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1. Einleitung

Die komplexe Organisation eines vielzelligen Organismus bedarf der Kommunikation
einzelner Gewebe und Zellen. Im Laufe der Evolution haben sich viele verschiedene
Mechanismen der Ubertragung von Signalen etabliert. Diese Arbeit widmet sich der
Untersuchung der Mechanismen, die an der durch den humanen Typ-I-Trans-
membranrezeptor SorLA (Sorting Protein-related Receptor Containing Low Density

Lipoprotein Receptor Class A Repeats) vermittelten Signaltransduktion beteiligt sind.

1.1 Struktur des Transmembranrezeptors SorLA

SorLA, das Genprodukt von SORL1 auf Chromosom 11g23/24, wurde 1996 zum
ersten Mal beschrieben (Jacobsen et al., 1996; Yamazaki et al., 1996). Es gehort
aufgrund seiner 11 Wiederholungen der ligandenbindenden Doméane vom Komple-
ment-Typ (Low Density Lipoprotein Receptor Class A Repeats, LDLRA) und den 5
YWTD-Doméanen zur Familie der LDL- (Low Densitiy Lipoprotein) Rezeptoren (Abb.
1.1). Ein Synonym fur SorLA ist daher auch LR11 (Low Density Lipoprotein Receptor
Relative With 11 Ligand-binding Repeats) (Yamazaki et al., 1996). Zusatzlich zu den
typischen Merkmalen dieser LDL-Rezeptorfamilie enthalt SorLA eine N-terminale
VPS10- (Vacuolar Protein Sorting 10 Protein) und eine Fibronektin 3- (F3) Doméane
(Jacobsen et al., 1996; Yamazaki et al., 1996). Somit stellt SorLA ein Bindeglied
zwischen den multifunktionellen Familien der LDL- und der Vpsl0-Domanen-
tragenden Rezeptoren dar. Neben der sehr grolien, N-terminalen Ektodoméne besitzt
SorLA eine mit 56 Aminosaureresten sehr kurze zytoplasmatische Domane. Diese
enthéalt die Aminosaurereste-Abfolge FANSHY, die als potentielles Internalisierungs-
signal, das die endozytotische Wiederaufnahme des Rezeptors von der Zelloberflache

ins Innere vermittelt, betrachtet wird (Jacobsen et al., 1996).
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Abb. 1.1: Schematischer Vergleich der Strukturmerkmale von SorLLA und verwandten
Typ-I-Transmembranrezeptoren

Zur Familie der LDL-Rezeptoren gehoren u.a. der Low Density Lipoprotein Receptor (LDLR),
LRP1, LRP1B, LRP5 und 6 (LDLR Related Protein), ApoER2 (Apolipoprotein E Receptor 2 =
LRPS), VLDLR (Very Low Density Lipoprotein Receptor) und Megalin (= LRP2). Als Vertreter
der Familie von Rezeptoren mit VpslO-Domine (Vpsl10D) sind hier HAB (Head-activator
Binding Protein), Sortilin und Vps10p (Vacuolar Protein Sorting 10 Protein) dargestellt.

LDLRA: Low Density Lipoprotein Receptor Class A Repeats; EGF: Epidermal Growth Factor;
YWTD: Tyrosin-Tryptophan-Threonin-Aspartat-Sequenz



Einleitung 4

1.2 SorLA als Neuropeptidrezeptor

Auffallig in Abbildung 1.1 ist die konservierte Domaéanenstruktur von SorLA im
Vergleich zu seinem Ortholog HAB (Head-activator Binding Protein) aus dem SuR3-
wasserpolypen Chlorohydra viridissima. HAB bindet das Neuropeptid Kopfaktivator
(KA), welches spezifische Vermehrungs- und Differenzierungsprozesse bei der Aus-
bildung der Kopfregion in Hydra einleitet (Hampe et al., 1999; Schaller et al., 1989b;
Bodenmuller and Roberge, 1985). Die Expression von HAB-mRNA in Hydra kenn-
zeichnet Bereiche, in denen eine Differenzierung zu kopf- oder fuRspezifischen Zellen
stattfindet. Weiterhin wurde HAB als membranstandige und sekretierte Form in
Hydra identifiziert, wonach eine Regulation der Aktionsreichweite von Kopfaktivator
durch HAB postuliert wird (Hampe et al., 1999).

Kopfaktivator wurde auch aus anderen tierischen Quellen sowie aus humanem
Gehirn und Tumoren neuronalem oder neuroendokrinem Ursprungs isoliert
(Schawaller et al.,, 1988; Bodenmuller and Schaller, 1981). Nicht nur in
differenzierenden embryonalen Hirn- und Darmstrukturen von Mensch und Ratte
sondern auch im adulten humanen Gehirn gelang der Nachweis von KA (Schaller et
al., 1989b). In vitro werden neuronale Zellen in der G2-Phase des Zellzyklus durch
KA zur Einleitung der Mitose stimuliert (Schaller et al., 1989a) wobei ein Kalzium-
Influx eine wichtige Rolle spielt (Ulrich et al., 1996). Bei der Suche nach humanen
Orthologen von HAB wurde SorLA identifiziert (Hampe et al., 1999), dessen VPS10-
Domaéane mit nanomolarer Affinitat Kopfaktivatorpeptide bindet (Lintzel et al., 2002).
Als Folge der Bindung von KA konnte eine verstarkte Prozessierung der Ektodomane,
die in den Kulturiiberstand entlassen wird, sowie ein positives Feedback auf die

SorLA-Synthese festgestellt werden (Hampe et al., 2000).

Neben Kopfaktivator bindet SorLA sein eigenes Propeptid (Lintzel et al., 2002) und
GDNF (Glia-derived Neurotrophic Factor) (Westergaard et al., 2004) an der VPS10-
Domane. Ein weiterer Ligand, RAP (Receptor Associated Protein), der an viele LDL-
Rezeptoren (Bu and Schwartz, 1998; Bu, 2001) sowie an Sortilin bindet (Petersen et
al., 1997), assoziiert mit SorLA sowohl Uber dessen VPS10-Doméne als auch die

LDLRA-Wiederholungen (Lintzel et al., 2002). Apolipoprotein E (ApoE)-reiche Lipo-
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proteine wie z.B. B-VLDL (B-Very Low Density Lipoprotein) (Jacobsen et al., 1996;
Taira et al., 2001), Lipoprotein-Lipase (Jacobsen et al., 2001), PDGF-BB (Platelet-
derived Growth Factor-BB) und Komponenten des Plasminogen-aktivierenden
Systems (Gliemann et al., 2004) werden durch die LDLRA-Wiederholungen gebun-
den. Fur PDGF, RAP und ApoE-reiche Lipoproteine wie B-VLDL konnte eine
Internalisierung durch SorLA gezeigt werden (Gliemann et al., 2004; Taira et al.,
2001).

In Ubereinstimmung mit einer Funktion als Neurorezeptor liegt eine starke Ex-
pression von SorLA im adulten Gehirn vor, hauptsachlich in Neuronen des Cortex,
Hippocampus, des Kleinhirns, des Hirnstamms und der Purkinje-Zellen (Motoi et al.,
1999; Hermans-Borgmeyer et al., 1998). In Mause-Embryonen findet sich SorLA-
MRNA in Neuronen des cerebralen Cortex vor der finalen Differenzierung (Hermans-
Borgmeyer et al., 1998). Weiterhin wurde SorLA-mRNA in Hoden, Leber, Pankreas
und adrenergen Drisen von Kaninchen (Yamazaki et al., 1996) sowie im Hoden und
Ruckenmark von Menschen (Jacobsen et al., 1996) nachgewiesen. Die subzellulare
Verteilung zeigt etwa 10% oberflachenassoziiertes SorLA, die restlichen 90% sind

intrazellular, hauptséachlich im Golgi-Apparat, lokalisiert (Jacobsen et al., 2001).

Die starke evolutionare Konservierung von SorLA von frihen mehrzelligen Organis-
men mit ersten Ansatzen von Nervensystemen bis hin zum Menschen lasst auf eine
wichtige Funktion in der Entwicklung und/oder Aufrechterhaltung neuronaler
Strukturen schliel3en. SorLA-defiziente Mause sind jedoch lebensféhig und fertil und
zeigen keine augenscheinlichen Defizite in der Gehirnarchitektur (Andersen et al.,
2005), was auf redundante Mechanismen hindeuten kénnte. Redundanz ist fur ent-

wicklungsbiologisch essentielle Proteine nicht ungewohnlich (siehe nachstes Kapitel).
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1.3 Signaltransduktion in der Familie der LDL-Rezeptoren

Wie in Abbildung 1.1 gezeigt, vereint SorLA Strukturmerkmale der Rezeptoren mit
VpslO0-Domane mit denen der Familie der LDL (Low Density Lipoprotein)-
Rezeptoren. Der Namensgeber dieser Familie, der LDL-Rezeptor (LDLR), spielt eine
wichtige Rolle in der Regulierung des Cholesterol-Haushalts und der Eliminierung
der LDL aus dem Blutkreislauf. Uber ein NPxY-Motiv in der zytoplasmatischen
Domaéne des LDLR wird die Endozytose des Komplexes aus LDLR und Ligand tber
Clathrin-ummantelte Vesikel vermittelt (Herz, 2001; Chen et al., 1990). Aul3er dieser
endozytotischen wurde bisher keine weitere Funktion fur den LDLR beschrieben. Die
Funktionen anderer Mitglieder der Familie gehen jedoch weit Gber eine Aufnahme
von Lipoprotein-Partikeln hinaus. Hier soll ein kleiner Einblick in die Beteiligung von
Mitgliedern der LDL-Rezeptorfamilie an Signalweiterleitungen gegeben werden.
Erste Hinweise auf eine Beteiligung von Lipoproteinrezeptoren an einer Signal-
kaskade gaben VLDLR- (Very Low Density Lipoprotein Receptor) und ApoE-
Rezeptor 2 (ApoER2)-defiziente Doppel-Knockout-Mause (Trommsdorff et al., 1999).
Diese Tiere zeigten Defizite in der neuronalen Positionierung. Das intrazellulare
Adapterprotein Dab-1 (Disabled-1) bindet mit seiner Phospho-Tyrosin-Bindedoméane
(PTB) an das NPxY-Motiv der Rezeptoren. Mittlerweile ist bekannt, dass die Bindung
des extrazellularen Liganden Reelin an die Rezeptoren die intrazellulare Tyrosin-
Phosphorylierung von Dab-1 bewirkt (Herz, 2001; Tissir and Goffinet, 2003). Die
Phosphorylierung kénnte tber Cadherin-verwandte Neuronale Rezeptoren (CNRS)
oder asfi-Integrine, beides neuronale Ko-Rezeptoren fur Reelin, vermittelt werden,
da diese Kinasen in die unmittelbare Nahe zu Dab-1 rekrutieren. Die Dab-1-
Phosphorylierung, so wird postuliert, fuhrt zu einer Signaltransduktion Uber die
Aktivierung von Nichtrezeptor-Tyrosin-Kinasen der Src-Familie und der Phosphat-
idylinositol-3-Kinase (PI3K) (Nykjaer and Willnow, 2002; Andersen and Petersen,
2003; Beffert et al., 2004). Aufgrund der Redundanz von VLDLR und ApoER2 in der
Reelin-vermittelten Signaltbertragung entstand erst durch die Ausschaltung der
Gene fUr beide Rezeptoren ein spezifischer Phanotyp.

Das Konzept der Ligandenbindung in Kombination mit Ko-Rezeptoren ist ein weit-

verbreitetes Prinzip in der Familie der LDL-Rezeptoren. Es ermoglicht die Erken-
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nung einer Vielzahl von Liganden und damit eine Vielzahl von Funktionen. Das
multifunktionelle LRP1 (LDLR Related Protein 1), ein gut untersuchtes Mitglied der
Familie, bindet so Uber 30 verschiedene Liganden und ist am Lipidmetabolismus, an
der Regulation extrazellularer Proteinasen und ihrer Inhibitoren, der zellularen
Signaltransduktion und der Neurotransmission beteiligt (Herz and Strickland, 2001).
So kommt es z.B. in postsynaptischen Membranen nach Bindung des hochaffinen
Liganden a2-Makroglobulin (a2M), einem Proteaseinhibitor, an LRP1 zu einem
Kalzium-Influx. Dieser wird durch den N-methyl-D-aspartat-(NMDA)-Rezeptor
vermittelt. Eine Interaktion der beiden Rezeptoren kdnnte direkt oder Uber das intra-
zellulare Adapterprotein PSD-95 (Post Synaptic Density Protein 95) stattfinden
(Nykjaer and Willnow, 2002).

Weiterhin sind die Familienmitglieder LRP5 und LRP6 wichtige Ko-Rezeptoren im
Wnt-Signalweg (Herz, 2001; Nykjaer and Willnow, 2002) und Megalin spielt in der
Neuroentwicklung eine Rolle bei der Signaltbertragung durch SHH (Sonic Hedge-
hog), vermutlich Uber die Internalisierung des SHH-Rezeptors Patched (McCarthy
and Argraves, 2003).

LRP1 zeigt die vermutlich hochste Endozytoserate aller Mitglieder der LDL-
Rezeptorfamilie (Rebeck et al., 2006). Uber eine gesteuerte Endozytose der Ko-
Rezeptoren ist LRP1 mitverantwortlich flir die Exposition dieser Ko-Rezeptoren an
der Plasmamembran (Gonias et al., 2004). Ein Beispiel ist die Regulation der Menge
des uPA (Urokinase-type Plasminogen Activator) Rezeptors an der Plasmamembran.
SorLA wirkt in diesem Fall als LRP1-Antagonist. Eine langsamere Internalisierung
des Rezeptor-Liganden Komplexes durch SorLA wirkt stabilisierend auf die Expo-
sition des uPA-Rezeptors an der Plasmamembran und bewirkt dadurch die Migration

von vaskularen, glatten Muskelzellen (Zhu et al., 2004; Gliemann et al., 2004).
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1.4 Funktionen der Rezeptoren mit Vpsl0-Domane

Die Vpsl0-Domane ist benannt nach dem Hefe-Rezeptor Vpsl1Op (Vacuolar Protein
Sorting 10 Protein), der die Carboxypeptidase Y zwischen spatem Golgi-Apparat und
prevakuoldaren endosomen-ahnlichen Kompartimenten sortiert (Marcusson et al.,
1994). Zur Familie der humanen Rezeptoren mit VpslO0-Doméne gehdren neben
SorLA nur 4 weitere Proteine: der Neurorezeptor Sortilin (Petersen et al., 1997) und

die bisher wenig charakterisierten SorCS1 bis 3 (Hampe et al., 2001).

Sortilin, auch als Neurotensin Receptor-3 bezeichnet, bindet und internalisiert das
Neuropeptid Neurotensin (Navarro et al., 2001). Auch Sortilin ist an verschiedenen
Signaltibertragungswegen beteiligt. Nach der Bindung von Neurotensin kommt es zu
einer Aktivierung des MAPK- (Mitogen-activated Protein Kinase) Weges und an-
schliel}end zur Genexpression von verschiedenen Zytokinen (Dicou et al., 2004).

Weiterhin ist Sortilin an der Einleitung der Apoptose durch das Vorlauferprotein von
NGF (Nerve Growth Factor) beteiligt. Reifes NGF bindet an p75NTR (Neurotrophin-
Receptor p75) und/oder TrkA (Tropomyosin Receptor Kinase A) und induziert ein
Uberleben der Nervenzellen. Dagegen bindet das NGF-Vorlauferprotein an Komplexe
aus Sortilin und p75NTR, wodurch in den Zellen die Apoptose eingeleitet wird

(Nykjaer et al., 2004).

Eine weitere, interessante Aufgabe Ubernimmt Sortilin in der Sortierung von SAPS
(Sphingolipid Activator Proteins) zwischen Golgi-Apparat und Lysosomen unter
Beteiligung von GGA-Proteinen (Golgi-localized, Gamma-ear Containing, ADP-
ribosylation Factor Binding Protein) (Lefrancois et al., 2003; Hassan et al., 2004; Ni
etal., 2006).

Die Zugehorigkeit SorLAs zur Familie der Rezeptoren mit Vpsl0-Doméane und die
Tatsache, dass auch SorLA GGA-Proteine bindet (Jacobsen et al., 2002), deuten auf

eine mdgliche Funktion von SorLA in Proteinsortierungsprozessen hin.



Einleitung 9

1.5 LDL-Rezeptoren in der Alzheimer Krankheit

Der LDL-Rezeptor wird im Gehirn nur schwach, LRP1 hingegen starker exprimiert
(Andersen and Willnow, 2006; Thilakawardhana et al., 2005; Tooyama et al., 1995).
LRP1 spielt in Neuronen eine Rolle in der Cholesterol-Homdostase sowie bei der
Neurotransmission (Harris-White and Frautschy, 2005). Es scheint auch auf ver-
schiedene Weise an der Akkumulation des Amyloid-p-Peptids (AB), einer pathogenen
Komponente in der Alzheimer Krankheit (AK) beteiligt zu sein. Ap ist der Haupt-
bestandteil der extrazellularen senilen Plaques, die in den Gehirnen erkrankter Per-
sonen gefunden werden (Blennow et al., 2006). Obwohl einige Arbeitsgruppen LRP1
als eine genetische Komponente bei der Entstehung der spéat einsetzenden Form der
Alzheimer Krankheit ansehen, wird bisher vor allem sein Ligand ApoE, der auch an
SorLA bindet, als genetischer Risikofaktor beschrieben (Harris-White and Frautschy,
2005; Waldron et al., 2006). Das Gen fur ApoE kommt im Menschen in den Allelen
€2, 3 und 4 vor, wobei bereits heterozygote Trager des Allels €4 ein signifikant
hoheres Risiko aufweisen, an der spaten Form der Krankheit zu erkranken (Corder et
al., 1993). LRP1 und einige seiner Liganden wurden in den senilen Plaques
nachgewiesen (Waldron et al., 2006). Weiterhin kann an o2-Makroglobulin oder
ApoE gebundenes AP durch LRP1 aus dem Zelliberstand in vitro entfernt werden
(Van Uden et al., 2000). Fur die Familienmitglieder LRP1B und ApoER2 wurden
kirzlich ebenfalls Hinweise auf einen mdglichen Einfluss dieser Rezeptoren auf die
Entstehung von AB beschrieben (Cam and Bu, 2006).

2004 wurde Uber eine verminderte SorLA-Expression in Gehirnen von Patienten mit
der Alzheimer Krankheit berichtet, was auch fir eine Beteiligung von SorLA an der
AK-Pathogenese spricht (Scherzer et al., 2004).
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1.5.1 Die Prozessierung des Amyloiden Vorlauferproteins

Zunachst soll hier auf die Entstehung des pathogenen Ap-Peptids eingegangen
werden. Dieses entsteht durch sequentielle proteolytische Spaltung des Amyloiden
Vorlauferproteins APP (Amyloid Precursor Protein), einem Typ-l-Transmembran-
protein (Abb. 1.2). Zunachst erfolgt die Abspaltung (Shedding) der Ektodomaéane
durch die B-Sekretase BACEL (Beta-site APP Cleaving Enzyme) (Vassar et al., 1999).
Diese Ektodoméane (sAPPB) wird in den Extrazellularraum abgegeben. Das in der
Membran verbleibende C-terminale Fragment (BCTF) wird unmittelbar anschlieRend
durch die y-Sekretase, einem Komplex aus Presenilin 1 oder 2 (PS1/2), Nicastrin,
APH-1 (Anterior Pharynx-defective phenotype) und PEN-2 (PS-enhancer), prozes-
siert (Edbauer et al., 2003; Haass, 2004). Interessant an diesem Schnitt ist, dass er
das Fragment innerhalb seiner Transmembrandomane spaltet und keine Sequenz-
spezifitat zeigt. Es resultieren aus dieser Prozessierung AB-Peptide mit 37 bis 43
Aminosaureresten (Ap37-Ap43). AB40 und 42 stehen im Zusammenhang mit der
Alzheimer Krankheit, wobei AB42 aufgrund seiner Neigung Aggregate zu bilden, die
pathogenere Wirkung zukommt (Cam and Bu, 2006; Haass, 2004; Wolfe, 2006).

Neben diesem amyloidogenen Weg konnte auch eine nicht-amyloidogene
Prozessierung von APP beobachtet werden. Dabei erfolgt die Abspaltung der
Ektodoméane (sAPPa) nicht an der B-, sondern an der a-Schnittstelle durch Zink-
Metalloproteasen, u.a. durch TACE (Tumour Necrosis Factor o Convertase, auch
ADAML17 genannt), ADAM9 oder ADAM10 (A Disintegrin And Metalloproteinase)
(Allinson et al., 2003). Diese a-Schnittstelle liegt innerhalb der AB-Sequenz und fuhrt
nach der Prozessierung durch die y-Sekretase zur Freisetzung des nicht-pathogenen
p3-Fragments (Haass et al., 1993; Haass, 2004; Lichtenthaler, 2006). Die y-Sekretase
schneidet in beiden Wegen nicht nur an der AR40-42-Schnittstelle, sondern gleich-
zeitig auch nahe dem zytoplasmatischen Ende der Transmembrandomane (e-

Schnitt), wodurch die Intrazellulardoméane (AICD) freigesetzt wird (Haass, 2004).
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Abb. 1.2: Prozessierung des Amyloiden Vorlauferproteins APP
A) Schnittstellen der Sekretasen im APP-Molekiil. Die Transmembransequenz ist grau unterlegt.
Die AB-Sequenz ist in schwarzen Buchstaben datgestellt (nach Haass, 2004). B) Amyloidogene
(links) und nicht-amyloidogene (rechts) Prozessierung von APP. Beschreibung siche Text.

Die a-Sekretase-Aktivitat findet sich hauptsachlich in der Plasmamembran, wohin

APP im Laufe seines Reifungsprozesses gelangt (Vetrivel and Thinakaran, 2006).

BACEL wird hingegen im Golgi-Apparat und in Endosomen gefunden, bevorzugt eine

cholesterolreiche Umgebung und zeigt die héchste Aktivitat im sauren Milieu (Vassar

et al., 1999). Nur etwa 6% der y-Sekretase-Komplexe kommen an der Plasmamem-

bran vor, der Rest wurde im ER, im Golgi-Apparat, im Trans-Golgi-Netzwerk und in
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spaten Endosomen gefunden (Vetrivel and Thinakaran, 2006). Allerdings wird zur
Zeit sehr kontrovers diskutiert, wo genau der Schnitt durch die y-Sekretase vollzogen
wird (Kaether et al., 2006). Die Vermutung liegt nahe, dass APP fur die amyloidogene
Prozessierung internalisiert werden muss. Eine Inhibierung der Endozytose fuhrt
tatséachlich zu einer Verminderung in der AB-Produktion (Koo and Squazzo, 1994).
Obwohl APP eigene Internalisierungssignale besitzt, spielen Mitglieder der Familie
der LDL-Rezeptoren eine wichtige Rolle bei der intrazellularen Sortierung von APP

(Cam and Bu, 2006).

1.5.2 Die Rolle von LRP1 und SorLA bei der Pathogenese der
Alzheimer Krankheit

Fur LRP1 konnte bereits friih gezeigt werden, dass es APP Uber das Adapterprotein
Fe65 bindet und internalisiert (Trommsdorff et al., 1998; Kinoshita et al., 2003;
Minopoli et al., 2001; Review in Waldron et al., 2006). Vermutlich ist diese Inter-
nalisierung fur die im Vergleich zu LRP1/--Zellen erhdhte AB- und verminderte
SAPPa-Produktion in endogen LRPl-exprimierenden Zellen verantwortlich. Die
Internalisierung beférdert APP in Zellkompartimente mit B-Sekretase-Aktivitat und
entfernt es von der Plasmamembran, an der hauptsachlich die nicht-amyloide
Prozessierung stattfindet (Cam and Bu, 2006). ApoE4 wirkt — vermutlich durch
Beeinflussung des LRP1-vermittelten Recyclings von APP - verstarkend auf die
Produktion von AB (Ye et al., 2005). LRP1B, das ahnlich wie LRP1 strukturiert ist,
aber eine deutlich geringere Endozytoserate aufweist, bewirkt bei Uberexpression
eine verminderte AB-Ausschittung in den Zelluberstand (Cam and Bu, 2006).

Auch fur SorLA konnte eine Interaktion mit APP gezeigt werden (Andersen et al.,
2005). Die Ektodoméane bindet tber die 11 LDLRA-Wiederholungen die Kohlen-
hydrat-Doméane von APP im Verhaltnis 1:1 (Andersen et al., 2006). Zusatzlich konnte
auf eine bisher nicht weiter charakterisierte intrazellulare Interaktion geschlossen
werden (Spoelgen et al., 2006). Durch die Interaktion mit SorLA wird die sub-

zellulére Lokalisation von APP verandert: Die Komplexe werden nun hauptsachlich
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Abb. 1.3: Modell der Sortierung von APP durch SorLLA und LRP
APP muss erst auf dem sekretorischen Weg an die Plasmamembran (PM) gelangen, um auf dem

nicht-amyloidogenen Weg durch o- und y-Sekretase prozessiert zu werden. Alternativ kann APP
tber LRP1-vermittelte Endozytose in die spiten Endosomen gelangen, wo die Prozessierung

durch die B-Sekretase stattfindet. Uber Recycling-Vesikel, die LRP1 an die Plasmamembran
zuricktransportieren, konnen die Spaltprodukte wieder an die Zelloberfliche gelangen, wo A

und sAPPP in den Extrazellularraum entlassen werden. Nicht geklirt ist, ob der y-
Sekretaseschnitt schon auf dem Weg zur oder erst an der Plasmamembran stattfindet. SorLLA halt
als Sortierungsrezeptor APP in intrazelluliren Kompartimenten wie Golgi-Apparat und/oder

frihen Endosomen zurlick und vertingert so die Zuginglichkeit von APP zur B-Sekretase. Ob
dies hauptsichlich durch verminderten Transport von APP an die Plasmamembran oder durch
Ricktransport aus den Endosomen in den Golgi-Apparat ausgelst wird, ist nicht geklart.

AICD = Intrazellulirdomine von APP; ER = Endoplasmatisches Retikulum; sAPP =
Ektodomine von APP.

in endosomalen und Golgi-Kompartimenten gefunden (Abb. 1.3). Diese Umverteil-
ung fuhrt zu einer verminderten Produktion von AB (Andersen et al., 2005; Andersen
et al.,, 2006; Offe et al., 2006). In Analogie zeigen SorLA-defiziente-Mause eine
erhohte Menge Ap im Gehirn (Andersen et al., 2005). Bisher ist unklar, ob durch die
Interaktion der sekretorische Weg an die Plasmamembran unterbrochen wird, oder
ob ein Rucktransport von internalisiertem APP aus frihen Endosomen in den Golgi-

Apparat stattfindet, und dadurch weniger APP in die spaten Endosomen mit erhéhter
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B-Sekretase-Aktivitat gelangt (Andersen et al., 2005). Ein Einfluss von SorLA auf die
Sortierung von APP steht im Einklang mit der oben bereits erwdahnten Hypothese,
dass SorLA aufgrund seiner Verwandtschaft zum Hefe-Transportprotein Vps10p und
der intrazelluaren Interaktion mit GGAl und —2 am Transport von Proteinen
zwischen Endosomen und Golgi-Apparat beteiligt ist (Jacobsen et al., 2002). Unter-
stutzt wird diese Hypothese durch die Beschreibung einer indirekten Bindung von
GGA-Proteinen an APP (von Arnim et al., 2006). Eine SorLA-vermittelte Endozytose
von APP wurde nicht beobachtet (Spoelgen et al., 2006).

In Ubereinstimmung mit den oben beschriebenen Beobachtungen wurde in Gehirnen
von Patienten mit der spat einsetzenden Form der Alzheimer Krankheit eine ver-
minderte SorLA-Expression in besonders von der Krankheit betroffenen Regionen
wie dem frontalen Cortex beobachtet. In nicht-betroffenen Hirnregionen konnte
keine Veranderung in der SorLA-Expression festgestellt werden (Offe et al., 2006;
Dodson et al., 2006), ebensowenig in Gehirnen von Patienten mit der familidren
Form der AK. Die familidre Form der Alzheimer Krankheit ist selten und beruht auf
Defekten in den Genen fur APP oder eines der beiden Preseniline, die die katalytisch
aktive Komponente der y-Sekretase darstellen. Diese Defekte fihren zur Bildung von
groBen Mengen Plaque-bildenden Ap42-Peptiden, wodurch die Krankheit bereits
fruh ausbricht (Blennow et al., 2006). Die verminderte SorLA-Expression in Ge-
hirnen von Personen, die an der spat einsetzenden Form der Krankheit litten, spricht
dafir, dass SorLA einen Einfluss auf die AB-Akkumulationen hat und nicht von

dieser ausgelost wird (Dodson et al., 2006).

Sowohl LRP1 (May et al., 2002; Lleo et al., 2005) als auch SorLA (Bohm et al., 2006)
wurden als Substrate fiir die y-Sekretase identifiziert und kénnten als kompetitive
Inhibitoren die Prozessierung von APP vermindern. Vermutlich kann allerdings eher
davon ausgegangen werden, dass die y-Sekretase-Prozessierung dieser Rezeptoren an
deren Regulation beteiligt ist, worauf im nachsten Abschnitt eingegangen wird.

Die Kontrolle der AB-Generierung und —Akkumulation wird als wichtiger thera-
peutischer Ansatz zur Behandlung und Prophylaxe der Alzheimer Demenz betrachtet

und involvierte Proteine sind als potentielle Behandlungsansatze Schwerpunkt
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intensiver Forschung. Auch die Aufklarung der Rolle von SorLA in der AK-Patho-

genese wird in nachster Zeit wohl intensiv bearbeitet werden.

1.6 Regulierte Intramembran-Proteolyse

Die im oberen Abschnitt beschriebene Prozessierung von APP ist ein Beispiel fur
einen besonderen Mechanismus der zelluldren Signallibertragung, der Regulierten
Intramembran-Proteolyse (RIP). Die heterogene Familie der Proteasen, die die intra-
membrane Prozessierung katalysieren, ist evolutionar stark konserviert und auch in
Prokaryoten und Archaebakterien vertreten. Zu ihr gehdren Aspartat-Proteasen
inklusive der y-Sekretase, deren katalytische Aktivitat durch die Presenilin-Unter-
einheit vermittelt wird, und der Signalpeptid-Peptidase (SPP), Zink-Metallo-
proteasen der S2P- (Site-2 Protease-) Familie und Serinproteasen der Rhomboid-
Familie (Landman and Kim, 2004; Weihofen and Martoglio, 2003; Ehrmann and
Clausen, 2004). Kennzeichnend fur den RIP-Mechanismus sind die Prozessierung
der Typ-l- (y-Sekretase und Rhomboide) bzw. Typ-Il- (S2P und SPP) Trans-
membranproteine innerhalb der Lipiddoppelschicht und die Freisetzung eines
biologisch aktiven Fragmentes (Landman and Kim, 2004).

Die beschriebene sequentielle Proteolyse des APPs wird durch dessen Lokalisation in
subzelluldaren Kompartimenten reguliert. In anderen Fallen erfolgt die Regulation
durch Liganden-induzierte Abspaltung der Ektodomane mit Hilfe von a-Sekretasen.
Allgemein erkennen die Intramembran-Proteasen, mit Ausnahme der Rhomboide,
nur solche Substrate, die bereits durch mindestens einen proteolytischen Schnitt
~-markiert“ wurden (Landman and Kim, 2004).

Die Signalweiterleitung durch den Notch-Rezeptor gilt als typisches und gut
charakterisiertes Beispiel Liganden-abhangiger RIP. Notch-Homologe sind in der
Evolution von Caenorhabditis elegans bis hin zum Menschen stark konserviert. In
Sdugetieren spielt es u.a. eine wichtige Rolle in der Entwicklung des zentralen
Nervensystems. Es wird als Praproprotein synthetisiert und durch Abspaltung des
Propeptides durch eine Furin-dhnliche Protease aktiviert. Nach Bindung eines seiner

Liganden, Delta oder Jagged/Serrate, ebenfalls Typ-I-Transmembranproteine,
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kommt es zur Abspaltung der Ektodomane durch eine Metalloprotease aus der
ADAM-Familie (Selkoe and Kopan, 2003). Das verbleibende membranstandige
Fragment kann nun — wie APP - durch die Nicastrin-Untereinheit der y-Sekretase
erkannt werden (Shah et al., 2005). Die durch die y-Sekretase ins Zytoplasma
freigesetzte Intrazellulardoméne (NICD) tragt ein NLS (Nuclear Localisation Signal)
und kann nun in den Nukleus gelangen (Schroeter et al., 1998; Lewis, 1998; De
Strooper et al., 1999). Dort interagiert sie mit Transkriptionsfaktoren der CSL (C-
Promotor Binding Factor/Supressor Of Hairless/Lag-1) Familie, wodurch diese von
Transkriptions-Repressoren zu -Aktivatoren werden und die Expression von
Zielgenen einleiten. Diese kodieren u.a. fur basische Helix-Loop-Helix Proteine, die
ihrerseits die Expression von Genen fur die neuronale Differenzierung unterdricken.
So wird ein physiologisches Verhaltnis von Neuronen zu Gliazellen erreicht (Bray,
2006; Bianchi et al., 2006). Auch die Liganden unterliegen dieser presenilin-
abhangigen RIP, wodurch die Signalvermittlung sogar bidirektional stattfinden und
auch auf Liganden-préasentierende Zellen wirken kann (Landman and Kim, 2004).
Die Anzahl an Typ-I-Transmembranproteinen, flr die eine presenilinabhangige RIP
gezeigt werden konnte, steigt stdndig an, ebenso die vielfaltigen Funktionen der
freigesetzten, biologisch aktiven Fragmente. Weitere Substrate sind z.B. LRP1, dessen
freigesetzte Intrazellulardoméane mit der von APP um das Adaptermolektl Tip60,
einer Histon-Acetyltransferase konkurriert (May et al., 2002; Kinoshita et al., 2003),
CD44 und N-cadherin, deren Intrazellulardomanen direkte Gegenspieler in der
Aktivierung von CBP- (Cyclic AMP Response Element Binding Protein (CREB)
Binding Protein) vermittelter Transkription sind (Marambaud et al., 2003; Nagano
and Saya, 2004) und viele mehr. Doch nicht nur die Intrazellulardoméanen kdénnen
biologisch aktiv sein. So werden z.B. fir die Ektodoméne und das AB-Peptid des APPs
ebenfalls Funktionen postuliert (Anliker and Mdller, 2006): fur die Ektodoméane von
APP wurde eine Funktion als Regulator der Proliferation von Vorlauferzellen in
neurogenen Bereichen des adulten zentralen Nervensystems (Caille et al., 2004) und
far ApB eine Rolle in der Regulation der Cholesterol- und Sphingomyelin-Biosynthese
beschrieben (Grimm et al., 2005).

Wenig ist bisher tber die Beendigung der RIP-vermittelten Signale, insbesondere den

Verbleib der Fragmente mit Signalaktivitat, bekannt. Von einem sehr schnellen
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Abbau vieler Intrazellulardoméanen wird ausgegangen, da diese schwer nachweisbar
sind (z.B. Hermey et al., 2006; Kanning et al., 2003). Uber die Degradationswege
wurde aber bisher sehr wenig berichtet. Relativ gut untersucht sind nur der Abbau
des NICDs durch das Proteasom (Oberg et al., 2001; Gupta-Rossi et al., 2001) und
des AICDs durch das Insulin-degradierende Enzym (Edbauer et al., 2002; Farris et
al., 2003).

1.7 Regulierte Intramembran-Proteolyse von SorLA?

Die Prozessierung von SorLA weist Homologien zu der von Notch auf. Auch SorLA
wird als Praproprotein synthetisiert (Abb. 1.4). Im ER wird zunachst das Signalpeptid
abgespalten und im Golgi-Apparat kommt es zur Aktivierung des Rezeptors durch
Entfernung des Propeptids durch Furin (1) (Hampe et al., 2000; Lintzel et al., 2002;
Jacobsen et al., 2001). Erst nach dieser Aktivierung kann SorLA den Liganden Kopf-
aktivator binden (2) (Lintzel et al., 2002), wodurch die Abspaltung der Ektodomaéane
nahe der Plasmamembran durch die a-Sekretase TACE (Tumour Necrosis Factor o
Convertase) eingeleitet wird (3) (Guo et al., 2002; Hampe et al., 2000; Lintzel et al.,
2002). Eine Prozessierung durch die B-Sekretase wurde fur SorLA, trotz nachge-
wiesener Interaktion mit BACEL (Beta-site APP Cleaving Enzyme) (Spoelgen et al.,
2006), bisher nicht gezeigt. In der Arbeitsgruppe erfolgte kirzlich der Nachweis einer
Prozessierung von SorLAs C-terminalem Fragment (CTF) durch die y-Sekretase (4)
(Bohm et al., 2006). Dieses Ergebnis wurde parallel von weiteren Arbeitsgruppen
bestatigt, die auch fur die Vpsl0-Domane-tragenden Rezeptoren Sortilin und SorCS1
eine y-Sekretase-vermittelte Prozessierung nachgewiesen haben (Nyborg et al., 2006;
Hermey et al., 2006). Erste Hinweise deuten darauf hin, dass die intrazellulare
Domaéane von SorLA (SorlCD) in geringem Malie zur Einleitung der Transkription
eines Reportergens fahig ist (Bohm et al., 2006).

Die Frage, ob die freigesetzte SorICD eine biologische Aktivitat besitzt und in den
Zellkern gelangen kann, war Teil der Untersuchungen dieser Arbeit, ebenso sollten

Experimente zum Abbau der SorlCD der Klarung der Signal-Beendigung dienen (5).
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Abb. 1.4: Prozessierung von SorLA

Beschreibung siche Text. KA = Kopfaktivator; PP =Propeptid; Sotfy = SotLLA-Analog zum
nicht-pathogenen p3 aus dem Amyloiden Vorlauferprotein
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1.8 Zielsetzung und methodischer Ansatz

Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung von SorLA-vermittelten Signallber-
tragungswegen, um damit die physiologische Funktion dieses evolutionar stark kon-

servierten Rezeptors naher zu charakterisieren.

Nachdem fir viele verwandte Proteine von SorLA eine Beteiligung an verschiedenen
Signalkaskaden beschrieben wurde, sollten zundchst mdogliche Signalwege von
SorLA-exprimierenden Zellen nach Stimulation mit einem spezifischen Liganden,
dem Neuropeptid Kopfaktivator, untersucht werden. Diese Untersuchungen
beinhalteten
- die Entwicklung eines Tests der mitogenen Wirkung des Neuropeptides als
physiologische Kontrolle mdglicher Signalkaskaden sowie
- vergleichende zweidimensionale Gelelektrophoresen und die Verwendung
spezifischer Antikorper zur Prufung von indirekten Signaltbertragungen
durch Phosphorylierung von Adaptermolekilen
Eine weitere Mdglichkeit der SignalUbertragung besteht in der sequentiellen
proteolytischen Prozessierung des Rezeptors, beispielsweise durch eine Regulierte
Intramembran-Proteolyse. Zur Identifizierung einer biologischen Aktivitat der
Intrazellulardoméane von SorLA wurden folgende Versuche durchgefuihrt:
- Invitro-Freisetzung der Intrazellulardoméane durch die y-Sekretase
- Untersuchung der Translokation der Intrazellulardoméane in den Zellkern als
Voraussetzung fur eine mogliche Funktion in der Genregulation und

- Ermittlung der abbauenden Aktivitat der Intrazellulardomane.
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2. Material und Methoden

Im nachfolgenden sind alle verwendeten Geréate, Chemikalien und Verbrauchsmaterialien
samt Herstellern aufgelistet. Alle Adressen der Hersteller kdnnen dem Anhang entnommen
werden. AnschlieRend folgt die Auffihrung der Durchfiihrungsprotokolle der experimen-
tellen Arbeit.

2.1 Verwendete Materialien

2.1.1 Gerate
2.1.1.1 Computergesteuerte Gerate

Folgende computergesteuerte Gerdte mit dazugehérigen Softwares wurden verwendet:

Durchflusszytometer FC 500 mit Software CXP, Version 2.0 von Beckman Coulter,
Inc.

Fluoreszenzmikroskop Axiovert 100 mit Kamera AxioCam color und Software Axio
Vision Viewer von Carl Zeiss

Konfokales Laser-Mikroskop LSM 510 META mit Software LSM Image Browser von
Carl Zeiss und ImageJ von Wayne Rasband National Institutes of Health

Agarosegel-Dokumentation BDA Digital mit Kamera Canon Power Shot G3 und
Software BioDoc Analyze von Biometra und Canon

Platten-Spektrometer Biotrak Il Plate Reader mit Software Biochrom Data Capture
von GE Healthcare

Bildscanner (ImageScanner) mit Software Corel PhotoPaint, Version 9.397, GE
Healthcare und Corel

Fluoreszenzleser Typhoon 9410, Variable Mode Imager mit Softwares Typhoon
Scanner Control v5.0, Image Quant (Molecular Dynamics), ImageMaster™ 2D Platinum

(Version 5.0) und DeCyder™ Biological Variation Analysis Software Version 5.01.01, alles
von GE Healthcare

Fluoreszenzplatten Leser Victor 1420 Multilabel Counter mit Software Wallac 1420
Manager Version 1.00 von Perkin EImer

2.1.1.2 Allgemeine Labormaterialien und —gerate

Diese Aufzahlung beinhaltet Standardlaborgerate und —werkzeuge:
Autoklav GVA460 von Fritz Géssner
CO2-Brutschrank CB210 von Binder

Elektroporation Gene Pulser 11, Puls Controller Plus und Capacitance Extender Plus,
alle von Bio-Rad

Entwickler fur Rontgenfilme X-Omat 1000 Processor von Kodak

Gelkammern Vertikale Gele: X Cell sure Lock™ von Invitrogen, Mini-Protean3 von Bio-
Rad, Horizontale Gele: Wide Mini-Sub® Cell von Bio-Rad

Kuhl- und Gefrierschranke von Liebherr
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Mikroskop CKX 31 von Olympus

Multipipette Multipette Plus von Eppendorf
PCR-Thermozykler T3 Thermocycler von Biometra
pH-Meter Basic pH-Meter MP220 von Mettler Toledo
Photometer Bio Photometer von Eppendorf

Pipetten Research 100 - 1 000 pl, Research 10 - 100 pl, Research 0,5 - 10 ul von
Eppendorf

Pipettierhilfe Pipetboy acu von Integra Bio-Sciences

Ruhrer und Vortexer von Wesarg Medizintechnik

Schuttler HS 260 Basic von IKA, Temperaturschuttler Unitron von Infors HT
Stromversorgung fur Elektrophoresen Power Pac 300 von Bio-Rad
Thermomixer compact von Eppendorf

Ultraschallgerat Sonifier 450 mit doppelstufiger 1/8 Mikrohornspitze von Branson
Waage BP410S von Satorius

Wasserbereitung Water Purification System von Millipore
Zellkultur-Werkbank Hera Safe von Thermo Fisher Scientific

Zellzahler CASY®-1 Cell Counter von Schéarfe System mit Canon BJ-30 Drucker

Zentrifugen Kuhlzentrifuge Centrifuge 5415R von Eppendorf, Kihlzentrifuge 6K15 von
Sigma-Zentrifugen, Ultrazentrifuge TL100 von Beckmann-Coulter Inc.

Gerate fur 2D:

Isoelektrische Fokussierung IPGphor von GE Healthcare
2D-Elektrophoresekammer Ettan DAL Ttwelve System Separation Unit, Power
Supply und Control Unit, alle von GE Healthcare

2.1.2 Programme und Internetseiten

Folgende Computerprogramme und Internetseiten wurden verwendet:

Klonierung DNAStar, Version 4.0 von DNASTAR Inc., CloneManager 7, Version 7.04
von Scientific and Educational Software

Datenverarbeitung MSOffice von Microsoft
Bildbearbeitung Photoshop 6.0 von Adobe

Literaturrecherche und Gendatenbank
Pub Med (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?CMD= search&DB=pubmed)
Zellkulturdatenbank

ATCC (http://www.lgcpromochem-
atcc.com/common/catalog/cellBiology/cellBiologylndex.cfm)

Proteinanalysen und Lokalisationsvorhersagen

Expasy (http://www.expasy.ch/) beinhaltet Psortll und andere bioinformatische
Programme
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2.1.3 Chemikalien

2.1.3.1 Allgemeine Chemikalien

Alle explizit erwdhnten Chemikalien sind samt Hersteller hier aufgefiihrt:

7AAD (Beckman Coulter, Inc.)

Agar (BD)

Agarose (SeaKem® LE) (Cambrex)

alamarBlue™ (Serotec)

Alkalische Phosphatase CIP (New
England Biolabs)

Bacitracin (Sigma-Aldrich)
Bacto Trypton (BD)

Borsdure (Merck)
Bromphenolblau (Sigma-Aldrich)

BSA (PAA)
BSA (Pietce)

CaCl, (Merck)
CHAPS (Sigma-Aldrich)

Chemilumineszenz-Substrat:
Super Signal West Dura Extended
Duration Substrate (Pierce)

Citrat (Merck)
Colchicin (Sigma-Aldrich)

Complete Minis Protease-Inhibitoren

(PIs) (Roche)
DAPI (Sigma-Aldrich)

DAPT (y-Secretase Inhibitor IX)
(Merck)

DMSO (Sigma-Aldrich)

dNTPs (Nukleotide) (Fermentas)
DTT (Sigma-Aldrich)

EDTA (Sigma-Aldrich)

EGTA (Sigma-Aldrich)

Eissessig (Merck)

Ethanol (JT Baker)

Neomycin (= Genicitin®)
(Invitrogen)

Ettan™ CyDye DIGE Fluor minimal Novex® Native TrisGly Sample

dyes Cy2, Cy3 und Cy5 (GE
Healthcare)

Fluoromount (Southern
Biotechnology Associates)

FuGENEG (Roche)
Glycerin (Sigma-Aldrich)

Glycin (Carl Roth)

Harnstoff (Setva)

Hefe-Extrakt (BD)
HEPES (Sigma-Aldrich)

Hygromycin B (Invitrogen)

IEF-Streifen Immobiline DryStrips
(GE Healthcare)

Insulin (Sigma-Aldrich)
KClI (Sigma-Aldrich)

Klenow-Enzym (New England
Biolabs)

Lactacystin (Sigma-Aldrich)
Liptofectamine™ (Invitrogen)

Magermilchpulver (Reformhaus)

Magnesium Chlorid-Lésung
(Invitrogen)

Medien und Zellkulturchemikalien,
Antibiotika, PBS, Trypsin, FCS
(Invitrogen)

Methanol (Catl Roth)

Mitomycin C (Sigma-Aldrich)
NaCl (JT Baker)

NaNj; (Fluka)

NaOH (Sigma-Aldrich)

Natrium-Vanadat (ICN Biomedicals)

Buffer (Invitrogen)

NuPAGE® MES SDS-Laufpuffer
(20X) (Invitrogen)

NuPAGE® Novex Bis-Ttis-
Gradientengele 4-12 % (Invitrogen)

Okadaic-Sdure (Merck)

PBS (Invitrogen)

PCR Puffer Minus Mg (10X)
(Invitrogen)
PFA (Sigma-Aldrich)

Pharmalyte (GE Healthcare)

Platinum® Tag-DNA Polymerase (5
U/ul) (Invitrogen)

Plus™ Reagenz (Invitrogen)

Ponceau S (Serva)

Pro-Q® Diamond (Invitrogen)

Restriktionsenzyme und Puffer (New
England Biolabs)

Roti-Nanoquant (Carl Roth)
Sarponin (Sigma-Aldrich)
SDS (Setva)

SYPRO® Ruby (Invitrogen)

Thymidin (Fluka)

Tris (Sigma-Aldrich)
Triton X-100 (Merck)
Tween20 (Sigma-Aldrich)

Ziegenserum (Jackson Immuno
Research Laboratories)

B-Mercaptoethanol (Serva)
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2.1.3.2 Kopfaktivator

Synthetisch hergestellte Kopfaktivatormolekile wurden vor Gebrauch monomerisiert, um

ihre biologische Aktivitéat zu erhalten (Bodenmuller et al., 1986).

2.1.4 Verbrauchsmaterialien

Falcon-Tubes von BD

Kanulen 23-Gauge Kanulen von BD

Kulvetten zur DNA-Bestimmung: UVette® 220-1 600 nm von Eppendorf; zur Elektro-
poration: Gene Pulser® Cuvette von Bio-Rad

Marker auf Proteinebene: Rpm 800 von GE Healthcare, MultiMark von Invitrogen,
PeppermintStick™-Phosphoproteinmarker von Invitrogen

auf DNA-Ebene: 1 Kb DNA Ladder von Invitrogen,

Mikrotiterplatten von Nunc und OptiPlate-96 Black 96-well Microplate von Perkin
Elmer fur Fluoreszenzmessungen

PVDF Membran Immobilon P mit einer Porengréfie von 0,45 pum von Millipore
Objekttrager von Engelbrecht Medizin- & Labortechnik

Pipettenspitzen von Sarstedt

Reaktionsgeféaflie von Eppendorf, Biozym oder Sarstedt

Roéntgenfilme Biomax MR Scientific Imaging Film von Kodak oder Medical X-Ray Film
Super RX von Fujifilm

Runde Deckglaschen (= Cover Slips) mit @13 mm von Assistent

Stabpipetten von BD

Ultrazentrifugenrdhrchen Polyallomer 11 x 34 mm von Beckman Coulter, Inc.
Zellkulturmaterialien von Nunc, Sarstedt oder BD

Zytometer-Rdhrchen von BD

2.1.5 Kits

2D-CleanUp Kit (GE Healthcare)

pPpGEM®-T Easy Kloning Kit (Promega)

QIlAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN)

Rapid DNA Ligation Kit (Roche)

SEQLAB-Laccone-Kit (Sequence Laboratories Géttingen GmbH)
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2.2 Zelllinien

2.2.1 Verwendete Standardlinien

Im folgenden sind alle Zelllinien angegeben, die fur die Versuche in dieser Arbeit verwendet
wurden. Zur besseren Zuordnung sind deren Nummern in der American Type Culture
Collection (ATCC)-Datenbank — sofern bekannt — angeben, sowie Literaturverweise.

AuRerdem sind Ursprungsorganismus und Kulturmedien aufgezahit.

ZELLLINIEN
Name |ATCC-Nr. [Medium Ursprung Literatur
BON - F12 Human Evers et al., 1994
+ 5% FCS, 1% P/S
NT2 CRL-1973 Opti-MEM mit GlutaMax Human Pleasure and Lee, 1993
+ 5% FCS, 1% P/S
HEK293 | CRL-1573 D-MEM (high glucose) Human Graham, 1992
+ 10% FCS, 1% P/S
COS7 CRL-1651 D-MEM (high glucose) Afrikanische | Gluzman, 1981
+10% FCS, 1% P/S grine Meer-
katze
CHO-K1 |CCIL-61 F12 Chinesischer | Kao and Puck, 1967
+ 10% FCS, 1% P/S Hamster Puck et al., 1958

FCS = Fotales Kilberserum, P/S = 10 000 Units/ml Penicillin G und 10 000 pg/ml Streptomycin

Die Zelllinien BON und NT2 exprimieren endogen SorLA, alle anderen wurden aufgrund
ihrer Eigenschaft, sich leicht transfizieren zu lassen, verwendet. Weiterhin wurden in einer
Kooperationsarbeit mit der Arbeitsgruppe von Dr. Markus Nalaskowski die Zelllinien 3T3

(Maus, Flip-In System von Invitrogen) und H1299 (humane Lungenzellen) verwendet.
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2.2.2 Stabil transfizierte Zelllinien

Im folgenden sind die in der Arbeit verwendeten, stabil transfizierten Zelllinien mit

Uberexprimierten Proteinen, Ursprungslinie, Literatur und Selektionsbedingen angegeben.

STABIL TRANSFIZIERTE ZELLLINIEN

Stabile Uberexpression Literatur Selektionsbedingungen

HEK293
SorLA-Volllinge Bohm et al., 2006 200 pg/ml Hygromycin B fir SorLLA
APPyos (swAPP) Citron et al., 1992 200 p,g/ ml Zeocin fur Presenilin 1
Presenilin Wildtyp Wolfe et al., 1999 200 pg/ml Neomycin fir swAPP
SorLA-CTF* Bohm et al., 2006 200 pg/ml Hygromycin B fir SorLA-CTF*
APPgos (swAPP) Citron et al., 1992 200 pg/ml Zeocin fur Presenilin 1
Presenilin Wildtyp Wolfe et al., 1999 200 pg/ml Neomycin fir swAPP
IDE-Wildtyp Edbauer et al., 2002 200 pg/ml Zeocin fir IDE

APP@ 5 (SWAPP)

200 pug/ml Neomycin fir swAPP

IDE-Dominant Negativ
APP(,% (SWAPP)

Edbauer et al., 2002

200 pg/ml Zeocin fir IDE
200 pg/ml Neomycin fir swAPP

SorLA-Volllinge Eigene Herstellung 200 pg/ml Hygromycin B fiir SorLA
SorLA-Volllinge Eigene Herstellung 200 pg/ml Hygromycin B fir SorLLA
IDE-Wildtyp 200 pg/ml Zeocin fur IDE

APPeos (swAPP) 200 pg/ml Neomycin fir swAPP
SorLA-Volllinge Eigene Herstellung 200 pg/ml Hygromycin B fir SorLLA

IDE-Dominant Negativ
APP695 (SWAPP)

200 pg/ml Zeocin fir IDE
200 pug/ml Neomycin fiir swAPP

BON und CHO-K1

CTF*-EGFP

Eigene Herstellung

200-800 pg/ml Neomycin

APPgo5 (swAPP) = “Schwedische” Mutation (K595N/M596L) der neuronenspezifischen Isoform des
Amyloid Precursor Proteins mit 695 Aminosdureresten; CTF* = Kinstliches C-Terminales Fragment;
EGFP = Enhanced Green Fluorescent Protein; IDE = Insulin-degradierendes Enzym, IDE-Dominant
Negativ = IDE mit E111Q-Mutation

Die das Insulin-degradierende Enzym (IDE) aus der Rattte in Wildtyp- bzw. dominant
negativer Form stabil Gberexrimierenden HEK293-Zellen wurden freundlicherweise von Dr.

Harald Steiner (Ludwig-Maximilians-Universitat Munchen) zur Verfigung gestelit.
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2.3 Plasmide

Hier sind die in der Arbeit verwendeten Plasmide samt spaterer Verwendung angegeben. Die
Selektionsmarker Ampicillin und Kanamycin wurden fur die bakterielle Selektion und

Hygromycin B sowie Neomycin fur die von tierischen Zellen (siehe 2.2.2) benutzt.

AUSGANGSPLASMIDE
Name Bezugsquelle Verwendung :Zﬁf;;zzzen
pcDNA3.1/Hygro Invitrogen Klonierung Ampicillin
Hygromycin
pcDNA3.1/Hygro-SorLLA Bohm et al., 2006 Uberexpression SorLA- Ampicillin
Volllinge Hygromycin
pcDNA3.1/SorLA-CTF* Bohm et al., 2006 Uberexpression SorLA-CTF*, Ampicillin
Klonierung Hygromycin
pEGFP-N1, -N2 und -C2 Clontech Klonierung, Kontrollen Kanamycin
Kernlokalisationsversuche Neomycin
pGEM®-T Easy Promega Klonierung pMetSorICD Ampicillin
pSorLLAok Lintzel et al., 2002 | PCR Template pMetSorICD Ampicillin
Neomycin
pEGFP-SorICD Bohm et al., 2006 Klonierung, Kanamycin
Kernlokalisationsversuche Neomycin
pEGFP-MutSorICD Bohm et al., 2006 Klonierung, Kanamycin
Kernlokalisationsversuche Neomycin

Hygro = Hygromycin-Resistenzgen; CTF* = Kiinstliches C-Terminales Fragment; EGFP = Enhanced
Green Fluorescent Protein; Mut = mutiert; SorICD = Intrazellulirdomine SorlLAs

Die folgende Tabelle stellt die im Rahmen dieser Arbeit hergestellten Plasmide dar. Die
Vektorplasmide und Inserts sind aufgefiihrt, ebenso ist die Klonierungsstrategie angedeutet.
Die Nomenklatur der Restriktionsenzyme wurde vom Hersteller Gbernommen. Klenow
bedeutet, dass die auffullende Aktivitat des Klenowenzyms genutzt wurde, um glatte und
somit kompatible Enden zu erzeugen. Alle Konstrukte wurden durch Sequenzierung
Uberprift und sind im Anhang genauer dargestellt. Diese Plasmide wurden zur Bestimmung
der Lokalisation der SorLA-Intrazellulardomane eingesetzt.

Weiterhin wurden in Kooperation mit Dr. Markus Nalaskowski Plasmide mit 2, 3, 4 und 6
EGFP-Multimeren verwendet (p2x - p6xEGFP). Die Konstrukte wurden wie beschreiben
kloniert (Genove et al., 2005) und das Hexamer wurde freundlicherweise von den Autoren
zur Verfligung gestellt. Grundgertst war dabei das pEGFP-N1-Plasmid, dessen Monomere

durch den Linker Gly-Pro-Val-Ala-Thr verbunden wurden.
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PLASMIDE AUS EIGENER HERSTELLUNG

C-terminalem EGFP

pcDNA3.1/SotLA-CTF*
(Nhel und Xhol)

: Klonierung Selektions-
Name Expression von bedi
Vektor Insert cdingungen
pDEGFP Dimerem EGFP pPEGFP-N2 EGFP Kanamycin
(Nhel und Xhol) | aus pEGFP-C2 (Nhel und | Neomycin
Xhol)
pDEGFP- Dimerem EGFP mit | pEGFP-C2 EGFP-SorICD Kanamycin
SorICD C-terminalem (Sall - Klenow, aus pEGFP-SorICD Neomycin
SorlCD BamHI) (Nhel — Klenow, BamHI)
pDEGEFP- Dimerem EGFP mit | pPEGFP-C2 EGFP-MutSorICD Kanamycin
MutSorICD C-terminalem (Sall - Klenow, aus pEGFP-MutSorICD Neomycin
MutSotICD BamHI) (Nhel — Klenow, BamHI)
pMetSotICD | Zytoplasmatischem | pcDNA3.1/Hygro | pSorLAok Ampicillin
SorICD mit Start- (HindIII und (PCR, Zwischenklonierung, | Hygromycin
Methionin (Met) BamHI) HindIII und BamHI )
pCTF*-EGFP | Membranstindigem |pEGFP-N1 SorLA-CTF* Kanamycin
SorLA-CTF* mit (Nhel und Xhol) aus Neomycin

CTF* = Kunstliches C-Terminales Fragment; DEGFP = Dimeric Enhanced Green Fluorescent Protein;
Met = Methionin; Mut = mutiert; SorICD = Intrazellulirdomine SorLAs

Abbildung 2.1 zeigt eine Ubersicht tber die in dieser Arbeit Uberexprimierten Proteine.
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Abb. 2.1: In dieser Arbeit iiberexprimierte SorLA-Proteine/-fragmente

Kopfaktivator (KA) und Phorbolester (PE) aktivieren die Ektodominenabspaltung in Volllinge-SorLLA
durch die o-Sekretase. SorLA-CTF* imitiert den transmembran verbleibenden Rest nach dieser
Prozessierung. Da die a-Sekretasen-Schnittstelle in SorLA nicht bekannt ist, wurde der N-Terminus
willkiirlich festgelegt. In blau ist ein Myc-Anhang dargestellt. CTF*-EGFP enthilt statt des Myc-Anhangs
in SotLA-CTF* ein EGFP (Enhanced Green Fluoreszent Protein) am C-Terminus (griin). Alle drei sind
Substrate fir die y-Sekretase, deren Aktivitit durch DAPT unterdriickt wird. Die folgenden Proteine
werden direkt ins Zytoplasma synthetisiert: MetSorICD soll die freigesetzte Intrazellulirdomine nach
v-Sekretaseschnitt imitieren. EGFP-SorICD ist eine Fusion aus SorICD mit einem N-terminalem EGFP
und DEGFP-SotICD mit zwei N-terminalen EGFPs. EGFP-MutSorICD und DEGFP-MutSorICD
entsprechen den beiden Letztgenannten, das potentielle Kernlokalisierungssignal (NLS) wurde jedoch
durch eine Mutation entfernt.
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2.4 Primer

Alle Primer wurden von der Firma metabion hergestellt. Zur Sequenzierung der Uberginge
zwischen den Untereinheiten des dimerem EGFP wurde ein PCR-Produkt aus den Primern
EGFP505for und EGFP209rev eingesetzt.

PRIMER

Name Sequenz Verwendung

3SICD 57 GGG GAT CCT CAG GCT ATC ACC ATG GGG AC 3 |PCR
pMetSorICD

5MetSICD 5” GGA AGC TTC CAC CAT GGT GTA CAC GAA GCA 3” |PCR
pMetSorICD

CMV* 5” CGC AAA TGG GCG GTA GGC GTG 3~ Sequenzierung

- pCTF*-EGFP

- pPDEGFP

- pPDEGFP-SorICD

- pDEGFP-
MutSorICD

EGFP505for |57 CGC CAC AAC ATC GAG GAC GG 3~ Sequenzierung
- pDEGFP
- pPDEGFP-SorICD

- pPDEGFP-
MutSorICD

EGFP209rev |5° GGG GTA GCG GCT GAA GCA CT 3~ Sequenzierung
- pCTF*-EGFP

- pPDEGFP

- pPDEGFP-SorICD

- pPDEGFP-MutSorICD

SorLLA6580rev |57 AAG GCG GTG AAG CTG CTC TG 3~ Sequenzierung
- pPDEGFP-SorICD
- pPDEGFP-MutSorICD

T7_neu 57 ATT AAT ACG ACT CAC TAT AGG G 3~ Sequenzierung
pMetSorICD

*Sequenz urspriinglich von Invitrogen
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2.5 Antikorper

Die Tabelle ist aufteilt in Primar- und Sekundarantikérper. Die Bestellnummern (#) der
kommerziell erhaltlichen Antikérper sind angegeben. Die antigenen Epitope zur Produktion
der SorLA-Antikorper sind im Anhang in der Proteinsequenz von SorLA hervorgehoben.
Urspringlich wurden diese Epitope aus murinem SorLA (Genbank-Nr. AAC16739) gewahlt.

Diese Antikdrper funktionieren aber auch gegen humanes SorLA.

PRIMARANTIKORPER
Verdiinnung
Name Antigen Typ |Bezugsquelle
Western |IMF
a-SorLLA cp C-Terminale 18 ASRs (2016- |Rb Hampe et al., 2000 1:3000 |1:3000
2033) von mutinem SorlLA
a-SorLLA F3 ASRs 1384-1676 in der F3- | Rb Hampe et al., 2000 1:1000 {1:1000
Domine von murinem
SotLLA
a-GFP (VL) Volllinge GFP aus Rb Santa Cruz 1:5000 |1:1000
Aeguorea victoria Biotechnology
# sc-8334
o-APP cp C-terminale 20 ASRs (751- Rb Merck (Calbiochem) [1:5000 |-
770) von humanem APP770 # 171610
a-c-Myc C-Terminus von humanem  |Rb Santa Cruz 1:1000 |-
(A-14) c-Myc Biotechnology
# sc-789
a-H3P ASRs 7-20 von humanem Rb Upstate/ 1:1000 1:1000
Histon H3 mit Millipore
phosphoryliertem Serin 10 £406-570
a-ACTIVE® pTissEpYiss des Sdugetier- Rb Promega 1:5000 |-
MAPK ERK2s H#V8031
(ERK1/2)
«-ERK1/2 Peptid in humanem ERK1 Rb Promega 1:5000 -
# V114A
a-BAktin N-Terminale 15 ASRs M Sigma-Aldrich 1:10000 |-
(Klon AC-15) | Vom Siugetier-BAktin # A5441

APP770 = Amyloid Precursor Protein, Splicevariante mit 770 ASPs; ASRs = Aminosdurereste; cp =
cytoplasmatic; ERK = Extracellular Signal-regulated Kinase; F3 = Fibronektin III; GFP = Green
Fluorescent Protein; H3P = phosphorylierte Form des Histon H3s, IMF = Immunfluoreszenz; M = aus
Maus; MAPK = Mitogen-activated Protein Kinase; Rb = aus Kaninchen; VL = Volllinge
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SEKUNDARANTIKORPER
- Verdiinnun
Name Antigen '([irs;:;;rgss Bezugsquelle i
g v Western IMF

Alexa Fluor® 488 | Kaninchen IgG Ziege Invitrogen - 1:1000
goat anti-rabbit | Schyere Kette # A11008
Alexa Fluor® 546 | Kaninchen IgG Ziege Invitrogen - 1:1000
goat anti-rabbit | Schyere Kette # A11010
Goat Anti-Rabbit | Kaninchen IgG | Ziege Jackson Immuno |1 :40 000 -
Peroxidase Schwere Kette Research Lab.
(GARPO) # 111-035-045
Goat Anti-Mouse | Maus IgG Ziege Jackson Immuno |1 :40 000 -
Peroxidase Schwere Kette Research Lab.
(GAMPO) # 115-035-146
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2.6 LOsungen

Sofern nicht anders angegeben, wurden alle Losungen in destilliertem Wasser angesetzt. Die
folgende Tabelle zeigt alle eingesetzten Losungen und verweist auf die Methodenkapitel, in

denen sie verwendet werden.

LOSUNGEN
Name Zusammensetzung Ver-
wendung
4x SDS-Probenpuffer 8% (w/v) SDS, 250 mM Tris-HCI, pH 6,8, 2.8.1.2
40% (v/v) Glycetin (v/v), 10% (v/v) B-Metcapto- 2.8.1.4
ethanol (v/v), 0,04% (w/v) Bromphenolblau 2.8.1.5
2.8.3.1.1
Agarplatten LB-Medium, 15 g/L Agar 2.9
Citratpuffer 150 mM Citrat, pH 6,74 2.8.1.4
Dehybridisierungspuffer 100 mM B-Mercaptoethanol, 2% SDS (w/v), 2.8.4
62,5 mM Tris-HCL, pH 6,7
Fixierungslosung 50% Methanol, 10% Eissessig 2.8.3.2
Harnstoff-Lysispuffer 8 M Harnstoff, 4 % CHAPS, 1 % Pharmalyte, 60 mM DTT 2.8.1.3
Hypotoner Puffer 10 mM HEPES, 10 mM KCI, pH 7,0 2.8.14
LB-Medium 10 g/L Bacto Trypton, 5 g/L Hefe-Extrakt, 10 g/L NaCl 2.9
LB-Selektionsmedium/ 30 mg/L Kanamycin oder 50 mg/L Ampicillin in 2.9
-Agar LB-Medium/-Agar
Lysispuffer 50 mM Tris, 2 mM CaCl, 1% Triton X-100, pH 8,0, PIs 2.8.1.1.
Permeabilisierungslésung 0,5% Glycin, 0,1% Sarponin in PBS 2.7.4
TBE 89 mM Tris, 89 mM Borsdure, 1,6 mM EDTA 2.9
TBST-Puffer 20 mM Tris-HCI, pH 7,5, 150 mM NaCl, 2.8.4
0,1% Tween20
Waschpuffer 1% FCS, 0,1% NaNj3 in PBS 2.7.6

PIs = Complete Mini Protease-Inhibitoren, 25x Stammldsung
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2.7 Zellbiologische Methoden

2.7.1 Zellkultur und Inkubation mit KA und DAPT

Die Versuche dieser Arbeit wurden alle mit in vitro gezichteten Zelllinien durchgefihrt. Die
sterile Bearbeitung der Kulturen fand in einer Hera Safe Werkbank statt und die Inkubation
bei 37°C und 5% CO,. Alle Medien und Zellkulturchemikalien wurden von Invitrogen
bezogen. Die verwendeten Zelllinien sind in 2.2.1 aufgefuhrt. Weiterhin wurden stabil
transfizierte HEK293-, BON- und CHO-K1-Zellen verwendet, die in 2.2.2 dargestellt sind.
Diese wurden unter Selektionsdruck kultiviert.

Zur Zucht aller Zellen wurde jeweils serumhaltiges Medium (Vollmedium) verwendet. Vor
allen Kopfaktivator (KA)-Versuchen wurden BON- und NT2-Zellen mit definiertem Medium
ohne Serum (Kayser et al., 1998) Uber Nacht inkubiert. Die Verwendung von definiertem
Medium erlaubt eine Untersuchung des Einflusses von Wachstumsfaktoren, ohne die Zellen
zu arretieren (Bottenstein and Sato, 1979). Die KA-Stimulation erfolgte ebenfalls in
definiertem Medium.

Versuche, die eine 16 h Inkubation mit DAPT (N-[N-(3,5-Difluorophenacetyl-L-alanyl)]-S-
phenylglycine t-Butyl Ester) erforderten, wurden ebenfalls Giber Nacht, jedoch in Vollmedium
mit Zusatz von 1 uM DAPT in DMSO bzw. die Kontrolle mit gleichem Volumen DMSO
(Dimethylsulfoxid) inkubiert.

2.7.2 Transfektion

Die Transfektion von COS7- und CHO-K1-Zellen erfolgte durch Elektroporation
(Einstellungen: 0,3 kV , 500 pF) (Chu et al., 1987). Alternativ wurden folgende Chemikalien
laut Herstelleranweisung zur Lipofektion eingesetzt: FUGENEG6 fur HEK?293, sowie
Liptofectamin und Plus Reagenz fiir BON-Zellen.

Die Kontrolle der Transfektion erfolgte 24-48 h nach der Transfektion. Transfizierte Zellen
wurden entweder fixiert und in der Immunfluoreszenzfarbung (2.7.4) eingesetzt, die Proteine
geerntet (2.8.1) oder Uber langere Zeit mit Antibiotika selektioniert, um stabile Klone zu
erhalten (2.2.2).

2.7.3 Proliferationstest mit alamarBlue™

Als indirekter Nachweis fur die Zellproliferation nach KA-Induktion wurde die Stoffwechsel-
aktivitat der Zellen mittels alamarBlue gemessen. Der Vorteil dieser Methode gegeniber
anderen Proliferationsversuchen liegt darin, dass die selben Zellen vor und nach der In-

duktion untersucht werden kdénnen.
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Die zu untersuchenden Zellen wurden in einem CASY®-1 Zellzahler gezéhlt und gleiche
Zellzahlen (104 - 105 Zellen) in Wells einer 24-Well-Platte in Vollmedium ausgesetzt. Nach
einem Tag Adhéarenzzeit wurde morgens das Medium ersetzt durch 500 pl Medium mit 1/10
Volumen alamarBlue™. Die Platten wurden nun bei 37°C weiter inkubiert. Nach 1 - 2 h
wurden zur Bestimmung des Ausgangswertes (t=0) 100 pl Zelliberstand in eine
Fluoreszenzreader-Platte gegeben. Durch den Austausch des alamarBlue-enthaltenden
Mediums gegen 500 pl Medium mit bzw. ohne 1 nM KA wurde der Proliferationstest
gestartet. In definierten Zeitabstanden wurde die alamarBlue-Inkubation der Zellen
wiederholt. AbschlieBend wurde per Mikroskop sichergestellt, dass die Zellen sich nicht bis
zur Konfluenz vermehrt hatten. Bei Versuchen Uber mehrere Tage erfolgte mindestens an

jedem zweiten Tag ein Mediumwechsel.

Als Kontrollen dienten alamarBlue-enthaltende Medien aus Wells mit doppelter Menge
ausgesetzter Zellen, aus Wells ohne Zellen sowie Zelliberstdnde ohne alamarBlue. Die
Messung der Fluoreszenzintensitat des alamarBlues fand ca. 30 min. nach der Abnahme bei
RT in einem Victor 1420 Multilabel Counter statt. Gemessen wurde im ReadWell-Modus bei
einer Anregungswellenlange von 530 nm und einer Emissionswellenlange von 590 nm (Gain
1.0, PMT 500, Read lenght: 1 sek.). Die erhaltenen Werte wurden mit Microsoft Excel
ausgewertet, indem die Fluoreszenzintensitaten des Medium aus Wells mit behandelten

Zellen (+/- KA) durch diese von Medium aus den selben Wells an Tag O geteilt wurden.

2.7.4 Immunfluoreszenzfarbung fixierter Zellen

Die auf Deckgléschen ausgesetzten, zu untersuchenden Zellen wurden zweimal mit warmem
PBS gewaschen, um anschlieBend in 60°C warmen, 4%igem Paraformaldehyd (PFA) fur
30 min. fixiert zu werden. War eine Permeabilisierung der Zellen gewtinscht, so wurden diese
5 min. in 0,5% Glycin und 0,1% Sarponin in PBS sanft geschuttelt. Eine Blockierung freier
Bindestellen erfolgte fur 30 min. in Permeabilisierungslosung mit 1% BSA und 8-10%
Ziegenserum. Nach der Inkubation mit Primar- und Sekundéarantikdérpern (siehe 2.5) in
Blockierlosung fur je 1 h bzw. 45 min. bei RT wurden die Zellen jeweils mit PBS gewaschen.
Die Kern-Farbung mit DAPI (1 pg/ml) erfolgte gleichzeitig mit der Sekundér-
antikdrperfarbung, jedoch nur fir 10 min.. AbschlieBend wurden die gefarbten Zellen mit
Fluoromount am Objekttrager fixiert und am Fluoreszenzmikroskop Axiovert 100 oder am
konfokalen Lasermikroskop LSM 510 META mikroskopiert.
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2.7.5 Kernlokalisationsexperiment am Konfokal-Mikroskop

Um Studien zur subzelluldren Lokalisation durchzufuhren, wurden die Zellen entweder mit
Antikorpern laut 2.7.4 fluoreszenzmarkiert oder nach Transfektion mit EGFP-Konstrukten
fixiert und DAPI-gefarbt. Am konfokalen Lasermikroskop LSM 510 META wurden Aufnah-
men mit einer Schichtdicke von 1 um gemacht. Es wurde darauf geachtet, dass die konfokale
Ebene den Zellkern der betrachteten Zelle schnitt. Gegebenenfalls wurden auch Z-Stapel
aufgenommen, die mehrere, sich teilweise Giberlagernde Schnitte durch die Zelle zeigten. Mit
der Software ImageJd konnten anschlieBend die Fluoreszenzintensitdten von einzelnen
Regionen in Kern und Zytoplasma bestimmt werden. Je nach Transfektionseffizienz wurden

10 bis >30 Zellen ausgewertet. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Students-t-Test.

2.7.6 Durchflusszytometrie zur Zellzyklus-Analyse

SorLA-exprimierende Zellen der Linien BON oder NT2 wurden Uber Nacht in definiertem
serumfreien Medium und anschliefend mit 1 nM KA inkubiert. Nach Ablésung durch Trypsin
und einmaligem Waschen der Zellen in Waschpuffer wurden diese in 75%igem Ethanol
mindestens Uber Nacht bei —20°C fixiert. Nach zweimaligem Waschen erfolgte die
Fluoreszenzmarkierung bei RT mit Anti-H3P (1 : 1 000 in Waschpuffer) fur 1 h gefolgt vom
Sekundéarantikorper Alexa Fluor® 488 goat anti-rabbit (1 : 1 000) fiir 45 min.. Die DNA der
Zellen wurde mit 10 pul 7AAD 20 min. im Dunkeln und bei RT geférbt. Nach jedem dieser
Schritte wurden die Zellen gewaschen. Die Fluoreszenzintensitdtsmessung erfolgte in einem
Durchflusszytometer der Firma Beckman-Coulter (FC 500) bei einer Emission von 519 nm
fir den H3P-gebundenen Alexa Fluor 488 Antikdrper und bei 647 nm fir 7AAD. Jeweils
20 000 Zellen wurden untersucht, bzw. die Messung bei geringerer Zellkonzentration nach
300 sek. abgebrochen. Die Auswertung erfolgte mit der Software CXP Version 2.0.

Ein Aliquot der gefarbten Zellen wurde im Fluoreszenzmikroskop Axiovert 100 auf

erfolgreiche Farbung gepraft.

2.7.7 Synchronisation von Zellen zur Zellzyklus-Analyse

Um die Population mitotischer Zellen in der Durchflusszytometrie zu bestimmen, wurden
NT2-Zellen in definierten Zellzyklusphasen arretiert (Jackman and O'Connor, 2001).

Anschlielend folgte eine Farbung fir die Durchflusszytometrie nach 2.7.6.

Zur Synchronisation am G1/S-Ubergang mit Thymidin, welches reversibel die Ribonucleotid-
Reduktase blockiert, wurden subkonfluent dichte Zellkulturflaschen fir 17 h in 2 mM
Thymidin in PBS inkubiert und anschliel}end 3 mal mit PBS gewaschen. Nach neunstindiger

Kultivierung in Vollmedium erfolgte eine zweite Thymidinbehandlung fir weitere 17 h. Die
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Zellen wurden mit PBS gewaschen und mit Trypsin geerntet oder zur Analyse der Wirkung

von KA weiter inkubiert.

Die Quervernetzung der DNA-Doppelstrange mit Mitomycin C (MMC) fuhrt zu einer
irreversiblen Synchronisation der Zellen bevorzugt in der S- aber auch in der G2-Phase. Nach
einer zweistindigen Behandlung der Zellen mit 10 pg/ml MMC konnten die Zellen

trypsiniert und zur durchflusszytometrischen Analyse verwendet werden.

Colchicin verhindert durch seine Bindung an Tubulin den Zusammentritt der Untereinheiten
und zerstort die Mikrotubuli, wodurch die Zellen irreversibel in der Metaphase der Mitose
arretieren. 50 pg/ml Colchicin wurden fir 17 — 18 h zu den Zellen gegeben, diese

abschlieRend mit Medium abgespult und fur die Durchflusszytometrie verwendet.

2.8 Proteinbiochemische Methoden

2.8.1 Proteinernte

Bei der Ernte von Proteinen aus kultivierten Zellen wurde — sofern nicht anders angegeben -
mit auf 4°C gekihlten Materialien gearbeitet und bei 4°C inkubiert und zentrifugiert. In der
Regel wurden Complete Mini Protease-Inhibitoren (Pls) dazugegeben, wobei als 26x

Stammlésung stets eine Tablette in 400 pl H2Oqest aufgenommen worden war.

2.8.1.1 Gesamtzelllysat

Diese Methode diente der Gewinnung einer homogenen Mischung des gesamten Proteoms
der Zellen. Diese wurden in PBS abgel6st, durch 5 min. Zentrifugation bei 1 000 g
sedimentiert und in PBS gewaschen. Die Zellpellets wurden in 100-250 pl Lysispuffer
aufgenommen und mit 4 - 10 pl Pls versetzt. Die 20 minutige Lyse der Zellen auf Eis wurde
durch zehnmalige Passage durch 23-Gauge Kanllen noch verstarkt. Durch 20 min.
Zentrifugation bei 14 000 g wurden alle unldslichen Bestandteile sedimentiert und der

Uberstand wurde als Gesamtzelllysat weiter untersucht.

2.8.1.2 Membranpréaparation

Sofern es notig war, Zytoplasma und Membranen voneinander zu trennen, z.B. um
Membranproteine anzureichern, wurde eine Membranpraparation durchgefihrt. Dazu
wurden die entsprechenden Zellen in PBS abgeschabt und gewaschen. Die Zellpellets wurden
in 100-300 ul PBS + Pls aufgenommen und sechs mal 10 sek. bei 50% Amplitude sonifiziert.

Um grolRere Fraktionen wie genomische DNA und Membranaggregate zu entfernen, wurde
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15 min. bei 1000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde zur 60-minttigen Ultrazentrifugation
bei ca. 100 000 g eingesetzt. Daraus resultierten die zytosolische Fraktion im Uberstand und
die Membranfraktion im Pellet. Beide wurden in SDS-Probenpuffer 5 min. bei 95°C

aufgekocht und zur weitern Analyse in SDS-Gelen separiert (2.8.3.1.1).

2.8.1.3 Proteinernte zur Untersuchung von Phosphorylierungen

Zur Untersuchung von phosphorylierten Proteinen muissen bei der Bearbeitung der Proben
besondere Vorsichtsmallnahmen getroffen werden. Als Inhibitoren fir Phosphatasen wurden
in alle Puffer 0,1 mM Natrium-Vanadat (hemmt Tyrosin-Phosphatasen,), 1,5 mM EGTA,
1,0 mM EDTA (hemmen Proteinphosphatasen (PP) PP2C und — weniger gut — PP2A,), und
5,0 uM Okadaic-Saure zur Hemmung von PP1, PP2A und PP2B gegeben. Die Konzen-

trationen wurden anhand der Herstellerangaben gewéhlt.

Nicht zu dicht gewachsene NT2- oder BON-Zellen wurden tber Nacht in definiertem,
serumfreiem Medium und anschliefend mit 1 nM KA fir definierte Zeiten inkubiert. Nach
Ablauf dieser Zeit und zweimaligem Waschen mit PBS erfolgte eine Lyse in 300 pl Harnstoff-
Lysispuffer. Nach einer Sonifikation (6x 10 sek. bei 50% Amplitude) und 15 min. Zentrifu-
gation bei 16 000 g wurden die Proteine bis zur weiteren Verwendung in einer SDS-PAGE

oder in Zweidimensionalen Elektrophoresen (2.8.3) bei —80°C gelagert.

2.8.1.4 In vitro-Generation von SorlICD

Da die freigesetzten Intrazellulardoméanen der y-Sekretase-Substrate sehr instabil sind,
wurde ein fur die Anreicherung der Intrazellulardoméane des Amyloiden Vorlauferproteins
entwickeltes Protokoll (Sastre et al., 2001; Pinnix et al., 2001; McLendon et al., 2000)

angewendet, um SorICD anzureichern.

Nicht zu dicht bewachsene SorLA-CTF*- oder SorLA-Volllange-tberexprimierende HEK293-
Zellen wurden in 5 ml kaltem PBS abgeklopft und 5 min bei 1 000 g und 4°C zentrifugiert.
Pro 75 ml Zellkulturflasche wurden 500 ul hypotoner Puffer und 20 pl Pls zum Zellpellet
gegeben und mit der Pipette suspendiert. Nach 10-minatiger Inkubation auf Eis wurden die
Zellen mittels zehnmaliger Passage durch 23-Gauge Kanulen aufgebrochen. Kerne und gros-
sere Membranaggregate wurden durch 15 min. zentrifugieren bei 4°C und 1000 g entfernt.
Die Gewinnung der Membranfragmente erfolgte durch vierzigminutige Zentrifugation bei
16 000 g und 4°C. Die Membranpellets wurden in 25 ul Citratpuffer und 1 ul Pls pro
eingesetzter 75 ml Zellkulturflasche resuspendiert. Die Membransuspension wurde entweder
in Ansétze von 25 pl aufgeteilt oder in groReren Volumina zur Generation von SorlCD
verwendet. Als Negativkontrolle diente dabei immer ein Ansatz mit 5 uM DAPT, der

ansonsten gleich behandelt wurde. Teilweise wurden zu den Ansatzen Inhibitoren wie Insulin
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gegeben (2.8.1.5). Die Ansatze wurden fir 2 h bei 37°C und 500 rpm oder zur Kontrolle auf
Eis inkubiert und anschlieBend 1 h bei 100 000 g in der Ultrazentrifuge zentrifugiert. Der
Uberstand enthielt nun u.a. die aus den Membranfragmenten freigesetzten ICDs von SorLA
und auch von APP (AICD), da die verwendeten Zellen auch Volllange-APP Uberexprimierten.
Eine Proteinmengenbestimmung im Uberstand ergab eine Konzentration von ca. 2,2 pug/ml.
Die Uberstande wurden entweder sofort in 4x SDS-Probenpuffer aufgekocht oder fiir Abbau-
Versuche (siehe 2.8.1.5) weiterverwendet. Die DAPT-behandelten Negativkontrollen wurden
immer sofort aufgekocht. Gegebenenfalls wurde auch das Membranpellet in mind. 100 pl
1x SDS-Probenpuffer aufgenommen. Die weitere Untersuchung der Proben erfolgte per SDS-
PAGE mit Gradientengelen und immunologischem Proteinnachweis mit Antikérpern gegen
SorLAcp, c-Myc oder APPcp.

2.8.1.5 Versuche zum Abbau des SorICDs

Frisches Zytoplasma, dessen SorlCD-abbauende Enzymaktivitat untersucht werden sollte,
wurde aus IDE-Uberexprimierenden HEK293- oder endogen SorLA exprimierenden BON-
bzw. NT2-Zellen gewonnen. Dazu wurden diese Zellen in PBS abgeklopft oder —geschabt und
bei 4°C pelletiert. AnschlieBend wurden die Pellets in 100 — 200 pl PBS aufgenommen und
30x durch 23-Gauge Kanulen gezogen. Nach Abtrennung der Kerne und folgender 40 min.
Zentrifugation bei 16 000 g und 4°C konnte das Zytoplasma zur Proteinmengenbestimmung
nach Bradford (2.8.2) eingesetzt werden.

Zur Untersuchung der abbauenden Aktivitat des SorlCDs wurde dieses in grolieren Mengen
wie in 2.8.1.4 beschrieben hergestellt. Die Uberstande aus der Ultrazentrifugation der
SorlCD-Generation wurden in 20 pl Anséatze aufgeteilt und mit definierten Mengen des frisch
isolierten Zytoplasmas und/oder potentiellen Inhibitoren des Abbaus versetzt und mit PBS
auf gleiche Volumina gebracht. Folgende Inhibitoren wurden eingesetzt: 5 mM EDTA, 10 mM
EGTA, 200 pg/ml Insulin und 10 pM Lactacystin. Die Anséatze wurden dann 2 h bei 37°C
unter leichtem Schitteln inkubiert und anschlieffend sofort in 4x SDS-Probenpuffer aufge-
kocht

2.8.2 Proteinmengenbestimmung nach Bradford

Wenn definierte Proteinmengen eingesetzt werden sollten, wurde eine Proteinmengenbe-
stimmung nach Bradford durchgefthrt (Bradford, 1976). Jeweils 2 und 5 ul Proteinprobe
wurden in 50 pl 0,1N NaOH aufgenommen und 950 ul Roti-Nanoquant (1:5 in H.O) dazuge-
geben. Gleichzeitig wurde eine Eichkurve mit O — 2 mg/ml BSA mitgefuhrt. Die optische
Dichte der Proben bei 595 nm wurde in einem Biotrak Il Plate Reader gemessen und die

Proteinkonzentration in den Proben anhand der Eichkurve abgeschéatzt.
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2.8.3 Elektrophoretische Auftrennung von Proteinen
2.8.3.1 Eindimensionale Elektrophoresen
2.8.3.1.1 SDS-PAGE

Zur Auftrennung von groReren Proteinen wurden in der Regel denaturierende Sodiumdo-
decylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophoresen (SDS-PAGEs) mit einer Acrylamid-konzentra-
tion von 10% (Laemmli, 1970) verwendet. Waren besonders die kleineren Fragmente eines
Proteingemisches von Interesse, z.B. zur Detektion der Intrazellulardoméane, so wurden
kommerziell erhéaltliche 4-12% NuPAGE® Novex Bis-Tris-Gradientengele mit dazugehérigem
Laufpuffer verwendet. Die zu denaturierenden Proben wurden mit 1/3 Volumen 4x SDS-
Probenpuffer fur 5 min. bei 95°C aufgekocht. In jedem Gellauf wurde zusatzlich ein
Proteinmarker (Rpm 800 oder MultiMark) aufgetragen. Die Spannung fur den Gellauf

variierte zwischen 80 und 120 V.

2.8.3.1.2 InGEL Fluoreszenz

Der in der Praparation von Gesamtzelllysaten (2.8.1.1) gewonnene Uberstand wurde 1:1 mit
Novex® Native TrisGly Sample Buffer versetzt und 10 min bei RT inkubiert. Anschlielend
erfolgte eine elektrophoretische Auftrennung der nicht-reduzierten Proben in einer
Standard-SDS-PAGE mit 0,1% SDS in Gel und Puffer. Unmittelbar nach dem Lauf wurde mit
einem Fluorescence Reader Typhoon 9410 (Amersham Biosciences) mittels eines Lasers mit
488 nm Anregungswellenlange und einer Emissionswellenlange von 526 nm die im Gel
enthaltene Fluoreszenz detektiert. Da keine nicht-reduzierten und fluoreszierenden Marker

vorhanden waren, wurde in diesen Elektrophoresen auf Marker verzichtet.

2.8.3.2 2-dimensionale Elektrophoresen

Zur allgemeineren Analyse von Phosphorylierungsreaktionen nach der Gabe von KA zu NT2-
oder BON-Zellen wurden zweidimensionale Elektrophoresen durchgefuhrt. Zur Visualisier-
ung der Proteinspots wurden zwei unterschiedliche Verfahren, zum einen die Farbung mit
einem Phosphoprotein-spezifischen Fluoreszenzfarbstoff (Pro-Q® Diamond) nach dem Gel-
lauf, zum anderen die Markierung mit drei unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen vor dem
Gellauf (Ettan™ DIGE System) verwendet. Diese Methode erlaubt die gleichzeitige Analyse

von 2-3 Proben in einem einzigen Gel und erleichtert den Vergleich.
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Fur die spatere Farbung mit Pro-Q Diamond wurden die unter 2.8.1.3 gewonnenen Proben
mit einem 2D-CleanUp Kit nach Vorschrift gereinigt und zur Proteinmengenbestimmung
(2.8.2) eingesetzt.

Die 2D PAGE wurde unter Verwendung des IPGphor IEF Systems der Firma Amersham
Biosciences nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Zur isoelektrischen Fokussierung
wurden Immobiline DryStrips der pH Reichweiten 3—10, 4-7 und 5,3-6,5 verwendet. Die
Auftrennung der Proteine in der zweiten Dimension erfolgte in 10%igen SDS-Gelen. Als
GroRenstandards dienten entweder der PeppermintStick™-Phosphoproteinmarker, der
spater gleichzeitig als Positivkontrolle der Phosphofarbung diente, oder der Marker Rpm
800.

Die Fixierung der Gele in 50% Methanol und 10% Eissessig sowie die Farbung des
Phosphoproteoms mit Pro-Q Diamond mit anschlieBender Gesamtproteinfarbung mit
SYPRO® Ruby erfolgten nach Angaben des Herstellers. Die Fluoreszenzen wurden in einem
Fluorescence Reader Typhoon 9410 bei 532 nm Anregungswellenlange und 580 nm
Emission fiur Pro-Q Diamond-gefarbte und 610 nm Emission fur SYPRO Ruby-gefarbte Gele
gemessen. Auswertung und Vergleich der Gele wurden mit der Software 2D-Platinum

ImageMaster™ 2D Platinum Version 5.0 durchgefihrt.

Wurde das Ettan™ DIGE System zur Visualisierung der Proteinspots eingesetzt, erfolgte
prinzipiell das gleiche Auftrennungsverfahren, die Proben wurden jedoch bereits vor dem
Gellauf einer Fluoreszenzfarbstoff-Markierung nach Herstellerangaben unterzogen. Direkt
nach der SDS-Gelelektrophorese wurden die Gele noch in den Glasplatten im Typhoon 9410
gelesen (Einstellungen: 488 nm Anregungswellenldange und 520 nm Emission flr CyDye2,
532 nm Anregungswellenlange und 580 nm Emission fir CyDye3 und 633 nm
Anregungswellenlange und 670 nm Emission fur CyDye5). Die Auswertung erfolgte mit der

Software DeCyder™ Biological Variation Analysis Software.
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2.8.4 Immunologischer Proteinnachweis - Western Blot und Immun-
detektion

Zum immunologischen Nachweis von Proteinen auf einer Membran wurden die in einer
SDS-PAGE aufgetrennten Proteine zunéchst in einer Mini-Protean3-Kammer fur 45 min. bei
400 mA aus dem Gel auf eine PVYDF-Membran tbertragen (Towbin et al., 1979). Der Erfolg
dieser Methode wurde mit einer Ponceau S-Farbung Uberprift. Zur Blockierung der freien
Bindestellen auf der Membran wurde diese in 20 ml TBST-Puffer mit 5% Magermilchpulver
und 1% BSA Uber Nacht bei 4°C geschittelt. Wenn als Priméarantikdrper solche gegen
phosphorylierte Proteine eingesetzt wurden, erfolgte stattdessen die Blockierung in 1% BSA
far 1h bei 37°C. Die Bindung des Priméarantikdrpers (siehe 2.5) erfolgte flr 2 h bei RT in
Blockierldsung unter Schitteln. Nach dreimaligem Waschen mit TBST-Puffer fir mind.
15 min. wurde 45 min mit dem Sekundarantikdrper (2.5) in Blockierlésung inkubiert. Nun
wurde abermals drei mal 15 min. mit TBST-Puffer gewaschen, die Membran mit PBS
abgespult und mit dem Chemilumineszenz-Substrat kurz inkubiert. Réntgenfilme wurden fur
definierte Zeiten belichtet und im Kodak X-Omat 1000 Processor mit dazugehorigen
Entwicklerlésungen entwickelt. Sollte eine zweite Detektion auf der Membran durchgefihrt
werden, so wurden die gebundenen Antikdrper 30 min. bei 50°C in Dehybridisierungspuffer
ohne Schitteln abgeldst. Nach zweimaligem Waschen mit TBST in groRem Volumen konnte
mit dem Blockierungsschritt des nachsten immunologischen Proteinnachweises begonnen
werden. Densiometrische Auswertungen der Bandenintensitidt auf den RoOntgenfilmen

erfolgten nach Herstellerangaben mit dem Programm Image Quant (GE Healtcare).

2.9 Klonierung

Alle Klonierungen wurden nach Standardmethoden (Sambrook et al., 1989) und Hersteller-
angaben vorgenommen. Abschnitt 2.3 zeigt alle in dieser Arbeit verwendeten Plasmide. Bei
den selbst hergestellten Plasmiden ist angegeben, ob das Insert tGber eine Restriktion oder
per PCR hergestellt wurde. Genauere Darstellungen der hergestellten Plasmide kdnnen dem
Anhang entnommen werden. Die Antibiotika zur Selektion sind ebenfalls in 2.3 angegeben.
Alle Konzentrationsbestimmungen von DNA-LO6sungen wurden an einem Eppendorf Bio

Photometer durchgefuhrt.

Polymerase-Ketten-Reaktionen wurden mit der Platinum Tag-DNA Polymerase nach
Standardprotokollen bei 55°C Primerbindungstemperatur in einem T3 Thermocycler

durchgefuihrt. PCR-Fragmente wurden ggf. zur weiteren Klonierung nach Herstellerangaben
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in einen pGEM®-T Easy-Vektor zwischenligiert. Die verwendeten Primer kénnen Abschnitt
2.4 entnommen werden.

Restriktionen und Auffullreaktionen sowie Vektor-Dephosphorylierungen wurden mit
Enzymen der Firma New England Biolabs durchgefihrt. Zur Auftrennung der
Restriktionsfragmente wurden 1%ige Agarose-Gele mit TBE-Puffer eingesetzt. Sollten
definierte Fragmente aus dem Gel eluiert werden, kam ein QlAquick Gel Extraction Kit zum

Einsatz.

Zur Ligation von DNA-Fragmenten wurde ein Rapid DNA Ligation Kit nach Herstellerangabe
eingesetzt. Chemokompetente Escherichia coli-Zellen des Stammes Top 10 F- (urspringlich
Invitrogen) wurden nach der Rubidiumchlorid-Methode von Hanahan (Hanahan, 1985)
vorbereitet und nach Anleitung von Invitrogen transformiert, anstelle von SOC-Medium
wurde jedoch LB-Medium verwendet. Die Anzucht mdoglicher Klone fand unter ent-
sprechendem Selektionsdruck auf Agarplatten statt (siehe 2.6). Einzelne Kolonien wurden in
3 ml LB-Selektionsmedium angezogen und die Plasmide mit dem SEQLAB-Laccone-Kit
isoliert. Solche Plasmide mit korrektem Kontrollrestriktionsmuster wurden in der Serviceab-
teilung des Zentrums fir Molekulare Neurobiologie Hamburg sequenziert. Die Sequen-
zierungsprimer sind in 2.4 dargestellt. Eine Analyse der Sequenzierungsdaten erfolgte mit

dem Programm DNA-Star.
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3. Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war es, eine mogliche Signaliibertragung durch den neuronalen

Typ-I-Transmembranrezeptor SorLA zu analysieren und naher zu charakterisieren.

Der bereits in der Literatur (Hampe et al., 2000; Kayser et al., 1998) beschriebene
Effekt, dass die Stimulation von SorLA-exprimierenden Zellen mit seinem Liganden
Kopfaktivator (KA) zu einer erhohten Anzahl mitotischer Zellen fiihrt, sollte dazu als
physiologische Kontrolle der Signaliibertragung dienen. In Kapitel 3.1 werden Ver-
suche beschrieben, mit denen diese Mitose-Stimulation gemessen wurde und die fiir
spatere Experimente als Kontrolle dienen sollten.

Die Kapitel 3.2 und 3.3 widmen sich der Untersuchung von indirekten und direkten
Signaliibertragungen durch den Rezeptor durch Aktivierung von Phosphorylierungs-
kaskaden (Kapitel 3.2) als auch durch Freisetzung der zytoplasmatischen Domane

und deren Translokation in den Zellkern (Kapitel 3.3).

3.1 Mitose-Induktion nach Kopfaktivator-Stimulation von
SorLA-exprimierenden Zellen

Kayser et al. (1998) untersuchten die Reaktionen von humanen Zellen der Linie BON,
auf eine Behandlung mit KA. Die Zelllinie BON entstammt neuroendokrinen
Karzinoid-Tumoren (Evers et al., 1994). Diese Zellen exprimieren endogen SorLA
und nutzen KA als autokrinen Wachstumsfaktor (Kayser et al., 1998; Hampe et al.,
2000). Die DNA der Zellen wurde von Kayser et al. fluoreszenzmarkiert und die
Zellen mittels Durchflusszytometrie unter Beriicksichtigung ihrer Granularitat (Side
Scatter) auf den Anteil mitotischer Zellen iiberpriift. Gefunden haben die Autoren
eine Erhohung der Anzahl an Zellen, die sich nach 2 h Behandlung mit KA in Mitose
befanden. Ahnliche Ergebnisse konnten auch an neuronalen Vorliuferzellen der Linie
NT2 beobachtet werden. Diese Daten stammten jedoch nicht aus durchflusszyto-
metrischen Analysen, stattdessen wurden NT2-Zellen mit markierter DNA (Hampe et
al., 2000) oder nach Fluoreszenzmarkierung des mitosespezifisch-phosphorylierten

Histon H3s am Mikroskop ausgezahlt (Lintzel et al., 2002).
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Diese Ergebnisse sollten in der vorliegenden Arbeit mittels eines neuen, erweiterten
Versuchsaufbaus, bei dem die zur Durchflusszytometrie eingesetzten Zellen zusitz-
lich zur DNA-Fiarbung noch mit einem Antikorper gegen die mitosespezifische phos-
phorylierte Form des Histon H3s (H3P) fluoreszenzgefarbt wurden, bestatigt werden.
Zusatzlich wurde in einem Wachstumsversuch mit alamarBlue, einem Farbstoff, mit
dem die Stoffwechselaktivitat von Zellen als indirekter Nachweis der Zellzahl gemes-
sen werden kann, die Vermehrungsrate von Kopfaktivator-stimulierten im Vergleich

zu unstimulierten Zellen gemessen.

Da iiblicherweise fiir die Zellkultur eingesetztes Kilberserum Kopfaktivator und
unspezifizierte Wachstumsfaktoren enthilt (Bodenmiiller and Roberge, 1985), er-
folgte vor dem jeweiligen Versuch eine Inkubation in definiertem Medium ohne

Serum (Bottenstein and Sato, 1979; Kayser et al., 1998).

3.1.1 Spezifitat von Histon H3P als Mitosemarker in der Immun-
fluoreszenz

Um den Anteil mitotischer Zellen einer Population zu ermitteln, sollte ein experi-
mentelles Protokoll etabliert werden, das den Vorteil der Durchflusszytometrie, sehr
viele Zellen in sehr kurzer Zeit zu analysieren, nutzt. Als Mitosemarker wurden dabei
zum einen der DNA-Gehalt der Zellen, zum anderen die spezifische Phosphorylierung
des Histon H3s am Serinrest 10 verwendet. Zunichst wurde in einer Immun-

fluoreszenzfarbung (2.7.4) die Markierung der mitotischen Zellen untersucht.

Abbildung 3.1 zeigt die Spezifitat des Antikorpers gegen phosphoryliertes Histon H3
(a-H3P) fiir mitotische Zellen (A), deren kondensierte DNA nach Anfarbung mit dem
Fluoreszenzfarbstoff 7AAD (B) gut zu erkennen ist. Im Durchlicht (D) erkennt man
eine veranderte Morphologie der sich teilenden Zellen. Dieses Farbeprotokoll war

demnach geeignet, mitotische Zellen zu identifizieren.
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Abb. 3.1: Immunfluoreszenzfirbung von NT2-Zellen zur Priifung der in der Durchfluss-
zytometrie eingesetzten Markierung mitotischer Zellen

NT2-Zellen wurden Uber Nacht in definiertem Medium inkubiert, fixiert und mit einer Kombi-
nation aus dem Antikérper gegen phosphoryliertes Histon H3 (a-H3P) und einem Alexa488-
gekoppelten sekundiren Antikorper markiert. Gleichzeitig erfolgte eine DNA-Fiarbung aller
Zellen mit 7AAD. Mittels nicht-konfokaler Fluoreszenzmikroskopie wurde der Erfolg der
Farbung geprift. A) Spezifische Firbung mitotischer Zellen mit a-H3P. B) DNA-Firbung mit
7AAD. C) Ubetlagerung der Fluoreszenzbilder. D) In der Durchlichtaufnahme sind die
mitotischen Zellen mit Pfeilen markiert. Die Gro3enangabe entspricht 20 um.

3.1.2 Etablierung eines Systems zur Bestimmung der mitotischen
Zellpopulation in der Durchflusszytometrie

Um festzustellen, welche Population in der Durchflusszytometrie die mitotischen
Zellen darstellt, wurden zunichst NT2-Zellen mit a-H3P und 7AAD gefarbt und im
Zytometer analysiert (2.7.6). Abbildung 3.2 zeigt eine typische Verteilung der Zellen
bei Messung der DNA- (A) bzw. H3P-Farbung (B). Die Verteilung der DNA-Fluores-
zenzintensitiaten in einer Population aus 20 000 Zellen hat typischerweise einen Peak
fiir die Zellen in der G1-Phase mit doppeltem Chromosomensatz (2n) und einen fiir
solche nach der S-Phase mit verdoppeltem DNA-Gehalt (4n). Dazwischen liegt die
Population der Zellen, die in der S-Phase einen DNA-Gehalt zwischen 2 und 4n

haben. Zellaggregate haben hohere Fluoreszenzwerte. Ein GroBteil der H3P-gefarb-
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ten Zellen besitzt eine starke Hintergrundfluoreszenz, wiahrend diese bei positiven
Farbungen mindestens um Faktor 10 verstarkt ist.

Nach Gegeniiberstellung der Fluoreszenzintensititen (C) wird eine Zellpopulation M
erkennbar, welche die mitotischen Zellen beinhaltet. Um diese Population konnte mit
der Software CXP ein Analysefenster gelegt werden, mit dem der Anteil dieser Zellen
im Vergleich zur analysierten Gesamtzahl bestimmt werden konnte.

A DNA-Farbung B H3P-Farbung
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Abb. 3.2: Durchflusszytometrische Analyse zur Bestimmung des Anteils der mitotischen
Zellen einer Population

NT2-Zellen wurden in Losung mit a-H3P und einem Alexa488-gekoppelten Sekundirantikérper
sowie mit 7AAD gefirbt und anschlieBend einer Analyse am Durchflusszytometer unterzogen.
A) DNA-Firbung. B) Indirekte H3P-Firbung. C) Direkter Vergleich der Fluoreszenzintensititen
der H3P- und der DNA-Firbung. Die Population mitotischer Zellen ist gekennzeichnet (M).

2n = doppelter Chromosomensatz; 4n = vierfacher Chromosomensatz; H3P = mitosespezifisch
phosphoryliertes Histon H3

Die Population M sollte zusitzlich als Mitose-Population bestitigt werden, indem
NT2-Zellen in definierten Zellzyklus-Phasen synchronisiert wurden (2.7.7 und Abb.
3.3). Thymidin arretiert die Zellen am G1/S-Ubergang (B). Der Prozentsatz der Zellen
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im Fenster M liegt bei 0,28% im Vergleich zu 1,37% in der unsynchronisierten
Kontrolle (A). Eine Mitomycin C-Behandlung fiihrt zur Arretierung der Zellen haupt-
sichlich in der S-Phase, mit 0,18% mitotischen Zellen (C), und Colchicin eignet sich
zur Synchronisation der Zellen in Mitose (D). Dies dauBert sich im 47%igen Anteil der
Zellen im Fenster M.

Besonders die Behandlung der Zellen mit Colchicin bestitigt die Zuordnung der
Population M in der Gegeniiberstellung von H3P- und 7AAD-markierten Zellen als
mitotische Fraktion. Somit war ein experimentelles Protokoll etabliert, das eine

Bestimmung des Anteils mitotischer Zellen zulieB.
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Abb. 3.3: Durchflusszytometrische Analyse von synchronisierten N'T2-Zellen

NT2-Zellen wurden synchronisiert und wie in Abbildung 3.2 beschrieben analysiert. A) Un-
synchronisierte NT2-Zellen. B) Arretierung in der G1-Phase. Thymidinbehandlung fihrt zu
einem hohen Anteil an 2n-Zellen und geringem Anteil mitotischer Zellen. Diese Priparation
wurde unabhingig von den anderen dargestellten analysiert und zeigt daher eine leichte Ver-
schiebung der Hintergrundfluoreszenz der H3P-Firbung. Auch die GréB3e des Fensters M muss
bei jeder Messung der Population angepasst werden. C) Arretierung in der S-Phase durch
Mitomycin C resultiert in erhéhten Zellzahlen mit einem DNA-Gehalt zwischen 2n und 4n und
einer geringeren Anzahl von Zellen in Mitose. D) Arretierung in der Mitose durch Colchicin
fithrt zur Erhéhung des Anteils an Zellen mit einem DNA-Gehalt von 4n und einer positiven
H3P-Firbung.
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3.1.3 Inkubation mit Kopfaktivator bewirkt keine Veranderung des
Anteils mitotischer Zellen

Zur Bestimmung des mitosestimulierenden Effekts von Kopfaktivator (KA) wurden
NT2-Zellen fiir mit KA inkubiert und der Anteil mitotischer Zellen in durchflusszyto-

metrischen Analysen gemessen.
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Abb. 3.4: Der Anteil mitotischer Zellen nach KA-Behandlung von NT2-Zellen

NT2-Zellen wurden tiber Nacht in definiertem Medium und anschlieBend fiir 0-3 Stunden mit
1 nM KA inkubiert. Die Analyse erfolgte wie in Abbildung 3.2 beschrieben. Gezeigt sind die
Mittelwerte aus 3 bis 5 unabhingigen Versuchen mit jeweils 20 000 gemessenen Zellen. Die
eingeriickte Abbildung zeigt als Zunahme der mitotischen Zellpopulation nach 2 und 4 h Voll-
medium (VM) im Vergleich zur KA-Stimulation (Positivkontrolle).

Der Anteil an mitotischen Zellen in NT2-Kulturen ohne KA-Behandlung lag zwischen
1,2 und 2,5 % (Abb. 3.4). Nach 0,5 bis 3-stiindiger Inkubation mit KA konnte keine
signifikante Zunahme dieses Anteils festgestellt werden. Die Unterschiede zwischen
den einzelnen Proben lagen meist noch im Bereich der versuchsbedingten
Schwankungen bei der Fensterdefinition. Ahnliche Ergebnisse wurden in einem Ver-

such mit BON-Zellen erzielt (nicht gezeigt).

Da ein mitogener Effekt von KA bei synchronisierten Zellen eventuell stirker
hervortritt, wurde der obige Versuch mit NT2-Zellen nach Synchronisation mit Thy-

midin wiederholt. Auch hier konnte kein erhohter Anteil an mitotischen Zellen nach
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KA-Behandlung festgestellt werden (nicht gezeigt). Da die Thymidin-Arretierung die
einzige reversible der verwendeten Sychronisationsmethoden war, konnte der Effekt

von KA auf Zellen in anderen Zellzyklus-Phasen nicht gepriift werden.

Auch mittels immunologischem Proteinnachweis mit dem Antikorper gegen H3P
konnte nicht festgestellt werden, dass eine Behandlung von unsynchronisierten BON-
Zellen mit 1 nM KA zu einer vermehrten Phosphorylierung des Histon H3s fiihrt

(n=2, nicht gezeigt).

3.1.4 Kopfaktivator hat keinen Einfluss auf die Proliferation von Zellen

Als alternative Nachweismethode zur Untersuchung der mitogenen Wirkung von
Kopfaktivator wurde eine indirekte Zellzahlbestimmung mit alamarBlue™ durchge-
fiihrt (2.7.3). Eine chemische Reduktion des Zellkulturiiberstandes wahrend der
Zellatmung ist abhangig von der Zahl der Zellen und kann durch eine Fluoreszenz-
zunahme des Farbstoffes gemessen werden. Vergleiche der Reduktion des Farbstoffes
durch Kontroll- und KA-behandelte Zellen sollten Riickschliisse iiber eine Anderung
der Proliferationsaktivitat in Abhangigkeit von KA ermoglichen.

Die Versuchsparameter wurden optimiert und es wurde sichergestellt, dass die

Zugabe von alamarBlue keinen negativen Effekt auf das Wachstum der Zellen hat.

Abbildung 3.5 A zeigt, dass die Fluoreszenzwerte abhingig sind von der Anzahl der
ausgesetzten Zellen. Allerdings ist die Abhangigkeit nicht linear (doppelte Zell-
mengen bedeuten nicht doppelte Fluoreszenzintensitiat), was entweder daran liegen
konnte, dass nicht alle Zellen gleichmiaBig angewachsen sind oder aber die Stoff-
wechselaktivitat der dichteren Zellen etwas nachlasst. Der selbe Effekt wurde auch
fiir BON-Zellen beobachtet (nicht gezeigt). Es kann jedoch festgehalten werden, dass
die Methode zum Zellzahlvergleich geeignet ist. Auf Grund von hohen Standard-
abweichungen ist sie aber evt. nicht sensitiv genug, um kleinere Veranderungen zu

messen.
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Abb. 3.5: Proliferationstest mit alamarBlue nach KA-Behandlung

Zwischen 30 000 und 100 000 Zellen wurden pro Well einer 24-Well-Platte ausgesetzt und an
den angegebenen Tagen fiir 2 h mit 1/10 Mediumvolumen alamarBlue inkubiert und die Fluores-
zenzintensitit des Farbstoffs gemessen. A) Kontrolle. Die am Tag 0 mit alamarBlue gemessene
Stoffwechselaktivitit von N'T2-Zellen in Abhingigkeit von der Aussaatdichte (n=20 bzw. 4). B)
Effekt von 1 nM KA auf NT2-Zellen nach eintigiger Inkubation. Die Fluoreszenzintensitit an
Tag 0 wurde hier als 100% definiert (n=10). C) Effekt von 1 nM KA in definiertem (DM) und
serumhaltigem Medium (VM) auf BON-Zellen mit einer Aussaatdichte von 40 000 Zellen/Well
nach finftigiger Inkubation. Die Fluoreszenzintensitit an Tag 0 wurde als 100% zugrunde gelegt

(n=2). Statistik: ** p < 0,01, *** p < 0,001 ermittelt im Students-t-Test.

In Abbildung 3.5 B ist gezeigt, dass in NT2-Zellen keine Veranderung der
alamarBlue-Fluoreszenzintensitit nach eintagiger Inkubation mit oder ohne KA fest-
zustellen war. Fiinf Tage Inkubation mit KA in definiertem Medium hatten auf die
langsamer proliferierenden BON-Zellen ebenfalls keinen proliferationsstimu-
lierenden Effekt (Abb. 3.5 C). Weiterhin scheint die Zugabe von KA zu Vollmedium
eher einen negativen Effekt auf die Wachstumsrate von BON-Zellen zu haben. Dass
die mit Vollmedium behandelten Zellen eine hohere alamarBlue-Fluoreszenz-
intensitat zeigten als die in definiertem Medium inkubierten Zellen, war eine interne
Positivkontrolle. Diese Beispiele spiegeln die Tendenz der Versuche wider, da keines

von mehreren Experimenten mit verschiedenen Versuchsparametern (Dauer,
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Zellzahl) eine pragnante und reproduzierbare Verianderung der Vermehrungsrate

nach KA-Behandlung zeigte.

Somit ist festzuhalten, dass in zwei unabhingigen und optimierten Priifmethoden
kein mitogener Effekt von KA auf NT2- und/oder BON-Zellen nachgewiesen werden

konnte.

3.2 Indirekte Signaltbertragung durch Phosphorylierung

Parallel zur Mitoseinduktion in 3.1 wurden mogliche SorLA-Signaliibertragungswege
untersucht. Dieser Teil der Arbeit widmet sich der Untersuchung von Phosphorylier-

ungskaskaden.

3.2.1 Der Phosphorylierungsgrad der MAP-Kinase bleibt nach Kopf-
aktivatorbehandlung unverandert

Aufgrund des in der Literatur (Kayser et al., 1998) berichteten Influx von Kalzium-
ionen ins Zytoplasma nach KA-Stimulus wurde zunidchst der MAPK-Signalweg
(Mitogen-activated Protein Kinase) zur Untersuchung ausgewahlt, da die Zelle auf
Caz*-Eintritt mit Aktivierung dieser Kaskade reagiert. Uber Nacht in definiertem
Medium kultivierte BON-Zellen wurden fiir 1 bis 30 min. mit 1 nM KA inkubiert. Die
Zellproteingewinnung erfolgte in Gegenwart von Phosphatase-Inhibitoren (2.8.1.3).
Gleiche Proteinmengen wurden in einer SDS-PAGE aufgetrennt und mittels im-
munologischem Proteinnachweis mit einem Antikorper gegen die phosphorylierten,
d.h. aktivierten Formen der MAPK-Untereinheiten ERK1 und ERK2 (Extracellular
Signal-regulated Kinase) untersucht. Als anschlieBende Ladekontrolle diente ein
Antikorper gegen phosphorylierte und unphosphorylierte MAPK-Untereinheiten. Es
konnten keine Unterschiede in den aktivierten Formen der ERKi1- und 2-Proteine
nach KA-Behand-lung gefunden werden (nicht gezeigt). Statt einer Untersuchung
weiterer spezifischer Kaskaden, wurde nun ein generalisierter Ansatz auf 2D-Basis

zur Identifizierung moglicher Signalwege verfolgt.
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3.2.2 2D-Gelelektrophorese (Farbung mit Pro-Q® Diamond und DIGE)

Um unspezifisch nach Veranderungen im Zellproteom als Reaktion auf eine KA-
Behandlung zu suchen, wurden unter Verwendung von zweidimensionaler Gel-
elektrophorese (2D) eine Vielzahl von Proteinen gleichzeitig analysiert. Modi-
fikationen von Proteinen sollten mit dieser Methode unabhangig von in der Literatur
beschriebenen Signaliibertragungswegen aufgeklart werden.

Zunichst wurde der neu entwickelte Farbstoff Pro-Q Diamond zur spezifischen
Visualisierung der phosphorylierten Proteine nach Auftrennung in 2D-Gelen
verwendet. Nach der Farbung mit diesem Farbstoff kann zusitzlich das Gesamt-
proteom mit SYPRO® Ruby gefirbt werden, um so stark phosphorylierte seltene von
schwach phosphorylierten haufigen Proteinen zu unterscheiden. Ein Vergleich der
Phosphorylierungsmuster von KA-behandelten und unbehandelten Proben sollte
Hinweise auf moglicherweise an einer SorLA-Signalkaskade beteiligte Proteine
geben.

Phosphoproteome von NT2-Zellen konnten nach KA-Behandlung und Proteinernte
mit Phosphatase-Inhibitoren (2.8.1.3) trotz zahlreicher Optimierungsversuche nicht
reproduzierbar mit Pro-Q Diamond gefarbt werden, obwohl die Auftrennung und die

Farbung mit dem Gesamtprotein-Farbstoff sehr gut funktioniert hatte (Abb. 3.6).
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Abb. 3.6: Phosphoproteinfirbung nach 2-dimensionaler Auftrennung von KA-behan-
delten Proben
NT2-Zellen wurden fir die angegebene Zeit mit 1 nM KA inkubiert und die Proteine nach dem
Protokoll zur Ernte von phosphorylierten Proteinen pripariert. Es folgte die isoelektrische
Fokussierung im pH-Bereich von 3 — 10 dber eine Linge von 7 cm und im Anschluss die
Auftrennung anhand der Proteingrée in 10%igen SDS-Gelen. Zunichst wurden in den Gelen
die Phosphoproteine mit Pro-QQ Diamond gefirbt (linke Seite). Die hier dargestellten Bilder
zeigen eine ,,sehr gute® Firbung, die jedoch selten erreicht wurde. Man beachte die nicht-
konstante Hintergrundfirbung, die eine Quantifizierung erschwert. AnschlieBend erfolgte die
Gesamtproteinfirbung mit SYPRO-Ruby (rechts). Die Visualisierung erfolgte jeweils mit dem
Fluoreszenzleser Typhoon.

Aufgrund dieser Problematik wurde nach alternativen Methoden zur Identifizierung
phosphorylierter Proteine gesucht. Eine Uberlegung war, sich die durch die
Phosphorylierung bedingte Verschiebung des isoelektrischen Punktes (IE) eines
Proteins zunutze zu machen und dadurch Unterschiede in den Proteomen KA-

behandelter und —unbehandelter Zellen zu finden.
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Das Prinzip der DIGE-Farbung (Difference Gel Electrophoresis) erlaubt die
simultane Auftrennung mehrerer unterschiedlich markierter Proben in einem 2D-
Gel. Uberlagerungen von fluoreszenzmarkierten Proteinen, die in allen Proben
vorkommen und gleiche Intensitaten aufweisen, zeigen in der Auswertung weifle
Punkte. Farbige Punkte entstehen, wenn eine der drei Fluoreszenzen alleine
vorkommt oder fehlt. Es wurde untersucht, ob eventuelle IE-Verschiebungen durch
Phosphorylierungen nach KA-Induktion feststellbar sind. Im gleichen Experimental-
ansatz konnten auch — nach langerer KA-Induktion — Verianderungen im Expres-
sionsmuster aufgedeckt werden.

Proben aus NT2- oder BON-Zellen wurden nach unterschiedlich langer KA-
Behandlung mit Fluoreszenzfarbstoffen des Ettan™ DIGE Systems markiert und
zweidimensional aufgetrennt (2.8.3.2). Die Visualisierung mit dem Fluoreszenzleser

Typhoon 9410 zeigte den Erfolg der Auftrennung (Abb. 3.7).

Die exemplarischen Gele aus Abbildung 3.7 zeigen eine gute Reproduzierbarkeit der
Proteinmuster. Horizontale Verschiebungen von Proteinpunkten wiren auf einen
veranderten isoelektrischen Punkt des Proteins z.B. durch Phosphorylierung oder
Dephosphorylierung zuriickfithrbar. Allerdings waren selbst bei genauer Analyse
solche Verschiebungen nicht erkennbar. Vertikale Verschiebungen kamen hingegen
vielfach vor und sind auf das Versuchssystem zuriickzufiihren. Die Cy2-markierten
Proteine zeigen anscheinend ein leicht erhohtes und die Cys-markierten ein leicht
vermindertes Laufverhalten im SDS-Gel im Vergleich zu den Cy3-markierten
Proteinen. Fehlende oder neu hinzugekommene Spots waren nicht erkennbar. Der
griine Punkt rechts unten in beiden Gelen ist unspezifisch und unabhingig von der
Probe in allen Gelen zu finden. Eine reproduzierbare Veranderung war auch nach
Auftrennung in engeren pH-Bereichen (z.B. 5,3 — 6,5) nicht nachweisbar (nicht

gezeigt).
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Abb. 3.7: 2-dimensionale Auftrennung von DIGE-markierten Proben

BON-Zellen wurden fiir die angegebene Zeit mit 1 nM KA inkubiert. Die Proteine wurden nach
dem Protokoll zur Ernte von phosphorylierten Proteinen pripariert und jeweils mit den DIGE-
Farbstoffen Cy2 (Rot), Cy3 (Blau) und Cy5 (Griin) markiert. Es folgte die isoelektrische
Fokussierung im pH-Bereich von 4 — 7 iber eine Linge von 24 cm und im Anschluss die
Separation anhand der ProteingréBe in 10%igen SDS-Gelen. Die Visualisierung erfolgte mit dem
Fluoreszenzleser Typhoon. Die dargestellten Gele resultieren aus zwei unabhingigen Versuchen.
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Auch in diesen KA-abhidngigen Versuchen konnte keine Veranderung zwischen
behandelten und unbehandelten Zellen festgestellt werden. Die nachfolgenden
Versuche wurden daher unabhingig von KA durch direkte biochemische Analysen

des Rezeptors selbst vorgenommen.

3.3 Direkte Signalubertragung durch Freisetzung der
Intrazellulardomane

Im letzen Teil der Arbeit wird die direkte Signaliibertragung durch den Rezeptor
SorLA selbst untersucht. Fiir den Rezeptor Notch konnte eine direkte Signaliiber-
tragung nachgewiesen werden: die durch die y-Sekretase freigesetzte Intrazellular-
domine gelangt in den Kern, wo sie die Expression spezifischer Gene vermittelt
(Selkoe and Kopan, 2003). Wie in Bohm et al. (2006) veroffentlicht, wird auch die
Intrazellulirdoméane von SorLA durch die y-Sekretase aus der Membran entlassen.
Die in diesem Abschnitt gezeigten Ergebnisse unterstiitzen diese Aussagen und
zeigen Untersuchungen zum zellularen Verbleib, d.h. zum Abbau und zur Lokali-

sierung der freigesetzten, intrazellularen Domane.

3.3.1 SorLA ist ein Substrat der Gamma-Sekretase

3.3.1.1 Akkumulation von SorLAs CTF nach spezifischer Inhibition der
y-Sekretase

Wie bereits fiir andere Typ-I-Transmembranproteine wie Notch (De Strooper et al.,
1999), dem Amyloiden Vorlduferprotein APP (Sastre et al., 2001) und dem SorLA-
verwandten LRP1 (May et al., 2002) gezeigt werden konnte, fiihrt die differentielle
Prozessierung dieser Rezeptoren durch o- und y-Sekretasen zur Freisetzung der
Intrazellulirdomanen (ICDs) ins Zytoplasma.

Um zu zeigen, dass auch SorLA ein Substrat fiir die y-Sekretase ist, wurden SorLA-
iiberexprimierende Zellen mit dem spezifischen y-Sekretase-Inhibitor DAPT (Dovey
et al., 2001) behandelt. Wie Abbildung 3.8 A zeigt, sollte durch diese Inhibition nicht

das intrazellulire, 10 kD groBe SorICD (SorLA Intracellular Domain) freigesetzt
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werden, sondern das membranstindige, etwa 13 kD groBe CTF (C-Terminal Frag-
ment) auflaufen.

DAPT-behandelte Zellen akkumulieren - wie erwartet - ein etwa 13 kD groBes
Fragment (Abb. 3.8 B). Weiterhin ist zu erkennen, dass in den DMSO-behandelten
Kontrollzellen weder das CTF, noch das intrazellulare Fragment (SorICD) mit dem
Antikorper gegen den C-Terminus nachgewiesen werden kann. Dies wurde auch fiir
andere y-Sekretase-Substrate beobachtet und auf den schnellen Abbau der ICDs
zuriickgefiihrt.

Voraussetzung fiir einen y-Sekretaseschnitt ist eine Prozessierung der Transmem-
branrezeptoren durch eine a-Sekretase. Dieser a-Schnitt von SorLA findet in gerin-
gem Umfang konstitutiv statt (Hampe et al., 2000) und konnte aufgrund von

Bestandteilen des Vollmediums noch verstarkt worden sein.

Da die verwendeten SorLA-iiberexprimierenden HEK293 Zellen auch die neuronale
Form von APP (APPsgs) iiberexprimieren, war die Moglichkeit einer internen
Kontrolle der Wirkung des spezifischen y-Sekretase-Inhibitors gegeben. In Analogie
zu SorLA konnte fiir APP eine Akkumulation des CTFs nach DAPT-Behandlung und
kein ICD-Fragment nachgewiesen werden (Abb. 3.8 B rechts).
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Abb. 3.8: Die Inhibition der y-Sekretase durch DAPT in SorLA-iiberexprimierenden
Zellen

A) Schema des Versuchs. Volllinge(VL)-SorLA beinhaltet die Schnittstellen fir die o- und die y-
Sekretase. Durch Inhibition der y-Sekretase mit DAPT verbleibt das C-terminale Fragment
(CTF) in der Membran. Zusitzlich sind die Bindestellen der verwendeten Antikérper dargestellt.
B) Akkumulation der CTFs von SorLLA und APP. Stabil mit SorlLA-Volllinge und APP
transfizierte HEK293-Zellen wurden 16 h mit 1 uM DAPT in DMSO (+) oder mit DMSO allein
(-) behandelt und Gesamtproteinpraparationen in Gradientengelen aufgetrennt und auf PVDF-
Membranen transferiert. Vor der Immundetektion wurde die PVDF-Membran bei ca. 100 und 25
kD zerteilt. Der Membranabschnitt mit den gro3en Proteinen wurde mit a-SorLLA F3 (a0 F3), der
mit den mittleren mit a-BAktin (Ladekontrolle) und der mit den kleinen Proteinen mit a-SorLLA
cp (o cp) untersucht. Die Membranteile mit gro3en und kleinen Proteinen wurden anschlieBend
von den Antikérpern befreit und mit oi-APP cp detektiert.

In fritheren Versuchen der Arbeitsgruppe erhohte eine DAPT-Behandlung die
Mengen an Volllinge-SorLLA in SorLA-iiberexprimierenden Zellen (Bohm et al.,

2006). Dieses Ergebnis konnte in dieser Arbeit nicht bestatigt werden (Abb. 3.8).

Auch NT2-Zellen mit endogenem SorLLA wurden mit DAPT behandelt. Da in NT2-
Zellen nur wenig SorLA vorhanden ist, war es notig, eine Trennung von Zytoplasma
und Membranen durchzufiihren (2.8.1.2), um das membranstindige CTF anzu-
reichern (Abb. 3.9). Die aufgetragenen Proteinmengen wurden durch eine BAktin-

Ladekontrolle iiberpriift, welches auch in geringeren Mengen in den Membran-
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fraktionen vorkommt. In immunologischen Proteinnachweisen mit a-SorLA cp
konnte ein ca. 13 kD groBes CTF in den DAPT-behandelten Zellen gefunden werden.
Eine zusitzliche Bande in einem hoheren Molekulargewichtsbereich war in auch in
der Kontrolle vorhanden und kann als unspezifisch angesehen werden. Ein Anstieg
der Menge an Volllinge-SorLA nach DAPT-Behandlung konnte mittels Nachweis mit
a-SorLLA cp auch hier nicht gefunden werden. Das PVDF-Membranstiick mit den
Proteinen iiber 75 kD wurde anschlieBend von den Antikorpern befreit und mit o-
SorLA-F3 behandelt. Dieser Antikorper erkennt neben der membranstandigen auch
die l6sliche Form (sSorLA = Ektodomaéane). Der GroBenunterschied zwischen 10s-
lichem und Volllange-SorLA ist mit errechneten 10 kD jedoch gering und die Banden,
die nach Detektion mit a-SorLA F3 zusitzlich zur Volllinge-Bande gefunden wurden,
haben nicht die erwartete GroBe von loslichem SorLA. Daher sind diese Banden
vermutlich unspezifisch. Alle mit o-SorLA F3 gefundenen Banden waren in der
DAPT-behandelten Probe stiarker. Da der Nachweis von B-Aktin jedoch in etwa
gleiche Mengen an aufgetragenem Protein bestitigte, ist zu vermuten, dass dieser
Effekt durch die zweimalige Antikorperbehandlung entstanden ist. In einem weiteren
Versuch, in dem die Reihenfolge der eingesetzten Antikorper zum Nachweis der
Volllange vertauscht war, konnte dieser Effekt nicht festgestellt werden (nicht
gezeigt). Nur wenn sowohl durch a-SorLA cp als auch durch a-SorLA F3 ein Anstieg
der Menge an SorLA-Volllinge nach DAPT-Behandlung festgestellt worden wire,
konnte von einem Riickkopplungmechanismus ausgegangen werden.

Der deutlichste Unterschied von der DAPT-behandelten zur Kontroll-Probe in
Abbildung 3.9 war in der Bande von etwa 200 kD zu erkennen. Sollte es sich bei
dieser Bande tatsachlich um die 16sliche Form von SorLA (sSorLA) handeln, so deutet
dieser Unterschied auf eine (teilweise) Akkumulation des sSorLLA an den Membranen
hin. Losliches SorLA sollte eigentlich von den Zellen abdiffundieren und im Medium
zu finden sein. Eine Anhdufung in den Membranen nach DAPT Behandlung kann auf
zwei Arten interpretiert werden: die Behandlung mit DAPT fiihrt dazu, dass sSorLA
nicht von den Membranen abdiffundieren kann oder die Prozessierung durch die
a-Sekretase, die sSorLA freisetzt, findet nach DAPT-Behandlung vermehrt innerhalb
der Zellkompartimente statt und sSorLA gelangt so bei der Praparation in die

Membranfraktion.
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Im zusatzlich analysierten Zytoplasma aus NT2-Zellen kann auch in der Kontrolle
kein freies SorICD nachgewiesen wiesen. Die Banden knapp unterhalb der Hohe der
Volllange sind unspezifisch sind und bereits in fritheren Experimenten beobachtet

worden (Hampe et al., 2000).
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Abb. 3.9: Die Inhibition der y-Sekretase durch DAPT in endogen SorLA-exprimierenden
Zellen

NT2-Zellen wurden 16 h mit 1 uM DAPT in DMSO (+) oder mit DMSO allein (-) behandelt.
Nach einer Membranpriparation wurden sowohl das Zytoplasma als auch die Membranproteine
in 4-12%igen Gradientengelen aufgetrennt. Nach dem Transfer auf eine PVDF-Membran wurde
diese bei ca. 75 und 25 kD zerteilt. Der Membranabschnitt mit den groflen und der mit den
kleinen Proteinen wurde mit a-SorLA cp, der mit den mittleren mit a-BAktin untersucht. Der
Membranteil mit grolen Proteinen wurde anschlieBend von den Antikérpern befreit und mit
o-SorLA F3 untersucht.

CTF = C-terminales Fragment; s = 16slich (soluble); urSorLA = unreifes SorLLA; VL = Volllinge

Da DAPT sowohl bei iiberexprimiertem als auch bei endogenem SorLA einen
weiteren Abbau des CTFs verhindert, kann geschlossen werden, dass SorLA wirklich
ein Substrat fiir die y-Sekretase ist. Dies bestitigt frithere Ergebnisse der Arbeits-

gruppe (Bohm et al., 2006).
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3.3.1.2. In vitro-Generation von SorICD

Wie bereits erwahnt, werden die ICDs der Gamma-Sekretase-Substrate sehr schnell
abgebaut und sind mittels immunologischen Proteinnachweisen nicht detektierbar.
McLendon et al. (2000) und Sastre et al. (2001) haben eine in vitro-Methode zur
Anreicherung der Intrazellulirdoméne von APP (AICD) entwickelt. Diese Methode
wurde auch zur Anreicherung von SorICD aus SorLA-CTF*- bzw. SorLA-Volllange-

iiberexprimierenden HEK293-Zellen verwendet (2.8.1.4).

A B SorLA-CTE* C  sorLa-vL
I aec| 37°C g 4°c| 37°C
= | 5
- DAPT - - + 5 - - +
Plasma _
?>'
SOrLA-CTF me=] - T
SoriCD me— — _
| " ey
CTF* 1 s
SoriCD - kD
o-SorLA cp a-SorLA cp

Abb. 3.10: In vitro-Generation von SorICD durch die Gamma-Sekretase

A) Schema des Versuchs mit SorLA-CTF*. SorLA-CTF* simuliert die durch die a-Sekretase
prozessierte Form und beinhaltet die Schnittstelle fiir die y-Sekretase. Durch Inhibition der y-Se-
kretase mit DAPT verbleibt das C-terminale Fragment (CTF*) in der Membran, bei aktiver y-Se-
kretase wird die Intrazellulirdomine (SorICD) ins Plasma freigesetzt. Der c-Myc-Anhang ist blau
dargestellt. B) In vitro-Generation von SorICD aus SorLA-CTF*-iiberexprimierenden HEK293-
Zellen. Membranen wurden bei den angegebenen Temperaturen mit und ohne 5 uM DAPT
inkubiert. Freigesetztes SorICD wurde per Ultrazentrifugation von den Membranen separiert.
Dargestellt ist ein immunologischer Proteinnachweis mit a-SorLAcp nach Auftrennung des
Uberstandes in einem 4-12%igen Gradientengel. Ein kleiner Anteil des Sedimentes der
Ultrazentrifugation wurde als Kontrolle mit aufgetrennt (Membranen). C) I vitro-Generation von
SorICD aus Volllinge (VL)-tberexprimierenden HEK293-Zellen. Zum Vorgehen siche B).

Das verwendete SorLA-CTF*, das neben dem cytoplasmatischen Teil und der
Transmembrandomiane nur noch die 30 C-terminalsten Aminosaurereste der
luminalen Proteinsequenz enthilt, sollte die fiir die Funktion der y-Sekretase not-
wendige Prozessierung der Ektodoméane simulieren (Abb. 3.10 A). Dieses kiinstliche

SorLA-Fragment trug am C-Terminus zusatzlich eine c-Myc-Markierung.
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In Abbildung 3.10 B ist gezeigt, dass durch den in vitro-Generationsansatz SorICD
aus SorLA-CTF* angehauft und mittels immunologischem Proteinnachweis sichtbar
gemacht werden kann. Als Negativ-Kontrollen dienten die Inhibierung der y-Sekre-
tase durch 5 uM DAPT sowie die Inkubation der Proben bei 4°C. Nur in Proben, die
ohne Inhibitor 2 h bei 37°C inkubiert wurden, kann eine SorICD-Bande beobachtet
werden. Eine Inkubation mit dem DAPT-Losungsmittel DMSO zeigte keine
Inhibition der SorICD-Generation und spricht so fiir den spezifischen Effekt von
DAPT (nicht gezeigt). Zusatzlich wurden Proteine aufgetragen, die nach der zwei-
stiindigen Inkubation in den Membranen verblieben waren (Membranen in Abb.
3.10). Darunter sind noch viele Molekiile des iiberexprimierten SorLA-CTF* zu
finden. In hier nicht gezeigten Experimenten konnte das SorICD auch mit einem
gegen den Myc-Anhang am C-Terminus des iiberexprimierten CTF*s gerichteten
Antikorper spezifisch nachgewiesen werden. Die Bande oberhalb von SorLA-CTF*
muss unspezifisch sein, da sie in dem Nachweis mit o-c-Myc nicht zu sehen ist (nicht
gezeigt).

In Abbildung 3.10 C ist das Ergebnis eines Experimentes dargestellt, bei dem anstelle
des SorLA-CTF*s das SorLA-Volllingeprotein in den verwendeten Zellen iiber-
exprimiert war. Da auch hier SorICD entsteht, hat in der zweistiindigen Inkubations-
phase bei 37°C geniigend einleitende a-Sekretase-Prozessierung stattgefunden. Die
verwendeten Zellen iiberexprimieren zusétzlich Volllange-APP und auch AICD kann
mit dieser Methode aus dem Volllingeprotein prozessiert werden (nicht gezeigt).
Dies ist der erste Nachweis, dass auch aus der Volllange von SorL.A SorICD freigesetzt

wird.
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3.3.2 Translokation von SorICD in den Zellkern

Fiur die Intrazellulirdomane (ICD) von Notch konnte wie bereits erwidhnt eine
Translokation in den Zellkern mit anschlieBender Aktivierung von Zielgenen beob-
achtet werden (Selkoe and Kopan, 2003). Da nun auch fiir SorLLA eine Freisetzung
der ICD ins Zytoplasma gezeigt wurde, sollte eine mogliche Kernlokalisierung des
SorICDs iiberpriift werden. Mit Hilfe von Internet-Datenbanken (z.B. PSortIl
(Horton and Nakai, 1997) konnte ein potentielles Kernlokalisierungssignal (NLS)
identifiziert werden (siehe auch SorLA-Sequenz im Anhang). Die nachfolgend
beschriebenen Untersuchungen widmeten sich dem Nachweis von SorICD im Zell-

kern von kultivierten tierischen Zellen.

3.3.2.1 Subzellulare Verteilung von endogenem oder Uberexprimiertem
SorlICD

Zunichst wurden Immunfluoreszenzfarbungen mit dem Antikorper gegen die Intra-
zellulirdoméne SorLAs in SorLA-iliberexprimierenden HEK293 oder endogen SorLA-
enthaltenden NT2-Zellen durchgefiihrt (Abb. 3.11). Da der Antikorper gegen die
Intrazellulirdomine auch die Volllange-Form von SorLA detektiert, wurde ein Ver-
gleich mit a-SorLA F3-gefarbten Zellen angestellt. a-SorLLA F3 erkennt sowohl die
membrangebundene Volllange, als auch die l6sliche Form, jedoch nicht die freige-
setzte SorICD. Der Vergleich zwischen a-SorLA cp- und a-SorLA F3- gefarbten Zellen
sollte eine spezifische Fluoreszenz von SorICD zeigen (2.7.5). Besonderes Augenmerk
wurde dabei auf die Kernregion gelegt, in der keine Signale nach der Farbung mit

o-SorLA F3 erwartet wurden.

In SorLA iiberexprimieren HEK293-Zellen war der Quotient der Fluoreszenzinten-
sitdat im Zellkern durch die im Plasma fiir a-SorLA cp- (0,45 + 0,14) und o-SorLA F3-
gefarbte Zellen (0,32 + 0,1) nicht signifikant unterschiedlich (n=16). Gleiches gilt fiir
den Vergleich der mittleren Fluoreszenzintensitaten der Kernregionen (25 803 + 36%
flir cp und 26 332 + 34% fiir F3). Diese Auswertung entsprach dem visuellen
Eindruck, bei dem kaum Unterschiede zwischen den Praparaten zu erkennen waren.
Auch in endogen SorLA-exprimierenden NT2-Zellen, ist das Verhaltnis von Kern- zu

Plasmafluoreszenzintensitiat bei Farbung mit a-SorLA cp (0,49 + 0,33 bei n=21)
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dhnlich dem in den HEK293-Zellen. Die mittleren Fluoreszenzintensititen im Kern
liegen bei NT2-Zellen bei 16 657 + 48%. Andererseits zeigt ein Vergleich mit den
SorLA-iiberexprimierenden Zellen fiir die NT2-Zellen eine homogenere Verteilung
von SorLA, bei der auch die Kerne nicht so deutlich ausgespart sind. Es ist daher
schwierig, mit diesem Versuchsansatz Aussagen iiber eine mogliche Kernlokalisation

von SorICD zu machen.

HEK293-SorLA

. . . .
SorLA
+ DAPI

oa-SorLA F3 o—-SOrLA cp a-SOrLA cp

Abb. 3.11: Immunfluoreszenz von SorLA in tiberexprimierenden HEK293- und endogen-
exprimierenden N'T2-Zellen

SorLA-Volllinge-tiberexprimierende HEK293- (HEK293-SorLLA) sowie NT2-Zellen wurden mit
Antikérpern gegen SorLLAs C-Terminus (a-SotLA cp) bzw. F3-Domine (a-SorLA F3) und
einem Alexa488-gekoppelten sekundaren Antikérper markiert. Gleichzeitig erfolgte eine
Kernfirbung mit DAPIL. Aus den konfokalen Fluoreszenzaufnahmen wurden die indirekten
Fluoreszenzintensititen von SorLA im Kern und im Zytoplasma ermittelt. Die Grof3enangabe
entspricht 20 um.

MutmabBlich wird nur ein kleiner Anteil aller SorLA-Proteine zu SorICD prozessiert
und in den Kern gelangen konnen, und ein starkes Signal der Volllinge konnte die

Detektion von schwachen Signalen im Kern erschweren. Die Stimulation der ein-
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leitenden a-Sekretase-Prozessierung durch Phorbolester sowie die Verwendung von
SorLA-CTF*-iliberexprimierenden Zellen fiihrte zum gleichen Ergebnis (nicht ge-
zeigt).

Dass in dieser Immunfluoreszenzfairbung keine SorICD-spezifische Kernfluoreszenz
gefunden wurde, konnte am schnellen Abbau von SorICD liegen. Dies wire in
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus den immunologischen Proteinnach-

weisen, in denen SorICD ebenfalls nicht nachzuweisen war (Abb. 3.8 und 3.9).

Weil das durch die y-Sekretrase freigesetzte SorICD nicht direkt nachgewiesen
werden konnte, sollte dieses iiberexprimiert werden. Die kodierende Region fiir die
56 Aminosaurereste der zytoplasmatischen Doméane SorLLAs wurde mit einer Kozak-
Sequenz (Kozak, 1995) und einem Start-Methionincodon, gefolgt von einem Valin-
codon versehen und das Konstrukt (pMetSorICD) in BON-Zellen transfiziert. Nach
der Transfektion waren in einer Immunfluoreszenzfarbung keine Zellen zu erkennen,
die deutliche Mengen MetSorICD iiberexprimieren, wodurch auf einen schnellen
Abbau des kiinstlichen SorICDs geschlossen wurde. Ein Ausbleiben oder Probleme
bei der Translation des MetSorICDs konnten allerdings zunidchst nicht
ausgeschlossen werden. Eine Kotransfektion mit einem EGFP-Plasmid (Enhanced
Green Fluorescent Protein) zeigte jedoch den Erfolg der Transfektion und diente der
Identifizierung von transfizierten Zellen. Die konfokalen Aufnahmen nach Farbung

mit a-SorLA cp sind in Abbildung 3.12 gezeigt.

Zunichst einmal ist in den untransfizierten BON-Zellen der Abbildung 3.12 analog zu
den NT2-Zellen (Abb. 3.11) eine homogene, eher vesikulire Verteilung von SorLA
ohne Aussparung des Kerns zu erkennen. Daneben erkennt man EGFP-transfizierte
Zellen, deren verstiarktes SorLA-Signal vermuten lisst, dass die Zelle MetSorICD
produziert (Pfeil). Die gekennzeichnete Zelle zeigt eine gleichmaBige Verteilung des
SorLA-Signals zwischen Plasma und Kern, wohingegen EGFP leicht vermehrt im
Kern zu finden ist. Dies ist ein Hinweis darauf, dass SorICD in den Zellkern gelangen
kann. In Abbildung 3.12 sind weitere EGFP-transfizierte Zellen zu erkennen, die
jedoch kein verstarktes SorICD-Signal zeigen. Insgesamt wurden iiberwiegend Zellen

wie diese gefunden, was eine definitive Aussage iiber die Kernlokalisation von SorICD
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weiterhin erschwert. Es wurde daher eine weitere Methode angewandt, die im

nachsten Kapitel beschrieben wird.

EGFP SorLA
Uber-
DAP1 lagerung

a-SOrLA cp

Abb. 3.12: Kotransfektion von MetSorICD mit EGFP in BON-Zellen

BON-Zellen wurden mit pMetSorICD und pEGFP-N1 im Verhiltnis 4:1 transfiziert, nach 24 h
fixiert und einer Immunfluoreszenztirbung mit a-SorLA cp und einem Alexa546-gekoppelten
sekundiren Antikérper unterzogen. Gleichzeitig erfolgte eine Kernfirbung mit DAPI. In kon-
fokalen Fluoreszenzaufnahmen wurden solche Zellen untersucht, die mit EGFP transfiziert
waren. Die Pfeile zeigen eine EGFP-transfizierte Zelle mit stirkerer SorLLA-Fluoreszenz. Die
Groflenangabe entspricht 20 pm.

3.3.2.2 SorICD mit N-terminalem EGFP ist stabil und akkumuliert im
Zellkern

In vielen Studien zur Klarung von subzellularen Lokalisationen werden EGFP-
Fusionsproteine genutzt (z.B. Minopoli et al., 2001). Wie in Bohm et al. (2006) be-
schrieben, wurden Konstrukte kloniert, die fiir Fusionsproteine aus N-terminalem
EGFP und der zytoplasmatischen Doméane von SorLA mit intaktem bzw. mutiertem

potentiellem Kernlokalisierungssignal (KHRR bzw. KHAA) kodieren (EGFP-
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(Mut)SorICD, Abb. 3.13 A). Das Limit fiir eine unspezifische Diffusion von Proteinen
in den Kern liegt etwa um 50 kD (Macara, 2001). EGFP hat ein Molekulargewicht von
27 kD und die Fusionsproteine von ca. 35,2 kD. Die Molekulargewichte wurden durch
Einfligen einer zweiten EGFP-Sequenz auf 54 bzw. 62 kD erhoht, um einen
unspezifischen Transport der Proteine in den Zellkern zu unterbinden. Ein unbeab-
sichtigter Einbau von Kernlokalisationssignalen in den Ubergangsregionen wurde
mit Sequenzanalysen (PSortll, http://psort.nibb.ac.jp/form2.html) theoretisch aus-
geschlossen.

Die Konstrukte wurden in Cos7-Zellen elektroporiert und die Integritiat der Fusions-
proteine sichergestellt (Abb. 3.13 B). Dazu wurde eigens eine Methode entwickelt, mit
der die EGFP-Fusionsproteine unter nicht-reduzierenden Bedingungen aufgearbeitet
und in Standard-SDS-Gelen aufgetrennt werden. Die Fusionsproteine behalten dabei
ihre fluoreszierenden Eigenschaften und konnen anhand dieser detektiert werden
(InGEL-Fluoreszenz, 2.8.3.1.2). Der Vorteil dieser Methode gegeniiber denaturieren-
den Auftrennungsverfahren liegt darin, dass die Signale, die mit dieser Methode
nachgewiesen werden, die gleichen sind, die auch in der Immunfluoreszenz detektiert
werden.

Mit einem immunologischen Proteinnachweis nach reduzierender SDS-PAGE wurde
die Integritat der Fusionsproteine bestatigt (nicht gezeigt). In konfokalen Aufnahmen
(Abb. 3.13 C) wurden die Quotienten aus EGFP-Fluoreszenzintensitiat im Kern durch
diese im Zytoplasma fiir EGFP und die EGFP-Fusionsproteine ermittelt (Abb. 3.13
D).

Nachste Seite:

Abb. 3.13: Lokalisationsstudie mit EGFP-gekoppelter SorICD

A) Ubersicht tiber die Expressionsprodukte der verwendeten Konstrukte. Das potentielle
Kernlokalisierungssignal (IKHRR) wurde teilweise zu KHAA mutiert. B) InGEL-Fluoreszenz der
Fusionsproteine. Transfizierte Cos7-Zellen wurden nach 24 h lysiert und die EGFP-Fluoreszen-
zen nach nicht-reduzierender SDS-PAGE im Thyphoon-Fluoreszenzleser visualisiert. C) Kon-
fokale Aufnahmen exemplarischer Zellen. Die Gréenangabe entspricht 20 pm. D) Auswertung
der Intensititsverhaltnisse der EGFP-Fluoreszenzen im Kern zur denen im Plasma. Dargestellt
sind die Quotienten einzelner Zellen, die grauen Balken stellen die Mittelwerte dar (n = 13 - 24).
Die Statistik wurde mittels Students-t-Test erstellt.



Ergebnisse 70

A B a 8
(&) -— |
- [a] | ()
o 15 (&) Q L]
| 2 2 T s 5 8§ i
[ - [e] 3 Y
@) =) (7] = 0
(7] = 1 1 [
1 1 o o o E
KHRR KHAA T E & B & 5 &
(O] (O] (O] I} I} Ll [
1] Ll L (=) [a] [a) o
/.
KHRR KHAA
o B
EGFP-  EGFP- '
Sor1CD MutSorICD it
—
DEGFP- DEGFP- S
Sor1CD MutSorliICD
EGFP EGFP-SorICD EGFP-MutSorICD
DEGFP DEGFP-SorICD DEGFP-MutSoriICD
D 5 =0,012 | p=0,04
p=0,063 p=0,013
L 2
- L 2
4,
g g . . .
- ()
K
$¢ s ¢ . 4 .
£ E § — 2 65 V'S
EI 2 * 2,18 m— 2,28 :
0] 2 1,99
(I}I) t_‘ % 1,82
8 (O] 1,58
o ;| *
5 ©
-5
Lo
0 T T T T T r
EGFP EGFP EGFP DEGFP DEGFP DEGFP
SorICD Mut SorlICD Mut
SoriICD SoriICD




Ergebnisse 71

Abbildung 3.13 C zeigt, dass die Expression aller Konstrukte zu einer Akkumulation
der Fluoreszenzintensitat im Kern im Gegensatz zum Zytoplasma fiihrt. Dies gilt auch
fiir die Expression der dimeren EGFP-Fusionsproteine, die aufgrund ihres hoheren
Molekulargewichtes theoretisch nicht passiv in den Kern diffundieren sollten.

Wie bereits schon der visuelle Eindruck zeigte, spiegeln auch die gemessenen Ver-
haltnisse zwischen Kern- und Plasmafluoreszenzintensitit eine signifikante Verstark-
ung der Kernlokalisation von EGFP durch die C-terminale Addition der SorICD-Se-
quenz ohne mutiertes potentielles NLS wieder (Abb. 3.13 D). Dabei ist nicht ent-
scheidend, ob SorICD an ein oder an zwei EGFP-Einheiten fusioniert ist. Daneben
zeigen die Einzelwerte der (D)EGFP-SorICD-exprimierenden Zellen eine groBere
Streuung und mehr Zellen mit hoheren Kern/Plasma-Verhiltnissen. Vielleicht sind
fiir die Translokation in den Nukleus weitere, z.B. Zellzyklus-Phasen-abhingige
Faktoren notwendig, die nicht in allen transfizierten Zellen vorhanden sind. Durch
die Mutation der potentiellen Kernlokalisationssequenz wird das Verhiltnis von
(D)EGFP ohne Anhang wieder hergestellt, was ein gutes Zeichen dafiir ist, dass die
Sequenz KHRR tatsichlich einen Einfluss auf die Lokalisation der SorICD im Kern

hat (siehe auch Bohm et al., 2006).

3.3.2.3 Multimeres EGFP akkumuliert im Zellkern

In oben genannten Versuchen war eine deutliche Kernlokalisation des EGFP alleine
und auch bei dem darauthin klonierten EGFP-Dimer feststellbar. In Kooperation mit
Dr. M. Nalaskowski wurden verschiedene Sauger-Zelllinien mit EGFP-Monomeren,
-Dimeren, -Trimeren, -Tetrameren und —Hexameren transfiziert, um zu priifen, ob
die Kernlokalisation vom Molekulargewicht der EGFP-Proteine abhéangt. Die Integri-
tat der Multimere wurde wiederum anhand von deren InGEL-Fluoreszenz bestatigt
(nicht gezeigt). Die Abbildungen 3.14 A und B zeigen am Beispiel von CHO-K1-Zellen,
dass auch groBere EGFP-Multimere noch in den Zellkern gelangen konnen. Bei
naherer Betrachtung konnte zudem in den meisten Zellen eine Aussparung des
Nukleolus festgestellt werden (Abb. 3.14 B). Diese Daten konnten in allen verwen-
deten Zelllinien, namentlich Cos7-, 3T3-, HEK293- und H1299-Zellen, bestatigt

werden (Abb. 3.14 C). Erst tetrameres EGFP zeigt weniger Fluoreszenz im Kern denn



Ergebnisse 72

im Plasma (0,52 fiir CHO-K1- bis 1,11 fiir HEK293-Zellen) und eignet sich daher
besser als mono- oder dimeres EGFP als Fusionspartner fiir Proteine in Unter-
suchungen von Kernlokalisastionen. Fiir das Hexamer wird der Quotient aus Kern-
zu Plasmafluoreszenzintensitit noch kleiner, es eignet sich aber dennoch nicht fiir
solche Studien, da es nur sehr schwach exprimiert wird und eine schwache Fluores-

zenz zeigt.

Nachste Seite:

Abb. 3.14: GFP-Multimere diffundieren in den Zellkern

Die angegebenen Zelllinien wurden mit p2xEGFP, p3xEGFP, p4xEGFP bzw. p6xEGFEFP
transfiziert, 24 h spiter fixiert, die Kerne mit DAPI gefirbt und die EGFP-
Fluoreszenzintensititen in Kern und Zytoplasma am konfokalen Aufnahmen quantifiziert. Die
GroBenangaben entsprechen 20 pm. A) 1x — 6xEGFP in CHO-K1-Zellen. Die obere Reihe zeigt
die EGFP-Fluoreszenz, die mittlere die Kernfiarbung der Zellen mit DAPI und die untere die
Uberlagerung der Bilder. B) Z-Stapel einer 6xEGFP-exprimierenden CHO-K1-Zelle. Mehrere
Schnitte mit 1 pm Schichtdicke im Abstand von 0,5 um zeigen die homogene Verteilung des
EGFP-Hexamers im Kern. Das eingeschobene Bild zeigt exemplarisch durch das zusitzliche
DAPI-Signal die Lage des Kerns. C) Statistische Auswertung der EGFP-Verteilung. Fir die 5
Zelllinien wurden fir alle angegebenen Multimere die Fluoreszenzintensititssignale mit der
Software Image] bestimmt und diese des Kerns durch die des Plasmas geteilt (n = 7 - 19). Die
fehlenden Werte fir 6XEGFP konnten aufgrund seiner schlechten Expression nicht ermittelt
werden. Statistik im Vergleich zu 1xEGFP: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 ermittelt im
Students-t-Test.
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3.3.2.4 Subzellulare Verteilung von SorICD mit C-terminalem EGFP

Wie in Abbildung 3.13 gezeigt, wird SorICD mit EGFP-geschiitztem N-Terminus
weniger schnell abgebaut als freies SorICD und kann in nicht-reduzierender
Gelelektrophorese und in fixierten Zellen aufgrund der Fluoreszenz nachgewiesen
werden.

Um zu priifen, ob SorICD mit freiem N- aber EGFP-geschiitzem C-Terminus
ebenfalls langsamer degradiert wird, wurde ein fiir solch ein Fusionsprotein (SorICD-
EGFP) kodierendes Plasmid konstruiert. Da die genaue Schnittstelle der y-Sekretase
fir SorLA nicht bekannt war, wurde ein Konstrukt kloniert, das fiir ein Fusions-
protein aus dem bestatigten y-Sekretase-Substrat CTF* mit C-terminalem EGFP
kodiert (pCTF*-EGFP). Erst durch die y-Sekretase-Prozessierung des CTF*-EGFP
kann die EGFP-markierte Intrazellulirdomine ins Zytoplasma entlassen werden,
wobei diese Freisetzung durch Inhibition mit DAPT unterbunden werden kann (Abb.
3.15 A). Durch die Detektion des SorICD-EGFP im immunologischen Proteinnach-
weis und durch einen Vergleich der Fluoreszenzintensitiaten in DAPT-behandelten
und —unbehandelten Zellen sollten Riickschliisse auf den Abbau der SorICD sowie

bei vermindertem Abbau auf dessen subzelluldre Lokalisation gezogen werden.

Zunichst wurden BON- und CHO-Ki-Zellen stabil mit pCTF*-EGFP transfiziert.
Anhand der griinen Fluoreszenz im Mikroskop und mittels immunologischem Pro-
teinnachweises wurde eine, wenn auch schwache, Expression des CTF*-EGFPs
festgestellt. Fraglich blieb dessen Eignung als y-Sekretase-Substrat, da weder in
Gesamtzelllysaten, noch nach in vitro-Generation freigesetztes SorICD-EGFP
nachgewiesen werden konnte. Auch konnte kein SorICD-freies EGFP in diesen
Immunologischen Proteinnachweisen gefunden werden (nicht gezeigt), was gegen

einen partiellen Abbau des SorICDs bis hin zur EGFP-Sequenz spricht.
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Abb. 3.15: SorICD mit C-terminalem EGFP

Um einen nattrlichen N-Terminus des freigesetzten SorICD-EGFPs zu erhalten, wurde zunichst
ein Fusionsprotein aus membranstindigem CTF mit Signalpeptid (SP) und C-terminalem EGFP
(CTF*-EGFP) tberexprimiert, aus dem durch die y-Sekretase das SorlCD-EGFP freigesetzt wer-
den soll. BON-Zellen wurden stabil mit pCTF*-EGFP transfiziert und durch eine 16-stiindige
Behandlung mit 1 uM DAPT in DMSO eine Freisetzung des SorICD-EGFPs ins Plasma unter-
bunden. Als Kontrolle erfolgte eine DMSO-Behandlung tGber den gleichen Zeitraum. A) Schema
des Versuchs. B) Konfokale Aufnahmen der DMSO-/DAPT-behandelten Zellen. Nach Kern-
fairbung mit DAPI wurde die EGFP-Fluoreszenzintensitit in Bildern mit 1 um Schichtdicke
gemessen. Die GroBenangabe entspricht 20 um. C) Auswertung der in B) gemachten Aufnah-
men anhand der nukledren EGFP-Fluoreszenzintensitit (n= 32).
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Obwohl in den Kernen von unbehandelten, stabil mit pCTF*-EGFP transfizierten
BON-Zellen eine Fluoreszenz festgestellt werden kann (31 259 + 21,72%), zeigt der
Vergleich mit DAPT-behandlten Kontrollzellen (32 629 + 30,02 %), dass diese
vermutlich nicht durch die Freisetzung und Translokation von SorICD-EGFP in den
Kern zustande kommt (Abb. 3.15).

Entweder wird das SorICD-EGFP nicht durch die y-Sekretase freigesetzt, oder es wird
— begiinstigt durch den nach dem Schnitt freigesetzten N-Terminus — im Zytoplasma
rasch abgebaut. Das Ausgangsfragment fiir die Klonierung, SorLA-CTF* war als -
Sekretase-Substrat geeignet, was gegen ein Ausbleiben der Prozessierung sprach. Die
geringe Expression des CTF*-EGFP und eine mutmaBliche Prozessierung nur eines
Anteils dieser Fusionsproteine durch die y-Sekretase und die rasche Degradation der
Fragmente erschwerten vermutlich eher den Nachweis von SorICD-EGFP. Aufgrund
der relativ geringen Expression ist es auch in endogen SorLA-exprimierenden
Zellenlinien wie NT2 bisher nicht gelungen, die endogene, proteolytisch freigesetzte

intrazellulare Doméane nachzuweisen.

3.3.3 Rasche Degradation des SorlICD durch Proteasen

Der rasche Abbau des SorICDs in der Zelle macht es, wie in den vorangegangenen
Kapiteln gesehen, schwierig, dieses in vitro nachzuweisen. Physiologisch hat er
jedoch den Vorteil, dass eine mogliche Signalkaskade schnell wieder abgeschaltet
werden kann. Daher beschiftigt sich dieser Abschnitt der Arbeit mit der Identifi-

zierung der abbauenden Aktivitat.

3.3.3.1 Degradierende Aktivitat in endogen SorLA-exprimierdenden
Zellen

Zunichst wurde untersucht, ob das Zytoplasma von endogen SorLA-exprimierenden
Zellen eine Protease enthilt, die SorICD als Substrat erkennt. Dazu wurde SorICD in
vitro aus SorLA-CTF*-iiberexprimierenden Zellen generiert (siehe auch Abb. 3.10)
und aliquotiert. Nach zweistiindiger Inkubation mit frisch isoliertem Zytoplasma aus
BON- bzw. NT2-Zellen (2.8.1.5) wurde in einem immunologischen Proteinnachweis

der Verbleib des SorICDs analysiert (Abb. 3.16).
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Abb. 3.16: Abbau der SorICD durch NT2- und BON-Zytoplasmaproteine

Aus SorLA-CTF*-iiberexprimierenden HEK293-Zellen wurden grolere Mengen SorICD 7n vitro
hergestellt. Gleiche Mengen SorICD wurden 2 h bei 37°C mit frisch hergestelltem Zytoplasma
aus NT2- bzw. BON-Zellen inkubiert. Nach der Auftrennung in einem 4-12%igen Gradientengel
erfolgte der Nachweis von SorICD mit a-SorLA cp. A) NT2-Zytoplasma. Gleiche Mengen
SorICD wurden mit den angegebenen Mengen Zytoplasmaprotein inkubiert. Als Kontrollen
dienten ein Aliquot SorICD, das ohne Plasma und eines, das bei 4°C inkubiert wurde. C) BON-
Zytoplasma. Entsprechend B wurden die angegebenen Mengen BON-Zytoplasmaprotein
eingesetzt.

Aus Abbildung 3.16 A wird zunachst deutlich, dass ohne Zugabe von Zytoplasma nur
sehr wenig Abbau stattfindet, wie der Vergleich der SorICDs nach Inkubation bei 4°
und 37°C zeigt. Erst durch die Zugabe groBerer Mengen NT2-Plasmas findet ein
Abbau der Intrazellulirdomane statt, der konzentrationsabhangig ist. Diese Aussage
wird durch die in Abbildung 3.16 B gezeigte Inkubation von SorICD mit BON-Plasma
in verschiedenen Konzentrationen unterstiitzt. Auch hier kann eine deutliche Kon-

zentrationsabhangigkeit des Abbaus beobachtet werden.
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3.3.3.2 SorlICD wird durch das Insulin-degradierende Enzym abgebaut

Im Gegensatz zur Notch-ICD (Oberg et al., 2001) werden die Intrazellulirdoméane
von APP (AICD, Edbauer et al., 2002) und SorICD (Bohm et al., 2006) nicht im
Proteasom degradiert. Im Fall von AICD ist als abbauende Aktivitit das Insulin-
degradierende Enzym (IDE) identifiziert worden. Einen Einfluss des IDEs auf den
Abbau von SorICD wurde mit Plasma aus IDE-iiberexprimierenden HEK293-Zellen
iiberpriift. Diese Zellen exprimierten entweder die Wildtyp-IDE oder eine dominant
negative Mutante, in der das katalytisch aktive Glutamat 111 gegen einen Glutamin-
rest ausgetauscht wurde (Edbauer et al., 2002).

Wie im vorangegangenen Abschnitt wurde SorICD generiert und mit definierten
Mengen Plasmaprotein aus Wildtyp- bzw. dominant-negativem IDE-iiberexprimier-
enden Zellen sowie zum Vergleich mit Plasmaprotein aus untransfizierten HEK293-
Zellen versetzt. Zur Uberpriifung der Spezifitit diente die kompetitive Hemmung des
IDEs durch dessen Substrat Insulin. Da die zur Generation von SorICD verwendeten
Zellen gleichzeitig APP exprimieren, konnte der Abbau von AICD als interne

Kontrolle untersucht werden (Abb. 3.17).

Im indirekten Vergleich von SorICD nach Inkubation mit Zytoplasma aus Wildtyp-
bzw. dominant-negativem IDE-iiberexprimierenden Zellen wird deutlich, dass bei
gleichen Plasmaproteinkonzentrationen nur durch Wildtyp-IDE ein Abbau von
SorICD stattfindet (Abb. 3.17 links). Auch fiir AICD gilt, in Analogie zur Literatur,
dass diese stark durch die Wildtyp-IDE und nur schlecht durch die Mutante abgebaut
wird. Hier kann auch die hemmende Wirkung von Insulin auf die Proteolyseaktivitat
erkannt werden. Im Vergleich mit der AICD konnte der Eindruck entstehen, dass
SorICD schlechter durch IDE abgebaut wird. Da aber nicht bestimmt werden konnte,
wie viel SorICD bzw. AICD eingesetzt wurde, und da wegen der unterschiedlichen
Antikorper auch anhand der Bandenstiarken keine Riickschliisse auf die Mengen von
SorICD im Vergleich zu AICD gezogen werden konnen, kann keine Aussage zur

Affinitat vom IDE aufgestellt werden.
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Abb. 3.17: SorICD-Abbau durch das Insulin-degradierende Enzym (IDE)

Aus SorLA-CTT* iberexprimierenden HEK293-Zellen wurden grélere Mengen SorICD mit
Myc-Anhang #n vitro generiert. Gleiche Mengen SorICD wurden mit den angegebenen Mengen
Plasmaprotein aus stabil mit Wildtyp-IDE (IDE-WT) bzw. mit der dominant-negativen IDE-
Mutante (IDE-Mut) transfizierten HEK293-Zellen versetzt und 2 h bei 37°C inkubiert. Als Kon-
trolle diente ein Aliquot, welches mit Plasmaproteinen und 200 pg/ml des IDE-Inhibitors Insulin
inkubiert wurde. Nach der Auftrennung in einem 4-12%igen Gradientengel erfolgte der Nach-
weis von SorlCD mit a-SorLLA cp bzw. a-c-Myc. AICD wurde nach Entfernung der SorlLA-
Antikérper von der Membran mit a-APP cp nachgewiesen. Der rechts dargestellte Versuch
resultierte aus einer unabhingigen Priparation.

Im gleichen Experimentalansatz mit engeren Abstufungen der eingesetzten Wildtyp-
IDE-Konzentrationen konnte ein konzentrationsabhéangiger Abbau von SorICD durch
IDE sowie die hemmende Wirkung von Insulin auf diesen Abbau erkannt werden. Im
Vergleich der mit 12, 6 und 3 pg Plasmaprotein inkubierten Proben im linken und
rechten Teil der Abbildung 3.17 fillt auf, dass die Banden, die in den einzelnen
immunologischen Proteinnachweisen detektierbar sind, zwar nicht direkt vergleich-

bar sind, aber dennoch die gleiche Tendenz zeigen.

Um zu zeigen, dass die abbauende Aktivitit durch das IDE-Wildtyp-Protein und
nicht durch Faktoren, die aus der Uberexpression vom Wildtyp oder der dominant-
negativen IDE resultierten, vermittelt wird, diente ein direkter Vergleich mit Plasma
aus untransfizierten HEK293-Zellen. Um eine zuverlassige Vergleichbarkeit zu
erreichen, wurden alle Proben in einem SDS-Gel aufgetrennt und mit a-SorLA cp

analysiert (Abb. 3.18).
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Abb. 3.18: Vergleich der degradierenden Aktivititen in Plasma aus HEK293-, IDE-WT-
und IDE-Mut-Zellen

Zum Vorgehen siche Abb. 3.17. Gleiche Mengen SorICD wurden mit 12 bzw. 6 pug Plasma aus

untransfizierten (E = endogen), Wildtyp-IDE- (WT) bzw. donimant-negativem IDE-(M) tber-

exprimierenden HEK293-Zellen versetzt.

Anhand von Abbildung 3.18 erkennt man, dass im Plasma aus Wildtyp-IDE-iiber-
exprimirenden Zellen eine proteolytische Aktivitat vorhanden ist, die einen konzen-
trationsabhangigen Abbau vermittelt (vergleiche Spuren mit 12 und 6 pg). In den
Proben, die mit Plasma aus dominant-negativem IDE-iiberexprimierenden Zellen
inkubiert wurden, findet ein geringerer, aber erkennbarer Abbau der SorICD statt.
Wie schon in der Abbildung 3.18 an AICD gesehen, scheinen die Zellen, die das
dominat-negative IDE iiberexprimieren, in ihrem Plasma dennoch eine IDE-Rest-
aktivitat zu besitzen. SorICD, die mit Plasma aus untransfizierten HEK293 in Kontakt
war, wird im Vergleich zur Kontrolle ohne Plasma fast gar nicht abgebaut, wobei auch
die eingesetzte Plasmamenge keine Rolle spielt. Allerdings haben auch die HEK293-
Zellen eine endogene SorICD-abbauende Aktivitiat, die in hoheren Konzentrationen

messbar ist (Daten nicht gezeigt).

Zur weiteren Bestitigung des IDEs als SorICD-abbauendes Enzym wurden verschie-
dene Inhibitoren zu Ansitzen aus SorICD mit 24 pug Plasmaproteinen aus IDE-Wild-
typ-liberexprimierenden Zellen gegeben (Abb. 3.19). EGTA hemmt Proteasen, die
zweiwertige Ionen als Ko-Faktoren bendétigen, zu denen auch die Zink-Metallo-
protease IDE gehort (Edbauer et al., 2002; Shen et al., 2006). Lactacystin hemmt
spezifisch den Abbau durch das Proteasom (Fenteany and Schreiber, 1998) und Insu-
lin wurde als spezifischer Inhibitor fiir das IDE bereits erwdhnt. Es kann jedoch nicht

ausgeschlossen werden, dass Insulin noch auf weitere Enzyme inhibitorisch wirkt.
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Abb. 3.19: Inhibition der SorICD-abbauenden Aktivitit

Aus SorLA-CTF*-iiberexprimierenden HEK293-Zellen wurde SorICD 7n vitro generiert. Gleiche
Mengen SorICD wurden mit 24 pg frisch hergestelltem Zytoplasma aus IDE-WT-
Uberexprimierenden Zellen und den folgenden Inhibitoren versetzt und 2 h bei 37°C inkubiert:
10 mM EGTA, 10 uM Lactacystin und 200 pg/ml Insulin. Als Positivkontrolle wurde ein Aliquot
SorICD ohne Plasma fur 2 h inkubiert. Nach der Auftrennung in einem 4-12%igen

Gradientengel erfolgte der Nachweis von SorICD mit a-SorLA cp und anschlieSend von AICD
mit a-APP cp.

Es zeigen sich ahnliche Bilder fiir SorICD und AICD: ohne Plasma werden die ICDs
nicht und mit groBeren Mengen Plasmaprotein (24 pg) aus IDE-Wildtyp-Zellen gut
abgebaut. Eine leichte Stabilisierung der ICDs durch EGTA (und EDTA, nicht gezeigt)
kann wie erwartet beobachtet werden, ebenso eine stiarkere Stabilisierung durch
Insulin. Uberraschenderweise kommt es auch nach Zugabe des Proteasom-Inhibitors
Lactacystin zu einer, wenn auch leichten, Stabilisierung von SorICD und AICD. Im
Falle von AICD zeigen alle eingesetzten Inhibitoren allerdings eine schwache
Wirkung, wenn man die resultierenden Banden mit der Kontrolle ohne Plasma
vergleicht. Selbst die eingesetzte Menge Insulin scheint nicht ausreichend zu sein, um

den Abbau von AICD vollstandig zu kompetitieren.

Aus diesen Versuchen kann geschlossen werden, dass SorICD durch das Insulin-
degradierende Enzym in vitro abgebaut werden kann. Uberexprimiertes Wildtyp-IDE
beschleunigt den Abbau von SorICD im Vergleich zu dominant-negativem und

endogenem IDE.
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3.3.3.3 Uberexpression von SorLA in Zellen mit dominant-negativem

Insulin-degradierendem Enzym

Nach der Identifizierung der abbauenden Enzymaktivitat der SorICD wurde nun ver-
sucht, SorICD in Zellen mit dominant-negativem IDE nachzuweisen und ggf. dessen

Lokalisation in der Zelle zu bestimmen.

HEK293- sowie IDE-WT- und IDE-Mut-iiberexprimierende Zellen wurden mit
pcDNA3.1/Hygro-SorLLA stabil transfiziert und daraus sowohl Gesamtzelllysat als
auch in vitro-generierte SorICD prapariert (2.8.1.1 und 2.8.1.4). Immunologische
Proteinnachweise mit a-SorLA cp zeigten auch bei hoher Beladung der Gele und
langer Expositionszeit in keiner Probe SorICD im Gesamtzelllysat, auch wenn groBe
Mengen SorLA-Volllange zu finden waren (nicht gezeigt). Die nur mit SorLA transfi-
zierten HEK293-Zellen zeigten zwar SorLA-spezifische Fluoreszenz, durch immuno-
logische Proteinnachweise waren aber nur sehr geringe Mengen Volllange detektier-
bar. Nach einer in vitro-Generation kann in Zellen mit dominant-negativem IDE
mehr SorICD gefunden werden als in denen mit iiberexprimierter Wildtyp-IDE,
allerdings waren auch groBere Mengen Volllainge vorhanden (Abb. 3.20 A). Ver-
gleiche zwischen iiberexprimierenden Zelllinien sind mit grofSter Vorsicht zu be-
werten, da die Expressionsstarke unterschiedlich sein kann. Interne Kontrollen oder
eine Normierung auf das iiberexprimierte Protein sind daher notwendig. Solche
Normierungen waren fiir SorLLA nicht méglich, daher wurde als interne Kontrolle das
Verhaltnis aus Vollldnge und SorICD in einer Gelspur gebildet. Dieses Verhaltnis war
in den Proben aus Zellen mit dominant-negativem IDE dreimal groBer als in denen
mit Wildtyp IDE. Dieses Ergebnis wurde in zwei unabhingigen Ver-suchen
reproduziert.

Das IDE befindet sich nicht nur im Zytoplasma der Zellen, es konnte auch an der
Plasmamembran nachgewiesen werden (Seta and Roth, 1997). Das membrange-
bundene IDE kann daher auch im in vitro-Generationsansatz, der nur Reste von

Plasma enthalt, einen Einfluss auf die Menge an gebildetem SorICD haben.

Ziel dieser Experimente war es wieder, Hinweise auf die Lokalisation der SorICD zu
erhalten. Die Abbildung 3.20 B zeigt typische Verteilungen von SorLA in den iiberex-

primierenden Zellen nach Immunfluoreszenzfarbung (siehe auch Abb. 3.11).
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Vorherige Seite:

Abb. 3.20: Expression von SorLLA-Volllinge in IDE-Zellen

HEK?293-Zellen mit endogenem (-), bzw. mit iberexprimiertem Wildtyp- (WT) oder dominant-
negativem (M, Mut) IDE wurden mit pcDNA3.1/Hygro-SorLLA stabil transfiziert. A) In vitro-
Generationsexperiment. SorlICD wurde iz vitro aus den transfizierten Zellen hergestellt und in
einem 4-12%igen Gradientengel aufgetrennt. Mit a.-SorLA cp erfolgte der Nachweis von SorLLA-
Volllinge (SorLLA-VL) und SorICD. B) Konfokale Aufnahmen der SorLLA-VL-iiberexprimier-
enden Zellen. Nach Immunfluoreszenzfirbung mit Antikérpern gegen SorLA cp und —F3 und
einem Alexa488-gekoppelten Sekundirantikdrper wurde die Fluoreszenzintensitit in Bildern mit
1 wm Schichtdicke gemessen. Die Gré3enangabe entspricht 20 um.

* unspezifische Banden

Als Kontrolle, um luminales von zytoplasmatischem und moglicherweise nuklearem
SorLA zu unterscheiden, diente wieder der Antikorper gegen SorLAs Ektodoméne.
Sowohl optisch, als auch nach der digitalen Auswertung (nicht gezeigt) konnten keine
gravierenden Unterschiede zwischen den Kernfluoreszenzintensitaten von a-SorLA cp-
bzw. F3-gefarbten Zellen festgestellt werden, weder in Zellen mit endogenem noch in

solchen mit iiberexprimiertem Wildtyp- oder dominant-negativem IDE.

In Analogie zu 3.3.1.1 wurde untersucht, ob in den Wildtyp- bzw. dominant-negatives
IDE-iiberexprimierenden Zellen eine Behandlung mit dem y-Sekretase-Inhibitor
DAPT zu einer Akkumulation von SorLA-Volllange fiihrt.

Durch die Behandlung mit DAPT wird weniger SorICD ins Zytoplasma entlassen. In
unbehandelten Zellen mit dominant-negativem IDE sollten hingegen aufgrund des
verminderten Abbaus groBere Mengen der SorICD im Zytoplasma vorhanden sein.
Wenn also — wie postuliert wurde - wenig SorICD nach DAPT-Behandlung in gros-
seren SorLA-Volllinge-Mengen resultiert, sollte mehr SorICD durch verminderten
Abbau in geringeren SorLA-Volllinge-Mengen resultieren. SorLA-iiberexprimierende
IDE-WT- und IDE-Mut-Zellen wurden iiber Nacht mit bzw. ohne DAPT inkubiert
und nach der Isolation des Gesamtzelllysates wurden gleiche Proteinmengen in einer

SDS-PAGE aufgetrennt (Abb. 3.21).
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Abb. 3.21: Auswirkung der Inhibition der y-Sekretase durch DAPT in SorLA-iiberex-
primierenden Zellen mit und ohne aktives IDE

Stabil mit SorLLA-Volllinge transfizierte HEK293-Zellen mit endogenem bzw. mit iberex-
primiertem Wildtyp- (WT) oder dominant-negativem (Mut) IDE wurden 16 h mit 1 pM DAPT
(+) oder mit dessen Losungsmittel DMSO (-) behandelt und nach einer Gesamtprotein-
praparation in 4-12%igen Gradientengelen aufgetrennt. Nach dem Transfer der Proteine auf eine
PVDF-Membran wurde diese in der Hohe der Markerbanden fir 75 und 30 kD zerteilt. Die
Membranabschnitte mit den groflen und den kleinen Proteinen wurden mit a--SorLA cp, der mit
den mittleren mit a-BAktin untersucht.

In beiden IDE-iiberexprimierenden Zelllinien sind die CTFs nach DAPT-Behandlung
akkumuliert. Die Proben aus einer Linie weisen in etwa gleiche Mengen an SorLA-
Volllange auf, unabhangig davon, ob sie aus DAPT-behandelten oder —unbehan-
delten Zellen stammten, wie es auch schon in Abbildung 3.9 zu sehen war. Von einer
Wirkung der ICD auf die Volllange-Konzentration kann nach diesen Ergebnissen
nicht ausgegangen werden. In dieser Abbildung erkennt man auch, dass selbst Zellen
mit defektem IDE nicht geniigend SorICD akkumulieren, um dieses in Gesamt-

protein-Praparationen nachzuweisen.
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4. Diskussion

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Signaltransduktion durch den Typ-I-
Transmembranrezeptor SorLA, um somit Aufschliisse iiber dessen neuronale
Funktion zu erhalten.

Diese Fragestellung teilte sich in unterschiedliche Ansitze: Was stellt die zelluldre
Antwort auf eine Stimulation mit dem Liganden Kopfaktivator dar? Kann SorLA
durch Ligandenbindung eine Signalkaskade iiber Adaptermolekiile einleiten, wie es
fiir Verwandte aus beiden Familien, zu denen SorLA gehort, beschrieben wurde?
Und/oder ist ein proteolytisches Fragment des Rezeptors, das nach regulierter Intra-
membran-Proteolyse entsteht, fahig, in den Kern zu gelangen, um dort eine Expres-

sion von Zielgenen einzuleiten oder zu unterdriicken?

4.1 Die zellulare Antwort auf SorLA-vermittelte Signal-

kaskaden

Ein guter Ansatzpunkt fiir die Untersuchung von Signalwegen ist gegeben, wenn die
zelluldre Antwort auf eine Stimulation bekannt ist. Inhibitoren oder Aktivatoren der
Signaliibertragung wiirden zu messbaren Veranderungen in dieser Reaktion fiihren
und Riickschliisse iiber die beteiligten Komponenten zulassen.

Es konnte gezeigt werden, dass SorLA das Neuropeptid Kopfaktivator (KA) bindet
(Lintzel et al., 2002). Fiir Zellen neuronalen Ursprungs wurde ein erhohter Anteil an
Zellen in Mitose und damit einhergehend eine stiarkere Proliferation nach der
Behandlung mit KA beschrieben (Hampe et al., 2000; Lintzel et al., 2002). Die
Zelllinien BON und NT2, die KA als autokrinen Wachstumsfaktor produzieren,
exprimieren SorLA (Hampe et al.,, 2000), das einzige humane Ortholog des KA-
Rezeptors HAB (Head-activator Binding Protein) aus dem SiiBwasserpolypen
(Hampe et al., 1999). Die mitogene Wirkung von KA auf diese Zellen konnte durch
die gleichzeitige Inkubation mit dem SorLA-Propeptid, das als kompetitiver Inhibitor
der Bindung von KA an SorLA fungiert, gghemmt werden (Lintzel et al., 2002). Dies
deutet auf eine Beteiligung von SorLA an der Ubertragung der Mitose-stimulierenden

Wirkung von KA hin. Anhand der Verminderung der Anzahl von BON-Zellen in
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Mitose durch die Behandlung mit verschiedenen Inhibitoren wurde weiterhin auf
eine Beteiligung eines Kalzium-aktivierten Kaliumkanals an der Weiterleitung des
Mitose-Signals geschlossen (Kayser et al., 1998).

Der mitogene Effekt von KA auf NT2-Zellen scheint schwer reproduzierbar zu sein:
Die Auszihlung am Mikroskop nach DNA-Markierung mit Hoechst 33258 zeigte eine
Erhohung im Anteil mitotischer Zellen von 2% auf 7% nach 1,5-stiindiger KA-
Behandlung (Hampe et al., 2000). Die Auszdhlung von Zellen mit markiertem
phosphorylierten Histon H3 ergab jedoch nur eine Zunahme im Anteil mitotischer
Zellen von 2,9% auf 4,6% (Lintzel et al., 2002).

In dieser Arbeit wurde eine Methode etabliert, mit der nach einer Doppelbestimmung
von DNA-Gehalt und phosphoryliertem Histon H3 der Anteil mitotischer Zellen in
einer Population gemessen werden kann. Mit einer Analyse am Durchflusszytometer
wurden dabei 20 000 Zellen pro Ansatz untersucht. Die Bestimmung der mitotischen
Zellfraktion (Abb. 3.2-3.4) gelang mit dieser Methode in Analogie zur Literatur (van
Vugt et al.,, 2004; Xu et al., 2001). Etwa 2% der KA-unbehandelten NT2-Zellen
befinden sich in Mitose (Abb. 3.4), was mit den Ergebnissen von Hampe et al. (2000)
iibereinstimmt. Ein mitogener Effekt von KA auf NT2-Zellen konnte jedoch auch
nach unterschiedlichen Variationen der Inkubationsparameter mit dieser Methode
nicht erfasst werden, das gleiche gilt fiir BON-Zellen (nicht gezeigt). Die Ab-
weichungen in den einzelnen Experimenten waren dabei - in Relation zum Prozent-
satz an Zellen in Mitose - relativ hoch. Dies erschwert eine Aussage tiber eine mog-
licherweise geringe Zunahme des Anteils an Zellen in Mitose, konnte aber auch ein
Hinweis darauf sein, dass der Effekt von KA besonders auf Zellen in bestimmten
Zyklusphasen wirkt, deren Anteil innerhalb der einzelnen Versuche nicht konstant
war. Um dies zu priifen und um ggf. den Effekt von KA durch Synchronisation der
behandelten Zellen zu erh6hen, wurden NT2-Zellen durch Thymidin reversibel in der
G1-Phase arretiert. Ein mitogener Effekt von KA auf diese Zellen wurde nicht er-

mittelt, die Arretierung in anderen Zellzyklusphasen wurde nicht iiberpriift.

Eine weitere Methode zur Bestimmung der Mitose-stimulierenden Wirkung von KA
bestand in der Untersuchung der Proliferation von Zellen unter Einfluss von KA

(Kayser et al., 1998). Durch den Farbstoff alamarBlue wurde dabei indirekt die
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Zellzahl vor und nach der Inkubation mit KA ermittelt (Abb. 3.5). Auch diese
Methode fiihrte — ebenfalls nach Variation der Versuchsparameter — zum gleichen
Ergebnis wie die durchflusszytometrische Analyse. Augenscheinlich hat Kopf-
aktivator unter den in dieser Arbeit gewihlten Bedingungen keinen positiven Einfluss
auf die Einleitung der Mitose.

Der Unterschied zu fritheren Versuchen zur Bestimmung der KA-Aktivitiat auf NTz2-
und BON-Zellen wird zum einen auf die Bestimmungsmethoden und die Spezifitat
der Markierung zuriickgefiihrt, zum anderen auf unterschiedliche Bedingungen in
der Zellkultur. Beispielsweise konnte der Konfluenzgrad der Zellen zum Zeitpunkt

des Versuches eine Rolle spielen.

Die Bestimmung der Einleitung der Mitose als zelluldre Antwort der Zellen auf eine
KA-Behandlung sollte als Kontrolle fiir spatere Versuche zur Aufklarung der Signal-
iibertragung durch SorLA dienen. Ungiinstigerweise erwies sich dieses Kontroll-
System aufgrund der oben genannten Ergebnisse als nicht anwendbar. Auf Versuche
zur Klarung der Signaliibertragung mit Hilfe von Inhibitoren bekannter Signalwege
und Kompetitoren der Bindung von KA an SorLA wurde daher verzichtet. Auch der
Einfluss der Prozessierung von SorLA als Ausloser einer Signalkaskade konnte nicht
in einem physiologischen Zusammenhang gemessen werden, worauf spater nochmals

eingegangen wird.

4.2 Uberpriufung von Phosporylierungskaskaden nach KA-

Stimulation

Fiir eine Signaliibertragung durch KA sprachen noch weitere Faktoren: Die Bindung
von Kopfaktivator an SorLA-exprimierende BON- bzw. NT2-Zellen fiihrt laut
Literatur nicht nur zu einer Erhohung der Anzahl der mitotischen Zellen, sondern
auch zu einer Translokation von intrazellularem SorLA an die Zelloberflache und zur
Synthese von SorLA (Hampe et al., 2000). Hinweise auf bisher nicht beschriebene
Signalkaskaden bzw. darauf, wie die Signale, die zur Translokation und Expression
von SorLA fiihren, vermittelt werden, sollten mit Hilfe von zweidimensionaler

Gelelektrophorese erhalten werden. Mit dem neu entwickelten Fluoreszenzfarbstoff
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Pro-Q Diamond, der spezifisch phosphorylierte Proteine markiert, sollten Unter-
schiede im Phosphoproteom von NT2-Zellen vor und nach der Behandlung mit KA
ermittelt werden. Das Protokoll zur Farbung der Gele war vom Hersteller nicht
vollstandig optimiert und wurde zwischenzeitlich sogar vom Hersteller geandert.

Zu Beginn der Versuche konnte nur stellenweise eine auswertbare Fiarbung der
Phosphoproteine im Gel erreicht werden (Abb. 3.6), obwohl die Gesamtprotein-
farbung mit dem Farbstoff SYPRO Ruby zeigte, dass die Trennung der Proteine
reproduzierbar gut war. Es bestand daher das Bestreben, die Farbemethode zu
optimieren, was leider nicht zufriedenstellend gelang. Unterschiede im Phospho-
proteom von KA-behandelten und unbehandelten Zellen konnten nicht reproduzier-
bar erkannt werden. Der Beantwortung der Frage, ob eine durch KA aktivierte
Signalkaskade mit dieser Methode identifiziert werden kann, wurde aufgrund der
schlechten Reproduzierbarkeit der Phosphoprotein-Farbung nicht weiter nach-
gegangen.

Seit der Markteinfiihrung dieses Produktes 2003 sind nicht viele Veroffentlichungen
zu Pro-Q Diamond erschienen. Dies konnte auf die allgemeinen Schwierigkeiten bei
der Durchfithrung der Firbung zuriickgefiihrt werden. Uber vergleichende Analysen
wurde bisher sehr wenig veroffentlicht, als Beispiel sei hier Nakamura et al. (2006)
genannt. Die anderen Veroffentlichungen beschaftigen sich mit stationdren Phospho-
proteomen.

Ein dhnlicher Ansatz wurde anschlieBend mit der DIGE-Farbemethode angewandt.
Der Vorteil dieser Methode besteht darin, dass bis zu drei Proben in einem
zweidimensionalen Gel gleichzeitig analysiert werden konnen. Die Idee, dass even-
tuell eine durch die Einfiigung einer negativ geladen Phosphatgruppe induzierte
Verschiebung des isoelektrischen Punktes eines Proteins in 2D-Gelen nach der Auf-
trennung in engen pH-Bereichen sichtbar gemacht werden kann, sollte hier iiberpriift
werden. In der Literatur wurde iiber eine solche Methode auf DIGE-Basis noch nicht
berichtet. Die isoelektrische Fokussierung erfolgte zunichst im Bereich der pH-Werte
4-7, anschlieBend im Bereich pH 5,3-6,5. Diese erste Dimension wurde iiber eine
Breite von 24 cm getrennt, was fiir eine Trennung im pH-Bereich 5,3-6,5 heifit, dass
sich ein modifiziertes Protein pro Anderung seines isoelektrischen Punktes um 0,1

Einheiten 2 cm vom unverianderten Protein entfernt. Die Verdnderung des isoelek-
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trischen Punktes durch Phosphorylierung des Proteins hangt von der Anzahl der
Ladungen des Proteins und der angehdngten Phosphatgruppen ab und kann nicht
allgemein vorhergesagt werden.

Nach langeren Inkubationszeiten mit KA ware es mit dieser Methode auch moglich,
Anderungen im Expressionsmuster der Zellen zu finden. Trotz guter Reproduzierbar-
keit der Gele (Abb. 3.7) wurden in den Proteinmustern keine Verdnderungen auf
transkriptioneller und posttranskriptioneller Ebene nach KA-Behandlung der Zellen
gefunden.

Dass vermutlich nicht der gesamte zelluldre Vorrat eines Proteins in einer Signal-
iibertragung phosphoryliert wird, konnte zu Problemen beim Nachweis von Phos-
phorylierungskaskaden in beiden Methoden fiihren. Eine Anreicherung von phos-
phorylierten Proteinen konnte dieses Problem reduzieren und wiirde bei zukiinftigen
Versuchen vielleicht zum Erfolg fiihren.

Mit spezifischen Antikérpern gegen die phosphorylierte Form eines Signalkaskaden-
proteins kann mittels Immundetektion die Aktivierung bzw. Deaktivierung dieses
Proteins gepriift werden. Allerdings sollten dafiir erste Hinweise auf einen moglichen
Weg der Ubertragung vorhanden sein. Nach Kopfaktivator-Stimulation wurde ein
Kalziumeinstrom in BON-Zellen beobachtet (Kayser et al., 1998), was oftmals zu
einer Aktivierung des MAPK (Mitogen-activated Protein Kinase)-Signaliiber-
tragungsweges fiithrt. In dieser Arbeit konnte jedoch kein Effekt auf die Phos-
phorylierung der Untereinheiten der MAPK nach Kopfaktivator-Behandlung festge-
stellt werden (3.2.1).

Ob SorLA selbst nach KA-Stimulation phosphoryliert wird, konnte nach einer
Immunprézipitation von SorLA durch immunologischen Proteinnachweis mit Anti-
korpern gegen phosphorylierte Aminosaurereste nicht bestimmt werden (nicht
gezeigt). Gliemann et al. (2004) konnten ebenfalls keine Phosphorylierung von
SorLA nach Stimulation mit dem Liganden PDGF-BB (Platelet-derived Growth
Factor-BB) feststellen.

Zusammengefasst lasst sich festhalten, dass ein direkter Effekt von KA auf NT2- und

BON-Zellen in dieser Arbeit nicht gezeigt werden konnte.
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4.3 Signaltbertragung durch sequentielle Proteolyse von
SorLA

Eine alternative Moglichkeit zur Ubertragung des Kopfaktivator- (oder eines
anderen) Signals in die Zelle stellt die regulierte Prozessierung des Rezeptors SorLA
dar. Der Mechanismus der regulierten Intramembran-Proteolyse (RIP), bei der ein
Transmembranprotein innerhalb der Membrandoppelschicht geschnitten und da-
durch ein biologisch aktives Proteinfragment freigesetzt wird, wurde schon fiir
andere Typ-I-Transmembranrezeptoren beschrieben (Ehrmann and Clausen, 2004;
Wolfe and Kopan, 2004; Landman and Kim, 2004). Ein Beispiel ist der in der
Einleitung beschriebene Notch-Rezeptor. Die in diese RIP involvierte Intramembran-

Protease ist die Presenilin-abhangige y-Sekretase.

4.3.1 SorLA ist ein Substrat der y-Sekretase

Voraussetzung fiir eine Intramembran-Proteolyse durch den y-Sekretase-Komplex ist
eine Abspaltung der Ektodomane. Bei SorLLA wird diese Abspaltung durch die a-Se-
kretase TACE (Tumour Necrosis Factor o Convertase) katalysiert (Guo et al., 2002)
und findet in geringem Umfang konstitutiv statt, kann aber durch Kopfaktivator
(Hampe et al., 2000) und PDGF-BB, nicht jedoch durch das SorLA-Propeptid oder
RAP (Receptor Associated Protein) (Hermey et al., 2006) verstiarkt werden. Weiter-
hin kann dieses sogenannte ,Shedding® auch durch Phorbolester stimuliert werden
(Hampe et al., 2000; Hermey et al., 2006). In der Arbeitsgruppe wurde SorLA als
Substrat fiir die y-Sekretase identifiziert (Bohm et al., 2006), was in dieser Arbeit
bestatigt werden konnte. Die Behandlung mit DAPT, einem spezifischen Inhibitor der
v-Sekretase, fiihrt zu einer Akkumulation der C-terminalen Fragmente (CTF). Dies
konnte sowohl bei iiberexprimiertem und endogenem Volllinge-SorLA als auch bei
kiinstlichen Fragmenten, die SorLA nach dem einleitenden o-Sekretase Schnitt
imitieren (SorLA-CTF¥*), beobachtet werden (Abb. 3.8, 3.9 und 3.10). Auch andere
Arbeitsgruppen (Nyborg et al., 2006; Hermey et al., 2006) bestitigen diese Ergeb-
nisse. Die durch den y-Sekretaseschnitt ins Zytoplasma freigesetzte Intrazellular-

domane (SorICD) ist im Gegensatz zur Ektodomane sehr instabil. Sie konnte, wie
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auch fiir andere y-Sekretase-Substrate beschrieben (z.B. Sastre et al., 2001), erst
durch einen speziellen in vitro-Generationsansatz nachgewiesen werden und entsteht
nur, wenn die Inkubationsansitze keine Inhibitoren der y-Sekretase enthalten. In
dieser Arbeit erfolgte erstmals der Nachweis, dass SorICD nicht nur aus dem
kiinstlichen SorLA-CTF*, sondern auch aus der Volllinge freigesetzt werden kann
(Abb. 3.10). Aufgrund der schlechten Nachweisbarkeit von SorICD konnte eine
Liganden-induzierte Freisetzung, z.B. durch KA, nicht direkt bestimmt werden. Da
KA oder PDGF-BB jedoch die einleitende a-Prozessierung stimulieren, wird hier von
einer Liganden-abhingigen Intramembran-Proteolyse ausgegangen (siehe auch Abb.
4.2). Ein physiologischer Nachweis einer Signaliibertragung durch SorICD hatte
durch eine Aufhebung des - postulierten - mitogenen Effektes von KA nach Inhibition
der Freisetzung von SorICD durch DAPT erbracht werden konnen. Da jedoch keine
mitogene Wirkung von KA feststellbar war, fehlte ein System zum physiologischen

Nachweis der Signaliibertragung durch die Intrazellulirdomaéne.

SorICD konnte mittels Immunprazipitation nicht in geniigenden Mengen ange-
reichert werden, um die Schnittstelle der y-Sekretase zu bestimmen (nicht gezeigt).
Dennoch sollen hier die y-Sekretase-Schnittstellen in ausgewahlten Substraten der
SorLA-Sequenz gegeniibergestellt werden (Abb. 4.1). Die y-Sekretase katalysiert
einen bis mehrere Schnitte innerhalb der Transmembrandomaéne, die zudem keine
Sequenzsperzifitit erkennen lassen (Struhl and Adachi, 2006). In APP wurden
mindestens 3 verschiedene Schnittstellen der y-Sekretase (Haass, 2004), in Notch1
zwei (Okochi et al., 2002) und in p75NTR (Neurotrophin Receptor p75) (Jung et al.,
2003) nur eine beschrieben. Derzeit kann daher iiber Position und Anzahl der y-
Sekretase-Schnittstellen in SorLLA nur spekuliert werden. Die genaue Schnittstelle

von TACE in SorLA ist ebenfalls noch nicht bekannt.
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’ y-Sekretase ‘

T8

NH2. . .KM DAEFRHDSGYEVHHQK LVFFAEDVGSNKk;AI IGLMVGGWV 1A TVIVITL VML| KKKQYTS+40 ASR. . .cooH

Notchl
g

NH2. .. GSLNIPYKIEA VQSETVEPPPPAQ|LHFMWAA AAFVLLFFVGCG VLLS| RKRRRGHG+790 ASR... COOH

p75NTR
3

NH2 . . . GSSQAGVVTTVMGSSQPVVTRGTTDN [LIPVYCSILA AVV VGLVAYIAF |KRWNSCKQN+146 ASR. .. COOH

SorLA u
3 5

NH2. .. CLFG NQICGEPAILLYDELGSGADASATGAARSTD |VAAVWPI LFLILLSLGVGFAIL | YTKHRRLQS+47 ASR .. .COOH

Abb. 4.1: Schnittstellen der Sekretasen in verschiedenen Typ-I-Transmembranproteinen

Die Schnittstellen von o, B- und y-Sekretase — sofern bekannt - in APP, Notchl und p75™™*
sowie die Linge der jeweiligen Intrazellulirdominen (rot dargestellt) sind angegeben. In Notchl

werden die Schnittstellen der y-Sekretase als S3 und S4 bezeichnet. Die Schnittstellen im SorLA-

Molekil sind nicht bekannt. a-* markiert den N-Terminus nach Abspaltung des Signalpeptides
im kinstlich hergestellten SorLLA-CTF*. Diese wurde willkiirlich festgelegt. Die Transmembran-
dominen sind grau hinterlegt und das Kernlokalisationssignal in SorLLA ist unterstrichen, das
Kernlokalisierungssignal von Notchl lautet KKFR und liegt C-Terminal der hier gezeigten
Sequenz (Kopan et al., 1994). Schnittstellen von Notchl aus Mumm et al. (2000) und Okochi et
al. (2002), von APP nach Haass (2004) und von p75™™ nach Jung et al. (2003).

4.3.2 SorlICD hat keinen Einfluss auf die Menge an Volllange-SorLA

In fritheren Versuchen in der Arbeitsgruppe erhohten eine Inhibition der y-Sekretase
und die damit verbundene Minderung an freiem SorICD die Mengen an iiberex-
primiertem und endogenem Volllinge-SorLA im immunologischen Proteinnachweis
(Bohm et al., 2006). Dies konnte in dieser Arbeit weder in SorLA-iiberex-
primierenden (Abb. 3.8 und 3.21), noch in SorLA—endogen exprimierenden Zellen
beobachtet werden (Abb. 3.9). Die vermeintliche Stabilisierung von SorICD in Zellen
mit einer iberexprimierten dominant-negativen Mutante des Insulin-degradierenden
Enzyms, das am Abbau der SorICD beteiligt ist, sollte sich daher negativ auf die
Volllinge auswirken. Auch in diesen Zellen kann kein Unterschied in der Stiarke der

SorLA-Volllange-Bande vor und nach der Behandlung mit DAPT gefunden werden
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(Abb. 3.21). Die Veroffentlichungen von Nyborg et al. (2006) und Hermey et al.
(2006) lassen ebenfalls nicht auf einen solchen Riickkopplungsmechanismus

schlieBen.

Die Daten aus einer quantitativen RT-PCR zeigen in Ubereinstimmung mit den
Daten dieser Arbeit keinen Effekt von DAPT auf den SorLA-mRNA-Gehalt in
iiberexprimierenden Zellen, in denen die SorLA-Expression der Kontrolle eines
viralen Promotors unterliegt. Allerdings wurde ein 3,2-facher Anstieg der SorLA-
mRNA in NT2-Zellen nach DAPT-Behandlung festgestellt (Bohm et al., 2006).
Vorausgesetzt, dass die Wirkung von DAPT auf die Menge an SorLA-mRNA {iiber
SorLA vermittelt wird, wiirde ein solcher Riickkopplungsmechanismus bedeuten,
dass die Menge an freigesetztem SorICD einen negativen Einfluss auf die Expression
von endogenem SorLA hat. Da DAPT jedoch auch die Prozessierung von vielen
anderen Proteinen unterdriickt, muss dieser Anstieg an SorLA-mRNA nicht
zwangslaufig durch SorLA vermittelt sein. Weiterhin konnte dieser Effekt — wie
schon erwahnt — in dieser Arbeit auf Proteinebene nicht beobachtet werden (Abb.
3.9). In fritheren Arbeiten wurde bereits nach 30- bzw. 60-miniitiger Inkubation von
NT2- und BON-Zellen mit Kopfaktivator eine Erhohung des SorLA-Signals in der
Immunfluoreszenz festgestellt (Hampe et al., 2000). Wenn man eine Signaliiber-
tragung durch Kopfaktivator iiber eine sequentielle Proteolyse von SorLLA annimmt,
so wird durch KA SorICD freigesetzt. Eine Erhohung der SorLA-Proteinmenge nach
KA-Behandlung wire somit kontrar zum oben genannten Riickkopplungsmechanis-
mus, bei dem SorICD einen negativen Einfluss auf die SorLA-Expression hat.
Allerdings ist zu bedenken, dass die Regulation der Proteinmenge auch iiber die

Translationsrate vermittelt werden kann.

4.3.3 Kernlokalisation von SorlICD

Die Prozessierung durch die y-Sekretase allein stellt noch keinen Beweis fiir eine
Signaliibertragung durch ein prozessiertes Proteinfragment dar. Bisher konnte fiir
viele y-Sekretase-Substrate eine Beteiligung an einer Art Signalvermittlung nachge-

wiesen und fiir keines wirklich ausgeschlossen werden (Landman and Kim, 2004;
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Wolfe and Kopan, 2004). Eindeutig an einer Signaliibertragung beteiligt sind
beispielsweise die Intrazellulirdomanen (ICD) von Notch (Selkoe and Kopan, 2003)
und CD44, dessen ICD u.a. die Transkription seines eigenen Gens einleitet (Nagano
and Saya, 2004). Anhand der Lange der Intrazellulirdoméane kann kein Hinweis auf
eine mogliche Signalaktivitat gefunden werden, sind diese doch sehr unterschiedlich

(Tabelle 4.1).

UBERSICHT INTRAZELLULARDOMANEN

Name Lange (ASR) |ICD -Signalaktivitat |Referenz

Notchl |802 Nachgewiesen Okochi et al., 2002
Selkoe and Kopan, 2003

APP 50 Vermutet Haass, 2004

cD44 74 Nachgewiesen Lammich et al., 2002

P75NTR | 164 Vermutet Jung et al., 2003

SorLA > 56% Vermutet Bohm et al., 2006

Tabelle 4.1: Linge der Intrazellulirdominen verschiedener Typ-I-Transmembranproteine

ASR = Aminosdurereste; * Die genaue Schnittstelle der y-Sekretase und somit der N-Terminus
der SorICD sind nicht bekannt. Nach einem Schnitt innerhalb der Transmembrandomine von
SorLA werden einige Aminosdurereste der Transmembrandomine und die C-terminalen 56
Aminosiurereste die SorICD bilden.

Die Signaliibertragung nach einer Prozessierung durch die y-Sekretase kann auf
unterschiedliche Weise stattfinden: Einerseits per Regulation der Genexpression
durch die Intrazellulirdoméane des Rezeptors, wie beispielsweise fiir Notch und CD44
gezeigt (siehe oben). Eine Alternative wurde fiir den Zell-Zell-Kontakt-vermittelnden
Rezeptor E-Cadherin beschrieben. Durch die Presenilin-vermittelte Prozessierung
von E-Cadherin wird ein Komplex aus dessen Intrazellulirdomine und dem intra-
zellularen Interaktionspartner B-Catenin, einem Regulator des Wnt-Signalweges, ins
Zytoplasma entlassen. Von dort kann -Catenin je nach den Bediirfnissen der Zelle in
den Kern gelangen und die Expression von Zielgenen einleiten (Marambaud et al.,
2002). Einzig fiir DCC (Deleted In Colorectal Cancer) wurde ein negativer Effekt der
v-Sekretase-Prozessierung auf die Signaliibertragung postuliert. Die Proteolyse des C-

terminalen Fragmentes von DCC vermindert demnach nachgeschaltete Signalkas-
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kaden, wie den cAMP/PKA (Cyclic AMP/Protein Kinase A)-Signalweg, einer essen-
tiellen Komponente der synaptischen Transmission (Parent et al., 2005).

APP (Haass, 2004) und die SorLA-Verwandten LRP1 (May et al., 2002) und Sortilin
(Nyborg et al., 2006) unterliegen ebenfalls einer sequentiellen und regulierten
Proteolyse, eine genaue Funktion von ihren Intrazellulirdomidnen wurde jedoch
bisher nicht iiberzeugend beschrieben. Fiir einen Komplex der Intrazellulirdoméane
von APP (AICD) mit Fe6s5 und Tip60, einer Histon-Acetyltransferase, konnte zwar
eine Aktivierung von NF-kB (Nuclear Factor-kB)-regulierten Genen gezeigt werden,
der Mechanismus dieser Transaktivierung bleibt jedoch umstritten (Kimberly et al.,

2001; Cao and Sudhof, 2001; Cao and Sudhof, 2004; Landman and Kim, 2004).

Einige Wissenschaftler gehen aufgrund der Vielzahl an verschiedenen Substraten der
v-Sekretase davon aus, dass diese einen generellen Mechanismus zum Abbau von
Typ-I-Transmembranproteinen bzw. der nach der Abspaltung der Ektodomine
verbliebenen C-terminalen Fragmente aus der Membran vermittelt (Landman and
Kim, 2004; Wolfe and Kopan, 2004). Manche Ektodoméanen zeigen Funktionen als
kompetitive Inhibitoren der Ligandenbindung, so z. B. die von CD44 (Nagano and
Saya, 2004). Von der Ektodomine des SorLA-Orthologs HAB (Head-activator
Binding Protein) wird angenommen, dass sie die lokale Wirkung der Liganden
beeinflusst (Hampe et al., 1999). Auch die Ektodoméine von SorLA selbst wurde als
Stimulator der Migration von glatten Muskelzellen in der Gegenwart von PDGF-BB
beschrieben (Zhu et al., 2004).

Es konnte demnach sein, dass nach der Abspaltung der Ektodoméne die Prozes-
sierung von SorLA durch die y-Sekretase einzig der Entfernung des C-terminalen
Fragmentes aus der Membran dient. Erste Hinweise auf eine mogliche Beteiligung
von SorLAs Intrazellulirdomidne an Genregulationsprozessen lagen jedoch aus
Transaktivierungsexperimenten vor, in denen die an eine Gal4-DNA-Bindedomine
fusionierte SorICD eine - wenn auch nur geringe - Aktivierung eines Luziferase-
Reportergens auslost (Bohm et al., 2006).

Teilweise sind zytoplasmatische Interaktionspartner fiir eine Stabilisierung der
Intrazellulirdomanen und/oder eine Transkriptionsaktivierung durch diese wichtig,

wie oben fiir APP beschrieben. Ein weiteres Beispiel stellt die Intrazellulirdoméne
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von ErbB4, einem Mitglied der Familie der epidermalen Wachstumsfaktor-
Rezeptoren, dar. Erst nach Bindung an YAP (Yes Associated Protein), einem Ko-
Transaktivator fiir viele Transkriptionsfaktoren, kann die Intrazellulirdomine von
ErbB4 eine starke Transkription von Reportergenen vermitteln (Komuro et al., 2003;
Landman and Kim, 2004). Ob es Proteine gibt, die mit der ICD von SorLA inter-
agieren und diese stabilisieren, ist bisher nicht bekannt. In der Arbeitsgruppe wurden
iiber ein Hefe-2-Hybridsystem zwei mogliche Kandidaten identifiziert: THG-1a
(Transforming Growth Factor (-stimulated Clone-22 Homologue-1a) und ART-27
(Androgen-receptor Trapped Clone-27) (Munck, 2004). THG-1a ist eine gehirn-
spezifische Spleifvariante von THG-1, einem Transkriptionsfaktor mit repressor-
ischen Eigenschaften (Kester et al.,, 1999), bei ART-27 handelt es sich um einen
Aktivator der Androgen-Rezeptor-vermittelten Transkription (Markus et al., 2002).
Die Ko-Expression dieser potentiellen Interaktionspartner im oben genannten
Transaktivierungsexperiment fiihrte zu keiner Erhohung der Reportergenexpression
(Bohm, 2005).

Da in diesem Transaktivierungsexperiment das Zielgen auf einem Plasmid lokalisiert
ist, kann aufgrund einer leichten Erhohung der Expression durch SorICD noch keine
Aussage liber eine mogliche Kernlokalisation des SorICDs gemacht werden. Daher
war es Teil dieser Arbeit, herauszufinden, ob SorICD in den Nukleus gelangen kann.
Durch bioinformatische Sequenzanalysen konnte ein potentielles Kernlokalisierungs-
signal im zytoplasmatischen Schwanz von SorLA identifiziert werden. Wie schon die
Schwierigkeiten beim Nachweis von SorICD im immunologischen Proteinnachweis
vermuten lieBen (Abb. 3.8), war es nicht mdéglich, in der Immunfluoreszenz freies
SorICD von Volllange-SorLA (bzw. den C-terminalen Fragmenten) zu unterscheiden.
In den Kernregionen der Zellen konnte kein spezifisches Signal beobachtet werden,
das auf freies SorICD zuriickzufiihren wire (Abb. 3.11). Eine Uberexpression von
einem kiinstlichen SorICD direkt im Zytoplasma von BON-Zellen lieferte ebenfalls
keine eindeutigen Ergebnisse (Abb. 3.12). Mogliche Interaktionspartner, die die
Intrazellulirdomane stabilisieren und beim Transport in den Kern begleiten konnten,
sollten in den endogen SorLA-exprimierenden BON-Zellen vorhanden sein. Vermut-
lich wird auch dieses kiinstliche Fragment in den meisten Zellen sehr schnell

degradiert.
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Durch Fusion an den C-Terminus von EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein)
konnte SorICD erfolgreich stabilisiert werden. Nachdem die Integritit der Fusions-
proteine in einem eigens entwickelten Experiment anhand der direkten EGFP-
Fluoreszenz in einem SDS-Gel bestitigt werden konnte, wurde in konfokalen Auf-
nahmen das Verhiltnis der EGFP-Fluoreszenz im Kern zu der im Zytoplasma
bestimmt (Abb. 3.13). Nur die Fusionsproteine mit SorICD mit intaktem potentiellem
Kernlokalisierungssignal zeigten in COS7-Zellen eine signifikant stirkere Kern-
fluoreszenz als die Kontrolle EGFP. Die Verwendung von dimerem EGFP als
Fusionspartner fiihrte zum gleichen Ergebnis. Das Verhiltnis aus Kern- zu Plasma-
fluoreszenz ist dabei nicht in allen Zellen gleich, vielmehr zeigen einzelne Zellen eine
starkere Erhohung der Kernfluoreszenz. Auch in den mit freiem SorICD trans-
fizierten BON-Zellen konnten vereinzelt Zellen mit stirkerem SorL.A-Signal identifi-
ziert werden (Abb.3.12), was durch eine mogliche Zellzyklus-Phasen-spezifische
Funktion der SorICD bzw. Expression von stabilisierenden Interaktionspartnern
erklarbar ware. Der Grad an kernlokalisiertem SorICD ist zwar nicht sehr hoch, aber
signifikant. Allerdings sollten auch bereits wenige Molekiile eines Proteins im Kern

ausreichend sein, damit dieses eine Genexpression einleiten kann.

4.3.4 Tetrameres EGFP ist starker im Zytoplasma als im Kern lokalisiert

Monomeres EGFP zeigt vermutlich aufgrund seiner GroBe die Tendenz, im Kern zu
akkumulieren (z.B. Sheng et al., 2004). Diese Tatsache erschwert genaue Aussagen in
Untersuchungen zur Kernlokalisation von Proteinen mit weniger stark ausgepragter
Kernlokalisation. Um die EGFP-Kernlokalsiation aufgrund von Diffusion zu vermin-
dern, wurde in dieser Arbeit ein fiir dimeres EGFP kodierendes Konstrukt entworfen.
In COS7-Zellen iiberexprimiertes dimeres EGFP wurde jedoch nicht — wie aufgrund
der Uberschreitung des Diffusionslimits von etwa 50 kD (Macara, 2001) erwartet —
aus dem Kern ausgeschlossen. Um die Tendenz von EGFP, sich im Kern anzu-
reichern, zu untersuchen, wurden in anschlieBenden Versuchen COS7- und vier
weitere oft fiir Kernlokalisations-Experimente verwendete Zelllinien mit multi-
merem EGFP transfiziert. Erst Fusionsproteine aus mindestens 4 EGFP-Monomeren

zeigten demnach weniger Fluoreszenz im Kern als im Zytoplasma (Abb. 3.14). Das
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geringste Kern-/Plasma-Verhaltnis der verwendeten Multimere zeigte das Hexamer.
Allerdings wurde dieses nur schlecht exprimiert und konnte in manchen Zelllinien
gar nicht nachgewiesen werden. Anhand der Daten aus dieser Arbeit kann erstmals
tetrameres EGFP anstelle von mono- oder dimerem EGFP als Fusionspartner fiir

subzellulire Lokalisationsstudien empfohlen werden.

In der Kristallstruktur von GFP wurden Ausmafle von etwa 3 x 4 nm bestimmt (Yang
et al., 1996) und Proteine mit einem Durchmesser von < 5 nm sollen die Kernporen
passiv passieren konnten (Feldherr and Akin, 1997). Durch die Annahme, dass die
Anordnung der EGFP-Einheiten im Fusionsprotein an ,Perlen an einer Schnur®
erinnert, lieBe sich erklaren, dass sich auch die Multimere im Kern anreichern. Die
Einheiten des Multimers wiirden somit nacheinander durch die Kernporen diffun-
dieren. Je mehr EGFP-Einheiten das Fusionsprotein besitzt, desto mehr Zeit wiirde
ein Kerneintritt in Anspruch nehmen und desto stirker konnten intramolekulare
Wechselwirkungen diesen Eintritt erschweren. Alternativ konnten die EGFP-Multi-
mere auch nach der postmitotischen Wiederherstellung der Kernmembran im Kern
festgehalten werden. Dies wiirde jedoch nicht die Anreicherung von mono- und

dimerem EGFP im Kern erklaren.

Zukiinftige Studien mit Fusionsproteinen aus tetramerem EGFP und SorICD mit
intaktem bzw. mutiertem Kernlokalisationssignal konnten die beobachtete Kern-
lokalisierung von SorICD verifizieren. Natiirlich wire eine Beschreibung von physio-
logischen Zielgenen, die SorLA-vermittelt reguliert werden, der beste Beweis fiir eine

Kernlokalisation und fiir eine Signaliibertragung durch SorLA.

4.3.4 Ein freier N-Terminus von SorICD kodonnte dessen schnelle

Degradation vermitteln

SorICD mit einem EGFP-geschiitzten N-Terminus ist stabil, ein Fusionsprodukt mit
C-terminalem EGFP konnte nicht nachgewiesen werden und wird vermutlich sehr
schnell degradiert (Abb. 3.15). Die Freisetzung des SorICD-EGFP-Fusionsproteins

mit einem natiirlichen SorICD-N-Terminus sollte dabei aus dem kiinstlichen y-Se-
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kretase-Substrat CTF*-EGFP erfolgen. Vermutlich aufgrund der schwachen Expres-
sion des CTF*-EGFP und der Prozessierung nur eines Teils der Proteine konnte
freigesetztes SorICD-EGFP nicht direkt nachgewiesen werden.

Kanning et al., (2003) haben Volllinge-p75NTR mit C-terminalem GFP genutzt, um
die Kernlokalisation der p75NTR-Intrazellulirdomine nachzuweisen. Sie sehen nur
eine schwache Fluoreszenz im Kern, konnten aber auch durch subzelluldare
Fraktionierungen die Intrazellulirdoméane per Immundetektion im Kern nachweisen.
Die Entwicklung einer solchen Methode unter Verwendung von groBen Mengen
Zellmaterial und Inhibitoren des Abbaus der SorICD (z.B. Insulin) im Ansatz konnte
in zukiinftigen Versuchen zur Beantwortung der Frage nach der Kernlokalisation von
SorICD beitragen.

In einem interessanten Ansatz zur Klarung der Lokalisation der y-Sekretase-Aktivitat
bei der Prozessierung von APP haben Kaether et al. (2006) ein Fusionsprotein aus
dem C-terminalen Fragment von APP mit C-terminalem EGFP (APP-CTF-EGFP)
verwendet. Durch Blockierung des intrazelluliren Proteintransportes konnten sie
zeigen, dass die Prozessierung von APP-CTF-EGFP an der Plasmamembran und/oder
in friithen Endosomen stattfindet. Bei ungehinderter y-Sekretase-Aktivitat konnten sie
ebenfalls nur geringe Mengen der freigesetzten Intrazellulirdoméane im Kern finden.
Eine Optimierung der Expression des in dieser Arbeit verwendeten SorLA-CTF*-
EGFP konnte eine solche Bestimmung der subzelluliren Lokalisation der Prozes-
sierung von SorL.A ebenfalls moglich machen.

Da sowohl durch den y-Sekretaseschnitt freigesetztes als auch iiberexprimiertes,
kiinstliches SorICD und SorICD mit C-terminalem EGFP weder per immunolo-
gischem Proteinnachweis noch in der Immunfluoreszenz direkt nachweisbar waren,
SorICD mit einem EGFP-geschiitzten N-Terminus jedoch stabil zu sein scheint, kann
von einem Signal fiir eine schnelle Proteindegradation im freien N-Terminus der
SorCID ausgegangen werden. Es bedarf weiterer Versuche, diese Aussage zu

bestatigen.
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4.3.5 SorICD wird durch das Insulin-degradierende Enzym abgebaut

Ein biologisch aktives Protein wird in der Regel sehr schnell abgebaut, was der
Regulierung des Signals dient, das ausgelost wird. Eine konstitutive Signaliiber-
tragung muss von der Zelle verhindert werden.

Auch die durch eine Presenilin-abhingige Regulierte Intramembranproteolyse freige-
setzten Intrazellulirdomanen von anderen Typ-I-Transmembranproteinen werden
sehr schnell abgebaut und sind meist nicht ohne spezielle Anreicherungsmethoden zu
identifizieren, was auch fiir SorICD gilt (Abb. 3.8-3.10). Das zelluldre System, das
diesen Abbau iibernimmt, ist nicht fiir alle y-Sekretase-Substrate gleich: Die
Intrazellulairdomanen von Notch (Oberg et al., 2001; Gupta-Rossi et al., 2001) und
p75NTR (Kanning et al., 2003; Jung et al., 2003) und - indirekt nachgewiesen - auch
von LRP1 (May et al., 2002) werden durch das Proteasom abgebaut. SorICD wird wie
AICD (Edbauer et al., 2002; Farris et al., 2003) durch das Insulin-degradierende
Enzym (IDE) abgebaut (Abb. 3.17-3.19). IDE, auch Insulysin genannt, dessen
kristalline Struktur erst kiirzlich aufgeklart wurde, ist eine hochkonservierte Zink-
Metalloprotease, deren Substrate diverse Sequenz- und Strukturmerkmale zeigen
und durch IDE mehrfach geschnitten werden (Shen et al., 2006). Insulin wird in
vitro und in vivo durch IDE abgebaut und IDE-defiziente Mause zeigen eine
Hyperinsulinamie und Glukose-Intoleranz, beides klassische Merkmale des Typ-II-
Diabetes (Farris et al., 2003). Als weiteres Substrat fiir das IDE wurde das AB-Peptid
identifiziert, wodurch IDE auch einen Einfluss auf die Entstehung der Alzheimer
Krankheit haben konnte, da ein verminderter Abbau genau wie eine verstarkte
Produktion der AB-Peptide eine AB-Akkumulation begiinstigt (Sun and Alkon, 2006;
Farris et al., 2004). Subzellulir wurde IDE in Endo- und Peroxisomen sowie im
Zytoplasma und membrangebunden an der Zelloberflache gefunden, ebenso existiert
eine sekretierte Form (Seta and Roth, 1997; Farris et al., 2003). Der Abbau von
SorICD wird hauptsachlich durch eine zytoplasmatische Aktivitat katalysiert, da
SorICD in zytoplasmafreien in vitro-Generationsansiatzen angereichert werden kann
(Abb. 3.10) und erst durch Zugabe von NT2- oder BON-Plasma abgebaut wird (Abb.
3.16). Ob NT2- und BON-Zellen IDE enthalten, konnte allerdings noch nicht gepriift

werden, der Abbau von SorICD wird allerdings durch gleichzeitige Inkubation mit
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dem kompetitiven Inhibitor Insulin unterdriickt (nicht gezeigt). Weiterhin wurde
IDE in humanen Neuronen nachgewiesen (Bernstein et al., 1999) und kommt daher
vermutlich auch in Zellkulturlinien neuronalen Ursprungs vor. Untersuchungen mit
Zytoplasma aus Zellen, die IDE in Wildtyp- oder dominant-negativer (IDEE1:Q) Form
iiberexprimieren bzw. endogen IDE enthalten, zeigten, dass SorICD &dhnlich wie
AICD durch IDE abgebaut werden kann (Abb. 3.17 — 3.18). Die Verwendung von
verschiedenen Inhibitoren bestitigte dies (Abb. 3.19). Der negative Effekt der E111Q-
Mutation auf den Abbau von SorICD ist allerdings schwicher als erwartet, die
abbauende Aktivitat wird nicht vollstindig aufgehoben. Wire eine andere Aktivitat
zusatzlich zu IDE am Abbau von SorICD beteiligt, so miisste diese jedoch auch im
Plasma der Zellen ohne iiberexprimiertes IDE vorhanden sein, welches jedoch wenig
Einfluss auf den Abbau von SorICD hat (Abb. 3.18). Es soll hier nochmals darauf
hingewiesen werden, dass das Gen fiir das liberexprimierte IDE aus der Ratte stammt
und moglicherweise leichte Differenzen in der Substraterkennung und/oder —Proteo-
lyse von humanem IDE zeigen konnte. Eine Bestatigung, dass SorICD nicht durch
das Proteasom abgebaut wird, lieferten kiirzlich Hermey et al. (2006). Sie stellten
keine Stabilisierung von SorICD durch die Proteasominhibitoren Epoxomicin und

Lactacystin im Gesamtzelllysat fest.

Die Uberexpression von SorLA-Vollliinge in den Zellen mit dominant negativem IDE
half - vermutlich aufgrund von dessen Restaktivitat - nicht, endogenes SorICD in der
Immunfluoreszenz nachzuweisen (Abb. 3.20), obwohl die Prozessierung durch die y-
Sekretase in diesen Zellen nicht beeintrachtigt war (Abb. 3.20 und 3.21). Wenngleich
auch die Expressionsraten eines Proteins in unterschiedlichen iiberexprimierenden
Zellen nicht vergleichbar sind, konnte eine hohere Expression von SorLA in Zellen
mit dominant-negativem IDE beobachtet werden (Abb. 3.20 und 3.21). Ob die
Ursache dafiir nur in einer unterschiedlichen Transfektionseffizienz liegt oder aber
aufgrund von zelluliren Reaktionen auf den — wenn auch nur leicht — veranderten
Gehalt an SorCID zuriickgefiihrt werden kann, bleibt offen. Diese Theorie wire
jedoch iibereinstimmend mit der Erhohung der SorLA-Expression nach Kopfakti-
vator-Stimulation (Hampe et al., 2000), vorausgesetzt man nimmt an, dass KA die

Prozessierung zu SorICD einleitet. Ein &dhnliches Riickkopplungssystem wurde
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beispielsweise fiir CD44 beobachtet, einem Protein, das einen Kontakt zwischen
intrazellularem Aktinskelett und extrazellularer Matrix herstellt. Die Abspaltung der
Ektodomane ist entscheidend bei der Regulation der Interaktion von CD44 mit der
extrazelluliren Matrix wiahrend der Migration von Zellen. Die darauf folgende y-
Sekretase-vermittelte Freisetzung der Intrazellulirdomine befihigt diese, in den
Zellkern zu wandern und die Genexpression u.a. seines eigenen Gens zu aktivieren,
damit der Verlust von CD44-Rezeptoren durch die Prozessierung kompensiert

werden kann (Nagano and Saya, 2004).

4.4 Modell der regulierten Intramembranproteolyse von
SorLA

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass in dieser Arbeit ein weiterer Teil
der Signaliibertragung durch regulierte Intramembranproteolyse von SorLA aufge-
klart wurde. Abbildung 1.4 der Einleitung wurde anhand der Ergebnisse dieser Arbeit
aktualisiert (Abb. 4.2).

Wie schon in der Einleitung beschrieben, kann erst nach der Entfernung des
Propeptides durch Furin (1) der Ligand Kopfaktivator an SorL.A binden (2), wodurch
die a-Sekretase TACE die Ektodomaiane (sSorLA) in den Zelliiberstand entlasst (3).
Diese Prozessierung kann durch Phorbolester verstiarkt werden und geschieht zum
Teil auch konstitutiv. Weiterhin ist dieses sogenannte ,Ektodomanen-Shedding“
zelltypabhangig, so zeigen z.B. BON-Zellen mehr konstitutive Ektodomianenab-
spaltung als NT2-Zellen (Hampe et al., 2000). Ob nach der Bindung von
Kopfaktivator SorLAs Intrazellulirdomine oder Adapterproteine phosphoryliert
werden, konnte in dieser Arbeit nicht bestimmt werden (8). Nach der Entfernung der
Ektodomaine stellt der membranstindige Rest ein Substrat fiir die y-Sekretase dar
(4), deren Aktivitat die Intrazellulairdoméane von SorLA ins Zytoplasma freisetzt (5).
Dies konnte mit einem kiinstlichen C-Terminalen Fragment von SorLLA nachgewiesen
werden und bestatigt die Ergebnisse von Bohm et al. (2006). Dass nicht nur dieses
kiinstliche CTF* ein Substrat der y-Sekretase ist, sondern SorICD auch nach der

Prozessierung der physiologischen Volllange-Form von SorLA freigesetzt wird, wurde
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in dieser Arbeit gezeigt. Der grofBite Teil der freigesetzten SorICD wird schnell durch

die zytoplasmatische Aktivitat des Insulin-degradierenden Enzyms abgebaut (6) und

nur ein kleiner Teil kann in den Zellkern gelangen (7). Ob dort eine Genregulation

eingeleitet wird, ist nicht bekannt. Der sehr rasche Abbau der SorICD spricht fiir eine

Signalaktivitat, denn ein nicht-aktives Fragment konnte, auch ohne zellulare Schaden

auszulosen, langsamer degradiert werden. Es konnte in dieser Arbeit kein Hinweis

auf eine mogliche Einleitung der Mitose gefunden werden (9). Es ist nicht bekannt,



Diskussion 106

ob Adapterproteine die Intrazellulirdoméane stabilisieren oder ob diese am Transport

von SorICD in den Kern und/oder einer moglichen Genregulation beteiligt sind (10).

Mehrere Hinweise sprechen dafiir, dass die Signaltransduktion durch SorLA noch
komplizierter und eventuell Zelltyp- oder sogar Zellphasen-spezifisch reguliert ist:
Die Kernlokalisierung von EGFP-markiertem SorICD ist in einigen Zellen besonders
stark (Abb. 3.13 D) und in BON-Zellen konnte nur in wenigen Zellen nach
Kotransfektion mit freiem SorICD und EGFP ein starkeres SorL.A-Signal als in den
Kontrollzellen beobachtet werden (Abb. 3.12). Unterschiedliche Zelllinien zeigen
unterschiedlich starkes konstitutives ,,Ektodoménenshedding” (Hampe et al., 2000),
sodass die Zellen zwischen konstitutiver und Liganden-induzierter Prozessierung
unterscheiden miissen. Weiterhin gibt es Liganden wie ApoE-reiche Lipoproteine
und RAP, die internalisiert werden (Taira et al., 2001). Die Zellen miissen also
unterscheiden konnen, ob ein Ligand die Internalisierung oder die Ektodoméanenab-
spaltung einleitet. Besonders interessant ist in diesem Zusammenhang, dass PDGF in
SorLA-iiberexprimierenden CHO-Ki1-Zellen sowohl durch SorLA internalisiert
werden kann (Gliemann et al., 2004), als auch eine Abspaltung der Ektodoméne
einleitet (Hermey et al., 2006). Wie genau die Regulation ablauft, kann nur spekuliert
werden. Eine Moglichkeit wire eine Regulation der o-Sekretase selbst (Mezyk et al.,
2003), eine andere, dass die Ektodomaine erst innerhalb des endozytotischen Weges
abgespalten und anschlieBend wieder an die Plasmamembran gebracht wird.
Letzteres ist allerdings unwahrscheinlich, wenn man beriicksichtigt, dass in Endo-
zytose-defizienten Zellen die a-Sekretase-Prozessierung von APP nicht vermindert
wird (Carey et al., 2005). Dennoch kann davon ausgegangen werden, dass aufgrund
der konstitutiven Ektodoménenabspaltung und der schnellen Degradation erst

groBere Mengen freigesetzter SorICD zu einer Signaliibertragung fiihren.
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4.5 Zusammenhang zwischen SorLA und der Alzheimer
Krankheit

Wie bereits in der Einleitung erklart, konnte ein Zusammenhang zwischen SorLA,
das allerdings nicht als genetischer Risikofaktor beschrieben wurde, und der
Alzheimer Krankheit gezeigt werden (Abb. 1.3). SorLA bindet als einziges Mitglied
der Rezeptorfamilie mit Vpsi0-Doméane das Amyloide Vorlauferprotein APP und
vermindert dessen Prozessierung zu den AB-Peptiden AR, und AB,4. (Andersen et al.,
2005; Andersen et al., 2006; Offe et al., 2006). Fiir LRP1, das die Bildung von A
durch verstarkte Endozytose von APP begiinstigt (Cam and Bu, 2006), wurde bisher
nur eine indirekte Interaktion mit neuronalem APPey; iliber Fe65 beschrieben
(Trommsdorff et al., 1998). Weiterhin ist die SorLA-Expression in von der Krankheit
betroffenen Gehirn-Regionen von Patienten, die an der spat-einsetzenden Form der
Alzheimer Krankheit litten, vermindert (Offe et al., 2006; Dodson et al., 2006) und
SorLA-defiziente Mause zeigen erhohte Mengen AB (Andersen et al., 2005). SorLA
wird durch die gleichen Sekretasen prozessiert wie APP und beide Intrazellular-
doméanen sind die bisher einzigen, fiir die eine Proteolyse durch das Insulin-
degradierende Enzym und nicht durch das Proteasom beschrieben wurde (diese
Arbeit und Edbauer et al., 2002).

Nun stellt sich die Frage, wie die Prozessierung von SorLA in einen moglichen
Zusammenhang mit der Sortierungsfunktion fiir APP gebracht werden kann. Einer-
seits kolokalisieren nur etwa 23% des zellularen SorLAs mit etwa 33% des zellularen
APPs in SorLA-transfizierten HEK293-Zellen (Offe et al., 2006), sodass die restlichen
SorLA-Molekiile eine Ligandenbinde- und Signaliibertragungsfunktion ausfiihren
konnten, womit die beiden Funktionen unabhingig voneinander wiren (Abbildung
4.3 A). Weiterhin bestiinde die Moglichkeit, dass beide Wege unabhangig vonein-
ander in verschiedenen Zelltypen stattfinden.

Andererseits konnte die Prozessierung von SorLA auch funktionell bei der
intrazellularen Sortierung von APP durch SorLA sein. Sollte SorLLA im Komplex mit
APP an die Plasmamembran gelangen, so konnte dort eine sequentielle Prozessierung
von SorLLA und/oder APP die Komplexe trennen (Abb. 4.3 B, rechts). Eine Liganden-

Bindung an SorLA, gefolgt von einer Prozessierung, wiirde damit auch indirekt die
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Prozessierung von APP beeinflussen. AuBerdem konnte beispielsweise die von
Hampe et al. (2000) gezeigte Rekrutierung von SorLA an die Plasmamembran nach
Kopfaktivator-Stimulation gleichzeitig auch mehr APP an die Zelloberflache bringen.
Dieses stiinde dann fiir eine weitere Prozessierung durch die a-Sekretase oder fiir
eine Internalisierung, moglicherweise gefolgt von einer Prozessierung durch die -Se-
kretase, zur Verfiigung (Abb. 4.3 C). Andererseits wire es jedoch auch moglich, dass
SorLA als kompetitiver Inhibitor die Prozessierung von APP vermindert oder dass ein
Heterodimer aus SorLLA und APP aus stochiometrischen Griinden vor einer Prozes-
sierung geschiitzt ist (Abb. 4.3 B, links). Da SorL.A nur eine geringe Endozytoserate
zeigt (Gliemann et al., 2004), konnte die Prozessierung auch fiir eine Entfernung von

SorLA oder dem C-terminalen Fragment von der Zelloberflache verantwortlich sein.

Es kann jedoch auch nicht ausgeschlossen werden, dass eine Freisetzung von SorICD
ein bisher nicht bestimmtes Signal in die Zelle vermittelt. Da auch fiir die Intra-
zellulirdoméane von APP eine Signalaktivitat postuliert wird (z.B. von Rotz et al.,
2004), wird SorLLA durch seine Sortierungsfunktion auch einen Einfluss auf die APP-
Signaliibertragung ausiiben. Eine Aufklarung der APP-Funktion und einer zellularen
Antwort auf eine Prozessierung von SorLA wird die Zusammenhinge besser ver-
standlich machen. Dieses Verstandnis ist eine Grundvoraussetzung fiir eine mogliche
auf SorLA basierende Behandlungsstrategie der Alzheimer Krankheit und wird daher

vermutlich in zukiinftigen Experimenten genauer geklart werden.
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Vorherige Seite:

Abb. 4.3: Mogliche Zusammenhinge zwischen der Prozessierung und der Transportfunktion von
SorLA

SorLLA unterliegt einer Liganden-induzierten regulierten Intramembran-Proteolyse an der Plasmamem-
bran. Gleichzeitig Gibernimmt es eine Sortierungsfunktion fir das Amyloide Vorlduferprotein APP (siche
auch Abb.1.3). APP muss zuerst an die Plasmamembran gelangen, wo es einerseits auf dem nicht-
amyloidogenen Weg prozessiert werden kann. Andererseits kann es internalisiert werden und in spiten
Endosomen der amyloidogenen Prozessierung unterliegen. Durch die Retardierung von APP im Golgi-
Apparat durch SorLA kann APP nicht in die spiten Endosomen gelangen. Ob diese Retardierung tiber
SorLA durch verminderten Transport an die Plasmamembran oder per Riicktransport aus frithen Endo-
somen in den Golgi-Apparat vermittelt wird, ist bisher nicht klar. In dieser Abbildung soll tiber mégliche
Zusammenhinge zwischen der Sortierungsfunktion und der Prozessierung von SorLLA und APP spekuliert
werden.

A) Die Sortierung von APP (links) und die Liganden-vermittelte Prozessierung (rechts) von SorLLA
geschehen unabhingig voneinander. B) Ein kleiner Teil der Komplexe aus SorLLA und APP gelangt
konstitutiv an die Plasmamembran. Eine Prozessierung des Komplexes kénnte aus stéchiometrischen
Grinden unterdriickt und dieser wieder in die Zelle aufgenommen werden. Von den frithen Endosomen
wirde dann ein Ricktransport in den Golgi-Apparat stattfinden (links). Andererseits konnte eine
Liganden-vermittelte Prozessierung von SorLLA die Komplexe trennen und eine Signaliibertragung durch
die Intrazellulirdomine von SorLLA in den Kern auslésen (rechts). APP wire somit frei fir eine nicht-
amyloidogene Prozessierung als auch fir eine Internalisierung. C) Die durch Liganden ausgelOste
Rekrutierung von SorLLA beférdert auch mehr komplexiertes APP an die Plasmamembran. Der Komplex
wird durch die Liganden-induzierte Prozessierung von SorLA zerstrt. Das APP kénnte internalisieren
und, wenn es in den frithen Endosomen nicht erneut durch SorLLA gebunden wird, im amyloiden Weg
prozessiert werden (links). Alternativ kénnten beide Komplexuntereinheiten abgebaut werden und jeweils
ihr Signal weiterleiten, wenn ihre Intrazellulirdominen nicht durch das Insulin-degradierende Enzym
(IDE) abgebaut werden.

PM = Plasmamembran
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden Wege der Signaltransduktion durch den humanen
Typ-I-Transmembranrezeptor SorLA untersucht. SorLA stellt aufgrund seiner Do-
manenverteilung ein Bindeglied zwischen der Familie der ,Low Density Lipoprotein
Rezeptoren“ und der Familie der Rezeptoren mit einer Vpsl0-Domane dar. Es spielt
eine Rolle beim Transport des Amyloiden Vorlauferproteins und vermindert dessen
Prozessierung zu der pathogenen Komponente der Alzheimer Krankheit, dem
Amyloid-B-Peptid (AB).

Ebenso wie das Amyloide Vorlauferprotein unterliegt SorLA einer sequentiellen
Proteolyse durch eine a- und eine y-Sekretase, wobei letztere einen Schnitt innerhalb
der Transmembrandomane katalysiert und die Intrazellulardoméane (SorICD) ins
Zytoplasma entlasst. Die in vitro-Freisetzung der SorICD durch eine Aktivitat der y-
Sekretase wurde in dieser Arbeit in speziellen Anreicherungsexperimenten nachge-
wiesen. Weiterhin wurde die Translokalisation der SorICD in den Zellkern unter-
sucht. Da die freigesetzte SorlCD, wie ebenfalls in dieser Arbeit nachgewiesen, rasch
durch das Insulin-degradierende Enzym abgebaut wird, war nur an EGFP fusionierte
SorlICD in der Immunfluoreszenz direkt nachweisbar. Es konnte gezeigt werden, dass
SorICD als EGFP-Fusionsprotein in der Lage ist, in den Zellkern zu gelangen. In
diesem Zusammenhang wurde ein System etabliert, mit dem die Fluoreszenz des
EGFP direkt in SDS-Gelen untersucht werden kann.

Die oben beschriebene sequentielle Proteolyse von SorLA kann durch die Bindung
des Neuropeptides Kopfaktivator ausgelost werden. Somit unterliegt SorLA einer
regulierten Intramembranproteolyse. Ob die Bindung von Kopfaktivator zuséatzlich
eine Phosphorylierungskaskade innerhalb von SorLA-exprimierenden Zellen auslost,
wurde mit Hilfe von zweidimensionaler Gelelektrophorese untersucht, fihrte aber zu
keinem positiven Resultat. Eine bereits postulierte mitogene Wirkung von Kopfakti-
vator auf diese Zellen konnte per Doppelbestimmung von DNA-Gehalt und mitose-
spezifisch-phoshoryliertem Histon H3 in der Durchflusszytometie und mittels eines
indirekten Proliferationsversuchs mit alamarBlue nicht bestéatigt werden.

In weiteren Versuchen wurden EGFP-Multimere, deren Molekulargewichte Gber dem
Diffusionslimit in den Kern liegen, auf ihre Eignung als Fusionspartner fur Kernloka-
lisationsstudien gepruft. Hintergrund war die Tatsache, dass monomeres EGFP auch
ohne Fusionspartner im Kern zu finden ist. Ein tetrameres EGFP zeigte dagegen eine
schwachere Kern- als Zytoplasmalokalisation und eignet sich daher besser als
monomeres EGFP flur zuktnftige Kernlokalisationsstudien.
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Proteinsequenz von humanem SorLLA im Ein-Buchstaben-Code

- Laut Genbankeintrag Q92673 -
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Plasmidkarten

Die folgenden Plasmidkarten sollen eine Ubersicht iiber die zur jeweiligen Klonierung verwen-
deten Restriktionsschnittstellen geben (unterstrichen). Schnittstellen, die durch eine Klenow-
Fragment-Auffillreaktion verloren gegangen sind sowie mutierte Stop-Codons sind durchge-
strichen. Die Anzahl der Aminosidurecodons, die die Untereinheiten verbinden, ist jeweils
angegeben. Die dargestellten Lingenverhiltnisse stimmen nicht mit den exakten auf der Zahl der
Basen beruhenden Lingenverhiltnissen tiberein.

pDEGFP
EGFP-C2 ﬁr{ EGFP-N2 | |
Nhel Xhol MCS Xbal
pDEGFP-(Mut)SorlICD
EGFP-C2 [ EGFP-C2 # Sor1CD}—
I
Nhel Xhol al Xhol BamH1
Jr-<d ginar 1o
PCTF*EGFP
* Y Seeg_
y A 4 22
4-— SorLA-CTF* EGFP-N1 -
Nhel HindHIII Xhol Xbal
pMetSorlICD
| | MV SorlICD | |
Nhel Hindlll Start BamHl1
# kodiert fiir das potentielle Kernlokalisationssignal (in pPDEGFP-MutSorICD mutiert)
* kennzeichnet die Stelle des freien N-Terminus im translatierten Protein nach Abspaltung des SP.

Dadurch soll ein Schnitt der o-Sekretase simuliert werden. Die Position wurde anhand von

Erfahrungswerten in anderen Proteinen willkurlich festgelegt.

Y kennzeichnet die Region, in der im Fusionsproteins die Prozessierung durch die y-Sekretase

stattfindet
MCS Multiple Cloning Site

Start Kozaksequenz mit Methionin- (M) und Valincodon (V)
SP  Signalpeptidsequenz zur Translokation des Proteins ins ER
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