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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Die Alzheimer Krankheit

Die Bezeichnung Demenz kommt aus dem Lateinischen und bedeutet wortlich Ubersetzt
»,ohne Geist“. Die am haufigsten auftretende Demenzerkrankung ist die Alzheimer Krankheit.
Erste Symptome zeigen sich haufig in Gedachtnis- und Wortfindungsstérungen und
Verénderungen der sozialen Verhaltensweisen. Letztendlich fuhrt diese Krankheit zum Verlust
des Gedachtnisses und der Personlichkeit. Der Arzt Alois Alzheimer (1864-1915) beschrieb
1906 auf der 37. Versammlung Sidwestdeutscher Irrenarzte in Tlbingen erstmals das
Krankheitsbild seiner ersten, damals erst 51-jahrigen Patientin Auguste Deter (Alzheimer, 1907).
In Deutschland leiden gegenwartig etwa 1,2 Millionen Menschen an einer mittelschwer bis
schwer ausgepragten Demenz (http://www.alzheimerinfo.de/alzheimer/zahlen/; Stand 2007).
Dabei stellt das Altern den groBten Risikofaktor dar. Je alter ein Mensch wird, desto hdher ist
das Risiko an Morbus Alzheimer zu erkranken. In den ndchsten Jahren wird der Anteil an &lteren
Menschen in der Bevdlkerung deutlich steigen. Somit wird sich die Zahl der Demenzkranken
Uber einen Zeitraum von 20 Jahren verdoppeln und wirde damit in Deutschland schon
2030 bei Gber 2 Millionen liegen (Ferri et al., 2005). Neben den sporadischen Erkrankungen,
die erst im hohen Alter auftreten (60-80 Jahre), erkranken weniger als 3% aller Alzheimer
Patienten schon im Alter von 30-50 Jahren. In diesen Féllen, die als familiare Alzheimerfélle
(,familial Alzheimer’s Disease”, FAD) bezeichnet werden, wird die verfriihte Auspragung der
Krankheitssymptome durch autosomal dominant vererbte Mutationen ausgeldst (Mullan et

al., 1992; Nilsberth et al., 2001; Rogaeva et al., 2001).

Aus den Gehirnschnitten der Patientin Auguste Deter lieBen sich zwei Formen
neuropathologischer Ablagerungen unterscheiden: extrazelluldare amyloide Plaques sowie
intrazelluldre Neurofibrillen (Alzheimer, 1907). Die amyloiden Plaques bestehen u. a. aus
Amyloid-B (AB)-Peptiden und stellen ein spezifisches Merkmal der Alzheimer Krankheit dar
(Glenner und Wong, 1984; Masters et al., 1985). In den Gehirnbereichen Cortex, Hippocampus
und Amygdala, die besonders mit Kognition, Lernen, Gedachtnis und Geflhlsbildung verknipft

sind, sind die Ablagerungen der AB-Peptide besonders prominent (Sisodia, 1999). Die Ursache
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des Gedachtnisverlustes bei der Alzheimer Krankheit ist die neuronale Degeneration. Diese
setzt bereits ein, lange bevor die Plaques sichtbar werden (Schmitz et al., 2004). Neurofibrillen
bestehen aus dem Mikrotubuli-assoziierten Protein Tau, welches im hyperphosphorylierten
Zustand zur Aggregation neigt (Goedert und Spillantini, 2006). Neurofibrillen sind nicht
spezifisch fir Morbus Alzheimer, da sie auch bei anderen Demenzerkrankungen auftreten

kénnen (Goedert und Spillantini, 2006).

1.2. Die APP-Gen-Familie

Eines der wichtigsten Proteine, dass bei der Entstehung der Alzheimer Krankheit eine Rolle
spielt, ist das Amyloid Vorldufer Protein (,,amyloid precursor protein®, APP). APP ist Teil einer
Gen-Super-Familie, zu der insgesamt 17 Gene gehdren (Collin et al., 2004; Coulson et al.,
2000). Das sind unter anderem die APP-homologen Gene APLP1 und APLP2 (,amyloid
precursor like proteins®) und die homologen Gene APPL aus D. melanogaster und APL-1
aus C. elegans (Daigle und Li, 1993; Paliga et al., 1997; Rosen et al., 1989; Slunt et al., 1994;
Wasco et al., 1993a; Wasco et al., 1992; Wasco et al., 1993b). Entwicklungsgeschichtlich
gesehen entstanden die Gene APPL und APL-1 vermutlich als separate Linie als Vorldufer
von APP (Coulson et al., 2000). Die Linie der APP-Gen-Familie, zu der alle anderen Gene
gehdren, entwickelte sich wahrscheinlich durch zwei Genduplikationen (Abb. 1). Die erste
Genduplikation fuhrte zu den Linien APP und preAPLP (APLP2) (Collin et al., 2004). APLP1

spaltete sich dannin einem zweiten Genduplikations-Ereignis von APLP2 ab (Collin et al., 2004).

MmAPLP1 HsAPLP1

DmAPPL

CeAPLP1

Abb. 1: Stammbaum der Gen-Superfamilie des APP verdndert aus (Collin et al., 2004).

Hs: Homo sapiens, Mm: Mus musculus, Xl: Xenopus laevis, Gg: Gallus gallus, Dr: Danio rerio (Zebrafisch),
Ce: Caenorhabditits elegans, Dm: Drosophila melanogaster, Nj: Narke japonica (,electric ray*), Fr: Fugu ru-
bripes, Tf: Tetraodon fluviatilis.

Seite 7



Einleitung

Die Genprodukte sind Transmembranglykoproteine vom Typ | mit einer groBen extrazellularen
Doméne und einem kurzen zytoplasmatischen Teil. Die Proteine der humanen APP-Familie
gelangen Uber den konstitutiv sekretorischen Weg und posttranslationale Modifikation an die
Plasmamembran (Buxbaum et al., 1990; Dyrks et al., 1988; Eggert et al., 2004; Lyckman et

al., 1998; Walter et al., 1997; Weidemann et al., 1989).

1.2.1. Prozessierung des APP

Die Prozessierung des APP tréagt entscheidend zur Entstehung der Alzheimer Krankheit bei.
Dabei kbnnen zwei Wege unterschieden werden: der amyloidogene Weg, der zur Entstehung
der AB-Peptide flihrt, sowie der nicht-amyloidogene Weg, bei dem keine AB-Peptide entstehen
(Abb. 3).

Der amyloidogene Weg wird durch die proteolytische Spaltung des APP durch die B-Sekretase
eingeleitet (Abb. 2A). Dabei wird die Ektodoméne, die als SAPPB bezeichnet wird, abgespalten
und in den Extrazellularraum, bzw. das Zellkulturmedium entlassen. Dieser Prozess wird auch
als ,ectodomain shedding“ bezeichnet (Vassar et al., 1999). Gleichzeitig bleibt das B-C-
terminale Fragment, B-CTF, in der Membran verankert. Die B-Sekretase-Aktivitat wird durch
die Aspartat-Protease BACE1 (,beta-site APP-cleaving enzyme®) vermittelt (Vassar et al.,
1999). Die B-Sekretase liegt als Dimer vor und konnte in der Plasmamembran in so genannten
Llipid rafts“ nachgewiesen werden (Cordy et al., 2003; Ehehalt et al., 2003; Marlow et al., 2003;
Schmechel et al., 2003; Westmeyer et al., 2004). Das B-CTF wird durch die y-Sekretase weiter
gespalten, wobei die Spaltung ungewdhnlicherweise innerhalb der Transmembransequenz
erfolgt, was auch als ,regulated intramembrane proteolysis® (RIP) bezeichnet wird (Annaert
und De Strooper, 2002; Brown et al., 2000; Struhl und Adachi, 2000). Dabei entstehen 4 kDa
AB-Peptide (Abb. 2B), welche in der Lédnge von etwa 34 bis 42 Aminosauren variieren kénnen,
sowie die APP intrazelluldare Doméane (AICD) (Annaert und De Strooper, 2002). Die AICD kann
im Komplex mit Fe65 und der Histon-Acetyltransferase Tip60 in den Kern translozieren und
dort die Transkription eines Reportergens aktivieren (Cao und Sudhof, 2004; Qi-Takahara et
al., 2005). Die y-Sekretase, die auch als Proteasom der Membran bezeichnet wird, ist ein
Proteinkomplex aus den vier Transmembranproteinen PS1 oder PS2 (,,presenilin®), Nicastrin,

Aph-1 (,anterior-pharynx-defective®) und PEN-2 (,presenilin enhancer protein“), welche
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notwendig und hinreichend fir die Spaltung des Substrates, die CTFs des APP, sind (Edbauer

et al., 2003; Kopan und llagan, 2004).

A Extrazellular PM  Cytoplasmatisch

AR
SAPPp E——

amyloidogen B-CTF
\K

B-Sekretase
y-Sekretase,

N C AICD
a-Sekretase }-Sekretase
Nicht- -ZLQ_CTF

amyloidogen SAPP«

|
p3

y-Sekretase
R-Sekretase a-Sekretase 38/40/42 46 49

KM DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIGLMVGGVVIATVIVITLVMLKK
AR(42)

Abb. 2: Schematische Darstellung der Prozessierung von APP.

A: Die amyloidogene Prozessierung beginnt mit dem Schnitt der B-Sekretase. Das sAPPB wird in den Extrazellularraum bzw.
das Zellkulturmedium entlassen und das B-C-terminale Fragment (B-CTF) bleibt in der Plasmamembran (PM) verankert. Das
B-CTF wird sequentiell von der y-Sekretase geschnitten, daraus resultiert die APP-intrazellulare Domane (AICD) und AB (rot).
Die nicht amyloidogene Prozessierung, die durch die a-Sekretase eingeleitet wird, fihrt zu dem sekretierten sAPPo. und dem
membranverankerten o-CTF. Nach der Prozessierung durch die y-Sekretase wird ebenfalls AICD freigesetzt und ein kiirzeres
Peptid als AB, p3 (blau).

B: Sequenzauszug der AB-Region des APP. Pfeile geben die genauen Schnittstellen der Sekretasen an, rot unterstrichen ist
die AB42-Sequenz. Der gelbe Rahmen markiert den Bereich der Plasmamembran. Die y-Sekretase schneidet innerhalb der
Transmembransequenz.

Im nicht-amyloidogenen Weg erfolgt das ,,ectodomain shedding” durch die a-Sekretase, was
zur Freisetzung von sAPPa sowie dem membranstandigen a-CTF flhrt. Die a-Sekretase-
Aktivitdt geht vermutlich von mehreren Sekretasen aus, die zur Familie der Disintegrin- und
Metalloproteinasen (,a disintegrin and metalloproteinase”, ADAM) gehoéren, beispielsweise
ADAM10, ADAM17 und ADAMS (Allinson et al., 2003; Slack et al., 2001). Das a-CTF wird wie
das B-CTF durch die y-Sekretase abgebaut. Da die Prozessierung der a-Sekretase innerhalb
der AB-Sequenz erfolgt, wird ein kleineres, 3 kDa Peptid (p3) generiert (Haass et al., 1993).

C-terminal wird ebenfalls die AICD abgespalten.

Das ,ectodomain shedding“ des APP wird wechselseitig durch die a- und B-Sekretase
beeinflusst. Durch die Stimulation der einen Sekretase-Aktivitat wird die entsprechend andere
heruntergesetzt (Vassar et al., 1999). Dabei werden normalerweise zwei Drittel des gesamten

APP durch die a-Sekretase abgebaut (Selkoe, 2004).
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Die u. a. aus dem y-Sekretase-Schnitt entstehenden AB-Peptide AB40 und AB42 kdnnen

sich im wassrigen Milieu von einer a-helikalen Struktur sehr schnell in eine B-Faltblattstruktur
umlagern (Schmechel et al., 2003; Xu et al., 2005). Da die Kerne der amyloiden Plaques
hauptsachlich aus AB42 bestehen, werden sie als die toxische Spezies bei der Entstehung der
Alzheimer Krankheit angesehen (Pike et al., 1995; Younkin, 1998). Die heute glltige Amyloid-
Hypothese geht davon aus, dass die Toxizitat schon durch I6sliche Oligomere des AB42-

Peptids ausgeldst wird (Haass und Selkoe, 2007).

1.2.2. Prozessierung der APLPs

Die APLPs werden &hnlich wie APP prozessiert (Eggert et al., 2004). Das ,ectodomain
shedding” von APLP2 erfolgt in vivo und in vitro von ADAM10 und ADAM17 sowie von BACE1
(Eggert et al., 2004; Endres et al., 2005; Pastorino et al., 2004). Die Ektodoméane von APLP1
kann in vitro von der a- und B-Sekretase geschnitten werden, hingegen findet vermutlich in
vivo nur die Prozessierung durch eine a-Sekretase-Aktivitat statt (Eggert et al., 2004; Fadeeva
et al., 2004; Li und Sudhof, 2004). Die nach der Entfernung der Ektodoméane verbleibenden
C-terminalen Fragmente von APLP1 und APLP2 werden durch den y-Sekretase-Komplex
abgebaut (Eggert et al., 2004; Gu et al., 2001). Die dabei entstehenden intrazellularen Domanen
oder ALICDs (,APP like intracellular domains®) kénnen wie APP im Komplex mit Fe65 und
Tip60 die Transkription von Reportergenen aktivieren (Li und Sudhof, 2004; Scheinfeld et al.,
2002; Walsh et al., 2003). Dabei entstehen auch kleinere AB-&hnliche Peptide (Eggert et al.,
2004). Diese unterscheiden sich in der Aminosduresequenz deutlich von AB und neigen nicht

zur Aggregation (Minogue et al., 2006).

1.2.3. Funktionen des APP

Obwohl das auf Chromosom 21 lokalisierte APP-Gen schon vor 20 Jahren zum ersten Mal
kloniert wurde (Goldgaber et al., 1987; Kang et al., 1987), sind weder die Struktur noch die
Funktionen bis heute vollstédndig aufgeklart. APP wird ubiquitar exprimiert, wobei die h6chsten
Genexpressionen in Hirn, Niere, Herz und Milz nachgewiesen werden konnten (Tanzi et al.,

1988). Allerdings wurden auch gewebsspezifische Expressionsunterschiede alternativer
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SpleiBvarianten deutlich. Von APP sind 9 alternative Spleiformen bekannt, welche durch das
SpleiBen der Exons 2, 7, 8 und 15 entstehen (Tang et al., 2003). Die Benennung der Isoformen
erfolgt nach der Anzahl der Aminoséduren der entsprechenden Genprodukte. Dabei kénnen
zwei wichtige Hauptgruppen unterschieden werden. Zur ersten Hauptgruppe gehéren das
APP770 und seine SpleiBform APP751, die im Gehirn und peripheren Organen exprimiert
werden sowie APP695, welches ausschlieBlich im Gehirn exprimiert wird und im Gegensatz
zu APP770 und APP751 keine Kunitz-Protease-Inhibitor-Domane (KPI) besitzt (Kang und
Muller-Hill, 1990; Shioi et al., 1995). Zur zweiten Hauptgruppe gehdren die L-APP-Isoformen,
die durch eine Chondroitin-Sulfat-Glykosaminoglykan-Kette modifiziert sind und als Appicane
bezeichnet werden. (Pangalos et al., 1995; Shioi et al., 1995). Die Ektodoméanen aller Isoformen
enthalten eine Kupfer- und Zinkbindestelle (Bush et al., 1993; Multhaup et al., 1996). Neben
der Fahigkeit Metallionen zu binden, geben unter anderem die Bindestellen fir Heparin (mit
niedriger Affinitdt die Aminoséuren 96-110 sowie mit hoher Affinitdt die Aminosauren 523-540)
und Kollagen Hinweise auf Funktionen des APP in der Zell-Zell- sowie Zell-Matrix-Interaktion
(Beher et al., 1996; Breen et al., 1991; Chen und Yankner, 1991; Multhaup, 1994; Schubert
et al., 1989; Siemes et al., 2006; Small et al., 1994; Soba et al., 2005). Interessanterweise
wird die Bindung von Heparin durch die Zugabe von Zink verstarkt (Multhaup et al., 1994;
Multhaup et al., 1995). Auch die Bindung von Kollagen-Typ | I&sst sich durch Kupfer und Zink
sowie Heparin kompetitiv beeinflussen (Beher et al., 1996). Schon im Jahr 1987 wurde anhand
der Primarstruktur postuliert, dass APP Funktionen als Zelloberflachenrezeptor austiben
kénnte (Kang et al., 1987). Es konnte auch eine Aktivierung des GTP-bindenden Proteins GO
gezeigt werden (Nishimoto et al., 1993; Okamoto et al., 1995). Die Cystein-reiche N-terminale
Domaéane des APP aktiviert bei korrekter Ausbildung der intramolekularen Disulfidbriicken die
MAP-Kinase (Greenberg et al., 1995). Der N-terminalen Heparinbindestelle wurde auBerdem

eine Stimulation des Neuritenwachstums zugeschrieben (Small et al., 1994).

1.2.4. Funktionen der APLPs

In einem Vergleich der Aminosduresequenzen der humanen APP-Protein-Familie mit D.
melanogaster APPL und C. elegans APL-1 wird deutlich, dass es drei groBere konservierte

Bereiche gibt: den N-Terminus, die zentrale APP-Doméne und den zytoplasmatischen Teil.
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Abb. 3: Aminosauren-Sequenzvergleich der humanen APP-Protein-Familie (APP770, APLP2763 und APLP1) mit D.
melanogaster APPL und C. elegans APL-1. Konservierte Aminosaduren sind in roten Blécken, konservativ ausgetauschte
Aminosauren in roter Schrift markiert. Die Nummerierung bezieht sich auf DmAPPL.

Wie aus dem Aminosaurevergleich (Abb. 3) deutlich wird, gibt es in der APP-Familie drei
konservierte Bereiche. Innerhalb dieser Bereiche befinden sich funktionelle Domanen, die in
Abbildung 4 dargestellt sind. Dazu gehdren im C-Terminus die zytoplasmatische Doméane mit
der Konsensussequenz ,,NPXY* fur die Clathrin-vermittelte Internalisierung, in der zentralen
APP-Domaéne die Kollagen- und die Heparinbindestelle und im N-Terminus die Zinkbindestelle.

Ahnlich wie bei APP kann Zink auch die Bindung von Heparin an die APLPs verstirken
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(Bush et al., 1994). Die AB-Region ist einzig in APP vorhanden, dieser Bereich ist in der APP-

Familie nicht konserviert. Interessanterweise besitzt APLP1 weder eine KPI-Domane noch die
Konsensussequenz fir die Kupferbindung (Simons et al., 2002). Die Kupferbindestelle von APP
und APLP2 bewirkt, dass beide Proteine am Kupferexport beteiligt sind und mdglicherweise
die Kupferhomoostase regulieren (Treiber et al., 2004). Die N-terminale Heparinbindestelle

befindet sich ebenso nur in APP und APLP2 und ist in APLP1 nicht vorhanden.

PM

SP Heparin ICu* zn?* KPI Heparin Il Collagen AR NPXY
APP
ubiquiar [ [T T N B T i B T

Loop

APLP2
ubiquitar I I I II I - I I I "I
APLP1
neuronal I I I I I I I I "I

Abb. 4: Funktionelle Doménen der APP-Familie.

Signalpeptid (SP): grau, Heparinbindestellen I+l1: gelb, Loop-Region: dunkelblau umrandet, Cu?*-Bindestelle: griin, Zn?*-Bin-
destelle: blau, Kunitz-Protease-Inhibitor-Doméane (KPI): violett, Kollagenbindestelle: schwarz; AB: rot; Konsensussequenz fir
Clathrin-vermittelte Internalisierung (NPXY): cyan. APP und APLP2 werden ubiquitér, APLP1 hauptséachlich neuronal expri-
miert.

Hinsichtlich der Funktionen, unterscheidet sich das evolutionar jlingste Protein der APP-
Familie, APLP1, teilweise deutlich von APP und APLP2. Im Gegensatz zu APP unterliegen die
17 Exons des auf Chromosom 19 lokalisierten APLP1 keinem alternativen SpleiBen (Lenkkeri
et al., 1998; Wasco et al., 1993a; Zhong et al., 1996). APLP1 kann sowohl in Neuronen als
auch in Gliazellen nachgewiesen werden und wird ausschlieBlich im zentralen Nervensystem
exprimiert (Bayer et al., 1997). Es findet sich in der postsynaptischen Dichte (,post-synaptic
density”; PSD) von Neuronen des cerebralen Cortex, Hippocampus und des Riechkolbens
und ist vermutlich an der Reifung der Synapsen in der corticalen Entwicklung beteiligt (Kim

et al., 1995).

Das auf Chromosom 11 lokalisierte APLP2 wird wie APP ubiquitér in allen Geweben exprimiert
(Leach et al., 1999; Thinakaran et al., 1995). Durch alternatives SpleiBen kdnnen vier Isoformen
unterschieden werden (Sandbrink et al., 1994). Im Gegensatz zu APP werden im Gehirn
besonders die APLP2-Isoformen mit KPI-Domane exprimiert (Sandbrink et al., 1994). In

Astrozyten dominieren die den Appicanen ahnlichen L-APLP2-Isosformen (Sandbrink et al.,
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1994). Vergleichbar zu APLP1 konnte auch APLP2 in der PSD von Neuronen des Cortex und

Hippocampus detektiert werden und tbt mdglicherweise Funktionen in der Synapsenbildung

und der axonalen Zielsteuerung aus (Thinakaran et al., 1995).

Mauslinien, in denen eines der APP-Familienmitglieder funktionell ausgeschaltet wurde (Einzel-
KO, ,Knock-Out"), waren phanotypisch unaufféllig (Heber et al., 2000; von Koch et al., 1997;
Zheng et al., 1995). In Doppel-KO-Linien wurde deutlich, dass APLP2 eine Sonderstellung
in der APP-Familie einnimmt, da Mauslinien, bei denen APP bzw. APLP1 in Kombination
mit APLP2 ausgeschaltet wurden, perinatal letal sind (Heber et al., 2000). Die APP/APLP1-
Doppel-KO-Méause hingegen waren lebensfahig (Heber et al., 2000). Diese Beobachtungen
verdeutlichen, dass die Proteine der APP-Familie teilweise redundante Funktionen besitzen
(Heber et al., 2000). Interessanterweise verdndern die KO-Linien weder die Starke der
Expression noch das Expressionsmuster der verbleibenden Familienmitglieder (Heber et al.,
2000). Aus den KO-Linien konnten den Mitgliedern der APP-Protein-Familie Funktionen in
der postnatalen neuronalen Entwicklung, dem Neuriten- und Axonwachstum, der Zell-Zell-
und Zell-Matrix-Interaktion sowie der Signaltransduktion in den Zellkern zugeordnet werden

(Herms et al., 2004; Wang et al., 2005).

1.2.5. Struktur des APP

Bei den bisher beschriebenen Funktionen der APP-Protein-Familie verwundert es kaum, dass
die Proteine eine homologe Domanenstruktur besitzen. Strukturen von Teilen des APP konnten
bisher mit Hilfe von Rdntgenstrahlen und NMR (,nuclear magnetic resoncance®) bestimmt
werden (Barnham et al., 2003; Dulubova et al., 2004; Kong et al., 2007; Rossjohn et al., 1999;

Wang und Ha, 2004).

Die in Abbildung 5A dargestellte Rdntgenkristallstruktur der Wachstumsfaktor-&hnlichen
Domaéne (GFLD, ,,growth factor like domain®) umfasst die Aminoséuren 28-123 und zeigt eine
stark geladene, basische Oberflache. Dieser Bereich kdnnte mit Glykosaminoglykanen der
extrazelluldren Matrix des Gehirns interagieren (Rossjohn et al., 1999). Des Weiteren gibt es

eine hydrophobe Oberflache, die eine wichtige Rolle in der Ligandenbindung spielen kdnnte. Es
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wurde postuliert, dass durch den hoch flexiblen und oberflachenexponierten ,Loop” (gebildet
durch die Disulfidbriicke der Cysteine 98 und 105; Abb. 5A gelb markiert) méglicherweise

eine Dimerisierung vermittelt werden kénnte (Rossjohn et al., 1999).

GFLD CuBD E2
As 28-123 As 131-189 As 355-546

Abb. 5: Bekannte Strukturen der APP-Ektodoméne

Réntgenstrukturdaten von A (pdb: 1MWP): GFLD: ,growth factor like domain®“ (Wachstumsfaktor-ghnliche Doméane), B (pdb:
2FK1) CuBD: Kupferbindedoméane; C (pdb:1RW6): E2-Doméane wurden mit RasWin visualisiert. a-helicale Bereiche sind in
blau, B-Faltblatter in cyan dargestellt. A: gelb: Cys-Reste 98 und 105 die eine intramolekulare Disulfidbriicke ausbilden B: gelb:
His-147, His-151, Tyr-168, Met-170 koordinieren Cu(l) (rot) in tetrahedraler Orientierung C: gelb: a-helicaler Bereich der eine
N-terminale Substruktur bildet.

Die Kupferbindedoméne des APP (Aminosauren 127-188 bzw. 124-189), wurde mittels NMR
und EPR-Spektroskopie (,electron paramagnetic resonance®) sowie rontgenstrukturanalytisch
untersucht. Die Réntgenkristallstruktur ist in Abbildung 5B gezeigt. Sie besteht aus einer | -
Helix, die dicht gepackt an einem dreistrangigen B-Faltblatt orientiert ist (Barnham et al., 2003;
Kong et al., 2007). Dabei besteht die stark geladene Oberflache aus Bereichen positiv und
negativ geladener Aminoséuren (Barnham et al., 2003). Schon 1996 konnte gezeigt werden,
dass an der Kupferbindestelle Cu(ll) zu Cu(l) reduziert werden kann, was zur Oxidation der
Cysteine 144/158 und damit zur Ausbildung von intramolekularen Disulfidbriicken im APP
fuhrt (Multhaup et al., 1998; Multhaup et al., 1996). Dies konnte mit den Strukturdaten bestétigt
werden, die ein Intermediat aus einer quadratisch planaren Koordination fir Cu(ll) und einer
tetrahedralen Koordination von Cu(l) vorschlagen, wie in Abbildung 5B dargestellt (Barnham

et al., 2003; Kong et al., 2007).
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Die zentrale APP-Domaéne (wird im Weiteren als E2 bezeichnet) stellt mit 200 Aminoséauren
(Aminosduren 365-570) den léangsten Bereich mit hoher Sequenzidentitat innerhalb der
APP-Familie dar. Die E2-Doméne besteht aus insgesamt sechs a-Helices (Wang und Ha,
2004). Dabei bilden die beiden N-terminalen Helices eine Substruktur (Abb. 5C, gelb). Ein
antiparalleles Dimer bildet sich Uber eine Anlagerung der N-terminalen, doppelstrangig
ineinander gewundenen Helixstruktur (,,coiled coil“) des einen Monomers an die C-terminale

dreistrangige ,,coiled coil“ Struktur des zweiten Monomers (Wang und Ha, 2004).

Bis heute steht die Oligomerisierung des APP im Mittelpunkt kontroverser Diskussionen.
In drei verschiedenen Arbeiten wurde die Homodimerisierung des membranstandigen APP
gezeigt (Munter et al., 2007; Scheuermann et al., 2001; Soba et al., 2005). Zusatzlich wurde
nachgewiesen, dass die Dimerisierung des APP auch die Prozessierung beeinflussen kann
(Munter et al., 2007; Scheuermann et al., 2001). Eine dimere Konformation in Lésung konnte
fur die N-terminale Doméne (APP18-350), die APP-E2-Doméane und fir ein rekombinantes
Protein mit den Aminoséuren 191-680 (der APP751-Isoform) gezeigt werden (Scheuermann
et al., 2001; Wang und Ha, 2004). Im Gegensatz dazu wurden eine N-terminal verkirzte E2-
Domaéne sowie die gesamte APP-Ektodomaéane ausschlieBlich in monomerer Form beobachtet
(Dulubova et al., 2004; Gralle und Ferreira, 2007; Gralle et al., 2006). Dabei wurde postuliert,
dass sich die APP-Ektodoméne eher wie ein elongiertes als ein sphérisches Molekul verhélt,

da es einen sehr hohen Stokes-Radius aufweist (Botelho et al., 2003; Gralle et al., 2002).

1.3. Liganden der APP-Familie

Wie in Kapitel 1.2.3. beschrieben gibt es Hinweise darauf, dass APP mdglicherweise
Rezeptorfunktionen besitzt. Bisher konnte allerdings noch kein Ligand zugeordnet werden,
der auf eine definierte Funktion als Rezeptor hindeutet. Einen Hinweis auf eine mégliche
Ligandenbindestelle im APP gab die Stimulation der Go-Aktivierung durch den N-
terminalen Antikérper 22C11 (22C11, Epitop: APP, Aminosduren 66-81) in rekonstituierten
Phospholipidvesikeln (Okamoto et al., 1995). Im Gegensatz dazu, fihrte der 22C11-Antikdrper
in neuronalen Mikrodomé&nen zu einer verringerten GTPase-Aktivitat (Brouillet et al., 1999).

Eine weitere Ligandenbindestelle oder Modulator der Ligandenbindung in der APP-Familie
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kodnnte die hoch-konservierte Zinkbindestelle im N-Terminus sein. Bisher ist nur bekannt, dass
Zink die Heparinbindung der APP-Familie positiv modulieren kann und so méglicherweise an
der Struktur des APP und der Interaktion mit der extrazelluldren Matrix beteiligt ist (Bush et al.,
1993; Bush et al., 1994). Des Weiteren konnte durch Zugabe von Heparin zu rekombinanter,
gereinigter APP-Ektodomane, die Homodimerisierung vermittelt werden. Dadurch stellen die
Heparinbindestellen des APP auch mdégliche Modulatoren fir eine Ligandenbindung oder
Dimerisierung dar (Gralle et al., 2006). Zweiwertige Metallionen wie Zn(ll), Co(ll) und Cd(ll)
fUhrten in vitro zur Dimerisierung eines Peptides, das den Aminosauren 170-188 des APP und
somit der hoch-konservierten Zinkbindestelle entspricht (Ciuculescu et al., 2005).

Neben den N-terminalen Zink- und Kupferbindestellen kénnen in der AB-Region ebenfalls
Zink- und Kupferionen gebunden werden. Allerdings erfolgt die Bindung erst nach der
Freisetzung der AB-Peptide. Die Interaktion von Zink und Kupfer mit AB flihrt in vivo zu einer
verstarkten Aggregation (Atwood et al., 1998; Atwood et al., 2000; Brown et al., 1997). In
Gehirnen von Alzheimer Patienten wurden erhéhte corticale Zink-Level gemessen, die mit den
AB-Ablagerungen und den kognitiven Leistungen (,clinical dementia rate®) korrelierten (Religa
et al., 2006). Die Wirkung zweiwertiger Metallionen wie Zink und Kupfer bei der Alzheimer

Krankheit ist, ahnlich wie die Dimerisierung, eine kontrovers diskutierte Thematik.

Seite 17



Einleitung

1.4. Zielsetzung

Aufgrund bisher vorliegender Ergebnisse war anzunehmen, dass sowohl das membranstandige
APP als auch Teile der Ektodoméane dimerisieren kdnnen. Um diese Theorien beweisen und
die interagierenden Domaéanen identifizieren zu kénnen, sollte im Rahmen dieser Arbeit die
Homo- und Heterodimerisierung von APP und den homologen APLPs in zwei verschiedenen
eukaryotischen Systemen in vitro und in Zellkulturen untersucht werden. Als Erstes sollten
in der Hefe P pastoris die loslichen Ektodoméanen der APP-Familie aufgereinigt und
hinsichtlich der Oligomerisierung analysiert werden. Mit den gereinigten, rekombinanten
Proteinen sollten Antikdérper gegen spezifische Doménen hergestellt und Bindungsstudien
durchgefihrt werden. Zweitens sollte die Lokalisation, Homo- und Heterodimerisierung
der Vollldangen-Varianten der humanen APP-Familie in Zellkulturen (HEK293) charakterisiert
werden. Zuséatzlich sollten Deletionsmutanten erzeugt werden, um eine mdgliche Beteiligung
der unabhangigen Faltungseinheiten fiir die Homo- und Heterodimerisierung in den lebenden

Zellen aufzuklaren.

Far APP wurden mdgliche Rezeptorfunktionen beschrieben. Bisher wurde allerdings kein
Ligand gefunden, der eine Rezeptorfunktion vermitteln kdnnte. Des Weiteren wurden der
APP-Familie Funktionen in der Zell-Adh&sion zugeschrieben. Die Bindung von Zink, Heparin
und Kupfer in der APP-Ektodoméane kénnte einen Einfluss auf die Konformation des APP und
somit eine moégliche Ligandenbindung haben. Ferner kénnte dies auch zu einer Verdnderung
der Zelladhasionseigenschaften der APP-Familie fihren. Im zweiten Teil der Arbeit sollten
daher diese Bindestellen, die in der APP-Familie konserviert sind, auf funktioneller Ebene
genauer untersucht werden. Es sollte gezeigt werden, wie Metallionen wie Zink und Kupfer
die Lokalisation, Konformation und mdoglicherweise die Funktionen der APP-Familie

beeinflussen.
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2. Ergebnisse

2.1. Expression und Aufreinigung von rekombinanten Proteinen aus Pichia pastoris

AusdermethylotrophenHefe P pastoris sollten dieldslichen EktodomanensAPP770a.,sAPLP1a
und sAPLP2a. sowie eine verklirzte Form der APP-Ektodoméne (APP18-350) aufgereinigt und
die Oligomerisierungseigenschaften untersucht werden. Mit den rekombinant hergestellten

Proteinen sollten Bindungsstudien durchgeflihrt und Antikérper generiert werden.

Das gewahlte Expressionssystem eignet sich besonders flir die Expression I8slicher Proteine,
da P, pastoris selbst keine Proteine sekretiert. Dazu wird das heterolog zu exprimierende Protein
mit dem a-Faktor pre-pro-Peptid aus Saccharomyces cerevisiae kombiniert. Die Expression
erfolgt Uber den Alkoholoxidasepromotor (AOX), der durch Methanol induzierbar ist. Die
Aufreinigung wurde typischerweise in zwei Schritten durchgefiihrt. Dabei erfolgte im ersten
Schritt eine Aufkonzentration aus dem Kulturiiberstand, im zweiten Schritt eine Trennung nach
der GréBe der Proteine. APP und APLP2 wurden zuerst auf einer Anionenaustauschersdule
(Q-Sepharose) aufkonzentriert. Da APLP1 nicht an die Q-Sepharose gebunden hatte,
wurde Blue Sepharose verwendet. Blue Sepharose wird zur Aufreinigung einer Vielzahl von
Proteinen verwendet, wobei die genauen Bindungseigenschaften nicht bekannt sind. Im
zweiten Aufreinigungsschritt wurden die Fraktionen, die das gewlnschte Protein enthielten,
mittels eines Amicon-Filters aufkonzentriert und in einer Gelpermeationschromatographie

aufgetrennt.

2.1.1. Analyse der |6slichen Ektodomé&nen der APP-Familie in P pastoris

Mit Hilfe der Gelpermeationschromatographie wurden die Oligomerisierungseigenschaften
der rekombinanten Proteine analysiert. In Western Blots mit proteinspezifischen Antikérpern
wurden unter nicht reduzierenden Bedingungen die Fraktionen ermittelt, die das gewiinschte
Protein enthielten. Uber das Elutionsvolumen und eine Eichgerade wurden die nativen
Molekulargewichte berechnet.

So konnte eine Aussage Uber die Homodimerisierung bzw. Oligomerisierung getroffen werden.
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Abb. 6: Untersuchung der Oligomerisierung der APP-Familie mittels Gelpermeationschromatographie.
Chromatogramme von sAPP770a (A), SAPLP1a (B) und sAPLP2a (C). Der Kurvenverlauf wurde nur vom Ausschlusspeak bis
zum Beginn des Salzpeaks dargestellt. Die nativen Molekulargewichte wurden mittels einer Eichgeraden berechnet. Die in
den Western Blots gezeigten Fraktionen entsprechen in ihren Positionen den Chromatogrammen. Die Auftrennung erfolgte
unter nicht reduzierenden Bedingungen. Detektionsantikérper: WO0-2 fur APP (A), 42464 fir APLP1 (B) und 42476 fir APLP2
(C). Durch Senkrechte Linien wurden Bereiche unterschiedlicher Belichtungszeiten markiert. mAU: mili-Absorptionseinheit.
16x: 16mer, 4x: Tetramer, 2x: Dimer, 1x: Monomer.

In Abb. 6 sind die Ergebnisse der Analysen zusammengefasst. Bei der Chromatographie von
sAPP770a lieBen sich Dimere und Monomere unterscheiden, wobei der Anteil an Monomeren
bei etwa 25% lag (Abb. 6A). Bei der GréBenausschlusschromatographie von sAPLP1a wurden
5-10% Oligomere (16mere), 50-60% Tetramere und Dimere sowie 20-30% Monomere erhalten
(Abb. 6B). Interessanterweise konnte bei der sAPLP2a-Aufreinigung kein Monomer detektiert
werden. Es wurden etwa 50% Tetramere und 50% Dimere detektiert (Abb. 6C).

Folglich bilden die I6slichen Ektodoméanen der APP-Familie Dimere, Tetramere und hdhere

Oligomere aus.

2.1.2. Analyse des N-Terminus von APP (APP18-350)

Wie schonin der Einleitung beschrieben unterteilt sich die Ektodoméane von APP in unabhéngige
Faltungseinheiten. Hier sollte der N-terminale Bereich des APP genauer untersucht werden
(Abb. 7B). Dieser setzt sich zusammen aus der GFLD, der CuBD, einem flexiblen sauren Bereich
(AcD) sowie der Kunitz-Protease-Inhibitor Doméane (KPI). Die Expression und Aufreinigung aus
P, pastoris erfolgte wie bereits in Kapitel 2.1. beschrieben. Um auch die héheren Oligomere zu
detektieren, wurde die Saule Uberladen, so dass der Hochstwert des Dimers das Maximum
der Absorption Uberschreitet. Die erhaltenen Fraktionen wurden unter nicht reduzierenden

Bedingungen mittels SDS-PAGE und Western Blot untersucht (Abb. 7A). Unter den nativen
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Bedingungen der Gelpermeationschromatographie wurden etwa 80% Dimere und 20%

Tetramere, Oktamere und hdhere Oligomere aufgereinigt. Interessanterweise konnten nach
der Auftrennung im denaturierenden Polyacrylamidgel SDS-stabile von SDS-labilen Dimeren
unterschieden werden. Das APP18-350-WT, welches beim apparenten Molekulargewicht
des Dimers eluierte, war im SDS-Gel hauptsachlich SDS-labil, wohingegen Tetramere und
Oktamere in SDS-stabile Dimere und hdhere Oligomere in Tetramere und Dimere zerlegt
wurden (Abb. 7A).

Folglich kann die Dimerisierung des APP schon durch den N-Terminus (Aminosduren 18-350)

erfolgen.

A APP18-350 Wildtyp B

APP18-350 LoopS 96 Loo

116
4000 — 2 1 NWCKRGRKQCKTHPHPHFVIPYR
X ZX X

\ AcD
3000 NH2-| GFLD | CuBD|—| KPI |
E1
2 2000 -
£
X 8x
1000 —{ C
0 DTSSP - + + + DTSSP - + + +

16;

i £ . APP18-350 Wildtyp — 250 APP-Loop-WT 0 0 8 16 APP-Loop-Ser 0 0 8 16
— 150 — 250
— 100 — 250

2x L] ) s dx— — 150

— 150
— 50
© iy
— 37 2x=
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—150

2x I“‘- — 100
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Abb. 7: Analyse der Dimerisierung der N-terminalen Doméne des APP.

A: Chromatogramme der Gelpermeationschromatographien von APP18-350 WT (schwarze Linie) und APP18-350 Loop-
Ser (graue Linie). Nachweis des APP18-350 in den Fraktionen erfolgte im Western Blot unter nicht reduzierenden Bedin-
gungen mit dem Antikérper 22C11. Bestimmung der nativen Molekulargewichte erfolgte mittels einer Eichgeraden. 16x:
16mer, 8x: Oktamer, 4x: Tetramer, 2x: Dimer, 1x: Monomer, mAU: mili-Absorptionseinheit.

B: Schematische Darstellung von APP18-350-WT mit den unabhéngigen Faltungseinheiten GFLD: Wachstumsfaktor-
ahnliche Domane, CuBD: Kupferbindedomane, E1: GFLD und CuBD, AcD: saure Doméane, KPI: Kunitz-Protease-Inhibi-
tordoméne. Die Loop-Sequenz wurde hervorgehoben. In der APP18-350 Loop-Ser Mutante wurden beide Cystein-Reste
der Loop-Sequenz durch Serin-Reste ersetzt.

C: Inkubation von APP18-350 WT-Dimer mit PBS (0) oder APP-Loop-WT (links) oder APP-Loop-Ser (rechts) Peptid im
molaren Uberschuss (8, 16) und mit (+) oder ohne (-) dem bimolekularen Kreuzvernetzer DTSSP. Die Senkrechte Linie
deutet an, dass die Reihenfolge der Spuren zur besseren Darstellung verandert wurde. Die Detektion erfolgte mit dem
22C11-Antikérper.

2.1.2.1. Inhibition der Dimerisierung von APP18-350-WT

Die Cystein-Reste 98 und 105 des APP bilden eine Disulfidbricke aus, die zur

Oberflachenexposition positiv geladener Aminosduren sowie einer hohen Flexibilitdt dieses
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Bereichs flihrt (Rossjohn et al., 1999). Die positiv geladenen Aminoséauren in diesem ,,Loop“
vermitteln die Bindung an Heparin (Small et al., 1994). Es sollte nun untersucht werden,
ob der ,Loop“ eine mdgliche Interaktionsstelle fir die Dimerisierung darstellt. Initial wurde
dazu Aufgereinigtes APP18-350 Uber den bimolekularen Kreuzvernetzer DTSSP kovalent
verbunden. Unter nicht reduzierenden Bedingungen konnten so ca. 20% der SDS-labilen
Dimere (90 kDa) sichtbar gemacht werden (Abb. 7C, Spur DTSSP +, Loop-WT 0). Durch die
Zugabe eines Peptides, welches die ,Loop“-Region darstellt (APP-Loop-WT-Peptid) wurde
mit einem 8- und 16-fach Molaren Uberschuss, die Bildung der kreuzvernetzten Dimere
konzentrationsabhangig inhibiert (Abb. 7C links, Spur DTSSP +, APP-Loop-WT 8, 16). Mit
dem Kontrollpeptid APP-Loop-Ser, welches die Disulfidbricke nicht enthalt, konnte die
Dimerbildung nicht inhibiert werden (Abb. 7C rechts). Das Experiment zeigt, dass das APP-
Loop-WT-Peptid die Dimerisierung von APP18-350-WT inhibiert.

Bei Zugabe héherer Mengen an APP-Loop-WT-Peptid und auch des Kontrollpeptids kam
es jedoch zu einer Prazipitation des APP18-350, was vermutlich durch eine Interaktion der
positiv geladenen Aminosduren mit dem sauren Bereich des APP oder durch die Exposition

hydrophober Aminosaurereste zustande kam.

2.1.2.2. Einfluss der ,,Loop“-Region auf die APP18-350 Dimerisierung

Wegen der Inhibition der APP18-350-WT-Dimerisierung durch das APP-Loop-WT-Peptid stellte
sich die Frage, ob die Cys-Reste daflr verantwortlich sind. Es erfolgte ein Austausch der Cys-
Reste 98 und 105 gegen Ser-Reste im APP18-350. Die Aufreinigung, des als APP18-350-
Loop-Ser bezeichneten Proteins, erfolgte wie in Kapitel 2.1. beschrieben. Im Chromatogramm
der Gelpermeationschromatographie sowie im anschlieBenden Western Blot konnten keine
Unterschiede zum APP18-350-WT festgestellt werden (Abb. 7A). Folglich sind neben den
Cys-Resten der ,Loop“-Region noch weitere Bereiche des APP18-350 an der Dimerisierung

beteiligt (siehe dazu Kapitel 2.1.2.1. und Diskussion 3.1.2.).

2.1.2.3. Bindungsstudien verschiedener ,,Loop“-Peptide an APP18-350

Mittels ,Surface Plasmon Resonance“-Analysen (SPR) kann man mit gereinigten Proteinen,
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die kovalent an eine beschichtete Goldoberfliche gekoppelt werden (Liganden), direkte
Interaktionen mit verschiedenen Peptiden oder Proteinen (Analyten) untersuchen. In friiheren
Studien konnte gezeigt werden, dass das APP-Loop-WT-Peptid direkt an APP18-350 bindet
(Schmechel, 2005).

In einem weit ausflhrlicheren Ansatz wurden nun Analysen der verschiedenen ,Loop“-
Peptide der APP-Familie durchgeflihrt. Die Messungen wurden in Zusammenarbeit mit Dr.
Carina Treiber durchgefiihrt. Als Analyten wurden die Peptide APP-Loop-WT, APP-Loop-Ser,
APLP1-Loop-WT sowie APLP2-Loop-WT eingesetzt. Die Ausbildung der Disulfidbriicke der
Peptide wurde mittels ,matrix-assisted laser-desorption ionisation“-Massenspektrometrie

(MALDI-MS) kontrolliert (beispielhaft dargestellt fur das APP-Loop-WT in Abb. 8).

APP-Loop-WT-Peptid
2652.25
Abb. 8: MALDI-MS-Analysen
ottt bl des APP-Loop-WT-Peptids.
2654.27 APP-Loop-WT-Peptid Die Masse des reduzierten
reduziert Peptids verschob sich erwar-
tungsgemaB um 2 Da, die
Masse des reduzierten Pep-
tids mit einem carbamidome-
thylierten Cys um 57, bzw. mit
beiden um 114 Da.
INTTYY AIAMAIALY, \ MBS AAR
2654.19 APP-Loop-WT-Peptid
reduziert, carbamidomethyliert
2711.22
2768.25
I LI._MQ L "
2660 2680 2700 2720 2740 2760 2780
m/z

Als Liganden wurden Aufgereinigtes APP18-350-WT, APP18-350-Loop-Ser sowie das Peptid
APP-Loop-WT verwendet. Als Kontrolle wurde 1 x PBS eingesetzt. Die Proteine wurden in 10
mM Natriumacetat, pH 3,4 auf eine Konzentration von 100 pg/ml verdinnt. Fir die Kopplung
wurde ein CM5-Chip mit an Dextran gekoppelten Carboxymethylgruppen verwendet. Nach
Aktivierung der Oberflache mit einem Gemisch aus NHS/EDC erfolgte die Injektion der
Liganden. AbschlieBend wurden die verbleibenden, freien Aminogruppen mit Ethanolamin
abgesattigt (beispielhaft dargestellt in Abb. 9). Insgesamt wurden dabei 445 RU (,,Response

Units*) APP-Loop-WT-Peptid (Abb. 9A), 1024 RU APP-18-350-WT und 411 RU APP-18-350-
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Loop-Ser gekoppelt. 1 RU entspricht 1 pg/mm2 an gekoppeltem Ligand auf der Oberflache.
Um die Faktoren des variierenden Molekulargewichts sowie der unterschiedlich hohen RU
anzugleichen, wurde folgende Rechnung angestellt:
RU-gekoppelt [pg] / Molekulargewicht [mm?/kDa]

Somit ergaben sich folgende Werte: 27,48 fir APP18-350-WT, 11,03 fir APP18-350-Loop-Ser
und 167,5 fir das Peptid APP-Loop-WT. Setzt man die Werte von APP18-350-WT und APP18-
350-Ser ins Verhaltnis zum APP-Loop-WT-Peptid ergeben sich die Korrekturfaktoren 6,1 fur
APP18-350-WT und 15,2 fir APP18-350-Loop-Ser, wodurch die Kurven direkt miteinander
vergleichbar sind. Kontrollmessungen wurden mit dem polyklonalen Antikérper 40090, welcher
gegen rekombinant hergestelltes APP18-350 generiert wurde, durchgefihrt. Damit wurde die
Funktionalitdt der Oberflaichen zwischen den einzelnen kinetischen Messungen Uberprift.
Die Kurven von APP18-350-WT und APP18-350-Loop-Ser mit dem Analyten 40090 waren
nach Multiplikation mit dem Korrekturfaktor nahezu identisch (Abb. 9B), was zeigt, dass die
berechneten Korrekturfaktoren fur die Auswertung der Messungen benutzt werden kénnen.
In Abbildung 10 sind die Ergebnisse der Messungen mit den verschiedenen ,,Loop“-Peptiden
zusammengefasst. Dabei wurde deutlich, dass das APLP1-Loop-WT Peptid an keinen der
Liganden gebunden hat (Abb. 10A). Auch bei anders gewahlter Skalierung war nur eine
unspezifische Bindung an APP18-350-WT, APP18-350-Loop-Ser und das APP-Loop-WT-

Peptid zu erkennen (Abb. 11).

A . B Analyt: 40090
15000 Ethanolamin 8000
6000
10000 5
5 EDC/NHS ¥ 4000
[\'s
_ 2000
5000 APP-Loop-WT
0
.................................................. I T T 1 1
0_| S — = """I'IRUgekoppe't 50 100 150 200 250 300
0 400 800 1200 1600 . Zeitfs]
Zeit [s] Ligand:

APP18-350-WT
APP18-350-Loop-Ser
APP-Loop-WT-Peptid

Aminkopplung von APP-Loop-WT

Abb. 9: Sensorgramme zur Immobilisierung und Antikérperkontrolimessung

A: Sensorgramm der Aminkopplung von APP-Loop-WT. EDC/NHS: Aktivierung der Oberflache. APP-Loop-WT: Injektion des
Liganden. Ethanolamin: Absattigung freier Aminogruppen, RU (,Response Units“) gekoppelt: Differenz der Basislinie vor und
nach der Immobilisierung. B: Kontrollmessung zur Verifizierung der Korrekturfaktoren. Bindungsstudie mit dem polyklonalen
Antikorper 40090. Im dargestellten Sensorgramm wurden die Originaldaten mit dem Korrekturfaktor 6,1 fir APP18-350-WT
sowie 15,2 fir APP18-350-Loop-Ser multipliziert. Die Korrekturfaktoren ergeben sich aus dem Verhaltnis der Quotienten
gekoppelte RU/Molekulargewicht. Das APP-Loop-WT-Peptid wird durch den Antikérper 40090 nicht erkannt.
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Ligand: APP-Loop-WT-Peptid APP18-350-WT APP18-350-Loop-Ser
Analyt:
A 4000 4000 4000—
APLP1 3000 3000 3000
Loop-WT 2 2000 2 2000 2 2000
Peptid
1000 1000 1000
od— od—r od ™™ —
) T T T T 1 ) T T T T 1 ) T T T T 1
50 100 150 200 250 300 50 100 150 200 250 300 50 100 150 200 250 300
Zeit [s] Zeit [s] Zeit [s]
B 4000 4000 4000—
3000 3000 3000
APLP2 5
Loop-WT & 2000 2 2000 2 2000
Peptid 1000 1000 1000
Jd_ —~—
0 0 0
) T T T T ] ) T T T T ] T T T T T ]
50 100 150 200 250 300 50 100 150 200 250 300 50 100 150 200 250 300
Zeit [s] Zeit [s] Zeit [s]
C 4000 4000 4000
3000 3000 3000
APP
Loop-WT 2 2000 2 2000 2 2000
Peptid 1000 1000 1000
T e — 0 0-
) T T T T 1 ) T T T T 1 ) T T T T 1
50 100 150 200 250 300 50 100 150 200 250 300 50 100 150 200 250 300
Zeit [s] Zeit [s] Zeit [s]
D 4000 4000 4000
3000 3000 3000
APP
Loop-Ser & 2000 Z 2000 2 2000
Peptid
1000 1000 1000
od—r @h _g
) T T T T 1 o T T T T 1 o T T T T 1
50 100 150 200 250 300 50 100 150 200 250 300 50 100 150 200 250 300
Zeit [s] Zeit [s] Zeit [s]
1
75 Mg/m 30 Mg/m APLP1-Loop-WT: RWCGGSRSGSCAHPHHQVVPFR
60 ug/ni 15 ug/n APLP2-Loop-WT: NWCRRDKKQCKSRFVTPFK
45 ugin 5 ug/n APP-Loop-WT: NWCKRGRKQCKTHPHPHFVIPYR
APP-Loop-Ser: NWSKRGRKQSKTHPHPHFVIPYR

Abb. 10: Sensorgramme der Bindungsstudien verschiedener Loop-Peptide mit APP18-350 und APP-Loop-WT-
Peptid. Die Liganden APP-Loop-WT, APP18-350-WT, APP18-350-Loop-Ser sowie PBS als Kontrolle wurden mit den
Analyten APLP1-Loop-WT (A), APLP2-Loop-WT (B), APP-Loop-WT (C) sowie APP-Loop-Ser (D) analysiert. Gezeigt sind
die mit den Korrekturfaktoren (Abb. 9) multiplizierten Daten aller Messungen, wobei die Daten der Kontrollflusszelle
jeweils abgezogen wurden. Die Dissoziationsphase wurde bis 700s aufgezeichnet, gezeigt ist nur der Kurvenverlauf bis
300s. Die Legende zeigt die eingesetzten Konzentrationen sowie die genauen Aminosauresequenzen der Analyten an,
der Balken steht dabei fur die Disulfidbriicke. Bei Signalen unter 500 RU (,Response Units®) wurde nur die Kurve der
héchsten Konzentration gezeigt. Eine hdhere Auflésung mit allen Konzentrationen ist in Abb. 11 gezeigt.

Im Gegensatz dazu hat das APLP2-Loop-WT-Peptid spezifisch und konzentrationsabhéangig

sowohl an das Peptid APP-Loop-WT (Abb. 10B und 11B), als auch die Proteine APP18-350-

WT und APP18-350-Loop-Ser gebunden (Abb. 10B). Interessanterweise wurden im Vergleich

mit APP18-350-WT durch APP18-350-Loop-Ser héhere Mengen des APLP2-Loop-WT-

Peptids gebunden.
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A i Abb. 11. Hoher aufgel6ste Darstellung
Ligand: APP18-350-WT APP18-350-Loop-Ser der Messungen aus Abb. 9.
Analyt: 400 400 Analytkonzentrationen sind in der Mitte
200 200 angegeben. A: Bindungsstudien der Ana-
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1500 1500
APP 1000 1000
Loop-Ser| 2 Z
Peptid 500 G 500
[ 0
I T T T T 1 I T T T T 1
50 100 150 200 250 300 50 100 150 200 250 300
Zeit [s] Zeit [s]
75 ug/m 30 pg/m
60 ug/m 15 pg/n
45 ug/m 5 ug/m
B Ligand: APP-Loop-WT-Peptid
APLP1-Loop-WT APP-Loop-WT
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Eine Bindung an alle drei Liganden konnte ebenfalls mit dem APP-Loop-WT-Peptid gemessen
werden (Abb. 10C). Auch hier wurde sichtbar, dass durch APP18-350-Loop-Ser hdhere
Mengen des Analyten gebunden wurden. Im Vergleich zum APP-Loop-WT-Peptid konnten
mit dem Kontrollpeptid APP-Loop-Ser ohne Disulfidbriicke nur schwache, unspezifische
Bindungen an die Liganden gemessen werden (Abb. 10D + 11).

Daraus ergibt sich die Schlussfolgerung, dass zwischen dem APLP1-Loop-WT-Peptid
sowie APP-Loop-Ser-Peptid und dem N-Terminus des APP keine stabilen, spezifischen
Wechselwirkungen stattfinden. Hingegen konnte flr das APLP2-Loop-WT-Peptid und das
APP-Loop-WT-Peptid eine stabile Wechselwirkung mit dem N-terminalen Bereich des APP
gezeigt werden. Fir diese Interaktionen lassen sich kinetische Parameter bestimmen, die in

Tabelle 1 zusammengefasst wurden.
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Tab. 1. Kinetische Parameter zu

k,[1/Ms] |k, [1/s] K,[1/M] K, [M] den Messungen B und C aus Abb.

10 und 11.
APLP2-WT-Peptid + Kinetische Parameter wurden mit-
) ] tels der Software ,BlAevaluation 4.1
APP18-350-WT 2,9x 108 1,5x 106 1,9x 10° 5x107° program* (Biacore) mit einem 1:1
APP18-350-Loop-Ser | 2,0x 10° | 1,6x10® [1,3x 10° 7,8x 10710 Modell (A+B = AB) mit variierender
Basislinie bestimmt. Fir die Bestim-
APP-Loop-WT-Peptid | 3,6x 102 1,3x 107 | 2,9x 10" 3,5x 10" mung der Assoziationskonstante (k )
wurde der Zeitrahmen von 89,5s bis
125s verwendet. Die Dissoziations-
K konstante (k) wurde im Zeitrahmen
APP-WT-Peptid + 129s bis 700s ermittelt. Fir die Ki-
i } netischen Berechnungen wurden
APP18-350-WT 22,2 2,2x10° 1x10° 9,9 x107 nur die Kurven der Konzentrationen
APP18-350-Loop-Ser | 156 1,54 x 10% [ 1x 107 9,9x 108 5, 15, 30 und 45 pg/ml zugrunde
gelegt. K,: Gleichgewichts-Assozia-
APP-Loop-WT-Peptid | 35,3 1,44 x 10°] 2,45x 106 | 4,08 x 10”7 tionskonstante, K, Gleichgewichts-

Dissoziationskonstante.

Aus den kinetischen Berechnungen zeigte sich, dass das APLP2-Loop-WT-Peptid mit sehr
hoher Affinitdt (etwa 1 nM) an die Proteine APP18-350-WT, APP18-350-Ser und das Peptid
APP-Loop-WT gebunden hat (Tab. 1). Die Affinitdt des APP-Loop-WT-Peptids war geringer
und lag fir APP18-350-WT und das APP-Loop-WT-Peptid nur bei etwa 400-900 nM (Tab.
1). Die Affinitat des APP-Loop-WT-Peptids an APP18-350-Loop-Ser war mit 90 nM um den
Faktor zehn héher (Tab. 1). Im Vergleich der Kurven von APP-Loop-WT-Peptid und APLP2-
Loop-WT-Peptid mit den entsprechenden Liganden (Abb. 10B+C) wurde ersichtlich, dass
die Menge an gebundenen Molekilen (RUs) etwa gleich war, sich die Assoziationsraten
aber deutlich unterschieden haben. Das APLP2-Loop-WT-Peptid erreichte unabhéngig vom
Liganden wesentlich schneller die Sattigung als das APP-Loop-WT-Peptid, was sich auch
in den entsprechenden Assoziationsraten k_ (Tab. 1) widerspiegelte. Die Dissoziation des
APLP2-Loop-WT-Peptids verlief wesentlich schneller als die des APP-Loop-WT-Peptids .

Zusammenfassend kann fir die stabilen Wechselwirkungen von APP und APLP2 an APP18-

350 folgende Affinitatsreihe aufgestellt werden (Analyt Abkurzungen: APP-Loop-WT-

Ligand?

Peptid: APP, APLP2-Loop-WT-Peptid: A2):
AF)F)APP18—350—WT< APPAPP-LOOP-WT< APPAPP1 8—350—Ser< A2APP1 8—350—Loop—WT< A2APP18—350—Loop—Ser< A2APP—Loop—WT

2.1.3. Herstellung polyklonaler Antikorper

Es war notwendig einen spezifischen Antikdrper fur die Detektion von APLP2 herzustellen.

Seite 27



Ergebnisse

Dazu wurde das gereinigte, rekombinante sAPLP2a aus P, pastoris flr die Immunisierung von
Kaninchen verwendet. Das Antikdrper enthaltende Serum, welches aus der Blutung nach den
Immunisierungen erhalten wurde, wurde als 8/1 bezeichnet und zunachst im Western Blot
getestet. FUr die Western-Blot-Analysen wurden Lysate aus HEK293-Zellen elektrophoretisch
aufgetrennt, auf eine Nylonmembran transferiert und mit dem polyklonalen Antikérper 8/1
detektiert (Abb. 12). Nur in der Spur mit APLP2-YFP war eine Bande bei dem apparenten
Molekulargewicht von 125 kDa erkennbar. Da diese in den anderen Spuren nicht erhalten
wurde und auch mit dem Pra-Immunserum nicht detektierbar war, handelt es sich vermutlich
um das YFP-markierte APLP2. Zusatzlich waren in allen Spuren auch bei 100 kDa schwache
Banden erkennbar, wahrscheinlich von endogenem APLP2. Zur Kontrolle der Expression der
homologen Proteine wurden APP und APLP1 auf einem separaten Gel mit proteinspezifischen
Antikérpern nachgewiesen. Auch flir die Detektion von I&slichem APLP2 (nicht gezeigt)
sowie in der Immunfluoreszenz (siehe Kapitel 2.2.1.) konnte dieser Antikérper erfolgreich und

spezifisch eingesetzt werden.

Abb. 12: Analyse des polyklonalen APLP2-
Antikorpers 8/1.

HEK293-Zellen, wurden transient entweder mit den
Leervektor, APLP2-YFP, APP-YFP, myc-APP oder
APLP1-YFP-Konstrukten transfiziert und im Western
Blot analysiert. A: Spezifische APLP2-Banden wurden
mit dem neu generierten polyklonalen Antikoérper 8/1,
jedoch nicht mit dem entsprechenden Praimmunserum
(P1S) detektiert. Der Antikorper 8/1 zeigt keine Kreuzre-
aktivitdt mit den homologen Proteinen APP und APLP1,
deren Expressionskontrolle in B gezeigt ist. Fir APLP1-
YFP und APLP2-YFP sind neben den Monomeren (1x),
SDS-stabile Dimere (2x) erkennbar.
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myc-APP  _ 1x APLP1-YFP-
endogen

WO0-2 42464

2.1.4. Interaktion von sAPLP10o und sAPLP2a mit sorLA

In einer Kooperation mit Dr. O. Andersen aus der Gruppe von Prof. Dr. T. Willnow, aus dem

Max-Delbrlick-Zentrum in Berlin wurden Bindungsstudien von rekombinantem sAPLP1o und
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sAPLP2a und dem sorLA-Rezeptor durchgefiihrt. Der neuronale sorLA- oder LR11-Rezeptorist
ein 250 kDa Protein mit bisher ungeklarter Funktion. In vitro konnte eine Bindung des Rezeptors
an APP gezeigt werden (Andersen et al., 2005). APP und sorLA kolokalisieren im Golgi-Apparat
und den Endosomen, wobei die Uberexpression von sorLA in der Neuroblastomazelllinie
SH-SY5Y zu einer Rickverteilung in den Golgi-Apparat und somit zu einer verringerten AB-
Produktion flhrte (Andersen et al., 2005). Die Interaktionsstelle konnte im APP auf die in der
APP-Protein-Familie konservierte E2-Doméne eingeschrankt werden (Andersen et al., 2006).
Um eine direkte Interaktion zwischen sorLA und den APLP-Ektodomé&nen zu messen, wurden
SPR-Analysen mit den aufgereingten Proteinen durchgefuhrt. Dazu wurden die gereinigten
rekombinanten Ektodomanen aus P. pastoris (siehe Kapitel 2.1 und Abb. 13A) als Ligand
an einen CM5-Chip gekoppelt (siehe Kapitel 2.1.2.3) und der neuronale Rezeptor sorLA,
aufgereinigt aus CHO-Zellen, als Analyt eingesetzt.

Dabei konnte eine stabile Wechselwirkung zwischen sorLA und der APLP1-Ektodomane
sowie sorLA und der APLP2-Ektodoméne gemessen werden (Abb. 13C). Bei der kinetischen
Berechnung wurden fiir beide Liganden, APLP1 und APLP2, Gleichgewichtskonstanten (K,)

im Bereich von 100-200 nM berechnet (Abb. 13B). Dabei unterschieden sich APLP1 und

A N o N N - B
o o o o o o
= & g & T &
% % < < < < APLP1 APLP2
20 ka | 153x103 | 1,72x104

kg 1,85x104 3,44x10-3

* ' ' » " Ka | 8,3x108 5x106

64|

Ko | 1,21x10°7 2x10-7
50
Silberfarbung 42476 42464
C D
APLP2 K, ~200nM 250 APLP1 K, ~121nM
120
200
=] 150
2 o 2
100
40
50
0 0
0 500 1000 0 500 1000
Zeit [s] Zeit[s]

Abb 13: SPR-Analysen von sorLA an sAPLP1a und sAPLP2¢.

A: Silberfarbung und Western Blot-Analyse der gereinigten Proteine. Die Molekulargewichte sind links angegeben. B:
Kinetische Parameter der Bindung von sorLA an sAPLP1a und sAPLP2a. C: Sensorgramme der Bindungsstudien. Daten
der Kontrolloberflache wurden jeweils abgezogen. RU: ,Response Units".
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APLP2 allerdings in den Assoziations- und Dissoziationskonstanten.
Folglich konnte auch fir die gereinigten APLP-Ektodomanen eine stabile Wechselwirkung mit

dem neuronalen Rezeptor sorLA gezeigt werden.

2.2. Analyse der Homo- und Heterodimerisierung der Proteine der APP-Familie in

héheren eukaryotischen Zellen

Wir konnten in unserer Arbeitsgruppe erstmals zeigen, dass APP in lebenden Zellen
dimerisiert (Munter et al. 2007). Daraus ergab sich die Fragestellung, ob die APLPs in héheren
eukaryotischen Zellen ebenfalls Homodimere ausbilden kdnnen und ob auch Heterodimere
existieren. Mit dem physikalischen Prinzip des Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfers
(FRET) kann dartiiber sowohl eine qualitative als auch eine quantitative Aussage getroffen
werden. Dazu wurden die Proteine der APP-Familie als Fusionsproteine am Carboxyende
mit dem gelb-fluoreszierenden Protein (YFP) und dem cyano-fluoreszierenden Protein (CFP)
exprimiert (siehe Abb. 22) und die FRET-Effizienzen von YFP- und CFP-koexprimierenden
HEK293-Zellen bestimmt. Durch Bleichen des FRET-Akzeptors (YFP) nimmt die Fluoreszenz
des FRET-Donors (CFP) zu (siehe Abb. 16A+B), wenn Donor und Akzeptor sich in einem
Abstand von hdchstens 10-12 nm befinden. Da fir eine mogliche Heterodimerisierung die
Kolokalisation der Interaktionspartner entscheidend ist, wurde zun&chst die subzellulare
Lokalisation der Fusionsproteine untersucht. Diese Analysen wurden in der Arbeitsgruppe

von Prof. Dr. M. Schaefer, teilweise in Zusammenarbeit mit Dr. P. Voigt, durchgefihrt.

2.2.1. Analyse der Homodimerisierung

Die mit YFP fusionierten Proteine APP, APLP1 oder APLP2 wurden in HEK293-Zellen exprimiert
und mittels konfokaler Laser Scanning Mikroskopie (cLSM) in den lebenden Zellen untersucht.
Dabei wurde deutlich, dass APP-YFP hauptséachlich in intrazellularen Kompartimenten wie
dem Endoplasmatischen Retikulum (ER) und dem Golgi-Apparat lokalisiert war. Nur ein
geringer Teil des APP-YFP konnte an der Zelloberflache detektiert werden (Abb. 14 Rechts).
Hingegen konnte APLP1-YFP fast ausschlieBlich in der Plasmamembran beobachtet werden

(Abb. 14 Links). Nur bei sehr starker Uberexpression wurde APLP1-YFP auch in intrazellularen
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Kompartimenten detektiert (nicht gezeigt). Interessanterweise war APLP2-YFP gleichmaBig
sowohl an der Zelloberflache als auch in intrazellularen Kompartimenten wie ER und Golgi-
Apparat lokalisiert (Abb. 14 Mitte) und stellt somit hinsichtlich der Lokalisation eine Mischform

zwischen APP und APLP1 dar.

APLP1-YFP APLP2-YFP APP-YFP

Abb. 14: Subzellulare Lokalisation der Proteine der APP-Familie.

C-terminal mit YFP oder CFP fusioniertes APLP1, APLP2 und APP wurde transient in HEK293-Zellen exprimiert. Zellen
wurden mittels konfokaler LSM 24h nach Transfektion aufgenommen. Gezeigt sind representative Bilder aus mindestens
drei unabhéngigen Transfektionen. Balken entsprechen 10 pm.

Da die Proteine C-terminal mit den Fluorophoren fusioniert sind, kdnnten im cLSM auch nur
die CTFs detektiert worden sein. Die im cLSM analysierten Zellen wurden lysiert und die
Proteine Uber den ,,tag” im Western Blot nachgewiesen. Dabei zeigte sich die Immunreaktivitat
hauptsachlich bei den Molekulargewichten der Vollldngenvarianten (nicht gezeigt), was
darauf hindeutet, dass in den konfokalen Bildern tatséchlich die Volllangenproteine detektiert

wurden.

Da das Molekulargewicht des YFP-,tags“ 25 kDa betragt, gilt es auszuschlieBen, dass der
Jtag“ die subzelluldre Lokalisation der Proteine beeinflusst. Daher wurden vergleichende
Immunfluoreszenanalysen der YFP- und FLAG-fusionierten Proteine durchgefiihrt. HEK293-
Zellen wurden transient mit den entsprechenden Plasmiden (APLP-YFP bzw. APLP-FLAG)
transfiziert, nach 24 h fixiert, permeabilisert, Gber proteinspezifische Antikérper nachgewiesen
und mittels cLSM abgebildet. Sowohl fir APLP1 (Abb. 15A) als auch APLP2 (Abb. 15B) konnte
gezeigt werden, dass die YFP-Fusionsproteine die gleiche subzelluldre Lokalisation aufweisen
wie die FLAG-Fusionsproteine. Die Spezifitdt der polyklonalen Antikdrper, besonders des
neu generierten APLP2-Antikorpers 8/1, wurde an den nur mit dem pcDNA3-FLAG-Vektor
transfizierten Zellen gezeigt (Abb. 15B). Als Kontrolle wurden die YFP-Fusionsproteine
direkt Uber YFP detektiert. Dabei wurde das gleiche Expressionsmuster wie bei der

Antikdrperdetektion der FLAG- und YFP-Fusionsproteine erhalten. Die Immunfluoreszenzen
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mit den polyklonalen Antikérpern zeigen weiterhin, dass es sich bei den im cLSM detektierten
Formen um die Volllangenvarianten handelt.

Zur Untersuchung der Homodimerisierung wurden die FRET-Effizienzen von APLP-YFP und
APLP-CFP koexprimierenden Zellen bestimmt (Abb. 16). Dabei betrugen die FRET-Effizienzen
fur die APLP1-Homodimere etwa 15% und fur die APLP2-Homodimere etwa 16% und waren

damit deutlich héher als die FRET-Effizienzen von APP mit etwa 11% (Munter et al., 2007). Um

A

APLP1-YFP APLP1-FLAG mock

Cy-3

Abb. 15: Vergleichende Immunflu-
oreszenzanalysen der YFP-mar-
kierten Proteine.
APLP1-YFP, APLP1-FLAG sowie
der Vektor pcDNA3 (mock) (A) bzw.
APLPLYVED -1stab APLP2-YFP, APLP2-FLAG und Leer-
vektor (B) exprimierende Zellen wur-
den mit den angegebenen polyklo-
nalen Erstantikdrpern inkubiert. Als
Kontrolle wurden APLP-YFP-Zellen
ohne Erstantikdrper inkubiert. Die
Detektion erfolgte mit dem Fluoro-
phor Cy3-gekoppelten zweiten Anti-
korper (gelb). Zusatzlich wurden die
Zellkerne mit DAPI gefarbt (blau). Als
Kontrolle wurden jeweils die gleichen
APLP-YFP-Zellen zuséatzlich mit 488
nm angeregt, um YFP-getaggtes
APLP zu detektieren (gelb, A+B un-
ten links). Die subzellulare Verteilung
von YFP- und FLAG-getaggtem
APLP1 und APLP2 andert sich nicht.
Dargestellt sind repasentative Bilder.
Balken entsprechen 10 pm.

a-APLP1 (42464)

Detektion YFP

APLP2-YFP APLP2-FLAG

a-APLP2 (8/1)
Cy-3

APLP2-YFP-1st ab

Detektion YFP

die Spezifitat der Interaktionen zu untersuchen, wurde zusétzlich in steigenden Mengen nicht
fluoreszierendes APLP1-FLAG respektive APLP2-FLAG exprimiert. Die FRET-Effizienz konnte
in konzentrationsabh&angiger Weise kompetiert werden (Abb. 16C+D). Des Weiteren konnten
bei Koexpression mit &hnlich lokalisierten Transmembranproteinen wie Glykophorin A (GypA-
CFP) mit APLP1-YFP (Abb. 16C, siehe auch Abb. X) und dem epidermalen Wachstumsfaktor-

Rezeptor EGFR-CFP mit APLP2-YFP (Abb. 16D) keine FRET-Effizienzen gemessen werden.
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Abb. 16: Homodimerisierung von APLP1 und APLP2 mittels FRET. A: Zeitverlauf der Wiedererlangung der Donor-Flu-
oreszenz (AFCFP) wahrend selektivem Bleichen des Akzeptors (FYFP). Gezeigt sind Einzelzellen (graue Linien) und der
Mittelwert (schwarze Linie) einer représentativen Messung von APLP1-CFP and APLP1-YFP. B: Lineare Regressionsa-
nalyse der Wiedererlangung der Donor-Fluoreszenz (AFCFP) aufgetragen gegen die Schrittweise gebleichte Fluoreszenz
des Akzeptors (FYFP). Dargestellt ist der mittlere Verlauf der Einzelmessungen des Experimentes aus A. C, D: Schwarze
Balken zeigen die FRET-Effizienzen (E) von APLP1-CFP und APLP1-YFP (C), sowie APLP2-CFP and APLP2-YFP (D).Wei-
Be Balken zeigen die gleichen Messungen in Anwesenheit steigender Mengen der entsprechenden FLAG-fusionierten
Proteine. Als Negativkontrollen wurden APLP1-YFP mit Glycophorin A (GypA-CFP; C, grauer Balken) und APLP2-YFP
mit EGF-Rezeptor-CFP (D, grauer Balken) koexprimiert. Gezeigt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von
drei bis vier unabhangigen Transfektionen (jeweils 4 Messungen mit 4-6 Zellen).

Die Ergebnisse zeigen, dass die Proteine der APP-Familie hinsichtlich ihrer subzellularen
Lokalisation deutliche Unterschiede aufweisen. APLP1 ist hauptsachlich an der Zelloberflache,
APLP2 und APP hingegen sind sowohl in intrazellularen Kompartimenten als auch zu einem
geringeren Teil an der Zelloberflache lokalisiert. Das konnte zusatzlich mit den nicht-fluoreszenz-
markierten Proteinen in Immunfluoreszenzanalysen nachgewiesen werden. Des Weiteren
wurde gezeigt, dass auch die APP-homologen Proteine APLP1 und APLP2 Homodimere in

lebenden, hdéheren eukaryotischen Zellen ausbilden.

Seite 33



Ergebnisse

2.2.2. Analyse der Heterodimerisierung

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, die Heterointeraktionen der Proteine der APP Familie zu
analysieren. Initial wurde dazu die Lokalisation der entsprechenden Proteine in Anwesenheit
eines weiteren homologen Proteins untersucht. Dies ist besonders interessant fur APP und
APLP1, da sich die subzellulare Lokalisation der beiden Proteine in Abwesenheit des jeweils
Anderen sehr deutlich unterscheidet (siehe Abb. 14). Bei der Koexpression von APP-CFP
und APLP1-YFP zeigte sich, dass APLP1-YFP teilweise in intrazelluldren Kompartimenten
zurlickgehalten wurde (Abb. 17 links). Dies deutet auf eine Interaktion der beiden Proteine
hin. Eine verstarkte APP-Lokalisation an der Zelloberflache konnte allerdings nicht oder nur
vereinzelt beobachtet werden. Aufgrund der geringen Zelloberflachenlokalisation von APP war
die Kolokalisation von APP und APLP1 somit hauptsachlich auf intrazelluldre Kompartimente
beschrankt (Abb. 17 links). Auch die Koexpression von APLP1-YFP mit APLP2-CFP flhrte
teilweise zur Retention von APLP1 (Abb. 17 mitte). Somit kolokalisieren APLP1 und APLP2
sowohl in intrazelluldren Kompartimenten als auch der Plasmamembran. Obwohl APLP1
in Gegenwart der homologen Proteine teilweise in der Zelle zuriickgehalten wurde, konnte
APLP1, besonders im Vergleich mit APP, doch immer noch sehr deutlich an der Zelloberflache
detektiert werden. Die Expressionsmuster der einzeln mit APP- und APLP2-transfizierten
Zellen sind sich sehr &hnlich, was sich auch in der Koexpression mit einer weitgehend

Ubereinstimmenden Kolokalisation zeigte (Abb. 17 rechts).

Abb. 17: Subzelluldre Lokali-
APLP1-YFP APLP1-YFP APP-YFP sation der Proteine der APP-

Familie bei Koexpression.
C-terminal mit YFP oder CFP
fusioniertes APLP1, APLP2 und
APP wurde jeweils in Kombina-
tion mit einem weiteren Famili-
enmitglied transient in HEK293-
Zellen exprimiert. Zellen wurden
mittels konfokaler LSM 24h nach
Transfektion aufgenommen. Ge-
zeigt sind representative Bilder
aus mindestens drei unabhéan-
gigen Transfektionen. Balken
entsprechen 10 pm.

APP-CFP APLP2-CFP APLP2-CFP
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Folglich kolokalisieren die APP-Familienmitglieder in intrazelluldren Kompartimenten wie dem
ER und dem Golgi-Apparat, was erste Hinweise auf daraus folgende funktionelle Interaktionen
zwischen den Mitgliedern der APP-Familie zul&sst. Die Lokalisation von APLP1 [&sst sich durch
die Anwesenheit der homologen Proteine beeinflussen, was einen weiteren Anhaltspunkt flr

heterophile Interaktionen gibt.

Um die Heterodimerisierung in lebenden Zellen zu untersuchen, wurden die mit YFP- oder CFP-
fusionierten Proteine APP, APLP1 und APLP2 wie in Abbildung 18 angegeben koexprimiert.

Fir alle Varianten konnten dabei deutliche FRET-Effizienzen gemessen werden (Abb. 18).

Abb. 18: Untersuchung der Homo-
und Heterodimerisierung der APP-
20 Protein-Familie mittels FRET.

FRET-Analysen der APP, APLP1,
APLP2 Hetero- (schwarze Balken)
I und Homodimerisierung (graue Bal-
ken, aus Abb. 16 sowie Munter et
al.). YFP- und CFP-markierte Fusi-
onsproteine wurden in den angege-
benen Kombinationen koexprimiert.
Ahnliche FRET-Effizienzen (E) wurden
gemessen, wenn Donor und Akzeptor
S ausgetauscht wurden (nicht gezeigt).
Gezeigt sind die Mittelwerte und Stan-
dardabweichungen von drei bis vier
0 - unabhéngigen Transfektionen (jeweils

YFP: APP APP APLP2 APP APLP1  APLP2 4 Messungen mit 4-6 Zellen).
CFP: APLP1 APLP2 APLP1  APP  APLP1  APLP2

15

10

E (%)

Wie aus den Kolokalisationsstudien erwartet, variierte dabei die Héhe der FRET-Effizienzen
abhéngig vom Grad der Kolokalisation. So zeigten die gut kolokalisierten Proteine APLP1-
APLP2 und APP-APLP2 signifikant héhere FRET-Effizienzen als die deutlich schlechter
kolokalisierten Proteine APP-APLP1. Im direkten Vergleich der Homo- und Heterodimerisierung
der APP-Familie fiel auf, dass die FRET-Effizienzen der Heterodimerisierung von APP-APLP1
(7,3 £ 0,1%) und APLP1-APLP2 (12,7 + 0,6%) geringer ausfielen als die FRET-Effizienzen der
entsprechenden Homodimere, APP-APP (11,3 + 0,6%), APLP1-APLP1 (15,4 + 0,8%) und
APLP2-APLP2 (16,4 = 0,2%). Interessanterweise war im Fall von APP die FRET-Effizienz der
Homodimerisierung vergleichbar mit der FRET-Effizienz der Heterodimerisierung mit APLP2
(APP-APP 11,3 +0,6%; APP-APLP2 10,4 + 0,2 %), was mdglicherweise darauf hindeutet, dass
ahnlich viele APP-APP Homodimere wie APP-APLP2 Heterodimere in der Zelle vorhanden
sind. Da die FRET-Effizienzen ein AbstandsmaB darstellen, kénnten die unterschiedlichen

FRET-Effizienzen allerdings auch durch eine verdnderte Stellung der Fluorophore der
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Heterointeraktionspartner zueinander hervorgerufen werden (sieche auch Diskussion, Kapitel
3.2.3.). Zusétzlich konnte die Heterodimerisierung der APP-Familie noch mit weiteren
Kontrollmessungen belegt werden. Bei Austausch von FRET-Donor und -Akzeptor wurden
fur alle Kombinationen der Heterointeraktion vergleichbare FRET-Effizienzen erhalten (nicht
gezeigt). Des Weiteren konnte die Heterodimerisierung von APP-APLP1 durch alle drei FLAG-

markierten Proteine der APP-Familie kompetiert werden (nicht gezeigt).

Um die Ergebnisse der FRET-Messungen mit einem unabhangigen biochemischen Ansatz
zu bestédtigen, wurden Koimmunprazipitationen durchgefiihrt. Dazu wurden die YFP-
Fusionsproteine mit den entsprechenden FLAG-Fusionsproteinen koexprimiert. Nach der
Lyse der Zellen wurden die FLAG-Fusionsproteine mit dem Anti-FLAG-Antikorper prazipitiert.
Mit den FLAG-Fusionsproteinen koaufgereinigte YFP-Fusionsproteine wurden im Western
Blot mit proteinspezifischen Antikdrpern detektiert. Dabei konnte sowohl die Homo- als
auch die Heterodimerisierung aller APP-Familienmitglieder bestatigt werden (Abb. 19). Aus
den Koimmunprézipitationen konnten allerdings, anders als im FRET, keine Aussagen uber

Quantitaten der gezeigten Interaktionen gemacht werden.

FLAG FLAG FLAG
N ) N 1% N
F R 2R F o+ DR F N
R & &R K SR

Lysat E " . ~-J : . -

FLAG o0 100 . - — 100
o~
- — 5 — 75
APP-YFP APLP1-YFP APLP2-YFP
— 150
IP: a-FLAG == T - "' h .
—100

- & e e
Lysat — 150 . ’ — 150
L3 LB e wmm

Abb. 19: Untersuchung der Homo-und Heterodimerisierung der APP-Protein-Familie mittels Koimmunpazipitation.
Koimmunprazipitation von APP, APLP1 und APLP2. HEK293-Zellen wurden transient mit den Konstrukten fiir APP-, APLP1-
und APLP2-FLAG sowie den ensprechenden YFP-Plasmiden oder dem Leervektor (mock) wie angegeben transfiziert. Zell-
Lysate wurden mit dem monoklonalen M2-FLAG-Antikérper analysiert (Lysat FLAG). Die FLAG-Fusionsproteine wurden mit
dem anti-FLAG Antikdrper préazipitiert und die koaufgereinigten Proteine, sowie die Zell-Lysate als Ladekontrolle (Lysat),
wurden mit Protein-spezifischen Antikdrpern detektiert: WO-2 (APP), 42464 (APLP1) and 8/1 (APLP2). Durch den YFP-tag
erhoht sich das Molekulargewicht um 25 kDa. Gezeigt sind representative Western Blots aus drei verschiedenen Koimmun-
prazipitationen. IP: Immunprazipitation.
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Zusammenfassend wird deutlich, dass die Proteine der APP-Familiein lebenden eukaryotischen

Zellen Homo- und Heterodimere ausbilden kénnen.

2.2.3. Einfluss der Heterodimerisierung auf die Prozessierung des APP und die Entstehung

von AR

FUr die Transmembransequenz des APP konnte gezeigt werden, dass der Dimerisierungsgrad

des APP-C-terminalen Fragments die Prozessierung zu den verschiedenen AB-Spezies

beeinflusst (Munter et al., 2007). Da APP und die APLPs ahnlich prozessiert werden (siehe

Einleitung), sollte untersucht werden, ob die Heterodimerisierung von APP-APLP1 bzw.

APP-APLP2 einen Einfluss auf die Prozessierung des APP ausibt. Dazu wurden stabil APP-

exprimierende humane Neuroblastoma-Zellen (SH-SY5Y) mit den APLP1-FLAG- und APLP2-

FLAG-Konstrukten stabil kotransfiziert.

AR37 AR38 AR39 AR40 AR42
4329 APP
4131
4074 4231 515
4309 APP/APLP1-1
4133
4075 4232
Y . .
4329 APP/APLP1-2
4318
4133
4075 4232 4515
v A, A_.PL_ - .
4330 APP/APLP2-1
4133
4076 4232 4514
4330 APP/APLP2-2
4133
4074 4231 4515
-— — —
4100 4200 4300 4400 4500
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Abb. 20: Einfluss der Koexpression von APP mit APLP2 oder APLP1 auf die gebildeten AB-Spezies. MALDI-MS-Ana-
lyse der konditionierten Zellkulturmedien von stabil APP/APLP1 und APP/APLP2 koexprimierenden SH-SY5Y-Zellen. AB
wurde mittels des monoklonalen Antikérpers WO0-2 immunprézipitiert und im MALDI-Massenspektrometer analysiert. Die

Messungen wurden von Dr. Chris Weise durchgefiihrt.
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Um Aussagen Uber die Entstehung der AB-Spezies machen zu kénnen, wurden sowohl
qualitative als auch quantitative Analysen durchgefiihrt. Bei der Prozessierung des APP
erfolgt die Freisetzung der Ektodoméne ins Medium durch die a- oder B-Sekretase. Durch
weitere Prozessierung der verbleibenden C-terminalen Fragmente kommt es unter anderem
zur Freisetzung des AB-Peptids, welches dann ebenfalls im konditionierten Zellkulturmedium
nachweisbar ist. Zur qualitativen Analyse wurden die Zellen 24 h mit frischem Medium
inkubiert. AnschlieBend erfolgte aus dem Medium eine Immunprézipitation von AB. Mittels
MALDI-MS konnten so die verschiedenen AB-Spezies nachgewiesen werden. Die Messungen
wurden freundlicherweise von Dr. Chris Weise durchgefiihrt. Die erhaltenen Spektren sind
in Abb. 20 dargestellt. In der Qualitdt der generierten AB-Spezies wurden dabei keine
Unterschiede festgestellt. Sowohl aus den APP-WT exprimierenden Zellen, als auch den
APP-APLP koexprimierenden Zellen konnten die AB-Spezies AB42, AB40, AB39, AB38 und
AB37 aufgereinigt und nachgewiesen werden.

Um eine quantitative Analyse durchzuflhren, wurden die konditionierten Medien mit
einem ,enzyme-linked immunosorbent assay“ (ELISA) genauer untersucht. Dazu wurden
monoklonale Antikérper verwendet, die spezifisch den C-Terminus von AB erkennen, bzw.
der myc-Antikérper, der den N-terminalen myc-,tag“ des APP und somit |8sliches sAPPa
und sAPPB erkennt. Die Detektion erfolgte mit biotinyliertem WO0-2. Dieser erkennt den N-
Terminus von AB und den C-Terminus von sAPPq, jedoch nicht sAPPB. Aus konditioniertem
Medium koexprimierender Zellen wurden die relativen Mengen von sAPPa, AB40 und AB42
bestimmt, wobei der Wildtyp auf 100% gesetzt wurde. Bei den sAPPa-Mengen liel3 sich nur
fur eine APP-APLP1-Linie eine signifikante Verringerung (um 20%) detektieren (Abb. 21B).
Die Prozessierung durch die a-Sekretase wird also durch die Koexpression mit den APLPs
nicht oder nur in geringem MaBe beeinflusst. Da noch kein ELISA fir die Detektion der B-
geschnittenen Ektodomane zur Verfliigung steht, wurden die Mengen von sAPPB mittels
eines C-terminal-endspezifischen Antikdrpers (879) im Western Blot untersucht (Abb. 21A).
Dabei konnte fur die APP/APLP2 koexprimierenden Zellen eine leichte Erhéhung an sAPPB
beobachtet werden. Interessanterweise kommt in diesen Zelllinien direkt unterhalb der sAPPB-
Bande eine zusétzliche Bande hinzu, welche allerdings noch nicht genauer analysiert werden
konnte. Die Menge an sAPPB der APP/APLP1 koexprimierenden Zellen wird gegenliber APP

alleine etwas geringer. Die Effekte sind in beide Richtungen nicht besonders gro3 und muissten
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deshalb genauer quantifiziert werden. Eine Quantifizierung der AB40 und AB42-Mengen ist
in Abbildung 21C dargestellt. Die AB40 Mengen von APP/APLP1-koexprimerenden Zellen
unterschieden sich ebenfalls nicht signifikant von den APP-Wildtypzellen. Interessanterweise
erhdhte sich aber die Menge an AB40 in den APP/APLP2-koexprimierenden Zellen um
20% bzw. 50% (zwei unterschiedliche Transfektionen). Dieser Effekt konnte auch fur AB42
beobachtet werden. Dabei erhdhte sich die AB42-Menge gegeniiber dem Wildtyp sogar
um 30% bzw. 90%. Fur AB42 konnte Uberraschenderweise ein Effekt der APP/APLP1-

Koexpression detektiert werden, die Menge an AB42 reduzierte sich signifikant um 15-20%.
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Abb. 21: Einfluss der Koexpression von APP mit APLP2 oder APLP1 auf die Prozessierung des APP.

A: Western Blot-Analysen der Lysate (Oben und Unten) und des Zellkulturmediums (Mitte). Detektion von sAPPB mit 879,
Volllangen-APP mit a-myc; APLP1 mit 42464; APLP2 mit 8/1. Der gefillte Kreis zeigt endogenes APLP2 an, der offene
Kreis das Uberexprimierte APLP2-FLAG. B, C: Quantifizierung von sAPPa (B) sowie AB40 und AB42 (C) aus Zellkultur-
medium mittels ELISA. Die nur APP-exprimierenden Zellen wurden auf 100% gesetzt, gezeigt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen, n = 3. Signifikanzen wurden mit dem Student t-Test berechnet. * p<0,05; ** p<0,01; *** p< 0,0005,
**** p<0,0001.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Koexpression von APP mit den APLPs die Prozessierung
des APP beeinflussen kann. Zusatzliches APLP2 provoziert die Entstehung von AB40 und

AB42. Eine Koexpression mit APLP1 fiihrt hingegen zu einer Verringerung der AB42-Menge.
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Mdoglicherweise stehen diese Effekte in direktem Zusammenhang mit den verdnderten
sAPPB-Mengen, welche fur APLP1 zu einer leichten Erniedrigung, fir APLP2 zu einer leichten

Erhéhung fuhrten.

2.2.4. Relevanz des N-Terminus fir die Homo- und Heterodimerisierung

Der N-Terminus des APP ist entscheidend an der Strukturgebung des Vollldngenproteins
beteiligt und besteht aus mehreren unabhangigen Faltungseinheiten. Im Rahmen dieser Arbeit
wurden daher N-terminal verkurzte Deletionsmutanten, von APP, APLP1 und APLP2 generiert.
Um die Faltungseinheiten genauer zu charakterisieren, wurden die GFLD und CuBD bzw. der
flexiblen saure Bereich deletiert. Da in der GFLD die “Loop”-Region enthalten ist und dieser
Bereich eine wichtige Rolle spielt, wird die GFLD im Weiteren als “Loop”-Region bezeichnet.
Far alle Proteine wurde das Signalpeptid des APP verwendet (siehe Methoden 6.1.2.4.). Die
Mutanten, welche als A-Loop, A-E1 und A-E1-AcD bezeichnet werden, sind in Abbildung 22A

schematisch dargestellt.

Bevor Studien zur Dimerisierung der Deletionsmutanten durchgefiihrt wurden, haben wir die
subzelluldre Lokalisation mittels cLSM bestimmt. Fir alle Deletionsmutanten konnten dabei
vergleichbare Expressionsmuster wie die der entsprechenden Wildtyp-Varianten gezeigt
werden (Abb. 22B). Auch im Western Blot lieBen sich die entsprechend kleineren Proteine
nachweisen (nicht gezeigt). Somit konnten wir zeigen, dass die Deletionsmutanten exprimiert

werden und die subzelluldre Lokalisation nicht beeinflusst wird.

2.2.4.1. Homodimerisierung der Deletionsmutanten

Mittels FRET konnten die Deletionsmutanten nun auf ihre Fahigkeit untersucht werden Dimere
auszubilden. Interessanterweise haben wir gefunden, dass die Doménen der einzelnen Proteine
unterschiedliche Einflisse auf die Dimerisierung austiben. Dabei konnten wir fir APP zeigen,
dass die Deletion der ,,Loop“-Region (APP-A-Loop) zu einer Uber 50%igen Verringerung der
FRET-Effizienz fuhrte (Abb. 22C, oben). Eine weitere Verklirzung des N-Terminus (APP-A-

E1 und APP-A-E1-AcD) resultierte in einer vollstandigen Inhibition der Dimerisierung (Abb.
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22C). Die Deletion der ,,Loop“-Region (APLP1-A-Loop) von APLP1 hatte hingegen nur einen

minimalen Einfluss auf die Dimerisierung. Die FRET-Effizienz wurde erst durch das Fehlen

der E1-Doméane (APLP1-A-E1) signifikant um 50% gesenkt (Abb. 22C Mitte). Die weitere

Verkilrzung um die saure Doméane (APLP1-A-E1-AcD) flhrte zu keiner weiteren Reduktion

der FRET-Effizienz. Bei APLP2 wurde die Dimerisierung durch das Fehlen der ,,Loop“-Region

(APLP2-A-Loop) sowie der E1- und sauren Domane (APLP2-A-E1-AcD) vollstandig inhibiert

(Abb. 22C Unten). Die Daten fir die Mutante APLP2-A-E1 fehlen, da diese im Rahmen dieser

Arbeit leider nicht mehr generiert werden konnte.
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Abb. 22: Expression und Analyse von N-terminalen Deletionsmutanten der APP-Protein-Familie. A: Schematische
Darstellung der N-terminalen Deletionsmutanten. FL: Volllangenprotein CuBD: Kupferbindedomane, AcD: saure Doméne. B:
Konfokale LSM-Bilder der YFP- oder CFP-markierten N-terminalen Deletionsmutanten. Gezeigt sind representative Bilder
von mindestens drei unabhangigen Transfektionen. Balken entsprechen 10 pm. C: FRET-Analysen der N-terminalen Deleti-
onsmutanten in HEK293-Zellen Gezeigt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der FRET-Effizienzen (E) von drei
bis vier unabhangigen Transfektionen (jeweils 4 Messungen mit 3-5 Zellen). Signifikanzen wurden mit dem Student t-Test

ermittelt, * p<0,05; ** p<0,001, *** p<0,0001.
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Daraus ergibt sich die Schlussfolgerung, dass der Mechanismus der Homodimerisierung von
APLP1 deutlich von den Mechanismen der APP- und APLP2-Homodimerisierung abweicht.
Das ist besonders interessant, weil sich schon die Lokalisation von APLP1 sichtbar von
den anderen Familienmitgliedern unterscheidet (Abb. 14), sich das APLP1-Loop-WT-Peptid
bei der Bindung an den APP-N-Terminus offensichtlich von den entsprechenden “Loop”-
Peptiden von APP und APLP2 abhebt und APLP1 auch evolutionédr gesehen weiter von APP

und APLP2 entfernt ist (Collin et al., 2004).

2.2.4.2. Heterodimerisierung der Deletionsmutanten

Neben der Homodimerisierung wurde nun untersucht, wie die einzelnen Deletionsmutanten
die Heterodimerisierung mit den Volllangen-Varianten der APP-Familie beeinflussen. Dazu
wurden die entsprechenden CFP-fusionierten Vollldngen Proteine, sowie die YFP-fusionierten
Deletionsmutanten koexprimiert und die FRET-Effizienzen ermittelt. Daraus ergaben sich
die in Abbildung 23 zusammengefassten Ergebnisse. Zur besseren Darstellung sowie zum
Vergleich, sind die FRET-Effizienzen der Homo- und Heterodimerisierung der entsprechenden

Volllangenproteine aus Abb. 14 nochmals mit abgebildet.

In Abbildung 23A sind die Ergebnisse der APP-Mutanten dargestellt. Dabei flihrte die Deletion
der ,Loop“-Region (APP-A-Loop) in Kombination mit allen drei Volllangenproteinen zu einer
signifikanten Verringerung der FRET-Effizienzen. Somit scheint die ,Loop“-Region des APP,
wie schon fur die Homodimerisierung, auch fur die Heterodimerisierung eine wichtige Rolle
zu spielen. Dabei fiel auf, dass sich die FRET-Effizienzen der APP-Familie untereinander, im
Gegensatz zu den signifikant abweichenden FRET-Effizienzen der Vollldngenproteine alleine,
jetzt auf einen Wert um circa 3% angeglichen haben. Bei Deletion der E1-Doméane (APP-A-E1)
war die Dimerisierung mit allen Volllangenproteinen vollstandig inhibiert. Interessanterweise
erhdhten sich die FRET-Effizienzen wieder, wenn zusétzlich noch die saure Doméne (APP-

AE1-AcD) entfernt wurde.

In Abbildung 23B sind die Daten fir APLP1 zusammengefasst. Hier wurde deutlich, dass

die ,Loop“-Region von APLP1 auf die Dimerisierung mit den VolllAngenproteinen ebenfalls
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nur einen minimalen Einfluss hatte. Allerdings konnte &hnlich wie beim APP beobachtet
werden, dass sich durch das Fehlen der ,Loop“-Region die FRET-Effizienzen angleichen.
Interessanterweise konnte dabei sogar eine leichte Erhéhung der APP-APLP1-FRET-Effizienz
beobachtet werden. Die geringste FRET-Effizienz, wurde &hnlich wie bei APP, mit der APLP1-
A-E1-Mutante erhalten. Ebenfalls analog zu APP, erhéhte sich die FRET-Effizienz durch die
weitere Deletion des sauren Bereichs (APLP1-A-E1-AcD) wieder in etwa auf die Ebene der

APLP1-A-Loop-Mutante.
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Abb. 23: Analyse der Heterodimerisierung der Deletionsmutanten mit den Vollldngenproteinen der APP-Familie.
Entweder die mit YFP-fusionierten Vollldngenvarianten (FL) oder Deletionsmutanten von APP (A), APLP2 (B) und APLP1 (C)
wurden mit den entsprechenden CFP-fusionierten FL-Formen der APP-Familie koexprimiert. Dabei stehen fiir die Koexpres-
sion mit FL-APP schwarze Balken, fiir FL-APLP1 dunkelgraue Balken und fir FL-APLP2 hellgraue Balken. Die Analyse der In-
teraktionen wurde mittels FRET durchgefiihrt. Gezeigt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der FRET-Effizienzen
(E) von drei bis vier unabhéngigen Transfektionen (jeweils 4 Messungen mit 3-5 Zellen). D fasst die Messungen von A und C
zusammen. Gezeigt sind die Mittelwerte (%) der verringerten FRET-Effizienzen, wobei die entsprechenden Volllangenproteine
auf 100% gesetzt wurden.

Fasst man die Daten der APP und APLP1 Deletionsmutanten in einer Grafik zusammen,
ergibt sich ein moglicher mechanistischer Zusammenhang (Abb. 23D). Die Dimerisierung
wurde sowohl bei APP als auch bei APLP1 am stérksten durch das Fehlen der E1-Doméne
beeintrdchtigt. Durch die zusétzliche Deletion des sauren Bereichs erhdhten sich die FRET-
Effizienzen jedoch wieder auf den Wert der A-Loop-Mutanten. Neben der E1-Doméne
befindet sich in der E2-Doméne zusétzlich ein Bereich mit hoch-konservierten hydrophoben
Aminosauren, die eine mogliche zweite Dimerisierungsstelle in der Ektodoméne darstellen.

Die drastische Reduktion der Dimerisierung der A-E1-Mutanten sowie die Erhéhung der
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FRET-Effizienz nach Entfernung der sauren Doméne legen nahe, dass die flexible saure
Domane die Interaktion der verbleibenden E2-Doméne stoért. Des Weiteren wurde deutlich,
dass die ,Loop“-Region von APP entscheidend fir die Homo- und Heterodimerisierung mit
den Volllangenproteinen ist, wohingegen die ,,Loop“-Region von APLP1 die Dimerisierung mit

den Vollldngenproteinen nur geringflgig beeinflusst.

Fir APLP2 wurde diese Analyse nur mit zwei Deletionsmutanten durchgefiihrt (Abb. 23C).
Dabei konnte mit der APLP2-A-Loop Mutante eine mindestens 50%ige Reduktion der
Dimerisierung gemessen werden. Auch hier konnte beobachtet werden, dass sich die FRET-
Effizienzen auf einen Wert von etwa 6% anglichen. Mit der APLP2-A-E1-AcD Mutante wurde

die Dimerisierung mit den Vollldngenproteinen fast vollsténdig inhibiert.

Daraus kann abgeleitet werden, dass die N-Termini von APP, APLP1 und APLP2 entscheidend
an der Homo- und Heterodimerisierung der APP-Familie beteiligt sind. Besonders der “Loop”-
Bereich allein, sowie die gesamte E1-Doméne scheinen die Starke der Heterointeraktionen
zu beeinflussen. Mdéglicherweise vermittelt die “Loop”-Region die Spezifitdt, die gesamte
E1-Doméne hingegen die Starke bzw. Stabilitdt der Dimerisierung. Des Weiteren deuten die
Ergebnisse darauf hin, dass die hoch-konservierte E2-Doméne an der Stabilisierung der

Homo- und Heterodimerisierung beteiligt ist.

2.2.5. Die Disulfidbriicke der APP-,Loop“-Region beeinflusst die Lokalisation und Dimerisie-

rung des APP in lebenden eukaryotischen Zellen

Aus den Deletionsmutanten konnte abgeleitet werden, dass der N-Terminus entscheidend
fur die Dimerisierung der Proteine der APP-Familie ist. Um einen genauen Einblick in den
Mechanismus und mdglicherweise einen Hinweis auf direkt involvierte Aminosduren zu
bekommen, wurden die Cys-Reste an den Positionen 98 und 105 zu Ser-Resten ausgetauscht
(Abb. 24A). Die Einzelmutanten, APP- LoopS1 und APP-LoopS2, sowie die Doppelmutante,
APP- LoopSD wurden in HEK293-Zellen exprimiert und mittels cLSM auf ihre Lokalisation
untersucht. Dabei fiel auf, dass alle LoopS-Mutanten keine oder nur eine sehr schwache

Zelloberflachenlokalisation aufwiesen (Abb. 24A). Das intrazelluldre Expressionsmuster
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hingegen ahnelte auf den ersten Blick dem des APP Wildtyps. Allerdings erschien die
Expression in Kompartimenten wie ER und Golgi-Apparat verstarkt, was darauf hindeutet,
dass die fehlende Disulfidbriicke zu einer inkorrekten Faltung des APP gefiihrt hat und somit
aufgrund der Qualitdtskontrolle die Plasmamembran gar nicht erreicht wurde. Zusétzlich zeigte
sich in Western-Blot-Analysen von Lysaten der APP-Loop-Mutanten, dass sich auch das
Bandenmuster der Mutanten verschiebt. So erschien in allen Mutanten die nicht glykosylierte
Bande wesentlich stérker als beim APP-WT, wo in etwa ein Verhéltnis der Banden von 1:1
detektiert wurde (Abb. 24D). Das ist ein weiterer Hinweis darauf, dass die LoopS-Mutanten im

ER akkumulieren und daher teilweise nicht glykosyliert werden kénnen.
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Abb. 24: Analyse der APP-Cys98 und Cys105 Punktmutationen.

A: Sequenzausschnitt der APP-Loop-Region (Aminoséauren 86 bis 116) von Wildtyp und mutiertem APP. Einzelmutanten
wurden als S1 und S2, die Doppelmutanten als SD bezeichnet. B: Analyse der subzellularen Lokalisation der APP-LoopS-
Mutanten mittels konfokaler LSM in HEK293-Zellen. Gezeigt sind repréasentative Bilder von mindestens drei unabhangigen
Transfektionen. Balken entsprechen 10 um. C: FRET-Analysen verschiedener Kombinationen der APP-Loop-Mutanten und
des Wildtyps. Gezeigt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der FRET-Effizienzen (E) von drei bis vier unabhan-
gigen Transfektionen (jeweils 4 Messungen mit 3-5 Zellen). D: Western Blot Analyse der APP-Loop-Mutanten. Detektion mit
dem myc-Antikérper.

Des Weiteren wurde das Dimerisierungsverhalten der ,Loop“-Mutanten untersucht. Dabei
konnte fur alle Mutanten eine 50%ige Reduktion der FRET-Effizienz beobachtet werden
(Abb. 24C). Interessanterweise fand die Verringerung der FRET-Effizienz auch schon statt,
als die FRET-Messungen mit einer Mutante und dem Wildtyp durchgefiihrt wurden (Abb.

24C). Daraus ergab sich die Frage, ob die Dimerisierung an sich das Transportsignal an die
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Plasmamembran sein kénnte. Um dies zu untersuchen, wurde die APP-LoopSD Mutante mit
einer weiteren Punktmutation kombiniert. Dabei handelte es sich um die Mutation L613C,
die spontan zu einer kovalenten Dimerisierung des APP fuhrt (Munter et al., 2007). Die APP-
LoopSD-L613C- Mutante, welche nachweislich noch Dimere ausbildet, konnte ebenfalls nicht

an der Zelloberflache detektiert werden (Abb. 24A).

Anhand der APP-LoopS Mutanten wurde deutlich, dass ein einziger Aminosaureaustausch
die Lokalisation und Dimerisierungseigenschaften des APP beeinflussen kann. Die fehlende
Lokalisation in der Plasmamembran ist nicht auf die verringerte Dimerisierung, sondern
vermutlich auf eine veradnderte Konformation des N-Terminus zurlckzufiihren. Dies wird
zusétzlich durch die Tatsache belegt, dass die APP-Deletionsmutanten die Plasmamembran

noch erreichen (siehe auch Abb. 22B).

2.3. Funktionen der APP-Familie in der Zelladhdsion und mdégliche Liganden

Die Proteineder APP-Familie interagieren Uber ihre Ektodomé&nen mit Zell-Matrix-Bestandteilen,
wie Kollagen und Heparin, sowie mit den Metallionen Zink und Kupfer (Beher et al., 1996;
Bush et al., 1993; Bush et al., 1994; Multhaup, 1994; Multhaup et al., 1994; Multhaup et al.,
1995; Small et al., 1994). Die Trans-Dimerisierung von APLP1 und APLP2 wurde erstmals in
D. melanogaster S2-Schneider-Zellen mittels eines Zelladhasions-Essays beschrieben (Soba
et al., 2005). In den HEK293-Zellen sollten nun moégliche Transinteraktionen der APP-Familie

sowie der Einfluss verschiedener mdglicher Effektoren genauer untersucht werden.

2.3.1. APLP1-vermittelte Zell-Zell-Kontakte

Bei der konfokalen LSM von APLP1-YFP-exprimierenden Zellen fiel auf, dass APLP1 vermehrt
in Zell-Zell-Kontakten zu finden war (Abb. 25). Eine genauere Betrachtung der anderen
Familienmitglieder, ergab, dass sich eine deutliche Haufung dieser Zell-Zell-Kontakte einzig fir
APLP1 beobachten lieB. Im Fall von APLP2-YFP wurden nur sehr vereinzelt Zell-Zell-Kontakte
gesehen und bei der APP-YFP-Expression konnten Uberhaupt keine Kontakte beobachtet

werden.
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Somit scheint APLP1 neben der Cis-Dimerisierung (Kapitel 2.2.1.) auch in Transinteraktionen

involviert zu sein.

APLP1-YFP APLP2-YFP APP-YFP

Abb. 25: Analyse von Zell-Zell-Kontakten der
APP-Potein-Familie.

Konfokale LSM-Aufnahmen von transient
APLP1-YFP, APLP2-YFP und APP-YFP expri-
mierenden Zellen. Nur bei APLP1 konnte eine
Verstérkung der Fluoreszenz in den Zell-Zellkon-
takten beobachtet werden.

Im Falle eines strukturellen Netzwerkes aus Cis- und Trans-Dimerisierung misste sich somit
die Beweglichkeit der APLP1-Molekile in der Plasmamembran drastisch verringern. Mittels
sFluorescenceRecoveryafterPhotobleaching”(FRAP)konntendieDiffusionsgeschwindigkeiten
des membransténdigen APLP1-YFP bestimmt werden. Dazu wurde APLP1-YFP in HEK293-
Zellen exprimiert. Bereiche in den Membranen (ca. 10-15 um), auBerhalb der Zell-Zell-Kontakte
sowie in den Kontakten selbst, wurden mittels hoher Anregungsintensitdt ausgeblichen.
AnschlieBend wurde die Kinetik der Rickdiffusion der fluoreszierenden Molekule bestimmt.
Diese gibt an, wie schnell sich die fluoreszenz-markierten Proteine in der Membran bewegen
kénnen. Die Diffusionsgeschwindigkeit von APLP1 innerhalb der Zell-Zell-Kontakte war
gegenlber der Membran auBerhalb der Kontakte signifikant verringert. Das deutet darauf
hin, dass APLP1 in der Tat in einem strukturellen Netzwerk aus Cis- und Transinteraktionen

involviert ist.

0,3+

0,2+

um?/s

0,1

Kontakt PM

Abb. 26: Verringerte Diffusionsgeschwindigkeit von APLP1 in Zell-Zell-Kontakten.

Mittels FRAP (,Fluorescence recovery after photobleaching®) wurden die Diffusionsgeschwindig-
keiten von APLP1 in Zell-Zell-Kontakten und der Plasmamembran (PM) auBerhalb der Kontakte
bestimmt.
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2.3.2. Zink vermittelte Cis- und Transinteraktionen

Es stellte sich die Frage, warum APLP1 in Transinteraktionen involviert ist, die anderen
Familienmitglieder allerdings nicht. Daher wurden mdgliche Effektoren getestet, die an die
Ektodoménen binden und so mdglicherweise die Transinteraktionen vermitteln kdnnten.
Besonders aufféllig war die hoch-konservierte Zink-Bindestelle, die schon in den APP-

homologen Proteinen in D. melanogaster und C. elegans vorkommt (Abb. 27).

180 190 200 Abb. 27: Konservierte Zinkbindestelle in der APP-Protein-
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Initial wurden APLP1-YFP-, APLP2-YFP- und APP-YFP exprimierende Zellen mit 200 pM
ZnCl, in HBS-Puffer im Brutschrank inkubiert. Uberraschenderweise konnten nach der
Inkubation sowonhl fur APLP1 als auch fur APLP2 sehr deutliche Zell-Zell-Kontakte beobachtet
werden (nicht gezeigt). Somit kénnte Zink tatsachlich ein moglicher Kandidat flr einen
Effektor der APP-Familie sein. Flir APP konnten wir diesen Effekt nicht beobachten, was
vermutlich daran liegt, dass im Vergleich zu APLP1 und APLP2 deutlich weniger APP an der
Zelloberflache lokalisiert ist. Um die Wirkung des Zinks genauer zu untersuchen, wurden die
Pufferbedingungen und Konzentrationen dem physiologischen Bereich (15 uM im Plasma,
im Gehirn zeitweilig bis 300 uM) angepasst (Frederickson, 1989). Fir die cLSM-Messungen
wurde standardmaéBig ein Puffer ohne BSA, Calcium und Magnesium verwendet und das ZnCl,
in einer Konzentration von 50 M eingesetzt. In Abbildung 28 sind die Daten fir APLP1 und
APLP2 zusammengefasst. Durch die Zugabe von 50 uM ZnCl, bildeten sich in der Membran
der APLP1-YFP- und APLP2-YFP-exprimierenden Zellen innerhalb von Sekunden ,,Cluster
aus. Diese verstéarkten sich bei langerer Inkubation, so dass in Teilen der Membran keine
Fluoreszenz mehr detektierbar war und die in Abbildung 28A gezeigten ,,punktuellen Muster”
in den Membranen entstanden. Durch die zusétzliche Gabe von 400 uM EDTA konnte der
Effekt, ebenfalls innerhalb von Sekunden riickgdngig gemacht werden. Als Kontrolle wurde
Glykophorin A, welches wie APLP1 hauptséchlich an der Zelloberflache lokalisiert ist, mit den
gleichen Mengen ZnCl, und EDTA behandelt und zeigte keinen Effekt. Der Effekt konnte auch
nicht durch die Inkubation mit 1 mM CaCl, sowie 1 mM MgCl, ausgeldst werden (Abb. 28C).

Die Spezifitat wurde mit CoCl, gezeigt, welches einen dhnlichen lonenradius wie Zink besitzt,
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und ebenfalls nicht zu einer ,Cluster“-Bildung flhrte. Kupfer war das einzige untersuchte
Metallion, mit dem ein ahnlicher Effekt erzielt werden konnte (Abb. 28C). Da im Vergleich zu
APLP1 und APLP2 nur wenig APP an der Zelloberflache exprimiert wird, war es schwierig fur
die Zink-Analysen vergleichbare Zellen zu finden. Wir konnten in APP-exprimierenden Zellen
nicht zeigen, dass APP ,Cluster” bildet. Allerdings konnte bei Inkubation von APP mit Zink
im Brutschrank, eine Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten, auch zu nicht transfizierten Zellen,

beobachtet werden (nicht gezeigt).

A B

1 mM MgCly 1 mM CaCly 50 pM CoCly

basal +50 uM ZnCly +400 pM EDTA

APLP1-YFP

APLP1-YFP

APLP2-YFP

APLP2-YFP

(@)

50 uM CuCly

APLP1-YFP APLP2-YFP GYPA-YFP

GYPA-YFP

Abb. 28: Der Einfluss von Zink und Kupfer auf APLP1 und APLP2.

A: APLP1-, APLP2- und GYPA-YFP-exprimierende Zellen (basal, links) wurden mit 50 uM ZnCl, (mitte) inkubiert und nach 5
Minuten ein Bild aufgenommen. Nach 10 Minuten erfolgte die Inkubation mit 400 pM EDTA, wobei nach 12 min konfokale
LSM-Bilder aufgenommen wurden. B: APLP1- und APLP2-YFP-exprimierende Zellen wurden mit 1 mM MgCl,, TmM CaCl,
sowie 50 pM CoCl, inkubiert und nach 5 min bildlich festgehalten. C: Konfokale LSM-Aufnahmen von APLP1-, APLP2- und
GYPA-YFP-exprimierende Zellen, die 5 min mit 50 uM CuCl, inkubiert wurden.

Somit konnte erstmals gezeigt werden, dass die extrazelluldre Zugabe eines Liganden/

Effektors, Zink, das Verhalten der APP-Familie hinsichtlich inrer Lokalisation beeinflusst.

2.3.3. Zink verstéarkt die Cis-Dimerisierung von APLP1 und APLP2

Aufgrund der ,Cluster“-Bildung lag es nahe zu vermuten, dass die cis-Dimerisierung des
APLP1 verstarkt wird. Dazu wurden dynamische FRET-Messungen (ohne Bleichen des
Akzeptors) durchgefihrt. Tatsachlich fuhrte die Anwesenheit von ZnCl, im Analysepuffer zu
einer sofortigen Erhdhung der FRET-Effizienz (Abb. 29A, bei ca. 220s). Diese wurde durch

EDTA wieder auf den Ausgangswert zurtickgefuhrt (Abb. 29A, bei ca. 460s). Mit den FRET-
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Messungen wurde so eine Quantifizierung des Effektes von Zink auf APLP1 méglich. Dazu
wurde eine Kinetik erstellt und in halblogarithmischen Schritten eine Konzentrationsreihe (100

nM bis 1 mM ZnCl,) tber die Anderung der FRET-Effizienz gemessen (Abb. 29B).

A
35 vor ZnCl, nach ZnCl, nach EDTA
- 30—
= Abb. 29: Dynamische FRET-Analysen von APLP1 mit
i 25 ZnCl, und EDTA.
E A: Ausschnitt einer Dynamik mit Zink- und EDTA-Gabe.
20— Graue Linien stellen Einzelzellen dar, die schwarze Linie
den Mittelwert. Aufgetragen wurde die FRET-Effizienz
15— (E) Uber die Zeit. B: Kinetik der Erhéhung der FRET-Effi-
I T T T T T T ] zienz von APLP1 in Anwesenheit von Zink. Aufgetragen
0O 100 200 300 400 500 600 700 wurden die Mittelwerte und Standardabweichungen der
B time [s] Differenz der FRET-Erhéhung durch Zink (A-FRET[%)])
5 — Uber den Logarithmus der eingesetzten ZnCl2-Konzen-
tration. Berechnung erfolgte aus vier Transfektionen mit
jeweils 6-8 gemessenen Einzelzellen (graue Punkte).
4 Daraus wurde der ,Fit“ (graue Linie) des Hill-Plots mit 4
9 Parametern, wobei die Kooperativitat = 1 gesetzt wur-
=3 de, erstellt.
E
-
<
1 —
0 = T T T T T T I

104 10° 0,01 0,1 1 10 100 10°

log Konzentration

Mittels des Programms Sigma-Plot (1997) wurde ein Fit erstellt. (Hill-Gleichung mit 4
Parametern, siche Methoden). Dariliber konnten der EC50 sowie die Kooperativitdt bestimmt
werden. Der EC50 gibt die Konzentration an ZnCI2 an, die fur eine halbmaximale Erhéhung
der FRET-Effizienz bendtigt wird. Der EC50 fiur ZnCI2 und APLP1 lag bei 2,5 pM und befindet
sich damit im physiologischen Bereich. Die Kooperativitdt wird Uber den Hill-Koeffizienten
charakterisiert. Ist der Hill-Koeffizient gréBer als eins, so liegt positive Kooperativitat vor, das
heiBt, die Bindung eines Liganden erleichtert die Bindung weiterer Liganden. Im umgekehrten
Fall der negativen Kooperativitat (Hill-Koeffizient < 1) wird die Bindung weiterer Liganden
durch die vorhergehende Bindung eines Liganden erschwert. Fir unsere Kinetik wurde ein
Hill-Koeffizient um 1 berechnet. Das bedeutet, dass die Bindung von Zink an APLP1 nicht
kooperativ verlauft. So besteht die Mdéglichkeit, dass entweder nur ein Zinkion oder aber
mehrere Zinkionen unabhédngig voneinander an APLP1 binden. Die FRET-Effizienzen der
APLP2-Homoineraktion erhéhten sich in Anwesenheit von Zink ebenfalls (nicht gezeigt).

Folglich kénnen in APLP1- und APLP2-exprimierenden Zellen durch die Zugabe von Zink

in physiologischen Konzentrationen méglicherweise zwei Effekte ausgeldst werden. Erstens
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eine Verstarkung bestehender oder die Vermittlung von Transinteraktionen und zweitens eine

Verstarkung der Cis-Interaktionen in ,,Clustern” in der Plasmamembran.

Seite 51



Diskussion

3. Diskussion

3.1. Analyse der Oligomerisierung der Proteine der APP-Familie in P. pastoris

3.1.1. Homodimerisierung

Kirzlich konnten wir nachweisen, dass die Dimerisierung der Transmembransequenz (TMS)
des APP durch drei konsekutive GxxxG-Motive vermittelt wird (Munter et al., 2007). Allerdings
konnte in FRET-Analysen gezeigt werden, dass eine gestorte Interaktion in der TMS keinen
Einfluss auf die Dimerisierung des Volllangen-APP ausibt (Munter et al., 2007). Folglich hangt
die Dimerisierung des Volllangen-APP von den Kontaktstellen in der Ektodoméane ab. Daher
wurden in P pastoris zunachst nur die Ektodomanen der APP-Protein-Familie untersucht.
Mit den Analysen der Oligomerisierung des I6slichen APP konnte ich zeigen, dass die
Ektodomane hinreichend flir die Dimerisierung ist. Das steht im Einklang mit publizierten
Daten. Bisher konnten im APP zwei Regionen, die mdglicherweise eine Dimerisierung
vermitteln, eingegrenzt werden. Das waren der N-terminale Bereich des APP mit der ,,Loop*“-
Region (GFLD, siehe Kapitel 1.2.5.) und die APP-E2-Doméane (Beher et al., 1996; Rossjohn et
al., 1999; Scheuermann et al., 2001; Wang und Ha, 2004). Von der in Bakterien rekombinant
hergestellten APP-E2-Doméne (Aminosduren 365-566) konnte sogar ein antiparalleles Dimer
kristallisiert werden (Wang und Ha, 2004). Anhand der Kristallstruktur zeigte sich, dass sich
das antiparallele Dimer Uber eine Anlagerung der N-terminalen, doppelstrangig ineinander
gewundenen Helixstruktur (,,coiled coil“) des einen Monomers an die C-terminale dreistréngige
»coiled coil* Struktur des zweiten Monomers bildet (Wang und Ha, 2004). Im Gegensaiz
dazu steht eine Publikation, in der die verkirzte APP-E2-Domane (Aminosduren 460-576)
als Monomer beschrieben wurde (Dulubova et al., 2004). Die beiden N-terminalen -Helices,
welche entscheidend an der APP-E2-Dimerisierung beteiligt sind, fehlen in dem rekombinanten
Protein von Dulubova et al., weshalb vermutlich nur Monomere erhalten wurden (Dulubova et
al., 2004; Wang und Ha, 2004). Unsere Daten widersprechen den Publikationen einer anderen
Arbeitsgruppe, die flr ebenfalls aus P. pastoris gereinigte 18sliche Ektodomanen aller APP-
Isoformen ausschlieBlich Monomere gezeigt haben (Gralle et al., 2002; Gralle und Ferreira,

2007; Gralle et al., 2006). Vermutlich fihren die abweichenden Aufreinigungsmethoden und
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lonenstérken der verwendeten Puffer zu einer veranderten Oligomerisierung der Ektodoménen
wahrend der Aufreinigung.

Fir die I6slichen Ektodomanen der homologen Proteine APLP1 und APLP2 konnte im
Rahmen dieser Arbeit erstmals eine Di- und Oligomerisierung gezeigt werden. Der Anteil an
Monomeren war bei allen drei Familienmitgliedern sehr gering, von 0% bei APLP2 bis 20-30%
bei APP und APLP1. Méglicherweise waren die Methoden nicht empfindlich genug, um auch

APLP2-Monomere nachzuweisen.

3.1.2. Analyse des APP-N-Terminus (APP18-350)

Um die Interaktionsstellen der APP-Dimerisierung in der Ektodomane, auBerhalb der
E2-Doméne, genauer zu charakterisieren, wurde die N-terminale Doméane, das APP18-
350, untersucht. In der Gelpermeationschromatographie wurden keine Monomere, etwa
80% Dimere sowie 20% Tetramere und hdhere Oligomere des APP18-350 detektiert und
gereinigt. Hier zeigte sich, dass der geringe Anteil an Monomeren bei der Aufreinigung der
gesamten APP-Ektodoméane zugunsten von Dimeren und Oligomeren verschoben wurde.
Das bedeutet, dass der N-Terminus des APP hinreichend fiir eine Dimerisierung ist. Der
Monomeranteil im sAPP770a kdnnte sich mdglicherweise durch intramolekulare Interaktionen
zwischen der E1- und E2- Doméane des APP erklaren lassen, allerdings haben wir dazu keine
experimentellen Evidenzen. Ebenso kdnnten Bereiche innerhalb der Ektodoméane fir eine
vollstdndige Dimerisierung stérend wirken. Im SDS-Gel wurde deutlich, dass die nativen
Dimere aus der Gelpermeationschromatographie SDS-labil waren. Um sie dennoch im Gel
sichtbar zu machen, wurden sie kreuzvernetzt. Dabei konnten allerdings nur etwa 20% der
Dimere kovalent verbunden werden, was mdéglicherweise darauf zurlickzufiihren ist, dass die
Kreuzvernetzungsreaktion nicht vollstdndig abgelaufen ist. Auch bei der APP-E2-Domaéne,
welche vollstandig beim Molekulargewicht des Dimers eluierte und sogar als Dimer kristallisiert
wurde, konnten nur etwa 20% der Dimere kovalent verbunden werden (Wang und Ha, 2004).
Ein Peptid, welches die ,,Loop“-Region des APP darstellt (APP-Loop-WT), konnte die Bildung
des kreuzvernetzten Dimers teilweise inhibieren. Dieses Peptid bindet spezifisch an APP18-
350 und fuhrt in stabil APP-exprimierenden SH-SY5Y-Zellen zu einer signifikanten Reduktion

von sAPPB sowie AB40 und AB42 (Kaden et al., 2007/2008). Das bedeutet, das APP-Loop-
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WT-Peptid beeinflusst nicht nur die Dimerisierung von APP18-350 sondern auch massiv die
Prozessierung des Volllangen-APP in lebenden Zellen. In einem in vitro Ansatz konnte gezeigt
werden, dass das APP-Loop-WT-Peptid die Aktivitat der B-Sekretase BACE-1 nicht beeinflusst
(Kaden et al., 2007/2008). Das heiBt, das APP-Loop-WT-Peptid beeintrachtigt moéglicherweise
durch eine Konformationsadnderung im APP die Erkennung oder Bindung des Substrates APP
an BACE-1. Anhand von NMR-Messungen konnte gezeigt werden, dass die Faltungseinheiten
(“Loop”-Region bzw. GFLD, CuBD und KPI) sich unabh&ngig voneinander bewegen. Somit
kénnte es sich bei dem gereinigten Protein auch um ein kurzlebiges Dimer handeln (Kaden et al.,
2007/2008). Die NMR-Spektren von Komplexen aus APP18-350 und dem Peptid APP-Loop-
WT, zeigten kleine chemische Verschiebungen definierter Aminoséauren in der ,,Loop“-Region,
CuBD und dem sauren Bereich, es konnten aber keine groBen Konformationsédnderungen im
Protein beobachtet werden (Kaden et al., 2007/2008). Das bedeutet, dass das APP-Loop-
WT-Peptid nicht in einer definierten Bindungstasche an das APP18-350 bindet. Basierend
auf den NMR- und biochemischen und Daten kann spekuliert werden, dass die Bindung
des APP-Loop-WT-Peptids durch konformationelle Anderungen benachbarter Doménen die
Dimerisierung des APP beeinflusst. Dazu konnte folgendes Modell aufgestellt werden (Abb.

30).

Abb. 30: Modell der Homodimerisierung des APP.
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Kontaktstellen der Dimerisierung. Diese wird stabili-
siert Uber konservierte, hydrophobe Reste in den fol-
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erfahrt das APP eine Konformationsdnderung, die hydrophobe Aminosauren benachbarter
Domanen einbezieht und so Uber hydrophobe Wechselwirkungen die Dimerisierung stabilisiert.
Dass neben der “Loop”-Region weitere Aminosduren an der Dimerisierung beteiligt sind,
zeigen auch die Experimente mit dem rekombinanten Protein APP18-350-Loop-Ser. In
der Gelpermeationschromatographie konnte mit dem mutierten Protein kein verandertes
Elutionsverhalten beobachtet werden. Das zeigt, dass eine Dimerisierung von APP18-350
auch ohne die Disulfidbriicke méglich ist und daran andere, méglicherweise die konservierten,

hydrophoben Aminoséuren beteiligt sind.
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3.1.3. Bindungsstudien mit APP18-350

Da das APP-Loop-WT-Peptid die Dimerisierung und Prozessierung des APP beeinflusst,
ist es von erheblicher Bedeutung, wo das APP-Loop-WT-Peptid an APP18-350 bindet. Um
diese Fragestellung aufzuklaren, wurden umfangreiche SPR-Analysen durchgefihrt. Daraus
ergaben sich die folgenden Resultate: (1) Das APP-Loop-WT-Peptid bindet spezifisch an
APP18-350-WT und APP18-350-Loop-Ser. (2) Das APP-Loop-WT-Peptid bindet auch
spezifisch an das APP-Loop-WT-Peptid. (3) Das Peptid APP-Loop-Ser zeigt nur schwache,
unspezifische Bindungen an APP18-350-WT, APP18-350-Loop-Ser und APP-Loop-WT-
Peptid. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Ausbildung der Disulfidbrticke notwendig
ist, um eine spezifische Bindung des APP-Loop-WT-Peptids an APP18-350 zu vermitteln.
Die hohe Affinitadt der APP-Loop-WT-Peptid-Peptid-Interaktion legt die Vermutung nahe, dass
eine homophile Bindung in diesem Bereich stattfinden kann. Ergdnzend dazu, bindet das
Peptid APP-Loop-WT auch mit hoher Affinitdt an das Protein APP18-350-Loop-Ser. Somit
kann der “Loop”-Bereich nicht die einzige Bindestelle sein. Die Affinitdt des APP-Loop-WT-
Peptids fir APP18-350-Loop-Ser ist sogar um den Faktor 10 héher als fur APP18-350-WT.
Daher kann spekuliert werden, dass die “Loop”-Region im APP18-350 nicht unmittelbar an
der Bindung des APP-Loop-WT-Peptids beteiligt ist. Im Vergleich mit APP18-350-WT hat in
APP18-350-Loop-Ser vermutlich eine konformationelle Anderung stattgefunden, die zu einer
erleichterten Bindung des APP-Loop-WT-Peptids fihrte. Die spezifischen Wechselwirkungen
des APP-Loop-WT-Peptids sowohl mit dem Peptid als auch den Proteinen bestatigen die
NMR-Analysen, Inhibitionsexperimente und Analysen der Prozessierung, die zeigen, dass die
Bindung nicht in einer definierten Tasche stattfindet, sondern vermutlich die Konformation

des gesamten Proteins beeinflusst.

3.1.4. Heterodimerisierung

Die Ektodoméanen der Proteine der APP-Familie sollten auch auf ihre Fahigkeit untersucht
werden Heterodimere auszubilden. In mit den Ektodomé&nen der APP-Familie kotransformierten
Hefezellen war es im Rahmen dieser Arbeit nicht mdglich, die Heterodimerisierung der APP-

Protein-Familie nachzuweisen. Ob tatsdchlich keine Heterodimere in den Hefen existieren
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oder die Methoden nicht empfindlich genug waren, diese zu detektieren, konnte nicht geklart
werden. Ursachlich fir die fehlenden Heterodimere kénnte beispielsweise eine deutlich hdhere
Affinitat der jeweiligen Homodimere sein. In der Literatur und auch aus meinen eigenen Daten
gibt es jedoch viele Anhaltspunkte, die auf mdgliche Heterointeraktionen hinweisen. Die
durch Bindung des APP-Loop-WT-Peptids an APP18-350-WT beeinflussten Aminosauren
sind in der APP-Familie gréBtenteils konserviert (Kaden et al., 2007/2008). Die Kontaktflachen
des antiparallelen APP-E2-Dimers enthalten viele hydrophobe Aminosauren, von denen
58% in der APP-Familie ebenfalls konserviert sind (Wang und Ha, 2004). Die hohe Identitat
der Aminoséauren in diesen dimerisierungsrelevanten Bereichen kdnnte bedeuten, dass die
APLPs auf dhnliche Weise wie APP homophile Interaktionen ausbilden kénnen. Zuséatzlich
kénnte aber auch die Heterodimerisierung Uber diese Bereiche reguliert werden. Unterstutzt
wird diese Theorie dadurch, dass das APLP2-Loop-WT-Peptid spezifisch an APP18-350-WT,
APP18-350-Loop-Ser und das APP-Loop-WT-Peptid bindet. Das liefert erste Anhaltspunkte
daflr, dass die Heterodimerisierung von APP und APLP2 mdéglicherweise mechanistisch der
Homodimerisierung des APP &hnelt. Das APLP1-Loop-WT-Peptid hingegen zeigte keine
spezifischen Wechselwirkungen mit APP. Dies verwundert wenig, da sich die Aminosauren
im APLP1-Loop deutlich von APP und APLP2 unterscheiden (siehe Kapitel 1.2., Abb. 31).
Folglich wird eine mdgliche Heterodimerisierung von APP und APLP1 wahrscheinlich nicht

Uber die APLP1-,Loop“-Region vermittelt.

110 120 130 140 Abb. 31: Aminosduresequenzvergleich
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3.2. Analyse der Oligomerisierung der APP-Protein-Familie in h6heren eukaryo-

tischen Zellen

3.2.1. Subzellulare Lokalisation

Die isolierte Untersuchung der Ektodomé&nen und die in vitro Bindungsstudien lieferten

erste Einblicke in mégliche Mechanismen der Dimerisierung der APP-Protein-Familie. Um

diese Interaktionen in lebenden Zellen zu untersuchen, wurden die Volllangenproteine am

Seite 56



Diskussion
C-Terminus mit YFP und CFP markiert und mittels cLSM und FRET analysiert. Es gab bisher

nur wenige hoch aufgeldste Untersuchungen zur Lokalisation der APP-Familie (Munter et
al., 2007). Vergleichende Analysen aller drei Proteine in einer Zelllinie wurden nicht publiziert.
Interessanterweise wiesen die Proteine der humanen APP-Familie in lebenden HEK293-
Zellen distinkte subzelluldre Lokalisationen auf. Der Hauptunterschied bezog sich dabei
besonders auf die Zelloberflachenlokalisation. Das verwundert, da alle drei Proteine Typ-I-
Transmembranproteine sind und eine &hnliche Doménenstruktur aufweisen. Im Vergleich der
APP-Familienmitglieder zeigte APP die geringste Zelloberflachenlokalisation. In embryonalen
Mausneuronen (E15) wurden nur 5% des APP an der Zelloberflache detektiert (Brouillet et al.,
1999). Auch in Cos-7-Zellen wurde der Anteil an APP695-GFP in der Plasmamembran nur
auf 23% des gesamten APP bestimmt (Domingues et al., 2007). Eine prozentuale Verteilung
von APP in der Plasmamembran im Vergleich zu intrazellularen Kompartimenten wurde in den
HEK293-Zellen nicht ermittelt. In Ubereinstimmung mit den Untersuchungen an den Cos-7-
Zellen konnte aus den konfokalen Bildern allerdings abgeschéatzt werden, dass nicht mehr
als 20% des APP695 in der Plasmamembran residieren (siehe auch Abb. 14 Ergebnisteil). Es
besteht die M&glichkeit, dass der hohe Anteil an intrazelluldarem APP durch die Uberexpression
zustande kommt. Das ist aber sehr unwahrscheinlich, weil das APP-homologe Protein
APLP1 bei dhnlich hoher bzw. sogar héherer Uberexpression in den konfokalen Aufnahmen
schatzungsweise mit 80-100% an der Zelloberflache detektiert wurde. Eine Erklarung daflr
kénnten die unterschiedlichen Signalsequenzen von APP und APLP1 sein. Diese Mdglichkeit
kann ebenfalls nahezu ausgeschlossen werden, da die APLP1-Deletionsmutanten, die als
chimére Konstrukte die APP-Signalsequenz enthalten, &hnlich gut an der Zelloberflache
lokalisiert waren wie die Vollldngenkonstrukte mit der APLP1-Signalsequenz. Hinsichtlich
der Lokalisation stellte APLP2 eine Mischform zwischen APP und APLP1 dar, weil sowohl
ein groBer Anteil an der Zelloberflache als auch in intrazelluldren Kompartimenten lokalisiert
war. Die von APP und APLP1 abweichende Verteilung ist ein weiteres Indiz daflr, dass die

subzelluldre Lokalisation nicht einfach das Resultat einer zu starken Uberexpression ist.

3.2.2. Charakterisierung der Kolokalisation der APP-Protein-Familie

Bei der Betrachtung von APP und APLP1 in koexprimierenden Zellen, wurde deutlich,
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dass ein erhdhter Anteil des APLP1 in intrazelluldren Kompartimenten zuriickgehalten
wurde. Dies kdnnte durch eine Heterointeraktion von APP und APLP1 im ER oder Golgi-
Apparat erklart werden, welche dazu fihrt, dass nur ein kleinerer Anteil des APLP1 an die
Plasmamembran transportiert wird. Das wird dadurch untermauert, dass wir mittels FRET und
Koimmunprazipitationen tatsachlich die Heterointeraktion von APP und APLP1 in lebenden
Zellen zeigen konnten. Demgegenulber ware es aber auch denkbar, dass die Endozytose von
APLP1 in Anwesenheit von APP erhéht ist. Die Internalisierung der Proteine der APP-Familie
wird durch die Konsensussequenz ,NPXY* in der zytoplasmatischen Doméane vermittelt und
erfolgt im Komplex mit Fe65 und LRP (Bonifacino und Traub, 2003; Lichtenthaler, 2006).
Kirzlich wurde in einer Studie gezeigt, dass das a-Sekretase ,,ectodomain shedding“ von
APP durch APLP1 positiv reguliert werden kann, indem die beiden Proteine um den Komplex
mit LRP und Fe65 und damit die Endozytose konkurrieren (Neumann et al., 2006). APP steht
somit langer als Substrat fir die a-Sekretase zur Verfligung. Auch wenn in dieser Studie
die Internalisierung des APLP1 nicht isoliert untersucht wurde, sind die folgenden Szenarien
vorstellbar. (1) Die Kolokalisation von APP und APLP1 wird direkt durch die Heterointeraktion
der beiden Proteine beeinflusst. (2) Heterokomplexe mit anderen Proteinen wie Fe65 und LRP

beeinflussen wechselseitig die Lokalisation von APP und APLP1.

3.2.3. Homo- und Heterodimerisierung der APP-Familie

Die Bedeutung der Homo- und Heterodimerisierung der APP-Familie in vivo konnte bisher
durch die Kreuzvernetzung von endogenen Homodimeren in SH-SY5Y-Zellen sowie
Koimmunprazipitationen von endogenen Heterodimeren aus Hirnhomogenaten von Mausen
gezeigt werden (Scheuermann et al., 2001; Soba et al., 2005). Im Rahmen dieser Arbeit
konnte mittels FRET und Koimmunprézipitationen die Homo- und Heterodimerisierung der
APP-Familie in lebenden Zellen genauer charakterisiert werden. Auch wenn die Proteine in
dieser Untersuchung Uberexprimiert wurden, so stellen FRET und die Bildgebung (,imaging®)
der fluoreszenzmarkierten Proteine durch cLSM sehr elegante Methoden dar, um den Einfluss
der Faltungseinheiten zu untersuchen. Zusétzlich kann direkt das Verhalten der Proteine auf
die Gabe extrazelluldrer Substanzen, z.B. mdglicher Liganden untersucht werden. Bisher

wurde FRET in mehreren Publikationen zur Kartierung von Interaktionsdoméanen und auch zur
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Analyse von Rezeptor-Homo- und Heterodimerisierungen erfolgreich angewendet (Barnes,
2006; Hellwig et al., 2005; Voigt et al., 2005). Eine Quantifizierung aus den FRET-Effizienzen
der Homo- und Heterodimerisierung ist zwar grundsatzlich mdglich, allerdings sollte ein
daraus abgeleiteter Vergleich der Starken der Dimerisierung innerhalb der humanen APP-
Protein-Familie mit Vorsicht betrachtet werden. Die FRET-Effizienzen sind letztendlich ein
Abstandsmal, welche neben der unmittelbaren Nahe, die die Proteine zueinander haben
mussen, auch von den Positionen der Fluorophore zueinander abhéngen. Diese kann
sowohl von der Lange des ,Linkers“ zwischen Proteinsequenz und Fluorophor als auch der
Proteinsequenz selbst abhangen. Die Aminosaureanzahl der C-terminalen Doméanen von APP,
APLP1 und APLP2 ist identisch. Zuséatzlich weisen alle drei Proteine besonders im extremen
C-Terminus eine hohe Sequenzidentitat auf (siehe Abb. 2, Einleitung). Die Fusion mit den
Fluorophoren erfolgte auBerdem CUber die gleichen Schnittstellen, so dass die verbindenden
Aminosauren ebenfalls identisch waren. Zu einem gewissen MaB ist daher ein Vergleich der
FRET-Effizienzen untereinander méglich und fiihrt zu den folgenden Schlussfolgerungen. (1) Die
Homodimerisierung der APLPs ist starker als die Homodimerisierung von APP. (2) Die Stérke
der Heterodimerisierung hdngt vom Grad der Kolokalisation ab. (3) Die Homodimerisierung
scheint fur alle Familienmitglieder starker zu sein, als die heterophilen Interaktionen mit den
homologen Proteinen. Eine Ausnahme stellt dabei moéglicherweise das APP dar. Die FRET-
Effizienzen der APP-Homodimerisierung sind vergleichbar mit den FRET-Effizienzen der APP-
APLP2-Heterodimerisierung. Das kénnte bedeuten, dass ahnlich viele APP-APP-Homodimere
wie APP-APLP2-Heterodimere in der Zelle existieren. Zusatzlich belegt wird diese Theorie mit
den in vitro Bindungsstudien, die zeigten, dass die Affinitdt des APLP2-Loop-WT-Peptids an

APP18-350-WT deutlich héher war als die Affinitdt des APP-Loop-WT-Peptids.

3.2.4. Einfluss der Heterodimerisierung der APP-Protein-Familie auf die Prozessierung des

APP

Bisher ist noch nicht geklart, ob und wie die APLPs md&glicherweise den Beginn oder die
Progression der Alzheimer Krankheit beeinflussen. Allerdings konnte APLP2 in Sub-
populationen von Neuronen, aktivierten Astrozyten und neuritischen Plaques detektiert

werden (Crain et al., 1996; McNamara et al., 1998). Auch APLP1 wurde in Subpopulationen
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neuritischer Plaques nachgewiesen (Bayer et al., 1997; McNamara et al., 1998). Im Rahmen
dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob die Heterointeraktionen innerhalb der humanen
APP-Protein-Familie die amyloidogene Prozessierung von APP beeinflussen und die APLPs
somit moéglicherweise zur Progression der Alzheimer Krankheit beitragen. Dabei flhrte die
Koexpression von APP und APLP2 zu einer signifikant erhéhten Bildung von AB40 und AB42.
Da auch die sAPPB-Mengen erhdht waren, ist das méglicherweise direkt auf eine gesteigerte
B-Sekretase-Aktivitat zurtickzufiihren. Vielleicht stellen die APP-APLP2-Heterodimere bessere
Substrate fir die Prozessierung durch die B-Sekretase dar. Die Koexpression von APP und
APLP1 resultierte dagegen in einer leichten, jedoch signifikanten Verringerung an AB42. Da
auch die sAPPB-Mengen leicht erniedrigt waren, kdnnte hier hingegen die Substraterkennung
durch die B-Sekretase verschlechtert sein. Ebenso kdnnte aber auch die Prozessierung
durch die y-Sekretase verandert sein. In unserem Labor konnte fur APP ein Modell des
Schnittmechanismus durch die y-Sekretase aufgestellt werden. In der Transmembransequenz
des APP sind drei konsekutive GxxxG-Motive enthalten (siehe Abb. 3 der Einleitung), welche
die Dimerisierung der beiden Transmembranhelices vermitteln (Munter et al., 2007). Dabei
ist der entscheidende Rest das Gly33. Dieser bildet einen Uberkreuzungspunkt der beiden
Helices und stellt somit ein sterisches Hindernis fur die y-Sekretase dar (Munter et al., 2007).
Die Spaltung der nach dem ersten y-Schnitt entstehenden Fragmente AB49 bzw. AB48 erfolgt
sequentiell in zwei verschiedenen Produktlinien: AB49, AB46, AB43 und AB40 sowie AB48,
AB45 und AB42 (Munter et al., 2007; Qi-Takahara et al., 2005). Welche Produktlinie letztendlich
gebildet wird, hangt wiederum vom Dimerisierungsgrad der Transmembransequenz ab.
Wird die Dimerisierung gestort, beispielsweise durch Mutationen im GxxxG-Motiv oder
moglicherweise auch Medikamente, so kann die y-Sekretase die Substrate proteolytisch
weiter abbauen und es entstehen die klirzeren Spezies AB39 bzw. AB38 und AB35 bzw. AB34
(Munter et al., 2007). In der APLP1-Transmembransequenz befindet sich ebenfalls ein GxxxG-
Motiv. Somit kdnnte die Heterointeraktion der beiden Transmembranhelices auch zu einer
verminderten Dimerisierung des APP und so zur Bildung klrzerer AB-Spezies fihren. Dass
qualitativ alle AB-Spezies gebildet werden, konnte anhand der MALDI-MS-Analysen gezeigt
werden. Um nun ein verandertes Schnittverhalten genauer zu analysieren, missten zusatzlich
zu AB40 und AB42 auch die kirzeren AB-Spezies wie AB38 quantifiziert werden. Ferner sollte

auch die Heterodimerisierung der Transmembransequenzen untersucht werden. Das kdnnte
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mit dem bakteriellen ToxR-System realisiert werden (Lindner und Langosch, 2006). Diese
Analysen wirden Hinweise auf die tatsachliche Beteiligung von a- und - oder y-Sekretase bei
der Prozessierung von Heterodimeren der APP-Protein-Familie liefern. Die Starke der Effekte
der Koexpression auf die Prozessierung des APP korreliert gut mit der Heterodimerisierung

von APP mit APLP1 und APLP2, die mit APP-APLP2 starker war als mit APP-APLP1.

3.2.5. Relevanz des N-Terminus fir die Homo- und Heterodimerisierung

Aus der Analyse des APP18-350 in P, pastoris sowie einer Publikation ging hervor, dass der N-
Terminus des APP entscheidend zur Dimerisierung des APP beitragt (Soba et al., 2005). Durch
die Analyse von drei verschiedenen N-terminalen Deletionsmutanten sowie Punktmutanten
haben wir einen tieferen Einblick in die Mechanismen der Homo- und Heterodimerisierung
bekommen. Auch diefir die Interaktion relevanten Bereiche konnten weiter eingegrenzt werden.
Die Homo- und Heterodimerisierung von Soba et al. wurde mittels Koimmunpréazipitationen
gezeigt (Soba et al., 2005). Daraus war weder eine Quantifizierung mdéglich, noch konnte
eine Aussage darlber getroffen werden, ob es sich um cis- oder Transinteraktionen handelte.
Davon ausgehend, dass sich die Position der Fluorophore zueinander nicht &ndert, konnten
bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten FRET-Messungen die FRET-Effizienzen der
Volllangenkonstrukte direkt mit den entsprechenden Deletionsmutanten verglichen werden.
Daher spiegeln die verringerten FRET-Effizienzen vermutlich eine geringere Affinitat der
Interaktionen wieder, d.h., dass insgesamt deutlich weniger Molekile Uberhaupt dimerisieren
kénnen. Da gréBtenteils Einzelzellen, die keine Kontakte zu anderen Zellen ausgebildet haben,
gemessen wurden, kann zuséatzlich die Aussage getroffen werden, dass die gemessenen FRET-
Effizienzen aus Interaktionen innerhalb derselben Zellen, also Cis-Interaktionen, resultieren.
Aus den Analysen kénnen folgende Schlussfolgerungen fir die Homodimerisierung der APP-
Familienmitglieder gezogen werden. (1) Die Homodimerisierung von APP und APLP2 wird zu
einem groBen Teil durch die “Loop”-Region vermittelt. (2) Die Homodimerisierung von APLP1
hingegen erfolgt Uberwiegend unabhéngig von der “Loop”-Region. (3) Die Deletion der E1-
Domane fuhrt in der gesamten APP-Familie zu einer drastischen Reduktion der Dimerisierung.
(4) Die Dimerisierung erfolgt in einer ,,Kopf zu Kopf“-Anordnung. Evidenzen fur die letzte

Schlussfolgerung geben die Messungen der homophilen Interaktionen der Deletionsmutanten
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mit den Vollldngenkonstrukten, welche eine im gleichen MaB reduzierte FRET-Effizienz wie
die Messungen der Deletionsmutanten zeigten. Das bedeutet, dass das Vorhandensein von
nur einer ,Loop“- oder E1-Region nicht ausreicht, um die Dimerisierung zu vermitteln. Die
Homodimere der E1 und E2-Doméne des APP verdeutlichen ebenfalls eine N- und C-terminal
gerichtete Dimerisierung (Scheuermann et al., 2001; Wang und Ha, 2004). Diese Ergebnisse
bestétigen nicht nur, sondern erweitern erheblich die bisher publizierten Daten und lassen sie
in einem vollig neuen Licht erscheinen. Neben der gesamten E1-Doméne, die entscheidend an
der Homodimerisierung der Proteine der APP-Familie beteiligt ist, konnte die “Loop”-Region

als essentielle Doméane der APP- und APLP2-Dimerisierung charakterisiert werden.

Die Deletionsmutanten zeigten ahnliche subzelluldre Verteilungen wie die jeweiligen
Volllangenvarianten. Dabei beeinflusste das Signalpeptid vom APP die proteinspezifische
Lokalisation der APP-Familienmitglieder nicht. Interessanterweise unterschieden sich die APP-
LoopS Mutanten signifikant vom APP-Wildtyp. Die APP-LoopS-Mutanten zeigten im cLSM (1)
eine verringerte Zelloberflachenexpression und (2) eine erhéhte Expression in intrazelluldren
Kompartimenten sowie (3) im Western Blot eine Anreicherung von nicht maturiertem APP.
Das bedeutet, das Fehlen der Disulfidbriicke (APP Aminosduren 98 und 105), die den
oberflachenexponierten “Loop” bildet, fihrt moglicherweise zu einer Konformation des
APP, die in einem verringerten Transport resultiert. Ahnliche N-terminale, disulfid-verbriickte
»Loops“ wurden fir Chromogranin B, pro-Opiomelanocortin und der Rezeptor-Tyrosin-Kinase
MuskK als Sortierungssignale beschrieben (Chanat et al., 1993; Cool et al., 1997; Stiegler
et al., 2006). Weil die APP-A-Loop-Mutanten ahnlich wie der Wildtyp lokalisiert sind, kann
ausgeschlossen werden, dass der “Loop” direkt ein Sortierungssignal darstellt und die
Dimerisierung das Signal fur die Zelloberflachenlokalisation ist. Letzteres wurde zuséatzlich
durch die Kombination der LoopSD Mutante mit einer Mutation (APP-L613C), die spontan
zu einer kovalenten Dimerisierung des APP fihrt, gezeigt (Munter et al., 2007). Die kovalent
dimerisierte LoopSD Mutante verhielt sich hinsichtlich der Lokalisation und dem Bandenmuster
wie die LoopSD Mutante. Allerdings kann auch nicht ausgeschlossen werden, dass die APP-
LoopS-Mutanten einem schnelleren Abbau oder Internalisierung unterliegen als der Wildtyp.
Aufgrund der biochemischen und zellbiologischen Daten ist das aber sehr unwahrscheinlich.

Des Weiteren waren die FRET-Effizienzen der APP-LoopS-Mutanten, ahnlich wie die APP-
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A-Loop-Mutanten, um 50% reduziert. Folglich fUihrt die Mutation des ,Loops” zu einer
drastischen Strukturdnderung im APP, die sich in einer verringerten Dimerisierung und einem
gestodrten Transport an die Zelloberflache zeigt. Im Gegensatz dazu resultierte der Austausch
der analogen Cys-Reste im APLP2 weder in einer veranderten Zelloberflachenlokalisation
noch in einer verringerten Dimerisierung (nicht gezeigt). Fur die Strukturbildung im APLP2
scheint der “Loop” daher nicht von essentieller Bedeutung zu sein, bzw. erfolgt die korrekte
Faltung moglicherweise auch ohne die Ausbildung der Disulfidbriicke. Bezlglich einer
mdglichen Rezeptorfunktion der APP-Familie kdnnten solche kleinen Unterschiede daher
genau die Spezifitdt der Proteine flr bestimmte Liganden ausmachen.

In umfangreichen FRET-Analysen wurde zuséatzlich die Heterodimerisierung der APP-
Familie charakterisiert. Die Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen. (1) Die
Heterodimerisierung der APP-Familie mit APP und APLP2 ist abh&angig von der “Loop”-
Region. (2) Die Heterodimerisierung der APP-Familie mit APLP1 findet unabhangig von der
“Loop”-Region statt. (3) Der saure Bereich in den A-E1-Mutanten stdrt die Dimerisierung der
E2-Domaéne. Diese Daten konnten zuséatzlich mit Koimmunprézipitationen bestéatigt werden
(nicht gezeigt).

Aus den bisherigen Untersuchungen kénnen auch Rickschlisse darauf gezogen werden,
inwiefern die KPI-Doméne in die Dimerisierung der APP-Familie involviertist. (1) APLP1, welches
in lebenden Zellen sehr gut dimerisiert, existiert nur als Isoform ohne KPI-Doméne. (2) Die
untersuchte, im Gehirn pradominante APLP2-763-Isoform mit KPI-Domane zeigt eine dhnlich
hohe FRET-Effizienz wie APLP1. (3) FUr die ebenfalls im Gehirn dominante APP695-Isoform,
wiederum ohne KPI-Doméne, konnten homophile Interaktionen nachgewiesen werden. (4)
Die in NMR-Analysen durch das APP-Loop-WT-Peptid detektierte Konformationsédnderung
betraf nur Resonanzen in den Doménen “Loop”, CuBD und der sauren Region. Die KPI-
Domaéne blieb davon weitgehend unbeeinflusst. Folglich wird die Dimerisierung der APP-

Familie wahrscheinlich nicht direkt durch die KPI-Doméane beeinflusst.

3.2.6. Modelle der Homo- und Heterodimerisierung

Basierend auf den vorher diskutierten zellbiologischen und biochemischen Daten konnten

zwei Modelle der Homo- und Heterodimerisierung der APP-Familie entwickelt werden.
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Abb. 32: Modelle der Cis-Dime-
risierung der APP-Protein-Fa-
milie. Die Dimerisierung erfolgt
von ,Kopf-zu-Kopf“ (A) oder fir
APP und APLP2 im N-Terminus
nur Uber die ,Loop“-Doménen
(B). Die E2-Domaénen sind in einer
antiparallelen Anordnung nach
(Wang et al., 2004) gezeigt. Loop:
sLoop“-Region, Zn und CuBD:
Kupferbindedomane mit der kon-
servierten Zinkbindestelle, AcD:
Bereich der sauren Aminosé&uren.

Im ersten Modell erfolgt die Dimerisierung der E1-Doméne in einer ,Kopf-zu-Kopf“-
Ausrichtung (Abb. 32A). Innerhalb der E1-Domane unterscheiden sich die APP- und APLP2
-Dimerisierungsmechanismen von APLP1. Das hei3t, in APP und APLP2 sind fiir die korrekte
Konformation und somit die Erkennung der Dimerisierungsoberflachen die “Loop”-Regionen
essentiell. Hingegen erfolgt die Erkennung einer Dimerisierungsoberflache in APLP1 ohne die
»,Loop“-Region, was aus folgenden Ergebnissen abgeleitet wurde. Erstens, das APP-Loop-
WT-Peptid und das APLP2-Loop-WT-Peptid, nicht aber das APLP1-Loop-WT-Peptid, binden
in vitro an APP18-350. Zweitens, das APP-Loop-WT-Peptid bindet in vitro an die 16sliche
APLP1-Ektodomane (nicht gezeigt). Das heilt, das APLP1-Loop-WT-Peptid bindet nicht an
den N-Terminus von APP, was bedeutet, dass die APP-APLP1-Heterointeraktion in APLP1
vermutlich nicht Uber diesem Bereich vermittelt wird. Im Gegensatz dazu bindet aber das
APP-Loop-WT-Peptid an APLP1, was wiederum zeigt, dass flr die Heterointeraktion von APP
und APLP1 die “Loop”-Region des APP von entscheidender Bedeutung sein muss. Drittens,
die Dimerisierung von APP und APLP2 Loop-Deletionsmutanten ist signifikant verringert, die
von APLP1 hingegen nicht. Das unterstreicht die in vitro Daten und hebt erneut die Wichtigkeit
der “Loop”-Regionen bei der APP- und APLP2-Dimerisierung hervor. Innerhalb der gesamten
E1-Doméne und in den Volllangenproteinen der humanen APP-Protein-Familie wird die
Dimerisierung vermutlich durch hydrophobe Wechselwirkungen stabilisiert. Fir die Interaktion
der E2-Domanen gehen wir von der bereits beschriebenen antiparallelen Konformation aus
(Wang und Ha, 2004). Die nétige Beweglichkeit der E1- und E2- Domanen wird durch den
dazwischenliegenden sauren Bereich gegeben, welcher aufgrund der geringen Strukturierung

hoch flexibel ist (Gralle und Ferreira, 2007).
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In einem zweiten mdglichen Modell kommt es zu einer Reorientierung der “Loop”- und
Kupferbindedoméanen. Laut der NMR-Daten kdénnen der “Loop”-Bereich und die CuBD sich
unabhangig voneinander bewegen (Kaden et al., 2007/2008), so dass sich die “Loop”-Bereiche
so zueinander annahern kénnten, dass die CuBD nicht mehr direkt in die Dimerisierung
involviert sind (Abb. 32B). Das wurde erkldren, warum schon die Entfernung der “Loop”-
Region einen so drastischen Effekt ausibt. Da die “Loop”-Region im APLP1 hingegen keinen
essentiellen Einfluss auf die Dimerisierung ausibt, verhélt sich APLP1 vermutlich wie in Abb.

32A beschrieben.

Wenn es sich bei der Dimerisierung um ein evolutionar frihes Merkmal handelt, das fir die
Funktionen der humanen APP-Protein-Familie entscheidend ist, sollte der grundsatzliche
Mechanismus bei allen drei Proteinen gleich sein. Zumindest sollte im Dimer die Anordnung
der Monomere zueinander &hnlich sein. Daher erscheint das erste Modell wesentlich
wahrscheinlicher. Im Vergleich der Aminosduresequenzen wird ersichtlich, dass sich
innerhalb der E1-Domaéane die “Loop”-Regionen von APP und APLP2 deutlich von APLP1
unterscheiden, was dafir spricht, dass genau dieser Bereich den Unterschied zwischen
APP/APLP2 und APLP1 ausmacht (Abb. 31). So kénnte diese Region in APP und APLP2
die Homo- und Heterodimerisierung regulieren. Dabei ist besonders im APP die Ausbildung
der Disulfidbricke und somit der Konformation der Ektodoméne fir die Lokalisation und
Dimerisierung von entscheidender Bedeutung (siehe auch 3.2.5.). Die Aktivierung von G -
Proteinen durch das APP konnte mit einem Antikérper (22C11, Epitop APP Aminosauren
66-81) nachgeahmt werden (Okamoto et al., 1995). In einem Modell der APP-Polypeptidkette
liegen das 22C11-Epitop und die “Loop”-Region relativ dicht beieinander (Turner et al., 2003).
Durch die Dimerisierung und eine damit mdglicherweise verbundene Konformationsédnderung
der Ektodoméane kdnnte sich diese mdgliche Ligandenbindestelle so verdndern, dass ein
Ligand entweder besser oder aber tberhaupt nicht mehr binden kann. Das wiederum hatte
einen Einfluss auf die postulierte Rezeptorfunktion des APP. Zusétzlich kdnnte eine solche
allosterische Strukturanderung auch durch die Bindung von Heparin oder Heparansulfat in

der “Loop”-Region ausgeldst werden (Small et al., 1994).
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3.2.7. Einfluss von Heparin und Heparansulfat auf die Dimerisierung

Die Dimerisierung der I6slichen Ektodoméane des APP kann durch Heparin induziert werden
(Gralle et al., 2006). Somit stellt sich die Frage, ob die Dimerisierung der APP-Familie in den
HEK293-Zellen moglicherweise durch extrazelluldre Matrixbestandteile wie Heparansulfat
vermittelt werden kann. Da HEK293-Zellen Heparansulfatproteoglykane bilden, wére es
durchaus moglich, dass diese dadurch die Dimerisierung initileren. Da die Dimerisierung
des APP schon im ER beginnt und die gemessenen FRET-Effizienzen hauptséchlich aus
intrazelluldren Kompartimenten resultieren, erscheint diese Mdglichkeit sehr unwahrscheinlich.
Die extrazellulare Gabe von Heparin hatte keinen Einfluss auf die Dimerisierung des APP
(nicht gezeigt). Das kdnnte daran liegen, dass die Dimerisierung schon ohne Heparin erfolgen
kann oder die Menge an APP an der Zelloberflache nicht ausreicht um einen signifikanten
Effekt auf die FRET-Effizienz zu detektieren. Hier ware es sinnvoll, die FRET-Effizienzen des
fast ausschlieBlich zelloberflachenlokalisierten APLP1 in Anwesenheit von zusétzlichem,
extrazelluldren Heparin zu untersuchen. Allerdings wére es auch denkbar, dass schon Heparin
oder Heparansulfat an APP gebunden sind und die Dimerisierung durch Heparin nicht mehr
zusétzlich verstarkt werden kann. Um das zu zeigen, musste Heparin (Molekulargewicht von
6-30 kDa) im nativen APP-Dimer nachgewiesen werden. Dies kdnnte man beispielsweise
mit den kovalenten Dimeren (APP-L613C-Mutanten) versuchen, indem die durch eine
Immunprazipitation gereinigten APP-Dimere mit Heparanase behandelt und im MALDI-MS

untersucht oder einer vergleichenden Western-Blot-Analyse unterzogen werden.

3.2.8. Homo- und Heterodimere Rezeptoren

Wenn es sich bei den Proteinen der APP-Familie um Rezeptoren handelt, kdnnte die
Heterodimerisierung die Ligandenbindung regulieren. Dazu sind verschiedene Szenarien
vorstellbar. Die Ligandenbindestelle wird durch die Heterodimerisierung allosterisch so
verandert, dass eine hdher bzw. niedriger affine oder keine Ligandenbindung mehr erfolgen
kann. Zusatzlich kénnte auch die Art der Liganden, die binden kénnen, davon abhangen,
ob Homo- oder Heterodimere vorliegen. Die Phosphorylierung der Rezeptor Tyrosin Kinase

ErbB-3 erfolgt beispielsweise nur im Heterodimer mit ErbB-2, was zu einer extrem wirksamen
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mitogenen Aktivierung fuhrt. Die isolierten Rezeptoren hingegen sind signal-inkompetent
(Citri et al., 2004). Die Retention von APLP1 durch APP und APLP2 in intrazelluldren
Kompartimenten kénnte mdéglicherweise auch ein Regulationsmechanismus sein, so dass
APLP1 im Heterodimer mit APP und APLP2 keine oder nur eine geschwéchte Signalfunktion
auslben kann. Beispielsweise ist der B-adrenergene Rezeptor (AR) B31D-AR normalerweise
nicht an der Zelloberflache lokalisiert. Bei einer Heterodimerisierung mit 31B-AR oder B2-AR
findet eine Translokation der Heterokomplexe an die Plasmamembran statt (Barnes, 2006).

Der neuronale Rezeptor sorLA bindet an APP und fuhrt dadurch zu einer verringerten
Zelloberflachenexpression des APP (Andersen et al., 2005). Die Bindestelle konnte auf die APP-
E2-Doméneeingegrenzt werden (Andersenetal.,2006). Mdglicherweise konkurriert die Bindung
durch sorLA um die APP-Dimerisierung. Dies konnte in FRET-Kompetitionsexperimenten
nachgewiesen werden. Die Expression von nicht Fluoreszenz-markiertem sorLA fihrte
zu einer konzentrationsabhéngigen Verringerung der FRET-Effizienzen (nicht gezeigt). Im
Rahmen dieser Arbeit konnte zusatzlich gezeigt werden, dass die APLPs in vitro an sorLA
binden. Aufgrund der Homologie in der E2-Doméane vermuten wir, dass die Bindung ebenfalls
in diesem Bereich erfolgt. Da in der E2-Doméne auch Kollagen gebunden wird, kédnnte die
Bindung von sorLA neben den Einfluss auf die Cis-Dimerisierung auch die Funktionen der

APP-Protein-Familie in der Zell-Matrix und/oder Zell-Zell-Adh&asion storen.

3.3. Analyse der Zinkbindestelle - die APP-Familie als Zelladhdsionsproteine

Schon 1989 wurden zelladhasive Funktionen des APP beschrieben (Chen und Yankner, 1991;
Schubert et al., 1989). Die in der APP-Familie konservierten Bindestellen fiir Bestandteile
der extrazellularen Matrix wie Heparin, Kollagen und Glykosaminoglykane unterstitzten
diese Theorie weiterhin (Beher et al., 1996; Bush et al., 1993; Bush et al., 1994; Gralle et
al., 2006; Multhaup, 1994; Small et al., 1994). Im Jahr 2005 wurde gezeigt, dass die APP-
Familie Transinteraktionen vermitteln kann (Soba et al., 2005). In einem Zelladhasions-Assay
der homophilen Transinteraktionen in Drosophila Schneider (S2) Zellen wurden bei APLP1
und APLP2 30-35% adhérenter Zellen beobachtet, fir APP hingegen nur 5-10% (Soba et al.,
2005). Unsere Daten aus den HEK293-Zellen stehen dazu teilweise im Widerspruch, da wir nur

in APLP1-exprimierenden Zellen deutliche Anreicherungen von APLP1 in Zell-Zell-Kontakten
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beobachten konnten. Das APLP1 in diesen ,,Clustern® zeigte eine sehr geringe Beweglichkeit,
was darauf hindeutet, dass tatsachlich Interaktionen zwischen APLP1-Molelililen zweier Zellen,
also Transinteraktionen stattfanden. Interessanterweise flihrte die extrazelluldre Zugabe von
Zink zu APLP2 exprimierenden HEK293-Zellen auch zur Ausbildung von APLP2-vermittelten
Zell-Zell-Kontakten. In APP-exprimierenden Zellen haben wir diesen Effekt nicht gesehen, was
vermutlich darauf zurlickzufihren ist, dass APP nur sehr wenig an der Zelloberflache lokalisiert
war. Um trotzdem untersuchen zu kénnen, ob APP strukturell in der Lage ist homophile Zell-
Zell-Kontakte zu vermitteln, kdnnte in einem folgenden Experiment GPIl-verankertes APP
exprimiert werden. In einigen Zellen, die APP oder die APLPs exprimierten, fiel auf, dass eine
Anreicherung der Proteine an den Kontaktstellen zu nicht exprimierenden Zellen auftrat. Diese
Zell-Zell-Kontakte wurden noch nicht genauer untersucht. Es kdnnte sich dabei um Kontakte
mit den endogenen APP-Familienmitgliedern oder auch mit anderen, noch nicht identifizierten
Proteinen handeln. In mit Zink behandelten APLP1- und APLP2-koexprimierienden Zellen
konnten wir zuséatzlich heterophile Anreicherungen in Zell-Zell-Kontakten beobachten (nicht
gezeigt). Diese Daten stehen teilweise in Ubereinstimmung mit Ergebnissen aus embryonalen
Maus-Fibroblasten-Zellen, die zeigten, dass APLP1 und APLP2 in homo- und heterophile
Transinteraktionen involviert sind, APP hingegen nicht (Soba et al., 2005). Allerdings wurde in
diesen Untersuchungen keine Metallionenabh&ngigkeit beobachtet.

Neben den Trans-Kontakten konnten wir in den Plasmamembranen der APLP1 und APLP2-
exprimierenden Zellen nach Zinkzugabe die Ausbildung von ,,Clustern® beobachten. Diese
gingen mit einer Erhéhung der FRET-Effizienz einher. Somit verstérkte Zink sowohl die cis- als
auch die Transinteraktionen von APLP1 und APLP2 in lebenden HEK293-Zellen. Die Ausbildung
von ,Clustern® in den Plasmamembranen konnte auch durch Kupfer ausgelést werden. Da
APLP1 die in APP und APLP2 konservierte Kupferbindestelle nicht besitzt, spekulieren wir,
dass die Bindung des Kupfers vermutlich ebenfalls an der Zinkbindestelle, vermutlich mit
geringerer Affinitat, erfolgt. Aus einigen anderen Metallbindenden Proteinen ist bekannt, dass
Zink durch Kupfer ersetzt werden kann. Beispielsweise wird in den Metallothioneinen, die im
Normalzustand Zink gebunden haben, bei einem Uberschuss an Kupfer das Zink verdrangt,
welches an die Zinkfinger des Transkriptionsfaktors MTF-1 bindet und damit die Transkription
der Metallothioneine aktiviert (Balamurugan und Schaffner, 2006).

Im Vergleich der APP-Familie mit typischen Zelladh&sionsproteinen fallen einige
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Gemeinsamkeiten auf. Beispielsweise sind Cadherine, Integrine und Immunglobulin
Zelladhasionsproteine (IgCAMs) ebenfalls Transmembranproteine vom Typ |, die viele
verschiedene SpleiBformen besitzen und welche Homo- und Heterodimere teilweise in
Cis- und Trans-Positionen ausbilden kénnen (Shapiro et al., 2007). Aus den bekannten
Mechanismen der Zelladh&sionsproteine lassen sich mogliche Mechanismen fir die Zink-
vermittelten Effekte ableiten.

In einigen Integrinen befindet sich eine Metallionen abhéngige Adhasionsstelle (MIDAS, ,,metall
ion dependent adhesion site) (Craig et al., 2004). Dabei erfolgt die vollstdndige Koordination
der Metallionen an der MIDAS durch die Integrine selbst und durch die Glu- und Asp-Reste
eines Liganden (Craig et al., 2004). So kénnte mdglicherweise auch die Erhéhung der Cis-
Dimerisierung der APLPs mechanistisch erklart werden. Die Koordination der Zink- oder
Kupfer-lonen wird durch zwei APLP-Molekile innerhalb der konservierten Zinkbindestelle
(siehe auch Ergebnisteil, Abb. 27) vermittelt und stabilisiert so zusatzlich die Dimerisierung.
Es wére aber auch denkbar, dass sich durch konformationelle Anderungen die Doméanen
so reorientieren, dass Zink Uber die Bindestellen zweier Dimere komplexiert wird. Dadurch
wirden mehrere Dimere miteinander verkntpft werden, was ebenfalls zu einer Erhéhung der
FRET-Effizienzen fuhren wirde (Abb. 33A). Diese Modelle waren mit der Kinetik, aus der eine
nicht kooperative Bindung des Zinks an APLP1 hervorgeht, gut vereinbar. Unterstitzend zu
unseren Modellen konnte in einer Publikation gezeigt werden, dass das Peptid der Zink-
Bindestelle in vitro dimerisiert (Ciuculescu et al., 2005). In den NMR- und EPR-Strukturdaten
der CuBD ist auch die Zinkbindestelle enthalten. Die Zugabe von Zink zu dem rekombinanten
Protein (APP127-188) flhrte dabei zu einer Prazipitation, was wiederum darauf hinweist, dass
Uber diesen Bereich mdglicherweise eine Di- oder Oligomerisierung vermittelt werden kdénnte
(Barnham et al., 2003).

Domanen ,swapping® ist ein bei den Zelladhasionsproteinen verbreiteter Mechanismus. Die
Dimerisierung der Cadherine erfolgt Uber einen Austausch zweier N-terminaler B-Faltblatt-
Strukturen, wobei die Seitenketten von konservierten Trp-Resten in eine groBe Tasche im
hydrophoben Kern des Partnermolekiils insertieren (Haussinger et al., 2004; Shapiro et
al.,, 1995). Im N-Terminus der APP-Protein-Familie befinden sich interessanterweise zwei
vollstandig konservierte Trp-Reste (Trp52 und Trp97, siehe auch Abb. 31). Der Trp97-Rest liegt

zudem genau neben dem konservierten Cys98 der “Loop”-Region. Daher kénnte spekuliert
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werden, dass ein dhnlicher Mechanismus auch fiir die APP-Protein-Familie mdglich ware. Es
wére z.B. vorstellbar, dass die Strukturdnderungen in der “Loop”-Region der APP-LoopS-
Mutanten das Trp97 so maskieren, dass mit der anderen Domane keine stabile Interaktion
mehr mdéglich ist. Die bisherigen Daten widersprechen diesem theoretischen Mechanismus
keinesfalls. Weiterfllhrend kdénnte man beispielsweise die entsprechenden Trp-Reste

austauschen und diesen Mechanismus damit Gberprifen.

A B

[ I 1 I 1 PM:ZelleB ]

cis trans

Abb. 33: Modelle der Zink-vermittelten Cis- und Transinteraktionen von APLP1 und APLP2. A: In der Loop-Region
stabilisierte Dimere in Cis-Postition werden durch die Zink an den konservierten Bindestellen miteinander verknlpft. B:
Transinteraktionen bilden sich tber direkte Kontakte durch Zink tiber die konservierten Bindestellen. Dabei erfolgt die Trans-
Dimerisierung auf Kosten der Cis-Dimerisierung. Loop: ,,Loop“-Region, Zn: Kupferbindedomé&ne mit der konservierten Zink-
bindestelle, AcD: Bereich der sauren Aminoséuren, PM: Plasmamembran.

Ein schlussiges Modell fur die Transinteraktionen lasst sich aus den bisherigen Daten nicht
erstellen. Unter Umstanden wére aber folgendes Modell denkbar (Abb. 33B). Die Dimerisierung
wird durch die “Loop”-Region vermittelt und die Verknlpfung mit den APLPs aus der
gegenlberliegenden Zelle erfolgt Gber die Zinkbindestelle. Dabei miUsste aber auch in APLP1
die “Loop”-Region von entscheidender Bedeutung fir die Trans-Dimerisierung sein. Des
Weiteren wiirde das bedeuten, dass die Trans-Dimerisierung auf Kosten der Cis-Dimerisierung
erfolgen musste. Fir das IgCAM Hemolin, wurde ein &hnlicher Mechanismus beobachtet (Su et
al., 1998). Um den Mechanismus der Trans-Dimerisierung der humanen APP-Protein-Familie
genauer zu untersuchen, wére es beispielsweise sinnvoll die Deletionsmutanten hinsichtlich
der Trans-Dimerisierung und Zelladh&sionseigenschaften zu charakterisieren. Erst dann
lassen sich vermutlich genauere Modelle erstellen.

Die neuronalen Zelloberflachenproteine Neuroligin in den postsynaptischen und Neurexin
in den prasynaptischen Dichten glutamaterger Synapsen Uben wichtige Funktionen bei
der Synapsenentwicklung aus (Song et al., 1999). Dabei flhrt die Interaktion von Neurexin/
Neuroligin von gegenulberliegenden Zellen eher zu einer Signalwirkung als einer direkten

Zelladhasion (Shapiro et al., 2007). APP wurde hauptsachlich in prasynaptischen Bereichen
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detektiert, die APLPs hingegen in den postsynaptischen Dichten (Kim et al., 1995; Thinakaran

et al., 1995). Des Weiteren wurde in APP/APLP2 Doppel-Knock-Out-Mauslinien gezeigt, dass
die Entwicklung der neuromuskuldren Synapsen gestort ist (Wang et al., 2005). Daher ware
es vorstellbar, dass die Homo- und Heterodimerisierungen der APP-Protein-Familie mit Zink
als Kofaktor eine wichtige Rolle z.B. bei der Synaptogenese spielen. Dies kdnnte &hnlich wie
bei Neuroligin/Neurexin durch die Vermittlung von Zell-Zell-Adhé&sion oder/und Zell-Matrix-

Adhésion oder/und Uber eine direkte Signalwirkung erfolgen.
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4. Zusammenfassung

Die Homo- und Heterodimerisierung der APP-Protein-Familie sowie der Einfluss heterophiler
Interaktionen auf die Prozessierung des APP und die Funktionen der Protein-Familie sind
bisher wenig verstanden. Daher sollte im Rahmen dieser Arbeit die Homodimerisierung der

APLPs und die Heterodimerisierung der APP-Protein-Familie charakterisiert werden.

Mit in vitro Studien rekombinant hergestellter Proteine konnte erstmals eine Oligomerisierung
(Dimere, Tetramere, hdhere Oligomere) der APP-homologen Proteine APLP1 und APLP2
gezeigt werden. Des Weiteren konnte die Dimerisierung des APP charakterisiert werden und
fuhrte zu folgenden Resultaten. (1) Der N-Terminus (Aminos&uren 18-350) ist ausreichend um
die Dimerisierung des APP zu vermitteln. (2) Die Dimerisierung lasst sich durch ein Peptid,
welches den ,Loop“ (Cys 98 und 105) darstellt, teilweise inhibieren. (3) Das ,Loop“-Peptid
beeinflusst massiv die Prozessierung von APP und verringert die Entstehung von AB. (4) Das
»,Loop“-Peptid fuhrt zu mit NMR detektierbaren Konformationsanderungen, die besonders
konservierte hydrophobe Aminosduren betreffen. Basierend auf diesen Daten konnte ein
Modell der Homodimerisierung des APP-N-Terminus erstellt werden. Demnach wird die
Homodimerisierung von APP durch den ,,Loop* vermittelt und durch hydrophobe Aminosauren
benachbarter Doménen stabilsiert. Diese Daten sind beim ,Journal of Biological Chemistry*

zur Ver6ffentlichung eingereicht und unter Revision.

In umfangreichen ,Lebend-Zell-Analysen” wurde im Rahmen dieser Arbeit die Lokalisation
und Homo- und Heterodimerisierung der Proteine der APP-Familie charakterisiert. Hinsichtlich
der subzelluldren Lokalisation unterschied sich APLP1 sehr deutlich von den beiden anderen
Familienmitgliedern. (1) APLP1 war fast ausschlieBlich an der Zelloberflache lokalisiert. (2) APP
und APLP2 fanden sich hingegen hauptsachlich in intrazellularen Kompartimenten und wenig
an der Zelloberflache. (3) Die Lokalisation von APLP1 konnte durch die Koexpression mit APP
oder APLP2 beeinflusst werden und fiihrte zu einer Retention von APLP1. Mittels FRET und
Koimmunprazipitationen konnte flir alle drei Proteine der humanen APP-Familie sowohl die
Homo- als auch die Heterodimerisierung in lebenden HEK293-Zellen nachgewiesen werden.

Die Ergebnisse sind teilweise im EMBO Journal veréffentlicht (Munter et al., 2007). Durch
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Analysen von N-terminalen Deletionsmutanten konnten die bisherigen Modelle zur Interaktion
erheblich erweitert werden. Durch die FRET-Analysen kristallisierten sich zudem deutliche
Unterschiede zwischen APLP1 und APP/APLP2 heraus. (1) Die APLP1-,Loop“-Region
ist nicht entscheidend an der Homo- und Heterodimerisierung von APLP1 beteiligt. (2) In
APP und APLP2 hingegen ist die ,Loop“-Domaéne fir die Homo- und Heterodimerisierung
essentiell. (3) Die Dimerisierung der Proteine der APP-Familie erfolgt von ,,Kopf-zu-Kopf“. Diese
Ergebnisse fuhrten zu einem ,,Kopf-zu-Kopf“-Modell der Homo- und Heterodimerisierung der

Volllangenproteine.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte mit Zink erstmals ein extrazellularer Effektor identifiziert
werden, welcher Interaktionen zwischen den Proteinen und die Lokalisation der APP-
Protein-Familie erheblich beeinflusst. Daraus ergaben sich die folgenden Ergebnisse. (1)
Unabhangig von extrazelluldren Effektoren konnten in HEK293-Zellen nur fir APLP1 Zell-Zell-
Kontakte beobachtet werden. (2) Zink fuhrte in APLP1- und APLP2- exprimierenden Zellen
zur Ausbildung von ,,Clustern® in der Plasmamembran, die eine Verstarkung bestehender
Cisinteraktion hervorrief. (3) Fur die Erhéhung der Cis-Dimerisierung von APLP1 durch Zink
konnte ein EC50 von 2,5 pM bestimmt werden. (4) Zink konnte sowohl eine Verstédrkung
bestehender Transinteraktionen (APLP1) als auch die Vermittlung von Transinteraktionen
(APLP1 und APLP2) auslésen. Basierend auf diesen Daten und dem Modell der Homo- und
Heterodimerisierung konnten hypothetische Mechanismen fiur die Zink-vermittelte Cis- und
Trans-Dimerisierung abgeleitet werden. Demnach kénnendie Dimere durch Zink ein strukturelles
Netzwerk ausbilden. Die Zinkabhangigkeit von Zell-Zell-Kontakten und der Einfluss auf die
Cis-Dimerisierung er6ffnen neue Perspektiven flr die funktionelle Charakterisierung der APP-

Protein-Familie.
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Summary

Homo- and heterodimerization of the APP protein family as well as the influence of heterophi-
lic interactions on processing and function of APP are still under debate. Therefore the aim of
this work was to characterize homodimerization of APLPs and heterodimerization of the APP

protein family.

We therefore performed in vitro studies with recombinant proteins. For the first time we de-
monstrated the presence of oligomers (dimers, tetramers, higher oligomers) for the APP ho-
mologous proteins APLP1 and APLP2. Furthermore, we characterized the dimerization of
APP with the following results. (1) The N-terminus (amino acids 18-350) is sufficient to medi-
ate APP dimerization. (2) Dimerization is partially inhibited by a peptide that mimics a surface
exposed loop between Cys 98 and 105 of APP. (3) The loop peptide dramatically influences
the processing of APP and decreases AB production. (4) The loop peptide causes NMR-
detectable structural changes in conserved hydrophobic regions. Based on this data, we
proposed a model for the homodimerization of the APP N terminus. Thus, we suggest that
APP acquires a loop-mediated homodimeric state, which is further stabilized by interactions
of hydrophobic residues of neighboring domains. This data has been submitted to Journal of

Biological Chemistry and the manuscript is under revision.

In living cells we characterized the localization and homo- and heterodimerization of the APP-
family proteins. Concerning the subcellular distribution, APLP1 markedly differs from the
other family members. (1) APLP1 was almost exclusively located at the cell surface. (2) APP
and APLP2 were mainly found in intracellular compartments and showed only a weak plasma
membrane staining. (3) Subcellular distribution of APLP1 was influenced by APP and APLP2
and led to retention of APLP1 in intracellular compartments. The homo- and heterodimeriza-
tion of the APP-family members was determined in living HEK293 cells by FRET and coim-
munoprecipitations. Parts of these results have been published in the EMBO Journal (Munter
et al. 2007). Based on the analyses of N-terminal deletion mutants we could elaborate more
advanced versions of existing models. Additionally, the FRET studies revealed distinct me-

chanisms of dimerization for APLP1 and APP/APLP2. (1) The loop region of APLP1 is not es-
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sential for homo- and heterophilic interactions of APLP1. (2) However, in APP and APLP2 the
loop domain is crucial for mediating homo- and heterodimerization. (3) Dimerization occurs in
a head-to-head arrangement. Based on these results we propose a head-to-head-model for

the homo- and heterophilic dimerization of the full-length proteins.

For the first time, we have identified zinc ions as extracellular ligands of APLP1 and APLP2
that substantially influence the localization as well as the interactions of the APP-family pro-
teins. We obtained the following results. (1) Only APLP1 was determined in cell-cell contacts
independently of extracellular ligands. (2) Zinc induced clustering of APLP1 and APLP2 in the
plasma membrane, accompanied by increasing FRET efficiencies, indicating enhanced cis
interactions. (3) We measured an EC50 of 2.5 pM for the zinc-mediated increase of APLP1
cis interactions. (4) Zinc also modulated trans interactions and led to an enhancement of al-
ready existing cell-cell contacts (APLP1) and induced the formation of novel cell-cell contacts
(APLP1 und APLP2). Based on this data and the model for homo- and heterodimerization a
hypothesis for the mechanism of the zinc-mediated cis and trans dimerization could be that
the dimers are linked to a structural network in cis or trans position. The zinc-dependent ge-
neration of cell-cell contacts and its influence on cis dimerization opens up new perspectives

for the functional characterization of the APP family proteins.
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5. Material

5.1. Zelllinien und Nahrmedien

HEK293, Humane Nierenzelllinie, ATCC-Nummer: CRL-1573 (ATCC, Rockville, USA)

Nahrmedium: ,Minimal essential Medium*® mit ,,Earle’s” Salzen (1 x MEM-Earle), 10% Fetales

Kalberserum, 20 mM Glutamin, 10 pg/ml Streptomycin und 100 U/ml Penicillin

SH-SY5Y, Humane Neuroblastomazellline, ATCC-Nummer: CRL-2266 (ATCC, Rockuville,
USA)

Nahrmedium: 50% ,Dulbecco’s minimal essential Medium®, 50% Hams-F12, 10%
Fetales Kéalberserum, 20 mM Glutamin, 20 mM Natriumpyruvat, 1 x Nicht-essentielle

Aminosauren

Die Zellkulturmedien, Zusatze und 1 x PBS wurden von den Firmen PAA, USA oder Biochrom,

Berlin verwendet. Die Zellkulturschalen wurden von der Firma TPP, Schweiz bezogen.

5.2. Hefestdmme und Nahrmedien

P, pastoris SMD1168 (Invitrogen, Karlsruhe)

Folgende Hefelinien wurden Gbernommen:

S 1 Insert Erzeugt von

S 6 pPIC9-sAPP770a Andre Kemmling, nicht publiziert
S 6 pPIC9-sAPL.P2qal Andre Kemmling, nicht publizjert
S 6 pPIC9-sAPL.Pla Andre Kemmling, nicht publiziert
S 68 pPIC9-sA 8-350a (Scheuermann et al., 2001)

Verwendete Nahrmedien:

YPD-Medium: 1 % (w/v) Hefe-Extrakt, 1 % (w/v) Bacto-Pepton, 2 % (w/v)
Glukose
YPDS-Selektionsplatten:1 % (w/v) Hefe-Extrakt, 2 % (w/v) Bacto-Pepton, 1 M

Sorbitol, 2 % (w/v) Agar, 100 pg/ml Zeocin
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BMGY-Medium: 1 % (w/v) Hefe-Extrakt, 2 % (w/v) Bacto-Pepton, 100 mM

Kaliumphosphat, pH 6,0, 1,34 % (w/v) Hefestickstoffbasis, 4 x

10-5 % (w/v) Biotin, 1 % (w/v) Glycerin

BMMY-Medium 1 % (w/v) Hefe-Extrakt, 2 % (w/v) Bacto-Pepton, 100 mM

Kaliumphosphat, pH 6,0, 1,34 % (w/v) Hefestickstoffbasis, 4 x

10-5 % (w/v) Biotin, 2 % (v/v) Methanol

5.3. Bakterienstamme

CH3-Blue (Bioline, Mannheim)

Top 10 (Invitrogen, Karlsruhe)

Nahrmedium: LB (1% (w/v) Trypton, 0,5% (w/v) Hefe-Extrakt, 1% (w/v) NaCl)

5.4. Plasmid-Vektoren

5.4.1. Klonierungsvektoren

pBluescript Il KS (+) (Stratagene, La Jolla, USA) Ampicillin-Resistenz

5.4.2. Vektoren zur Proteinexpression in hdheren eukaryotischen Zellen

pcDNAS.1 (Invitrogen, Karlsruhe) mit den Antibiotika-Resistenzen: Ampicillin und

Zeocin, Hygromycin oder Genetecin (G-418)

e pcDNAS-YFP (Invitrogen, Karlsruhe) modifiziert von AG Prof. Michael Schaefer Institut
fir Pharmakologie, Charité Berlin, Ampicillin und Genetecin-Resisitenz

e pcDNAS3-CFP (Invitrogen, Karlsruhe) modifiziert von AG Prof. Michael Schaefer, Institut
fur Pharmakologie, Charité Berlin, Ampicillin und Genetecin-Resistenz

e pcDNAS3-FLAG (Invitrogen, Karlsruhe) modifiziert von AG Prof. Michael Schaefer,

Institut fir Pharmakologie, Charité Berlin, Ampicillin und Genetecin-Resistenz
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5.4.3. Vektoren zur Proteinexpression in Hefen

e pPICY (Invitrogen, Karlsruhe)

e pPICZoA (Invitrogen, Karlsruhe), Zeocin-Resistenz

5.5. Primer

Samtliche Primer wurden HPLC-gereinigt von Sigma Aldrich, Deutschland bezogen.

5.5.1. Primer fur Klonierungen in den Hefevektor pPICZaA

Primer-Name 5¢-3‘-Sequenz

APLP2revN TTGCGGTGCCGAATCTCCAG

APLP2revCNotl TACTGTATGCGGCCGCCTCTAGAAGACGCTGGAATAA
APLP2fwNEco GCCGAGCGGAATTCGTGTGCTAAGCGAGGAGTCCGAGT
APLP2fwC CAACTCCTCTGCCAACCAAT

APP18-350asWOStop

TTCATCTAAGCGGCCGCGAGTAAACTTTGGGACATGGCGCTGCCACACAC

APPE2revStopNot-2

CGCAATATAGCGGCCGCTTAAAGCAGCTCATCAACTTC

fwsAPP770Notl

CTGTTACACATGCGGCCGCCTGGAGGTACCCACTGATG

revsAPLPlalphaNot/

CTGAATGTATGCGGCCGCCTGAATCTCCGATGAGTGG

revsAPLPlalphaNot/Stop

CTGAATGTATGCGGCCGCTTACTGAATCTCCGATGAGTGG

fwsAPLP1EcoRI

TGAGCAATCTGAATTCAGCCTGGCCGGTGGGAGCC

revsAPP770alphaXbalStop

CAGCACTGGCTCTAGATTATTTTTGATGATGAACTTCATATCCTGAGTC

revsAPP770alphaXbal

CAGCACTGGCTCTAGAGCTTTTTGATGATGAACTTCATATCCTGAGTC

5.5.2. Primer flr die Klonierung von FLAG-, YFP- und CFP-Fusionsproteinen

Primer-Name

5’-3’-Sequenz

APLP1-Int-P

ATGCGCTTCCAGGTGCATAC

WP-APLP1-CT-Xbal

GACTACGTCTAGATAGGGTCGTTCCTCCAGGAAGCGGTAAGT

WP-APLP2-CT-Xbal

GCACGCGTCTAGACTAATCTGCATCTGCTCCAGGTA

WP-APLP2-P1-Nhel

ACGATAGGCTAGCGGTGTGCTAAGCGAGGAGTC

WP-APLP2-P2-HindIII-R

GACGGCGGTCATTCAGCATA

WP-APLP2-P3-HindIII-F

GAGGCAGAGCTTCAAGCTAA
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5.5.3. Primer zur Erzeugung der Deletionsmutanten

Primer-Name

5’-3’-Sequenz

P1-SP-APP-Notl

gtaageggccgc ATGCTGCCCGGTTTGGCACTGCTCCTGCTGGCCGCCTG

P2-SP-APP-central

GCTCCTGCTGGCCGCCTGGACGGCTCGGGCGCTGGAGGTACCC

P3-APPALoop SP

GCT CGG GCG CTG GAG GTA CCC GTT CCT GACAAG TGC AAATTC

P4-APP-ALoop MBS_SP

GCT CGG GCG CTG GAG GTA CCC GAA GAAAGT GAC AAT GTG GAT TC

P5-APP- ALoop MBS_AD_SP

GGCTCGGGCGCTGGAGGTACCCACCAGCATTGCCACCACC

P6-rev-APP-Int Xhol-REV

CTCGAGATACTTGTCAACGGC

P7-APLP1-ALoop_SP

GCT CGG GCG CTG GAG GTA CCC GTGCCTGAAGGCTGCCGG

P8-APLP1-Int EcoNI Rev

TGTTCAGAGTGGAGGAGTTC

P9-APLP2-ALoop_SP

GCTCGGGCGCTGGAGGTACCC GTTCCAGAAAAGTGCCAGTTTTTCC

P9-APLP1-D-Loop-MBS

GCTCGGGCGCTGGAGGTACCCGGGACCCCCGACCCATCTG

P10-APLP1-D-Loop-MBS-AcD

GCTCGGGCGCTGGAGGTACCCACAGACGGTGTGGATATTTAC

P11-APLP2-D-Loop-MBS

GCTCGGGCGCTGGAGGTACCCAAGATTATTGGATCTGTGTCAAAAG

P12-APLP2-D-Loop-MBS-AcD

GCTCGGGCGCTGGAGGTACCCACTGAACCCGGCAGCGACG

5.5.4. Primer flr die zielgerichtete Mutagenese

Primer-Name

5¢-3-Sequenz

MP-APP-LoopSD

CATCCAGAACTGGAGTAAGCGGGGCCGCAAGCAGAGCAAGACCCATCC

MP-APP-LoopSD-R

GGATGGGTCTTGCTCTGCTTGCGGCCCCGCTTACTCCAGTTCTGGATG

MP-APP-LoopS1

CATCCAGAACTGGAGTAAGCGGGGCCGCAAGCAGTGCAAGACC

MP-APP-LoopS1-R

GGTCTTGCACTGCTTGCGGCCCCGCTTACTCCAGTTCTGGATG

MP-APP-LoopS2

CAGAACTGGTGCAAGCGGGGCCGCAAGCAGAGCAAGACCCATCC

MP-APP-LoopS2-R

GGATGGGTCTTGCTCTGCTTGCGGCCCCGCTTGCACCAGTTCTG

5.6. Erzeugte Konstrukte

In der Tabelle sind die in dieser Arbeit erzeugten und verwendeten Konstrukte mit Vektor,

Insert und entsprechenden Mutationen zusammengefasst.

Vektor Insert Mutationen
pPICZoA APP18-350 / APP18-350-myc C98S/C105S
pPICZoA SAPLPla / sAPLPla-myc

pPICZoA sAPLP2a / sSAPLP2a-myc

pPICZoA sAPP770c. / sSAPP770c-myc

pcDNA3.1 (Zeo) APP695

pcDNA3.1 (Genetecin) APLP2-763

pcDNA3-FLAG/YFP/CFP APLP2-763

pcDNA3.1 (Hygromycin) APLPI1

pcDNA3-FLAG/YFP/CFP APLPI

pcDNA3-FLAG/YFP/CFP APP-A-Loop

pcDNA3-FLAG/YFP/CFP APP-A-E1

pcDNA3-FLAG/YFP/CFP APP-A-E1-AcD

pcDNA3-FLAG/YFP/CFP APLPI1-A-Loop

pcDNA3-FLAG/YFP/CFP APLPI-A-El

pcDNA3-FLAG/YFP/CFP

APLPI-A-E1-AcD

pcDNA3-FLAG/YFP/CFP

APLP2-A-Loop

pcDNA3-FLAG/YFP/CFP

APLP2-A-E1-AcD
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5.7. Vorhandene Konstrukte

Es wurden folgende bereits vorhandene oder in Kooperation erhaltene Konstrukte verwendet

und nachtraglich die angegebenen Mutationen eingefligt.

Vektor Insert Mutationen Quelle

pcDNA3-YFP/CFP APP695 C98S/C105S | Lisa Miinter, AG Multhaup
pBluescript APP695 Ariane Schmechel, AG Multhaup
pBluescript APLP1 Simone Eggert, Heidelberg
pCEP4 APLP2 Simone Eggert, Heidelberg
pPIC9 SAPLPla Roberto Cappai, Australien
pPIC9 sAPLP2a Roberto Cappai, Australien
pPIC9 sAPP770a. Roberto Cappai, Australien

5.8. Antiseren und Antikérper

In dieser Arbeit wurden die folgende Antiseren und Antikérper verwendet. Abkirzungen: WB-

Western Blot, IP: Immunprazipitation, IF: Immunfluoreszenz.

WO0-2:

22C11:

1993)

G2-10:

G2-13:

Anti-Flag-,tag”:

Anti-Myc-,tag”“:

monoklonaler Maus-Antikérper (The Genetics Company (TGC));
Epitop AB 5-8, humanspezifisch, (Ida et al., 1996)

WB: 0,03 mg/ml IP: 0,26 mg/ ml

monoklonaler Maus-Antikdrper; Epitop: APP 66-81 (Hilbich et al.,
WB: 1:10000

monoklonaler Maus-Antikérper (TGC); Epitop: C-Terminus von AB40
ELISA nach Angaben TGC

monoklonaler Maus-Antikérper (TGC); Epitop: C-Terminus von AB42
ELISA nach Angaben TGC

monoklonaler Maus-Antikérper (Sigma-Aldrich); Epitop: DYKDDDDK
WB: 0,25 mg/ml, IP: 1 mg/ml, IF: 0,5 mg/mi

monoklonaler Maus-Antikérper (Cell Signaling, USA); Epitop
EQKLISEEDL; WB: 1:10000, ELISA: 1:5000
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40090:

879:

42476:

42464

8/1:

2nd-anti-Maus-HRP:

polyklonaler Kaninchen-Antikérper; wurde hergestellt durch
Immunisierung mit in Hefe rekombinant exprimierter APP-Ektodoméne
APP 18-350 (Schmechel et al., 2004), IF: 1:100

polyklonaler Kaninchen-Antikdrper; Epitop: C-Terminus sAPPB, P.
Paganetti, Novartis, WB: 1:1000

polyklonaler Kaninchen-Antikérper, Epitop: APLP2, Aminos&uren
608-662; WB: 1:2000

polyklonaler Kaninchen-Antikérper, Epitop: APLP1, Aminos&uren
499-557; WB: 1:2000, IF: 1:100

polyklonaler Kaninchen-Antikérper, wurde im Rahmen dieser Arbeit
hergestellt durch Immunisierung mit in Hefe rekombinant exprimierter
SAPLP2o-Ektodoméne, WB: 1:2000, IF: 1:100

mit Meerrettich-Peroxidase (HRP) konjugierter Antikdrper zur
Chemilumineszenz-Detektion muriner Erstantikérper im Western Blot

(Promega, USA), WB: 1:10000

2nd-anti-Kaninchen-HRP: mit Meerrettich-Peroxidase (HRP) konjugierter Antikérper zur

SA-HRP:

Chemilumineszenz-Detektion von Erstantikdrpern aus Kaninchen im
Western Blot (Promega, USA), WB: 1:10000
mit Meerrettich-Peroxidase (HRP) konjugierter Streptavidin-Antikérper

WB: 1:10000

5.9. Alilgemeine Laborchemikalien

Die Laborchemikalien wurden, wenn nicht anders vermerkt, von Sigma Aldrich, Deutschland,

Roth GmbH, Karlsruhe oder Merck, Darmstadt in der Qualitatsstufe pro analysis bezogen.

5.10. Enzyme und ,,Kits*

Restriktionsenzyme, T4-Ligasen und DNA-Polymerasen wurden von den Firmen New England

Biolabs, USA, Promega, USA oder Bioline, Mannheim bezogen. In dieser Arbeit verwendete

»Kits“, die nicht gesondert aufgefihrt werden, wurden nach Herstellerangaben verwendet und
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von Qiagen, Hilden, Macherey&Nagel, Diren, The Genetics Company, Schweiz; Stratagene,

USA und Invitrogen, Karlsruhe bezogen.

5.11. Allgemeine Verbrauchsmaterialien

Plastikwaren wie ReagiergeféBe, Mikrotiterplatten und Petrischalen wurden von Sarstedt,
NUmbrechtbezogen. Mikrotiterplatten fir ELISA wurden von Nunc, Wiesbaden, Pipettenspitzen
von Steinbrenner, Wiesbaden oder Roth GmbH, Karlsruhe bezogen. Es wurden Rdntgenfilme
»Hyperfiim ECL“ von Ge Healthcare, Minchen, und ,Konica Minolta Medical Film“ von A.

Hartenstein, Wirzburg verwendet.

5.12. Puffer

Alle nicht gesondert aufgelisteten Pufferldsungen wurden nach Sambrook et al. hergestellt

(Sambrook, 1989).

5.13. Gerate

e Begasungsbrutschrank Hera Cell 240 (Heraeus-Kendro, USA)

e Sterile Werkbank Herasafe (Heraeus-Kendro, USA)

e Pipetten, 1000 ml, 200 ml, 20 ml, 10 pl und 2 pl (Gilson, USA)

e Entwicklermaschine Cawomat 2000 IR (Cawo, Deutschland)

e Massenspektrometer Bruker Reflex, MALDI-TOF-Massenspektrometer mit Reflektor
und kontinuierlicher Extraktion (Bruker Daltonic, Bremen)

e Photometer SmartSpec 3000 (Biorad, Miinchen)

e Thermomixer Comfort (Eppendorf, Hamburg)

¢ PCR-Maschine Mastercycler (Eppendorf, Hamburg)

e Analysenwaage BP 211D (Sartorius, Géttingen)

e Vakuumkonzentrator SpeedVac (Savant)

e Li-Cor 4000 Flachgelsequenzer (Li-Cor Biosciences, Lincoln, NE)

e Mikrotiterplattenlesegerat Anthos ht2 (Anthos, Salzburg)
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e Schuttelinkubator TR-225 HT (Infors AG, Bottmingen)
e FPLC-Anlagen (Ge Healthcare, Minchen)

e Biacore 3000, (Ge Healthcare, Miinchen)

e | SM-510 Meta (Carl Zeiss, Oberkochen)

e Axivert 100 (Carl Zeiss, Oberkochen)

5.14. Software

Far die Erstellung dieser Arbeit wurden die folgenden Programme benutzt; Corel Photo-Paint
11, Corel Draw 11, LSM5 Image Browser, Microsoft Office 2003, End Note 9, Adobe InDesign
CS2, Adobe lllustator, SE Central (mit Clone Manager 5, Primer Designer 4, Align Plus 4),
RasWin, BiacoreEvaluation4.1, Unicorn 4.0, Sigma Plot, Till-Vision sowie die Internet-Tools

Pubmed, Expasy und NCBI Blast.
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6. Methoden

6.1. Molekularbiologische Methoden

6.1.1. Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

StandardmaBig wurde folgender PCR-Ansatz gemacht:

10-20 ng Ausgangs (,template“)-DNA

1 x Polymerasespezifischer-Puffer (pfu oder taq)

0,3-0,5 mM dNTPs (Bioline, Mannheim)

10 pmol je Primer (siehe Kapitel 5.5.)

5 U/ul Polymerase (Pfu, Promega, USA oder Stratagene, USA; taq, Promega, USA oder

Bioline, Mannheim)

Es wurde immer eine Hot-Start-PCR durchgeflihrt, das heiBt, die gekihlten Ansatze wurden
direkt in den auf 95°C vorgeheizten PCR-Block (Mastercycler oder MastercyclerGradient,
Eppendorf) gestellt und das Programm gestartet.

Denaturiert wurde standardmaBig 1 min bei 95°C. Die ,Annealing“-Temperaturen lagen
zwischen 54°C und 60°C fir 30-60 s und die Elongation erfolgte entsprechend der Lange
der zu amplifizierenden DNA (ca. 30-60 s je kb der DNA) bei 68°C (pfu-Polymerase von
Stratagene, USA) oder 72°C (alle anderen Polymerasen). Wenn nicht anders vermerkt, wurden

30 Zyklen durchgeftihrt.

6.1.2. Klonierungsstrategien

6.1.2.1. Klonierungsstrategie fir die Umklonierung von pPIC9 in pPICZaA

Es war notwendig, die Konstrukte von dem pPIC9-Vektor in den aktuellen Vektor pPICZaA

umzuklonieren. Dazu wurden die kodierenden DNA-Sequenzen im Leserahmen mit dem a-

Faktor des pPICZaA-Vektors aus den Ursprungsplasmiden mittels PCR amplifiziert. Durch
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Uberhdngende Primerenden wurden Restriktionsschnittstellen, fir Klone ohne myc-,tag”

zusétzlich ein Stopcodon, eingefligt. Wurde kein Stopcodon eingefiigt, wurde ein C-terminaler
myc und His-,tag” mit abgelesen.

Die Ligation von pPICZaA -APP18-350, -sAPLP1a, -sAPLP2a und der entsprechenden Klone
mit myc-tag erfolgte Uber die Schnittstellen von EcoRI und Notl, die von pPICZaA-sAPP770a
und pPICZaA-sAPP770a-myc Uber die von Notl und Xbal. Die verwendeten Primer sind in

Kapitel 5.5.1. angegeben.

6.1.2.2. Klonierungsstrategie der APLP-Volllangenkonstrukte

Fir stabile Koexpressionen in hoheren eukaryotischen Zellen war es wichtig, dass
APLP2, APLP1 und APP in einheitlichen Vektoren, die sich nur in ihrer Antibiotikaresistenz
unterscheiden, zur Verfigung stehen. Daflr eignen sich die pcDNA3.1-Vektoren, da sie mit
Genetecin-, Zeocin- sowie Hygromycin-Resistenz erhéltlich sind (Invitrogen, Karlsruhe).

Die Umklonierung von APLP2-763 wurde Uber eine interne HindlllI-Schnittstelle in zwei Schritten
durchgefihrt. Mittels PCR wurden der 5’-Bereich bis einschlieBlich der HindllI-Schnittstelle
sowie der Hindlll-Schnittstelle und der 3’-Bereich ampilifiziert. Zuséatzlich wurden mit Hilfe der
Primer am 5’- bzw. 3’-Ende Uberhdngende Enden mit den bendétigten Restriktionsschnittstellen
amplifiziert. Die erste Ligation (des 5’-Bereichs) in den Vektor pcDNAS3.1 (Genetecin) erfolgte
Uber die Enden von Nhel und Hindlll geschnittenem Vektor und Amplifikat. In diesen Vektor
wurde dann der 3’-Bereich Uber die Schnittstellen von Hindlll und Xbal ligiert.

Die Umklonierung von APLP1 erfolgte direkt aus dem pBluescript-Vektor pBS-APLP1 Uber
die Schnittstellen fur Xbal und Xhol in den Vektor pcDNAS.1/Hygro.

Als Vorlage zur Generierung des Plasmids pcDNA3.1/Zeo-APP695 wurde pBluescript-
APP695 verwendet. Dazu wurde das APP695 Uber die Restriktionsenzyme Sall und Spel
herausgeschnitten und Uber die kompatiblen Schnittstellen von Xhol und Nhel in den

pcDNABS.1/Zeo-Vektor ligiert.

6.1.2.3. Klonierungsstrategie der YFP/CFP/FLAG-markierten APLP-Vollldngenkonstrukte

Es wurden die modifizierten Vektoren pcDNAS3-YFP, pcDNA3-CFP und pcDNAS3-FLAG
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verwendet (Quelle: AG Prof. Dr. Michael Schaefer). Die APLP1- und APLP2-Konstrukte

mussten im Leserahmen mit den entsprechenden ,tags® erzeugt werden. Dazu wurden Primer
generiert, die in einer PCR im 3’-Bereich das Stop-Codon deletieren und zusétzlich eine zum
Vektor kompatible Schnittstelle amplifizieren (Xbal).

APLP1 wurde aus pcDNA3.1/Hygro-APLP1 Uber die Schnittstellen von Kpnl und Xbal in
den pcDNA3-CFP-Vektor umkloniert. Durch PCR mit den Primern APLP1-Int-P und APLP1-
CT-Xbal, Restriktionsverdau und anschlieBender Ligation erfolgte dann die Deletion des
Stopcodons.

Zur Herstellung des Plasmids pcDNA3-YFP-APLP2 wurde zuerst der 3’-Bereich kloniert. Dazu
wurde erneut die interne Hindlll-Schnittstelle verwendet. In einer PCR wurde das 3’-Ende mit
deletiertem Stopcodon und der Xbal-Schnittstelle generiert und nach Restriktionsverdau mit
Hindlll und Xbal in den Vektor ligiert. In diesen Vektor wurde anschlieBend der 5’-Bereich tUber

Spel und Hindlll umkloniert.

6.1.2.4. Klonierungsstrategie der YFP/CFP/FLAG-markierten Deletionsmutanten

Als Template fir diese Klonierung standen die Plasmide pcDNA3-YFP-APP, -APLP1 und -
APLP2 zur Verfuigung (Kapitel 6.1.2.3.). Die cDNAs, welche die Deletionsmutanten kodieren
wurden in drei aufeinanderfolgenden PCR-Reaktionen amplifiziert. Die verwendeten Primer
sind in Kapitel 5.5.3. zusammengefasst. Interne Rickwartsprimer wurden so gewahlt, dass
interne Restriktionsschnittstellen, Xhol fir APP und EcoNI fir APLP1 und APLP2 benutzt
werden konnten.

Mit der ersten PCR wurde der neue N-Terminus definiert und ein Teil der Signalsequenz wurde
angeflgt (siehe Abb. 34). Mit den folgenden beiden PCR-Reaktionen wurde das Signalpeptid
vervollsténdigt. Zusétzlich wurde vor das Startcodon mit der dritten PCR eine Notl-Schnittstelle
eingefligt (Abb. 34). Fir APP, APLP1 und APLP2 wurde das Signalpeptid von APP amplifiziert.
Die Ligation in die Zielvektoren erfolgte mit Notl und Xhol fir APP sowie mit Notl und EcoNI
fur APLP1 und APLP2.

Zwischen den einzelnen Schritten wurden die PCR-Produkte aufgereinigt und 1 pl als
stemplate” fir die ndchste PCR eingesetzt. Dabei wurde die Zyklenzahl von 30 (PCR1) auf 12

(PCR2) und 8 (PCR3) Zyklen heruntergesetzt.
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' Abb. 34: Schematische
Primer éhol Darstellung der PCR
fir die Generierung der

0
i T AcD
Template -L00p -CuBD -E2 I YFP COOH Deletionsmutanten. SP:
Signalpeptid, CuBD: Kup-

ferbindedomane.

Amplifikate: Xhol

PCR1 I-|CuBD|£| |

D Xhol

PCR2 .'|CUBD |L| |
Notl

Xhol

PCR3 Cuso|ﬂ| |

6.1.2.5. Klonierungsstrategie nach der ,Quick Change“-Methode

Mit der ,,Quick-Change“-Methode kdnnen in einer PCR-Reaktion direkt Basen ausgetauscht
werden. Dazu werden zwei komplementéare Primer mit etwa 30-45 Basen, die die gewilinschten
Punktmutationen enthalten, erstellt. In einer PCR wird dann das gesamte Plasmid amplifiziert
(mit pfu-Polymerase, Elongation 1 min je kb PlasmidgroéBe, insgesamt 20 Zyklen). Das
stemplate” enthalt methylierte Basen, wohingegen das PCR-Produkt unmethyliert ist. So
kann mit Hilfe des Enzyms Dpnl die ,Template“-DNA verdaut werden. Das verbleibende
PCR-Produkt kann dann direkt in chemisch kompetente Bakterienzellen transformiert werden
(Kapitel 6.1.3.). Die Mutationen LoopS1, LoopS2 und LoopSD wurden mit dieser Methode

erzeugt. Die entsprechenden Primer sind in Kapitel 5.5.4. angegeben.

6.1.2.6. Sequenzierungen

Die erzeugten Konstrukte wurden entweder mit fluoreszierenden Primern oder Nukleotiden

auf Basis der Didesoxynukleotid-Methode nach Sanger sequenziert (Sanger et al., 1977).

Letztere erfolgten durch die Firma GATC.
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6.1.3. Herstellung kompetenter Zellen und Transformation

6.1.3.1 Chemisch kompetente Zellen

Zur Herstellung chemisch kompetenter Zellen wurden 240 ml LB-Medium 1:100 aus einer
Ubernachtkultur angeimpft. Nach erreichen einer optischen Dichte (OD600) von 0,6 wurden
die Zellen auf 4°C fur 5 min abgekuhlt und in sterilen Zentrifugenbechern flir 5 min bei 4000
rom sedimentiert. Alle weiteren Schritte erfolgten ebenfalls bei 4°C. Das Sediment wurde
in 2/5 des urspringlichen Volumens (96 ml) Tfb | aufgenommen und nach 5 min abermals
zentrifugiert. Das erhaltene Zellpelett wurde in 1/25 des urspriinglichen Volumens (9,6 ml) Tfb
Il resuspendiert, 15 min inkubiert, aliquotiert und direkt auf -80°C-Schrank eingefroren.

Fir die Transformation wurden 1-5 pl DNA (die nicht gereinigt sein muss) in 50 pl
kompetenten Zellen aufgenommen und fur 30 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend erfolgte
ein Hitze-Schock fir 45 Sekunden bei 42°C. Nach 2 min abkthlen auf Eis wurden 500 pl LB-
Medium (ohne Antibiotikum) dazugegeben. Nach 30-60 wurden die kompletten Ansatze auf

Selektionsmediumplatten ausplattiert.

Tfb I: 30 mM Kaliumacetat, 100 mM RbCI2, 10 mM CaCl2, 50 mM MnCI2, 15% (v/v) Glycerol,
pH 5,8

Tfo IIl: 10 mM MOPS, 75 mM CaCl2, 10 mM RbCI2, 15% (v/v) Glycerol, pH 6,5

6.1.3.2. Elektrokompetente Zellen

Zur Herstellung elektrokompetenter Zellen wurden 250 ml LB-Medium 1:100 aus einer
Ubernachtkultur angeimpft. Nach Erreichen einer optischen Dichte (OD600) von 0,5-1 wurden
die Zellen 15-30 min auf Eis abgekuhlt und 15 min bei 5000 rpm geerntet. Das Pelett wurde
mit 250 ml und 125 ml eiskalten, sterilem Wasser und 5 ml 10% Glycerin gewaschen und
abschlieBend in 1 ml 10% Glycerin aufgenommen. Aliquots wurden in flissigem Stickstoff
schockgefroren und auf -80°C gelagert.

Fir die Elektroporation wurde nur gereinigte DNA verwendet. Hauptsachlich wurde diese

Methode zur Retransformation eingesetzt. Dazu wurden 10 ng Plasmid-DNA in 30 pl
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elektrokompetenten Zellen aufgenommen, in eine eisgekihlte Kuvette Uberflhrt und fur 1

min auf Eis inkubiert. Die Elektrotransformation erfolgte bei 25 mF, 1,8 kV und 200 Q unter
Verwendung eines Elektroporator Gene Pulser Il (BioRad, Minchen). AnschlieBend wurden
die Zellen sofort in 1 ml LB-Medium aufgenommen und fur 30-60 min bei 37°C geschuttelt.
50-300 pl wurden auf Selektionsplatten ausgestrichen.

Die Selektion erfolgte entweder mit 25 pg/ml Zeocin (pPICZaA-Vektoren) oder 100 pg/mi

Ampicillin.

6.1.4. Plasmidraparationen

Plasmid-DNA wurde im kleinen MaBstab (Mini-Prep, ca. 5 pg) mit den Puffern aus
dem Macherey&Nagel NucleoBond®-PC500 ,Maxi-Kit“ isoliert. Dazu wurden von 3 ml
Bakterienkultur mit dem entpsrechenden Plasmid, 1,5 ml in einem Eppendorf-Gefa3
abzentrifugiert (6.600 rpm, 6 min, Raumtemperatur). Das Pelett wurde in 100 pl S1-Puffer
resuspendiert und anschlieBend mit 200 pl S2-Puffer fir hdchstens 5 min lysiert. Mit dem
Neutralisationspuffer S3 (150 pl) erfolgte die Fallung der Proteine, welche zweimal bei 4°C
und 14.000 rpm abzentrifugiert wurden. Die Fallung der Plasmid-DNA aus dem Uberstand
erfolgte entweder mit Isopropanol (7/10 des Uberstandsvolumens) bei Raumtemperatur,
oder mit 100% eiskaltem Ethanol (2,5-fache Menge vom Uberstandsvolumen) fiir 20 min
auf -20°C. Das Pellett wurde mit 70% Ethanol gewaschen, getrocknet und in 30-50 pl H20
aufgenommen.

Die Aufreinigung von Plasmid-DNA im groBen MaBstab erfolgte entweder mit NucleoBond®-

PC500-Maxi oder NucleoBond®-Xtra-Midi nach Herstellerangaben.

6.1.5. DNA-Konzentrationsbestimmung

Die DNA-Konzentrationsbestimmungen erfolgten photometrisch (Photometer SmartSpec
3000, Bio-Rad, Mlnchen). Dazu wurden 1:100 Verdinnungen der DNA in 400 pl H,O hergestellt
und in einer Quartz-Kivette bei 260 und 280 nm gemessen. Dabei entspricht 1 OD,, = 50 pg/
ml doppelstrangiger DNA. Unter Einbeziehung des Verdinnungsfaktors wurde so die DNA-

Konzentration berechnet. Verunreinigungen der DNA mit Proteinen und RNA wurden mit dem
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Faktor 260/280 nm (ratio) kontrolliert. Diese lagen Ublicherweise zwischen 1,7 und 2.

6.1.6. DNA-Agarosegelelektrophorese

Fir analytische als auch praparative Anwendungen wurden DNA-Agarosegele gefahren.
Dazu wurde Agarose von Invitrogen, Karlsruhe verwendet. Entsprechend der erwateten
FragmentgréBen wurden Gele von 0,8-1% Agarose eingesetzt. Durch den Zusatz von 1 ug/ml

Ethidiumbromid konnte die DNA auf einem UV-Tisch sichtbar gemacht werden.

1 x TBE-Laufpuffer: 90 mM Tris, pH 8,3, 90 mM Borsaure, 0,1 mM EDTA
6 x DNA-Probenpuffer 0,25% (w/v) Bromphenolblau, 60% (v/v) Glycerin, 0,1 mM EDTA, pH

8,0

6.1.7. Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen und von PCR-Fragmenten

Die Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen erfolgte anhand des ,,gel-extraction-kits“ (Qiagen,
Hilden) nach der Anleitung des Herstellers. Die Reinigung von PCR-Fragmenten wurde mit

dem ,,PCR-purification-kit“ (Qiagen, Hilden) ebenfalls nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

6.2. Expression rekombinanter Proteine in Pichia pastoris

Pichia pastoris ist eine methylotrophe Hefe, das heiBt, sie kann Methanol als Kohlenstoffquelle
nutzen. Die Klonierung der Gene in den pPICZaA-Vektor erfolgte so, dass sie im Leserahmen
mit dem o-Faktor-pre-Propetid aus S. cerevisiae abgelesen wurden (siehe Kapitel 6.1.2.1.).
Die Fusion mit dem oa-Faktor fUhrt dazu, dass die naszierende Proteinkette in das ER
transportiert, posttranslational modifiziert und sekretiert werden kann. Der a-Faktor enthalt
das Aminosauresequenzmotiv EKR, welches nach der Translation zur Abspaltung durch die
KEX2-Protease fuhrt (Brake et al., 1984).

Die Regulation der Expression erfolgt Uber den Alkoholoxidase (AOX)-Promotor, welcher
durch Methanol induzierbar ist. In den Peroxisomen wird Methanol durch die Alkoholoxidase

zu Formaldehyd und Wasserstoffperoxid oxidiert. Da die Alkoholoxidase eine geringe Affinitat
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zu Sauerstoff hat, erfolgt die Kompensation Uber eine erhdhte Proteinexpression. Durch die

Kombination des zu exprimierenden Proteins mit dem AOX-Promotor flihrt die Induktion durch
Methanol zu einer sehr hohen Expressionsrate. In Anwesenheit von Glycerin oder anderen

Kohlenstoffquellen ist der AOX-Promotor hingegen fast vollstdndig reprimiert.

6.2.1. Kultivierung von P. pastoris

Ein optimales Wachstum zeigt P pastoris bei 28-30°C, die Verdopplungszeit betragt dann in
der exponentiellen Wachstumsphase etwa zwei Stunden.

Zum Animpfen einer P. pastoris Kultur (Stamm SMD1168, Invitrogen, Karlsruhe) wurden 50 pl
Glycerinkulturin 500 ml YPD aufgenommen und zur Vermeidung von Bakterienkontaminationen
mit 1 x Penicillin /Streptomycin versetzt und 24 h bei 220 rpm und 29°C geschittelt (Certomat
BS-1, Braun Biotech). Bei erreichen einer OD600 von 1 bis 1,6 wurden die Zellen geerntet,
d.h. 10 min in sterilen Zentrifugenbechern bei 1500 x g und 4°C abzentrifugiert. Die Pelletts
wurden dann entweder zur Herstellung von Glycerolstocks oder elektrokompetenten Zellen

verwendet.

6.2.2. Herstellung von Glycerolkulturen

Die Zellpellets der kultivierten Hefezellen (siehe Kapitel 6.2.1) wurden in 5 ml YPD-Medium
mit 15% Glycerin aufgenommen, in 50 pl Aliquots abegfillt und in flissigem Stickstoff

schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80°C.

6.2.3. Herstellung elektrokompetenter Hefezellen und Elektrotransformation

Das Sediment (siehe Kapitel 6.2.1.) wurde jeweils in 500 ml und 250 ml eiskaltem H20
aufgenommen und zentrifugiert (1500 x g, 4°C). AnschlieBend wurde das gewaschene Pellet
in 20 ml 1 M Sorbitol gel6st, abzentrifugiert und die Zellen in einer z&hflissigen Suspension
von 1-2 ml 1 M Sorbitol bis zu einer Woche bei 4°C aufbewahrt.

Fur die Elektrotransformation wurden 80 pl der kompetenten Zellen mit 5-20 pg linearisierter

DNA vermischt und in einer 0,2 cm Elektroporationsktlivette (BioRad) 5 min auf Eis inkubiert.
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Die Elektroporation erfolgte bei 25 pF, 1,5 kV und 400 Q. AnschlieBend wurden direkt 1 ml 1 M

Sorbitol dazugegeben und fur 2 h bei 30°C inkubiert. Verschiedene Mengen der Zellsuspension

wurden auf YPDSZeocin-Platten ausgestrichen und 3-4 Tage bei 30°C bebritet.

6.2.4. Proteinexpression in P, pastoris

Klonselektion

Von den YPDS-Platten wurden 5-10 Klone in 10 ml BMGY-Medium aufgenommen und 12-
24 h bei 29°C und 220 rpm geschuttelt. Von 5 ml wurde eine Glycerinkultur hergestellt und
5 ml wurden fir die Testexpression in 25 ml BMMY/2% Methanol eingesetzt. Dabei wurden
die eingesetzten Mengen der verschiedenen Klone auf jeweils die gleiche Optische Dichte
eingestellt (OD600 ~ 1). Nach 0, 12, 24, 48 und 72 Stunden wurden Proben genommen, in
einer Tischzentrifuge bei 13.000 rpm abzentrifugiert und die Kulturiberstande in einem Dot
Blot oder Western Blot analysiert. Von den am besten exprimierenden Klonen wurden wie in
6.2.2. beschrieben Glycerinkulturen angefertigt und fir weitere Versuche gelagert.
Proteinexpression im groBen MaBstab

Fir die Proteinexpression im groBen MaBstab wurden 30 ml BMGY mit 50 pl Glycerinkultur
versetzt und 12 h bei 29°C, 220 rpm geschuittelt. Ein Teil dieser Vorkultur wurde unter sterilen
Bedingungen abzentrifugiert und im gleichen Volumen BMMY/2% Methanol aufgenommen.
300-500 ml BMMY/2% Methanol wurden so angeimpft, dass die OD600 ungeféhr 1 betrug.
Die Expressionsdauer richtete sich nach den vorher bestimmten Zeiten mit der héchsten

Proteinexpressionsrate, betrug aber immer zwischen 24 und 48 Stunden.

6.3. Aufreinigung von rekombinanten Proteinen aus P. pastoris

6.3.1. Anionenaustauschchromatographie

Aufreinigung Uber eine Sdule
Die Hefekulturen (siehe Kapitel 6.2.) wurden fir 10 min bei 4.500 rpm abzentrifugiert und der
Kulturiberstand Uber einen Sterilfilter (0,2 um) von im Medium verbliebenen Zellbestandteilen

getrennt. 200-300 ml des Kulturiberstandes (versetzt mit Complete, Proteaseinhibitormix)
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wurden auf eine Q-Sepharosesaule (Hiload_16/10_Q-Sepharose_FF, Ge Healthcare,

Mulnchen) aufgetragen. Die Q-Sepharose wurde vorher mit dem Laufpuffer (50 mM Tris, pH
6,8) equilibriert. Die Steuerung erfolgte dabei (iber eine AKTA-FPLC- oder AKTA-explorer-
Anlage (Ge Healthcare, Miinchen). Nach dem Auftrag wurde die Sadule mit mindestens funf
Volumen des Laufpuffers gewaschen, bis die UV-Absorption wieder fast die Basislinie erreicht
hat. Die Elution erfolgte Uber einen linearen Gradienten (Uber ein Volumen von 100 ml) mit
dem Elutionspuffer 50 mM Tris, 2 M NaCl, pH 6,8. Die Fraktionen wurden gesammelt und
im Dot Blot auf das rekombinante Protein untersucht. Die Proteinenthaltenden Fraktionen
wurden Uber einen Amicon-Filter aufkonzentriert (Amicon centrifugal tubes 30 kDa ,,cut-off”,
Millipore, Schwalbach). So wurde hauptsachlich APP18-350 aufgereinigt.

Aufreinigung im ,,batch“-Verfahren

Da die Expressionsraten von APLP2 und APP770 deutlich geringer und der proteolytische
Abbau hoéher als bei APP18-350 war, wurden diese Aufreinigungen mit 1000-2000 ml
Kulturiberstand im ,,batch“-Verfahren durchgefiihrt. Der Kulturliberstand wurde abzentrifugiert
und direkt mit 50-100 ml Q-Sepharose (equilibriert in Laufpuffer) mit 10 mM EDTA und 0,4
mM PMSF in einer 2 | Flasche inkubiert. Die Inkubation erfolgte bei 4°C mit gelegentlichem
Durchmischen von Kulturiiberstand und Sepharose. AnschlieBend wurde die Q-Sepharose
mit dem rekombinanten Protein mit Laufpuffer mindestens viermal gewaschen und
anschlieBend mit 50 mM Tris, 1 M NaCl, pH 6,8 in zwei Schritten mit je 100 ml eluiert. Dazu
wurde die Sepharose mit dem Elutionspuffer fiir 10 min auf einem Uberkopfdreher bei 4°C
inkubiert und anschlieBend abzentrifugiert. Die Uberstande wurden (iber einen Faltenfilter von
Uberschissiger Sepharose getrennt und in einem Amicon-Becher (Amincon Ultrafiltration

Cell, Filter mit 50 kDa ,,cut-off“ von Milipore) auf 10-20 ml eingeengt.

6.3.2. Blue Sepharose

Der Farbstoff Cibacron Blue F3G-A an Sepharose CL-4B gekoppelt wird als Blue Sepharose
bezeichnet. Die Kopplung erfolgte wie in Bohme et al. beschrieben (Béhme et al., 1972). Diese
Sepharose ist zur Aufreinigung vieler Proteine wie z.B. Albumin oder Interferon geeignet.
Auch fur APLP1 konnte eine sehr gute Bindung an Blue Sepharose festgestellt werden. Die

Aufreinigung erfolgte ebenfalls im ,batch“-Verfahren. 1 | Hefekulturiiberstand wurde mit 50 ml
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Blue Sepharose (equilibriert in 50 mM Tris, pH 6,8-7) versetzt und fir 1 h bei 4°C inkubiert.

Nach Abzentrifugation und Waschen der Sepharose wurde der erste Durchlauf erneut mit
der Blue Sepharose inkubiert. Die Elution erfolgte mit 50 mM Tris, 1 M NaCl, pH 6,8 in zwei

Schritten mit je 100 ml und wurde analog zu Kapitel 6.3.1. eingeengt.

6.3.3. Gelpermeationschromatographie

Die konzentrierten Proteinldsungen aus 6.3.1 und 6.3.2. wurden entweder auf eine ,,HighLoad
XK16/60 Superdex 200“-Saule (2 ml) oder eine ,HighLoad XK26/60 Superdex 200“-Saule
(5 ml) aufgetragen (Ge Healthcare, Minchen). Diese Sdulen haben einen theoretischen
Trennbereich von 10-600 kDa. Der Laufpuffer bestand aus 50 mM NaH2PO4 und 100 mM
NaCl, pH 6,9. Zur Bestimmung des nativen Molekulargewichts der rekombinanten Proteine
wurde eine Eichreihe erstellt. Dazu wurden acht Standardproteine verwendet (LMW and HMW
Gel Filtration Calibration Kit, Ge Healthcare, Miinchen). Die Fraktionen, die das rekombinante
Protein enthielten, wurden im Western Blot ermittelt, so konnte vom Elutionsvolumen
ausgehend Uber die Eichgerade auf das native Molekulargewicht zuriickgerechnet werden.
Dazu wurde der Verteilungskoeffizient (Kav) der Proteine wie folgt berechnet:

Kav = (Ve - V0) / (Vt — VO) mit dem Ausschlussvolumen VO, dem Elutionsvolumen Ve und dem

Saulenvolumen Vit. Folgende Eichgerade wurde erstellt: Kav = f (log Molekulargewicht).

6.3.4. Herstellung polyklonaler Antikérper mit gereinigten Proteinen aus P. pastoris

Zur Herstellung polyklonaler Antikérper wurden 150 pg gereinigtes sAPLP2o 1:1 mit
Freund’schem Adjuvanz versetzt und den Kaninchen injiziert. Die Immunisierung erfolgte
viermal in einem Abstand von 3-4 Wochen. 4 Wochen nach der letzten Immunisierung wurde
den Tieren das Blut enthommen und durch Zentrifugation das Serum gewonnen, welches in

flussigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert wurde.

6.4 Kreuzvernetzung von gereinigten Proteinen aus P, pastoris

Der homobifunktionale Kreuzvernetzer DTSSP ist ein wasserldslicher N-hydroxysuccimid
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Ester, der an primare Amine bindet. DTSSP wurde frisch in einer Konzentration von 10 mM

in H20O gel6st. Die gereinigten Dimer-Fraktionen (0,25-1 pg/pl) wurden mit 1 mM DTSSP
versetzt und 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend erfolgte das Abstoppen der
Kreuzvernetzungsreaktion mit 10 mM Tris (pH 7,5).

Fdr die Inhibiton der Dimerbildung wurden die Fraktionen mit 8 und 16-fach molarem
Uberschuss der Peptide APP-Loop-WT und APP-Loop-Ser fiir 60 min bei Raumtemperatur
geschuttelt. AnschlieBend erfolgte die Kreuzvernetzung. Die Proben wurden 1 min bei 14.000
rom zentrifugiert und die Ubersténde in einem 8% SDS-PA-Gel unter nicht reduzierenden

Bedingungen aufgetrennt.

6.5. ,,Real-Time-Surface-Plasmon-Resonanz“- SPR- Analysen

Fur die SPR-Analysen stand eine Biacore 3000 (Ge Healthcare, MUnchen) zur Verfigung. Ein
Vorteil von diesem Gerat ist, dass 4 Flusszellen simultan angesprochen werden kénnen. So
konnten die Bindungsstudien der verschiedenen Analyten an die drei Liganden und die Kontrolle
innerhalb einer Messung durchgefiihrt und so die Ergebnisse direkt miteinander verglichen
werden. Fur die Kopplung wurde ein CM5-Chip verwendet. Die Aktivierung des Chips erfolgte
mit EDC/NHS nach Herstellerangaben. 100 pg/ml Proteinlésung in Kopplungspuffer (50 mM
Na-Acetat pH 3,5) wurden flir 5 min bei einer Flussrate von 10 pl/min gekoppelt. AbschlieBend
wurden die freien Bindestellen ebenfalls nach Angaben des Herstellers abgesattigt. Bei
APP18-350-LoopS erfolgte die Kopplung tber Nacht bei einer Flussrate von 1 pl/min. Die
Analyten wurden in Konzentrationen von 5-75 pg/ml in Laufpuffer (1 x PBS) eingesetzt. Fir die
Regenerierung wurde 50 mM NaOH verwendet. Zur Verhinderung von Masse-Transfer-Effekten
wurden die Kinetiken bei einer Flussrate von 30 pl/min durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte
mittels der BlAevaluation-Software 4.1. Zwischen den einzelnen kinetischen Messungen
erfolgten Kontrollmessungen mit dem polyklonalen Antikérper 40090, welcher 1:100 verdinnt

als Analyt eingesetzt wurde.
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6.6. Biochemische Methoden

6.6.1. Konzentrationsbestimmung von Proteinlésungen

Zur Bestimmung der Proteinkonzentrationen wurde ein Bicinchoninsdure (BCA)-Assay
durchgefihrt. Dieser beruht auf der Reduktion von Cu2+ zu Cu+, dabei bildet BCA spezifisch
mit Cu+ einen Farbkomplex, der kalorimetrisch bei einer Wellenlange von 562 nm nachgewiesen
werden kann. Die zu bestimmenden Proteinlésungen sowie BSA als Eichprotein wurden
in verschiedenen Verdinnungen (Volumen 20 oder 25 pl) in eine 96-Loch-Mikrotiterplatte
pipettiert. Die BCA-L&sung wurde 1:40 mit CuSO4 versetzt und davon je 200 pl zu den
Proteinldésungen pipettiert. Nach 15-mintiger Inkubation bei 37°C sowie 15 min bei RT wurde
die Wellenlange bei 562 nm gemessen und Uber die Eichgerade die Proteinkonzentrationen

errechnet.

6.6.2. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die aufzutrennenden Proteingemische wurden in 4 x SDS-Protein-Probenpuffer entweder
mit oder ohne 20% (v/v) B-Mercaptoethanol aufgenommen. Nach 5-minUtiger Denaturierung
bei 95°C wurden sie auf ein  SDS-Polyacrylamid (PA)-Gel aufgetragen. Entsprechend des
erwarteten Molekulargewichts der Proteine wurden dazu 8%ige bis 15%ige SDS-PA-Gele

verwendet. Die Auftrennung erfolgte elektrophoretisch bei 20-30 mA.

4 x SDS-Protein-Probenpuffer : 250 mM Tris/HCI, pH 6,8, 8% (w/v) SDS, 40% (v/v) Glycerin,

0,008% Bromphenolblau

6.6.3. Dot-Blot- und Western-Blot-Analyse

6.6.3.1. Transfer von Proteinen auf Nitrozellulosemembranen

Far den Dot Blot wurde eine spezielle Apparatur (Minifold, Schleicher&Schuell) verwendet. Dazu

wurde ein Stick Whatman-Papier und eine Nitrozellulosemembran in 1 x PBS eingeweicht,
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die Apparatur zusammengebaut, die Proteinlésung in die Locher pipettiert und die Proteine

mittels einer Vakuumpumpe auf die Membran ,,gesaugt®.

Fir den Western Blot wurden die SDS-PA-Gele auf eine Nitrozellulosemembran im
Nassblotverfahren in einer Trans-Blot-Apparatur (Bio-Rad, Mtinchen) bei 380 mA fir 3 h oder
180 mA Uber Nacht transferiert. AnschlieBend wurde die Nitrozellulose in H20O gewaschen
und mit einer 2% Ponceaulésung gefarbt, um gleichmaBigen Proteinauftrag und das Blotten

zu kontrollieren. Die Uberschussfarbung wurde mit 1 x PBS wieder entfernt.

6.6.3.2. Nachweis von Proteinen auf Nitrozellulosemembranen

Die Membranen wurden in 5-10% Magermilchpulver entweder in 1 x PBS oder 1 x TBS
geldst fur mindestens eine Stunde blockiert. Nach dreimaligem kurzen waschen entweder
in PBS oder TBS erfolgte die Inkubation mit dem Priméarantikdrper flir mindestens eine
Stunde bei Raumtemperatur oder tUber Nacht bei 4°C. Nach dreimaligem Waschen wurde
der Erstantikdrper mit dem mit Meerrettich-Peroxidase gekoppelten Maus- oder Kaninchen-
Zweitantikdrper (Promega, USA) nachgewiesen. Die gebundenen Antikdrper und damit
indirekt das Protein, das vom Primarantikdrper erkannt wird, werden nach Zugabe der ECL-
Reagenzien (Ge Healthcare, Miinchen) mittels Chemolumineszenz auf Réntgenfilmen (GE-

Healthcare) detektiert.

Selbst hergestelltes ECL-Reagenz (http://www.laborjournal.de/rubric/tricks/tricks/trick81.

html)

Reagenz A: 50 mg Luminol in 200 ml 0,1 M Tris/HCI pH 8,6 (lagern bei 4°C)
Reagenz B: 22 mg p-Hydroxycoumarinsaure in 20 ml DMSO (lagern bei RT, dunkel)
H202 (35%)

Ansatz: 1 ml A + 0,3 yl H202 + 0,1 mI B

6.6.4. Herstellung von Zelllysaten

Fir Expressionskontrollen oder Immunprazipitationen wurden Zelllysate hergestellt. Dazu
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wurden die bis zu 100% konfluenten Zellen in den Zellkulturschalen auf Eis gestellt, das

Medium abgenommen und mit 1 x PBS gewaschen. AnschlieBend wurde entsprechend der
Schalenflache 150-1000 pl Lysepfuffer Standard oder Ko-IP-Lysepuffer auf die Zellen pipettiert
und fir 10-30 min bei 4°C auf dem Kippschdittler inkubiert. AnschlieBend wurden die lysierten
Zellen in ein 1,5 ml EppendorfgefaB tberfuhrt und 10 min bei 4°C und 14.000 rpm unl&sliche
Bestandteile sedimentiert. Das Lysat wurde entweder mit Probenpuffer versetzt oder direkt

flr eine Immunpréazipitation eingesetzt.

Lysepuffer: 50 mM Tris pH 7,5, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1-2 % Triton-X-100,
1-2 % NP-40
Ko-IP-Puffer: 20 mM Tris/HCI pH 7.5, 100 mM NaCl, 50 mM NaF, 1 mM EDTA, 0.5% NP-40,

1 x Complete-Proteaseinhibitormix (Roche, Mannheim)

6.6.5. Immunpréazipitationen

Immunprazipitationen (IP) von AB fur die Detektion im MALDI-MS erfolgten aus 24 h
konditioniertem Medium mit dem monoklonalen Antikérper W0-2. Pro Ansatz wurden 30
pl Protein G-Sepharose (Ge Healthcare, Minchen) mit 2,6 pg W0-2 in einem Mastermix
angesetzt. Dieser wurde flir 10 min inkubiert und dann auf die EppendorfgefaBe verteilt. 500-
1000 pl des konditionierten Mediums wurden mit dem Sepharose-Antikdrpermix Uber Nacht
bei 4°C im Uberkopfdreher inkubiert. Die Sepharose wurde in einer Tischzentrifuge fiir 3 min
bei 2000 x g abzentrifugiert und dreimal mit 1 x PBS gewaschen. Zum Entsalzen erfolgten ein
bis zwei Waschschritte mit 10 mM Ammoniumacetat. Eluiert wurde zweimal 5 min mit 50%
Essigsédure bei 40°C im Eppendorfschittler. Das Eluat wurde in der Speed-Vac eingedampft

und auf -20°C bis zur MALDI-MS-Messung gelagert.

Fiar Koimmunprazipitationen wurden die FLAG-markierten Proteine mit dem FLAG-Antikdrper
prazipitiert. Dazu wurden je Ansatz 30 ul Protein G-Sepharose mit 1,5 ul FLAG-Antikorper
vorinkubiert. Je Ansatz wurden von 650 pl Gesamt-Lysat (Ko-IP-Lysepuffer) 500 pl fir die IP
eingesetzt. Die Inkubation erfolgte Uber Nacht bei 4°C. Gewaschen wurde dreimal mit Ko-

IP-Hochsalzpuffer und einmal mit dem Ko-IP-Puffer. Die Elution erfolgte 5 min bei 95°C mit
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50-80 pl 1 x Probenpuffer (mit MCE). Im SDS-PA-Gel wurden sowohl die Lysate als auch die

prazipitierten Proteine analysiert. Kopréazipitierte Proteine wurden mit den entsprechenden

proteinspezifischen Antikérpern nachgewiesen.

Ko-IP-Hochsalz-Puffer: 20 mM Tris/HCI pH 7.5, 500 mM NaCl, 50 mM NaF, 1 mM EDTA,

0.5% NP-40, 1 x Complete-Proteasehinhibitormix (Roche, Mannheim)

6.6.6. MALDI-MS

MALDI-MS von AB

Die getrockneten Proben (siehe Kapitel 6.5) wurden in 10 ml TA20-Puffer (20% Acetonitril,
0,1% Tri-fluoressigsaure in H20) aufgenommen und fir 20 min im Ultraschallbad gel6st.
Als Matrix wurde 4-Hydroxy-a-cyano-Zimtsaure (CCA) verwendet. Es wurde eine gesattigte
CCA-L6sung in 30% Acetonitril und 0,1% Tri-fluoressigsédure hergestellt und ebenfalls fir 20
min in das Ultraschallbad gestellt. Danach wurde die CCA-L&sung zentrifugiert und mit dem
Uberstand weitergearbeitet. Zum Probenauftrag wurde ein Stahl-Probenteller verwendet. Nach
der ,,Dry-Droplet“-Methode wurde 1 pl der gelésten Probe mit 1 pl CCA-Lésung gemischt und
davon 1 pl auf den Probenteller aufgetragen. Nachdem die Proben getrocknet waren, wurden
sie mit einem Ultraflex II-Massenspektrometer (Bruker Daltonics, Bremen) im Reflektor-Modus
mit dem Programm RP_PepMix gemessen.

MALDI-MS der Loop-Peptide

Die gel6sten Peptide wurden auf eine Konzentration von 50 pg/ml eingestellt. Die Peptide
wurden entweder direkt analysiert, reduziert oder reduziert und alkyliert.

Fir die Reduktion wurden je 25 pg/ml Peptid und 50 mM DTT flr 56 min bei 30°C inkubiert.
Fudr die Reduktion und zusatzliche Alkylierung wurden das reduzierte Peptid (ohne Entfernung
des DTT) mit lodacetamid fir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert (Endkonzentrationen: 16,7
pg/ml Peptid, 33 mM DTT und 33 mM lodacetamid). Die Proben wurden wie oben angegeben

1:1 mit CCA-Matrix versetzt und mit einem Ultraflex II-Massenspektrometer gemessen.
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6.7. Zellkultur

Die Kultivierung der eukaryotischen Zelllinien SH-SY5Y sowie HEK293 erfolgte im Brutschrank

unter Zusatz von 5% CO2 bei 37°C und 95% Luftfeuchtigkeit.

6.7.1. Passagieren von Zelllinien

Die 80-100% konfluenten Zellen einer 10 cm Schale wurden mit 5 ml 1 x PBS gewaschen und
anschlieBend fir héchstens 5 min mit 2,5 ml Trypsin/EDTA abgeldst. Zum Abstoppen wurden
7,5 ml Medium dazugegeben und die Zellen in der Glaspipette vereinzelt. 500-1000 pl dieser
Zellsuspension wurden auf eine frische Schale verteilt und auf 10 ml mit Medium aufgefillt. Je

nach Dichte der Zellen und der Zelllinie erfolgte diese Prozedur alle 3-7 Tage.

6.7.2. Erzeugung stabiler Zelllinien

Um Zelllinien Uber einen langeren Zeitraum untersuchen zu kdénnen, ist es von Vorteil die
gewinschten Proteine stabil zu exprimieren. Je nach Linie kann das Protein bis zu 10 Passagen
in gleich bleibender Hohe exprimiert werden. Die Zellen wurden so ausgesat, dass sie zur
Transfektion etwa 80% konfluent waren. Diese erfolgte in 6-Loch-Schalen mit Transfektin
(Biorad) oder Lipofektamin (Invitrogen) nach den Angaben der Hersteller. Die Selektion erfolgte

abhangig von transfizierten Plasmid, entweder mit Genetecin, Zeocin oder Hygromycin.

6.7.3. Transiente Transfektion

Die transienten Transfektionen wurden mit Transfektin (Biorad, Miinchen) oder Fugene (Roche,

Mannheim) nach den Angaben der Hersteller durchgeflihrt. Nach 24 h konnten die Zellen fir

die entsprechenden Anwendungen eingesetzt werden.

6.7.4. Kryogene Lagerung

Wenn Zellkulturen schonend eingefroren werden, kénnen sie Uber einen langeren Zeitraum
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aufbewahrt und anschlieBend wieder aufgetaut werden. Dies ist besonders wichtig fur friihe

Passagen einer stabilen Zelllinie, aber auch fur die Lagerung der Wildtyp-Zelllinien. Nachdem
die Zellen trypsiniert und in Medium aufgenommen wurden (siehe Kapitel 6.7.1.) erfolgte die
Sedimentation der Zellen bei 500 x g fiir 5 min. Das Pellet einer 100% konfluenten 10 cm Schale
wurde in 3,5 ml Einfrierldésung aufgenommen und auf zwei Cryo-Réhrchen (Nunc, Wiesbaden
oder Greiner, Frickenhausen) verteilt. Das Einfriermedium besteht aus dem entsprechenden
Zellkulturmedium (70%), fetalem Kélberserum (20%) und 10% DMSO, welches die Membranen
I6chrig macht und so ein Platzen der Zellen verhindert. Die Cryoréhrchen wurden sofort in mit
Isopropanol geflillte, vorher gekiihlte Einfrierboxen und darin in den -80°C-Schrank gestellt.
Das Isopropanol erméglicht eine langsame Temperaturerniedrigung. Nach 24 h kénnen die
Zellen dann im Tank mit flissigem Stickstoff gelagert werden.

Um die Zellen erneut in Kultur zu nehmen, wurden die Cryordhrchen schnell bei 37°C aufgetaut
und sofort in 10 ml des entsprechenden Zellkulturmediums Gberfihrt. Um restliches DMSO
zu entfernen, wurden die Zellen 5 min bei 500 x g sedimentiert, erneut in Zellkulturmedium

aufgenommen und in eine Zellkulturschale verteilt.

6.7.5. ELISA (,enzyme-linked immunosorbent assay“)

Es wurden 3 x 105 Zellen der stabilen Linien jeweils fir eine Dreifachbestimmung in 12-
Lochplatten kultiviert. Am folgenden Tag wurden 500 pl frisches Medium flir 6 h inkubiert. Die
Analyse der Medien erfolgte mit dem CSF-ELISA AB1-40/42 nach Herstellerangaben mit jeweils
50 pl der Mediumproben (The Genetics Company, Schlieren, Schweiz). Zur Quantifizierung

von sAPPa wurde als Fangerantikdrper der monoklonale myc-Antikdrper verwendet.

6.7.6. Immunfluoreszenz

Fdr die Immunfluoreszenz wurden Zellen auf Glasplattchen kultiviert, so dass die Konfluenz
50-70% betrug und transient mit 1-2 pg DNA transfiziert (siehe Kapitel 6.7.3.). Alternativ
dazu wurden auch stabile Zelllinien auf Glasplattchen ausgesat. Bei HEK293-Zellen wurden
diese vorher mit 0,1 mg/ml Poly-L-Lysin (Biochrom, Berlin) beschichtet, um ein Ablésen

der Zellen zu vermeiden. Fir die Antikdrperdetektion wurden die Zellen zundchst mit PBS
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gewaschen und bei Raumtemperatur fiir 15 min mit 2 % - 4 % Paraformaldehyd fixiert. Flr

eine Permeabilisierung wurden die Zellen zusatzlich 15 min mit 0,3 % Triton-X-100 und 2
mM EDTA in PBS inkubiert. Freie Bindungsstellen wurden mit 1 % BSA in PBST (PBS mit 1
% Tween 20) fur mindestens 1 h bei Raumtemperatur abgesattigt. Die Inkubation mit dem
Primarantikorper erfolgte entweder Uber Nacht bei 4°C oder fur 1-2 h bei Raumtemperatur.
Nach dreimaligem Waschen mit PBST wurden die Zellen im Dunkeln flr 45 min mit dem
Sekundarantikdrper inkubiert. Die Zellen wurden abermals dreimal mit PBST gewaschen, kurz
in H20 getaucht und auf einem Tropfen Fluoromount-G (Southern Biotech, Birmingham, USA)

fixiert und vor der Mikroskopie mindestens 12 h kiihl und dunkel gelagert.

6.7.7. Konfokale Mikroskopie und , Live-Cell-Imaging*

Bei der konventionellen Lichtmikroskopie ist die raumliche Auflésung durch die Uberlagerung
von fokussiertem und unfokussiertem Licht eingeschrénkt. Im konfokalen ,Laser Scanning
Microscope” (cLSM) gibt es zwei Lochblenden mit dem gleichen Brennpunkt (konfokal).
Dadurch wird nur ein Punkt im Objekt fokussiert und dieser scharf abgebildet. Somit kann
einerseits kein unfokussiertes Licht auf das Objekt treffen und andererseits wird das emittierte,
unfokussierte Licht nicht abgebildet. Da nur einzelne Punkte aufgenommen werden, muss
das Bild abgetastet (,scanning“) werden. Die Umwandlung erfolgt Gber einen Photomultipier,
der die schwachen Lichtsignale in elektrische Signale umwandelt.

Zellen fur die ,imaging”-Experimente wurden wie in 6.7.6 beschrieben auf Glasplattchen
ausgesat und transient mit 1-2 ug DNA transfiziert (sieche Kapitel 6.7.3.). Nach 24 h wurden die
Glasplattchen in speziell angefertigte Kammern eingespannt und vorsichtig mit HBS-Puffer
Uberschichtet. Alle Experimente wurden bei Raumtemperatur durchgefuhrt. Die Kammern
wurden in den Objekttrager eines inversen cLSM (LSM-510 meta, Carl Zeiss, Oberkochen)
eingespannt und mit einem oPlan-Fluar 100x/1.45 Objektiv (Carl Zeiss, Oberkochen) mit
Immersionsél visualisiert.

Die Anregung von YFP erfolgte bei 488 nm mit einem Argon Laser. Die Emission wurde Uber
einen 505 nm Breitbandfilter gemessen. CFP wurde bei 458 nm mit einem Argon Laser Uber
einen Hauptfarbteiler angeregt und die Emission durch einen 475 nm Breitbandfilter Gber den

konventionellen LSM-Detektor aufgenommen. Bei simultanen Aufnahmen von YFP und CFP
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wurde CFP bei 458 nm angeregt und Uber einen CFP-selektiven Bandpassfilter (470-500 nm)

detektiert (alle Filter und Spiegel von Chroma, Brattleboro, VT, USA).

Fdr die Immunfluoreszenzen wurden folgende Einstellungen verwendet: DAPI: Anregung bei
364 nm, Detektion mit 385-470 nm Breitbandfilter. Cy3: Anregung bei 543 nm, Detektion mit

560 nm Breitbandfilter.

Zink-Behandlung

Bei der Behandlung mit Zink wurden transient transfizierte Zellen Ublicherweise mit 50 pM
ZnCI2 in HBS ohne Calcium und BSA direkt in der Kammer oder 30 min vor der Messung
im Brutschrank inkubiert. Zur Eliminierung des verfugbaren Zinks wurden 400 pM EDTA

dazupipettiert.

HBS-Puffer: 10 mM HEPES/NaOH pH 7.4, 128 mM NaCl, 6 mM KCI, 1 mM MgCI2, 1 mM

CaCl2, 5.5 mM Glukose, 0.2% BSA.

6.7.8. Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer - FRET

FRET ist der strahlungslose Energietransfer eines Donorfluorophors auf ein Akzeptorfluorophor.
Vorraussetzung fur dieses physikalische Phdnomen ist, dass die Emissionswellenldnge des
Donors (CFP) mit der Anregungswellenlange des Akzeptors (YFP) Gberlappt und sich YFP und
CFP in einem Abstand von héchstens 10-12 nm zueinander befinden. Somit eignet sich diese

Methode um homophile oder heterophile Interaktionen von Proteinen zu untersuchen.

Akzeptor-Bleichen

Die Quantifizierung der FRET-Effizienzen erfolgte nach folgender Gleichung (Cantor und
Schimmel, 1980) E = 1 - (FDA/FD). Dabei bezeichnet FDA die Fluoreszenz des Donors in
Anwesenheit des Akzeptors, FD die Fluoreszenz des Donors in Abwesenheit des Akzeptors.
Mit dem verwendeten Protokoll des Akzeptor-Bleichens wurde diese Situation an denselben
Zellen herbeigefuhrt. Daftir wurde FDA durch Anregung des Donors in Anwesenheit des

Akzeptors gemessen. Durch hohe Anregungsenergie wurde der Akzeptor selektiv und
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irreversibel gebleicht. FD wurde durch eine lineare Regressionsanalyse (Anstieg der Donor-

Fluoreszenz mit Bleichen des Akzeptors und Extrapolation auf eine Akzeptorfluoreszenz
von Null) berechnet. Das benutzte Epifluoreszenz-Mikroskop war ein invertes Mikroskop
(Axivert 100, Carl Zeiss, Oberkochen) ausgestattet mit einem 63 x / 1.4 F-Fluar Objektiv.
Die Anregung erfolgte mit monochromatischem Licht einer Xenon-Lampe (Polychrome IV
System, TILL Photonics, Martinsried) bei 410 nm fir CFP und 515 nm flr YFP. Die emittierten
Fluoreszenzsignale wurden Uber einen motorisierten Filterradwechsler geleitet (YFP 515-550
nm und CFP 475-505 nm; Lambda 10/2, Sutter Instruments) und Uber eine gekihlte CCD-

Kamera detektiert (Imago, TILL Photonics).

Die auf Glasplattchen kultivierten Zellen wurden transient mit 1-2 pg Plasmid-DNA transfiziert.
Die DNA-Mengen wurden so eingestellt, dass das Verhaltnis von Akzeptor (YFP) zu Donor
(CFP) 2:1 betrug und die Helligkeit des Akzeptors in den Experimenten vergleichbar war.
Fir Kompetitionsexperimente mit den FLAG-Plasmiden wurden entsprechend weniger der
YFP und CFP-Plasmide eingesetzt. Die Messungen erfolgten in den speziell angefertigten
Kammern (siehe Kapitel 6.7.8.) in 1 x HBS-Puffer. In jeder Messreihe wurden CFP fir 40 ms
bei 410 nm und YFP fir 8 ms bei 515 nm angeregt. Alle 2 s wurden Bilder aufgenommen.
Nach 15 Zyklen wurde YFP fir 60 s durch eine zusatzliche 1,8-Sekunden Anregung bei 512

nm geblichen. Typischerweise konnte YFP auf diese Weise bis zu 95% geblichen werden.

Dynamische FRET-Messungen

Bei den dynamischen FRET-Messungen wurden die FRET-Effzienzen ohne ein Bleichen
des Akzeptors gemessen. Das diente dazu, die Interaktion von Proteinen auf einen
extrazellularen Stimulus, in unserem Fall Zink, zu untersuchen. Fir die Kinetiken der APLP1-
Homodimerisierung in Antwort auf Zink wurden jeweils Intervalle von 2 min in folgender

Reihenfolge und Konzentrationen gemessen:
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Zvyklus | ZnCl, EDTA
0 N N
1 - 50 uM
2 31,6 nM -
3 - 50 uM
4 100 nM -
5 - 50 uM
6 316 nM -
7 - 50 uM
8 1 uM -
9 - 50 uM
10 3,16 uM -
11 - 50 uM
12 10 uM -
13 - 50 uM
14 31,6 uM -
15 - 500 uM
16 100 uM
17 - 500 uM
18 316 uM
19 - 5000 uM
20 1 mM
21 5000 uM

Die FRET-Effizienzen wurden mit dem FRET-Solver (selbst generiertes Programm von Prof. Dr.

Michael Schaefer) nach folgenden Formeln berechnet:

(1) gesFCFP = FGFP + FCFP/YFP(FRET)
(2) FRET (%) = (FCFP/YFP(FRET) / gesFCFP) * 100

FCFP ist die Emission von CFP bei 450 nm gemessen (angeregt bei 415 nm), FCFP/YFP(FRET)
ist die Emission von YFP bei 550 nm gemessen (ebenfalls angeregt bei 415 nm). Mittelwerte
mehrerer Einzelzellen sowie die sich daraus ergebenden Mittelwerte aus drei verschiedenen
Messungen wurden mit Sigma-Plot nach der Gleichung f = y0 + a * xb/(cb+xb) so angepasst,
dass sie bestmdglich mit den experimentellen Ergebnissen Gbereinstimmen. Dabei ist y0 das

Minimum, a das Maximun, b der Hill-Koeffizient (Kooperativitéat) und c der EC50.

6.7.9. ,Fluorescence recovery after photobleaching“- FRAP

Fir die Bestimmung der lateralen Diffusionskoeffizienten wurde ein LSM-510 meta cLSM,
ausgestattet mit einem aPlan-Fluar 100 x/1.45 Objektiv, benutzt. Um die YFP-Intensitaten vor
und nach dem Bleichen aufzunehmen, wurde YFP mit 468 nm Wellenlange eines Argon-Lasers

mit geringer Inensitat angeregt und um weiteres Bleichen zu minimieren, durch einen 488 nm
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Hauptfarbteiler geleitet. Die emittierte Fluoreszenz wurde mit einem 505 nm Breitbandfilter

gefiltert. FUr die Bleich-Impulse wurden die 458, 488 und 514 nm Wellenldngen des Argon-
Lasers bei maximaler Leistung benutzt. Die Daten flir jeden Membranabschnitt wurden in 128
x 15 Pixel-Bildern in einer GréBe von 7-9 x 0,8-1,2 ym aufgenommen.

Vor den Bleich-Impulsen wurden alle ~250 ms oder ~500 ms (~42 ms Aufnahmezeit und
Warteintervall) 10 Bilder (,pre-bleach®) aufgenommen. Ein Bleich-Impuls wurde fir 23 ms
in einer Region von 6 x 15 Pixeln im Zentrum des Bildes gegeben. Die Ruckdifussion der
fluoreszierenden Molekile in das geblichene ,Loch® wurde mit 30 ,post-bleach®-Bildern
aufgenommen, dabei wurden die gleichen Einstellungen wie fur die ,pre-bleach®“-Bilder
gewahlt. Nach einer zusatzlichen Wartezeit von 40 s wurde ein neuer Zyklus gestartet.
Insgesamt wurden 10 Wiederholungen durchgefihrt.

Um ein eindimensionales Intensitatsprofil zu erhalten, wurden die Pixel-Intensitaten Gber der
y-Dimension summiert (15 Pixel). Zum Ausgleich von Inhomogenitéten in der Verteilung der
YFP-markierten Proteine, wurden die ,post-bleach“-Bilder durch den Mittelwert der ,,pre-
bleach“-Bilder geteilt und somit normalisierte Intensitdten erhalten. Um Randartefakte zu
vermeiden wurden die Intensitdten an den Bildrandern auf eins gesetzt. Die Kalkulation der
eindimensionalen Diffusionskoeffizienten erfolgte durch Simulation der Diffusion entlang des
Membranprofils fiir verschiedene Diffusionskoeffizienten bis die beste Ubereinstimmung mit
den experimentellen Daten erhalten wurde. Dazu wurde eine individuell gefertigte Software,
basierend auf dem Brent’s Algorithmus fir die Minimierung, benutzt. Fir jede Zelle wurde der
Diffusionkoeffizient als Mittelwert von 10 Bleich-Zyklen bestimmt. Die statistische Signifikanz

wurde mit dem Wilcoxon-Test fUr gepaarte Stichproben ermittelt.

6.8. Statistische Analysen

Statistische Analysen wurden durchgefihrt, indem der mittlere Standardfehler (SEM) von

mindestens drei unabhangigen Messungen berechnet wurde. Die statistische Signifikanz

wurde, wenn nicht anders angegeben, Uber den Student t-Test ermittelt.
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8. Abkiirzungsverzeichnis

a-CTF:
AcD:
ADAM:
AICD:
AOX:
APH-1:
APLP:
APP:
AB:
BACE:
CCA:
CFP:
cLSM:
CuBD:
DAPI:
DAPT:
E. coli
E1:

E2:
EGFR:
ELISA:
EPR:
FAD:
FCS:
FRAP:
FRET:
GFLD:

KPI:
Loop-Region:
MALDI-MS:
MCE:

NMR:

OD:

APP-C-terminales Fragment nach a-Sekretase-Schnitt

saure, unstrukturierte Region im APP und den APLPs, ,,acidic domain®
»a disintegrin and matrix metalloproteinase*”

APP Intrazelluldre Doméne

Alkoholoxidase

“anterior-pharynx-defective

Amyloid Vorlaufer ahnliche Proteine, ,,amyloid precursor like protein®
Amyloid Vorlaufer Protein, ,,amyloid precursor protein“

Amyloid B

»beta site cleaving enzyme*

4-Hydroxy-a-cyano-Zimtsaure

cyan-fluoresizierendes Protein (,,cyano-fluorescent protein”)

»confocal laser scanning mikroscopy*

Kupferbindedoméne

4’ 6-Diamidino-2-phenylindol
N-[N-(3,5-difluorophenacetyl-L-alanyl)]-S-phenylglycine t-butyl ester
Escherichia coli

GFLD/Loop und CuBD

C-terminal konservierter Bereich der Ektodoméanen der APP-Protein-Familie
Epidermaler Wachstumsfaktor Rezeptor

”Enzyme Linked Immunosorbent Assay“

“electric paramagnetic resonance”

Familiar vererbte Alzheimerfalle, ,,familial alzheimer’s disease”

Fetales Kélberserum

»Fluorescence Recovery after Photobleaching®

Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer

Wachstumsfaktor-ahnliche Doméne, ,,growth factor like domain®, auch Loop-
Region

Meerrettich-Peroxidase

Immunfluoreszenz

Immunprazipitation

kilo Dalton

Kunitz-Protease-Inhibitordoméane

entspricht der GFLD, Umbenennung wegen der Wichtigkeit des Loops
»,matrix-assisted laser-desorption ionisation-mass spectrometry”
B-Mercaptoethanol

»huclear magnetic resonance”

optische Dichte
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AbkUrzungsverzeichnis

PCR:
PEN-2:
PS:

SAPLPo:

sAPPa
SAPPB:

SDS-PA-Gel:

B-CTF:
TMS:
WB:
WT:
YFP:

Aminoséauren:

I oG TmMmoOo >»

X <s<-AHd01OUVZZT X

Ala
Cys
Asp
Glu
Phe
Gly
His
lle
Lys
Leu
Met
Asn
Pro
GIn
Arg
Ser
Thr
Val
Trp
Tyr

Polymerase-Ketten-Reaktion

spresenilin-enhancer”

Presenilin

I6sliche APLP-Ektodomanen nach a-Sekretase-Schnitt
I6sliches APP-Ektodoméane nach a-Sekretase-Schnitt
I6sliches APP-Ektodoméane nach B-Sekretase-Schnitt
Natriumdodecyl-Polyacrylamid-Gel

APP-C-terminales Fragment nach B-Sekretase-Schnitt
Transmembransequenz

Western Blot

Wildtyp

Gelb-fluoreszierendes Protein (,,yellow-fluorescent protein®)

Alanin

Cystein
Asparaginséaure
Glutaminsaure
Phenylalanin
Glycin

Histidin
Isoleucin

Lysin

Leucin
Methionin
Asparagin
Prolin
Glutamin
Arginin

Serin

Threonin

Valin
Tryptophan
Tyrosin

alle Aminoséauren auBer Prolin

Seite 120



Anhang

9. Anhang

9.1. Publikationsliste

Artikel:

Munter LM, Voigt P, Harmeier A, Kaden D, Gottschalk KE, Weise C, Pipkorn R, Schaefer M,
Langosch D, Multhaup G. ,GxxxG motifs within the amyloid precursor protein transmemb-
rane sequence are critical for the etiology of Abeta42”, EMBO J. 2007 Mar 21;26(6):1702-12.

Liere K., Kaden D., Maliga P., Borner T. “Overexpression of phage-type RNA polymerase
RpoTp in tobacco demonstrates its role in chloroplast transcription by recognizing a distinct
promoter type”, NAR 2004 Feb 18;32(3):1159-65.

Eingereichte Artikel:

Kaden, D., Munter, L.M., Joshi, M., Treiber, C., Bethge, T., Weise, C., Voigt, P., Beyermann,
M., Schaefer, M., Reif, B. and Multhaup, G. (2007/2008) ,,Homophilic interactions of the APP
ectodomain are regulated by the loop region and affect B-secretase cleavage of APP*“. J Biol
Chem (Manuskript unter Revision, Nov 2007).

Publikationen in Vorbereitung:

Kaden D, Voigt P, Munter LM, Schaefer M, Multhaup G, “N-terminal domains of APP family
proteins mediate homo- and heterodimerization”.

Tagungsbeitrage:

Poster Prasentation: The seventh EIBSEE Meeting on CELLULAR MECHANISMS OF
ALZHEIMER'’S DISEASE (28.11.-1.12.2007)

D. Kaden, L.M. Munter, P. Voigt, M. Schaefer, M. Joshi, B. Reif, M. Beyermann, G. Multhaup.
“Identification of key domains involved in homodimerization of APP”

Poster Prasentation: The 10th International conference on Alzheimers Disease and Realated
Disorders”, Madrid, Spanien (15.-20.07.2006)

D. Kaden, L.M. Munter, P. Voigt, M. Schaefer, G. Multhaup “Homo- and Heterophilic Interac-
tions of APP-Family-Proteins”

Seite 121



9.2. Lebenslauf

Der Lebenslauf ist in der Online-Version
aus Griinden des Datenschutzes nicht enthalten

Seite 122



Anhang

9.3. Danksagung

Als erstes mdchte ich mich bei Prof. Dr. Gerd Multhaup bedanken - flr die Bereitstellung
dieses interessanten Themas sowie seine standige Unterstiitzung und Bereitschaft zu
ausgiebigen Diskussionen.

Prof. Dr. Peter-Michael Kloetzel danke ich fiir die Ubernahme des Zweitgutachtens. Das
Proteasom-Praktikum in dieser Arbeitsgruppe war einer der Griinde warum ich mich fir eine
biochemische Doktorarbeit entschieden habe.

Ich méchte die Gelegenheit nutzen mich ausflhrlich bei allen meinen Arbeitskollegen zu
bedanken. Zuerst mdchte ich Lisa Mlnter und Carina Treiber, die schon seit Beginn meiner
Dissertation in der Arbeitsgruppe sind, erwahnen. Ich kann mich an kaum eine Situation
erinnern in der Lisa nicht bereit gewesen wére die Probleme des Laboralltags zu diskutieren.
Fir die stetige Bereitschaft dieses Zuhdrens und Korrigierens von Postern, Veréffentlichungen
und Doktorarbeiten, die manchmal auch zu heruntergefallenen Zellkulturschalen oder
umgekippten Pipetteneimern fliihrten, mdchte ich dir wirklich ganz herzlich danken. Mit Carina
habe ich viele Zeitaufreibende F-Praktika durchgefihrt, die letztendlich doch immer viel
Freude bereitet haben. Bedanken mdchte ich mich bei ihr nattrlich auch fur die ausfihrliche
Hilfe bei den Biacore-Messungen. Bei Anja Harmeier und Tobias Bethge sowie Matthias Kaup
mochte ich mich im Besonderen fir die unvergleichliche Laboratmosphéare sowie die ebenfalls
vielen intensiven Diskussionen bedanken. Ein groBer Dank geblhrt auch Chris Weise, der nie
ermidete mit mir die vonihm gemessenen MALDI-Spektren durchzugehen. Nicht zu vergessen
natlrlich Gerd Buchlow, der mit seinem Zauberfinger noch jedes Gerat wieder repariert hat
und einen GroBteil der Sequenzierungen fir mich durchgeflihrt hat. Andrea Senge hat mir oft
die Zellkultur abgenommen und auch war auch sonst immer da, wenn es irgendwo notwendig
war. Vielen Dank dafir. Thomas Wons, Nadja Agua, Kerstin May-Witt, Anne Botev, Markus
Strauss, Ariane Schmechel (mit der ich die APLP2-Antikdrper generiert habe) und Andreas
Simons mdéchte ich natlrlich ebenfalls flr eine fast immer entspannte Arbeitsatmosphare
danken. Und natirlich vielen Dank an ,,meine“ Studenten in Mitarbeiten Janna Hachmann,
Julia Drebes, Laura Janicke und unseren lieben Hiwis Christian Barucker, Claudia Zahn und
Tobias Ludwig.

Ein ganz besonderer Dank gebuhrt Philipp Voigt und Prof. Dr. Michael Schaefer, da ich in
dieser Arbeitsgruppe sowohl das Wissen als auch die ausgezeichneten technischen Gerate
benutzen durfte. Bei Philipp médchte ich mich fir die unzéhligen ausgiebigen LSM-Messungen
und immer spannenden Diskussionen bedanken, hoffen wir dass es ein ,,Cell“ wird ;-). Ich
mochte mich aber bei Nadine Albrecht fir das Ausséen unzahliger HEK-Zellen danken. Nicht
zu vergessen alle anderen dieser wirklich tollen Arbeitsgruppe, die mich immer freundlich
aufgenommen haben.

Seite 123



Anhang
Zuletzt modchte ich mich noch bei meiner Familie und besonders meinen Eltern bedanken,

die mich in diesen vier Jahren in jeglicher Hinsicht unterstitzt haben. AuBerdem danke ich

auch all meinen Freunden, die mich in dieser Zeit auch immer wieder unterstitzt und motiviert
haben.

Seite 124



Anhang

9.4. Erklarung

Hiermit erklare ich ehrenwdrtlich, dass ich die vorliegende Arbeit selbstéandig und nur unter

Verwendung der angegebenen Literatur und Hilfsmittel verfasst habe.

Diese Arbeit wurde bisher noch an keiner anderen Universitat vorgelegt.

Berlin, 07.12.2007 Daniela Kaden

Seite 125





