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Zusammenfassung

Das Amyloid-Vorlduferprotein (APP) und die APP-&hnlichen Proteine 1 und 2 (APLP1 und
APLP2) bilden eine evolutionédr hoch konservierte Familie von Transmembranproteinen bei
Séaugetieren. Es wird angenommen, dass APP der entscheidende molekulare Faktor bei der
Ausbildung der Alzheimer-Krankheit ist, da es das neurotoxische AS-Peptid enthélt, das bei
Alzheimer-Patienten zu Plaques aggregiert. APP, APLP1 und APLP2 bilden in lebenden Zel-
len native Homo- und Heterodimere und enthalten Bindungsstellen fiir diverse extrazellulére
Liganden. Die Auswirkungen der Ligandenbindung sind bislang jedoch nicht verstanden.

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von Metallionen auf die Struktur und Funktionen von
APP und APLPs in der Zelle untersucht. Es konnte in Messungen an lebenden Zellen gezeigt
werden, dass APP, APLP1 und APLP2 in Gegenwart von Zink innerhalb von Sekunden oligo-
mere Komplexe aus Homo- und Heterooligomeren ausbilden. Dabei wurde bereits bei niedri-
gen mikromolaren Zinkkonzentrationen die Bildung von APP- und APLP1-Oligomeren indu-
ziert, wohingegen deutlich hohere Zinkkonzentrationen fiir die Oligomerisierung von APLP2
benétigt wurden. Die Zink-abhéngige Oligomerisierung von APLP1 wird iiber eine neue Zink-
bindungsstelle im C-terminalen Bereich der E2-Doméne vermittelt, wobei bei hohen Zinkkon-
zentrationen weitere intermolekulare Kontakte auftreten kénnen.

Der Mechanismus der Zink-abhéngigen Oligomerisierung von APP und APLP1 wurde mit re-
kombinanten E2-Doménen charakterisiert. Zinkionen banden direkt an die E2-Doménen von
APP, APLP1 und APLP2 und bewirkten strukturelle Anderungen in der Doméne. Durch die
Zinkionen erfolgte eine Dimerisierung der E2-Doménen von APP und APLP1, aber nicht von
APLP2. Die zuséitzliche Dimerisierungsstelle induzierte eine Oligomerisierung der dimeren
Vollldngenproteine.

Die physiologische Relevanz der Zink-abhéngigen Oligomerisierung wurde durch ihren Ein-
fluss auf die Lokalisation von APLP1 in der Plasmamembran gezeigt. Zinkionen vermittelten
die Anreicherung von APLP1 in Zellkontaktbereichen bei Zinkkonzentrationen, die bei neu-
ronaler Aktivitdt in der Synapse entstehen. APLP1 wird exklusiv im zentralen Nervensystem
exprimiert und liegt vorwiegend in der Plasmamembran vor. Dies legt eine Funktion von

APLP1 als ein durch Zink reguliertes synaptisches Adhésionsprotein nahe.






Summary

The amyloid precursor protein (APP) and the APP-like proteins 1 and 2 (APLP1 and APLP2)
are the mammalian representatives of an evolutionarily conserved family of transmembrane
proteins. APP is hypothesized to be the decisive molecular factor in the etiology of Alzheimer
Disease by harboring the neurotoxic AS peptide, which aggregates to plaques in Alzheimer Di-
sease patients. In living cells, APP, APLP1 and APLP2 form native homo- and heterodimers
and they contain binding sites for several extracellular ligands. However, the consequences of
ligand binding are not understood.

Here, the influence of metal ions on structure and function of APP and APLPs in the cell was
studied. It was shown by live-cell analyses that in presence of zinc APP, APLP1 and APLP2
form homo- and heterooligomeric complexes within seconds. Whereas low micromolar zinc
concentrations induced formation of APP and APLP1 oligomers, far higher concentrations
were required to mediate APLP2 oligomerization. Zinc-induced oligomerization is mediated
by a novel zinc binding site in the C-terminal region of the E2 domain. At higher zinc
concentrations formation of additional intermolecular contacts was observed.

The mechanism of zinc-mediated oligomerization was characterized with recombinant E2
domains of APP, APLP1 and APLP2. Zinc ions bound directly to the E2 domains of APP,
APLP1 and APLP2 and induced structural rearrangements of the domain. A dimerization of
APP and APLP1 E2 domains was induced by zinc ions, but no dimerization of the APLP2 E2
domain was observed. The additional dimerization site led to oligomerization of the dimeric
full length proteins.

The physiological relevance of zinc-mediated oligomerization was shown by its influence on
the localization of APLP1 in the plasma membrane. Zinc ions mediated enrichment of APLP1
in cell contacts at concentrations occuring at the synapse during neuronal activity. APLP1
is exclusively expressed in the central nervous system and mainly localized to the plasma

membrane. This suggests a function for APLP1 as a zinc-regulated synaptic adhesion protein.






1. Einleitung

1.1. Die Alzheimer-Krankheit

Derzeit leiden nach Berechnungen der Deutschen Alzheimer-Gesellschaft e.V. {iber 1,4 Millio-
nen Menschen in Deutschland an einer Demenzerkrankung (http://www.deutsche-alzheimer.de,
Stand 2012). Insgesamt geht man von 35,6 Millionen Erkrankten weltweit aus (World He-
alth Organization, 2012). Altern stellt den grofiten Risikofaktor fiir die Entwicklung einer
Demenzerkrankung dar, nur ca. 2-10% der Erkrankungen treten vor dem 65. Lebensjahr auf
(Mayeux und Stern, 2012; World Health Organization, 2012). Auf Grund der demographischen
Entwicklung schatzt man, dass sich die Zahl der Demenzkranken bis zum Jahr 2030 etwa
verdoppeln wird (World Health Organization, 2012). Etwa 60-70% der Demenzerkrankungen
sind auf die Alzheimer-Krankheit zurtickzufiihren (Barker et al., 2002). Symptomatisch fiir
die Alzheimer-Krankheit sind ein schwerer Verlust des Erinnerungsvermégens und der Lern-
fahigkeit sowie Orientierungslosigkeit und eine starke Beeintrachtigung des Urteilsvermogens
der Patienten. Dies geht mit Verédnderungen im sozialen Verhalten wie Depression, sozialem
Riickzug und erhohter Aggressivitit einher (McKhann et al., 2011).

Gehirne von Alzheimer-Patienten weisen einen massiven Verlust von Synapsen und Neuronen
auf, der besonders stark in der Grofshirnrinde und im Hippocampus auftritt und mit einer
ausgepragten Atrophie des Cortex und anderer Gehirnregionen einhergeht (Blennow et al.,
2006). Bereits Alois Alzheimer beschrieb die histologisch auffilligen Verédnderungen durch die
Krankheit in Form von amyloiden Ablagerungen (,,Plaques) und unldslichen intrazelluldren
Neurofibrillen (,Tangles*) (Alzheimer, 1907). Die intrazelluldren Neurofibrillen werden aus
aggregiertem hyperphosphoryliertem Tau-Protein gebildet (Goedert und Spillantini, 2000)
und treten sowohl bei Alzheimer-Patienten als auch bei anderen Demenzpatienten auf, z.B.
bei Patienten, die unter der Pick-Krankheit leiden, einer Form der frontotemporalen Demenz
(Goedert und Spillantini, 2006). Im Gegensatz dazu sind die vornehmlich extrazelluldren amy-
loiden Plaques ein spezifisches Merkmal der Alzheimer-Krankheit und der zerebralen Amy-
loidangiopathie, die haufig mit der Alzheimer-Krankheit einhergeht (Smith und Greenbery,
2009). Die Hauptkomponente der Plaques stellt das Amyloid-g-Peptid (AS) dar (Glenner
und Wong, 1984; Masters et al., 1985), das durch Proteolyse des Amyloid-Vorlauferproteins
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Abbildung 1.1.: Prozessierung von APP. Die APP-Ektodoméne kann sowohl von der a-Sekretase (a) als
auch von der 3-Sekretase (b) freigesetzt werden. Bei der amyloidogenen Prozessierung wird das (3-C-terminale
Fragment (8-CTF) anschliefend von der y-Sekretase weiter prozessiert. Dabei entstehen verschiedene Spezies
der toxischen AB-Peptide sowie die intrazellulire Doméne von APP (AICD). Das a-CTF wird von der -
Sekretase in das nicht-amyloidogene p3-Peptid und AICD gespalten. PM: Plasmamembran.

(APP) entsteht (Kang et al., 1987).

1.2. Das Aj-Peptid als molekulare Ursache der
Alzheimer-Krankheit

Viele Befunde weisen auf eine zentrale Rolle des A 3-Peptids bei der Entstehung der Alzheimer-
Krankheit hin. Unter Anderem fithren diverse Mutationen im APP-Gen und in den Genen
flir Presenilin 1 und 2, welche die Freisetzung des AS3-Peptids bewirken, zu der sogenannten
familidren Alzheimer-Krankheit (FAD) (Goate et al., 1991; Sherrington et al., 1995; Levy-
Lahad et al., 1995). Die FAD-Mutationen gehen mit einer verédnderten AS-Produktion oder
-Aggregation einher und fiihren zu einer ungewdhnlich frithen Ausbildung der Krankheit im
Alter von 30-60 Jahren. Aufserdem wurde kiirzlich eine Punktmutation im A PP-Gen entdeckt,
die das Risiko an der Alzheimer-Krankheit zu erkranken etwa um den Faktor 5 verringert
(Jonsson et al., 2012). Diese Punktmutation fithrt unmittelbar zu einer verringerten Ap-
Produktion und unterstreicht damit die zentrale Rolle des AB-Peptids fiir die Entstehung
und Ausbildung der Alzheimer-Krankheit.

Das APP wird vorwiegend iiber zwei Wege durch Sekretasen prozessiert (Abbildung 1.1).
Zunéchst erfolgt ein Schnitt in der Ektodoméne durch die a- oder [-Sekretase, wodurch
ein losliches APP-Fragment (sAPP) freigesetzt wird. Bei dieser als ,ectodomain shedding’
bezeichneten Spaltung entstehen unterschiedlich lange sAPPs und C-terminale Fragmente

(CTFs), da die beiden Enzyme an unterschiedlichen Stellen schneiden. In Neuronen wird die



1.2. Das Ap-Peptid als molekulare Ursache der Alzheimer-Krankheit

a-Sekretase-Aktivitdt mafgeblich durch ADAM10 und der §-Sekretase-Schnitt vorwiegend
durch BACE1 ausgefiihrt, wobei das 8-CTF durch ADAM10 nachgeschnitten werden kann
(Vassar et al., 1999; Kuhn et al., 2010).

Nach dem ,ectodomain shedding” werden die C-terminalen Fragmente durch die y-Sekretase
weiter prozessiert. Die y-Sekretase ist ein Proteinkomplex, der aus den vier Untereinheiten
Aph-1, Nicastrin und Pen-2 und dem katalytisch aktiven Presenilin besteht (Wolfe et al.,
1999; Edbauer et al., 2003). Dieses Enzym ist aufergewohnlich, da es das APP innerhalb der
Transmembransequenz spaltet. Hierbei wird die intrazellulire Doméne (AICD) freigesetzt
und aus dem B-CTF entstehen AS-Peptide unterschiedlicher Lange. Die y-Sekretase ist ein
prozessives Enzym, einem Modell nach spaltet sie APP hauptséchlich in zwei verschiedenen
Produktlinien (Qi- Takahara et al., 2005; Takami et al., 2009). Der Schnitt an der Aminoséu-
reposition 48 des B-CTFs fiihrt iiber AB45 zur Bildung von A542 und A38, wohingegen ein
Schnitt an der Position 49 vorwiegend zur Bildung von AB46, A543, ABS40 und AB37 fiihrt
(Qi-Takahara et al., 2005; Chdvez-Gutiérrez et al., 2012). Das hierbei entstehende A[342-
Peptid bildet die Hauptkomponente der amyloiden Plaques von Alzheimer-Patienten (Roher
et al., 1993a,b). Hierbei bildet A/342 zunéchst 16sliche Oligomere, die anschliefend zu Fibril-
len weiter aggregieren ( Walsh et al., 1997, 1999). Die Toxizitét wird neueren Studien zu Folge
nicht durch die Plaques vermittelt, sondern durch oligomere 16sliche Formen der AS-Peptide
(Walsh et al., 2002; Cleary et al., 2005; Harmeier et al., 2009). Dabei hat die Stéchiometrie
von AB40 zu AB42 und ASB38 zu AB42 einen groken Einfluss auf die Aggregation und Toxizi-
tat der AB-Oligomere (Kuperstein et al., 2010; Chdvez-Gutiérrez et al., 2012). Die Hypothese,
dass AB-Oligomere die toxische Spezies darstellen, wird dadurch unterstiitzt, dass die neu-
ronale Degeneration schon vor dem Auftreten der Plaques beginnt (Schmitz et al., 2004).
Obwohl zu diesem Zeitpunkt noch keine ausgepriagte Plaque-Pathologie beobachtet wird, ist
bereits der A[42-Metabolismus im Gehirn verdndert (Bateman et al., 2012).

Die Produktion der verschiedenen AS-Spezies wird durch mehrere Faktoren beeinflusst, z.B.
durch die Interaktion mit den APP-Homologen APLP1 und APLP2. Koexpression von APP
mit APLP1 oder APLP2 bewirkt eine verringerte A540- und A S42-Freisetzung (Kaden et al.,
2009).

Es ist bislang unverstanden, wie das AS-Peptid und APP im Detail zur Ausbildung der
Krankheit fithren und es gibt derzeit keine kausale Therapie der Alzheimer-Krankheit (Corbett
et al., 2012). Fiir ein besseres Verstdndnis der molekularen Zusammenhénge der Alzheimer-
Krankheit und fiir die Entwicklung von Medikamenten, die gegen die Prozessierungsprodukte
von APP gerichtet sind, ist es von groffem Interesse, die physiologische Funktion von APP

und seinen Homologen aufzukléren.
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Abbildung 1.2.: Doménenstruktur von APP, APLP1 und APLP2. Schema der homologen Typ-I
Transmembranproteine APP, APLP1 und APLP2. SP: Signalpeptid, E1: E1-Region mit der Wachstumsfaktor-
dhnlichen Doméne (dunkelorange) und der Kupferbindedoméne (hellorange), AcD: saure Region, KPI: Kunitz-
Proteaseinhibitor-Doméne, E2: E2-Doméne, JMR: juxtamembrane Region, A3: AB-Region, PM: Plasmamem-
bran

1.3. Die APP-Gen-Familie

APP ist Teil einer Gen-Super-Familie, die drei Vertreter in der Klasse der Sdugetieren hat:
APP und die homologen ,amyloid precursor like proteins* APLP1 und APLP2 ( Wasco et al.,
1992, 1993; Coulson et al., 2000). Alle drei Proteine haben untereinander eine hohe Ami-
noséuresequenzidentitét von 55-70% und eine &hnliche Doménenstruktur (Abbildung 1.2).
Wiéhrend in niederen Organismen wie Caenorhabditis elegans und Drosophila melanogaster
jeweils nur ein einzelnes APP/APLP-Gen vorhanden ist (Daigle und Li, 1993; Rosen et al.,
1989), findet man im Krallenfrosch Xenopus laevis ein preAPP- und ein preAPLP-Gen. So-
mit hat in der Evolution zu X. laevis eine Duplikation des APP/APLP-Gens stattgefunden
(Collin et al., 2004). Das preAPLP-Gen duplizierte sich offenbar ein weiteres Mal zu dem
APLPI1- und APLP2-Gen der Séugetiere (Collin et al., 2004).

1.3.1. Struktur und Lokalisation von APP, APLP1 und APLP2

APP, APLP1 und APLP?2 sind glykosylierte Typ-I Transmembranproteine mit einer grofsen
extrazelluldren Doméne und einem kurzen intrazelluldren C-Terminus (Abbildung 1.2). Die
drei Proteine haben den gleichen modularen Aufbau, APP und APLP2 kommen jedoch in
unterschiedlichen Spleifvarianten vor (Sandbrink et al., 1994a,b). Die langsten Isoformen
APPr79 und APLP2763 werden ubiquitdr exprimiert, im Gehirn bilden APPggs (ohne KPI-
Doméne) und APLP2743 den groften Anteil des exprimierten APP und APLP2 (Kang und
Miiller-Hill, 1990; Sandbrink et al., 1994a,b). Im Gehirn findet man aufferdem hohe APLP1-
Expressionsraten, wohingegen in anderen Geweben nur sehr geringe APLP1-Mengen detek-

tiert werden (Lorent et al., 1995; Su et al., 2004).



1.3. Die APP-Gen-Familie

APLP1 und APLP2 werden analog zu APP durch die a-, 8- und ~-Sekretase prozessiert
(Eggert et al., 2004; Pastorino et al., 2004; Endres et al., 2005; Yanagida et al., 2009; Kuhn
et al., 2012). Die Af-Sequenz ist jedoch in APLP1 und APLP2 nicht konserviert, sodass die
toxischen Af-Peptide nur aus APP gebildet werden kénnen ( Yanagida et al., 2009; Minogue
et al., 2009; Okochi et al., 2012).

Im Aminosduresequenzvergleich wird deutlich, dass es mehrere stark konservierte Bereiche
in der Proteinsequenz von APP, APLP1 und APLP2 gibt (Abbildung 1.3). Die grofte Se-
quenzhomologie findet sich in der zentralen E2-Domaéne, die Bindungsstellen fiir Heparin und
Kollagen enthélt (Multhaup et al., 1995; Beher et al., 1996; Xue et al., 2011). Die starke
Konservierung der E2-Doméne zeigt sich auch in den Sekundér- und Tertidrstrukturen von
APP E2 und APLP1 E2 (Abbildung 1.4). Die E2-Doménen enthalten jeweils sechs a-helikale
Segmente und haben eine gestreckte Form, welche durch die zentrale Helix entsteht, die zwei
kompakte Subdoménen zusammenhélt. Die zentrale Helix ist bei APLP1 jedoch weniger ge-
bogen und die E2-Subdoménen sind weiter voneinander entfernt als bei APP E2 (Lee et al.,

2011).

Der N-terminale Bereich von APP enthélt eine Wachstumsfaktor-dhnliche Subdoméne, auf
deren Oberflache sich viele basische Aminosdurereste befinden, sodass sie mit Glykosami-
noglykanen der extrazellularen Matrix interagieren konnte (Rossjohn et al., 1999). Daran
anschlieflend befindet sich die Kupferbindedoméne, in der zwei Metallbindungsstellen fiir
Kupfer und Zink enthalten sind, sowie eine niedrig affine Heparinbindungsstelle (Bush et al.,
1993; Hesse et al., 1994; Small et al., 1994; Barnham et al., 2003). Die beiden Subdoménen
bilden die eine kompakte Faltungseinheit, die E1-Doméne. Diese weist eine hohe strukturelle
Konservierung von APP zu APLP2, jedoch eine geringere strukturelle Konservierung von

APP zu APLP1 auf (Dahms et al., 2010).

Die E1- und die E2-Doméne werden durch einen Bereich mit einem sehr hohen Anteil saurer
Aminosédurereste voneinander getrennt, der bei den ldngeren APP- und APLP2-Isoformen
aukerdem die Kunitz-Proteaseinhibitor-Doméne (KPI) enthélt (Kitaguchi et al., 1988). Die
ApB-Region enthilt auferdem eine Metallbindungsstelle fir Zink und Kupfer (Bush et al.,
1994a; Atwood et al., 2000) und Zink- und Kupferionen erhdhen die Aggregation von freige-
setzten Af-Peptiden (Bush et al., 1994c; Atwood et al., 1998).

Ein dritter stark konservierter Bereich ist die intrazellulare Doméne, die nach dem v-Sekretase-
Schnitt als AICD freigesetzt wird. AICD wird eine mogliche Funktion bei der Genregulation
zugeschrieben, da es im Komplex mit Fe65 und der Histonacetyltransferase Tip60 in den
Zellkern translozieren und die Expression von Reportergenen aktivieren kann (Cao und Std-

hof, 2001; Goodger et al., 2009). Die intrazellularen Spaltprodukte von APLP1 und APLP2



1. Einleitung

APLP1
APLP2

APP
APLP1
APLP2

APP
APLP1
APLP2

APP
APLP1
APLP2

APP
APLP1
APLP2

APP
APLP1
APLP2

APP
APLP1
APLP2

APP
APLP1
APLP2

APP
APLP1
APLP2

APP
APLP1
APLP2

APP
APLP1
APLP2

APP
APLP1
APLP2

APP
APLP1
APLP2

————————————————————— M[EP GMAMNEEARWZAREYEE - - - - - - — - VP TDENAG L LIS
MGPASPEYARELSRRPGQPPLP LML P{IBIENER/N- - QRIAT - - -SLA--GGSPHARNERPGSARVE
----- MIVATETA- - - - =~ AAAATGRIIINEY G L ZNINEA L AGY 1 EALAANAIGT G FAVASON I

MECGRLNMHIUNYONGKWESD PRGTKICLINTKECIL QY CQENY PE L Q | TNV\IEANQRVAIIENW C[3
G L{Zel: 0T LEIRD L RIERIEZRIZQR SRREL RDP QRYMENESR QNN 1A RYE QX T8}~ | PN ERITSIG
WEC G4 NMHVYNLQTGKWEPDPIIGTKSCESTKERVL Y CQEMYPELQ 1 TNVIEANQRVIS 1IN W C[

RIERKOMCKUGIIHFVIIPNMRC LV GE FVSDAL LVPRKCI4F LHQE RMDY/C ERgHMHWHT VAK ELIC S|4
IR CARLERIHE V(P FRC LG E FV S[EAL L VP EEC[RF LHQE RMDE)C ESSINRIRHEEARE AC SEQG
RO(K QN CKISEEIF P F[NC L V/GE FVSBWYL LV PEKCEF[EHEE RM[EV.C ENAWHWHTVAYKE AC[IIOG

T N[IE] D AT | DK EREE MR L A E E SENID SEDAEERDSDVJWGEAD TERIADGSEDKVV
L 1 (316 S[eJ IMmIetel S plR g (S VIS Az P P G T PP SGTAVGD - PSTRSIPPESRY - - - - — - — - —— -
mTHY

Sher etV [ O[RHE TINAMSMEO TK 1 1 GSYSKEEE[HSBEEEEEEEDEEEPNDVYK----S

[EVAEEEEVAEVE[EE - EADPENDEDEDEAYEEEAEEPYEEAT - - - — - - RTESIATTTITTTESV
————————————————— S5GARNEASEES FPQP VDN VEP PQAEEEEET - VPRPE- - - - - - - - -
EFPTEADLEDFTEAAVDERRENEEG33YVEDREY Q4D TFKGDD Y NEENPIEHCED GIMSDKEN

33 V[:{5V C S[HWAIET GPCRAINISRWY FDYAlEG K CIX&IFIZY GG CGGNRNN FIRJEIRY CMA V C GIIY Vo)

--------------------------------------------------- SHT LINYVEK - - - -
ARV C SSANT G P CRAVAUERWY FDIRSING K C\WARIFLTY GG CGGNRNNFISSEDY CMA v CLENTI N1

SLEKTTQEPLARDPVKLPTAASTPEAMYKNL EEERE RIFQKAKERL EINSHRIERMES)

————————————————— VP TP RGN 1 Nz G MEE 1 SIHEIE Gl§L REYYV DMEERRMRQINE

] PTRV DY Y FETSADD) - QKAKEWL E[JRHRINR MMV L
EWEEAERQAKN L P KAD[S4ANIQH F QIVISS L EWEAAINERQQL VE T HIJARVEAMENDRRRNALEN
EWEANABNOSKNL PKADRQALNEH F QLML E [HONAEIelE RORIL VE THENIR VIAMINDERRAA L EE
EWEEAEMQAKNL PKAERQEL 1QH F OINIVReA L EREAARIEQQL VE THMARVEAMENDRRR[YALEN
YA L QANP PRPGIVIENNL 44 Y VRAEQKDRIH T LIdH[==H VIV D PIAK AAQUIRSQVMT H LIV I ME
SLAALQADP POIYRVLNAL RR Y[MRAEQKESIHTLRHYQHVINAVDPEKAGQMRIEFQVETHLEV 1 EE
YLAALQSDPPRPERILOALRRYVRAENKDRMH THRHYQHVMAVDPEKAAQMESOVMTHLEIV 1 EE

MRS NN AVAE B0 EVEEMROKEQN Y SEDVLANM I SEER I SYGNDALMPSLTETKTT
V[NeJJHGMED o N[FH LEXo[EL R P Q[ Q[EMMH S[EHL GPSELEQPAPGG - -~~~ ————— = — ==
BINQSLSL LYPVPNMVAQETQIEE I DE L L QIo¥ NI DE]=aY A S} 1=y P )Y/ D

UELLPVNGEFSLDDMYRWEEECADSVPANTENEVERVEARRAA-DRELETRPGSENTN I KTEED
------- SIEDKGGMefgPDE- - - - - - - ————— - — - —KED T[JUT L PKESIEAAS PEK - — - [EKM
URVS-SEESSE I PP FH[EFEIPEPALP--ENEDTQ- -FEL Y HGIKK G S@VGEHes- GEmI GAEEKV[]

-BEVIMPA-------—-——-——- EFRHDS[EY - ---- 3VHHOKMVFFAEDNVESNKGAI MVGIE]
PLEQY-----———————— ERKVASVPREFPFHSS[RI QEIDE|BA--PAGTEVERERVS 1 ME
KNMVEENMVIDETLDVK[EM I FNIAERVG[YL - - - - - SEE|NESVGPLREYFSLESSEL 1A

VIIEATV | VIV L AKKQ YIS | [IH GV V E VDIV TP E ERHLIGKMQOING Y ENP T Y KF[E QMQN
XeIeIeIIN | (MSIMEL SR K KEY G 1 SHGVVEVDPML TME EQL EMORING Y ENP T V[HF LE [l
\VISTATV I VISLVN L BRKEQ Y G SHG[IVEVDPMLTPEERHLINKMQNHGYENP T YKL EQMQL

35
57
53

99
121
117

162
185
178

226
237
238

283
274
302

347
283
366

411
330
410

475
394
474

539
458
538

603
502
585

666
540
643

709
589
702

770
650
763

Abbildung 1.3.: Aminosduresequenzvergleich von APP, APLP1 und APLP2. Sequenzalignment
von humanem APPr7o, APLP1 und APLP2763 mit Clustal Omega (Sievers et al., 2011). Markiert sind identi-
sche Aminosdurereste in allen (schwarz) bzw. zwei (dunkelgrau) Proteinen und konservierte Aminoséureaus-

tausche (hellgrau). Stark konservierte Bereiche befinden sich vornehmlich in der El- (orange), KPI- (griin)
und E2-Doméine (blau) und im intrazelluliren C-terminalen Bereich. Rot: A342-Sequenz von APP.
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v

Abbildung 1.4.: Strukturen der E2-Doménen von APP und APLP1. Die Réntgenkristallstrukturen
von APP E2 (A, aus PDB-Eintrag 3NYL, Wang und Ha (2004), Auflésung: 2,8 A) und APLP1 E2 (B, PDB-
Eintrag 3PMR, Lee et al. (2011), Auflésung: 2,1 A) weisen eine elongierte Proteinform mit einem hohen Anteil
von a-helikalen Segmenten auf.

(ALID1/2) beeinflussen vermutlich ebenfalls die Genregulation (Scheinfeld et al., 2002; Li und
Stdhof, 2004). Am C-Terminus der intrazelluldren Doméne befindet sich ein NPXY-Motiv
fiir Clathrin-vermittelte Internalisierung. Diverse Kinasen und Adaptorproteine kénnen an
diese Sequenz des Volllangenproteins binden, unter anderem Disabledl und X11/Mint, die
eine Funktion bei der neuronalen Entwicklung bzw. Exozytose von synaptischen Vesikeln
haben (Zhang et al., 1997; Howell et al., 1999).

1.3.2. Physiologische Funktionen von APP, APLP1 und APLP2

Auf Grund der Struktur von APP als Transmembranprotein mit einem grofsen, glykosylierten,
extrazelluldren Anteil und einer Vielzahl saurer Aminoséuren wurde bereits bei der Klonie-
rung der APP c¢cDNA postuliert, dass APP eine Rolle als Rezeptor an der Zelloberflache
ausiiben konnte (Kang et al., 1987). Mehrere mogliche Proteinliganden wurden identifiziert,
unter Anderem die extrazelluldren neuronalen Proteine F-Spondin und Reelin, welche als Si-
gnalmolekiile die Morphologie von Neuronen beeinflussen kénnen (Ho und Stidhof, 2004; Hoe
et al., 2005, 2009). Aubkerdem konnen die freigesetzten Ektodoménen von APP; APLP1 und
APLP2 als Liganden an das Volllingenprotein binden. Hierbei wird die Interaktion von APP,
APLP1 und APLP2 mit Integrin S1 kompetiert, welche die Lange des Axons in Neuronen
beeinflusst ( Young-Pearse et al., 2008). Einen Einfluss auf die Morphologie von Neuronen
durch sAPP und sAPLPs wurde auch in anderen Studien beschrieben (Ring et al., 2007;
Gakhar-Koppole et al., 2008; Tyan et al., 2012).

Als weitere Liganden fiir APP und APLPs wurden Metallionen identifiziert, unter Anderem
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Kupfer- und Zinkionen (Bush et al., 1993, 1994b; Hesse et al., 1994). An der Kupferbindungs-
stelle in der E1-Doméne von APP kann Cu?t zu Cut reduziert werden und APP und APLP2
konnen eine Funktion beim Kupferexport einnehmen (Multhaup et al., 1996; Treiber et al.,
2004). Einer weiteren Studie zu Folge kann APP als Ferroxidase die Oxidation von Fe?* zu
Fe3* katalysieren und dabei iiberschiissiges Eisen aus Zellen exportieren (Duce et al., 2010).
APP, APLP1 und APLP2 besitzen zudem Bindungsstellen fiir Komponenten der extrazellu-
laren Matrix (Multhaup et al., 1995; Beher et al., 1996; Xue et al., 2011), die eine Funktion
von APP und APLPs in der Zell-Matrix-Interaktion nahe legen. Zink verstérkt die Bindung
von Heparin an APP, APLP1 und APLP2 und kénnte daher eine modulatorische Rolle bei
der Interaktion von APP und APLPs mit Komponenten der extrazelluliren Matrix spielen
(Bush et al., 1994b).

In Gliazellen werden zudem die L-APP und L-APLP2-Isoformen exprimiert. Diese werden
durch eine Chondroitin-Sulfat-Glykosaminoglykan-Kette modifiziert und sind Bestandteil der
extrazelluldren Matrix im Gehirn (Pangalos et al., 1995a,b; Shioi et al., 1995).

APP, APLP1 und APLP2 liegen in lebenden Zellen hauptséchlich in dimerer Form vor (Scheu-
ermann et al., 2001; Soba et al., 2005; Munter et al., 2007; Gralle et al., 2009; Kaden et al.,
2009). Die Dimerisierung von APP und APLP2 erfolgt dabei mafsgeblich iiber eine Dime-
risierungsstelle in der E1-Doméne und eine Reduktion der Dimerisierung verringert den -
Sekretase-Schnitt (Kaden et al., 2008, 2009). Demgegeniiber hidngt die Dimerisierung von
APLP1 kaum von der El-Region ab, sondern von weiter C-terminal gelegenen Bereichen
(Kaden et al., 2009). Die E2-Doménen von APP und APLP1 bilden bei hohen Proteinkon-
zentrationen ebenfalls Dimere, wobei die Dimerisierung in der Zelle auf Grund der schwa-
chen Assoziation nur von geringer physiologischer Relevanz ist (Lee et al., 2011). Eine dritte
Dimerisierungsstelle befindet sich in der AB-Region von APP und beeinflusst direkt den
v-Sekretaseschnitt und somit die Lange der entstehenden ApS-Spezies (Munter et al., 2007,
Richter et al., 2010).

Eine Interaktion zwischen zwei Proteinen, die sich in der gleichen Membran befinden (cis-
Konfiguration), tritt bei allen Homo- und Heterodimerpaaren auf. Zudem konnte eine direkte
Interaktion von Proteinen zwischen benachbarten Zellen (trans) fir APLP1 nachgewiesen
werden (Kaden et al., 2009). Mehrere indirekte Befunde deuten jedoch darauf hin, dass APP
und APLP2 ebenfalls trans-Interaktionen ausbilden koénnen (Soba et al., 2005; Wang et al.,
2009), wenn auch in geringerem Mafe. Auf Grund ihrer Dimerisierungseigenschaften wurde
postuliert, dass APP und APLPs eine Funktion als Zelladhésionsproteine ausiiben konnten.
Eine geringere Ausbildung der trans-Dimere von APP und APLP2 wiirde auch mit der Loka-

lisation der drei Proteine in der Zelle korrelieren: APLP1 befindet sich fast ausschliefilich in
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der Plasmamembran von lebenden Zellen. Demgegeniiber ist APP hauptséchlich in intrazel-
luldren Kompartimenten lokalisiert und APLP2 befindet sich sowohl in der Plasmamembran

als auch in intrazelluldren Kompartimenten (Kaden et al., 2009).

Um die physiologische Funktion von APP, APLP1 und APLP2 im lebenden Organismus
zu untersuchen, wurden diverse Knockout-Mauslinien (KO) generiert. Einzel-KOs von APP,
APLP1 oder APLP2 sind lebensféhig und zeigen keinen auffilligen Phénotyp (Zheng et al.,
1995; von Koch et al., 1997; Heber et al., 2000). Im Gegensatz dazu sind der Dreifach-KO
APP~/~/APLP1~/~ /APLP2~/~ und die Doppel-KOs APP~/~ /APLP2~/~ und APLP1~/~/
APLP2/~ perinatal letal, wohingegen APP_/_/APLPI_/_—Méiuse lebensfahig sind und kei-
ne starken Beeintrachtigungen aufweisen (Heber et al., 2000; Herms et al., 2004). Die Dreifach-
KO-M3use sowie die APP~/~ / APLP2~/~ Doppel-KO-Miuse weisen dabei eine Beeintrichti-
gung der neuronalen Entwicklung auf (Herms et al., 2004; Wang et al., 2005). Diese Befunde
weisen darauf hin, dass APP und APLPs iiberlappende Funktionen haben und sich gegensei-
tig ersetzen kénnen. APLP2 nimmt dabei eine zentrale Rolle ein, indem es sowohl den Verlust
von APP als auch von APLP1 kompensieren kann, wohingegen APP und APLP1 vermut-
lich unterschiedliche Funktionen ausiiben. Interessanterweise fithrt der hemizygote Triple-KO
APP~/= JAPLP1~/= JAPLP2*/~ zu frither postnataler Letalitéit (Heber et al., 2000; Herms
et al., 2004), was auf Haploinsuffizienz von APLP2 schlieffen ldsst, wenn es sowohl die Funk-
tionen von APP als auch von APLP1 ersetzen muss. Dies ist im Einklang mit der Beobach-
tung, dass in den KO-Mé&usen keine kompensatorische Hochregulation der Expression von
nicht-ausgeschalteten APP/APLPs stattfindet (Heber et al., 2000).

Studien mit konditionellen KOs und in utero knockdowns“ durch shRNAs legen eine Funk-
tion von APP und APLPs bei der neuronalen Entwicklung, Regulation der Morphologie von
Neuronen und Synapsen sowie bei der synaptischen Plastizitét in hippocampalen Neuronen
nahe (Young-Pearse et al., 2007; Wang et al., 2009; Weyer et al., 2011; Tyan et al., 2012).
Eine wichtige redundante Funktion von APP und APLP2 ist die Regulation der Differenzie-
rung von neuronalen Stammzellen zu reifen kortikalen Neuronen wihrend der Entwicklung

der Grofshirnrinde (Shariati et al., 2013).

Das am wenigsten verstandene Protein ist in diesem Zusammenhang APLP1. Mehrere Be-
funde sprechen dafiir, dass APLP1 eine vergleichsweise distinkte Funktion gegeniiber APP
und APLP2 einnimmt: APLP1 wird ausschlieflich im Gehirn exprimiert und nicht alternativ
gespleifft. APLP1 weist im embryonalen und adulten Gehirn eine andere Lokalisation auf
(Lorent et al., 1995; Lopez-Sdnchez et al., 2005; Diez-Roux et al., 2011) und die Expression
wird in differenzierten Neuronen unterschiedlich reguliert im Vergleich zu APP und APLP2
(Adlerz et al., 2003).
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Trotz der Vielzahl an durchgefithrten Studien bleiben die Befunde aus Mausstudien, zellbio-
logischen und biochemischen Analysen bislang fragmentarisch und teilweise widerspriichlich,

so dass sich kein zusammenhéngendes Bild fiir die Funktionen von APP, APLP1 und APLP2
ergibt.

1.4. Zielsetzung

Ein bislang kaum verstandener Aspekt der Alzheimer-Krankheit ist die Rolle von APP und
den Homologen APLP1 und APLP2 im Gehirn des Menschen. Dabei ist unter Anderem un-
klar, wie sich die Bindung verschiedener Liganden an APP und APLPs auf deren Funktionen
in der Zelle auswirkt. Wie zuvor beschrieben, wurden bereits verschiedene Metallionen als
Bindungspartner von APP, APLP1 und APLP2 identifiziert, jedoch ist nur wenig iiber die

physiologischen Konsequenzen dieser Protein-Metall-Bindungen bekannt.

In dieser Arbeit sollten daher die Auswirkungen der Bindung von Metallionen auf die Struk-
tur, Lokalisation und Funktion der Proteine der APP-Familie in der Zelle untersucht werden.
Dazu sollten zwei verschiedene Modellsysteme verwendet werden.

Zum einen sollten in wvitro-Analysen mit rekombinanten Doménen von APP, APLP1 und
APLP2 durchgefiihrt werden, um die Bindung von Metallionen an die Proteine und de-
ren Konsequenzen auf die Struktur der Doménen zu charakterisieren. Zum Anderen sollten
Messungen in lebenden eukaryotischen Zellen durchgefiihrt werden, um den Einfluss der Me-
tallionen auf die Lokalisation der Volllangenproteine und auf deren Funktion als cis- und
trans-interagierende oligomere Komplexe in der Plasmamembran zu analysieren. Die Effekte
von Metallionen auf die Proteine der APP-Familie sollten dabei auch quantitativ analysiert
werden, um sie im Zusammenhang mit der Physiologie der Metallionen im Gehirn zu bewer-

ten.
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2. Ergebnisse

2.1. Zink- und Kupferionen induzieren die Bildung von APLP1-
und APLP2-Clustern

Die in dem Abschnitt 2.1 dargestellten Analysen wurden von Dr. Daniela Kaden und Dr.
Philipp Voigt im Labor von Prof. Dr. Michael Schaefer (Charité Berlin, jetzt Universitiat
Leipzig) durchgefiihrt und ausgewertet. Sie bildeten den Ausgangspunkt der von mir in den

folgenden Kapiteln dargestellten Untersuchungen.

Um die Funktion von APLP1 und APLP2 im zellularen Kontext zu charakterisieren, wurde
der Einfluss von Liganden auf die subzelluldre Lokalisation von YFP-markiertem APLP1 und
APLP2 in HEK293-Zellen untersucht. Aus anderen Studien war bekannt, dass die Fluores-
zenzmarkierung am C-Terminus (Abbildung 2.8) die Lokalisation von APLPs in der Zelle
nicht beeinflusst (Kaden et al., 2009).

Erhohte Konzentrationen von Zink- und Kupferionen fithrten zur Bildung von mikroskopisch
sichtbaren APLP1- und, weniger deutlich, APLP2-Clustern in der Plasmamembran von le-
benden Zellen. Als Kontrolle wurde Glycophorin A untersucht, ein anderes Typ-I Transmem-
branprotein, das an der Plasmembran lokalisiert ist. Glycophorin A bildete keine Cluster bei
den gleichen Zink- und Kupferkonzentrationen.

Mit der Bildung von Clustern ging eine Erhéhung der FRET-Effizienz von APLP1- und
APLP2-FRET-Paaren einher (Dissertation Kaden, 2008) (Abbildung 2.1). Dieser Effekt trat
nicht bei hohen Konzentrationen von Calcium- oder Magnesiumionen auf und nur schwach
bei hohen Kobaltkonzentrationen, die weit aufterhalb physiologisch relevanter Kobaltkonzen-

tration liegen (Parr und Taylor, 1964).

Da die Oligomerisierung von APLP1 am stérksten in Gegenwart von extrazelluldren Zinkio-
nen auftrat und weitaus hohere Konzentrationen an gebundenen und freien Zinkionen im
Gehirn vorliegen als an Kupferionen (Que et al., 2008; Akatsu et al., 2012), wurde sich in den
folgenden Analysen auf den Einfluss von Zink auf APP, APLP1 und APLP2 konzentriert.
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Abbildung 2.1.: Zink und Kupfer induzieren Clustern und Oligomerisierung von APLP1 und
APLP2. (A) Konfokale LSM-Bilder von APLP1-YFP bzw. APLP2-YFP iiberexprimierenden HEK293-Zellen
vor und nach Applikation von 50 pM ZnCly und 50 uM CuClz. Ein weiteres Typ-I Transmembranprotein,
Glycophorin A (GYPA), wurde als Negativkontrolle verwendet und clusterte nicht in Gegenwart von Zink
und Kupfer; Abbildung modifiziert aus Kaden (2008). Messbalken: 10 pm (B) Dynamische FRET-Analysen
mit APLP1-CFP und APLP1-YFP; dargestellt sind Einzelzellmessungen in Gegenwart der angegebenen Me-
tallionen bzw. EDTA als Metallionen-Chelator; Messung und Auswertung von Dr. Daniela Kaden und Dr.
Philipp Voigt nach Kaden (2008).
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+50 UM ZnCl, + 500 uM EDTA

Abbildung 2.2.: Extrazelluldres Zink induziert Clustern von APLP1 in Neuronen. Primére hippo-
campale Neuronen wurden aus Rattenembryonen isoliert und mit APLP1-YFP nukleofektiert. Reprasentative
konfokale LSM-Bilder aus drei unabhingigen Transfektionen vor und nach Applikation von 50 uM ZnCly und
500 uM EDTA sind gezeigt. Weifser Kasten: vergréfierter Ausschnitt eines Dendrits; Messbalken: 10 ym

2.2. Einfluss von Zink auf die Oligomerisierung von APP,
APLP1 und APLP2

2.2.1. Einfluss von Zink auf die Lokalisation von APLP1 in Neuronen

APLP1 wird nahezu ausschlieflich in Zellen des zentralen Nervensystems exprimiert (Kim
et al., 1995; Bayer et al., 1997; McNamara et al., 1998; Su et al., 2004). An die Vorexperi-
mente ankniipfend wurde daher der Effekt von Zink auf die Lokalisation von APLP1 in der
neuronalen, fiir APLP1 physiologischen, Membranumgebung untersucht. Hierbei sollte auf-
geklart werden, ob der Clustereffekt nur in der Plasmamembran von HEK293-Zellen auftritt
oder auch in der Plasmamembran von Neuronen vorkommt.

Dazu wurden hippocampale Neuronen aus Rattenembryonen verwendet und mit APLP1-
YFP durch Nukleofektion transfiziert. Die Verteilung von APLP1-YFP in der neuronalen
Membran wurde mit konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie untersucht.

Zugabe von 50 uM ZnCls zu APLP1-YFP iiberexprimierenden Neuronen fiihrte innerhalb von
Sekunden zu einer starken Umverteilung der APLP1-Molekiile in der neuronalen Membran.
Es bildeten sich mikroskopisch sichtbare APLP1-Cluster in der Plasmamembran des Somas
und der Nervenzellfortsétze aus (Abbildung 2.2). Chelatierung der Metallionen durch EDTA
16ste die Cluster auf und stellte die urspriingliche Verteilung des APLP1 in der Membran
wieder her. Auffillig war, dass die Bildung von APLP1-YFP-Clustern in Zellen mit nied-
riger APLP1-YFP Expression vergleichsweise schwécher ausfiel. Méglicherweise interagieren
hier die fluoreszierenden APLP1-Molekiile in einem hoherem Verhéltnis mit dem endogenen,
d.h. fluoreszenzmikroskopisch ,,unsichtbaren®, APLP1 und die sichtbaren Cluster treten daher
schwécher auf.

Zusammengefasst zeigt die Messung, dass das Zink-induzierte Clustern von APLP1 nicht

17



2. Ergebnisse

A APLP1 B APLP1/GypA

30 4 basal 50 uM ZnCl, EDTA 8 - basal 50 uM znCl, EDTA
N 25 4 6 - W
£ 20 1 =)
= - 4 4
w w
T & W
[T [T

7 2] W

5 - O - r T T L}
0 100 200 300 400 0 100 200 300
Zeit [s] Zeit [s]

Abbildung 2.3.: Zink induziert Oligomerisierung von APLP1. SE FRET-Analysen in transfizierten
HEK?293-Zellen mit APLP1-CFP und APLPI-YFP (A) bzw. APLP1-CFP und GypA-YFP (B); dargestellt
sind FRET-Effizienzen der einzelnen Zellen (grau) und des Mittelwertes (schwarz) einer Messung wéhrend
Zink- und anschlieender EDTA-Zugabe. Gezeigt sind reprasentative Messungen aus mind. drei unabhédngigen
Transfektionen.

nur in der Membranumgebung von HEK293-Zellen vorkommt, sondern dem Verhalten von
APLP1 in der neuronalen Membran entspricht. Somit eignen sich HEK293-Zellen gut als
Modellsystem zur Untersuchung der Effekte von Zink auf das Verhalten von APLP1 in der

Plasmamembran.

2.2.2. Einfluss von Zink auf die Oligomerisierung von APLP1

Um die erhohte Oligomerisierung von APLP1 in Gegenwart von Zinkionen zu untersuchen,
wurden FRET-Analysen mit der ,sensitized emission“ (SE) Methode nach Wouters et al.
(2001) in HEK293-Zellen durchgefiihrt. Diese Methode ist zwar zur Bestimmung absoluter
FRET-Effizienzen nur eingeschrankt verwendbar, jedoch gut geeignet fiir die Analyse rela-
tiver Unterschiede der FRET-Effizienz bei unterschiedlichen Pufferbedingungen mit hoher
zeitlicher Auflésung. Als FRET-Paar wurde APLP1 mit fusioniertem CFP (FRET-Donor)
bzw. YFP (FRET-Akzeptor) verwendet.

APLP1-CFP und APLP1-YFP zeigen ein basales FRET-Signal von ca. 10%, das auf bereits
bestehende APLP1-Dimere hinweist (Abbildung 2.3A). Ein Austausch des Messpuffers (,ar-
tificial CSF*, aCSF) zu zinkhaltigem aCSF fiihrte zu einem FRET-Anstieg auf ca. 15%. Dies
deutet entweder auf eine Verdnderung des Monomer-Dimer-Gleichgewichts von APLP1 hin
oder auf die Bildung von hoéheren Oligomeren aus bereits bestehenden Metall-unabhéngigen
APLP1-Dimeren. Die Bildung von mikroskopisch sichtbaren, distinkten Clustern (Abbildung
2.2 und Kaden, 2008) unterstiitzt die zweite Hypothese. APLP1-Dimere wiirden mit dem ver-
wendeten mikroskopischen System nicht beobachtet werden, da sie nicht als einzelne Punk-

te aufgelost werden konnen. Abgesehen davon kann nicht ausgeschlossen werden, dass eine
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2.2. Einfluss von Zink auf die Oligomerisierung von APP, APLP1 und APLP2

Zinkbindung an APLP1 eine verénderte Konformation des APLP1 bewirkt, welche die Néhe
der Fluorophore und somit die FRET-Effizienz beeinflusst. Diese Erklarung erscheint aber
unwahrscheinlich angesichts des hohen FRET-Anstiegs und der Tatsache, dass der kurze
cytosolische C-Terminus von APLP1, an den die Fluorophore gekoppelt sind, nur wenig kon-
formationelle Flexibilitdt hat. Die Cluster weisen somit auf grofse multimere Komplexe hin,

die zufriedenstellend nur durch héhere Oligomerisierung erkléart werden kénnen.

Um die Sperzifitdt der Zink-induzierten Oligomerisierung zu testen, wurde Glycophorin A-
YFP in Gegenwart von APLP1-CFP exprimiert. APLP1 und Glycophorin A interagieren
nicht miteinander (Kaden et al., 2009), das niedrige basale FRET-Signal spiegelt die ge-
ringe Wahrscheinlichkeit von zufélligen Begegnungen des Donor- und Akzeptor-Molekiils in
der Plasmamembran wider (Abbildung 2.3B). Interessanterweise fithrt die Zugabe von Zink
zu einer Verringerung der FRET-Effizienz zwischen APLP1-CFP und Glycophorin A-YFP.
Die Zinkbindung fiithrt somit nicht zu einer generellen, unspezifischen Oligomerisierung von
Transmembranproteinen und unterstreicht damit die Spezifitdt der Zink-induzierten Oligome-
risierung fiir APLP1. Die Verringerung der FRET-Effizienz kénnte zum Einen darauf zuriick
zu fithren sein, dass der Anteil der APLP1-Molekiile, die sich im Inneren von multimeren
APLP1-Clustern befinden, nicht fiir zufillige Zusammentreffen mit Glycophorin A zur Verfi-
gung steht. Eine andere Hypothese wére, dass ein geringeres FRET-Signal durch eine Trans-
lokation von APLP1 in distinkte Membrankompartimente ausgelost wird und somit zufalligen

Zusammentreffen mit Glycophorin A entzogen wird.
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Abbildung 2.4.: Zink-induzierte APLP1-Oligomere reichern sich nicht in Lipid-Rafts an. (A)
Schematische Darstellung des Lipid-Raft-Markers myr-palm-YFP in cholesterolreichen Membrandoménen;
blau: Acylreste des Peptids der Lyn-Kinase. (B) SE FRET-Messung von APLP1-CFP / myr-palm-YFP
exprimierenden HEK293-Zellen wihrend Zinkzugabe. Gezeigt sind Einzelzellmessungen (grau) und Mittelwert
(schwarz) einer reprasentativen Messung aus vier unabhingigen Transfektionen.
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2. Ergebnisse

Um dieser Moglichkeit nachzugehen und eine eventuelle Lokalisation von APLP1-YFP in
cholesterolreichen Membrandoménen, so genannte Lipid-Rafts, zu untersuchen, wurde ein
FRET-Marker fiir die innere Lipid-Raft-Membran verwendet (Abbildung 2.4A). Das Marker-
konstrukt besteht aus einem myristoylierten und palmitoylierten Peptid der Lyn-Kinase als
Fusionsprotein mit YFP (myr-palm-YFP), welches in Lipid-Rafts lokalisiert ist. Eine erhohte
FRET-Effizienz zeigt eine Assoziation des untersuchten Proteins, das als CFP-Fusionsprotein
exprimiert wird, mit Lipid-Rafts an (Zacharias et al., 2002; Engel et al., 2010).

Die FRET-Effizienz zwischen APLP1-CFP und myr-palm-YFP erhohte sich nicht in Gegen-
wart von ZnCly (Abbildung 2.4B). Somit tritt keine erhdhte Assoziation von APLP1 mit
Lipid-Rafts bei Zinkzugabe auf.

2.2.3. Einfluss von Eisen auf die Oligomerisierung von APLP1

Die in Abschnitt 2.1 dargestellten FRET-Analysen zeigten, dass die Zink-induzierte Oligome-
risierung spezifisch fiir Zink- und Kupferionen ist. Hohe Calcium- und Magnesiumkonzentra-
tionen haben keinen Einfluss auf das Clustern und das FRET-Signal von APLP1 (Abbildung
2.1).

Duce et al. (2010) beschrieben eine Ferroxidase-Funktion fiir das APLP1-Homolog APP, das
die Bildung von Fe3™ aus Fe?* katalysiert. Interessanterweise soll die Ferroxidase-Funktion
durch die hoch konservierte E2-Doméne vermittelt werden, wobei Zink die Ferroxidase-
Aktivitéat inhibiert. Daher wurde untersucht, ob Eisen einen &hnlichen Effekt auf die APLP1-
Oligomerisierung ausiibt wie Zink. Dazu wurden SE FRET-Messungen mit APLP1 in Ge-
genwart von Fe?t und Fe3T durchgefiihrt, wobei die Eisenionen als (N Hy)2Fe(SO4)2 bzw.
(NHy)Fe(SOy4)2 gelost wurden. Beide Eisenionen zeigten keinen Effekt auf die FRET-Effizienz
von APLP1 und beeinflussen somit in der untersuchten Konzentration nicht die Oligomeri-

sierung von APLP1 (Abbildung 2.5).

2.2.4. Quantitative Analyse der Zink-induzierten Oligomerisierung von APP,
APLP1 und APLP2

Um die effektive Zinkkonzentration fiir die Zink-induzierte Oligomerisierung der Proteine
der APP-Familie zu bestimmen, wurden Dosis-Wirkungs-Kurven des Effekts aufgenommen.
APLP1-CFP und APLP1-YFP transfizierte Zellen wurden mit aCSF mit unterschiedlichen
Zinkkonzentrationen umspiilt und der Anstieg der FRET-Effizienz wurde gegeniiber der Zink-
konzentration gemessen (Abbildung 2.6A). Es ergab sich ein sigmoidaler Kurvenverlauf, an
den eine Hillkurve mit 3 Parametern angepasst werden konnte (siche Abschnitt 4.10.3). Die-

se ergibt als charakteristischen Parameter unter Anderem die effektive Konzentration, bei
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welcher der Effekt halbmaximal auftritt (ECsp).

Analog zu APLP1 wurden die Messungen fiir APP und APLP2 durchgefiihrt. Fiir beide
Homologe ergab sich ebenfalls ein Anstieg der FRET-Effizienz, wobei dieser geringer ausfiel als
bei APLP1 (Abbildung 2.6A). APP und APLP2 liegen zu einem hoheren Anteil intrazellular
vor als APLP1, sodass ein geringerer Anteil der Proteine extrazelluldres Zink binden kann
als bei APLP1. Die Hohe des FRET-Anstiegs hat somit nur eine geringe Aussagekraft fiir
die Stérke der Zink-induzierten Oligomerisierung der Proteine an der Plasmamembran. Der
ECs50-Wert eignet sich daher besser zur vergleichenden Beschreibung der Sensitivitdt von

APP, APLP1 und APLP2 fiir Zink.
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Abbildung 2.6.: Zink induziert die Oligomerisierung von APP, APLP1 und APLP2. (A) Halblo-
garithmische Auftragung des FRET-Anstiegs von APP, APLP1 und APLP2 gegeniiber der Zinkkonzentration
(e); Nidherung durch eine Hill-Gleichung mit 3 Parametern. (B) Vergleich der EC5o-Werte fiir FRET-Anstieg
nach Zinkzugabe; Mittelwerte + Standardfehler (n=4-6 Experimente mit je 6-12 Zellen).

Es zeigte sich, dass Zink neben der bereits bekannten Oligomerisierung von APLP1 und

APLP2 (Abbildung 2.1) auch eine vermehrte Oligomerisierung von APP induzierte. Dies ist
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bemerkenswert, da APP bei der Aufnahme von fluoreszenzmikroskopischen Bildern nicht in
ausreichender Menge an der Plasmamembran detektierbar war, um eine mogliche Clusterbil-
dung zu analysieren (Kaden, 2008). Hier konnten nun die Zinkkonzentrationen vergleichend
bestimmt werden, die benotigt werden um die Oligomerisierung von APP, APLP1 und APLP2
zu induzieren. Zink bewirkte eine erhdhte Oligomerisierung von APP und APLP1 bei nied-
rigen mikromolaren Konzentrationen mit einem ECsg von ca. 10 uM. Diese Konzentration
liegt im physiologisch relevanten Bereich, in Synapsen werden nach der Exozytose von Zink-
gefiillten Vesikeln Konzentrationen von bis zu 100 uM Zink gemessen (Sensi et al., 2011).
Im Gegensatz dazu wird die Oligomerisierung von APLP2 erst bei hoheren, physiologisch
weniger relevanten, Konzentrationen induziert, die nur innerhalb von Zink-gefiillten Vesikeln

vorliegen (Sindreu und Storm, 2011).

2.2.5. Zink-induzierte Heterooligomerisierung von APP, APLP1 und APLP2

APP, APLP1 und APLP2 bilden untereinander sowohl homophile als auch heterophile Kon-
takte in allen Kombinationen aus (Soba et al., 2005; Kaden et al., 2009). Um zu testen, ob
Zink neben der Bildung von Homooligomeren auch die Bildung von Heterooligomeren indu-
ziert, wurden SE FRET-Analysen mit gemischten Donor-Akzeptor-Paaren von Proteinen der

APP-Familie durchgefiihrt.
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Abbildung 2.7.: Zink induziert Heterooligomerisierung von APP, APLP1 und APLP2. SE FRET
Analysen mit transfizierten HEK293-Zellen; Vergleich der ECso-Werte des FRET-Anstiegs nach Zinkzugabe
fiir dargestellte FRET-Paare (A) bzw. APLP2 in Gegenwart und Abwesenheit von nicht-fluoreszierendem
APLPI1-FLAG (B). Dargestellt sind Mittelwerte £ Standardfehler von n=4-5 Experimenten mit je 6-10 Zellen
(*p<0,05; Welch’s t-test).

Es zeigte sich, dass Zink die Bildung von APP-APLP1 und APLP1-APLP2 Heterooligomeren
bei physiologisch relevanten Konzentrationen mit ECgsg-Werten von ca. 50 uM induzierte, wo-

hingegen die APP-APLP2 Heterooligomerisierung erst bei hoheren Zinkkonzentrationen ver-
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2.3. Lokalisation der Zinkbindungsstelle in APLP1

starkt wird (Abbildung 2.7A). Dies bedeutet, dass APLP2 bei niedrigen Zinkkonzentrationen
mit APLP1 Heterooligomere bildet, jedoch kaum APP-APLP2 Heterooligomere und APLP2-
Homooligomere ausbildet. Um zu testen, ob APLP1 dabei neben dem Heterooligomerkontakt
auch APLP2-Molekiile direkt in rdumliche N&he bringt, wurde nicht-fluoreszierendes APLP1
mit einem APLP2-Donor-Akzeptor-Paar koexprimiert. Die Expression des FRET-inaktiven
APLP1 fiihrte zu einer APLP2-Oligomerisierung bei niedrigeren Zinkkonzentrationen (Ab-
bildung 2.7B), sodass APLP1 ebenfalls als Vermittler der APLP2-Oligomerisierung fungierte.

2.3. Lokalisation der Zinkbindungsstelle in APLP1

Bush et al. (1994b) beschrieben eine Zinkbindungsstelle in der E1-Doméne des extrazelluldren
Bereichs von APP, APLP1 und APLP2 (Abbildung 2.8A). Ein experimenteller Beleg liegt
jedoch nur fiir APP vor (Bush et al., 1993). Vorexperimente zeigten, dass eine Deletion der
E1-Doméne von APLP1 iiberraschenderweise nicht zu einer Schwéchung der Zink-induzierten
Oligomerisierung fiihrten (Kaden, Voigt; unveroffentlichte Ergebnisse). Auf Grund seiner Lo-
kalisation an der Plasmamembran und Rolle als Vermittler der APLP2-Oligomerisierung ist
mutmaflich APLP1 der wichtigste Zink-Sensor unter den drei Proteinen der APP-Familie.
Daher wurde im Folgenden die Zinkbindungsstelle gesucht, die zu einer Oligomerisierung von

APLP1 fiihrt.

2.3.1. Eingrenzung der kritischen Region fiir die Oligomerisierung von APLP1
durch Zink

Um die Beteiligung der einzelnen Doménen von APLP1 an der Zink-vermittelten Oligomeri-
sierung im Detail zu untersuchen, wurden Deletionsmutanten der extrazelluldren Bereiche des
APLP1 generiert (Abbildung 2.8A). Deletion der E1-Doméne und der angrenzenden sauren
Region (AcD) fiihrte zu keiner Erhohung des EC5p-Werts (Abbildung 2.8B). Demgegeniiber
bewirkte die Deletion der E2-Doméne eine Verringerung der Zinksensitivitdt von APLP1 um
ca. den Faktor 10 . Das Fehlen der angrenzenden juxtamembranen Region (JMR) fiihrte zu
keiner weiteren Verringerung der Zinksensitivitat. Dies legt nahe, dass die Zink-induzierte
Oligomerisierung von APLP1 primér durch die E2-Doméne vermittelt wird.

Der FRET-Anstieg ist jedoch nicht komplett depletiert, sondern zu héheren Zinkkonzentra-
tionen verschoben. Eine Erklarung dafiir wére, dass Zinkionen bei hohen Konzentrationen
unspezifisch an Calcium- oder Magnesiumbindungsstellen des Proteins binden. Um dies zu
testen, wurde APLP1 AE2-JMR in Gegenwart von hohen Calcium- und Magnesiumkonzen-
trationen mit Zink inkubiert. Chelatierung des Zink erfolgte mit Calcium-geséttigtem EDTA,
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Abbildung 2.8.: Die E2-Doméine vermittelt Zink-induzierte Oligomerisierung von APLPI1.
(A) Schematische Darstellung der APLP1-Deletionsmutanten mit C-terminalem CFP bzw. YFP-Tag. (B) SE
FRET-Analysen in transfizierten HEK293-Zellen bei Zinkzugabe. Vergleich der ECso-Werte der APLPI-
Deletionsmutanten weist auf Beteiligung der E2-Doméne an der Zink-induzierten Oligomerisierung hin. Dar-
gestellt sind Mittelwerte + Standardfehler von n=4-6 Experimenten mit je 6-12 Zellen (n.s. nicht signifikant;
*p<0,05; Welch’s t-test). (C) SE FRET-Analysen mit APLP1A290-580-CFP/YFP exprimierenden HEK293-
Zellen in Calcium- und Magnesium-haltigem Messpuffer. Nach Zinkzugabe wurde das gebundene Zink durch
Calcium-geséttigtes EDTA chelatiert, um die Ca®*-Bindung nicht zu beeinflussen. Gezeigt sind Einzelzell-
messungen (grau) und Mittelwert (schwarz) einer reprasentativen Messung aus drei unterschiedlichen Trans-
fektionsansédtzen. PM: Plasmamembran, AcD: saure Doméane, JMR: juxtamembrane Region, SP: Signalpeptid

das auf Grund seiner héheren Affinitét zu Zink gegeniiber Calcium und Magnesium das an
das APLP1 gebundene Zink, jedoch nicht gebundenes Calcium oder Magnesium, entfernen
kann. Die Zugabe von Calcium und Magnesium fithrte zu keiner verringerten Oligomerisie-
rung von APLP1AE2-JMR in Gegenwart hoher Zinkkonzentrationen (Abbildung 2.8C). Die
Oligomerisierung von APLP1 E2-Deletionsmutanten bei hohen Zinkkonzentrationen ist da-
her eher durch das Vorhandensein anderer, schwach affiner, Zinkbindungsstellen in anderen

Bereichen der Ektodoméne erklarbar (vgl. Abschnitt 3.2).
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2.3.2. Identifizierung der Zink-bindenden Region von APLP1

Frithere Messungen zeigten, dass ein rekombinantes Protein mit der E2-Doméne und juxta-
membranen Region von APLP1 (APLP1 E2-JMR) pH-abhéngig Zink bindet (Diplomarbeit
Mayer, 2009). Um die an der Zinkbindung beteiligten Aminoséuren zu identifizieren, wur-
de APLP1 E2-JMR auf Zink-beladener Sepharose® immobilisiert und mit einer Protease
verdaut. Nicht-zinkbindende Bereiche wurden durch Waschen mit einer Losung hoher ITonen-
starke entfernt, sodass elektrostatische Wechselwirkungen der Peptide mit Zink kompetiert
wurden. (Abbildung 2.9).

Die massenspektrometrisch identifizierten Peptide nach GluC- und Trypsin-Verdau iiberlap-
pen sich in den Aminoséureresten 430-458 der APLP1 wt Sequenz, die hier als zinkbindende
Region von APLP1 postuliert wird. Eine Elution von APLP1 E2-JMR von der zinkbeladenen
Saule kann ebenfalls durch Senkung des pH-Werts auf < 6,0 erreicht werden (Mayer, 2009).
Dies legt eine Beteiligung von Histidinresten an der Zinkbindung nahe, die neben Cysteinen
am haufigsten koordinative Bindungen mit Zinkionen ausbilden ( Vallee und Falchuk, 1993;
Auld, 2001). In der identifizierten Region befinden sich vier Histidinreste, von denen die His-
tidine an den Positionen 430, 433 und 452 in den Proteinen der APP-Familie konserviert sind
(Abbildungen 2.9C, 2.10A).

Um eine Beteiligung der identifizierten Histidine an der Zink-vermittelten Oligomerisierung
zu untersuchen, wurden diese Reste in der APLP1-Sequenz zu Alanin mutiert. Es zeigte sich,
dass durch Punktmutation der vier Histidinreste die Sensitivitit von APLP1 fiir Zink um den
gleichen Faktor verringert wird wie bei der Deletion der vollstdndigen E2-Doméne mit der
juxtamembranen Region. Auferdem zeigte die 4xHis-Mutante keine deutliche Clusterbildung
in Gegenwart von 50 uM ZnCl, (Abbildung 2.10C). Erhéhung der Zinkkonzentration auf 200
uM induzierte jedoch die Bildung von APLP1-Clustern, wobei der Effekt im Vergleich zu
APLP1 wt schwécher ausgeprigt war.

Um den Einfluss des einzigen nicht-konservierten Histidins, His450, innerhalb der APP-
Familie zu untersuchen, wurde ein einzelner Aminosidureaustausch in der APLP1 wt Sequenz
vorgenommen, H450A. Der ECsp-Wert der H450A-Mutante war signifikant erhoht im Ver-
gleich zum Wildtyp-Protein, jedoch wesentlich geringer als fiir die 4xHis-Mutante (Abbildung
2.10B). Histidin 450 ist somit an der Zink-vermittelten Oligomerisierung von APLP1 beteiligt,
die Histidine an den Positionen 430, 433 und 452 tragen ebenfalls dazu bei.

Diese Ergebnisse lassen darauf schliefsen, dass APLP1 eine bislang unbekannte Zinkbindungs-
stelle im C-terminalen Bereich der E2-Doméne besitzt, die durch vier Histidine gebildet wird.
Diese Bindungsstelle vermittelt die Oligomerisierung von APLP1 durch Zink bei niedrigen

mikromolaren Konzentrationen von extrazellularem Zink.

25



2. Ergebnisse

A GluC
X
(2
{boa:

) A D DO A © O > > 9 ™
’\'va Qibmqib\ qﬁb‘ca’{b > é’:‘\ '\f"b‘ qv«w"'b‘@rbqw@ m{b% '5?3\
o A o G & N AN o o9
Auftrag S hy 2

©© 8 o p &
© © 2 e @ DI RN S o
g gt & 3 g )
| A | A J .[ | n
Durchfluss et
[s2]
© ©© Re <« © o -
‘ SN e g &N S 8
wi1 S
3
3 © «© ﬁ © o «~ o (=}
l - | -~ N o N N
W2
©
N
=
Eluat q
N
N
o N
N
w0
o
N

1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 m/z

B Trypsin
,b\"/ «

) ) D40 O ) Y Q&
b;’% Qrb% '\'b‘(o Q’b‘%y bx;?’b‘ %:bb «QQ Q/VJQ/Q?’ >
P o> K o & P
Auftrag i

[32]
©
lo © ;00 2 I} <

— [co]=) el N N

| L |
Eluat -

(2]
O
N o
©
o
o
N
F"“'mllllilmmhmm......,m L 1
10b0 12‘50 1560 1750 2050 2250 25b0 2750 3050 miz
C 430 440 450 460
TLRHYQHVAAVDPEKAQQMRFQVHTHLQV I EERVN
sP E1 AcD E2 JMR | |
]
extrazellular PM cytoplasmatisch

Abbildung 2.9.: Identifikation der Zinkbindungsstelle in der E2-Doméne von APLP1. (A,B) Mas-
senspektrometrische Analyse der Proteolyse von APLP1 E2-JMR durch GluC (A) und Trypsin (B) auf einer
Zinksdule. Unspezifisch gebundene Peptide wurden durch Erhéhung der NaCl-Konzentration von der Sdule
gewaschen (W1,W2). Zink-bindende Peptide (orange) wurden mit EDTA-haltigem Puffer eluiert. Massen fiir
APLPI1-Peaks in den einzelnen Fraktionen sind mit zugehdriger Nummerierung aus der APLP1 wt-Sequenz
angegeben. Gezeigt sind représentative Spektren aus mind. drei unabhidngigen Experimenten. (C) Primérse-
quenz der identifizierten Zink-bindenden Region aus APLP1 E2-JMR (orange). PM: Plasmamembran, AcD:
saure Doméne, JMR: juxtamembrane Region, SP: Signalpeptid
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2.3. Lokalisation der Zinkbindungsstelle in APLP1

A

APP_. 434 LKHFEHVRMVDPKKAAQIRSQVMTHLR
APLP1 428 LRHYQHVAAVDPEKAQQMRFQVHTHLQ
APLP2,. . 508 IRHYQHVLAVDPEKAAQMKSQVMTHLH
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Abbildung 2.10.: Zink-induzierte Oligomerisierung wird durch Histidine im C-terminalen Be-

reich der E2-Doméne von APLP1 vermittelt. (A) Sequenzanalyse der histidinreichen Region am C-
Terminus der E2-Doméne von APP, APLP1 und APLP2. Histidine an den Positionen 430, 433, 452 der
APLPI-Sequenz sind in APP und APLP2 konserviert (orange), His450 ist nur in APLP1 vorhanden (violett).
(B,C) APLP1-Mutanten wurden als CFP/YFP-Fusionsproteine in HEK293-Zellen exprimiert und mit Zink
inkubiert. (B) Vergleich der ECso-Werte von SE FRET-Analysen mit APLPI1-Mutanten. Dargestellt sind
Mittelwerte + Standardfehler von n=4-6 Experimenten mit je 6-12 Zellen (n.s. nicht signifikant; *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001; Welch’s t-test). (C) Représentative konfokale LSM-Bilder vor und nach Zugabe von
50puM bzw. 200uM ZnCls, aus fiinf unterschiedlichen Transfektionsansétzen.
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2. Ergebnisse

2.4. Untersuchung der Metallbindungseigenschaften der
E2-Domanen von APP, APLP1 und APLP2

Um den Mechanismus der Zink-vermittelten Oligomerisierung zu charakterisieren, wurden in
vitro Analysen mit den rekombinanten E2-Doménen von APP, APLP1 und APLP2 durch-
gefithrt. Die E2-Proteine wurden dazu heterolog in der methylotrophen Hefe Pichia pastoris

exprimiert.

2.4.1. Heterologe Produktion von APLP1 E2

Friihere Versuche eine stabile, rekombinante E2-Doméne von APLP1 zu generieren, schlugen
fehl (Mayer, 2009). Hoopes et al. (2009) beobachteten bei der Produktion einer E2-Doméne
des APP-Homologen APL-1 aus Caenorhabditis elegans, dass bei APL-1 E2 im Vergleich zu
APP E2 die C-terminale Helix verldngert ist und fiir eine definierte Faltung der Doméne
bendtigt wird.

Daher wurde ein Expressionskonstrukt fiir APLP1 E2 mit einem verldngerten C-Terminus
generiert und getestet (vgl. Abschnitt 4.1.5). Dieses wurde stabil exprimiert und lieferte eine
Mischung aus N-glykosyliertem und unglykosyliertem Protein (Abbildung 2.11A,B).

Fiir eine effiziente Expression von APLP1 E2 wurden verschiedene Expressionsbedingungen
gepriift, die in anderen Zusammenhéngen bei der heterologen Proteinexpression in Pichia
verwendet wurden (Shi et al., 2003; Macauley-Patrick et al., 2005). Es konnte eine gute
Expression mit geringer Verunreinigung durch Pichia-Proteine bei einer Verringerung der
Methanol-Konzentration von 2% auf 0,5% erreicht werden (Abbildung 2.11A). Durch Erho-
hung des pH-Werts auf pH 7 wurde die Expression des unglykosylierten Proteins erhcht bei
gleichzeitiger Verringerung der Expression von N-glykosyliertem APLP1 E2.

Das aufgereinigte Protein zeigte eine definierte Faltung mit einem hohen Anteil a-helikaler
Bereiche (Abbildung 2.18), und weist damit grofe Ahnlichkeit in der Gesamtsekundérstruk-
tur zu den Homologen APP und APL-1 auf ( Wang und Ha, 2004; Hoopes et al., 2009). APLP1
E2 eluierte von einer Grofienausschlusssiule in einem einzelnen Peak, bei einem apparenten
Molekulargewicht von ca. 42 kDa (Abbildung 2.11C). Durch Kopplung der Gréfsenauschlus-
schromatografie (SEC) mit Messung der statischen Lichtstreuung (SLS) konnte Dr. Dirk
Roéser aus dem Labor von Dr. Manuel Than (Leibniz Institute for Age Research, Jena) ein
Form-korrigiertes Molekulargewicht von 26,6 kDa bestimmen. Dieses zeigt gute Ubereinstim-
mung mit dem theroetischen Molekulargewicht von 24,2 kDa fiir monomeres APLP1 E2.
Stabilitatsanalysen zeigten, dass das aufgereinigte unglykosylierte Protein in 5 mM Tris,

300 mM NaCl auf 10 mg/ml aufkonzentriert werden konnte und iiber Wochen stabil in Losung
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Abbildung 2.11.: Expression der E2-Doméne von APLP1. (A) Analyse verschiedener Expressionsbe-
dingungen fiir die Expression von APLP1 E2; SDS-PAGE mit anschliefsender Coomassiefdrbung der Kultu-
riiberstdnde aus Pichia pastoris. Angegeben sind Variationen der Standardparameter T=29°C, pH 6,0, 2%
Methanol, kein Antibiotikum im Expressionsansatz. (B) Lectin-Affinitédtschromatografie mit Concanavalin A-
Sepharose® mit aufgereinigtem APLP1 E2; Analyse durch SDS-PAGE mit anschlieBender Coomassiefirbung.
Die Lectin-Affinitdtschromatografie fiihrt zur Abtrennung von N-glykosyliertem APLP1 E2 in der Durchfluss-
fraktion bei gleichzeitiger Anreicherung im Eluat. (C) SEC-Analyse des aufgereinigten APLP1 E2 auf einer
Superosel2-Séule.

29



2. Ergebnisse

blieb, sodass es sich gut fiir Rontgenstrukturanalysen eignete. Diese wurden in einer weiteren
Kooperation mit Dr. Dirk Roser erfolgreich durchgefiihrt, gegenwértig wird im Labor von Dr.

Manuel Than die Struktur der E2-Doméne von APLP1 gelGst.

2.4.2. Herstellung von polyklonalen Antikérpern gegen die E2-Doméanen von
APP, APLP1 und APLP2

Da es bislang keine Antikorper gegen die E2-Doménen von APP, APLP1 und APLP2 gab
(www. alzforum.org, Antibody Compendium, Marz 2013) und diese fiir biochemische und zell-
biologische Analysen bendtigt wurden, war es notwendig neue Antikorper herzustellen. Hier-
bei wurde die Immunisierung zum Einen mit Peptiden aus verhéltnisméfig gering konservier-
ten Bereichen der E2-Doménen vorgenommen (Abbildung 2.12A) und zum Anderen mit der
rekombinanten E2-Doméne von APP.

Die Antikorper gegen die E2-Doménen von APP, APLP1 und APLP2 detektierten spezifisch
die Volllangenproteine im Western-Blot aus HEK293-Zelllysaten. Dabei wiesen die Peptid-
Antikorper gegen APP und APLP1 eine deutlich grofsere Nachweisempfindlichkeit auf als
der APLP2-Antikorper (Abbildung 2.12B,C,D). Die Antiseren zeigten auch Kreuzreaktivitét
zu einigen anderen humanen Proteinen, die ein anderes Molekulargewicht als APP, APLP1
und APLP2 aufwiesen. Zwei verschiedene Antiseren wurden durch Immunisierung mit re-
kombinantem APP E2 generiert, hier als DCRP und DCMD bezeichnet. DCRP enthielt sehr
sensitive und spezifische Antikorper, wohingegen DCMD starke Kreuzreaktivitét zu anderen
humanen Proteinen und auch zu APLP2 aufwies (Abbildung 2.12F,G).

Die Peptidantikorper erkannten zudem im Western-Blot und in ELISA-Analysen spezifisch
die rekombinanten E2-Doménen, wohingegen die Antiseren gegen die vollstandige APP E2-
Doméne schwache (DCRS) bzw. starke (DCMD) Kreuzreaktivitit zeigten (Daten nicht ge-
zeigt).

Somit konnten die Peptidantikérper sowie das DCRP-Antiserum erfolgreich fiir die Detektion
der E2-Doménen sowie der Volllangenproteine APP, APLP1 und APLP2 eingesetzt werden.

2.4.3. Untersuchung der Bindung von Metallionen an APP E2

In einer Studie wurde die E2-Doméne von APP in Gegenwart von Cadmiumionen kristalli-
siert, was eine veranderte Struktur der Doméne zu Folge hatte im Vergleich zu der Rontgen-
kristallstruktur in Abwesenheit von Metallionen. Die am Protein gebundenen Cadmiumionen
konnten teilweise durch Zink und Kupfer ersetzt werden (Dahms et al., 2012). Um eine direkte
Bindung von Zink- und Kupferionen an APP E2 in Losung zu testen, wurden Oberflichen-

plasmonresonanzmessungen (SPR) mit dem BIACORE-System durchgefiihrt. Hierzu wurde
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Abbildung 2.12.: Charakterisierung von polyklonalen Antikérpern gegen die E2-Doménen von
APP, APLP1 und APLP2. (A) Sequenzvergleich eines Bereichs der E2-Doménen von APP, APLP1
und APLP2 mit Clustal Omega; konservierte Reste in zwei Proteinen (dunkelgrau) bzw. allen Homologen
(schwarz), sowie chemisch dhnliche Aminoséuren (hellgrau) sind angezeigt. Fiir die Immunisierung wurden
synthetische Peptide (blau) aus immunogenen Bereichen mit geringer Konservierung verwendet und an KLH
gekoppelt. (B-G) Western-Blot-Analyse von Zelllysaten aus untransfizierten, APP wt, APLP1-FLAG und
APLP2-FLAG transfizierten HEK293-Zellen. Die Antiseren gegen Peptide von APP E2 (B), APLP2 E2 (D),
und das Protein-A gereinigte Antiserum gegen APLP1 E2 (C) sowie die Antiseren gegen rekombinantes APP
E2 (F,G) erkennen die zugehdrigen Volllangenproteine. Im Serum vor der Immunisierung (Pré-IS) befanden
sich keine Antikorper, die Proteine der APP-Familie detektieren (E).
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eine rekombinante E2-Doméne von APP, die von Sven Dahms aus dem Labor von Dr. Ma-
nuel Than (Leibniz Institute for Age Research, Jena) hergestellt wurde, iiber Aminkopplung
kovalent auf die Oberfliche eines Sensorchips gebunden. Uber das gekoppelte Protein wurden

Metallionenlosungen verschiedener Konzentrationen gegeben.

A Zncl, B ZnCl,/ 20 mM Citrat
140 60 4
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Abbildung 2.13.: Metallionen binden an APP E2 und induzieren Konformationsinderungen.
Bindung von Zink- (A) und Kupferionen (C) an immobilisiertes APP E2 in einem SPR-Biacore-System. Zur
Unterdriickung schwacher Wechselwirkungen wurden mittelstarke Chelatoren fiir Zink (20 mM Citrat, B)
und Kupfer (20 mM Tris, D) verwendet. Die angegebenen Konzentrationen der Metallionen wurden fiir 300 s
(A,C,D) bzw. 100 s (B) iiber den Sensorchip gegeben. Anschliefend erfolgte eine Dissoziation der Metallionen
von den Proteinen im Messpuffer. Dargestellt sind représentative Sensorgramme aus mind. drei unabhingigen
Messungen.

Das SPR-Signal zeigte einen hohen Anstieg auf bis zu ca. 130 RU in Gegenwart hoher Zink-
und Kupferkonzentrationen (Abbildung 2.13A,C). Daraus folgt zunéchst, dass Zink und Kup-
fer direkt an APP E2 binden. Das Molekulargewicht der an den Chip gebundenen Molekiile
ist proportional zu dem SPR-Signal der Bindung eines Analyten. Daher wiirde die Bindung
eines einzelnen Zink- oder Kupferions an jeweils alle immobilisierten APP E2-Proteine einen
Anstieg von maximal 16 RU ergeben (vgl. Abschnitt 4.7.2). Der hohe Anstieg von ca. 130 RU
konnte somit einerseits durch Bindung mehrerer Metallionen an unterschiedliche Bereiche des
Proteins erkldart werden. Andererseits ist bekannt, dass Konformationsinderungen der Mo-
lekiile auf dem Sensorchip zu Unterschieden im SPR-Signal fithren kénnen (Mannen et al.,

2001). Auf strukturelle Anderungen des APP E2 deuten auch die komplexen Bindungskurven
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hin, die kein ,Fitting* nach einem kinetischen Standardmodell erlaubten.

Um den Anteil der Bindung von Zink und Kupfer an schwache Metallbindungsstellen des
Proteins zu analysieren, wurden dem Messpuffer spezifische Chelatoren fiir Zink (Citrat) und
Kupfer (Tris) zugesetzt, welche die Bindung an schwache Metallbindungsstellen kompetieren.
In Gegenwart der Liganden reduzierte sich die Komplexitit der Bindungskurven (Abbildung
2.13B,D) und der Anstieg des SPR-Signals fiel fiir Zink geringer aus, so dass der hohe Anstieg
ohne Citrat teilweise mit der Besetzung schwacher Zinkbindungsstellen erklart werden kann.
Allerdings fallt der Anstieg des SPR-Signals fiir Zink und Kupfer in Gegenwart der Ligan-
den hoher aus als bei der Bindung einzelner Metallionen. Die SPR-Messungen deuten somit
auf eine direkte Bindung von Zink und Kupfer an APP E2 hin, die mit einer strukturellen

Anderung des Proteins auf dem Sensorchip einhergeht.

2.4.4. Untersuchung der Bindung von Zinkionen an die E2-Domanen von
APP, APLP1 und APLP2

APLP2 zeigte in den FRET-Analysen eine weitaus geringere Sensitivitdt gegeniiber Zink im
Vergleich zu APP und APLP1 (vgl. Abschnitt 2.2.4). Um Unterschiede in der Bindung von
Zinkionen an die E2-Doménen von APLP1 und APLP2 zu untersuchen und mit der Bindung
an APP zu vergleichen, wurden SPR-Analysen mit den in P. pastoris exprimierten Protei-
nen durchgefiihrt. Es wurden vergleichbare Mengen der E2-Doménen von APP (3600 RU),
APLP1 (3400 RU) und APLP2 (2900 RU) auf dem Sensorchip tiber Aminkopplung immobi-
lisiert.

Zinkzugabe fiihrte zu einem hohen Anstieg des SPR-Signals, was auf eine direkte Bindung
von Zink an die immobilisierten Proteine hinweist (Abbildung 2.14). Es zeigten sich keine
Unterschiede in der Zinkbindung zwischen den drei verschiedenen E2-Doménen. Auch nach
Zugabe von Citrat als Zinkligand wurden keine Unterschiede in den Sensorgrammen von
APP, APLP1 und APLP2 E2 beobachtet (Abbildung 2.15). Citrat-Zugabe fiihrte hier analog
wie bei den vorherigen Versuchen mit APP E2 zu einer Verringerung des SPR-Signals, wobei
auch hier bei Zinkbindung Konformationsénderungen des immobilisierten Proteins auftreten.
Daraus ldsst sich zum Einen schlussfolgern, dass die E2-Domé&nen von APP, APLP1 und
APLP2 direkt Zinkionen binden. Dabei unterscheidet sich die Assoziation und Dissoziati-
on der Zinkbindung an die Proteine nicht, so dass die groffen Unterschiede in der Oligo-
merisierung der Volllangenproteine nicht durch unterschiedliche Bindungsaffinitdten der E2-

Domanen fir Zink erklart werden konnen.
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Abbildung 2.14.: Bindung von Zink an APP, APLP1 und APLP2 E2. Bindungsanalysen von Zink-
ionen an immobilisierte E2-Doménen von APP (A), APLP1 (B) und APLP2 (C) in einem SPR-System.
Losungen mit unterschiedlichen Zinkkonzentrationen wurden fiir 300 s injiziert. Anschliefend erfolgte eine

Dissoziation der Zinkionen im Messpuffer. Dargestellt sind représentative Sensorgramme aus mind. drei un-

abhéngigen Messungen.
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Abbildung 2.15.: Bindung von Zink an APP, APLP1 und APLP2 E2 in Gegenwart von Citrat.
Bindungsanalysen von Zinkionen an immobilisierte E2-Doménen von APP (A), APLP1 (B) und APLP2 (C)
in einem SPR-System. Zur Unterdriickung von schwachen Metall-Protein-Wechselwirkungen wurden die Mes-

sungen in Gegenwart von 20 mM Citrat durchgefiihrt. L6sungen mit unterschiedlichen Zinkkonzentrationen

wurden fiir 300 s injiziert. Anschlieend erfolgte eine Dissoziation der Zinkionen im Messpuffer. Dargestellt

sind représentative Sensorgramme von mind. drei unabhédngigen Messungen.
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2.4.5. Untersuchung der Bindung von Kupferionen an die E2-Domanen von
APP, APLP1 und APLP2

Um zu untersuchen, ob die E2-Doménen von APLP1 und APLP2 ebenfalls Kupfer bin-
den oder ob eine Kupferbindung nur an die E2-Doménen von APP erfolgt, wurden SPR-

Messungen der rekombinanten Proteine mit Kupferionen durchgefiihrt.
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Abbildung 2.16.: Bindung von Kupfer an APP, APLP1 und APLP2 E2. Bindungsanalysen von
Kupferionen an immobilisierte E2-Doménen von APP (A), APLPI (B) und APLP2 (C) in einem SPR-System.
Lésungen mit unterschiedlichen Kupferkonzentrationen wurden fiir 300 s injiziert. Anschliefend erfolgte eine
Dissoziation der Kupferionen im Messpuffer. Dargestellt sind reprédsentative Sensorgramme von mind. drei
unabhédngigen Messungen.

Alle rekombinanten E2-Proteine banden Kupfer und zeigten eine dhnliche Assoziationskurve.
Die Kurve wies keine einfache Assoziationskinetik auf (auffallig ist insbesondere der sigmoi-
dale Kurvenverlauf bei 2,5 pM CuCly in Abbildung 2.16). Dies ldsst wiederum auf Konfor-
mationsdnderungen der E2-Doméne durch die Kupferbindung schliefsen. Auffillig ist, dass
sich die Kurven in der Dissoziation des Kupfers unterscheiden. Bei APLP2 und insbesondere

APLP1 ist eine langsamere Dissoziation zu beobachten als bei APP, was auf eine stérkere

Kupferbindung an APLP1 E2 und APLP2 E2 als an die E2-Doméne von APP schliefien l4sst.

2.4.6. Einfluss von Zink auf die Oligomerisierung der E2-Domé&nen von APP,
APLP1 und APLP2.

Da sich die Bindung von Zink an die E2-Doménen von APP, APLP1 und APLP2 nicht unter-

scheidet, wurde untersucht, ob Zink direkt die Oligomerisierung der E2-Doménen beeinflusst.
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2. Ergebnisse

Hierzu wurden SEC-Spektren der nativen Proteine aufgenommen und mit den Chromato-
grammen der Proteine in Gegenwart von Zink verglichen. Zuséatzlich wurde untersucht, ob
die Zinkbindung einen Einfluss auf die Oligomerisierung eines anderen Zink-bindenden Pro-

teins mit &hnlichem Molekulargewicht, der Carboanhydrase, hat (Abbildung 2.17).
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Abbildung 2.17.: Zink induziert die Bildung von stabilen APP E2 und APLP1 E2 Dimeren.
SEC-Chromatogramme von APP E2 (A), APLP1 E2 (B), APLP2 E2 (C) und Carboanhydrase (D) mit und
ohne Zink. Zur besseren Vergleichbarkeit wurden die Spektren auf den jeweils héchsten Wert der Kurve nor-
miert. Fiir Western-Blot-Analysen wurden die Peakfraktionen des Laufs mit der héchsten Zinkkonzentration
verwendet, APP E2: 10 uM ZnCly (Nachweis mit DCRS-Antiserum), APLP1 E2: 10 uM ZnCl, (DCRY).
Gezeigt sind représentative Chromatogramme aus mind. drei unabhédngigen Messungen.

Die E2-Doménen von APP, APLP1 und APLP2 eluieren jeweils in einem einzelnen ,Peak*
von der Grofenausschlussséule bei einem Molekulargewicht, das der monomeren Form der E2-
Doméne entspricht (vgl. Abschnitt 2.4.1). Nach Inkubation der E2-Domé&nen mit niedrigen
mikromolaren Zinkkonzentrationen wurde ein zweiter ,Peak® in den Chromatogrammen von
APLP1 E2 und APP E2 beobachtet. Die Proteine in diesem zweiten ,,Peak” eluieren bei
einem Volumen, das dem Molekulargewicht des Dimers entspricht. Dieser zweite ,Peak” trat

nicht in den Chromatogrammen der Carboanhydrase und des APLP2 E2 auf, selbst nach

36



2.4. Untersuchung der Metallbindungseigenschaften der E2-Doméne

Erhohung der Zinkkonzentration auf 200 uM ZnCly im Ansatz der Carboanhydrase. Zugabe
hoher Zinkkonzentrationen zu APLP2 E2 fiihrte nicht zur Bildung eines zweiten Peaks, jedoch

zu partieller Prézipitation des Proteins (Daten nicht gezeigt).

In Western-Blot-Analysen wurden die E2-Doménen jeweils nur in monomerer Form detek-
tiert, wobei bei APLP1 E2 zusétzlich eine sehr schwache Dimerbande auftrat. Diese trat
jedoch auch ohne Zink auf und war nicht spezifisch fiir den Ansatz von APLP1 E2 mit Zink.
Die Zink-induzierte dimere Form kann durch SDS-PAGE und Western-Blot offenbar nicht
detektiert werden, da die Zinkbindung mit einer schnellen Assoziation und Dissoziation sehr
dynamisch ist (Abbildung 2.14), sodass die Dimere nach Verdiinnen des Zinks schnell wieder

monomerisieren.

Eine héhere Oligomerisierung der E2-Doménen in Gegenwart von Zink wurde durch die Auf-
nahme von Circulardichroismus (CD)-Spektren bei ansteigender Zinkkonzentration verfolgt
(Abbildung 2.18). Alle rekombinanten E2-Doménen sowie das Metalloprotein Albumin zei-
gen im nativen Zustand Spektren, die auf einen sehr hohen Anteil von a-Helices an der
Sekundarstruktur schlieffen lassen. Dies stimmt mit den gemessenen Kristallstrukturen der
E2-Doménen aus der APP-Familie iiberein (Wang und Ha, 2004; Hoopes et al., 2009; Lee
et al., 2011).

Die Zugabe von Zink fiihrte bei den E2-Doménen, jedoch nicht bei Albumin, zu einer Verfla-
chung des ersten Minimums und Verschiebung des zweiten Minimums zu héheren Wellenlén-
gen. Damit einher ging eine Triibung der Proteinlésung bei hohen Zinkkonzentrationen, was
auf die Bildung von Proteinaggregaten durch Zinkzugabe schliefen lasst. Die hier erhaltenen
Spektren in Gegenwart hoher Zinkkonzentrationen sind typisch fiir a-helikale Aggregate oder
Fasern (Pandya et al., 2000; Potekhin et al., 2001). Dieser Effekt wird bei APLP1 E2 bei
geringeren Zinkkonzentrationen induziert im Vergleich zu APP E2 und APLP2 E2, wobei
die hierfiir benétigten Zinkkonzentrationen etwa eine Gréfenordnung héher sind als bei der
Bildung von APP und APLP1 E2-Dimeren, die durch SEC gezeigt wurde (Abbildung 2.17).

Aus den SPR-Analysen und den Oligomerisierungsstudien ergeben sich folgende Schluss-
folgerungen: Die direkte Bindung von Zinkionen an die rekombinanten E2-Doménen von
APP, APLP1 und APLP2 unterscheidet sich nicht. Zink induziert jedoch ein unterschiedliches
Dimerisierungs- und Aggregationsverhalten. APP E2 und APLP1 E2 bildeten bei niedrigen
Zinkkonzentrationen in der SEC Dimere, wohingegen dies fiir APLP2 E2 nicht beobachtet
werden konnte. Dies kann das unterschiedliche Oligomerisierungsverhalten der Volllangen-

proteine APP, APLP1 und APLP2 erkliaren (Abschnitt 2.2.4). Aufféllig ist hierbei, dass die
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Abbildung 2.18.: Zink induziert Oligomerisierung
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und Aggregation der E2-Doménen von APP,
APLP1 und APLP2. CD-Spektren von APP E2 (A), APLP1 E2 (B), APLP2 E2 (C) und Albumin (D)
vor und nach Zugabe von Zinkchlorid und EDTA in den angegebenen Konzentrationen. Dargestellt sind

repréasentative Spektren von mind. vier unabhingigen Messungen.
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2.5. Einfluss von Zink auf die trans-Oligomerisierung von APLP1

Dimerisierung der E2-Doménen von APP und APLP1 bei etwa der gleichen Zinkkonzentrati-
on induziert wird wie die Oligomerisierung der Volllangenproteine. Dies ist ein weiteres Indiz
dafiir, dass das Clustern und die Oligomerisierung der Volllaingenproteine primér durch die
E2-Doméne vermittelt werden.

Eine hohere Oligomerisierung der E2-Doménen allein konnte ebenfalls beobachtet werden,
jedoch bei hoheren Zinkkonzentration als bei der Bildung von E2-Dimeren von APP und
APLP1. Dies resultiert moglicherweise aus der Bindung von Zink an andere, schwichere,
Zinkbindungsstellen in der E2-Doméne, die weitere intermolekulare Kontakte ermdoglichen
und sich beziiglich ihrer Affinitdt zwischen APP und APLP1 unterscheiden.

2.5. Einfluss von Zink auf die trans-Oligomerisierung von
APLP1

Proteine der APP-Familie kénnen neben der cis-Dimerisierung auch in trans-Orientierung
Dimere bilden und dadurch interzelluldre Kontakte ausbilden (Soba et al., 2005; Kaden et al.,
2009). Damit zusammenhéngend schlagen Wang et al. (2009) eine mogliche Funktion von
APP als synaptisches Adhésionsmolekiil (SAM) vor, die auch APLP1 und APLP2 einschlie-
$en konnte. Es ist jedoch unklar, ob dies eine konstitutive Funktion der Proteine ist, oder ob
die trans-Interaktion ein dynamischer Prozess ist, der durch intra- oder extrazelluldre Stimu-
li reguliert wird. Um zu untersuchen, ob Zink neben dem zuvor beschriebenen Einfluss auf
die cis-Dimerisierung auch einen Einfluss auf die trans-Interaktion von APLP1 in Zellkon-
taktbereichen hat, wurde die Fluoreszenzintensitiat von APLP1-YFP in Zellkontakten nach
Zinkzugabe untersucht (Abbildung 2.19).

Zugabe von extrazelluldrem Zink fiihrte zu einer deutlich sichtbaren Anreicherung von APLP1-

YFP in Zellkontaktbereichen im Vergleich zu anderen subzellularen Bereichen.
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Abbildung 2.19.: Zink induziert APLP1-Lokalisation in Zellkontakten. (A) Epifluoreszenzbilder von
APLPI1-YFP exprimierenden HEK293-Zellen wiahrend Zugabe von 50 uM ZnCly zum Messpuffer der lebenden
Zellen; 0 min entspricht dem Zeitpunkt unmittelbar vor Zinkapplikation. (B) Quantitative Auswertung der
Fluoreszenzintensititen in Zell- bzw. Nichtzellkontaktbereichen und der ganzen Zelle 20 min nach Zinkzugabe.
Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler von n=34 Zellen (**p<0,01; ***p<0,001; Welch’s t-test)
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2.6. Expression und Oligomeranalyse der E1-Doméne von APLP1

2.6. Expression und Oligomeranalyse der E1-Domadne von
APLP1

Es ist bekannt, dass APLP1 auch Zink-unabhéngig dimerisiert (Soba et al., 2005; Kaden et al.,
2009). Jedoch ist bislang unklar, welcher Bereich von APLP1 homophile Kontakte im Zink-
unabhéngigen APLP1-Dimer vermittelt. Soba et al. (2005) zeigten eine mafsgebliche Rolle der
E1-Doméne bei der Dimerisierung von APLP1, wobei andere Untersuchungen eine Dimeri-
sierung tiiber die E2-Doméne nahe legen (Kaden et al., 2009). Die zuvor durchgefiihrten in
vitro Analysen mit rekombinantem APLP1 E2 sprechen gegen eine Dimerisierung des Volllan-
genproteins iiber die E2-Doméne (Abbildung 2.17). Dies wird zusétzlich dadurch unterstiizt,
dass bei den E2-Deletionsmutanten kein deutlich verringertes FRET-Signal gegeniiber dem

Volllaingenprotein beobachtet wurde (Daten nicht gezeigt).

2.6.1. Expression der E1-Domiane von APLP1

Um eine mogliche Dimerkontaktstelle in der E1-Doméne von APLP1 zu identifizieren, wurde
die E1-Domaéne heterolog in Pichia exprimiert. Es wurden verschiedene Parameter bei der P.
pastoris-Kultivierung variiert, um geeignete Expressionsbedingungen zu finden (Abbildung
2.20A). Eine Verringerung der Temperatur auf 15°C wihrend der Expression fiihrte zu einer
drastischen Steigerung der Ausbeute und Reinheit des exprimierten APLP1 E1 gegeniiber
den Standardbedingungen.
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Abbildung 2.20.: Expression und Oligomeranalyse von APLP1 E1. (A) Analyse unterschiedlicher
Expressionsbedingungen fiir die Expression von APLP1 E1; SDS-PAGE mit anschlieender Coomassiefarbung
der Kulturiiberstdnde aus P. pastoris. Angegeben sind Variationen der Standardparameter T=29°C, pH 6,0,
2% Methanol. (B) SEC-Analyse des aufgereinigten APLP1 E1 auf einer Superosel2-Siule und SDS-PAGE
mit anschlieBender Coomassiefarbung der Peakfraktionen (grauer Hintergrund).
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2. Ergebnisse

2.6.2. Untersuchung der Oligomerisierung von APLP1 E1

Das aufgereinigte Protein wurde durch SEC auf seinen Oligomerisierungszustand unter-
sucht. Das Expressionskonstrukt hat als Monomer ein theoretisches Molekulargewicht von
ca. 19,5 kDa. Die E1-Doméne von APLP1 eluierte in einem einzelnen Peak mit einem appa-
renten Molekulargewicht von ca. 23 kDa (Abbildung 2.20B), was auf ein E1-Monomer hin-
weist. Dieses Ergebnis spricht gegen eine Dimerkontaktstelle in der E1-Doméne von APLP1
und folglich fiir einen anderen Mechanismus der Dimerisierung als bei den Homologen APP
und APLP2. Dies wird dadurch unterstiitzt, dass die beschriebene Dimerkontaktstelle in der
E1-Doméne von APP nur schwach in APLP1 konserviert ist (Dahms et al., 2010).
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3. Diskussion

APP, APLP1 und APLP2 binden eine Vielzahl extrazellularer Liganden, aber die funktio-
nellen Konsequenzen dieser Interaktionen sind bislang weitestgehend unverstanden. In dieser
Arbeit wurde der Einfluss von Metallionen auf die Proteine der APP-Familie untersucht.
Es zeigte sich, dass Zink direkt die Lokalisation der Proteine an der Zelloberfliche beein-
flusst, indem es zur Bildung multimerer Komplexe in der Plasmamembran fiihrt. Dabei stellt
dieser Effekt keine Besonderheit der Membranumgebung von HEK293-Zellen dar, sondern
tritt auch in priméren Neuronen auf, in denen diese Proteine exprimiert werden. Die durch
Zinkionen induzierte Oligomerisierung von APLP1 wird dabei mafigeblich durch eine bislang

unbekannte Zinkbindungsstelle in der E2-Doméne vermittelt.

3.1. APP, APLP1 und APLP2 als Zink-abhangige Oligomere

im Gehirn

Im Gehirn kommt Zink in zwei funktionell unterschiedlichen Formen vor, als freies und als
an Proteine gebundenes Zink. Generell werden in Neuronen und auch in anderen eukaryoti-
schen Zellen hohe intrazelluldre Zinkkonzentrationen im Bereich von 100-300 uM gemessen
(Ehmann et al., 1984; Krezel und Maret, 2006). Der weitaus grofite Anteil des Zinks ist als
Kofaktor fest an Proteine gebunden und steht nicht fiir die Bindung an andere Proteine zur
Verfiigung. Die Konzentration von cytoplasmatischem ,freiem* Zink in Neuronen liegt da-
her mehrere Grofenordnungen unter der Gesamtzinkkonzentration und wird auf ca. 1 nM
geschitzt (Krezel und Maret, 2006). Im Gegensatz zu diesem als statisch bezeichneten Zink-
pool kénnen Zinkionen in verschiedenen Neuronen dhnlich wie Neurotransmitter in Vesikeln
gespeichert und bei synaptischer Aktivitit aus der Priasynapse ausgeschiittet werden (Assaf
und Chung, 1984; Sindreu und Storm, 2011). Bei der Freisetzung von vesikuldrem Zink in den
synaptischen Spalt kénnen extrazellular somit sehr hohe Konzentrationen von bis zu 100 uM
Jrelem” Zink entstehen (Sensi et al., 2011). Diesem reaktiven Zink wurde urspriinglich als
Hauptfunktion die Modulation der Reizweiterleitung in glutamatergen Synapsen zugeschrie-

ben, da Zink die Aktivierung von NMDA-Rezeptoren beeinflusst (Peters et al., 1987). Spéter
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zeigte sich, dass Zinkvesikel auch in nicht-glutamatergen Synapsen vorkommen und Zink auch
diverse andere neuronale Funktionen beeinflusst (Lu et al., 2000; Besser et al., 2009). Wie
Zink die Physiologie und Struktur von Neuronen beeinflusst, ist bislang kaum verstanden
(Sindrew und Storm, 2011).

Hier wurden die Proteine der APP-Familie als Bindungspartner von Zink in lebenden Zellen
identifiziert. Anhand von FRET-Messungen und anderen fluoreszenzmikroskopischen Analy-
sen konnte gezeigt werden, dass die neuronal am starksten exprimierten Isoformen von APP,
APLP1 und APLP2 in Gegenwart von Zink héhere Oligomere bilden. Dabei wurden APP
und APLP1 bereits in Gegenwart niedriger mikromolarer Zinkkonzentrationen geclustert, wo-
hingegen APLP2 erst bei héheren Zinkkonzentrationen multimere Komplexe ausbildete. Eine
Assoziation dieser Cluster mit cholesterolreichen Membrandoménen wurde nicht beobachtet.
Eine Limitierung der hier beschriebenen Experimente ist, dass sie zum iiberwiegenden Teil
in HEK293-Zellen durchgefiihrt wurden, welche nicht die Besonderheiten neuronaler Zellen
aufweisen, in denen diese Proteine in vivo exprimiert werden, mit z.B. pra- und postsynapti-
schen Bereichen und der Spezialisierung dieser Zellen auf die Integration und Weiterleitung
von Informationen. Es zeigte sich jedoch, dass dieser Clustereffekt auch in der Plasmamem-
bran von Neuronen auftritt, so dass angenommen wird, dass sich die Ergebnisse aus dem hier
verwendeten Modellsystem auf die Situation im Gehirn {ibertragen lassen.
Interessanterweise wurde ahnlich zu dem Effekt auf APP, APLP1 und APLP2 bereits ein
Effekt von Zink auf die Oligomerisierung von anderen neuronalen Proteinen beschrieben,
und zwar fiir Mitglieder der ProSAP /Shank Proteinfamilie (Baron et al., 2006; Grabrucker
et al., 2011). Es wurde postuliert, dass ProSAP1/Shank2 und ProSAP2/Shank3 in Abhén-
gigkeit von Zink ausgedehnte oligomere Proteinkomplexe an der Postsynapse bilden, welche
die Strukur der postsynaptischen Dichte (PSD) beeinflussen und wichtig fiir die Synapto-
genese und Stabilitdt von unreifen Synapsen sind (Grabrucker et al., 2011). APP, APLP1
und APLP2 sind sowohl in prasynaptischen als auch in postsynaptischen Kompartimenten
lokalisiert (Kim et al., 1995; Bayer et al., 1997; Lyckman et al., 1998; Hoe et al., 2008) und
waren somit ebenfalls Bindungspartner fiir ,freies” Zink, das in den synaptischen Spalt aus-
geschiittet wird. Daher kénnte Zink generell eine strukturgebende Funktion an der Synapse
ausiiben, indem es verschiedene strukturelle Netzwerke stirkt, wie die ProSAP /Shank- und
APP/APLP-Oligomerkomplexe.

Angesichts der unterschiedlichen Zinksensitivitdten wiirde man erwarten, dass sich in der
neuronalen Membran vorwiegend APP- und APLP1-Oligomere und nur in geringem Ma-
$e APLP2-Oligomere bilden. Wie einleitend beschrieben, weisen APP, APLP1 und APLP2
jedoch unterschiedliche subzelluldre Lokalisationen auf. APLP1 ist hauptsichlich in der Plas-
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mamembran lokalisiert, APLP2 kommt an der Plasmamembran und in intrazellularen Kom-
partimenten vor und APP wird vorwiegend in intrazellularen Kompartimenten exprimiert
(Kaden et al., 2009). In priméren Neuronen ist endogenes APP fast ausschlieflich im Golgi-
Apparat und in spaten Endosomen lokalisiert (Guo et al., 2012). Daher werden sich in Ge-
genwart von Zink in der neuronalen Plasmamembran hauptséchlich Oligomere von APLP1
bilden und nur in geringem Mafe APP-Oligomere. Bei hoheren Zinkkonzentrationen wiirden
sich auch APLP2-Oligomere ausbilden.

Ein weiteres Ergebnis ist, dass Zink ebenfalls die Bildung von heterooligomeren Komple-
xen in der Plasmamembran induzierte. Dabei reagierten APP:APLP1- und APLP1:APLP2-
Heterooligomere um den Faktor 4-5 sensitiver auf Zink als APP:APLP2-Heterooligomere.
Zudem konnte APLP1 die Zink-abhéngige Oligomerisierung von APLP2 vermitteln. Die zen-
trale Bedeutung von APLP1 bei der Zink-abhangigen Oligomerisierung wird auch durch einen
anderen Befund deutlich: Koexpression von APLP1 fiihrt dazu, dass sich die Menge von APP
an der Plasmamembran erhoht (Kaden et al., 2009), sodass in Gegenwart von APLP1 mehr
Zink-induzierte APP-Oligomere gebildet werden kénnen. APLP1 scheint somit das zentrale
Effektormolekiil fiir extrazelluldres Zink in Neuronen zu sein, indem es zum Einen selbst in
Abhéngigkeit von Zink multimere Komplexe an der Plasmamembran bildet und zum An-
deren die Menge Zink-induzierter Oligomere von APP und APLP2 an der Plasmamembran

reguliert.

3.2. Die E2-Domane als Sensor fiir Metallionen

3.2.1. Lokalisation der Zinkbindungsstelle fiir die Zink-abhdngige

Oligomerisierung

Analysen mit APLP1-Deletionsmutanten ergaben, dass die Zink-induzierte Oligomerisierung
von APLP1 nicht {iber die bekannte Zinkbindungsstelle in der E1-Doméne vermittelt wird
(Bush et al., 1994b), sondern durch eine zusétzliche Zinkbindungsstelle, die in der E2-Doméne
entdeckt wurde. Die Deletion der E2-Doméne fithrte in den Messungen jedoch nicht zu einem
vollstédndigen Verlust der Bildung von APLP1-Oligomeren, sondern nur zu einer Verringerung
der Zink-Sensitivitdt um den Faktor 10.

Eine mogliche Erklarung fiir die Zink-induzierte Oligomerisierung der Deletionsmutante bei
hohen Zinkkonzentrationen wére das Vorhandensein von weiteren niedriger affinen Zinkbin-
dungsstellen in APLP1, welche die Hauptbindungsstelle in der E2-Doméne ersetzen kénnen.
Eine andere denkbare Erklarung wire ein allosterischer Effekt, indem durch den Verlust eines

regulatorischen Bereichs in der E2-Doméne die Affinitét einer Zinkbindungsstelle in einem
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Abbildung 3.1.: Vergleich der E2-Doménen von APP in metallfrei-
er und Zink-gebundener Form. Alignment der Réntgenkristallstrukturen
von APP E2 ohne Metallionen nach Wang und Ha (2004), PDB-Eintrag 3NYL
(pink), und von APP E2 mit gebundenem Zinkion (orange) nach Dahms et al.
(2012), PDB-Eintrag 3UMI (tiirkis). Die Zink-gebundene Struktur wurde durch
Kokristallisation von APP E2 mit Cadmiumionen und anschliefendem ,,Soa-
ken“ der Kristalle mit Zinkchlorid erhalten. Das hier dargestellte Zinkion er-
setzte vollstdndig ein an dieser Stelle gebundenes Cadmiumion im Ausgangs-
kristall. Eine zweite Zinkbindungsstelle, in der ein Cadmiumion partiell durch

Zink ersetzt wurde, befindet sich im C-terminalen Bereich der Doméne.

anderen Bereich des Proteins modifiziert werden konnte. Dieser Hypothese widerspricht je-
doch, dass die Deletion anderer Bereiche des Proteins keinen Einfluss auf die Zink-abhéngige
Oligomerisierung hatte. Auferdem wurde in vitro gezeigt, dass die rekombinante E2-Doméne
von APLP1 direkt Zink bindet, was unmittelbar zu einer Dimerisierung der Doméne fiihrte.
Diese Befunde legen nahe, dass die Zinkbindung und Oligomerisierung von APLP1 direkt
iiber die E2-Doméne vermittelt wird und die Bindungsstelle in der E2-Doméne bei hohen

Zinkkonzentrationen durch andere, schwichere Bindungsstellen ersetzt werden kann.

3.2.2. Konformationsianderungen in der E2-Domane durch die Bindung von

Metallionen

Die E2-Doménen von APP, APLP1 und APLP2 banden in vitro Zink- und Kupferionen in
niedrigen mikromolaren Konzentrationen, was mit strukturellen Anderungen der E2-Doménen
einherging, die sich in den SPR-Analysen zeigten. Dies ist im Einklang mit Kristallisations-
tudien der E2-Doméne von APP in Gegenwart von Metallionen (Dahms et al., 2012). Die
E2-Doméne von APP weist in Zink- und Kupfer-gebundener Form eine etwas kompaktere Ge-
samtstruktur im Vergleich zu der metallfreien E2-Struktur auf (Wang und Ha, 2004; Dahms
et al., 2012), wobei die N-terminale Helix sich n&her an der zentralen Helix befindet (Ab-
bildung 3.1). Die Struktur wird durch die Metallbindung insgesamt rigider, worauf auch der
deutlich verringerte B-Faktor fiir das gesamte Protein in den Metall-gebundenen Struktu-
ren hindeutet (Dahms et al., 2012). Um die Struktur der Zink-gebundenen E2-Doméne von
APLP1 zu charakterisieren, wurde in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Manuel

Than (Leibniz Institute for Age Research, Jena) die E2-Doméne von APLP1 kristallisiert
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Abbildung 3.2.: Modell zur Oligomerisierung von APP und APLP1. Unter nativen Bedingungen
liegen APP und APLP1 vorwiegend als Homo- oder Heterodimere in der Membran vor. Bindung von extra-
zellularem Zink oder Kupfer fiihrt zur Ausbildung weiterer homophiler Kontakte, so dass sich die Dimere zu
héheren oligomeren Komplexen zusammenlagern. Dabei fiihrt die Bindung der Metallionen zu strukturellen
Anderungen in der E2-Doméne, was zur Ausbildung einer neuen homophilen Interaktionsfliche fiihren kénnte.
Alternativ kénnte ein Metallion direkt durch zwei benachbarte APP/APLP1-Molekiile komplexiert werden
und dadurch einen intermolekularen Kontakt herstellen. PM: Plasmamembran

und vermessen. Die Kristallisation gelang kiirzlich auch einer anderen Arbeitsgruppe (Lee
et al., 2011). Versuche, die APLP1 E2-Kristalle mit zinkhaltiger Losung zu ,soaken, um die
Zinkbindungsstelle auf molekularer Ebene sichtbar zu machen, schlugen bislang fehl, da der
Kristall durch das ,Soaken® zerstort wurde. Vermutlich sind die durch die Bindung der Zinkio-
nen ausgelosten Konformationsdnderungen in der Proteindoméne so stark, dass die Ordnung
der Proteine und somit der Kristall dabei zerstort wurde.

In chromatographischen Analysen zeigte sich, dass durch die strukturellen Anderungen ei-
ne Dimerisierung der E2-Domé&nen von APP und APLP1 ausgelost wird. APP, APLP1 und
APLP2 liegen in lebenden Zellen bereits iberwiegend als Homo- oder Heterodimere in Abwe-
senheit von Zink oder Kupfer vor (Soba et al., 2005; Munter et al., 2007; Kaden et al., 2009).
Quantitativen Analysen mit FLIM-FRET (,fluorescence lifetime imaging microscopy*) zu-
folge liegt APP in der Zelle zu 60-70% als Dimer und zu 30-40% als Monomer vor, wobei
der Anteil von dimerem APP in der Plasmamembran hoher ist und ca. 90% betriagt (Gralle
et al., 2009). Durch die neue Dimerisierungsstelle in der E2-Doméne werden die vorhande-
nen APP- und APLP1-Dimere in Gegenwart von Zink oder Kupfer zu héheren Oligomeren
komplexiert (Abbildung 3.2). Dies konnte durch zwei unterschiedliche Mechanismen erfolgen:
Zum Einen koénnte im Zuge der ausgelosten strukturellen Anderungen eine neue homophile
Interaktionsstelle entstehen. Zum Anderen kénnten zwei APP/APLP1-Molekiile direkt iiber
ein Zink- oder Kupferion verkniipft werden (Abbildung 3.2).

In der E2-Doméne von APLP2 werden durch die Metallbindung zwar strukturelle Anderun-
gen ausgelost, diese fiihren aber nicht unmittelbar zu einer Dimerisierung der E2-Doméne
und Oligomerisierung des Volllangenproteins bei niedrigen mikromolaren Konzentrationen.
Hier wird somit keine Interaktionsstelle ausgebildet bzw. die Komplexierung eines Metallions
durch zwei benachbarte APLP2-Molekiile ist sterisch behindert. Allerdings wurde bei hohe-

ren Zinkkonzentrationen die Bildung von a-helikalen Multimeren /Aggregaten der E2-Doméne
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beobachtet. Dies konnte im Zusammenhang mit der Besetzung schwacher intermolekularer
Metallbindungsstellen stehen, die auch bei der Kristallisation der E2-Doméne von APP in
Gegenwart hoher Cadmiumkonzentrationen beobachtet wurden (Dahms et al., 2012). Alter-
nativ konnte die Zink-abhéngige Oligomerisierung von APLP2 bei hohen Zinkkonzentrationen
durch andere Bereiche des Proteins vermittelt werden, analog zu der APLP1AE2-Mutante.

Durch die Metall-induzierten Konformationsdnderungen kénnten sich auch die Bindungsei-
genschaften der E2-Doméne fiir weitere Liganden dndern. Tatséchlich beschrieben Ho und
Stdhof (2004), dass die Bindung von F-Spondin an die E2-Doméne von APP in Gegenwart
des Metallionen-Chelators EGTA in vitro stark verringert war. Dies konnte damit zusam-
menhéangen, dass die von ihnen verwendete rekombinante E2-Doméne eingangs in Zink- oder

Kupfer-gebundener Form vorlag.

3.2.3. Zink-abhadngige Oligomerisierung von APLP1 iiber eine neue

Zinkbindungsstelle in der E2-Domane

Im C-terminalen Bereich der E2-Doméne von APLP1 wurde in dieser Arbeit eine neue Zink-
bindungsstelle identifiziert, die von den vier Histidinen His430, His433, His450 und His452
gebildet wird. Diese Metallbindungsstelle vermittelt die Zink-abhangige Oligomerisierung des
Volllangenproteins. Die Punktmutation der vier Histidinreste verringerte die Zinksensitivitét
des Volllangenproteins um den gleichen Faktor wie die Deletion der vollstandigen E2-Doméne
mit oder ohne der angrenzenden juxtamembranen Region.

Aus der Kristallstruktur von APLP1 E2 in Abwesenheit von Metallionen ergibt sich fiir die
identifizierten Aminoséuren keine offensichtliche Metallbindungsstelle (Lee et al., 2011). Die
Histidinreste befinden sich zwar in rdumlicher Néhe, sind jedoch nicht zueinander orientiert,
sodass die Bindung von Metallionen mit strukturellen Anderungen einher gehen miisste.
Die hier identifizierte Zinkbindungsstelle in der E2-Doméne von APLP1 iiberlappt teilweise
mit der Zinkbindungsstelle in der E2-Doméne von APP (Dahms et al., 2012). Das Zinkion im
APP-Kristall wird unter anderem von His436 (His531 in APP77g) gebunden, das als His430
in APLP1 konserviert ist. Weitere Ubereinstimmungen in der Zinkbindungsstelle treten je-
doch nicht auf. Im Sequenzvergleich wird deutlich, dass die Histidinreste an den Positionen
430, 433 und 452 von APLP1 in APP und APLP2 konserviert sind, wohingegen His450 als
Methioninrest in APP und APLP2 vorliegt (Abbildung 2.10). FRET-Analysen mit Punktmu-
tanten zeigten, dass His450 an der Zink-vermittelten Oligomerisierung von APLP1 beteiligt
ist. Das impliziert, dass an der Zink-vermittelten Oligomerisierung von APP, welche bei den
gleichen Zinkkonzentrationen vermittelt wird wie bei APLP1, moglicherweise auch andere

Bereiche der Doméne beteiligt sind als bei APLP1, da hier ein wichtiger Aminosaurerest der
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Zinkbindungsstelle von APLP1 nicht vorhanden ist.

Evolutionér betrachtet ist APLP1 vermutlich das jlingste Gen, das von APLP2 durch ein
Genduplikationsevent getrennt wurde (vgl. Abschnitt 1.3). Viele Befunde weisen darauf hin,
dass APP und APLP2 miteinander funktionell stiarker vernetzt sind als mit APLP1. Einen
Hinweis darauf liefert die hohere Aminoséduresequenzidentitit zwischen APP und APLP2 mit
68% gegeniiber 55-60% zu APLP1 (Walsh et al., 2007). Auferdem haben APP und APLP2
funktionelle Gemeinsamkeiten, die nicht von APLP1 ersetzt werden konnen, wie z.B. eine
Funktion beim Export von intrazelluldren Kupferionen ( Treiber et al., 2004) und Regulation
der Differenzierung neuronaler Stammzellen zu kortikalen Neuronen (Shariati et al., 2013).
Im Gegensatz zu den APP-/APLP2-spezifischen Funktionen wird die in dieser Arbeit be-
schriebene Zinksensorfunktion mafsgeblich von APLP1 ausgeiibt, da APP in Neuronen fast
ausschlieflich intrazellular vorliegt und APLP2 eine deutlich geringere Zinksensitivitat hat
als APLP1. Die Bildung eines neuen Histidinrests in der APLP1-Sequenz wihrend der Evo-
lution ist ein Hinweis darauf, dass sich APLP1 unter den Proteinen der APP-Familie auf die
Bindung von extrazellularem Zink spezialisiert hat.

Daher postuliere ich, dass APLP1 im physiologischen Kontext den wichtigsten Zinkrezeptor
der APP-Familie darstellt.

3.3. APP und APLPs als Zink-abhangige Proteine der

extrazellularen Matrix

Wie einleitend beschrieben, wird APP, APLP1 und APLP2 eine Beteiligung an der extra-
zelluldren Matrix im Gehirn zugeschrieben. Bereits Bush et al. (1994b) zeigten, dass die
Bindung von Heparin an APP, APLP1 und APLP2 durch Zink verstarkt wird und wiesen
diesen Effekt der E1-Doméne zu, die sowohl die niedrig affine Heparinbindungsstelle als auch
die von ihnen postulierte Zinkbindungsstelle enthélt. Xue et al. (2011) zeigten kiirzlich, dass
Heparin ein rekombinantes Protein mit der E2-Doméne von APLP1 dimerisieren kann, und
dass die Heparinbindung unter Anderem {iber die Histidinreste 430 und 433 erfolgt, die in
dieser Arbeit als Teil der Zinkbindungsstelle in der E2-Domaéne identifiziert wurden. Daher
konnte der von Bush et al. (1994b) beschriebene Effekt von Zink auf die Heparinbindung
von APLP1, und moéglicherweise auch von APP und APLP2, nicht durch die E1-Doméne,
sondern durch die in dieser Arbeit charakterisierte Zinkbindungsstelle in der E2-Doméne ver-
mittelt werden. Auflerdem ergibt sich aus den Ergebnissen dieser Arbeit und der von Xue
et al. (2011), dass der C-terminale Bereich der E2-Doméne eine zentrale Regulationsstelle fiir

die Liganden-abhéngige Oligomerisierung von APLP1 darstellt.
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Interessanterweise knnen einige Proteine der extrazellularen Matrix in nicht-neuronalen Ge-
weben durch Zink dimerisiert/oligomerisiert werden, was deren Bindung an andere Kompo-
nenten der Matrix beeinflusst (Dugan et al., 2003; Graille et al., 2010). Eine modulatorische
Rolle von Zink auf Proteine der extrazelluldren Matrix im Gehirn wurde bislang nicht be-
schrieben, wobei gerade hier lokal sehr hohe Zinkkonzentration erreicht werden. Eine Verkniip-
fung der extrazelluliren Matrix mit der Zinkphysiologie des Gehirns kénnte nach den hier
dargestellten Ergebnissen von den Proteinen der APP-Familie vermittelt werden, insbesonde-
re von APLP1. Daher wére es interessant, die Beteiligung von APLP1 an der extrazelluldren
Matrix des Gehirns nédher zu untersuchen und die Rolle der Zinkbindung und der dadurch
ausgelosten Oligomerisierung in diesem Zusammenhang zu analysieren.

Ebenfalls kaum verstanden ist die Bedeutung der L-APP und L-APLP2-Isoformen, die mit
einer Chondroitin-Sulfat-Glykosaminoglykan-Kette modifiziert sind und im Gehirn haupt-
sachlich von Astrozyten exprimiert werden (Sandbrink et al., 1994a,b; Shioi et al., 1995).
Diese enthalten ebenfalls die E2-Doméne mit der hier charakterisierten Zinkbindungsstelle
und konnten im Gehirn die extrazelluldre Matrix mit der Zinkphysiologie verbinden, indem
sie einerseits die Konzentration von freien extrazelluldren Zinkionen regulieren und anderer-
seits selbst durch Zink moduliert werden konnten. Es wire daher ebenfalls interessant, den
Einfluss von Zinkionen auf die Oligomerisierung von L-APP und L-APLP2 und die Auswir-
kungen der Oligomerisierung auf deren Funktion in der extrazelluldre Matrix des Gehirns zu

untersuchen.

3.4. APP und APLPs als synaptische Adhasionsproteine

Mehrere Studien legen eine mégliche Funktion von APP, APLP1 und APLP2 bei der Aus-
bildung von Kontakten zwischen benachbarten Zellen nahe. Bei Uberexpression von APP,
APLP1 oder APLP2 ist eine verstirkte Aggregation von Drosophila Schneider-Zellen zu
beobachten, wobei dieser Effekt bei APLP1 und APLP2-Uberexpression im Vergleich zur
APP-Uberexpression sehr viel stirker ausfillt (Soba et al., 2005). Eine direkte Interaktion
von Proteinen der APP-Familie in trans-Orientierung konnte in Sdugetierzellen jedoch nur
flir APLP1 nachgewiesen werden, was moglicherweise mit der geringeren Expression von
APP und APLP2 an der Plasmamembran im Zusammenhang steht (Kaden et al., 2009). Es
konnte zudem gezeigt werden, dass die laterale Diffusion der APLP1-Molekiile in den Zell-
kontaktbereichen verringert ist, was darauf hindeutet, dass APLP1 an der Stabilisierung der
interzellularen Kontakte beteiligt ist (Kaden et al., 2009). Aufserdem legen Studien mit kondi-

tionellen , knock-outs* von APP in der Pri- oder Postsynapse der neuromuskulédren Endplatte
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Abbildung 3.3.: Modell zur trans-Oligomerisierung von APLP1. Unter nativen Bedingungen liegt
APLP1 als Dimer in cis- und trans-Orientierung in der Membran vor. Es ist unklar, ob trans-Oligomere
durch Assoziation von monomeren oder dimeren APLP1-Molekiilen gebildet werden. Bindung von extrazellu-
ldrem Zink fiihrt zur Bildung hoherer oligomerer APLP1-Komplexe, die in Zellkontaktbereichen angereichert
werden. Dies geschieht mutmaislich durch die Bildung von trans-Oligomeren. Dies kénnte durch strukturelle
Anderungen des Proteins bei der Zinkbindung oder durch direkte Komplexierung zweier APLP1-Molekiile
iiber Zink vermittelt werden. PM: Plasmamembran

auf einem APLP2~/~-Hintergrund nahe, dass APP und APLP1 dort homo- und heterophile
transsynaptische Kontake ausbilden und dadurch die Morphologie der Synapse beeinflussen
konnen (Wang et al., 2009).

Eine Frage, die in diesen Studien nicht beantwortet werden konnte, ist, ob APLP1 eine konsti-
tutive Funktion in der Vermittlung von Zellkontakten hat, oder ob die Zelladhésionsfunktion
durch Liganden reguliert wird. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Zink neben der Indukti-
on der cis-Oligomerisierung die Anreicherung von APLP1 in Zellkontaktbereichen bewirkt.
Dies weist darauf hin, dass APLP1-Molekiile durch trans-Kontakte festgehalten werden und
spricht dafiir, dass APLP1 ein dynamisches Adhésionsprotein ist, das durch Stimuli Zellkon-
takte bzw. synaptische Kontakte verstiarken kann (Abbildung 3.3).

Dabei ist dhnlich wie bei der cis-Oligomerisierung unklar, ob die trans-Oligomere durch
strukturelle Anderungen nach der Zinkbindung oder durch Komplexierung gegeniiberliegen-
der Molekiile durch Zinkionen entstehen. Der zweite Fall wiirde implizieren, dass die APLP1-
Komplexe nur in engen Bereichen der Synapse entstehen konnen, da der durchschnittliche
Abstand zwischen der Pra- und Postsynapse dafiir zu groff wére. Die durchschnittliche Gro-
e des synaptischen Spaltes betrdgt im Hippocampus 15-25 nm, wobei er sich in schmalen
Bereichen auf unter 6 nm verengen kann (Rusakov und Kullmann, 1998; Zuber et al., 2005).
Rontgenstreuungsanalysen (SAXS) und Modellierungen der APP-Ektodoméne ergaben, dass
der C-terminale Bereich der E2-Doméne von APP ca. 5 nm von der Plasmamembran ent-
fernt liegt (Gralle et al., 2006). Wenn man dies auf die Zink-abhéngige Oligomerisierung von

APLP1 anwendet, ergibt sich, dass der Abstand der Zellen bei einer trans-Dimerisierung
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durch die E2-Doméne etwa 10 nm betragen kann, sodass APLP1 trans-Oligomere nur in
engen Bereichen der Synpase auftreten konnten. Denkbar wére jedoch auch, dass sich die
strukturellen Anderungen bei der Zinkbindung auf weiter N-terminal gelegene Bereiche des
Proteins auswirken, sodass auch grofere Absténde im synaptischen Spalt iiberbriickt werden

konnten.

In anderen Experimenten zeigte sich, dass durch die Zink-induzierte Oligomerisierung von
APLP1 und APLP2 auch deren Prozessierung beeinflusst wird. In Gegenwart von Zink wird
eine verringerte sSAPLP1-Produktion und, schwicher ausgeprigt, eine verringerte SAPLP2-
Produktion beobachtet (Schauenburg, unverdffentlichte Ergebnisse). Dies zeigt einerseits, dass
die Zinkbindung die Konzentration der APLP-Ektodomé&nen beeinflusst, die an der Regula-
tion der Morphologie und Physiologie von Neuronen beteiligt sind. Andererseits vermittelt
Zink gleichzeitig eine Stabilisierung von APLP-Oligomeren und der von APLPs ausgebildeten
Zellkontakte, indem es das ,ectodomain shedding* reduziert.

Die dadurch erhohte Stabilitéat der Volllingenproteine unterstiitzt die Hypothese, dass APLP1
eine Funktion als Zink-abhédngiges dynamisches Adhé&sionsmolekiil im zentralen Nervensystem
ausiibt. Diese Funktion wird vermutlich nicht von APP ersetzt werden konnen, da es haupt-
séchlich in intrazelluldren Kompartimenten vorliegt. APLP2 hat zwar eine geringere Zinksen-
sitivitat, liegt aber auch zu einem gewissen Anteil an der Plasmamembran vor, so dass es mog-
licherweise als ,,Backup® die Funktion von APLP1 ersetzen kénnte. Dies konnte die schwachen
phéinotypischen Verénderungen bei APLP1~/~- und APLP2~/~-Méusen, bei gleichzeitigen
schweren Beeintrichtigungen des perinatal letalen Doppelknockouts APLP1~/— / APLP2~/~,
erklaren.

Aulffallig ist, dass die Proteine der APP-Familie viele gemeinsame Merkmale mit bekann-
ten synaptischen Adhésionsmolekiilen (SAMs) aufweisen, wie Cadherinen, Integrinen, Neure-
xin/Neuroligin und Immunglobulindoménen enthaltenden Zelladhésionsproteinen. SAMs ent-
halten meist eine grofe extrazelluldre Doméne, eine Transmembransequenz und einen kurzen
cytoplasmatischen Anteil, der Interaktionsstellen fiir Geriistproteine oder Signalmolekiile ent-
halt (Shapiro et al., 2007; Tallafuss et al., 2010). Sie bilden haufig sowohl homophile als auch
heterophile Kontakte aus, die sich funktionell ersetzen kénnen ( Tallafuss et al., 2010). Einige
SAMs bilden analog zu APLP1 sowohl cis- als auch trans-Oligomere aus, wobei interessan-
terweise bei Cadherinen die Wechselwirkungen zwischen zwei gegeniiberliegenden Molekiilen
relativ schwach sind und die Stérke der trans-Verkniipfung durch die Interaktion vieler einzel-
ner Cadherin-Molekiile zu Stande kommt (Chen et al., 2005). Ein dhnliches Szenario erscheint
auch fiir die Zink-abhéngige trans-Interaktion von APLP1 plausibel. In den SPR-Messungen

zeigte sich, dass die Zinkbindung sehr dynamisch ist mit einer schnellen Assoziations- und
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Dissoziationskinetik, was sich auch in einer schnellen Zusammenlagerung und Dissoziation der
APLP1 cis-Oligomere in den FRET-Messungen ausdriickte. Die Anreicherung von APLP1-
Molekiilen in Zellkontaktbereichen in Gegenwart von Zink deutet auf die Ausbildung vieler
einzelner trans-Kontakte an den Zellkontaktbereichen hin.

Eine weitere auffillige Gemeinsamkeit von APP/APLPs mit Cadherinen ist die Bindung
von divalenten Metallionen, welche die Oligomerisierung und adhérierenden Eigenschaften
der Proteine verstarkt. Dabei werden Cadherine durch Calciumionen reguliert (Hatta et al.,
1985). Die Cadherine liegen auf Grund der hohen Calciumkonzentrationen in Hohe von 1-
2 mM im extrazelluliren Raum des Gehirns iiberwiegend in Ca?*-gebundener Form vor
(Csenkér et al., 1982). Allerdings wurde auch beobachtet, dass sich die Anzahl und Stérke
der Cadherin-vermittelten Kontakte bei synaptischer Aktivitdt erhoht, was mit der extra-
zelluldren Calciumkonzentration zusammenhéngen konnte (Zanaka et al., 2000). Eine viel
starkere Dynamik wére fiir Zink-regulierte APLP1-vermittelte synaptische Kontakte zu er-
warten. Die Zinkkonzentration im synaptischen Spalt erhéhen sich bei der Ausschiittung von
Zinkvesikeln um mehrere Grofsenordnungen und nur unter diesen Bedingungen wiirde man
eine Induktion der Oligomerisierung von APLP1 erwarten.

Im Gegensatz zu Cadherinen tragen Neurexin/Neuroligin-Oligomere weniger zur Strukturie-
rung der Synapse bei, sondern eher zur Vermittlung von Signalen zwischen der Pri- und
Postsynapse (Shapiro et al., 2007). Eine Signalfunktion durch die Ausbildung von trans-
Kontakten wére auch eine mogliche Funktion fiir APLP1-trans-Oligomere. Die Beseitigung
von Zinkionen aus dem synaptischen Spalt erfolgt relativ langsam (> 1 min) (Vogt et al.,
2000). Die APLP1-Oligomere sind allerdings nicht stabil, sondern dissoziieren innerhalb von
wenigen Minuten bei Auswaschen des Zinks mit Messpuffer (Daten nicht gezeigt), sodass
Zink-induzierte APLP1-Oligomere in vivo vermutlich nur fiir einige Minuten gebunden blei-
ben. Zink-abhéngige APLP1-Oligomere wiirden somit weniger zur langzeitigen Assoziation
der Pra- und Postsynapse beitragen, sondern mehr zur kurzzeitigen Verstarkung des Kon-
takts. Dadurch konnten weitere Adhésionsproteine rekrutiert werden und/oder Signale iiber

die Synapse vermittelt werden.

Basierend auf den Ergebnissen meiner Arbeit schlage ich eine Funktion fiir die Proteine der
APP-Familie als Zink-abhéngige synaptische Adhésionsmolekiile vor. Diese Funktion wiirde
primér durch APLP1 vermittelt werden, indem es zum einen homophile APLP1-Oligomere
und zum Anderen heterophile Kontakte mit APP und APLP2 ausbildet.
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4.1. Material

4.1.1. Chemikalien, Proteine und Kits

Chemikalien zum Ansetzen von Puffern und Reaktionslosungen wurden, sofern nicht anders
vermerkt, von Sigma-Aldrich (Deisenhofen), Roth GmbH (Karlsruhe), Merck (Darmstadt)
oder Fluka (Schweiz) in der Qualitédtsstufe pro analysis bezogen.

Alle ,Kits* und Enzyme, die nicht gesondert aufgefiihrt sind, wurden von Qiagen (Hilden),
Macherey&Nagel (Diiren), Stratagene (USA), Thermo Scientific (USA), Roche (Schweiz),
New England Biolabs (USA), Promega (USA), GE Healthcare (Miinchen) und Invitrogen

(Karlsruhe) bezogen und nach Herstellerangaben verwendet.

4.1.2. Pufferlésungen

Nicht gesondert aufgefiihrte Pufferlosungen wurden nach Sambrook et al. (1989) hergestellt.

4.1.3. Antikorper

Alle verwendeten Erstantikorper wurden im Rahmen dieser Arbeit hergestellt und in Ver-

diinnungen von 1:1000 - 1:2000 im Western-Blot eingesetzt.

DCRX: polyklonaler Antikérper aus Kaninchen; Epitop: Aminosduren 407-421 von
humanem APPggs

DCRY: polyklonaler Antikérper aus Kaninchen; iiber Protein A-Sepharose® gerei-
nigt; Epitop: Aminosduren 349-363 von humanem APLP1

DCRP: polyklonaler Antikérper aus Kaninchen; Epitop: Aminoséduren 485-495 von
humanem APLP2743
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DCRP / DCMD: Antikorper aus Kaninchen; Epitop: rekombinante E2-Doméne von hu-

manem APPggs mit N-terminalem Methionin (Aminoséduren 316-498)
aus E. coli (Corrigan et al., 2011)
a-Kaninchen-HRP:  Mit Meerrettich-Peroxidase (HRP) konjugierter Zweitantikorper

(Promega, USA) zur Detektion von Erstantikérpern aus Kaninchen

im Western Blot, Verdiinnung 1:10000

4.1.4. Primer

HPLC-gereinigte Primer wurden von Sigma Aldrich (Deisenhofen) synthetisiert.

Primer fiir Subklonierungen in den Hefevektor pPICZ«

Name des Primers

Sequenz

P1 APLP1 E2-fw EcoRI at 5’

GTCCGAATTCCCCACAGACGGTGTGGATATTTAC

P8 APLP1 E2long-rv Notl [Stop] at 3’

GTATTAGCGGCCGCTCACAATTCACTGGGACCCAG

fwsAPLP1EcoRI

TGAGCAATCTGAATTCAGCCTGGCCGGTGGGAGCC

P21 APLP1 E1bisAS211 rev NotlI [Stop]

TCATGCGGCCGCTTAGGGACAGCACACATACTCCACA

Primer zur Erzeugung von Punktmutationen

Name des Primers

Sequenz

P11 APLP1 H450A fw

GATGCGCTTCCAGGTGGCTACCCACCTTCAAG

P12 APLP1 H450A rv

CTTGAAGGTGGGTAGCCACCTGGAAGCGCATC

P15 APLP1 H430A /H433A fw

CGCTGCGCGCCTACCAGGCTGTGGCCGCCGTGGATCCC

P16 APLP1 H430A /H433A rev

GCGGCCACAGCCTGGTAGGCGCGCAGCGTGTGCCTCTG

P17 APLP1 H450A /H452A fw

CTTCCAGGTGGCTACCGCCCTTCAAGTGATTGAGGAGAG

P18 APLP1 H450A /H452A rev

CACTTGAAGGGCGGTAGCCACCTGGAAGCGCATCTGCTG

Primer fiir Deletionsmutagenesen

Name des Primers

Sequenz

P40 APLP1 Delta290-494 fw

CACTCCCACCCCGAGGTTGGAAGCCCCTGCCCCTG

P41 APLP1 Delta290-494 rev

GGGCAGGGGCTTCCAACCTCGGGGTGGGAGTGACTTT

P50 APLP1 Delta290-580 fwd

TCACTCCCACCCCGAGGGCTGTATCGGGTCTGCTGA

P51 APLP1 Delta290-580 rev

GCAGACCCGATACAGCCCTCGGGGTGGGAGTGACTT
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4.1.5. Plasmidvektoren und Expressionskonstrukte

Als ,Shuttle“-Vektor bei der Klonierung wurde der Vektor pCRII aus dem TOPO TA Klonie-
rungssystem verwendet (Invitrogen, Karlsruhe). Fiir die Expression in Pichia pastoris wurden
die Hefezellen mit dem linearisierten Vektor pPICZaA (Invitrogen, Karlsruhe) transformiert.
Die Uberexpression in humanen Zellen und Rattenzellen wurde durch Transfektion der Vek-
toren pcDNA3-CFP/YFP/FLAG (Invitrogen, Karlsruhe; modifiziert von Michael Schaefer,
Universitat Leipzig) und pEYFP (Clontech) durchgefiihrt. Zur Expression in F.coli wurde
das Vektorsystem pRSET verwendet.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende Konstrukte kloniert und verwendet:

Vektor Insert
pPICZaA APLP1 E2 (Aminosduren 290-495 von APLP1)
pPICZaA APLP1 E1 (Aminoséuren 39-211 von APLP1)

pcDNA3-CFP/YFP | APLP1 H450A

pcDNA3-CFP/YFP | APLP1 H430A /H433A /H450A /H452A
pcDNA3-CFP/YFP | APLP1 AE2

pcDNA3-CFP/YFP | APLP1 AE2-JMR

Folgende in dieser Arbeit verwendete Vektoren wurden von anderen Personen konstruiert:

Vektor Insert Quelle

pRSETA-d6a APP E2 (Aminosiuren 316-498 von APP) | Chi Le Lan Pham, Australien
pcDNA3-CFP/YFP/- APP Lisa Miinter, AG Multhaup
pcDNA3-FLAG/CFP/YFP | APLP1 Daniela Kaden, AG Multhaup
pcDNA3-FLAG/CFP/YFP | APLP1 AE1-AcD Daniela Kaden, AG Multhaup
pcDNA3-CFP/YFP APLP2 Daniela Kaden, AG Multhaup
pcDNA3-YFP Glycophorin A Michael Schaefer, Universitit Leipzig
pEYFP N-terminales Peptid der Lyn-Kinase Michael Veit, FU Berlin

4.1.6. Bakterienstaimme und N3hrmedien

Fiir Subklonierungen und Mutagenesen wurden die Abkommlinge Alpha-Select (Bioline,
USA) und Topl0 (Invitrogen, Karlsruhe) des E.coli K12-Stamms verwendet, fiir die Pro-
teinexpression wurde der E. coli-Stamm BL21(DE3)pLysS verwendet. Abhéngig von dem
verwendeten Selektionsmarker wurden folgende Néhrmedien eingesetzt:

LB-Medium: 1% (w/v) Trypton, 0,5% (w/v) Hefeextrakt, 1% (w/v) NaCl

flir Ampicillin, Kanamycin und Chloramphenicol

LB ,low salt““Medium: 1% (w/v) Trypton, 0,5% (w/v) Hefeextrakt, 0,5% (w/v) NaCl
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fiir Zeocin

4.1.7. Hefestamme und Nahrmedien

Zur Herstellung von rekombinanten Proteinen wurde die Hefeart Pichia pastoris, Stamm

SMD1168 (Invitrogen, Karlsruhe) verwendet. Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende He-

felinien erzeugt:

SMD1168 pPICZaA-APLP1E2 und SMD1168 pPICZaA-APLP1E1

Die folgenden Hefelinien wurden iibernommen:

Hefezelllinie Quelle

SMD1168 pPICZaA-APPE2 (Aminoséduren 290-491 von APPggs) Daniela Kaden, AG Multhaup
SMD1168 pPICZaA-APLP1E2-JMR (Aminosduren 290-566 von APLP1) | Diplomarbeit Magnus Mayer
SMD1168 pPICZaA-APLP2E2 (Aminosduren 370-565 von APLP2763) Diplomarbeit Magnus Mayer

Dabei wurden folgende Ndhrmedien eingesetzt:

YPD-Medium:

Selektionsmedium (YPDS):
BMGY-Medium:

BMMY-Medium:

BMMY pH 7, 0,5% MetOH:

Einfriermedien:

1% (w/v) Hefeextrakt, 2% (w/v) Bacto-Pepton, 2% (w/v)
Glukose

YPD mit 1 M Sorbitol, 2% (w/v) Agar, 100 pug/ml Zeocin
1% (w/v) Hefeextrakt, 2% (w/v) Bacto-Pepton, 100 mM Ka-
liumphosphat pH 6,0, 1,34% Stickstoffbasismedium fiir Hefe
(YNB) von Invitrogen (Karlsruhe), 4-107° % (w/v) Biotin,
1% (v/v) Glycerin

1% (w/v) Hefeextrakt, 2% (w/v) Bacto-Pepton, 100mM Ka-
liumphosphat pH 6,0, 1,34% YNB (Invitrogen, Karlsruhe),
4-107% % (w/v) Biotin, 2% (v/v) Methanol

wie BMMY, aber mit Kaliumphosphat pH 7,0 und 0,5% (v/v)
Methanol

15% (v/v) Glycerol in 85% (v/v) YPD- bzw. BMGY-Medium

Alle Medien wurden vor Gebrauch mit 1x Penicillin/Streptomycin (PAA, USA) versetzt.

4.1.8. Zelllinien

Fiir die eukaryotische Zellkultur wurde die humane embryonale Nieren-Zelllinie HEK293 ver-
wendet, ATCC-Nummer: CRL-1573 (ATCC, Rockville, USA).
Nahrmedium: DMEM mit 10% fetalem Kéalberserum und 2 mM Glutamin
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Zellkulturmedium, Trypsin/EDTA und PBS wurden von Biochrom (Berlin) und PAA (USA)

bezogen.

4.1.9. Versuchstiere

Rattenembryonen von schwangeren Wistar-Ratten (Tierstall des Rudolf-Boehm-Instituts
fiir Pharmakologie und Toxikologie, Universitit Leipzig)

Kaninchen Hsdlf:NZW (Harlan Laboratories, Deutschland)

4.1.10. Verbrauchsmaterialien

Allgemeine Plastikwaren (Reaktionsgefife, Petrischalen, etc.) wurden von Sarstedt (Niim-

brecht), TPP (Schweiz) oder Greiner (Osterreich) bezogen, sofern nicht anders angegeben.

Elektroporationskiivetten 0,2 cm GenePulser Cuvettes (Biorad, Miinchen)
Filterpapier Whatman 3MM (Whatman Int. Ltd., GB)
Nitrocellulosemembran porablot NCP (Macherey-Nagel, Diiren)
Pipettenspitzen (Roth GmbH, Karlsruhe; Steinbrenner, Wiesenbach )
Rontgenfilme , Konica Minolta Medical Film*

verstérkte 50ml-Reaktionsgefifie zum Zentrifugieren (VWR, USA)
Amicon Ultra Zentrifugenfilterréhrchen, 3.000, 10.000 und 30.000 MWCO fiir 0,5, 4
und 15 ml (Millipore, Schwalbach)

Sterilfilter, Minisart, Porengrofe 0,2 wm (Sartorius, Gottingen)
Sterilfilter, 500 ml Steritop 0,22 pm (Millipore, Schwalbach)
Mini-Leer-Séulen (Biorad, Miinchen)

Cryo-Rohrchen: CryoTube Vials (Nunc, Wiesbaden)

Mikrotiterplatten fiir ELISA (Nunc, Wiesbaden)

96-deep-well Platten (Nunc, Wiesbaden)

Omix 100 pl C18 Pipettenspitzen (Varian, USA)

4.1.11. Gerate

Autoklav: Varioklav 135S (H+P, Oberschleisheim)

BIAcore 3000 (GE Healthcare, Miinchen)

Brutschrénke fiir Bakterien- und Hefekultur: Modell 600 (Memmert, Schwabach)
Brutschrank fiir eukaryotische Zellkultur HERA Cell 240 (Heraeus, USA)
CASY®Cell Counter, Model DT (Roche, Schweiz)
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Fliissigkeits-Chromatografieanlagen (FPLC) Akta P-920 und Akta Explorer P-900 (Phar-
macia, Freiburg) mit Blue Sepharose®-Siaule HiTrap Blue HP, HiTrap Protein A-Séule,
Grofenausschlusssdulen Superdex 200 HiLoad XK 16/60 und Superose 12 10/300 GL
(GE Healthcare, Miinchen) und selbst angefertigter Heparin Hyper D-Séule (Pall, USA)
Entwicklermaschine Cawomat 2000 IR (Cawo, Schrobenhausen)
Epifluoreszenzmikroskop DMI6000B invers mit externer Metallhalogenidlampe EL6000
und externem Filterrad CFP/YFP, Bedienung iiber LAS AF Application Suite inkl. SE
FRET Wizard (Leica Microsystems, Wetzlar)

Feinwaage MC1 AC120S (Sartorius, Gottingen)

French Press fiir Zellaufschluss von Bakterien, French Pressure Cell-Press (SLM Amico,
USA)

Geldokumentationsanlage Alphalmager 2200 (Biozym, Hamburg)

GenePulser und GenePulser II fiir Elektroporation (Biorad, Miinchen)

Grobwaage L2200P (Sartorius, Gottingen)

Heizblock UBD2 (Grant, UK)

Konfokales Laser Scanning Mikroskop LSM-510 meta cLSM (Carl Zeiss Microscopy,
Jena), ausgestattet mit einem a-Plan-Fluor 100 x/1.45 Objektiv

Kiihlzentrifuge Centrifuge 5417 R (Eppendorf, Hamburg)

Kiivettenphotometer SmartSpec 3000 (Biorad, Miinchen)

Lichtmikroskop Axioskop (Carl Zeiss Microscopy, Jena)

Massenspektrometer Bruker Ultraflex 11, MALDI-TOF-TOF (Bruker Daltonic, Bre-
men)

Mikrozentrifuge FugeOne (StarLab, UK)

Millipore water purification systems, Q Gard 1 (Millipore, USA)

Mini-Protean Tetra Cell (Biorad, Miinchen)

Nano Drop ND-1000 Spectrophotometer (PEQLAB, Erlangen)

Netzgerdat Power Supply EPS 301 (Amersham, USA) fiir SDS-PAGE

Netzgerdt Power Supply 2000,/200 (Biorad, Miinchen) fiir Agarosegelelektrophorese
Nucleofector II (Lonza, Schweiz)

Plattenphotometer Anthos HT2 (Anthos, Krefeld)

PCR-Maschine Mastercycler oder Mastercycler gradient (Eppendorf, Hamburg)
Perfusionskammer RC-25F mit P4-Adapter (Warner Instruments, USA)
Perfusions-Kontrollsystem mit 8 Ventilen VC-8T (Warner Instruments, USA)
Pipetten: Pipetman P2, P10, P20, P200 & P1000 (Gilson, USA)
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e Schiittelgerite fiir Bakterien- und Hefekulturen: HR225, HR250 (Infors, Bottmingen),
Certomat BS-1 (B. Braun Biotech International, Melsungen)

e Spektropolarimeter J-810 (JASCO, Japan) mit Peltierelement PTC-4235 (JASCO, Ja-
pan) und Umwiélzkiihler Thermo HAAKE WKL 26 (Thermo Scientific, Deutschland)

e Sterilwerkbank Herasafe (Heraeus, USA)

e Thermomixer Comfort (Eppendorf, Hamburg)

e Tischzentrifuge Biofuge fresco (Heraeus, USA)

e Transblot-Apparatur, (Bio-Rad, Miinchen)

e Uberkopfschiittler Reax 2 (Heidolph, Schwabach)

e Ultrazentrifuge J2-MC (Beckman, Miinchen) mit JA-10 Festwinkelrotor (Beckman,
Miinchen) und F13B-14x50cy mL Festwinkelrotor (FiberLite, USA)

e Vakuumkonzentrator SpeedVac (Savant) mit Kiihlfalle RVT400 Thermo (Savant)

e Vakuumpumpe CVC2 vacuubrand (ABM, Marktredwitz)

e Vortex Genie 2 (Scientific Industries, USA)

e Zentrifuge Megafuge 1.0 (Heraeus, USA)

4.1.12. Software

e Proteinanalytik und Tools zur Analyse von Massenspektren: ProtParam, PeptideMass,
FindPeptide, Delta Mass und ProteinProspector

e Vorhersage von Antigenizitdat, Zuginglichkeit von Epitopen und méglicher Kreuzre-
aktivitdt: EMBOSS antigenic (Parker et al., 1986; Kolaskar und Tongaonkar, 1990),
RankPep (Reche et al., 2002), BLASTp (National Library of Medicine)

e Visualisierung und Uberlagerung von 3-dimensionalen Proteinstrukturen: PyMOL

e Proteinsequenzvergleiche: ClustalOmega 1.1 (Sievers et al., 2011), Boxshade

e DNA-Sequenzanalysen SE Central Clone Manager 5, Primer Designer 4, Align Plus 4

e Datenauswertungen: GraphPad Prism 5, Origin 6, Microsoft Excel 2010

e Internetdatenbanken: UniProt, NCBI, RCSB PDB

e Literaturverwaltungsprogramme: JabRef 2.9, Zotero 3

e Bildbearbeitung: Adobe Ilustrator CS5 und Photoshop CS5, Axiovision und ImagelJ
fiir Mikroskopiebilder

e Textverarbeitung: TeXnic Center 2.0 mit IATEX-Distribution MikTeX 2.9
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4.2. Molekularbiologische Methoden

4.2.1. Klonierungsstrategien
4.2.1.1. Klonierung der Hefeexpressionsvektoren

Zur Expression der E1- und E2-Doméne von APLP1 in Pichia pastoris wurden diese Bereiche
in den Hefeexpressionsvektor pPICZaA kloniert. Dazu wurden die E1- und E2-Regionen von
APLP1 aus pcDNA3-FLAG APLP1 zunédchst durch eine Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
(siche Kapitel 4.2.2) vervielféltigt. Die verwendeten Primer enthielten dabei am 3’-Ende
des codierenden Stranges ein Stop-Codon und zusédtzlich wurden an den 5’- und 3’-Enden
Uberhéinge mit Restriktionsschnittstellen fiir EcoRI und NotI eingebaut. Diese ermdglichten
die Ligation der DNA-Fragmente in die ,Multiple Cloning Site* des Hefeexpressionsvektors
pPICZa im Leseraster mit dem a-Faktor aus Saccharomyces cerevisiae, der eine Sekretion
des exprimierten Proteins in das Kulturmedium bewirkt.

Da die direkte Ligation des Fragments misslang, wurde ein Zwischenschritt {iber den TOPO-
Vektor pCRII durchgefiihrt. Hierbei wurden die in der PCR entstandenen Fragmente durch
die TOPO-Reaktion in den Vektor insertiert und anschliefend vervielfiltigt. Dies ermdglich-
te einen effektiveren Schnitt der Restriktionsenzyme als in dem reinen PCR-Produkt und
dadurch eine erfolgreiche Ligation der DNA-Fragmente mit dem verdauten Hefeexpressions-

vektor.

4.2.1.2. Einfiigen von Punktmutationen

Die Mutation von einzelnen Aminoséduren in der APLP1-Sequenz wurde mit einer ortsspezifi-
schen Mutagenese-PCR (,,Site-directed mutagenesis”) durchgefiihrt. Hierbei wurde eine Muta-
tion durch Verwendung von Primern induziert, die an der geeigneten Stelle der DNA-Sequenz
eine oder mehrere Basenfehlpaarungen enthielten, sodass das Amplifikat die gewiinschte Mu-
tation erhielt. Die Primer wurden nach der modifizierten Primerdesignmethode von Zheng
et al. (2004) konstruiert. Dabei wurden partiell komplementére Vorwérts- und Riickwérts-
Primer mit der gewiinschten Punktmutation im Uberlappungsbereich der Primer verwendet.
Mit diesen wurde der vollstdndige Expressionsvektor durch PCR amplifiziert und lag danach
als unmethylierte DNA vor. Mit dem Restriktionsenzym Dpnl wurde spezifisch die methy-
lierte DNA-Vorlage verdaut, sodass anschliefend nur das mutierte PCR-Produkt vorlag, das

direkt in Bakterienzellen transformiert werden konnte.
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4.2.1.3. Erzeugung der Deletionsmutanten

Lange Deletionen in der APLP1-Sequenz wurden durch PCR-vermittelte Deletionsmutagene-
se erzeugt (Hansson et al., 2008). Hierbei wurde eine Mutagenese-PCR mit einem Primerpaar
durchgefiihrt, das die Sequenzen enthélt, die sich neben der zu deletierenden DNA befinden
(Abbildung 4.1). Nach einer PCR des gesamten Expressionsplasmids mit anschliefendem

Deletionsfragment

Primer 1
TTTTT1 . Abbildung 4.1.: Konstruktion der Deleti-
L DNA-Matrize
Primer 2 + onsmutanten durch Mutagenese-PCR. Die

Deletion wird durch eine PCR erzeugt, mit Hilfe
von Primern, die komplementér zu den flankieren-
den Sequenzen des Deletionsfragments sind.

Verdau der DNA-Vorlage durch Dpnl blieb ausschliefslich die linearisierte DNA ohne das de-
letierte DNA-Fragment iibrig. Auf Grund des durch die Primer erzeugten Uberhangs konnte
sich das Amplifikat wieder zu einer zirkuldren DNA zusammenlagern und in Bakterienzellen

transformiert werden.

4.2.2. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
PCR zur einfachen Vervielfiltigung von DNA-Fragmenten

Zur Amplifikation der E1- und E2- Regionen von APLP1 wurden PCRs mit 2,5 U GoTaq-
Polymerase (Promega, USA) nach Herstellerangaben durchgefiihrt mit je 10 pmol Primer
und 10 nmol Plasmid-DNA. Die Amplifikation erfolgte iiber 29 Zyklen der Folge 30 sec
Denaturierung bei 95°C, 30 sec ,,Annealing* bei 57-60°C, 75 sec Polymerisation bei 72°C.

Mutagenese-PCR

Fir die Erzeugung von Punktmutationen und Deletionsmutationen wurden PCRs mit der
PfuUltra II Fusion Polymerase (Stratagene, USA) durchgefiihrt. Der Reaktionsansatz wurde
in einem Reaktionsvolumen von 25 pl nach Herstellerangaben angesetzt. Die Amplifikation
erfolgte iiber 18 Zyklen der Folge 20 sec Denaturierung bei 95°C, 30 sec ,,Annealing”* bei 55-
60°C, 4 min Polymerisation bei 72°C, gefolgt von einer abschlieffenden Inkubation bei 72°C

fir 4 min.
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4.2.3. Spaltung und Ligation von DNA

Restriktionsverdaus der Plasmidvektoren und der amplifizierten Fragmente wurden mit Re-
striktionsenzymen von New England Biolabs (USA) nach Herstellerangaben durchgefiihrt.
Dabei wurden in der Regel jeweils 1-5 U Enzym je ug DNA verwendet. Die Inkubation

erfolgte fiir 1-16 Stunden bei der angegebenen Temperatur.

DNA-Fragmente und verdaute Plasmidvektoren wurden in Verhé&ltnissen 3:1 bis 10:1, bezogen
auf die Anzahl der Molekiile, gemischt und mit 3 U T4-Ligase (Promega, USA) ligiert. Die
Ligationsreaktion wurde nach Herstellerangaben fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur mit
anschlieflender Inkubation tiber 12-24 Stunden bei 4°C durchgefiihrt.

4.2.4. TOPO-Klonierung

Fiir die TOPO-Reaktion wurde der Vektor pCRII (Invitrogen, Karlsruhe) verwendet, zu-
sammen mit einem PCR-Produkt, das einen Desoxyadenosiniiberhang aus einer PCR mit
Tag-Polymerase enthélt. Der TOPO-Vektor liegt linearisiert mit der fusionierten Vaccinia
Virus Topoisomerase I an den 3’-Enden vor, wobei der letzte Desoxythymidinrest des Vek-
tors ungepaart ist, so dass er mit dem PCR-Produkt hybridisieren kann. Die Topoisomerasen
katalysieren hierbei die Verkniipfung des Vektors mit dem PCR-Produkt an beiden Enden.
Dabei wird das Enzym abgespalten und eine zirkuldre DNA entsteht, die in Bakterienzellen
transformiert und vervielfaltigt werden kann. Die TOPO-Klonierung wurde nach Hersteller-

angaben (Invitrogen, Karlsruhe) durchgefiihrt.

4.2.5. Transformation von kompetenten Zellen durch Hitzeschock

12-25 pl chemisch kompetente E. coli-Zellen (Bioline, USA; Invitrogen, Karlsruhe) wurden
auf Eis aufgetaut und mit 1-2 pl Plasmid-DNA versetzt. Anschlieftend wurde der Ansatz 30
Minuten auf Eis inkubiert, gefolgt von einem Hitzeschock im 42°C warmen Wasserbad fiir
45 Sekunden. Unmittelbar danach wurden die Bakterien auf Eis gestellt, nach 2 Minuten
mit 500 pl vorgewdrmtem LB bzw. LB ,low salt-Medium versetzt und anschlieftend fiir 30-
60 Minuten bei 37°C inkubiert. 100-250 ul der Bakterienkultur wurden auf LB-Agar-Platten
mit geeignetem Selektionsantibiotikum ausplattiert und anschliefend iiber Nacht bei 37°C

inkubiert.
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4.2.6. Vervielfdltigung, Praparation und Konzentrationsbestimmung von
Plasmid-DNA

Von einer Agarplatte wurde ein Einzelklon der Bakterien in 3 ml oder 150 ml LB-Medium
mit dem jeweiligen Selektionsantibiotikum iiberfiihrt und bei 37°C, 200 rpm auf einem Schiit-
teltisch iber Nacht wachsen gelassen.

Die Isolation und Aufreinigung der Plasmid-DNA aus 3 ml-Kulturen erfolgte unter Verwen-
dung der Puffer des PC500-Maxi Kits (Macherey Nagel, Diiren). 1,5 ml Bakterienkultur
wurden fiir 8 Minuten bei 4500 rpm in der Tischzentrifuge abzentrifugiert. Das Pellet wurde
in 300 pl Puffer S1 (50 mM Tris/Cl pH 8,0, 10 mM EDTA, 100 uM RNase A) resuspendiert
und mit 300 pl Puffer S2 (200 mM NaOH, 1% SDS) fiir 2-3 Minuten bei Raumtemperatur
lysiert. Durch Zugabe von 300 ul Puffer S3 (2,8 M Kaliumacetat pH 5,1) wurden die Pro-
teine und die genomische DNA geféllt, der Ansatz wurde 20 Minuten auf Eis inkubiert und
anschliefend mehrmals fiir 10-20 Minuten bei 14000 rpm, 4°C zentrifugiert. Im Uberstand
befand sich die Plasmid-DNA, die durch Zugabe von 600 ul Isopropanol geféllt wurde. Die
DNA wurde durch eine 30-miniitige Zentrifugation bei 20000xg, 12°C, pelletiert und mit
200 pl 70% Ethanol gewaschen. Das DNA-Pellet wurde anschliefend getrocknet und in 30-
50 pl sterilem Wasser gelost.

Die Aufreinigung der Plasmid-DNA aus dem 150 ml-Ansatz erfolgte mit den Kits Nucleobond
XtraMidi bzw. XtraMidi EF nach Herstellerangaben (Macherey Nagel, Diiren).

Die Konzentration der DNA wurde mittels NanoDrop durch Messung der Extinktion bei
260 nm bestimmt. Die Konzentration der DNA berechnet sich dabei aus dem Zusammen-
hang 1 OD bei 260 nm = 50 pg/ml DNA. Die Reinheit der DNA wurde durch das Verhéltnis

der Extinktionen gggzz bewertet, das bei reiner Plasmid-DNA ca. 1,9 betrégt.

4.2.7. DNA-Gelelektrophorese und Reinigung von DNA aus Agarosegelen

TAE-Puffer: 40 mM Tris, 20 mM Essigsdure, 1 mM EDTA pH 8,0
6x DNA-Probenpuffer: 0,25% (w/v) Bromphenolblau, 60% (v/v) Glycerin,
0,1 mM EDTA, pH 8,0

Linearisierte DNA und DNA-Fragmente wurden iiber Gelelektrophorese in TAE-Puffer mit
0,8-1,5%-igen Agarosegelen (w/v) aufgetrennt. Die Zugabe von 0,0013% (v/v) RedSafe (Chem-
bio, UK) in das Agarosegel erméglichte die Detektion der DNA bei UV-Licht.

Fiir praparative Anwendungen wurde das DNA-enthaltende Gelstiick ausgeschnitten, die
DNA mit dem QIAGEN Gel Extraction Kit (QIAGEN, Hilden) aufgereinigt und ggf. im

Vakuumkonzentrator aufkonzentriert.
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4.2.8. Sequenzierung und Plasmidkontrollen

Die in Vektoren insertierten DNA-Fragmente wurden vollstdndig sequenziert und mit der
Originalsequenz abgeglichen. Die Sequenzierungen wurden von der Firma GATC Biotech
(Konstanz) mit der Didesoxymethode nach Sanger (Sanger et al., 1977) durchgefiihrt. Zu-
satzlich wurden die Plasmide zur Kontrolle, ob Insertionen oder Deletionen im Vektorriickgrat
aufgetreten waren, mit Restriktionsenzymen verdaut und durch DNA-Gelelektrophorese ana-

lysiert.

4.3. Proteinexpression in Escherichia coli und Pichia pastoris

4.3.1. Proteinexpression in E. coli und Aufschluss der Bakterienzellen

Zur Expression der E2-Doméne von APP in Bakterien wurden 100 ml LB/Ampicillin mit
einem Einzelklon von pRSETA-d6a transformierten BL21(DE3)pLysS-Zellen angeimpft und
bei 33°C, 200 rpm iiber Nacht inkubiert. 25 ml dieser Vorkultur wurden zu 1 1 LB/Ampicillin
gegeben, bei 33°C, 200rpm wachsen gelassen, bis ODggy ~0,6 betrug und mit 1 mM IPTG
induziert. Nach 3 Stunden wurden die Bakterienzellen bei 5000xg abzentrifugiert und in
10 mM Natriumphosphatpuffer pH 8,0 mit 2x Protease-Inhibitor Complete (Roche, Schweiz)
aufgenommen. Die Zellen wurden in 3 Zyklen mit einer French Press aufgeschlossen, das
Lysat wurde 45 Minuten bei 23000xg, 4°C abzentrifugiert. Die Proteine befanden sich im
Uberstand, der mit einem 0,22 pum Filter filtriert wurde.

4.3.2. Proteinexpression in P. pastoris

Bei der Proteinexpression mit der methylotrophen Pichia pastoris kann die starke Aktivie-
rung des AOXI-Promotors in Gegenwart von Methanol genutzt werden. Dabei wurden die
zu exprimierenden Gene hinter den AOX71-Promotor und die DNA-Sequenz des a-Faktors
aus S. cerevisiae kloniert. Die Fusion mit dem a-Faktor bewirkt, dass die Polypeptidkette in
den sekretorischen Weg gelangt und schlieflich sekretiert wird. Die Signalpeptidasen KEX2
und STE13 prozessieren hierbei das a-Faktor-Peptid (Brake et al., 1984), wobei abhéngig
von der Sequenz des exprimierten Proteins dabei eine unvollsténdige Prozessierung auftreten
kann (Brocca et al., 1998). Dies trat bei der Expression der E2-Doméne von APLP1 auf.
Massenspektrometrische Analysen zeigten, dass der N-Terminus des exprimierten Proteins
als Gemisch aus der erwarteten Sequenz und der um die Aminosdurereste EA N-terminal

verlangerten Sequenz vorlag.
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4.3. Proteinexpression in Escherichia coli und Pichia pastoris

4.3.2.1. Kultivierung und Lagerung von P.pastoris

25 ml YPD-Medium wurden mit einem Einzelklon oder 30 ul Glycerolkultur angeimpft und
ca. 8 Stunden bei 29°C, 150 rpm inkubiert. 500 ml YPD-Medium wurden mit 5-10 ml Vor-
kultur versetzt und wachsen gelassen bis die ODggg ~ 1,0 betrug. Die Hefezellen befanden
sich zu dem Zeitpunkt in der optimalen Wachstumsphase und wurden durch Zentrifugation
bei 1500xg, 4°C geerntet.

Zur Herstellung von lagerfahigen Glycerolstocks wurden pelletierte Hefezellen in 5 ml Einfrier-
medium resuspendiert, aliquotiert und sofort in fliissigem Stickstoff eingefroren. Die Lang-

zeitlagerung erfolgte bei -80°C.

4.3.2.2. Herstellung elektrokompetenter Hefezellen und Elektrotransformation

Hefezellen wurden zum Zeitpunkt des optimalen Wachstums geerntet (siehe Abschnitt 4.3.2.1).
Die Pellets wurden nacheinander in 500 ml und 250 ml eiskaltem Wasser und anschlieffend in
20 ml eiskaltem 1 M Sorbitol resuspendiert, wobei die Zellen zwischendurch jeweils bei 1500xg,
4°C abzentrifugiert wurden. Anschliekend wurden die Hefezellen in ca. 1 ml eiskaltem 1 M
Sorbitol resuspendiert, auf Eis gelagert, und innerhalb von 3 Tagen fiir die Transformation
verwendet.

Die DNA fiir die Transformation wurde zunéchst durch Restriktionsverdau linearisiert und
iber Agarosegelelektrophorese aufgereinigt. Bei der Transformation wurden 5-10 pg (maximal
10 ul) DNA in 50 pl kompetenten Zellen gemischt und auf Eis in einer 0,2 ¢cm Elektropo-
rationskiivette fiir 5 Minuten inkubiert. Anschliefsend wurden die Zellen einem elektrischen
Impuls mit 400 Q, 25 pF, 1,5 kV fiir 5-7 msec ausgesetzt, sofort mit 1 ml eiskaltem 1 M
Sorbitol versetzt und bei 29°C inkubiert. Nach 2-3 Stunden wurden die transformierten Zel-
len ausplattiert und auf YPDS-Agarplatten mit 100 pg/ml Zeocin fiir 3 bis 6 Tage bei 29°C

wachsen gelassen.

4.3.2.3. Klonselektion und Proteinexpression in P. pastoris

Zunachst wurde eine erfolgreiche Expression des transformierten Gens in den Hefezellen ge-
testet. Dazu wurden je 10 ml BMGY mit Einzelklonen angeimpft und bei 29°C, 150 rpm
inkubiert. Nach 24 Stunden wurden die Zellen bei 1500xg, 10 min pelletiert und in 25 ml
BMMY aufgenommen, wobei ODggy =~ 1,0 betrug. Die Expression erfolgte fiir 24-48 Stunden
bei 29°C, 150 rpm. Die fiir die Expression nicht verwendeten Zellen wurden eingefroren und
bei -80°C gelagert (sieche Abschnitt 4.3.2.1). Der Einzelklon mit der stirksten Proteinexpres-
sion wurde durch SDS-PAGE mit Coomassiefirbung oder Blot-Analysen ermittelt und fiir
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4. Material und Methoden

die weiteren Proteinexpressionen verwendet.

Fiir eine Expressionskultur wurden 50 ml BMGY mit einer Glycerolkultur angeimpft und bei
29°C, 150 rpm inkubiert. Anschliefend wurden die Zellen bei 1500xg, 10 min abzentrifugiert
und in 50 ml-1,51 BMMY, bzw. BMMY pH 7 mit 0,5% Methanol (APLP1 E2), resuspendiert,
so dass die ODggp =~ 1,0 betrug. Die Proteinexpression erfolgte in der Regel fiir 24 h bei 29°C
(E2-Proteine) oder 48 h bei 15°C (APLP1 E1).

Zur Ermittlung geeigneter Expressionsbedingungen wurden BMMY-Losungen mit unter-
schiedlichen Methanolkonzentrationen bzw. unterschiedlichen pH-Werten des Kaliumphos-
phatpuffers verwendet. Zusétzlich wurde getestet, ob die Zugabe von 100 pg/ml Zeocin zu
dem Vorkulturmedium oder die Zugabe von 0,4 M Arginin oder 500 nM Aprotinin und 50 uM
Leupeptin zu dem Expressionsmedium die Ausbeute oder Reinheit der Expression verbessert.
Die Ansétze wurden bei 15°C, 20°C oder 29°C inkubiert und nach 24 und 48 Stunden ana-
lysiert.

Die Expressionsansétze wurden bei 4°C mit 1500xg zentrifugiert. Der Kulturiiberstand mit
den sekretierten Proteinen wurde zur sofortigen Analyse direkt mit SDS-Probenpuffer versetzt

oder fiir die weitere Aufreinigung durch einen 0,22 pm-Filter filtriert.

4.4. Chromatographische Verfahren

4.4.1. Aufreinigungsstrategien

Die rekombinante E2-Doméne von APP aus E. coli wurde iiber eine Heparin-Affinitdtschromato-
grafie und anschliefende Grofenausschlusschromatografie (SEC) mit einer Superdex200-Saule
aufgereinigt.

Samtliche E2-Doménen aus P. pastoris wurden zunéchst iiber eine Blue-Sepharose®-Saule
vorgereinigt. Fiir die Praparation von APLP1 E2 zur Kristallisation wurde das Eluat danach
iiber eine Concanavalin A Sepharose®-Séule von den geringen Mengen glykosylierten Proteins
getrennt. Anschlieffend wurde eine SEC mit einer Superdex200-Saule durchgefiihrt.

APLP1 E1 wurde zunéchst iiber eine Affinitdtschromatografie mit immobilisierten Kupfe-
rionen (Cu-IMAC) vorgereinigt. Anschliefend wurde eine Heparin-Affinitdtschromatografie
durchgefiihrt.

Chromatografien wurden mit einem automatisierten Fliissigkeitschromatografiesystem (FPLC)
durchgefiihrt, sofern nicht anders angegeben. Die gesammelten Protein-haltigen Fraktionen
wurden jeweils iiber SDS-PAGE mit Coomassiefarbung auf Ausbeute und Reinheit unter-

sucht. Geeignete Fraktionen wurden iiber der semipermeablen Membran eines Grofenaus-
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4.4. Chromatographische Verfahren

schlussfilters (Amicon Filter von Millipore, USA) aufkonzentriert.

4.4.2. Affinitdtschromatografie mit Heparin

Waschpuffer: 10 mM Na-Phosphat pH 7,0 (APP E2) bzw.
20 mM Tris/Cl, 50 mM NaCl pH 6,8 (APLP1 E1)
Elutionspuffer: 10 mM Na-Phosphat, 2 M NaCl pH 7,0 (APP E2) bzw.
20 mM Tris/Cl, 1 M NaCl pH 6,8 (APLP1 E1)

Das Zelllysat (APP E2) bzw. Eluat (APLP1 E1) wurde auf eine mit Waschpuffer dquilibrier-
te Heparin HyperD-Saule aufgetragen und anschlieffend mit dem 2-3-fachen S&ulenvolumen
gewaschen. Das Protein wurde mit einem kontinuierlichen Salzgradienten iiber das 2-5-fache

Séulenvolumen eluiert, bis der Waschpuffer vollstéandig durch den Elutionspuffer ersetzt war.

4.4.3. Affinitdtschromatografie mit Blue-Sepharose®

Waschpuffer: 50 mM Tris/Cl pH 6,8
Elutionspuffer: 50 mM Tris/Cl, 2 M NaCl pH 6,8

100-600 ml Hefekulturiiberstand wurden tiber 1-3 kombinierte, dquilibrierte 5 ml HiTrap
Blue HP-Saulen gegeben, auf denen der blaue Farbstoff Cibacron Blue F3GA immobilisiert
ist und mit dem 5-10-fachen S&ulenvolumen Waschpuffer gespiilt. Die Elution erfolgte iiber

einen linearen Salzgradienten iiber das 2-6-fache Séulenvolumen.

4.4.4. Lektinaffinitatschromatografie

Waschpuffer: 20 mM Tris/Cl, 500 mM NaCl pH 7,2
Elutionspuffer: 20 mM Tris/Cl, 500 mM NaCl pH 7,2 mit 0,5 M Methyl-a-D-
Mannose (E/M) bzw. 0,5 M Methyl-a-D-Glukose (E/G)

Um glykosyliertes und unglykosyliertes APLP1 E2 zu trennen, wurde eine Lektinaffinitéts-
chromatografie mit Concanavalin A-Sepharose® ohne Verwendung des FPLC-Systems durch-
gefiihrt. Das Proteingemisch wurde auf die mit Waschpuffer dquilibrierte Sdule aufgetragen,
in der Durchflussfraktion wurde das unglykosylierte Protein gesammelt. Die abgetrennten gly-
kosylierten E2-Proteine wurden durch Waschen mit 3-fachem Saulenvolumen Elutionspuffer
E/M und E/G eluiert.

4.4.5. Kupfer-IMAC

Waschpuffer: 50 mM Natriumacetat, 1 M NaCl pH 6,8
Elutionspuffer: 50 mM Natriumacetat, 100 mM NaCl, 50 mM EDTA pH 6,8
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4. Material und Methoden

Chelatierende Sepharose® (Pharmacia, Freiburg) wurde mit Kupferchloridlésung beladen und
ungebundene Kupferionen wurden mit destilliertem Wasser und Waschpuffer herunter gewa-
schen. Anschliefend wurde eine IMAC im ,batch“-Verfahren durchgefiihrt. 500 ml Hefekul-
turiiberstand wurden eine Stunde mit 30 ml Cu?*-Sepharose® im Uberkopfschiittler bei 4°C
inkubiert. Die Losung wurde anschliefsend auf eine Tropfsdule gegeben und mit dem 5-fachen
Sédulenvolumen gewaschen. Die Elution erfolgte mit dem 2-fachen Sdulenvolumen Elutions-

puffer.

4.4.6. Zink-IMAC mit proteolytischem Verdau

Waschpuffer: W1: 50 mM Natriumacetat, 100 mM NaCl pH 7,0

‘W2: 50 mM Natriumacetat, 500 M NaCl pH 7,0

W3: 50 mM Natriumacetat, 1 M NaCl pH 7,0
Elutionspuffer: 50 mM Natriumacetat, 10 mM NaCl, 50 mM EDTA pH 7,0

200 pl chelatierende Sepharose® wurden in einer Minisdule mit Zink-Ionen beladen und mit
Wasser gewaschen. Die Sdule wurde mit Waschpuffer dquilibriert und mit 30 ug APLP1 E2-
JMR beladen. Nach 5-miniitiger Inkubation wurde die Sdule mit 10-fachem Saulenvolumen
W1 und anschlieffend mit 5-fachem Sdulenvolumen 100 mM Ammoniumhydrogencarbonat
gewaschen. In die Sdule wurde anschliefsend ein kurzes Stiick 150 ul GluC- oder Trypsin-
Losung in 100 mM Ammoniumhydrogencarbonat (je 10 ng/ul) einlaufen gelassen. Die Saule
wurde an beiden Enden verschlossen und iiber Nacht bei 25°C (GluC) bzw. 37°C (Trypsin)
unter Schiitteln bei 80 rpm inkubiert. Der Durchfluss wurde gesammelt und anschliefend
wurden lose gebundene Peptide durch zweimaliges Waschen mit je 300 ul W1, W2 und W3
von der Sdule entfernt. Die Zink-bindenden Peptide wurden zusammen mit dem Zink mit
EDTA-haltigem Elutionspuffer von der Saule eluiert.

Fiir den Kontrollansatz wurden 15 ul APLP1 E2-JMR in 100 mM Ammoniumhydrogen-
carbonat umgepuffert und mit 0,75 ul GluC oder Trypsin bei 25°C bzw. 37°C iiber Nacht

verdaut.

4.4.7. Affinitdtschromatografie mit Protein A

Waschpuffer: 20 mM Natriumphosphat pH 7.4
Elutionspuffer: 100 mM Natriumcitrat pH 3,0

30 ml Antiserum mit a-APLP1 E2 Antikérper (DCRY) wurden auf eine in Waschpuffer dqui-

librierte 1 ml Protein A-Sepharose®-Saule aufgetragen. Die gebundenen Antikérper wurden
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4.4. Chromatographische Verfahren

mit 5 Sdulenvolumina Waschpuffer gewaschen und mit Elutionspuffer von dem S&dulenmateri-
al gelost. Das Antikorpereluat wurde sofort neutralisiert mit 1 M Tris/Cl pH 9,0, gegen PBS
dialysiert und iiber einen Gréfienausschlussfilter aufkonzentriert. Der aufgereinigte Antikor-
per zeigte ein ca. 2-3-fach stéarkeres Signal bei gleichem Hintergrund im Vergleich zu dem

Antiserum.

4.4.8. GroRenausschlusschromatografie (SEC)

Grofsenausschlusssdulen wurden mit Laufpuffer dquilibriert und 2 ml (Superdex200) bzw.
400 pl (Superosel2) Proteinlosung wurden bei Flussgeschwindigkeiten von 1,0 ml/min (Su-
perdex200) bzw. 0,5 ml/min (Superosel2) aufgetrennt. Praparative SECs wurden in PBS
(APP E2 aus E. coli), 5 mM Tris/Cl, 300 mM NaCl pH 6,8 (E2-Proteine aus P. pastoris)
oder 20 mM Tris/Cl, 1 M NaCl pH 6,8 (APLP1 E1) durchgefiihrt.

Fiir analytische SECs wurde als Laufpuffer 50 mM Natriumacetat, 150 mM NaCl pH 6,8
mit und ohne Zugabe von Zinkchlorid verwendet. Dabei wurden die analysierten Proteine
zuvor in den SEC-Laufpuffer iiber Grofenausschlussfilter umgepuffert. 4 uM Proteinlosung
wurden 20 min bei Raumtemperatur mit oder ohne ZnCly im Uberkopfschiittler inkubiert.
Vor dem S&ulenauftrag wurde die Proteinlésung bei 20000xg, 10 min zentrifugiert und ggf.
entstandenes Prézipitat (APLP2 E2, 200 uM ZnCly) wurde verworfen.

2000
29kDa  ___13,7kDa

44 kDa \ \

10004 158 kDa

440 kDa
500- ™~ \

04

15004

- 6,5 kDa Abbildung 4.2.: Kalibrierung der Groéfsenaus-
schlusssdule. Dargestellt sind zwei exemplarische Kali-
brierldufe aus je mind. drei unabhéngigen Kalibrierldufen.

Azq4 [mAU]

Die Superosel2-Séule wurde mit den Eichproteinen Fer-
ritin (440 kDa), Aldolase (158 kDa), Ovalbumin (44 kDa),
. i i i vmy Carboanhydrase (29 kDa), Ribonuclease A (13,7 kDa)
5 10 15 20 und Aprotinin (6,5 kDa) kalibriert.

Das apparente Molekulargewicht des analysierten Proteins wurde durch Vergleich seines Elu-
tionsvolumens mit den Elutionsvolumina verschiedener Proteinstandards ermittelt (siehe Ab-
bildung 4.2; LMW und HMW Gel Filtration Calibration Kit, GE Healthcare, Miinchen). Da-
bei wurde eine Kalibriergerade aus den Verteilungskoeffizienten K, der Eichproteine nach

Ve

Kav—
Vi = Vo

gegen log(Molekulargewicht) erstellt mit Vp: Ausschlussvolumen, V;: Elutionsvolumen, V;:
Saulenvolumen. Das Ausschlussvolumen der Sdule wurde durch einen Lauf mit Blue Dextran

ermittelt.

71



4. Material und Methoden

4.5. Massenspektrometrische Analyse von Proteinen

4.5.1. Entsalzung und Aufkonzentrierung der Probe

Proteolytische Fragmente wurden an ,reversed phase” C18-Séulen in Pipettenspitzen (OMIX
100 ul Tips von Varian, USA) gebunden. Die C18-Sdulen wurden nach Herstellerangaben
prapariert und gewaschen und anschliefend mit 100 pl 0,1%TFA in 70% Acetonitril eluiert

und im Vakuumkonzentrator eingeengt.

4.5.2. Probenvorbereitung und Messung

Proteinlésungen wurden im Verhéltnis 1:1 mit gesittigter Cyano-4-Hydroxy-Zimtsdure-Losung
(CCA) in TA-Puffer (33% Acetonitril in 0,1% TFA) vermischt und auf die Probenplatte aufge-

tragen. Durch Evaporation des Losungsmittels bildeten sich Matrix-Protein-Kristalle (,dried

droplet“-Methode).

Messungen erfolgten an einem Bruker Ultraflex II MALDI-TOF-TOF (Bruker Daltonic, Bre-

men) im Reflektor-Modus. Die Sequenz von Zink-bindenden Peptiden wurde durch die Auf-

nahme von Fragmentionenspektren mit der LIFT-Technologie (Bruker Daltonic, Bremen)

bestatigt.

4.6. Proteinbiochemische Methoden

4.6.1. Peptidsynthese

Fiir die Immunisierung verwendete synthetische Peptide wurden von der Firma PSL (Heidel-
berg) hergestellt. Die Reinheit und das Molekulargewicht der Peptide wurde durch MALDI-
MS {iberpriift.

4.6.2. Konzentrationsbestimmung von Proteinlosungen

Proteinkonzentrationen von aufgereinigten Proteinen in Lésung wurden durch Messung der
Extinktion bei 280 nm am NanoDrop (PEQLAB, Erlangen) bestimmt. Dabei wurde der mo-
lare Extinktionskoeffizient des Proteins bei 280 nm (€280, ) mit dem Programm ProtParam

nach folgender Formel berechnet:

€a28onm (Protein) =N (Tyrosinreste) x 1490 + N (Tryptophanreste) x 5500
+ N(Disul fidbruecken) x 125
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4.6. Proteinbiochemische Methoden

4.6.3. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

SDS-Laufpuffer:  0,1% (w/v) SDS, 190 mM Glycin, 25 mM Tris/Cl pH 6,8

4x Probenpuffer: 200 mM Tris/Cl pH 6,8, 6,4% (w/v) SDS, 32% (v/v)
Glycerin, 0,006% (w/v) Bromphenolblau, 20% (v/v) (-
Mercaptoethanol

Proteinlésungen wurden mit Probenpuffer versetzt und 5 Minuten bei 95°C denaturiert. Es
wurde eine diskontinuierliche Gelelektrophorese in 8-15%-igen SDS-Polyacrylamidgelen nach
Laemmli (1970) durchgefiihrt bei konstant gehaltener Stromstérke von 15-30 mA pro Gel.

TM

Als Grofenstandard wurde der Proteinmarker ,,Dual Color Precision Plus™™* verwendet (Bio-

Rad, Miinchen).

4.6.4. Nachweis von Proteinen in Polyacrylamidgelen mit Coomassie

Proteine in Polyacrylamidgelen wurden mit kolloidalem Coomassie mit der ,GelCode Blue

Safe Protein Stain“-Losung (Thermo Scientific, Deutschland) nach Herstellerangaben geférbt.

4.6.5. Western-Blot

Transferpuffer: 192 mM Glycin, 25 mM Tris, 10% Ethanol (v/v)
ECL-Reagenz: 1 ml A (0,25 mg/ml Luminol in 0,1 M Tris/Cl pH 8,6) + 0,3 pul 35%-iges
H209 + 100 ul B (1,1 mg/ml p-Hydroxycoumarinsiure in 20 ml DMSO)

Proteine aus einem Polyacrylamidgel wurden im Nass-Blot-Verfahren auf eine Nitrocellulo-
semembran transferiert. Dabei wurde der Transfer bei 380 mA fiir drei Stunden oder bei
180 mA iiber Nacht durchgefiihrt. Die erfolgreiche Ubertragung der Proteine wurde durch

Farbung der Membran mit 2% Ponceaulosung kontrolliert.

Die Membran wurde anschliefend mit 10% (w/v) Magermilchpulver in PBS-T (0,1% Tween-
20) eine Stunde blockiert, kurz mit PBS gewaschen und eine Stunde bei Raumtemperatur
oder tiber Nacht bei 4°C mit dem Erstantikorper in der angegebenen Konzentration (siehe An-
tikorperliste in Abschnitt 4.1.3) inkubiert. Anschlieflend wurde die Membran dreimal 10 min
mit PBS-T gewaschen und eine Stunde mit dem Zweitantikorper a-Kaninchen-HRP inku-
biert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS-T und einmaligem Waschen mit PBS fiir jeweils
10 min wurden die Antikérper-markierten Proteine mit ECL-Reagenz auf einem Roéntgenfilm

durch Chemolumineszenz detektiert.
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4.7. Spektroskopische Methoden

4.7.1. Circulardichroismus-Messungen

Circulardichroismus (CD) ist die Eigenschaft von chiralen Molekiilen links und rechts zirkular
polarisiertes Licht bei bestimmten Wellenldngenbereichen unterschiedlich stark zu absorbie-
ren. Sekundérstrukturelemente von Proteinen liefern charakteristische CD-Spektren im fer-
nen UV-Bereich, die eine Abschétzung des Anteils verschiedener Sekundarstrukturlemente im
Protein ermoglichen. CD-Spektren mit einem Maximum bei ca. 190 nm und Minima bei ca.
208 nm und 220 nm deuten auf eine von a-Helices dominierte Sekundérstruktur hin, wohin-
gegen ein Maximum bei ca. 195 nm und ein Minimum bei 215 nm auf eine S-Faltblatt-reiche
Struktur hinweist.

Die CD-Spektren wurden im fernen UV-Bereich (195-240 nm) bei 20°C an einem J-810
Spektropolarimeter (JASCO, Japan) aufgenommen. In einer UV-Kiivette (Schichtdicke: d =
0,1 em) wurde das in 20 mM Natriumacetat, 100 mM NaCl pH 6,8 umgepufferte Protein
(Konzentration: ¢ = 10 uM) vorgelegt und mit Zinkchlorid versetzt. Spektren wurden als
Mittelwert von drei Einzelmessungen bei einer Aufnahmegeschwindigkeit von 100 nm/min,
100 mdeg Sensitivitat und einer Zeitkonstante von 1 sec aufgenommen. Die Proteinspektren
wurden dabei mit dem Spektrum des Messpuffers um den Hintergrund korrigiert. Die gemes-
sene Elliptizitét bei einer bestimmten Wellenldnge © ) wurde mit der Anzahl der Aminoséuren

(N) verrechnet und als mittlere molare Elliptizitdt pro Aminoséurerest [0,] ausgedriickt:

[©,] =

O(\) - 100 [ grad - cm?
c-d-N dmol

4.7.2. Oberflichenplasmonresonanz-Analysen

Bindung von Metallionen an rekombinante E2-Proteine wurde durch Anderung der Ober-
flachenplasmonresonanz (SPR) an einem BIAcore3000-Gerdt (GE Healthcare, Miinchen) er-
mittelt. Hierzu wurden die E2-Doménen in 10 mM Na-Acetat pH 5,0 (10 mM Na-Acetat
pH 5,5 bei APP E2 aus E. coli) umgepuffert und durch Aminkopplung an die carboxy-
methylierte Dextranoberfliche eines SCB CMD500L-Sensorchips (XanTec, Disseldorf) ko-
valent gebunden. Dabei wurde die Chipoberfliche mit einem Gemisch aus 1 Ethyl-3-[3-
dimethylaminopropyl|-carbodiimid (EDC) und N-Hydroxysuccinimid (NHS) aktiviert und
die Kopplung nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Abséttigung von aktivierten Bindestel-
len erfolgte durch 1 M Ethanolamin (pH 8,5). Kopplung von APP E2 aus E. coli ergab einen
Anstieg des SPR-Signals des Sensorchips um 6000 RU. Die Immobilisierung der aus Hefe
aufgereinigten E2-Proteine fithrte zu einem Anstieg von ca. 3600 RU (APP E2), 3400 RU
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(APLP1 E2) und 2900 RU (APLP2 E2) und erfolgte in drei Messzellen des gleichen Sen-
sorchips.

Bindungsanalysen wurden in artifiziellem CSF (aCSF) mit 10 mM Hepes, 135 mM NaCl,
6 mM KCI und 5,5 mM Glukose pH 7,1 (pH 6,8 bei Kupfermessungen mit 20 mM Tris des
aufgereinigten APP E2 aus E. coli und bei sémtlichen Kupfermessungen der aufgereinigten
E2-Proteine aus P. pastoris) durchgefithrt, wobei der Messpuffer ggf. Chelatoren fiir Zink
(20 mM Citrat) und Kupfer (20 mM Tris) enthielt. Metallionen in der angegebenen Konzen-
tration wurden in aCSF verdiinnt und mit einer Flussgeschwindigkeit von 30 pl/min bei 25°C
injiziert. Die Assoziation und Dissoziation der Metallionen wurde gemessen und nach der Dis-
soziation wurden die Proteine auf der Chipoberfliche durch aufeinanderfolgende Injektionen
von 3 mM EDTA und 10 mM HCI regeneriert.

Von den Messspektren wurde der Hintergrund subtrahiert, der durch gleichzeitige Messung

einer Referenzzelle ohne gekoppeltes Protein ermittelt wurde.

4.8. Kultivierung von eukaryotischen Zellen

Eukaryotische Zellen wurden in einem Brutschrank bei 5% COs, 37°C und 95% Luftfeuch-
tigkeit kultiviert.

4.8.1. HEK?293-Zellen
Kultivierung

HEK?293-Zellen wurden jeweils bei ca. 90% Konfluenz passagiert, indem die Zellen durch
Trypsin/EDTA abgelost und anschliefend in einer 1:10 - 1:25-Verdiinnung neu ausgeséit wur-

den.

Transfektion

Zellen wurden in Zellkulturtestplatten je nach Anwendung auf Polystyrol (Zelllysat) oder
Deckgléschen (Mikroskopie) bis zu einer Konfluenz von 70 - 80% wachsen gelassen und an-
schliefend transfiziert. Die Transfektion erfolgte transient mit Fugene 6 (Roche, Schweiz) nach
Herstellerangaben oder mit Polyethylenimin (PEI). Bei der Transfektion mit PEI wurde ein
DNA-PEI-Gemisch im Massenverhéltnis von 1:4-1:6 in OptiMEM® (Invitrogen, Karlsruhe)
angesetzt, 30 min bei Raumtemperatur inkubiert und zu den Zellen gegeben. Proteinexpres-

sion erfolgte fiir ca. 24 Stunden.
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Herstellung von Zelllysaten

Lysepuffer: 50 mM Tris/Cl pH 7,5, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1% Triton X-100,
1% NP-40, Complete (Roche, Schweiz)

Zellkulturschalen mit transfizierten Zellen wurden auf Eis gestellt und mit PBS gewaschen.
Die Zellen wurden anschliefsend 20 min in 250 pl Lysepuffer auf Eis inkubiert und in dem
Lysepuffer aufgenommen. Unlosliche Komponenten wurden durch Zentrifugation (20000xg,

10 min, 4°C) vom Lysat getrennt.

4.8.2. Primare Neuronen

Die Untersuchungen an hippocampalen Rattenneuronen erfolgten im Labor von Michael
Schaefer (Universitéit Leipzig). Die Isolation der Hippocampi aus den Gehirnen wurde hierbei

von Helga Sobottka durchgefiihrt.

Praparation

Isolierte Hippocampi aus Gehirnen von Rattenembryonen (E19) wurden in eiskaltem HBSS
aufgenommen. Das HBSS wurde durch Zentrifugation bei 80xg, 5 min entfernt, mit 1,5 ml
Trypsin/EDTA ersetzt und 20-30 min bei 37°C inkubiert. Anschliefend wurde das Trypsin
entfernt und die Proteolyse wurde durch 5-miniitige Inkubation mit 0,8 mg/ml Trypsinin-
hibitor (Invitrogen, Karlsruhe) gestoppt. Durch 3-malige Zentrifugation (80xg, 5 min) bei
jeweiliger Zugabe von DMEM + 10% FBS wurde der Trypsininhibitor entfernt und anschlie-
fend wurden die Hippocampi in 1,5 ml DMEM mit 10% FBS durch 30-maliges Pipettieren
homogenisiert. Die Zellen wurden abzentrifugiert, in Medium aufgenommen und anschliefend

ausgezahlt.

Transfektion und Kultivierung

Nahrmedium: 1:1-Gemisch aus Medium I (DMEM /F12 (Invitrogen, Karlsruhe) mit 0,3%
Glukose, 20% FBS, 50 pg/ml Gentamicin, 15 mM Hepes/NaOH pH 7,3) und Medium II
(Neurobasalmedium (Invitrogen, Karlsruhe) mit 2% B27-Supplement, 2 mM GlutaMAX™)

1-3-10% Zellen wurden pelletiert, in 100 ul Nucleofector®Solution inkl. Zusatz aus dem ,Rat
Neuron Nucleofector®Kit“ (Lonza, Schweiz) resuspendiert und mit 3 pg DNA versetzt. Der
Transfektionsansatz wurde in die Kiivette {iberfiilhrt und mit dem Programm O-003 durch
Nukleofektion transfiziert. Die Zellen wurden sofort in 500 pul Medium I aufgenommen und

auf Poly-D-Lysin-beschichtete Deckgldschen in 2 ml Ndhrmedium ausgesét.
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4.9. Produktion von polyklonalen Antikorpern

4.9.1. Auswahl und Praparation der Antigene

Fiir die Herstellung von spezifischen Antikorpern gegen die E2-Doménen von APP, APLP1
und APLP2 wurden mit den Programmen EMBOSS Antigenic und RankPep Abschnitte
des Proteins mit hoher Antigenizitit vorhergesagt und auf ihre Konservierung innerhalb der
APP-Familie untersucht. Mit BLASTp wurden die Sequenzen auf moégliche Homologien zu
anderen Proteinen getestet. Bei geeigneten Peptiden wurde an Hand der Kristallstruktur von
APP E2 (Wang und Ha, 2004) analysiert, ob sie (oder homologe Bereiche des APP E2) an
der Oberfliche der Proteindoméne lokalisiert sind und somit als Epitop der E2-Doméne bei
nativer Faltung zugénglich wéren. Bei diesen Analysen stellten sich folgende Abschnitte der
E2-Doménen als geeignet fiir die Herstellung von Antikérpern heraus:

APPgg5: Aminosduren 407-421, APLP1: 349-363, APLP2743: 485-495

Diese Sequenzen wurden mit einem C-terminalen Cysteinrest synthetisiert (PSL, Heidel-
berg). Uber das C-terminale Cystein wurden die Peptide an aktiviertes Schlitzschnecken-
Hémocyanin (KLH) gekoppelt (,Imject®Maleimide Activated mcKLH Kit* von Thermo Scien-
tific, Deutschland), das als Trégermolekiil fiir die Haptene diente. Mit den Entsalzersiulen
des Kits wurden die Proteine in den mitgelieferten ,Purification Buffer (APP), PBS mit 10%
DMSO (APLP1) oder PBS mit 20% DMSO (APLP2) umgepuffert. Die gekoppelten Peptide

wurden steril filtriert und anschliefend wurde eine Konzentrationsbestimmung durchgefiihrt.

Zur Immunisierung mit der rekombinanten E2-Doméne von APP wurde das in E. coli expri-

mierte und aufgereinigte (vgl. Abschnitt 4.4) Protein verwendet.

4.9.2. Immunisierung und Gewinnung der Antiseren

100-150 pg Protein wurden 1:1 mit inkomplettem Freundschem Adjuvans gemischt und den
Kaninchen in 2-3 Depots subcutan appliziert. Von dem APLP2-Peptid konnten auf Grund
seiner geringen Loslichkeit nur 50 pg Protein eingesetzt werden. Es wurden vier Immunisie-
rungen mit einem Abstand von jeweils vier Wochen durchgefiihrt.

17 Tage nach der letzten Immunisierung wurden die Kaninchen durch finale Herzpunktion
entblutet, die mafgeblich von Christian Barucker (AG Multhaup) durchgefiihrt wurde. Das
entnommene Blut wurde anschliefsend fiir zwei Stunden bei 37°C und dann iiber Nacht bei
4°C inkubiert. Durch Zentrifugation bei 1200xg, 20 min wurde das Serum gewonnen und
anschlieffend in fliissigem Stickstoff eingefroren. Die Lagerung der Antiseren erfolgte bei -20°C.

a-APLP1E2-Antiserum wurde tiber eine Protein A-Séule affinitdtsgereinigt (vgl. Abschnitt

7



4. Material und Methoden

44.7).

4.10. Fluoreszenzmikroskopie und FRET-Messungen

Transfizierte Neuronen und HEK293-Zellen wurden 1 Tag nach Transfektion gemessen. Die
Messungen erfolgten bei Raumtemperatur in auf 37°C vorgewdrmtem aCSF (vgl. Abschnitt

4.7.2), das ggf. mit Metallionen oder EDTA versetzt wurde.

4.10.1. LSM-Messungen

Die Lokalisation von fluoreszierenden Proteinen in der lebenden Zelle wurde an einem in-
versen konfokalen Laser-Scanning Mikroskop (Carl Zeiss Microscopy, Jena) untersucht. Die
Anregung der YFP-Molekiile erfolgte mit einem Argon-Laser bei 488 nm, die Emission wurde

mit einem Breitbandfilter bei 505 nm aufgenommen.

4.10.2. Messung von Fluoreszenz in Zellkontakten

Die Lokalisation von APLP1-YFP in Zellkontaktbereichen wurde mit einem Epifluoreszenz-
mikroskop (Leica Microsystems, Wetzlar) vor und 20 Minuten nach Spiilen mit 50 pM ZnCls
in aCSF analysiert. Hierbei wurden die Pixelintensitédten in Zellkontaktbereichen, angrenzen-

den Plasmamembranregionen oder iiber die ganzen Zellen aufsummiert.

4.10.3. FRET-Messungen

Die Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer (FRET)-Messungen wurden an einem Epifluores-
zenzmikroskop (Leica Microsystems, Wetzlar) durchgefiihrt, wobei CFP- und YFP-Anregung
iiber ein externes Filterrad gesteuert wurde. Die FRET-Messungen erfolgten nach der ,sensi-
tized emission“-Methode (Wouters et al., 2001), bei welcher direkt die bei FRET auftretende
Verschiebung eines Anteils der CFP-Emission in das YFP-Emissionsspektrum gemessen wird.
Hierfiir werden zur Berechnung des FRET-Werts die Intensitdtswerte von drei Bildern bei
gleicher Belichtungszeit aufgenommen: CFP (CFP apnregung/ CFP Emission),

FRET (CFP anregung/ YFP Emission), YFP (YFP anregung/YFP Emission)

Daraus kann das korrigierte FRET-Signal an einer Position ¢ nach

. FRET(i)—CFP(i)-Rp —YFP(i)- R
FRETjop (i) = 0 QF)P@D 0 Jir

berechnet werden (Wouters et al., 2001). Der direkt gemessene FRET-Wert wird hierbei
korrigiert um das Uberstrahlen der CFP-Emission in den YFP-Emissions-Kanal (Rp) und
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um die Anregung von YFP-Molekiilen im CFP-Anregungs-Kanal (Rg) in Abwesenheit von
FRET. Rp wurde erhalten durch Messung von CFP- und YFP-Emission einer Probe, die nur
das Donor-Fluorophor enthielt und Rr wurde ermittelt durch Messung einer Probe, die nur
das Akzeptor-Fluorophor enthielt. Die Berechnungen der FRET-Werte in markierten Regio-
nen wurden mit dem SE FRET Wizard der LAS AF Application Suite (Leica Microsystems,
Wetzlar) durchgefiihrt.

Fiir die FRET-Messungen wurde ein Perfusionssytem (Warner Instruments, USA) verwendet,
das einen schnellen Austausch des Messpuffers der Zellen erméglichte.

Fiir die Dosis-Wirkungs- Analysen wurden nach initialer Abschétzung des EC5p-Konzentrations-
bereichs Messungen mit 0,3 uM - 3 mM ZnCls bzw. 1 uM - 10 mM ZnCly (bei EC5q > 30 uM)
durchgefiihrt. Hierbei wurden die Zellen fiir 5 min mit ZnCls inkubiert, gefolgt von jeweils 30 s
Spiilen mit EDTA und 30 s Spiilen mit aCSF ohne Zusatz, bevor die néchste Zinkinkubation
erfolgte. AFRET wurde ermittelt aus FRETz;n — FREThoch EpTA = AFRET und gegen
den Logarithmus der Zinkkonzentration aufgetragen. An die Dosis-Wirkungs-Beziehung wur-
de mit einem Levenberg-Marquardt-Algorithmus in dem Programm Origin 6 eine 3-Parameter

Hill-Gleichung gendhert nach

xn

Ckn
mit A: AFRET, .., n: Hill-Koeffizient, k: ECs.

y=A

4.11. Statistische Analysen

Alle Daten sind als Messwerte + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) angegeben. Samtliche
statistische Analysen wurden als Vergleiche von zwei Datensétzen durch den modifizierten

t-test mit Welch’s Korrektur durchgefiihrt.
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A. Abkiirzungsverzeichnis

A. Abkiirzungsverzeichnis

A Deletionsmutante

Ap Amyloid-B-Peptid

AcD saurer Proteinbereich (,acidic domain®)

aCSF kiinstliches Liquor cerebrospinalis (,artificial CSF¥)
ADAMI10 ,a disintegrin and metalloproteinase

AICD »APP intracellular domain*

ALIDs »APP like intracellular domains*“

AOX Alkoholoxidase

Aph-1 santerior-pharynx-defective

APL-1 APP-Homolog in Caenorhabditis elegans

APLP1 Lamyloid precursor-like protein 1¢

APLP2 wamyloid precursor-like protein 2

APP Amyloid-Vorlauferprotein (,amyloid precursor protein‘)

BACE B-Sekretase (,, site APP cleaving enzyme®)
BMGY Medium zur Kultivierung von Hefen
BMMY Hefeexpressionsmedium

BSA bovines Serumalbumin

CCA 4-Hydroxy-a-cyano-Zimtsaure

CD Circulardichroismus

cDNA complementary DNA*

CFP blaues (,cyan®) fluoreszierendes Protein
cLSM konfokales Laser-Scanning-Mikroskop
CSF Liquor cerebrospinalis

CTF C-terminales Fragment

CuBD Kupferbindende Doméne
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure

dNTPs Desoxyribonukleotidtriphosphate

DTT Dithiotreitol

E19 19. Lebenstag des Embryos

ECsg mittlere effektive Konzentration

EDC 1 Ethyl-3-[3-dimethylaminopropyl]-carbodiimid

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EGTA Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N* N’-tetraessigsdure
ELISA »Enzyme Linked Immunosorbent Assay“

ER Endoplasmatisches Reticulum

E. coli Escherichia coli

FAD familidre Alzheimerkrankheit (,familiar Alzheimer Disease®)
FCS fetales Kélberserum

FLAG Peptid“tag”

FLIM fuorescence lifetime imaging microscopy*

FPLC schnelle Protein-Fliissig-Chromatografie(,Fast protein liquid chromatography*)
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FRAP
FRET
GFLD
GluC
GypA
HBSS
HEK?293
HPLC
HRP
IMAC
JMR
kDa
KLH
KO
KPI

LB
LSM
LTP
MALDI
MetOH
MS
MWCO
myr-palm-YFP
NaOH
NHS
NMDA
OD

P. pastoris
PBS
PCR
PDB
PEI
Pen-2
PM
Pra-IS
PSD
SAM
sAPLP
sAPP«a
sAPPS
SAXS
SDS
SDS-PAGE
SE

SEC
SEM
shRNA
SLS

SP

SPR
TFA
TMS
TOF

,Fluorescence Recovery after Photobleaching®
Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer

Wachstumsfaktor-dhnliche Doméne (,growth factor like domain®)
Staphylococcus aureus Protease V8

Glycophorin A

Hank’s Balanced Salt Solution

menschliche embryonale Nierenzelllinie

Hochleistungsfliissigkeitschromatografie (jhigh performance liquid chromatography*)

Meerrettich-Peroxidase (,horseradish-peroxidase’)
Affinitdtschromatografie mit immobilisierten Metallionen
juxtamembrane Region

Kilodalton

Schlitzschnecken-Hamocyanin aus Megathura crenulata
,knock-out*

Kunitz Protease Inhibitor

Medium zur Kultivierung von Bakterien (,lysogeny broth)
konfokales Laser-Scanning-Mikroskop

Langzeitpotenzierung (,long term potentiation®)
Matrix-unterstiitzte Laser-Desorption/Tonisation

Methanol

Massenspektrometrie

,molecular weight cut-off*

myristoyliertes und palmitoyliertes Peptid der Lyn-Kinase, fusioniert mit YFP
Natriumhydroxid

N-Hydroxysuccinimid

N-Methyl-D-Aspartat

optische Dichte

Pichia pastoris

Phosphat-gepufferte Salzlosung (,,phosphate buffered saline)
Polymerase-Kettenreaktion (,polymerase chain reaction‘)
,Protein Data Bank*

Polyethylenimin

,presenilin enhancer®

Plasmamembran

Serum vor der Immunisierung

postsynaptische Dichte

synaptisches Adhédsionsmolekiil

l6sliches APP-&hnliches Protein (,soluble amyloid precursor like protein®)
16sliches Amyloid-Vorlauferprotein « (,soluble amyloid precursor protein o)
16sliches Amyloid-Vorlauferprotein 8 (,soluble amyloid precursor protein 5)
,small-angle X-ray scattering”

Natriumdodecylsulfat (,sodium-dodecylsulfate)
Natriumdodecyl-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
,sensitized emission®

Grofenausschlusschromatografie

Standardfehler des Mittelwerts

,short hairpin“ RNA

statische Lichtstreuung

Signalpeptid

Oberflichenplasmonresonanz

Trifluoressigséure

Transmembransequenz

Flugzeit ,time of flight*
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A. Abkiirzungsverzeichnis

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

uv ultra-violett

wt Wildtyp

w/v Gewichtsprozent

W1,W2  Waschpuffer

v/v Volumenprozent

YFP gelbes (,,yellow*) fluoreszierendes Protein

YPD Medium zur Kultivierung von Hefen
Zeo Zeocin

Ein- und Dreibuchstabencode der Aminosiauren

Ala  Alanin

Cys  Cystein

Asp  Asparaginsiure

Glu  Glutaminsdure

Phe Phenylalanin

Gly Glycin

His  Histidin

Ile Isoleucin

Lys Lysin

Leu Leucin

Met  Methionin

Asn  Asparagin

Pro Prolin

Gln  Glutamin

Arg  Arginin

Ser  Serin

Thr Threonin

Val  Valin

Trp Tryptophan
beliebige Aminoséure aufker Prolin

Tyr Tyrosin

KHXE=<HRITOUTZZOR"TZDQHHETQ»>

Einbuchstabencode der DN A-Basen

C Cytosin
Thymin

A Adenin

G Guanin
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