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1. Einleitung

1.1. Morbus Alzheimer

Morbus Alzheimer (AD) ist mit einer Pravalenz von beinahe 40 Millionen Patienten weltweit
die hdufigste neurodegenerative Demenzerkrankung (1, 2). Symptomatisch ist AD durch pro-
grediente mnestische Einschrankungen, visuelle Agnosie, visukonstruktive-, aphasische- und
apraktische Stérungen gekennzeichnet. Meist versterben die Patienten nach langjéhriger Pfle-
gebeduirftigkeit an einer Aspirationspneumonie im Rahmen der zunehmenden Dysphagie. Die
Atiologie der Erkrankung ist bis heute ungeklart. Obwohl in den vergangenen Jahrzehnten
mehrere genetische Risikofaktoren und monogen vererbte Formen der AD identifiziert wer-
den konnten, sind die Hauptrisikofaktoren der sporadischen AD (sAD) das biologische Alter,
sowie generelle kardiovaskulédre Risikofaktoren (3-8). Schon jetzt sind die Ausgaben fir Un-
terbringung und Pflege der Demenzpatienten immens (geschéatzt 1 Billion $/Jahr (World Alz-
heimer Report 2018)), sodass ohne eine wirksame Pravention oder Therapie die Belastung der

Sozialsysteme im Rahmen der demographischen Entwicklung noch weiter zunehmen wird.

Seit der Erstbeschreibung der Erkrankung durch Alois Alzheimer im Jahre 1907 sind grof3e
Fortschritte auf den Gebieten der Molekularpathologie, Pathophysiologie und Diagnostik (v.a.
CMRT, PET-CT, Liquor-Biomarker) gemacht worden, jedoch sind bisher alle kausalen The-
rapieansétze in klinischen Studien gescheitert. Zwar lasst sich durch Acetylcholinesterase-
Hemmer (Rivastigmin, Galantamin und Donepezil) und NMDA Rezeptorantagonisten (Me-
mantin) der kognitive Abbau im Sinne einer symptomatischen Therapie kurzzeitig verzégern,
aber auf lange Sicht keineswegs aufhalten (9, 10). Pathognomonisch fir die AD sind die zu-
erst von Alois Alzheimer beschriebenen histopathologischen Auffélligkeiten aus interstitiellen
Amyloid-Plaques (AB-Aggregate) und intrazelluldren Tau-Ablagerungen (11) (Abb. 1). Ins-
besondere das Auftreten der Amyloid-Plaques begriindete die Amyloidhypothese als zentralen

pathogenetischen Erklarungsansatz (1, 12-15):

Die Amyloidhypothese geht von einer linearen Kaskade aus, bei der AB-Produktion, -
Ablagerung und Tau-Aggregation zu synaptischer Dysfunktion, Neuroinflammation, neurona-
lem Zelltod und letztlich zur Demenz fihren (Abb. 1). Auf molekularer Ebene flhrt die pro-
teolytische Spaltung des Amyloidvorlauferproteins (APP) durch die Protease BACEL (*'B-site
APP cleaving enzyme 1") und die y-Sekretase zur Bildung der neurotoxischen Ap-Peptide,

die sich aufgrund ihrer Hydrophobizitat zu Oligomeren zusammenlagern und sich letztlich als
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histopathologisch sichtbare Amyloidplaques in der Extrazellularsubstanz des Gehirns abla-
gern (1, 16, 17).

sAPPa SARRR
APP %
tau
tangles
BACE‘I neuro-
ADAM10 -> neurotoxucnty =»> inflammation =» degeneration
Lﬁ ﬂ ollgomers Ssao l
prevents AB; generates AB;

non-amyloidogenic amyloidogenic

Abb. 1. Amyloidkaskade, sowie neuropathologische Auffalligkeiten der AD: Die proteolytische Spaltung
von APP durch BACE1 und die y-Sekretase markiert mit der Bildung von neurotoxischen AB-Oligomeren den
amyloidogenen APP-Stoffwechselweg, welcher schlief3lich zu Neuroinflammation und -degeneration fiihrt und
histopathologisch durch die pathognomonischen AB-Plaques und Tau-Tangles charakterisiert ist. Dahingegen
verhindert die APP-Spaltung innerhalb der AB-Sequenz durch die a-Sekretase ADAM10 nicht nur die Freiset-

zung von AB, sondern produziert zudem das neuroprotektive SAPPa-Fragment (Abbildung modifiziert nach
Lichtenthaler & Saftig 2015 (18)).

Wie im Detail AB mit den ebenso typischen intraneuronalen Tau-Ablagerungen im Zusam-
menhang steht, ist noch nicht abschlieBend geklart. Sowohl die AB-Peptide bzw. Oligomere,
als auch die Tau-Ablagerungen wirken neurotoxisch und fihren zum Absterben von Neuro-
nen und damit letztlich zur Hirnatrophie. Interessanterweise korreliert die Lokalisation der
Tau-Ablagerungen besser mit der Symptomatik der Patienten als die Verteilung der Amyloi-
dablagerungen (19, 20). Allerdings konnte die Neurotoxizitét der 16slichen AB-Mono- und
Oligomere — welche auch weiter entfernte Regionen erreichen kdnnten — und weniger die
autochthonen Ablagerungen, die Diskrepanz zwischen Plagquelokalisation und Symptomatik
der Patienten erklaren. Viele Daten sprechen daftir, dass AB tatsachlich eine zentrale Rolle in
der AD-Pathogenese spielt: So fiihren einige genetische Veranderungen im APP-
Stoffwechsel, welche mit einer vergroRerten AB-Last einhergehen, auch zu einer friher be-
ginnenden hereditaren/familiaren AD (FAD). Zu nennen sind hier insbesondere Mutationen
im Presenilin 1 und 2 Gen (proteolytische Untereinheiten des y-Sekretase-Komplexes), wel-
che besonders das fiir die Aggregation relevante Verhéltnis von AB42 zu AB4o (Zahl im Index
gibt die Aminosdurenzahl des Peptids an) erhéhen (1, 12). Weiterhin ist die Trisomie 21, wel-

che mit einer insgesamt gesteigerten APP-Gendosis einhergeht, mit der Entwicklung einer
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AD assoziiert (1, 21). Zudem sind einige andere genetischen Varianten, welche mit dem APP-
Stoffwechsel assoziiert sind (APOE4, PICALM, SORLL1, BIN1, TREM?2), Risikofaktoren fiir
die Entwicklung einer sporadischen AD (16, 22, 23). Andere APP-Mutationen, die mit einer
Verminderung der AB-Produktion einhergingen, zeigten hingegen einen protektiven Effekt
(24).

Allerdings hat sich in den letzten Jahren herausgestellt, dass die Amyloidhypothese mogli-
cherweise ein zu lineares Krankheitsmodell fir eine komplexe neuropsychiatrische Erkran-
kung, wie Morbus Alzheimer darstellt. So scheint die Pathogenese von AD nicht einer linea-
ren Kausalitat, sondern vielmehr auf einem komplexen zeitlichen Zusammenspiel von AB-
Produktion, Tau-Pathologie, veranderter AB-Clearance, geschéadigter neurovaskularer Einheit
und Neuroinflammation zu folgen (16, 25, 26). Hierfur spricht unter anderem, dass eine the-
rapeutische Inhibition von BACEI und der y-Sekretase — und somit des amyloidogenen
Wegs — bereits in zahlreichen klinischen Studien mit bisher duRerst méRigem Erfolg und
zum Teil schweren Nebenwirkungen versucht worden ist (27-31). Weitere Therapieansétze
mit verschiedenen AB-AntikOrpern zeichneten sich zwar durch die erfolgreiche Verringerung
der Amyloidablagerungen aus, lieBen allerdings eine wesentliche Verbesserung der kogniti-
ven Leistung vermissen (32-34). Letztlich bleibt abzuwarten, ob die verbleibenden Studien
durch einen deutlich fritheren Therapiebeginn (lange vor dem Auftreten klinischer Sympto-
me) von mehr Erfolg gekront sein werden. Jedoch sollten angesichts der erniichternden Er-

gebnisse neue therapeutische Ansatzpunkte in Betracht gezogen werden.
1.2. ADAM10 — ,,A Disintegrin and Metalloprotease 10"
1.2.1. ADAM10 — eine therapeutische Zielstruktur?

Neben BACE1 und der y-Sekretase sind noch einige weitere Proteasen in der Lage APP zu
prozessieren. Aus therapeutischer Sicht am vielversprechendsten ist die ubiquitar exprimierte
Metalloprotease ADAM10 ("A disintegrin and metalloprotease 10™) (35). ADAM10 schneidet
als physiologisch relevante, konstitutive a-Sekretase APP in Mitten seiner Ap-Sequenz und
verhindert damit nicht nur die Bildung der neurotoxischen AB-Peptide, sondern setzt zudem
das neuroprotektive SAPPa-Fragment frei (Abb. 1) (35-38). In diesem Sinne verringerte eine
30 %-ige ADAM10 Uberexpression in einem Alzheimer-Mausmodell nicht nur die Anzahl an
AB-Plaques, sondern steigerte zudem die sAPPa-Freisetzung und verbesserte die kognitiven
Defizite der Tiere (39). Auch Alzheimerpatienten, die im Rahmen einer klinischen Phase 11
Studie eine ADAM10-aktivierende Therapie mit dem Zweitgenerationsretinoid Acitretin er-
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hielten, zeigten eine signifikante Zunahme von sAPPa sowie eine maiige Reduktion von
SAPPB im Liquor cerebrospinalis, ohne dass dabei schwerwiegende Nebenwirkungen auftra-
ten (40). Allerdings war die Power der Studie, mit gerade mal 20 Patienten, zu gering, um
wesentliche kognitive Verbesserungen signifikant nachweisen zu kénnen. Im Gegensatz dazu
sind einige Mutationen in ADAM10s Prodoméne, welche wohl die ,,Chaperonaktivitat“ dieser
Doméne behindern, mit einer spat beginnenden Alzheimer Demenz assoziiert (LOAD = late
onset Alzheimer's disease) (41-43). Wurden diese ADAM10-Mutanten im AD-Mausmodell
an Stelle von Wildtyp ADAM10 tberexprimiert, zeigten die M&use histopathologisch eine
groRere Plaqueszahl, sowie eine reaktive Astrogliose (42). Zudem liel3 sich ein friihes AD-
Krankheitsstadium im Mausmodell durch eine Interferenz mit der Interaktion von ADAM10
und dessen Transportprotein SAP97 hervorrufen. Hierdurch wurde der intrazelluléare Trans-
port der Metalloprotease an die postsynaptische Membran unterbunden (44-46). Interessan-
terweise zeigten diese Méuse vor allem Ablagerungen des Tau-Proteins (46). Eine kiirzlich
veroffentlichte GWA-Metaanalyse identifizierte zudem einige ADAM10-Polymorphismen als
maoglichen Risikofaktor fur die Entwicklung einer LOAD (47). Desweiteren konnten im Li-
quor von AD-Patienten im Vergleich zu gleichaltrigen gesunden Probanden geringere

ADAM10 Konzentrationen gemessen werden (48).

Im Anbetracht all dieser Daten wére eine therapeutische ADAM10-Aktivierung als moglicher
alternativer Therapieansatz zur Behandlung von M. Alzheimer denkbar. Doch trotz aller er-
mutigenden Ergebnisse sind die Bedenken hinsichtlich méglicher Nebenwirkungen einer
ADAM10-Stimulation noch immer grof3, zumal die physiologischen Funktionen der Protease
vergleichsweise schlecht verstanden sind und ADAM10 ein grof3es Arsenal and Substraten
prozessiert und zudem an Entziindungsreaktionen und an der Entstehung maligner Tumoren
beteiligt ist (49-55).

1.2.2. ADAM10 — Biochemie, Struktur, Maturierung und intrazellularer Transport

Wie alle ADAMs besitzt ADAM10 eine N-terminale Prodoméne, welche im Fall von
ADAM10 als eine Art Chaperon an der korrekten Faltung des Proteins beteiligt ist und zudem
als intrinsischer Proteaseinhibitor fungiert (42, 56-59). Es folgen eine Metalloprotease-
Domane, eine Disintegrin-, eine cysteinreiche-, eine Transmembran-, sowie eine kurze cytop-
lasmatische Domane (Abb. 2) (60).



ADAM10 Abb. 2. ADAM10 — Struktur und Konformation:
ADAM10 besteht aus einem kurzen Signalpeptid (SS),
einer Pro- (Pro), Metalloproteasen- (M), Disintegrin- (D),
cysteninreichen- (C), Transmembran- (TM) und einer
cytoplasmatischen Doméne (Cyt). Die cysteinreiche
Doméne (in griin) verhindert im geschlossenen Zustand
(Eclosea) den Zugang von Substraten in das aktive
Zentrum. In gedffnetem Zustand (Egpen) kann ADAM10
durch Freigabe des katalytischen Zentrums seine
Substrate schneiden. Allerdings ist Ejoseq der
energiedrmere und damit thermodynamisch
wahrscheinlichere Konformationszustand der Protease.

Eclosed Eopen Abbildung aus Seegar et al, 2017 (61).
A
HeE

Die kirzlich aufgeklarte Kristallstruktur der ADAM10-Ektodoméne offenbarte, dass die Pro-
tease in Natura eine in sich geschlossene Konformation einnimmt, bei der die cysteinreiche
Doméne so mit dem aktiven Zentrum der Metalloproteasendomaéne interagiert, dass der Zu-
gang von Substraten zum aktiven Zentrum verhindert wird. Folglich bedarf ADAM10 wohl
zunéchst einer "strukturellen Aktivierung”, um letztendlich katalytisch aktiv werden zu kon-
nen (61).

Nach Abspaltung des Signalpeptides im Endoplasmatischen Retikulum (ER) wird die kataly-
tisch inaktive Pro-Form (proADAM10) im Trans-Golgi-Netzwerk durch Abspaltung der Pro-
domane durch Proproteinkonvertasen wie Furin und PC7 in die katalytisch aktive, mature
Form uberfihrt (NADAM10) (56-58). Allerdings ist bisher nicht abschlie3end gekléart, ob
mMADAM10 seine Substrate an der Zelloberflache und im Bereich des sekretorischen Zell-

kompartiments prozessiert, oder oo mMADAMZ10 ausschlieRlich an der Zelloberflache aktiv ist.

Da das Verhéltnis von mADAM10 zu proADAM10 in verschiedenen Veroffentlichungen
stark variiert, ist zudem unklar ob sich die ADAM10-Maturierung von Gewebe zu Gewebe
unterscheidet, oder ob diese Varianz mdglicherweise analytisch bzw. praanalytisch bedingt
ist. Gerade die Detektion von mMADAM10 in Immunoblots hat sich als sehr schwierig und
aulerst variabel erwiesen. Wahrend in einigen Publikationen mehr katalytisch inaktives
proADAM10 als MADAM10 zu detektieren war, zeigten andere Verdffentlichungen ein dazu
inverses Verhaltnis (38, 62, 63). Tatsdchlich kann ADAM10 durch die Interaktion mit be-
stimmten Transportproteinen wie den Tetraspaninen oder SAP97 in seiner Maturierung, bzw.
intrazelluldaren Lokalisation beeinflusst werden (45, 64-66). So bindet ADAM10 in unter-



schiedlichen Zelltypen an verschiedene Mitglieder der Tetraspanin C8 Superfamilie
(TspanC8), welche nicht nur die Maturierung, sondern auch dessen Substratspezifitat beein-
flussen (64, 66, 67). Durch die variable Expression verschiedener Tspans in bestimmten Zell-
typen ware daher eine von Zelltyp zu Zelltyp unterschiedliche Maturierung moglich. Anderer-
seits zeigte zum Beispiel die mature Form der eng mit ADAM10 verwandten Metalloprotease
ADAML17 eine autokatalytische Degradation im Rahmen der Praanalytik, was durch Zugabe
des Metalloproteaseinhibitors 1,10-Phenanthrolin zum Zelllysepuffer verhindert werden
konnte (68). Somit sind im Fall von ADAML17 die Unterschiede im Verhaltnis von Pro-Form
zu maturer Form durch ein praanalytisches Artefakt und nicht durch einen zellbiologischen
Hintergrund bedingt. Die enge Verwandtschaft zu ADAM17 lasst dies somit auch fir
ADAM10 als mdglich erscheinen. Dies ware besonders dann von Interesse, wenn analytisch
eine genaue Bestimmung der ADAM10-Abundanz bzw. deren Anderung — z.B. bei der Ent-
wicklung neuer zielgerichteter ADAM10-Therapeutika — von N6ten ist. Weiterhin spielt diese
Frage fir die kinftige Erforschung von ADAM10s Biochemie, bzw. zu dessen Maturierung in

unterschiedlichen Geweben eine groRe Rolle (siehe oben).
1.2.3. ADAM10 — Physiologische und pathologische Funktionen im Nervensystem

Funktionell ist ADAM10 unter anderem (ber sein Substrat Notch in die Embryonalentwick-
lung des kardiovaskul&ren- und des zentralen Nervensystems involviert (18, 69). Daher flihrte
ein knock out (KO) der Protease im Mausmodell bereits im friihen Embryonalstadium zum
Abort (E 9,5) (70). Um eine genauere funktionelle Charakterisierung der Protease zu ermdogli-
chen, waren daher die Herstellung von konditionalen KO-Mausmodellen, sowie spezifischer
Inhibitoren (wie das Hydroxamat-basierte G1254023x) erforderlich (37, 62, 71, 72). Hiermit
konnte gezeigt werden, dass ADAM10 im Nervensystem unter anderem an embryonaler Neu-
rogenese und -Migration, axonaler Ziel- und Wegfindung, Neuritenwachstum, Aufbau und
Aufrechterhaltung synaptischer Kontakte und der Myelinisierung peripherer Nerven beteiligt
ist (Abb. 3) (18, 37, 53, 62, 73-79). Aus pathologischer Sicht wurde ADAM10, bzw. ein
Grol3teil seiner Substrate mit neuropsychiatrischen Erkrankungen aus dem Autismusspektrum
(ASD), Schizophrenien, Bipolaren Stérungen sowie malignen Hirntumoren in Verbindung
gebracht (Abb. 3) (49, 80-82). Trotz all dieser Erkenntnisse sind ADAM10s physiologische
Funktionen und besonders seine Bedeutung im Rahmen pathologischer Prozesse noch immer
schlecht verstanden. So blieb z.B. bislang ungeklart, ob ADAM10 bei Prionenerkrankungen
durch die Spaltung des Prionproteins eine protektive Rolle zukommt, oder zur weiteren Aus-
breitung der Erkrankung beitragt (18, 83-85). Dahingegen scheint ADAM10 in der Pathoge-
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nese von Morbus Huntington durch die Spaltung von N-Cadherin einen negativen Einfluss
auf die synaptische Funktion zu haben. Folglich ware hier eher eine ADAM10 Inhibition von
Vorteil (86).

Myelination (CNS, PNS) Brain tumors Synaptic transmission, Abb. 3. Funktionen ver-
& (e g. glioma) neuronal plasticity, epilepsy schiedener ADAMSs im
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Hsia et al, 2019 (79).
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Trotz allem muss gesagt werden, dass angesichts moglicher Nebenwirkungen eine milde
ADAM10 Stimulation wahrscheinlich eher méglich sein wird als dessen Inhibition. So geht
der vollstandige Funktionsverlust der Protease im Rahmen eines KO mit einem Abort im
Embryonalstadium einher (37), wahrend eine leichte Uberexpression zu keinen wesentlichen

Nebenwirkungen fiihrte (39).

Um eine genauere funktionelle Charakterisierung der Protease zu ermdglichen und somit po-
tentielle Nebenwirkungen einer ADAMZ10-basierten Therapie vorhersagen zu kénnen, wurden
2016 von Kuhn et al, mit Hilfe einer proteomischen Analyse uber 90 verschiedene ADAM10
Substratkandidaten in primaren ADAM10 KO Neuronen identifiziert. Da die jeweiligen KO
Mause einen ahnlichen Phénotyp aufwiesen, war eines der funktionell interessantesten neu
identifizierten ADAM10 Substrate das neuronale Zelladhasionsmolekil NrCAM (“Neural
glial related cell adhesion molecule™) (87). Beide Mauslinien zeigten axonale Ziel-
/Wegfindungsstorungen im Bulbus olfactorius, was in der Zusammenschau am ehesten auf

eine Interaktion beider Proteine auf Neuritenebene hinweist (53, 88). Folglich kénnten bei
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einer ADAM10-Therapie mdgliche Nebenwirkungen durch eine Alteration der NrCAM-
Spaltung entstehen. Andererseits konnte NrCAM zusammen mit anderen ADAM10-
Substraten als moglicher Biomarker zur Uberwachung der Therapieeffizienz eingesetzt wer-
den.

1.3. NrCAM — ,,Neural-glial related Cell Adhesion Molecule"
1.3.1. NrCAM — Struktur und Funktionen

NrCAM ist ein Zelladhasionsmolekil aus der Immunoglobin Superfamilie, das zusammen mit
L1, CHL1 und Nf186 zur Subgruppe der LICAMs gezahlt wird (87, 89, 90). NrCAM ist ein
Typ | Transmembranprotein, das besonders im Nervensystem in grof3er Menge exprimiert
wird. Strukturell besteht NFCAM von N- nach C-terminal aus 6 Immunoglobin-like C2-
Doménen, 5 Fibronektin (FN) I11-Doménen, einer Transmembran und einer intrazellularen
Domane (Abb. 4) (87).

\ L |
NH, COOH

Abb. 4. NrCAMs Struktur: Die N-terminalen Bdgen stellen die 6 Immunoglobin (lg)-like C2-Doménen da,
welche in sich mit Disulfidbricken verbunden sind. Die Rechtecke zeigen die 5 Fibronektin (FN) I11-Doménen,
es folgen die Transmembran- und die intrazellulare Doméne mit einer Phosphorylierungsstelle (P). Die Pfeile
und weiBen Boxen zeigen mdgliche mRNA-Splicevarianten an. Abbildung aus Grumet et al, 1991 (87).

NrCAMs Funktionen sind besonders im Rahmen der embryonalen und postnatalen Entwick-
lung gut untersucht. Hier ist das Zelladh&sionsmolekdil unter anderem in Neuritenwachstum,
axonaler Ziel- und Wegfindung, sowie in die Elimination tberz&hliger synaptischer Kontakte
("synaptic pruning") involviert (91-96). AulRerdem fungiert NrCAM im peripheren Nerven-
system als Strukturprotein der Ranvier'schen Schniirringe und ist hier am molekularen Aufbau
der Nodien beteiligt (97-101). Aus pathologischer Sicht wurde NrCAM — wie auch
ADAM10 — nicht nur mit einigen neuropsychiatrischen Krankheitsbildern, wie Autismus-
spektrumerkrankungen und Schizophrenien, sondern auch mit diversen Tumorentitaten wie
Schilddrisenkarzinomen, malignen Melanomen und Gliomen in Verbindung gebracht (52, 81,
90, 102-105).

1.3.2. NrCAM und Neurodegeneration

Interessanterweise war die NrCAM-Abundanz in verschiedenen proteomischen Liquoranaly-

sen bei Patienten mit neurodegenerativen Erkrankungen verringert. Folglich kénnte NrCAM
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als maoglicher Liquor-Biomarker fiir das Fortschreiten neurodegenerativer Demenzerkrankun-
gen dienen. Allerdings eignete sich NrCAM nicht als differentialdiagnostisches Werkzeug,
um zwischen den einzelnen Erkrankungen unterscheiden zu kénnen (106-109). Weiterhin
wurde NrCAM in drei verschiedenen Studien als alternatives Splice-Ziel des FUS (fused in
sarcroma)-Proteins identifiziert, welches sowohl mit ALS (Amyotropher Lateralsklerose), als

auch FTD (frontotemporaler Demenz) in Verbindung gebracht wird (110-112).
1.4. Zielsetzungen der Arbeit

Als konstitutive a-Sekretase spaltet ADAM10 das Amyloidvorlauferprotein (APP) inmitten
seiner AB-Sequenz und verhindert hierdurch die Produktion der neurotoxischen ApB-
Fragmente durch die - und y-Sekretase. Aus diesem Grund wird ADAM10 als eine mogliche
pharmakologische Zielstruktur zur Behandlung von Morbus Alzheimer gehandelt. Jedoch
schneidet ADAM10 — auller APP — ein breites Spektrum unterschiedlicher Substrate. Daher
war bislang die Sorge um mdgliche Nebenwirkungen einer therapeutischen ADAM10-

Stimulation grof.

Besonders in der biochemischen Grundlagenforschung ist eine verlassliche und reproduzier-
bare Bestimmung der ADAM10-Abundanz in Immunoblots von grofem Interesse. So kdnnen
auch kleine Anderungen der ADAM10 Konzentration aufgrund unterschiedlicher therapeuti-
scher Stimuli nachvollzogen werden. In einem ersten Projekt sollte daher untersucht werden
weshalb sich die Detektion von ADAM10 bislang als &uRerst variabel erwiesen hat und ob
diese Variabilitdt — &hnlich wie bei ADAM17 — durch einen préanalytischen Degradations-
prozess der Protease bedingt sein kdnnte. Weiterhin sollte untersucht werden, ob und wie sich
ein solcher Prozess unterbinden lieRe. Zusammenfassend sollte in diesem Projekt die bioche-
mische Analytik fir ADAM10 verbessert werden, um damit neue mechanistisch und thera-

peutisch orientierte ADAM10-Studien zu ermdglichen.

In einem zweiten Projekt sollte — mit Hilfe der verbesserten Analytik — die funktionelle Kon-
sequenz der Spaltung des Membranproteins NrCAM durch ADAM10 und seine Eignung als
Biomarker fiir Anderungen der ADAM10-AKtivitit in vivo untersucht werden. Hierfiir sollte
zundchst NrCAMs proteolytische Prozessierung aufgeklart werden. Weiterhin sollte unter-
sucht werden, ob auch andere Proteasen NrCAM spalten/ freisetzen kdnnen und damit
NrCAM als spezifischen ADAM10-Biomarker unbrauchbar machen kdnnten. Die Eignung
von NrCAM als Biomarker flir ADAM10-Aktivitét sollte anschlieBend in primdren murinen
Neuronen, sowie in Liquorproben von Alzheimerpatienten untersucht werden, welche jeweils
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mit dem ADAM10-Stimulator Acitretin behandelt worden waren. Weiterhin sollte geklart
werden, welche Auswirkungen eine ADAM10-Aktivierung mit Acitretin auf andere bislang
identifizierte ADAM10 Substrate — auRer APP oder NrCAM — hat. Die Prozessierung ande-
rer Substrate, auBer APP, kdnnte im Rahmen einer ADAM10-Stimulation zu Therapie-
assoziierten Nebenwirkungen fihren. Da sowohl ADAM10 als auch NrCAM KO Mause eine
ahnlich defizitare axonalen Ziel- und Wegfindung zeigten (53, 88), scheinen NrCAM und
ADAM10 funktionell auf Neuritenebene miteinander zu interagieren. Daher sollte abschlie-
Rend die funktionelle Konsequenz der der ADAM10-abhangigen NrCAM-Spaltung auf das

Neuritenwachstum untersucht werden.

Diese Arbeit ist eine Kumulation der Publikationen "The metalloprotease ADAM10 (a disin-
tegrin and metalloprotease 10) undergoes rapid, postlysis autocatalytic degradation” (113) und
"NrCAM is a marker for substrate-selective activation of ADAM10 in Alzheimer's disease"
(114):
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2. Material und Methoden

2.1. Reagenzien und Zellkulturmedien

Reagenz/Medium

Quelle/Referenz

DMEM GlutaMax

DMEM F12

Neurobasal (- Glutamin)

HBSS (- CaCl,, — MgCly)

OptiMEM

B27 Supplement

Penicillin/Streptomycin

L-Glutamin 50 mM

FBS (Fetales Kélberserum)

NEAA (Nicht essentielle Aminosauren)
Trypsin EDTA

PBS 1x

DMSO

TAPI-1 (Endkonzentration: 50 pM)
G1254023x (Endkonzentration: 5 uM)
LT4 (Endkonzentration: 5 uM)

MN8 (Endkonzentration: 5 pM)

NMDA (Endkonzentration: 50 uM)

1, 10 Phenanthroline (Endkonzentration: 100 mM)
D-APV (Endkonzentration: 100 uM)
PMA (Endkonzentration: 1 pM)

Acitretin (Endkonzentration: 2 bzw. 4 pM)
DAPT (Endkonzentration: 1 uM)
Cycloheximide (Endkonzentration: 100 pg/ml)
dec-CMK (Endkonzentration: 50 uM)
TCA

Lipofectamine 2000

Lipofectamine RNAmax

Gibco

Lonza

Gibco

Gibco

Gibco

Gibco

Gibco

Gibco (200 mM)
Sigma Aldrich
Gibco

Gibco

Gibco

Carl Roth
Merck/Calbiochem
Sigma Aldrich

A. Rossello (115)
A. Rossello (115)
Abcam

Sigma Aldrich
Abcam
Merck/Calbiochem
LGC Promochem.
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Bachem

Sigma Aldrich
Invitrogen

Invitrogen
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BCA-Assay

SDS-PAGE Molekulargewichtsmarker

TEMED

Magermilchpulver

ConA-Sepharose Kiigelchen

Protein G-Sepharose Kiigelchen

ADAM10 Aktivitatsassay

Rekombinantes LysC

Dithiothreitol

Sulfo-NHS-Biotin

DNA/RNA-Aufreinigungs Kit

ECL Prime

BSA (bovines Serumalbumin)

Papain

Uptima Interchim

BioRad

Carl Roth

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

GE Healthcare

AnaSpec

Promega

Biozol

Sigma Aldrich

Macherey Nagel

GE Healthcare

Thermo Fischer

Sigma Aldrich




2.2. Antikorper

Name des Antikorpers (Verdunnung)

Quelle/Referenz

NrCAM N-terminal (1:1000)
NrCAM C-terminal (1:1000)
hNrCAM (1:500)

ADAM10 C-terminal (1:1000)
hADAM10 N-terminal (1:1000)
[-actin (1:1000)

Calnexin (1:2000)

Abcam (ab24344)
Cell-Signaling (55284)

R&D (MAB20341)

Abcam (ab124695)

R&D (MAB1427)

Sigma Aldrich (A5316)
Enzo/Stressgen (ADI-SPA-860)

sAPPa (14D6) (1:10) (116)

sAPPa (5G11) (1:10) (116)

APP (22C11) (1:1000) Millipore (MAB384)
APP (2C11) (1:1000) (117)

hSA (humanes Serumalbumin) (1:1000) Sigma Aldrich (A6684)

Flag-M2 (1:1000)

VSV-G (1:1000)

ADAM17 C-terminal (1:1000)
GluR6/7 (1:1000)

Sigma Aldrich (F1804)
Santa Cruz (sc-365019)
(68)

Abcam (ab124702)

HRP-gekoppelte Sekundarantikérper (1:10000) DAKO

2.3. Pufferlésungen

Name des Puffers

Zusammensetzung

PBS 1x
STET-Lysepuffer
STEN-Lysepuffer
Hypotonischer Puffer
Laufpuffer

Transferpuffer

Kathodenpuffer

137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na;HPO,, 2
mM KH,PO,, pH 7,4

50 mM Tris, pH 7,5, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA,
1% Triton

50 mM Tris, pH 7,5, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA,
1% NP40

10 mM Tris, pH 7,4, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA
25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1% SDS

25 mM Tris, 240 mM Glycin

0,1 M Tris, 0,1 M Tricine, 0,1% SDS
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Anodenpuffer
PBS-Tween

Blockierungslésung
Niederer Tris Puffer

Hoher Tris Puffer
Laemmli Puffer 4x (Nicht-
/reduzierend)

Schégger Gel Puffer
Schagger Acrylamidldsung
DNA-Probenpuffer

TAE-Puffer

LB-Medium/Agarplatten

ColP-Puffer

SDS-Lysepuffer

RIPA-Puffer

Quenching Puffer

Biotin Laemmli Puffer

Neutralisationspuffer

200 mM Tris, pH 8,9

137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na,HPQO,, 2
mM KH,POy,, pH 7,4, 0,05% Tween
Magermilchpulver 5% in PBS-Tween 1x

0,5 M Tris, pH 6,8, 0,4% SDS

1,5 M Tris, pH 8,8, 0,4% SDS

8% SDS, 40% Glycerol, ca. 0.025% Bromphenolblau,
(10% B-Mercaptoethanol), 125 mM Tris, pH 6.8

3 M Tris, pH 8,45, 0,3% SDS

49,5% Total-AA, enthdlt 3% Crosslinker

30% Glycerol, 10 MM EDTA, 05% Orange G (Sig-
ma), in 50 ml H,O

40 mM Tris, 20 mM Essigsdure, 1 mM EDTA

10 g BactoTryptone, 5 g Hefeextrakt, 5 g NaCl in 1l
H,O

Fur Agarplatten: 7,5 g BactoAgar per 500 ml

20 mM HEPES pH 7,4, 150 mM NaCl, 0,5% NP-40,
2 mM EDTA, 10% Glycerol

50 mM Tris-HCI pH 8, 150 mM NaCl, 2mM EDTA,
1% SDS

10 mM Tris-HCI pH 8, 150 mM NaCl, 2mM EDTA,
1% Triton, 0,1% Na-Deoxycholate, 0,1% SDS

50 mM NH,CI, 1% BSA in PBS

3% Biotin (100mM) in 1x Laemmli Puffer

0.5 M Tris, pH 6.8

Alle Reagenzien und Materialien, welche nicht in den Tabellen angefiihrt wurden sind in der

Beschreibung der jeweiligen Experimente (siehe unten) angegeben (dies gilt ebenso fir Do-

sis-/Konzentrationsangaben).
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2.4. Zelllinien, Zellkultur, CRISPR/Cas9

Name der Zelllinie Quelle/Referenz
HEK293 T/E ATCC

HEK293 ADAM10 KO (113)
SH-SY5Y ATCC

Die HEK293 Zellen wurden in DMEM GlutaMax, mit 10% FBS und 1% Penicil-
lin/Streptomycin bei 37°C und 5% CO, kultiviert. Die SH-SY5Y Zellen wurden in DMEM
F12, mit 10% FBS, 10% NEAA und 1% Penicillin/Streptomycin bei 37°C und 5% CO,, kulti-
viert. Alle Zellen wurden bis zur Behandlung mit den jeweiligen Substanzen (siehe unten) bis
nahe der Konfluenz kultiviert. Die ADAM10 KO HEK293 Zellen wurden mit Hilfe von
CRISPR/Cas9 erzeugt: Hierzu wurden kurze guide-RNA Sequenzen erzeugt, welche gegen

das Exon 2 von humanem ADAM10 gerichtet waren:

e 5-CACCGCGTCTAGATTTCCATGCGCA-3'
e 5-AAACTGGGCATGGAAATCTAGACGC-3'

Die Primer wurden zusammengeftigt und in, mit Bbsl verdaute, pSpCas9 (BB)-2A-Puro
(PX459)-Vektoren kloniert (118). Das entsprechende ADAM10 CRISPR/Cas9-Konstrukt
wurde in HEK293T-Zellen transfiziert und die das Konstrukt tragenden Zellen mit 2,5 pg/ml
Puromycin selektioniert (64). Einzelzellklone wurden mittels limitierter Verdliinnung erzeugt
und der ADAM10 KO durch Durflusszytometrie und Western Blot bestatigt.

2.5. Mauslinien und primare kortikale Neuronen

Name der Mauslinie Quelle/Referenz
C57BL/6NCrl Charles River
ADAM10 FI/FI (62)

ADAM17 FI/FI (119)

Alle Mé&use hatten einen C57BL/6N Hintergrund und wurden bei einem 12h/12h Tag-
Nachtzyklus, mit Nahrung und Wasser ad libitum gehalten. Die M&use wurden mittels CO,

und nachfolgender zervikaler Dislokation getétet. Alle Experimente wurden in Ubereinstim-
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mung mit der "European Communities Council Directive (2010/63/EU)", sowie der deutschen
Tierschutzverordnung durchgefiihrt. Zur Préparation der primaren Neuronen wurden Emb-
ryonen am Embryonaltag 15/16 (E15/16) verwendet, die zuvor aus schwangeren C57BL/6N
Mittern entnommen worden waren. Die Praparation wurde wie zuvor beschrieben durchge-
fuhrt (Kuhn et al. 2010).

In Kirze: Die Maushirne wurden aus den Embryonen entnommen und in HBSS gesammelt,
die Meningen entfernt und der Kortex vom restlichen Hirngewebe getrennt. Die Kortizes
wurden in Verdauungsmedium (38) inkubiert, durch vorsichtiges Auf-und Abpipetieren dis-
soziiert und anschlieBend bei 700 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt, die Zellen
gezahlt und auf PDL-beschichteten Lochplatten ausplattiert und in Neurobasalmedium mit
1% Penicillin/Streptomycin, 1% L-Glutamin (50mM) und 2% B27 kultiviert. Nach 5 Tagen in
vitro (DIV) wurde das Medium gewechselt und die Neuronen mit den jeweiligen Substanzen
behandelt. Nach 48 h Inkubationszeit (7 DIV) wurden die Uberstande gesammelt und die Zel-
len lysiert. Zur Behandlung mit NMDA wurden die Neuronen auf Sechslochplatten ausplat-
tiert (7,5 x 10° Zellen pro Loch) und bis zum 10. Tag in vitro belassen. Ein Drittel des Medi-
ums wurde hier jeden Tag ausgewechselt (120). An Tag 10 wurden die Zellen fur 30 Minuten
mit NMDA stimuliert. Zur Behandlung mit Acitretin wurden die Neuronen wie zuvor be-
schrieben behandelt (63). Die ADAM10 FI/FI und ADAM17 FI/FI Neuronen wurden am 3.
Tag in vitro mit iCre Lentivirus, oder GFP-Kontrollvirus transduziert. An Tag 5 wurde das

Medium ausgewechselt und die Zellen bis DIV7 inkubiert.
2.6. Isolation und Behandlung primérer Rattenneuronen
Primare kortikale Rattenneuronen wurden wie zuvor beschrieben préapariert (121).

In Kirze: Die Kortizes wurden von E18 Embryonen aus Wistar Ratten entnommen und in
HBSS mit 0,125% Trypsin und 5 U/ml DNAse | (Life Technologies, Darmstadt, Germany)
bei 37 °C fur 15 Minuten dissoziiert. Nach Zugabe von DMEM mit 10% FBS, 2 mM
I-Glutamin, und 50 U/ml Penicillin/50 ug/ml Streptomycin wurden die Zellen durch ein Zell-
sieb (100 um, BD Falcon, Heidelberg, Germany) pipettiert und bei 200 g und 4°C fiir 5 Minu-
ten zentrifugiert. Die Zellen wurden in DMEM resuspendiert und auf mit Poly-L-Ornithin
beschichteten Platten in einer Konzentration von 1 x10° Zellen/ml ausplattiert. Nach einem
Tag in vitro wurde das Medium ausgewechselt (Neurobasalmedium mit 1% Penicil-
lin/Streptomycin, 1% L-Glutamin (50mM) und 2% B27). Die Neuronen wurden bei 37°C, 5%
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CO; und 95% Luftfeuchtigkeit kultiviert. An Tag 19 (DIV19) wurden die Zellen mit Acitretin
(2 uM) fur 3 Tage behandelt (121).

2.7. Plasmide und Molekularbiologie (Aufreinigung, Sequenzierung, Transfektion)

Plasmidname Vektor Quelle/Referenz
hNrCAM-VSV pCINeo (52)
hADAM10-sh7/9RNA. Peak12 (38)

E384A ADAM10 Peak12 (113)
hADAM10 ectodomain pcDNA3.1 (113)
hADAM10 ACyto pcDNA3.1 (113)
FLAG-human Tspanl5 pPEF6A (64)

Zur Herstellung der E384A Mutante wurde das Peak12/hADAM10-sh7/9RNAI Konstrukt als

Vorlage benutzt. Die Punktmutation wurde durch folgende Primer erzeugt:

e E384A A4006C rev: 5’-TGTCCAACTGCGTGAGCAAAAGTAATGTG-3’
e E384A A4006C for: 5>-TTGCTCACGCAGTTGGACATAACTTTGGATCC-3’

Das pcDNA 3.1 Zeo (+)-CD5 signalpeptid-ADAM10 Acyto Konstrukt (Aminosduren 1-693),
sowie das pcDNA 3.1 Zeo (+)-CD5 signalpeptid-ADAM10 ecto Konstrukt (Aminosauren 1-
672) wurden bei ProteoGenix bestellt. Zur Herstellung der Konstrukte wurde die humane
ADAM10-Sequenz benutzt. Zur Vervielfaltigung der Plasmide wurden kompetente Ecoli
Bakterien mit den jeweiligen Plasmiden (jeweils mit Ampicillinresistenz) transformiert und
uber Nacht bei 37°C unter Zugabe von Ampicillin in LB (Luria-Bertani)-Medium inkubiert.
Die Plasmide wurden schlie3lich geméaR den Herstellerangaben (Macherey Nagel DNA-
Aufreinigungs Kit) aufgereinigt und die DNA-Konzentration bestimmt. Die Plasmide wurden
zur Sequenzierung zu GATC geschickt und die Sequenzen mit Hilfe der ,,CLC Main Work-
bench 7¢ Software tiberpriift. Die Transfektion der Plasmide wurde gemaR den Herstelleran-

gaben durchgefthrt (Thermo Fischer).

In Kiirze: 10° HEK293-Zellen wurden auf 6 Lochplatten ausplattiert, in OptiMEM (50
pl/Loch) mit den jeweiligen Vektoren (Konzentration 200-600 ng), mit Hilfe von Lipofecta-
min 2000 (1,5 pl/Loch) transfiziert und fur 48h Stunden bei 37°C und 5% CO; inkubiert.
Dann wurden die Zellen entweder lysiert, oder mit entsprechenden Substanzen behandelt.
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2.8. (Lenti-)Virusproduktion

Die iCre und GFP-Viren, sowie die NrCAM shRNA und scr. ShRNA Viren wurden wie zuvor
beschrieben hergestellt (38, 53).

In Kiirze: Der plKO2mod-EGFP-WPRE- Vektor wurde mit den Restriktionsenzymen MLUI
und XMAI in NEB4 mit BSA als Puffer fur 2h bei 37°C verdaut, auf einem Agarosegel auf-
getrennt und die DNA mittels Macherey Nagel Extraktionskit aufgereinigt. Die ShRNA Oli-
gos wurden durch Aufheizen auf 95°C fur 10 Minuten und anschlieRendes Herunterkiihlen
fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur verknipft. Folgende NrCAM shRNA Sequenzen wurden
hierzu verwendet (es ist jeweils die die Sequenz des Vorwartsstrangs (fw) angegeben):

e shRNAL: 5-CGCGTCCGGGGACACCCGTGAGGACTATATCT
CGAGATATAGTCCTCACGGGTGTCCTTTTTGGAAA-3’

e ShRNA2: 5-CGCGTCCGGATAGATGGCGATACCATTATACTC
GAGTATAATGGTATCGCCATCTATTTTTTGGAAA-3’

AnschlieBend wurden die zusammengefugten Oligos mit dem jeweiligen Vektor durch Zuga-
be von MLUI/XMAI T4-Ligase und Ligasepuffer ligiert (Inkubation bei Raumtemperatur flr
2h). AnschlieRend wurden kompetente Ecoli-Bakterien mit den VVektoren transformiert und
auf Agarplatten ausplattiert. Einzelne Kolonien wurden ausgewabhlt, vervielféltigt und die
Plasmide wie bereits oben beschrieben extrahiert und sequenziert. Die jeweiligen Vektoren
(virale Vektoren: psPAX2, pCMV-VSV-G + shRNA Konstrukte) wurden dann in HEK293T
Zellen transfiziert (siehe oben). Am néachsten Tag wurde das Medium (OptiMEM + 10%
FBS), gegen ,,Verpackungsmedium* (DMEM High Glucose, Pyruvat, NEAA und 10 % FBS)
ausgetauscht. Am 2. Tag nach der Transfektion wurden die Zelltberstdnde gesammelt, bei
3000 g zentrifugiert und der Uberstand gefiltert (0,45 Micron Filter, Millipore). Die Proben
wurden dann bei 22 000 rpm fur 2h bei 4°C ultrazentrifugiert, 250 ul TBS-5 Puffer zum Pellet
hinzugefigt und fur 4h bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Pellets resuspendiert und
fiir 2 Minuten bei 3000 rpm und 4°C zentrifugiert, die Pellets verworfen und der Uberstand

als fertig aufgereinigter Virus behalten.

2.9. qPCR (quantitative real-time PCR)

NrCAM und ADAM10 primer wurden bei BioRad gekauft (PrimePCR SYBR Green Assay:
Adam10, Mouse; PrimePCR SYBR Green Assay: Nrcam, Mouse). Die gesamte RNA wurde
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mittels ,,RNeasy Mini Kit (Qiagen) “ nach der Anleitung des Herstellers aus priméren Neuro-
nen extrahiert. Die RNA-Konzentration wurde photospektrometrisch bei 260 und 280 nm
gemessen. Mittels ,,high-capacity cDNA reverse transcription kit (Applied Biosystems/ABI) “
wurde die RNA in cDNA transkribiert. Die Real-time PCR wurde auf einer ,,7500 Fast Re-
al-Time PCR Machine (ABI) “ mit Hilfe des ,,POWER SYBR Green PCR Master Mixes
(ABI) ““ durchgefihrt. Die einzelnen Reaktionen wurden in Duplikaten auf einer 96 Lochplat-
te durchgefuhrt. Die mRNA-Levels von ADAM10 und NrCAM wurden auf ein ,,housekee-
ping*“ Gen (B-Aktin) normalisiert.

2.10. Herstellung von Zelllysaten und Zellkulturtberstanden

Zunachst wurden die Zelllberstande gesammelt, bei 16 000 rcf und 4°C fir 5 Minuten zentri-

fugiert und die Uberstande fiir die weitere Analyse behalten.

Die Uberstande nach NMDA-, PMA- und Acitretin-Stimulation wurden mit TCA (Trichlores-
sigsaure) gemischt (50ul TCA/ml Uberstand) und tiber Nacht bei 4°C inkubiert. Anschliefend
wurden die Uberstande bei 16 000 rcf und 4°C fiir 5 Minuten zentrifugiert und die Uberstande
verworfen. Die ubriggeblieben Pellets wurden in 1x Laemmli Puffer gelost.

Die Zellen wurden mit eiskaltem PBS gewaschen und anschlieRend mit Lysepuffer (STET,
ColP-Puffer mit Proteaseinhibitor (1:500) und/oder G1254023x (5 uM), MN8 (5 uM), LT4 (5
UM), TAPI (50 uM), oder Phenanthrolin (100 mM)) lysiert. Die Proben wurden dann bei 16
000 rcf und 4°C fur 5 Minuten zentrifugiert, die Pellets verworfen und die Proteinkonzentrati-
on im Uberstand mittels BCA-Assay (Uptima Interchim, UP95425) gemessen. 15-20 g Ge-

samtprotein wurden anschlieRend fir die SDS-Gelelektrophorese benutzt.
2.11. Membranpraparation

HEK?293 Zellen wurden auf 6 Lochplatten ausplattiert und bis zum Erreichen der Konfluenz
bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Das Medium wurde entfernt, die Zellen in PBS resuspendiert
und mittels eines Zellkratzers von der Oberfl&dche geldst. Nach einer 5 minditigen Zentrifuga-
tion bei 1300 g und 4°C, wurden die Zellpellets in hypotonem Puffer (mit Proteaseinhibitor-
cocktail) gel6st und fur 10 Minuten auf Eis inkubiert. Die Proben wurden dann 15-mal durch
eine 23G-Kaniile gedriickt und bei 3800 g und 4°C fiir 5 Minuten zentrifugiert. Die Pellets
wurden verworfen und der Uberstand bei 21 000 g und 4°C fiir eine Stunde zentrifugiert. Der
Uberstand wurde entfernt und die Pellets in reduzierendem Laemmli Puffer, STET Puffer mit
oder ohne Triton X-100 (1%), jeweils mit oder ohne GI1254023x (5 uM) resuspendiert und 30
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Minuten auf Eis inkubiert. Danach wurde Laemmli Puffer zu den Proben, die noch keinen
Laemmli Puffer enthielten, hinzugefiigt. Die Proben wurden anschlielend bei 95°C fiir 5 Mi-
nuten gekocht und mittels SDS-PAGE aufgetrennt.

2.12. Zelloberflachenbiotinylierung
Die Oberflachenbiotinylierung wurde wie zuvor beschrieben durchgefiihrt (122).

In Kirze: Primére Neuronen wurden wie oben beschrieben extrahiert und kultiviert. Nach
Entfernung des Mediums wurden die Zellen 3-mal mit eiskaltem PBS (pH 8) gewaschen und
anschlieBend mit Biotinldsung (1mg/ml sulfo-NHS-Biotin in PBS) fur 30 Minuten auf Eis
inkubiert. Dann wurden die Zellen erneut 3-mal mit PBS (pH 8) gewaschen und fur 10 Minu-
ten bei Raumtemperatur mit Quenching-L&dsung inkubiert. Nach weiteren 3 Waschschritten
mit PBS wurden die Zellen mit SDS-Lysepuffer (mit Proteaseinhibitor und G1254023x) ly-
siert. Nach 10 Minuten wurden die Proben mit RIPA-Puffer gemixt und sonifiziert, um die
enthaltene DNA zu lésen. Die Proteinkonzentration wurde mittels BCA-Assay bestimmt. Die
biotinylierten Oberflachenproteine wurden mit Hilfe von Streptavidin-Kigelchen (80-100 ug
Gesamtprotein/30 pl Streptavidin-Kugelchen) tber Nacht bei 4°C prazipitiert. Die Kuigelchen
wurden mit RIPA-Puffer gewaschen, mit Biotin-Laemmli Puffer bei 95°C fur 5 Minuten auf-

gekocht und der Uberstand anschlieRend in der SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt.
2.13. Co-Immunoprazipitation

HEK?293 Zellen wurden wie oben beschrieben mit NFCAM-VSV, oder leerem Vektor transfi-
ziert. Die transfizierten HEK293 Zellen wurden 24h nach der Transfektion mit ColP Puffer
(mit Proteaseinhibitor) lysiert. Die Proben wurden anschlieRend mittels einstindiger Inkuba-
tion mit Protein G-Sepharose Kugelchen bei 4°C vorgereinigt (50 pl Kugelchen/500 pl Ly-
sat). AnschlieBend wurden die Proben tiber Nacht bei 4°C mit einem VSV-G (1:100) oder N-
terminalen NrCAM Antikorper (1:100) prazipitiert. Die Proben wurden dann bei 1500 rcf und
4°C fiir 5 Minuten zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die Kiigelchen 2-mal mit ColP
Puffer und mit PBS gewaschen und schlielich in Laemmli Puffer resuspendiert. Die NrCAM
Detektion wurde in der Folge mit dem jeweils entgegengesetzten Antikorper durchgefiihrt
(VSV-G- oder N-terminalem NrCAM-Antikorper).

2.14. Zeitverlaufsexperiment

HEK?293 Zellen wurden auf 6 Lochplatten ausplattiert und bis zum Erreichen der Konfluenz

bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Der Uberstand wurde entfernt, die Zellen mit PBS gewa-
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schen und mit STET-Lysepuffer mit G1254023x (5 uM) und Proteaseinhibitor, oder nur Pro-
teaseinhibitor lysiert. G1254023x (5 uM) wurde zu verschiedenen Zeitpunkten (0, 2, 5, 10, 30
oder 60 Minuten) zu den Proben gegeben, die noch kein G1254023x enthielten. Die Proben
wurden wahrend des gesamten Experiments auf Eis belassen. Nach Bestimmung der Protein-
konzentration mittels BCA wurden die Proben mit Laemmli-Puffer gemischt, bei 95°C fur 5
Minuten gekocht und mittels SDS-PAGE aufgetrennt.

2.15. Cycloheximide Verfolgungsexperiment

3x10° HEK293 Zellen wurden auf 6 cm Platten ausplattiert und bis zur Konfluenz bei 37°C
und 5% CO; inkubiert. Die HEK293 Zellen wurden dann mit Cycloheximid (100 pg/ml) be-
handelt und zu verschiedenen Zeitpunkten (0, 2, 6, 12, 18 und 24h) mit STET-Lysepuffer (mit
Proteaseinhibitor und G1254023x) lysiert. Nach Bestimmung der Proteinkonzentration mittels
BCA wurden die Proben mit Laemmli-Puffer gemischt, bei 95°C fiir 5 Minuten gekocht und
mittels SDS-PAGE aufgetrennt.

2.16. SDS-PAGE und Western Blot

Die Proteinkonzentration der einzelnen Proben wurde mittels BCA-Assay bestimmt und fiir
jede Probe wurden gleiche Proteinmengen auf die SDS-Gele aufgetragen. Somit wurde die
Probenmenge pro Linie auf die Gesamtproteinkonzentration jeder Probe normalisiert. 15-20
Hg Gesamtprotein wurden anschlieRend fiir die SDS-Gelelektrophorese benutzt. Um durch
eine weitere Ladekontrolle zu gewahrleisten, dass die initiale Normalisierung korrekt war,
wurde zudem ein "housekeeping” Gen, wie Actin oder Calnexin mittels Western Blot kontrol-
liert. Die Proben wurden in reduzierendem oder nicht-reduzierendem Laemmli Puffer bei
95°C fiir 5 Minuten aufgekocht und anschlielend auf den SDS-Gelen aufgetrennt. Die Protei-
ne wurden auf PVDF-Membranen transferiert, fiir 1h bei Raumtemperatur mit Blockierungs-
I16sung inkubiert und danach mit PBST gewaschen. Die Membranen wurden dann fr 1h oder
uber Nacht bei 4°C mit der priméren Antikorperldsung inkubiert, mit PBST gewaschen und
fiir 45 Minuten mit der sekundaren Antikdérperlésung inkubiert. Die Western Blot Membranen
wurden mit ECL prime (GE Healthcare, RPN2232V1) entwickelt. Die Blots wurden anschlie-
Rend mit der Multi Gauge Software (Version 3.0) quantifiziert. Die Bandenintensitat wurde in

jedem Experiment auf die jeweiligen Kontrollen normalisiert.
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2.17. Neuritenauswachsassay

Primare Neuronen wurden wie oben beschrieben extrahiert. 10° Neuronen wurden gemaR den
Herstellerangaben in ,, XONA-Microfluidic-Chambers*, welche auf PDL-beschichtete Glas-
plattchen platziert worden waren, kultiviert. 4h nach dem Ausplattieren wurden die Zellen mit
den jeweiligen Viren transduziert (scr. ShARNA-EGFP control, oder NrCAM shRNA-EGFP,
1:1000). Die Neuronen wurden bis zum 3. Tag in vitro bei 37°C und 5% CO; inkubiert, dann
wurden die ersten Bilder des kompletten Mikrokanal-Bereichs mit einem Leica DM6000 Mik-
roskop gemacht (Zeitpunkt Oh). Die durch die Software (Leica LASX) zusammengefiigten
Bilder beinhalteten den kompletten Mikrokanal-Bereich. Die Zellen wurden danach mit
G1254023x (5 pM), oder DMSO behandelt und weitere 24h bei 37°C und 5% CO; inkubiert.
Am 4. Tag in vitro wurden die 2. Bilder desselben Areals gemacht (Zeitpunkt 24h) und die
Neuriten auf deren L&nge hin mittels LASX-Software verglichen (Lange 24h — L&nge 0Oh).
Nur Neuriten, die bereits am Zeitpunkt Oh in die Kandle hineingewachsen waren und diese
noch nicht verlassen hatten, wurden zur Analyse herangezogen. Wenn sich die Nervenfortséat-

ze nach dem Verlassen des Kanals aufteilten, wurde jeweils der langste Fortsatz quantifiziert.
2.18. Zelltoxizitatsassay

Primare Neuronen wurden wie oben beschrieben extrahiert und 2x10* Zellen auf einer 96
Lochplatte ausplattiert. 4h nach der Zellaussaat wurden die Neuronen entweder mit einem
Lentivirus (scr. ShRNA-EGFP control, oder NfCAM shRNA-EGFP, 1:1000) infiziert, oder
nicht. Am 3. Tag in vitro wurden die Neuronen der Negativkontrolle (Zelltod) mit NaOH
behandelt. Das Zelltberleben wurde am darauffolgenden Tag mittels ,,Cell counting kit 8
(Sigma) nach den Angaben des Herstellers bestimmt. Die Absorptionswerte des eingesetzten
Reagenzes (proportional zur Anzahl Gberlebender Zellen) wurde photometrisch mithilfe eines
,Microplate reader bei 450 nm Wellenldnge bestimmt. Die Messung wurde in einstiindigen
Intervallen wiederholt (insgesamt 3h). Die Messwerte der initialen Messung wurden als Aus-

gangswert benutzt und die folgenden Messungen auf den Ausgangswert normalisiert.
2.19. ADAM10 Aktivitatsassay

Der Assay wurde nach den Herstellerangaben (AnaSpec) durchgefihrt. In Kirze: Rekombi-
nantes ADAM10 wurde mit seinem FRET-Substrat in einer 96 Lochplatte inkubiert (jeweils
in identischer Konzentration 40 ul Substratlosung mit 10 pl Enzymldsung). Weiterhin wurden
verschiedene ADAM10-Inhibitorkonzentrationen verwendet (jeweils 0,0; 0,001; 0,01; 0,1;

und 1,0 uM fur G1254023x, TAPI-1, MN8 und LT4). Die relative Fluoreszenzintensitat
25



(RFU) wurde alle 5 Minuten tber einen Zeitraum von 150 Minuten bei EX/Em 490/520 nm
gemessen und anschlieBend graphisch gegen die Zeit aufgetragen. Die Steigung dieser Kurve
(RATE = Fluoreszenz/5 Minuten) im linearen Bereich der Kurve (zwischen 10 und 40 Minu-
ten) wurde mittels linearer Regression bestimmt (GraphPad Prism7). Die K;-Werte der einzel-
nen Inhibitoren wurden bestimmt, indem die Inhibitorkonzentration gegen die jeweilige RA-

TE aufgetragen und die Werte in die Bieth-Gleichung (REF) eingesetzt wurden.
Bieth-Gleichung: Y = 100-((100(E+X+K-(((E+X+K)%-4(E)(X))**))/(2(E))))

E: Enzymkonzentration (4*10° molar; wurde mit einem Molekulargewicht von 50 kDa fiir
ADAM10 berechnet), X: Inhibitorkonzentration (molar), Y: RATEs, K: K;-Wert. Das Mole-

kulargewicht des rekombinanten ADAM10 wurde mittels Western Blot bestimmt.
2.20. Liquorproben von Alzheimerpatienten

Die Liquorproben der mit Acitretin, bzw. Placebo behandelten Alzheimerpatienten wurden
freundlicherweise von Kristina Endres zur Verfligung gestellt (40). 5 pl wurden zur massens-
pektrometrischen Analyse (siehe unten), die restlichen 20 pl zur Analyse mittels Immunoblot

verwendet.
2.21. Massenspektrometrie

5 ul Liquor cerebrospinalis pro Patientenprobe wurde in Ammoniumbicarbonat (50 mM) mit
0,1% Natriumdesoxycholat proteolytisch verdaut. Die Disulfidbriicken wurden mit Dithioth-
reitol reduziert und Sulfhydrylreste mit lodoacetamid alkyliert. Dann wurden die Proteine
mittels 0,1 pg LysC und 0,1 pg Trypsin verdaut. Das Deoxycholat wurde durch Ansdauern
gefallt und mittels Zentrifugation bei 16 000 rcf und 4°C fur 10 Minuten entfernt. Die Peptide
wurden anschlieend mit ,,Stop and Go Extraktion* (STAGE) mit C18 Spitzen entsalzt, mit
Vakuumzentrifugation getrocknet und schliel3lich in 20 pl 0,1% Ameisensdure geldst. Die
Proben wurden auf einem nanoLC System (EASY-nLC 1000, Proxeon; PRSO-V1 column
oven: Sonation) mit Hilfe einer C18 Saule (30 cm x 75 um ID, ReproSil-Pur 120 C18-AQ,
1.9 pm, Dr. Maisch GmbH) mit einem Bindren Wasser- und Acetonitrilgradienten mit 0.1%
Ameisenséure bei 50°C S&ulentemperatur und einem Fluss von 250 nl/min aufgetrennt. Die
nanoLC war mittels einer nanoSpray Flex lonenquelle (Proxeon) an ein Q-Exactive Massen-
spektrometer (Thermo Scientific) gekoppelt. Die Massenspektren wurden mit einer Auflésung
von 70 000 aufgezeichnet. Die 10 intensivsten lonen, die eine Intensitat von 1,5x10* iiber-

schritten, wurden fir die kollisionsinduzierte Dissoziation ausgewahlt und die Spektren mit
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einer Auflésung von 17 500 aufgezeichnet. Der dynamische Ausschluss fir die Peptidfrag-
mentierung wurde auf 120s gesetzt. Die Daten wurden mittels der MaxQuant Software (max-
quant.org, Max-Planck Institute Munich, Version 1.5.3.12) analysiert. Die MS-Daten wurden
mit einer kanonischen FASTA Datenbank fur Homo sapiens von UniProt (einschliel3lich Iso-
formen, Download: 09. Januar 2017, 42120 Eintrége) verglichen. Trypsin wurde als Protease
definiert und 2 verpasste Schnitte fir die Datenbanksuche akzeptiert. Eine Cystein-
Carbaminomethylierung wurde als statische Modifikation definiert. Eine Acetylierung des N-
Terminus, sowie eine Methionin-Oxidation wurde als variable Modifikation definiert. Die
,false discovery rate* fiir Peptide und Proteine wurde mittels ,,target and decoy approach* auf
weniger als 1% angepasst. ,,Razor und einzigartige Peptide wurden fiir die Quantifizierung
herangezogen. Die ,,Label-free quantification* (LFQ) bendtigte wenigstens 2 Zahlungen von

»Razor* oder einzigartigen Peptiden.
2.22. Statistik

Alle statistischen Tests wurden auf der Grundlage eines exploratorischen 2-seitigem 5% Sig-
nifikanzniveaus durchgefihrt. Die p-Werte der Western Blots wurden mit relativen Zahlen-
werten, mittels eines 2-seitigen Students t-Test, mit Welch’s Korrektion oder one-way
ANOVA mit Dunnett’s multiplem Vergleichstest fiir multiple Hypothesentestung durchge-
fuhrt. Fir multiple Hypothesentestung nach Students t-Test wurde eine Bonferroni Korrektion
angewendet. Als Software wurde GraphPad Prism 7 verwendet. Es wurde jeweils von einer
Normalverteilung ausgegangen. Fur die massenspektrometrische Analyse wurden die Protein
LFQ-Intensitaten nach Behandlung mit Acitretin durch die Ausgangswerte jedes individuellen
Patienten geteilt. Die LFQ-Quotienten wurden log2 transformiert und die statistische Signifi-
kanz mittels 2-seitigen Students t-Test fiir jedes identifizierte Protein Uberprift. Die Liquorp-

roben wurden verbildet analysiert.
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3. Zusammenfassung der Publikation T. Brummer et al., The metalloprotease ADAM10
(a disintegrin and metalloprotease 10) undergoes rapid, postlysis autocatalytic degrada-
tion. FASEB J 32, 3560-3573 (2018) (113):

Die Metalloprotease ADAM10 (A Disintegrin And Metalloprotease 10) ist an wichtigen phy-
siologischen Prozessen inner- und auBerhalb des zentralen Nervensystems beteiligt. Wéhrend
des Transports durch das sekretorische Zellkompartiment wird katalytisch inaktives, immatu-
res ADAM10 (proADAM10) in seine proteolytisch aktive, mature Form (MADAM10) (iber-
fuhrt. Eine Hemmung bzw. Stimulation von mADAM10s Expression/Aktivitat wird als mog-
licher Therapieansatz zur Behandlung verschiedener Erkrankungen, wie Morbus Alzheimer
oder einiger Tumorentitaten, angesehen. Wahrend proADAM10 in Immunoblots leicht nach-
zuweisen ist, hat sich dagegen die biochemische Detektion und Charakterisierung von mA-
DAM10 als schwierig erwiesen. Dies fihrte zu der Ansicht, dass MADAM10 nur einen
Bruchteil der zellularen ADAM10-Gesamtmenge ausmacht und ADAMZ10 folglich ineffektiv
maturiert. Diese Arbeit zeigt jedoch in verschiedenen Zelllinien und priméren Neuronen, dass
mADAM10 wahrend der biochemischen Zelllyse einer schnellen, autokatalytischen Degrada-
tion anheimfallt, welche die Detektion von mMADAM10 in Immunoblots entscheidend beein-
trachtigt. Weiterhin war dieser Prozess auf ADAM10s katalytische Aktivitat angewiesen und
lie} sich durch Zugabe von kompetitiven ADAM10-Inhibitoren zum Zelllysepuffer unterbin-
den. Dahingegen blieb proADAM10 von dieser Degradation verschont, was auf einen intra-
molekularen, autoproteolytischen Prozess schlief3en I&sst. Eine Hemmung der autoproteolyti-
schen Degradation mithilfe spezifischer ADAM10-Inhibitoren offenbarte schliellich, dass
ADAM10 tatséchlich — entgegen friherer Ansichten — effektiv maturiert. Zudem konnte
durch ein Cycloheximid-Experiment gezeigt werden, dass MADAM10 mit einer Halbwerts-
zeit von ca. 12 h ein — im Verhaltnis zu seinen Substraten — vergleichsweise langlebiges
Protein ist. Zusammenfassend zeigt diese Studie, dass eine autoproteolytische Degradation
von mMADAM10 — durch Zugabe spezifischer Inhibitoren bei der biochemischen Zelllyse —
verhindert werden muss, um eine verlassliche und reproduzierbare mADAM10-Detektion zu

gewahrleisten.

Die Experimente wurden von Tobias Brummer, Stefan F. Lichtenthaler, Carl P. Blobel und
Martina Pigoni geplant. Alle Experimente sowie die Analyse der Daten wurde von Tobias
Brummer durchgefiihrt. Das Manuskript wurde von Tobias Brummer und Stefan F. Lichten-
thaler geschrieben. Die ADAM10-Inhibitoren MN8 und LT4 wurden von Armando Rossello
zur Verfligung gestellt. Die ADAM10 KO HEK?293 Zellen und das Tspanl5 Plasmid wurden
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von Peter J. Noy und Michael G. Tomlinson hergestellt. Das wtADAM10 und das E384A

Plasmid wurden von Huanhuan Wang hergestellt.

4. Zusammenfassung der Publikation T. Brummer et al., NrCAM is a marker for sub-
strate-selective activation of ADAM10 in Alzheimer's disease. EMBO Mol Med
10.15252/emmm.201809695 (114):

Die Metalloprotease ADAM10 (A Disintegrin And Metalloprotease 10) ist eine mogliche
therapeutische Zielstruktur bei der Behandlung von Morbus Alzheimer, da sie unter anderem
durch proteolytische Spaltung von APP die Produktion von neurotoxischem AB-Peptiden ver-
hindern kann. Jedoch schneidet ADAM10 eine groRe Anzahl unterschiedlicher Substrate, was
im Rahmen einer therapeutischen ADAM10-Aktivierung zu entsprechenden, Therapie limitie-
renden Nebenwirkungen fihren kénnte. Auf der anderen Seite kdnnten diese Substrate —
zusammen mit APP — als mdgliche Biomarker genutzt werden, um die ADAM10-Aktivitat
in klinischen Studien zu beobachten und neue selektive ADAM10-Aktivatoren zu entwickeln.
Diese Arbeit zeigt, dass das neuronale Zelladh&sionsmolekil NrCAM als ein solches Substrat
— und somit Biomarker — in Frage kommt. Desweiteren zeigt diese Arbeit, dass ADAM10
NrCAM-abhéngig das Auswachsen von Neuriten reguliert, indem die Protease NrCAMSs
neuronale Zelloberflachenexpression kontrolliert. In priméren murinen Neuronen liel? sich die
NrCAM-Spaltung interessanterweise — im Gegensatz zu APP — nicht durch den generellen
ADAMI10-Aktivator Acitretin  stimulieren. Folglich scheint eine Substrat-spezifische
ADAM10-Aktivierung entgegen bisheriger Erwartungen maglich zu sein. Diese Beobachtun-
gen konnten in der Folge auch in einer proteomischen Analyse von Patientenliquorproben
einer klinischen Phase I1-Studie bestatigt werden. Zudem konnte hierbei gezeigt werden, dass
nicht nur NrCAM, sondern auch die meisten anderen bisher identifizierten ADAM10-
Substrate durch die Acitretinbehandlung unbeeintréchtigt blieben. Folglich zeigt diese Studie
erstmals, dass ADAM10 eine NrCAM-abhéngige Funktion beim Neuritenwachstum zukommt
und eine substratspezifische therapeutische ADAMZ10-Aktivierung maoglich ist, welche mit

der NrCAM-Bestimmung im Liquor cerebrospinalis tberwacht werden konnte.

Die Experimente wurden von Tobias Brummer, Stefan A. Miller und Stefan F. Lichtenthaler
geplant. Die Planung und Analyse der Daten des Neuritenauswachsexperiments wurde von
Tobias Brummer und Francisco Pan-Montojo, das Experiment selbst von Tobias Brummer
durchgeftihrt. Die massenspektrometrische Analyse der Liquorproben wurde von Stefan A.
Miller durchgefiihrt. Die Experimente mit den Rattenneuronen wurden von Taisuke Tomita

und Fumiaki Yoshida tbernommen. Alle Ubrigen Experimente, sowie die Analyse der Daten
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wurde von Tobias Brummer durchgefiihrt. Das Manuskript wurde von Tobias Brummer und
Stefan F. Lichtenthaler verfasst. Die Liquorproben wurden freundlicherweise von Kristina
Endres und Andreas Fellgiebel zur Verfligung gestellt (40). Das NrCAM-VSV Plasmid wurde
von Avri Ben'Zev zur Verfiigung gestellt (52).

5. Diskussion

5.1. NrCAM s proteolytische Prozessierung durch Furin, ADAM10 und die y-Sekretase (114)

Ein wesentliches Ergebnis dieser Arbeit war, dass NrCAM einer sequentiellen, limitierten
Proteolyse durch Furin, ADAM10 und die y-Sekretase unterzogen wird, wobei ADAM10 fiir
die Freisetzung der NrCAM-Ektodoméne (sSNrCAM) verantwortlich ist (Abb. 5). Sogenanntes
,,Ectodomain shedding* ist ein seit langem bekanntes Mittel der zelluldren Signallibertragung.
Mithilfe von Proteasen wie ADAM10 werden Rezeptoren und andere Proteine von der Zell-
oberflache entfernt und I6sliche Spaltprodukte als sekundére Signalmolekiile freigesetzt
(123). Die in der Zellmembran verbliebenen Proteinreste werden anschlieRend durch eine
regulierte Intramembranproteolyse (RIP, z.B. durch den y-Sekretasekomplex) weiterverstoff-
wechselt (124). Wie auch viele andere Typ-I-Transmembranproteine (z.B. APP) wird auch
NrCAM einer solchen sequentiellen limitierten Proteolyse unterzogen (Zusammengefasst in
Abb. 5). Im Gegensatz zu APP wird NrCAM allerdings initial von der Proproteinkonvertase
Furin prozessiert, bevor seine Ektodoméne (SNrCAM) durch ADAM10 freigesetzt wird (101,
125). Die funktionelle Bedeutung dieses Furinschnitts blieb allerdings bislang ungeklart. Ins-
besondere scheint die Furinspaltung keine Voraussetzung fir NrCAMSs weitere proteolytische
Prozessierung zu sein, da ADAM10 auch in der Lage ist, unprozessiertes proNrCAM zu
schneiden. Jedoch konnte gezeigt werden, dass auch andere Zelladh&sionsmolekdile aus der
L1-Familie einer initialen Spaltung durch Proproteinkonvertasen unterzogen werden. So wird
L1CAM beispielsweise durch PC5A gespalten (126), wahrend das L1-ahnliche Zelladhési-
onsmolekdl Tractin (wird nur in Blutegeln exprimiert) — wie auch NrCAM — durch Furin
prozessiert wird (127). Im Falle von Tractin ist dieser initiale Furinschnitt essentiell fir des-
sen Funktion als Zelladhasionsmolekul (127). Ob dhnliches auch auf NrCAM zutrifft, gilt es
in weiteren Studien zu untersuchen. Da das C- und N-terminale NrCAM-Fragment (zusam-
men mMNrCAM) miteinander in Kontakt bleiben, ist es gut maglich, dass die so verénderte
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Konformation des Proteins dessen Interaktion mit entsprechenden Liganden und folglich des-

sen Zelladhasionsfunktion ermdglicht. Ein weiteres bekanntes Beispiel fiir eine sequentielle
limitierte Proteolyse ist das ADAM10/17-Substrat Notch (128, 129). Auch Notch wird im
sekretorischen Zellkompartiment von Furin geschnitten und in der Folge durch ADAM10/17

und die y-Sekretase prozessiert (69, 130, 131). Die hierbei freigesetzte intrazellulare Doméne

kann anschlielend im Zellkern als Transkriptionsfaktor wirken (132, 133). Im Gegensatz zu

Notch besitzt NrCAMs intrazelluldare Domane allerdings keine bekannte NLS (,,nuclear loca-

lization sequence®), somit ist es unwahrscheinlich, dass NrCAM ebenso als Transkriptions-

faktor aktiv wird. Zusammenfassend konnte diese Arbeit zeigen, dass SNrCAM weder von

Furin, noch von ADAML17 freigesetzt werden kann und somit als ADAMZ10-spezifischer

Biomarker dienen konnte.
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Abb. 5. NrCAMs limitierte Proteolyse: NrCAM wird
einer sequenziellen limitierten Proteolyse unterzogen. Zu-
nachst wird proNrCAM im sekretorischen Zellkomparti-
ment von der Proproteinkonvertase Furin in seine mature
Form (mNrCAM) umgewandelt. Die jeweiligen Fragmente
bleiben in der Folge nicht-kovalent miteinander verbunden.
mNrCAM kann nahe der Zellmembran von ADAM10
geschnitten werden, wodurch dessen l6sliche Ektodoméne
(sNrCAM) freigesetzt wird. Der verbleibende C-terminale
Teil (CTFa) kann in der Folge von der y-Sekretase gespal-
ten werden. Die vertikalen Linien stellen die Bindungsstel-
le des N-terminalen Antikdrpers (in rot) da. Angegeben ist
zudem das Molekulargewicht der jeweiligen Spaltprodukte.
Abbildung aus Brummer et al, 2019 (114).

5.2. ADAM10-Stimulation durch Acitretin in Neuronen und Alzheimer Patienten (114)

Morbus Alzheimer ist aufgrund der demographischen Entwicklung in den westlichen Indust-

rienationen ein wachsendes medizinisches und gesellschaftspolitisches Problem. Lag das Au

genmerk bislang auf der Unterbindung der AB-Produktion mittels BACE1- und y-Sekretase-

Inhibitoren/Modulatoren bzw. der AB-Entfernung aus dem Gehirn durch monoklonale Anti-

korper (27, 29, 30, 32, 134-136), ist der nicht-amyloidogene, ADAM10-abhangige Weg der

APP-Spaltung in klinischen Studien eher vernachlassigt worden (40). Jedoch zeigen die

uberwiegend erniichternden Ergebnisse der bislang verdffentlichten Studien die Notwendig-

keit, neue Therapieansétze und pharmakologische Zielstrukturen zu finden. So kénnte eine

31



ADAM10-Stimulation durch die Produktion des neuroprotektiven sAPPa-Fragments einen
uber die Hemmung der AB-Freisetzung hinausgehenden therapeutischen Nutzen haben. Da
ADAM10 jedoch ein breites Substratspektrum besitzt, waren die Bedenken hinsichtlich mog-
licher Nebenwirkungen bislang grof3 (53). So scheint z.B. ein ,,Zuviel“ an ADAM10 Aktivitat
— und folglich sAPPa-Produktion — einen wesentlichen pathogenetischen Beitrag an der
synaptischen Dysfunktion beim fragilen X-Syndrom (FXS) zu leisten (80). Hierzu muss aller-
dings gesagt werden, dass beim FXS die verstarkte ADAM10-Aktivitat in eine kritische Phase
der frahkindlichen Entwicklung féllt und somit nicht unbedingt mit einer medikamenttsen

Alzheimer-Therapie in einem eher geriatrischen Setting verglichen werden kann.

Diese Arbeit zeigt in priméren murinen Neuronen und Liquorproben von Alzheimer Patien-
ten, dass — entgegen aller Beflirchtungen — eine milde Stimulation der ADAM10-
Expression mittels Acitretin nur wenige der bislang identifizierten AD AM10-Substrate beein-
flusst. So waren im Liquor cerebrospinalis der behandelten Patienten nur sSAPPa (40) und
CSPG4/NG2 (76) signifikant erhéht, wahrend drei weitere ADAM10-Substrate (BCAM
(137), ST6GALZ2 und PTPRS (53)) signifikant erniedrigt waren. Interessanterweise blieben
mehr als 50 ebenso identifizierte ADAM10-Substrate — unter anderem NrCAM — unverén-
dert. Folglich scheint es mdglich, trotz einer allgemeinen und nicht zielgerichteten ADAM10-
Stimulation, eine relativ spezifische Aktivierung des nicht-amyloidogenen Wegs zu erreichen,
ohne alle ADAM10-Substrate in gleicher Weise zu beeinflussen. Somit liefert diese Arbeit
einen experimentellen Erklarungsansatz, weshalb die ADAM10-Stimulation sowohl im Tier-
versuch als auch unter klinischen Bedingungen so gut vertragen wurde (39, 40, 121). Diese
Erkenntnis konnte sich zudem auch auf die Therapie weiterer Erkrankungen tbertragen las-
sen. So kann z.B. eine ADAM10-Stimulation die Proliferation von Lebervorlauferzellen un-
terdriicken und damit das Fortschreiten einer zunehmenden Leberfibrose bei chronischen He-
patitiden verhindern (138-140). Auch im Rahmen von Prionenerkrankungen konnte eine Ak-
tivierung der Prionprotein-Sheddase ADAM10 hilfreich sein. So zeigte sich in ADAM10 KO-
Mausen eine verstarkte Konversion von physiologischem PrP® in pathologisches PrP*, wo-
durch sich die Erkrankung deutlich frither manifestierte (83). Passend dazu war eine Uberex-
pression von ADAM10 mit einem verspateten Erkrankungsbeginn assoziiert (141). Auf der
anderen Seite konnte durch einen ADAM10 KO die zentralnervose Ausbreitung der Erkran-
kung durch verminderte PrP*-Spaltung verlangsamt werden (83), sodass noch nicht abschlie-

Rend geklart ist, welche Rolle ADAM10 bei Prionenerkrankungen einnimmt.
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Viele der in der proteomischen Analyse signifikant verédnderten Proteine waren keine Memb-
ranproteine, weshalb diese nicht als direkte ADAM10-Substrate in Frage kommen. ADAM10
ist allerdings auch in verschiedene intrazelluldre Signalkaskaden, mitunter den Notch-
Signalweg involviert (131). Folglich kénnten diese Proteine auch sekundéar tiber nachgeschal-
tete Signalwege beeinflusst worden sein. So veranderte beispielsweise eine milde neuronale
Uberexpression von ADAM10 (30 % Zunahme) im Mausmodell die Expression von mehr als
350 Genen (142). Wie auch in der proteomischen Analyse dieser Studie (CFHR1, B4GALTL,
TMSB4X, PDCD6 und DCD) waren hierbei einige inflammatorische Genprodukte in ihrer
Expression verandert, welchen Funktionen im Bereich des innaten oder adaptiven Immunsys-
tems zugeschrieben werden. Im Falle der Acitretin-Behandlung kénnte dies allerdings auch
vollkommen unabhangig von der ADAM10-Zunahme sein. Indem Acitretin die intrazellulare
Freisetzung von all-trans Retinsdure (atRA) vom zelluléren retinsdurebindenden Protein
(CRABP) ermdglicht, reguliert es indirekt die Transkription einer Vielzahl an Genen. AtRA
gelangt nach seiner Freisetzung in den Zellkern und kann durch die Bindung an RAR/RXR-
Rezeptoren die Transkription verschiedener Gene (darunter auch ADAM10) regulieren (63).
Weiterhin sind Retinoide fur ihren immunmodulatorischen Effekt bekannt; so kann atRA z.B
therapeutisch bei der Promyelozytenleuk&mie (AML M3) eingesetzt werden, da es das Aus-
reifen der immaturen, pathologisch expandierten Zellklone ermdglicht (143, 144). Kurzlich
konnte zudem gezeigt werden, dass Acitretin die zentralnervose Expression des inflammatori-
schen Zytokins IL6 erhoht (145). Auch die Zunahme des Retinsduretransportprotein FABP5
im Patientenliquor I&sst sich am ehesten als Konsequenz der indirekten intrazelluléren atRA-
Konzentrationserhohung erklaren. So kann atRA bekanntermalRen die Genexpression von
FABP5 erhéhen (146-148).

Abgesehen von immunologischen Funktionen sind einige der identifizierten Proteine fur ihre
regenerativen und neuroprotektiven Qualitdten bekannt. Das aulier SAPPa. durch Acitretin
hochregulierte ADAM10-Substrat CSPG4 wird vorrangig in Oligodendrozytenvorlauferzellen
(OPCs) exprimiert (76). Zudem ist es ein wichtiger Regulator von adaptiven Prozessen nach
Hirnschéadigungen (149), da es unter anderem das Wiedereinsprossen von Neuriten in gliales
,,Narbengewebe“ vermittelt (150). Dermicidin (DCD) hingegen ist ein antimikrobielles Prote-
in, welches sowohl in SchweiRdriisen, als auch im Nervensystem vorkommt. Sein N-
terminales Fragment ist in der Lage, unter oxidativen Stressbedingungen als sogenanntes
,,survival promoting peptide* das Uberleben von neuronalen Zellen zu erméglichen (151,
152). Uberraschenderweise beeinflusste eine allgemeine Zunahme zellularer ADAM10-

Levels nur einen kleinen Bruchteil der bisher bekannten ADAMZ10-Substrate
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(sAPPa, CSPG4, BCAM, ST6GAL2 und PTPRS). Jedoch liefert diese Arbeit hierflr einen

maoglichen Erklarungsansatz:

Wahrend sowohl APP (37, 38) als auch NrCAM (53, 113) fur ihre konstitutive, nicht stimu-
lierte Spaltung ADAM10 benétigen, kann eine Spaltung jenseits des konstitutiven Levels
durch unterschiedliche Mechanismen beeinflusst werden. PMA stimulierte z.B. in priméren
Neuronen die Freisetzung von sAPPa, wahrend SNrCAM unverandert blieb. Dagegen steiger-
te eine Uberexpression des ADAM10-Bindungspartners Tspanl15 (64, 66, 153) in HEK293-
Zellen die Freisetzung von sNrCAM, wahrend dies die SAPPa-Produktion sogar reduzierte.
Somit zeigte sich trotz ahnlicher mADAM10-Zunahme unter Acitretinbehandlung und
Tspan15-Uberexpression ein komplett unterschiedliches Ergebnis hinsichtlich der
sNrCAM/sAPPa-Freisetzung. Folglich kann eine Zunahme der ADAM10-Expression nicht
unbedingt mit einer gesteigerten Spaltung all seiner Substrate gleichgesetzt werden. Dieses
Ergebnis l&sst sich gut mit neuesten Erkenntnissen zu ADAM10s posttranslationaler Regula-
tion durch die Tspans der C8 Subfamile (Tspans 5, 10, 14, 15, 17 und 33) in Einklang brin-
gen. Kirzlich konnte in mehreren in vitro und in vivo Studien gezeigt werden, dass ADAM10
je nach Bindung an unterschiedliche Tspans ein verdndertes Substratspektrum aufweist (64-
67, 154). Dies wird unter anderem dadurch ermdglicht, dass die Tetraspanine nicht nur an
ADAM10, sondern auch an seine jeweiligen Substrate binden. Somit wird die Prozessierung
eines Substrats nicht nur von dessen Interaktion mit ADAM10, sondern zusatzlich von der
Bindung beider Proteine an ein spezifisches Tspan bestimmt. Demnach kann ADAM10 als
ein Teil von sechs unterschiedlichen Proteinkomplexen angesehen werden, von welchen jeder
die Prozessierung jeweils anderer Substrate ermdglicht (65). Wahrend diese Studie zeigt, dass
Tspan15 tatsachlich eine unterschiedliche Spaltung von NrCAM und APP ermdglichen kann,
ist es unwahrscheinlich, dass die Veranderungen in den mit Acitretin behandelten Patienten
durch Tspan15 verursacht wurden, da beide Stimuli unterschiedliche Effekte auf APP und
NrCAM nach sich zogen. Jedoch kénnte Acitretin durchaus tber andere Tspans der C8-
Gruppe (Tspans 5, 10, 14, 17 und 33) Einfluss auf ADAM10s Substratspezifitdt nehmen. Be-
sonders Tspan5 und Tspanl4 sind in den meisten Zelltypen des ZNS exprimiert (65). Weiter-
hin kann Acitretin durch die indirekte Zunahme der intrazellularen atRA-Konzentration Ein-
fluss auf viele Gene aulRer ADAM10 (155) — moglicherweise auch auf die Tspans — nehmen.
Um die Auswirkungen der einzelnen Tspans auf die ADAM10-Substratspezifitat genauer
untersuchen zu konnen, werden allerdings in Zukunft entsprechende transgene Tiermodelle

notwendig sein, die entweder bestimmte Tspans Uberexprimieren, oder denen einzelne Tspans
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fehlen. Natdrlich ist es genauso gut moglich, dass Acitretin seine Effekte auch tber andere
Proteine als die Tspans vermittelt. So ist z.B. fur die Interaktion von ADAM17 mit seinen
Transportproteinen iRhom1 und iRhom2 das 16sliche FRMDS8/iT AP-Protein notwendig, wel-
ches die Stabilitdt und Aktivitdt des Proteinkomplexes reguliert (156, 157). Solche sekundédren
Regulatorproteine konnten durchaus auch fiir die Interaktion von ADAM10 mit den Tspans

von Noten sein und alternative Acitretin-Ziele darstellen.
5.3. NrCAM als Biomarker (114)

Um eine ADAM10-aktivierende Therapie in (pra)klinischen Studien untersuchen zu kénnen,
werden zweifelsohne spezifische Biomarker bendtigt, mit welchen sich der Therapieerfolg
uberwachen l&sst. Bisher wurde eine ADAMZ10-Stimulation durch eine Zunahme der SAPPo.-
bzw. eine Abnahme der AB-Konzentration tiberprift (40). Jedoch blieb bislang unklar, in-
wieweit auch andere ADAM10 Substrate hierdurch beeinflusst werden. Idealerweise sollten
natdrlich Veranderungen aller bekannten ADAM10-Substrate iberwacht werden, allerdings
ist dies in der klinischen Praxis unrealistisch. Da SNrCAM im Gegensatz zu SAPPa. unter
Acitretin-Behandlung unverandert blieb, kdnnte sich SNrCAM als moglicher Zusatzmarker
fur klinische Studien eignen. So kénnte durch die Bestimmung von sSNrCAM und sAPPa. zwi-
schen gewdiinschter und unerwiinschter ADAMZ10-Aktivierung unterschieden werden. Ahnli-
che Uberlegungen wurden fiir BACE1- und y-Sekretase Inhibitoren/Modulatoren formuliert.
Klinische Studien zu y-Sekretase-Inhibitoren sind aufgrund von schwerwiegenden Nebenwir-
kungen durch die Blockade der Spaltung vieler y-Sekretasen Substrate — darunter Notch —
abgebrochen worden (29). Folglich kénnte z.B. Notch als Biomarker genutzt werden, um un-
ter den neuen y-Sekretasen Inhibitoren die Substanzen zu identifizieren, welche die APP-
Spaltung blockieren, jedoch Notch unbeeintrachtigt lassen (29). Ahnliches kénnte sich auch
auf ADAM10 und NrCAM anwenden lassen. Da NrCAM bereits in der Vergangenheit als
maoglicher Biomarker fiir das Fortschreiten neurodegenerativer Erkrankungen diskutiert wur-
de, existieren zudem bereits klinisch erprobte ELISA-K:its fur die SNrCAM-Detektion im Li-
quor cerebrospinalis (107-109). Zudem zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass die l6sliche
NrCAM-Ektodoméne (sNrCAM) nur durch ADAM10 und nicht andere Proteasen (z.B. Furin
oder ADAM17) freigesetzt wird. Somit kénnte SNrCAM neben sAPPa als ADAM10-

spezifischer Biomarker genutzt werden.
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5.4. Neurobiologische Funktionen der NrCAM-Spaltung (114)

Da Acitretin sowohl in vitro, als auch in vivo die SNrCAM-Freisetzung nicht beeintrachtigte,
ist es unwahrscheinlich, dass eine derartige ADAM10-Stimulation zu NrCAM-abhéngigen
Nebenwirkungen fiihren konnte. Jedoch zeigt diese Arbeit, dass andere ADAM10-
beeinflussende Stimuli sehr wohl die NrCAM-Spaltung und damit das Auswachsen von Neu-
riten beeintrachtigen konnen. Wéhrend eine ADAM10-Inhibition in vitro die neuronale Ober-
flichenexpression von mNrCAM und in der Folge das Auswachsen von Neuriten steigerte,
konnte dies durch einen NrCAM-knock-down (KD) verhindert werden. Somit kann ADAMI10
NrCAMs Funktion als neuronales Rezeptormolekiil beeinflussen. Dieses Ergebnis lisst sich
gut mit fritheren Antikorper-Blockierungsexperimenten vereinbaren. Hierbei wurde durch
eine Blockade der Interaktion von NrCAM mit seinen jeweiligen Liganden auf der neuronalen
oder glialen Zelloberfliche nicht nur das Auswachsen von Neuriten, sondern auch die axonale
Ziel- und Wegfindung beeintriachtigt (91, 96, 158, 159). Auch fiir ADAM10 konnte gezeigt
werden, dass die Protease durch die Spaltung unterschiedlicher neuronaler Zelladhidsionsmo-
lekiile (z.B. LICAM, IgLLONs), in verschiedenen anatomischen Lokalisationen und Entwick-
lungsstadien das Neuritenwachstum und die axonale Wegfindung auf unterschiedliche Art
und Weise regulieren kann (18, 160, 161). Wahrend eine ADAM10-Hemmung in Spinalgang-
lien- und retinalen Ganglienzellen das Neuritenwachstum beeintrachtigte (75, 161, 162), ver-
groflerte sich dagegen die Anzahl neuronaler Fortsétze in SH-SYSY Zellen (163). Zudem ver-
dnderte eine Inhibition der ADAM10-abhingigen L1CAM-Spaltung in zerebelldren Mik-
roexplantaten nur dann das Neuritenwachstum, wenn diese auf einem mit L1-beschichtetem

Untergrund kultiviert wurden (160).

Da Neuritenwachstum und axonale Ziel- und Wegfindung in komplexer Art und Weise von
der spatiotemporalen Expression spezifischer Rezeptoren und Liganden abhéngig sind, ist es
nicht verwunderlich, dass ADAM10 je nach Expression unterschiedlicher Substrate zu ver-
schiedenen Zeitpunkten der embryonalen Entwicklung einen gegensétzlichen Einfluss auf
diese Prozesse haben kann (89, 164). Pathophysiologisch kénnte die Regulation des Neuri-
tenwachstums durch NrCAM-Spaltung unter anderem bei verschiedenen neuropsychiatri-
schen Erkrankungen, bei welchen die neuronale Konnektivitéit durch eine gestorte neuronale
Vernetzung beeintrachtigt sein kann, eine Rolle spielen. In diesem Sinne konnte NrCAM in
verschiedenen Studien mit Autismusspektrumerkrankungen (ASD) und Schizophrenien in

Verbindung gebracht werden (81, 105, 165).
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Eine ADAM10-abhédngige Kontrolle von NrCAMs Rezeptorfunktion wird weiterhin durch
bestimmte Phénotypen der jeweiligen KO-Mauslinien gestiitzt. Wahrend ADAM10-KO-
Maiuse eine geringere Anzahl dendritischer Dornen aufwiesen (62), zeigten NrCAM-KO-
Mause einen hierzu entgegengesetzten Phéanotyp (93, 94). Zusammen mit Neuropilin-2 und
PlexinA3 bildet NrCAM einen Teil des Semaphorin-3F (Sema3F) Rezeptorkomplexes, wel-
cher Sema3F-abhéngig die Retraktion dendritischer Dornen vermittelt (93, 94). Somit kdnnte
eine vergrolRerte NrCAM-Oberflachenexpression zu einer Dichteabnahme dendritischer Dor-
nen in ADAM10-KO-Méausen beitragen. Unter physiologischen Bedingungen konnten Ver-
anderungen der ADAM10-Aktivitdat — und damit der NrCAM-Oberflachenexpression — da-
zu beitragen, dass, im Sinne der synaptischen Plastizitét, hoch-aktive synaptische Kontakte
gestirkt werden, indem diese durch NrCAM-Spaltung weniger anfillig fiir Sema3F-induzierte
Dornenretraktion werden. Im Umkehrschluss wiirde eine verringerte ADAM10-Aktivitédt zu
einer verringerten Dichte dendritischer Dornen beitragen. Synaptische Plastizitdt und Lang-
zeitpotenzierung synaptischer Kontakte sind eng mit der Offnung von NMDA (N-Methyl-D-
Aspartat)-Rezeptoren und dem damit einhergehenden Na™ und Ca”*-Einstrom an der postsy-
naptischen Membran verbunden (166). Passenderweise fiihrte eine NMDA-Behandlung von
priméren Neuronen zu einer ADAM10-abhingigen Zunahme der NrCAM-Spaltung.

Neben der Rezeptorfunktion des gesamten NrCAM-Molekiils konnten auch dessen Spaltpro-
dukte (sSNrCAM und das C-terminale Fragment) eine funktionelle Bedeutung haben. So zeig-
ten sowohl ADAM10-, als auch NrCAM-KO-Maiuse dhnliche axonale Ziel- und Wegfin-
dungseinschriankungen innerhalb ihres Bulbus olfactorius (53, 88). In beiden Féllen wiesen
afferente olfaktorische Nervenfasern dhnliche Fehlprojektionen im Bereich der Glomeruli
olfactorii auf. Da NrCAM in NrCAM-KO-Maiusen vollkommen fehlt und dagegen in
ADAMI10-KO-Miusen angereichert ist, kann dieser Phanotyp nur durch NrCAMs Spaltpro-

dukte bedingt sein, da diese in beiden Mauslinien vermindert vorhanden sind.
5.5. ADAM10s praanalytische Autodegradation (113)

Obwohl in den letzten Jahren viele neue Erkenntnisse tber ADAM10s Funktionen inner- und
auflerhalb des zentralen Nervensystems gewonnen wurden, waren mechanistische und bio-
chemische Studien noch immer durch die schwierige Detektion von mADAMZ10 limitiert. In
verschieden Publikationen zeigte sich das Verhaltnis von proADAM10/mADAM10 sehr hete-
rogen (37, 53, 62, 80, 167). Dies fiihrte zu der Ansicht, dass aufgrund einer ineffektiven Ma-
turierung nur wenig mADAM10 in der Zelle vorhanden ist. Diese Arbeit zeigt jedoch unter

anderem, dass endogenes ADAM10 tatséchlich effizient maturiert
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(proADAM10/mADAM10-Verhéltnis ca. 1/2) und die variablen Ergebnisse hinsichtlich der
mADAM10-Detektion eher durch eine praanalytische Autodegradation der Protease wahrend
der Zelllyse bedingt sind, welche sich effektiv durch Zugabe eines spezifischen Inhibitors
(G1254023x oder MNB8) verhindern lasst (Zusammenfassung in Abb. 6):

& Q
GI1254023x
MN8
@
o V- P «

cell lysis

4

Abb. 6. Autokatalytische Degradation von mADAM10: Sobald ADAM10 bei der biochemischen Zelllyse aus
der Zellmembran freigesetzt wird, werden mdgliche Schnittstellen (in rot markiert) im Bereich der Juxtamemb-
ran- und der intrazelluldren Doméne fir das aktive Zentrum zugénglich. Dies fiihrt zu einer limitierten, vermut-
lich intramolekularen Proteolyse, welche mindestens 2 Fragmente unterschiedlicher GrdRRe erzeugt, die entweder
die Ektodoméne (kleineres Fragment) oder die Ekto-, Transmembran- und einen kleinen Teil der zytosolischen
Domane enthalten. Das kleinere Fragment entsteht durch einen initialen Schnitt im Bereich des C-terminalen
Endes der Protease (1), gefolgt von einem 2. Schnitt im Bereich der Juxtamembrandomane (2). Diese sequenzi-
elle Proteolyse kann durch die Hydroxamat-basierten ADAM10-Inibitoren G1254023x und MN8 verhindert
werden. Die Vertikalen Linien stellen die Bindungsstellen fiir die jeweiligen ADAM10-Antikdrper da (schwarz:
N-terminaler Antikorper; rot: C-terminaler Antikérper). Abbildung modifiziert aus Brummer et al, 2018 (113).

Da ADAM10 nicht nur in der Neurodegeneration eine groRe Rolle spielt, sondern auch an
Entziindungsreaktionen, Autoimmunitat und Tumoren beteiligt ist und auch hier eine mogli-
che medikamenttse Zielstruktur darstellt (49, 53, 54, 168-172), ist fiir die Grundlagenfor-
schung eine verlassliche und reproduzierbare Detektion von Verédnderungen der mMADAM10-
Levels, in Abhangigkeit verschiedener Stimuli, essentiell. Beispielsweise war der Acitretin-
Effekt auf mMADAM10 in priméren Neuronen nur unter GI254023x-Zugabe zum Zelllysepuf-
fer sichtbar (114). Dies verdeutlicht die Relevanz der praanalytischen Autoproteolyse fur die
Detektion relativ kleiner Anderungen der mADAMZ10-Abundanz. Dementsprechend liefert
diese Arbeit ein einfaches analytisches Werkzeug, welches nicht nur fir die Entwicklung neu-
er ADAM10-aktivierender/inhibierender Therapien, sondern auch fur die Bestimmung der

Kristallstruktur der gesamten Protease und mdéglicherweise auch deren Komplex mit Interak-

38



tionpartnern, wie den Tetraspaninen oder SAP97 (45, 64, 67), genutzt werden kann. Weiterhin

konnte hiermit auch die Identifikation neuer ADAMZ10-Interaktionspartner gelingen.

Auch fur die Aufreinigung von ADAM10 — z.B. fiir in vitro Proteaseassays — hat die auto-
katalytische Degradation der Protease ein groRe Bedeutung. So verkauft R&D Systems bei-
spielsweise eine rekombinante ADAM10-Ektodoméne mit einem C-terminalem His-tag. Laut
Datenblatt fehlt allerdings dem gréRten Teil des rekombinanten Enzyms der entsprechende
His-tag. Eine autoproteolytische Abspaltung wére eine mogliche Erklarung fur das Fehlen der
C-terminalen Aminosduren. Tatséchlich wird das Autoproteolysemodell auch durch die kiirz-
lich aufgeklarte Kristallstruktur der ADAM10-Ektodoméne gestiitzt. Hier zeigte sich, dass
ADAML10 in natura eine kompakte Faltung annimmt, bei der sich das aktive Zentrum der Pro-
tease nahe an seiner Juxtamembrandoméne — und damit einer mdglichen Schnittstelle —
befindet (Abb. 2) (61). An sich ist die Lokalisation einer Metalloproteasen-Schnittstelle im
Bereich der Juxtamembranregion nicht weiter verwunderlich, da auch ADAM9 und ADAM15
ADAMI10 in dieser Region schneiden und fir eine Freisetzung der ADAM10-Ektodoméne
sorgen konnen (173). Letztlich liefert die Kristallstruktur den Beweis, dass das aktive Zent-
rum von ADAM10 in unmittelbarer Nahe der Zellmembran lokalisiert ist, wo die Protease
nicht nur zahlreiche Membranproteine, sondern auch sich selbst schneiden kann, sobald durch
Zerstorung der Membran die entsprechenden Schnittstellen freigegeben wurden (zusammen-
gefasst in Abb.6). Interessanterweise erwies sich ADAM10s Kristallstruktur als ein Tetramer,
bei dem die C-terminalen Aminosauren des einen mMADAM10 Molekils im aktiven Zentrum
des benachbarten mADAM10-Molekils gebunden waren (61). Somit wére theoretisch auch
eine intermolekulare Autoproteolyse mdglich. Jedoch scheint ADAM10 in der intakten Zelle
zum einen mit seinen Transportproteinen, den Tspans C8 assoziiert zu sein, welche an
ADAM10s Juxtamembran- und Transmembrandomane binden und somit einer moglichen
intermolekularen Proteolyse entgegen wirken wirden (64); zum anderen stellt die intakte
Zellmembran ein sterisches Hindernis dar, welche die jeweiligen Schnittstellen vor
ADAM10s aktivem Zentrum abschirmt.

Ein weiteres Ergebnis dieser Arbeit war, dass mADAM10, im Vergleich zu seinen Substraten
(APP (HWZ: 30-60 Minuten) (174) ), eine vergleichsweise lange Halbwertszeit besitzt (ca.
12h) (113), wodurch auch eine relativ milde Erhéhung der zellularen ADAM10-Levels —
z.B. durch Acitretin — einen nachhaltigen Einfluss auf die APP-Prozessierung haben konnte.
Folglich kdnnte auch eine Inhibition der Protease mit einem fest an das aktive Zentrum ge-

bundenen kompetitiven Inhibitor einen langanhaltenden Effekt haben. Dies konnte z.B. zur
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Behandlung von Autoimmunerkrankungen (170-172), oder als zielgerichtete Therapie bei
bestimmten Tumorerkrankungen sinnvoll sein (49, 168, 169). Da jedoch ADAM10 in ver-
schiedenen Zelltypen mit unterschiedlichen Bindungspartnern, wie etwa den Tetraspaninen
oder SAP97 (45, 64, 67) interagiert, ist es durchaus moglich, dass ADAM10 je nach Bin-

dungspartner/Zelltyp andere Halbwertszeiten aufweist.

ADAMI10 ist nicht die Einzige Protease, welche einer autokatalytischen Spaltung unterzogen
wird. Limitierte Autoproteolyse ist seit langem als Aktivierungsmechanismus von Ver-
dauungsenzymen wie z.B. Trypsin bekannt (166). Unter pathologischen Bedingungen spielt
dieser Prozess eine groRRe Rolle bei der Pathogenese der Pankreatitis. Hier fuhrt die Freiset-
zung von Pankreasenzymen (wie Trypsin) und deren konsekutive intrapankreatische Autoak-
tivierung zu einer Autodigestion des Pankreasgewebes (143). Auch Proteasen aus der
ADAM-Familie bendtigen eine autokatalytische Aktivierung. ADAMS entfernt z.B in einer
intermolekularen Reaktion seine eigene Prodomane (175). Auch die eng mit ADAM10 ver-
wandte Protease ADAM17 fallt im Rahmen der Préanalytik einer autoproteolytische Degrada-
tion zum Opfer (68). Im Falle von ADAM17 lasst sich dieser Prozess durch Zugabe des Meta-
lloproteaseinhibitors 1,10-Phenanthrolin verhindern. Im Anbetracht all dieser Daten ist es
durchaus moglich, dass auch andere ADAMs autokatalytisch gespalten werden, was auch hier

die Zugabe spezifischer Inhibitoren im Rahmen der Praanalytik notwendig machen konnte.
5.6 Ausblick

Obwohl die Firma Biogen noch im Marz 2019 ihre beiden Phase 111 Studien ENGAGE und
EMERGE zum AB-Antikorper Aducanumab aufgrund fehlender Wirksamkeit eingestellt hatte
(176), fuhrte eine erneute Auswertung nun vorliegender Daten (Stand Oktober 2019) zu einer
Uberraschenden Kehrtwende (177): Wahrend die EMERGE-Studie demnach ihren priméren
Endpunkt erreichte und die Patienten eine signifikante Verlangsamung der kognitiven Beein-
trachtigung zeigten, konnte die ENGAGE-Studie immerhin nachweisen, dass die Patienten,
welche hohe Dosen des Antikdrpers erhalten hatten, tatsachlich von der Therapie profitierten

(Verbesserung der Kognition, des Gedachtnisses, der Orientierung und der Sprachfunktion).

Auch wenn bei dieser Entwicklung mit Sicherheit finanzielle Interessen eine grof3e Rolle ge-
spielt haben, kdnnte diese Nachricht nichtsdestotrotz ein Wegbereiter fir andere Therapiean-
sétze sein. Insbesondere wird hierdurch die Amyloidhypothese als kausaler therapeutischer
Angriffspunkt gestérkt. Folglich konnten nun auch BACE1-Inhibitoren, y-Sekretase-

Modulatoren oder ADAM10-basierte Therapien wieder in den Fokus der Pharmaindustrie
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ricken. Hierbei konnte -auch im Anbetracht der Daten dieser Studie - eine ADAM10-
Therapie besonders interessant werden. Denn wéhrend BACE1-Inhibitoren mitunter viele
neuropsychiatrische Nebenwirkungen verursachten (30) und y-Sekretaseinhibitoren sich als
relativ toxisch erwiesen (27, 29, 134), wurde eine ADAM10-Stimulation unter klinischen
Bedingungen vergleichsweise am besten vertragen (40, 114). Allerdings muss hierbei erwéhnt
werden, dass die Beobachtungszeit der mit Acitretin behandelten Patienten bislang duRerst
kurz war (28 Tage). Daher lassen sich natrlich keine verlasslichen Aussagen zu moglichen
Langzeitfolgen machen. Jedoch war Acitretin bereits jahrzehntelang in der Dermatologie im
Einsatz, ohne dass bisher schwerwiegende zentralnervése Nebenwirkungen beschrieben wur-
den. Nichtsdestotrotz wird eine Studie mit deutlich langerer Laufzeit und entsprechenden fol-
low-ups notwendig sein, um Acitretins Wirkungen auf die Kognition von Alzheimerpatienten
uberprifen zu konnen. Maogliche Biomarker, um den Therapieerfolg wahrenddessen zu be-
obachten (sAPPa, NrCAM, etc.) stehen nun auch dank dieser Studie zur Verfigung (114).
Weiterhin ware eine Fall-Kontroll-Studie mit Psoriasispatienten, welche langere Zeit mit
Acitretin behandelt wurden duferst interessant. Bei diesen Patienten ware insbesondere die
Inzidenz und Pravalenz von Alzheimererkrankungen von groem Interesse. Dies wirde aller-
dings einen sehr langen Beobachtungszeitraum, sowie relativ lange Therapiedauern voraus-

setzen.

Waéhrend Acitretin zu einer eher kruden ADAM10-Stimulation fiihrt (142), bleibt in Zukunft
die Entwicklung ADAM10-spezifischerer Substanzen abzuwarten. Hierfir liefert diese Ar-
beit mit der Entdeckung von ADAM10s praanalytischer Autodegradation (113), sowie deren
Pravention, ein einfaches analytisches Werkzeug, um auch kleine Anderungen von
ADAM10s Abundanz zu detektieren und hiermit mogliche Kandidatensubstanzen zu selektie-

ren.

Diese Studie hat nicht nur einige Fragen zu ADAM10 und NrCAM beantwortet, sondern na-
tirlich auch neue Fragen fir weitere interessante Forschungsprojekte aufgeworfen: Welche
Funktionen haben NrCAM und ADAM10 im adulten Nervensystem? Welchen Einfluss spielt
die NrCAM-Spaltung hierbei? Welche Rolle spielen diese beiden Proteine bei neuropsychiat-
rischen Krankheitsbildern, wie Schizophrenien oder Impulskontrollstérungen? Unterscheiden
sich die Substrate von ADAM10 im adulten vom heranwachsenden Nervensystem? Welche
Konsequenz hat die Furin Spaltung fur die Funktion von NrCAM? Welche Rolle spielen die
Tetraspanine bei der Acitretinwirkung? Steckt dahinter ein anderer bislang komplett unbe-

kannter Mechanismus?
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Um diese Fragen zu beantworten werden neue biochemische Techniken, Mausmodelle und
klinische Studien bendtigt werden. AbschlieBend hoffe ich mit dieser Arbeit nicht nur ein
wenig Pionierarbeit geleistet, sondern auch in paar Werkzeuge flir die Beantwortung einiger

dieser Fragen bereitgestellt zu haben.
6. Zusammenfassung der Arbeit

Die Metalloprotease ADAM10 (A Disintegrin And Metalloprotease 10) ist an wichtigen phy-
siologischen Prozessen inner- und auBerhalb des zentralen Nervensystems beteiligt. Da sie
unter anderem durch proteolytische Spaltung des Amyloidvorlauferproteins (APP) die Pro-
duktion von neurotoxischem AB-Peptiden verhindern kann, ist ADAM10 eine mdogliche the-
rapeutische Zielstruktur bei der Behandlung von Morbus Alzheimer. Wahrend des Transports
durch das sekretorische Zellkompartiment wird katalytisch inaktives, immatures ADAM10
(proADAM10) in seine proteolytisch aktive, mature Form (mMADAMZ10) tberfihrt. Wéhrend
proADAM10 in Immunoblots leicht nachzuweisen ist, hat sich dagegen die biochemische
Detektion und Charakterisierung von mMADAM10 als schwierig erwiesen. Dies fuhrte zu der
Ansicht, dass mADAM10 nur einen Bruchteil der zellularen ADAM10-Gesamtmenge aus-
macht und ADAM10 folglich ineffektiv maturiert. Diese Arbeit zeigt jedoch, dass mA-
DAM10 wéhrend der biochemischen Zelllyse einer schnellen, autokatalytischen Degradation
anheimfallt, welche die Detektion von mADAM10 in Immunoblots entscheidend beeintrach-
tigt. Dieser Prozess war auf ADAM10s katalytische Aktivitat angewiesen und lieR sich durch
Zugabe von kompetitiven ADAM10-Inhibitoren zum Zelllysepuffer unterbinden. Diese Ar-
beit zeigt, dass eine autoproteolytische Degradation von mADAM10 — durch Zugabe spezifi-
scher Inhibitoren bei der biochemischen Zelllyse — verhindert werden muss, um eine verldss-
liche und reproduzierbare mADAM10-Detektion zu gewéhrleisten. Hiermit soll die biochemi-
sche Analytik fir ADAM10 verbessert werden, um damit neue mechanistisch und therapeu-
tisch orientierte ADAM10-Studien zu ermdglichen. In einem zweiten Teil sollte — mit Hilfe
dieser verbesserten Analytik — die funktionelle Konsequenz der Spaltung des Membranpro-
teins NrCAM durch ADAM10 und seine Eignung als Biomarker fiir Anderungen der
ADAM10-AKktivitat in vivo untersucht werden. ADAM10 schneidet eine grof’e Anzahl unter-
schiedlicher Substrate, was im Rahmen einer therapeutischen ADAM10-Aktivierung zu ent-
sprechenden, Therapie limitierenden Nebenwirkungen fuihren kénnte. Jedoch kdnnten diese
Substrate — zusammen mit APP — als mdgliche Biomarker genutzt werden, um die
ADAM10-AKktivitat in klinischen Studien zu iberwachen und neue selektive ADAM10-

Aktivatoren zu entwickeln. Diese Arbeit zeigt, dass das neuronale Zelladhasionsmolekiil
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NrCAM als ein solches Substrat — und somit Biomarker — in Frage kommt. Desweiteren
zeigt diese Arbeit, dass ADAM10 NrCAM-abhéngig das Auswachsen von Neuriten reguliert,
indem die Protease NrCAMSs neuronale Zelloberflachenexpression kontrolliert. In priméren
murinen Neuronen liel? sich die NrCAM-Spaltung interessanterweise — im Gegensatz zu
APP — nicht durch den generellen ADAM10-Aktivator Acitretin stimulieren. Folglich
scheint eine Substrat-spezifische ADAM10-Aktivierung entgegen bisheriger Erwartungen
maoglich zu sein. Diese Beobachtungen konnten in der Folge auch in einer proteomischen
Analyse von Patientenliquorproben einer klinischen Phase I1-Studie bestétigt werden. Zudem
konnte hierbei gezeigt werden, dass nicht nur NrCAM, sondern auch die meisten anderen bis-
her identifizierten ADAMZ10-Substrate durch die Acitretinbehandlung unbeeintrachtigt blie-

ben.
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