpuffer 25 mM Tris 

  0,2 M Glycin 

Trenngelpuffer für Tris-Glycin-Gele 1,5 M Tris-HCl pH 8,8 

  0,4 % (w/v) SDS 

Ureapuffer 8 M Harnstoff 

  100 mM Tris pH 8,5 

ST-Elutionspuffer (1 ml) 

660 µl Acetonitril (Chroma-

solv) 

  

340 µl 10 % (v/v) Ameisen-

säure 

StageTip-Waschpuffer  2 % Ameisensäure  

 

Wasser (Chromasolv) 

 

 

8.1.4 Antikörper 

8.1.4.1 Primäre Antikörper  

 

Antikörper Epitop Spezies  Verdünnung  Quelle 

ADAM10 A10 Ektodomäne Hase, polyklonal  1:10000 Calbiochem 

ADAM17 ADAM17 Ektod. Hase, polyklonal  1:2000 Oncogene 

Aktin Aktin Maus, monoklonal  1:10000 Sigma 

APLP1 APLP1 Ektodomäne Hase, polyklonal  1:2000 Proteintech 
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Antikörper Epitop Spezies  Verdünnung  Quelle 

APLP2- 

2DII APLP2 Ektodomäne Hase, polyklonal  1:5000 Calbiochem 

APLP2- 

CT12 APLP2 ICD Hase, polyklonal  1:5000 Calbiochem 

APP 14D6 sαAPP Ratte, monoklonal  1:10 

Dr. Krem-

mer 

APP 192 sβAPP Ratte, monoklonal  1:1000 

Dr. 

Schenck 

APP 

22C11  APP Ektodomäne Maus, monoklonal  1:5000  Millipore 

Calnexin Calnexin Hase, polyklonal  1:2000 Stressgene 

EpEx C10 

EpCAM 

Ektodomäne Maus, monoklonal  1:3000 Santa Cruz 

FLAG M2 Flag-Tag Maus, monoklonal  1:5000 Sigma 

GFP GFP Maus, monoklonal  1:2000 Clontech 

HA.11 HA-tag Maus, monoklonal  1:1000 Covance 

hEpICD EpCAM ICD 

Meerschw., mono-

klonal  1:5000 Dr. Gires 

 

8.1.4.2 Sekundäre Antikörper  

Antikörper Spezies  Verdünnung  Quelle 

anti-Maus-HRP Ziege  1:5000  Promega 

anti-Hase-HRP Ziege  1:5000  Promega 

anti-Ratte-HRP Ziege  1:5000  Santa Cruz 

anti-Meerschweinchen-HRP Ziege  1:5000  Dr. Gires 

    

8.1.5 Primer  

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Primer wurden von der Firma Thermo Fis-

her Scientific bezogen und von Thermo mittels HPLC analysiert. Die Chromatogramme 

für alle Primer liegen vor. Die Primer wurden lysophilisiert erhalten und dann in ddH20 

gelöst. 100 µM Stocklösungen der Plasmide wurden bei -20°C gelagert, für die regel-

mäßige Arbeit wurden außerdem 10 µM Arbeitslösungen hergestellt.  

Nr. Name Sequenz 

P0 aAPLP2_Nhe_fw cggtctagagattggaggcctcgaggaaga 

P1 sAPLP2_Nhe_fw gcggtctagagattgatgttaaggaaatgatt 

P2 APLP2_Nhe_rev gtcctctagaatctgcatctgctccaggtattt 
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Nr. Name Sequenz 

P3 APLP2-TF_fw ttcaaggagactacaaggatgacgacgataaggtcatt-

gacgagactctg 

P4 APLP2-TF_rev tccttgtagtctccttgaaagtataggttttccatgttttcatccacttt 

P5 APLP2_Xba_rev acgctctagacctaaatctgcatctgctcc 

P6 APLP2_NheI_fw atggctagcgatggcggccaccgggac 

P7 T7_fw taatacgactcactataggg 

P8 BGH_rev tagaaggcacagtcgagg 

 

8.1.6 Plasmide 

Im Folgenden sind die Plasmide aufgeführt, die für die vorliegende Arbeit verwendet 

wurden. Die Klonierungsstrategien für die im Rahmen dieser Arbeit klonierten Plasmide 

sind unter 8.2.1.1 angegeben.  

Plasmid Quelle 

pcDNA3.1  Dr. Kuhn 

pcDNA3.1-APLP2-TEV-Flag im Rahmen dieser Arbeit kloniert 

pcDNA3.1-CD5-HA-IL1R1-Flag Dr. Kuhn 

pcDNA3.1-CD5-HA-aAPLP2CTF-Flag im Rahmen dieser Arbeit kloniert 

pcDNA3.1-CD5-HA-sAPLP2CTF-Flag im Rahmen dieser Arbeit kloniert 

pcDNA3.1-hEpCAM Dr. Gires 

pCEP4-APLP2 Dr. Lichtenthaler 

peak12-ADAM10  Dr. Lichtenthaler 

peak12-BACE1 Dr. Lichtenthaler 

peak12-Luciferase Dr. Lichtenthaler 

 

8.2 Methoden 

8.2.1 Klonierungen 

Im Folgenden werden zunächst die Strategien für die einzelnen Klonierungen aufge-

führt, die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführt wurden. Die jeweils verwendeten 

Techniken werden anschließend aufgeführt.  

8.2.1.1 Klonierstrategie 

Das Plasmid pcDNA3.1-CD5-HA-aAPLP2CTF-Flag wurde auf der Basis der Plasmide 

pcDNA3.1-CD5-HA-IL1R1-Flag (Vektor) und pCEP4-APLP2 (Insert) kloniert. Das mit 

den Primern P0 und P2 per PCR amplifizierte Insert wurde nach einem Restriktions-
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verdau mit dem Enzym NheI in den XbaI-verdauten und dephosphorilierten Vektor li-

giert.  

Das Plasmid pcDNA3.1-CD5-HA-sAPLP2CTF-Flag wurde auf der Basis der Plasmide 

pcDNA3.1-CD5-HA-IL1R1-Flag (Vektor) und pCEP4-APLP2 (Insert) kloniert. Das mit 

den Primern P1 und P2 per PCR amplifizierte Insert wurde nach einem Restriktions-

verdau mit dem Enzym NheI in den XbaI-verdauten und dephosphorilierten Vektor li-

giert.  

Das Plasmid pcDNA3.1-APLP2-TEV-Flag wurde auf der Basis der Plasmide  

pcDNA3.1 (Vektor) und pCEP4-APLP2 (Insert) mittels Fusions-PCR generiert. Zu-

nächst wurden zwei getrennte PCRs mit den Primern P3 und P5 beziehungsweise P2 

und P4 durchgeführt. Die resultierenden Produkte wurden in einer Fusions-PCR mit 

den Primern P5 und P6 verbunden und amplifiziert. Das wiederum daraus resultieren-

de Produkt wurde mit den Restriktionsenzymen NheI und XbaI verdaut und anschlie-

ßend in den NheI- und XbaI-verdauten und dephosphorilierten Vektor ligiert. 

8.2.1.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Der für PCRs verwendete Reaktionsansatz setzte sich in der Regel wie folgt zusam-

men: 

Menge Stoff 

1 µl Plasmid (1µg/µl) 

1 µl Primer A (10 µM) 

1 µl Primer B (10 µM) 

1 µl dNTPs 

2 µl 
Pwo-Reaktionsmix 

(10x) 

1 µl Pwo-Polymerase 

14 µl ddH2O 

Das Protokoll für die PCR umfasste ein Schmelzen der DNA bei 95°C für zwei Minuten 

sowie 35 Reaktionszyklen: Schmelzen bei 95°C für 20 s, Primerhybridisierung bei 55°C 

für 20 s und DNA-Elongation bei 72°C für unterschiedliche Zeiten. Die Zeiten für die 

DNA-Elongation (t) wurden wie folgt berechnet: 

     
 

   
 

wobei, n der Anzahl der Nukleotide der zu amplifizierenden DNA entspricht. An die 35 

Zyklen anschließend wurde eine abschließende Elongation bei 72°C für 2 min durchge-

führt. Die PCR wurde in der Regel im PCR System 2007 Thermocycler durchgeführt. 
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8.2.1.3 Restriktionsverdau 

Zur folgenden Ligation beziehungsweise für analytische Zwecke wurden PCR-Produkte 

und Plasmide mit Hilfe von Restriktionsenzymen gespalten. Restriktionsverdaus (20 µl 

Ansatz) von Plasmiden wurden mit 500 ng (zur Analyse) beziehungsweise 2 µg (zur 

folgenden Ligation) DNA für eine Stunde bei 37°C durchgeführt. Für den Restriktions-

verdau von aufgereinigten PCR-Produkten wurden in der Regel 10 µl des aufgereinig-

ten Produkts eingesetzt. Der jeweilige Reaktionspuffer wurde mit Hilfe des Double Di-

gest Finder (http://www.neb.com/nebecomm/DoubleDigestCalculator.asp) von New 

England Biolabs ausgewählt. Von den Restriktionsenzymen wurden in der Regel  

0,5 µl (zur Analyse) beziehungsweise 1 µl (zur anschließenden Ligation) eingesetzt. 

Für den Restriktionsverdau von Plasmiden zur anschließenden Ligation wurden außer-

dem 0,5 µl porkine Alkaline Phosphatase zur Dephosphorylierung der beim Verdau de 

novo entstandenen 3‘ Enden der DNA eingesetzt.  

8.2.1.4 Gelelektrophorese und DNA-Aufreinigung 

Zur elektrophoretischen Trennung von DNA-Fragmenten zum Zwecke der Analyse  

oder der Aufreinigung wurden 1-2 %ige Agarosegele in TAE-Puffer mit 0,2 μg/ml Ethi-

diumbromid verwendet. DNA-Proben wurden mit entsprechenden Mengen des 4x 

DNA-Probenpuffers versetzt, in das Gel geladen und elektrophoretisch bei 120 V in 

TAE-Puffer in Agarose-Gelkammern für 10 min bis 20 min aufgetrennt. Die aufgetrenn-

te DNA mit dem interkalierten Ethidiumbromid wurde auf einem UV-Schirm sichtbar 

gemacht  und mittels Kamera dokumentiert. Zur weiteren Verarbeitung benötigte DNA-

Fragmente wurden mittels Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten und anschließend mit 

dem Nucleospin Extract Kit nach Herstellerangaben aufgereinigt. 

8.2.1.5 Ligation 

Zur Generierung der jeweiligen Plasmide wurden die aufgereinigten, linearisierten und 

dephosphorilierten Plasmide (Vektor) mit den aufgereinigten und verdauten PCR-

Produkten (Inserts) ligiert. Zur Ligation (20 µl Ansatz) wurden Vektor und Insert in ei-

nem Kopien-Verhältnis von 1 zu 3 gemischt (Abschätzung der DNA-Kopienzahl auf 

Basis der Stärke des UV-Signals der jeweiligen DNA in der Gelelektrophorese) und mit 

1 µl T4-Ligase und 2 µl 10x Ligationspuffer versetzt. Der Ligationsansatz wurde für 2 h 

bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend in kompetente E.Coli Dh5α transfor-

miert. 

8.2.1.6 Transformation von E. coli 

Im Labor erzeugte chemokompetene E. coli des Stamms Dh5α wurden zur Produktion 

von Plasmiden verwendet. Zur Transformation der Bakterien wurde der gesamte Reak-

tionsansatz einer Ligation mit 50 µl einer auf Eis aufgetauten Bakterienlösung versetzt 
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und für 15 Minuten auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock bei 42°C für 90 s wurden 

die Bakterien für 90 s auf Eis inkubiert. Nach der Zugabe von 1 ml LB-Medium wurden 

die transformierten Bakterien bei 37 °C unter Schütteln für bis zu 45 min inkubiert und 

anschließend durch Zentrifugation in einer Tischzentrifuge  (1000 UpM, 1 min) vom 

Medium getrennt. Das gewonnene Zellpellet wurde in 100 µl LB-Medium aufgenom-

men,  auf einer LB-Agar-Platte mit einer finalen Ampizillinkonzentration von 100 µg/ml 

ausplattiert und über Nacht bei 37°C inkubiert.  

8.2.1.7 Aufreinigung von Plasmiden aus der Flüssigkultur 

Für die Gewinnung von Plasmiden aus E. coli Kulturen wurden 5 ml (minis) oder  

200 ml (midis) LB-Ampizillin-Medium mit jeweils einer einzelnen Kolonie transformierter 

E. coli angeimpft. Die Kulturen wurden über Nacht bei 37°C in einem Schüttelinkubator 

kultiviert. Bakterienzellen wurden mittels Zentrifugation (4600 UpM, 5 min, Megafuge) 

vom Flüssigmedium abgetrennt und die Plasmide mit Hilfe des NucleoSpin Plasmid 

Kits (minis) beziehungsweise NucleoBond AX500 Kit (midis) aufgereinigt. Dies wurde 

nach den entsprechenden Herstellerangaben durchgeführt. Plasmide wurden nach der 

Elution wenn immer möglich auf eine Konzentration von 1 µg/µl verdünnt. 

8.2.1.8 Sequenzierung von klonierten Plasmiden 

Die Inserts aller im Rahmen dieser Arbeit erstellten Plasmide wurden vollständig se-

quenziert und auf ihre Richtigkeit überprüft. Die Sequenzierungen wurden durch die 

Firma GATC Biotech AG (Konstanz) durchgeführt. Für die Sequenzierung wurden die 

Primer P11 und/oder P12 verwendet, die beide direkt an der Grenze des Inserts im 

pcDNA3.1 Vektor hybridisieren. 

8.2.2 Zellkultur und Zellkulturassays 

8.2.2.1 Verwendete Zelllinien 

HEK293-Ebstein-Barr virus nuclear antigen-Zellen wurden in „Dulbecco’s modified ea-

gles medium“ (DMEM), versetzt mit 10 % FCS und 1 % Penicillin/Streptomycin, kulti-

viert und werden als HEK293E-Zellen bezeichnet. Diese Zellen wurden für diese Arbeit 

von Dr. Lichtenthaler zur Verfügung gestellt und bereits für andere Arbeiten verwendet 

(Ullrich et al., 2010). 

HEK293-SV40 large T-Antigen-Zellen wurden in DMEM, versetzt mit 10 % FCS und 1 

% Penicillin/Streptomycin, kultiviert und werden als HEK293T-Zellen bezeichnet. Diese 

Zellen wurden für diese Arbeit von Dr. Lichtenthaler zur Verfügung gestellt und bereits 

für andere Arbeiten verwendet (Kuhn et al., 2010). 

SH-SY5Y-Zellen wurden in DMEM F12, versetzt mit 10 % FCS und 1 % Penicil-

lin/Streptomycin, kultiviert. Diese Zellen wurden für diese Arbeit von Dr. Lichtenthaler 
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zur Verfügung gestellt und bereits für andere Arbeiten verwendet (Schobel et al., 

2006). 

SH-SY5Y-Zellen mit einem stabilen Knock-down von ADAM10 wurden in DMEM F12, 

versetzt mit 10 % FCS und 1 % Penicillin/Streptomycin, kultiviert. Die zwei in dieser 

Arbeit verwendeten Zelllinien tragen die Bezeichnung sh7 und sh9 und wurden von Dr. 

Kuhn generiert und für diese Arbeit zur Verfügung gestellt (Kuhn et al., 2010). 

HCT8-Zellen wurden in  DMEM, versetzt mit 10 % FCS und 1 % Penicil-

lin/Streptomycin, kultiviert. Diese Zellen wurden für diese Arbeit von Dr. Gires zur Ver-

fügung gestellt und bereits für andere Arbeiten verwendet (Maetzel et al., 2009). 

HEK293E-Zellen mit einer Überexpression von pcDNA 3.1 EpCAM-TEV-Flag (siehe 

Abbildung 31) wurden in  DMEM, versetzt mit 10 % FCS und 1 % Penicil-

lin/Streptomycin, kultiviert. Die Zellen wurden von Dr. Gires zur Verfügung gestellt, eine 

Publikation der Zellen durch den Kollaborationspartner ist in Vorbereitung. 

HEK293E-Zellen, die mit den im Rahmen dieser Arbeit klonierten Plasmiden stabil 

transfiziert wurden, wurden in DMEM, versetzt mit 10 % FCS, 1 % Penicil-

lin/Streptomycin und 1,0 µg/ml Phleomycin D1 (Alternativname Zeocin), kultiviert und 

werden als HEK293E-Plasmidname bezeichnet, zum Beispiel HEK293E-HA-sAPLP2-

Flag. 

8.2.2.2 Kultivierung von Zellen 

Die verwendeten Zelllinien wurden in einem Inkubator bei 37°C und 5 % CO2 kultiviert. 

Dazu wurden die Zellen in T-75 Flasks in den entsprechenden Medien (siehe 8.2.1.1) 

ausgesät und im Inkubator gezüchtet. Die Zellen wurden beim Erreichen von 70-80 % 

Konfluenz mit sterilem PBS gewaschen und mittels eines tryptischen Verdaus der Ext-

razellular-Matrixproteinen mit 0,05 %iger Trypsin-EDTA-Lösung aus den Zellschalen 

gelöst und in ein 15ml Falkongefäß überführt. Der tryptische Verdau wurde durch Zu-

gabe von 10 % FCS haltigem DMEM Medium gestoppt und die Zellen durch vorsichti-

ges Auf-und Abpipettieren in Lösung vereinzelt. Die Zellen wurden zur weiteren Kulti-

vierung in der Regel in einem Verhältnis von 1 zu 20 geteilt. SH-SY5Y-Zellen wurden 

maximal in einem Verhältnis von 1 zu 10 geteilt. 

8.2.2.3 Beschichtung von Zellkulturschalen mit Poly-L-Lysin 

Für Transfektionen von HEK293-Zellen mit siRNA oder Plasmiden wurden die Zellen in 

Zellkulturschalen ausgesät die zuvor mit Poly-L-Lysin beschichtet worden waren. Eine 

Ausnahme hiervon stellte die Herstellung von stabilen Zellen dar. Hierfür wurden nicht-

beschichtete Zellkulturschalen verwendet. Zur Beschichtung im erstgenannten Fall 

wurden die Zellkulturschalen vollständig mit steriler Poly-L-Lysin-Lösung (PLL-Lösung) 

bedeckt und mindestens 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dem Abnehmen 
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der PLL-Lösung wurden die Schalen zweimal mit sterilem PBS gewaschen und an-

schließend die entsprechenden Zellen ausgesät. 

8.2.2.4 Aussäen von Zellen 

Die Zellen wurden wie unter 8.2.2.2 beschrieben abgelöst, mittels einer Neubauer-

Zählkammer ausgezählt, auf die gewünschte Zelldichte verdünnt und auf die jeweiligen 

Zellkulturgefäße verteilt.  

8.2.2.5 Transiente Transfektion von Zellen mit Plasmiden für die Analyse 

der Ektodomänenspaltung mittels Western Blot 

Zur Transfektion von Zellen mit den jeweiligen Plasmiden wurden 4,5*105 HEK293E- 

Zellen pro Well auf PLL-beschichtete 6-Well-Platten ausgesät (Tag 0). An Tag 1 wur-

den Plasmid-Lipofectamine-Partikel wie folgt hergestellt: in getrennten Reaktionsgefä-

ßen wurden jeweils 250 µl aufgewärmtes (37°C) DMEM mit 5 µl Lipofectamin bzw. 2 

µg Plasmid für 5 min inkubiert. Die Lipofectamin- und die Plasmidlösung wurden ver-

mischt und die resultierende Lösung für weitere 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. 

Daraufhin wurde diese Lösung auf die Zellen gegeben (ein Ansatz pro zu transfizieren-

dem Well). An Tag 2 wurde das Medium vorsichtig von den Zellen abgesaugt und 

durch 1 ml DMEM 10 % FCS 1 % NEAA ersetzt. Das zugegebene Medium enthielt je 

nach Versuchsaufbau noch pharmakologische Inhibitoren. An Tag 3 wurde der Zell-

überstand abgenommen, für 5 min bei 4°C mit 14000 UpM in einer Tischzentrifuge 

zentrifugiert und der hieraus resultierende Überstand zur weiteren Analyse bei -20°C 

eingefroren. Die Zellen wurden aus den Wells mit einem Plastik-Schaber her-

ausgeschabt, mit PBS gewaschen und Proteinlysate in 500 µl Lysepuffer hergestellt. 

Im Folgenden ist der prinzipielle Versuchsablauf in einer kurzen Übersicht skizziert: 

Tag Tätigkeit 

0 Aussäen der Zellen 

1 Herstellung und Zugabe von Plasmid-Lipofectamine-Partikeln 

2 Wechsel des Mediums  

3 Abnahme des Mediums, Lyse der Zellen 

 

8.2.2.6 Transiente Transfektion von Zellen mit Plasmiden für die 

massenspektrometrische Analyse der Ektodomänenspaltung 

Da für die massenspektrometrische Analyse der Ektodomänenspaltung größere Men-

gen an Protein benötigt werden als für die sehr sensitive Western-Blot-Methode, wur-

den transiente Transfektionen für die massenspektrometrische Analyse in 10 cm Scha-

len durchgeführt. Hierfür wurde eine in-solution Transfektion durchgeführt. An Tag 0 

wurde der Plasmid-Lipofectamine-Mix wie oben beschrieben hergestellt, allerdings 
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wurden größere Mengen an Plasmid und Lipofectamine verwendet: 20 µg Plasmid und 

25 µl Lipofectamine wurden in jeweils 1 ml vorgewärmtem DMEM angesetzt. Die 

Plasmid-Lipofectamine-Partikel wurden dann direkt im Falkongefäß mit 2*106 

HEK293E-Zellen vermischt, die daraufhin auf PLL-beschichtete 10 cm Schalen ausge-

sät wurden. An Tag 1 wurde der Überstand der Zellen abgenommen und durch 8 ml 

DMEM 10 % FCS 1 % NEAA ersetzt. Das zugegebene Medium enthielt je nach Ver-

suchsaufbau noch pharmakologische Inhibitoren. An Tag 2 wurde der Überstand der 

Zellen abgenommen, zentrifugiert und direkt zur weiteren Analyse verwendet. Das Ein-

frieren des Überstandes erwies sich als negativ für den Versuchserfolg. Die Zellen 

wurden in PBS gewaschen. Für ein Zehntel der Zellen wurde ein Proteinlysat in 1 ml 

Lysepuffer generiert. Im Folgenden ist der prinzipielle Versuchsablauf in einer kurzen 

Übersicht skizziert: 

Tag Tätigkeit 

0 Aussäen der Zellen, Zugabe von Plasmid-Lipofectamine-Partikeln 

1 Wechsel des Mediums  

2 Abnahme des Mediums, Lyse der Zellen 

  

8.2.2.7 Transfektion von Zellen mit siRNA für die Analyse der 

Ektodomänenspaltung 

Die siRNAs wurden als Gemisch von vier Sequenzen (siGenome Pool) von der Firma 

Dharmacon bezogen. Die lyophilisiert vorliegenden siRNAs wurden zunächst in siRNA-

Puffer aufgenommen und aliquotiert. Die Aufbewahrung der Aliquots erfolgte bei -20°C. 

Die siRNAs wurden per Lipid-basierter reverser Transfektion in die Zielzellen (SH-

SY5Y oder HEK293E) eingeschleust. An Tag 0 wurde der Transfektionsansatz beste-

hend aus 0,25 ml OPTIMEM, 1 µl 10 µM siRNA Pool und 5 µl Lipofectamine RNAiMAX 

vorbereitet. Die Zielzellen wurden in einer Konzentration von 4,5*105 pro 6-Well in 

DMEM 10 % FCS 1 % NEAA ausplattiert. Ein Transfektionsansatz pro Well wurde hin-

zugegeben und per Schütteln verteilt. Für Experimente mit HEK293E-Zellen wurden 

PLL-beschichtete 6-Well-Platten verwendet. An Tag 1 wurden 1,5 ml frisches Medium 

hinzugegeben. An Tag 2 wurde das Medium von den Zellen abgenommen und durch 1 

ml frisches Medium ersetzt. An Tag 3 wurde der Überstand von den Zellen abgenom-

men und durch Zentrifugation (14000 UpM, 10 min, 4 °C) von unlöslichen Bestandtei-

len getrennt und zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. Aus den Zellen wurden 

Proteinlysate und/oder Membranpräparationen gewonnen. Im Folgenden ist der prinzi-

pielle Versuchsablauf in einer kurzen Übersicht skizziert: 
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Tag Tätigkeit 

0 Aussäen der Zellen, Zugabe von siRNA-Lipofectamine-Partikeln 

1 Zugabe von Medium 

2 Wechsel des Mediums  

3 Abnahme des Mediums, Verarbeitung der Zellen 

 

8.2.2.8 Herstellung stabiler Zelllinien mittels Transfektion von Plasmiden 

Die Herstellung stabiler Zellen erfolgte durch Transfektion von HEK293E-Zellen mit 

einem Plasmid und anschließender Kultivierung der Zellen in Selektionsmedium. So 

können nur Zellen proliferiert werden, die das Plasmid als episomale DNA erhalten 

haben und in Folge dessen das darauf codierte Resistenzgen exprimieren. Die Trans-

fektion der Zellen erfolgte wie unter 8.2.2.5 beschrieben, mit dem Unterschied, dass 

nicht-beschichtete 6-Well-Platten verwendet wurden. An Tag 2 wurde das Medium 

dann durch DMEM mit 10 % FCS, 1 % Penicillin/Streptomycin und 1 µg/ml Zeocin er-

setzt. An Tag 4 wurden die Zellen mit Hilfe von Trypsin wie unte 8.2.2.2 beschrieben 

abgelöst und in eine 60 mm-Zellkulturschale überführt. Bei einer Konfluenz von circa 

30 % wurden die Zellen erneut vereinzelt und in einem T75 Flask ausgesät. Die Ex-

pression des auf dem jeweiligen Plasmid codierten Proteins wurde mittels Western Blot 

überprüft. 

8.2.2.9 Herstellung von Zelllysaten 

Zelllysate wurden erzeugt indem PBS-gewaschene Zellen in Lysepuffer mit 1:1000 

Protease-Inhibitor-Mix resuspendiert und für 10 min auf Eis inkubiert wurden. Unlösli-

che Zellbestandteile wurden per Zentrifugation in einer Tischzentrifuge (14000 UpM, 10 

min,  4°C) von den gelösten Proteinen abgetrennt. Die Proteinkonzentration in den 

Lysaten wurde mittels BCA-Assay-Kit nach den Herstellerangaben bestimmt. In der 

Regel wurden für die Analyse mittels Western Blot 60 µl Proteinlysat mit 20 µl 4X SDS-

Probenpuffer vermischt und dann für 5 min bei 95°C aufgekocht.  

8.2.2.10 Präparation von Membranproteinen 

Zur stärkeren Anreicherung von Membranproteinen wurden Membranpräparationen 

durchgeführt. Hierzu wurden die PBS-gewaschenen Zellen im Hypotonpuffer resus-

pendiert und für 10 min auf Eis inkubiert. Daraufhin wurden sie 15 Mal „genadelt“, das 

heißt die resuspendierten Zellen wurden 15 Mal durch eine spitze Kanüle mit einem 

Innendurchmesser von 0,6 mm auf- und niedergezogen. Die Zellkerne wurden darauf-

hin mit einer Tischzentrifuge von der Membranfraktion getrennt (3000 UpM, 15 min, 

4°C). Der die Membranfraktion enthaltende Überstand wurde daraufhin bei 14000 UpM 

für 30 min bei 4°C in einer Tischzentrifuge zentrifugiert, um die Membranen zu pelletie-
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ren. Die pelletierten Membranen wurden in der Regel in 60 µl 4X SDS-Probenpuffer 

aufgenommen und für die Analyse mittels Western Blot für 5 min bei 95°C aufgekocht. 

 

8.2.3 Proteinbiochemische Methoden 

8.2.3.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Die Auftrennung von Proteinen erfolgte unter denaturierenden Bedingungen in einem 

diskontinuierlichen Gelsystem (Laemmli, 1970). Zur Herstellung der Gele sowie zur 

Trennung der Proteine wurden Minigelsysteme (Bio-Rad) verwendet. Die Gele waren 

wie in Tabelle 2 aufgeführt zusammengesetzt. 

 

Tabelle 2: Zusammensetzung der Gele für SDS-PAGE (Tris-Glycin-Gele; die angegebenen 
Mengen reichen für 2 Gele mit einer Dicke von 1,5 mm) 

Trenngel 8 % Gel 10 % Gel 12 % Gel  15 % Gel Sammelgel 

ddH2O 8,8 ml 8 ml 7,5 ml 6 ml 6,8 ml 

40 % Acrylamid-Bis Lsg. 3,2 ml 4 ml 4,5 ml 6 ml 1 ml 

Trenn-/Sammelgelpuffer 4 ml 4 ml 4 ml 4 ml 2,5 ml  

10 % APS 30 µl 30 µl 30 µl 30 µl 30 µl 

TEMED 60 µl  60 µl 60 µl 60 µl 30 µl 

 

SDS-PAGE erfolgte nach den Herstellerangaben der SDS-PAGE Elektrophoresekam-

mern. 60 µl zu analysierende Probe wurden in der Regel mit 20 µl 4X SDS-

Probenpuffer für 5 min bei 95 °C aufgekocht und entsprechende Mengen aufgetragen. 

Die Menge an aufzutragender Probe wurde auf Grundlage der Proteinkonzentration 

bestimmt. In der Regel wurden für Zelllysate zwischen 1 µg und 20 µg Gesamtprotein 

aufgetragen. Die Elektrophorese wurde für circa 10 min mit 99 V Potentialdifferenz 

zwischen Anode und Kathode gestartet. Nachdem die Laufmittelfront klar in das 

Trenngel eingelaufen war, wurde die Elektrophorese mit einer Potentialdifferenz von 

149 V fortgeführt, bis die Laufmittelfront das untere Ende des Gels erreicht hatte. Da-

raufhin wurde das Gel entnommen und kurz in Wasser gewaschen um dann für einen 

Western Blot (siehe 8.2.3.2) oder eine Coomassie-Färbung (siehe 8.2.3.3)  verwendet 

zu werden. 

8.2.3.2 Western Blot 

Zum Transfer der bei der SDS-PAGE nach ihrer Elektromobilität aufgetrennten Protei-

ne aus dem Gel auf eine PVDF-Membran wurde die Western Blot-Technik verwendet. 

Hierzu wurden Criterion Blotter Transferkammern nach den Herstellerangaben ver-

wendet. Der Transfer wurde in der Regel für 65 min bei einer konstanten Stromstärke 

von 0,90 A durchgeführt. Die Membran mit den transferierten Proteinen wurde zu-
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nächst für 45 min bei Raumtemperatur in 20 ml der Blockierlösung unter horizontalem 

Schütteln inkubiert. Nach dem mehrmaligen Abwaschen der Blockierlösung mit PBS-T 

wurde die Membran in 10 ml primärer Antiköperlösung (Antikörperkonzentration siehe 

8.1.4.1) entweder für 1 h bei Raumtemperatur oder über Nacht bei 4 °C unter horizon-

talem Schütteln inkubiert. Nach dreimaligem Abwaschen der primären Antikörperlö-

sung mit PBS-T wurde die Membran in 10 ml der sekundären Antikörperlösung (spe-

ziesspezifisch für den primären Antikörper, siehe 8.1.4.2) für 45 min bei Raumtempera-

tur unter horizontalem Schütteln inkubiert. Nach dem dreimaligen Abwaschen der se-

kundären Antikörperlösung mit PBS-T wurde die Membran entweder mit 2 ml Enhan-

ced Chemoluminescence Reagenz (ECL) für 1 min (bei starken Signalen) oder mit 2 ml 

ECLplus für 5 min (bei schwächeren Signalen) behandelt. Dabei wird eine Chemolumi-

neszenz-Reaktion der in ECL beziehungsweise ECLplus enthaltenen Edukte, von der 

an den sekundären Antikörper gekoppelten Meerrettichperoxidase, katalysiert, in deren 

Verlauf Licht freigesetzt wird. Zur Detektion des Signals kamen zwei Techniken zur 

Anwendung. Zum einen wurde die Schwärzung von auf die Membranen aufgelegten-

Röntgenfilmen analysiert, zum anderen wurde das emittierte Lichtsignal mit dem Wes-

tern-Blot-Dokumentationsgerät LAS-4000 detektiert. Zur Quantifizierung der Signale 

wurde die Software Multi Gauge (Version 3.0) verwendet. 

8.2.3.3 Coomassie-Färbung von Gelen 

Zur Coomassie-Färbung wurde das zu färbende Polyacrylamidgel zunächst zwei weite-

re Male mit ddH2O abgewaschen und dann für 1 h bei Raumtemperatur unter Schütteln 

in 15 ml der Coomassie-Färbelösung inkubiert. Die Coomassie-Färbelösung wurde 

daraufhin mit ddH2O abgewaschen und das Gel für 2 Stunden in ddH2O unter Schüt-

teln inkubiert. Das Wasser wurde dabei wiederholt gewechselt. Nach der Dokumentati-

on des Gels mit dem Scanner wurde das Gel in ddH2O mit 5 % Essigsäure aufbewahrt. 

 

8.2.4 MALDI-TOF Massenspektrometrie 

8.2.4.1 Bestimmung der Schnittstellen der Ektodomänenspaltung von 

APLP2 

Für die Bestimmung der Schnittstellen der Ektodomänenspaltung von APLP2 wurden 

transiente Transfektionen von HEK293E-Zellen mit dem Plasmid pcDNA3.1-APLP2-

TEV-Flag wie in 8.2.2.6 beschrieben durchgeführt. Die proteolytisch abgespalteten 

Ektodomänen des jeweils exprimierten Proteins (sAPLP-TEV-Flag) wurden bei 4°C mit 

30 µl Flag-M2-Agarose für 3 Stunden präzipitiert. Die Agarose mit den gebundenen 

sAPLP2-TEV-Flag Molekülen wurde daraufhin zweimal mit IP-Waschpuffer und dann 

einmal mit PBS gewaschen. Die gebundenen sAPLP2-TEV-Flag Moleküle wurden da-
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raufhin in 40 µ IP-Elutionspuffer auf Eis für 15 min eluiert. Zur Neutralisation wurden 

200 µl 100 mM Tris (pH8) zugegeben. Über Nacht wurden die sAPLP2-TEV-Flag-

Moleküle bei 4°C durch Zugabe von 1 µl TEV-Protease proteoyltisch an der TEV-

Protease-Schnittstelle gespalten. Die Flag-positiven Schnittprodukte wurden daraufhin 

in 14 ml PBS mittels Immunopräzipitation mit 10 µl Flag-M2-Agarose bei 4°C für 2 h 

aufgereinigt. Die Agarose mit den gebundenen Schnittprodukten wurde einmal mit IP-

Waschpuffer, einmal mit PBS und zweimal mit ddH2O gewaschen. Daraufhin wurden 

die aufgereinigten Moleküle in 10 µl MALDI-Matrix eluiert und zweimal 1 µl der Matrix 

mit den gelösten Peptiden auf die MALDI-Target-Platte pipettiert. Der Peptid-Matrix-

Gemisch-Tropfen auf der Target-Platte kristallisierte in der Regel innerhalb von 10 min 

bei Raumtemperatur. Die Proben wurden daraufhin wie unter 8.2.4.3 beschrieben ana-

lysiert. Alle verwendeten Puffer wurden vor dem Versuch für eine Stunde auf Eis ge-

kühlt. 

8.2.4.2 Bestimmung der γ-Sekretase Schnittstellen von APLP2 

Für die Bestimmung der γ-Sekretase Schnittstellen von APLP2 wurden stabil mit pcD-

NA3.1-CD5-HA-APLP2CTF-Flag transfizierte HEK293E-Zellen verwendet. 2*106 Zellen 

wurden an Tag 0 auf 10 cm Zellkulturschalen ausplattiert, an Tag 1 wurde das Medium 

auf 8 ml Medium (ggf. mit dem jeweiligen Inhibitor) gewechselt. An Tag 2 wurde das 

Medium abgenommen und direkt zur Analyse verwendet. Die Zellen wurden in PBS 

gewaschen. Für ein Zehntel der Zellen wurde ein Proteinlysat in 1 ml Lysepuffer gene-

riert. Um die Aβ-artigen APLP2-spezifischen Peptide aus dem Zellkulturüberstand zu 

präzipitieren wurden die 8 ml  zentrifugierter Überstand (4600 UpM, 15 min, 4°C)  je-

weils mit 6 ml PBS verdünnt und nach Zugabe von 10 µl anti-HA-Konjugat bei 4 °C für 

2 h unter „Überkopf-Schütteln“ inkubiert. Das anti-HA-Konjugat mit den gebundenen 

Peptiden wurde zweimal mit IP-Waschpuffer, zweimal mit PBS und zweimal mit ddH20 

gewaschen. Daraufhin wurden die aufgereinigten Peptide in 10 µl MALDI-Matrix eluiert 

und zweimal 1 µl der Matrix auf die MALDI-Target-Platte pipettiert. Der Peptid-Matrix-

Gemisch-Tropfen auf der Target-Platte kristallisierte in der Regel innerhalb von 10 min 

bei Raumtemperatur. Die Proben wurden daraufhin wie unter 8.2.4.3 beschrieben ana-

lysiert. Alle verwendeten Puffer wurden vor dem Versuch für eine Stunde auf Eis ge-

kühlt. 

8.2.4.3 Aufnahme von Spektren mit dem MALDI-TOF 

Massenspektrometer 

MALDI-TOF Spektren wurden auf einem Voyager DE STR Massenspektrometer auf-

genommen. Zur Instrumentensteuerung wurde die Software Voyager Instrument Con-

trol Panel (Version 5.10.2) verwendet. Das Instrument wurde im manuellen Kontroll-

modus verwendet. Es wurde mit einer Beschleunigungsspannung von 20000 V im po-
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sitiven Ionen-Modus gearbeitet. Für alle Proben wurden grundsätzlich mindestens zwei 

Spektren im linearen Modus aufgenommen, wenn möglich wurden zusätzlich zwei wei-

tere Spektren im Reflektormodus aufgenommen. Der lineare Modus wurde in der Re-

gel mit 90 % Grid-Spannung und einer Verzögerungszeit von 250 ns betrieben, der 

Reflektormodus mit 66 % Grid-Spannung und einer Verzögerungszeit von 150 ns. Die 

Laserintensität wurde in Abhängigkeit der Signalstärke und des Signal-Rausch-

Verhältnises für jede Probe individuell eingestellt. 

8.2.4.4  Auswertung von MALDI-TOF Spektren 

Zur Auswertung der mit dem MALDI-TOF Massenspektrometer aufgenommenen Spek-

tren wurde die Software Data Explorer (Version 4.0) verwendet. Um das Hintergrund-

rauschen der Spektren zu subtrahieren, wurde die Operation Baseline Correction 

durchgeführt.  

 

8.2.5 LC-MS/MS Massenspektrometrie 

8.2.5.1 Filter assistierte Proben Vorbereitung (filter aided sample 

preparation, FASP) 

Für die proteomische Analyse der Zebrafischlarven und der Zebrafischgehirne wurde 

die FASP-Technik verwendet (Wisniewski et al., 2009b). Bei der FASP-Technik werden 

die Proben in einem Lysepuffer mit hohem SDS Gehalt lysiert. Zur Lyse von Fischlar-

ven wurden die Larven nach Zugabe des Lysepuffers direkt für 30 s mit einem Stab-

Sonifier sonifiziert und das Lysat bei 95°C aufgekocht. Fischgehirne wurden durch 

mehrfaches Auf-und Abpipettieren im Lysepuffer lysiert und ebenfalls bei 95°C aufge-

kocht. Je 100 µl Lysat wurden mit 900 µl Urea-Puffer versetzt. In mehreren Schritten 

wurde das Urea-versetzte Lysat daraufhin auf das Filterröhrchen gegeben und die Pro-

teine durch Zentrifugation aufkonzentriert (je Schritt 5-10 min, 14000 UpM). Bei diesem 

und allen weiteren Schritten vor dem tryptischen Verdau wurde jeweils der Durchfluss 

verworfen. Nach zwei Waschschritten mit je 200 µl Urea-Puffer wurden  

100 µl IAA-Puffer zum Alkylieren der reduzierten Cysteine der auf dem Filter zurückge-

haltenen Proteinen gegeben und für 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlie-

ßend wurde erneut zweimal mit je 200 µl Urea-Puffer gewaschen. Nach zwei weiteren 

Waschschritten mit jeweils 200 µl ABC-Puffer wurde das Auffanggefäß durch ein fri-

sches ersetzt. Anschließend wurden 100 µl ABC-Puffer, enthaltend einer Trypsinmen-

ge von 1:20 im Verhältnis zur eingesetzten Proteinmenge (w/w), zu den aufkonzentrier-

ten, reduzierten und alkylierten Proteinen zugegeben. Für den tryptischen Verdau wur-

den die Filterröhrchen über Nacht bei 37°C in einer Feuchtkammer inkubiert. Eine 

Feuchtkammer wurde in Form einer 96-Well Gefrierbox realisiert, in der nicht mit Filter-
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röhrchen gefüllte Wells mit Wasser aufgefüllt wurden. Nach der Inkubation über Nacht 

wurden die verdauten Peptide durch Zentrifugation (10 min, 14000 UpM) in das Auf-

fanggefäß transferiert. Die so gewonnenen Peptide wurden daraufhin entweder mittels 

StageTip (8.2.5.3) entsalzt oder per Vakuumzentrifugation getrocknet (circa 30 min, 

2000 UpM, 27°). 

8.2.5.2 Dimethyl-Markierung (DMT-Labeling) 

Zur markierungs-basierten quantitativen Proteomik wurde die DMT-Labeling Technik  

verwendet (Boersema et al., 2009; Hsu et al., 2003). Aminogruppen der Peptide aus 

dem tryptischen Verdau der BACE1 -/- Proteinlysate wurden dabei mit „schwerem“, 

das heißt deuteriertem Formaldehyd dimethyliert, während die Aminogruppen der Pep-

tide aus dem tryptischen Verdau der Wildtyp-Proteinlysate mit „leichtem“, das heißt 

nicht-deuteriertem Formaldehyd dimethyliert wurden. Hierzu wurden bis zu 25 µg der 

eingetrockneten Peptide (es wurde eine Effizienz von 50 % für die Peptidgewinnung 

bei der FASP-Technik in Bezug auf die eingesetzten Proteinmenge angenommen 

(Wisniewski et al., 2009b) in 100 mM TEAB gelöst. Nach Zugabe von 4 µl der jeweili-

gen 4 %-igen Formaldehyd-Lösung (v/v) wurde die Probe kurz gevortext. Anschließend 

wurden 4 µl einer 0,6 M Cyanoborohydrid-Lösung zugegeben, die Probe erneut kurz 

gevortext und anschließend für 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die Reaktion wurde 

durch Zugabe von 16 µl einer 1 %-igen Ammoniumlösung gestoppt. Um die Reaktion 

weiter abzustoppen, wurden 8 µl einer 5 %-igen Ameisensäurelösung hinzugegeben. 

Hierbei handelte es sich um eine exotherme Reaktion bei der Wasserstoff und Blau-

säure entstehen. Deshalb wurde die Reaktion grundsätzlich unter dem Abzug durchge-

führt. Nach dem die Reaktion abgeklungen war (keine weitere Bildung von Luftbläs-

chen) wurden die „schwer“ und die „leicht“ markierten Proben vermischt und per Vaku-

umzentrifugation eingetrocknet (circa 30 min, 2000 UpM, 27°). 

8.2.5.3 StageTip 

Zur Aufreinigung von Peptiden wurden im Labor selbst hergestellte StageTips verwen-

det (Rappsilber et al., 2003). StageTips wurden hergestellt in dem gewöhnliche Pipet-

tenspitzen (200 µl) mit zwei Lagen C18 Material aus C18 Disks gefüllt wurden. Die La-

gen wurden mittels einer begradigten Kanülenspitze ausgestanzt und mit einer zweiten 

Pipettenspitze in der ersten „fingerfest“ eingedrückt. Um die Benutzung der StageTips 

in einer gewöhnlichen Tischzentrifuge zu ermöglichen, wurden die StageTips in ein 

Eppendorf-Vial gesteckt (Abbildung 40). Jeder der folgenden Schritte wurde durchge-

führt, indem die entsprechende Menge an Probe beziehungsweise Puffer in die Stage-

Tip pipettiert und per Zentrifugation (1 min, 4500 UpM, Raumtemperatur) durch das 

C18-Material gedrückt wurde. Wenn nicht anders beschrieben wurde der Durchfluss 

verworfen. 
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Abbildung 40: StageTips. StageTips wurden durch das Ausstanzen von Materiallagen aus 
zwei übereinanderliegenden C18-Disks gewonnen (A). Die ausgestanzten Materiallagen (B) 
wurden in eine gewöhnliche 200 µl Pipettenspitze gefüllt und mit einer zweiten Pipettenspitze 
„fingerfest“ eingedrückt. Die fertige StageTip (C) wurde zur Benutzung in ein gewöhnliches Ep-
pendorf-Gefäß gesteckt (D). 

 

Vor dem Laden einer Probe auf eine StageTip wurde diese zunächst mit 100 µl Metha-

nol gewaschen und anschließend mit 100 µl des jeweiligen Peptidlösungsmittels (in der 

Regel 2 % Ameisensäure, im Falle einer direkt vorausgegangenen FASP auch ABC-

Puffer beziehungsweise bei der SAX-Fraktionierung auch der jeweilige SAX-Puffer) 

equilibriert. Daraufhin wurden die gelösten Peptide auf die StageTip geladen und die 

StageTip anschließend mit 100 µl ST-Waschpuffer gewaschen. Anschließend wurden 

die Peptide in 50 µl ST-Elutionspuffer gelöst und per Vakuumzentrifugation eingetrock-

net (circa 30 min, 2000 UpM, 27°). 

8.2.5.4 SAX-Fraktionierung 

Eine StageTip-basierte Anionenaustausch-Fraktionierung wurde verwendet, um die 

Komplexität der Peptidproben zu verringern (Wisniewski et al., 2009a). Hierzu wurden 

selbst hergestellte SAX-Tips verwendet. SAX-Tips wurden analog zu den StageTips 

hergestellt, allerdings wurden drei Lagen des Anion Exchange-SR-Materials anstelle 

der zwei Lagen C18-Material verwendet. Vor der Verwendung wurden SAX-Tips zu-

nächst mit 100 µl Methanol gewaschen, mit 100 µl einer 1 M NaOH-Lösung aktiviert 

und anschließend mit 100 µl des SAX-Puffers pH 11 equilibriert (jeweils durch Zentri-

fugation: 2 min, 6000 UpM, Raumtemperatur). Daraufhin wurde die aktivierte SAX-Tip 

auf eine gewaschene und equilibrierte StageTip gesetzt (StageTip pH11) und die zu 

fraktionierende Probe durch Zentrifugation geladen und die nicht die SAX-Tip binden-

den Peptide von der StageTip pH11 gebunden (5 min, 4500 UpM, Raumtemperatur). 

Nach dem Laden wurde die noch immer in die StageTip pH11 eingesetzte, SAX-Tip mit 

100 µl SAX-Puffer pH11 gewaschen und die nicht-gebundenen Peptide wiederum von 
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der StageTip pH11 gebunden. Hiernach wurde die SAX-Tip auf eine neue gewaschene 

und equilibrierte StageTip gesetzt (StageTip pH6). Daraufhin wurden weitere Peptide 

durch Zugabe von 100 µl SAX-Puffer pH 6 eluiert und von der StageTip pH6 gebun-

den. Anschließend wurde die SAX-Tip auf eine neue, gewaschene und equilibrierte, 

StageTip gesetzt (StageTip pH3) und weitere Peptide wurden von der  SAX-Tip durch 

Zugabe von 100 µl SAX-Puffer pH3 gelöst. Nach der finalen Elution mit 100 µl SAX-

Puffer pH3 wurde die SAX-Tip verworfen und die StageTips mit ST-Waschpuffer, wie 

unter 8.2.5.3 beschrieben, gewaschen. Anschließend wurden die Peptide wie unter 

8.2.5.3 beschrieben eluiert und per Vakuumzentrifugation eingetrocknet (circa 30 min, 

2000 UpM, 27°). 

8.2.5.5 LC-MS/MS 

Alle LC-MS/MS-Experimente wurden in einem Set-up bestehend aus einer Nano-

Flüssigkeitschromatographie (Easy nLC II, Proxeon) und einem Orbitrap-

Massenspektrometer (LTQ Velos Orbitrap, Thermo Fisher Scientific) durchgeführt. Das 

Set-up wurde im „Einsäulenmodus“ verwendet. Zur Probenauftrennung und Probenin-

jektion wurden selbstgepackte, 15 cm lange Nanokapillaremittersäulen (New Objective, 

FS360-75-8-N-S-C15) verwendet. Die Säulen wurden mit C18-Partikeln mit einem 

durchschnittlichen Durchmesser von 2,4 µM gepackt (ReproSil-Pur 120 C18-AQ, Dr. 

Maisch GmbH). Das Protokoll für die Peptidauftrennung bestand aus einem Säulen-

Equilibrationsschritt (0,1 % Ameisensäure, für 10 min, max. 800 nl/min, max. 279 bar), 

dem Probenladeschritt (Probe in 0,1 % Ameisensäure, 1,5-faches Probenvolumen, 

max. 800 nl/min, max. 279 bar), dem bilinearen Gradienten zur Probenauftrennung und 

einem Säulenwaschschritt (95 % Acetonitril mit 0,1 % Ameisensäure, für 2 min, 350 

nl/min).  Im ersten Abschnitt des bilinearen Gradienten wurde die Acetonitril Konzentra-

tion über 167 min von 7 % auf 25 % Acetonitril linear erhöht. Im zweiten Abschnitt wur-

de die Acetonitrilkonzentration anschließend über 33 min von 25 % auf 42 % Acetonitril 

linear erhöht. Die Auftrennung erfolgte konstant mit einem Fluss von 350 nl/min bei 

einem maximalen Druck von 290 bar. Der Druck lag in der Regel zwischen circa 150 

bar und circa 250 bar. Abschließend wurde die Säule für 10 min bei 95 % Acetonitril 

mit 0,1 % Ameisensäure gewaschen. Ein Chromatographieschema ist in Abbildung 41 

abgebildet.  
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Abbildung 41: Methodendiagramm der Nanoflüssigkeitschromatographie. Die Acetonitril-
konzentration im jeweiligen Schritt der Chromatographie ist gegen die Dauer des jeweiligen 
Schritts aufgetragen.  

 

Das Orbitrap Massenspektrometer wurde mit einer TOP14-Methode betrieben, das 

heißt auf einen vollen FTMS-Scan mit eine Auflösung von 60.000 und einem FTMS 

AGC-Zielwert von 1.000.000, folgten bis zu 14 MS/MS Aufnahmen der abundantesten 

Peptide in der linearen Ionenfalle. Die bis zu 14 abundantesten Vorläuferionen jedes 

vollen FTMS-Scans wurden mit einer Isolationsbreite von 2 Da isoliert und via CID-

Fragmentierung (CID: collision-induced dissociation fragmentation) fragmentiert. Die 

Auswahl der 14 abundantesten Vorläuferionen wurde durch eine dynamische Aus-

schlussliste eingeschränkt, die eine Refragmentierung von Vorläuferionen verhinderte. 

Die Einstellungen der Ausschlussliste sahen vor, dass ein Massenfenster von -0,5 Da 

bis +1,5 Da um die jeweilige fragmentierte Vorläuferionenmasse herum für 50 s nicht 

für die Auswahl eines neuen Vorläuferions verwendet wird. MS-Spektren wurden im 

Profilmodus, MSMS-Spektren im Centroidmodus aufgenommen. Der AGC-Zielwert für 

die MSMS-Spektren betrug 10.000. Das Instrument wurde so eingestellt, dass nur sol-

che Moleküle zur Fragmentation ausgewählt wurden, deren Ladungszustand auf Grund 

des Isotopenmusters bestimmt werden konnten und deren Isotopenmuster dem Isoto-

penmuster eines Peptids entsprach („monoisotopic precusor selection enabled“). Ein-

fach geladene Vorläuferionen wurden grundsätzlich von der Fragmentierung ausge-

schlossen. Die grundlegenden Informationen zu der massenspektrometrischen Metho-

de sind in Tabelle 3 angegeben. 
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Tabelle 3: Zusammenfassung der Massenspektrometrie-Einstellungen 

Methode Datenabhängige Fragmentierung 

TOP14 

Fragmentierungsart CID 

Fragmentierungsintensität 35 % 

MS Orbitrap 

MS2 Lineare Ionenfalle 

AGC-Zielwert MS 1.000.000 

AGC-Zielwert MS2 10.000 

Wideband-Aktivierung zutreffend 

Monoisotopische Vorläuferionenauswahl zutreffend 

Ladungsabhängiger Vorläuferionenausschluss Ladung: +1 

Mindestintensität für Fragmentierungsauswahl 1000 

Dynamische Ausschlussliste 50 s, 500 Einträge möglich 

    

8.2.5.6 Bioinformatische Auswertung Proteomik 

Die Auswertung der proteomischen Daten erfolgte mit der MaxQuant Software Suite 

(Version 1.2.0.18) und dem integrierten Andromeda-Algorithmus für die Proteinidentifi-

kation (Cox and Mann, 2008a; Cox et al., 2011). Die Software wurde mit den Stan-

dardeinstellungen genutzt. Eine Falsch-Identifizierungsrate (false discovery rate, FDR) 

von maximal 1 % wurde für die Identifikation auf Protein- und Peptidebene verwendet. 

Als fixe Modifikation wurde grundsätzlich die Carbamidomethylierung der Cysteine ge-

wählt, als variable Modifikationen wurden die Oxidierung des Methionin und für die 

Experimente mit Dimethylierung die entsprechenden Methylierungen des N-Terminus 

und der Lysine gewählt. Eine Zweitpeptidsuche (second peptide search), das heißt 

eine Suche der erfolgreich identifizierten Spektren nach Subtraktion der auf Grund der 

initialen Identifikation zu erwartenden Fragmente, wurde durchgeführt. Als Datenbank 

für die Proteinidentifikation wurde die IPI Zebrafisch in der Version 3.86 verwendet (IPI: 

International Protein Index, eine Proteindatenbank die vom European Bioinformatics 

Institute gepflegt wird, http://www.ebi.ac.uk/IPI). 

8.2.5.7 Statistische Auswertung Proteomik  

Die relativen Proteinabundanzen für jedes Protein wurden wie folgt bestimmt: Bei der 

DMT-Labeling-basierten Analyse wurde zunächst für jedes Protein die relative Pro-

teinabundanz in den einzelnen biologischen Replikaten bestimmt. Dazu wurde der Mit-

telwert der normalisierten H/L-Werte der zwei technischen Replikate für jedes der drei 

biologischen Replikate für jedes Protein gebildet. Der Median der relativen Proteina-

bundanzen der drei biologischen Replikate ergab dann die finale relative Proteina-

http://www.ebi.ac.uk/IPI
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bundanz für das jeweilige Protein. Für die Angabe der Variabilität dieser Größe wurde 

der Standardfehler aus den relativen Proteinabundanzen der drei biologischen Replika-

te gebildet. Ein p-Wert wurde mittels eines t-Tests für jedes intrinsische Membranpro-

tein, wie in Abbildung 42 dargestellt, berechnet. Zur post hoc Abschätzung der Falsch-

Positiv-Rate wurde ein Test nach Benjamini-Hochberg durchgeführt (Benjamini and 

Hochberg, 1995). 

 

Abbildung 42: Schema der statistischen Auswertung zur Proteomik der BACE1 -/- Zebra-
fischlarven. Beispielrechnung zur Auswertung der proteomischen Daten der BACE1 -/- Zebra-
fischlarven. Drei biologische Replikate wurden betrachtet (Ex 1, Ex 2 und Ex 3). Für jedes bio-
logische Replikat wurden zwei technische Replikate gemessen (-1,-2). Das normalisierte H/L 
Verhältnis (norm. H/L) für jedes technische Replikat wurde von MaxQuant berechnet. Der Mit-
telwert der normalisierten H/L Verhältnisse beider technischer Replikate eines biologischen 
Replikats ergibt die relative Abundanz des Proteins in dem jeweiligen biologischen Replikat 
(Abundanz Ex 1-3). Die relative Abundanz des Proteins bezieht sich auf die Abundanz des je-
weiligen Proteins in BACE1 -/- Larven im Verhältnis zu Wildtyplarven. Der Median der relativen 
Abundanzen von 8 Referenzproteinen (PPIA-1, Gapdh, Pgk1, Rplp0, Hprt1, Ywhaz, Rpl13a, 
Sdha) wurde für jedes biologische Replikat berechnet. In einem t-Test wurde dann untersucht, 
ob der Median dieser drei relativen Abundanzen (Median Referenzproteine) signifikant ver-
schieden von dem Median der relativen Abundanzen des Protein X ist.       

 

Bei der markierungsfreien quantitativen Analyse der Zebrafischgehirne wurde die 

Quantifizierung auf der Grundlage der LFQ-Werte aus den einzelnen Proben durchge-

führt. Hierzu wurden zunächst für jedes Protein die LFQ-Werte der einzelnen Proben 

durch den Mittelwert aller LFQ-Werte der Wildtyplarven geteilt. Dabei wurden relative 

LFQ-Werte für jedes Protein für jede Probe erhalten. Als nächstes wurde der Median 

der relativen LFQ Werte der Wildtypgehirne und der BACE1 -/- Gehirne gebildet. Der 

Standardfehler wurde für beide Mediane berechnet. Zur Bestimmung der relativen Pro-
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teinabundanz wurde dann das Verhältnis des Medians der relativen LFQ-Werte der 

BACE1 -/- Gehirne zum Median der relativen LFQ-Werte der Wildtypgehirne gebildet. 

Zur statistischen Auswertung wurde ein t-Test durchgeführt. Zur post hoc Abschätzung 

der Falsch-Positiv-Rate wurde ein Test nach Benjamini-Hochberg durchgeführt 

(Benjamini and Hochberg, 1995). 

8.2.6 Allgemeine Bioinformatik 

Als Datenbank wurde, falls nicht anders angegeben, die Proteindatenbank des Uniprot- 

Konsortiums (kurz für „Universal „Protein Resource“, aus dem Englischen etwa „uni-

verselle Proteindatenbank“) verwendet. Diese ist über die Webseite www.uniprot.org 

öffentlich zugänglich. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgeführte Alignments 

wurden mit dem „Align-Tool“ des UniProt-Konsortiums durchgeführt. Dieses verwendet 

eine Implementation des Clustal Omega Algorithmus, um global optimale multiple Se-

quenzalignments zu berechnen (Sievers et al., 2011). Im Sonderfall eines paarweisen 

Alignments, wie hier in der Regel durchgeführt, stellt der Clustal Omega eine klassi-

sche Implementation des Needleman-Wunsch Algorithmus dar (Needleman and 

Wunsch, 1970). Für Transmembranproteine, für die die Anzahl an Transmembrando-

mänen nicht annotiert war, wurde eine Vorhersage der Anzahl an Transmembrando-

mänen mittels eines Hidden Markov-Models nach dem Algorithmus von Kall et al. 

durchgeführt (Bystroff and Krogh, 2008; Kall et al., 2004). Eine Implementation des 

Algorithmus ist unter http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/ verfügbar.  
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11 Anhang 

11.1 Peptidmassenübersichten 

Die Schnittstellenbestimmung mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie ist ein relativ 

manueller Prozess. Nach dem die Spektren aufgenommen werden, müssen die Mas-

sen der den Peaks zugrunde liegenden Peptide mit den Massen der theoretisch mögli-

chen Peptide verglichen werden. Um eine Liste der auf Grundlage des verwendeten 

Konstrukts theoretisch möglichen Peptide zu erhalten, wurde im Rahmen dieser Arbeit 

ein kleines Programm programmiert, das als Anwendung auf Windows-Desktop Com-

putern ausführbar ist. Das Programm errechnet auf der Basis einer Input-

Peptidsequenz im Einbuchstaben-Code die Massen aller wahlweise durch C- oder N-

terminale Verkürzung aus dieser Inputsequenz entstehenden Peptide. Das Programm 

ist sowohl in der Lage die monoisotopische Masse, wie auch die durchschnittlich zu 

erwartende Masse, für die jeweiligen Peptide zu berechnen. Eine weitere Option er-

laubt die Berechnung der jeweiligen Massen unter Berücksichtung einer Inkorporation 

von „schwerem“ Lysin (13C6 15N2) und „schwerem“ Arginin (13C6 15N4) wie dies zum 

Beispiel für die SILAC-Markierung verwendet wird (Ong et al., 2002).       

11.1.1 Peptidmassentabelle für APLP2-TEV-FLAG 

Tabelle 4: Übersicht über die Peptidmassen der Flag-positiven Peptide, die sich aus ei-
nem in silico Verdau von APLP2-TEV-FLAG ergeben. Massen sind für die einfach proto-
nierten Peptide [M+H

+
] angegeben 

Peptide Masse (Da) 

GDYKDDDDKVIDETLDVKEMIFNAERVGGLEEERESV 4258,0 

GDYKDDDDKVIDETLDVKEMIFNAERVGGLEEERES  4158,9 

GDYKDDDDKVIDETLDVKEMIFNAERVGGLEEERE   4071,9 

GDYKDDDDKVIDETLDVKEMIFNAERVGGLEEER    3942,8 

GDYKDDDDKVIDETLDVKEMIFNAERVGGLEEE     3786,7 

GDYKDDDDKVIDETLDVKEMIFNAERVGGLEE      3657,7 

GDYKDDDDKVIDETLDVKEMIFNAERVGGLE       3528,7 

GDYKDDDDKVIDETLDVKEMIFNAERVGGL        3399,6 

GDYKDDDDKVIDETLDVKEMIFNAERVGG         3286,5 

GDYKDDDDKVIDETLDVKEMIFNAERVG          3229,5 

GDYKDDDDKVIDETLDVKEMIFNAERV           3172,5 

GDYKDDDDKVIDETLDVKEMIFNAER            3073,4 

GDYKDDDDKVIDETLDVKEMIFNAE             2917,3 

GDYKDDDDKVIDETLDVKEMIFNA              2788,3 

GDYKDDDDKVIDETLDVKEMIFN               2717,2 

GDYKDDDDKVIDETLDVKEMIF                2603,2 
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Peptide Masse (Da) 

GDYKDDDDKVIDETLDVKEMI                 2456,1 

GDYKDDDDKVIDETLDVKEM                  2343,0 

GDYKDDDDKVIDETLDVKE                   2212,0 

GDYKDDDDKVIDETLDVK                    2083,0 

GDYKDDDDKVIDETLDV                     1954,9 

GDYKDDDDKVIDETLD                      1855,8 

GDYKDDDDKVIDETL                       1740,8 

GDYKDDDDKVIDET                        1627,7 

GDYKDDDDKVIDE                         1526,6 

GDYKDDDDKVID                          1397,6 

GDYKDDDDKVI                           1282,6 

GDYKDDDDKV                            1169,5 

GDYKDDDDK 1070,4 

11.1.2 Peptidmassentabelle für HA-αAPLP2CTF-FLAG  

Tabelle 5: Übersicht über die Peptidmassen der HA-positiven Peptide, die sich aus einem 
in silico Verdau von HA-αAPLP2CTF-FLAG ergeben können. Massen sind für die einfach 
protonierten Peptide [M+H

+
]angegeben 

Peptide Masse (Da) 

YPYDVPDYASGGGGGLEVFFLEEERESVGPLREDFSLSSSALIGLLVIAVA 5390,7 

YPYDVPDYASGGGGGLEVFFLEEERESVGPLREDFSLSSSALIGLLVIAV  5319,7 

YPYDVPDYASGGGGGLEVFFLEEERESVGPLREDFSLSSSALIGLLVIA   5220,6 

YPYDVPDYASGGGGGLEVFFLEEERESVGPLREDFSLSSSALIGLLVI    5149,5 

YPYDVPDYASGGGGGLEVFFLEEERESVGPLREDFSLSSSALIGLLV     5036,5 

YPYDVPDYASGGGGGLEVFFLEEERESVGPLREDFSLSSSALIGLL      4937,4 

YPYDVPDYASGGGGGLEVFFLEEERESVGPLREDFSLSSSALIGL       4824,3 

YPYDVPDYASGGGGGLEVFFLEEERESVGPLREDFSLSSSALIG        4711,2 

YPYDVPDYASGGGGGLEVFFLEEERESVGPLREDFSLSSSALI         4654,2 

YPYDVPDYASGGGGGLEVFFLEEERESVGPLREDFSLSSSAL          4541,1 

YPYDVPDYASGGGGGLEVFFLEEERESVGPLREDFSLSSSA           4428,0 

YPYDVPDYASGGGGGLEVFFLEEERESVGPLREDFSLSSS            4357,0 

YPYDVPDYASGGGGGLEVFFLEEERESVGPLREDFSLSS             4270,0 

YPYDVPDYASGGGGGLEVFFLEEERESVGPLREDFSLS              4182,9 

YPYDVPDYASGGGGGLEVFFLEEERESVGPLREDFSL               4095,9 

YPYDVPDYASGGGGGLEVFFLEEERESVGPLREDFS                3982,8 

YPYDVPDYASGGGGGLEVFFLEEERESVGPLREDF                 3895,8 

YPYDVPDYASGGGGGLEVFFLEEERESVGPLRED                  3748,7 

YPYDVPDYASGGGGGLEVFFLEEERESVGPLRE                   3633,7 

YPYDVPDYASGGGGGLEVFFLEEERESVGPLR                    3504,7 

YPYDVPDYASGGGGGLEVFFLEEERESVGPL                     3348,6 

YPYDVPDYASGGGGGLEVFFLEEERESVGP                      3235,5 
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Peptide Masse (Da) 

YPYDVPDYASGGGGGLEVFFLEEERESVG                       3138,4 

YPYDVPDYASGGGGGLEVFFLEEERESV                        3081,4 

YPYDVPDYASGGGGGLEVFFLEEERES                         2982,3 

YPYDVPDYASGGGGGLEVFFLEEERE                          2895,3 

YPYDVPDYASGGGGGLEVFFLEEER                           2766,2 

YPYDVPDYASGGGGGLEVFFLEEE                            2610,1 

YPYDVPDYASGGGGGLEVFFLEE                             2481,1 

YPYDVPDYASGGGGGLEVFFLE                              2352,1 

YPYDVPDYASGGGGGLEVFFL                               2223,0 

YPYDVPDYASGGGGGLEVFF                                2109,9 

YPYDVPDYASGGGGGLEVF                                 1962,9 

YPYDVPDYASGGGGGLEV                                  1815,8 

YPYDVPDYASGGGGGLE                                   1716,7 

YPYDVPDYASGGGGGL                                    1587,7 

YPYDVPDYASGGGGG                                     1474,6 

YPYDVPDYASGGGG                                      1417,6 

YPYDVPDYASGGG                                       1360,6 

YPYDVPDYASGG                                        1303,5 

YPYDVPDYASG                                         1246,5 

11.1.3 Peptidmassentabelle für HA-sAPLP2CTF-FLAG  

Tabelle 6: Übersicht über die Peptidmassen der HA-positiven Peptide, die sich aus einem 
in silico Verdau von HA-sAPLP2CTF-FLAG ergeben können. Massen sind für die einfach 
protonierten Peptide [M+H

+
]angegeben 

Peptide Masse (Da) 

YPYDVPDYASGGGGGLEPLREDFSLSSSALIGLLVIAVA 3969,0 

YPYDVPDYASGGGGGLEPLREDFSLSSSALIGLLVIAV  3898,0 

YPYDVPDYASGGGGGLEPLREDFSLSSSALIGLLVIA   3798,9 

YPYDVPDYASGGGGGLEPLREDFSLSSSALIGLLVI    3727,9 

YPYDVPDYASGGGGGLEPLREDFSLSSSALIGLLV     3614,8 

YPYDVPDYASGGGGGLEPLREDFSLSSSALIGLL      3515,7 

YPYDVPDYASGGGGGLEPLREDFSLSSSALIGL       3402,6 

YPYDVPDYASGGGGGLEPLREDFSLSSSALIG        3289,5 

YPYDVPDYASGGGGGLEPLREDFSLSSSALI         3232,5 

YPYDVPDYASGGGGGLEPLREDFSLSSSAL          3119,4 

YPYDVPDYASGGGGGLEPLREDFSLSSSA           3006,4 

YPYDVPDYASGGGGGLEPLREDFSLSSS            2935,3 

YPYDVPDYASGGGGGLEPLREDFSLSS             2848,3 

YPYDVPDYASGGGGGLEPLREDFSLS              2761,3 

YPYDVPDYASGGGGGLEPLREDFSL               2674,2 

YPYDVPDYASGGGGGLEPLREDFS                2561,1 
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Peptide Masse (Da) 

YPYDVPDYASGGGGGLEPLREDF                 2474,1 

YPYDVPDYASGGGGGLEPLRED                  2327,0 

YPYDVPDYASGGGGGLEPLRE                   2212,0 

YPYDVPDYASGGGGGLEPLR                    2083,0 

YPYDVPDYASGGGGGLEPL                     1926,9 

YPYDVPDYASGGGGGLEP                      1813,8 

YPYDVPDYASGGGGGLE                       1716,7 

YPYDVPDYASGGGGGL                        1587,7 

YPYDVPDYASGGGGG                         1474,6 

YPYDVPDYASGGGG                          1417,6 

YPYDVPDYASGGG                           1360,6 

YPYDVPDYASGG                            1303,5 

YPYDVPDYASG     1246,5 
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Abstract

Regulated intramembrane proteolysis of the amyloid precursor protein (APP) by the protease activities a-, b- and c-
secretase controls the generation of the neurotoxic amyloid b peptide. APLP2, the amyloid precursor-like protein 2, is a
homolog of APP, which shows functional overlap with APP, but lacks an amyloid b domain. Compared to APP, less is known
about the proteolytic processing of APLP2, in particular in neurons, and the cleavage sites have not yet been determined.
APLP2 is cleaved by the b-secretase BACE1 and additionally by an a-secretase activity. The two metalloproteases ADAM10
and ADAM17 have been suggested as candidate APLP2 a-secretases in cell lines. Here, we used RNA interference and found
that ADAM10, but not ADAM17, is required for the constitutive a-secretase cleavage of APLP2 in HEK293 and SH-SY5Y cells.
Likewise, in primary murine neurons knock-down of ADAM10 suppressed APLP2 a-secretase cleavage. Using mass
spectrometry we determined the proteolytic cleavage sites in the APLP2 sequence. ADAM10 was found to cleave APLP2
after arginine 670, whereas BACE1 cleaves after leucine 659. Both cleavage sites are located in close proximity to the
membrane. c-secretase cleavage was found to occur at different peptide bonds between alanine 694 and valine 700, which
is close to the N-terminus of the predicted APLP2 transmembrane domain. Determination of the APLP2 cleavage sites
enables functional studies of the different APLP2 ectodomain fragments and the production of cleavage-site specific
antibodies for APLP2, which may be used for biomarker development.
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Introduction

Regulated intramembrane proteolysis (RIP) occurs for an

increasing number of membrane proteins, and is a molecular

mechanism controlling the communication between cells [1,2]. In

the RIP process a membrane protein typically undergoes two

consecutive proteolytic cleavages. The first one happens outside of

the membrane and results in shedding of the ectodomain. The

second cleavage, called intramembrane proteolysis, occurs within

the transmembrane domain and leads to the secretion of a small

peptide and the release of the intracellular domain into the cytosol.

The proteolytic cleavage fragments act as versatile signaling

molecules or are further degraded [3,4]. RIP also occurs for the

amyloid precursor protein (APP) family. This family comprises

APP itself as well as its two homologs amyloid precursor-like

proteins 1 and 2 (APLP1, APLP2) [5]. APP and APLP2 are

ubiquitously expressed, whereas expression of APLP1 is restricted

to the nervous system. The biological function of the APP protein

family members is not yet fully understood. The three proteins are

required for embryonic development, because in mice the triple

knock-out of APP, APLP1 and APLP2 results in perinatal lethality,

cranial abnormalities and cortical dysplasias [6]. In contrast, mice

singly deficient in either APP, APLP1 or APLP2 alone as well as

the double knock-out of APP and APLP1 do not show a phenotype

or only a mild one [7,8,9,10], suggesting functional overlap

between the three family members. However, the double knock-

out of APLP2 with either APP or APLP1 results in postnatal

lethality [9,10]. Together, these studies demonstrate that APLP2 is

particularly required for normal embryonic development and can

compensate for the lack of APP or APLP1.

APP, APLP1 and APLP2 undergo shedding in their ectodomain

by proteases referred to as a- and b-secretases, followed by c-

secretase-mediated intramembrane proteolysis. The cleavage of

APP is intensively studied, as APP is the precursor for the amyloid

b peptide (Ab), which has a key role in Alzheimer’s disease (AD)

pathogenesis [11]. APP cleavage by b- and c-secretase generates

Ab, whereas cleavage by a-secretase prevents Ab generation

[12,13]. APLP1 and APLP2 do not contain an Ab domain and are

not assumed to contribute to AD.

Despite the crucial function of APLP2 as described above, much

less is known about the proteolytic cleavage of APLP2 compared

to APP. Similar to APP, the type I membrane protein APLP2

undergoes shedding by the b-secretase BACE1 (b-site APP

cleaving enzyme), which results in secretion of the N-terminal

APLP2 ectodomain and in generation of the corresponding

membrane-bound C-terminal fragments (CTFs) [14,15,16,

17,18]. APLP2 also undergoes shedding by a-secretase. Although

the name a-secretase was initially coined for the metalloprotease
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cleaving APP, a-secretase is now used more widely to indicate the

shedding of membrane proteins by a metalloprotease, typically of

the ADAM (A disintegrin and metalloprotease) family. As

expected for a cleavage by ADAM proteases, a-secretase cleavage

of APLP2 occurs constitutively and is reduced by the metallopro-

tease inhibitors TAPI-2 or GM6001 [14,15]. Moreover, APLP2 a-

secretase cleavage can be stimulated above its constitutive level by

the phorbol ester PMA [14]. The constitutive a-secretase cleavage

of APLP2 seems to be mediated by ADAM10 and ADAM17 (also

known as TACE - TNFa converting enzyme). Overexpression of

ADAM10 or ADAM17 in kidney cells and of ADAM10 in mouse

brain increases APLP2 shedding [14,19]. Conversely, the

metalloprotease inhibitor GI254023X reduces APLP2 shedding

down to 30%. Because this inhibitor is 100-fold more potent in

inhibiting recombinant ADAM10 than ADAM17, it was conclud-

ed that ADAM10 may be the primary a-secretase for APLP2 [14].

However, overexpression of a dominant-negative ADAM10

reduced APLP2 shedding only by 40% [14], raising the possibility

that ADAM17 is also involved in constitutive APLP2 shedding. In

fact, ADAM17, but not ADAM10, is required for APLP2

shedding in SH-SY5Y cells stimulated with insulin-like growth

factor-1 [20]. So far, the constitutive APLP2 shedding has not yet

been analyzed in primary neurons. Taken together, it remains

unclear whether only ADAM10 or also ADAM17 contributes to

the constitutive a-secretase cleavage of APLP2. A similar situation

was observed for APP, where ADAM10 and 17 as well as other

metalloproteases were discussed as the constitutive APP a-

secretases. Recently, we demonstrated that only ADAM10, but

not ADAM17, mediates the constitutive APP a-secretase cleavage

in different cell lines and in primary murine neurons [21].

Ectodomain shedding can produce soluble protein fragments with

biological activity, for example growth factors and cytokines [3,4].

Likewise, it is clear that the soluble APP ectodomain can be

biologically active. For example, the APP ectodomain released

through b-secretase cleavage (APPsb) binds and activates the death

receptor DR6, acting in a proapoptotic manner [22]. Additionally, it

is able to induce expression of transthyretin and Klotho [23]. In

contrast, the a-secretase-cleaved APP (APPsa) has neurotrophic and

neuroprotective properties [24,25,26] and is able to rescue the mild

phenotype of APP single knock-out mice [27]. Together, this

demonstrates that APPsa and APPsb have different biological

functions, although APPsa is only 16 amino acids longer than APPsb
[28]. Thus, it is essential to know the cleavage sites and the identity of

the contributing protease activities in order to study the physiological

functions of the APP cleavage products in depth. Compared to APP

much less is known about the proteolytic cleavage of APLP2 and its

functional consequence. The a-, b- and c-cleavage sites for APLP2

have not yet been determined [5]. Thus, it remains unknown whether

– similar to APP – a- and b-secretase produce APLP2 ectodomains of

different length and diverse functions.

Here we demonstrate that the constitutive a-secretase cleavage

of APLP2 in HEK293 and in neuroblastoma SH-SY5Y cells is

mediated by ADAM10, but not by ADAM17. Furthermore,

knock-down of ADAM10 completely abolished a-secretase

cleavage of APLP2 in primary murine neurons, demonstrating

that ADAM10 is the constitutive a-secretase for APLP2.

Moreover, we determined the cleavage sites of a-, b- and c-

secretase in the APLP2 sequence.

Results

APLP2 is processed by an a-secretase
Human neuroblastoma SH-SY5Y cells shed three different

soluble species (sAPLP2) of the endogenous APLP2 (Fig. 1A). As

reported previously [14,29,30], the broad band between 120 and

160 kDa (***) corresponds to sAPLP2 carrying chondroitin sulfate

glycosamino glycans (CS-GAG) at serine 614 of the 751 amino

acids long APLP2 isoform 2. Due to heterogeneity in the amount

of glycosylation, this form is detected as a broad band. The two

sharp bands at apparent molecular weights of 115 and 100 kDa

are assumed to be non-CS-GAG modified, mature sAPLP2 (**)

and a truncated form of non-CS-GAG modified, mature sAPLP2

(***), respectively. sAPLP2 species are complex glycosylated as

shown by their resistance to endoglycosidase H treatment. In the

cell lysate full-length APLP2 was detected as two immature bands

(marked ** and ***, Fig. 1A), which were endoglycosidase H

sensitive (Fig. 1B), and as the CS-GAG modified APLP2 (*;

Fig. 1A). All protein bands are specific for APLP2, because they

were absent upon RNAi-mediated knock-down of APLP2

(Fig. 1A). As a positive control for the deglycosylation assay,

deglycosylation was performed for the b-secretase BACE1. In

agreement with previous studies [31,32,33], the mature form (#)

was sensitive to N-glycosidase F, but not to endoglycosidase H,

whereas the immature form (##) was sensitive to both

glycosidases.

Next, we determined to which extent APLP2 shedding occurs

by a- and b-secretase in SH-SY5Y cells. Treatment with the broad

spectrum metalloprotease inhibitor TAPI-1, which also inhibits

ADAM proteases, reduced APLP2 shedding down to less than

20% in SH-SY5Y cells (Fig. 1C and quantification in Fig. 1D),

demonstrating that APLP2 shedding is mediated to a large extent

by a-secretase, in agreement with previous publications [14,15].

As a control, TAPI-1 also inhibited the shedding of APP (Fig. 1C).

The inhibitor C3, which is specific for the b-secretase BACE1

[34], did not lead to a significant reduction of total APLP2

shedding, revealing that b-secretase cleavage only contributes to a

minor extent to total APLP2 shedding. This was further confirmed

by the combined use of TAPI-1 and C3, which did not decrease

total APLP2 shedding further than the use of TAPI-1 alone

(Fig. 1C and D). The remaining small amount of APLP2 shedding

may result from an as yet unknown protease different from a- and

b-secretase. Alternatively, TAPI-1 may not be able to completely

block a-secretase cleavage of APLP2.

Constitutive a-secretase cleavage of APLP2 is mediated
by ADAM10 in HEK293 and SH-SY5Y cells

To determine whether constitutive a-secretase cleavage of

APLP2 is mediated by ADAM10 or ADAM17 or both, a transient

knock-down of both proteases was performed in SH-SY5Y cells

(Fig. 2A and quantification in Fig. 2B). The siRNA pools efficiently

reduced the protein levels of ADAM10 and ADAM17 (Fig. 2A).

Knock-down of ADAM17 did not affect APLP2 shedding, ruling

out the possibility that ADAM17 is the constitutive APLP2 a-

secretase. In contrast knock-down of ADAM10 inhibited APLP2

shedding by ,70%, which is similar to the reduction of APLP2

shedding obtained with the metalloprotease inhibitor TAPI-1

(Fig. 1D). The inhibitor was slightly more potent than the siRNA

in reducing APLP2 shedding, most likely due to the fact that the

siRNA-mediated knock-down is not able to completely suppress

ADAM10 protein levels. In a previous study we found 10–15% of

ADAM10 protein remaining in the siRNA treated cells [21]. The

shedding of all three sAPLP2 species was reduced to a similar

extent (Fig. 2A and quantification in 2B). To rule out the

possibility that the results obtained are cell line-specific, the same

experiment was carried out in human embryonic kidney 293 cells

(HEK293). Very similar to the SH-SY5Y cells, ADAM10, but not

ADAM17, was essential for a-secretase cleavage of APLP2 (Fig. 2C

and quantification in 2D).

Proteolytic Processing of APLP2

PLoS ONE | www.plosone.org 2 June 2011 | Volume 6 | Issue 6 | e21337



To further validate this finding, SH-SY5Y cells with a stable

knock-down of ADAM10 were used [21]. Similar to the transient

ADAM10 knock-down, both shRNA sequences, which efficiently

reduce ADAM10 protein levels [21], inhibited APLP2 shedding by

60–80% (Fig. 2E and quantification in 2F).

The a-secretase ADAM10 generates the soluble APLP2

ectodomain and additionally the membrane-bound C-terminal

fragments (CTFs) of APLP2, which should be reduced in

ADAM10 knock-down cells. As the CTFs are rapidly further

cleaved by c-secretase, we stabilized them with the c-secretase

inhibitor DAPT [35] in wild-type SH-SY5Y cells or cells with a

knock-down of ADAM10. DAPT treatment led to an accumula-

tion of the CTFs (Fig. 2G), which were not visible in the absence of

DAPT or upon knock-down of APLP2 (not shown). Three CTF

bands were detected. Two have an apparent molecular weight of

approximately 10 kDa (-, --), in agreement with previous

publications [14,17,18]. One additional study detected six

different CTFs, which may be specific for the overexpression of

a C-terminally tagged APLP2 construct used in that study [15].

The third band that we observed is at approx. 8 kDa (#, Fig. 2G).

The lower of the two bands at 10 kDa was absent in the ADAM10

knock-down cells, demonstrating that it is the ADAM10-generated

CTF. The upper band was absent upon treatment with the b-

secretase inhibitor C3 (Fig. 2G), showing that it is produced by the

b-secretase BACE1, which is in agreement with previous studies

analyzing the CTFs generated upon BACE1 overexpression or

knock-out [17,18]. The intensity of the CTFs may suggest a

relatively large contribution of BACE1 to total APLP2 cleavage,

whereas the shedding analysis (Fig. 1B) revealed only a minor

contribution of BACE1 to APLP2 shedding. This difference is

likely due to the fact, that a c-secretase inhibitor was used for

detecting the endogenous APLP2 CTFs, such that also the b-

secretase generated CTF accumulates, even if it is only generated

at much lower levels compared to the a-secretase generated CTF.

Levels of the 8 kDa CTF were not significantly affected by

ADAM10 knock-down or C3 treatment (t-test significance value

p.0.1; n = 6), suggesting that it is generated by an additional

protease unrelated to ADAM10 and BACE1. Because this

fragment was not described in previous studies, it may only be

seen upon c-secretase inhibition.

From the above experiments we conclude that ADAM10, but

not ADAM17, is required for the constitutive APLP2 a-secretase

cleavage in SH-SY5Y and HEK293 cells.

APLP2 shedding in primary neurons
Next, we analyzed whether ADAM10 is also required for

APLP2 a-secretase shedding in primary neurons. Embryonic

neurons were prepared at E16. First, we used pharmacological

inhibitors of a- and b-secretase to evaluate their contribution to

the total amount of APLP2 shedding in neurons. The specific b-

secretase inhibitor C3 [34] reduced endogenous sAPLP2 levels by

about 50%, whereas the metalloprotease inhibitor TAPI-1

Figure 1. Analysis of APLP2 shedding using protease inhibi-
tors. (A) Human neuroblastoma SH-SY5Y cells were transiently
transfected with an siRNA pool against APLP2 or with a control pool.
Endogenous APLP2 was detected with the N-terminally binding 2D11
antibody. Bands were absent upon knock-down of APLP2 (APLP2KD),
demonstrating the specificity of the antibody. Soluble APLP2 (sAPLP2)
was detected in the conditioned medium, cellular full-length APLP2
(cell. APLP2), cellular full-length APP (cell. APP) and calnexin as a loading
control in the cell lysate. Three forms of APLP2 were detected: CS-GAG
modified (*) and two non-CS-GAG modified species (** and ***) with
molecular weights of around 115 and 100 kDa respectively. (B)
Deglycosylation of APLP2 in conditioned medium and cell lysate of
SH-SY5Y cells using endoglycosidase H (H) and N-glycosidase F (F).
Deglycosylated forms of APLP2 are indicated (-- and ---). As a control,
deglycosylation was performed for BACE1 in the cell lysate of BACE1
overexpressing HEK293 cells. Mature (#), immature (##) and

deglycosylated (###) BACE1 is detectable. (C) Representative blots
of treatment of SH-SY5Y cells with C3 (1 mM), TAPI-1 (50 mM) or
C3+TAPI-1. Upon C3 treatment no significant reduction of sAPLP2 levels
was observed. Upon TAPI-1 and C3+TAPI-1 treatment sAPLP2 levels
were strongly reduced while no changes in APLP2 levels in the cell
lysate were observed. As a control, soluble APP (sAPP) levels were
clearly reduced upon TAPI-1 and C3+TAPI-1 treatment. (D) Quantifica-
tion of experiments in C (mean +/2 SEM). C3 treatment did not lead to
a significant reduction in sAPLP2 levels while TAPI-1 as well as C3+TAPI-
1 treatment led to a significant reduction in sAPLP2 levels (p,0.001 for
all three species, n = 6).
doi:10.1371/journal.pone.0021337.g001
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reduced it by about 35% (Fig. 3A and quantification in 3B). Thus,

compared to HEK293 cells, APLP2 shedding in neurons is

mediated to a larger extent by the b-secretase BACE1. This is

similar to APP and is in agreement with the finding that BACE1 is

expressed at higher levels in neurons than in cell lines [21,36,37].

Due to alternative splicing of APLP2, which destroys the CS-GAG

attachment site, neurons have less of the CS-GAG-modified

APLP2 compared to HEK293 or SH-SY5Y cells (Fig. 2A, B)

[38,39]. Next, ADAM10 was efficiently knocked-down in the

primary neurons (Fig. 3C) using lentiviruses expressing two distinct

and validated shRNAs against ADAM10 [21,40]. sAPLP2 levels

were reduced by about 30% (Fig. 3C and quantification in 3D).

This is similar to the metalloprotease inhibitor TAPI-1 (Fig. 3A)

and demonstrates that the constitutive a-secretase cleavage of

APLP2 in neurons is mediated by ADAM10.

APLP2 a-secretase cleavage occurs at the Arg670-Val671
peptide bond

The cleavage sites of APLP2 by either ADAM10 or BACE1

have not yet been identified. To determine them, mass

spectrometry was used. The intensive glycosylation of APLP2

would lead to a broadening of the peaks in the mass spectrometric

analysis, making identification of specific cleavage sites difficult.

Thus, similar to a previous study analyzing APP cleavage [21], two

short peptide tags were included into the APLP2 ectodomain C-

terminally of the glycosylation sites at a distance of 39 amino acids

from the suggested transmembrane domain (Fig. 4A). One of the

two peptide sequences encodes a tobacco etch virus (TEV)

protease cleavage site, the other one encodes a FLAG tag. This

mutant APLP2-TEV-FLAG construct (APLP2TF) was transiently

expressed in HEK293 cells. The metalloprotease inhibitor TAPI-1

strongly inhibited shedding of APLP2TF (Fig. 4B), demonstrating

that APLP2TF was processed like the wild-type, endogenous

APLP2 (Fig. 1B).

For this study the longest APLP2 isoform (763 amino acids) was

used, which lacks the CS-GAG modification. The secreted form of

APLP2-TF was immunoprecipitated from the conditioned medi-

um with an anti-FLAG antibody and then digested in vitro with

TEV protease. This leads to the removal of the glycosylated part of

the APLP2 ectodomain, resulting in ,3 kDa peptides having the

FLAG tag at their new N-terminus and C-terminally ending at the

peptide bond, where APLP2 is shed by the secretases (Fig. 4A).

Mass spectrometric measurements yielded two peptide peaks at

2917.34 Da and at 3073.37 Da, which correspond to the peptides

having glutamate 669 and arginine 670 respectively as their C-

terminal amino acid (Fig. 4C and D). Overexpression of ADAM10

strongly increased APLP2TF shedding (Fig. 4E). The same two

Figure 2. Transient and stable knock-down of ADAM10
suppresses APLP2 shedding. (A) SH-SY5Y cells were transfected
with siRNA pools against the proteases ADAM10 (A10KD) or ADAM17
(A17KD) or with control siRNA (Con). Both proteases were detected in
membrane preparations. The mature active form is indicated with ##,
the immature form with #. Actin and full-length APLP2 levels (cell.
APLP2) were detected in the cell lysate. Conditioned media were
analyzed for total secreted APLP2 (sAPLP2). All three species of sAPLP2
(* CS-GAG modified, ** 115 kDa, *** 100 kDa) were strongly decreased
upon knock-down of ADAM10, but not of ADAM17. (B) Quantification
of experiments in A (mean +/2 SEM). ADAM10 knock-down signifi-
cantly reduced sAPLP2 (p,0.001 for all three species, n = 6), while
ADAM17 knock-down did not lead to any significant changes in sAPLP2
levels. (C) Knock-down of ADAM10 and ADAM17 in HEK293 cells,
carried out as in A. (D) Quantification of experiments in C (mean +/2
SEM). ADAM10 knock-down significantly reduced sAPLP2 (p,0.001 for

CS-GAG modified and 100 kDa APLP2, p = 0.001 for 115 kDa APLP2,
n = 6). (E) SH-SY5Y cells with stable shRNA-mediated knock-down of
ADAM10 were used. shRNAs sh7 and sh9 are targeting two different
regions of ADAM10. As control, a stable SH-SY5Y cell line expressing a
non-targeting shRNA was used (Con). sAPLP2 levels were clearly
reduced upon ADAM10 knock-down. (F) Quantification of experiments
in E (mean +/2 SEM). Both shRNAs significantly reduced sAPLP2
(p,0.001 for all three species, n = 6). (G) SH-SY5Y cells were transiently
transfected with a siRNA pool against ADAM10 (A10KD) or control
siRNA (Con). Cells were treated with DAPT (1 mM). Additionally C3
(1 mM) or DMSO (as a solvent control) was applied. sAPLP2 levels were
clearly reduced upon ADAM10 knock-down while cellular APLP2 levels
(cell. APLP2) remained unchanged. Two forms of APLP2 C-terminal
fragments (CTFs) were detected at around 10 kDa in the cell lysate (-,--).
ADAM10 knock-down led to the elimination of the lower molecular
weight APLP2 CTF (--) while C3-treatment abolished the higher
molecular weight species (-).
doi:10.1371/journal.pone.0021337.g002
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peptide peaks were observed under control conditions, but with a

much higher intensity (TIC, total ion count, Fig. 4C), indicating

that both peptides directly derive from ADAM10-mediated

cleavage. Given that ADAM10 preferentially cleaves after arginine

or lysine [41], we assume that the primary ADAM10 cleavage site

in APLP2 is after arginine 670 and then followed by an as yet

unidentified carboxypeptidase cleavage, similar to what is known

for APP [21,42]. This is in agreement with our observation that

the ratio of the two peptides depends on the duration of the

incubation of the supernatant on the cells, with longer incubations

leading to a shift towards the shorter product (data not shown).

Overexpression of BACE1 increased APLP2TF shedding

(Fig. 4E) and suppressed the ADAM10-generated peptide peaks

and yielded a shorter peptide with 1740.72 Da (Fig. 4C),

corresponding to leucine 659 as the C-terminal amino acid

(Fig. 4D). The leucine is in good agreement with the substrate

specificity of BACE1 known from in vitro experiments [43] and is

also found in other BACE1 substrates, such as the Swedish variant

APP and P-selectin glycoprotein ligand-1 [44] (Fig. 4G). The

BACE1-generated peptide was not detected under control

conditions. As the BACE1 cleavage makes up a very small

proportion of total APLP2 shedding (see C3-inhibitor treatment in

Fig. 1B), it is likely that this peptide was below the detection limit

in our analysis.

Heterogeneous c-secretase cleavage occurs between
alanine 694 and valine 700

After ectodomain shedding APLP2 undergoes intramembrane

proteolysis by c-secretase [15]. While the so-called e-cleavage site

at the C-terminal end of APLP2 has been mapped to occur after

leucine 712 [45], the c-cleavage sites remain unknown. For

identification of the c-secretase cleavage sites the APLP2 CTF was

stably expressed in HEK293 cells. The CTF construct was

composed of the N-terminal HA-tag, a short linker region,

followed by the APLP2-CTF starting on proline 683. The

construct further harbored a C-terminal FLAG-tag fused to the

end of the CTF (Fig. 5A, HA-APLP2CTF-FLAG). As a control,

the c-secretase inhibitor Merck A [46] blocked c-secretase

cleavage of the CTF, as evidenced by increased CTF levels

(Fig. 5B).

Figure 3. APLP2 processing in primary cortical neurons. (A) E16 primary cortical neurons were treated with C3 (1 mM), TAPI-1 (50 mM) or
DMSO as a solvent control. sAPLP2 (* CS-GAG-modified, ** 115 kDa, *** 100 kDa) was detected in the conditioned medium of these cells. Full-length
cellular APLP2 (cell. APLP2) and actin were detected in the cell lysate. A clear reduction of sAPLP2 levels was observable upon C3 as well as TAPI-1
treatment. (B) Quantification of experiments in A (mean +/2 SEM). C3 and TAPI-1 significantly reduced sAPLP2 (C3: p,0.001 for both detected
species, TAPI-1: p,0.001 for CS-GAG modified APLP2, p = 0.004 for mature APLP2; n = 6). (C) E16 primary cortical neurons with lentiviral knock-down
of ADAM10 were analyzed. shRNAs (sh-I and sh-II) targeting different regions of ADAM10 and a non-targeting shRNA control (Con) were used. A clear
reduction of ADAM10 (# immature, ## mature) levels was observed in the cell lysate and of sAPLP2 in the conditioned medium. (D) Quantification
of experiments in C (mean +/2 SEM). Both shRNAs significantly reduced sAPLP2 (p,0.01 for both detected species for both shRNAs, n = 6).
doi:10.1371/journal.pone.0021337.g003
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Figure 4. Mass spectrometry-based determination of APLP2 a- and b-shedding sites. (A) Scheme of experimental procedure. A TEV-
protease cleavage site followed by a FLAG-tag was introduced into APLP2 isoform 763 starting after amino acid M653 (APLP2TF). The TEV-FLAG site is
positioned 39 amino acids N-terminally of the assumed start of the transmembrane domain (TMD). Shedding yields sAPLP2TF, which was
immunoprecipitated and digested with TEV-protease, leading to a small peptide harboring the N-terminal FLAG-tag as well as the C-terminal
cleavage site resulting from the shedding. This peptide was analyzed in a mass spectrometer. (B) HEK293 cells were transiently transfected with the
APLP2TF construct and either treated with TAPI-1 (50 mM) or DMSO as a solvent control. Upon TAPI-1 treatment secreted sAPLP2TF levels were clearly
decreased in the conditioned medium of the cells. An accumulation of APLP2TF levels was observed upon TAPI-1 treatment in the cell lysate. Actin
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The secreted peptides resulting from c-secretase cleavage were

immunoprecipitated from the supernatant and analyzed by

MALDI-TOF mass spectrometry. Seven peaks were identified in

the range of 3000 to 3700 Da with the main peak showing a mass

of 3404.47 Da (Fig. 5C). This implies that the main c-secretase

cleavage site is the peptide bond between leucine 698 and leucine

699 (Fig. 5D). Multiple c-secretase cleavage sites are typically

detected for c-secretase substrates, including APP [47].

As a control, we verified that the identified peptides were

generated in a c-secretase-dependent manner. In fact, the c-

secretase inhibitor Merck A strongly reduced the seven mass peaks

(Fig. 5C). Because mass spectrometry is only semi-quantitative, we

further verified this finding by using a truly quantitative mass

spectrometry technique, called SILAC (stable isotope labeling with

amino acids in cell culture) [48]. In this approach cells from two

different experimental conditions, such as with and without Merck

A, are grown in the presence of isotopically light (with Merck A) or

heavy (without Merck A) amino acids arginine and lysine. The

combined supernatants are then analyzed by mass spectrometry.

To demonstrate the method, the stably HA-APLP2CTF-FLAG

expressing HEK293 cells were first grown without Merck A

(control) in either light or heavy medium. Labeling efficiency was

above 90% as determined by mass spectrometry based analysis of

the cell lysate of the heavy labeled cells (Fig. 5E). Upon growth in

the ‘heavy’ medium, the cells incorporated the heavy labeled

amino acids into their proteins thereby increasing the molecular

weight of the APLP2 CTF-derived peptides by +10 Da due to the

single arginine found in every of the seven peptides (Fig. 5F, upper

panel). Addition of Merck A to the ‘light’ labeled cells strongly

reduced the ‘light’ peaks relative to the ‘heavy’ peaks from the

solvent control (DMSO)-treated cells (Fig. 5F, lower panel),

demonstrating that all seven peaks result from c-secretase

cleavage.

Discussion

Ectodomain shedding regulates the activity of membrane

proteins and is frequently the regulatory step for subsequent

intramembrane proteolysis [2,49]. Shedding is often mediated by

ADAM-proteases, in particular by ADAM10 and ADAM17. Both

proteases have overlapping specificities in vitro [41] and

overexpression of either one can increase the shedding of some

substrates, whereas under physiological conditions frequently only

of the two proteases cleaves a given substrate. Here, we

demonstrate that this is also the case for APLP2. We found that

the constitutive a-secretase cleavage of the APP homolog APLP2 is

mediated by ADAM10, but not by ADAM17. Also in neurons,

where we investigated APLP2 shedding for the first time,

ADAM10 was essential for constitutive APLP2 a-secretase

cleavage. A similar situation was previously found for APP.

Although ADAM10 and ADAM17 and even ADAM9 can cleave

APP and stimulate its shedding under overexpression conditions

[50,51,52], only ADAM10, but not ADAM9 or ADAM17, was

recently shown to mediate the constitutive APP a-secretase

shedding [21].

Our study reveals further similarities, but also differences

between the constitutive shedding of the two homologs APP and

APLP2. First, in cell lines, both proteins are predominantly

cleaved by a-secretase and only to a low extent by b-secretase,

whereas in primary neurons, which express higher levels of the b-

secretase BACE1, APP and APLP2 are cleaved to at least 50% by

b-secretase. Second, for both proteins the initial a-secretase

cleavage appears to be followed by a carboxypeptidase cleavage

removing the C-terminal, positively charged amino acid (Lys in

APP, Arg in APLP2). While the functional relevance of this C-

terminal truncation is not yet clear, it is interesting to note that the

maturation of several prohormones also requires the removal of a

C-terminal Lys or Arg by a carboxypeptidase [53]. Third, the a-

and b-cleavage sites occur at similar peptide bonds, which are in

agreement with the specificities of BACE1 and ADAM10 in vitro

[41,43]. Fourth, APP and APLP2 are cleaved at slightly different

distances from the membrane. For APP, the a-cleavage occurs at a

distance of 12 amino acids from the membrane. The b-cleavage is

a further 16 amino acids away. For APLP2 the a-cleavage is at a

distance of 22 amino acids from the membrane and the b-cleavage

is a further 11 amino acids away (Fig. 4G). In contrast to APP,

where a Lys is assumed to be the membrane-anchor and

determines the beginning of the transmembrane domain, the

boundaries of the transmembrane domain of APLP2 are less clear.

The N-terminal boundary is assumed to start at serine 693

(Fig. 4G), but is preceded by several non-charged amino acids,

which may also be part of the transmembrane domain. If that

were the case, the distance of the a- and b-secretase cleavage sites

in APLP2 would be even closer to the transmembrane domain and

thus, even more similar to APP (Figs. 4G and 5G). The exact

determination of the length of the APLP2 transmembrane domain

would require biochemical approaches, as previously carried out

for APP [54]. Although for APLP2 and APP the b-cleavage site is

further away from the membrane than the a-secretase cleavage

site, this is not the case for all membrane proteins undergoing

shedding by an a- and a b-secretase. For example, for the cell

adhesion protein P-selectin glycoprotein ligand-1, the cleavage site

by b-secretase is closer to the membrane than the cleavage site by

a-secretase [44].

Our finding that the constitutive a-secretase cleavage of APLP2

is mediated by ADAM10 is in agreement with previous reports

showing that APLP2 shedding is reduced by a dominant-negative

ADAM10 as well as by the metalloprotease inhibitor GI254023X

[14,19], which is more potent on ADAM10 than on ADAM17

[55]. However, another study reported that the knock-down of

ADAM17, but not of ADAM10, reduced APLP2 shedding [20]. In

that study, APLP2 shedding was not analyzed under constitutive

conditions, but after stimulation with IGF-1. This demonstrates

was analyzed in the cell lysate as a loading control. (C) Peptides produced according to the scheme in A were obtained from HEK293 cells transiently
overexpressing APLP2TF and either luciferase as a control, ADAM10 or BACE1. Mass spectrometric analysis of the peptides revealed two peaks for
control and ADAM10 overexpression (*,**) while upon BACE1 overexpression only one peak with a lower m/z ratio was observed. Total Ion Counts
(TIC) and centroid peak masses of the first isotopic peak are given for each isotopic peak cluster. All peaks are revealed from singly-charged peptides.
(D) Determined (Det.) masses of the peaks in C (*,**,***) were compared to calculated (calc.) masses. For each mass, a corresponding peptide could
be computed with less than 0.5 Da error. (E) Western Blot analysis of the samples used in C. sAPLP2TF was detected in the conditioned media, full-
length APLP2 (APLP2TF), ADAM10 (A10, # immature and ## mature), BACE1 and calnexin as a loading control were detected in the cell lysates. A
clear increase in sAPLP2TF levels was observed upon ADAM10 and BACE1 overexpression. sAPLP2TF has a slightly reduced apparent molecular
weight upon BACE1 overexpression if compared to control (Con). (F) Summary of known ADAM10 cleavage sites in different substrates aligned with
the newly detected ADAM10 cleavage site for APLP2 [41]. (G) Schematic comparison of the ectodomain shedding sites of APP and APLP2. The APP a-
cleavage occurs 12 amino acids N-terminally of the transmembrane domain (TMD), for APLP2 it occurs 22 amino acids N-terminally of the TMD. For
both proteins b-cleavage occurs N-terminally of an aspartate.
doi:10.1371/journal.pone.0021337.g004
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Figure 5. Mass spectrometry-based determination of APLP2 c-cleavage site. (A) Scheme of experimental procedure: the HA-APLP2CTF-
FLAG construct was stably expressed in HEK293 cells. The construct consists of an N-terminal HA-tag (HA), a linker region consisting of five glycines
(5G), the APLP2CTF sequence (APLP2) and an C-terminal FLAG-tag (FLAG). Upon c-secretase cleavage, peptides harboring the c-secretase cleavage
site at their C-terminus were liberated. Peptides were immunoprecipitated using HA-affinity agarose and subsequently analyzed in a MALDI-TOF mass
spectrometer. (B) Western Blot to confirm the c-secretase sensitivity of the construct. Cells stably expressing HA-APLP2CTF-FLAG were treated with
(M) or without (C, control) the c-secretase inhibitor Merck A. In the presence of Merck A the CTFs accumulated in the lysate. The same was observed
for cells grown in ‘light’ (L) or ‘heavy’ (H) medium. CTFs were detected with anti-FLAG antibody. Calnexin levels were analyzed as a loading control.
(C+D) Mass spectrometry-based identification of the c-secretase cleavage sites. Under control conditions, seven peaks were detected with a maximal
total ion count of 497. Upon Merck A treatment, the intensity (ion count) for the peaks was reduced significantly. Peaks are labeled with identifiers
#1–#7 linking them to the respective peptides sequences in the table (D). All peptides were detected with a mass error of less than 0.3 Da. (E)
Determination of the labeling efficiency for the SILAC experiment. To determine the labeling efficiency, proteins from the cell lysates of the ‘heavy’
labeled cells from (F) were separated on an SDS-PAGE gel. One band was cut out and tryptic in gel digestion was performed. Peptides resulting from
this digestion were analyzed in an LTQ Orbitrap Velos mass spectrometer. Proteins were identified by database search, and the labeling efficiency
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that the regulated APLP2 shedding – i.e. the increase above the

constitutive shedding level – can be mediated by proteases other

than the constitutively cleaving ADAM10. This is similar to APP,

where the constitutive a-secretase cleavage is mediated by

ADAM10, whereas the regulated a-secretase cleavage can be

mediated by ADAM17, at least upon stimulation with the phorbol

ester phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA). Interestingly, the

IGF-1-stimulated shedding, which requires ADAM17 for APLP2,

requires ADAM10 for the APP cleavage [20]. This shows that a-

secretase shedding of APP and APLP2 can be regulated in a

different manner, despite the many similarities described above for

the constitutive a-secretase cleavage. It will be interesting to see

whether these differences also occur for other stimuli known to

activate APP and APLP2 shedding.

In contrast to a- and b-secretase, we found that c-secretase has

multiple cleavage sites in the transmembrane domain of APLP2.

This is also observed for other c-secretase substrates, such as APP

and Notch [47]. However, in contrast to APP the cleavage sites are

not located in the middle of the predicted transmembrane domain,

but are close to the N-terminal membrane boundary of APLP2

[15,56]. In APP the main c-cleavage site after amino acid 40 of the

Ab sequence is 12 amino acids away from both ends of the

transmembrane domain. In contrast, the main cleavage site in

APLP2 is only around six residues away from the N-terminal

membrane boundary. A similar situation is found for the c-

secretase substrate Notch-1, where the S4 cleavage site is also only

seven amino acids away from the N-terminal membrane boundary

[57]. Nevertheless, it may well be possible that the transmembrane

domain of APLP2 is in fact around five amino acids longer than

predicted at the N-terminal side, as discussed above for the a- and

b-secretase cleavage (Fig. 5G). In this case, the main c-cleavage

site in APLP2 would be 11 residues away from the N-terminal end

of the transmembrane domain and thus – similar to APP – roughly

be located in the middle of the transmembrane domain.

The determination of the a-, b- and c-secretase cleavage sites is

the basis for further developments in APLP2 research. It will allow

the generation of cleavage site-specific antibodies, which distin-

guish between the sAPLP2 forms generated by a- or b-secretase.

Such antibodies will not only be valuable tools for studying APLP2

cleavage by both proteases, but may also be useful for biomarker

studies in AD. In this disease, an increase in protein levels of

BACE1 and a reduction of a-secretase cleavage is observed

[reviewed in 28,58]. Potentially, the corresponding APLP2

cleavage fragments are changed in a similar way, which may be

an additional approach to discriminate between AD patients and

controls. This may be advantageous, as APLP2-derived peptides

should not aggregate and not form deposits due to the lack of the

Ab domain. Thus, their levels should not be influenced by

depositing peptides, similar to what was recently found for APLP1-

derived Ab-like peptides [59]. A second use of the cleavage sites of

APLP2 may be the dissection of the function(s) of APLP2.

Potentially, sAPLP2 generated by a- or b-secretase has different

functions, similar to what is known for APP. a-secretase-cleaved

APP acts in a neurotrophic and neuroprotective manner

[24,25,26], whereas b-secretase cleaved APP may be proapoptotic

[22].

Given that APPsa rescues the phenotype of APP single knock-

out mice [27], it will be interesting to see whether expression of the

a- or b-secretase-cleaved ectodomains of APP and APLP2

together are able to rescue the postnatal lethality in the APP/

APLP2 double knock-out mice [9,10]. Such studies will provide

further insights not only into the function of APLP2, but also of

APP and into the functional overlap or functional divergence

between both homologs.

Materials and Methods

Reagents
The following antibodies were used: FLAG M2 (Sigma),

HA.11 (Covance), ADAM10 (Calbiochem-422751), ADAM17

(Oncogene), APLP2 (Calbiochem-171617 and 171616) HRP-

coupled anti-rabbit and anti-mouse (DAKO), HRP-coupled anti-

rat (Santa Cruz), Calnexin (Stressgen), b-actin (Sigma), mono-

clonal antibody (mAb) 22C11 (anti-APP ectodomain) from

Konrad Beyreuther. The following reagents were used: a-

Cyano-4-hydroxy-cinnamic acid, anti-FLAG M2 and anti-HA

affinity gel from Sigma-Aldrich, metalloprotease inhibitor TAPI-

1, BACE inhibitor C3, c-secretase inhibitor X (referred to as

Merck A) [46] and Dodecyl maltoside (DDM) from Calbiochem;

siRNA pools siGenome against ADAM10 and 17, APLP2 and

corresponding controls from Dharmacon. Lipofectamine 2000,

RNAimax and TEV protease from Invitrogen; endoglycosidase

H and N-glycosidase F from Roche; Acetonitrile (ACN) and

trifluoracetic acid (TFA) from Fluka. SILAC media were from

Silantes.

Cloning
The APLP2-TEV-FLAG (APLP2TF) construct was cloned by

the introduction of a TEV-cleavage site (ENLYFQG) followed by

a FLAG-tag (DYKDDDDK) into the juxtamembrane region of

APLP2-763 subcloned into the pcDNA3.1 zeo (+) vector

(Invitrogen). The short peptide motifs were introduced between

the respective nucleotides corresponding to amino acids M653 and

V654 of the APLP2-763 sequence. Plasmids peak12-ADAM10,

peak12-BACE1 and peak12-luciferase have been described [44].

HA-APLP2CTF-FLAG construct was produced through subclon-

ing of the APLP2CTF into the backbone of a pcDNA 3.1 zeo (+)

vector containing the N-terminal HA-tag, the linker region

consisting of five glycines and the C-terminal FLAG-tag, which

was described before [60].

(Label. Eff.) was determined from the ‘heavy’ to ‘light’ ratios (Heavy/Light) of the quantifiable peptides. Further, coverage of the proteins in %
(Coverage), number of unique peptides identified (Peptides), molecular weight of respective protein (MW), SEQUEST score (Score) and number of
unique peptides used for quantification (H/L Count) are given. (F) Analysis of c-secretase-dependent CTF cleavage by quantitative mass
spectrometry. Upper panel: Cells without Merck A (Control) grown either in ‘light’ or in ‘heavy’ medium. Supernatants were combined, peptides
immunoprecipitated and analyzed in the MALDI-TOF mass spectrometer. Peaks resulting from the ‘light’ and the ‘heavy’ labeled peptides are clearly
separated (+10 Da as expected for one heavy labeled arginine). Intensities of corresponding ‘heavy’ and ‘light’ peak clusters are not identical, as the
‘heavy’ clusters are either shifted (+10 Da) or supershifted (+16 Da) due to additional incorporation of a ‘heavy’ proline resulting from arginine- to-
proline conversion. Lower panel: upon treatment of the ‘light’ labeled cells with Merck A and the ‘heavy’ labeled cells with DMSO as a solvent control,
the ratio between the intensity of the ‘light’ labeled peptides and the ‘heavy’ labeled peptides is significantly reduced if compared to the control
experiment. This demonstrates that the identified peptide peaks are generated by c-secretase. (G) Comparison of the position of the e- and c-
secretase cleavage sites of APP and APLP2 in an alignment of the juxtamembrane and the transmembrane region of these two proteins. The dark
boxes mark the predicted transmembrane domains (TMD), while the light box indicates amino acids which could potentially still be part of the
transmembrane domain, as they do not harbor charges.
doi:10.1371/journal.pone.0021337.g005
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Cell Culture, transfections, RNAi
HEK293-EBNA cells [21] were cultured in Dulbecco’s

modified Eagle medium (DMEM, Gibco) containing 10% fetal

calf serum (FCS/Gibco) as described [61,62]. SH-SY5Y cells

were cultured in F12/DMEM (Lonza) supplemented with 15%

FCS. SH-SY5Y cells with a lentivirus-induced stable knock-

down of ADAM10 (shRNAs 7 and 9) were previously described

[21]. Transient knockdown of ADAM10 and ADAM17 in

HEK293E and SHSY5Y cells was performed as described

[21]. In brief: Cells were transfected with either 10 nM

(HEK293E) or 2 nM (SHSY5Y) of siGenome pool siRNA

targeting ADAM10 or ADAM17 or the same amount of

control siRNA (C2-pool) using RNAimax. After two days,

transfection medium was replaced. After overnight incubation,

conditioned medium and cell lysate (in 150 mM NaCl, 50 mM

Tris pH 7.5, 1% Nonidet P-40) were collected. For detection of

ADAM 10 and ADAM17, cell membranes were prepared as

described previously [63]. Transient APLP2 knock-down was

performed using the siGenome pool siRNA in SH-SY5Y cells

(2 nM).

Deglycosylation analysis
For deglycosylation analysis of APLP2, supernatants and cell

lysates of SH-SY5Y cells were incubated either with or without 5

milliunits endoglycosidase H for 3 hours at 37uC or with or

without 2.5 units of N-glysosidase F for 17 hours at 37uC. As a

positive control, cell lysates from BACE1 overexpressing HEK293

cells were analyzed accordingly.

Generation of lentiviruses and transduction of primary
neurons

Primary neuronal cultures were obtained from the cerebral

cortex of embryonic day (E16) C57/BL6 mouse embryos,

incubated with 200 U of papain (Sigma Aldrich) (30 min at

34uC) and subsequently mechanically dissociated and transduced

using lentiviral shRNA knock-down constructs as described

[21,64]. Breeding, maintenance and all experimental procedures

on animals were approved and licensed by the Regierung von

Oberbayern, Munich and were performed in accordance with

German legislation and with the European Communities Council

Directive (86/609/EEC).

Inhibitor treatment
Inhibition of a-, b- and c-secretase was performed using TAPI-1

(50 mM), C3 (1 mM) and DAPT (1 mM) respectively. Merck A

(5 mM) was used as a further c-secretase inhibitor. For SH-SY5Y

or HEK293 cells, 1 or 2 days after plating, the supernatant was

exchanged with supernatant containing the respective inhibitors

and conditioned supernatants and cell lysates were collected

24 hours later. Inhibitor treatment of the primary neurons started

at 7DIV and was performed for 24 hours.

Determination of shedding sites
Determination of the shedding sites of APLP2 was performed as

described for APP [21]. From the supernatant of HEK293 cells

overexpressing pcDNA3.1/APLP2TF the shed ectodomain of

APLP2TF was purified using anti-FLAG M2 agarose. The

purified ectodomain was cleaved using TEV protease. The short

peptide produced was again purified via anti-FLAG M2 agarose

and subsequently analyzed in a Voyager-DE STR mass spec-

trometer (Applied Biosystems).

Determination of c-secretase cleavage sites
Peptides were purified from the supernatant from HEK293 cells

stably overexpressing HA-APLP2CTF-FLAG applying anti-HA

agarose and analyzed in a Voyager-DE STR mass spectrometer

(Applied Biosystems). For c-secretase inhibition supernatant from

cells was removed and cells were treated with Merck A (5 mM) for

24 h prior to supernatant collection and subsequent analysis.

SILAC experiment
HEK293 cells stably overexpressing HA-APLP2CTF-FLAG

were grown either in ‘light’ (12C6, 14N2 Lys; 12C6 14N4 Arg) or

in ‘heavy’ medium (13C6, 15N2 Lys; 13C6 15N4 Arg) for at least

six cell doublings before the actual experiment. For this, identical

numbers of cells were plated in ‘heavy’ or ‘light’ medium. After

overnight incubation the enriched medium was collected and

equal quantities from both ‘heavy’ and ‘light’ cell supernatant was

combined prior to immunoprecipitation with the anti-HA agarose.

Cell lysates were produced for subsequent determination of the

labeling efficiency.

Determination of labeling efficiency
For determination of the labeling efficiency, proteins from the

cell lysates of the cells grown in the ‘heavy’ medium were

separated on an SDS-Page gel. A band of the Coomassie stained

gel at an apparent mass of around 90 kDa was cut out and

tryptic in gel digestion of the proteins was performed [65].

Subsequently, peptides were analyzed by liquid chromatogra-

phy (EASY nLC II, Proxeon) coupled to tandem mass

spectrometry (LTQ Orbitrap Velos, Thermo) using a TOP10

method. Data analysis was performed using the Proteome

Discoverer 1.2 (Thermo) with the embedded SEQUEST

algorithm for protein identification. The International Protein

Index database for human (version 3.78) was used for the

database search with carbamidomethylation of cysteine as a

static and oxidation of methionine as a dynamic modification.

Quantification was performed using the ‘precursor ions

quantifier’ node of the Proteome Discoverer 1.2.

Labeling efficiency was further validated in a control

experiment. Equal amounts of supernatant from untreated

‘light’ and untreated ‘heavy’ labeled HA-APLP2CTF-FLAG

HEK293 cells were combined and subsequent immunoprecip-

itation was performed as described above. The area under the

isotopic peak cluster of every ‘light’ peptide was compared to the

area under the isotopic peak cluster of the corresponding ‘heavy’

peptide. For the ‘heavy’ peptide, the +10 Da shifted (one 13C6

15N4 Arg per peptide) and the +16 Da supershifted (one 13C6

15N4 Arg and one 13C5 15N1 Pro per peptide) istopic peak

clusters were combined, as arginine-to-proline conversion

played a significant role in our experiment [66]. Labeling

efficiency was also found to be above 90% when determined by

this method.
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