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Einleitung

1 Einleitung

1.1  Physiologische und pathologische Bedeutung von Neprilysin

Das Typ 2 Membranprotein Neprilysin (NEP) wird an der Zelloberfliche von
verschiedenen Zelltypen exprimiert und wurde urspriinglich als Cluster of Differentiation
10 und als tumorassoziiertes Antigen common acute lymphoblastic leukemia antigen
(CD10, CALLA) beschrieben (1). Daneben wird NEP unter anderem als Marker
leukophiler Vorlduferzellen und neutrophiler Granulozyten verwendet (2, 3).

1988 durchgefiihrte cDNS Sequenzvergleiche zeigten, dass es sich bei CD10/ CALLA und
der 1980 entdeckten Neutrale Endopeptidase 24.11 (Neprilysin / Enkephalinase) um
dasselbe Protein handelt (4, 5).

Dabei kodiert die NEP ¢cDNS fiir ein 90-110 kDa grof3es Glykoprotein aus der Familie der
M13 Zink-Metalloendopeptidasen mit einer etwa 700 Aminosduren langen extrazelluldren
Domaine, die das typische HEXXH Zink Bindemotiv beinhaltet, welches fiir die Proteolyse
der NEP Substrate essenziell ist (6, 7) (Abb. 1.1). Durch Strukturanalysen der
extrazelluliren NEP Domiine konnte nachgewiesen werden, dass nur kurze Oligopeptide
unter 5 kDa in das aktive Zentrum gelangen konnen um dort endoproteolytisch gespalten zu
werden (8). Auf Grund der dariiber hinaus eher unspezifischen Peptidaseaktivitit spielt
Neprilysin eine wichtige Rolle bei der Degradation einer Vielzahl regulatorischer
Signalpeptide des Nerven-, Herz-Kreislauf- und Immunsystems (6, 7, 9).

NEP wird vor allem in den Nieren exprimiert, wo es etwa vier Prozent der
Membranproteine im Biirstensaum ausmacht und fiir den Abbau des Atrialen
Natriuretischen Peptids (ANP) verantwortlich ist (10). Neben den Nieren ist NEP in
wesentlich geringeren Mengen in zahlreichen anderen Organen und Geweben, wie z.B. in
verschiedenen Schichten der Blutgefile, der Lunge und dem Gehirn exprimiert (10-14). Im
Gehirn ist NEP unter anderem fiir die Hydrolyse der Neuropeptide Substanz P und
Enkephalinen essenziell (6, 15, 16).

In Bezug auf die intrazellulire Domédne von NEP wurden in letzter Zeit mehrere
zytosolische Proteine identifiziert, die diese Domine als plasmamembranstindigen
Interaktionspartner nutzen (17-19). Wie im spiteren Verlauf dieser Arbeit ndher erldutert,
handelt es sich dabei um zytosolische Proteine, die entweder wichtige Funktionen bei der
Signaltransduktion oder der Formation des Aktinzytoskeletts erfiillen.

Auf Grund neuerer Befunde, die auf eine bedeutende Rolle von NEP sowohl bei der

Alzheimerschen Erkrankung, als auch bei der Krebsentstehung hinweisen, riickt NEP
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zunehmend in den Fokus zahlreicher Forschungsgruppen. Dabei konzentriert sich die die
Alzheimersche Erkrankung betreffende NEP Forschung bislang vornehmlich auf die
Peptidaseaktivitit der extrazelluldren Doméne, die in der Lage ist das Alzheimer assoziierte
Amyloid B (AP) Peptid abzubauen (20-28). Im Gegensatz dazu liegt der Fokus der
Krebsforschung vor allem auf der Funktion der zytosolischen Domine, die {iiber
Interaktionspartner Einfluss auf die Zellmigration und die Akt vermittelte
Signaltransduktion nimmt (17, 19, 29-31). Neuere Untersuchungen zeigen, dass die
Inhibition Akt vermittelter Signalwege, wie zum Beispiel des Insulin Signalweges in
Verbindung mit der Alzheimerschen Erkrankung stehen (32). Somit kdnnte neben der
extrazelluliren Peptidasedomiéne auch die zytoplasmatische Domine von NEP die
Entstehung bzw. den Verlauf der Alzheimerschen Erkrankung entscheidend beeinflussen.
Im Folgenden sollen hier zunichst die molekularen Grundlagen der Alzheimerschen

Erkrankung und der mogliche Einfluss von NEP auf die Pathogenese beschrieben werden.

¥
2
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Abbildung 1.1: Schematische Darstellung von Neprilysin

Neprilysin ist ein Typ 2 Membranprotein mit einer 28 Aminoséduren langen zytoplasmatischen Domine, die
mit verschiedenen zytosolischen Proteinen interagiert (siehe Text). Auf die Transmembrandoméine (TM) folgt
die 698 Aminosduren lange extrazelluldre Peptidasedomine, mit dem aktiven Zentrum, welches die Zink
bindenden Aminosdurereste (H, H, E) und die katalytisch aktiven Asparaginsidurereste (D; D) beinhaltet. Die
extrazelluldre Doméne wird an vier verschiedenen Stellen N-glykosyliert (N) (33, 34).

1.2  Die Alzheimersche Erkrankung

Die Alzheimersche Erkrankung ist eine progressive, neurodegenerative Erkrankung die
zum Verlust kognitiver Fihigkeiten fiihrt. Dabei ist die Krankheit zu Beginn durch Ausfille
beziiglich des Erinnerungsvermogens, der Sprache und der Problemlosung charakterisiert.
Im spiteren Verlauf der Krankheit werden auch psychotische Symptome wie etwa
Halluzinationen und Wahnvorstellungen beschrieben (35). Bei etwa 3/4 der altersbedingten
Demenzen handelt es sich um die Alzheimersche Erkrankung (36).

Die demographische Entwicklung der westlichen Industrieldnder, in denen eine schwache
Geburtenrate einer steigenden Lebenserwartung gegeniibersteht, wird dazu fiihren, dass der
prozentuale Anteil der Alzheimerpatienten mittel- bis langfristig stark ansteigen wird.
Neuere Berechnungen gehen davon aus, dass bis 2050 etwas iiber ein Prozent der

Weltbevolkerung von der Alzheimerschen Krankheit betroffen sein werden (37).
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Auch wenn eine Vielzahl von molekularen Mechanismen bekannt sind, die bei der
Krankheitsentstehung beteiligt sind, ist noch unklar, welcher dieser Mechanismen der
auslosende und / oder krankheitsbestimmende ist und ob nicht eventuell noch unbekannte

Prozesse und Faktoren entscheidend sein konnten.

1.2.1 Neuropathologische Merkmale der Alzheimerschen Erkrankung

Die oben beschriebenen Symptome der Alzheimerschen Erkrankung gehen auf
Veridnderungen und funktionelle Storungen von Neuronen vor allem im Neokortex und in
der Hippokampusformation zuriick.

Neuropathologische Merkmale der Alzheimerschen Erkrankung sind vor allem die schon
1907 von Alois Alzheimer beschriebenen extrazelluldren amyloiden Ablagerungen und die
neurofibrilldren Biindel im Gehirn betroffener Patienten (38). Noch heutzutage lassen diese
beiden Merkmale post mortem erst eine abschlieBende und verlédssliche Diagnose zu (39).
Die intrazelluldren neurofibrilliren Biindel bestehen iiberwiegend aus dem
hyperphosphorylierten Tau Protein, welches unter physiologischen Bedingungen im
Zytosol mit axonalen Mikrotubuli assoziiert ist und deren Bildung und Stabilisierung dient
(40, 41). Uber die Phosphorylierung des Tau Proteins kann dessen Assoziation mit
Mikrotubuli reguliert werden (42). Wichtige Kinasen, die direkt an der Tau
Phosphorylierung beteiligt sind, sind unter anderem die zunichst als Tau Kinase 1
bezeichnete Glykogen Synthase Kinase 3 B (GSK3p), die Cyclin dependent kinase 5
(CdkS5) und die Mitogen aktivierte Proteinkinase (MAPK) (43, 44). In vitro fiihrt die
Hyperphosphorylierung des Tau Proteins zur Bildung der so genannten gepaarten helikalen
Filamente aus Tau und deren Aggregation (45). Die im Laufe der Alzheimerschen
Erkrankung verstirkte Bildung von Tau Aggregaten fiihrt letztendlich zum Absterben der
betroffenen Neurone (44, 46, 47), sodass im Folgenden die zunichst intrazellulér
gebildeten Tau Aggregate auch extrazelluldr gefunden werden (48) (Abb. 1.2). Auch wenn
Untersuchungen zeigen, dass die Aktivitit der fiir die Tau Dephosphorylierung zustindigen
Protein Phosphatase 2A im Gehirn von Alzheimerpatienten reduziert ist (43, 49, 50), ist bis
heute unklar, ob die Hyperphosphorylierung des Tau Proteins auf eine verringerte
Dephosphorylierung durch Phosphatasen, auf eine verstirkte Phosphorylierung durch
Kinasen oder auf eine Kombination beider Faktoren zuriickzufiihren ist (51).

Bei den extrazelluldr gebildeten amyloiden Plaques handelt es sich iiberwiegend um
globuldre Strukturen, die im Mittel etwa 50 um grof} sind und zumeist von aktivierten

Mikroglia, Astrozyten sowie von dystrophen Axonen und Dendriten umgeben sind (Abb.
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1.2). Je nach Struktur der Plaques unterscheidet man verschiedene Subtypen. So handelt es
sich zum Beispiel bei den so genannten diffusen Plaques um weniger kompakte Aggregate,
die auch im Gehirn von gesunden élteren Menschen gefunden werden (52).

Wesentliche Komponenten der amyloiden Plaques sind das 40 Aminosduren lange AB40
und das 42 Aminosduren lange AP42. Des Weiteren sind Proteine der extrazelluldren
Matrix und des Zytoskeletts, aber auch Lipide und das Apolipoprotein E Bestandteile der
amyloiden Plaques.

Auch wenn bisher unklar ist, wie die beiden oben genannten Merkmale der Alzheimerschen
Erkrankung miteinander in Verbindung stehen, so gibt es doch Hinweise, dass AP bzw. A}
Multimere unter anderem durch Beeinflussung verschiedener intrazelluldrer
Signalkaskaden die Aktivitdt von Tau phosphorylierenden Kinasen verdndert und somit
dessen Aggregationsverhalten in der Zelle beeinflussen konnte (53-56).

Im Gegensatz zu der Alzheimerschen Erkrankung ist die Aggregation des Tau Proteins bei
einer Reihe weitere Demenzen der initiale und ausschlaggebende Faktor. Zu dieser Gruppe

der Tauopathien gehort unter anderem die Frontotemporale Demenz (57).

1.2.2 Das Amyloid Vorliuferprotein und dessen proteolytische Prozessierung

AP entsteht durch posttranslationale Prozessierung aus dem Amyloid Vorlduferprotein
(APP). Bei APP handelt es sich um ein Typ 1 Membranprotein, das in verschiedenen
Geweben exprimiert wird. APP Homologe gibt es in allen S&dugetieren, sowie in
Caenorhabditis elegans und Drosophila melanogaster (58-62). Durch alternatives Spleillen
der APP mRNS entstehen APP Isoformen, die sich in der Grofle der extrazelluldren
Domine unterscheiden und 395-770 Aminosduren lang sind. Die im zentralen
Nervensystem am héufigsten vorkommenden Isoformen sind APP695, APP751 und
APP770 (63). APP besteht aus einer 47 Aminosauren langen C-terminalen
zytoplasmatischen Domiine, einer 24 Aminosduren langen Transmembrandoméne und einer
je nach Spleilvariante unterschiedlich langen extrazelluldren N-terminalen Doméne, die
sowohl N- als auch O- glykosyliert wird. Die extrazelluldre Doméne weist Bindestellen fiir
Heparin, Zink und Kupfer auf und ist in der Lage, mittels der so genannten E1 Doméne
Homodimere und Heterodimere mit den Proteinen APLP1 und APLP2 (Amyloid Precursor
Like Protein) zu bilden (64). Diese Homo- und Heterodimere kdnnen gegeniiberliegend auf
zwei verschiedenen Zellen gebildet werden und somit der Zell-Zell Interaktion dienen.

Daneben konnen auch auf einer Zelle befindliche APP und APLPs Dimere bilden, wobei
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hier sowohl die E1 Doménen, als auch die Transmembrandominen zur Interaktion
beitragen (64).

Miuse, die fiir eines der drei Proteine APP, APLP1 oder APLP2 defizient sind, sind
lebensfihig und zeigen nur einen sehr milden Phinotyp (65-67). Dahingegen ist die
kombinierte Defizienz fir APP/APLP2 und APLP1/APLP2 friih postnatal letal. Diese
Beobachtungen wiesen darauf hin, dass die Proteine der APP Familie zwar physiologisch
essenziell, aber auch untereinander zumindest teilweise redundant sind (66, 67).

Die AP Domine innerhalb des APP Proteins ist weder in APLP1, noch in APLP2
konserviert. Da APP jedoch funktional durch die APLP Proteine ersetzt werden kann, ist

eine physiologisch wichtige Rolle fiir Ap eher unwahrscheinlich.

Abbildung 1.2: Histopathologische Merkmale der Alzheimerschen Erkrankung
Abbildung links: Extrazelluldrer amyloider Plaque (Pfeil) im Kortex eines Alzheimer-Patienten. Abbildung
rechts: Aggregationen des hyperphosphorylierten Tau Proteins (Pfeile). Nach Kennedy ez al. 2003 (68).

Um AP aus dem Amyloid Vorlduferprotein freizusetzen, muss APP im Lumen zelluldrer
Organellen (Endoplasmatisches Retikulum [ER], Golgi-Apparat, Endosomen, Lysosomen)
bzw. an der Zelloberfldche nacheinander von zwei verschiedenen Sekretasen geschnitten
werden. Zunidchst schneidet die B-Sekretase APP vornehmlich in endosomalen und
lysosomalen Kompartimenten der Zelle vor Aspl der AP Sequenz. Dabei entsteht zum
einen ein losliches N-terminales Fragment (APPsf; s = soluble; p = durch die B-Sekretase
generiert). Zum anderen verbleibt ein 99 Aminosiure langes C-terminales Fragment (APP
CTEp; APP C-terminales Fragment) in der Membran, welches anschlie3end als Substrat
der y-Sekretase dient (Abb. 1.3).

Bei der y-Sekretase handelt es sich um einen multimeren Proteinkomplex, der APP-CTFf
an verschiedenen Stellen innerhalb der Transmembrandomine schneidet und somit
verschiedene AP Spezies aus der Membran entlédsst. Neben AB37, AB38 und AB39 werden
am weitaus hiufigsten AB40 (~90%) und AP42 (~10%) generiert und von der Membran
freigesetzt (69-71). Dabei ist wichtig zu erwihnen, dass AB42 die mit Abstand stérkste
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Tendenz zur Aggregation aufweist und somit zu der Bildung der amyloiden Plaques in
besonderem Mal3e beitrégt (72, 73).

Durch den y-Sekretase-Schnitt wird die APP intrazellulire Doméne AICD (APP
Intracellular Domain) in das Zytosol entlassen (74) (Abb. 1.3).

Alternativ zu dem hier beschriebenen amyloidogenen Prozessierungsweg kann APP auch
bei dem nicht-amyloidogenen Weg initial von der a-Sekretase geschnitten werden. Diese
schneidet APP innerhalb der AP Sequenz, was zur Sekretion eines — im Vergleich zu
APPsp —um 16 Aminoséuren verldngerten APPsa Fragments fiihrt. Das in diesem Fall in
der Membran zuriickbleibende 83 Aminoséduren lange CTFa kann in gleicher Weise, wie
CTFp von der y-Sekretase geschnitten werden. Dies fiihrt extrazelluldr zur Freisetzung
eines N-terminal verkiirzten A Homologs p3, welches im Gegensatz zu A nicht zur
Aggregation neigt. Wie bei dem amyloidogenen Weg, wird auch bei dem nicht-
amyloidogenen Weg durch den y-Sekretase-Schnitt AICD in das Zytosol entlassen.

Da bei dem nicht-amyloidogenen Weg die a-Sekretase APP innerhalb der AR Sequenz

schneidet, schlie3t dieser Weg eine AP Generierung aus.

Ap
Aggregate APPsp APPsq,
APP
p3
Lumen/
B’ a b— extrazell.
e —{ Y - Membran
[ | [ | Zytosol
I CTFp CTFq I
AICD AICD

Abbildung 1.3: Proteolytische Prozessierung von APP

APP wird im amyloidogenen Weg durch die B-Sekretase (B) geschnitten, was in der Generierung der APP
Fragmente APPsP und CTFp resultiert. Im nicht-amyloidogenen Weg wird APP durch die a-Sekretase (o)
geschnitten, was in der Generierung der APP Fragmente APPsa und CTFa resultiert. Die folgende
Prozessierung der C-terminalen Fragmente (CTFa / CTFP) durch die y-Sekretase (y) hat im nicht-
amyloidogenen Weg die Freisetzung von p3 und im amyloidogenen Weg die Freisetzung von A zur Folge.
In beiden Fillen wird AICD in das Zytosol freigesetzt. Nach Haass und Selkoe 1993 (75).
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1.2.3 Struktur und Funktion der APP prozessierenden Proteasen

1.2.3.1 Die a-Sekretase

In nicht-neuronalen Zellen wird APP vornehmlich durch die a-Sekretase geschnitten. Dies
geschieht zwischen Lys16 und Leul7 der AP Sequenz innerhalb des APP Proteins. Die o-
Sekretase ist ein Typ 1 Membranprotein und gehort zu der Gruppe der ADAM (A
Disintegrin And Metalloprotease) Zink-Metalloproteasen. Mehrere Mitglieder der ADAM
Familie besitzen a-Sekretase Aktivitit. Dazu gehoren ADAMI10, ADAMI17 (TNFa
konvertierndes Enzym) und ADAMO9. Da sowohl ADAM10, als auch ADAM17 defiziente
Maiuse embryonal letal sind, konnte bisher nicht verlisslich geklédrt werden, welches der
ADAM Proteine maflgeblich fiir die APP Prozessierung verantwortlich ist (76). Es konnte
jedoch gezeigt werden, dass die Uberexpression von ADAMI10 in Miusen zu einer
verstirkten o-Sekretase Prozessierung von APP und einer daraus resultierenden
Verringerung der AP Produktion fiihrt (77).

Des Weiteren kann die Sekretion von APPsa durch die Aktivierung der Proteinkinase C
(PKC) stimuliert werden und zu einer Verringerung der A Produktion beitragen (78).
Neben APP gibt es eine Reihe weiterer ADAM10 und ADAM17 Substrate wie z.B. TNFa
und die Notch-Rezeptoren (79), wodurch die a-Sekretase eine wichtige Rolle bei

Signaltransduktionsprozessen tibernimmt (80).

1.2.3.2 Die p-Sekretase

Die Prozessierung von APP durch die B-Sekretase bildet die Vorraussetzung, um aus APP
AP zu generieren. Die Aspartylprotease BACEI (Beta-Site APP Cleaving Enzyme) wurde
1999 als B-Sekretase identifiziert (81-83). Dabei handelt es sich um ein Typ 1
Membranprotein, bei dem der extrazelluldre Teil des Proteins die Domine mit den zwei
katalytischen Aspartatresten trigt (81, 83). BACE1 wird als Proprotein synthetisiert, dessen
Prodoméne wihrend des sekretorischen Transports durch Furin oder eine Furin-dhnliche
Protease abgeschnitten wird (84). Zudem wird BACEIl an vier verschiedenen
Asparaginresten der katalytischen Domine N-glykosyliert. Zielgerichtete Mutationen
dieser Asparaginreste haben gezeigt, dass jeder einzelne dieser Zuckerreste fiir das
Erreichen der maximalen BACE1 Aktivitdt notwendig ist (85-87).

Die nur etwa 20 Aminoséduren lange zytoplasmatische Doméne reguliert den subzelluldren
Transport von BACEI, wobei insbesondere die Phosphorylierung von Serin 498 und das

benachbarte Di-Leucin Motiv dabei eine wesentliche Rolle spielen (86-88).
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Neben APP hat BACE1 noch eine Reihe weiterer Substrate. Dabei handelt es sich sowohl
um Typ 1 Membranproteine, wie z. B. APLP1 und 2 sowie P-Selektin Glykoprotein
Ligand-1, als auch um Typ 2 Membranproteine, wie z. B. Sialyltransferase ST6Gal-I (89-
91).

Trotz der Vielzahl von Substraten scheint BACEI keine vitale Bedeutung zu haben, da
auch BACEI defiziente Méuse lebensfihig sind (92-94). Allerdings weisen BACE1 knock
out Miuse eine signifikant erhohte postnatale Letalitédt und eine geringere Korpergrofie im
Vergleich zur Kontrollgruppe auf (95). Im iibrigen zeigen neuere Studien, dass BACEI1
wahrscheinlich durch die Prozessierung von Neuregulin die axonale Myelinisierung
unterstiitzt (96, 97).

Da BACEI den ersten und geschwindigkeitsbestimmenden Schritt bei der AP Generierung
katalysiert und zudem in der adulten Maus keine essenzielle physiologische Rolle zu
spielen scheint, ist dessen spezifische Inhibition ein hochinteressanter Ansatz zur
Pravention und Behandlung der Alzheimerschen Erkrankung (98).

Als BACE1 Homolog wurde BACE?2 identifiziert, welches dieselbe Topologie aufweist
und iiberwiegend in nicht-neuronalen Geweben exprimiert wird. BACE2 schneidet im
Gegensatz zu BACE1 APP weniger effektiv an der B-Schnittstelle, sondern bevorzugt
innerhalb der AP Doméne eine a-Sekretase-nahe Schnittstelle und verhindert so die A

Produktion (99-101).

1.2.3.3 Die y-Sekretase

Die y-Sekretase ist ein multimerer transmembran-Proteinkomplex, der die intramembrandse
Proteolyse von APP-CTFa und APP-CTFJ katalysiert und dabei p3 bzw. AP freisetzt (75,
102).

Die bisher bekannten und fiir die y-Sekretasefunktion essenziellen Komponenten dieses
Proteinkomplexes sind Presenilin-1 bzw. alternativ dessen Homolog Presenilin-2 (103),
Nicastrin (104), PEN-2 (105) und APH-1 (106).

Presenilin-1 bzw. 2 sind Membranproteine mit neun Transmembrandoméinen, die die zwei
katalytisch aktiven Aspartylreste der vy-Sekretase tragen (107). Zwischen der
Transmembrandomine 6 und 7 werden Preseniline — wahrscheinlich autokatalytisch —
endoproteolytisch geschnitten, sodass ein N-terminales und ein C-terminales Fragment
entstehen, die zu einem Heterodimer assoziieren, wobei jedes der beiden

Presenilinfragmente einen der beiden katalytisch aktiven Aspartylreste tragt (108-110).
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Das Typ 1 Membranprotein Nicastrin wurde als Bestandteil des y-Sekretase-Komplexes
identifiziert, der fiir die Substraterkennung zusténdig ist. Dabei ist die Proteinsequenz des
Substrats weniger entscheidend, als das Vorhandensein einer nur wenige Aminosiduren
langen extrazellularen Doméne mit freiem N-Terminus. Dieser wird von Nicastrin erkannt
und dem aktiven Zentrum des y-Sekretase-Komplexes zugefiihrt (111, 112).

Bei PEN-2 (Presenilin Enhancer-2) und APH-1 (Anterior Pharynx Defective—1) handelt es
sich um polytopische Membranproteine. Nach bisherigen Erkenntnissen unterstiitzt PEN-2
die endoproteolytische Spaltung von Presenilin, welche essenziell fiir die y-Sekretase
Aktivitét ist, wohingegen APH-1 die y-Sekretase Assemblierung, Maturierung und den
sekretorischen Transport unterstiitzt (113-115).

Untersuchungen haben gezeigt, dass nur der teilweise oder vollstindig assemblierte y-
Sekretase-Komplex in den sekretorischen Weg eingespeist wird, wohingegen die einzelnen
v-Sekretase Komponenten im ER zuriickgehalten werden (115, 116). Bisher ist allerdings
noch nicht abschlieBend geklirt, wie der y-Sekretase-Komplex assembliert und wie die
einzelnen Komponenten miteinander interagieren.

Neuere Untersuchungen zeigen, dass die oben beschriebenen Komponenten — Presenilin,
Nicastrin, PEN-2 und APH-1 — im stochiometrischen Verhiltnis 1:1:1:1 im y-Sekretase-
Komplex vorliegen (117). Da die Molekiilmasse der isolierten y-Sekretase weit gro3er ist,
als die Summe der einzelnen Komponenten, kann davon ausgegangen werden, dass weitere
Proteine mit unbekannter Funktion an dem Komplex beteiligt sind (118).

Neben APP CTFs hat die y-Sekretase eine ganze Reihe weiterer Substrate, mit zum Teil
wichtigen physiologischen Funktionen. Alle vy-Sekretase Substrate sind Typ 1
Membranproteine mit kurzer extrazelluldrer N-terminaler Doméne. Substrate sind z. B. die
C-terminalen Fragmente von APLP1 und 2 (119), von E- und N-Cadherin (120), des LRP-
Rezeptors (121) und der Notch Rezeptoren 1-4 (122, 123).

Neben der proteolytischen Generierung signaltransduktionsrelevanter Molekiile, wie der
Notch itrazelluldren Domine (NICD) (122, 123), kann Presenilin auch durch die direkte
Interaktion mit GSK3f und -Catenin Einfluss auf den wnt Signalweg nehmen (124, 125).
Zudem leistet die y-Sekretase einen wichtigen Beitrag zur Cholesterinhomoostase, da
Presenilin-1 defiziente Zellen eine Reduktion in der Endozytose des LDL-Rezeptors und
veridnderte Cholesterolmetabolitkonzentrationen aufweisen (126). Des Weiteren kann
Presenilin unabhiingig von der proteolytischen Aktivitiit der y-Sekretase als Ca®* Kanal in
der ER Membran fungieren und iiber diese Funktion moglicherweise auch Einfluss auf

apoptotische Prozesse in der Zelle nehmen (127, 128).
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1.2.4 Genetische Grundlagen der Alzheimerschen Erkrankung

Uber 90% der Alzheimerschen Erkrankungen beruhen auf der sporadischen Genese, die
sich zumeist erst nach Erreichen des 65. Lebensjahres manifestiert. Neben dem Alter, das
bei der Entstehung der Krankheit den entscheidenden Risikofaktor darstellt, hat auch der
Lebenswandel einen Einfluss auf Entstehung und Progression. In dem Zusammenhang
scheinen sich vor allem eine ausgewogene Erndhrung und geistige Betitigung positiv
auszuwirken (129).

Uber die genetischen Hintergriinde der sporadischen Alzheimerschen Erkrankung ist
bislang wenig bekannt. Statistisch gesehen fiihrt das Vorhandensein des €4 Allels des
Apolipoprotein E Gens zu einem erhohten Risiko nach dem 65. Lebensjahr zu erkranken
(130-132). Das Apolipoprotein E ist im Gehirn der wichtigste Transporter von Cholesterin
und wird dort vornehmlich durch Astrozyten und Mikroglia sezerniert und von Neuronen
iiber Rezeptor vermittelte Endozytose aufgenommen (133). Auf Grund welcher
Mechanismen die €4 Isoform des Apolipoprotein E zu einem erhohten Erkrankungsrisiko
fiihrt, ist nicht eindeutig gekldrt. Allerdings deuten Untersuchungen sowohl auf eine
Forderung der Aggregation von AP, als auch auf eine verringerte Drainage von A aus dem

Gehirn hin (132).

Bei etwa 5-10% der Alzheimerschen Erkrankungen handelt es sich um familidre,
vererbbare Formen, bei denen bestimmte genetische Ursachen mit hoher
Wabhrscheinlichkeit zu einer frithzeitigen und schnell fortschreitenden Erkrankung vor dem
65. Lebensjahr fithren (134). Alle bisher bekannten Mutationen, die zu familidren Formen
der Alzheimerschen Erkrankung fiihren, liegen innerhalb der DNS Sequenzen, die fiir APP,
Presenilin-1 oder Presenilin-2 kodieren und haben meist entweder eine verstirkte Sekretion
aller AP Peptide oder eine Erhohung des AB42/AB40 Verhiltnisses zur Folge (134-138).
Daneben fiihren einige Mutationen in der AP Doméine von APP zu veridndertem
Aggregationsverhalten und / oder Abbau von A (139). Vor allem Untersuchungen der
genetischen und molekularbiologischen Grundlagen dieser familidren Formen haben zum
Verstindnis der Alzheimerschen Erkrankung beigetragen und unterstiitzen die Annahme,
dass das AP Peptid die entscheidende und initiale Rolle bei der Entstehung der
Alzheimerschen Erkrankung spielt. Dariiber hinaus sind bisher auch keine Tau Mutationen

bekannt, die zu familidren Formen der Alzheimerschen Erkrankung fiihren.
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1.2.5 Beseitigung von A aus dem Gehirn

Im Gegensatz zu den oben beschriebenen familiiren Formen der Alzheimerschen
Erkrankung, bei denen sehr wahrscheinlich eine verstérkte oder verdanderte Produktion von
AP zur Pathogenese beitragen, ist dies bei den sporadischen Formen bisher noch vollig
unklar. Griinde fiir die sporadische Genese konnten eine erhohte bzw. veridnderte Af
Produktion oder ein verringerter bzw. veridnderter Abbau des AP Peptides sein.
Untersuchungen deuten darauf hin, dass eine Kombination aus erhohter Produktion und
verringertem Abbau des AP Proteins zur Entstehung der Krankheit fiihrt. So konnte zum
Beispiel gezeigt werden, dass mit steigendem Alter die BACE1 Aktivitit, die den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der AB Produktion darstellt, zunimmt (140-142),
wohingegen die Menge bzw. die Aktivitit einer ganzen Reihe von AP degradierenden

Peptidasen im Gehirn mit dem Alter abnimmt (24) (siehe unten).

Prinzipiell kann AP auf verschiedenen Wegen aus dem Gehirn entfernt werden. Eine
Moglichkeit ist das Ausschleusen von A iiber die Blut-Hirn-Schranke. Dabei kann AP z.B.
an Apolipoprotein E, LRP-1 (Low-Density Lipoprotein Receptor-Related Protein-1) oder
RAGE (Receptor for Advanced Glycation Endproducts) binden und iiber Rezeptor
vermittelten Transport durch die GefiBwénde in den Blutkreislauf gebracht werden (143-
146). Zudem kann AP mit Hilfe des P-Glykoprotein (ABCBI1) aktiv iiber die
Plasmamembran aus dem Gehirn geschleust werden (147, 148).

Des Weiteren sind cerebrale Mikroglia in der Lage A} Aggregate aufzunehmen und diese
in spiten Endosomen und Lysosomen durch saure Hydrolasen abzubauen. Allerdings
wurde gezeigt, dass AB42 Aggregate, die von kultivierten Mikroglia aufgenommen wurden,
in den Lysosomen nur sehr langsam abgebaut werden und eventuell zu intrazellulidren
Aggregaten fithren konnen (149).

Neben den oben beschriebenen Wegen, A Monomere oder aggregiertes AP aus dem
Gehirn zu schleusen, kann AP auch im Gehirn von verschiedenen Proteasen enzymatisch
abgebaut und somit unschidlich gemacht werden (27).

Durch Inhibition der AR Produktion im Gehirn von drei Monate alten APP transgenen
Miusen konnte gezeigt werden, dass AP in der interstitiellen Fliissigkeit des Gehirns eine
Halbwertszeit von etwa zwei Stunden hat und durch extrazelluldre Proteolyse und

Endozytose entfernt wird (150, 151).
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Der proteolytische Abbau von AP kann durch verschiedene Proteasen bzw. Peptidasen
geschehen, die im Gehirn exprimiert werden und neben ihren physiologischen Substraten
auch A hydrolysieren konnen.

Zwar wird auch iiber das Auftreten von zytosolischem AP berichtet, doch ist der
tiberwiegende Teil des sezernierten AP extrazelluldr / luminal zu finden (56, 152, 153).
Somit ist eine wichtige Vorraussetzung fiir die proteolytische Spaltung von A, dass die
abbauenden Enzyme und AP in den gleichen Zellkompartimenten bzw. extrazellulér

auftreten. Dies ist bei allen im Folgenden beschriebenen Proteasen und Peptidasen der Fall.

Tabelle 1.1: AB-abbauende Zink-Metalloproteasen/peptidasen. Nach Wang et al. 2006 (24).

Protease Lokalisation Substrate neben A
Neprilysin (NEP) Zellulare Membranen u.a. Enkephaline, Substanz P,
Bombesin

Insulin degradierendes | Zytosol, zellulire Membranen, | u.a. Insulin, Glukagon, APP-
Enzym (IDE) extrazlluldrer Raum intrazelluldre Domine (AICD)
Angiotensin konvertierendes | Plasmamembran u.a. Angiotensin-1, Enkephaline,
Enzym (ACE) Bradykinin

Endothelin konvertierendes | Trans-Golgi Netzwerk, u.a. Endothelin, Substanz P,
Enzym (ECE) Zelloberfldche Bradykinin

N _D:!i?%mls !YE\%.@E&L%EWGSN& %wmm-c -
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Abbildung 1.4: Aminosauresequenz von humanem Af mit den Schnittstellen verschiedener
Proteasen/Peptidasen. Nach Wang et al. 2006 (24).

1.2.6 Funktion und Eigenschaften von Af-abbauenden Proteasen und Peptidasen
Die grofite Gruppe der AB-abbauenden Enzyme stellen die Zink-Metalloproteasen dar, die
in der Tabelle 1.1 aufgefiihrt sind. Daneben wurden fiir die Serinprotease Plasmin und die
Aspartylprotease  BACE Ap-abbauende Aktivitit nachgewiesen (24, 154). Die
Schnittstellen, an denen die im Folgenden beschriebenen Proteasen bzw. Peptidasen A3

proteolytisch spalten konnen, sind in Abbildung 1.4 dargestellt.
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1.2.6.1 Plasmin

Plasmin wird unter anderem im Gehirn exprimiert und ist fiir die Degradation
verschiedener extrazellularer Matrixkomponenten zustindig (155, 156). Es wird als
inaktives Plasminogen synthetisiert und durch den Gewebeplasminogenaktivator (tPA)
oder den Urokinaseplasminaktivator (uPA) in aktives Plasmin umgewandelt (24). tPA kann
durch AP Aggregate aktiviert werden und somit vermehrt aktives Plasmin bilden, welches
im Folgenden AP abbauen konnte (157). Ob Plasmin tatsdchlich in vivo am A3 Abbau
beteiligt ist, ist jedoch nicht vollstdndig gekldrt. So haben Untersuchungen gezeigt, dass
Plasminogen defiziente Miuse keine erhohten A} Konzentrationen aufweisen und somit
Plasmin — zumindest unter nicht-pathologischen Bedingungen — keinen Einfluss auf die A}
Menge im Gehirn hat (158). Des Weiteren konnte bisher kein enger Zusammenhang
zwischen Polymorphismen im Promotor des Plasminogen Aktivator Inhibitors-1 (PAI-1)

und dem Risiko an der Alzheimerschen Demenz zu erkranken nachgewiesen werden (159).

1.2.6.2 Af-abbauende Zink-Metalloproteasen/peptidasen

Das Typ 2 Membranprotein ECE-1 (Endothelin Converting Enzyme-1) weist grofie
Ahnlichkeit zu der einleitend beschriebenen Peptidase NEP auf und ist in Bezug auf die
Aminoséduresequenz zu 38% homolog zu NEP (24).

ECE-1 konvertiert Pro-Endothelin in das aktive Endothelin und wird im Gehirn und fast
allen anderen Geweben exprimiert (160). Von ECE-1 existieren vier verschiedene
Isoformen, die mit a-d bezeichnet werden und sich vor allem in der zytosolischen
Aminosduresequenz unterscheiden. Wihrend ECE-1 a, ¢ und d vor allem an der
Plasmamembran zu finden sind, ist ECE-1b im Golgi-Apparat lokalisiert (161, 162). Hieran
wird deutlich, dass die kurze zytosolische Domine von ECE-1 Einfluss auf die Lokalisation
bzw. den Transport innerhalb des sekretorischen Transportweges hat.

Obwohl NEP und ECE-1 sich in Struktur und Funktionsweise dhneln, ist die ECE-1
Aktivitdt im Gegensatz zu der von NEP hoch sensibel gegeniiber pH Schwankungen (163).
Dariiber hinaus wird ECE-1 erst bei etwa 1000-fach hoheren Konzentrationen des
Metalloprotease Inhibitors Phosphoramidon gehemmt und ist unempfindlich gegeniiber
dem NEP Inhibitor Thiorphan (164).

ECE-1 kann AP an drei nahe beieinander gelegenen Stellen schneiden, was zu den A}
Fragmenten 1-16, 1-17, 1-19 und 20-40 fiihrt. Die Inhibition von ECE-1 fiihrt zu einer
Verdopplung der AP Sekretion in H4 Zellen, die auf die verminderte AP Degradation durch
ECE-1 im sekretorischen Weg zuriickzufiihren ist (165).

20



Einleitung

Die Tatsache, dass Miuse, die fiir ECE-1 und das eng verwandte ECE-2 defizient sind,
signifikant erhohte AB40 und AB42 Konzentrationen aufweisen, deutet auf einen wichtigen
Beitrag der beiden Proteasen zur Degradation von AP hin (166). Die Frage, welche Rolle
ECE-1 und ECE-2 letztendlich bei der Entstehung der humanen Form der Alzheimerschen
Erkrankung spielen, ist jedoch noch offen.

Bei der Zink-Metalloprotease ACE (Angiotensin Converting Enzyme) handelt es sich um
ein Typ 1 Membranprotein mit zwei katalytischen Untereinheiten, die C- bzw. N-terminal
innerhalb der extrazelluldaren Domine liegen (167). ACE wird in fast allen Geweben
exprimiert (168), wobei es vornehmlich fiir die Konversion von Angiotensin 1 zu
Angiotensin 2 zustdndig ist und dadurch eine wichtige Rolle bei der Regulation des
Blutdrucks spielt (169).

Obwohl genetische Studien einen Zusammenhang von ACE und der Alzheimerschen
Krankheit nahelegen und ACE in vitro AR zwischen Asp7 und Ser8 schneiden kann, ist
bisher noch unklar, ob ACE auch in vivo einen Beitrag zum AP Abbau liefert, da hierzu
gegensitzliche Ergebnisse veroffentlicht wurden (170, 171).

Im Gegensatz zu NEP und dem im Folgenden beschriebenen Insulin degradierenden
Enzym (IDE), deren Aktivitdt bzw. Expression im Gehirn von Alzheimer-Patienten
erniedrigt ist, wurde eine Erhhung der ACE Proteinmenge und ACE Aktivitit im Gehirn
von Alzheimer-Patienten festgestellt, die eventuell durch die Ap Konzentration positiv
reguliert wird (172).

Obwohl es sich bei IDE um ein 16sliches, zytosolisches Protein handelt und wie oben
erwéhnt topologisch deshalb nicht mit AP in Kontakt kommen sollte, wird IDE auch tiber
bisher unbekannte Wege iiber zellulire Membranen transportiert (173). Somit wird IDE
sowohl in Peroxisomen und Mitochondrien als auch an der Plasmamembran und als
sezerniertes Protein vorgefunden, wo es in der Lage ist, unter neutralen (pH) Bedingungen
AP abzubauen (174-178).

IDE kann neben AP auch AICD abbauen und ist dariiber hinaus fiir die Hydrolyse
physiologisch wichtiger Substrate wie Insulin, Glucagon, B-Endorphin und Amylin
zustindig (179, 180). In Zellkulturmodellen konnte durch Uberexpression von IDE gezeigt
werden, dass IDE sowohl endogenes, als auch synthetisches AB40 und AB42 abbauen kann
(175, 181, 182). Ubereinstimmende Ergebnisse konnten mit transgenen Méusen erzielt
werden. Wihrend die Uberexpression von IDE in einer signifikanten AR Reduktion
resultiert, fithrt die IDE Defizienz zu erhohten AP Konzentrationen (183, 184). Zudem

wurden im Hippocampus von Alzheimer-Patienten verringerte IDE mRNS

21



Einleitung

Konzentrationen vorgefunden, was mit der Entstehung der Krankheit in Verbindung stehen
konnte (185).

Neben IDE und ECE gehort NEP nach heutigem Stand zu den wichtigsten A
degradierenden Enzymen (26).

NEP wird in Neuronen an pri- und postsynaptischen Membranen exprimiert, wo es als
bisher einzig bekanntes Ap-abbauendes Enzym neben A} Monomeren auch Di-, Tri- und
Tetramere abbaut (10, 186-190).

Bereits 1995 konnte gezeigt werden, dass NEP AP in vitro an verschiedenen Stellen N-
terminal von hydrophoben Aminoséuren hydrolysieren kann (191). Im Folgenden konnte
Iwata et al. nachweisen, dass NEP das geschwindigkeitsbestimmende Enzym beim Af
Abbau in vivo ist, da die Infusion des spezifischen NEP Inhibitors Thiorphan in den
Hippocampus von Ratten iiber einen ldngeren Zeitraum zu einer deutlichen Erhohung der
AP Konzentration fiihrte (21, 192). Mit Hilfe von radioaktiv markiertem AB42, das in den
Hippocampus von Miusen injiziert wurde, konnte gezeigt werden, dass in NEP defizienten
Maiusen der Abbau von AB42 deutlich reduziert ist. Zudem waren die endogenen AB40 und
AP42 Konzentrationen vor allem im Hippocampus, aber auch im Cortex, Thalamus und
Cerebellum von NEP defizienten Miusen signifikant erhoht (21). Dabei ist interessant, dass
dies die Hirnregionen sind, die bei der Alzheimerschen Krankheit besonders betroffen sind
(193, 194). Da sowohl die endogene, als auch die exogene A} Konzentration direkt mit der
NEP Gendosis korreliert, ist es sehr wahrscheinlich, dass auch eine geringe Reduktion der
NEP Aktivitit zu einer erhohten A Akkumulation fithren kann (21). In Ubereinstimmung
mit diesen Daten, fiihrt die Uberexpression von NEP in APP transgenen Miusen zu einer
Verlangsamung der Entstehung oder sogar zu einer Reduktion amyloider Plaques (22, 23,
183, 195). Ahnliche Ergebnisse wurden auch durch das Einschleusen von Fibroblasten, die
eine 16sliche Form von NEP sezernieren, in das Gehirn von APP transgenen Méusen erzielt
(25).

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass sowohl die NEP mRNS Menge, als auch die
NEP Expression und Aktivitét in bestimmten Hirnregionen von APP transgenen Méusen
mit dem Alter abnimmt (196-198) und dass die NEP mRNS und NEP Proteinmenge im
Gehirn von Alzheimer-Patienten im Vergleich zu Gesunden herabgesetzt ist. Diese
Reduktion wurde ausschlieBlich in Hirnregionen beobachtet, die bei der Alzheimerschen
Erkrankung besonders betroffen sind (193, 196, 199, 200). Ein weiterer Punkt, der die
Relevanz des A} Abbaus durch NEP bei der Krankheitsentstehung deutlich macht, ist die
Tatsache, dass die AR A21G Mutation (Flemish Mutation), die keine Unterschiede beim
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Abbau durch IDE und Plasmin aufweist, jedoch signifikant langsamer durch NEP abgebaut
wird, zu einer familidren Form der Alzheimerschen Erkrankung fiihrt (139). Weitere
bekannte AP Mutationen wie E22G (Arctic), E22K (Italian), E22Q (Dutch) und D23N
(Iowa) dagegen fiihren auf Grund ihrer verdnderten Aggregationseigenschaften zu einem
verschlechterten A Abbau durch die entsprechenden Proteasen bzw. Peptidasen (139).
NEP kann AP sowohl im Lumen von ER und Golgi-Apparat, als auch an der Zelloberfliche
abbauen (201), dabei ist bisher unklar, wie der subzellulidre Transport von NEP reguliert
wird. In diesem Zusammenhang ist interessant, dass die Inhibition der N-Glykosylierung
sowohl die Aktivitdt von NEP, als auch den Transport an die Zelloberfldche negativ
beeinflusst (9). 2005 wurde festgestellt, dass die NEP Aktivitit an der Zelloberfldche von
primdren Neuronen mit der Somatostatinkonzentration korreliert (202). Da die
Somatostatinkonzentration mit dem Alter abnimmt, konnte sie eine wichtige Rolle bei der
Entstehung der Alzheimerschen Erkrankung spielen (202). Dabei ist die Aktivierung G;i-
Protein gekoppelter Somatostatin Rezeptoren fiir die verstirkte Zelloberflichenlokalisation
von NEP essenziell (202). Allerdings ist der darauf folgende intrazelluldre Signalweg, der
letztendlich zu einer Veridnderung der NEP Lokalisation fiihrt, noch nicht geklart.

Des Weiteren wurde ein Zusammenhang zwischen geringerer Ostrogenproduktion und
erhohtem Risiko an Alzheimer zu erkranken gefunden (203). Dies ist eventuell auf die
verringerte NEP Aktivitdt zuriickzufiihren, wie sie sowohl bei Ratten, als auch bei
Menschen mit Ostrogenmangel beobachtet wurde (203-206).

Ein signifikanter Anstieg der NEP Aktivitit bei gleichzeitiger Reduktion der AR Menge
wurde dagegen in APP transgenen Maiusen nachgewiesen, die in einer

abwechslungsreichen Umgebung gehalten wurden (207).

1.3  Zytosolische Interaktionspartner von Neprilysin und deren Funktion

Einige der oben genannten AfB-abbauenden Proteasen und Peptidasen greifen durch den
Abbau ihrer physiologischen Substrate direkt in die Signalweiterleitung ein, indem sie die
lokale Konzentration ihrer Substrate und damit die Verfiigbarkeit fiir die jeweiligen
Rezeptoren reduzieren.

NEP baut unter anderem die Signalpeptide Bombesin, Endothelin-1 und Neurotensin ab,
die an entsprechende G-Protein gekoppelte Rezeptoren binden und das Zellwachstum
unterstiitzen (208). Neben dieser, auf der katalytischen Aktivitit von NEP basierenden

Eigenschaft auf Signalwege der Zelle einzuwirken, kann NEP durch die Interaktion der N-
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terminalen Doméne mit verschiedenen zytosolischen Proteinen auch katalyseunabhéngig
Einfluss auf die Signaltransduktion und andere Zellfunktionen nehmen.

Zytosolische Interaktionspartner von NEP sind unter anderem die in ihrem Aufbau und
Funktion sehr dhnlichen Strukturproteine Ezrin, Radixin und Moesin (ERM). Diese sind
etwa 600 Aminosduren lang und bestehen aus drei Hauptdominen: Die unter den ERM
Proteinen hochhomologe N-terminale FERM (4./-Protein, Ezrin, Radixin, Moesin)
Domaine, die fiir die Interaktion mit den verschiedenen Transmembranproteinen wie z.B.
NEP und CD44 zustindig ist, eine zentrale alpha-helikale Domine und eine C-terminale,
filamentéres (F)-Aktin bindende Domine (Abb. 1.5).

In nicht-phosphoryliertem Zustand interagiert die FERM Doméne mit der F-Aktin
bindenden Doméne intramolekular, wodurch sowohl die Bindung an F-Aktin, als auch die
Bindung an membranstindige Proteine verhindert wird. Durch Phosphorylierung eines
bestimmten Tyrosinrestes innerhalb der C-terminalen Doméne (T567 bei Ezrin; T564 bei
Radixin; T558 bei Moesin) durch die Rho Kinase oder PKC6, wird die intramolekulare
Interaktion aufgehoben und die ERM Proteine somit in eine bindungsfiahige Konformation

tiberfiihrt (209-211).

a-helikale F-Aktin

FERM Doméne Domiane  Bindedom.
N A B . C C
239GFPWSEIRNISFEND?%2, . . ...... 280TLAL.CMGNZ86

Abbildung 1.5: Schematische Darstellung von Ezrin, Radixin, Moesin (ERM)

Die ERM Proteine bestehen aus drei Domanen. N-terminal befindet sich die unter den ERM Proteinen hoch
homologe FERM Doméne, die aus drei Subdominen (A,B,C) besteht, wobei die Subdomine C sowohl das
NEDP, als auch das CD44, CD43 und ICAM Bindemotiv trigt. Darauf folgend befindet sich eine a-helikale
Domine und eine F-Aktin bindende C-terminale Domine, die mit der FERM Doméne intramolekular
interagieren kann. Unten: Aminosduresequenz der Subdoméne C mit den NEP bindenden Aminoséuren (fett).
Nach Terawaki et al. 2007 (210).

Frithere Untersuchungen haben auf eine Interaktion der ERM Proteine mit den basischen
Aminosiureresten '’KKK?' der NEP N-terminalen Domiine hingewiesen (17). Allerdings
zeigen neuere Strukturanalysen, dass sehr wahrscheinlich die Aminosédurereste
*MDITDIN'* der zytoplasmatischen Domine von NEP verantwortlich fiir die Interaktion
mit den ERM Proteinen ist (210).

Die ERM abhingige zytosolische Verkniipfung von CD44 mit dem Aktinzytoskelett
ermoglicht CD44 die extrazellulédre Interaktion mit Matrix-Metalloproteasen (MMPs) und
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Hyaluronsédure und fiihrt zu einer verstidrkten Zellmigration und Invasivitit (212, 213).
Durch direkte Kompetition von NEP und CD44 um die ERM Bindung, inhibiert NEP die
CD44 — ERM abhingige Zellmigration und Invasivitit (17).

Als letzter bisher bekannter zytosolischer NEP Bindepartner wurde 2004 der
Tumorsuppressor PTEN (Phosphatase und Tensin Homolog) beschrieben (19). PTEN ist
neben p53 einer der am besten untersuchten Tumorsuppressoren und liegt in einer Vielzahl
verschiedener Tumore mutiert vor (214-216).

Bei PTEN handelt es sich um eine Phosphatase, die sowohl Phospholipide, als auch
Phosphoproteine dephosphorylieren kann. Verschiedene Bereiche des Proteins ermoglichen
eine Interaktion mit Lipiden zelluldirer Membranen, wodurch die Katalysegeschwindigkeit
fiir Phospholipidsubstrate deutlich erhoht wird (217, 218). Eine dulerst wichtige Funktion
kommt PTEN als Gegenspieler der Phosphoinositid 3-Kinase (PI3K) zu. PI3K wird durch
bestimmte Zelloberfldchenrezeptoren aktiviert und katalysiert an der Plasmamembran die
Phosphorylierung von Phosphatidylinositol  (4,5) bisphosphat (PI(4,5)P,) zu
Phosphatidylinositol (3,4,5) trisphosphat (PI(3,4,5)P3) (219). Dieser Second Messenger
aktiviert unter anderem den Akt Kinase Signalweg und wirkt iiber diesen anti-apoptotisch
und fordert Zellwachstum und -proliferation (siehe unten) (220). Die spezifische
Dephosphorylierung von PI(3,4,5)P5 an Position drei zu PI(4,5)P, durch PTEN (Abb. 1.6)

wirkt dieser Signalweiterleitung und der daraus resultierenden Effekte entgegen (220).

PI(4,5)P, PI(3,4.5)P,

Abbildung 1.6: PTEN kataylsiert die Dephosphorylierung von P1(3,4,5)P;

Nach rezeptorvermittelter Aktivierung der Phosphoinositid 3-Kinase (PI3K), katalysiert diese die
Phosphorylierung von PI(4,5)P, zu PI(3,4,5)P;. Plasmamembranlokalisiertes PTEN dephosphoryliert
P1(3,4,5)P; wieder zu PI(4,5)P, und wirkt somit antagonistisch zu der Aktivitit von PI3K. Nach Gericke et al.
2006 (221).

N-terminal befindet sich bei PTEN ein PI(4,5)P, bindender Bereich. Die Bindung wird
durch basische Aminoséurereste vermittelt und findet vornehmlich an der Plasmamembran
statt, die im Gegensatz zur ER- und Kernmembran reich an PI(4,5)P; ist (220, 222). An
diesen Bereich schlieBt sich die Phosphatasedomine (AS 7-185) an, die das aktive Zentrum
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beinhaltet. Dieses Zentrum weist neben den typischen Proteinphosphatasemerkmalen auch
Besonderheiten auf, die es PTEN ermoglichen Phospholipide zu dephosphorylieren. Hierzu
gehoren neben den positiv geladenen Lysinresten, auch die vergroferte Bindetasche, sodass
die stark negativ geladene und volumindse Inositolphosphatgruppe mit dem aktiven
Zentrum interagieren kann (221, 223).

Die zweite Hilfte (AS 186-351) des PTEN Proteins bildet C-terminal die so genannte C2
Domaine. An der Oberfliche dieser Domine befinden sich basische und hydrophobe
Aminosiuren, die bevorzugt mit negativ geladenen Membranlipiden, wie Phosphatidylserin
und Phosphatidylinositolphosphaten interagieren. Mutationen dieser Reste fiihren zu einer
verminderten PTEN Bindung an Membranen und reduzieren dadurch die
tumorsupprimierenden Eigenschaften von PTEN (223, 224).

Ein etwa 50 Aminosduren langer unstrukturierter Bereich am C-terminalen Ende weist zwei
PEST Sequenzen, ein PDZ bindendes Motiv und mehrere Phosphorylierungsstellen auf, die
sowohl die Stabilitit, als auch die Aktivitdt von PTEN reguliert (220). Die bisher bekannten
Phosphorylierungsstellen lassen sich in zwei rdumliche Gruppen einteilen. Dies sind zum
einen die vier Aminosiurereste Ser 380, Thr 382, Thr 383 und Ser 385, die alle
hochstwahrscheinlich durch CK2 phosphoryliert werden und zum anderen Thr 366 und Ser
370, die von GSK3p (Thr 366) bzw. CK2 (Ser 370) phosphoryliert werden (225-229) (Abb.
1.7). Untersuchungen verschiedener Zelllinien legen nahe, dass der iiberwiegende Teil der
oben genannten Aminoséurereste Ser 380, Thr 382, Thr 383 und Ser 385 phosphoryliert
vorliegen (220, 230), sodass diese mit den basischen Aminoséureresten der C2 Doméne
interagieren und dadurch die Plasmamembranbindung von PTEN verhindern (231-235).
Neben der daraus resultierenden Reduktion der Lipidphosphatasefunktion und damit der
tumorsupprimierenden Wirkung, wird auch der proteolytische Abbau von PTEN inhibiert
(230, 233).

Der positiv geladenen Proteinsequenz PKKK? in der zytosolischen Doméne von NEP
wurde eine Funktion in der Interaktion mit der oben genannten
Hauptphosphorylierungsstelle (Ser 380, Thr 382, Thr 383, Ser 385) von PTEN
zugeschrieben (19). Wihrend in vitro eine Phosphorylierung von PTEN diese Interaktion
verstirkt, ist NEP in vivo iiberwiegend mit unphosphoryliertem PTEN assoziiert (19).
Wie die Phosphorylierung von PTEN - insbesondere durch CK2 - bzw. die

Dephosphorylierung reguliert ist, ist zurzeit noch unklar.
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Abbildung 1.7: Schematische Darstellung von PTEN

N-terminal befindet sich ein PIP, bindender Bereich (PIP, bB), gefolgt von der Lipid- und Proteinphosphatase
Domine. Die C2 Domine interagiert iiber basische Aminosdurereste mit negativ geladenen Lipiden der
Plasmamembran. Am C-terminalen Ende befindet sich ein etwa 50 Aminoséduren langer unstrukturierter
Bereich, der neben zwei PEST Sequenzen, ein PDZ bindendes Motiv und mehrere Phosphorylierungsstellen
aufweist. Unten: Aminoséduresequenz der C-terminalen Doméne; die fiir die Interaktion mit NEP wichtigen
Aminosduren sind fett hervorgehoben; + = CK2 Phosphorylierungsstelle; # = GSK3f3
Phosphorylierungsstelle. Nach Vazquez und Devreotes 2006; Al-Khouri et al. 2005 (226, 235).

Die fiir die PTEN Inaktivierung maf3geblich verantwortliche Kinase CK2 ist in allen
bekannten Tumoren verstiarkt exprimiert bzw. aktiviert und stimuliert Zellwachstum und
supprimiert apoptotische Prozesse (236, 237). Bei CK2 handelt es sich um eine
Serin/Threonin Proteinkinase, die ubiquitdr exprimiert wird und eines der am stédrksten
konservierten Proteine in der Natur darstellt (236). Unter physiologischen Bedingungen
bilden zwei katalytische Untereinheiten (CK2a bzw. CK2a”) und zwei regulatorische
Untereinheiten (CK2p) ein Heterotetramer, wobei die katalytischen Untereinheiten iiber das
CK2p Dimer miteinander verbunden sind (238). Im Gegensatz zu allen anderen bekannten
Kinasen, kann CK?2 sowohl ATP als auch GTP als Substrat verwenden und besitzt eine
grof3e Anzahl von Proteinsubstraten. Die meisten dieser Proteine sind kernassoziiert und
spielen eine Rolle bei der Genexpression und dem Zellwachstum (236, 237, 239-241). Als
minimale Konsensussequenz wurde fiir CK2 S-X-X-D/E definiert (242, 243). Allerdings
phosphoryliert CK2 z. B. auch Ser 392 im p53 Tumorsuppressor, obwohl die Sequenz um
Ser 392 keine klassische CK2 Konsensussequenz darstellt (244). Andererseits werden viele
Proteine, die die CK2 Konsensussequenz beinhalten, nicht oder nur ineffizient von CK2
phosphoryliert, was darauf hindeutet, dass weitere Faktoren bei der Substraterkennung eine
Rolle spielen (245).

Das Zusammenfiigen von CK2a und 3 zu einem Heterotetramer erhoht die Kinaseaktivitét
um das 5-10-fache (246-248). Durch Autophosphorylierung der CK2p3 Untereinheit wird
diese verstiarkt durch das Proteasom abgebaut, wodurch die CK2 Aktivitdt wiederum
reduziert wird (249). Daneben sind bisher keine Mechanismen oder Faktoren bekannt, die

die CK2 Aktivitit im Zytosol und Kern negativ regulieren. Untersuchungen weisen darauf
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hin, dass die subzelluldre Verteilung von CK2 einer Kontrolle unterliegt, die Einfluss auf
das dynamische Pendeln von CK2 zwischen Kern und Zytoplasma nimmt, wodurch die
CK2 Aktivitdt lokal bestimmt wird (236, 240). So konnte z. B. gezeigt werden, dass in
nicht verianderten Zellen CK?2 diffus im Zytosol und Nukleus verteilt vorliegt, wohingegen
in Krebszellen CK2 vor allem im Nukleus zu finden ist (250, 251).

Obwohl CK2 im Gegensatz zu den meisten anderen zytosolischen Proteinkinasen wie z.B.
PKA, PKC oder Akt weit gehend unabhéngig von bekannten Second Messengern zu sein
scheint, gibt es eine Reihe von Untersuchungen, die eine Stimulation der CK2 Aktivitit
nachgewiesen haben. So konnte z.B. nach Behandlung mit dem epidermalen
Wachstumsfaktor (EGF), dem neuronalen Wachstumsfaktor (NGF) oder dem Frizzled
Liganden wnt eine massive Erhohung der CK2 Aktivitdt beobachtet werden (227, 252,
253). Allerdings ist unklar, iiber welche intrazelluldren Signalwege die CK2 Aktivierung

vermittelt wird.

1.4  Die Akt Kinase und ihre Funktion in der intrazelluliren Signalweiterleitung
Durch die Inaktivierung des Tumorsuppressors PTEN nimmt CK?2 indirekt auch Einfluss
auf den Akt Signalweg. Bei der Akt Kinase handelt es sich um ein hochgradig reguliertes
Enzym, dessen Aktivitéit durch verschiedene extrazelluldre Signalmolekiile stimuliert wird.
Akt spielt wie CK2 auch eine wichtige Rolle bei der Zellproliferation, beim Zellwachstum
und bei der Inaktivierung von proapoptotischen Faktoren (254). So fiihrt die Deregulation
des Akt Signalwegs durch Mutationen oder andere Faktoren oft zu einer malignen
Transformation von Zellen (214, 255). Bisher sind drei hoch homologe Akt Kinasen
bekannt (Aktl, Akt2, Akt3), die sich vor allem durch ihre Expression in verschiedenen
Geweben unterscheiden (256).

Die Aktivierung von Akt erfolgt durch den Second Messenger PI1(3,4,5)P3, der von der
oben erwihnten Phosphoinositid 3-Kinase gebildet wird (256).

Die PI3K besteht aus einer katalytischen Untereinheit p110, die im Falle der Klasse 1
PI3Ks PI(4,5)P; zu P1(3,4,5)P; phosphoryliert und einer regulatorischen Untereinheit p85,
die an entsprechende aktivierte Rezeptoren bindet und dadurch p110 aktiviert (256, 257).
Die Klasse 1 PI3Ks werden in 1A und 1B unterteilt, wobei 1A PI3Ks durch Rezeptor
Tyrosin Kinasen (RTK) und 1B PI3Ks durch bestimmte G-Protein gekoppelte Rezeptoren
aktiviert werden (256).

Nach Aktivierung der RTK durch entsprechende RTK Liganden wie z. B. Insulin oder
verschiedene Wachstumsfaktoren (z. B. IGF-1 [Insulin like Growth Factor-1], EGF
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[Epidermal Growth Factor], PDGF [Platelet-Derived Growth Factor]) bindet die
regulatorische PI3K Untereinheit iiber seine SH2-Doméne (Src Homology 2-Domine) an
Phosphotyrosine der RTK und aktiviert dabei allosterisch die katalytische PI3K
Untereinheit, was zu einer vermehrten PI(3,4,5)P; Konzentration fiihrt (258, 259). Die N-
terminal positionierte PH (Pleckstrin homology) Doméne von Akt vermittelt anschlieend
die Bindung von Akt an P1(3,4,5)P; und die daraus resultierende Translokation von Akt an
die Plasmamembran. Daraufhin wird Akt durch die Phosphoinositid-abhéingige Kinase-1
(PDK-1) an Threonin 308 innerhalb der Akt Kinasedoméine phosphoryliert und teilweise
aktiviert (256, 260). Die maximale Aktivierung von Akt wird durch die zusitzliche
Phosphorylierung von Serin 473 in der C-terminalen, regulatorischen Doméne von Akt
erreicht (261). Verschiedene Kinasen werden als potenzielle Serin 473 phosphorylierende
Enzyme diskutiert. Allerdings ist wahrscheinlich der Komplex aus mTOR (mammalian
Target Of Rapamycin) und RICTOR (Rapamycin-Insensitive Companion of mTOR)
verantwortlich fiir die Phosphorylierung von Serin 473 (262). Nach der vollstindigen
Aktivierung wird Akt von der Plasmamembran freigesetzt und phosphoryliert Zielproteine

im Zytosol und Nukleus (263) (siehe Tabelle 1.2).

Tabelle 1.2: Ausgewihlte Substrate von Akt. Nach Manning und Cantley 2007 (264).

Akt Substrat Inhibition (-)/Aktivierung (+) Effekt
FOXO1/3A/4 - anti-apoptotisch/Metabolismus/Proliferation
GSK30/B - anti-apoptotisch/Metabolismus/Proliferation
PRAS40 - anti-apoptotisch/Metabolismus/Proliferation
AS160 - Glukose Aufnahme
BAD anti-apoptotisch

MDM?2 + anti-apoptotisch/Proliferation
Chk1 - Proliferation

eNOS + Angiogenese

ASK1 - anti-apoptotisch

p21CIP1 - Proliferation

p27KIP1 - Proliferation

Caspase 9 - anti-apoptotisch

1.5  Beeintrichtigung zellulirer Signalwege durch die Alzheimersche Erkrankung
Die Alzheimersche Erkrankung geht mit Stérungen diverser intrazelluldrer Signalwege
einher. So konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass AP die Bindung von wnt an den
Frizzled Rezeptor kompetitiv hemmt und somit die wnt/B-Catenin Signaltransduktion
beeintriachtigt (53).

Daneben riicken zunehmend Akt vermittelte Signalwege in den Fokus der Alzheimer-

forschung, wobei vor allem Stérungen der Insulin und IGF-1 Signalwege Einfluss auf den
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Verlauf der Krankheit zu nehmen scheinen (265). Das gemeinsame Auftreten der
klassischen Merkmale der Alzheimerschen Erkrankung (amyloide Plaques; neurofibrilldre
Biindel [siehe oben]) und der Insulin/IGF-1 Defizienz bzw. Resistenz im Gehirn von
Alzheimer-Patienten weist darauf hin, dass die Alzheimersche Erkrankung zu einer (auf das
Gehirn begrenzten) Art von Diabetes fiihrt (266). In Tierversuchen konnte bereits gezeigt
werden, dass die Defizienz von Insulin im Gehirn zu einer progressiven Neurodegeneration
fithrt, die Ahnlichkeiten mit der der Alzheimerschen Erkrankung aufweist (266).

Da die Insulin/IGF-1 Signalwege unter anderem fiir die Glukoseverwertung, den
Energiemetabolismus und die Aufrechterhaltung zelluldrer Grundfunktionen der Neurone
essenziell sind, konnte eine durch die Alzheimersche Erkrankung bedingte Einschrinkung
dieser Signalwege zum Absterben von Neuronen im Laufe der Krankheit beitragen (32,
267).

Es wurde bereits gezeigt, dass der Insulin Signalweg an verschiedenen Stellen der
Signalkaskade durch AP beeintridchtigt wird (268). So inhibiert intrazelluldres AP die
PDK-1 abhéngige Aktivierung von Akt nach Insulin Stimulation (56). Dariiber hinaus kann
extrazellulires AP an den Insulinrezeptor binden und dessen insulininduzierte
Autophosphorylierung blockieren, sodass die Signalweiterleitung and dieser Stelle
unterbrochen wird (269). Zudem fiihrt die spezifische Bindung von AP Oligomeren an
Synapsen unter anderem zu oxidativem Stress und zu einer deutlichen Reduktion
plasmamembranlokalisierten Insulinrezeptors (55).

Da GSK3p ein Akt Substrat ist (siehe Tabelle 1.2), kann die oben beschriebene negative
Beeinflussung der Akt Signalwege in erhohter Aktivitdit von GSK3p und folgender
verstirkter Tau Phosphorylierung resultieren (54, 270).

Daneben phosphoryliert GSK3p die zytosolische Doméne von Presenilin-1 und inhibiert
dadurch die Assoziation eines trimeren Komplexes aus Presenilin-1, B-Catenin und N-
Cadherin (124, 271). Dies hat eine Verringerung der Zelloberfldchenlokalisation von
Presenilin-1 und reduzierte Akt Aktivierung zur Folge (271).

Zusammenfassend weisen die bisher gewonnen Erkenntnisse darauf hin, dass die Insulin
vermittelte Stimulation des Akt Signalweges im Gehirn ein Ansatzpunkt fiir die
Behandlung der Alzheimerschen Erkrankung sein konnte. Zudem konnte bereits gezeigt
werden, dass Insulin die kognitiven Leistungen und das Erinnerungsvermogen sowohl in

Alzheimer-Tiermodellen, als auch bei Alzheimer-Patienten verbessert (268).
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1.6  Zielsetzung der Arbeit

Die beiden -charakteristischen Merkmale der Alzheimerschen Erkrankung sind
intraneuronale neurofibrillare Biindel aus hyperphosphoryliertem Tau Protein und
extrazelluldre amyloide Plaques, die zum Grossteil aus dem Amyloid 3 Peptid bestehen
(51, 272).

Die Zink-Metallopeptidase Neprilysin wurde als eines der wichtigsten Ap-abbauenden
Enzyme identifiziert, dessen Aktivitit und Expression im Gehirn mit der Entstehung der
Alzheimerschen Krankheit korreliert (20, 21, 164).

Uber die zytoplasmatische Doméne interagiert NEP mit den F-Aktin bindenden Proteinen
Ezrin, Radixin und Moesin sowie mit dem Tumorsuppressor PTEN (17, 19, 210). Die NEP
vermittelte Rekrutierung von PTEN an die Plasmamembran fiihrt zu verstirkter
Dephosphorylierung des Second Messengers Phosphatidylinositol (3,4,5) trisphosphat und
somit zu einer Inhibition des Akt Signalweges. Dies resultiert unter anderem in reduziertem
Zellwachstum und verringerter Inhibition apoptotischer Faktoren (19).

Frithere Untersuchungen weisen darauf hin, dass NEP phosphoryliert wird und dass die
Lokalisation von NEP an der Zelloberfldche wahrscheinlich posttranslational reguliert wird
(18, 202).

Ubergeordnetes Ziel dieser Arbeit war die Funktion der Phosphorylierung von NEP zu
untersuchen. Wesentliche Vorraussetzung war zunidchst die Identifizierung der
Phosphorylierungsstelle(n) von NEP und der an der Phosphorylierung beteiligten
Kinase(n). Insbesondere sollte der Einfluss der Phosphorylierung auf die Aktivitidt und die
subzellulidre Lokalisation von NEP untersucht werden und wie sich dies auf den NEP-
spezifischen A Abbau auswirkt.

In Bezug auf die subzellulire Lokalisation von NEP sollte der Einfluss der
Phosphorylierung auf die Interaktion mit dem F-Aktin bindenden Ezrin Protein untersucht
werden, da hieriiber die Lokalisation an der Zelloberfldche beeinflusst werden konnte.
Von besonderem Interesse war die Rolle der Phosphorylierung von NEP auf die PTEN
Bindung und die eventuell daraus resultierende Steuerung wichtiger Akt vermittelter
Signalwege, wie etwa der Insulin und IGF-1 Signalwege.

Insgesamt sollten die Ergebnisse zu einem besseren Verstidndnis dariiber beitragen, ob die
Phosphorylierung von NEP seine subzelluldre Verteilung und die indirekte Beeinflussung
der Akt Signalwege reguliert und wie sich dies auf die Alzheimersche Erkrankung

auswirken konnte.
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2 Material und Methoden

Falls nicht anders angegeben, wurden die eingesetzten Chemikalien von der Firma Roth mit
dem Reinheitsgrad ,,zur Analyse‘ bezogen.

Spezifische Oligonukleotide fiir die PCR wurden von Sigma-Aldrich hergestellt.
Radiochemikalien wurden von Hartmann Analytik, Zellkulturmedien und andere

Zellkulturzusitze wurden von Invitrogen bezogen. Zellkulturmaterialien wurden bei der

Firma Sarstedt erworben.

Geriite

Zellkultur

37°C CO, —Inkubator Binder
Sterilwerkbank Thermo
Pipettierhelfer Brand
-80°C Gefrierschrank Thermo
Wasserbad Medingen

Elektrophorese; Gel- und Blotanalyse

Bandenquantifizierungssoftware

Quantity One (Bio-Rad)

DNS-Elektrophoresekammern (GN200)  Amersham
ECL Imager (ChimiDoc XRS) Bio-Rad
Protein-Elektrophoresekammern Hofer
UV-Tisch (Transilluminator GVM20) Syngene
Western-Blot Transferkammern Hofer
Kiihlsystem (E100) Lauda
Filmentwicklungsautomat Agfa
Orbitalschiittler (TH30) EB
Allgemeine Gerdte

Kiihltischzentrifuge (5415R) Eppendorf
Tischzentrifuge (5415D) Eppendorf
Zentrifuge (5804) Eppendorf
Kiihlzentrifuge (5804R) Eppendorf
PCR-Maschine Eppendorf
Microliter-Pipetten Gilson/Eppendorf

32



Material und Methoden

37°C Inkubator

Autoklav

Heizblock

Magnetriihrer

pH-Meter

Photometer (Genesis)
Sonifizierstab (Sonopuls, UW 2070)
Thermomixer
Uberkopfschiittler

Vortex

Waage/Feinwaage
Photometrischer Plattenleser

Peristaltikpumpe (Pump P-1)

Spezialgerdite

Spectramax Gemini
Biacore3000

Mikroskop (Axiovert 200M)

Binder

HP

Steward Scientific
VWR

Mettler Toledo
Thermo

Bandelin
Eppendorf
Scientific Industries
IKA

Mettler Toledo
Thermo

Pharmacia Biotech

Molecular Devices
GE Healthcare

Zeiss
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2.1  Zellbiologische Techniken

2.1.1 Kultivierung eukaryotischer Zellen

Zellkultur Grundmedium: Dulbecco’s modified Eagle s Medium (DMEM) High Glucose mit 10%
hitzeinaktiviertem fotalem Kilberserum (PAA), 50 U/ml Penizillin, 50 pg/ml Streptomycin (Invitrogen)
Phosphate Buffered Saline (PBS): 140 mM NaCl, 10 mM Na,HPO,, 1,75 mM KH,PO,, dH,0, pH 7,4
Trypsin-EDTA Lésung: 0,05%(w/v) Trypsin (Invitrogen), 0,53 mM EDTA, dH,0O

Selektionsmedium: Zellkultur Grundmedium versetzt mit Gentizin (G418) 200 ug/ml

Einfriermedium fiir Sdugerzellen: 90% (v/v) hitzeinaktiviertes fotales Kilberserum (PAA), 10% (v/v)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Die verschiedenen Zelllinien wurden in Kulturschalen im CO,-Inkubator bei 37°C, einer
Luftfeuchtigkeit von 95% und 5% CO, inkubiert. Fiir die hier verwendeten Zelllinien
wurde als Grundmedium DMEM versetzt mit 10% hitzeinaktiviertem fotalem Kilberserum
und Penizillin/Streptomycin verwendet.

Die Zellen wurden so kultiviert, dass sie nach Moglichkeit nicht Konfluenz erreichten. 70-
90% konfluent kultivierte Zellen wurden nach einmaligem Waschen mit PBS mit
Trypsin/EDTA Losung von der Kulturschale abgelost und 1:10-1:2 in frischem
Grundmedium ausplattiert. Die genaue Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit Hilfe der
Neubauerzdhlkammer.

Fiir Versuche wurden 70-90% konfluent kultivierte Zellen verwendet.

Zum Anlegen einer Kryokultur wurden die Zellen einer 90% konfluent bewachsenen 6 cm
bzw. 10 cm Kulturschale mittels Trypsin/EDTA abgelost und sedimentiert (200 g; 2 min;
RT). Das Zellpellet wurde in 1-2 ml Einfriermedium resuspendiert, in Kryordhrchen
aliquotiert und bei -80°C gelagert. Zum Reaktivieren der Zellen, wurden diese bei 37°C
aufgetaut, einmal mit Grundmedium gewaschen (200 g; 3 min; RT) und wie oben

angegeben kultiviert. Dem Kulturmedium von stabil transfizierten Zellen wurde 24-48 h

spéter Selektionsantibiotika zugesetzt.

Tabelle 2.1.1: Verwendete Sdugerzelllinien

Name Spezies Zelltyp
BV2 Maus mikrogliale Zellen
HEK?293 human embryonale Nierenzellen
Hela human Zervixcarcinomzellen
LNCaP human Prostatacarcinomzellen
MEF Maus embryonale Fibroblasten
SH-SY5Y human Neuroblastoma
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2.1.2 Bestimmung der Zellvitalitit (MTT Test)

MTT Losung: 5,5 mg/ml MTT, dH,O (sterilfiltriert)
SDS Loésung: 10% (w/v) SDS, 1 mM HCI, dH,O

Der Test beruht auf der Reduktion des gelben Farbstoffs MTT (3-[4,5-Dimethylthiazol-2-
yl]-2,5-diphenyltetrazoliumbromid) zu einem blau-violetten Formazan durch
Reduktionsdquivalente der Zelle (NADH/NADPH). Die Menge des reduzierten Farbstoffs
kann photometrisch bestimmt werden.

Zellen wurden in einer 96 Loch Kulturschale kultiviert (35000 Zellen pro ml). Der MTT
Test wurde durchgefiihrt bevor die Zellen Konfluenz erreichten.

Zu 100 ul Medium wurden 10 ul MTT Losung hinzupipettiert und die Zellen bei 37°C
inkubiert. Nach 2 h wurden 100 ul der SDS Losung hinzugegeben und der Ansatz iiber
Nacht bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde die Absorption bei einer Wellenlidnge von

570 nm im photometrischen Plattenleser (Thermo) gemessen.

2.1.3 Transfektion eukaryotischer Zellen mit Expressionsvektoren

Selektionsmedium: Zellkultur Grundmedium versetzt mit Gentizin (G418) 200 pg/ml

Zellkultur Grundmedium: Dulbecco’s modified Eagle s Medium (DMEM) High Glucose mit 10%
hitzeinaktiviertem fotalem Kilberserum (PAA), 50 U/ml Penizillin, 50 pg/ml Streptomycin (Invitrogen)
Optimem (Invitrogen)

Die Zellen wurden in einer 6 cm Kulturschale bis zu einer Konfluenz von etwa 50-70%
kultiviert und anschlieend mittels Lipofectamine 2000 (Invitrogen) transfiziert. Dabei
wurde gemil3 Herstellerangaben vorgegangen (4 pg DNS, 10ul Lipofectamine 2000 fiir
6 cm Kulturschale).

Bei transienter Transfektion wurden die Zellen nach 36-48 h fiir die entsprechenden
Versuche verwendet.

Zur Selektion stabil exprimierender Zellen wurden die Zellen 24 h nach Transfektion
passagiert und in verschiedenen Verdiinnungen in entsprechendem Selektionsmedium

kultiviert.

2.1.4 Herstellung von Immunfluoreszenzpriparaten

Phosphate Buffered Saline (PBS): 140 mM NaCl, 10 mM Na,HPO,, 1,75 mM KH,PO,, dH,O, pH 7,4
Poly-L-Lysin Losung: 100 pg/ml steriles Poly-L-Lysin in PBS

Paraformaldehyd-Losung (4 %-ig): 4% (w/v) Praformaldehyd in PBS

Triton X-100 Losung (0,1%-ig): 0,1% (v/v) Triton X-100 (Sigma-Aldrich) in PBS

Blockierlosung: 5% (w/v) BSA in PBS

Erstantikorperlosung: Erstantikorper (Verdiinnung 1:50-1:1000) in 1% (w/v) BSA in PBS
Zweitantikorperlosung: Zweitantikorper (Fluoreszenzfarbstoff konjugiert; Verdiinnung 1:500-1:1000)
in 1% (w/v) BSA in PBS
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Zur Herstellung von MEF-Immunfluoreszenzpridparaten wurden unbehandelte Deckglédser
verwendet. Fiir die tibrigen Zelllinien wurden die Deckgléser 1 h in Poly-L-Lysin bei 37°C
inkubiert und anschlieBend ein Mal mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden auf den
Deckglidsern bis zu einer Konfluenz von 50-70% kultiviert, drei Mal mit PBS gewaschen
und 20 min in Paraformaldehyd-Losung fixiert. Zum Permeabilisieren der zelluldren
Membranen wurden die Zellen 10 min in 0,1%-iger Triton X-100 Losung inkubiert. Falls
exklusiv Zelloberflichenproteine immunzytochemisch gefarbt werden sollten, wurden die
Zellen nicht mit Triton X-100 Losung behandelt.

Anschlieend wurden die Zellen fiir 1 h bei RT in Blockierlésung und darauf folgend 1 h
bei RT in Erstantikorperlosung inkubiert. Nach fiinfmaligem Waschen mit PBS folgte eine
einstiindige Inkubation mit der Zweitantikorperlosung, wiederum gefolgt von fiinfmaligem
Waschen mit PBS. PBS-Reste wurden mit dH,O entfernt und die Deckgldser mit Immu-
Mount (Thermo) auf Objekttrigern fixiert. Die erhaltenen Immunfluoreszenzpriparate
wurden dunkel bei 4°C gelagert und konnten nach Aushérten des Imnmu-Mount unter dem

Fluoreszenzmikroskop (Axiovert 200M; Zeiss) analysiert werden.

2.1.5 Nachweis von NEP Enzymaktivitdt

Phosphate Buffered Saline (PBS): 140 mM NaCl, 10 mM Na,HPO,, 1,75 mM KH,PO,, dH,O, pH 7,4
Hypoton-Puffer: 10 mM Tris, dH,O, pH 7,6

NEP-spezifische Fluoreszenzsubstratlosung: 100 mM N-Succinyl-Alanin-Alanin-Phenylalanin-7-
amido-4-methylcoumarin in PBS

Thiorphan (2000-fach): 20 mM Thiorphan in Ethanol

Zum Nachweis der Oberflichen-Enzymaktivitit von NEP wurden die Zellen in einer 96-
Loch Kulturschale bis zu einer maximalen Konfluenz von 90% kultiviert. Das
Kulturmedium wurde entfernt und die Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen.
AnschlieBend wurden jeweils 50 pul der NEP-spezifischen Fluoreszenzsubstratlosung auf
die Zellen gegeben und der Ansatz fiir 40 min bei 37°C inkubiert. Die Menge des
gespaltenen  NEP-spezifischen  Fluoreszenzsubstrats wurde mit Hilfe des
Fluoreszenzphotometers (Spectramax Gemini) bei einer Anregungswellenlinge von
390 nm und einer Emissionswellenldnge von 460 nm nach 10, 20, 30 und 40 min bestimmt.
Zur spezifischen Inhibition von NEP wurden die Zellen mit 10 uM Thiorphan behandelt.
Zum Nachweis der Gesamtaktivitidt wurden die Zellen mit 50 ul Hypoton-Puffer pro Loch
einer 96-Loch Kulturschale 10 min auf Eis inkubiert und anschlieBend durch mehrmaliges
Auf- und Abpipettieren lysiert. Nach Zugabe von 50 ul der NEP-spezifischen

Fluoreszenzsubstratlosung wurde wie oben beschrieben weiter verfahren.
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2.2 Molekularbiologische Techniken

2.2.1 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

PCR Wasser: dH,0O (autoklaviert)

Fiir die Amplifikation von spezifischen DNS Sequenzen mittels PCR, wurden 1-20 ng
Plasmid-DNS als Matrize, je (5" und 37) 0,2 uM sequenzspezifische Oligonukleotide (siche
Tabelle 2.2.1), je 0,2 mM dATP, dCTP, dTTP, dGTP (Fermentas) und 1,25 U Pfu-
Polymerase (Fermentas) inklusive dem entsprechenden Magnesiumionen-haltigen Puffer
(Fermentas) auf Eis zusammen pipettiert. Das PCR Programm wurde stets mit einer 2-
miniitigen Denaturierung der doppelstringigen DNS bei 95°C in der PCR-Maschine
gestartet. Zur Amplifikation der gewiinschten DNS-Sequenz folgten 30 Zyklen, die jeweils
die nachstehenden Schritte beinhalteten:

1. Denaturierung: 30 s, 95°C

2. Oligonukleotid Anlagerung an die DNS-Matrize: 30 s, 55-75°C

3. DNS-Synthese: 30-180 s, 72°C

Die Bestimmung der Temperatur im zweiten Schritt ergab sich aus der Oligonukleotidlédnge
und -sequenz. Die Dauer der DNS-Synthese wurde anhand der Linge des zu
amplifizierenden DNS-Fragments bestimmt (500 bp pro Minute).

AnschlieBend folgte ein finaler DNS-Synthese Schritt fiir 240 s bei 72°C.

Der gesamte PCR-Ansatz wurde nach Vollendung des PCR-Programms je nach
Fragmentlidnge in einem 1-2%-igen Agarosegel analysiert (siehe Punkt 2.2.4). Das PCR-
Produkt wurde aus dem Gel ausgeschnitten und wie unter Punkt 2.2.5 beschrieben

aufgereinigt.
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Tabelle 2.2.1: Fiir die PCR verwendete spezifische Oligonukleotide

Gen

c¢DNS Konstrukt Oligonukleotide (Sequenz) Matrize (bp)

GST NEP-NT VW: cccgaattcatgggcaagtcag hNEP ’4
I'w: cccgtcgacctactccagtcgagice

GST NEP-NT S6A vw: tttgaattcatgggcaagtcagaagctcagatg hNEP 84

I'w: ccegtegacctactccagtegagtee

VW: tttggtaccatgggcaagtcagaaag

fl NEP hNEP 2250
I'w: cccgeggecgeccaaacceggeac

NEP-GFP VW: tttggtaccatgggcaagtcagaaag hNEP 150
I'w: cccggatccaatgeatagagtgegatc

NEP-GFP S6D VW: tttggtaccatgggcaagtcagaagatcagatg hNEP 150
I'w: cccggatccaatgeatagagtgegatc

f1 NEP S4A vW: tttggtaccatgggcaaggcagaaag hNEP 2250
I'w: ccegeggecgeccaaacceggeac

f1 NEP S6A VWw: tttggtaccatgggcaagtcagaagctcagatg hNEP 2250
I'w: ccegeggeegeccaaacceggeac

f1 NEP S6D VW: tttggtaccatgggcaagtcagaagatcagatg hNEP 2250
I'w: ccegeggeegeccaaacceggeac

fINEP T11A VvWw: tttggtaccatgggcaagtcagaaagtcagatggatatagetgatatc hNEP 2250
I'w: ccegeggecgeccaaacceggeac

I NEP T15A VW: tttggtaccatgggcaagtcagaaagtcagatggatataactgatat caacgctccaaag hNEP 2250

I'w: cccgeggecgeccaaacceggeac

VW: cccgaattcatgccgaaaccaatcaat

MBP Ezrin-NT rw: titgtegacttaccgggectgggecticat

hEzrin 930

VW: cccgaattcgatgttagtgacaatg

GST PTEN-CT r'w: ccctctagatcagacttttgtaatttg

hPTEN 108

2.2.2 Spaltung von DNS mit Restriktionsendonukleasen

PCR Wasser: dH,0 (autoklaviert)

Die enzymatische Spaltung von doppelstrangiger DNS wurde an spezifischen Stellen durch
Typ 2 Restriktionsendonukleasen durchgefiihrt. Die Restriktionsenzyme wurden in einem
Verhiltnis von 4 U pro ug DNS zugesetzt. Der Restriktionsansatz wurde in einem Volumen
von 50-100 pl angesetzt. Bei Einsatz von zwei verschiedenen Restriktionsendonukleasen in
einem Ansatz wurde der Restriktionsverdau in einem fiir beide Enzyme passenden
Puffersystem durchgefiihrt (Fermentas Restriktionspuffer). Die Ansitze wurden fiir4-16 h
bei 37°C inkubiert.

2.2.3 Dephosphorylierung von DNS

PCR Wasser: dH,0 (autoklaviert)

Um das Religieren des Vektors ohne Passagier-DNS zu verhindern, wurde die Vektor-DNS
mit der Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP; Fermentas) inkubiert, welche die endstidndigen
5’-Phosphatreste der DNS entfernt.

Nach dem priparativen Restriktionsverdau der Vektor-DNS wurden 1 U SAP pro ug
Vektor-DNS und die entsprechende Menge des SAP Puffers (ensprechend

Herstellerangaben) direkt zu dem Restrikionsansatz hinzupipettiert und der Ansatz fiir 1 h
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bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Hitzeinaktivierung der SAP (65°C; 15 min)
gestoppt.

2.2.4 Visualisierung und Grofientrennung von DNS Fragmenten mit Hilfe der
Agarosegel-Elektrophorese
TBE Puffer: 9 mM Tris-Borat, 2 mM EDTA; dH,0, pH 8,0

6-fach Ladepuffer: 30% Glycerin, 0,25% Bromphenolblau, 0,25% Xylencyanol FF, dH,0O
Ethidiumbromid (gesittigte Losung): 5 mg/ml, dH,O

Auf Grund des negativ geladenen Phosphatriickgrats der DNS wandert die DNS im
elektrischen Feld in Richtung Pluspol. Durch Verwendung von Agarosegelen konnen die
DNS Fragmente im elektrischen Feld der Linge nach aufgetrennt werden. Die hier
verwendeten 1-2%-igen (w/v) Gele erlauben eine Auftrennung von Fragmenten zwischen
100 bp und 10000 bp.

Zur Visualisierung der DNS wurden 4 pl Ethidiumbromid pro 100 ml Agarosegel nach
dem Aufkochen in die noch warme Losung gegeben. Nach Erstarren des Gels wurden die
mit Ladepuffer versetzten Proben in die Geltaschen pipettiert. Die Elektrophorese wurde je
nach Gelgrofle bei 60-120V durchgefiihrt. Als Laufpuffer diente hier TBE Puffer.

Als GroBenreferenz wurde ein DNS Standard verwendet (GeneRuler 1kb DNA Ladder;

Fermentas).

2.2.5 Isolation von DNS-Fragmenten aus Agarosegelen

PCR Wasser: dH,0O (autoklaviert)

Nach der elektrophoretischen Auftrennung der DNS-Fragmente im Agarosegel wurde die
Bande mit der gewiinschten Vektor-DNS oder cDNS aus dem Gel ausgeschnitten und die
DNS mit Hilfe des Gel Elution Kit (Promega) aus dem Gel isoliert. Dabei wurde
entsprechend der Herstellerangaben vorgegangen.

Die erhaltene DNS Losung wurde nach der Konzentrationsbestimmung direkt fiir die

anschlieende Ligation verwendet.
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2.2.6 DNS Ligation

PCR Wasser: dH,0 (autoklaviert)

Die Insertion der mit den entsprechenden Restriktionsenzymen geschnittenen Passagier-
DNS in den zuvor linearisierten und dephosphorylierten Vektor erfolgte mit Hilfe der
DNS-Ligase des Bakteriophagen T4 (T4 Ligase; Fermentas).

Das molare Mengenverhiltnis von Vektor-DNS zu Passagier-DNS betrug dabei 1:3. Es
wurden mindestens 100 ng Vektor-DNS eingesetzt. Die Enzym- und Puffer-Menge wurde
entsprechend der Herstellerempfehlung gewihlt (1 U pro 100 ng Vektor-DNS). Das
Endvolumen des Ansatzes betrug 20 ul. Dieser wurde vollstindig fiir die folgende

Transformation kompetenter E.coli Zellen verwendet.

Tabelle 2.2.2: Verwendete Vektoren

Name Firma Zelltyp
pcDNA4mychis A/B/C Invitrogen Saugerzellen
pEGFP-N1 Clontech Saugerzellen
pGEX-5X-1 GE Healthcare E.coli
pMalC2 NEB E.coli

2.2.7 Herstellung kompetenter DH5a E.coli Zellen

Low salt Lauria-Bertani (LB)-Medium: 1% (w/v)Tryptone, 0,5% (w/v) Hefeextrakt, 0,5% (w/v) NaCl,
dH,0, pH 7,0 (autoklaviert)

Einfriermedium (E.coli): 50% (v/v) Glycerin, dH,O (autoklaviert)

MgCl,-Losung 1: 100 mM MgCl,, dH,O (autoklaviert)

MgCl,-Losung 2: 50 mM MgCl,, dH,O (autoklaviert)

100 ml LB-Medium wurden mit 1 ml einer DH5a E.coli Ubernachtkultur angeimpft und
bei 250 U/min und 37°C bis zu einer optischen Dichte ODgg von 0,4 kultiviert. Die Zellen
wurden pelletiert (1500 g; 10 min; 4°C). Das Pellet wurde in 25 ml kalter MgCl,-Losung 1
resuspendiert und anschlieend wieder pelletiert (1500 g; 10 min; 4°C). Der Vorgang
wurde mit der MgCl,-Losung 2 wiederholt. Das Bakterienpellet wurde dann in 3 ml
MgCl,-Losung 2 resuspendiert und 20 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 1 ml
Einfriermedium wurde der Ansatz gemischt, aliquotiert, in fliissigem Stickstoff eingefroren

und bei -80°C gelagert.

2.2.8 Transformation kompetenter DH5a E.coli mit Plasmid-DNS

Low salt Lauria-Bertani (LB)-Medium: 1% (w/v)Tryptone, 0,5% (w/v) Hefeextrakt, 0,5% (w/v) NaCl,
dH,0, pH 7,0 (autoklaviert); ggf. wurden die entsprechenden Selektionsantibiotika nach dem Abkiihlen
zugesetzt

LB-Agarplatten: 1% (w/v) Tryptone, 0,5% (w/v) Hefeextrakt, 0,5% (w/v) NaCl, 15 g/l Agar,

dH,O,pH 7,0 (autoklaviert); zu der der noch warmen (ca. 40-50°C) Losung wurden die entsprechenden
Antibiotika zugesetzt und das Gemisch in Platten gegossen
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E.coli Selektionsantibiotika fiir LB-Agarplatten und LB-Medium: Kanamycin : 30 ug/ml (Stock:
30 mg/ml, dH,0); Ampicillin: 100 pg/ml (Stock: 100 mg/ml, dH,0)

50 ul kompetente DHS5a E.coli Zellen wurden mit dem kompletten Ligationsansatz (20 ul;
siche Punkt 2.2.6) bzw. mit 0,5 ug Plasmid-DNS (Retransformation) fiir 20 min auf Eis
inkubiert. Darauf folgend wurde der Ansatz fiir 2 min bei 42°C und im direkten Anschluss
fiir weitere 2 min auf Eis inkubiert. Um eine ausreichend grof3e und stabile Population von
E.coli Zellen zu erhalten, wurde vor der Antibiotikaselektion zu dem Ansatz 1 ml LB
Medium pipettiert. Der Ansatz wurde fiir 1 h bei 37°C und 750 U/min im Thermoschiittler
inkubiert.

Die Zellen wurden anschlieend sedimentiert (600 g; 3 min; RT), in 100 ul LB Medium
resuspendiert und auf einer LB-Agarplatte (plus Selektionsantibiotika) ausplattiert. Die
Inkubation der Agarplatten fand tiber Nacht bei 37°C statt. Die erhaltenen Klone wurden

mit einem sterilen Zahnstocher gepickt um LB-Fliissigkulturen anzuimpfen.

2.2.9 Herstellung von E.coli-Kryokulturen

Einfriermedium (E.coli): 50% (v/v) Glycerin, dH,O (autoklaviert)

0,5 ml der Bakteriensuspension wurden in ein 1,5 ml Schraubdeckelreaktionsgefa3
tiberfiihrt und 0,5 ml Einfriermedium hinzupipettiert. Der Ansatz wurde gemischt und bei
-80°C gelagert.

Um die Zellen zu rekultivieren, wurde mit einem sterilen Zahnstocher in die gefrorene
Glycerinkultur gestochen und der Zahnstocher in das entsprechende LB-Selektionsmedium
gegeben. Der Ansatz wurde bei 37°C und 250 U/min auf dem Schiittler iiber Nacht

inkubiert.

2.2.10 Praparation von Plasmid-DNS aus E.coli

P1 Resuspendierungspuffer: 50 mM Tris, 10 mM EDTA, 100 pg/ml RNase A, pH 8,0
P2 Alkalische Lyse Puffer: 200 mM NaOH, 1% (w/v) SDS
P3 Neutralisationspuffer: 3 M Kalium Acetat, pH 5,5

Das hier angewandte Protokoll zur Isolation von Plasmid-DNS folgt im Prinzip dem
Protokoll der alkalischen Lyse von Bakterienzellen (273).

Um eine ausreichende Menge an Plasmid-DNS zu erhalten, wurde 1 ml einer
Ubernachtkultur des entsprechenden E.coli Klons 1 min bei 12000 g (RT) sedimentiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet wurde in 250 ul P1 resuspendiert. Um die
Zellen zu lysieren, wurden 250 pl P2 zugesetzt und der Ansatz durch leichtes Schiitteln

gemischt. Zur Neutralisation und gleichzeitiger Prizipitation samtlicher Proteine und
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assoziierter genomischer DNS wurde nach 3-5 min 350 pl P3 hinzupipettiert. Der Ansatz
wurde anschlieBend zentrifugiert (12000 g; 10 min; RT) und die im Uberstand geloste
Plasmid-DNS wie unter Punkt 2.3.11 beschrieben gefillt. Das trockene DNS Pellet wurde
im Folgenden in 50-100 pl autoklaviertem dH,O resuspendiert. 10-20 ul der Plasmidlosung
wurden fiir einen anschlieBenden analytischen Restrikionsverdau (Punkt 2.2.2) eingesetzt.
Die préparative Isolation von Plasmid-DNS aus DH5a E.coli Zellen erfolgte mit Hilfe des
PureYield Plasmid Midiprep System (Promega). Dabei wurde entsprechend der
Herstellerangaben vorgegangen. Die DNS wurde stets in autoklaviertem dH,O eluiert und
anschlieend fiir die transiente oder stabile Transfektion von eukaryotischen Zellen

verwendet.

2.2.11 Isopropanolfiillung der DNS

Isopropanol: 100%(v/v) Isopropanol
Ethanol (70 %-ig): 70% (v/v) Ethanol, dH,O
PCR Wasser: dH,0O (autoklaviert)

Um Vektor-DNS oder cDNS umzupuffern oder zu konzentrieren, wurde die DNS Losung
mit 0,8 Volumen Isopropanol versetzt, gut gemischt und bei 12000 g 10 min (RT)
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die im Pellet enthaltene DNS mit
70%-igem (v/v) Ethanol gewaschen (12000 g; 10 min; RT). Das erhaltene DNS-Pellet
wurde bei 37°C 10 min getrocknet und in 50-100 pl dH,O resuspendiert.

2.2.12 DNS Sequenzierung

Die Sequenzierung der cDNS-Konstrukte wurde mit dem BigDye Terminator vi.1 Cycle

Sequencing Kit (Applied Biosystems) nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

2.2.13 DNS Konzentrationsbestimmung (photometrisch)

PCR Wasser: dH,0 (autoklaviert)

5 ul der zu bestimmenden DNS-Losung wurden in 95 ul dH,O verdiinnt und in einer
Quarzkiivette bei einer Wellenldnge von 260 nm gemessen. Der Nullabgleich wurde mit
100 ul dH,O unter gleichen Bedingungen durchgefiihrt.

Uber die ermittelte A,qy wurde mit Hilfe folgender Formel die DNS Konzentration
bestimmt:

c[ug/ml] = Ayeo * Verdiinnungsfaktor (V) * Multiplikationsfaktor (F)

(F=50)
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2.3 Proteinbiochemische Techniken

2.3.1 Proteinextraktion aus eukaryotischen Zellen

Phosphate Buffered Saline (PBS): 140 mM NaCl, 10 mM Na,HPO,, 1,75 mM KH,PO,, dH,0, pH 7,4
RIPA-Puffer: 50 mM Tris, 150 mM NaCl, 1% (w/v) Natriumdeoxycholat, 0,1% (w/v) SDS, 1% (v/v)
Triton X-100, pH 7,4

STEN-Lysepuffer: 50 mM Tris, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1% (v/v) NP40 (Sigma-Aldrich), 1%
(v/v) Triton X-100 (Sigma-Aldrich), dH,O, pH 7,4

Die Zellen wurden bis zu einer Konfluenz von 70-90% kultiviert. Das Kulturmedium
wurde verworfen und die Zellen wurden zwei Mal mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden
in 0,5 ml (6 cm Kulturschale) bis 1 ml (10 cm Kulturschale) RIPA-Puffer bzw. STEN-
Lysepuffer 15 min auf Eis lysiert. Die unloslichen Zellbestandteile wurden durch
Zentrifugation (12000 g; 10 min; 4°C) vom Uberstand getrennt.

Die so erhaltenen Zelllysate wurden entweder bei -20°C gelagert oder direkt fiir die SDS-

Polyacrylamid Gelelektrophorese oder die Immunprézipitation verwendet.

2.3.2 Membranproteinextraktion aus eukaryotischen Zellen

Phosphate Buffered Saline (PBS): 140 mM NaCl, 10 mM Na,HPO,, 1,75 mM KH,PO,, dH,O, pH 7,4
Hypoton-Puffer: 10 mM Tris, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, dH,O, pH 7,6

STEN-Lysepuffer: 50 mM Tris, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1% (v/v) NP40 (Sigma-Aldrich), 1%
(v/v) Triton X-100 (Sigma-Aldrich), dH,O, pH 7,4

Die Zellen wurden bis zu einer Konfluenz von 70-90% kultiviert. Das Kulturmedium
wurde verworfen und die Zellen wurden zwei Mal mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden
in 0,5 ml (6 cm Kulturschale) bis 1 ml (10 cm Kulturschale) Hypoton-Puffer 10 min auf Eis
inkubiert und anschlieBend mit Hilfe einer 1 ml Spritze zehn Mal durch eine 0,6 mm
Kaniile (Braun) gepresst. Die grofleren Bestandteile (Mitochondrien, Zellkerne) des hier
erhaltenen Zellhomogenats wurden durch Zentrifugation (300 g; 5 min; 4°C) entfernt. Die
neben den loslichen zytosolischen Bestandteilen im Uberstand befindlichen
Membranvesikel wurden durch einen weiteren Zentrifugationsschritt (12000 g; 30 min;
4°C) sedimentiert.

Dieses Membranpellet wurde fiir die SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese in 2-fach SDS
Probenpuffer gelost und 5 min bei 95°C inkubiert. Alternativ wurde das Membranpellet in
50-200 ul STEN-Lysepuffer resuspendiert und 10 min auf FEis inkubiert. Die
detergenzunldslichen Bestandteile wurden durch Zentrifugation (12000 g; 30 min; 4°C)
entfernt. Die Membranproteinextrakte wurden entweder bei -20°C gelagert oder direkt fiir

die SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese verwendet.
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2.3.3 Bestimmung der Proteinkonzentration

PCR Wasser: dH,0 (autoklaviert)

Die Proteinkonzentration wurde photometrisch bestimmt.

A) Bradford-Methode: Hierbei reagiert das im Bradfordreagenz (Bio-Rad) enthaltene
Coomassie-Brillantblau mit den Seitenketten von kationischen, nichtpolaren und
hydrophoben AS. Dabei wird das Absorptionsmaximum des Farbstoffs von 465 nm nach
595 nm verschoben (274).

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurden verschiedene Verdiinnungen der
Proteinldsung 1:5 mit dem Bradfordreagenz vermischt, 5 min bei RT inkubiert und
anschliefend bei einer Wellenlidnge von 595 nm gemessen. Mit Hilfe der ermittelten Asgs

wurde die Proteinkonzentration anhand einer parallel erstellten Eichkurve bestimmt.

B) BCA-Methode: Hierbei reagieren zweiwertige Kupferionen (Cu™) quantitativ mit
Proteinen zu einwertigen Kupferionen (Cu*). Diese bilden im Komplex mit der
Bicinchoninsiure (bicinchoninic acid, BCA; 2,2'-Bichinolin-4,4'-dicarbonsiure) einen
wasserloslichen violetten Farbstoff, der eine starke Absorption bei einer Wellenlédnge von
562 nm aufweist (275).

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurden verschiedene Verdiinnungen der
Proteinlosung 1:10 mit dem BCA-Reagenz (Thermo) vermischt, 30 min bei 37°C inkubiert
und anschlieBend bei einer Wellenldnge von 562 nm gemessen. Mit Hilfe der ermittelten

Asgp wurde die Proteinkonzentration anhand einer parallel erstellten Eichkurve bestimmt.

Je nach Pufferzusammensetzung der zu bestimmenden Proteinldsung wurde entweder die

Bradford- oder die BCA-Methode gewihlt.

2.3.4 Immunprdazipitation von Proteinen

STEN-Puffer: 50 mM Tris, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 0,2% (v/v) NP40 (Sigma-Aldrich), pH 7,6
STEN-NaCl: 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 2 mM EDTA, 0,2% (v/v) NP40 (Sigma-Aldrich), dH,0,

pH 7.6

Phosphate Buffered Saline (PBS): 140 mM NaCl, 10 mM Na,HPO,, 1,75 mM KH,PO,, dH,O, pH 7,4
SDS-Probenpuffer (5-fach): 50% (v/v) Glycerin, 7,5% (w/v) SDS, 0,1 M DTT, 0,025 mg/ml
Bromphenolblau in Sammelgelpuffer

Um Proteine, die unspezifisch an Agarose binden, aus dem Zelllysat (siche Punkt 2.3.1) zu
entfernen, wurde das Zelllysat mit 30 pl Protein-A Agarose (Zymed) fiir 1 h bei 4°C auf

dem Uberkopfschiittler vorinkubiert. Die Protein-A Agarose wurde sedimentiert (600 g;
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3 min; 4°C) und verworfen. Das geklirte Zelllysat wurde mit 1-5 ug spezifischen
Antikorper und 30 pl Protein-A Agarose (Kaninchen IgG) bzw. Protein-G Agarose (Maus
IgG; Amersham) inkubiert (2-16 h, 4°C, Uberkopfschﬁttler). AnschlieBend wurde die
Protein-A bzw. -G Agarose sedimentiert (600 g; 3 min; 4°C) und ein Mal mit STEN-NaCl,
drei Mal mit STEN Puffer und ein Mal mit PBS gewaschen. Die Agarosepellets wurden fiir
die SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese mit 25 pl 2-fach SDS-Ladepuffer versetzt und 5
min bei 95°C inkubiert.

2.3.5 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Sammelgelpuffer (4-fach): 500 mM Tris, 0,4% (w/v) SDS, dH,0, pH 6,8

Trenngelpuffer (4-fach): 1,5 M Tris, 0,4% (w/v) SDS, dH,0, pH 8,8

SDS-Probenpuffer (5-fach): 50% (v/v) Glycerin, 7,5% (w/v) SDS, 0,1 M DTT, 0,025 mg/ml
Bromphenolblau in Sammelgelpuffer

APS-Losung: 10% (w/v) Ammoniumpersulfat, dH,O

TEMED: N,N,N",N"- Tetramethylethylenediamine (Sigma)

SDS-Elektrophoresepuffer: 25 mM Tris, 200 mM Glycin, 0,1% (w/v) SDS, dH,O
Acrylamid/Bisacrylamid: 30% (v/v) Acrylamid/Bisacrylamid im Mischungsverhéltnis 37,5:1

Bei dieser Art der Proteinauftrennung erhilt man nach der Elektrophorese eine nahezu
lineare Beziehung zwischen dem Molekulargewicht der Proteine und deren
Wanderungsstrecke im SDS-Polyacrylamidgel (276).

Die zu analysierende Proteinlosung wurde mit 1/4 Volumen 5-fach SDS-Probenpuffer
versetzt und 5 min bei 95°C inkubiert.

Die in dieser Arbeit verwendeten 10%-igen SDS-Polyacrylamidgele wurden mit Hilfe des
Minigelsystems der Firma Hofer hergestellt. Als Proteinstandard dienten der PageRuler
Unstained Protein Ladder und der PageRuler Prestained Protein Ladder (Fermentas). Pro
Geltasche wurden 20-40 pg Protein aufgetragen.

Die Elektrophorese wurde mit einer Stromstidrke von 30 mA pro Gel und einer maximalen
Spannung von 180 V durchgefiihrt.

Nach Auslaufen der Bromphenolblau-Lauffront wurde die Elektrophorese gestoppt und die
Proteine im Gel entweder direkt Coomassie gefiarbt (siehe Punkt 2.3.6) oder auf
Nitrocellulose transferiert und im Folgenden immunchemisch nachgewiesen (siehe Punkt

2.3.7).
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Bendtigte Mengen der oben angegebenen Puffer und Losungen fiir zwei SDS-Poyacrylamidgele

Trenngel (10%-ig) Sammelgel (4% -ig)

Acrylamid/Bisacrylamid 6,7 ml 1,3 ml
Trenngelpuffer (4-fach) 5 ml -

Sammelgelpuffer (4-fach) - 2,5 ml

dH,O 8,3 ml 6,2 ml

APS-Losung 50 ul 25 ul

TEMED 50 ul 25 ul
Gesamtvolumen 20 ml 10 ml

Alternativ wurden 4-12%-ige Bis-Tris Polyacrylamidgele mit den vom Hersteller

empfohlenen Proben- und Elektrophoresepuffer verwendet (NuPAGE, Invitrogen).

2.3.6 Coomassie-Firbung von Proteinen in Polyacrylamidgelen

Coomassie-Firbelosung: 50% (v/v) Isopropanol, 10% (v/v) Essigséure, 0,5% (w/v) Coomassie-Brillant-
Blau-R, dH,O
Entfirbelosung: 20% (v/v) Isopropanol, 10% (v/v) Essigsdure, dH,O

Um Proteine direkt im SDS-Polyacrylamidgel Coomassie zu farben, wurden die SDS-
Polyacrylamidgele im Anschluss an die Elektrophorese fiir 30 min in der Coomassie-
Farbelosung inkubiert. Um iiberschiissig gebundenes Coomassie zu entfernen, wurden die

Gele anschlieend fiir 2-4 h in Entfiarberlosung inkubiert.

2.3.7 Transfer von Proteinen aus SDS-Polyacrylamidgelen auf Nitrocellulosemembran
(Western Blotting) und immunchemischer Nachweis

Blot-Transferpuffer: 5 mM Tris, 200 mM Glycin, 10% (v/v) Methanol, dH,O

Ponceau-Lésung: 3% (w/v) Ponceau S, 3% (w/v) Trichloressigsdure, dH,O

TBS-T: 10 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,1% (v/v) Tween20, dH,O, pH 7,5

PBS-T: 140 mM NaCl, 10 mM Na,HPO,, 1,75 mM KH,PO,, 0,05% (v/v) Tween20, dH,O, pH 7,4
TBS-T Blockierlosung: TBS-T, 3% (w/v) BSA (Roth)

PBS-T Blockierlosung: PBS-T, 5% (w/v) Milchpulver (Roth)

Antikorperlosung: TBS-T/PBS-T, spezifischer Antikorper (Verdiinnung: 1:5000-1:200 Tabelle 2.3.1)

Bei diesem Vorgang werden die Proteine, die im SDS-Polyacrylamidgel der Grofle nach
getrennt wurden (siehe Punkt 2.3.5), mit Hilfe des Elektroblotverfahrens horizontal auf eine
Nitrozellulosemembran (Whatman) transferiert.

Der Proteintransfer findet hier, wie auch bei der SDS-PAGE, auf Grund der negativen
Ladung des SDS in Richtung Pluspol statt. Der Proteintransfer erfolgte bei 4°C, einer
Stromstédrke von 400 mA und einer maximalen Spannung von 100 V fiir 2 h.
AnschlieBend wurde die Nitrocellulosemembran reversibel mit Ponceau-Losung gefirbt,

um die Vollstindigkeit des Proteintransfers zu iiberpriifen.
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Im Folgenden wurde fiir den immunchemischen Nachweis von Phosphoproteinen TBS-T,
TBS-T Blockierlosung und TBS-T Antikorperlosung verwendet. Ansonsten wurde fiir den
immunchemischen Nachweis von Proteinen PBS-T, PBS-T Blockierlosung und PBS-T
Antikorperlosung verwendet.

Die Membran wurde 1 h in Blockierlosung, 1 h bei RT (iiber Nacht 4°C) mit dem
Erstantikorper und 1 h bet RT mit dem HRP (Horseradish Peroxidase) konjugierten
Zweitantikorper auf dem Orbitalschiittler (50 U/min) inkubiert. Sowohl zwischen der Erst-
und der Zweitantikorperinkubation, als auch nach der Zweitantikdrperinkubation wurde die
Membran sechs Mal 5 min mit PBS-T auf dem Orbitalschiittler (100 U/min) gewaschen.
Die Detektion der antikorpergebundenen Proteine erfolgte mit Hilfe der ECL-Methode
(Enhanced Chemiluminescence). Dazu wurde das ECL Western Blotting Detection Reagent
(Amersham) verwendet, wobei nach Angaben des Herstellers vorgegangen wurde. Die
Detektion der erzeugten Chemilumineszenz erfolgte durch Rontgenfilme (Kodak) oder
durch den ECL Imager (ChimiDocTM XRS; Bio-Rad) und der dazugehorigen Software
Quantity One (Bio-Rad). Die Quantifizierung spezifischer Signale wurde mit Hilfe der

Quantity One Software durchgefiihrt.

2.3.8 Affinitiitsreinigung von monoklonalem c-Myc Antikorper

Aquilibrierungspuffer/Waschpuffer: 20 mM Tris, dH,0, pH 7,0
Neutralisationspuffer: 1 M Tris, dH,O, pH 8,0
Elutionspuffer: 100 mM Glycin/HCl, dH,O, pH 2,7

Die monoklonalen AK wurden aus dem Uberstand des IgG produzierenden
Hybridomzellklons (9E10) gewonnen. Da die F.-Region von Maus IgG eine hohe Affinitit
zu Protein-G aufweist, wurden hier High Trap Protein-G Saulen (Amersham) verwendet.
Etwa 300 ml Hybridomzellen-Uberstand wurde bei 3500 g fiir 10 min bei 4°C zentrifugiert,
um Zellen und Zelltriimmer aus dem Uberstand zu entfernen. Vor dem Auftragen des
Uberstandes auf die Siule wurde diese mit 10 ml Aquilibrierungspuffer/Waschpuffer
Aquilibriert. Der Hybridomzellen-Uberstand wurde mit 1/10 Volumen Neutralisationspuffer
versetzt und dann mit Hilfe einer Peristaltikpumpe mit einer Laufgeschwindigkeit von 3-
5 ml pro Stunde auf die Siule gegeben. Nach dem vollstindigen Durchlauf des Uberstandes
durch die Siule wurde diese mit 10 ml Aquilibrierungspuffer/Waschpuffer gewaschen. Die
AK wurden mit Elutionspuffer von der Sdule eluiert und in 300 ul Fraktionen gesammelt.
Zu jeder Fraktion wurden 100 ul Neutralisationspuffer hinzupipettiert um einen

physiologischen pH-Wert zu gewihrleisten. Die AK wurden bei -20°C gelagert.
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2.3.9 Expression, Reinigung und Isolation von Glutathion-S-Transferase (GST)-
Fusionsproteinen

IPTG-Losung (1000-fach): 100 mM IPTG, dH,O

Lysozym-Losung (Stock): 100 mg/ml, dH,O

Elutionspuffer (GST-Fusionsproteine): 50 mM Tris, 10 mM Glutathion (reduziert), dH,O, pH 8,0
Aquilibrierungspuffer (GST-Fusionsproteine): 50 mM Tris, dH,0, pH 8,0

400 ml LB-Selekionsmedium wurden mit 10 ml einer E.coli Ubernachtkultur angeimpft
und bei 250 U/min und 37°C bis zu einer optischen Dichte ODgyo von 0,6-0,8 kultiviert.
Die Expression des Fusionsproteins wurde durch die Zugabe von 0,1 mM
(Endkonzentration) IPTG induziert. Die Kultur wurde fiir weitere 5 h unter oben genannten
Bedingungen inkubiert. Anschlieend wurden die Zellen abzentrifugiert (3500 g, 30 min,
4°C) und bei -20°C eingefroren. Das Bakterienpellet wurde in 20 ml PBS (mit 5 mg/ml
Lysozym) resuspendiert und auf Eis 30 min inkubiert. Die Zellsuspension wurden im
Folgenden sechs Mal 1 min auf Eis sonifiziert (100% Leistung) und die unldslichen
Bestandteile abzentrifugiert (3500 g, 30 min, 4°C). Der Uberstand wurde 1:5 mit PBS
verdiinnt und mit 2 ml GSH-Agarose (Amersham) 2 h bei 4°C auf dem Uberkopfschiittler
inkubiert. Die GSH-Agarose wurde fiinf Mal mit PBS gewaschen (2000 g, 5 min, 4°C).
Nach dem letzten Waschschritt wurde die GSH-Agarose in 10 ml PBS resuspendiert, auf
eine Poly-Prep-Chromatographiesiule (Bio-Rad) gegeben und zwei Mal auf der Saule mit
Aquilibrierungspuffer gewaschen. AnschlieBend wurde das Fusionsprotein mit 10 ml
Elutionspuffer eluiert und in 0,5 ml Fraktionen gesammelt. Die Fusionsprotein
enthaltenden Fraktionen wurden bestimmt (Bradford-Methode, sieche Punkt 2.3.3) Die
Reinheit des gereinigten Proteins wurde durch Coomassie Fiarbung im SDS-

Polyacrylamidgel iiberpriift.

2.3.10 Expression, Reinigung und Isolation von Maltose-Bindeprotein (MBP)-
Fusionsproteinen

IPTG-Losung (1000-fach): 100 mM IPTG, dH,O
Lysozym-Lésung (Stock): 100 mg/ml, dH,O
Aquilibrierungspuffer (MBP-Fusionsproteine): PBS
Elutionspuffer (MBP-Fusionsproteine): PBS, 10 mM Maltose

Dabei wurde bis auf folgende Anderungen wie unter Punkt 2.3.9 beschrieben vorgegangen:
Zur Prizipitation der MBP-Fusionsproteine wurden hier 2 ml Amylose-Granulat
(Amersham) verwendet. Die Waschschritte des Amylose-Granulats und die Aquilibrierung
auf der Siule geschahen mit MBP-Aquilibrierungspuffer. Die Elution der MBP

Fusionsproteine erfolgte mit MBP-Elutionspuffer.
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2.3.11 Entsalzen und Umpuffern von Proteinlosungen

Mit Hilfe von Entsalzungssdulen (NAPS, PD-10; Amersham) wurden Proteinlésungen
entsalzt bzw. umgepuffert.

Dazu wurde die Sdule zuvor mit dem dreifachen Sdulenvolumen des gewiinschten Puffers
dquilibriert. Nach Durchlauf des Puffers wurden maximal 0,5 ml (NAPS) bzw. 2,5 ml (PD-
10) Proteinlosung auf die Sdule aufgetragen und der Durchlauf verworfen.
AnschlieBend wurden die Proteine mit 2,5ml (NAP5) bzw. 5ml (PD-10) des
Aquilibrierungspuffers eluiert und das Eluat in 0,5 ml Fraktionen gesammelt. Fraktionen

mit hoher Proteinkonzentration wurden vereinigt und bei -80°C gelagert.

2.3.12 Oberflichen-Plasmon-Resonanz Spektroskopie

Laufpuffer (HBS-P Puffer): 10 mM HEPES, 150 mM NacCl, 0,005% Surfactant P20, pH 7,4 (GE
Healthcare)

Die Bestimmung von Protein-Protein Dissoziationskonstanten (Kp-Werte) geschah mit
Hilfe der Oberflichen-Plasmon-Resonanz Spektroskopie (Surface Plasmon Resonance,
SPR) im Biacore 3000 (GE Healthcare). C-terminal biotinylierte Peptide (hier: NEP-NT,
pNEP-NT; PSL) wurden auf der Oberfldache eines mit Streptavidin beschichteten Biacore
Sensor Chip SA (GE Healthcare) immobilisiert. Dazu wurden 100 nM des biotinylierten
Peptides in Laufpuffer mit einer Flussgeschwindigkeit von 30 ul pro Minute auf die
entsprechende Flusszelle des Chips appliziert. Nach Erreichen von etwa 1000 RU (hier:
Response Units) wurde die Applikation gestoppt und der Chip fiir 5 min mit einer
Flussgeschwindigkeit von 30 ul pro Minute mit Laufpuffer gewaschen.

Anschlieend wurden nacheinander verschiedene Konzentrationen des zu untersuchenden
Proteins in Laufpuffer mit der oben angegebenen Flussgeschwindigkeit fiir 1 min auf den
Chip appliziert. Nach Applikation des Proteins wurde der Chip fiir 5 min mit Laufpuffer
und 1 min mit 3 M NaCl in Laufpuffer gewaschen, um an die Peptide gebundenes Protein
zu entfernen.

Um unspezifische Bindungen der Proteine an den Sensor Chip SA auszuschlieen, wurden
die ermittelten Werte einer Referenzflusszelle (ohne gebundenes Peptid) von den Werten
der Messflusszellen abgezogen.

Die Ermittlung der Kp-Werte wurde anschlie3end nach dem ,,steady-state*-Modell unter

Verwendung der Biacore-Evaluierungssoftware ermittelt.
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2.3.13 Peptid — Protein Kopridzipitationsversuche

ColIP-Puffer: 10 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,4% (v/v) Igepal

Phosphate Buffered Saline (PBS): 140 mM NaCl, 10 mM Na,HPO,, 1,75 mM KH,PO,, dH,O, pH 7,4
SDS-Probenpuffer (5-fach): 50% (v/v) Glycerin, 7,5% (w/v) SDS, 0,1 M DTT, 0,025 mg/ml
Bromphenolblau in Sammelgelpuffer

C-terminal biotinylierte Peptide (PSL) wurden an SA-Agarose (Invitrogen) gebunden und
mit unterschiedlichen Konzentrationen des zu untersuchenden Proteins fiir 2 h in ColP-
Puffer bei 4°C inkubiert. Anschlieend wurde die SA-Agarose sedimentiert (600 g; 3 min;
4°C), drei Mal mit ColP-Puffer und ein Mal mit PBS gewaschen. Die Agarosepellets
wurden fiir die SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese mit 25 ul 2-fach SDS-Ladepuffer

versetzt und 5 min bei 95°C inkubiert.

2.3.14 Inhibition der Proteinbiosynthese in Sdugerzellen durch Cycloheximid

Poly-L-Lysin Losung: 100 pg/ml steriles Poly-L-Lysin in PBS

Cycloheximid (1000-fach): Cycloheximid 20 mg/ml (w/v), dH,O

Zellkultur Grundmedium: DMEM, 10% hitzeinaktiviertem fotalem Kilberserum (PAA), 50 U/ml
Penizillin, 50 pg/ml Streptomycin (Invitrogen)

HEK?293 Zellen wurden in Poly-L-Lysin beschichteten 3,5 cm Kulturschalen bis zu einer
Konfluenz von 70-80% kultiviert. AnschlieBend wurde das Kulturmedium entfernt, die
Zellen ein Mal mit PBS gewaschen und fiir die angegebenen Zeitrdume in
Zellkulturgrundmedium mit 20 pg/ml Cycloheximid inkubiert (CO,-Inkubator, 37°C).
AnschlieBend wurden die Zellen ein Mal mit PBS gewaschen und Gesamtproteinlysate

hergestellt (Punkt 2.3.1).

2.3.15 Metabolische Markierung von Proteinen mit [>°S]-Methionin/Cystein (Pulse
Chase)

Poly-L-Lysin Losung: 100 pg/ml steriles Poly-L-Lysin in PBS

Methionin/Cystein-freies Zellkultur Grundmedium: Methionin/Cystein-freies DMEM (Sigma-
Aldrich)

[3SS]-Methionin/Cystein-haltiges Zellkultur Grundmedium (Pulse Medium): Methionin/Cystein-
freies DMEM (Sigma-Aldrich), 0,1 mCi/ml [358]-Methionin/Cystein

Zellkultur Grundmedium (Chase Medium): DMEM, 10% hitzeinaktiviertem fotalem Kilberserum
(PAA), 50 U/ml Penizillin, 50 pg/ml Streptomycin (Invitrogen), 2 mM Methionin

Phosphate Buffered Saline (PBS): 140 mM NaCl, 10 mM Na,HPO,, 1,75 mM KH,PO,, dH,O, pH 7,4

HEK?293 Zellen wurden in Poly-L-Lysin beschichteten 6 cm Kulturschalen bis zu einer
Konfluenz von 70-80% kultiviert. AnschlieBend wurde das Kulturmedium entfernt, die
Zellen ein Mal mit PBS gewaschen und fiir 45 min in Methionin/Cystein-freiem Zellkultur
Grundmedium inkubiert. Das Medium wurde anschliefend vollstandig entfernt und durch

[35 S]-Methionin/Cystein-haltiges Zellkultur Grundmedium ersetzt (CO,-Inkubator, 37°C;
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Pulse). Nach 20-miniitiger Inkubation wurden die Zellen einmal mit Zellkultur
Grundmedium gewaschen und fiir 0,5-6 h, wie im Ergebnisteil angegeben, inkubiert
(Chase). Anschliefend wurden die Zellen ein Mal mit PBS gewaschen und mit STEN-
Lysepuffer auf Eis lysiert und das entsprechende Protein mittels Immunprizipitation

isoliert (siche Punkt 2.3.4).

2.3.16 Biotinylierung von Zelloberflichenproteinen

Poly-L-Lysin Losung: 100 pg/ml steriles Poly-L-Lysin in PBS

Phosphate Buffered Saline (PBS): 140 mM NaCl, 10 mM Na,HPO,, 1,75 mM KH,PO,, dH,O, pH 7,4
Biotin-Losung: 0,5 mg/ml Sulfo-NHS-Biotin (Pierce) in PBS

Glycin-Losung: 20 mM Glycin in PBS

SDS-Probenpuffer (5-fach): 50% (v/v) Glycerin, 7,5% (w/v) SDS, 0,1 M DTT, 0,025 mg/ml
Bromphenolblau in Sammelgelpuffer

HEK?293 Zellen wurden in Poly-L-Lysin beschichteten 6 cm Kulturschalen bis zu einer
Konfluenz von 80-90% kultiviert. Die Zellen wurden zwei Mal mit eiskaltem PBS
gewaschen und auf Eis fiir 30 min in 2 ml Biotin-Losung inkubiert. Die Biotin-Losung
wurde verworfen und restliches, nicht gebundenes Sulfo-NHS-Biotin durch einmaliges
Waschen der Zellen mit Glycin-Losung abgesittigt. AnschlieBend wurden die Zellen zwei
Mal mit PBS gewaschen und in STEN-Lysepuffer lysiert (sieche Punkt 2.3.1). Die geklérten
Lysate (12000 g; 10 min; 4°C) wurden mit 50 ul SA-Agarose (Invitrogen) pro Milliliter
Zelllysat versetzt und 2 h bei 4°C auf dem Uberkopfschiittler inkubiert. AnschlieBend
wurde die SA-Agarose vier Mal mit STEN-Puffer gewaschen (600 g; 3 min; 4°C) und
schlieBlich in 2-fach SDS-Probenpuffer gekocht. Die Proteinanalyse geschah mittels SDS-
PAGE (siehe Punkt 2.3.5) und anschlieBendem Western-Immunblotting (siehe Punkt
2.3.7).

2.3.17 In vitro Phosphorylierung von GST-Fusionsproteinen

PCR Wasser: dH,0 (autoklaviert)
SDS-Probenpuffer (5-fach): 50% (v/v) Glycerin, 7,5% (w/v) SDS, 0,1 M DTT, 0,025 mg/ml
Bromphenolblau in Sammelgelpuffer

Fiir die in vitro Phosphorylierung von GST-Fusionsproteinen wurde rekombinante Casein
Kinase 2 (CK2; alpha und beta Untereinheit; S00 U/ul; New England Biolabs) verwendet.
2 pg des jeweiligen GST Proteins wurde pro 30 ul Ansatz mit der entsprechenden Menge
CK2-Puffer (New England Biolabs), 50 U CK2 und 10 uM [y-**P] ATP gemischt und bei
30°C fiir 10 min inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 0,75 ml PBS plus 2 mM
EDTA gestoppt und die GST-Fusionsproteine mittels GSH-Agarose (Amersham)

51



Material und Methoden

prazipitiert und drei Mal mit PBS gewaschen (siehe Punkt 2.3.9). AnschlieBend wurden
30 ul 2-fach SDS Probenpuffer pro Ansatz pipettiert und die Proteine nach Aufkochen in
einem SDS-Polyacrylamid Gel elektrophoretisch getrennt (siehe Punkt 2.3.5) und auf eine
Nitrocellulosemembran elektrogeblottet (siehe Punkt 2.3.7).

2.3.18 [’’P]-Markierung von HEK293 Zellen (in vivo Phosphorylierung)

Poly-L-Lysin Losung: 100 pg/ml steriles Poly-L-Lysin in PBS
Phosphate Buffered Saline (PBS): 140 mM NaCl, 10 mM Na,HPO,, 1,75 mM KH,PO,, dH,O, pH 7,4
Phosphatfreies Zellkultur Grundmedium: Phosphatfreies DMEM (Sigma-Aldrich)

HEK?293 Zellen wurden in Poly-L-Lysin beschichteten 6 cm Kulturschalen bis zu einer
Konfluenz von 70-80% kultiviert. AnschlieBend wurden das Kulturmedium durch
phosphatfreies Zellkultur Grundmedium (Sigma-Aldrich) ausgetauscht. Nach 1 h wurde
dem Medium 0,5 mCi [* 2P]—Orthophosphalt pro 6 cm Kulturschale zugesetzt und die Zellen
weitere 3 h im CO,-Inkubator inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen ein Mal mit PBS
gewaschen, mit STEN-Lysepuffer auf Eis lysiert und das entsprechende Protein mittels

Immunprézipitation isoliert (siehe Punkt 2.3.4).

2.3.19 Statistische Auswertung der Versuche

Falls nicht anderes angegeben, sind die Quantifizierungen von drei unabhingigen
Versuchen gezeigt. Standardabweichung und Mittelwert wurden berechnet und die

Signifikanz mit Hilfe des Student's t-test bestimmt.
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Tabelle 2.3.1: Verwendete Primérantikorper. Zur Detektion von GM1 (Gangliosid GM;) wurde FITC-
konjugiertes Cholera Toxin verwendet (IF: 1:500; Sigma-Aldrich); zur Detektion von NEP-NT und pNEP-NT
(Biotin markiert) wurde HRP-konjugiertes Streptavidin verwendet (WB: 1:1000; Abcam).

Bezeichnung Zielprotein IP WB IF Spezies Herkunft
Kaninchen
Akt Akt/PKB - 1:3000 | - Upstate
(monokl.)
Kaninchen Cell
Akt (pSerd73) | Akt/PKB Phosphoserin 473 | - 1:1000 | -
(polykl.) Signaling
Maus Sigma-
Aktin Aktin - 1:5000 | -
(monokl.) Aldrich
Kaninchen
Calnexin H-70 | Calnexin - 1:1000 | 1:300 Santa Cruz
(polykl.)
Maus
CK2a CK2a - 1:200 1:50 Santa Cruz
(monokl.)
Maus
anti-GFP GFP 1:1000 | 1:5000 | 1:1000 Roche
(monokl.)
Maus LGC
c-Myc c-Myc 1:200 | 1:1000 | 1:500
(monokl.) Promochem
Maus
Ezrin Ezrin - - 1:1000 Abcam
(monokl.)
Maus
NEP Neprilysin - 1:1000 | - Abcam
(monokl.)
Maus
NEP Neprilysin - 1:500 1:50 Santa Cruz
(monokl.)
Kaninchen
PTEN PTEN - 1:200 1:50 Santa Cruz
(polykl.)
Maus
82E1 AB 1:100 IBL
(monokl.)
Kaninchen Labor Prof.
2964 AB 1:50 - -
(polykl.) Walter
Kaninchen Labor Prof.
2972 GST - 1:500 -
(polykl.) Walter
2953 1V Kaninchen Labor Prof.
MBP - 1:400 -
3711 1II (polykl.) Walter
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Tabelle 2.3.2: Verwendete Sekundirantikorper

Bezeichnung Zielprotein WwB IF -konjugiert Herkunft
anti-Maus HRP Maus IgG 1:50000 - HRP Sigma-Aldrich
anti-Kaninchen HRP Kaninchen IgG 1:50000 - HRP Sigma-Aldrich
anti-Maus Alexa594 Maus IgG - 1:500 Alexa594 Sigma-Aldrich
anti-Maus Alexa488 Maus IgG - 1:500 Alexa488 Sigma-Aldrich
anti-Kaninchen Alexa594 | Kaninchen IgG - 1:500 Alexa594 Sigma-Aldrich
anti-Kaninchen Alexa488 | Kaninchen IgG - 1:500 Alexa488 Sigma-Aldrich

1) N | m § }-c-Myc C
2~ [ 9
3) N' [J-K-Biotin C
4) N &-K-Biotin Cc

5) N GST-[ ] c

6) N MBP-| | c

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung exprimierter Proteine und synthetisch hergestellter Peptide
1) NEP; Volllingen NEP mit C-terminalem c-Myc Epitop 2) NEP-GFP; NEP mit durch GFP ausgetauschter
extrazelluldrer Doméne 3) NEP-NT; Aminosduren 1-23 von NEP mit C-terminalem, biotinyliertem Lysin 4)
pNEP-NT; Aminoséduren 1-23 von NEP mit phosphoryliertem Serin 6 und C-terminalem, biotinyliertem
Lysin 5) GST PTEN-CT; GST Fusionsprotein mit der C-terminalen Doméne von PTEN (AS 364-403) 6)
MBP Ezrin-NT; MBP Fusionsprotein mit der N-terminalen Doméine von Ezrin (AS 1-310)
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3 Ergebnisse

3.1  Expression und katalytische Aktivitit von endogenem NEP

Die physiologischen Funktionen von NEP werden iiberwiegend an der Plasmamembran
ausgefiihrt. Dazu gehoren neben dem Abbau extrazelluldrer Substrate auch die Interaktion
mit dem Tumorsuppressor PTEN und den F-Aktin bindenden ERM Proteinen (10, 13, 17,
19, 210). Zwar wird NEP in fast allen Geweben exprimiert, jedoch variiert die jeweilige
Expressionsmenge sehr stark (10, 13). Um ein geeignetes Zellkulturmodell fiir weitere
funktionelle Untersuchungen zu identifizieren, wurde zunichst die Enzymaktivitit von

NEP in verschiedenen kultivierten Zellen untersucht.
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Abbildung 3.1: Aktivitiit, Expression und subzelluliire Verteilung von endogenem NEP

A) Die Enzymaktivitit von NEP wurde in den oben angegebenen Zelllinien bzw. in primiren kortikalen
Mausneuronen (prim. Neurone) mit Hilfe des spezifischen NEP Substrats Succinyl-Ala-Ala-Phe-7-amido-4-
methylcoumarin nachgewiesen. Zur spezifischen NEP Inhibition wurden die Zellen mit 10 pM Thiorphan
behandelt (+Thior.; graue Balken). Mittelwert und Standardabweichung wurden berechnet. n = 6; * entspricht
einem p-Wert < 0,05; n.s. = nicht signifikant; RU = Relative Einheiten. B) 25 ug Membranprotein von
HEK?293 und MEF Zellen wurden in einem 10%-igen SDS-Polyacrylamidgel getrennt und NEP und Aktin
mit spezifischen Antikorper im Western-Immunblot nachgewiesen. C) Die Zelloberflidchenlokalisation von
NEP in MEF Zellen wurde mittels Immunfluoreszenzmikroskopie untersucht. Hierzu wurden nicht-
permeabilisierte MEF Zellen fixiert und mit monoklonalem anti-NEP Antikérper und Alexa 594-
konjugiertem anti-Maus Sekundérantikérper immunzytochemisch geférbt (rot). Die Plasmamembran wurde
durch FITC-konjugiertes Cholera Toxin markiert (griin). Der Skalierungsbalken entspricht 20 pm.
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Dabei zeigten LNCaP Zellen, BV2 Zellen, MEF Zellen und primére kortikale Mausneurone
eine signifikante, Thiorphan sensitive NEP Zelloberfldachenaktivitit. Die stirkste NEP
Aktivitdt wiesen dabei die MEF Zellen auf (Abb. 3.1A).

In Ubereinstimmung mit den Enzymaktivititsmessungen, konnte NEP in MEF Zellen im
Western-Immunblot (WB) detektiert werden, wihrend in HEK293 Zellen kein NEP-
spezifisches Signal nachgewiesen werden konnte (Abb. 3.1B).

Die immunzytochemische Untersuchung von nicht-permeabilisierten MEF Zellen zeigte,
dass endogenes NEP an der Zelloberfldche in punktformigen Strukturen organisiert ist, wie

es zuvor schon fiir priméire Neurone beschrieben wurde (Abb. 3.1C) (202).

3.2  Expression und katalytische Aktivitit von exogen exprimiertem NEP
HEK?293 Zellen exprimieren, wie in Abbildung 3.1A und B gezeigt, nur sehr geringe
Mengen an NEP und eignen sich besonders gut, um ektopisch exprimiertes NEP zu
untersuchen, da die spezifischen Eigenschaften und Funktionen des ektopisch exprimierten
NEP nicht mit endogenem NEP interferieren.

Zunachst wurde untersucht, ob iiberexprimiertes NEP in HEK293 Zellen maturiert und
aktiv ist. Dazu wurden HEK?293 Zellen mit der cDNS von humanem NEP transfiziert, das
C-terminal ein c-Myc Epitop tridgt. Dabei konnten im WB zwei spezifische Banden
detektiert werden, wobei die untere Bande die nicht-maturierte Form und die obere Bande
die maturierte, N-glykosylierte Form von NEP représentiert (Abb. 3.2A) (9, 277).
Transfizierte HEK293 Zellen zeigten eine deutlich erhohte NEP Aktivitdt an der
Zelloberflache, wohingegen nicht-transfizierte Zellen nur schwache NEP-spezifische
Aktivitat aufwiesen, die kaum von der Thiorphan behandelter Zellen zu unterscheiden ist
(Abb. 3.2B).

Die Ergebnisse zeigen, dass exogen exprimiertes NEP in HEK293 Zellen im sekretorischen
Weg maturiert und als aktive Peptidase an die Zelloberfldache gelangt.

Stabil NEP exprimierende HEK293 Zellen konnten nicht generiert werden, da die
Uberexpression iiber einen Zeitraum von etwa zwei Wochen zum Absterben der Zellen

fihrte.
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Abbildung 3.2: Expression und Aktivitit von exogen exprimiertem NEP in HEK293 Zellen

A) 25 ng Protein aus Gesamtlysat von untransfizierten (Kontrolle) bzw. NEP transfizierten HEK293 Zellen
wurden in einem 10%-igen SDS-Polyacrylamidgel getrennt und NEP mit einem spezifischen anti-c-Myc
Antikérper im WB nachgewiesen. Matures (m) und immatures (im) NEP sind durch Pfeile markiert. B) Die
NEP Aktivitdit wurde mit Hilfe des spezifischen NEP Substrats Succinyl-Ala-Ala-Phe-7-amido-4-
methylcoumarin nachgewiesen. Zur spezifischen Inhibition von NEP wurden die Zellen mit 10 uM Thiorphan
(+Thior.; graue Balken) behandelt. Mittelwert und Standardabweichung wurden berechnet. n = 6; RU =
Relative Einheiten.

3.3  Subzellulire Lokalisation von NEP-GFP

Da es nicht moglich war NEP wt stabil in HEK293 Zellen zu exprimieren und um die
Funktion der NEP intrazelluliren Doméne unabhédngig von der extrazelluldren,
katalytischen Doméne zu untersuchen, wurde ein NEP-GFP Konstrukt generiert, bei dem
die extrazelluldre Domine durch GFP ausgetauscht wurde (Abb. 3.3A). Mit diesem NEP-
GFP Konstrukt war es moglich stabile Klone zu generieren.

Um zu testen, ob das NEP-GFP Fusionsprotein, wie NEP wt, an die Zelloberfldche
transportiert wird, wurde spezifisch NEP-GFP an der Zelloberfliche von HEK293 Zellen,
die NEP-GFP stabil exprimieren, immunzytochemisch nachgewiesen. Dazu wurde
plasmamembranstindiges NEP-GFP in nicht-permeabilisierten HEK293 Zellen mit einem
GFP-spezifischen  Primérantikrper und einem 594-konjugiertem anti-Maus
Sekundirantikorper markiert (Abb. 3.3B, rot). Zusitzlich wurden Zelloberfldchen-
biotinylierungsversuche durchgefiihrt (278). Hierbei konnte gezeigt werden, dass sowohl
matures (m) NEP wt, als auch NEP-GFP an die Zelloberfliche transportiert werden (Abb.
3.3C unteres Bild).

NEP-GFP ist innerhalb der Zelle vornehmlich in retikuldren und juxtanukledren Strukturen
konzentriert, was auf eine Lokalisation im sekretorischen Transportweg (ER; Golgi-
Apparat) hinweist (Abb. 3.3B, griin).

Insgesamt konnte hier nachgewiesen werden, dass der Austausch der NEP extrazellulédren

Domaine durch GFP den sekretorischen Transport an die Zelloberfldche nicht behindert.
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Abbildung 3.3: Subzelluliire Lokalisierung von NEP-GFP

A) Schematische Darstellung von Volllingen-NEP (fl NEP) und NEP-GFP. Bei NEP-GFP wurde die
extrazelluldre, katalytische Domine gegen GFP ausgetauscht. TM = Transmembrandomine. B) Die
subzelluldre Lokalisierung von NEP-GFP wurde mittels Immunfluoreszenzmikroskopie untersucht. Nicht-
permeabilisierte HEK293 Zellen, die stabil NEP-GFP exprimieren bzw. untransfizierte Zellen (Kontrolle)
wurden fixiert und Zelloberflichenlokalisiertes NEP-GFP wurde mit einem monoklonalen anti-GFP
Antikorper und Alexa 594-konjugierten anti-Maus Sekundérantikdrper immunzytochemisch geférbt (rot). Der
Skalierungsbalken entspricht 20 pm. C) Zelloberflachenproteine von untransfizierten (Kontr.), NEP
exprimierenden und NEP-GFP exprimierenden HEK293 Zellen wurden mit Sulfo-NHS-Biotin inkubiert, mit
SA-Agarose prizipitiert und in einem 10%-igen SDS-Polyacrylamidgel getrennt und auf
Nitrocellulosemembran transferiert. NEP bzw. NEP-GFP wurden anschlieBend im WB durch spezifische
Antikorper (anti-NEP bzw. anti-GFP) nachgewiesen. Bild oben: Gesamtlysat; Bild unten: SA-Agarose
prézipitierte, Biotin markierte Zelloberflichenproteine.
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3.4  Analyse der Phosphorylierung von NEP

Friihere Untersuchungen haben bereits gezeigt, dass NEP in vitro durch die Casein Kinase
2 phosphoryliert werden kann (18). Daher sollte im Folgenden die Phosphorylierung von
NEP in kultivierten Zellen analysiert werden, um die in vivo beteiligten Enzyme und

Faktoren zu identifizieren.

3.4.1 [*’P]-Markierung von NEP in HEK293 Zellen (in vivo Phosphorylierung)

Die Analyse der in vivo Phosphorylierung von NEP iiberexprimierenden HEK293 Zellen
zeigt, dass sowohl immatures, als auch matures NEP in HEK293 Zellen phosphoryliert
wird (Abb. 3.4, Spur 1). Die wihrend der in vivo Phosphorylierung durchgefiihrte
Behandlung der Zellen mit Okadasdure (OA) fiihrt zu einer deutlich erhohten Inkorporation
von [**P] (Abb. 3.4, Spur 2). Da OA die Protein Phosphatasen 1 und 2A hemmt, scheint die
Dephosphorylierung von NEP unter anderem durch die Protein Phosphatase 1 und / oder

Phosphatase 2A zu erfolgen.

59



Ergebnisse

Abbildung 3.4: Phosphorylierung von exogen exprimiertem NEP in HEK293 Zellen

Um die Phosphorylierung von NEP in vivo zu untersuchen, wurde NEP transient in HEK293 Zellen
iiberexprimiert und die Zellen fiir 3 h in Anwesenheit von [**P]-Orthophosphat inkubiert. Um die
Phosphatasen 1 und 2A zu inhibieren, wurden die Zellen fiir die letzten 2 h mit 0,5 pM Okadasdure (OA)
behandelt (+; Spur 2). AnschlieBend wurden die Zellen lysiert, NEP-c-Myc mit einem spezifischen anti-c-
Myc Antikdrper immunprézipitiert, im 10%-igen SDS-Polyacrylamidgel getrennt und auf
Nitrocellulosemembran transferiert. Die radioaktiven Signale wurden autoradiographisch detektiert (Bild
oben; **P). NEP wurde anschlieBend durch einen spezifischen anti-NEP Antikorper nachgewiesen (Bild
unten; WB).

3.4.2 Identifizierung theoretischer Phosphorylierungsstelle von NEP

Zunachst wurde in silico nach potenziellen Phosphorylierungsstellen innerhalb der
zytosolischen Domédne von NEP mit Hilfe des NetPhos 2.0 Server
(www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/)  gesucht. Dabei werden den moglichen
Phosphorylierungsstellen ~ Phosphorylierungswahrscheinlichkeitswerte  zwischen 0
(unwahrscheinlich) und 1 (sehr wahrscheinlich) zugeordnet.

Als wahrscheinlichste Phosphorylierungsstellen wurden hierbei die Aminosduren Serin 6
und Threonin 15 der zytoplasmatischen Doméne von NEP mit Werten von 0,976 bzw.
0,949 ermittelt. Im Gegensatz dazu wiesen die ermittelten Werte fiir Serin 4 (0,035),
Threonin 11 (0,023) und Threonin 25 (0,141) darauf hin, dass diese Aminosidurereste
wahrscheinlich nicht phosphoryliert werden. Ein Aminosduresequenzvergleich der N-
terminalen Doménen zeigt, dass Serin 6 in den Spezies Mensch, Maus, Kaninchen Ratte
und Huhn konserviert ist, wohingegen Threonin 15 in Maus, Ratte und Huhn durch Alanin

substituiert ist (Abb. 3.5).
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N Ic

* *
NEP Human MGKSESQMDITDINTPKPKKKQRWTPL
NEP Maus MGRSESQMDITDINAPKPKKKQRWTPL
NEP Kaninchen MGRSESQMDITDINTPKPKKKQRWTPL
NEP Ratte MGRSESQMDITDINAPKPKKKQRWTPL
NEP Huhn MGKSESQMDITEMNAPKPKKKLRWSGL

Abbildung 3.5: Theoretisch bestimmte Phosphorylierungsstellen der zytosolischen Domiine von NEP
Die Aminoséduresequenzen der zytoplasmatischen Doméne von verschiedenen Spezies ist im Einbuchstaben-
Code angegeben. Die mit dem NetPhos Server theoretisch bestimmten Phosphorylierungsstellen sind rot
markiert.

3.4.3 Bestimmung der Phosphorylierungsstelle von NEP

Um die Phosphorylierungsstelle in kultivierten Zellen zu bestimmen, wurden verschiedene
Phosphorylierungsmutanten der zytoplasmatischen Domidne von NEP hergestellt. Die
Phosphorylierung dieser Mutanten wurde anschlieBend in HEK293 Zellen analysiert.
Dazu wurden NEP wt und die NEP Phosphorylierungsmutanten S4A, S6A, T11A und
T15A jeweils transient in HEK293 Zellen iiberexprimiert und in vivo phosphoryliert. Die
Analyse der Ergebnisse zeigt, dass alle NEP Varianten in vivo phosphoryliert werden,
wobei einzig die Phosphorylierung der S6A Mutante stark reduziert ist (Abb. 3.6). Die NEP
Mutanten T11A und T15A zeigten eine, im Vergleich zu NEP wt, erhohte Phosphat-
Inkorporation.

Da die Substitution von Serin 6 zu Alanin eine 70%-ige Reduktion der NEP
Phosphorylierung zur Folge hat, kann davon ausgegangen werden, dass es sich bei Serin 6
um die Hauptphosphorylierungsstelle handelt. Die Tatsache, dass Serin 6, im Gegensatz zu
Threonin 15, in allen Spezies konserviert ist, konnte darauf hinweisen, dass dieser

Aminosdurerest auch in anderen Spezies phosphoryliert wird.
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Abbildung 3.6: Bestimmung der Phosphorylierungsstelle von NEP

Die NEP Phosphorylierungsmutanten wurden jeweils transient in HEK293 Zellen iiberexprimiert und die
Zellen fiir 3 h in [**P]-Orthophosphat-haltigem Medium inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen lysiert,
NEP-c-Myc mit einem spezifischen anti-c-Myc Antikoérper immunprizipitiert, im 10%-igen SDS-
Polyacrylamidgel getrennt und auf Nitrocellulosemembran transferiert. Die radioaktiven Signale wurden
autoradiographisch detektiert (Bild oben; **P). NEP wurde anschlieBend im WB durch einen spezifischen
anti-NEP Antikorper nachgewiesen (Bild unten; WB). B) Densitometrische Quantifizierung (Mittelwert;
Standardabweichung). n = 2; RU = Relative Einheiten.

3.4.4 Identifizierung der NEP phosphorylierenden Kinase

Die Serin 6 umgebende Aminosiuresequenz entspricht der Konsensussequenz SXXE/D
von CK2 (279). Um festzustellen, ob NEP von CK2 phosphoryliert wird, wurden NEP
exprimierende HEK293 Zellen mit dem spezifischen CK2 Inhibitor 2-Dimethylamino-
4,5,6,7-tetrabromo-1H-benzimidazole (DMAT) behandelt und in vivo phosphoryliert. Die
DMAT Behandlung fiihrte zu einer deutlichen Reduktion der NEP Phosphorylierung im
Vergleich zu unbehandelten Zellen (Abb. 3.7A). Dies deutet auf eine Beteiligung von CK2
an der Phosphorylierung von NEP hin.

In folgenden in vitro Phosphorylierungsversuchen konnte zudem gezeigt werden, dass CK2
die zytoplasmatische Domine von NEP phosphoryliert. Durch die Substitution von Serin 6
durch Alanin, wird die Phosphorylierung fast vollstandig unterdriickt (Abb. 3.7B). Diese
Ergebnisse zeigen, dass CK2 in vitro spezifisch Serin 6 innerhalb der N-terminalen

Domaéne phosphoryliert.
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Abbildung 3.7: NEP Phosphorylierung durch CK2

A) In vivo Phosphorylierung von exogen exprimiertem NEP. HEK293 Zellen, die NEP transient
iiberexprimieren wurden in vivo phosphoryliert. Die Zellen wurden 1 h vor und wihrend der in vivo
Phosphorylierung in An- oder Abwesenheit von 30 uM DMAT inkubiert. Anschliefend wurden die Zellen
lysiert, NEP-c-Myc mit einem spezifischen anti-c-Myc Antikdrper immunprézipitiert, im 10%-igen SDS-
Polyacrylamidgel getrennt und auf Nitrocellulosemembran transferiert. [**P] Inkorporation wurde durch
Autoradiographie nachgewiesen (Bild oben; **P). NEP wurde anschlieBend im WB durch einen spezifischen
anti-NEP Antikorper nachgewiesen (Bild unten; WB). B) In vitro Phosphorylierung von GST-NEP N-
terminaler Doméne Fusionsproteinen (GST NEP-NT) durch CK2. GST, GST NEP-NT wt und GST NEP-NT
S6A wurden jeweils mit [y-""P] ATP und CK2 bei 32°C inkubiert. Die GST Fusionsproteine wurden mittels
GSH-Agarose isoliert und in einem 10%-igen SDS-Polyacrylamidgel getrennt. Ansonsten wurde wie unter A
beschrieben verfahren, wobei die GST Fusionsproteine im WB durch einen spezifischen anti-GST Antikorper
nachgewiesen wurden (Bild unten; WB).

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass Serin 6 innerhalb der N-terminalen Doméne
wahrscheinlich die Hauptphosphorylierungsstelle von NEP darstellt und effektiv durch
CK2 phosphoryliert wird. Die deutliche Verstirkung der Phosphatinkorporation nach
Behandlung der Zellen mit Okadasiure deutet auf die Dephosphorylierung von NEP durch
die Protein Phosphatasen 1 und / oder 2A hin.

3.4.5 Interaktion von CK2 mit der zytoplasmatischen Domdne von NEP

Nachdem eine selektive Phosphorylierung von NEP an Serin 6 durch CK2 gezeigt werden
konnte, wurde im Folgenden untersucht, ob CK2 an die zytoplasmatische Doméne von
NEP binden kann. Dafiir wurde gereinigte CK2 mit der unphosphorylierten NEP N-
terminalen Doméne (NEP-NT; synthetisches Peptid; AS 1-23 mit C-terminalem Lysin-
Biotin) bzw. mit der Serin 6 phosphorylierten NEP N-terminalen Doméne (pNEP-NT;
synthetisches Peptid; AS 1-23 mit C-terminalem Lysin-Biotin) inkubiert und die jeweiligen
Biotin-konjugierten NEP N-terminalen Doménen anschlieBend mit SA-Agarose
prazipitiert. Die Ergebnisse in Abbildung 3.8 zeigen eine ausgeprigte Koprizipitation von
CK2a mit der unphosphorylierten zytoplasmatischen Domine von NEP aus dem
Uberstand, wohingegen die Interaktion von CK2a mit der an Serin 6 phosphorylierten
zytoplasmatischen Domine deutlich reduziert ist.

Des Weiteren wiesen NEP-NT und pNEP-NT Migrationsunterschiede im SDS-
Polyacrylamidgel auf (Abb. 3.8).
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Abbildung 3.8: Interaktion der zytoplasmatischen Domiine von NEP mit CK2a

Unphosphorylierter (NEP-NT) bzw. phosphorylierter (pNEP-NT) C-Terminal biotinylierter NEP NT wurde
zundchst mit SA-Agarose inkubiert und fiir 2 h mit CK2 (30 nM) inkubiert. Die prazipitierten Proteine
wurden in einem 4-12%-igen Bis-Tris Polyacrylamidgel elektrophoretisch getrennt und auf
Nitrocellulosemembran transferiert. CK2 wurde anschlieBend im WB durch einen spezifischen anti-CK2a
Antikodrper nachgewiesen.

Um eine eventuelle Kolokalisation von CK2a mit der zytoplasmatischen Doméne von NEP
zu untersuchen, wurden HeLLa Zellen mit dem NEP-GFP cDNS Konstrukt transfiziert (Abb.
3.3A) und endogenes CK2a mit einem spezifischen Primérantikorper Immunfluoreszenz

geférbt.

a-CH2 alphda Uberlag. + DAPI

Abbildung 3.9: Kolokalisation von NEP-GFP und CK2 in HeLa Zellen

NEP-GFP transient exprimierende HeLa Zellen bzw. untransfizierte Zellen (Kontrolle) wurden fixiert und
endogenes CK2a wurde mit einem monoklonalen anti-CK2a Antikdrper und einem Alexa 594-konjugierten
anti-Maus Sekundirantikérper immunzytochemisch gefirbt (rot). Der Skalierungsbalken entspricht 20 um.

Konir.

NEP-GFP

Abbildung 3.9 zeigt, ebenso wie Abbildung 3.3B, NEP-GFP in retikuldren und
juxtanukledren Strukturen und an der Zelloberflache, was auf eine Lokalisation im
sekretorischen Transportweg (ER; Golgi-Apparat; Plasmamembran) hinweist, wohingegen
CK2a, wie in fritheren Untersuchungen bereits beschrieben, diffus im Zytosol und

innerhalb des Zellkerns verteilt ist (280). Es konnten somit keine spezifischen Strukturen
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oder Zellorganellen innerhalb der Zelle nachgewiesen werden, die eine deutliche NEP-GFP

und CK2a Kolokalisation aufweisen (Abb. 3.9).

3.5  Einfluss der Phosphorylierung von NEP auf das Migrationsverhalten im SDS-
Polyacrylamidgel

Die in Abbildung 3.8 beobachteten Migrationsunterschiede der unphosphorylierten und
phosphorylierten zytoplasmatischen Domine von NEP im SDS-Polyacrylamidgel weisen
auf eine Konformationsdanderung der N-terminalen Domine nach Phosphorylierung hin.
Zudem wird das phosphorylierte NEP Peptid vergleichsweise schlecht durch Ponceau S
angefirbt (Abb. 3.10A). Da Ponceau S an positiv geladene Aminosiureseitenketten bindet,
konnte die 2-fach negativ geladene Phosphatgruppe des pPNEP-NT die Ponceau S Bindung

reduzieren.
A - s = >
< o < a
a w o w
w 2 L 2
= S = o)
U <« SAP
=3
(1]
8
g NEP-NT
o
@ pNEP-NT
S | @ o &--Q EPNT
-SAP +SAP
B & o
s o
5 He w2
7 Z 3 Z0
m NEP-GFP S6D

Abbildung 3.10: Verindertes Migrationsverhalten von pNEP-NT und NEP-GFP S6D im SDS-
Polyacrylamidgel

A) C-Terminal biotinylierte Varianten des unphosphorylierten und phosphorylierten NEP-NT (NEP-NT;
pNEP-NT) wurden fiir 3 h in An- (-) und Abwesenheit (+) von SAP inkubiert und anschliefend in einem 4-
12%-igen Bis-Tris Polyacrylamidgel getrennt und auf Nitrocellulosemembran transferiert. Die Proteine
wurden anschlieBend auf der Membran mit Ponceau S angefiarbt. NEP-NT und pNEP-NT wurden durch
Streptavidin-HRP nachgewiesen. B) HEK293 Zellen, die stabil NEP-GFP wt bzw. NEP-GFP S6D
exprimieren, wurden lysiert, die Proteine in einem 10%-igen SDS-Polyacrylamidgel getrennt und auf
Nitrocellulosemembran transferiert. NEP-GFP wt und NEP-GFP S6D wurden anschliefend im WB durch
einen spezifischen anti-GFP Antikorper nachgewiesen. Migrationsunterschiede sind durch Pfeile/Kreise
markiert.
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Nach Inkubation der phosphorylierten NEP N-terminalen Doméne mit SAP (Shrimp
Alkaline Phosphatase) glich sich das Migrationsverhalten, sowie die Anfarbbarkeit mit
Ponceau S wieder der nicht-phosphorylierten NEP N-terminalen Domine an (Abb. 3.10A).
Das verdnderte Migrationsverhalten im SDS-Polyacrylamidgel konnte auch bei der pseudo-
phosphorylierten NEP-GFP S6D Mutante im Vergleich zu NEP-GFP wt beobachtet werden
(Abb. 3.10B). Auf Grund der Masse von etwa 35 kDa der Fusionsproteine, kann das
verdnderte Migrationsverhalten im Gel nicht durch den Masseunterschied von Serin und
Aspartat erklirt werden.

Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass die NEP Phosphorylierung zu einer SDS-resistenten

Strukturverdnderung der zytoplasmatischen Doméne von NEP fiihrt.

3.6  Vergleich der Maturierung von NEP wt und NEP S6D

Die in vivo Phosphorylierung von NEP hat gezeigt, dass sowohl immatures NEP, als auch
matures NEP phosphoryliert wird (Abb. 3.4A). Deshalb sollte zunéchst untersucht werden,
ob die N-Glykosylierung (Maturierung) von NEP durch die Phosphorylierung beeinflusst
wird. Dazu wurden transient mit NEP wt bzw. NEP S6D transfizierte HEK293 Zellen mit
Cycloheximid behandelt, um die Proteinbiosynthese zu hemmen.

Die Maturierung konnte im Folgenden anhand der Konversion der immaturen Bande (im
NEP) in die mature Bande (m NEP) iiber die Zeit verfolgt werden. Nach Hemmung der
Proteinbiosynthese benttigt NEP, wie in fritheren Untersuchungen schon gezeigt (277),
etwa zwei Stunden um vollstidndig zu maturieren. Die NEP S6D Mutante weist in Bezug

auf die Maturierung keine erkennbaren Unterschiede zu NEP wt auf (Abb. 3.11).

Cycloheximid (h) 0 0,5 1 2

NEP wt t-'_!"-_?.-’-——i:'pn":lEEl;

Abbildung 3.11: Maturierung von NEP wt und der NEP S6D Mutante in HEK293 Zellen

A) Transient NEP wt bzw. NEP S6D exprimierende HEK293 Zellen wurden wie angegeben fiir
unterschiedliche Zeitriume mit Cycloheximid behandelt. AnschlieBend wurden die Zellen lysiert und die
Proteine in einem 10%-igen SDS-Polyacrylamidgel getrennt und auf Nitrocellulosemembran transferiert.
NEP wt und NEP S6D wurden anschlieBend im WB durch einen spezifischen anti-NEP Antikorper
nachgewiesen.
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3.7  Untersuchung der Stabilitit von NEP wt und NEP S6D

Da die Proteinphosphorylierung die Stabilitéit der jeweiligen Proteine beeinflussen kann
(281, 282), wurde im Folgenden die Stabilitit von NEP wt und der NEP S6D Mutante
untersucht. Dazu wurden Pulse Chase Experimente mit transient NEP wt bzw. NEP S6D
transfizierten HEK293 Zellen durchgefiihrt. Nach 20-miniitiger metabolischer Markierung
mit [355]—Methi0nin/Cystein, wurde der Abbau der NEP Varianten iiber die Zeit verfolgt.
Dabei konnte kein Unterschied in der NEP S6D Proteinstabilitidt im Vergleich zu NEP wt
beobachtet werden (Abb. 3.12A oben). Unmittelbar nach der Inkubation mit [*>S]-
Methionin/Cystein-haltigem Medium ist ausschlieBlich immatures [**S]-markiertes NEP
detektierbar (Abb. 3.12A; 0 h). Nach etwa zwei Stunden stellt sich ein Gleichgewicht
zwischen immaturem und maturem [35 S]-markiertem NEP ein. Dieses Verhiltnis (mNEP /
imNEP) verdndert sich im Folgenden nicht wesentlich (Abb. 3.12A; 2 h; 4 h; 6 h), wobei
die Gesamtmenge an [3 5S]—maurkiertem NEP abnimmt und nach 12 h kein markiertes NEP
mehr detektierbar ist.

Da die Gesamtproteinexpression der transient exprimierten NEP Varianten iiber die chase
Periode von 12 Stunden stark variierte (Abb. 3.12A; WB), wurde der Versuch zusétzlich
mit stabil NEP-GFP wt bzw. NEP-GFP S6D exprimierenden HEK293 Zellen durchgefiihrt,
die eine gleichbleibende Expression der NEP-GFP Varianten aufweisen (Abb. 3.12B; WB).
Da NEP-GFP nicht glykosyliert wird, konnte keine Maturierung dieser NEP Varianten
beobachtet werden. Des Weiteren konnten hier ebenfalls keine Unterschiede in der
Proteinstabilitit zwischen NEP-GFP wt und NEP-GFP S6D festgestellt werden (Abb.
3.12B oben).

Die Maturierung von NEP in Cycloheximid behandelten Zellen (Abb. 3.11) weist
Unterschiede zu der Maturierung von NEP in [*°S]-Methionin/Cystein markierten Zellen
auf (Abb. 3.12A). Wihrend NEP 2 h nach Beginn der Cycloheximid Behandlung
vollstandig maturiert ist, ist in [3 5S]—Methionin/Cystein markierten Zellen die immature
Bande bis zum vollstindigen Abbau von NEP prisent (Abb. 3.12A; S; 6 h). Ein Grund
dafiir konnte die Immunprizipitation von NEP mit dem c-Myc Antikorper im Pulse Chase
Experiment sein, da dieser priaferenziell die immature Bande von NEP immunprizipitiert
und somit immatures NEP stirker anreichert als matures NEP.

Insgesamt weisen die Ergebnisse darauf hin, dass die Phosphorylierung von NEP weder

einen Einfluss auf die Maturierung noch auf die Stabilitdat von NEP hat.

67



Ergebnisse

A
chaseth) 0 1 2 4 6 12 2 4 612
355 i m NEP
nﬂij H“in‘*i Lim NEP
VB RN . wee e (e
wt S6D
B
chase(h) 0 1 2 4 6 0O 1 2 4 6

WEB 4 4% & A 4% 4 &% &% & <ANEP-GFP

wt S6D

Abbildung 3.12: Stabilitit von NEP, NEP-GFP und den jeweiligen S6D Mutanten

A) Pulse Chase Experiment mit HEK293 Zellen, die transient NEP wt bzw. NEP S6D exprimieren. B) Pulse
Chase Experiment mit HEK293 Zellen, die stabil NEP-GFP wt bzw. NEP-GFP S6D exprimieren.

Die Zellen wurden in [*’S]-Methionin/Cystein-haltigem Medium fiir 20 min inkubiert (pulse) und
anschliefend mit nicht-markiertem Methionin/Cystein-haltigem Medium fiir die angegebenen Zeitrdume
inkubiert (chase). Die Zellen wurden anschlieBend lysiert und die jeweiligen Proteine immunprizipitiert
(NEP: anti-c-Myc Antikorper; NEP-GFP: anti-GFP Antikorper). Die immunprizipitierten Proteine wurden in
einem 10%-igen SDS-Polyacrylamidgel getrennt und auf Nitrocellulosemembran transferiert. Die
radioaktiven Signale wurden autoradiographisch detektiert (Bild oben; *°S). NEP und NEP-GFP wurden
anschlieBend im WB durch spezifische Antikorper nachgewiesen (NEP: anti-NEP Antikorper; NEP-GFP:
anti-GFP Antikorper).

3.8 Einfluss der Phosphorylierung von NEP auf seine subzelluléiire Lokalisation
Die Regulation der Zelloberfldchenexpression von NEP ist bisher weit gehend unbekannt.
Allerdings konnte in primdren Mausneuronen gezeigt werden, dass Somatostatin zu einer
erhohten NEP Zelloberfldchenexpression fiihrt (202). Dabei wurde postuliert, dass dies
iber posttranslationale Modifikation(en) von NEP geschehen konnte (202).

Um einen Einfluss der NEP Phosphorylierung auf die Zelloberflachenlokalisation zu
untersuchen, wurde NEP wt und die NEP S6D Mutante in HEK293 Zellen tiberexprimiert
und Zelloberfldchenproteine mit nicht-membrangingigem Sulfo-NHS-Biotin markiert
(278). Nach SA-Prizipitation wurde das Verhiltnis von Zelloberflichen exponiertem zu
nicht-exponiertem NEP gebildet und die NEP Varianten miteinander verglichen.

Die Quantifizierung der Versuche in Abbildung 3.13B zeigt eine signifikante Erhohung der
Zelloberflachenlokalisierung der NEP S6D Mutante im Vergleich zu NEP wt um etwa
30%.
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Abbildung 3.13: Zelloberflichenlokalisation von NEP in HEK293 Zellen

A) Zelloberflachenproteine von transient NEP wt bzw. NEP S6D exprimierenden HEK293 Zellen wurden mit
Sulfo-NHS-Biotin markiert. Die Zellen wurden lysiert und Biotin-markierte Proteine mit SA-Agarose
prézipitiert, in einem 10%-igen SDS-Polyacrylamidgel getrennt und auf Nitrocellulosemembran transferiert.
Die Proteine wurden anschlieBend im WB durch einen spezifischen anti-c-Myc Antikorper nachgewiesen. B)
Densitometrische Quantifizierung der WB Signale (Mittelwert; Standardabweichung); * entspricht einem p-
Wert < 0,05; n = 3; RU = relative Einheiten.

Um abzukldren, ob die NEP Phosphorylierung auch zu einer erhohten Aktivitidt von NEP
an der Zelloberfliche fiihrt, wurde die Gesamtaktivitit und die Oberflachenaktivitit von
ektopisch exprimiertem NEP wt und NEP S6D in HEK293 Zellen bestimmt.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Aspartat Mutante in Ubereinstimmung mit den NEP
Zelloberfldchenlokalisationsversuchen eine um 23% erhohte Zelloberfldchenaktivitit
aufweist (Abb. 3.14A), wobei Gesamtaktivitit und Gesamtexpression der beiden NEP
Varianten sich nicht voneinander unterscheiden (Abb. 3.14B).

Die Ergebnisse deuten auf eine Regulation der Zelloberfldchenlokalisation von NEP durch

dessen Phosphorylierung hin.
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Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Phosphorylierung von NEP zu einer erhohten
Lokalisation von NEP an der Zelloberfliche fiihrt. Dabei scheint die Gesamtaktivitit von

NEP nicht von der Phosphorylierung beeinflusst zu werden.

Da also weder die Stabilitit, noch die Maturierung durch die Phosphorylierung beeinflusst
werden, kann davon ausgegangen werden, dass die beobachtete verstirkte
Zelloberflachenlokalisation von NEP entweder durch einen verstirkten Transport zu der
Plasmamembran und / oder einen verldngerten Verbleib an der Plasmamembran

hervorgerufen wird.
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Um den Abbau des Amyloid  Peptides durch die verschiedenen NEP Varianten zu
untersuchen, wurden im Folgenden HEK293 Zellen, die das Amyloid Vorlduferprotein mit
der schwedischen Mutation (APPsw) stabil iiberexprimieren mit der cDNS von NEP wt
bzw. NEP S6D transfiziert. Die Ergebnisse in Abbildung 3.15A zeigen eine konstante
APPsw Expression in den stabil transfizierten HEK293 Zellen (Spur 1-6, Bild oben). Im
Kulturmedium von nicht transient transfizierten Zellen wird das AP Peptid in das
Kulturmedium sezerniert (Spur 1 und 2, Kontr.). Die transiente Transfektion der APPsw
exprimierenden HEK293 Zellen mit NEP wt und NEP S6D cDNS (Spur 3-6) fiihrt zu einer

deutlichen Abnahme der AP Konzentration im Kulturmedium.
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Abbildung 3.15: Abbau des Ap Peptides durch ektopisch exprimiertes NEP

A) APPsw stabil transfizierte HEK293 Zellen wurden transient mit NEP wt bzw. NEP S6D cDNS transfiziert.
24 h nach Transfektion wurde das Medium gewechselt und nach weiteren 24 h wurde AP aus dem
konditionierten Medium immunprizipitiert, die prazipitierten Proteine wurde in einem 4-12%-igen Bis-Tris
Polyacrylamidgel aufgetrennt und auf Nitrocellulosemembran transferiert. AB wurde mit einem spezifischen
anti-Af Antikorper nachgewiesen. Die Proteine des Zelllysats wurden ebenfalls getrennt und auf
Nitrocellulosemembran transferiert. APP und NEP wurden anschlieSend im WB durch spezifische Antikorper
nachgewiesen. Rechts: Densitometrische Quantifizierung des AR WB Signals (Mittelwert;
Standardabweichung). B) APPsw stabil transfizierte HEK293 Zellen wurden im Verhéltnis 1:1 mit transient
NEP wt bzw. NEP S6D exprimierenden HEK293 Zellen kokultiviert. Nach 24 h wurde das Medium
gewechselt und nach weiteren 24 h wurde AP aus dem konditionierten Medium immunprazipitiert. Im
Ubrigen wurde wie unter A beschrieben verfahren. Rechts: Densitometrische Quantifizierung des AP WB
Signals (Mittelwert; Standardabweichung). Kontr. = untransfizierte Zellen. RU = relative Einheiten.
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Um zu untersuchen, ob NEP wt und die NEP S6D Mutante sich im Abbau von
extrazelluldrem A unterscheiden, wurden stabil APPsw exprimierende Zellen zusammen
mit transient NEP wt bzw. NEP S6D exprimierenden HEK293 Zellen kokultiviert. Hierbei
konnte kein deutlicher NEP-spezifischer Abbau von extrazellularem A3 beobachtet werden
(Abb. 3.15B).

Die gezeigten Ergebnisse weisen darauf hin, dass in dem hier verwendeten
Zellkulturmodell iiberexprimiertes NEP vornehmlich mit der Zelle assoziiertes AP — also in
sekretorischen/endozytotischen Vesikeln, in Golgi Kompartimenten und / oder direkt an der
Plasmamembran — degradiert, wihrend in das Medium abgegebenes A nicht bzw. nur

langsam von NEP abgebaut wird.

3.9 CK2 abhiingige Zelloberflichenaktivitit von NEP in MEF Zellen

Da NEP durch CK2 phosphoryliert wird, wurde im folgenden Versuch der Einfluss der
CK2 Aktivitét auf die NEP Zelloberfldchenaktivitit untersucht.

MEF Zellen, die endogen NEP exprimieren (Abb. 3.1A, B), wurden mit dem
hochspezifischen CK2 Inhibitor DMAT behandelt. Wie in Abbildung 3.16A gezeigt ist,
resultiert die CK2 Inhibition in einem Riickgang der Zelloberfldchenaktivitidt von NEP um
etwa 20%. Die wihrend der Aktivitdtsmessung durchgefiihrte Inkubation der MEF Zellen
mit Thiorphan, fiihrt zur Inhibition der Peptidaseaktivitit von NEP (3.16A; +Thior.). Um
eine mogliche Zytotoxizitdt des CK2 Inhibitors zu testen, wurde die Zellvitalitdt der MEF
Zellen nach DMAT Behandlung durch Messung der Reduktionsdquivalente
NADH/NADPH durch MTT (3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazoliumbromid)
bestimmt (Abb. 3.16C). Dabei konnte kein Einfluss der CK2 Inhibition auf die Zellvitalitit
festgestellt werden. Da auch die Gesamtexpression von NEP nicht veridndert war (Abb.
3.16B), kann von einem CK2-spezifischen Einfluss auf die NEP Zelloberflachenaktivitit

ausgegangen werden.
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Abbildung 3.16: Endogene Zelloberflichen-
aktivitit von NEP in MEF Zellen

A) Die Zelloberflichenaktivitit von NEP in
Anwesenheit und Abwesenheit von DMAT (5 uM;
24 h) wurde in MEF Zellen mit Hilfe des nicht
zellgédngigen spezifischen NEP Substrats Succinyl-
Ala-Ala-Phe-7-amido-4-methylcoumarin gemessen.
Mittelwert; Standardabweichung; ** entspricht
einem p-Wert < 0,01; n = 6; RU = relative
Einheiten. B) Um die gesamt Expression von NEP
in unbehandelten (DMSO) und DMAT behandelten
MEF  Zellen abzuschidtzen, wurden die
Membranproteine in einem 10%-igen SDS-
Polyacrylamidgel getrennt und auf
Nitrocellulosemembran transferiert. NEP und Aktin
wurden anschlieBend im WB durch spezifische
Antikorper nachgewiesen. C) Bestimmung der
Zellvitalitat mit Hilfe des MTT Tests (siche
Material und Methoden). (Mittelwert;
Standardabweichung; n = 6)

Im Folgenden sollte ein eventueller Einfluss der CK2 Aktivitit auf den extrazelluldren A3

Abbau durch endogenes NEP in MEF Zellen untersucht werden.

Dazu wurde zunéchst der Beitrag von endogenem NEP am Abbau von extrazelluldrem Af

bestimmt. Die Ergebnisse in Abbildung 3.17 zeigen, dass durch die spezifische Inhibition

von NEP durch Thiorphan der extrazelluldre AB Abbau nicht signifikant beeinflusst wird.

Somit scheint endogenes NEP in MEF Zellen in dem hier verwendeten Zellkulturmodell

nicht wesentlich zum Abbau von extrazellulirem AP beizutragen. Dies ist in

Ubereinstimmung mit den in Abbildung 3.15B gezeigten Daten, die keinen NEP wt bzw.

NEP S6D spezifischen Abbau von extrazellulirem A im Kulturmedium zeigen.
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Abbildung 3.17: Abbau von extrazellulirem Ap durch MEF Zellen

MEF Zellen wurden in Grundmedium mit AB40 (125 nM) in An- und Abwesenheit von Thiorphan (-/+Thior.)
inkubiert. Nach 0, 6, 12 und 24 h wurde jeweils eine 20 ul Probe des Mediums genommen. Die Proteine
wurden in einem 4-12%-igen Bis-Tris Polyacrylamidgel elektrophoretisch getrennt und auf
Nitrocellulosemembran transferiert. A wurde mit einem spezifischen anti-AfB Antikorper nachgewiesen.
Unten: Densitometrische Quantifizierung des Ap WB Signals (Mittelwert; Standardabweichung). * = A
Dimer; n = 3; RU = relative Einheiten.

Die Beobachtung, dass Thiorphan keinen signifikanten Effekt auf den Abbau von AP hat,
weist auf einen NEP unabhingigen extrazelluldaren Ap Abbau in dem hier verwendeten
Zellkulturmodell hin. Deshalb konnte hier der NEP-spezifische Abbau von extrazelluldrem

AP nicht in Abhingigkeit von der CK2 Aktivitit untersucht werden.

3.10 Effekt der Phosphorylierung von NEP auf die Interaktion mit Ezrin

Die zytoplasmatische N-terminale Domine von NEP interagiert mit den F-Aktin bindenden
Strukturproteinen Ezrin, Radixin und Moesin. Die ERM Proteine besitzen zueinander
hochhomologe N-terminale Regionen, welche die Interaktion mit NEP vermitteln (17, 210,
283).

Zwei Bereiche innerhalb der zytoplasmatischen Domine von NEP wurden als mogliche
ERM Bindestellen vorgeschlagen, wobei die Aminosiduresequenz *MDITDIN'* in der Niihe
der NEP Phosphorylierungsstelle als wahrscheinliche ERM Bindestelle nachgewiesen

wurde (17, 210).
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Zunichst wurde der Einfluss der Phosphorylierung von NEP auf die Interaktion mit Ezrin
analysiert.

Dazu wurde ein Maltose-Bindungsprotein (MBP) Fusionsprotein der NEP bindenden N-
terminalen Doméne von Ezrin (MBP Ezrin-NT) hergestellt (Abb. 3.18A). MBP Ezrin-NT
wurde anschlieend mit dem unphosphorylierten (NEP-NT) bzw. phosphorylierten (pNEP-
NT) zytosolischen Teil von NEP inkubiert. In Abbildung 3.18B ist zu erkennen, dass das
MBP Ezrin-NT Fusionsprotein sowohl mit NEP-NT, als auch mit pNEP-NT koprézipitiert.
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Abbildung 3.18: Direkte Interaktion der N-terminalen Doméne von NEP mit Ezrin

A) MBP bzw. MBP Ezrin N-terminale Doméne (MBP Ezrin-NT) Fusionsprotein wurde in E.coli DH5a
exprimiert und iiber Amylose-Agarose gereinigt. Je 2 ug des gereinigten Proteins wurde auf einem 10%-igen
SDS-Polyacrylamidgel getrennt und anschlieBend Coomassie gefirbt. B) C-Terminal biotinylierte Varianten
der unphosphorylierten und phosphorylierten NEP N-terminalen Doméne (NEP-NT; pNEP-NT) wurden an
SA-Agarose gebunden und fiir 2 h mit 100 nM MBP Ezrin-NT inkubiert. Die prézipitierten Proteine wurden
in einem 10%-igen SDS-Polyacrylamidgel getrennt und auf Nitrocellulosemembran transferiert. MBP Ezrin-
NT wurde anschlieBend im WB durch einen anti-MBP Antikorper nachgewiesen.

Zur Bestimmung der Dissoziationskonstanten (Kp) von Ezrin und der phosphorylierten
bzw. unphosphorylierten NEP N-terminalen Domine wurden Oberflachen-Plasmon-
Resonanz Messungen durchgefiihrt. Dazu wurden biotinyliertes NEP N-terminales Peptid
(NEP-NT) und biotinyliertes NEP N-terminales Phosphopeptid (pNEP-NT) an separate
Flusszellen eines Streptavidin Chips (SA-Chip; Biacore) gekoppelt. AnschlieBend wurden
verschiedene Konzentrationen des MBP Ezrin-NT Fusionsproteins auf den SA-Chip
appliziert (Abb. 3.19A, B).

Die Auswertung der Bindungskurven ergab eine Dissoziationskonstante von Kp~5,8 nM
fiir NEP-NT und Kp~5,9 nM fiir pNEP-NT (Abb. 3.19A, B).

Bei der zur Kontrolle durchgefiihrten Applikation von 0,8 uM MBP auf den Peptid
gekoppelten SA-Chip wurde keine MBP — NEP-NT bzw. MBP — pNEP-NT Interaktion
festgestellt.
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Abbildung 3.19: Bestimmung der Dissoziationskonstanten der NEP — Ezrin Interaktion

C-Terminal biotinylierte Varianten (nicht-phosphoryliert; phosphoryliert) der NEP N-terminalen Domine
(NEP-NT; pNEP-NT) wurden auf einem SA-Chip (Biacore) gekoppelt. Verschiedene Konzentrationen (0,05
uM — 0,8 uM) des MBP Ezrin-NT Fusionsproteins wurden iiber einen Zeitraum von 60 s und einer
Flussgeschwindigkeit von 30 ul/min auf den Chip appliziert. A) Bindungskurven der NEP-NT — MBP Ezrin-
NT Interaktion. B) Bindungskurven der pPNEP-NT — MBP Ezrin-NT Interaktion (RU = Resonanz Einheiten;
t(s) = Zeit in Sekunden; 7 = Start bzw. Stopp der MBP Ezrin-NT Fusionsprotein Applikation).

Im Folgenden wurde der Einfluss der NEP Phosphorylierung auf die Bindung von Ezrin in
kultivierten Zellen untersucht.

Dazu wurden HeLa Zellen mit NEP-GFP wt bzw. mit der NEP-GFP S6D Mutante
transfiziert. Mit Hilfe von spezifischen Antikdrpern wurde endogenes Ezrin
immunzytochemisch gefirbt.

Die Auswertung zeigt eine gleichmiBige Verteilung von Ezrin in der gesamten Zelle mit

vereinzelten Verdichtungen an der Plasmamembran und an Plasmamembranausldaufern
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(Abb. 3.20; roter Kanal). Sowohl NEP-GFP wt, als auch NEP-GFP S6D exprimierende
Zellen weisen Plasmamembranbereiche auf, in denen GFP-Fusionsproteine mit Ezrin
kolokalisieren (Abb. 3.20; Uberlagerung). Es konnte demnach kein deutlicher Unterschied
in der Verteilung von Ezrin in NEP-GFP wt und NEP-GFP S6D exprimierenden Zellen

beobachtet werden.
a-Ezrin Uberlag. Vergrof.

GFP

Abbildung 3.20: Kolokalisation von NEP-GFP Varianten mit Ezrin

NEP-GFP wt bzw. NEP-GFP S6D transient exprimierende HeLa Zellen bzw. untransfizierte Zellen (Kontr.)
wurden fixiert und endogenes Ezrin wurde mit monoklonalem anti-Ezrin Antikdrper und Alexa 594-
konjugiertem anti-Maus Sekundirantikorper (rot) immunzytochemisch gefarbt. Der Skalierungsbalken
entspricht 20 pm.

Kanitr.

MEP-GFP wi

MEP-GFP S6D

Die Ergebnisse zeigen, dass die NEP Phosphorylierung trotz der unmittelbaren Néhe der
Phosphorylierungsstelle (Serin 6) zu der wahrscheinlichen Ezrin Bindestelle (SMDITDINM)
in vitro keinen Effekt auf die NEP — Ezrin Interaktion hat. Des Weiteren weisen die
Immunfluoreszenzdaten darauf hin, dass die NEP Phosphorylierung auch in vivo keinen

erkennbaren Einfluss auf die Ezrin Bindung hat.

3.11 Effekt der Phosphorylierung von NEP auf die Interaktion mit PTEN

Ein weiterer zytosolischer Interaktionspartner von NEP ist der Tumorsuppressor PTEN,
dessen C-terminale Doméne mit dem basischen Bereich (‘*’KKK*') der NEP N-terminalen
Domaine interagiert (19).

Um einen eventuellen Einfluss der NEP Phosphorylierung auf diese Bindung zu

untersuchen, wurden zunichst Koprizipitationsversuche durchgefiihrt.
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Dazu wurde ein Glutathion-S-Transferase (GST) Fusionsprotein der C-terminalen Domiine
von PTEN (GST PTEN-CT; Abb. 3.21A) hergestellt und mit den biotinylierten Peptiden
NEP-NT bzw. pNEP-NT inkubiert und mit SA-Agarose prézipitiert.

Die Ergebnisse der NEP — PTEN Koprizipitation in Abbildung 3.21B zeigen, dass im
Vergleich zu NEP-NT deutlich weniger GST PTEN-CT an das phosphorylierte NEP-NT
Peptid bindet.

GST PTEN-CT
AS 364-403
Kontr.
NEP-NT
pNEP-NT

Préazipitat — <«4GST PTEN-CT

Uberstand o e s w4 GST PTEN-CT

Abbildung 3.21: Direkte Interaktion der NEP N-terminalen Doméine mit PTEN

A) GST bzw. GST PTEN C-terminale Doméne (GST PTEN-CT) Fusionsprotein wurde in E.coli DH5a
exprimiert und iiber Glutathion-Agarose gereinigt. Je 2 pg des gereinigten Proteins wurde in einem 10%-igen
SDS-Polyacrylamidgel getrennt und anschlieBend Coomassie gefirbt. B) C-Terminal biotinylierte Varianten
der unphosphorylierten und phosphorylierten N-terminalen Doméne von NEP (NEP-NT; pNEP-NT) wurden
an SA-Agarose gebunden und fiir 2 h mit 2 pM GST PTEN-CT inkubiert. Die prézipitierten Proteine wurden
in einem 10%-igen SDS-Polyacrylamidgel getrennt und auf Nitrocellulosemembran transferiert. GST PTEN-
CT wurde anschliefend im WB durch einen anti-PTEN Antikdrper nachgewiesen.

Zur Bestimmung der Dissoziationskonstanten (Kp) von PTEN und phosphorylierter bzw.
unphosphorylierter zytoplasmatischer Doméne von NEP wurden erneut SPR-Messungen
durchgefiihrt. Dazu wurden biotinyliertes NEP N-terminales Peptid (NEP-NT) und
biotinyliertes NEP N-terminales Phosphopeptid (pNEP-NT) an separate Flusszellen eines
Streptavidin Chips (SA-Chip; Biacore) gekoppelt. AnschlieBend wurden verschiedene
Konzentrationen des GST PTEN-CT Fusionsproteins auf den SA-Chip appliziert (Abb.
3.22A, B).

Die Auswertung der Bindungskurven ergab eine Dissoziationskonstante von Kp~0,71 uM
fiir NEP-NT, wohingegen der Kp-Wert fiir die GST PTEN-CT — pNEP-NT Bindung auf
Grund der schwachen Interaktion nicht ermittelt werden konnte.

Bei der zur Kontrolle durchgefiihrten Applikation von 12,8 uM GST wurde keine GST —
NEP-NT bzw. GST — pNEP-NT Interaktion festgestellt.
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Abbildung 3.22: Bestimmung der Dissoziationskonstanten der NEP — PTEN Interaktion

C-Terminal biotinylierte Varianten (nicht-phosphoryliert; phosphoryliert) der NEP N-terminalen Domiine
(NEP-NT; pNEP-NT) wurden auf einem SA-Chip (Biacore) gekoppelt. Verschiedene Konzentrationen (1,6
uM - 12,8 uM) des GST PTEN-CT Fusionsproteins wurden iiber einen Zeitraum von 60 s und einer
Flussgeschwindigkeit von 30 ul/min auf den Chip appliziert. A) Bindungskurven der NEP-NT — GST PTEN-
CT Interaktion. B) Bindungskurven der pNEP-NT — GST PTEN-CT Interaktion (RU = Resonanz Einheiten;
t(s) = Zeit in Sekunden; 1 = Start bzw. Stopp der GST PTEN-CT Fusionsprotein Applikation).

Nachfolgend wurde der Einfluss der NEP Phosphorylierung auf die PTEN Bindung in der
Zelle analysiert.

Dazu wurde NEP-GFP wt bzw. NEP-GFP S6D in HeLa Zellen transient exprimiert. Mit
Hilfe von spezifischen Antikorpern wurde endogenes PTEN immunzytochemisch geférbt.
In nicht-transfizierten Zellen ist PTEN wie bereits beschrieben, sowohl im Zytosol, als
auch im Nukleus lokalisiert (284, 285) (Abb. 3.23; obere Bildreihe). Die Uberexpression
von NEP-GFP S6D bewirkt im Vergleich zu den nicht-transfizierten Zellen keine
Veridnderung der PTEN Lokalisation (Abb. 3.23; untere Bildreihe). Im Gegensatz dazu
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fiihrt die Uberexpression von NEP-GFP wt zu einer Umverteilung von PTEN in der Zelle.
Es ist eine deutliche Kolokalisation von PTEN mit NEP-GFP wt in juxtanukledren
Strukturen zu erkennen. Des Weiteren kolokalisiert NEP-GFP wt mit PTEN an der
Plasmamembran (Abb. 3.23; Pfeile mittlere Bildreihe).

a-PTEN liberlag. + DAPI

Kaontr.

HNEP-GFF wi

HEP-GFF S6D

Abbildung 3.23: Kolokalisation von NEP-GFP wt mit PTEN

NEP-GFP wt bzw. NEP-GFP S6D transient exprimierende HeLa Zellen bzw. untransfizierte Zellen (Kontr.)
wurden fixiert und endogenes PTEN wurde mit ployklonalem anti-PTEN Antikoérper und Alexa 594-
konjugiertem anti-Kaninchen Sekundirantikorper (rot) immunzytochemisch gefirbt. Der Skalierungsbalken
entspricht 20 pm.

Bereits durchgefiihrte Untersuchungen haben gezeigt, dass die ektopische Expression von
NEP zu einer Stabilisierung und damit einhergehender Erhohung der PTEN Konzentration
fiihrt (19). Zwar scheint auch bei den hier gezeigten Immunfluoreszenzen die PTEN
Konzentration in NEP-GFP wt exprimierenden Zellen erhoht zu sein (Abb. 3.23; mittlere
Bildreihe), jedoch konnte dies in WB Analysen nicht bestétigt werden (nicht gezeigt).

Zusammenfassend konnte hier durch biochemische und zellbiologische Techniken gezeigt
werden, dass die Phosphorylierung von NEP zu einer fast vollstandigen Inhibition der

NEP — PTEN Bindung fiihrt.
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3.12 Einfluss der Phosphorylierung von NEP auf die Aktivierung von Akt

Durch die direkte Interaktion von PTEN mit Membranlipiden wie Phosphatidylserin und
Phosphatidylinositolphosphaten und dem Transmembranprotein NEP kann PTEN an die
Plasmamembran rekrutiert werden und dort als Lipidphosphatase durch die
Dephosphorylierung von P1(3,4,5)P; zu PI1(4,5)P, der Wirkung der Phosphoinositid 3-
Kinase direkt entgegen wirken (19, 219, 223, 284, 285). PI3K bindet unter anderem an
bestimmte aktivierte Rezeptor Tyrosin Kinasen (RTK) wie den Insulin Rezeptor oder
IGF-1 Rezeptor und wird dadurch selbst aktiviert. Die daraus resultierende Erhohung der
P1(3,4,5)P; Konzentration fiihrt zur Rekrutierung von Akt an die Plasmamembran und
anschlieBender Phosphorylierung / Aktivierung von Akt (256, 259, 260, 262, 286).

Als PI3K Antagonist fiihrt die NEP vermittelte verstirkte PTEN Rekrutierung an die

Plasmamembran zu einer Verringerung der Akt Phosphorylierung / Aktivierung (19).

In einem ersten Schritt wurde zunichst die Phosphorylierung von Akt an Serin 473 nach
Insulinbehandlung iiber die Zeit ermittelt. Dazu wurden HEK293 Zellen mit Insulin
behandelt und anschlieBend die Akt Phosphorylierung mit Hilfe eines spezifischen anti-Akt
Phosphoserin 473 Antikorpers nach unterschiedlichen Inkubationszeiten bestimmt. In
Abbildung 3.24 ist zu erkennen, dass bereits eine Minute nach Behandlung mit Insulin 50%
der maximalen Akt Phosphorylierung erreicht wurden. Die maximale Phosphorylierung
erfolgte nach etwa 5 bis 10 Minuten und bleibt {iber den getesteten Zeitraum konstant (Abb.
3.24A, B).

Um den Einfluss auf die maximale Akt Aktivierung zu untersuchen, wurde im Folgenden

die Phosphorylierung von Akt 20 Minuten nach Insulinbehandlung untersucht.
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Abbildung 3.24: Zeitabhiingige Phosphorylierung von Akt nach Behandlung von HEK293 Zellen mit
Insulin

A) HEK?293 Zellen wurden fiir 16 h in serumfreiem Medium inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen fiir
die angegebenen Zeiteinheiten mit 100 nM Insulin behandelt. Die Zellen wurden lysiert, das Gesamtlysat
wurde in einem 4-12%-igen Bis-Tris Polyacrylamidgel getrennt und auf Nitrocellulosemembran transferiert.
Akt Phosphoserin 473, Akt und Calnexin wurden anschlieBend mit spezifischen Antikdrpern im WB
nachgewiesen. B) Densitometrische Quantifizierung des anti-Akt Phosphoserin 473 WB Signals (Mittelwert;
Standardabweichung). n = 4; RU = relative Einheiten; t(min) = Zeit in Minuten

Wie oben beschrieben, konnte eine NEP vermittelte Inhibition der Akt Aktivierung mittels
PTEN in fritheren Untersuchungen bereits gezeigt werden (19).

Im Folgenden wurde untersucht, ob die Phosphorylierung von NEP Einfluss auf die NEP
vermittelte Inhibition der Aktivierung von Akt hat. Dazu wurden HEK293 Zellen, die NEP-
GFP wt bzw. die NEP-GFP S6D stabil exprimieren, mit Insulin behandelt und die
Phosphorylierung von Akt an Serin 473 als MaB fiir dessen Aktivierung bestimmt.
Durch die Behandlung der Zellen mit Insulin konnte eine deutliche Akt Phosphorylierung
im Vergleich zu unbehandelten Zellen beobachtet werden (Abb. 3.25; Spuren 1-6). Die
Expression von NEP-GFP wt fiihrt zu einer signifikanten Reduktion der Akt
Phosphorylierung um ca. 23% (Abb. 3.25; Spur 7-9). Dahingegen wirkt sich die Expression
der NEP-GFP S6D Mutante nicht auf die Akt Phosphorylierung aus (Abb. 3.25; Spur 10-
12).

Dies deutet darauf hin, dass nach NEP Phosphorylierung keine NEP vermittelte PTEN

Rekrutierung an die Plasmamembran stattfindet. Somit ist dieses Ergebnis in
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Ubereinstimmung mit der in Abbildung 3.22 und 3.23 gezeigten Inhibition der
NEP - PTEN Interaktion durch Phosphorylierung von Serin 6 innerhalb der NEP N-

terminalen Doméne.
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Abbildung 3.25: Einfluss von NEP-GFP wt und NEP-GFP S6D auf die Insulin abhiingige Akt
Phosphorylierung

A) HEK293 Zellen wurden fiir 16 h in serumfreiem Medium inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen fiir
20 min mit 100 nM Insulin behandelt. Die Zellen wurden lysiert, die Proteine des Gesamtlysats in einem
10%-igen SDS-Polyacrylamidgel getrennt und auf Nitrocellulosemembran transferiert. Akt Phosphoserin 473,
Akt, Calnexin und NEP-GFP wurden anschlieSend mit spezifischen Antikérpern im WB nachgewiesen. B)
Densitometrische Quantifizierung des anti-Akt Phosphoserin 473 WB Signals (Mittelwert;
Standardabweichung).* entspricht einem p-Wert < 0,05; n = 3; RU = relative Einheiten.

Um einen allgemeinen Effekt der NEP Phosphorylierung auf die Akt Aktivierung zu
bestétigen, wurden auch Versuche mit dem Wachstumsfaktor IGF-1 durchgefiihrt. Dabei
wurden dhnliche Ergebnisse wie bei der Akt Aktivierung durch Insulin beobachtet. Auch
hier zeigte sich kein Akt-inaktivierender Effekt von NEP-GFP S6D nach IGF-1
Stimulation, wéahrend die Expression von NEP-GFP wt zu einer signifikanten Reduktion

der Akt Aktivierung um etwa 30% fiihrte.
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Abbildung 3.26: Einfluss von NEP-GFP wt und NEP-GFP S6D auf die IGF-1 abhiingige Akt
Phosphorylierung

A) HEK293 Zellen wurden fiir 16 h in serumfreiem Medium inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen fiir
20 min mit 1 ng/ml IGF-1 behandelt. Die Zellen wurden lysiert, die Proteine des Gesamtlysats in einem 4-
12%-igen Bis-Tris Polyacrylamidgel getrennt und auf Nitrocellulosemembran transferiert. Akt Phosphoserin
473, Akt, Calnexin und NEP-GFP wurden anschlieend mit spezifischen Antikdrpern im WB nachgewiesen.
B) Densitometrische Quantifizierung des anti-Akt Phosphoserin 473 WB Signals (Mittelwert;
Standardabweichung).* entspricht einem p-Wert < 0,05; n = 3; RU = relative Einheiten.

Die in den Abbildungen 3.25 und 3.26 gezeigten Ergebnisse weisen darauf hin, dass die
Phosphorylierung von NEP, die die Inhibition der NEP — PTEN Interaktion zur Folge hat
(siehe Abb. 3.22 und 3.23), zu einer verminderten Inaktivierung von Akt nach Behandlung
mit Insulin bzw. IGF-1 fiihrt.

3.13 Untersuchung der simultanen Bindung von Ezrin und PTEN an die

zytoplasmatische Doméine von NEP

Da bisher unklar ist, ob PTEN und Ezrin gleichzeitig an die zytoplasmatische Doméne von

NEP binden konnen oder ob die Proteine um die NEP Bindung konkurrieren, wurden
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Koprizipitationsversuche mit der C-Terminal biotinylierten zytoplasmatischen Doméne
von NEP (NEP-NT) durchgefiihrt. Dazu wurden auf Basis der ermittelten Kp-Werte und
der zuvor durchgefiihrten Prizipitationsversuche (Abschnitt 3.15 und 3.16) 2 uM PTEN
(GST PTEN-CT) und 100 nM Ezrin (MBP Ezrin-NT) zusammen mit NEP-NT inkubiert
und die jeweilige Bindung nach SA-Prizipitation analysiert.

In Ubereinstimmung mit den vorausgegangenen Untersuchungen (Abb. 3.18) weisen die
Ergebnisse in Abbildung 3.27A auf eine direkte Bindung von Ezrin an die N-terminale
Domaine von NEP hin (Spur 3,4). Die gleichzeitige Inkubation von Ezrin und PTEN fiihrt
zu keiner erkennbaren Reduktion der Ezrin Bindung (Abb. 3.27A; Spur 5,6).

Im Gegensatz dazu wird die direkte Bindung von PTEN an die N-terminale Doméne von
NEP durch die gleichzeitige Inkubation von PTEN und Ezrin stark reduziert (Abb. 3.27B;
Spur 5,6).
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Abbildung 3.27: Kompetitive Bindung von PTEN und Ezrin an die zytoplasmatische Domiine von NEP
A) Pro Ansatz wurden etwa 0,2 nmol C-Terminal biotinyliertes NEP Peptid (NEP-NT) an SA-Agarose
gebunden und fiir 2 h mit 100 nM MBP (Spur 1, 2), mit 100 nM MBP Ezrin-NT und 2 pM GST (Spur 3, 4)
und mit 100 nM MBP Ezrin-NT und 2 pM GST PTEN-CT (Spur 5, 6) inkubiert. Die prizipitierten Proteine
und der verbleibende Uberstand wurden in einem 4-12%-igen Bis-Tris Polyacrylamidgel getrennt und auf
Nitrocellulosemembran transferiert. MBP und MBP Ezrin-NT wurden im WB durch einen anti-MBP
Antikorper nachgewiesen. GST und GST PTEN-CT wurden im WB durch einen anti-GST Antikorper
nachgewiesen. NEP-NT wurde mit Streptavidin HRP nachgewiesen. B) Pro Ansatz wurden etwa 0,2 nmol
NEP-NT an SA-Agarose gebunden und fiir 2 h mit 2uM GST (Spur 1, 2), mit 2uM GST PTEN-CT und 100
nM MBP (Spur 3, 4) und mit 100 nM MBP Ezrin-NT und 2 uM GST PTEN-CT (Spur 5, 6) inkubiert.
Ansonsten wurde wie unter A beschrieben verfahren.
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Die Ergebnisse weisen auf eine kompetitive Bindung von Ezrin und PTEN an die
zytosolische Doméne von NEP hin, wobei bei den hier gewihlten Ezrin und PTEN

Konzentrationen PTEN durch Ezrin verdrangt wird.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass NEP von CK2 an Position Serin 6 innerhalb
der zytoplasmatischen Doméne phosphoryliert wird. Dies fiihrt zu einer verstirkten
Zelloberflachenlokalisation von NEP, wobei die NEP Stabilitidt und Maturierung nicht
beeinflusst wird.

In Bezug auf zytoplasmatische Bindepartner von NEP konnte hier gezeigt werden, dass
Ezrin und PTEN um die Bindung an NEP konkurrieren und dass die Phosphorylierung von
NEP selektiv die Interaktion mit PTEN inhibiert. Die Inhibition der NEP — PTEN Bindung
fiihrt im Folgenden zu einer verstirkten Akt Aktivierung nach Insulin oder IGF-1

Stimulation der Zellen.
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4 Diskussion

Die membranstindige Zink-Metalloendopeptidase Neprilysin spielt sowohl bei der
Entstehung der Alzheimerschen Erkrankung, als auch bei der Tumorgenese eine wichtige
Rolle. Die Peptidaseaktivitit der extrazelluldren/luminalen Doméne von NEP katalysiert
neben dem Abbau der physiologisch wichtigen Peptide Substanz P, Enkephaline,
Bombesin, Neurotensin, Somatostatin und Endothelin-1 (7, 16, 287, 288) auch die
Degradation des amyloide Plaques bildenden A Peptides (191, 192). Somit inhibiert NEP
durch die extrazelluldre Proteolyse auf der einen Seite fiir die Tumorgenese wichtige
Signalwege (289-291) und reguliert auf der anderen Seite die Konzentration des mit der
Alzheimerschen Krankheit assoziierten A Peptides (21).

Unabhingig von der proteolytischen Aktivitit der Ektodomine dient die zytoplasmatische
Doméne von NEP der Lyn Kinase, den F-Aktin bindenden ERM Proteinen und dem
Tumorsuppressor PTEN als membranstdndiger Bindepartner (17-19, 210, 292). PTEN kann
durch die NEP vermittelte Rekrutierung an die Plasmamembran als direkter Antagonist der
PI3-Kinase wirken und somit die Aktivierung des Akt Signalweges inhibieren (223, 293).
Da Akt sowohl proapoptotische Proteine inaktiviert, als auch zellproliferationsférdernde
Proteine aktiviert, resultiert die PTEN vermittelte Inhibition des Akt Signalweges in einer
Hemmung des Zellwachstums und der Zellproliferation (19, 294).

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass NEP in kultivierten Zellen an
Serin 6 innerhalb der zytoplasmatischen Domine phosphoryliert wird. Wihrend die
Phosphorylierung weder Einfluss auf Stabilitit und Maturierung, noch auf die
Gesamtenzymaktivitidt von NEP zu haben scheint, konnte eine signifikante Erhohung des
zelloberflachenlokalisierten NEP nach Phosphorylierung beobachtet werden, die mit
verstiarktem Abbau extrazelluldrer Substrate von NEP einhergeht.

Die durchgefiihrten biochemischen und zellbiologischen Interaktionsstudien zeigten, dass
die Phosphorylierung von NEP selektiv die Bindung an PTEN reguliert, jedoch keinen
erkennbaren Effekt auf die Ezrin Interaktion hat.

In Ubereinstimmung dazu fiihrte die ektopische Expression der pseudo-phosphorylierten N-
terminalen Doméne von NEP, im Gegensatz zu der wt N-terminalen Doméne, zu keiner

signifikanten Reduktion der Aktivierung von Akt nach Insulin oder IGF-1 Behandlung.
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4.1 Expression von NEP in verschiedenen Zelltypen und Geweben

Die NEP Expression kann durch unterschiedliche Faktoren reguliert werden. Zum einen
wurde postuliert, dass die NEP Transkription durch die APP intrazelluldre Doméne (AICD)
verstiarkt wird, die eventuell als Transkriptionsfaktor die Expression verschiedener
Alzheimer relevanter Gene kontrolliert (295, 296). Allerdings wird diese AICD abhiingige
NEP Expressionskontrolle kontrovers diskutiert, sodass weitere Versuche fiir endgiiltige
Aussagen notig sein werden (296-298).

Im Ubrigen wird die NEP Transkription durch die Bindung von Ostrogen und Androgen an
ARR (Androgen Response Region) bzw. an ARE (Androgen Response Element) innerhalb
des NEP Gens verstirkt (299).

In den hier getesteten Zelllinien konnte in LNCaP Zellen, BV2 Zellen, MEF Zellen und in
primaren kortikalen Mausneuronen NEP Enzymaktivitit nachgewiesen werden. Allerdings
weisen diese Zelllinien starke Unterschiede in der Enzymaktivitit bzw. in der NEP Menge
auf. In Maus embryonalen Fibroblasten konnte eine starke NEP Enzymaktivitit an der
Zelloberflache nachgewiesen werden. NEP wurde in Immunfluoreszenzpréparaten auf der
Zelloberflache in groBeren punktuellen Ansammlungen gefunden, wie es auch schon fiir
NEP an Ausldufern von primédren neuronalen Mauszellen gezeigt wurde (202). Die
Ergebnisse stimmen mit bereits erhobenen Daten iiberein, wonach die NEP Expression sich
je nach Gewebe stark unterscheidet. So wurde bei Schweinen im Kortex der Nieren etwa
1,5 ug NEP pro mg Protein detektiert, wihrend im Kleinhirn von Schweinen
Konzentrationen von lediglich 0,03 ng NEP pro mg zu finden sind (300).

Da NEP durch die Degradation verschiedener Wachstumsfaktoren und seiner den Akt
Signalweg inhibierenden Wirkung mittels PTEN negativen Einfluss auf die
Zellproliferation und das Uberleben der Zelle hat (19), kann sich eine erhéhte Expression
bzw. Zelloberflichenexpression von NEP je nachdem, welche Signalkaskaden fiir die
jeweiligen Gewebe und Zellen essenziell sind, negativ auf die Zellvitalitdt auswirken. In
Drosophila melanogaster wurde bereits nachgewiesen, dass die Uberexpression von NEP
in Neuronen zu axonaler Degeneration und verkiirzter Lebensdauer der Fliegen fiihrt (28).
Unterstiitzend konnte hier gezeigt werden, dass die ektopische Expression von NEP in
HEK?293 Zellen iiber einen ldngeren Zeitraum hinweg zum Tod der Zellen fiihrt.

Dabei scheint die extrazellulire NEP Domine das Zellwachstum bzw. das Zelliiberleben
starker negativ zu beeinflussen, als die zytoplasmatische Domine, da es ebenfalls nicht

moglich war, stabile Zellklone herzustellen, die die extrazelluldre NEP Peptidasedoméne
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(sNEP) iiberexprimieren. Die stabile Expression von NEP-GFP, dessen extrazellulédre
Domiine durch GFP ausgetauscht wurde, war dagegen moglich.

In Bezug auf die Funktionalitit von ektopisch exprimiertem NEP, konnte in der
vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass transient iiberexprimiertes NEP in HEK293
Zellen sowohl in maturierter, als auch in unmaturierter Form vorliegt und dass vornehmlich
maturiertes NEP an die Zelloberfliche gelangt. Des Weiteren handelt es sich bei
zelloberflachenlokalisiertem NEP um katalytisch aktives Enzym, wie die NEP-spezifischen
Aktivitatsversuche zeigen. Obwohl die Maturierung der extrazelluldaren Doméne von NEP
den Transport an die Zelloberfldche beeinflusst (9), konnte in dieser Arbeit gezeigt werden,
dass auch das NEP-GFP Fusionsprotein an die Zelloberfliche gelangt. Somit wird
ektopisch exprimiertes NEP und NEP-GFP, wie endogenes NEP auch (9), iiber den

sekretorischen Weg an die Plasmamembran transportiert.

4.2  Charakterisierung der Phosphorylierungsstelle von NEP

In der vorliegenden Arbeit konnte in Zellkulturversuchen nachgewiesen werden, dass
sowohl die mature, als auch die immature Form von NEP phosphoryliert wird und dass die
Dephosphorylierung von NEP wahrscheinlich durch die Protein Phosphatase 1 und / oder
Protein Phosphatase 2A erfolgt.

Die Inhibition der Protein Phosphatase 1 und Protein Phosphatase 2A durch Okadasdure
fiihrt zu einer massiven Verstiarkung der Phosphatinkorporation, was darauf hinweist, dass
unter physiologischen Bedingungen (bei normaler Phosphatase Aktivitét) nur ein relativ
geringer Anteil von NEP in der Zelle phosphoryliert vorliegt.

Die NEP Aminosiuresequenz weist eine Vielzahl von moglichen Phosphorylierungsstellen
auf. Die meisten dieser potenziellen Phosphorylierungsstellen sind in der Ektodoméne von
NEP zu finden. Zwar wurde Proteinphosphorylierung auch vielfach extrazellulér
nachgewiesen (301-303), doch handelt es sich bei allen bisher bekannten Proteinkinasen
um zytosolische Proteine, die — wenn iiberhaupt — nur zu einem sehr geringen Teil
extrazelluldar / luminal vorgefunden werden. Deshalb wurde in dieser Arbeit das
Augenmerk auf die Phosphorylierung der zytosolischen Domine von NEP gelegt.

Mit Hilfe des NetPhos 2.0 Servers (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/) (304) wurden
—auf Grund der Aminoséduresequenz und der Struktur der zytoplasmatischen Doméne von
NEP - Serin 6 und Threonin 15 als wahrscheinliche Phosphorylierungsstellen innerhalb der
zytosolischen Domine vorhergesagt. Bei Serin 6 handelt es sich um einen hoch

konservierten Aminosdurerest, was auf eine wichtige Funktion dieser Aminosédure

89



Diskussion

hindeutet. Dahingegen ist Threonin 15 in den NEP Varianten der Maus, des Huhns und der
Ratte durch Alanin substituiert.

Die  FErgebnisse der in  vivo  Phosphorylierung  verschiedener = NEP
Phosphorylierungsmutanten zeigen, dass es sich bei Serin 6 vermutlich um die
Hauptphosphorylierungsstelle von NEP handelt. Unterstiitzend dazu konnte vor kurzem in
Phosphatase-Inhibitor behandelten humanen Zellen Serin 6 als einzige zytoplasmatische
NEP Phosphorylierungsstelle durch massenspektroskopische Untersuchungen bestitigt
werden (305).

Die Tatsache, dass Serin 6 wie oben beschrieben in NEP aller Spezies konserviert vorliegt,
weist darauf hin, dass die Phosphorylierung dieses Aminosiurerestes eine wichtige
Funktion erfiillt.

Auf Grund der CK2 Konsensussequenz (S-X-X-E/D) innerhalb derer sich Serin 6 befindet,
der hier présentierten Daten in Bezug auf die NEP Phosphorylierung durch CK2 und der
bereits gezeigten in vitro Phosphorylierung durch CK2 (18), kann davon ausgegangen
werden, dass es sich bei NEP um ein CK2 Substrat handelt.

Die eigenen Peptid — Protein Interaktionsversuche zeigen eine direkte Bindung von CK2 an
die nicht-phosphorylierte zytoplasmatische Domine von NEP. Jedoch konnten in
Immunfluoreszenzuntersuchungen kaum Bereiche detektiert werden, in denen NEP und
CK2 kolokalisiert vorliegen. Eine Erkldrung dafiir konnten wiederum die NEP — CK2
Interaktionsversuche geben, bei denen gezeigt wurde, dass die Phosphorylierung des
Serin 6 Restes zu einer starken Reduktion der NEP — CK2 Interaktion fiithrt. Somit konnte
die Phosphorylierung von NEP durch CK2 zur Aufhebung der Interaktion fiihren. Dies
wiirde bedeuten, dass eine schnelle Abfolge von Bindung und Phosphorylierung in einer
transienten Interaktion von NEP und CK2 resultieren wiirde, was die begrenzte
Kolokalisation der beiden Proteine in der Zelle erkldren wiirde.

Zudem binden, wie oben beschrieben, an die N-terminale Domine von NEP weitere
zytosolische Proteine (17-19, 30), sodass die CK2 Bindung unter Umstédnden durch andere
NEP Bindepartner sterisch gehemmt wird.

Ob die Phosphorylierung von NEP in irgendeiner Art reguliert wird, konnte in dieser Arbeit
nicht geklart werden. Allerdings ist eine Regulation der NEP Phosphorylierung iiber die
Maskierung oder sterische Inhibition der NEP Phosphorylierungsstelle durch NEP
Bindepartner (PTEN, ERM, Lyn Kinase), iiber die Aktivitit und subzelluldren Lokalisation
von CK2 (227, 252, 253, 306, 307) (siche Abschnitt 1.3 und 4.3) und iiber die
entsprechende(n) Phosphatase(n) méglich.
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4.3  Auswirkung der Phosphorylierung von NEP auf die Maturierung, Stabilitit
und subzelluliire Lokalisation

Es wurde schon mehrfach gezeigt, dass Proteinphosphorylierung einen Einfluss auf die
Proteinstabilitdt haben kann (281, 282, 308).

Allerdings weisen die hier gezeigten Pulse Chase Experimente mit ektopisch exprimiertem
NEP wt und der pseudo-phosphorylierten NEP S6D Mutante bzw. mit den jeweiligen NEP-
GFP Varianten nicht auf Unterschiede in der Stabilitit von pseudo-phosphoryliertem und
nicht-phosphoryliertem NEP hin. Zudem zeigen Experimente mit Cycloheximid, dass sich
die Maturierung von NEP wt und der NEP S6D Mutante nicht unterscheiden und wie
bereits beschreiben innerhalb von zwei Stunden vollstdndig erfolgt (277).

Jedoch konnte eine signifikante Erhohung der Zelloberflichenexpression und in
Ubereinstimmung dazu der Zelloberflichenaktivitit der NEP S6D Mutante ermittelt
werden. Die Feststellung, dass die Gesamtexpression und Gesamtaktivitdt der NEP S6D
Mutante im Vergleich zu NEP wt nicht variiert, ldsst darauf schlieBen, dass die
Phosphorylierung von Serin 6 keinen Einfluss auf die Peptidaseaktivitit der extrazelluldren
Doméne hat, sondern ausschlieBlich die Zelloberfliachenlokalisation von NEP beeinflusst.
Die Tatsache, dass die Maturierung der NEP S6D Mutante im Vergleich zu NEP wt nicht
verandert ist, weist darauf hin, dass die verstirkte Zelloberfldchenlokalisation der NEP S6D
Mutante auf Prozesse zwischen ER und Plasmamembran zuriickzufiihren ist. Durch
Inhibition des Vesikeltransports vom ER zum Golgi-Apparat mittels Brefeldin A, konnte
untersucht werden, ob ein verstédrkter Transport von NEP S6D an die Plasmamembran oder
eine lingere Verweildauer von NEP S6D an der Zelloberfliche die Ursache fiir den
beobachteten Effekt ist (309).

Eine entscheidende Rolle bei der verdnderten subzelluldren Lokalisation von NEP S6D
konnte die wahrscheinliche Strukturdnderung der zytoplasmatischen Doméne von NEP
spielen, die durch die Einfiihrung einer negativen Ladung in Form einer Phosphatgruppe
bzw. eines Aspartatrestes hervorgerufen wird.

Mit Hilfe von Rontgenstrukturanalysen, wie sie schon fiir die zytoplasmatische Domine
von NEP im Komplex mit der FERM Domaine von Radixin durchgefiihrt wurden, konnte
der Einfluss der Phosphorylierung von NEP auf seine Struktur bestimmt werden (210).
Dass die subzellulidre Lokalisation iiber die zytosolische Doméne bestimmt werden kann,
konnte bereits bei den mit NEP eng verwandten ECE-1 Proteinen gezeigt werden. Die

ECE-1 Isoformen a-d unterscheiden sich lediglich in der Aminosduresequenz ihrer
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zytoplasmatischen Doméne, was zu einer heterogenen subzelluldren Verteilung der ECE-1
Isoformen fiihrt. So ist ECE-1a fast ausschlieBlich an der Zelloberfliche, ECE-1c und d
sowohl in intrazelluldiren Kompartimenten, als auch an der Zelloberfldche und ECE-1b nur
in Golgi-dhnlichen Strukturen innerhalb der Zelle lokalisiert (161,310, 311). Des Weiteren
ist bekannt, dass der Verbleib der Zink-Metalloprotease ACE an der Zelloberfldche
ebenfalls durch die CK2 vermittelte Phosphorylierung der zytoplasmatischen Doméne
kontrolliert wird (312). Analog dazu und im Hinblick auf die hier gezeigten Ergebnisse,
konnte die Phosphorylierung der zytoplasmatischen Domiine die
Zelloberflachenlokalisation von NEP regulieren.

In diesem Zusammenhang ist interessant, dass Somatostatin als Modulator der
subzelluldren Lokalisation von NEP identifiziert wurde. Es konnte gezeigt werden, dass
Neurone Somatostatin defizienter Miuse im Vergleich zu Neuronen von wt Miusen eine
Verinderung der subzelluldren NEP Verteilung aufweisen. Dabei liegt NEP verstérkt in ER
und Golgi Kompartimenten und weniger an der synaptischen Membran vor (202). Die
Somatostatinbehandlung hat somit denselben Effekt auf die Lokalisation von NEP, wie die
Phosphorylierung von Serin 6 innerhalb der zytoplasmatischen Doméne von NEP.

Bis auf die Tatsache, dass Somatostatin iiber Pertussis Toxin sensitive G;-Protein
gekoppelte Rezeptoren Einfluss auf die subzellulédre Verteilung von NEP nimmt, ist der zu
Grunde liegende Mechanismus bisher nicht bekannt (202). Hier wird vor allem von
Interesse sein, ob Somatostatin die CK2 Aktivitdt oder Expression erhohen kann. Fiir die
Aktivierung des ebenfalls Gj-Protein gekoppelten wnt Rezeptors wurde eine deutliche
Erhohung der CK2 Aktivitdt um etwa 40% bereits gezeigt (253).

Zudem kann die Aktivitit von CK2 durch verschiedene Wachstumsfaktoren erhoht werden.
So wurde in Zellen, die mit dem epidermalen Wachstumsfaktor EGF oder dem neuronalen
Wachstumsfaktor NGF behandelt wurden, eine bis zu 110%-ige Stimulation der CK2
Aktivitdt nachgewiesen (227, 252). Obgleich gezeigt wurde, dass diese CK2 Aktivierung
nicht liber den PI3-Kinase / Akt Signalweg geschieht, ist nicht bekannt, iiber welchen
alternativen Signalweg CK2 aktiviert wird (252).

Prinzipiell sollte auf Grund der hier gezeigten Daten jeder Signalweg, der die CK2
Aktivitdt erhoht auch zu einer verstirkten NEP Zelloberfldchenlokalisation fithren, sofern
die CK2 Aktivierung iiber einen ldngern Zeitraum Bestand hat und zu einer effektiven NEP
Phosphorylierung fiihrt.

Die Somatostatinbehandlung neuronaler Zellen resultiert erst nach 24 Stunden in einer

maximalen NEP Zelloberflachenaktivitit (202). Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt,
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fiihrt die Behandlung von MEF Zellen mit dem spezifischen CK2 Inhibitor DMAT iiber
einen Zeitraum von 24 Stunden zu einer Reduktion der endogenen NEP
Zelloberflachenaktivitit um etwa 20%, ohne dass die Gesamtexpression von NEP oder die
Zellvitalitit beeintrachtigt wird. Im Falle einer Beteiligung von CK2 am beobachteten
Effekt der Somatostatinbehandlung auf die NEP Zelloberfldchenlokalisation, wiirde dies
bedeuten, dass eine linger wihrende CK2 Aktivierung fiir einen maximalen Effekt auf die
Zelloberflachenlokalisation von NEP benétigt wiirde. In Bezug auf den hier beobachteten
Einfluss der CK2 Inhibition auf die NEP Zelloberflachenaktivitit, muss auf die Vielzahl
von CK2 Substraten hingewiesen werden (313). Dies bedeutet, dass der Effekt der CK2

Inhibition auf NEP auch auf indirekte Prozesse zuriickzufiihren sein konnte.

4.4  Einfluss der Phosphorylierung von NEP auf den Abbau von A

Die simultane ektopische Expression von NEP und APPsw fiihrt zu einer drastischen
Reduktion des in das Kulturmedium sezernierten AP, wobei kein Unterschied zwischen
NEP wt und der NEP S6D Mutante zu erkennen war. Im Gegensatz dazu fiihrt die
ektopische Expression von NEP und APPsw in zwei getrennten Populationen von HEK293
Zellen und anschlieBender Kokultivierung der beiden Populationen, weder durch NEP wt
noch durch die NEP S6D Mutante zu einem signifikanten Riickgang der Ap Konzentration
im Kulturmedium.

Die Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass NEP in diesem Zellkulturmodell bei der
gleichzeitigen Uberexpression von NEP und APPsw das im sekretorischen Transportweg
bzw. an der Zelloberfldche produzierte AP sehr effizient abbaut. Frithere Untersuchungen
haben gezeigt, dass die schwedische APP Mutation zu einer verbesserten
Substraterkennung durch die B-Sekretase fithrt wodurch AP bereits verstirkt im
sekretorischen Transportweg gebildet wird, wo es zusammen mit NEP an die
Zelloberfldche gelangt (201, 314-316). Unter diesen Bedingungen konnte NEP bereits in
sekretorischen Vesikeln AP abbauen was zu einer reduzierten Sekretion von AP fithren
wiirde (187).

Dahingegen wird von APPsw exprimierenden HEK293 Zellen bereits in das Medium
abgegebenes AP nur sehr langsam durch NEP abgebaut. Eine mogliche Erklarung dafiir ist,
dass das Verhiltnis von Zellkulturmediumvolumen zur Zelloberfliche, an der NEP
gebunden vorliegt, sehr groff ist, was in geringeren effektiven Substrat — Enzym
Interaktionen resultiert. Im Gegensatz zu NEP werden andere AB-abbauende Proteasen und

Peptidasen wie z.B. IDE in das Medium sezerniert und konnen so — anders als
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membrangebundenes NEP — wesentlich effizienter mit 16slichen Substratpeptiden wie A}
interagieren (175, 177).

Da unter diesen Bedingungen der A Abbau durch NEP vernachlissigbar klein ist, eignet
sich dieses Modell nicht um weitere Untersuchungen iiber den NEP-spezifischen A} Abbau
durchzufiihren. Dadurch war es auch nicht moglich, eventuelle Unterschiede im Abbau
extrazelluldren AP durch NEP wt und NEP S6D zu untersuchen.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass MEF Zellen eine im Vergleich zu
anderen Zellen relativ starke endogene NEP Zelloberflachenaktivitidt aufweisen. Die
spezifische Inhibition von NEP durch Thiorphan hatte jedoch keinen Einfluss auf den
extrazelluliren AP Abbau. Dies weist zusitzlich darauf hin, dass NEP in dem hier
verwendeten Zellkulturmodell nicht maB3geblich an dem Abbau von extrazellularem A
beteiligt ist.

Die hier gezeigten Ergebnisse stehen nicht zwingend im Widerspruch zu bisherigen
Untersuchungen, wonach NEP im Gehirn das geschwindigkeitsbestimmende Enzym fiir
den extrazelluliren AP Abbau ist (21, 164, 189), da im Gehirn eine sehr grofie
Gesamtzelloberfliche einem relativ kleinen Extrazellularraum gegeniibersteht, was die
effektive Interaktion von NEP mit extrazellulirem AP an der Zelloberfliche erhoht.
Gleichzeitig ist NEP vornehmlich entlang der Axone und an den Synapsen lokalisiert, die
AP sensible Bereiche der Neurone darstellen (189). Eine vergleichende
Zelloberflachenlokalisationsstudie von NEP wt und NEP S6D an den oben genannten
Bereichen der Neurone konnte Aufschluss dariiber geben, ob die phosphorylierte Form von
NEP den Neuronen potenziell einen hheren Schutz vor AR Mono- und Oligomeren bieten
konnte.

Um aussagekriftig den extrazelluldren AB Abbau durch NEP wt und NEP S6D vergleichen
zu konnen, miisste also ein entsprechendes System gewéhlt werden, in dem NEP die
geschwindigkeitsbestimmende AB-abbauende Peptidase darstellt.

Ahnlich den hier vorliegenden Ergebnissen konnte gezeigt werden, dass die Inhibition der
mit NEP eng verwandten ECE-1 Protease in Zellkulturzellen zu einer signifikanten
Erhohung der AP Produktion fiihrt, die fast ausschlieBlich auf die Inhibition des
intrazelluldren AP Abbaus zuriickzufiihren ist, wobei der extrazelluldre Af Abbau kaum
durch die ECE-1 Inhibition beeinflusst wird (165).

Die Verwendung von transgenen Drosophila- oder Mausmodellen konnte bei der

Untersuchung des extrazelluliren AP Abbaus durch NEP hilfreich sein, da der
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extrazelluldre NEP-spezifische AB Abbau durch ektopisch tiberexprimiertes NEP wt dort
bereits nachgewiesen wurde (28, 183).

Der Einsatz des nicht-membrangéngigen, spezifischen NEP Substrats Succinyl-Alanin-
Alanin-Phenylalanin-7-amido-4-methylcoumarin stellt fiir das hier verwendete
Zellkulturmodell einen alternativen Weg dar, spezifisch die Zelloberfldchenaktivitit von
NEP wt und der NEP S6D Mutante zu vergleichen (296).

Allerdings spiegelt die Uberexpression der NEP Varianten nicht die physiologischen
Bedingungen wider, da sie zu unnatiirlich hohen Konzentrationen dieser Proteine in der
Zelle fiihrt. Die Etablierung eines knock in Zellkultursystems oder Tiermodells unter
Verwendung geeigneter Promotoren wire demnach vermutlich am besten fiir weitere

Untersuchungen und Vergleiche der NEP Varianten untereinander geeignet.

4.5  Selektive Regulation der Ezrin und PTEN Bindung durch die
Phosphorylierung von NEP

Die Typ 1 Membranproteine CD44, CD43 und ICAM konnen durch Bindung ihrer
zytoplasmatischen Doménen an ERM Proteine mit dem Aktinzytoskelett verkniipft werden
(317, 318). Fiir das Typ 2 Transmembranprotein NEP konnte eine gleichartige Bindung an
ERM Proteine nachgewiesen werden (17). Zunédchst wurden die drei Lysinreste PKKK?
nahe der Transmembrandomine als moglicher Bereich innerhalb der zytoplasmatischen
Domaine von NEP postuliert, der die Interaktion mit den ERM Proteinen vermittelt (17).
Neuere Untersuchungen legen jedoch nahe, dass die ERM Bindung iiber die
Aminosiurereste "MDITDIN'* an die ERM Subdomiine C erfolgt und sich prinzipiell nicht
von der CD44, CD43 und ICAM Bindung an die ERM Proteine unterscheidet. Dies hat zur
Folge, dass CD44, CD43, ICAM und NEP um die Bindung an die ERM Proteine
konkurrieren (210) (Abb. 4.1).

Trotz der unmittelbaren Nihe der Phosphorylierungsstelle Serin 6 zu der oben genannten
ERM Bindestelle weisen die in dieser Arbeit ermittelten Daten auf keinen Effekt der NEP
Phosphorylierung auf die Interaktion mit den ERM Proteinen hin.

Die fiir die ERM Bindung an NEP gemessenen Dissoziationskonstanten (NEP Kp~5,8 nM;
phosphoNEP Kp~5,9 nM) entsprechen in der Groflenordnung in etwa derjenigen fiir die
Interaktion von ERM an den Hyaluronanrezeptor CD44 (Kp~9,3 nM) (319).

CD44 wird innerhalb der zytoplasmatischen Doméne in der Ndhe der ERM Bindestelle
durch die Proteinkinase C (PKC) phosphoryliert, was zu einer deutlichen Abschwéchung
der CD44 — ERM Bindung um etwa 70% fiihrt (317, 320). Obwohl die hier gezeigte NEP
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Phosphorylierungsstelle analog zu der Phosphorylierungsstelle von CD44 in unmittelbarer
Nihe zu dem ERM Bindemotiv liegt, hat die Phosphorylierung von NEP keine Auswirkung
auf die ERM Bindung.

Da CD44 und NEP direkt um die Bindung an die ERM Proteine konkurrieren (17, 210),
konnte eine verminderte CD44 — ERM Interaktion nach CD44 Phosphorylierung zu einer
Verschiebung des Gleichgewichts zugunsten der NEP — ERM Interaktion fiihren.

Somit kann die NEP — ERM Bindung iiber die Kompetition von NEP mit CD44, CD43 und
ICAM um die Bindung der ERM Proteinen reguliert werden (210, 317). Dariiber hinaus
wird die Verfiigbarkeit von aktivierten ERM Proteinen an der Plasmamembran reguliert,
wo die ERM Proteine Rho-Signalweg abhingig aktiviert werden (211, 319, 321).

Wie in der Einleitung bereits erwihnt, kann der Tumorsuppressor PTEN iiber direkte
Protein-Lipid Interaktionen an die Plasmamembran binden. Dies geschieht vornehmlich
iiber die N-terminale und die C2 Doméne von PTEN an negativ geladene Membranlipide
wie Phosphatidylserin und Phosphatidylinositolphosphate (220, 221, 235). Daneben kann
PTEN auch iiber sein C-terminal gelegenes PDZ bindendes Motiv an verschiedene
Proteine, die eine PDZ Domine besitzen, binden (322, 323).

NEP wurde als bisher einziges Protein identifiziert, das mit seinem basischen Bereich nahe
der Transmembrandomine (’KKK*') an die PTEN Hauptphosphorylierungsstelle
(Aminosauren 380-385) der C-terminalen Doméne binden kann und dadurch PTEN an die
Plasmamembran rekrutiert (19). Somit interagiert PTEN — im Gegensatz zu den ERM
Proteinen — gleichzeitig mit mehreren membranlokalisierten Bindepartnern.

Auf Grund der basischen Aminosiduregruppe PKKK?' in der zytosolischen Doméne von
NEP und in vitro Daten wurde postuliert, dass die Phosphorylierung von PTEN an Serin
380, Threonin 382, Threonin 383 und Serin 385 zu einer Verstiarkung der NEP — PTEN
Interaktion fiihrt (19). In vivo ist NEP jedoch weitaus stirker mit unphosphoryliertem
PTEN assoziiert (19). Dies legen auch Untersuchungen nahe, in denen gezeigt wurde, dass
die phosphorylierte C-terminale Doméne von PTEN mit den basischen Aminoséureresten
der membranbindenden C2 Doméine von PTEN interagiert (234). Dadurch wird sowohl die
direkte Interaktion mit negativ geladenen Lipiden der Plasmamembran, als auch die
Bindung an NEP inhibiert.

Die Ergebnisse dieser Arbeit belegen eine direkte Bindung der unphosphorylierten C-
terminalen Doméne von PTEN an die unphosphorylierte zytoplasmatische Doméne von
NEP (Kp~0,71uM). Durch die Phosphorylierung des Serin 6 Restes von NEP wird diese

Interaktion fast vollstindig aufgehoben. Diese Befunde konnten durch
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Immunfluoreszenzuntersuchungen unterstiitzt werden, die eine Kolokalisation von NEP-
GFP wt und PTEN an der Plasmamembran und in Golgi-dhnlichen Kompartimenten
innerhalb der Zelle ergaben, wohingegen die NEP-GFP S6D Mutante keinerlei
Kolokalisation mit endogenem PTEN aufwies.

Da die NEP Phosphorylierungsstelle au3erhalb der Bindedoméne fiir PTEN liegt, induziert
die Phosphorylierung von Serin 6 vermutlich eine strukturelle Verdnderung des
zytoplasmatischen Teils von NEP, wodurch die NEP — PTEN Interaktion unterbunden
wird. Dafiir spricht auch das unterschiedliche Migrationsverhalten von nicht-
phosphorylierter und phosphorylierter N-terminaler Domine von NEP (NEP-NT, pNEP-
NT) im SDS-Polyacrylamidgel. Dies konnte in gleicher Weise auch fiir NEP-GFP wt und
NEP-GFP S6D beobachtet werden. Gerade das untereinander verdnderte
Migrationsverhalten der etwa 35 kDa groen NEP-GFP Varianten im 10%-igen
SDS-Polyacrylamid-Minigel kann nicht durch den Masseunterschied von Serin und
Aspartat erklédrt werden. Insgesamt deuten die Ergebnisse auf eine verdnderte Struktur der
zytoplasmatischen Doméne durch die Einfithrung der negativen Ladung hin. Bei fritheren
Strukturanalysen konnte gezeigt werden, dass die Aminosduren 12-15 der N-terminalen
Domine von NEP eine Haarnadelstruktur ausbilden (210). Da die Amionosiuren, die diese
Haarnadelstruktur bilden, zwischen der Phosphorylierungsstelle Serin 6 und der PTEN
bindenden basischen Domine (19KKK21) liegen, konnte eine elektrostatische Interaktion
des Phosphatrestes und den positiv geladenen Lysinresten erfolgen. In diesem Fall wire die
Bindestelle fiir PTEN durch die intramolekulare Interaktion mit dem phosphorylierten
Serinrest 6 blockiert. Dabei weisen Strukturanalysen darauf hin, dass die ERM
Bindedoméine innerhalb der zytoplasmatischen NEP Doméne von der veridnderten Struktur
nicht beeinflusst werden wiirde (210). Dies steht im Einklang mit den oben beschriebenen
Ergebnissen, wonach die NEP — ERM Bindung nicht durch die Phosphorylierung von NEP
verdndert wird.

In weiteren Bindungsstudien wird nun von Interesse sein, ob an den Aminosdureresten
S380, T382, T383 und S385 phosphoryliertes PTEN an phosphoryliertes NEP binden kann.
Die Zellkulturdaten der vorliegenden Arbeit weisen nicht auf eine Interaktion von
phosphoryliertem NEP mit phosphoryliertem PTEN hin, da die Uberexpression der pseudo-
phosphorylierten NEP-GFP S6D Mutante keinerlei Effekt auf die intrazelluldire PTEN
Verteilung im Vergleich zu untransfizierten Zellen hatte. Im Falle einer Interaktion der

beiden phosphorylierten Proteine sollte eine Kolokalisation von NEP-GFP S6D und PTEN

97



Diskussion

zu beobachten sein, da der GroBteil der C-terminalen Doméine von PTEN in
phosphorylierter Form vorliegt (230).

Nach Bindung von PTEN an Membranlipide der Plasmamembran kann PTEN die
Dephosphorylierung von PI(3,4,5)P; zu PI(4,5)P, katalysieren (223, 324), was zur
Reduktion der Akt Aktivierung fithrt (293). Wie bereits gezeigt wurde, fiihrt die
Rekrutierung von PTEN iiber NEP an die Plasmamembran zu einem deutlichen Riickgang
der Akt Phosphorylierung (19). In dieser Arbeit konnte ebenfalls eine NEP-spezifische
Reduktion der Akt Phosphorylierung nach Aktivierung des Insulin Signalweges und des
IGF-1 Signalweges nachgewiesen werden. In Ubereinstimmung zu den hier gezeigten
Bindungsdaten, die eine eindeutige Inhibition der NEP — PTEN Interaktion durch die NEP
Phosphorylierung zeigen, konnte keine Reduktion der Akt Phosphorylierung durch die
Uberexpression der pseudo-phosphorylierten NEP S6D Mutante beobachtet werden. Diese
Daten unterstiitzen zudem die Annahme, dass C-terminal an den Aminosiureresten S380,
T382, T383 und S385 phosphoryliertes PTEN entweder generell nicht an der P1(3,4,5)P;
Dephosphorylierung beteiligt ist oder — wie nicht-phosphoryliertes PTEN — nicht an
phosphoryliertes NEP binden kann und somit den Akt Signalweg nicht beeinflusst.

Die PTEN vermittelte Reduktion der Aktivierung von Akt durch NEP beeinflusst sowohl
das Zellwachstum, als auch die Zellvitalitit negativ. So wurde fiir aktiviertes Akt eine
ganze Reihe von Zielproteinen identifiziert, die im Zusammenhang mit Apoptose und
Zellproliferation stehen. Dazu gehoren unter anderem GSK3f, BAD, Caspase-9 und eine
Vielzahl von Transkriptionsfaktoren (325-328). In diesem Zusammenhang ist interessant,
dass die lidnger wihrende Kultivierung von NEP-GFP wt und NEP-GFP S6D
exprimierenden HEK293 Zellen zu einer graduellen Reduktion der NEP-GFP wt
Expression fiihrt, wihrend die NEP-GFP S6D Expression stabil bleibt. Dies konnte darauf
hinweisen, dass eine hohe NEP-GFP wt Konzentration auf Grund der Akt inhibierenden
Wirkung einen negativen Einfluss auf die Zellproliferation und die Zellvitalitit hat und
somit stark NEP-GFP wt exprimierende Zellen nicht iiberleben. Da NEP-GFP S6D keinen
Einfluss auf die Stimulation von Akt hat, konnten somit hohere NEP-GFP S6D

Konzentrationen von den Zellen toleriert werden.

4.6  Mogliche Auswirkung der selektiven Inhibition der PTEN Bindung auf die
Zelloberflichenlokalisation von NEP
Die durchgefiihrten Bindungsversuche deuten darauf hin, dass PTEN und Ezrin nicht

gleichzeitig an die zytoplasmatische Domine von NEP binden konnen und somit um die
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Bindung konkurrieren. Auf Grund der, im Vergleich zu PTEN, hoheren Affinitét von Ezrin
an die N-terminale Domine von NEP, wurde PTEN unter den in dieser Arbeit gewéhlten
Versuchsbedingungen von Ezrin verdrangt.

Ein wichtiger Faktor bei der Beurteilung der Frage, ob in vivo die NEP — Ezrin oder die
NEP - PTEN Bindung iiberwiegt, ist die Konzentration der jeweiligen Bindepartner. Dabei
sind die effektiven, fiir die NEP Bindung zur Verfiigung stehenden Konzentrationen von
PTEN und Ezrin in der Zelle relevant: Ezrin wird erst durch Phosphorylierung in einen
bindungsfiahigen Zustand iiberfiihrt, wihrend ein Grofiteil des PTEN-Pools in einem
phosphorylierten, nicht-aktiven Zustand in der Zelle vorliegt, der nur vermindert in der
Lage ist an NEP zu binden (19, 211, 233, 234).

Im Falle eines starken Uberschusses von PTEN im Vergleich zu aktiviertem Ezrin konnte
PTEN die Ezrin Bindung an NEP kompetitiv hemmen.

Da die Phosphorylierung von NEP die PTEN Bindung ausschlief3t, aber keinen Einfluss auf
die Ezrin Bindung nimmt, kdnnte sie eine verstirkte Ezrin — NEP Bindung zur Folge haben
(Abb. 4.1). Da die ERM Proteine fast ausschlielich an der Plasmamembran in einem
aktiven, bindungsfiahigen Zustand vorliegen und dort NEP mit dem Aktinzytoskelett
verbinden, konnte dies zu einer Stabilisierung Plasmamembran lokalisierten NEP fithren
(17, 319, 329). Dies wiirde die in dieser Arbeit beobachtete verstirkte Zelloberflichen-
lokalisation der NEP S6D Mutante erkliren.

Die sehr komplexen Mechanismen zur Regulation der Interaktion von NEP mit PTEN und
ERM Proteinen, deuten auf duBerst wichtige physiologische bzw. pathophysiologische
Funktionen dieser Interaktion hin. Inwieweit diese Mechanismen an der Regulation der
phosphorylierungsabhingigen Lokalisation von NEP beteiligt sind, muss in

weiterfiihrenden Untersuchungen geklért werden.

99



Diskussion

A cD44

CD43
ICAM

Extrazellular

Zytosol

Kompetition

F-Aktin F-Aktin

B cD44
cD43
ICAM

Kompetition

Extrazellular

Zytosol

%,

® %
@D F-Aktin F-Aktin

Abbildung 4.1: Einfluss der Phosphorylierung von NEP auf die kompetitive Bindung von PTEN und
Ezrin an NEP

A) PTEN und Ezrin konkurrieren um die Bindung an NEP. B) Die Phosphorylierung von NEP inhibiert die
PTEN Bindung und verschiebt das Gleichgewicht zu Gunsten der NEP — Ezrin Bindung. Die Kompetition
von NEP, ICAM, CD44 und CD43 um die Ezrin Bindung bleibt von der NEP Phosphorylierung
unbeeinflusst. Modifiziert nach Terawaki et al. 2007 (210).

4.7  Mogliche Rolle der Phosphorylierung von NEP bei intrazelluléiren Signalwegen
und der Alzheimerschen Erkrankung

CK2 phosphoryliert neben NEP auch die C-terminale Domine von PTEN und iiberfiihrt
PTEN dadurch in einen inaktiven Zustand, der durch eine starke Reduktion der PTEN
Bindung an die Plasmamembran gekennzeichnet ist (230, 234). Somit hemmt CK2
moglicherweise auf zwei Wegen die Rekrutierung von PTEN an die Plasmamembran,
indem es erstens durch die NEP Phosphorylierung die NEP — PTEN Interaktion und
zweitens durch die PTEN Phosphorylierung die PTEN — Membranlipid Bindung inhibiert
(230, 234).

Da PTEN jedoch, um als direkter PI3K Antagonist wirken zu konnen, an die
Plasmamembran binden muss (223, 293), fiihrt die CK2 vermittelte Phosphorylierung von
PTEN und / oder von NEP zu einer Stabilisierung des PI(3,4,5)Ps-Pools und einer daraus

resultierenden Verstiarkung Akt aktivierender Signalwege.
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In Ubereinstimmung mit einer Fiille von bereits erhobenen Daten, wonach die Expression
oder Aktivitdt von CK2 in fast allen Tumoren erhoht ist und das Zellwachstum und
Zelliiberleben fordert (236, 330-332), konnte in dieser Arbeit mit NEP ein weiteres CK2
Substrat nachgewiesen werden, dessen Phosphorylierung indirekt iiber den Akt Signalweg
eine verstirkte Zellproliferation auslosen und bestimmte apoptotische Faktoren hemmen
konnte.

In Bezug auf die Alzheimersche Erkrankung wurde schon mehrfach beschrieben, dass A
Zellwachstum und bestimmte Signalwege inhibiert und apoptotische Prozesse fordert (53,
333, 334). Gerade auch die Inaktivierung des PI3K/Akt Signalwegs und die daraus
resultierende erhohte GSK3p Aktivitidt wurde im Zusammenhang mit neuronalem Zelltod
und Tau Phosphorylierung gebracht (44, 268, 335-338).

NEP konnte somit bei der Entstehung der Alzheimerschen Krankheit eine ambivalente
Rolle spielen. Auf der einen Seite schiitzt der Abbau von AP vor dessen toxischen
Eigenschaften (20, 21), auf der anderen Seite inhibiert die PTEN Bindung an NEP den fiir
das Uberleben der Zelle wichtigen Akt Signalweg (19). Dabei ist interessant, dass die
Inhibition der Akt Aktivierung zu einer Stabilisierung der GSK3f Aktivitét fithrt was die
Bildung von gepaarten helikalen Filamenten durch GSK3p vermittelte Tau
Phosphorylierung unterstiitzten konnte (44, 54, 270, 335, 339). Die in dieser Arbeit
vorgestellten Daten zeigen, dass die CK2 abhingige NEP Phosphorylierung zu einer
verstirkten Zelloberfldchenlokalisation von NEP fiihrt und dadurch den NEP vermittelten
AP Abbau wahrscheinlich verstérkt. Zusitzlich wiirde durch die Inhibition der NEP —
PTEN Bindung anti-apoptotische, Proliferation und Energiemetabolismus fordernde Akt
Signalwege (z.B. Insulin; IGF-1) nicht weiter NEP abhéngig gedrosselt. Somit konnte sich
die NEP Phosphorylierung auf die intrazelluldre Aggregation von Tau, auf die Bildung
extrazelluldrer amyloider Plaques und auf zelluldre Grundfunktionen positiv auswirken.
Das von Sumitomo et al. vorgeschlagene Modell, wonach die gleichzeitige Expression von
NEP und PTEN grundsitzlich zu einer stark verminderten Akt Aktivierung fiihrt (19), kann
nach den hier gezeigten Ergebnissen um den Einfluss von CK2 auf die NEP — PTEN
Bindung erweitert werden. In Abbildung 4.2 ist der mogliche Effekt der NEP
Phosphorylierung auf den A Abbau und den Akt Signalweg schematisch dargestellt.
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Abbildung 4.2: Mdégliche Auswirkung der CK2 abhiingigen Phosphorylierung von NEP auf den Ap
Abbau und den Akt Signalweg

A) Die Aktivierung von Rezeptor Tyrosin Kinasen (RTK) fiihrt zur Aktivierung der Phosphoinositid 3-Kinase
(PI3K) und Erhchung der PI(3,4,5)P; Second Messenger Konzentration. Durch die NEP vermittelte PTEN
Rekrutierung an die Plasmamembran wird PI(3,4,5)P; zu P1(4,5)P, dephosphoryliert, was in einer Reduktion
des Akt Signalweges resultiert. B) Nach Phosphorylierung von NEP kommt es zu einer erhdhten NEP
Konzentration an der Plasmamembran, die wahrscheinlich zu einem verstirkten AR Abbau fiihrt. Gleichzeitig
wird die PTEN Bindung durch die NEP Phosphorylierung inhibiert, was eine Verstiarkung der Akt Aktivitét
zur Folge hat. Modifiziert nach Sumitomo et al. 2004 (19).

CK2 kommt in allen Geweben vor, wobei in Miusen gezeigt wurde, dass CK2 im Gehirn
sehr stark exprimiert wird (286). Dies wirft die Frage auf, ob sich der
Phosphorylierungszustand von NEP in verschiedenen Zellen und Geweben unterscheidet
und ob sich die CK2 Expression im Gehirn mit dem Alter dndert. Bei 24 Monaten alten
Ratten konnte bereits im Gehirn eine verringerte CK2 Aktivitidt im Vergleich zu jungen
Ratten nachgewiesen werden (340). Dies konnte einen Hinweis darauf geben, dass wihrend
des Alterns nicht nur generell die NEP Expression im Gehirn abnimmt (196-198, 340),
sondern auch auf Grund der verringerten CK2 Aktivitit die Phosphorylierung von NEP

abnimmt, was die oben genannten Folgen auf A Abbau und die Zellvitalitit haben konnte.
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4.8  Ausblick

Bisher ist noch weit gehend unklar, wie die beiden Hauptmerkmale der Alzheimerschen
Krankheit, die neurofibrilliren Biindel und die amyloiden Plaques, miteinander in
Verbindung stehen und wie AP zum Verlust neuronaler Zellen beitragt. Ein interessanter
Ansatzpunkt, der eine Verbindung der A Produktion mit der Hyperphosphorylierung von
Tau aufzeigen konnte, ist der Insulin Signalweg und andere Akt aktivierende bzw. GSK3[3
inhibierende Signalwege. Es konnte schon mehrfach nachgewiesen werden, dass A
sowohl extrazellulér, als auch intrazelluldr den Akt Signalweg, der einen zentralen Punkt
bei der Signalweiterleitung diverser Signalmolekiile wie Insulin, IGF-1, EGF und PDGF
darstellt, negativ beeinflusst (56, 268, 269). Dabei kommt es unter anderem zu einer
abgeschwichten GSK3p Inaktivierung, was z.B. die Hyperphosphorylierung des Tau
Proteins zur Folge haben konnte und zu den oben erwédhnten neurofibrillaren Biindeln
fithren konnte. Somit wiirde AP indirekt zur Entstehung der neurofibrilldren Biindel
beitragen.

Daneben spielt der Akt Signalweg bei der Zellproliferation und der Inaktivierung
apoptotischer Faktoren eine groB3e Rolle. Gerade in Bezug auf den Insulin und IGF-1
Signalweg konnte gezeigt werden, dass diese den Energiemetabolismus, die Zellvitalitéit
und das Uberleben der Neurone iiber den PI3K/Akt/GSK3B Weg unterstiitzen (267, 341).
Bezogen auf den Insulin Signalweg spielen die als maB3geblich am A} Abbau beteiligten
Enzyme IDE und NEP eine inhibierende Rolle, da IDE Insulin abbaut und NEP wie oben
beschrieben den Akt Signalweg mittels PTEN supprimiert (19, 176).

Im Folgenden wird z.B. durch den Einsatz von phospho-spezifischen Antikdrpern zu
untersuchen sein, wie hoch der Anteil von phosphoryliertem NEP zu nicht-
phosphoryliertem NEP ist, ob dieses Verhiltnis einer Regulation unterworfen ist und ob es
sich im Alter dndert.

Mit Hilfe von APP/Presenilin-1 transgenen Maiusen, die wt NEP bzw. pseudo-
phosphoryliertes NEP S6D exprimieren, konnte zukiinftig untersucht werden, ob die NEP
Phosphorylierung wie in dieser Arbeit postuliert, zum verstirkten A Abbau im Gehirn
fithrt. Des Weiteren ist die Aktivitit der Akt Kinase in diesen Miusen von Interesse, da
nach den hier gezeigten Daten die Inhibition der PTEN Bindung an die NEP S6D Mutante
zu einer Erhohung der P1(3,4,5)P; Konzentration fithren miisste. Dies konnte wiederum zu
einer erhohten Uberlebensrate der Zellen fithren und die GSK3p abhingige Tau

Phosphorylierung reduzieren.
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In Bezug auf die Tumorgenese wird eine zentrale tumorsupprimierende Eigenschaft von
NEP, die sich hinsichtlich der Alzheimerschen Erkrankung negativ auf das Uberleben der
Neurone auswirkt, durch dessen Phosphorylierung aufgehoben und wahrscheinlich die
Tumorgenese unterstiitzen. Somit wire eine vermehrte Tumorbildung der NEP S6D
exprimierenden Mduse zu erwarten.

Inwieweit die in allen Tumoren gefundene erhohte CK2 Aktivitit bzw. Konzentration
Einfluss auf den Phosphorylierungsstatus von NEP hat muss in entsprechenden Tumoren

untersucht werden.
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5 Zusammenfassung

Bei der Zink-Metalloendopeptidase Neprilysin (NEP) handelt es sich um ein Typ 2
Membranprotein, das fiir die Degradation von extrazelluliren Peptiden und
Peptidhormonen zustindig ist. Darliber hinaus kann NEP sowohl im sekretorischen
Transportweg, als auch an der Zelloberfliche das mit der Alzheimerschen Erkrankung
assoziierte B-Amyloid (AB) Peptid degradieren.

Unabhédngig von der extrazelluldren Peptidaseaktivitdt interagiert die N-terminale
zytosolische Doméne von NEP mit den F-Aktin bindenden Proteinen Ezrin, Radixin und
Moesin (ERM) und den Tumorsuppressor PTEN. Durch NEP vermittelte Rekrutierung von
PTEN kommt es zu einer verstiarkten Dephosphorylierung von Phosphatidylinositol (3,4,5)
trisphosphat und somit einer Inhibition des Akt Signalwegs. Dies wirkt sich unter anderem
negativ auf die Zellvitalitit und das Zellwachstum aus. Bisher war unklar, ob die
extrazelluldre/luminale NEP Peptidaseaktivitit und die Interaktion mit den
zytoplasmatischen NEP Bindepartnern posttranslational reguliert werden.

In der vorliegenden Arbeit konnte durch in vitro und Zellkulturmodelle gezeigt werden,
dass NEP an Serin 6 innerhalb der zytoplasmatischen Doméne durch die Casein Kinase 2
(CK2) phosphoryliert wird. Wihrend die Phosphorylierung von NEP keinen Einfluss auf
die Maturierung und die Stabilitit von NEP nimmt, fiihrt sie zu einer signifikanten
Erhohung der NEP Zelloberflichenlokalisation und damit einhergehender
Zelloberflidchenaktivitit. Dieses ist wahrscheinlich auf einen verstirkten Transport von
NEP zur Plasmamembran oder auf eine Stabilisierung von NEP an der Plasmamembran
zuriickzufiihren.

In Bezug auf die zytosolischen NEP Bindepartner konnte gezeigt werden, dass die NEP
Phosphorylierung keinen Einfluss auf die Ezrin Bindung nimmt.

Im Gegensatz dazu fiihrt die Phosphorylierung von NEP zu einer fast vollstindigen
Inhibition der Interaktion von NEP mit dem Tumorsuppressor PTEN. Die daraus
resultierende verminderte Rekrutierung von PTEN an die Plasmamembran fiihrt zur
Stabilisierung der Phosphatidylinositol (3,4,5) trisphosphat Konzentration und daraus
folgender verstirkter Aktivierung der Proteinkinase Akt nach Stimulation der Zellen mit
Insulin bzw. IGF-1.

Insgesamt deuten die Ergebnisse darauf hin, dass die Phosphorylierung von NEP eine
erhohte NEP-spezifische A Degradation zur Folge haben konnte. Gleichzeitig wird die
NEP vermittelte Inhibition des Akt Signalwegs unterbunden, was zur Inhibition

apoptotischer Faktoren und reduzierter Tau Phosphorylierung fithren konnte.
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