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EINLEITUNG

1 Einleitung

Zellen sind die grundlegenden, strukturellen und funktionellen Bauelemente aller Lebewesen,
und ihre differenzierte Anordnung und Funktion fiihrt zur Vielfalt der Organismen. Ein
wesentlicher Schritt in der Evolution von Einzellern zu mehrzelligen Organismen muss die
Erlangung der Féhigkeit der einzelnen Zelle gewesen sein, mit anderen Zellen in direkten
physischen und kommunikativen Kontakt zu treten. Alle mehrzelligen Organismen sind in
Zellverbdnden - den Geweben - organisiert, die sich zu grofleren Funktionseinheiten, den
Organen, verbinden. Spezifische Interaktionen zwischen einzelnen Zellen oder einer Zelle
und der sie umgebenden extrazelluliren Matrix kennzeichnen eine dynamische
Gewebearchitektur und die Entstehung komplexer Strukturen. Die extrazelluldre Matrix ist
ein komplexes Netzwerk aus Proteinen und Kohlenhydraten und fiillt nicht nur den Raum
zwischen den Zellen aus, sondern fordert deren Zusammenhalt maf3geblich.

Die Zell-Adhision ist ein grundlegend notwendiger Prozess, sei es fiir die Entwicklung von
Einzellern zu Vielzellern im Laufe der Evolution oder die Ausbildung von Geweben und
Organen wihrend der Embryogenese. Die Adhidsion von Zellen ist nicht nur Bestandteil
morphoregulatorischer Prozesse wie die Ausprigung der Zelldifferenzierung und der Erhalt
der Gewebeintegritit'*, sondern umfasst auch dynamische Vorginge bei der Immunantwort’
und der neuronalen Informationsverarbeitung®. Verantwortlich fiir die Zell-Adhision ist die
kombinatorische Expression und Interaktion einer heterogenen Klasse von membranstidndigen
Proteinen’. Diese Zell-Adhisionsmolekiile sind transmembrane Glykoproteine, welche
einerseits iiber ihren extrazelluliren Anteil fiir das Anheften von Zellen sorgen und
andererseits diesen Kontakt intrazellulir iiber das Zytoskelett verankern®.
Zell-Adhidsionsmolekiile sind ebenfalls an komplexen intrazelluldren Prozessen beteiligt, die
zur Umstrukturierung des Zytoskeletts und zur Induktion von Signalkaskaden fithren kdnnen.
Diese intrazelluldiren Vorginge konnen ihrerseits Affinitit, Expressionsmuster und Spezifitét
von Oberflichen-Rezeptoren beeinflussen’”. Ebenfalls erfiillen sie vielfiltige Aufgaben bei
der Morphogenese und Homdostase von Geweben und sind bei pathologischen Prozessen wie
der Tumorgenese und Metastasierung von Bedeutung'®''. Um die Vielfalt der durch Zell-
Adhésionsmolekiile beeinflussten Vorginge zu verstehen, werden im Folgenden die einzelnen

Klassen dieser Molekiile genauer betrachtet.
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1.1 Zell-Adhéasionsmolekiile

Aufgrund struktureller Merkmale beziiglich ihrer Primérstruktur lassen sich Zell-
Adhisionsmolekiile in vier Hauptfamilien und weitere kleinere Gruppen einteilen'?. Zu den
Hauptfamilien gehoren die Integrine, die Selektine, Mitglieder der Immunglobulin-
Superfamilie (IgSF) und die Gruppe der Cadherine. Weitere Gruppen sind z.B. die
Syndekane® und die Disintegrine'®. Zell-Adhisionsmolekiile werden, abgesehen von ihrer
Struktur, auch beziiglich ihrer Adhdsionsmechanismen voneinander abgegrenzt. Wegen des
Einflusses von zweiwertigen Kationen (Ca®", Mg>" oder Mn”") auf die Funktion von einigen
Zell-Adhidsionsmolekiilen, wird zwischen einer Ca2+-abhéingigen und einer Ca’'-
unabhingigen Zell-Adhision unterschieden'. Dariiber hinaus stellt man die homotypische
Interaktion zwischen Molekiilen gleichen Typs der heterotypischen Interaktion zwischen
unterschiedlichen Molekiilen gegeniiber'®. Im Folgenden werden hier die besonderen

Merkmale der vier groBen Gruppen von Zell-Adhésionsmolekiilen genauer beschrieben.

1.1.1 Die Integrine

Integrine sind die vorherrschenden Rezeptoren fiir die Zell-Matrix-Adhésion und spielen bei
Vertebraten aullerdem eine wichtige Rolle bei der Zell-Zell-Adhésion. Integrine sind
Heterodimere, die aus einer a- und einer B-Untereinheit bestehen. Bisher wurden in Sdugern
18 a- und 8 B-Untereinheiten identifiziert, die gemeinsam eine Vielzahl von unterschiedlichen
Integrinen bilden konnen'’. Die durch Integrine vermittelte Zell-Adhision ist abhingig von
zweiwertigen Kationen, die an der extrazelluliren Domine der o-Untereinheit binden'®.
Dariiber hinaus zeigen Integrine eine heterotypische Interaktion mit Komponenten der
extrazelluliren Matrix wie Kollagen, Laminin oder Fibronektin (Fn) und mit Mitgliedern der
Immunglobulin-Superfamilie. Wéhrend einige Integrine nur einen oder wenige Liganden
binden, weisen andere ein groBes Spektrum an Liganden auf'’. Intrazelluldr sind fast alle
Integrine iiber die PB-Untereinheit und submembranidre Plaqueproteine wie a-Aktinin,

221 Durch Bindung der

Vinculin, Talin und Paxillin mit dem Aktin-Zytoskelett verbunden
Integrine an die extrazellulire Matrix bilden sich ,Integrincluster”, wodurch es auf der
zytoplasmatischen Seite zum Aufbau von Aktinfasern kommt. Diese Neuordnung von
Aktinfasern zu grofleren Fasern verstirkt wiederum die Integrinclusterbildung. Auf diese

Weise bilden sich groBere Aggregate aus EZM-Proteinen (EZM, extrazellulire Matrix),
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Integrinen und Zytoskelettproteinen, d.h. die Integrine ,,integrieren” die EZM und das

Zytoskelett, worauf die Namensgebung dieser Klasse von Glykoproteinen beruht.

1.1.2 Die Selektine

Die Selektinfamilie besteht aus nur drei Mitgliedern, dem L-Selektin (exprimiert auf
Leukozyten), E-Selektin (ausschlieBlich exprimiert auf Zytokin-aktivierten Endothel-Zellen)
und P-Selektin (exprimiert auf Thrombozyten und Endothelzellen)***. Selektine sind stark
glykosylierte Adhésionsmolekiile, deren extrazellulirer N-Terminus eine Lektin-Domine,
eine EGF-dhnliche (EGF, ,,Epidermal Growth Factor*) Doméne und eine Selektin-spezifische
Konsensussequenz enthélt. Die Lektin-Doméne bindet Ca’'-abhingig an spezifische
Kohlenhydratstrukturen®*®.  Hiufig interagieren Selektine iiber die sialylierten
Saccharidstrukturen mit Glykoproteinen aus der Familie der Muzine. Diese
membranstindigen Glykokonjugate kdnnen von mehreren Selektinen gleichzeitig gebunden
werden und weisen eine Sensitivitit fiir O-Sialoglykoproteasen auf, die die einzelnen Lektine
selektiv wieder abspalten konnen. Damit ermdglichen sie eine Regulation der
Adhésionsstiarke zwischen Zellen und der extrazelluliren Matrix. Fiir P-Selektine ist des
Weiteren eine Bindung an sulfatierte Proteoglykane, 3-sulfatierte Galaktosylzeramide und
Heparin bekannt®®. Ein Ligand fiir P-Selektin ist der P-Selektin-Glykoprotein-Ligand-1
(PSGL-1), ein Muzin-dhnliches Protein, welches auf der Oberfldache einer Subpopulation von
T-Lymphozyten lokalisiert ist *’.

Selektine ermoglichen den initialen Kontakt von Leukozyten mit dem Endothel und spielen
somit eine entscheidende Rolle bei Entziindungsprozessen™. Durch ihre Proteinstruktur und
thre speziellen molekularen Bindungseigenschaften initiieren sie die Leukozytenadhision;
nach der transienten Bindung der korrespondierenden Liganden erfahren die Leukozyten aus
dem flieBenden Blutstrom eine ,rollende Verlangsamung® entlang der GefdBwand.
Anschliefend vermitteln Adhésionsmolekiile aus der Familie der Integrine wie LFA-I1
(,,lymphocyte function-associated antigen-1°) oder Mac-1 (,,macrophage antigen-1°) die feste

Bindung der Leukozyten am Endothel*’.
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1.1.3 Die Immunglobulin-Superfamilie

Bei den Molekiilen der Immunglobulin-Superfamilie handelt es sich um eine grof3e
heterogene Familie von transmembranen Zell-Adhédsionsmolekiilen mit iiber 100 Mitgliedern
innerhalb der Vertebraten’'. Diese Proteine der Zelloberfliche vermitteln neben
Antigenerkennung, Komplementbindung und Signaliibertragung auch Funktionen zelluldrer
Adhision™. Charakterisieren lassen sich die Vertreter der Immunglobulin-Superfamilie durch
eine variierende Anzahl von Immunglobulin-Dominen (Ig-Dominen) im Bereich des
N-Terminus. Mitglieder der Immunglobulin-Superfamilie vermitteln eine Ca**-unabhingige
homotypische und heterotypische Adhésion. Das neuronale Zell-Adhisions-Molekiil NCAM
(,,Neural Cell Adhesion Molecule®) zeigt beispielsweise auch homotypisches Bindungs-
verhalten, wéhrend Vertreter der ICAM-Subfamilie (ICAM, ,Inter Cellular Adhesion
Molecule*) eine heterotypische Interaktion mit Integrinen auf der Oberfliche von Leukozyten
eingehen’. Abgesechen von einer Beteiligung bei der Immunantwort, spielen die Mitglieder
der Immunglobulin-Superfamilie eine wichtige Rolle bei der Entwicklung des Zentralen
Nervensystems™. Zudem sind Molekille der Immunglobulin-Superfamilie auch an
pathologischen Prozessen wie Entziindungen und der Tumorinvasion beteiligt. Die
Expression von verschiedenen Vertretern dieser Gruppe ist wihrend der Melanomentstehung
bei einer Vielzahl von Melanomen hochreguliert und geht mit der Trennung von Névuszellen
und Keratinozyten und dem Ubergang von der radialen Wachstumsphase in die vertikale

Wachstumsphase einher*,

1.1.3.1 L1-Neuronales Zell-Adhisionsmolekiil

Das neuronale Zell-Adhésionsmolekiil L1 (L1-NCAM) mit einem Molekulargewicht von

3337 und ist das

220 kDa wird im Nervensystem als transmembranes Glykoprotein exprimiert
namensgebende Mitglied der L1-Unterfamilie der Immunglobulin-Superfamilie. Diese Zell-
Adhésionsmolekiile besitzen eine homologe Doménenstruktur, die bei den Wirbeltieren aus
sechs Immunglobulineinheiten, fiinf Fibronektin-dhnlichen Dominen, einer Transmembran-
doméne sowie einer stark konservierten intrazelluliren Doméne besteht. Innerhalb der
Wirbeltiere sind vier Vertreter der L1-Familie beschrieben: L1, Neurofascin, das ,,Neural glial
Cell-Adhesion Molecule related Cell Adhesion Molecule® (NrCAM) und das ,,Close

Homolog of L1 (CHL1)’™*. Diese vier Vertreter leiten sich vermutlich phylogenetisch von

einem gemeinsamen Vorldufer ab. In Genomen verschiedener Arthropoden wurde nur eine
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Form von L1 identifiziert, so konnten die vier L1-Mitglieder, dhnlich wie es fiir andere
Genfamilien beschrieben ist, durch sequentielle Genomduplikation entstanden sein*'. Allen
L1-Mitgliedern gemeinsam ist eine Beteiligung an der Entwicklung des Nervensystems. Thre
Funktion besteht im allgemeinen in der Vermittlung von Zell-Zell-Kontakten im
Nervensystem. Dort sind sie aulerdem an Prozessen wie Zellmigration, Myelinisierung,
axonalem Wachstum und axonaler Wegfindung beteiligt’®***. Die L1-Mitglieder werden
aber auch von einigen nicht-neuronalen Zelltypen exprimiert, so wurde fiir L1 und NrCAM
eine Expression in transformierten, metastasierenden Krebszellen gezeigt'. L1 wurde im
Zentralen Nervensystem auf einer Gruppe von sich entwickelnden Neuronen, aber auch auf
Axonen zahlreicher Nervenzellen des adulten Nervensystems nachgewiesen. Im peripheren

Nervensystem wird L1 dariiber hinaus von Schwann’schen Zellen exprimiert’’™**

. L1 ist in
zahlreiche Prozesse des sich entwickelnden und adulten Nervensystems involviert wie der
Zellmigration®*, dem Axonwachstum’”', der Axonfaszikulierung®?, der Synaptogenese und
der Myelinisierung von Neuronen®. Dariiber hinaus steuert es Prozesse wie die
Regenerierung von Nervenzellen™ und fordert das Uberleben von Neuronen. L1 wird auch
eine Rolle bei Lern- und Gedéchtnisleistungen zugeschrieben®”.

Die Funktionen von L1 scheinen vor allem durch homophile und heterophile Interaktionen
vermittelt zu werden. Zu den heterophilen Bindungspartnern des L1-Molekiils zédhlen

- . 56,57
verschiedene Formen der Integrine™

sowie Komponenten der extrazelluldren Matrix wie
Laminin und zahlreiche Proteoglykane wie Neurokan und Phosphakan****®. Weiterhin
interagiert das L1-Molekiil mit Liganden wie Contactin (F3/F11)°', CD166 (DM1-GRASP)*

5263 Interaktionen mit L1

und TAG-1 (,,Transient Axonal Glycoprotein-1“, Axonin-1)
konnten auch fir die Molekile NCAM®, CD9% sowie fir CD24 (Nectadrin)®®®’
nachgewiesen werden. Ein klinisches Interesse an L1 erklért sich durch die Entdeckung, dass
Mutationen im L1-Gen zu einer x-chromosomal rezessiv vererbbaren neurologischen
Erkrankung, dem CRASH-Syndrom fiihren. Die Abkiirzung CRASH steht fiir ,,corpus
callosum hypoplasia, mental retardation, adducted thumbs, spasticity paraplegia and
hydrocephalus* und fasst die fiir diese Erbkrankheit charakteristischen Symptome
zusammen®®,

Bis heute wurden etwa 100 verschiedene pathogene Mutationen im L1-Gen identifiziert. Die
Schwere der Krankheit variiert zwischen Patienten mit unterschiedlichen L1-Mutationen, aber
auch zwischen Patienten mit derselben Mutation. Fiir das CRASH-Syndrom scheint damit

eine einfache Genotyp-Phinotyp-Korrelation zu fehlen. Um ein Tiermodell fir die Krankheit

zu etablieren, wurden transgene Mause mit einer Null-Mutation im L1-Gen hergestellt. Diese
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Mutante zeigt Defekte, die man auch bei Menschen mit L1-Mutationen feststellen kann. Die
Tiere stellen damit ein Modell dar, um die molekularen und zelluliren Mechanismen zu
untersuchen, die zu der abnormen Entwicklung des Nervensystems von CRASH-Patienten

fiihren®®7°,

1.1.4 Die Cadherin-Superfamilie

Cadherine (,,Ca-adherine*) sind Kalzium-bindende, glykosylierte Transmembranproteine,
deren extrazelluldrer Bereich durch eine Wiederholung von Cadherin-typischen
Homologiedominen (Cadherin-Doméne, ,,Cadherin repeat™) gekennzeichnet ist. Sie
vermitteln eine Ca’’-abhingige, im allgemeinen homotypische Interaktion und werden in
zahlreichen Geweben exprimiert’'. Durch ihre Funktion bei der Zell-Adhision spielen die
Cadherine neben der Stabilisierung von Zell-Zell-Kontakten auch bei der embryonalen
Morphogenese, der Erhaltung der Zellpolaritit und bei der Signaltransduktion eine
entscheidende Rolle. Bislang sind iiber 300 Cadherin-Sequenzen in Vertebraten bekannt, von
denen allein im Menschen iiber 80 vorkommen’?. Gemeinsam sind allen Cadherinen mehrere
extrazelluldre Cadherin-Motive. Die Cadherin-Doméne weist groBe strukturelle Ahnlichkeit
mit der Immunglobulin-Domine auf und ist aus einer zylindrischen Anordnung eines
B-Faltblattes aufgebaut, welches aus sieben antiparallelen Einzelstrangen (,,3-barrel*) besteht.
Allerdings ist ein gemeinsamer Ursprung der Cadherin- und der Immunglobulindoméne
fraglich, da weder Sequenzhomologien noch vergleichbare Genstrukturen vorliegen. Die
Strukturdhnlichkeit beider Doméanen wird als ein Beispiel fiir die konvergente Evolution eines
Proteinmoduls interpretiert””. Eine Cadherin-Domine ist ca. 100 Aminoséuren lang, evolutiv
sehr konserviert und besitzt negativ geladene Sequenzmotive, welche Ca”"-abhingige,
homophile Bindungen vermitteln. Uber kurze, ca. zehn Aminosiuren lange Linkersequenzen,
wiederholen sich diese Doménen tandemartig zwischen 5- bis 34-mal, wobei die Dominen
beginnend am N-terminalen Ende durchnummeriert werden.

Die Ausrichtung der einzelnen Cadherin-Doménen scheint mafigeblich durch die Bindung
von Ca*"-Tonen beeinflusst zu werden. Diese zwischen den einzelnen Cadherin-Dominen
liegenden Ca”*-Bindungsstellen zeichnen sich durch die konservierten Sequenzmotive LDRE,
DXNDN und DXD aus. Diese Aminosiuren bilden am Ubergang von zwei Cadherin-
Dominen eine Art Tasche, in der Ca**-Ionen iiber die sauren Seitengruppen von Glutamin-

und Asparaginsiure stabilisiert werden’*. Mit Ausnahme des T-Cadherins (,,Truncated-
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Cadherin®), welches iiber einen GPI-Anker mit der Zellmembran verbunden ist”’, besitzen
alle Cadherine eine Transmembrandoméne. Der sich anschlieBende zytoplasmatische Anteil
variiert innerhalb der Cadherin-Superfamilie. In Abb. 1 sind vier der Cadherin-Subfamilien

mit ihren jeweiligen zytoplasmatischen Verankerungen schematisch dargestellt.

Klassische Desmosomale Proto- 7-Doméinen-
Cadherine Cadherine cadherine Cadherine

@ B-Catenin
Plakoglobin,

Abb. 1: Die Cadherin-Superfamilie. Struktur und intrazellulare Interaktionspartner von Vertretern der
verschiedenen Cadherin-Subfamilien. Klassische und desmosomale Cadherine sind Uber Armadillo-
Proteine mit dem Zytoskelett verbunden, wahrend Mitglieder der Protocadherinfamilie mit der Fyn-
Tyrosinkinase (Fyn) interagieren. Fur die Vertreter der 7-D-Cadherine wurden bislang keine
zytoplasmatischen Interaktionspartner gefunden. EZ: extrazelluldr, TM: Transmembran und ZP:
zytoplasmatisch. Verandert nach Gessner und Tauber, 2000.

Die Cadherine werden hinsichtlich besonderer Strukturmerkmale wie der Anzahl der
Cadherin-Doménen, aber auch aufgrund der zytoplasmatischen Domine und der Grof3e eines
Cadherins sowie anhand von Gen-Clustern in verschiedene Subfamilien unterteilt’®””: die
desmosomalen Cadherine, Protocadherine, Proteinkinase-Cadherine, Fat-dhnliche Cadherine,
7-Dominen-Cadherine und die klassischen Cadherine. Im Folgenden wird kurz auf die
wesentlichen Merkmale der einzelnen Subfamilien eingegangen, bevor die klassischen

Cadherine genauer betrachtet werden.

1.1.4.1 Desmosomale Cadherine

Desmosomale Cadherine sind am Aufbau von Desmosomen (Macula adhaerens) beteiligt und

werden in Desmogleine und Desmocolline unterteilt, von denen bislang jeweils drei Vertreter
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bekannt sind’®. Sie besitzen wie klassische Cadherine extrazellulér fiinf Cadherin-Domaénen,
aber ihre zytoplasmatischen Anteile zeigen nur eine partielle Homologie zu denen der
klassischen Cadherine’. Die Armadillo-Proteine Plakoglobin und Plakophilin verkniipfen die
desmosomalen Cadherine mit dem Intermediérfilament. Desmocollin und Desmoglein
interagieren in einer homo- und heterotypischen Weise®® und bilden zusammen mit
Plakoglobin einen Komplex, der hinreichend fiir die Vermittlung von Zell-Zell-Adhésion in

Zellkultur-Experimenten ist®.

1.1.4.2 7-Doméanen-Cadherine

Die 7-Dominen-Cadherine (7-D-Cadherine) besitzen als gemeinsame Strukturmerkmale
sieben Cadherin-Doméidnen und einen kurzen, etwa 25 Aminosduren umfassenden,
zytoplasmatischen Anteil®. Das LI (,Liver Intestine®)- und das Ksp (,,Kidney specific*)-
Cadherin sind die bislang einzigen Mitglieder dieser F amilie®®. Als erster Vertreter der 7-D-
Cadherine wurde das LI-Cadherin aus der Ratte identifiziert*. LI-Cadherin wird vorwiegend
im Darm exprimiert” und zeigt eine basolaterale Verteilung entlang der Zell-Zell-
Kontaktfliche benachbarter Enterozyten, ist aber von spezialisierten Membranbereichen wie
der Zonula occludens (,,Tight Junctions®), der Zonula adhaerens (,,Adherens Junction*) und
der Macula adhaerens ausgeschlossen®. Dies gilt nicht fiir klassische und desmosomale
Cadherine. LI-Cadherin ist nicht wie klassische Cadherine zytoplasmatisch iiber Catenine mit
dem Aktin-Zytoskelett verbunden, vermittelt aber dennoch Zell-Zell-Aggregation®®. Diese
zelladhdsive Wirkung des LI-Cadherins ist unabhéngig von etwaigen zytoplasmatischen
Interaktionen, da auch ein nur iiber einen GPI-Anker mit der Membran verbundener
extrazellulirer Bereich des LI-Cadherins Zellen zur Aggregation bringt®. Zudem konnten
zytoplasmatische Bindungspartner des LI-Cadherins bislang nicht identifiziert werden.

Mit der Identifizierung des Ksp-Cadherins aus der Kaninchen-Niere wurde ein weiteres
Mitglied der 7-D-Cadherine entdeckt®. Wie LI-Cadherin zeigt auch Ksp-Cadherin ein
gewebespezifisches Expressionsmuster und eine vergleichbare subzellulire Verteilung. Das
Ksp-Cadherin ist in der basolateralen Membran aller Epithelzellen der Nierentubuli und des
Sammelrohres lokalisiert, es ist jedoch nicht in den Glomeruli der Niere nachzuweisen®’.
Transkripte des Ksp-Cadherins sind im Laufe der Embryonalentwicklung auch in der Lunge
der Maus zu finden® und lassen auf eine Beteiligung des Ksp-Cadherins bei der
Differenzierung von Geweben schlieBen. Untersuchungen zur Expression und subzelluldren

Lokalisation von LI-Cadherin in der Darmmucosa bei Patienten mit kolorektalem Karzinom
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weisen eine verminderte Expression von LI-Cadherin auf, insbesondere in Bereichen
schlechter Differenzierung. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass LI-Cadherin in
gastrointestinalen Karzinomen vermindert exprimiert wird. Die molekularen Ursachen der

verminderten Expression sind noch nicht geklart™.

1.1.4.3 Protocadherine

Protocadherine stellen mit etwa 70 Vertretern in Sdugern die grofte Subfamilie der Cadherin-
Superfamilie dar’’. Sie besitzen bis zu sieben (meist sechs) Cadherin-Doménen und einen
zytoplasmatischen Bereich, der keine Homologie zu dem der klassischen Cadherine aufweist.
Die als ,Cadherin-related-Neuronal-Receptors® (CNR) bezeichneten Mitglieder der
Protocadherin-Subfamilie interagieren intrazelluldr mit der Fyn-Tyrosinkinase aus der Src-
Familie’'. Mit der Entdeckung von 52 humanen Protocadherinen, die in drei Genclustern (o-,
B- und 7y-Protocadherine) arrangiert sind, gewinnen die Protocadherine zunehmend an
Bedeutung. Eine  mogliche  Funktion wird im  Zusammenhang mit der
Informationsverarbeitung des Zentralen Nervensystems diskutiert’’. Zudem sind Vertreter der
Protocadherine an der kontrollierten Segmentierung des Mesoderms zu den Somiten beteiligt.
Die Bildung der Spalte zwischen zwei Somiten wird durch ein rdumlich alternierendes
Genexpressionsmuster im prasomitischen Mesoderm angekiindigt. Zellen, die beginnen, den
posterioren Anteil eines neuen Somiten zu bilden, schalten einen Gensatz ein, wihrend die
Zellen, die den anterioren Anteil des nachfolgenden Somiten bilden werden, einen Satz
anderer Gene exprimieren. Hierbei koordinieren unter anderem paraxiale Protocadherine die
Polaritét der Zellen im Mesoderm und fungieren als Zell-Adhésionsmolekiile. Dariiber hinaus
aktivieren sie iiber einen bislang unbekannten Signalweg ,,c-Jun NH-terminale Kinasen*

(JINKs)*>™.

1.1.4.4 Klassische Cadherine

Die tiber 20 bekannten klassischen Cadherine besitzen N-Terminal ein Propeptid, welches im

d’*7 und fiinf extrazellulire

Laufe ihrer Biosynthese durch Endoproteasen abgespalten wir
Cadherin-Doménen’". Sie lassen sich aufgrund eines konservierten HAV-Sequenzmotives in
der ersten Cadherin-Domine weiter unterteilen’'. Wihrend die klassischen Cadherine des
Typs 1 das HAV-Motiv besitzen, ist dies bei den klassischen Cadherinen des Typs 2 nicht der
Fall. Ein Unterschied im Adhédsionsverhalten der beiden Cadherin-Typen konnte jedoch nicht

nachgewiesen werden’”’. Auf der Zellmembran bilden klassische Cadherine parallele Cis-

10
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Dimere. In dieser Konformation vermodgen diese, eine Trams-Dimerisierung mit einem
identischen Cadherin-Dimer benachbarter Zellen zu bilden und {iberbriicken so den
extrazelluliren Raum zwischen den Zellen. Der Transmembrandoméne folgt ein etwa 150
Aminosduren umfassender zytoplasmatischer Anteil, der hochkonservierte Abschnitte
enthilt'®. Uber diese konservierten intrazelluliren Doménen interagieren die klassischen
Cadherine iiber verschiedene Interaktionspartner. Einer dieser Bereiche beinhaltet ein
Bindungsmotiv fiir die sogenannten Armadillo-Proteine p-Catenin und Plakoglobin

11 " Bin weiteres

(y-Catenin) und wird auch als Catenin-Bindungssequenz bezeichnet
Armadillo-Protein, p120ctn, bindet membrannah an die zytoplasmatische Doméne der
klassischen Cadherine und scheint deren Bindungsstirke iiber die Modulation der GTPasen
RhoA, Rac und Cdc42 zu regulieren'®.

Die klassischen Cadherine sind iiber a-Catenin, welches an B-Catenin bindet, mit dem Aktin-
Zytoskelett verkniipft und beeinflussen iiber die Interaktion mit B-Catenin auch den Wnt-

103104 " Der Wnt-Signaltransduktionsweg ist in verschiedene Differenzierungs-

Signalweg
ereignisse wihrend der embryonalen Entwicklung involviert und spielt zudem eine wichtige
Rolle bei der Tumorentstehung. Wnt-Signale transmittieren in den Zellkern durch die
zytosolische Komponente -Catenin. In der Abwesenheit von Wnt wird B-Catenin konstitutiv
in den Proteasomen degradiert. In Gegenwart von Wnt ist f-Catenin stabilisiert und kann mit
den HMG-Box-Transkriptionsfaktoren (HMG, ,,High Mobility Group®) der ,.Lymphoid
Enhancer binding Factor/T-Cell-Factor-Familie* (LEF/TCF-Familie) assoziieren. Der
Komplex aus LEF/TCF/B-Catenin aktiviert spezifische Wnt-Zielgene. Die klassischen
Cadherine vermitteln einerseits eine eher ,,diffuse* Adhédsion entlang der gesamten Zell-Zell-
Kontaktflache, andererseits konzentrieren sie sich in diskreten Kontaktzonen, den Zonulae

«19) Diese spezifischen Membrankontakte stabilisieren die

adherens (,,Adherens Junctions
Zellen in einem Epithelverband iiber das Aktin-Zytoskelett und fithren zu einer Trennung von
apikalen und basolateralen Membranbereichen’®. Hierdurch wird eine Polarisierung der

106

Zellen induziert Zu der Familie der klassischen Cadherine gehdren neben dem

plazentalen-, retinalen- und vaskular/endothelialen-Cadherin das epitheliale- und das

neuronale-Cadherin, welche hier im Folgenden genauer beschrieben werden.

1.1.4.4.1 Epitheliales-Cadherin

Epitheliales-Cadherin (E-Cadherin, Uvomorulin'®’) gilt als Hauptvertreter der klassischen

Cadherine. Das Gen, lokalisiert auf Chromosom 16q22.1, umfasst 16 Exons, welche ca.

11
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100 kb genomische DNA umspannen. Das Protein besteht aus einer 80 kDa groflen
extrazelluliren Domine, einer 15 kDa groflen transmembranen sowie einer ebenfalls 15 kDa
grolen zytoplasmatischen Doméne, die in direkter Verbindung mit Funktionsproteinen des
Zytoskeletts steht. Es wird in zahlreichen Epithelien exprimiert und besitzt eine zentrale
Funktion in der Embryogenese. Schon in der frithen Embryonalentwicklung werden in der
Zygote maternale E-Cadherin-Transkripte und E-Cadherin-Protein bereitgestellt, bevor die
zygotische Transkription mit dem Zwei-Zell-Stadium einsetzt'®'%. E-Cadherin ist in der
Priimplantationsphase flir die Kompaktierung im Acht-Zell-Stadium unerldsslich, wobei
E-Cadherin an der Zelloberfliche an den Zell-Zellkontakten der Blastomeren konzentriert
wird""’. Die bisher leicht zusammengehaltenen Zellen erhdhen dabei die Adhésionskraft
untereinander und formen eine dicht gepackte Morula. Wéhrend sich der Eizylinder bildet,
exprimieren zunéchst alle Zellen Cadherin, doch zu Beginn der Gastrulation wird E-Cadherin
in Zellen des Epiblasten, die die epithelial-mesenchymale Transdifferenzierung (EMT)
durchlaufen, bei der Bildung des Mesoderms abgeschaltet''"''2. Die Expression im Ektoderm

113,114 . L
", Kurz darauf, wenn die Neurulation im

und im Entoderm bleibt wihrenddessen erhalten
Ektoderm eingeleitet wird, schalten die Zellen, die zu Neuroektoderm differenzieren,
E-Cadherin ab und beginnen stattdessen N-Cadherin zu exprimieren'>''°. AuBerdem ist der
E-Cadherin-Catenin-Komplex wichtig fiir die Ausbildung der epidermalen Polaritéit, die
Kontrolle der Proliferation und fiir Mechanismen der Kontaktinhibition.

Fiir E-Cadherin konnte erstmals eine heterophile Interaktion mit aEf7-Integrin, welches auf
intraepithelialen Lymphozyten lokalisiert ist, gezeigt werden''''®. E-Cadherin vermittelt so
eine Bindung von intraepithelialen Lymphozyten an die Enterozyten des Diinndarmepithels.
E-Cadherin-defiziente Maiuse zeigen eine prédnatale Letalitdt und sterben wéhrend der
Implantation der Blastozyste in die miitterliche Schleimhaut. In diesem Entwicklungstadium
sind die Ausbildung von trophoektodermalen Epithelien und die Formung des Blastozoels
gestort'"”. Eine gestorte Expression von E-Cadherin in Zellen ist zudem ein wesentlicher
Bestandteil der Tumorentwicklung und Zellmetastasierung. So wurde der Verlust von

E-Cadherin mit erhdhter Malignitit von Tumoren und niedrigeren Uberlebensraten in

Verbindung gebracht'’.

1.1.4.4.2 Neuronales-Cadherin

Das neuronale-Cadherin (N-Cadherin) wurde zuerst im Muskel und in neuronalen Geweben

entdeckt, wo es unter anderem das Neuritenwachstum und die Synaptogenese reguliert’”.

12
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Weitere Funktionen in unterschiedlichen Organen wie z.B. der Einfluss auf die Entwicklung

120.121 * N_Cadherin-vermittelte

der Retina oder die Nephrogenese wurden beschrieben
Adhidrenzverbindungen spielen daneben eine zentrale Rolle in der kardialen Morphogenese.
Neben der mechanischen Verbindung des Kardiomyozytenverbandes werden weitere
wesentliche Funktionen von N-Cadherin diskutiert. Verschiedene Studien belegen den
Zusammenhang  zwischen  N-Cadherin und  Zelldifferenzierung, = Morphogenese,
Myofibrillogenese sowie der Neubildung von Glanzstreifen mit dem nachfolgenden Einbau
von ,,gap junctions®. Dariiber hinaus unterstiitzt N-Cadherin die Zellmotilitidt und fordert die
Invasion und Metastasierung von Melanomzellen. Der Cadherin-Wechsel (,,switch*) von E-
zu N-Cadherin in Melanomzellen fordert die Interaktion von Melanomzellen mit Zellen des
Stromas wie den Fibroblasten sowie mit Endothelzellen'*. So fiihrt die N-Cadherin-
Expression in verschiedenen Brustkrebszellen zu einer Zunahme der Invasivitit und in
Plattenepithelkarzinomzellen zu einem wenig adhisiven Phiantoyp wie er typisch fiir invasive
Tumorzellen ist'>'**. Vermutet wird eine Wechselwirkung zwischen N-Cadherin-
exprimierenden Tumorzellen und dem Endothelium, was zu einer gesteigerten
Blutversorgung der Tumorzellen und damit zu einem gesteigerten Wachstum fiihrt'**'’,
Andere Ergebnisse wiederum zeigen eine deutliche Korrelation zwischen dem Verlust der
N-Cadherin-Expression bei hohergradig malignen Karzinomen und dem Auftreten von

Lymphknotenmetastasen'**.

1.2 Modelle der homotypischen Cadherin-Interaktion

Ein Grundprinzip der Funktion der Cadherine innerhalb der Gruppe der Zell-Adhésions-
molekiile besteht in der Eigenschaft, homotypische Adhédsion zwischen Zellen zu vermitteln.
Der Mechanismus der homotypischen Cadherin-Interaktion ist nicht eindeutig aufgeklart,
allerdings werden fiir klassische Cadherine unterschiedliche Modelle dieser Interaktion
diskutiert' ",

Die Entdeckung, dass Zellpopulationen, die wunterschiedliche klassische Cadherine
exprimieren, separate Aggregate bilden konnen, lieferte einen ersten Hinweis fiir eine
homotypische Interaktion zwischen Cadherinmolekiilen'*?. Interaktionen zwischen den
extrazelluldren Doménen sind aufgrund der dreidimensionalen Struktur in zwei verschiedenen
Konfigurationen moglich. Diese beiden Interaktionstypen wurden ,,strand-dimer” und

,adhesion dimer* genannt”. Hierbei konnte unabhiingig voneinander gezeigt werden, dass

Cadherine lateral iiber ihre extrazelluliren Bereiche parallel dimerisieren (Cis-Dimere oder

13
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»strand dimer®), und dass diese Cis-Dimere Voraussetzung flir die Adhédsionsvermittlung
sind”>'3*1% Somit sind die Cis-Dimere als funktionelle Einheiten der Cadherine anzuschen,
die eine Cadherin-vermittelte Zell-Zell-Adhésion iiber die Bildung sogenannter 7rans-Dimere
(,,adhesive dimer”) durch antiparallele Interaktion mit einem Cis-Dimer auf der
gegeniiberliegenden Zelle erst ermoglichen. Unklarheit besteht aber dariiber, welche
Cadherin-Doménen fiir die laterale Interaktion und welche fiir die Ausbildung von Trans-
Dimeren verantwortlich sind. Abb. 2 fasst die Bildung homotypischer Cadherin-Dimere und
den Einfluss von Ca®"-Ionen auf die Konformation der Cadherin-Ektodoméne am Beispiel
eines klassischen Cadherins schematisch zusammen. Untersuchungen des Adhésions-
verhaltens von chiméren Proteinen, die aus unterschiedlich grolen extrazelluldren Anteilen
von E- und P-Cadherin bestehen, fiihrten zu der Annahme, dass die erste Cadherin-Doméne
(EC1) fiir die Spezifitit der Adhision hauptsichlich verantwortlich ist'*.

Insbesondere wurde dem in klassischen Cadherinen des Typs I konservierten HAV-Motiv
eine besondere Rolle zugeschrieben'”’, jedoch zeigen neuere Arbeiten, in denen dieses
Sequenzmotiv mutiert oder deletiert wurde, dass das HAV-Motiv die homotypische

Interaktion nicht beeinflusst'>>'’.

14
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Monomere

ohne Ca?" mit Ca*

Abb. 2: Modell der Cadherin-Interaktion. Erst bei Anwesenheit von Ca*"-lonen weisen Cadherin-
Ektodomanen eine rigide, perlschnurartige Konformation auf, die eine parallele Dimerisierung zu Cis-
Dimeren ermdglicht. Cis-Dimere bilden bei weiterer Erhéhung der Ca®*-Konzentration antiparallele
Trans-Dimere mit Cis-Dimeren auf einer gegenlberliegenden Zelle aus. Hierbei sind verschiedene
Uberlappungsgrade mdéglich. Die Zahlen von 1 bis 5 markieren die Cadherin-Domanen. EZ:
extrazelluldr, TM: transmembran und ZP: zytoplasmatisch. Verandert nach Alberts, 2004.

Die Ca’"-Abhingigkeit der von Cadherinen vermittelten Zellaggregation konnte auf eine

direkte Bindung von Ca*"-lonen an E-Cadherin zuriickgefiihrt werden'*’, die eine

Konformationsinderung des extrazelluliren Anteils zur Folge hat'"'

. Hierbei erfolgt die
Ausbildung von Cis-Dimeren schon bei geringeren Ca*’-Konzentration von 500 puM, wéhrend
eine Trans-Dimerisierung erst bei Ca>"-Konzentration von iiber 1 mM stattfindet'*. Ob auch
physiologisch die Adhésionsfahigkeit von Cadherinen iiber die Ca*"-Konzentration reguliert
wird, bleibt fraglich. Es gibt allerdings Hinweise, dass dies zumindest fiir neuronale
Zellkontakte moglich ist. Fiir Nervenzellen des Hippocampus wurde beschrieben, dass eine
elektrische Aktivitit an den Synapsen zu einer transienten Senkung der extrazelluldren
Ca*"-Konzentration fuhrt, welche wiederum das Losen von Cadherin-vermittelten Kontakten
zwischen pri- und postsynaptischer Membran begiinstigt*.

Durch Rontgenstrukturanalysen von Cadherin-Einzeldoménen erhoffte man sich ein

detaillierteres Bild der Cadherin-Interaktion. Die Strukturdaten lieferten jedoch
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widerspriichliche Ergebnisse. So zeigte die Kristallstruktur der ersten Cadherin-Doméne des
N-Cadherins sowohl eine parallele als auch eine antiparallele Anordnung der Einzeldoménen,
so dass die EC1 als verantwortlich fiir die Ausbildung von Trans-Dimeren angesehen
wurde”. Die parallele Interaktion zu einem Cis-Dimer wurde dem Tryptophan 2 der EC1
eines Cadherin-Monomers zugeschrieben, welches in eine hydrophobe Tasche der EC1 des
benachbarten Cadherin-Monomers bindet. Das bereits beschriebene HAV-Motiv hingegen
soll an der antiparallelen Bindung (7rans-Dimere) zweier ECI1-Dominen beteiligt sein.
Interessanterweise zeigen die Kristallstrukturen der ersten beiden Domédnen von E- und
N-Cadherin diese antiparallele Anordnung nicht’*'*. Trotz zahlreicher Arbeiten beziiglich
der Struktur und Funktion von Cadherinen gibt es noch kein einheitliches Modell zum
Mechanismus der homotypischen Cadherin-Interaktion. Die Wichtigkeit der ersten Cadherin-
Domine ist zwar unbestritten, jedoch lassen sich die Adhédsionseigenschaften der Cadherine
nicht hierauf beschrinken. Diesbeziiglich stellt sich die Frage nach der Bedeutung einer
unterschiedlichen Anzahl von Cadherin-Doméinen wie sie bei anderen Cadherin-Familien
auftritt. So variiert die Anzahl der Cadherin-Doménen innerhalb der Cadherin-Superfamilie

zwischen 2 und 34”7

1.3 Regulation der Cadherin-Interaktion

Die Adhésionsfunktionen der Cadherine sind ein reguliert dynamischer Prozess der Zellen,
die sich nicht nur an die sich stindig verdndernde Umgebung anpassen, sondern auch
dynamische morphogenetische Prozesse wie Zellteilung und Migration umsetzen miissen'**,
Hierfiir miissen Kontakte zwischen Zellen schnell auf- und abgebaut werden. Als Beispiele
seien hier nur die Kontrolle des parazelluliren Durchtritts von Makromolekiilen und
Lymphozyten durch das Endothel'” und die Beteiligung von Cadherinen bei der
Keimblattentstehung wihrend der Embryonalentwicklung erwihnt'*.

Ein klassisches Beispiel einer Segregation von frithen Gewebsschichten ist die Trennung des
Neuralrohres von dem dariiberliegenden Ektoderm, wobei die Zellen des entstehenden
Nervenepithels beginnen, N-Cadherin anstelle von E-Cadherin zu exprimieren'"”. In adulten
Wirbeltieren hat die Frage nach der Regulation der Cadherine auch mit der beobachteten
Repression in Tumorzellen bzw. der Inhibition des Tumorwachstums nach der
Uberexpression von E-Cadherin an Bedeutung gewonnen. Die Regulation der Zell-Adhésion

auf molekularer Ebene kann auf verschiedene Arten erfolgen, zum einen durch

Signaltransduktionswege, welche die Expression, Lokalisation und Funktion der
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Adhiésionsmolekiile beeinflussen, zum anderen durch eine Modulation des Interaktions-
mechanismus selbst wie einer Anderung der Spezifitit oder der Adhisionsstirke'*”'*.

Zu den extrazelluldren Signalen, die auf die Funktion der Cadherine einen Einfluss ausiiben,
gehoren Wachstumsfaktoren, Peptidhormone, Gap-Junction-vermittelte Kommunikation und
cholinerge Rezeptor-Agonisten. Diese Mannigfaltigkeit der extrazelluldren Signale findet
wahrscheinlich eine Entsprechung in einer groferen Zahl an moglichen Signalwegen in der
Zelle. Das bisher am besten untersuchte Regulationsprinzip beinhaltet die Regulation iiber
den Phosphorylierungszustand der Cadherine und assoziierter Proteine. Zum Beispiel konnte
gezeigt werden, dass eine Aktivierung der Protein-Kinase C (PKC) zu einem verstirkten
Effekt auf die durch E-Cadherin vermittelte Kompaktion von Blastozysten fiihrte'*. Bei der
Vielzahl von Signaltransduktionswegen, an denen die PKC beteiligt ist, war es allerdings
bisher noch nicht moglich, alle Zielproteine der PKC zu identifizieren. Unabhéngig
voneinander konnte eine inhibitorische Funktion von Tyrosin-Phosphorylierung auf
Cadherine gezeigt werden. So zeigten Zellen, die mit Inhibitoren gegen Tyrosin-Phosphatasen
wie z.B. Vanadat behandelt wurden, eine Schwichung der adhdsiven Funktion der
Cadherine"’. Eine unregulierte Expression der viralen Proteintyrosinkinase v-src fiihrte in
Zellkulturexperimenten zu einer erhdhten Tyrosin-Phosphorylierung von Cateninen innerhalb
des Cadherin-Catenin-Komplexes und einer damit einhergehenden reduzierten Adhision''.
Es zeigte sich, dass nicht nur die Cadherine selbst, sondern auch B-Catenin in den Zellen
vermehrt phosphoryliert wurde. Die Phosphorylierung von B-Catenin ldsst auf eine zentrale
Rolle von B-Catenin in der auf Tyrosin-Phosphorylierung beruhenden Signaltransduktion
schlieBen'>?.

Eine Tyrosin-Phosphorylierung von [-Catenin wurde auch nach der Stimulation von
Epithelzellen mit dem epidermalen Wachstumsfaktor ,,Epidermal Growth Factor* (EGF) und
»Hepatocyte  Growth  Factor® (HGF) festgestellt. FEin weiterer wesentlicher
Regulationsmechanismus der durch Cadherine vermittelten Zell-Adhédsion ist deren Anzahl
auf der Zelloberfliche gesteuert durch die Expressionsrate. So haben Anderungen der
Expressionsrate von Cadherinen auch Verdnderungen der Zell-Adhdsionsstirke zur
Folge'**!**. Allerdings kann die Zelladhsivitit auch bei gleichbleibender Expressionsrate der

155,156

Cadherine moduliert werden . Dies ist durch das sogenannte ,laterale Clustering*

moglich. Die Dimerisierung zweier benachbarter Cadherinmolekiile zu Cis-Dimeren, den
funktionellen Einheiten der Cadherine'’ ’157, aber auch die Konzentration von

158,159

Adhésionsmolekiilen in spezialisierten Membranbereichen , verstirkt die Adhésivitét
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zwischen Zellen. Ein alternativer Mechanismus zur schnellen Verdnderung der
Cadherinfunktion ist entweder durch die Modulierung der Affinititseigenschaften von
Cadherinmolekiilen oder durch eine Ko-Expression von Cadherinen mit unterschiedlichen
Bindungseigenschaften gegeben. Dieser Mechanismus war bis vor wenigen Jahren
experimentell nur schwer zuginglich. Erst mit Anwendung neuerer biophysikalischer
Methoden wie der Rasterkraftmikroskopie (,,Atomic Force Microscopy®“, AFM), der
Verwendung optischer Pinzetten (,,laser tweezer) oder der Plasmon-Resonanz (,,Surface
Plasmon Resonance“, SPR) koénnen Bindungsstirken, Lebensdauer und die Ca*'-

Abhingigkeit von Cadherin-Interaktionen genauer untersucht werden'®'.

1.4 Die proteolytische Ektodom:inen-Spaltung: ,,Shedding*

Zahlreiche der hier vorgestellten Transmembranproteine existieren nicht nur
membrangebunden, sondern zusitzlich als 16sliche, funktionell aktive Proteine, die durch
regulierte Prozessierung der extrazelluliren Domine dieser Molekiile entstehen. Die
Abspaltung extrazelluldrer Bereiche (Ektodoménen) membranstindiger Proteine wird héufig
durch einen als limitierte Proteolyse oder ,,Shedding® bezeichneten Spaltungsprozess
vermittelt, der durch verschiedene Gruppen von Proteasen durchgefiihrt werden kann, die
zusammengefasst als Sheddasen oder Sekretasen bezeichnet werden. Diese Form der
posttranslationalen Regulation von Proteinen in einen extrazelluliren und einen
intrazelluldren Anteil stellt einen entscheidenden Mechanismus der Regulation der Aktivitét
und der Funktion zahlreicher Vertreter der Zytokine (TNF-o'®
(L-Selektin'®*'®°) sowie von Wachstumsfaktoren (TGF-a'®*) und Rezeptoren (TNF-

Rezeptor'®*, IL6-Rezeptor'®*'%7) dar.

), der Adhisionsmolekiile

Die physiologischen Konsequenzen des ,,Sheddings* sind vielféltig: Werden durch diesen
Vorgang beispielsweise Rezeptoren von der Zelloberfliche entfernt, kdnnen Zellen an
Responsivitit verlieren. Andererseits besteht auch die Moglichkeit, dass die so entstandenen
l6slichen Rezeptorformen systemisch verbreitet werden und agonistisch oder antagonistisch

wirken'®®

. Ein gut verstandenes Beispiel ist das ,,Shedding* des IL-6-Rezeptors. Die 16sliche
Form des IL-6 Rezeptors (sIL-6R) spielt eine zentrale Rolle in der IL-6-vermittelten
Signaltransduktion, da er nach Bindung von IL-6 solche Zellen aktivieren kann, die nur die
signaltransduzierende gp130-Untereinheit, nicht aber die ligandenbindende a-Kette des IL-6R
exprimieren'®. Dieser als , Trans-Signaling” bezeichnete Vorgang ist ebenfalls fiir

Interleukin-11 (IL-11) und den ,Ciliary Neurotrophic Factor (CNTF) gezeigt worden'®,

18



EINLEITUNG

Eine weitere Funktion 16slicher Rezeptoren kann in der Stabilisierung ihrer Liganden und

damit der Verldngerung ihrer Halbwertszeit im Plasma bestehen' 17

. Eine wichtige Rolle
spielt das ,,Shedding“ des L-Selektins wihrend der Immunantwort beim Einwandern von
Leukozyten in entziindliches Gewebe und bei der Rezirkulation von Lymphozyten in
periphere Lymphgewebe, indem es zu einer voriibergehenden Aufhebung des Zellkontakts
zum Endothel fiihrt und somit die charakteristische rollende Bewegung der Leukozyten
erlaubt'*'7.

Eine besondere Bedeutung kommt der proteolytischen Spaltung des Amyloid-
Vorlduferproteins (APP) von der Zelloberfliche zu. Dabei entstehen mehrere extrazelluldre
Fragmente wie das 42 Aminosduren umfassende Amyloid-beta (AP-B) Peptid, welches an der

Pathogenese der Alzheimer-Erkrankung beteiligt ist'’®

. Eine APP-dhnliche Prozessierung
wird auch fiir Notch, einem evolutionir konservierten Protein, welches die Entwicklung und
Neurogenese zahlreicher Spezies bestimmt, beschrieben. Diese Prozessierung stellt wiederum
den Ausloser zur proteolytischen Spaltung des intrazelluldren Teils von Notch durch einen
Presenilin-Komplex dar'’’. Darauffolgend kommt es zu dessen Translokation in den Zellkern
und mittels des evolutiondr konservierten Transkriptionsfaktors ,,suppressor of hairless™
(Su(H), RBPjk in der Maus) zur Aktivierung von Helix-Loop-Helix-Protein-kodierenden
Genen (z.B. hes-5).

Auch fiir die Zell-Adhédsionsmolekiile E-Cadherin, N-Cadherin und L1 wurde das

Vorkommen 16slicher Ektodoménen gezeigt' ™™

. Die grofite Gruppe von Proteasen, die
»Shedding® vermitteln, sind die nachfolgend vorgestellten Typ I transmembranen Proteine

aus der Familie der Disintegrin-dhnlichen Metalloproteasen.

1.5 Die Familie der Disintegrin-ihnlichen Metalloproteasen

Die Distintegrin-dhnlichen Metalloproteasen (ADAMs) zdhlen zu einer weit verbreiteten
Familie von Zink-(Zn>")-abhingigen Metalloproteasen, die in einem weiten Spektrum von
Organismen, vom Fadenwurm {iber die Fruchtfliege bis zum Menschen, gefunden worden
sind"®""'®. Sie sind dadurch gekennzeichnet, dass sie sowohl eine Disintegrindoméne, als auch
eine Metalloproteasedoméne enthalten. Die Bezeichnung ,,Disintegrin® stammt von den
urspriinglich aus Schlangengift isolierten gleichnamigen Proteinen und bezieht sich auf deren
Eigenschaft, die durch Integrine vermittelte Bindung von Blutpldttchen an Fibrin zu

inhibieren'®"'**. Zusammen mit den Matrixmetalloproteasen (MMPs) und den Schlangengift-
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Metalloproteasen (SVMPs) bilden die ADAMs die Superfamilie der Metzinkine'®*'®. Sie
sind sowohl in wesentliche physiologische Prozesse wie Fertilisation, Myoblastenfusion und
Neurogenese involviert, als auch mafigeblich an pathologische Prozessen wie z.B. der
alzheimerschen Erkrankung und der Tumorgenese beteiligt'®'+'%¢'%".

Es handelt sich bei diesen Proteasen um membranstindige Typ I Glykoproteine, die
folgendermallen aufgebaut sind (Abb. 3): Einer N-terminalen Pro-Doméne schlie3t sich eine
katalytische Doméne an, gefolgt von einer Disintegrin-dhnlichen und einer Cystein-reichen

Domiine, einer transmembranen und schlieBlich einer zytoplasmatischen Domine'®""'**. Bei
manchen, aber nicht allen ADAMs, folgt auf die Cystein-reiche Domine noch eine dem

epidermalen Wachstumsfaktor dhnliche Doméne'®'.

Metalloprotease-Doméne

1Y : b Pro-Domine
Disintegrin-Domane

Signalpeptid

Cystein-Domaéane

EGF-Domane
Transmembran-Domaéane

Zytoplasmatische Domiine

Abb. 3 Schematischer Aufbau der Disintegrin-ahnlichen Metalloproteasen. Auf eine Pro-Domane
folgt eine katalytische Domane mit gebundenem Zn*. Es schlieRen sich eine Disintegrin-ahnliche
sowie eine Cystein-reiche Domane an, gefolgt von einer transmembranen und einer
zytoplasmatischen Doméne. Die dem epidermalen Wachstumsfaktor ahnliche EGF-Domane ist nur
bei manchen, aber nicht allen ADAMs vorhanden. Um in einen katalytisch aktiven Zustand tberfuhrt
zu werden, muss die Prodoméne, welche iiber einen Cysteinrest das Zn** gebunden hélt, abgespalten
werden.

Inzwischen konnten bereits liber 30 Mitglieder dieser ADAMs identifiziert werden, von denen
nach aktuellem Wissensstand nur 17 eine funktionelle katalytischen Doméne mit
Zinkbindungsmotiv (im Einzelbuchstaben-Code mit X als beliebiger Aminosiure:
HEXXHXXGXXH) aufweisen und damit wahrscheinlich eine proteolytische Funktion

93-95

ausiiben. Zu diesen proteolytisch aktiven Metalloproteasen, deren essentielle
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physiologische und pathophysiologische Bedeutung sich immer mehr herausstellt, zihlen
neben ADAMS, 9, 12, 15, 17, 19 und 28 die Proteasen ADAM10 (MADAM/Maus, SUP-
17/C. elegans, KUZ/kuzbanian Drosophila) und ADAMI17 (,,TNFa-Converting Enzyme*,

TACE), die hier nachfolgend niher vorgestellt werden sollen'®"'¥%1.

Die Metalloprotease ADAMI10 wurde 1989 aus Rinderhirn als MBP-degradierendes (MBP,

,myelin basic protein®) Enzym isoliert'”

und nach seiner Klonierung als ADAM
klassifiziert'*. Exprimiert wird ADAMI10 in verschiedenen Geweben, darunter Lunge, Herz,
Niere und besonders hoch aber im Gehirn’. Auf zellulirer Ebene konnte ADAMI0 in der
Plasmamembran und im Golgi-Apparat detektiert werden'”>. ADAMIO liegt zundchst als
immature Form mit einem Molekulargewicht von etwa 98 kDa vor. Die Regulation der
proteolytischen Aktivitét erfolgt moglicherweise durch ein ,,Cystein-switch—-Motiv* innerhalb
der Prodomine, bestehend aus einem konservierten Cystein-Rest, iiber dessen freie
Thiolgruppe das im katalytischen Zentrum komplexierte Zink-(II)-Ion zusétzlich koordiniert
wird"®'. Erst nach Abspaltung des aminoterminalen Propeptids durch die Proprotein-
Convertase 7 oder Furin an einer Furinproteasespaltungsstelle wird die 62-64 kDa grofie
katalytisch aktive Form von ADAMI10 generiert'**.

Durch in vitro-Studien und Uberexpression von ADAM10 gelang es, TNF-a-Konvertase-

Aktivitit'®

sowie a-Sekretaseaktivitidt bei der Spaltung des ,,Amyloid Precursor Proteins*
(APPs"*"*) nachzuweisen. Zur Klirung der moglichen Beteiligung von ADAMI10 an der
APP-Proteolyse und zur Analyse weiterer bislang unbekannter in vivo-Funktionen von
ADAMI10 wurde ein ADAMI10-defizienter Mausstamm durch gezielte Genausschaltung des
ADAMI10-Genes mittels homologer Rekombination hergestellt. Die ADAM10-defizienten
Maiduse zeigen eine prédnatale Letalitit am Embryonaltag 9,5 wund weisen
Entwicklungsstorungen auf, die auf eine Beeintrachtigung des Notch-Signalweges hinweisen.
Grundlegende Merkmale des ADAM10-defizienten Embryos sind hierbei unter anderem: ein
verkiirztes Vorderhirn, eine abnormale Biegung des Rautenhirns, eine reduzierte Entwicklung
des ersten Branchialbogens, ein unnatiirlich vergréBerter Herzbeutel bei gleichzeitig
verzogerter Entwicklung des Herzens und eine gestorte Bildung des Neuralrohrs und der
Somiten. Aufgrund dieser frilhen Letalitit der ADAMI0-defizienten Méuse wurden
zahlreiche Untersuchungen an aus diesen Tieren gewonnenen Fibroblasten (MEFs, murine
embryonale Fibroblasten) durchgefiihrt'®”.

Die Untersuchungen zur Bedeutung von ADAMI10 als a-Sekretase an verschiedenen

Fibroblasten-Zelllinien der ADAM10-defizienten Mause weisen sowohl fir die konstitutive
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als auch fiir die induzierbare APP-Spaltung eine starke Varianz auf. Diese Daten schlie3en
nicht vollig aus, dass ADAMI10 an der Proteolyse von APP beteiligt sein kann. Es erscheint
aber wahrscheinlich, dass verschiedene Proteasen sich funktionell ersetzen und als APP-a-
Sekretase wirken konnen. Obwohl es nicht moglich war, mit ADAM]10-defizienten
Fibroblasten deren physiologische Relevanz als a-Sekretase von APP eindeutig zu belegen,
konnte jedoch mit diesen Zellen die Bedeutung von ADAM10 bei der Spaltung des zelluldren
Prion-Proteins (PrP*?"), des Interleukin-6-Rezeptors (IL6-R*’"), des Chemokins Fraktalkin®"

und des Notch-1-Rezeptors'”” demonstriert werden.

Als erste Metalloprotease der ADAM-Familie, die bei ,,Sheddingprozessen® eine Rolle spielt,
wurde ADAM17 entdeckt’””. ADAM17 ist maBgeblich an der Prozessierung von TNF-a und
TNF-Rezeptoren von der Zelloberfldche beteiligt und wird daher auch als ,,TNF-a-Converting
Enzyme* bezeichnet. Dies wurde iibereinstimmend sowohl in zelluliren TNF-a-
Spaltungsversuchen mit nativer ADAMI17 als auch durch gezieltes Ausschalten des
ADAM17-Gens gezeigt'®'**. Daneben spaltet ADAM17 noch viele weitere Transmembran-
proteine wie die ,Transforming Growth Factor-a* (TGF-a)-Proform®*, den TNF-q-2-
Rezeptorzos, den IL6-Rezept0r206, den Notch—l-Rezept0r207, das APPzOS, den HER4/erbB4-
Rezeptorm, das L-Selektin'® und das PrP?®. Damit sind mit TNF-o, PrP, IL6-Rezeptor,
Notch-1-Rezeptor, Fraktalkin und vielleicht auch APP eine Reihe von Substraten bekannt, die
sowohl durch ADAM10 als auch durch ADAM17 gespalten werden kdnnen.

Obwohl die Spaltungssequenzen transmembraner Molekiile nicht konserviert sind, gibt es
inzwischen Hinweise, dass die Abspaltung ihrer Ektodomédne auf gemeinsamen
Wirkmechanismen beruhen. Signalmolekiile wie die Proteinkinase C, Kalzium/Calmodulin-
Kinasen und Rezeptortyrosinkinasen scheinen an der Aktivierung dieser Proteasen beteiligt zu
sein’'’. Hierbei ist der Phorbolester Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA) ein Aktivator der
PKC, ein hiufig verwendeter ,,Shedding-Induktor. Molekiile wie der IL6-Rezeptor™'2**2!",
TGF—a190’204, L—Selektin164’204, APP??% oder auch das transmembrane Chemokin CX3CL1
werden nach PMA-Stimulation verstirkt von der Zelloberfliche abgespalten. Man

unterscheidet daher zwischen zwei Formen des ,,Sheddings®, einerseits dem basalen oder

konstitutiven ,,Shedding® und andererseits der induzierten Proteolyse.

In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dass die transmembranen Adhésionsmolekiile E-

und N-Cadherin nicht nur membrangebunden existieren, sondern auch durch proteolytische
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Abspaltung in eine 16sliche, funktionell aktive Form iiberfiihrt werden konnen, die sowohl an
der Regulierung der Zell-Adhédsion als auch an der Signaltransduktion der Zelle beteiligt
sind'?*?12%"* Die Abspaltung der extrazelluliren Domine des N-Cadherins konnte mit
verschiedenen Metalloprotease-Inhibitoren, darunter auch den ,,Tissue Inhibitors of Metallo-
proteases® (TIMPs), reduziert werden. TIMPs sind eine Familie natiirlich vorkommender
Proteine, die die proteolytische Aktivitdit der Metalloproteasen regulieren und so zur
Bewahrung der Balance zwischen Matrixdestruktion und -formation beitragen. Bis heute sind
vier strukturell sehr homologe TIMPs bekannt®". Sie besitzen zwdlf konservierte Cystein-
Reste, die sechs Disulfidbindungen ausbilden. Dabei entsteht eine ausgeprigte
Domaénenstruktur mit sechs Schleifen. Fiir die spezifische Bindung der TIMPs an die MMPs
werden die drei N-terminalen Schleifen verantwortlich gemacht. Die Hemmung erfolgt durch
die Bindung der TIMPs an das katalytische Zinkion. TIMP-1, -2, und -4 werden in 16slicher
Form sezerniert, wohingegen TIMP-3 an die extrazellulire Matrix assoziiert vorliegt™'®.
TIMP-1 und TIMP-2 zeigen inhibitorische Wirkung gegeniiber allen MMPs. Auch die
Aktivititen der Disintegrin-dhnlichen Metalloproteasen werden durch TIMPs reguliert. So
inhibiert TIMP-1 z.B. die Metalloprotease ADAM10, nicht aber ADAM17, wahrend TIMP-3
eine regulatorische Wirkung auf eine Vielzahl der ADAMs wie z.B. ADAMI12, ADAMI3,
ADAM17, ADAM19, ADAM28 und ADAM33 hat'’'?**2!7221 * Auf die Metalloproteasen
ADAMS und ADAMY hingegen konnten keine inhibitorischen Effekte durch TIMPs gezeigt

222

werden". Darliber hinaus fordern TIMPs die Adhésion von Fibroblasten. Hierbei wurde

beobachtet, dass diese TIMP-vermittelte Stabilisierung der fokalen Adhédsion mit einer
erhohten Expression von N-Cadherin auf der Zelloberfliche korrelierte™.

Weiterhin konnte fiir das N-Cadherin gezeigt werden, dass das in der Zellmembran
verbleibende Fragment einer weiteren proteolytischen Prozessierung innerhalb der Membran
unterliegt, die zur intrazelluldren Freisetzung eines weiteren Spaltproduktes fiihrt. Dieses
kann auf noch ungekliarte Weise zu einer Degradierung des transkriptionalen Koaktivators
»CREB-Binding Protein“ (CBP) fiihren?®*. Der Prozess der zunichst extrazelluliren und
anschlieBend intramembranen Spaltung wird als regulierte intramembrane Proteolyse (RIP)
oder ,,RIPping* bezeichnet**. Diese Beobachtungen, besonders mit der Tatsache kombiniert,
dass auch andere RIP-Substrate durch dhnliche Proteasen gespalten werden, fiihrte zu der

Annahme, dass ein Mitglied der ADAM-Familie an der Spaltung von E- und N-Cadherin

beteiligt sein konnte.
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Ein weiteres, in dieser Arbeit untersuchtes transmembranes Molekiil, ist das neuronale
Adhésionsmolekiil L1. L1 spielt nicht nur fiir die Migration neuronaler Zellen, sondern auch
fiir Tumormetastasierung eine wichtige Rolle. Neben einer membrangebundenen 220 kDa-
Form konnten weitere 16sliche L1-Formen detektiert werden, die durch die regulierte
Prozessierung der extrazelluldren Doméne des Molekiils entstehen’”>**. Losliche Formen des

L1-Molekiils konnten in den Uberstinden von Gehirnhomogenaten der Maus®**"*** der
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e 230 - , .
Ratte®™” und des humanen Kleinhirns™" nachgewiesen werden. Dariiber hinaus wurden

16sliche L1-Fragmente in Zellkulturiiberstinden von humanen und murinen Tumorzelllinien

179,226,231

detektiert . Eine Dysregulation der Spaltung des Zell-Adhésionsmolekiils scheint in

die Pathogenese zahlreicher Erkrankungen involviert zu sein. So wurden nicht nur im Serum

232 233
und an Neuroblastomen

von an Ovar- oder Uteruskarzinomen, an Nierentumoren
erkrankten Patienten, sondern auch in der Zerebrospinalfliissigkeit von Alzheimer-Patienten
erhohte Mengen loslicher L1-Fragmente gefunden®*.

In bisherigen Studien konnte eine Beteiligung von Metalloproteasen an der Prozessierung von
L1 gezeigt werden. In diesen Arbeiten wurden stabil mit L1 transfizierte CHO-Zellen (CHO,
chinesische Hamster-Ovarien) mit den Breitspektrum-Metalloprotease-Inhibitoren BB-3103
und GM6001 behandelt. Beide Inhibitoren reduzierten sowohl unter konstitutiven, als auch
unter PMA-induzierten Bedingungen konzentrationsabhiangig die Produktion von Iéslichem
L1. Transfektionsexperimente mit dominant negativem ADAMI10 ergaben ein im Vergleich
zu den Wildtyp-Zellen verringertes konstitutives ,,L.1-Shedding®. Diese Ergebnisse und der
zusitzliche Befund, dass durch Uberexpression von ADAM10 in Androgen-Rezeptor Brust-
Tumor-Zelllinien ein erhdhtes ,,L1-Shedding* beobachtet werden konnte, wiesen auf
ADAMIO als die fiir das konstitutive ,,L1-Shedding* verantwortliche Protease hin, ohne

allerdings die Frage nach dem genauen Mechanismus des induzierbaren ,,Sheddings® zu

beantworten.
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2 Fragestellungen

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die proteolytische Regulation verschiedener transmembraner
Proteine durch die Metalloprotease ADAMI10 und weiterer Metalloproteasen untersucht
werden. Ausgangspunkt fiir diese Untersuchungen war hierbei ein in Vorarbeiten generiertes
ADAMI10-defizientes Mausmodell und die Ergebnisse bisheriger Untersuchungen zur Rolle
von ADAMI10 bei der APP- und Notch-Prozessierung. Mit Hilfe ADAMI10-defizienter
Embryonen und daraus abgeleiteter Zelllinien sollten weitere Aufschliisse iiber die in vivo-

Funktionen dieser wichtigen Metalloprotease erhalten werden.

Zudem sollten weitere putative Substrate der Metalloprotease ADAMI10 identifiziert und
deren Regulation durch verschiedene Stimulations- und Inhibitonsexperimente analysiert
werden. Durch spezifische Hemmung weiterer Metalloproteasen sollte die beobachtete
Redundanz zwischen verschiedenen ADAM-Metalloproteasen untersucht werden. Dariiber
hinaus sollte die Frage geklart werden, welche Faktoren fiir die Regulation der Protease-

Aktivitdt von Bedeutung sind.

Da zahlreiche potentielle ADAM10-Substrate nicht endogen in den zur Verfiigung stehenden
murinen embryonalen Fibroblasten vorkommen, sollte die Prozessierung dieser Proteine auch
in epithelialen bzw. neuronalen Zellen untersucht werden. Um den Einfluss von ADAMI10
und anderen ADAMs zu analysieren, sollten die Proteasen in diesen Zellen mittels Vektor-
basierter siRNA herunterreguliert werden. Wiahrend die Bedeutung der extrazelluldr
freigesetzten Spaltprodukte durch funktionelle Untersuchungen erfolgte, sollten die potentiell
zusdtzlich intrazellulédr auftretenden Fragmente auf einen moglichen Einfluss auf verschiedene

Signaltransduktionswege untersucht werden.
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3 Ergebnisse

Wesentliche Ergebnisse dieser Arbeit sind in drei Veroffentlichungen erschienen:

Veroffentlichung 1

Reiss K, Maretzky T", Ludwig A, Tousseyn T, de Strooper B, Hartmann D, Saftig P.
ADAMI0 cleavage of N-Cadherin and regulation of cell-cell adhesion and beta-catenin
nuclear signalling. EMBO J. 2005 Feb 23;24(4):742-52. (“gleichberechtigter Erstautor)

Veroffentlichung 2

Maretzky T. Reiss K, Ludwig A, Buchholz J, Scholz F, Proksch E. de Strooper B, Hartmann D, Saftig P.
ADAMI10 mediates E-Cadherin shedding and regulates epithelial cell-cell adhesion,

migration, and beta-catenin translocation. Proc Natl Acad Sci U S A. 2005 Jun 28;102(26):9182-7.
(“gleichberechtigte Erstautorin)

Veroffentlichung 3

Maretzky T, Schulte M., Ludwig A, Rose-John S, Blobel C, Hartmann D, Altevogt P, Saftig P, Reiss K.
L1 Is Sequentially Processed by Two Differently Activated Metalloproteases and

Presenilin/y-Secretase and Regulates Neural Cell Adhesion, Cell Migration, and Neurite
Outgrowth. Mol Cell Biol. 2005 Oct;25(20):9040-53.

Im Folgenden werden die Ergebnisse aus den Publikationen ausfiihrlich dargestellt.

Methoden, die eine detaillierte Beschreibung erfordern, werden in FuBnoten aufgefiihrt.

3.1 Die Disintegrin-dhnliche Metalloprotease ADAMI10 vermittelt die Spaltung von
N-Cadherin und reguliert Zell-Zell-Adhéision und ,B-Catenin Signaling*
(Veroffentlichung 1)

Das transmembrane Adhésionsmolekiil N-Cadherin existiert nicht nur membrangebunden,
sondern zusitzlich als 10sliches, funktionell aktives Protein, wobei Letzteres aus dem ersten
durch proteolytische Abspaltung der Ektodomédne hervorgeht, ein Vorgang, der als
»Shedding® bezeichnet wird (siche auch Einleitung, 1.4). Wéhrend die l6sliche Variante
sowohl an der Signaltransduktion der Zelle als auch am Wachstum von Neuriten bei der
Embryogenese beteiligt ist, vermittelt die in der Membran gebundene Form die Adhirenz
dieser Zellen.

Waihrend frithere Studien zeigten, dass die proteolytische Spaltung von N-Cadherin durch
eine Metalloprotease-Aktivitdit vermittelt wird, blieb die fiir dieses ,,Shedding*
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verantwortliche Protease jedoch unbekannt. Jene zu identifizieren und auBBerdem mehr {iber
die biologische Funktion der membrangebundenen und Idslichen Form dieses

Adhisionsmolekiils zu erfahren, war Ziel der nachfolgenden Experimente.

3.1.1 Konstitutives und induzierbares ,,Shedding® von N-Cadherin durch die Metallo-
protease ADAM10

Ein Ziel dieser Arbeit war der Nachweis des membranassoziierten Voll-Langenproteins (VL)
und seiner intrazelluldren C-terminalen Fragmente (CTF) sowie der 16slichen N-terminalen
Form von N-Cadherin (NTF) im Western-Blot. Hierzu wurden verschiedene Antikorper (AK)
gegen murines und humanes N-Cadherin in murinen embryonalen Fibroblasten und
verschiedenen neuronalen Zelllinien getestet, wobei ein von der ,,Developmental Studies
Hybridoma Bank®“ (DSHB) hergestelltes Antiserum die groffte Sensitivitit gegen die
extrazellulaire Doméne von N-Cadherin zeigte. Da dieses Antiserum gegen die extrazellulire
Doméne von N-Cadherin gerichtet war, gelang mit diesem die Detektion der 16slichen Form
in den Zelliiberstinden. Die Detektion der membrangebundenen Form und der C-terminalen
Fragmente von N-Cadherin in den Zelllysaten gelang mit einem monoklonalen Antikdrper der
Firma BD Bioscience. In den Lysaten fanden sich Banden bei ca. 135 kDa (VL) und 40 kDa
(CTF) und in den Uberstinden eine Bande bei ca. 80 kDa (NTF).

In den folgenden Experimenten sollte der Mechanismus, der zur Entstehung von 16slichem
N-Cadherin fiihrt, in verschiedenen ADAM-defizienten und neuronalen Zelllinien untersucht
werden.

Dazu dienten von uns als Sheddingassays™ bezeichnete Versuche. Das Prinzip der
Sheddingassays bestand darin, dass murine embryonale Fibroblasten oder neuronale

Zelllinien, fiir einen definierten Zeitraum in An- oder Abwesenheit von verschiedenen

A Durchfiihrung der Sheddingassays: Murine embryonale Fibroblasten oder neuronale Zellen wurden in 6-Loch-
Platten bis zu ca. 90% Konfluenz angezogen. Nach einmaligem Waschen der Zellen mit 37°C-warmem sterilem
Phosphate Buffered Saline (PBS) wurden 600 pl serum-freies Medium pro Vertiefung hinzugefiigt. Die
Verwendung von Serum-freiem Medium war notwendig, weil Vorversuche ergeben hatten, dass das im Serum
enthaltene Albumin die Detektion von N-Cadherin im Western-Blot erschwerte. Die Zellen wurden fiir
verschiedene Zeiten stimuliert oder unstimuliert belassen. Bei Einsatz des Metalloprotease-Inhibitors
GI254023X wurden die Zellen iiber Nacht mit dem Inhibitor vorinkubiert, um eine moglichst effektive Blockade
der Metalloprotease-Aktivitdt zu erreichen. Nach Ablauf der jeweiligen Inkubationszeiten wurden die
Zelliiberstinde abgenommen, zentrifugiert (Entfernung von Zelldebris) und mit einem Protease-Inhibitor-Mix
versetzt. Fiir eine Detektion des 18slichen N-Cadherins im Western-Blot mussten die Uberstinde ca. 10fach
konzentriert werden, was mit Hilfe von Konzentratoren erreicht wurde. Die Zelllysate wurden durch Abkratzen
der Zellen auf Eis in 60 pl Lysispuffer (PBS, 1% Triton-X-100, Protease-Inhibitor-Mix) pro Probe hergestellt.
Nach 30 Minuten Inkubation auf Eis unter Schiitteln wurden die Lysate abzentrifugiert und wie die Uberstinde
bei -20°C bis zur Analyse in der Gelelektrophorese gelagert.
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Stimulantien inkubiert wurden, und im Anschluss daran die Zellpellets auf ihren Gehalt an
C-terminalen Fragmenten im Western-Blot analysiert wurden. Der Einfluss des
Metalloprotease-Inhibitors GI254023X" auf unstimulierte oder stimulierte Zellen sollte erste
Informationen iiber die Beteiligung von Metalloproteasen an der Entstehung von 16slichem

N-Cadherin liefern.

Zur Identifizierung der N-Cadherin spaltenden Metalloprotease wurden verschiedene ADAM-
defiziente und BACE-defiziente Fibroblasten auf den Gehalt von C-terminalen Fragmenten
untersucht. Nur in den ADAM10-defizienten Fibroblasten war eine deutliche Reduktion des
C-terminalen Fragmentes zu beobachten (Abb. 1B, Veroffentl. 1). Zudem konnten diese
Befunde auch in neuronalen Zelllinien bestitigt werden, in denen mittels RNA-Interferenz
ADAMI10 herunterreguliert wurde. Um RNA-Interferenz gegen das humane ADAM10 mit
Hilfe eines Plasmides, welches iiber einen ldngeren Zeitraum siRNA transkribiert, zu
vermitteln, wurden entsprechende Sequenzen in den Vektor pSuper kloniert. Western-Blot-
Analysen zeigen eine Reduktion des ADAM10-Proteinspiegels bei gleichzeitig verminderter
N-Cadherin-Prozessierung (Abb. 3A bis 3C, Verdffentl. 1). Die GroBe der detektierten
Fragmente entsprach derjenigen, die fiir das N-Cadherin in embryonalen retinalen Geweben
bestimmt worden war'?’. Da viele Membranproteine durch Metalloproteasen sowohl
konstitutiv als auch infolge derer Aktivierung proteolytisch geschnitten werden, wurde der
Einfluss von verschiedenen Stimuli auf das ,,N-Cadherin-Shedding* untersucht. Im Western-
Blot zeigte sich fiir die verwendeten Stimuli eine gegeniiber den unbehandelten Proben
deutliche Zunahme des C-terminalen Fragmentes in den Zelllysaten der stimulierten Zellen
(Abb. 2A, Veroffentl. 1). Diese auf den Stimulationseffekt zuriickzufiihrende Zunahme wurde
als induziertes ,,Shedding* definiert, im Gegensatz zu der konstituitiven Proteolyse der
unstimulierten Zellen. Sowohl das konstitutive als auch das induzierte , N-Cadherin-

Shedding* war deutlich in den ADAM10-defizienten murinen embryonalen Fibrobalasten

B Um die Identitit der am ,,Shedding® beteiligten Proteasen niher einzugrenzen, wurden im Rahmen dieser
Arbeit zwei Metalloprotease-Inhibitoren (GI254023X und GW280264X) eingesetzt, die die Aktivitit von
ADAMI10 bzw. ADAM17 blockieren™*. Diese bei GlaxoSmithKline (GSK) in Stevenage, UK, entwickelten und
uns im Rahmen einer Kooperation zur Verfiigung gestellten Inhibitoren wirken durch eine Hydroxamat-Gruppe,
die das Zink-Ion der katalytischen Domine der Metalloproteasen bindet und so deren Aktivitit hemmt. Als ein
MaB fiir die Wirksamkeit von Inhibitoren enzymatischer Reaktionen gelten die sogenannten ICsy-Werte. ICs,
steht fiir ,,Inhibitor Concentration 50%* und bezeichnet diejenige Inhibitorkonzentration, die zu halbmaximaler
Inhibiton des jeweiligen Enzyms fiihrt. Im Falle von GI254023X und GW280264X wurde die Inhibition der
Spaltung von speziellen Peptiden durch die Ektodomdnen von rekombinantem humanem ADAMI17 oder
ADAMI10 gemessen™. Die ICs-Werte von GI254023X und GW280264X verdeutlichen, dass GW280264X
ADAMI10 und ADAM17 vergleichbar gut inhibiert, GI254023X dagegen nur ADAM10 bzw. ADAM17 mit
100fach reduzierter Wirksamkeit.
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reduziert. Das durch lonomycin induzierte ,,Shedding* konnte ebenfalls durch den ADAMI10-
spezifischen Inhibitor GI1254023X inhibiert werden (Abb. 1B, Veroffentl. 1).

Die Untersuchungen von verschiedenen ADAM-defizienten Fibroblasten, Inhibitorstudien,
RNA-Interferenz-Experimente, ADAM]10-Uberexpression und Stimulationsversuche zeigen
insgesamt, dass ADAMI10 nicht nur unter konstitutiven Bedingungen fiir die Prozessierung
verantwortlich ist, sondern die N-Cadherin-Spaltung durch verschiedene Stimuli induziert

werden kann. Insbesondere war es mdglich, diese Befunde in neuronalen Zellen zu bestitigen.

3.1.2 Die N-Cadherin-vermittelte Zell-Zell-Adhasion ist erhoht in ADAMI10-
defizienten Fibroblasten
Die extrazellulire Doméne der membranstindigen Form von N-Cadherin vermittelt die
Adhésion von Zellen. Ungeklart war bisher die Frage, ob ,,Shedding* von N-Cadherin zu
einer signifikanten Verminderung der Aggregations- und Adhisionseigenschaften
N-Cadherin-exprimierender Zellen fiihrt. Untersuchungen des Aggregationsverhaltens
ADAMI10-defizienter Fibroblasten zeigten, dass die Zell-Zell-Adhésion zwischen ADAM10-
defizienten Fibroblasten wesentlich ausgeprigter war, als die zwischen Wildtyp-Fibroblasten.
Mehr als doppelt so viele Aggregate lieBen sich nach mechanischer Vereinzelung konfluenter
Zell-Monolayer im Vergleich zu der entsprechenden Wildtyp-Kontrolle messen. Da N-
Cadherin an der Aggregation von Zellen maligeblich beteiligt ist, sollte die
Zelloberflichenexpression in den ADAMI10-defizienten Zellen im Vergleich zu den der
Wildtyp-Kontrolle untersucht werden. Mit Hilfe der Durchflulzytometrie war es moglich, die
Expression des membranstindigen N-Cadherins auf der Zelloberfliche von den
verschiedenen Fibroblasten quantitativ zu erfassen und Unterschiede zu verfolgen. Bestitigte
sich die Hypothese des ADAMI10-vermittelten ,N-Cadherin-Sheddings®, sollte die
verminderte Freisetzung von I6slichen N-Cadherin-Fragmenten mit einer Zunahme der
membranassoziierten Form auf der Zelloberfliche der ADAMI10-defizienten Fibroblasten
korrelieren und damit zu einem zunchmenden Signal im DurchfluBzytometer fithren®. Die
Ergebnisse der DurchfluBzytometrie bestitigten diese Hypothese einer erhdhten

Zelloberflachenexpression von N-Cadherin.

€ Praparation der Zellen fiir die DurchfluBzytometrie: Nach Beendigung des ,,Sheddingassays* wurden die
Zellen abgenommen, mit eiskaltem PBS gewaschen und anschlieBend vorsichtig auf Eis in PBS abgekratzt.
Nach Inkubation der Fibroblasten mit einem N-terminalen N-Cadherin-Antikérper gerichtet gegen die
extrazellulire Doméne des Molekiils bzw. einer Isotyp-Kontrolle wurden die Zellen mit einem
Fluoreszeinthiocyanat (FITC)-gekoppelten Antikorper fiir 1 Stunde inkubiert. Nach zweimaligem Waschen und
Resuspendierung in PBS wurde das Fluoreszenzsignal der markierten Zellen im DurchfluBzytometer gemessen.
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Dariiber hinaus sollten Adhdsionsassays” Aufschluss iiber einen méglichen Einfluss von
ADAMI10-vermitteltem ,,N-Cadherin-Shedding* auf das Adhésionsverhalten von Fibroblasten
geben. In diesen Versuchen wurden ADAM10-defiziente bzw. Wildtyp-Fibroblastenzelllinien
mit dem fluoreszierenden Farbstoff Calcein markiert und zu entsprechenden Fibroblasten
gegeben, die entweder unbehandelt oder mit EGTA bzw. mit inhibierendem N-Cadherin-
Antikorper GC4 behandelt waren. Nach Entfernen der ungebundenen Zellen durch Waschen
mit PBS wurde die Anzahl der auf den Fibroblasten verbliebenen Zellen mit Hilfe eines
FluoreszenzmeBgerites bestimmt.

Zunichst war festzustellen, dass in Abwesenheit von EGTA oder GC4 die Anzahl der an die
Fibroblasten bindenden Zellen um ein Vielfaches hoher war als die, die an mit EGTA oder
GC4 vorbehandelten Zellen adhérierten (Abb. 4C, Verdffentl. 1). Dies verdeutlichte, dass die
Adhérenz maligeblich durch N-Cadherin bzw. Kalzium-abhéngige Oberflichenmolekiile
vermittelt wurde. Auffallend war jedoch, dass die ADAMI0-defizienten Zellen in den
Experimenten eine wesentlich ausgeprigtere Zell-Zell-Adhédsion aufwiesen, als die
entsprechenden Wildtyp-Fibroblasten. So war eine 30% hohere Adhdsion der ADAMI10-
defizienten Zellen im Vergleich zur entsprechenden Wildtyp-Kontrolle zu beobachten.

Diese Ergebnisse zeigen, dass das durch die Metalloprotease ADAMI0 vermittelte
,»N-Cadherin-Shedding* zu einer deutliche Verminderung der Adhésionseigenschaften der

Fibroblasten fiihrte.

3.1.3 ADAMI10 kolokalisiert mit N-Cadherin und beeinflusst dessen Verteilung in
Fibroblasten

Um zu kldren, ob das ADAMI0-vermittelte ,,N-Cadherin-Shedding* auch in vivo eine

relevante Bedeutung hat, sollte zunidchst die Interaktion dieser beiden Molekiile in

Immunfarbungen ndher untersucht werden. Eine Kolokalisation von ADAMI10 und N-

Cadherin im Trans-Golgi-Netzwerk und an der Zelloberflache ist fiir verschiedene Zelltypen

P Durchfiihrung der Adhdsionsassays: Wildtyp- und ADAMI10 defiziente Fibroblasten wurden in einer Dichte
von 6 x 10 Zellen pro Vertiefung in 96-Loch-Platten ausgesit und bis zur Konfluenz kultiviert. Zu
Versuchsbeginn wurden die Zellen in Gegenwart oder Abwesenheit von GC4 bzw. EGTA inkubiert. Danach
wurden Fibroblasten, die mit dem fluoreszierenden Farbstoff Calcein markiert worden waren, in einer Dichte
von 5 x 10* Zellen pro Vertiefung zu den adhirent wachsenden Fibroblasten gegeben. Um eine moglichst
gleichméaBige und schnelle Adhésion der Zellen zu erreichen, wurde die Platte bei 100g fiir drei Minuten
zentrifugiert. Nach anschlieBender Inkubation der Zellen bei 37°C fiir 20 Minuten und zweimaligem Waschen
mit PBS wurde die Fluoreszenz der adhirenten Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop beobachtet bzw. mit
Hilfe eines FluoreszenzmeBgerits genau bestimmt. Um Dauer und Stirke der Adhérenz zu erfassen, wurde die
Fluoreszenz zum Teil nach jedem Waschschritt gemessen.
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beschrieben worden”’***. Immunzytochemische Firbungen von Wildtyp-Fibroblasten und
ADAMI10-defizienten Zellen zeigten, dass die Immunreaktivitit von N-Cadherin auf der
Zelloberfliche von ADAMI10-defizienten Zellen wesentlich stirker war, als auf entsprechend
gefarbten Wildtyp-Fibroblasten (Abb. 5A, Verdffentl. 1). Ein dhnliches Bild ergab sich auch
nach Behandlung von Wildtyp-Fibroblasten mit dem ADAMI10-spezifischen Inhibitor
GI254023X. Diese Ergebnisse, verbunden mit der Tatsache, dass ADAM10 und N-Cadherin
ko-immunprézipitieren (Abb. 5B, Veroffentl. 1), deuten auf eine Interaktion dieser Molekiile
hin. Des Weiteren zeigten immunhistochemische Farbungen von 9,5 Tage alten murinen
Embryonen eine Kolokalisation von ADAM10 und N-Cadherin in verschiedenen Regionen
des Embryos (Abb. 5C, Veroffentl. 1). Um die Verteilung von N-Cadherin in ADAMI10-
defizienten Embryos niher zu untersuchen, wurde ein ,,Whole Mount Staining* des Embryos
durchgefiihrt®. Der einzige zu beobachtende Unterschied war eine verminderte N-Cadherin-

Expresssion in den Somiten der ADAM10-defizienten Embryonen.

3.1.4 pB-Catenin-Rekrutierung an der Zellmembran fiihrt zu einer Beeintrichtigung
der Signaltransduktion in ADAM10-defizienten Zellen

B-Catenin und das homologe Protein Armadillo sind beteiligt an der Wnt/wingless-
Signaltransduktion und von entscheidender Bedeutung wihrend der Embryognese™.
B-Catenin existiert in der Zelle sowohl als zytoplasmatisches als auch als
membranassoziiertes Protein. Wihrend der zytoplasmatische Pool von B-Catenin durch Wnt
und ,,Adenomatous Polyposis Coli Proteine* reguliert wird, ist der membrangebundene Teil
mit klassischen Cadherinen an der Zellmembran assoziiert.

Um zu priifen, ob ein vermindertes ,,N-Cadherin-Shedding® den Pool von B-Catenin in der
Zelle beeinflusst, sollten immunzytochemische Farbungen Aufschluss tiber den Gehalt und
die Verteilung von N-Cadherin und -Catenin in den Fibroblasten geben. Wihrend -Catenin
in Wildtyp-Zellen vornehmlich im Zytoplasma lokalisiert war, zeigten die ADAMI0-

defizienten Zellen eine Korrelation von erhohter Akkumulation von N-Cadherin und

¥ Das Expressionsmuster des endogenen N-Cadherins wurde mit Hilfe der sogenannten indirekten ,,Whole-
Mount“-Immunocytochemie in verschieden Embryonen untersucht. Diese Methode hat gegeniiber histologischen
Schneideverfahren den Vorteil, die Verteilung der N-Cadherins innerhalb des gesamten Embryos
wiederzugeben. Embryonen wurden nach kurzem Erhitzen in eiskaltem Methanol fiir 30 min inkubiert, in einer
0,1% haltigen Triton PBS-Losung rehydriert und hiernach mit N-terminalen N-Cadherin AK behandelt. Nach
dreimaligem Waschen der Embryonen in PBS und Inkubation mit Peroxidase-konjugiertem Antikdrper wurden
die Embryonen mit einer Diaminobenzidin-Losung gefarbt.
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B-Catenin an der Zellmembran (Abb. 6, Verodffentl. 1). Ko-Immunprézipitationen von
N-Cadherin und B-Catenin bestétigten eine erhohte Assoziation dieser Molekiile in
ADAMI10-defizienten Zellen (Abb. 7A, Verdffentl. 1). Losliches B-Catenin bindet an
Transkriptionsfaktoren der LEF/TCF-Familie und reguliert Zellzyklus-kontrollierende Gene
wie das Cyclin D1. Um zu priifen, ob die verdnderte B-Catenin-Verteilung in den ADAM10-
defizienten Zellen zu einer verdnderten Steuerung TCF-abhédngiger Proteine fiihrt, wurden
Luziferase-basierte TCF-Reporter-Assays durchgefiihrt”". Die Untersuchungen zeigten, dass
die durch B-Catenin vermittelte transkriptionale Aktivitit im Vergleich zur entsprechenden
Wildtyp-Kontrolle um ein 6-faches in den ADAM10-defizienten Zellen erniedrigt war (Abb.
7B, Veroftfentl. 1). Western-Blot-Analysen von ADAM10-defizienten Zellen und Embryonen
zeigten, dass die Expression von B-Catenin-Zielgenen wie Cyclin D1 und c-jun im Vergleich
zur Wildtyp-Kontrolle deutlich reduziert waren (Abb. 7C und D, Verdffentl. 1). Um die
Relevanz von ADAMI0 in der P-Catenin-Signaltransduktion zu untersuchen, wurden
ADAM10-defiziente Zellen mit ADAMIO0 retransfiziert und die Expression von B-Catenin-
Zielgenen mittels Western-Blot analysiert. Nach Uberexpression von ADAMI0 lieB sich
konzentrationsabhingig eine Zunahme der B-Catenin-Zielgene c-myc, Cyclin D1 und c-jun
beobachten (Abb. 7E, Verdffentl. 1).

Diese Ergebnisse zeigen, dass ADAMI0 nicht nur die N-Cadherin-vermittelte Zell-Zell-
Adhision beeinflusst, sondern ebenfalls maligeblich an der Regulierung der intrazelluldren

Signalweiterleitung beteiligt ist.

3.2 Die Disintegrin-dhnliche Metalloprotease ADAM10 vermittelt die Spaltung von
E-Cadherin und reguliert epitheliale Zell-Zell-Adhésion, Migration und
B-Catenin-Translokation (Veroffentlichung 2)

E-Cadherin ist eines der wichtigsten Adhédsionsmolekiile in epithelialen Geweben und scheint

in der Tumorentstehung von elementarer Bedeutung zu sein. Wihrend die extrazellulire

Doméne homophile Bindungen vermittelt, tritt der zytoplasmatische Teil von E-Cadherin mit

verschiedenen Molekiilen in Wechselwirkung. Uber B-Catenin und o-Catenin wird der

Cadherin/Catenin-Proteinkomplex an das Aktin-Zytoskelett gekoppelt. E-Cadherin kommt

" Durchfithrung von Luciferaseassays: Wildtyp- und ADAM10-defiziente Fibroblasten wurden in einer Dichte
von 6 x 10* Zellen pro Vertiefung in 6-Loch-Platten ausgesit und bis zu einer Konfluenz von ca. 50% kultiviert.
Die Zellen wurden anschlieBend mit B-Catenin/TCF-transkribierenden TOP-FLASH oder Kontroll-FOP-
FLASH-Reporter-Plasmiden transfiziert und die TCF-abhéngige Luciferaseaktivitit nach 48 Stunden mit einem
Luminometer gemessen.
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aufler in membranstdndiger auch in 16slicher Form vor. Friithere Untersuchungen beschrieben
fiir die Entstehung dieser 16slichen Form einen Mechanismus der limitierten Proteolyse. Die
»Shedding-Protease war jedoch zu Beginn dieser Arbeit noch unbekannt.

Ziel dieser Arbeit war es, die Protease, die fiir das ,,Shedding verantwortlich ist, nidher zu
charakterisieren und zu priifen, ob Signaltransduktionswege von (-Catenin-Zielgenen durch

das ,,Shedding* von E-Cadherin beeinflusst werden.

3.2.1 Die Metalloprotease ADAM10 prozessiert das transmembrane Adhisionsmolekiil
E-Cadherin sowohl konstitutiv als auch induzierbar in murinen embryonalen
Fibroblasten und epithelialen Zellen

Ausgangspunkt fiir die Untersuchungen war ebenfalls das bereits oben vorgestellte ADAM10-

defiziente Mausmodell. Zunéchst sollte die Frage gekliart werden, welche Proteasen an der

Protolyse des E-Cadherins beteiligt sind. Aufgrund der friihen Letalitit der ADAMI10-

defizienten Maiuse stehen fiir diese ,,Shedding-Analysen“ keine ADAMI10-defizienten

E-Cadherin-exprimierenden Zelllinien zur Verfiigung. Da Fibroblasten E-Cadherin nicht

endogen exprimieren wurden diese mit E-Cadherin-kodierendem Plasmid transfiziert und das

»Shedding® mittels Western-Blot untersucht. Detektiert wurden die membrangebundene Form

und die intrazelluldren Fragmente von E-Cadherin in den Zelllysaten der Fibroblasten mit

einem monoklonalen Antikoérper der Firma BD Bioscience. In den Lysaten fanden sich

Banden bei ca. 120 kDa (VL) und 37 kDa (CTF). Die 16sliche Form des E-Cadherins wurde

in den Ubersténden bei ca. 75 kDa (NTF) detektiert.

Zur Identifizierung der E-Cadherin-spaltenden Metalloprotease wurde das ,,Shedding® in

verschiedenen ADAM-defizienten und epithelialen Zelllinien untersucht. Hierbei stellte sich

heraus, dass nur in den ADAM10-defizienten Fibroblasten eine deutliche Reduktion des

C-terminalen Fragmentes zu beobachten war (Abb. 1B, Veroffentl. 2). Die GroBe des

detektierten C-terminalen-Fragments von ca. 37 kDa entsprach derjenigen, die fiir das

C-terminale E-Cadherin in verschiedenen Tumorzelllinien bestimmt worden war*.

Da wie oben beschrieben viele Membranproteine durch Metalloproteasen sowohl konstitutiv

als auch aktiviert proteolytisch gespalten werden, wurde hier ebenfalls der Einfluss von

verschiedenen Stimuli auf das ,,E-Cadherin-Shedding® untersucht. Im Western-Blot zeigte
sich fiir die verwendeten Stimuli eine gegeniiber den unbehandelten Proben deutliche

Zunahme des C-terminalen Fragmentes in den Zelllysaten der stimulierten Zellen (Abb. 1D,

Veroffentl. 2). Sowohl das konstitutive als auch das induzierte ,,E-Cadherin-Shedding® war
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deutlich in den ADAM10-defizienten murinen embryonalen Fibroblasten reduziert. Um das
»Shedding® in Zellen zu untersuchen, die endogen E-Cadherin exprimieren, wurden
verschiedene epitheliale Zelllinien mittels Inhibitorstudien, RNA-Interferenz-Experimenten,
ADAMI10-Uberexpression und Stimulationsversuchen untersucht. Hierbei stellte sich heraus,
dass auch in den endogen exprimierenden epithelialen Zellen ADAMI10 nicht nur unter
konstitutiven Bedingungen fiir diese Prozessierung mafgeblich verantwortlich ist, sondern die
E-Cadherin-Spaltung durch verschiedene Stimuli induziert werden kann. (Abb. 2A bis 2F,
Veroffentl. 2).

Zusammenfassend zeigten die Untersuchungen, dass die Metalloprotease ADAM10 sowohl
an der konstitutiven Spaltung, als auch an der induzierbaren Proteolyse von E-Cadherin
beteiligt ist. Insbesondere war es moglich, diese Befunde in epithelialen Zelllinien mittels

RNA-Interferenz-Experimenten zu bestitigen.

3.2.2 ADAMI10 beeinflusst die subzellulire Lokalisation von E-Cadherin und
B-Catenin
Die durch E-Cadherin vermittelte interzellulire Adhdsion von epithelialen Zellen wird durch
die zytoplasmatische Bindung von B-Catenin stabilisiert. Das ,,Shedding* von E-Cadherin
flihrt zu einer Authebung der adhdsiven Mechanismen und einer Verlagerung von
membrangebundenen B-Catenin ins Zytoplasma. Um zu priifen, ob die Metalloprotease
ADAMI0 an diesem Prozess beteiligt ist, wurden epitheliale Zellen mit lonomycin stimuliert
und anschlieBend mit Antikérpern gegen E-Cadherin und B-Catenin gefdrbt. Ionomycin-
induziertes ,,E-Cadherin-Shedding® fiihrte zu einer Aufthebung von Zell-Zell-Kontakten und
einer Lokalisationsdnderung von membrangebundenem [-Catenin. Wird die Aktivitit von
ADAMI10 mit dem Metalloproteas-Inhibitor GI254023X inhibiert, fiihrte dies zu einer
verminderten Translokalisation von B-Catenin in das Zytoplasma (Abb. 3, Veroffentl. 2). Die
Ergebnisse zeigen, dass die Metalloprotease ADAMI10 entscheidend an der Regulation von
epithelialen Zell-Zell-Kontakten und der Translokalisierung von B-Catenin in epithelialen

Zellen beteiligt ist.
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3.2.3 Der Einfluss von ADAMI10 auf die Adhision, Migration und Proliferation von
epithelialen Zellen

Um den funktionellen Einfluss von ADAMI10 zu untersuchen, wurden Zell-Adhéasionsstudien,
Migrationassays und Proliferationexperimente durchgefiihrt. Zell-Zell-Adhdsionsassays®
zeigten, dass die ADAMI0-vermittelte Proteolyse entscheidend an der E-Cadherin-
vermittelten Adhidsion beteiligt ist. In diesen Versuchen wurden Zellen der humanen
Keratinozyten-Zelllinie (HaCaT) mit dem fluoreszierenden Farbstoff Calcein markiert und zu
entsprechenden Keratinozyten gegeben, die entweder unbehandelt, mit EGTA bzw.
inhibierenden E-Cadherin-Antikorper DECMA1 oder mit PMA bzw. PMA und den
Metaloprotease-Inhibitoren GM6001 oder GI254023X behandelt waren. Nach Entfernen der
ungebundenen Zellen durch Waschen mit PBS wurde die Anzahl der auf den Fibroblasten
haften gebliebenen Zellen mit Hilfe eines Fluoreszenzmefgerites bestimmt.

Zunéchst war festzustellen, dass in Abwesenheit von EGTA oder DECMAL die Anzahl der an
die Keratinozyten bindenden Zellen um ein Vielfaches hoher war als die, die an mit EGTA
oder DECMA1 vorbehandelten Zellen adhidrierten (Abb. 4A, Verdffentl. 2). Dies
verdeutlichte, dass die Adhédrenz maBgeblich durch E-Cadherin bzw. Kalzium-abhéngige
Oberflachenmolekiile vermittelt wurde. Eine durch PMA induzierte Verminderung der Zell-
Zell-Adhdsion konnte ebenfalls durch den Metalloprotease-Inhibitor GM6001 und den
ADAM10-Inhibitor GI254023X aufgehoben werden. Diese Ergebnisse zeigen, dass das durch
die Metalloprotease ADAMI10 vermittelte ,,E-Cadherin-Shedding™ zu einer deutlichen
Verminderung der Adhdsionseigenschaften der Fibroblasten fiihrte.

Weiterhin sollten in vitro-Wundheilungsversuche” den Einfluss von ADAMI10 auf die

Migration von epithelialen Zellen zeigen. Diese Versuche stellen ein stark vereinfachtes

S Durchfiihrung der Adhdsionsassays: Epitheliale HaCaT-Keratinozyten wurden in einer Dichte von 6 x 10*
Zellen pro Vertiefung in 96-Loch-Platten ausgesit und bis zur Konfluenz kultiviert. Zu Versuchsbeginn wurden
die Zellen in Gegenwart oder Abwesenheit von GI254023X oder GM6001 bzw. DECMA1, EGTA oder PMA
inkubiert. Danach wurden Keratinozyten, die mit dem fluoreszierenden Farbstoff Calcein markiert worden
waren, in einer Dichte von 5 x 10* Zellen pro Vertiefung zu den adhirent wachsenden Fibroblasten gegeben. Um
eine moglichst gleichméBige und schnelle Adhdsion der Zellen zu erreichen, wurde die Platte bei 100g fiir drei
Minuten zentrifugiert. Nach anschlieBender Inkubation der Zellen bei 37°C fiir 20 Minuten und zweimaligem
Waschen mit PBS wurde die Fluoreszenz der adhdrenten Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop beobachtet
bzw. mit Hilfe eines Fluoreszenzmefgerits genau bestimmt. Um Dauer und Stirke der Adhdrenz zu erfassen,
wurde die Fluoreszenz zum Teil nach jedem Waschschritt gemessen.

" Durchfiihrung der in vitro Wundheilungsversuche: HaCaT-Zellen wurden in einer Dichte von 6 x 10* Zellen
pro Vertiefung in 6-Loch-Platten ausgesit, mit ADAMI10-kodierenden Vektor oder Kontrollplasmid transfiziert
und bis zur Konfluenz kultiviert. Um bei den Migrationsstudien einen Proliferationseffekt der Zellen
auszuschlieen, wurden die Zellen vor Versuchsbeginn fiir 24 Stunden mit 100 mM Hydroxyurea vorinkubiert.
Eine zellfreie ,,Wunde®“ wurde mit einer 10ul-Pipettenspitze erzeugt. Nach verschiedenen Zeiten unter
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Modell fiir eine Zellwanderung in vivo dar. Wihrend innerhalb des Assays die Zellen nur in
zwei Dimensionen wandern konnen, erfolgt eine Wanderung von Zellen in vivo stets in einem
dreidimensionalen System. Dennoch lédsst das Ergebnis des Versuchs prinzipiell Riickschliisse
auf die Beweglichkeit der Zellen zu und macht eine Aussage dariiber, ob das
Migrationspotential der Zellen durch eine Transfektion von ADAMI0 zu beeinflussen ist. In
sogenannten ,,Scratch-Assays* oder in vitro-Wundheilungs-Experimenten wurde der Einfluss
von dem ADAMI10-vermittelten ,,E-Cadherin-Shedding* auf die Zellwanderung untersucht.
Hierzu wurde mit Hilfe einer Pipettenspitze einem konfluenten Zellrasen eine ,,Verletzung*
zugefiihrt, um das Migrationsverhalten der Zellen iiber die Zeit zu beobachten. Hierbei stellte
sich heraus, dass ADAMI10-transfizierte HaCaT-Zellen wesentlich beweglicher waren als
untransfizierte Zellen und den ,,Scratch® nach ca. 12 Stunden nahezu komplett geschlossen
hatten, wihrend die untransfizierten Zellen lediglich 50% der ,,Wunde* geschlossen hatten
(Abb. 4B, Veroftentl. 2). Um den Einfluss von 16slichem E-Cadherin zu untersuchen, wurden
Mediumiiberstinde von ADAMI10-transfizierten Zellen auf untransfizierte Zellen gegeben.
Hierbei stellte sich heraus, dass diese Uberstinde ebenfalls zu einer Beschleunigung des
Wundverschlusses fiihrten. Dieser Effekt konnte durch Immunprézipitation von ldslichem
E-Cadherin nahezu aufgehoben werden (Abb. 4C, Veroffentl. 2). Diese Ergebnisse zeigen,
dass ADAMI10-vermitteltes ,,E-Cadherin-Shedding® selbst und auch durch ADAMI0
entstandenes 16sliches E-Cadherin die Migration der HaCaT-Zellen mafgeblich regulieren
kann.

Da die Re-Epithelialisierung der Epidermis ebenfalls abhéngig von der Proliferationsrate der
Keratinozyten ist, sollte der Einfluss von ADAMI0 auf die Proliferation mittels
[*H]Thymidin-Assays untersucht werden. Dabei stellte sich heraus, dass ADAMIO0-
transfizierte Zellen eine um 50% erhohte Proliferationsrate als untransfizierte Zellen hatten
(Abb. 4D, Veroffentl. 2). Um zu priifen, ob es hierbei auch zu einer verdnderten Expression
von Zell-Zyklus-regulierenden Genen kommt, wurde die Expression des B-Catenin-Zielgens
Cyclin D1 untersucht. Es bestdtigte sich, dass die Transfektion von ADAMI10 in HaCaT-
Zellen zu einer dosisabhédngigen Expression von Cyclin D1 fiihrt (Abb. 4E, Veroffentl. 2).
Die Ergebnisse zeigen, dass ADAMI10 nicht nur die Migration der Zellen beeinflusst, sondern
auch ihre Proliferation durch die Translokation von B-Catenin und der damit verbundenen

Signaltransduktion reguliert.

Standardzellkulturbedingungen wurde die Migration der Zellen in den einzelnen Vertiefungen photografisch mit
einem Phasen-Kontrastmikroskop dokumentiert.
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3.24 ADAMI10-vermitteltes ,, E-Cadherin-Shedding® kann in vivo nicht kompensiert
werden

Um eine mogliche Relevanz des ADAMI10-vermittelten ,,E-Cadherin-Sheddings* in vivo
ndher zu untersuchen, wurden Zellextrakte von ADAMI10-defizienten Embryonen im
Vergleich zu Wildtyp-Embryonen mittels Western-Blot analysiert. Hierbei stellte sich heraus,
dass in den ADAMI10-defizienten Embryonen eine deutliche Reduktion des ,,E-Cadherin-
Sheddings* zu beobachten war (Abb. 5A, Verdffentl. 2). Um die Verteilung von E-Cadherin
in ADAMI10-defizienten Embryonen ndher zu untersuchen, wurde ein ,,Whole Mount
Staining* der Embryonen durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass die Menge an E-Cadherin Voll-
Langen Protein in den ADAMI10-defizienten Embryonen drastisch erhoht war (Abb. 5B,
Veroffentl. 2). Der Befund, dass E-Cadherin im ADAMI0-defizienten Embryo nicht
prozessiert wird, weist zusétzlich auf eine essentielle in vivo-Relevanz im Organismus hin.
Diese wird durch immunhistochemische Untersuchungen, die eine Ko-Expression von

ADAMI10 und E-Cadherin in der humanen Epidermis zeigen, zusitzlich unterstiitzt (nicht

gezeigt).

3.3 Das neuronale Adhisionsmolekiil L1 wird sequentiell durch zwei unterschiedlich
aktivierte Metalloproteasen und den Presenilin/y-Sekretase-Komplex prozessiert
und reguliert die neuronale Zell-Adhision, Zell-Migration und das
Neuritenwachstum (Veroffentlichung 3)

Das L1-Adhidsionsmolekiil wurde als neuronales Adhédsionsmolekiil mit wichtiger Funktion
beim Wachstum von Neuriten beschrieben. Es existiert in zwei Formen, -einer
membrangebundenen und einer 16slichen, wobei letztere aus der ersten durch proteolytische
Abspaltung der Ektodomédne hervorgeht. Wéhrend die 16sliche Variante bei Neuronen
Neuritenwachstum und neuronale Differenzierung induziert, vermittelt die in der Membran
verankerte Variante die Adhirenz dieser Zellen. Es konnte gezeigt werden, dass die
Freisetzung von l6slichem L1 einerseits konstitutiv erfolgt, andererseits aber auch zum
Beispiel durch PMA induziert werden kann. Es wurde gezeigt, dass an dieser Spaltung der
extrazelluldiren Domine eine Metalloprotease, vermutlich ein Mitglied der ADAM-Familie,
beteiligt ist' "',

Ziel dieser Arbeit war es, die Regulation der LI-Proteolyse und die daran beteiligten

Proteasen nédher zu untersuchen. Dabei ging es auch um die Frage, ob die konstitutive und

induzierte Freisetzung von L1 durch unterschiedliche Proteasen vermittelt wird.
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3.3.1 Konstitutive und induzierbare Freisetzung von loslichem L1

Die ersten Versuche dienten der Etablierung eines Systems, in dem konstitutives und
induzierbares ,,Shedding® von L1 verldsslich beobachtet werden konnte. Hierzu wurden
verschiedene Antikorper gegen humanes L1 getestet, wobei eine Kombination der Antikorper
324 und 555 die grofte Sensitivitdt zeigte. Da diese gegen die extrazelluldre Domédne von L1
gerichtet waren (AK 324 bindet an der sechsten Ig-Domine und AK 555 an den Fn-
Domaénen), gelang sowohl die Detektion der membrangebundenen Form in den Zelllysaten,
als auch die der 16slichen Form in den Zelliiberstinden. In den Lysaten fand sich eine Bande
bei ca. 220 kDa und in den Uberstinden eine bei ca. 200 kDa. Die Detektion der
membrangebundenen Form und der intrazelluldren C-terminalen Fragmente von L1 in den
Zelllysaten gelang mit einem monoklonalen Antikérper der Firma Covance.

In den folgenden Experimenten sollte der Mechanismus, der zur Entstehung von 16slichem L1
fiihrte, ndher untersucht werden. Ll-transfizierte Wildtyp-Fibroblasten wurden fiir einen
definierten Zeitraum in An- oder Abwesenheit von PMA inkubiert. Im Anschluss daran
wurden die Zelliiberstinde auf ihr Gehalt an 18slichem L1 im Western-Blot oder mit Hilfe
eines ,,Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assays* (ELISAs) analysiert. Die Zugabe des Zink-
Chelators EDTA zu unstimulierten oder PMA-behandelten Zellen sollte erste Informationen
iiber die Beteiligung von Metalloproteasen an der Enstehung von 16slichem L1 liefern. Im
Western-Blot zeigte sich eine Zunahme des l6slichen L1-Molekiils im Zelliiberstand der
PMA-stimulierten Zellen gegeniiber den unbehandelten Proben (Abb. 3A, Verdffentl. 3).
Diese auf den PMA-Effekt zuriickzufiihrende Zunahme wurde als induziertes ,,Shedding*
definiert, im Gegensatz zu dem konstituitiven der unstimulierten Zellen. Die GroBe des
detektierten L1-Fragments von ca. 200 kDa entsprach derjenigen, die fiir das 16sliche L1 in
verschiedenen Tumoren gezeigt worden war™'**"**2. Sowohl das konstitutive als auch das
PMA-induzierte ,,L1-Shedding* wurde durch EDTA inhibiert (Abb. 1B und 4A, Veroffentl.
3). Die Inhibition der Produktion von 16slichem L1 durch EDTA zeigt die Beteiligung von

Metalloproteasen an beiden Formen des ,,Sheddings®.

3.3.2 Die unterschiedliche Regulation des ,,L.1-Sheddings*

Um die Identitdt der am ,,L1-Shedding® beteiligten Proteasen néher einzugrenzen, wurden in
weiteren Experimenten zwei Metalloprotease-Inhibitoren (GI254023X und GW280264X)
eingesetzt, die selektiv die Aktivitit von ADAMIO bzw. ADAMI7 blockieren'”. Die

38



ERGEBNISSE

Analyse von Zelliiberstinden im Western-Blot ergab, dass GI254023X einen wesentlich
groBeren Effekt auf das konstitutive ,,L1-Shedding* hat, wahrend der Inhibitor GW280264X
zu einer verstirkten Reduktion des induzierbaren ,,L1-Sheddings* fiihrte (Abb. 1B und 3A,
Veroffentl. 3). Diese Ergebnisse geben einen ersten Hinweis darauf, dass ADAMI10 an dem
konstitutiven ,,Shedding® von L1 beteiligt ist, wadhrend ADAMI17 mdglicherweise zu dem
durch PMA induzierten ,,Shedding® von L1 beitrdgt. Zur weiteren Analyse der Rolle von
ADAMI10 und ADAM17 fiir die Spaltung von L1 wurden murine embryonale Wildtyp-
Fibroblasten und verschiedene ADAM-defiziente Fibroblasten auf ihr ,,L1-Shedding-
Verhalten* untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass der Anteil an 16slichem L1 in dem
Kulturmedium der ADAMI10-defizienten, unstimulierten Zellen vermindert war (Abb. 2A,
Veroffentl. 3). Auf der anderen Seite lieB3 sich das ,,L1-Shedding® in ADAM]17-defizienten
Fibroblasten nicht durch PMA induzieren (Abb. 2A und 4B, Veroffentl. 3).

Insgesamt ergab sich folgendes Bild zur proteolytischen Regulation von L1: Durch die
Aktivitdit von Disintegrin-dhnlichen Metalloproteasen kommt es zur Abspaltung der
Ektodomine des auf der Zelloberfliche exprimierten L1-Molekiils und damit zur Bildung
eines loslichen Fragments. Dieser als ,,Shedding® bezeichnete Vorgang findet in den
untersuchten Zelllinien (primére-Neurone, H4-Zellen, murine embryonale Fibroblasten)
konstitutiv statt. Die Behandlung der Zellen mit PMA fiihrte zu einer Verstirkung des
»Sheddings®, d.h. zu einer vermehrten Produktion des 16slichen Fragments bei gleichzeitiger
Abnahme der membranstindigen Form. Der Einsatz von Inhibitoren, die ADAMI10, aber
kaum ADAM17 hemmen (GI1254023X), resultierte in einer Reduktion des konstitutiven, nicht
aber des PMA-induzierten ,,Sheddings“. Letzteres wurde nur durch den ADAM!17-Inhibitor
GW280264X blockiert, wobei das konstitutive ,,Shedding* nicht weiter verringert wurde als
durch den ADAMI10-Inhibitor GI254023X alleine. Die Uberexpression von ADAMI0 in
ADAMI10-defizienten Zellen verstirkte die Produktion von 16slichem L1 und in murinen
ADAM10-defizienten Fibroblasten wurde nur die konstitutive, nicht aber die durch PMA
induzierte Spaltung des L1-Molekiils vermindert. Daher kann die Schlussfolgerung gezogen
werden, dass ADAMI10 die wichtigste Protease fiir das konstitutive ,,Shedding® von L1 ist,
wihrend ADAMI17 sehr wahrscheinlich zu dem durch PMA induzierten ,,Shedding* von L1
beitragt.
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3.3.3 Die Abspaltung der C-terminalen Doméine von L1 aufgrund regulierter
intramembraner Proteolyse

Western-Blot-Analysen von Zelllysaten L1-exprimierender Fibroblasten zeigten neben der
membranstindigen 220 kDa groflen Form zwei C-terminale Fragmente von L1 bei ca. 32 kDa
(CTF1) und ca. 28 kDa (CTF2). Das Auftreten von mindestens zwei Proteolyseschritten, bei
welchen die extrazelluldre Doméne des L1-Molekiils nahe der Plasmamembran entfernt und
ein weiteres Fragment durch einen vielleicht folgenden Schnitt in der Transmembranregion
erzeugt und in das Zytosol abgegeben wird, erinnert an einen als ,,Regulierte Intramembran
Proteolyse* bezeichneten Mechanismus™®.

Eine zentrale Rolle in der regulierten intramembranen Proteolyse von Typ I Transmembran-
proteinen nimmt der im hydrophoben Milieu der Plasmamembran wirkende
v-Sekretasekomplex ein. Der 400-600 kDa umfassende Komplex setzt sich aus den Proteinen
Nicastrin, APH-1, Pen-2 und den Presenilinen zusammen®**. Das katalytische Zentrum wird
an der Kontaktstelle zweier aneinander grenzender Presenilinproteine durch zwei
konservierte, intramembranstindige Aspartylreste gebildet. Die Schnittstellenprédzision und
die Substratspezifitdt der y-Sekretase sind jedoch gering. Daher konnten fiir eine stetig

<245

wachsende Zahl von Substraten, zu denen das ,,Amyloid Precursor Protein und Notch als

die Bekanntesten zdhlen, unterschiedlich prozessierte, zytoplasmatische Fragmente

. 246
beschrieben werden

. Wird nun die Aktivitdt der y-Sekretase gehemmt, akkumulieren die
extrazelluldr prozessierten Transmembranproteine an der Plasmamembran, wéhrend die
Erzeugung weiterer 16slicher zytoplasmatischer Fragmente unterbunden wird.

Zur Untersuchung der weiteren Prozessierung von L1 wurde ein murines Zellkultursystem
gewdhlt, in dem die Expression der katalytisch aktiven Komponenten des
v-Sekretasekomplex, die Preseniline (PS) 1 und 2, verhindert wurde?*”**®_ Falls das Molekiil
L1 -ebenfalls durch regulierte intramembrane Proteolyse prozessiert wird, sollte
dementsprechend in den Proteinlysaten L1- exprimierender PS1/2-defizienter Fibroblasten
eine dquivalente Verdnderung des CTF-detektierten Signalmusters im Western-Blot zu
erkennen sein. Western-Blot-Analysen von LI1-transfizierten PS1/2-defizienten Fibroblasten
zeigten eine signifikant erhohte Akkumulation des 32 kDa-Transmembran-Fragments bei
gleichzeitigem Verlust des zytosolischen 28 kDa-Fragments (Abb. 3, Veroffentl. 3). Die
Ergebnisse zeigen, dass im Rahmen der RIP das L1-Transmembranfragment durch die

spezifische Interaktion mit der y-Sekretase zu einem kleineren zytoplasmatischen Fragment

prozessiert wird.
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3.3.4 Verinderte Adhisionseigenschaften L1-exprimierender Zellen durch ADAM10-
und ADAM17-vermitteltes ,,Shedding*

Das Molekiil L1 vermittelt Ca**-unabhéngig Zell-Adhésion durch homophile oder heterophile
Interaktionen. Um zu priifen, ob ADAM10- und ADAM17-vermitteltes ,,Shedding* von L1
zu einer signifikanten Verminderung der Adhésionseigenschaften L1-exprimierender Zellen
fiihrt, wurden substratspezifische Adhdsionsassays' durchgefiihrt.

In diesen Versuchen wurden L1-exprimierende Zellen der humanen neuronalen Zelllinie H4,
die entweder unstimuliert, mit PMA oder den Metalloprotease-Inhibitoren GI1254023X und
GW280264X behandelt bzw. mit ADAM10 oder siRNA gegen ADAMI10 transfiziert waren,
mit dem fluoreszierenden Farbstoff Calcein markiert und auf mit rekombinanten L1
gecoateten 96-Loch Platten gegeben. Nach Entfernen der ungebundenen Zellen durch
Waschen mit PBS wurde die Anzahl der auf den 96-Loch Platten verbliebenen Zellen mit
Hilfe eines FluoreszenzmeBgerites bestimmt. Zunédchst war festzustellen, dass auf den mit
BSA beschichteten Platten die Anzahl der bindenden H4-Zellen um ein Vielfaches niedriger
war als die, die auf den mit L1 beschichteten Platten adhérierten. Dies verdeutlichte, dass ein
Grofiteil der Adhdrenz iiber homophile L1-Bindungen stattfand. Nach Vorbehandlung der
Zellen mit PMA reduzierte sich die Zahl der bindenden H4-Zellen auf L1-beschichteten
Platten deutlich. Die Behandlung von H4-Zellen mit den Inhibitoren GI254023X und
GW280264X fiihrte zu einer Zunahme adhdrenter Zellen, obwohl bei gleichzeitiger PMA-
Stimulation der ADAMI17-Inhibitor GW280264X einen grofleren Effekt auf den PMA-
induzierten Riickgang der Adhidsion hatte, wihrend G1254023X einen hoheren Effekt auf die
Adhisionseigenschaften der unstimulierten Zellen hatte (Abb. 3, Veroffentl. 3).

Die Ergebnisse zeigen, dass ,L1-Shedding” eine deutliche Verminderung der
Adhésionseigenschaften L1-exprimierender Zellen zur Folge hat, und dass die Inhibition von

ADAMI10 und ADAM17 ausreichend sind, um diese Eigenschaften wieder zu verbessern.

! Durchfiihrung der substratspezifischen Adhdsionsassays: 96-Loch-Platten wurden mit 2 pg/ml L1 Lésung bzw.
2 ng/ml BSA-Losung als Kontrolle iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Zu Versuchsbeginn wurde das Shedding von
L1 in H4-Zellen durch Stimulation mit PMA (200 ng/ml) induziert, und zwar fiir eine Stunde in Gegenwart oder
Abwesenheit der Metalloprotease-Inhibitoren GI254023X oder GW280264X. Danach wurden die Zellen mit
dem fluoreszierenden Farbstoff Calcein markiert und in einer Dichte von 5 x 10° Zellen pro Vertiefung in die
Vertiefungen der gecoateten 96-Loch Platten gegeben. Um eine mdglichst gleichméBige und schnelle Adhésion
der H4-Zellen zu erreichen, wurde die Platte bei 100g fiir drei Minuten zentrifugiert. Nach anschlieender
Inkubation der Zellen bei 37°C fiir 20 Minuten und zweimaligem Waschen mit PBS wurde die Fluoreszenz der
adhirenten Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop beobachtet bzw. mit Hilfe eines FluoreszenzmeBgerits
bestimmt. Um Dauer und Stirke der Adhédrenz zu erfassen, wurde die Fluoreszenz zum Teil nach jedem
Waschschritt gemessen.
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3.3.5 ADAMI10 reguliert L1-abhiingige haptotaktische Migration von Neuronen

Zellkulturversuche haben gezeigt, dass L1 die Migration von Nervenzellen und das
Auswachsen sowie die Faszikulierung von Axonen unterstiitzt. Um den Einfluss von
ADAMI10 und ADAMI17 auf die Migration von neuronalen Zellen zu untersuchen, wurden
haptotaktische Migrationsassays’ durchgefithrt. Hierzu wurden die Unterseiten von
Transwellfiltern eines 24-Loch-Transwell-Systems mit rekombinantem L1 oder BSA
beschichtet. Die neuronalen Zellen wurden in Versuchsmedium mit oder ohne Zugabe der
beiden Metalloprotease-Inhibitoren GI254023X und GW280264X in die obere Kammer
gegeben. Nach 48-stiindiger Migrationszeit wurde die Anzahl der in die untere Kammer
transmigrierten Zellen bestimmt. Die Analyse der transmigrierten Zellen ergab, dass
GI254023X einen wesentlich groferen Effekt auf die Migration der neuronalen Zellen hatte,
als der Inhibitor GW280264X (Abb. 6C, Veroffentl. 3). Diese Ergebnisse deuten darauf hin,
dass die Metalloprotease ADAMI10 malgeblich an der regulierten L1-abhingigen

haptotaktischen Migration von Neuronen beteiligt ist.

3.3.6 ADAMI10 und ADAM17 beeinflussen L1-abéingiges Neuritenwachstum

Das neuronale Adhédsionsmolekiil L1 ist nicht nur an der Migration von Zellen, der
Synaptogenese und der Myelinisierung beteiligt, sondern fordert durch seine homophilen
Bindungseigenschaften auch das Wachstum von Neuriten. Um zu priifen, welchen Einfluss
die Metalloproteasen ADAM10 und ADAMI17 auf das Ll-abhingige Neuritenwachstum
haben, wurden Mikroexplantate von postnatalem murinem Cerebellum in Gegenwart der
Metalloprotease-Inhibitoren GI254023X oder GW280264X auf Poly-L-Lysin (PLL) oder
rekombinantem L1 kultiviert und die Lange der Neuronen bestimmt. Dabei stellte sich heraus,
dass beide Inhibitoren nur einen geringen Effekt auf das Wachstum der Neuriten auf PLL
hatten. Im Gegensatz hierzu zeigte sich, dass das Wachstum der Neuriten auf rekombinantem

L1 als Substrat deutlich durch die Zugabe der Metalloprotease-Inhibitoren GI254023X oder

! Durchfiihrung der haptotaktischen Migrationsassays: Die Unterseiten von Transwellfiltern eines 24-Loch-
Transwell-Systems wurden mit 2 pg/ml rekombinantem L1 oder 2 pg/ml BSA fiir 90 Minuten beschichtet.
AnschlieBend wurden 3x10° EGL-Zellen von sechs Tage alten Miusen in Versuchsmedium mit oder ohne
Zugabe der beiden Metalloprotease-Inhibitoren GI254023X und GW280264X in die obere Kammer gegeben.
Nach 48-stiindiger Migrationszeit bei 37°C wurde die Anzahl der in die untere Kammer transmigrierten Zellen
bestimmt. Hierzu wurde Zellen die nicht migrierten, mit einem Wattestdbchen vorsichtig entfernt. Die auf die
Unterseite der Membran gewanderten Zellen wurden mit Kristall-Violet-Losung geférbt und anschlieend
mehrfach mit H,O gewaschen. Die gefarbten Zellen wurden dann mit 10% Essigsédure entfarbt und diese Losung
bei 595 nm im ELISA-Reader quantifiziert.
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GW280264X inhibiert war (Abb. 6A und 6B, Veroffentl. 3). Hierbei hatte der ADAM17-
spezifische Inhibitor GW280264X einen wesentlich stirkeren Effekt als der ADAMI10-
Inhibitor G1254023X. Diese Daten zeigen, dass sowohl ADAMI10 als auch ADAM17 an dem

L1-abhéngigen Neuritenwachstum beteiligt sind.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden die proteolytischen Spaltungsmechanismen der neuronalen
Membranproteine L1 und N-Cadherin sowie die Prozessierung des epithelialen
Adhésionsmolekiils E-Cadherin untersucht und beschrieben. Neben der Identifikation der fiir
die Spaltung der Molekiile verantwortlichen Proteasen war auch die Frage nach der
biologischen Funktion dieser Prozessierung und insbesondere die Untersuchung der Zell-Zell-
Interaktion auf der Ebene der molekularen Vermittlung von Zelladhdrenz und die
intrazelluldre Signalweiterleitung von Interesse.

Wihrend zu Beginn der Arbeit bereits einige Informationen zur Spaltung von L1 vorlagen,
gab es fiir die Prozessierung der Cadherine in dieser Hinsicht noch keine genaueren
Erkenntnisse. Fir das Molekiil L1 war bekannt, dass die membranassoziierte Form durch
proteolytische Abspaltung der Ektodoméne in eine 16sliche, aktive Form iiberfiihrt werden
kann. Die dafiir verantwortlichen Proteasen waren aber nur zum Teil identifiziert. Die
Ergebnisse dieser Arbeit zum  Spaltungsmechanismus dieser transmembranen
Adhisionsmolekiile sowie mogliche Konsequenzen fiir dessen in vivo-Funktion sollen im

folgenden Abschnitt diskutiert werden.

4.1 Die ADAMI10-vermittelte Spaltung von E- und N-Cadherin

Cadherine sind Kalzium-bindende, transmembrane Adhésionsproteine, welche an der Zell-
Zell-Adhidsion beteiligt sind. Durch ihre Funktion bei der Zell-Adhidsion spielen die
Cadherine neben der Stabilisierung von Zell-Zell-Kontakten auch bei der embryonalen
Morphogenese, der Erhaltung der Zellpolaritdt und bei der Signaltransduktion eine wichtige
Rolle. Klassische Cadherine wie E-Cadherin oder N-Cadherin bilden in derselben Zelle
parallele Cis-Dimere. In dieser Konformation vermogen diese eine Trans-Dimerisierung mit
einem identischen Cadherin-Dimer in der gegeniiberliegenden Zelle zu bilden und
tiberbriicken so den extrazelluldren Raum zwischen den beiden Zellen. Mit der intrazelluldren
Doméne interagieren die klassischen Cadherine liber verschiedene Interaktionspartner (z.B.
Catenin) mit dem Aktin-Zytoskelett, um so den Gewebeverbanden Festigkeit zu verleihen.

Die transmembranen Adhésionsmolekiile E- und N-Cadherin existieren aber nicht nur
membrangebunden, sondern zusdtzlich als losliches, funktionell aktives Protein, wobei

letzteres aus dem ersten durch proteolytische Abspaltung der Ektodomine hervorgeht.
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Wihrend frithere Studien zeigten, dass die proteolytische Spaltung von E- und N-Cadherin
durch eine Metalloprotease-Aktivitdt vermittelt wird, blieb die fiir dieses ,,Shedding*
verantwortliche Protease jedoch unbekannt. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die
Metalloprotease ADAMI10 ganz entscheidend an der proteolytischen Spaltung von
E-Cadherin und N-Cadherin beteiligt ist. Mittels Analyse von ADAMI10-defizienten
Fibroblasten, Inhibitorstudien, RNA-Interferenz-Experimenten und ADAM10-
Uberexpression konnte gezeigt werden, dass ADAMI10 unter konstitutiven Bedingungen fiir
diese Prozessierung verantwortlich ist. Fiir eine Vielzahl membranstéindiger Molekiile ist ein
konstitutiver und induzierbarer Spaltungsmechanismus beschrieben worden, wobei fiir viele
Proteine eine differentielle Regulation des ,,Sheddings® durch ADAMI0 und ADAM17
gezeigt wurde. Interessanterweise ist ADAMI10 nicht nur an der konstitutiven Cadherin-
Spaltung beteiligt, sondern kann auch durch unterschiedliche Stimuli wie PMA oder
Ionomycin induziert werden. Ionomycin, ein Kalzium-lonophor, verursachte eine rapide
Freisetzung an l6slichem Cadherin innerhalb weniger Minuten. In den Zelliiberstinden
transfizierter MEF-Zellen konnte bereits nach wenigen Minuten die Akkumulation von
l6slichem Cadherin mittels Western-Blot nachgewiesen werden. Frithere Untersuchungen
haben gezeigt, dass der Influx von Kalzium in Zellen ein entscheidender Prozess bei der
Wundheilung ist*****°. Die hier vorgestellten Ergebnisse konnten einen wichtigen Beitrag
zum besseren Verstindnis dieses Mechanismus auf zelluldrer Ebene darstellen.

Inzwischen wurden von uns weitere Cadherine identifiziert, die einer der E- oder N-Cadherin-
dhnlichen Prozessierung zu unterliegen scheinen. Hier ist besonders hervorzuheben, dass
neben diesen klassischen Cadherinen auch andere Vertreter dieser Gruppe wie die
Protocadherine durch Metalloproteasen prozessiert werden. Erste Ergebnisse zeigen, dass
Breitband-Metalloprotease-Inhibitoren und spezifische ADAMI10-Inhibitoren zu einer
Reduktion der Proteolyse der y-Protocadherine fiihren. Diese Daten geben bereits einen ersten
Hinweis darauf, dass ADAMIO0O an dieser Prozessierung beteiligt sein konnte. Weitere
Untersuchungen sollen die Frage der funktionellen Bedeutung dieser Proteolyse fiir Zell-
Adhision, Aggregation, Apoptose und Synapsenbildung kldren. Somit konnten weitere
Erkenntnisse iiber die Regulation der Funktion der Protocadherine und iiber den Einfluss von
ADAMI10 auf die Spaltung dieses wichtigen Zell-Adhédsionsmolekiils erlangt werden. Die
hier vorgestellten Ergebnisse konnten fiir einen generellen ,,Sheddingmechanismus® innerhalb

der Gruppe der Cadherine sprechen.
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4.2 Die Rolle des ADAMI10-vermittelten ,,N-Cadherin-Sheddings* in Signalprozessen
und der Zell-Zell-Adhision

Das Ca”"-abhingige neuronale Adhésionsmolekiil N-Cadherin hat pleiotrope Effekte wihrend

der Embryonalentwicklung einschlieBlich der Somitogenese, Herzmorphogenese und der

212,251,252

Neuralrohrentwicklung . Hierbei fordert es unter anderem die Zellaggregation, die

Axonbiindelung und das Wachstum von Axonen®'*?

. Neben der Identifizierung von
ADAMIO0 als essentielle Protease fiir die N-Cadherin-Spaltung, konnten im Rahmen dieser
Arbeit verschiedene funktionelle Aspekte dieser Proteolyse aufgeklart werden. Mittels
verschiedener Zell-Adhésionsassays konnte gezeigt werden, dass die ADAMI10-vermittelte
Proteolyse entscheidend die N-Cadherin-vermittelte Zell-Adhédsion neuronaler Zellen
reguliert. Diese Befunde konnten darauf hindeuten, dass ADAM10 auch an der dynamischen
Vernetzung neuronaler Zellen in vivo beteiligt sein konnte. Dieser Prozess, der auch als
»Synaptische  Plastizitidt“ bezeichnet wird, ist die Grundlage fiir Lern- und
Gedichtnisvorginge™®. Dabei werden im Bereich der Synapsen interzellulire Kontakte
aufgebaut, verfestigt oder auch gelost. Die strukturellen Verdnderungen an den
Verbindungsstellen der Neuronen, an denen N-Cadherin mafigeblich beteiligt ist, werden
fortlaufend von schnellen, biochemischen Modifikationen begleitet””>**®. Diese Optimierung
der Nervenverkniipfungen konnte durch die ADAMI0-vermittelte Prozessierung von
N-Cadherin beeinflusst werden.

Weiterhin zeigten die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse, dass die Immunreaktivitit von
N-Cadherin auf der Zelloberfliche von ADAM10-defizienten Fibroblasten wesentlich starker
war, als auf entsprechend gefiarbten Wildtyp-Fibroblasten. Wahrend diese Befunde,
verbunden mit der Tatsache, dass ADAM10 und N-Cadherin ko-immunprézipitieren, auf eine
Interaktion dieser Molekiile hindeuten, stellt sich die in vivo-Situation im Embryo komplexer
dar. In vergleichenden Untersuchungen der Verteilung von N-Cadherin in Wildtyp- und
ADAMI10-defizienten Embryonen war der einzige zu beobachtende Unterschied eine
verminderte N-Cadherin-Expresssion in den Somiten der ADAMI10-defizienten Embryonen.
Trotz der phinotypischen Ahnlichkeiten zwischen den ADAMI10- und N-Cadherin-
defizienten Embryonen beziiglich ihrer friihen Letalitit, der beeintrachtigten Somitogenese,
Herzmorphogenese und der Neuronalrohrentwicklung®’ lassen sich die Phénotypen von
ADAMI10- und N-Cadherin-defizienten Embryonen nur bedingt miteinander vergleichen.
Allerdings konnte die Metalloprotease ADAMI10 durch die Prozessierung von N-Cadherin
wihrend der Embryogenese am Abbau mutipler Synapsenbindungen beteiligt sein. Hierbei

entwickeln sich zunichst multiple Synapsen zwischen Motoneuronen und Muskelfasern, die
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im Laufe der weiteren Entwicklung zu einem Grofteil eliminiert werden, bis im adulten
Organismus genau eine neuromuskulire Endplatte pro Muskelfaser existiert™. Da die
Metalloprotease ADAMI10 in der Prozessierung mehrerer entwicklungsbiologisch relevanter
Proteine beteiligt ist, lassen die hier dargestellten Ergebnisse darauf schlieBen, dass der
Phianotyp der ADAMI10-defizienten Maus hochstwahrscheinlich durch ein Fehlen des
,Sheddings“ mehrer endogener Substrate zustande kommt'****!27,

In der Entwicklung von Organismen sind verschiedene Migrations- und Differenzierungs-
vorginge mit dem Wechsel der zelluldren Cadherin-Ausstattung verbunden'*>**, Aber auch
Tumorzellen besitzen zum Teil verschiedene Cadherine auf ihrer Oberfliche. So legen
Literaturdaten dar, dass verschiedene Karzinomzellen - unabhidngig vom Vorhandensein von

259-261
. Das

E-Cadherin - andere Cadherine wie z.B. N- und P-Cadherin exprimieren
Abschalten oder die funktionelle Inaktivierung von E-Cadherin fiihrt zu einer hoheren
Mobilitdt und Invasivitdt von Karzinomzellen, da letztere nach dem Verlust der E-Cadherin-
vermittelten Adhésion oft nicht mehr im Gewebeverband zuriickgehalten werden'®?%,
Ahnliche Befunde konnten im Zusammenhang mit der Expression von N-Cadherin in
Rhabdomyosarkoma-Gewebe gemacht werden®”. Der Befund, dass ADAMI10-vermitteltes
»Shedding* von N-Cadherin die Expression dieses Molekiils auf der Zellmembran reguliert,
konnte eine wichtige Voraussetzung fiir die Migration von Tumoren sein. ADAMIO0 ist
jedoch nicht nur fiir die Abspaltung der Ektodomédne dieser Proteine verantwortlich, sondern
liefert mit dem in der Zellmembran verbleibenden Fragment auch das Ausgangsprodukt fiir
die nachfolgende Prozessierung durch den 7y-Sekretase-Komplex. Durch diese weitere
Proteolyse kommt es wiederum zur Freisetzung des C-terminal gebundenen [-Catenins,
welches auf die Signaltransduktion der Zelle Einfluss nimmt und zu einer erhdhten
Expression von Proto-Onkogenen wie z.B. c-myc, Cyclin DI und c-jun fihrt. Ein weiteres
grundlegendes Konzept der molekularen Karzinogenese besteht darin, dass die Kooperation
mehrerer aktivierter Onkogene notwendig ist, um einen malignen Phinotyp auszubilden®.
Die hier vorliegenden Daten belegen, dass ADAMI10 durch die Prozessierung der Cadherine
ganz entscheidend die Expression von Proto-Onkogenen in der Zelle reguliert. Hierbei hat
sich gezeigt, dass ADAMI10 die Expression von typischen B-Catenin-Zielgenen wie z.B.
c-myc, Cyclin DI und c-jun und damit auch weitere Zellfunktionen beeinflussen kann.

Zusammenfassend konnten die hier vorgestellten Ergebnisse einen wichtigen Beitrag zum

besseren Verstidndnis des invasiv-metastatischen Verhaltens einiger Tumorzellen darstellen.
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Zukiinftige Studien konnten zeigen, welche funktionelle Bedeutung die Metalloprotease

ADAMIO fiir die Regulation der Migration und Invasion von Karzinomzellen haben konnte.

4.3 Die Bedeutung des ADAMI10-vermittelten ,,E-Cadherin-Sheddings* fiir die Zell-
Zell-Adhision und die zelluliire Signaltransduktion in epithelialen Erkrankungen

Wihrend der friihen Embryonalentwicklung laufen viele molekulare Prozesse wie etwa
Signaltransduktionskaskaden ab, die zur Musterbildung und Achsendeterminierung des
Zellhaufens der Priimplantationsstadien fithren. Hierbei ist die korrekte Regulation von

265266 Trotz der

E-Cadherin zur Etablierung von homophiler Zell-Adhdsion notwendig
Bedeutung von E-Cadherin bei der Embryogenese im intakten Organismus sowie der
verdnderten Expression bei der Tumorentstehung, ist jedoch tiber die Regulation bisher wenig
bekannt. Die Funktion von E-Cadherin bei der Zell-Adhédsion muss modulierbar sein, um den
Aufgaben der verschiedenen Zelltypen gerecht zu werden. Die Ergebnisse dieser Arbeit
konnten darauf hindeuten, dass bei diesen Prozessen posttranslationale Modifikationen von
entscheidender Bedeutung sind. Die hier dargestellten Daten lassen vermuten, dass die
ADAM10-vermittelte Proteolyse entscheidend die E-Cadherin-vermittelte Adhdsion nicht nur
in vitro sondern auch moglicherweise in vivo wihrend der Entwicklung des Embryos
regulieren konnte.

Auch pathophysiologische Prozesse wie die Wundheilung der Haut setzen sowohl
Zellwanderung als auch die Remodellierung der EZM voraus. Beide Prozesse sind fiir die
damit verbundene Reepithelialisierung und Wiederherstellung des darunter liegenden
Bindegewebes verantwortlich und setzen somit eine kontrollierte Synthese bzw. Kontrolle
proteolytischer Aktivititen voraus. Fiir die kutane Wundheilung der Ratte konnte bereits
gezeigt werden, dass hierbei wahrscheinlich Progelatinase A durch MTI1-MMP und
Progelatinase B durch Stromelysin-1 aktiviert werden. Die in dieser Arbeit vorgestellten
Ergebnisse zur Wundheilung zeigen, dass die Metalloprotease ADAMI0 ebenfalls die
Migration der Zellen reguliert. Diese Befunde konnten auf einen mdglichen Einfluss von
ADAMI10 auf den Aufbau und die Erhaltung der strukturellen Integritdt der Haut hindeuten.
In vivo-Wundheilungs-Untersuchungen konnten den Einfluss von ADAMI0 auf die
Wundheilung zeigen. Inzwischen haben weitere Zellkulturversuche mit primiren humanen
Keratinozyten einen Einfluss inflammatorischer Zytokine auf das ADAMI10-vermittelte
,E-Cadherin-Shedding®” gezeigt. Immunhistochemische Untersuchungen und Immunoblot-

Analysen von Hautproben verschiedener humaner Hauterkrankungen (Ekzeme, Melanom
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u.w.) zeigen Unterschiede in der Expression und Prozessierung der Proteine. Diese
Ergebnisse konnten darauf hindeuten, dass die Prozessierung von E-Cadherin durch
ADAMI10 sowohl in gesunden Geweben als auch in epithelialen Erkrankungen von
Bedeutung sein konnte. Nachfolgende Untersuchungen im Mausmodell konnten weitere
Erkenntnisse iiber eine in vivo-Relevanz dieser Interaktion von ADAMI10 und E-Cadherin auf
die epidermale Permeabilititsbarriere geben. Wundheilungsstudien am Mausmodell kdnnten
hier weitere Hinweise auf die Bedeutung von ADAMIO fiir die epidermale Integritdt und
Regeneration liefern.

Auch fiir verschiedene Tumore ist gezeigt worden, dass die Freisetzung der extrazelluldren
E-Cadherin-Doméne erhoht ist”®’?%. E-Cadherin spielt hier eine wichtige Rolle bei der
Tumorentwicklung und im besonderen bei der Metastasierung”**"'. Wihrend dieses
Vorgangs werden durch die Tumorzellen sowohl stindig neue Verbindungen zu dem sie
umgebenen Gewebe gebildet als auch wieder aufgelost. Wahrend der frithen Phase der
Metastasenbildung miissen die Tumorzellen sich aus dem sie umgebenden Gewebe 10sen,
wiahrend sie im Laufe der weiteren Schritte neue Bindungen z.B. zu den vaskuldren
Endothelzellen in den Zielorganen eingehen, um dort Tochtergeschwiilste zu bilden. Eine
Fehlfunktion im Bereich der E-Cadherin-vermittelten interzelluliren Bindungen kann im
Tumorgewebe durch verschiedene Pathomechanismen verursacht werden: Eine
Herunterregulation der E-Cadherin-Expression kann durch Hypermethylierung der

Promotorregion (5‘CpG-Insel) des E-Cadherin-Gens erfolgen’’

. In Tumoren wird héufig
eine Heterogenitdt der verminderten Expression des E-Cadherins beschrieben. Hierflir kann
zum einen eine echte zellulire Heterogenitit verantwortlich sein, zum anderen auch eine
instabile E-Cadherin-Expression der Tumorzellen, die zum Teil auch von Milieubedingungen

325 Uberdies ist das kontrollierte Wechselspiel von Proteolyse und

abhingen kann
Adhisions-abhingigen Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen fiir die Invasions- und
Metastasierungsfahigkeit von entscheidender Bedeutung. Hierbei fiihrt auch ein vermehrter
proteolytischer Abbau des E-Cadherin-Molekiils zu einer erhdhten Metastasierung der

Tumorzellen®’®

. Aufgrund der hier gezeigten Ergebnisse konnte die Spaltung von E-Cadherin
durch die Metalloprotease ADAMI10 auch bei der Entstehung von Tumoren eine wichtige
Rolle spielen. Die Spaltung von E-Cadherin durch ADAMI10 koénnte hierbei die epithelial-
mesenchymale Transdifferenzierung fordern. Diese scheint ein wesentliches Charakteristikum
von invasiven Tumorzellen zu sein. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass ADAMI10
durch die Prozessierung von E-Cadherin nicht nur die Zell-Adhidsion beeinflusst, sondern

ganz entscheidend die Signaltransduktion und die Lokalisierung von B-Catenin innerhalb der
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Zelle steuern kann. In Tumoren konnte eine erhohte Prozessierung von E-Cadherin durch
ADAMI10 nicht nur die E-Cadherin-vermittelte Zell-Adhésion beeinflussen, sondern auch zu
einer veranderten Lokalisierung von -Catenin beitragen, was moglicherweise die Invasivitét

und metastatische Potenz der Tumorzellen beeinflusst?”’*"8.

4.4 Die differentielle Regulation des ,,L.1-Sheddings*

Ein weiteres Ergebnis der vorliegenden Arbeit war, dass das transmembrane L1-Molekiil
durch die Aktivitit von mindestens zwei Vertretern der Disintegrin-dhnlichen
Metalloproteasen prozessiert wird. Es konnte gezeigt werden, dass die Spaltung von LI
sowohl konstitutiv erfolgt, als auch durch den Phorbolester PMA induzierbar ist, und dass
hierbei ADAMI0 und ADAMI17 weitgehend separate Aufgaben iibernehmen. Wéhrend
ADAMIO0 als die wichtigste Protease fiir das konstitutive ,,Shedding® identifiziert werden
konnte, ist ADAMI17 vermutlich an der durch PMA-induzierten Spaltung der Molekiile
beteiligt. Die Rolle von ADAMI10 wurde vor allem durch den Einsatz von ADAMI10-
Inhibitoren in verschiedenen Zelllinien sowie durch Transfektion von L1 in ADAMI10-
defiziente Zellen deutlich. Allerdings hatte die Ausschaltung der ADAM10-Aktivitit keinen
Einfluss auf die nach PMA-Stimulation vermehrte L1-Freisetzung, welche nur durch die
Inhibition von ADAMI17 wirksam reduziert wurde. Damit war gezeigt, dass das
transmembrane L1 differentiell durch ADAM10 und ADAM17 reguliert wird. Mittlerweile ist
fir eine Vielzahl transmembraner Molekiile ein konstitutiver und induzierbarer
Spaltungsmechanismus beschrieben worden, wobei als Induktoren meistens Phorbolester wie
PMA eingesetzt wurden. Interessanterweise stellte man in vielen Fillen, dhnlich wie bei L1,
eine differentielle Regulation beider Formen des ,,Sheddings® durch ADAM10 und ADAM17
fest, so zum Beispiel fiir das PrP*”’, das APP*®® oder das Chemokin Fraktalkin®>. Dennoch
scheint eine solche Aufgabenteilung der Metalloproteasen nicht unbedingt die Regel zu sein,
da andere Beispiele wie das N-Cadherin oder E-Cadherin zeigen, dass konstitutives und
induzierbares ,,Shedding* auch von derselben Protease vermittelt werden kann.

Festzuhalten bleibt jedoch auch, dass unabhédngig von den verwendeten Stimuli, weder die
Inhibitoren noch ADAM10-defiziente Zellen eine vollstindige Blockierung der L1-Spaltung
bewirken konnten. Es ist daher wahrscheinlich, dass noch andere, bisher nicht identifizierte
Metalloproteasen zur Produktion von loslichem L1 beitragen konnten. Um dies néher zu
untersuchen, konnten bereits generierte Zelllinien mit Mehrfachdefizienzen fiir bestimmte

Mitglieder der ADAM-Familie verwendet werden, zum Beispiel murine ADAM9/10/15-
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defiziente Fibroblasten’”. Eine weitere wichtige Frage besteht darin, auf welche Weise die
Metalloproteasen ihr Substrat erkennen und ob moglicherweise Erkennungs- und Spaltstelle
voneinander verschieden sind. Sehr wahrscheinlich ist in den meisten Féllen nicht die
Primirsequenz, sondern vielmehr die rdumliche Struktur und damit die Zuginglichkeit
bestimmter Doméanen des Substrats entscheidend fiir die Ektodoméanenabspaltung. Obwohl in
der vorliegenden Arbeit gezeigt wurde, dass mit ADAM10 und ADAMI17 mindestens zwei
Metalloproteasen in das ,,Shedding® von L1 involviert sind, bleibt noch unklar, ob die
Proteasen dieselbe oder unterschiedliche Spaltstellen nutzen. Die innerhalb dieser Arbeit
vorgestellten Western-Blot-Daten fiir L1 lassen zunéchst nur ein einziges losliches Fragment
von ca. 200 kDa vermuten und zwar unabhédngig davon, ob es sich um konstitutives oder
induziertes ,,Shedding handelt. Allerdings muss dabei beriicksichtigt werden, dass fiir
Proteine dieser Grofenordnung Differenzen von nur wenigen kDa mit Hilfe der Western-
Blot-Technik nicht aufgeldst werden konnen und dass im Falle der transmembranen L1-Form
die Glykolysierung der extrazelluldiren Doméne zu einer diffusen Bande fiihrt, die eine genaue
Bestimmung des Molekulargewichts zusétzlich erschwert. Aus diesem Grund konnten weitere
Arbeiten  die  Identifikation der  Spaltstellen von L1 mit Hilfe von
Proteinsequenzierungstechniken oder mittels Massenspektrometrie sein.

In den vergangenen Jahren gewann fiir einige Zelloberflichenproteine wie z.B. CD44**,
Notch'”” oder APP**' ein neuer Mechanismus der Weiterleitung von Signalen aus der
Umgebung an das Innere einer Zelle zunehmend an Bedeutung. Im Gegensatz zu der
bisherigen Hypothese, dass die Ubertragung von Einfliissen und Stimuli aus dem Umfeld
einer Zelle liber Rezeptoren in der Plasmamembran und die Weitergabe an das Innere einer
Zelle mittels ,second messenger-Systemen® erfolgt, werden die von aktivierten
Membranrezeptoren aufgenommenen Signale durch die regulierte Proteolyse des
Rezeptormolekiils in der Transmembrandomidne weitergeleitet. Dieser als ,,Ripping*
bezeichnete Prozess fiihrt zu der Entstehung intrazellulirer von der Membran geloster

bioaktiver Fragmente**

und stellt eine vollig neue Dimension der Signaltransduktion dar. Der
nach der Abspaltung des extrazytosolischen - des luminalen oder extrazelluliren -
Proteinanteils eines Transmembranproteins entstandene Membranstumpf dient als Substrat fiir
Lintramembrane-cleaving proteases™ (iCLiPs). Fiir die Spaltung von Membranproteinen des
Typs 1 ist die sogenannte, den Aspartylproteasen zugehorige, y-Sekretase verantwortlich. Das
Zell-Adhdsionsmolekiil L1 zéhlt ebenfalls zu der Gruppe der Typ I Membranproteine und

wird durch die Spaltung seiner extrazelluldiren Domine in der Nihe des Membranankers

moduliert.
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Interessanterweise wird auch, wie die Daten dieser Arbeiten zeigen, das neuronale Adhésions-
molekiil L1 durch eine y-Sekretase-Aktivitit weiter prozessiert. Das Ergebnis fiihrte zu der
Frage, welche Funktion die 16sliche intrazellulire Doméne von L1 im Zytoplasma einer Zelle
ausiibt und wie sie Einfluss auf die von L1-vermittelten Prozesse nehmen kann. In einer
Vielzahl der bereits untersuchten Substrate der iCLiPs wie z.B. APP und Notch wurde
gezeigt, dass die durch den Mechanismus der RIP von der Membran geldsten
zytoplasmatischen Doménen der Proteine nach ihrer Freisetzung in den Zellkern transportiert
werden und dort an der Regulation der Transkription von Genen beteiligt sind™.
Immunzytochemische Untersuchungen und Immunpréizipitationsexperimente mit Kern-
fraktionen konnten kldren, ob es zu einer Translokation der intrazelluldren Spaltprodukte in
den Zellkern kommt und ob dieses einen Einfluss auf die Genregulation haben konnte.

Zudem zeigen aktuelle Untersuchungen, dass die Spaltung von L1 fiir das L1-stimulierte
Neuritenwachstum von Bedeutung ist”. Hierbei kann die extrazellulire Doméne von L1
durch Trans-Interaktionen in anderen Zellen L1-stimuliertes Neuritenwachstum auslosen. Im
Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Prozessierung der extrazelluldren
Doméne des Molekiils und deren Freisetzung essentiell fiir das Ll-abhingige
Neuritenwachstum ist. In Anwesenheit der Metalloprotease-Inhibitoren GI254023X und
GW280264X, die eine inhibitorische Wirkung auf die Freisetzung des loslichen Fragmentes
von L1 ausiiben, konnte eine signifikante Reduktion des L1-induzierten Neuritenwachstums
nachgewiesen werden. Die Prozessierung neuronaler Zell-Adhdsionsmolekiile scheint fiir den
Prozess des Neuritenwachstums von essentieller Bedeutung zu sein. Nicht nur die
Prozessierung des Zell-Adhdsionsmolekiils NCAM, sondern auch 16sliche Fragmente des

285 sind in den

Molekiils CHL-1?** und des Proteins DCC (,,deleted in colorectal carcinoma®)
Prozess des Neuritenwachstums involviert. Der posttranslationale Mechanismus der
regulierten Prozessierung erdffnet einer Nervenzelle die Moglichkeit, die fiir den Prozess des
Neuritenwachstums charakteristischen massiven und sehr kurzfristigen Modulationen von
Zelloberflichenproteinen zu gewéhrleisten.

Im Zentralen Nervensystem gehort insbesondere der Hippocampus zu den Orten synaptischer
Verdnderungen. Proteolytische Modifikationen von Proteinen des synaptischen Spaltes sind
ein Bestandteil des Regulationssystems des Prozesses der Langzeitpotenzierung, der durch
synaptische Plastizitdt charakterisiert wird. Auch das Zell-Adhésionsmolekiil L1, das in den
Vorgang der synaptischen Plastizitit involviert zu sein scheint™, konnte im synaptischen
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Spalt lokalisiert werden™". Dies ldsst die Vermutung zu, dass die Prozessierung des Zell-

Adhésionsmolekiils L1 zu einer aktivititsabhéngigen Modulation des synaptischen Spaltes
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fiihrt und sie somit fiir das mit dem Hippocampus verkniipfte rdumliche Lernen eine
essentielle Rolle spielen konnte.

Neben der Beteiligung von L1 am Neuritenwachstum und der Migration von Neuronen wurde
die Expression von L1 und die Bildung von L1-Spaltprodukten auch in verschiedenen
Tumoren wie z.B. Melanom, Neuroblastom, Bronchialkarzinom, Nierenzellkarzinom, Gliom
und bei der monozytiren Leukdmie nachgewiesen'**2>!2872% (Jper die Rolle von L1 ist
hierbei noch wenig bekannt, vermutlich beeinflusst L1 aber die Progredienz dieser Tumore. In
vielen Karzinomen des Uterus und der Ovarien wird die Metalloprotease ADAMI10 mit L1
ko-exprimiert, aulerdem korreliert die Anwesenheit von ADAM10 im Tumorgewebe mit
loslichem L1 im Serum der Patienten. Dariiber hinaus wurde das 32 kDa grofle

291292 1v:
7% Diese Daten

zytoplasmatische Spaltfragment von L1 in Tumorlysaten nachgewiesen
zeigen, dass L1 in vivo gespalten wird und dass die Metalloprotease ADAMI10
moglicherweise in die membranproximale Spaltung von L1 involviert ist. Wie die Daten
dieser Arbeit zeigen wird die Abgabe von L1 durch die Blockade der Aktivitit der spaltenden
Proteasen ADAM10 und ADAMI17 reduziert und damit auch das Migrationspotential der
Zellen beeintrichtigt. Ubertragen auf die Situation im Tumorpatienten konnte dies bedeuten,
dass vermehrt abgegebenes L1 die Migration der Tumorzellen auf Proteinen der EZM fordert
und damit die Bildung von Metastasen begiinstigt. Tatsdchlich korreliert eine hohe
Konzentration von 16slichem L1 im Serum der Patienten mit besonders aggressiven Tumoren

und einer schlechten Prognose®?. Damit stellen sowohl L1 als auch ADAM10 mdgliche neue

Angriffspunkte fiir die Therapie von verschiedenen Karzinomen dar.

4.5 Funktion des ADAM10-vermittelten ,,Sheddings* in vivo

Die Natur bedient sich des posttranslationalen Mechanismus der regulierten Proteolyse von
Transmembranproteinen um die Diversitdt und somit auch die Vielfaltigkeit der Funktionen
dieser Proteine in einem groen MalBle zu erhéhen. Die Modulation der extrazelluldren
Domine eines Proteins durch regulierte Prozessierung, der daraus resultierenden Spaltung in
der Transmembrandomine und die Freisetzung der intrazelluliren Doméne scheint ein
fundamentaler Prozess zu sein. So ermoglicht die Prozessierung von Zell-
Adhiésionsmolekiilen in einem sehr hohen Mal3e die Modulation der Funktion des Proteins,
das durch diese posttranslationale Modifikation von einem Zell-Adhésionsmolekiil mit einem
auto- oder parakrinen Wirkungsmechanismus in einen Bestandteil der extrazelluldren Matrix

mit weitreichenden und nicht nur auf eine einzige Zelle und ihre Umgebung beschrinkten
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Einfluss umgewandelt werden kann. Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse liber das
ADAM10-vermittelte ,,Shedding* von verschiedenen Zell-Adhésionsmolekiilen zeigen eine
essentielle Bedeutung der Metalloprotease ADAMI0 fiir die Regulation zahlreicher
Funktionen wie Zell-Zell-Adhidsion, Signaltransduktion und der Migration von Zellen.
ADAM10-defiziente Méuse zeigen eine pranatale Letalitdit am Embryonaltag 9,5 und weisen
Entwicklungsstorungen auf, die auf eine Beeintrachtigung des Notch-Signalweges hinweisen.
In fritheren Studien konnte anhand von in situ-Hybridisierungsanalysen gezeigt werden, dass
eine ADAMI10-Defizienz zu einer reduzierten Expression des Notch-Zielgens hes-5 im
Neuralrohr und einer erhhten Expression des Notch-Liganden dll-1 fiihrt'”. Die ADAM]10-
defizienten Embryonen weisen ein gegeniiber Wildtyp-Mausen vermindertes Wachstum, eine
Unterentwicklung des Herzens und eine Verformung des Neuralrohres auf. Weitere
Entwicklungsstérungen, die ebenfalls Ahnlichkeit mit dem Notch-Phiinotyp aufweisen,
werden an der Segmentierungsstorung der Somiten deutlich, die zum Teil iiber mehrere
Segmente verschmolzen sind'®’.

Die hier erhobenen Daten, dass weder N- noch E-Cadherin im ADAM10-defizienten Embryo
prozessiert werden, weisen zusitzlich auf eine in vivo-Relevanz dieser Interaktionen hin.
Wiéhrend die Akkumulation von E-Cadherin im Organismus mdglicherweise zu einer
Veranderung des Zellwachstums und einer erhohten Apoptoserate fiihren kann, stellt sich die
Situation fiir das N-Cadherin innerhalb der Embryonen komplizierter dar. Da die
Metalloprotease ADAMI10 fiir die Prozessierung weiterer entwicklungsbiologisch relevanter
Molekiile wie Notch oder EGF verantwortlich ist, lassen die Ergebnisse darauf schlieen, dass
die verdnderte Verteilung von N-Cadherin im ADAM10-defizienten Embryo eine komplexe
Situation darstellt, und eine Kombination aus dem beeintrichtigtem ,,Shedding* mehrerer
Substrate sein konnte. Zusammenfassend zeigen die Daten, dass der Phanotyp der ADAMI10-
defizienten Maus hochstwahrscheinlich durch ein Fehlen des ,,Sheddings“ mehrer
endogenener Substrate zustande kommt.

Weitere Befunde dieser Arbeit zeigen, dass nicht nur die hier untersuchten Cadherine sondern
auch das L1-Molekiill nach der Abspaltung der extrazelluliren Domidne eine weitere
Prozessierung der in der Zellmembran verleibenden Fragmente durch eine y-Sekretase-
Aktivitdt erfahrt. Diese Ergebnisse fithren zu der Frage, welche Funktionen die 16slichen
intrazellularen Doménen dieser Molekiile im Zytoplasma einer Zelle ausiiben konnen. In einer
Vielzahl der bereits untersuchten Substrate der iCLiPs wie z.B. APP und Notch wurde
gezeigt, dass die durch den Mechanismus der RIP von der Membran geldsten

zytoplasmatischen Dominen der Proteine nach ihrer Freisetzung in den Zellkern transportiert
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werden und dort an der Regulation der Transkription von Genen beteiligt sind.
Moglicherweise flihrt auch die Spaltung der Membranfragmente der hier untersuchten
Molekiile, die durch ,,Shedding® der extrazelluliren Doménen entstehen, und der daraus
folgenden Freisetzung der zytoplasmatischen Doméne, zur Entstehung von in
Signaltransduktionsprozessen involvierten und moglicherweise an Regulationsvorgédngen im
Zellkern beteiligten Mediatoren.

Aktuelle Untersuchungen belegen, dass Adhédsionsmolekiile wie z.B. L1 oder N-Cadherin
nicht nur physiologisch von groBer Bedeutung sind, sondern eine wichtige Rolle fiir das
Wachstum und die Metastasierung von Tumoren spielen und besonders in der Peripherie, der
minvasiven Front* dieser Gewebe exprimiert werden. So geht das Auftreten von I6slichen L1-
Fragmenten an der invasiven Front von Tumoren einher mit der Expression der
Metalloprotease ADAMI0 in dieser Region™”. Die in dieser Arbeit vorgestellten Daten, dass
ADAMI10 das Adhdsionsmolekiill L1 prozessiert, konnten dazu beitragen, neue
Therapieansétze zur Behandlung von Tumoren zu entwickeln. So wire ein gezielter Einsatz
von spezifischen Metalloprotease-Inhibitoren hier vorstellbar. Zu bedenken wire allerdings,
dass auch physiologische Prozesse, die durch die Metalloprotease ADAMIO vermittelt
werden, inhibiert wiirden. Eine eventuelles Auftreten von Nebenwirkungen und negativen
Interaktionen der Inhibitoren wire hierbei zu beriicksichtigen. Auch die Art der Dosierung
und das schlechte Loslichkeitsprodukt dieser Inhibitoren in Wasser wire problematisch.
Kiinftige Untersuchungen konnten zeigen, ob sich L1-Spaltprodukte als Tumormarker fiir die
Diagnostik einsetzen lassen und ob L1 als Ansatzpunkt fiir die Tumor-Therapie in Frage

kommt.
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5 Zusammenfassung

Aktuelle Untersuchungen zeigen fiir eine zunehmende Anzahl sezernierter Proteine, dass
diese durch Abspaltung (,,Shedding®) von bestimmten Plasmamembranproteasen freigesetzt
werden und in loslicher Form eine wichtige Funktion bei Signaltransduktionsprozessen
(parakrine, juxtakrine und autokrine Signale) ausiiben. In Vorarbeiten konnte gezeigt werden,
dass die gezielte Ausschaltung der bei diesen Prozessen beteiligten Metalloprotease ADAM10
in der Maus zur friihzeitigen Letalitdt der Tiere am Embryonaltag E 9,5 und einem der
Notchl-defizienten Maus-dhnlichen Phanotyp fiihrt. Die Embryonen zeigen bereits in diesem
Entwicklungstadium eine Reihe phénotypischer Auffilligkeiten, die unter anderem durch
pathologische Verdnderungen des Zentralen Nervensystems, der Somitenbildung und des
cardiovaskuldren Systems gekennzeichnet sind. Untersuchungen zur moglichen Beteiligung
von ADAMI10 als a-Sekretase bei der Spaltung des amyloiden Vorlduferproteins APP
lieferten ein sehr heterogenes Bild mit einer weitgehend unverdnderten APP-Prozessierung in

den defizienten murinen Fibroblasten.

Der Schwerpunkt dieser Arbeit war es, mit Hilfe ADAMI10-defizienter Embryonen und
daraus abgeleiteter Zelllinien weitere Aufschliisse iiber die in vivo-Funktionen dieser
wichtigen Metalloprotease zu erhalten. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, mogliche
Substrate der Metalloprotease ADAMI10 zu identifizieren. Auflerdem sollte untersucht
werden, welchen Regulationsmechanismen die Prozessierung dieser Membranproteine

unterliegt.

Ein wesentliches Ergebnis dieser Arbeit war die Identifizierung der Metalloprotease
ADAMI10 als das essentielle Enzym fiir die E- und N-Cadherin-Prozessierung. Zahlreiche
wichtige Befunde fiihrten hierbei zur Klarung der funktionellen Bedeutung dieses Prozesses.
Die Analyse von ADAMI0-defizienten Fibroblasten, Inhibitorstudien, ADAMI0-
Uberexpression und Stimulationsversuchen zeigten, dass ADAMI0 nicht nur unter
konstitutiven Bedingungen fiir diese Prozessierung verantwortlich ist, sondern die ADAM10-
vermittelte Cadherin-Spaltung durch verschiedene Stimuli induziert werden kann.
Insbesondere war es moglich, diese Befunde in entsprechenden Zelltypen (neuronale Zellen
bzw. epitheliale Zellen) zu bestdtigen. Neben der Identifizierung von ADAMIO als der

essentiellen Protease fiir die E- und N-Cadherin-Spaltung konnten verschiedene funktionelle
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Aspekte dieser Proteolyse im Rahmen dieser Arbeit aufgekldrt werden. Zell-Zell- und Zell-
Substrat-Adhédsionsassays zeigten, dass die ADAM10-vermittelte Proteolyse entscheidend die
E- bzw. N-Cadherin-vermittelte Adhésion reguliert. ADAMI10 ist jedoch nicht nur fiir die
Abspaltung der Ektodoméne dieser Proteine verantwortlich, sondern liefert mit dem in der
Zellmembran verbleibenden Fragment auch das Ausgangsprodukt fiir die nachfolgende
Prozessierung durch den y-Sekretase-Komplex. Durch diese weitere Proteolyse kommt es
wiederum zur Freisetzung des C-terminal-gebundenen [-Catenins, welches auf die
Signaltransduktion der Zelle Einfluss nimmt. Mittels Immunoblot-Analyse konnte gezeigt
werden, dass ADAMI0 durch die Prozessierung der Cadherine ganz entscheidend die
Signaltransduktion der Zelle reguliert. ADAMI0 beeinflusst die Expression von typischen
B-Catenin-Zielgenen und damit auch weitere Funktionen wie die Zellproliferation. Der
Befund, dass weder E- noch N-Cadherin im ADAMI10-defizienten Embryo prozessiert

werden, weist zusitzlich auf eine in vivo-Relevanz der Befunde hin.

Ein weiteres Ergebnis dieser Arbeit war die Identifizierung des differentiell regulierten
»Sheddings* des neuronalen Zell-Adhésionsmolekiils L1 aus der Immunglobulinsuperfamilie
durch mindestens zwei Vertreter der Disintegrin-dhnlichen Metalloproteasen, némlich
ADAMI0 und ADAMI17. Durch den Einsatz von Inhibitoren mit einem definierten
Wirkungsprofil, die in der Lage waren, die Aktivitit der beiden Proteasen differentiell zu
hemmen, konnte gezeigt werden, dass ADAMI10 die wichtigste Protease fiir die konstitutive
Spaltung von L1 ist. Dieser Befund wurde durch einen Vergleich des ,,Shedding-Verhaltens*
in Wildtyp- und ADAM10-defizienten murinen embryonalen Fibroblasten bestdtigt. Auf der
anderen Seite wurde auch deutlich, dass ADAMI10 nicht an der durch PMA induzierten
gesteigerten Freisetzung von L1 beteiligt ist. Inhibitorstudien und Untersuchungen von
ADAM17-defizienten murinen embryonalen Fibroblasten wiesen darauf hin, dass fiir einen
groflen Teil dieser induzierten Spaltung ADAM17 verantwortlich ist. Insgesamt ist jedoch
nicht auszuschliefen, dass in geringem Maf3e auch noch andere, bisher nicht identifizierte
Proteasen, zum ,,Shedding“ von L1 beitragen. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass
ADAMI10 und ADAMI17 nicht nur fiir die Abspaltung der Ektodomine dieses Molekiils
verantwortlich sind, sondern mit dem in der Zellmembran verbleibenden Fragment auch das
Ausgangsprodukt fiir eine nachfolgende Prozessierung durch den y-Sekretase-Komplex
liefern. Neben der Identifizierung von ADAM10 und ADAM17 als die essentiellen Proteasen
fiir die differentiell regulierte L1-Spaltung, konnten verschiedene funktionelle Aspekte dieser
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Proteolyse aufgekldrt werden. Zell-Substrat-Adhdsionsassays zeigten, dass ADAMI10- und
ADAM17-vermitteltes ,,L1-Shedding® nicht nur zu verminderten Adhédsionseigenschaften
L1-exprimierender Zellen fiihrt, sondern auch entscheidend die Migration und das

Auswachsen von Neuriten beeinflusst.

Insgesamt zeigen die in dieser Arbeit erhobenen Daten fiir die hier untersuchten Zell-
Adhésionsmolekiile, dass diese durch limitierte Proteolyse von der Metalloprotease ADAMI10
freigesetzt werden. Diese Prozessierungen beeinflussen sowohl entscheidende Funktionen bei
Signaltransduktionsprozessen, als auch die Zell-Migration und die Zell-Zell-Adhésion.
Zukiinftige Untersuchungen konnten zeigen, welchen Einfluss die ADAMI0-vermittelte
Proteolyse widhrend der Wundheilung, der embryonalen Entwicklung und der

Tumormetastasierung haben konnte.
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6 Summary

Current studies show that an increasing number of secreted proteins are generated by
ectodomain cleavage (shedding) mediated by certain membran proteases. These soluble forms
perfom important functions in signal transduction processes (paracrine, juxtacrine and
autocrine signals). Former studies have shown that the “knock-out” of the metalloprotease
ADAMI10 in the mouse leads to early lethality of the animals at embryonic day E 9.5 and to a
phenotype very similar to the one of the Notchl-deficient mouse. Already in this embryonic
stage the embryos show a number of phenotypical features, which are characterized by
pathological changes of the central nervous system, the development of the somites and the
cardiovascular system. Analyses of a possible role of ADAMIO0 as an a.-secretase processing
the amyloid precurser protein APP supplied a very heterogeneous picture with a largely

unchanged APP-processing in the ADAM10-deficient fibroblasts.

The main focus of this work was to gain insight into the in vivo functions of this important
metalloprotease by means of ADAMI10-deficient embryos and ADAM10-deficient cells. A
further goal of this work was to identify potential substrates of the metalloprotease ADAM10.
Additionally, the regulatory mechanisms that determine the processing of these membran

proteins should be analysed.

A substantial result of this work was the identification of the metalloprotease ADAMI10 as the
major enzyme for the processing of E-cadherin and N-cadherin. Numerous important results
could clarify the functional meaning of this process. The analysis of ADAMI10-deficient
fibroblasts, inhibitor studies, ADAM10 overexpression and stimulation experiments showed
that ADAMI10 is not only responsible for the constitutive processing, but also for the
stimulated shedding, induced through different stimuli. In particular, it was possible to
confirm these results in appropriate cell types (neural cells and epithelial cells). Besides the
identification of ADAMI0 as the essential protease for the E-cadherin and N-cadherin
shedding, different functional aspects of this proteolysis could be demonstrated in this work.
Cell-cell adhesion assays and cell substrate adhesion assays showed that the ADAMI10-
mediated proteolysis crucially regulates the E-cadherin and N-cadherin mediated adhesion.
However ADAMI10 is not only responsible for the release of the ectodomain of these proteins,
but also leads to the generation of a transmembrane fragment that can be further processed by

the y-secretase-complex. The latter releases the C-terminal-bound B-Catenin, which exerts
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influence on the signal transduction of the cell. By means of immunoblot analysis it could be
shown that ADAMI10 crucially regulates the signal transduction of the cell by the processing
of the cadherins. ADAMI10 regulates the expression of typical B-Catenin downstream genes,
therby influencing further functions like cell-proliferation. The result that neither E-cadherin
nor N-cadherin are processed in the ADAMI10-deficient embryo additionally points to an in

vivo relevance of these results.

Moreover, another result of this work was the identification of the differentially regulated
shedding of the neuronal cell adhesion molecule L1 by at least two members of the disintegrin
and metalloprotease family, namely ADAMI10 and ADAMI17. By using inhibitors with a
defined inhibitory profile, that are able to inhibit the activity of the two proteases
differentially, it could be shown that ADAMI10 is the most important protease for the
constitutive shedding of L1. This result was confirmed by comparing of the L1-shedding in
wild-type and ADAMI10-deficient fibroblasts. On the other hand it also became clear that
ADAMIO is not involved in the increased release of L1 induced by PMA. Inhibitor studies
and analysis of ADAMI17-deficient fibroblasts showed that ADAMI17 is the major protease
responsible for the induced shedding. Altogether it can not to be ruled out that yet other, so
far unidentified proteases, aditionally contribute to the shedding of L1. Furthermore, it could
be shown that ADAMI10 and ADAMI17 are not only responsible for the shedding of the
ectodomain of this molecule, but also for the generation of a transmembrane L1-fragment,
that is further processed by the y-secretase-complex. Besides the identification of ADAMI10
and ADAM17 as the essential proteases for the differentially regulated L1-shedding, different
functional aspects of these interactions could be demonstrated. Cell substrate adhesion assays
showed that ADAMI10 and ADAMI17-mediated L1-shedding lead to decreased adhesive
properties of L1-expressing cells and they are also crucial for neuronal migration and neurite

outgrowth.

Altogether the presented data of this work show that the cell adhesion molecules examined in
this work are released by limited proteolyse of the metalloprotease ADAMI0. These
processings affect crucial functions including signal transduction processes, cell migration
and cell-cell adhesion. Moreover, these results implicate that such interactions might be

important for processes like woundhealing, embryonic development or also tumor metastasis.
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Cadherins are critically involved in tissue development
and tissue homeostasis. We demonstrate here that neuro-
nal cadherin (N-cadherin) is cleaved specifically by the
disintegrin and metalloproteinase ADAMIO in its ectodo-
main. ADAMIO0 is not only responsible for the constitutive,
but also for the regulated, shedding of this adhesion
molecule in fibroblasts and neuronal cells directly regulat-
ing the overall levels of N-cadherin expression at the cell
surface. The ADAMI10-induced N-cadherin cleavage re-
sulted in changes in the adhesive behaviour of cells and
also in a dramatic redistribution of p-catenin from the cell
surface to the cytoplasmic pool, thereby influencing the
expression of p-catenin target genes. Our data therefore
demonstrate a crucial role of ADAMI0 in the regulation of
cell-cell adhesion and on p-catenin signalling, leading to
the conclusion that this protease constitutes a central
switch in the signalling pathway from N-cadherin at the
cell surface to B-catenin/LEF-1-regulated gene expression
in the nucleus.
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Introduction

Neuronal cadherin (N-cadherin A-CAM) belongs to a family of
intercellular adhesion molecules that mediate calcium-depen-
dent cell-cell adhesion through homophilic interaction.
Cadherins are essential for cell recognition and tissue mor-
phogenesis, as well as for the maintenance of solid tissue
(Takeichi, 1991; Gumbiner, 1996). Like the other classical type
I cadherins, E- and P-cadherin, N-cadherin contains a large N-
terminal extracellular region which consists of five tandem
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repeated domains (EC1-EC5). The conserved cytoplasmic
domains of cadherins interact with B-catenin, which in turn
is linked to the cytoskeleton. B-Catenin plays a key role in the
transduction of the Wnt signals, acting as coactivator for the
transcription factor lymphocyte enhancer binding factor-1
(LEF-1). N-cadherin is critically involved in heart tube forma-
tion, neurulation and somitogenesis (Radice et al, 1997), and
in connective tissue remodelling and wound healing
(Gabbiani, 1981; Van Hoorde et al, 1999; Ko et al, 2001).

The release of the extracellular domain, which contains the
homophilic binding sites, is functionally of major importance
for the regulation of cell adhesion, cell migration and neurite
outgrowth (Paradies and Grunwald, 1993; Nakagawa and
Takeichi, 1998). This ectodomain cleavage of N-cadherin
can be inhibited with MMP inhibitors, including the tissue
inhibitors of metalloproteinases (TIMPs). TIMPs promote
fibroblast adhesion through stabilisation of focal adhesion
contacts, which is correlated with an increase in N-cadherin
expression at the cell surface (Ho et al, 2001). The extra-
cellular domain released through metalloproteinase activity
has been shown to retain biological function and to promote
neuronal cell adhesion and neurite outgrowth (Bixby and
Zhang, 1990; Paradies and Grunwald, 1993; Utton et al,
2001). The nature of the N-cadherin ectodomain-generating
protease is unknown. This is also of importance since the
proteolytic ectodomain cleavage leads to a membrane-bound
carboxy-terminal fragment which is a substrate for regulated
intramembrane proteolysis (RIP) (Marambaud et al, 2003).

In this process, the carboxy-terminal membrane-bound
fragment becomes a substrate for a presenilin/y-secretase-
mediated intramembrane proteolysis, resulting in the release
of the cytoplasmic carboxy-terminal fragment. In case of N-
cadherin, this intracellular fragment is apparently involved in
signal transduction, since it promotes in a not yet clarified
way the degradation of the transcriptional coactivator CREB-
binding protein (CBP) (Marambaud et al, 2003). The regula-
tion of RIP (e.g. Notch, APP, CD44) is thought to occur at the
level of the first ectodomain-shedding processing step.

This observation, especially when combined with the fact
that also other RIP substrates are cleaved by similar pro-
teases, suggested to us that a member of the disintegrin and
metalloprotease (ADAM) family is involved in the ectodo-
main cleavage of N-cadherin. The ADAMs are a family of type
I transmembrane proteins and combine features of both cell
adhesion molecules and proteinases. They play important
roles in fertilisation, neurogenesis and angiogenesis (Blobel,
2000), and they are involved in the shedding of various
membrane-bound proteins, including cytokines, growth fac-
tors and adhesion molecules (Schlondorff and Blobel, 1999;
Seals and Courtneidge, 2003). ADAM10 and ADAM17 (TNFa-
converting enzyme (TACE)) have been studied in particular in
the context of ectodomain shedding. They are involved in the
proteolysis of various substrates such as Notch, EGF ligands,
APP and fractalkine (Lammich et al, 1999; Hartmann et al,
2002; Hundhausen et al, 2003; Sahin et al, 2004).
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In the present study, we focused on the potential role of
different ADAMs in N-cadherin shedding. We demonstrate
that ADAMI10 is the major proteinase responsible for N-
cadherin ectodomain cleavage in fibroblasts and neuronal
cells. We demonstrate further how ADAMI10 activity regulates
cell adhesion and importantly affects B-catenin signalling,
resulting in the expression of cyclin D1, c-myc and c-jun. Our
results link extracellular protein cleavage to the regulation of
intracellular processes, thereby establishing the couple
ADAM10/N-cadherin as a central switch in mediating signals
from the extracellular matrix to the nucleus.

Results

ADAM10 is responsible for ectodomain shedding

of N-cadherin

The full-length 135 kDa N-cadherin protein is cleaved in the
extracellular domain by metalloproteinase activity, generat-
ing a 40kDa C-terminal fragment termed CTF1, which can be
further processed by a y-secretase-like activity into a soluble
35kDa CTF2 (Figure 1A). Recently, Marambaud et al (2003)
showed that CTF2 is strongly diminished but not absent in
fibroblasts deficient for presenilin 1 (PS1), a component of
the y-secretase complex. We confirmed these findings and
additionally demonstrated that the remaining proteolytic
activity was due to presenilin 2 (PS2) by comparing PS1
and PS1/2 double-deficient mouse embryonic fibroblasts
(MEFs) and analysing these cells by Western blot analysis
using monoclonal antibodies against the C-terminal part of
mouse N-cadherin (Supplementary Figure A).

In order to identify the protease responsible for the first,
rate-limiting processing step in the RIP of N-cadherin, we
compared a panel of ADAM-deficient fibroblasts (Hartmann
et al, 2002; Weskamp et al, 2002; Horiuchi et al, 2003) in a
similar assay. We also included fibroblasts from BACEI-
deficient mice since BACE is a sheddase responsible for the
cleavage of APP and PSGL-1 (Lichtenthaler et al, 2003). To
avoid the rapid processing of the CTF1 by y-secretase, we
included the y-secretase inhibitor L-685,458 in our assays. As
shown in Figure 1B, only ADAMI0-deficient fibroblasts
showed a clear reduction in the generation of the N-cadherin
CTF1 (Figure 1B, upper panel, lane 3). Accordingly, the

Figure 1 Involvement of ADAMI0 in N-cadherin processing. (A)
Schematic representation of N-cadherin cleavage sites and antibody-
binding regions. Full-length 135kDa N-cadherin is cleaved by me-
talloproteinase activity in N-terminal 95kDa fragments (NTF) and
C-terminal 40kDa fragments (CTF1), which can be further processed
by y-secretase-like activity in soluble 35kDa fragments (CTF2). (B)
Constitutive N-cadherin cleavage is reduced in ADAM10™/~ fibro-
blasts. MEFs were preincubated with y-secretase inhibitor (0.5 uM)
overnight and harvested. Immunoblot with total cell extracts from
ADAMY9 ™/, ADAM10™/~, ADAM15~/~ and ADAM17 /" fibroblasts,
BACE1~/~ cells and wild-type MEFs stained with C-terminal anti-
N-cadherin antibody. Supernatants of these cells were also subjected
to Western blot analysis using N-terminal anti-N-cadherin antibodies
(MNCD2). N-Cad/FL: full-length N-cadherin; CTF: carboxy-terminal
fragment of N-cadherin; NTF: N-terminal fragment of N-cadherin;
WT: wild-type MEFs. (C) ADAMI10-deficient cells were stably re-
transfected with wild-type ADAMI0 (A10~/"retr) and compared
with wild-type and ADAM10-deficient MEFs for N-cadherin expres-
sion in the presence of y-secretase inhibitor (0.5 uM). N-cad/FL: full-
length N-cadherin; CTF: C-terminal fragment of N-cadherin; NTF:
N-terminal fragment of N-cadherin; p: precursor of ADAMI0; m:
mature form of ADAMIO0.
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proteolytically released ectodomain was detectable in the
supernatants of the analysed cell lines, but was absent in
the supernatant of ADAM10-deficient cells (Figure 1B, lower
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panel, lane 3). Considering the minor differences in N-cad-
herin expression in these different cell lines, we also quanti-
fied the amount of CTF1 as percentage of ‘total’ N-cadherin
(full-length N-cadherin plus N-cadherin/CTF1) by densito-
metric analysis (Supplementary Figure B), making the re-
duced shedding in ADAMI0-deficient cells even more
apparent. We confirmed this observation in three indepen-
dently derived ADAMI10-deficient cell lines (Hartmann et al,
2002), (Supplementary Figure C). Additional strong corro-
borative evidence came from genetic reconstitution assays:
N-cadherin shedding could be completely restored in these
cells after transfection of wild-type ADAMI10 (Figure 1C).
Finally, we confirmed the findings also by pharmacological
means using the hydroxamate-based inhibitors GW280623X
(blocking ADAM10 and TACE) and GI254023X (preferentially
blocking ADAM10) (Hundhausen et al, 2003). Both inhibitors
reduced the ectodomain shedding of N-cadherin in wild-type
fibroblasts in a dose-dependent manner, confirming the es-
sential role of ADAMI10 in this process (Supplementary Figure
D). In the absence of y-secretase inhibitor, ADAMI10 inhibi-
tion did not only correlate with a decrease of CTF1 but also
with a decrease of CTF2 (Supplementary Figure E), illustrat-
ing a sequence of proteolytic events.

ADAM10 is also crucial for induced shedding

of N-cadherin

In general, shedding of proteins can occur in a constitutive
and regulated fashion. ADAM17 has been implied in the
regulated shedding of many membrane-bound proteins
(Hundhausen et al, 2003; Sahin et al, 2004), and we therefore
set out to analyse in more detail regulated shedding of N-
cadherin. Stimulation of protein kinase C (PKC) using phor-
bol ester phorbol-12 myristate 13-acetate (PMA) (Hooper
et al, 1997) as well as depletion of cholesterol using cyclo-
dextrin (MCD) strongly induced N-cadherin shedding in wild-
type fibroblasts (Figure 2A). Staurosporine (SP), which in-
duces apoptosis and has been previously implicated in the
activation of metalloproteinase-mediated cleavage of E-cad-
herin (Marambaud et al, 2002), also stimulated N-cadherin
shedding. Also, ionomycin (IM), an agent that promotes
shedding of cadherins through stimulation of calcium influx
(Marambaud et al, 2002), increased CTF1 production in wild-
type cells. This clearly established that N-cadherin cleavage is
regulated by several signalling pathways, including PKC and
Ca* " -regulated ones. We next addressed to what extent this
inducible cleavage was depending on ADAMI10 or on other
proteases by analysing the effects of these different com-
pounds in ADAMI10-deficient cells. If another protease (e.g.
TACE) is responsible for the induction of N-cadherin shed-
ding, we expected to observe a partial restoration of CTF1
generation. This was, however, not the case (Figure 2A), and
we therefore conclude that ADAMIO is required for the
induction of N-cadherin cleavage. Extracellular calcium in-
flux, which can be induced by mechanical stimulation of cells
(Ko et al, 2001), has important physiological relevance during
wound healing and tissue remodelling after injury. Therefore,
we investigated this aspect in more detail. In wild-type cells,
IM induced a rapid accumulation of the CTF1 within minutes
(Figure 2B, left panel). This effect was completely blocked
with the ADAMI10 inhibitor GI254023X (Figure 2B, middle
panel) and in ADAMIO-deficient cells (Figure 2B, right
panel). Taken together, these results demonstrate that
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Figure 2 ADAMIO0 involvement in stimulated N-cadherin shedding.
(A) Effect of different stimuli on N-cadherin shedding. Cells were
stimulated with PMA (100 ng/ml), MCD (10 mM) or vehicle control
(DMSO) for 4 h, with IM (5 uM) for 30 min or with SP (1 uM) for 6 h
in the presence of y-secretase inhibitor (0.5 uM). Subsequently, cell
pellets were lysed and subjected to N-cadherin (C-terminal)
Western blot analysis. (B) IM-induced N-cadherin shedding oc-
curred in wild-type but not in ADAMI10-deficient fibroblasts. Cells
were stimulated with 5pM IM or vehicle control (DMSO) for
different periods in the presence or absence of GI254023X. Cell
pellets were harvested and analysed by Western blotting using
C-terminal anti-N-cadherin antibodies. N-Cad/FL: full-length
N-cadherin; CTF: C-terminal fragment of N-cadherin.

ADAMI0 is the major proteinase responsible for constitutive,
and also for, induced N-cadherin shedding.

ADAM10-dependent N-cadherin cleavage in neuronal
cells

N-cadherin, like ADAMI10, is predominantly expressed in
neuronal cells (Radice et al, 1997; Karkkainen et al, 2000)
and promotes possibly axonal outgrowth and regulation of
synaptogenesis (Huntley, 2002). Like MEFs, mouse neuro-
blastoma N2a cells and human neuroglioma H4 cells express
both the full-length N-cadherin form (not shown) and the
40kDa CTF1 proteolytic fragment (Figure 3A). Upon
ADAMI10 overexpression (Figure 3A, upper panel), an in-
creased level of N-cadherin CTF1 was observed (Figure 3A,
lower panel). A similar increase of CTF1 after overexpression
of ADAMI10 could also be observed in human neuronal H4
cells (not shown). We finally confirmed the role of endogen-
ously expressed ADAM10 in N-cadherin shedding in neuronal
cells using vector-based RNA interference (RNAI)
(Brummelkamp et al, 2002). After 72h, ADAMIO levels
dropped to 15% as compared to mock-transfected cells
(Figure 3B and C). CTF1 was decreased to a similar extent
(Figure 3B and C). N-cadherin is physically associated with
N-methyl-p-aspartic acid (NMDA) receptors in large, multi-
protein complexes (Husi et al, 2000). It has been speculated
that NMDA receptor activation may provide a signal that
regulates the molecular configuration of synaptic N-cadherin,
and therefore the strength of adhesion across the synaptic
cleft. Direct stimulation of the NMDA receptor after applica-
tion of NMDA in H4 neuronal cells resulted in an increased
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Figure 3 ADAMI10-mediated N-cadherin shedding in neuronal cells.
(A) Overexpression of ADAMI0 protein in mouse N2A cells. Cells were
transiently transfected with ADAMI10 or empty vector. Subsequently,
cells were lysed and analysed by Western blotting using anti-ADAM10
antibodies. The same blot was reprobed with anti-N-cadherin anti-
bodies. (B) H4 cells were transiently transfected with pSUPER-ADAM10
siRNA or empty vector. Cell pellets were harvested 72 h after transfec-
tion and analysed for ADAMI0 expression. Membranes were reprobed
with anti-N-cadherin antibodies. (C) Densitometric analysis of (B). (D)
H4 cells were incubated in the presence or absence of NMDA (50 uM)
and the ADAMI0 inhibitor GI254023X (5 M) for 30 min.

generation of CTF1 and CTF2 N-cadherin fragments. This
stimulation was lost after simultaneous addition of the
ADAMI10 inhibitor GI254023X (Figure 3D), indicating that

©2005 European Molecular Biology Organization

ADAM10 affects N-cadherin shedding
K Reiss et al

the ADAM10-mediated N-cadherin ectodomain cleavage can
be modulated by the presence of neurotransmitters and might
influence synaptic plasticity.

Cadherin-mediated cell-cell adhesion is upregulated in
ADAM10-deficient fibroblasts

The adhesion between ADAMI10-deficient cells was much
stronger, as indicated by failures to mechanically disrupt
cell aggregates, which was easily achieved in wild-type
fibroblasts (Figure 4A). Since an increased N-cadherin cell
surface expression enhances cell adhesion (Steinberg and
Takeichi, 1994; Yap et al, 1997b), we next investigated to
what extent ADAMIO could be involved in the regulation of
cell surface expression of N-cadherin. For this purpose, cells
were stained with antibodies against the extracellular region
of N-cadherin (GC4, Figure 4B). In comparison to wild-type
cells, ADAM10-deficient fibroblasts showed an increased ex-
pression of full-length N-cadherin at the cell surface as
determined by flow-cytometric analysis (Figure 4B). To elu-
cidate the relevance of this increase for cell-cell adhesion,
calcein-stained wild-type and ADAMI10-deficient cells were
seeded on top of an unstained monolayer of corresponding
cells in the presence or absence of EGTA, the inhibitory
N-cadherin antibody GC4 or the corresponding isotype con-
trol. After 20 min incubation, nonadherent cells were washed
away and the remaining fluorescent cells were quantified
(Figure 4C). While the Ca?*-and N-cadherin-independent
adhesions were comparable, ADAM10-deficient cells showed
an increased N-cadherin-dependent cell-cell adhesion. We
confirmed this result in a cell-substrate adhesion assay
(Figure 4D). For this assay, 96-well plates were coated with
recombinant N-cadherin or buffer overnight, and afterwards
the adhesion of wild-type and ADAMI10-deficient cells was
analysed after 20min incubation. Likewise, this assay de-
monstrated an increased N-cadherin-mediated adhesion in
ADAM10-deficient cells.

ADAMT10 colocalises with N-cadherin and affects its
distribution in fibroblasts

ADAMIO staining has already been described in different cell
types to be localised in the Golgi apparatus and at the cell
surface (Lammich et al, 1999; Gutwein et al, 2003). This
holds also true for wild-type MEFs (Supplementary Figure F).
ADAMI0 as well as N-cadherin both localise in a region near
the nucleus and at the plasma membrane. The analysis of
N-cadherin expression in ADAMI10-deficient cells showed
that N-cadherin surface-bound immunoreactivity was much
stronger in ADAM10-deficient cells as compared to the stain-
ing in control cells and was distributed in an almost contin-
uous belt along the region of cell-cell contact (Figure SA,
upper panel). Similar results were obtained when wild-type
cells were treated with the ADAMIO protease inhibitor
GI254023X (Figure SA, lower panel). In contrast, untreated
wild-type cells only showed minimal expression at the cell
surface restricted to short segments on cell borders at the cell
boundary (Figure 5A, top left). Our finding that full-length
N-cadherin co-precipitates with ADAMI10 in wild-type
fibroblasts in co-immunoprecipitation (IP) experiments
(Figure 5B) and the observation that recombinant ADAM10
can cleave recombinant N-cadherin in vitro (data not shown)
provides additional evidence for an interaction of these
proteins.
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In embryonic day (E) 9.5-old embryos, N-cadherin and
ADAM10 were colocalised in different regions of the embryo,
such as somites (upper panel of Figure 5C), heart (lower
panel of Figure 5C) and neural tube (not shown), giving
further support that both proteins are functionally linked.
Within the heart anlage, both ADAM10 and N-cadherin were
present on the membranes of cardiomyocytes, and N-cadher-
in also featured an intense expression in the surrounding
pericardial sac. In somites, both proteins concentrate along
the surfaces of the dermatomyotome cells at their interface
with the ectoderm, and extend well into the intersomitic
clefts.

In order to analyse N-cadherin distribution in the
ADAMI10-deficient embryo, we performed whole-mount
staining with a N-cadherin antibody at embryonic day 9
(Supplementary Figure G). In both embryos, N-cadherin
was found to be expressed in the optic and otic pit, in the
heart anlage and in the neural tube, like it has also been
described by Radice et al (1997). The only difference was that
the N-cadherin expression in the somites was apparently
lower in the ADAMI10 knockout mice, probably related to
the developmental differences of the embryos. Since ADAM10
has also been described to cleave several other substrates like
EGF or Notch, which are also critically involved in develop-
ment, the combination of several protein-processing distur-
bances might be important to understand the altered
N-cadherin distribution. These findings highlight the much
more complex situation in the embryo and indicate that the
ADAMI10 knockout phenotype is probably a result of an
impaired shedding of different substrates.

p-Catenin recruitment to cell surface leads to impaired
signal transduction in ADAM10-deficient cells

B-Catenin and its homolog armadillo from Drosophila are
components of the Wnt/wingless signal pathway that plays
a key role in embryogenesis (Nelson and Nusse, 2004). B-
Catenin exists in two pools in the cell. The levels of the

Figure 4 Increased N-cadherin-mediated adhesion of ADAMIO-
deficient cells. (A) Increased adhesion between ADAMI10-deficient
cells. Confluent monolayers of ADAMI10-deficient and wild-type
MEFs were mechanically dissociated though 30-times pipetting
with a 5ml pipette. Afterwards, the cells were photographed
and the amount of aggregates was quantified with a Casy TT
cell Counter system (Schdrfe System, Reutlingen, Germany)
(bars=50pum). (B) Surface expression of N-cadherin. Cells were
harvested and investigated for N-cadherin surface expression by
flow cytometry with an N-terminal antibody (GC4). Unspecific
antibody binding was evaluated with IgG1 control. Since isotype
control of wild-type and ADAM10-deficient cells looked identical,
only the wild-type control is shown. Results are representative for
two independent cell lines. (C) ADAMI10 deficiency leads to in-
creased cell-cell adhesion. Calcein-labelled wild-type and ADAM10-
deficient fibroblasts were seeded on top of an unlabelled monolayer
of the corresponding cells in the presence or absence of EGTA
(5mM), the inhibitory anti-N-cadherin antibody GC4 or the corre-
sponding IgG1 isotype (control). After 20 min of incubation, cells
were washed and the remaining fluorescence was calculated as
percentage of total fluorescence before washing. The isotype control
was also representative for the adhesion of untreated cells (not
shown). (D) Cell adhesion on recombinant N-cadherin. Calcein-
stained wild-type and ADAM10-deficient MEFs were seeded in N-
cadherin- or PBS/BSA-coated wells of a 96-well plate in triplicates.
After 20 min incubation, nonadherent cells were washed away with
PBS and the fluorescence of the remaining cells was quantified as
percentage of total fluorescence.

746 The EMBO Journal VOL 24 | NO 4 | 2005

cytoplasmic, soluble pool are regulated by Wnt and adeno-
matous polyposis coli (APC). A cell membrane-bound pool
is linked to cadherins, also affecting the overall B-catenin
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Figure 5 N-cadherin expression in ADAMI10-deficient cells and embryos. (A) Subcellular localisation of N-cadherin in ADAM1

0+t/* and

ADAM10~/~ cells. Bar = 10 um. GI254023X induces N-cadherin surface expression. Cells were incubated with the inhibitor (3 uM) for 4 h, fixed
in methanol and immunostained with anti-N-cadherin antibodies. (B) N-cadherin co-precipitates with ADAM10. Identical amounts of wild-type
or ADAMI10-deficient cell lysates were immunoprecipitated with anti-ADAMI10 antibodies (IP:ADAM10) and loaded onto SDS-PAGE. The
immunoblot was stained with anti-N-cadherin antibodies. (C) Partial ADAM10 and N-cadherin colocalisation in E 9.5 wild-type embryos. Upper
panel: somites; lower panel: heart. Note the immunostaining along the dermatomyotome surfaces (arrowheads in upper panel) and on

cardiomyocyte surfaces (arrows in lower panel). Bars: 100 pm.

distribution and fB-catenin-dependent signalling. Indeed, in
ADAMI10-deficient  cells,  B-catenin = immunostaining
(Figure 6D) was closely associated with the increased
N-cadherin staining (Figure 6B), while in wild-type cells
much weaker signals, both for N-cadherin and pB-catenin
(Figure 6A and C), were observed. p-Catenin immunoreac-
tivity was mainly located in the cytoplasm of these cells.
We confirmed biochemically the increased association of
N-cadherin and B-catenin by co-IP experiments using anti-N-
cadherin antibodies as well as anti-B-catenin antibodies
(Figure 7A). The suitable antibody concentration was deter-
mined by titration and the efficiency of IP was controlled by
immunoblots comparing the amount of N-cadherin and B-
catenin before and after the IP (Supplementary Figure H). In
ADAMI10-deficient cells, similar levels of N-cadherin

©2005 European Molecular Biology Organization

(Figure 7A, upper panel) and B-catenin (lower panel) were
immunoprecipitated with N-cadherin, or in the reverse ex-
periment with P-catenin (Figure 7A, lanes 3 and 4). In
contrast, less B-catenin immunoreactivity was co-precipitated
with N-cadherin antibodies (lane 1) and, vice versa, less
N-cadherin was present in the f-catenin immunoprecipitates
in wild-type cells compared to ADAM10-deficient cells (lower
panel, lanes 1 and 3), even though the B-catenin overall
content was comparable (lower panel, lanes 2 and 4), in-
dicating an increased number of N-cadherin/p-catenin com-
plexes in ADAMI10-deficient fibroblasts. f-Catenin was shown
to associate with transcription factors of the LEF/TCF family,
forming a complex that can transactivate genes containing a
LEF/TCF-binding sequence. To assess whether the observed
alterations in P-catenin distribution in ADAMI10-deficient
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ADAM107~
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N-cadherin
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Figure 6 p-Catenin and N-cadherin expression in ADAMI10-defi-
cient cells. Subcellular localisation of N-cadherin (green: A, B)
and B-catenin (red: C, D) in ADAMI10"/" and ADAMI10~/~ cells.
Double-staining for N-cadherin (C-terminal) and f-catenin.
Colocalisation is shown in the merged (E, F) image (yellow). The
experiment was repeated three times with similar results. Bar:
10 pm.

cells were also functionally significant, we transfected these
cells and wild-type MEFs with the B-catenin/TCF transcrip-
tional reporter TOP-FLASH or a control reporter with mutated
TCF-binding sites (FOP-FLASH). In wild-type cells, we ob-
served a six-fold higher basal expression of the B-catenin
reporter as compared to ADAMI10-deficient cells (Figure 7B).
To further explore the consequences of this reduced B-catenin
transcriptional activity, we monitored the transcription of
B-catenin target genes such as c-myc and cyclin D1 and c-
jun (He et al, 1998; Mann et al, 1999; Shtutman et al, 1999;
Tetsu and McCormick, 1999).

Expressions of the proto-oncogene c-jun, a component of
the AP-1 transcription factor complex, as well as c-myc
were reduced in two independently derived ADAMI10-defi-
cient cell lines (Figure 7C). This was also the case for
the expression level of cyclin D1, which plays a critical role
in cellular proliferation and survival (Brown et al, 1998).
In order to verify that cyclin D1 is indeed regulated through
B-catenin/TCF signalling in the MEFs, we analysed cyclin
D1 expression and activation in a luciferase reporter assay
after transfection of B-catenin or a dominant-negative (DN)-
TCF-4 construct (Supplementary Figure I). Indeed, DN-TCF-4
decreased cyclin D1 expression and activation. Vice versa,
B-catenin overexpression correlated with an increase in the
expression of the predicted downstream genes (Supplementary
Figure J).
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Figure 7 B-Catenin signal transduction in ADAM10-deficient cells.
(A) Co-IP of N-cadherin (N) and B-catenin (§). Identical amounts of
the same cell lysate were co-immunoprecipitated with either anti-N-
cadherin or anti-B-catenin antibodies and loaded onto SDS-PAGE.
The immunoblot was first stained with anti-N-cadherin antibodies
and afterwards reprobed with anti-B-catenin antibodies. (B)
Analysis of B-catenin/TCF activity. Wild-type and ADAM10-deficient
MEFs were transfected with TOP-FLASH or the control plasmid
FOP-FLASH and transfection control, renilla luciferase. After 48h,
the expression of TOP-FLASH was assayed. Data are expressed as
relative light units normalised to the co-transfected Renilla lucifer-
ase and show TOP-FLASH activity with FOP-FLASH activity sub-
tracted. The average activities and standard deviations were derived
from three independent experiments, each based on duplicate
transfected samples. Similar results were obtained from separate
experiments with different cell lines. (C) Two wild-type and
ADAMI10-deficient MEF lines were analysed for the presence of
c-myc, cyclin D1 and c-jun by immunoblot analysis. (D) Loss of
N-cadherin ectodomain shedding and cyclin D1 expression in
ADAM10-deficient E 9.0 embryos was demonstrated by immunoblot
analysis of whole embryo extracts. (E) ADAMI10-deficient MEFs
were transiently transfected with different amounts of ADAMI0
expression plasmid and analysed for the re-expression of ADAMIO0,
c-myc, cyclin D1 and c-jun. Tubulin expression was used as loading
control in (C), (D) and (E).

To further elucidate the in vivo relevance of ADAMI0 in
B-catenin signalling, we analysed lysates of wild-type and
ADAMI10-deficient embryos by Western blotting. Our immu-
noblot analysis (Figure 7D) showed that the CTF was also
missing in the ADAMI0-deficient embryo even though the
full-length protein was expressed. Together with the coloca-
lisation of N-cadherin and ADAMI0 in wild-type embryos
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(Figure 5C), this clearly indicates an in vivo relevance of the
ADAMI10/N-cadherin interaction. Moreover, ADAMI10 defi-
ciency was correlated with an absence of N-cadherin CTF1,
but also with dramatically reduced cyclin D1 expression level
(Figure 7D). We finally confirmed the essential role of
ADAMIO in this signalling event by restoring its expression
in the fibroblasts in a dose-dependent manner. The ADAM10
expression level correlated with the rescue of expression of
c-myc, cyclin D1 and c-jun (Figure 7E). Noteworthy, stimula-
tion of the ADAM10-mediated N-cadherin shedding (e.g. IM)
correlated with an increase of cyclin D1 expression in wild-
type cells, which could not be observed when these cells were
stimulated in the presence of the ADAMIO inhibitor and
remained nearly absent in ADAMI0-deficient cells
(Supplementary Figure K). Thus, our findings suggest that
ADAMIO is not only regulating cell-cell adhesion but is also
involved in the regulation of crucial intracellular signalling
pathways.

Discussion

Here, we have provided multiple lines of evidence that the
metalloproteinase ADAMI10 is responsible for the initial and
crucial proteolytic processing of N-cadherin, leading to the
generation of the CTF1 fragment and thereby modulating
cell-cell adhesion as well as signal transduction through
influencing the cytoplasmic B-catenin pool. Apart from the
identification of ADAMIO as the major proteinase responsible
for N-cadherin ectodomain cleavage in fibroblasts and neu-
ronal cells, we demonstrate how this cleavage is involved in
the regulation of cell adhesion on the one hand and gene
transcription on the other hand.

While ADAMI10 activity has been implicated in the con-
stitutive shedding of several substrates, many authors attri-
bute stimulated shedding to ADAM17 (Lammich et al, 1999;
Sahin et al, 2004). In contrast, we demonstrate here that both
constitutive and inducible ectodomain shedding of N-cadher-
in was lost in ADAMI10-deficient cells. Cadherin-mediated
adhesion is regulated by a variety of eternal stimuli mostly
mediated by tyrosine phosphorylation or PKC activation
(Winkel et al, 1990; Yap et al, 1997a). Our findings reveal
in addition a time- and ADAMI10-dependent stimulation of
N-cadherin shedding after IM treatment. This is in accor-
dance with the observations that calcium imbalance dis-
rupted cadherin mediated cell-cell adhesion (Ito et al, 1999;
Ko et al, 2001). Thus, activation of ADAMIO0 via calcium
influx may provide an important mechanism for regulating
dynamic processes during tissue remodelling and tissue
repair after injury.

The strength of cell-cell interaction can be affected by
changing the expression level of cadherins on the cell surface
(Steinberg and Takeichi, 1994; Yap et al, 1997b). We demon-
strate here that ADAMIO is critically involved in regulating
N-cadherin-mediated cell-cell adhesion. While this interac-
tion correlates with increased amounts of full-length N-cad-
herin on the cell surface of ADAM10-deficient fibroblasts, the
in vivo situation turned out to be more complicated. Despite
the partial similarity of ADAMI10-deficient mice and N-cad-
herin-deficient mice (day of embryonic lethality and impaired
development of the heart, neural tube and somites),
N-cadherin distribution and expression in ADAM10 knockout
embryos can apparently not be directly correlated with the
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ADAMI10 phenotype. Since ADAMI10 seems to be involved in
the processing of several important proteins, it is much more
likely that the phenotype of the embryo as well as N-cadherin
distribution is related to various endogenous substrates
which are cleaved by ADAM10, and different signalling path-
ways which are affected by the missing initial ectodomain
cleavage. Taking this complex situation into account, it is
even more surprising that ADAMI10-mediated N-cadherin
shedding can apparently not be compensated in the embryo
(Figure 7D).

Previous studies have shown that E-cadherin cleavage and
the subsequent degradation of the cytoplasmic domain lead
to translocation of B-catenin from the cell-cell contacts to the
cytoplasm (Ito et al, 1999). B-Catenin is a central component
of the Wnt signalling pathway, which is of key importance in
development as well as implicated in a variety of human
cancers (Nelson and Nusse, 2004). Overexpression of cadher-
ins in the embryos of Xenopus leavis and Drosophila inhibited
signal transduction via B-catenin/armadillo (Fagotto et al,
1996; Sanson et al, 1996). When B-catenin is removed from
its cytoplasmic pool, it becomes inaccessible for participating
in signalling. On the contrary, elevated cytosolic levels are
associated with increased B-catenin nuclear accumulation
and LEF-1-mediated transcription (Sadot et al, 1998; Simcha
et al, 2001). The enhanced N-cadherin surface expression
caused by ADAMI10 deficiency was directly correlated with a
high B-catenin level at the cell membrane. B-Catenin trans-
activation has been shown to induce a set of genes critical for
cell proliferation and cell survival, including cyclin D1
(Shtutman et al, 1999), c-myc (He et al, 1998) and c-jun
(Mann et al, 1999), and we show here the decreased expres-
sion of these different genes in ADAM10-deficient cells. These
findings phenotypically correlate with an extremely retarded
proliferation of ADAM10-deficient primary mouse fibroblasts
compared to the wild-type cells (data not shown).

The cytoplasmic p-catenin level can be downregulated
either by binding to cadherins at the cell surface or through
association with a complex containing the APC protein.
Conversely, Wnt binding to its receptor results in accumula-
tion of cytoplasmic B-catenin and activation of transcriptional
events. Although we cannot formally exclude that ADAM10
also directly or indirectly influences proteins of the APC
complex, we propose that the ADAM10-dependent regulation
of B-catenin downstream genes is likely related to the clea-
vage of N-cadherin and possibly also other cadherins, which
might also influence B-catenin-mediated target gene expres-
sion. Interestingly, the loss of E-cadherin and the gain of
N-cadherin expression has been correlated with the transition
from a benign tumour to an invasive, metastatic cancer. In
this context, regulation of N-cadherin cell surface expression
seems to be an important prerequisite for tumour cell migra-
tion (Hazan et al, 2000; Li et al, 2001), while B-catenin
accumulation could contribute to neoplastic transformation
by accumulation of c-myc, c-jun and cyclin D1, leading to
uncontrolled progression into the cell cycle (Korinek et al,
1997; Morin et al, 1997). Therefore, inhibition of ADAMI10
might not only limit cell migration due to decreased
N-cadherin shedding but also control the proliferation of
tumour cells due to downregulation of B-catenin signalling.

In conclusion, we have shown that the metalloproteinase
ADAMI0 is crucial for the constitutive as well as for the
induced shedding of N-cadherin. This proteolysis influences
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cell-cell adhesion as well as cell signalling in physiological,
but probably also in pathological, conditions. The coordi-
nated interaction of ADAMI10 and N-cadherin may be sig-
nificant for the coordinated interplay between cell-cell
adhesion, cell detachment, cell proliferation and cell survival
during embryogenic development, in wound healing and
during tumour invasion.

Materials and methods

Primary antibodies and reagents

Primary antibodies against mouse proteins included anti-N-cadher-
in antibody (BD Bioscience), B-catenin antibody, c-jun and c-myc
antibodies from Santa Cruz Biotechnology, Inc. and anti cyclin D1
(Labvision) antibody. B-Tubulin antibody (E7) and N-terminal anti-
N-cadherin MNCD2 were from DSHB, Iowa. The monoclonal
N-terminal anti-N-cadherin antibody (A-CAM, clone GC-4) was
purchased from Sigma (Deisenhofen, Germany) and the corre-
sponding control monoclonal IgG1 clone was from R&D Systems
(Wiesbaden, Germany). ADAM10 was detected using a polyclonal
antiserum B42.1 described previously (Hartmann et al, 2002).
v-Secretase inhibitor L-685,458 was a kind gift of Wim Anneart,
University Leuven. PMA, SP, IM and NMDA were purchased from
Sigma. Methyl-B-MCD was obtained from Research Biochemicals
International. Hydroxamate-based inhibitors GW280264 and
GI254023 were described elsewhere (Hundhausen et al, 2003).
Protein G-sepharose beads were purchased from Pierce. Comple-
te™ EDTA-free proteinase inhibitor mixture was obtained from
Roche Molecular Biochemicals (Mannheim, Germany).

Cell culture, stimulation and transfection

Simian virus large T-antigen (SV-T)-immortalised and primary MEF
cell lines from ADAM10~/~, ADAM9~/~, ADAM15~/~, ADAM17~/~
mice, BACE1™/~, PS17/~, PS1/27/~ and respective wild-type
animals were generated and characterised as described elsewhere
(Hartmann et al, 2002; Weskamp et al, 2002; Lichtenthaler et al,
2003; Sahin et al, 2004). All cells were grown in DMEM (high
glucose) (PAA Laboratories) supplemented with 10% foetal calf
serum and 1% penicillin/streptomycin. For FACS analysis and
adhesion assays, cells were harvested under cadherin-saving
conditions (Boterberg et al, 2001). The cloning of ADAMIO in
pcDNA3.1 vector (Invitrogen, Karlsruhe, Germany) was reported
previously (Hundhausen et al, 2003). Human neuronal H4 cells,
kindly provided by J Wilfang (Erlangen, Germany), and mouse
neuroblastoma cells (N2a) were transfected in six-well tissue
culture plates with FuGENE 6 (Roche) according to the manufac-
turer’s instructions.

siRNA transfection

The mammalian expression vector pSUPER, kindly provided by
Dr Brummelkamp, was used for expression of siRNA in neuronal
H4 cells. The sequence of the human ADAMI0 siRNA was as
follows: 5'-GACAUUUCAACCUACGAAUTT-3'. The sequence was
separated by a nine-nucleotide noncomplementary spacer
(tctcttgaa) from the corresponding reverse complement of the same
19-nucleotide sequence. These sequences were inserted into the
pSUPER backbone after digestion with Bglll and Hindlll. H4 cells
were transfected with pSuper-ADAM10-siRNA vector with the use of
FuGENE 6 (Roche) according to the manufacturer’s recommenda-
tions.

Flow cytometry

Cells were labelled with anti-N-cadherin (GC4) antibody (1:60) for
1h, followed by incubation with Cy3-conjugated sheep anti-mouse
F(ab)2 antibody (Dianova). As a negative control, the cells were
labelled with mouse IgG1. By excluding propidium iodide-perme-
able cells, only living cells were analysed by flow cytometry
(FACScan; Becton Dickinson, Heidelberg, Germany).

Immunoblotting and IP

Briefly, cells were lysed in RIPA buffer. Same amounts of protein
were loaded on 10% SDS-PAGE gels and electrotransferred onto
PVDF membranes (Hybond-P; Amersham). Primary antibodies
were detected using peroxidase-conjugated secondary antibodies.
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For IP, sepharose-prepared cell lysates were incubated for 2 h at 4°C
with the appropriate antibody and protein G sepharose (Pierce).
The beads were resuspended in 2 x sample loading buffer and
loaded on 10% SDS-PAGE. For Western blot analysis of super-
natants, cells were incubated in DMEM overnight and supernatants
were concentrated (30-fold) through centrifugation in Microcon
Centrifugal Filter Devices (YM-10, Millipore). More detailed
information is provided in the supplements.

Immunocytochemistry/immunohistochemistry

Cells were fixed and permeabilised with methanol at —20°C for
10 min, blocked with 3% BSA in PBS for 15 min, and incubated with
primary antibody (B-catenin (Santa Cruz); N-cadherin (BD
Bioscience)) for 1h at room temperature, washed three times with
PBS containing 0.2%BSA, and incubated with goat anti-mouse
Alexa Fluor®™488 or donkey anti-goat Alexa Fluor®594 (Molecular
Probes). For immunohistochemistry, embryos were fixed by
immersion in 2% paraformaldehyde. Paraffin sections were
incubated with N-cadherin antibody (BD Bioscience) and detected
by the avidin-biotin complex technique (reagents from Vector,
Burlingame, USA). Nonspecific control staining was performed
using only the secondary antibody.

Luciferase assay

Cells cultured as described previously were transfected 1 day after
plating with 1 pg of TOP-FLASH or FOP-FLASH plus 0.1 g phRG-TK
(Renilla-Luciferase) as a cotransfection control. Cells were lysed
48 after transfection and the luciferase activity was determined
with a luminometer (TD-20/20 Luminometer Turner Designs, CA,
USA) using the Dual-Luciferase system (Promega). Firefly luciferase
activity, indicating TCF-dependent transcription, was normalised to
the Renilla luciferase activity of each extract. The cyclin D1 reporter
constructs were analysed similar to the TOP-FLASH plasmids.

Whole-mount embryo staining

Embryos were stained according to Radice et al (1997). Briefly, after
heating and incubation in cold methanol containing 3% hydrogen
peroxide for 30min, the embryos were rehydrated with PBS
containing 0.1% Triton X-100 and incubated with anti-N-cadherin
antibody (MNCD2) 1:100 in PBS with 3% BSA. The samples were
washed three times in PBS and incubated with HRP-conjugated
anti-mouse monoclonal antibody (1:1000 in PBS containing 3%
BSA). After washing, the embryos were incubated with diamino-
benzidine and 0.015% hydrogen peroxide.

Adhesion assays
Detailed information for all adhesion assays is provided in the
supplements.

Briefly, for analysing cell-cell adhesion, MEFs were suspended at
2 x10°/ml in PBS/0.1% BSA and incubated with 2.5 uM fluorescent
dye (calcein AM; Molecular Probes, Leiden, the Netherlands) at
37°C for 30 min. After washing, cells were preincubated with the
inhibitory N-cadherin antibody GC4 (50 pg/ml) or isotype control
(50 pg/ml) for 20min, with EGTA (SmM) for 10min or left
untreated. The labelled MEFs were added to a monolayer of
unstained cells at 5x10* cells per well. The fluorescence signal
from the adherent cells was measured after 20min incubation
before and after PBS washing (2 x 200 pl) using a fluorescence plate
reader (Lambda Fluoro 230; MWG Biotech, Munich, Germany).

To investigate cell substrate adhesion, 96-well plates (Sarstedt
Inc., NC, USA) were coated with 10 pug/ml recombinant human
N-cadherin (R&D Systems, Minneapolis, MN) or 10 ug/ml BSA in
100 pl PBS at 4°C overnight. Calcein-labelled MEFs were seeded at a
density of 5 x 10* cells/well and incubated for 20 min and analysed
as described above.

For determining the adhesion capacity of ADAM10-deficient and
wild-type MEFs, confluent monolayers were mechanically disso-
ciated though 30-times pipetting with a 5ml pipette (Sarstedt) in
5ml medium, photographed, and the amount of aggregates was
quantified with a Casy TT cell Counter system (Schdrfe System,
Reutlingen, Germany).

Supplementary data
Supplementary data are available at The EMBO Journal Online.
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E-cadherin controls a wide array of cellular behaviors, including
cell-cell adhesion, differentiation, and tissue development. We
show here that E-cadherin is cleaved specifically by ADAM (a
disintegrin and metalloprotease) 10 in its ectodomain. Analysis of
ADAM10-deficient fibroblasts, inhibitor studies, and RNA interfer-
ence-mediated down-regulation of ADAM10 demonstrated that
ADAM10 is responsible not only for the constitutive shedding but
also for the regulated shedding of this adhesion molecule in
fibroblasts and keratinocytes. ADAM10-mediated E-cadherin shed-
ding affects epithelial cell-cell adhesion as well as cell migration.
Furthermore, the shedding of E-cadherin by ADAM10 modulates
the B-catenin subcellular localization and downstream signaling.
ADAM10 overexpression in epithelial cells increased the expres-
sion of the B-catenin downstream gene cyclin D1 dose-depen-
dently and enhanced cell proliferation. In ADAM10-deficient
mouse embryos, the C-terminal E-cadherin fragment is not gener-
ated, and the full-length protein accumulates, highlighting the in
vivo relevance for ADAM10 in E-cadherin shedding. Our data
strongly suggest that this protease constitutes a major regulatory
element for the multiple functions of E-cadherin under physiolog-
ical as well as pathological conditions.

ADAM | cadherin | metalloproteinases | shedding

-cadherin (epithelial cadherin, uvomorulin) is one of the

most important molecules involved in tissue morphogenesis,
wound healing, and the maintenance of tissue integrity (1, 2).
The extracellular domain of this type I transmembrane glycop-
rotein interacts homotypically with cadherins on the surface of
neighboring cells to form calcium-dependent adherens junc-
tions. The stabilization of intercellular adhesion requires the
conserved cytoplasmic domain of E-cadherin, which binds to
B-catenin. B-Catenin, in turn, is linked to the cytoskeleton.
Cadherin-mediated adhesion must be dynamic to accommodate
epithelial growth and remodeling during development and to
facilitate wound healing and turnover of epithelia in mature
tissues (2, 3). Although proteolytic cleavage of E-cadherin has
been suggested to cause rapid changes in cell adhesion, signaling,
and apoptosis (3-5), the proteinase responsible for these pro-
cesses has not been identified.

ADAMs (a disintegrin and metalloproteases), a family of
zinc-dependent transmembrane proteins, have been implicated
in the ectodomain shedding of various membrane-bound pro-
teins (6, 7). ADAM17 (also known as TACE, TNF-a-converting
enzyme) is required for proper epithelial tissue development in
mice (8) and shares structural and functional homology with
ADAM10. ADAMIO (kuzbanian) plays an essential role during
neuronal development in vertebrates and Drosophila (9-11). In
addition, the analysis of avian epithelial morphogenesis revealed
that ADAM10 shows a very prominent expression in all epithe-
lial tissues, especially in the epidermis, the somitic dermatome
and myotome, and the epithelial tissues of the kidney, liver, and
heart (12). This expression pattern suggests not only that

9182-9187 | PNAS | June 28,2005 | vol. 102 | no.26

ADAMI10 might be important for neuronal development but
also that it may play a significant role in the morphogenesis of
epithelial tissues and in tissue remodeling. In the present study,
we analyzed the potential role of different ADAMs in E-
cadherin shedding and the functional relevance for keratinocyte
adhesion, migration, and proliferation.

Materials and Methods

For more detailed information, see Supporting Text, which is
published as supporting information on the PNAS web site.

Reagents. Reagents were obtained as follows: phorbol-12 myris-
tate 13-acetate (PMA), staurosporine, and ionomycin were from
Sigma. Hydroxamate-based inhibitors GW280264X and
GI254023X are described in ref. 13. Complete EDTA-free
proteinase inhibitor mixture was obtained from Roche Molec-
ular Biochemicals. y-Secretase inhibitor L-685,458 was obtained
from Calbiochem.

Cell Culture and Transfection. Simian virus large tumor-antigen-
immortalized and primary mouse embryonic fibroblast (MEF)
cell lines from PS1/27/-, ADAMI10~/~, ADAMI15/-,
ADAMI177/~ mice and respective WT animals were generated
and characterized as described in refs. 11 and 14-16. All cells
were grown in DMEM (PAA, Linz, Austria) supplemented with
10% FCS and 1% penicillin/streptomycin. The human keratin-
ocyte cell line HaCaT (17) was generously provided by N.
Fusenig (Deutsches Krebsforschungszentrum, Heidelberg).
Cells were transfected with FUuGENE 6 (Roche Molecular
Biochemicals) according to the manufacturer’s instructions.

Small Interfering RNA (siRNA) Transfection. The mammalian expres-
sion vector pSUPER, kindly provided by T. R. Brummelkamp
(The Netherlands Cancer Institute, Amsterdam), was used for
expression of siRNA in HaCaT cells. The sequence of the human
ADAMI0 siRNA was as follows: 5'-GACAUUUCAACCUAC-
GAAU-3'. The sequence was separated by a 9-nt noncomple-
mentary spacer (tctcttgaa) from the corresponding reverse com-
plement of the same 19-nt sequence. These sequences were
inserted into the pSUPER backbone after digestion with BglII
and HindIII.

This paper was submitted directly (Track ) to the PNAS office.

Abbreviations: ADAM, a disintegrin and metalloprotease; MEF, mouse embryonic fibro-
blast; CTF, C-terminal fragment; PMA, phorbol-12 myristate 13-acetate; siRNA, small inter-
fering RNA.
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Preparation of Primary Mouse Keratinocytes. Murine epidermal
keratinocytes were isolated from WT mice as described in ref. 18,
with the exception that 3-day-old mice were used instead of
embryonic day-17.5 embryos. For each experiment, keratino-
cytes were freshly isolated, grown to confluence in defined
keratinocyte serum-free medium (GIBCO/BRL) supplemented
with epidermal growth factor (0.1 ng/ml), bovine pituitary
extract (25 pg/ml), 5% streptomycin/penicillin, and 0.07 mM
CaClz.

Adhesion Assays. The adhesion assay was performed as described
in refs. 13 and 19. Briefly, HaCaT cells were labeled at 2 X 10°
cells per ml in PBS/0.1% BSA with 2.5 uM fluorescent dye
(calcein AM, Molecular Probes) at 37°C for 30 min. After
washing, cells were resuspended in growth medium and prein-
cubated with the inhibitory E-cadherin antibody DECMA-1 (50
pg/ml), isotype control (50 ug/ml), EGTA (5 mM), PMA (200
ng/ml), and GI254023X (5 uM) plus PMA or left untreated. The
labeled HaCaT cells were added to a monolayer of unstained
cells at 5 X 10* cells per well in growth medium containing 1 mM
CaCl,. The plate was incubated at 37°C for 20 min and then
washed repeatedly. The fluorescence signal from the adherent
cells was measured before and after washing by using a fluores-
cence plate reader (Lambda Fluoro 230, MWG Biotech, Eber-
sberg, Germany) at an excitation wavelength of 480 nm and an
emission wavelength of 530 nm. The differences in fluorescence
before and after washing were depicted as percentages of
adherent cells. All analyses were performed in triplicate.

Whole-Mount Embryo Staining. Embryos were stained as described
in ref. 20. Briefly, after heating and incubating in cold methanol
containing 3% hydrogen peroxide for 30 min, the embryos were
rehydrated with PBS containing 0.1% Triton X-100 and incu-
bated with anti-N-terminal E-cadherin antibody (H108) 1:50 in
PBS with 3% BSA. The samples were washed three times in PBS
and incubated with horseradish peroxidase-conjugated second-
ary antibodies (1:1,000 in PBS containing 3% BSA). After
washing, the embryos were incubated with diaminobenzidine
(Sigma) and 0.015% hydrogen peroxide.

In Vitro Wound Healing. HaCaT cells were seeded in six-well plates
(Sarstedt) and transfected with ADAMI10 or empty vector and
cultured until they reached confluence (48 h). To avoid a
proliferative effect, cells were treated with 100 mM hydroxyurea
for 24 h (Sigma-Aldrich). A cell-free area was introduced by
scraping the monolayer with a pipette tip (10 ul, Sarstedt). After
different periods under standard culture conditions, cells were
photographed by using an inverted phase-contrast microscope
(Zeiss).

Cell Proliferation Assay. HaCaT cells were seeded at an initial
number of 20,000 cells into wells of microtiter plates and
transfected with ADAM10 or empty vector. After 24 h of
incubation under standard culture conditions, cells were pulsed
with 0.25 uCi (1 Ci = 37 GBq) per well of [*H]thymidine
(Amersham Pharmacia) for 16 h. After the radioactive labeling,
cells were briefly frozen to detach them from the plates and
harvested by a cell harvester (Inotech, Wohlen, Switzerland).
The incorporated radioactivity was quantitated on a liquid
scintillation counter (Wallac, Gaithersburg, MD).

Results

ADAM10 Mediates Shedding of E-Cadherin in MEFs. The full-length
120-kDa E-cadherin protein is cleaved in the extracellular
domain by a metalloprotease, generating a 38-kDa C-terminal
fragment (CTF) termed CTF1, which can be further processed
by a y-secretase-like activity into a soluble 33-kDa CTF2 (Fig.
1A4) (21). To compare the influence of different ADAM:s for the
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Fig.1. Involvement of ADAM10 in E-cadherin processing. (A) Schematic map
of E-cadherin cleavage sites. Full-length E-cadherin is cleaved by a metal-
loprotease activity (MP) near the transmembrane domain (TM) in 80-kDa
N-terminal fragments and 38-kDa CTFs (CTF1), which can be further processed
by y-secretase-like activity (yS) in soluble 33-kDa fragments (CTF2). (B) Con-
stitutive E-cadherin cleavage is strongly reduced in ADAM10~/~ fibroblasts.
MEFs were transfected with E-cadherin plasmid and harvested 48 h after
transfection. Immunoblots with total cell extracts from ADAM10~/-,
ADAM157/~, and ADAM17~/~ fibroblasts and WT MEFs were stained with an
C-terminal anti-E-cadherin antibody. Supernatants of these cells were also
subjected to Western blot analysis using N-terminal anti-E-cadherin anti-
bodies (Lower). (C) ADAM10~/~ cells were retransfected with WT ADAM10
(A10~/~retr) and compared with WT and ADAM10~/~ MEFs for E-cadherin
expression. (D) Effect of different stimuli on E-cadherin shedding. MEFs were
stimulated with PMA (200 ng/ml) or vehicle control (DMSO) for 4 h, with
ionomycin (IM, 5 uM) for 30 min, or with staurosporine (SP, 1 uM) for 6 h. Cell
pellets were subjected to E-cadherin (C-terminal) Western blot analysis.
E-Cad/FL, full-length E-cadherin; CTF, CTF of E-cadherin; NTF, N-terminal
fragment of E-cadherin; WT, WT MEFs.

ectodomain cleavage of E-cadherin, we compared a panel of
ADAM-deficient fibroblasts transfected with E-cadherin.
Through Western blot analysis using monoclonal antibodies
against the C terminus of E-cadherin, we observed a clear
reduction in the generation of the E-cadherin CTF1 in
ADAMI10-deficient fibroblasts (Fig. 1B). Quantification consid-
ering transfection efficiencies indicated a CTF1 reduction of
90% in ADAM10-deficient cells compared with WT cells (see
Fig. 6, which is published as supporting information on the PNAS
web site). This reduced amount of CTF1 was independent of
further processing through vy-secretase activity because the
presence of the y-secretase inhibitor L.-685,458 did not change
this result (see Fig. 7, which is published as supporting infor-
mation on the PNAS web site). Accordingly, the released
ectodomain of E-cadherin was strongly reduced in the superna-
tant of ADAMI10-deficient cells (Fig. 1B Lower). In addition,
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E-cadherin shedding could be completely restored in ADAM10-
deficient cells after cotransfection of WT ADAMI10 (Fig. 1C).
We also confirmed the ADAM10-mediated E-cadherin cleavage
in a cell-free assay. Recombinant ADAM10 was able to cleave
E-cadherin in vitro in a time-dependent manner, resulting in the
generation of two fragments with apparent molecular masses of
~40 and 75 kDa, as evidenced by silverstaining and immuno-
blotting (see Fig. 8, which is published as supporting information
on the PNAS web site).

For further characterization of inducible E-cadherin proteol-
ysis, the effects of different stimuli were analyzed. Stimulation of
protein kinase C using phorbol ester PMA clearly enhanced
E-cadherin shedding in WT fibroblasts (Fig. 1D Left). lonomy-
cin, which promotes shedding of cadherins through stimulation
of Ca?* influx (21), and staurosporine, which induces apoptosis
(4), also strongly increased the generation of E-cadherin CTF1.
We next addressed to what extent this inducible cleavage de-
pended on ADAMI10 by analyzing the effects of these com-
pounds in ADAM10-deficient cells. In these cells, only a very
moderate stimulation of E-cadherin shedding could be observed
(Fig. 1D Right), suggesting that the majority of the stimulated
E-cadherin sheddase activity is due to ADAMI10. The densito-
metric analysis verified this observation (see Fig. 9, which is
published as supporting information on the PNAS web site).

E-Cadherin Cleavage in Epithelial Cells Is ADAM10-Dependent. To
analyze E-cadherin processing endogenously, we overexpressed
ADAMI0 in the human keratinocyte cell line HaCaT. ADAM10
transfection led to an increased level of E-cadherin CTF1 (Fig.
2 A and B). In contrast, GI254023X, an hydroxamate-based
inhibitor preferentially blocking ADAM10 (13), reduced E-
cadherin shedding in a dose-dependent manner in HaCaT
keratinocytes (Fig. 2C; for quantification, see Fig. 10, which is
published as supporting information on the PNAS web site). The
ADAMI10 inhibitor also reduced CTF1 generation in primary
epithelial cells compared with the inhibitor GW280623X (pref-
erentially blocking TACE and, to a lesser extent, ADAMI10)
(Fig. 2D), confirming the essential role of ADAMIO0 in this
process. Comparable with our findings in MEFs, this reduction
was independent of the presence of y-secretase inhibitors in
HacCaT cells (see Fig. 8) as well as in primary epithelial cells (Fig.
2D Lower). To further analyze the role of endogenously ex-
pressed ADAMIO0 in E-cadherin shedding in HaCaT cells, we
used RNA interference (22). ADAMI0 siRNA decreased E-
cadherin CTF1 generation to 5% of the mock-transfected level
after 72 h (Fig. 2E; see also Fig. 11, which is published as
supporting information on the PNAS web site). These results
clearly implicate ADAMI0 in the physiological E-cadherin
shedding in keratinocytes. To investigate the inducible cleavage
of E-cadherin in epithelial cells, HaCaT cells were incubated
with PMA or ionomycin in the presence or absence of the
ADAMIO inhibitor GI254023X. Serum-free supernatants were
analyzed for soluble E-cadherin by an ELISA system. As shown
in Fig. 2F, the ADAMIO0 inhibitor abolished not only the
constitutive release but also the stimulated E-cadherin release,
demonstrating that inducible E-cadherin shedding in epithelial
cells is also ADAMI10-dependent. The intensity of decrease
depended on the concentration of the applied inhibitor (data not
shown). We also confirmed the important role of ADAM10 for
inducible E-cadherin shedding by immunoblot analysis (Fig. 2F),
demonstrating that the increase of CTF1 generation after stim-
ulation was abrogated in the presence of the ADAM10 inhibitor.

ADAM10 Affects E-Cadherin and pB-Catenin Subcellular Localization.
Tonomycin treatment is known to induce cleavage of E-cadherin
and to disrupt cell-cell adhesion, leading to a dislocation of the
C-terminal bound B-catenin (5, 21). To determine the effect of
ADAMIO in this process, we analyzed the subcellular localiza-
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Fig.2. ADAM10-mediated E-cadherin shedding in epithelial cells. (4) Over-
expression of ADAM10 protein in human HaCaT cells. Cells were transiently
transfected with ADAM10 or empty vector. Subsequently, cells were lysed and
analyzed by Western blotting using anti-ADAM10 antibodies. The same blot
was reprobed with anti-E-cadherin antibodies. (B) Quantification of A. For
densitometric analysis, ADAM10 and E-cadherin CTF1s were quantificated
after transfection and compared with the mock-treated cells (100%). (Cand D)
Effect of the inhibitor GI254023X (blocking preferentially ADAM10) and
GW280623X (blocking preferentially TACE) on constitutive E-cadherin cleav-
age. HaCaT cells and primary mouse keratinocytes were incubated with
various concentrations of G1254023X or vehicle control (DMSO) for 6 h and
analyzed by Western blot. The ADAM10 inhibitor also reduced CTF1 genera-
tion in the presence of the y-secretase inhibitor L-685,458 (1 uM). (E) HaCaT
cells were transiently transfected with pSUPER-ADAM10 siRNA or empty
vector. Cell pellets were harvested 48 and 72 h after transfection and analyzed
for ADAM10 expression. Membranes were reprobed with anti-E-cadherin
antibodies. (F) Effect of the ADAM10 inhibitor on inducible E-cadherin shed-
dingin HaCaT keratinocytes. Cells were mock-treated (control) or treated with
PMA (200 ng/ml) or ionomycin (10, 5 uM) for 4 h or 30 min, respectively. In
parallel, cells were pretreated with the ADAM10 inhibitor GI254023X (GI, 5
uM) or incubated with the ADAM10 inhibitor alone. Supernatants were
harvested, and soluble E-cadherin was determined by ELISA (Upper).
GI254023X treatment abolished the increased release of soluble E-cadherin
but also the increase in CTF1 generation, as evidenced by E-cadherin immu-
noblots of comparable treated cells (Lower) (independent experiment).

tion of E-cadherin by means of immunocytochemistry, using
antibodies against the ectodomain and the cytoplasmic domain
of E-cadherin in HaCaT cells (Fig. 3). Whereas E-cadherin and
B-catenin immunoreactivity was very prominent at cell-cell
junctions of mock-treated cells (Fig. 3 4, D, and G), stimulation
with ionomycin lead to loss of the E-cadherin ectodomain from
the cell surface (Fig. 3B). Accordingly, cells lost cell-cell con-
tacts and exhibited a slightly rounded appearance. The C-
terminal E-cadherin immunoreactivity as well as the B-catenin
staining became more diffuse and dislocated into the cytoplasm
(Fig. 3 E and H). In contrast, cotreatment with the ADAM10
inhibitor GI254023X retained E-cadherin as well as B-catenin at

Maretzky et al.



+Gl and 10

-3-puy

g
3

-N uuaypea

JeuIuLIa]
-0 uuaypes
-3-pjuy

-uy

Fig. 3.  The ADAM10 inhibitor GI254023X rescues E-cadherin cell surface
expression and B-catenin translocation after ionomycin treatment. HaCaT
cells were mock-treated (A, D, and G) or stimulated with ionomycin (5 uM) for
30 min in the presence (C, F, and /) or absence (B, E, and H) of the ADAM10
inhibitor GI254023X (Gl, 5 uM). Afterward, cells were fixed with PFA and
immunostained with N-terminal (green) and C-terminal (red) E-cadherin and
B-catenin (red, Bottom) antibodies. Nuclei were counterstained with DAPI.
(Scale bar: 10 pm.)

the cell surface, and the morphological integrity was unaffected
(Fig. 3 C, F, and I). This observation confirms our biochemical
data and strongly suggests that changes in E-cadherin localiza-
tion, epithelial cell-cell adhesion, and B-catenin translocation
are ADAM10-mediated.

Influence of ADAM10 on Adhesion, Migration, and Proliferation of
Epithelial Cells. To elucidate the functional relevance of
ADAMI10-mediated E-cadherin shedding for cell-cell adhesion,
calcein-stained HaCaT cells were seeded on top of an unstained
monolayer of corresponding cells in the presence or absence of
the general metalloprotease inhibitor GM6001 or the ADAM10
inhibitor GI254023X. After 20 min of incubation, nonadherent
cells were washed away, and the remaining fluorescent cells were
quantified. As shown in Fig. 44, both inhibitors strongly in-
creased cell-cell adhesion to a nearly equal level, confirming the
importance of metalloproteases in the regulation of cell-cell
adhesion and demonstrating that the majority of this activity can
be attributed to ADAM10. In contrast, induction of E-cadherin
shedding with PMA profoundly reduced cell-cell adhesion, and
this effect could be reversed with the ADAMIO0 inhibitor
GI1254023X (Fig. 44 Right). The degree of PMA-reduced cell-
cell adhesion was comparable with the E-cadherin-mediated and
Ca?*-dependent adhesion as evidenced by the use of the inhib-
itory E-cadherin antibody DECMA-1 (23) and EGTA, respec-
tively. This experiment demonstrates that ADAMIO0 is critically
involved in the constitutive regulation, as well as the inducible
regulation, of the adhesive properties of epithelial cells.

To address the role of ADAMI10 in keratinocyte migration, we
tested ADAMI10-transfected HaCaT cells in an in vitro model for
wound healing (24). In this assay, scrape wounds were generated
in confluent HaCaT cultures, and cells were allowed to migrate
into the denuded area for 12 h at 37°C. ADAMI10-transfected
HaCaT cells (40-50% transfection efficiency) started to recover
the denuded area 6 h after scratching, and scratch closure was
nearly completed after 12 h. In contrast, mock-transfected cells
were less motile, as indicated by a lower number of cells in the
denuded area after 6 and 12 h (Fig. 4B), demonstrating an
ADAM10-dependent effect on epithelial cell migration.

Previously, it has been demonstrated that soluble E-cadherin
can disrupt cell-cell adhesion and induce invasion into collagen
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Fig. 4. ADAMI10 regulates cell-cell adhesion and migration of epithelial
cells. (A) Adhesion of calcein-labeled HaCaT cells on a monolayer of the
corresponding cells after 20 min of incubation was analyzed in the presence
or absence of the broad metalloprotease inhibitor GM6001 (5 uM) or the
ADAM10 inhibitor GI254023X (5 uM). In a similar assay, cells were preincu-
bated with the inhibitory anti-E-cadherin antibody DECMA-1, the correspond-
ing 1gG1 isotype (control), and EGTA (5 mM) for 30 min or with PMA (200
ng/ml) or PMA in the presence of GI1254023X (GlI) for 2 h. Means and SDs from
three independent experiments are shown. (B) ADAM10 enhances epithelial
migration. HaCaT cells were transfected with empty vector (control) or
ADAM10 and grown to confluence. A cell-free area was introduced by scratch-
ing with a pipette tip, and migration was evaluated after different times.
Micrographs of nonfixed cells at 0, 6, and 12 h are shown. One representative
of three independent experiments is shown. (Scale bar: 100 um.) (C) ADAM10-
released soluble E-cadherin increases the migration of keratinocytes. HaCaT
cells were mock-transfected (control), ADAM10-transfected, or treated with
GI254023X overnight, and the supernatants of these cells were harvested.
Supernatants were left untreated (PrelP E-Cad) or E-Cadherin-immunopre-
cipitated (PostIP E-Cad) and transferred to untreated HaCaT cells. All cells were
analyzed for migration in a wound healing assay (see also Figs. 12 and 13). (D)
Increased proliferation in keratinocytes overexpressing ADAM10. HaCaT cells
were transfected with empty vector (control) or with ADAM10. After 24 h, cells
were pulsed with 0.25 uCi per well of [3H]thymidine for an additional 16 h.
Values obtained for mock-treated cells were considered 100% and compared
with ADAM10-transfected cells (mean and SD; n = 6). (E) Overexpression of
ADAM10 leads to a dose-dependent increase of cyclin D1 in keratinocytes.
HaCaT cells were transfected with empty vector or different amounts of
ADAM10 and analyzed for expression of ADAM10 and cyclin D1.

type I (25, 26). To analyze the contribution of soluble E-cadherin
to cell migration, we examined the influence of the supernatant
of mock-transfected and ADAM10-transfected HaCaT cells on
the migration of untransfected control cells. Indeed, the super-
natant of ADAMI10-transfected cells increased the cell migra-
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Fig. 5. Loss of E-cadherin ectodomain shedding in ADAM10-deficient em-
bryos. (A) The same amount of proteins from WT embryo and ADAM10~/~
embryo extracts (embryonic day 9.5) were analyzed by immunoblot for
ADAM10 and E-cadherin cleavage products. (B) Accumulation of full-length
E-cadherin in an ADAM10~/~ embryo. Whole-mount staining of WT and
ADAM10~/~ embryos (embryonic day 9.5) with N-terminal E-cadherin (H108)
antibodies is shown. Ht, heart. (Scale bar: 500 um.)

tion, whereas the supernatant of mock-transfected cells showed
only weak effects (Fig. 4C; see also Fig. 12, which is published
as supporting information on the PNAS web site). Interestingly,
immunoprecipitation of soluble E-cadherin abolished this stim-
ulatory effect (Fig. 4C; see also Fig. 13, which is published as
supporting information on the PNAS web site).

Because reepithelialization of the epidermis also requires
keratinocyte proliferation, we assayed ADAMI10 and mock-
transfected HaCaT cells for proliferation by [*H]thymidine
incorporation. ADAMI10 transfection stimulated the prolifera-
tion of HaCaT cells (Fig. 4D). To explore whether this effect
could be due to a modified expression of the cell cycle regulator
cyclin D1, we analyzed the expression of this B-catenin down-
stream gene. ADAMIO transfection led to a dose-dependent
increase in cyclin D1 expression (Fig. 4E), indicating that
ADAMI0 might influence proliferation through its effect on
B-catenin translocation and B-catenin signal transduction.

ADAM10-Mediated E-Cadherin Shedding Cannot Be Compensated in
Vivo. To further elucidate the in vivo relevance of E-cadherin
cleavage by ADAMI10, we analyzed extracts of WT and
ADAM10-deficient embryos at embryonic day 9.5 by Western
blotting. The generation of the E-cadherin CTF1 was almost
completely abolished in the ADAM10-deficient embryos, even
though the full-length protein was expressed and equal protein
was loaded (Fig. 54). The full-length E-cadherin fragment was
even increased ~4-fold, underlining the essential role of
ADAMI10 in the regulation of the adhesion-competent, full-
length protein. Interestingly, B-catenin downstream genes such
as cyclin D1, c-myc, and c-jun were decreased in the ADAM10-
deficient embryo (data not shown), supporting an effect of
ADAMI10 on B-catenin signaling.

In accordance with the E-cadherin immunoblot analysis,
ADAMI0-deficient embryos showed dramatically increased
amounts of full-length E-cadherin on their surface, as evidenced
by whole-mount staining with an N-terminal E-cadherin anti-
body (Fig. 5B). The specificity of the whole-mount staining was
confirmed by analysis of tubulin immunoreactivity, which was
comparable in both embryos (see Fig. 14, which is published as
supporting information on the PNAS web site). These results
demonstrate that ADAMI10 is essentially involved in E-cadherin
processing in vivo.

Discussion

E-cadherin plays a central role in many aspects of epithelial
biogenesis and is essential for epithelial integrity during
development (27-29). Regulating E-cadherin function is a
dynamic process associated with cellular rearrangements,
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movements, and pathologic processes such as wound healing.
Morphogenetic movements during development but also in
postnatal life involve the continual breaking and reforming of
cell-cell adhesive contacts (30). Although it has been sug-
gested that proteolytic cleavage of E-cadherin ectodomains
influences cadherin-mediated adhesion, the proteinase re-
sponsible for this process has not been identified. In this
report, we have provided multiple lines of evidence that
ADAMIO is critically involved in the proteolytic processing of
E-cadherin in vitro and in vivo. Our experiments indicate that
ADAM10-mediated cleavage of E-cadherin represents a po-
tent mechanism for regulating cell-cell adhesion, motility, and
proliferation of epithelial cells.

Recently, the cleavage of E-cadherin has been attributed to
an unidentified membrane-bound metalloprotease (5). Our
experiments using different ADAM-deficient fibroblasts and
our retransfection studies clearly demonstrate that ADAMI10
is critically involved in the constitutive cleavage of E-cadherin.
To exclude that the relevance of this finding is restricted to
fibroblasts, we examined the role of ADAMI10 in epithelial
cells. ADAMI10 overexpression, inhibitor studies, and RNA
interference-mediated down-regulation of endogenous
ADAMI10 demonstrated that in established and primary epi-
thelial cell lines, ADAMI10 represents the major E-cadherin
sheddase.

Previous studies have shown that cadherin-mediated adhesion
is regulated by a variety of external stimuli (4, 5). In particular,
Ca?* influx is recognized as a critical event in the stimulation of
wound healing, leading to increased migration and proliferation
(31, 32). Our results, which demonstrate that Ca?* influx induces
the cleavage of E-cadherin depending on ADAMI0 activity,
offer valuable clues to understanding these processes. Accord-
ingly, the adhesiveness of epithelial cells was increased after
inhibition of ADAMI10. The important role of ADAMIO0 is
further supported by the in vitro reepithelization assay of this
study, which showed that transient transfection of ADAMI10 led
to increased motility of epithelial cells. In accordance with
previous reports that demonstrated that soluble E-cadherin
causes scattering of epithelial cells and induction of invasion (25,
26, 33), our data demonstrate that ADAM10-released soluble
E-cadherin also contributes to this effect. Therefore, the in-
creased cell migration seems to be a result of ADAMI10-
mediated abrogation of cell-cell contacts on the one hand and
additional effects of increased amounts of soluble E-cadherin on
the other hand. However, we cannot exclude that the shedding
of other ADAMI10 substrates like CD44 that are also important
for cell migration (34, 35) might directly or indirectly contribute
to the observed increase of migration. ADAMI10-mediated
E-cadherin shedding also affected [B-catenin translocation.
B-Catenin is known to bind to transcription factors of the
lymphocyte enhancer-binding factor 1/T cell factor pathway to
regulate expression of downstream target genes such as c-myc
(36) and cyclin D1 (37), which are involved in controlling
proliferation. Our data show that ADAMI10 modulates B-cate-
nin signaling through regulation of E-cadherin cell surface
expression and affects the expression of B-catenin downstream
genes in vitro and in vivo. Even though we cannot completely
exclude that these effects are also influenced by other ADAM10
substrates, it seems reasonable that the increased cyclin D1 level
due to ADAMI10 overexpression contributes to the enhanced
proliferation of the keratinocytes. Because transcriptional down-
regulation, but also posttranscriptional down-regulation, of E-
cadherin expression has been discussed as a key mechanism for
the increased proliferation and migration of epithelial cancer
cells, further studies will have to show whether ADAM10-
mediated E-cadherin cleavage might also contribute to tumor
progression.

Maretzky et al.
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Our data reveal that the interaction of ADAMI10 and
E-cadherin is also of high relevance for embryonic develop-
ment in vivo. Our immunoblot analysis, as well as immuno-
staining of embryos, demonstrated that ADAM10-mediated
E-cadherin shedding can apparently not be compensated in the
knockout embryo. Because E-cadherin overexpression is
known to lead to cell growth arrest and apoptosis (38), it is
tempting to speculate that this E-cadherin increase might also
contribute to the developmental defects of the ADAMI10-
deficient mice.

In conclusion, our findings demonstrate that ADAMIO0 is
critically involved in the physiological processing of E-cadherin
in vitro and in vivo. The coordinated interaction of ADAM10
and E-cadherin may be significant for an effective interplay
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The immunoglobulin superfamily recognition molecule L1 plays important functional roles in the developing
and adult nervous system. Metalloprotease-mediated cleavage of this adhesion molecule has been shown to
stimulate cellular migration and neurite outgrowth. We demonstrate here that L1 cleavage is mediated by two
distinct members of the disintegrin and metalloprotease family, ADAM10 and ADAM17. This cleavage is
differently regulated and leads to the generation of a membrane bound C-terminal fragment, which is further
processed through +y-secretase activity. Pharmacological approaches with two hydroxamate-based inhibitors
with different preferences in blocking ADAM10 and ADAM17, as well as loss of function and gain of function
studies in murine embryonic fibroblasts, showed that constitutive shedding of L1 is mediated by ADAM10 while
phorbol ester stimulation or cholesterol depletion led to ADAM17-mediated L1 cleavage. In contrast, N-methyl-
D-aspartate treatment of primary neurons stimulated ADAM10-mediated L1 shedding. Both proteases were
able to affect L1-mediated adhesion and haptotactic migration of neuronal cells. In particular, both proteases
were involved in L1-dependent neurite outgrowth of cerebellar neurons. Thus, our data identify ADAM10 and
ADAM17 as differentially regulated L1 membrane sheddases, both critically affecting the physiological func-

tions of this adhesion protein.

The neural cell adhesion molecule L1 (NCAM-L1) is a 200-
to 220-kDa type I membrane glycoprotein, which consists of six
immunoglobulin-like domains, followed by five fibronectin-like
repeats (type III), a transmembrane domain, and a small con-
served cytoplasmic tail (16, 49). L1 is critically involved in the
development of the nervous system promoting neuronal mi-
gration, neuronal survival, neurite outgrowth, and myelination,
as well as axon guidance, fasciculation, and regeneration (8, 25,
30, 60). The importance of L1 function is also illustrated by
mutations in the human L1 gene, resulting in CRASH syn-
drome (corpus callosum agenesis, retardation, adducted
thumbs, shuffling gait, and hydrocephalus) (19).

L1 mediates homophilic cell-cell interaction but also binds
heterophilic ligands like axonin-1 (39), CD24 (36), and several
integrins (35). It has been shown previously that L1 can un-
dergo membrane-proximal cleavage, leading to the release of
the soluble extracellular domain and the generation of a mem-
brane-bound stub (2, 22, 23, 37, 48). The soluble extracellular
domain remains intact and has been suggested to serve as a
substrate for integrin-mediated cell adhesion, thereby stimu-
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lating cellular motility and cell migration (48). In the nervous
system, soluble L1 released from cultured neurons promotes
neurite outgrowth and influences neuronal differentiation (12,
37, 68).

Recently, ADAMI10, a family member of the disintegrin and
metalloprotease family (ADAM) has been implicated in the
release of soluble L1 in human tumor cell lines (22, 23, 48).
ADAMs are involved in the constitutive and stimulated
ectodomain shedding of various membrane-bound proteins (6,
63, 65). ADAMI10 has been shown to play important roles in
development and in the central nervous system by influencing
Notch/Delta activation and N-cadherin-dependent B-catenin
signaling (24, 51, 54, 55, 58). ADAMI10 has high sequence
similarity with the tumor necrosis factor alpha (TNF-a)-con-
verting enzyme (TACE/ADAM17), which has been implicated
in the ectodomain shedding of several substrates like TNF-a,
TNF-a receptors I and II, transforming growth factor-a, inter-
leukin 6 receptor, and fractalkine (4, 31, 59).

Recently, it has been shown that the proteolytic release of
the extracellular domain of transmembrane proteins can be
followed by intramembrane +vy-secretase-mediated cleavage,
leading to the release of the cytoplasmic domain into the cy-
tosol. This process, named regulated intramembrane proteol-
ysis (RIP) (7), is discussed as a novel mechanism for signal
transduction (71) and has been implicated in the processing of
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an increasing number of proteins like Notch (66), the amyloid
precursor protein (APP) (20), and N-cadherin (44, 55).

In this study, we have analyzed the proteolytic processing of
the L1 adhesion molecule in detail. We provide multiple lines
of evidence that two independent and differentially regulated
members of the ADAM family, ADAMI10 and ADAM17, are
critically involved in the release of the extracellular domain of
L1. We demonstrate that the remaining C-terminal fragment is
further processed through y-secretase activity, suggesting the
possibility that L1 may also contribute to intracellular signal
transduction pathways. Finally, we show that ADAMI10 and
ADAM17 play an important functional role by regulating L1-
dependent neuronal cell adhesion, cell migration, and neurite
outgrowth.

MATERIALS AND METHODS

Primary antibodies, reagents, and vectors. The monoclonal antibody (MAbs)
against the cytoplasmic domain of L1 (NCAM-L1) was purchased from Covance
Research Products, Inc. (HiSS Diagnostics GmbH, Freiburg, Germany). The
antibodies MAb 324 and MAb 555 against the ectodomain of the mouse L1
adhesion molecule were described before (2, 14, 34). ADAMI10 was detected by
using a polyclonal antiserum B42.1, described previously (24). ADAM17 anti-
body was from Chemicon International, Inc. (Temecula, CA). Microtubule-
associated protein-2 antibodies were from Sigma (Deisenhofen, Germany). The
recombinant human NCAM L1/Fc chimera and the recombinant mouse
ADAMI10 were obtained from R&D Systems (Wiesbaden, Germany). Reagents
were obtained as follows: phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA), EDTA, and
N-methyl-p-aspartate (NMDA) were from Sigma; methyl-B-cyclodextrin (MCD)
was from Research Biochemicals International (Natick, MA); and GM6001 and
y-secretase inhibitor L-685,458 were from Calbiochem (Darmstadt, Germany).
Hydroxamate-based inhibitors GW280264X and GI1254023X were described pre-
viously (31). Complete EDTA-free protease inhibitor mixture was obtained from
Roche Molecular Biochemicals (Mannheim, Germany).

Cell culture and transfection. Simian virus large T-antigen-immortalized
ADAM10~/~ mouse embryonic fibroblasts (MEFs) and cell lines derived from
presenilin 127/~ (PS1/27/7), ADAM9/~, ADAMI15 /", and respective wild-
type (WT) animals were generated and characterized as described previously (24,
28, 29, 53, 59, 73). TACE~/~ EC2 cells and TACE /'~ EC2 cells stably retrans-
fected with full-length TACE were described previously (5, 47). Human neuronal
H4 cells were kindly provided by J. Wilfang (Erlangen, Germany). All cells were
grown in Dulbecco’s modified essential medium (DMEM; PAA Laboratories,
Colbe, Germany) supplemented with 10% fetal calf serum (FCS) and 1% pen-
icillin-1% streptomycin.

cDNA-encoding mouse ADAM10 was cloned into the Xhol/BamHI site of the
expression vector pcDNA3.1 (Invitrogen, Karlsruhe, Germany) and confirmed
by DNA sequencing. Cells were transfected in six-well tissue culture plates
(Sarstedt, Niimbrecht, Germany) with FuGENE 6 (Roche) according to the
manufacturers’ instructions and analyzed 48 h after transfection.

L1 cleavage assays. For analysis of constitutive L1 shedding, cells were washed
with phosphate-buffered saline (PBS) and incubated in DMEM with GI1254023X
(5 pM), GW280264X (5 uM), EDTA (5 mM), or dimethylsulfoxide (DMSO;
Roth, Karlsruhe, Germany) for 3 h. For stimulation, FCS-free medium contain-
ing metalloprotease inhibitors or DMSO was added. After 30 min, the cells were
stimulated with PMA (200 ng/ml) for 3 h or with MCD (10 mM) for 60 min.
Afterward, the conditioned media were harvested, and a protease inhibitor
cocktail (Complete; Roche) was added. Supernatants were concentrated (30
fold) through centrifugation in Microcon Centrifugal filter devices (YM-10;
Millipore, Bedford, MA). Cells were washed with 2 ml PBS and harvested in 1
ml PBS. Cell pellets were lysed in 100 wl radioimmunoprecipitation assay buffer
(50 mM Tris-HCI [pH 8], 150 mM NaCl, 0.1% sodium dodecyl sulfate [SDS], 1%
NP-40, 0.5% sodium deoxycholate) containing a protease inhibitor cocktail
(Complete; Roche).

siRNA transfection. The mammalian expression vector pSUPER, kindly pro-
vided by T. R. Brummelkamp, was used for expression of short hairpin RNA in
H4 cells. Since short hairpin RNAs are processed into small interfering RNA
(siRNA)-like molecules in the cell, this method is referred to as ADAM10
siRNA in the following text. The sequence of the human ADAMI10 siRNA was
5'-GACAUUUCAACCUACGAAU-3'. The sequence of the human ADAM17
siRNA was 5'-CACAUGUAGAAACACUACU-3'. Both sequences were sepa-
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rated by a 9-nucleotide noncomplementary spacer (TCTCTTGAA) from the
corresponding reverse complement of the same 19-nucleotide sequence. These
sequences were inserted into the pSUPER backbone after digestion with BglIT
and HindIII.

L1-specific enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). A 96-well plate
(Microlon; Greiner, Frickenhausen, Germany) was coated overnight with 4
pg/ml mouse anti-L1 (MAb 324) in 50 mM Na,CO; (pH 9.3), subsequently
washed three times with PBS with 0.05% Tween (PBS-T), and blocked with
PBS-T containing 2% bovine serum albumin (BSA) for 2 h. Samples (50 ul per
well) were added, and the plate was incubated at room temperature (RT) for 2 h.
Following washing, 100-ng/ml biotinylated anti-L1 MADb 555 in PBS-T containing
1% BSA was added to each well, and the plate was incubated at RT for 1 h. After
being washed, 100-mU/ml streptavidin-peroxidase (POD) conjugate (Roche) in
PBS-T containing 1% BSA was added, followed by 1 h of incubation at RT. After
being washed, chromogenic POD substrate (BM Blue; Roche) was added. The
reaction was stopped after 20 min of incubation at RT by the addition of 1.8 M
H,SO, before the optical density was determined at 450 nm.

Immunoblotting. Same amounts of protein were loaded on 10% SDS-poly-
acrylamide gel electrophoresis gels. The samples were electrotransferred onto
polyvinylidene difluoride membranes (Hybond-P; Amersham), which were
blocked overnight with 5% skim milk in Tris-buffered saline (TBS). After incu-
bation with the indicated antibody in blocking buffer, membranes were washed
three times in TBS containing 0.1% Tween. Primary antibodies were detected
using affinity purified POD-conjugated secondary antibodies for 1 h at room
temperature. Detection was carried out using the ECL detection system (Am-
ersham, Freiburg, Germany). Signals were recorded by a luminescent image
analyzer (image reader LAS1000; Fujifilm, Tokyo, Japan) and analyzed with
image analyzer software (Gel-ProAnalyser; Media Cybernetics). For reprobing
blots, polyvinylidene difluoride membranes were incubated in stripping buffer
(100 mM 2-mercaptoethanol, 2% SDS, 62.5 mM Tris-HCI, pH 6.7) for 1 h at
60°C with occasional shaking. After three washes in large volumes of TBS
containing 0.1% Tween, membranes were blocked in blocking buffer for 1 h at
room temperature, and immunodetection was repeated.

In vitro assay of ADAM10-mediated L1 processing in mouse brain. Brains
from adult wild-type mice were homogenized in 1 mM NaHCO;, 0.2 mM CaCl,,
0.2 mM MgCl,, and 1 mM spermidine (pH 7.9) and centrifuged at 600 X g for
15 min at 4°C. After recentrifugation of the supernatant at 25,000 X g for 45 min
at 4°C, the crude membrane fraction of one mouse brain was resuspended in
DMEM (PAA Laboratories) and subdivided into four 20-ul aliquots. These
aliquots were incubated at 37°C for different times with recombinant mouse
ADAMI0 (600 ng/aliquot; R&D). As a control, aliquots were incubated without
recombinant mouse ADAM10 for 60 min. Samples were resuspended in sample
buffer and loaded on 10% SDS-polyacrylamide gel electrophoresis gels.

Microexplant cultures. Microexplant cultures from mouse cerebella were pre-
pared basically as described previously (18). Briefly, cerebella were taken from
6-day-old wild-type mice and transferred to ice-cold PBS. The tissue was freed
from meninges, choroid plexus, and blood vessels and forced through a Nitrex
net with a pore width of 100 pum. The small tissue pieces were washed twice with
Hanks’ balanced salt solution, followed by a washing step with culture medium
(minimum Eagle’s medium containing 10% horse serum, 10% FCS, 6 mM
glucose, 200 uM L-glutamine, 50 units/ml penicillin, 50 pg/ml streptomycin, 10
pg/ml human transferrin, 10 pg/ml insulin, and 10 ng/ml selenium [Sigma]). The
tissue pieces were collected by sedimentation. A total of 30 to 40 explants were
plated onto poly-L-lysine (PLL; Sigma-Aldrich)-coated glass coverslips (15-mm
diameter) or coverslips additionally coated with 2 wg/ml recombinant human
NCAM L1/Fc chimera (R&D). Coverslips were rinsed three times with distilled
water before the explants were plated. At 16 h after plating, 1 ml of culture
medium lacking FCS was added to the explants containing the metalloprotease
inhibitor GW280264X or GI254023X at 5 wM. As control, explants were incu-
bated with DMSO only in parallel. After an incubation time of 24 h, the explants
were fixed with 2% glutaraldehyde and 2% paraformaldehyde and stained with
Coomassie brilliant blue G-250 solution (Serva, Heidelberg, Germany). The
effect of the different protease inhibitors on neurite outgrowth was analyzed and
quantitated by measuring the length of the 10 longest neurites of 10 aggregates
in three independent experiments (37) with Axio Vision Release 4.2 software
(Kontron, Zeiss, Germany).

Preparation of external granular layer (EGL) cells. Cerebella were taken from
6-day-old wild-type mice and transferred to ice-cold PBS. The tissue was freed
from meninges, choroid plexus, and blood vessels. Sagittal sections of the cere-
bella were cut on a high-frequency vibratome (Bio-Rad, Miinchen, Germany) at
400 pm and collected in a petri dish with fresh buffer. The EGL was selectively
dissected from the slices with fine spatulas under a stereomicroscope and col-
lected in separate vials before dissociation (56). Tissues were dissociated me-
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chanically with Pasteur pipettes and enzymatically by limited trypsin digestion.
Cells were seeded on PLL-coated six-well dishes (Sarstedt). For proper identi-
fication of neurons, cells were stained with anti-microtubule-associated protein-2
in parallel assays (data not shown).

Adhesion assay. For analyzing cell substrate adhesion, 96-well plates
(Sarstedt) were coated with 2 pg/ml recombinant human NCAM L1/Fc chimera
(R&D) or 2 pg/ml BSA in 100 wl PBS at 4°C overnight. Fluorescently labeled
cells were seeded at a density of 5 X 10* cells/well and incubated for 20 min. For
fluorescent labeling, cells were suspended at 2 X 10°/ml in PBS-0.1% BSA and
incubated with 2.5 wM fluorescent dye (calcein AM; Molecular Probes, Leiden,
The Netherlands) at 37°C for 30 min. Excess dye was removed by washing cells
twice with 15 ml PBS. Afterwards the cells were resuspended in growth medium
and preincubated for 30 min with or without metalloprotease inhibitor
GW280264X or GI254023X (5 M) or vehicle control (DMSO). After incuba-
tion for 60 min with or without PMA (200 ng/ml), the cells were rapidly seeded
onto the plates by centrifugation for 1 min at 100 X g. The plate was incubated
at 37°C for 20 min and then repeatedly washed with 200 wl PBS per well. The
fluorescence signal from the adherent cells was measured before and after
washing with a fluorescence plate reader (Lambda Fluoro 230; MWG Biotech,
Miinchen, Germany) at an excitation wavelength of 480 nm and an emission
wavelength of 530 nm. The differences in fluorescence before and after washing
are depicted as percentages of adherent cells.

Transmigration assay. For the haptotactic cell migration assay, recombinant
human NCAM L1/Fc chimera (2 pg/ml) or BSA (2 pg/ml) for a control was
coated for 90 min to the back sides of transwell chambers (6.5-mm diameter,
5-wm pore size; Costar). A total of 3 X 10° dissociated EGL cells from 6-day-old
mice were seeded in growth medium into the upper chamber and were allowed
to transmigrate to the lower compartment for 48 h at 37°C. To quantitate
transmigrated cells, the inner chamber was removed and cleaned with a cotton
swab to remove the nonmigrated cells. Migrated cells adherent to the back side
of the membrane were stained with crystal violet solution. The membranes were
extensively washed in distilled water, and the remaining stain was eluted with
10% acidic acid. The eluted dye was measured at 595 nm with an ELISA reader
(Sunrise; Tecan, Crailsheim, Germany).

Statistical analysis. All values are expressed as means * standard error of the
mean (SEM). The standard error values indicate the variation between mean
values obtained from at least three independent experiments. The assumptions
for normality (Kolmogorov-Smirnov test) and equal variance (Levene median
test) were verified with SigmaStat 3.1 software (Erkrath, SYSSTAT, Germany).
The analysis of variance was performed with one- or two-way analysis of vari-
ance. Multiple parametric statistical comparisons between experimental groups
versus a control group were accomplished by Dunnett’s method. All pairwise
multiple comparison procedures were performed with Tukey’s test. Nonpara-
metric statistics were made using the Mann-Whitney rank sum test. P values of
<0.05 were classified as statistically significant.

RESULTS

Metalloprotease inhibitors that discriminate between
ADAM10 and ADAM17 differentially block L1 cleavage in
mouse embryonic fibroblasts. The extracellular domain of the
full-length 220-kDa type I protein L1 can be released through
membrane-proximal cleavage, leading to the generation of a
32-kDa C-terminal fragment 1 (CTF1) and a soluble N-termi-
nal fragment of 200 kDa (NTF) (Fig. 1A). To assess the in-
volvement of the most likely candidate sheddase ADAMI10
and its close homologue ADAMI17, we performed inhibitor
studies with two hydroxamate-based compounds which differ in
their capacity to block the activities of these two proteases (1,
31). The inhibitor GW280264X has been shown to preferen-
tially block ADAM17 and, to a lesser extent, ADAMI10, while
the compound GI254023X blocked ADAM10 with >100-fold-
more potency than ADAM17. Western blot analysis of super-
natants of inhibitor-treated WT MEFs demonstrated that the
release of LI1-NTF could be strongly diminished by the
ADAMI10 inhibitor GI254023X. In contrast, treatment with
the inhibitor GW280264X affected L1 release only slightly
(Fig. 1B). The reduction with GI254023X was comparable to
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FIG. 1. Different effects of ADAMI10 and ADAM17 inhibitors on
L1 proteolysis. (A) Schematic map of L1, the metalloprotease cleavage
site and antibody binding regions. Full-length 220-kDa L1 is cleaved
near the transmembrane domain in N-terminal 200-kDa fragments
(NTF) and C-terminal 32-kDa fragments (CTF1). (B) Representative
immunoblot of supernatants (top) and cell lysates (bottom) of wild-
type MEFs with N-terminal L1 antibodies. MEFs were transfected
with an L1 expression vector; 48 h afterwards, cells were incubated
with the hydroxamate-based ADAMI0 inhibitor G1254023X (5 uM),
the ADAM17/ADAMI10 inhibitor GW280264X (5 pM), the broad-
spectrum metalloprotease inhibitor EDTA (5 mM), or DMSO as con-
trol. EDTA, as well as the ADAM10 inhibitor, reduced constitutive L1
cleavage. L1/FL, full-length L1; WT, wild-type-MEFs. (C) Densitom-
etric analysis of L1-NTF generation. To normalize variations in trans-
fection efficiency, NTF generation was calculated as a percentage of
total L1 (full-length L1 plus NTF). Results are obtained from three
independent experiments and expressed as means = SEM. The release
of soluble L1 was significantly decreased when cells were treated with
GI254023X or EDTA compared to vehicle-treated cells ().
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the effect of the broad-spectrum metalloprotease inhibitor
EDTA, indicating that the majority of metalloprotease re-
leased L1 in MEFs can be attributed to ADAM10. To normal-
ize variations in transfection efficiency, the cell pellet was also
analyzed for L1 expression (Fig. 1B, bottom), and shedding
was calculated as the percentage of soluble L1 in relation to
total L1 (full-length protein and L1 fragment). The densitom-
etric analysis of three independent experiments confirmed that
ADAMI0 contributes to the constitutive shedding of L1 (Fig.
1C).

Constitutive shedding of L1 is severely diminished in
ADAM10-deficient fibroblasts and embryos. To further char-
acterize the role of different ADAMSs, we examined L1 shed-
ding in a genetically defined system. We compared L1 release
in a panel of different L1-transfected MEFs deficient for either
ADAMY, ADAM10, ADAM15, or ADAM17 with wild-type
cells. Western blot analysis with a C-terminal L1 antibody
revealed that the generation of L1-CTF1 was unaffected in
ADAMY9/~, ADAM15 /", and ADAM17 /" fibroblasts and
comparable with WT MEFs. In contrast, ADAM10~/~ cells
showed a strikingly reduced generation of this C-terminal frag-
ment (Fig. 2A). This was also confirmed by densitometric anal-
ysis of several independent experiments, also taking into ac-
count the different transfection efficiencies (Fig. 2A, right).
Notably, the generation of the CTF1 correlated well with the
release of the soluble NTF in the cell culture medium in all
analyzed cell lines (Fig. 2A, bottom).

To exclude heterogeneity in cell culture (24), we also con-
firmed the essential role of ADAMI10 for constitutive L1 shed-
ding in different independently derived ADAM10 " cell lines
(Fig. 2B). Moreover, we compared the release of soluble L1 in
wild-type and ADAMI10-deficient cells by ELISA (Fig. 2C).
Corresponding to the data obtained by Western blot analysis,
the release of the extracellular domain of L1 in ADAMI10-
deficient cells was severely reduced compared to that of wild-
type cells. L1 release could also be inhibited with the broad-
spectrum metalloprotease inhibitor GM6001 in wild-type cells
but not in ADAM10-deficient cells (Fig. 2C). Finally, we con-
firmed by gain-of-function experiments that the defect in shed-
ding in ADAMI10~/~ cells was indeed due to the lack of
ADAMI10. Transient retransfection of wild-type mouse
ADAMIO0 rescued the constitutive L1 shedding in ADAM10-
deficient fibroblasts (Fig. 2D).

To evaluate the in vivo relevance of ADAM10-mediated L1
shedding, we analyzed protein extracts from embryonic day 9
wild-type and ADAM10-deficient embryos. The absence of
ADAMIO0 in the embryos was confirmed by Western blotting
with an antiserum raised against murine ADAMI10 (Fig. 2E,
bottom). When the same Western blot was reprobed with
C-terminal L1 antibodies, we found that the L1-CTFs were
diminished but not absent in the ADAM10 knockout embryos.
These data indicate that even though ADAMIO is critically
involved in constitutive shedding of L1 it is not the exclusive
sheddase in vivo. Since the embryo represents a very complex
system of different cell types and complex interactions, it is not
surprising that L1 can also be cleaved by one or even more
distinct proteases. Of note, we also found a C-terminal frag-
ment of about 28 kDa, which we called L1-CTF2. Comparable
to CTF1, this fragment was prominent in the WT embryos but
reduced in the knockout embryos, indicating that CTF1 pro-

ADAMI10- AND ADAM17-MEDIATED L1 CLEAVAGE 9043

duction is the rate-limiting step for further processing through
another protease. In particular, this obvious sequence of pro-
teolytic events suggested to us that L1 may also be processed
by y-secretase cleavage.

L1 is a substrate for y-secretase cleavage. To identify the
nature of the L1-CTF2-generating protease, we analyzed L1
shedding in the presence of the y-secretase inhibitor 1.-685,458
in WT MEFs, ADAM10 '~ MEFs, and fibroblasts deficient
for the +y-secretase complex components presenilin 1 and 2
(PS1/2) (Fig. 3). The CTF2 fragment of L1 was less abundant
in MEFs than in embryo extracts. After overexposure of the
immunoblot, a faint band of the CTF2 could be visualized in
WT MEFs, which was missing in ADAM10~/~ MEFs (Fig. 3,
bottom). The application of y-secretase inhibitor increased the
amount CTF1 and diminished CTF2 production in WT cells,
indicating a role of y-secretase in L1 processing. The absence
of CTF2 and the accumulation of CTF1 in PS1/2~/~ MEFs
confirmed this assumption. Thus, these data provide evidence
that L1 is a substrate for RIP and suggest the possibility that L1
cleavage might also influence intracellular signal transduction
pathways.

PMA- and MCD-stimulated L1 cleavage in MEFs is medi-
ated by ADAM17. L1 shedding has been shown to be a regu-
lated process which could be stimulated by treatment with
different stimuli like protein kinase C agonist PMA (23). To
clarify whether this stimulation could also be attributed to
ADAMI10, we analyzed the effect of GI254023X and
GW280264X on PMA-treated wild-type fibroblasts. PMA
treatment increased the release of L1 into the supernatant
(Fig. 4A). Time-dependent analysis of PMA stimulation re-
vealed that 2 h of incubation were sufficient to detect a con-
siderable increase in L1 shedding, while a maximum was
reached after 6 h (data not shown). The L1 release could be
strongly diminished when cells were preincubated with the
broad-spectrum metalloprotease inhibitor EDTA before stim-
ulation. Since the inhibitor was applied before PMA stimula-
tion and present during the time of PMA treatment, additional
influence on the constitutive L1 shedding decreased the
amount of soluble fragments even below the level of DMSO-
treated control cells. In contrast to the constitutive conditions
(Fig. 1B), the ADAM17/ADAMI10 inhibitor GW280264X had
an effect similar to that of the broad-spectrum inhibitor, while
the ADAMIO inhibitor GI254023X affected L1 release to a
lesser extent. This also became apparent after densitometric
quantification of three independent experiments (Fig. 4A,
right), suggesting that ADAM17 is involved in the PMA-stim-
ulated cleavage of L1.

To clarify whether this effect was indeed due to ADAM17
activity, we analyzed PMA-stimulated shedding in the panel of
different ADAM-deficient cells and ADAM17-deficient cells,
which were stably retransfected with wild-type ADAM17. As
shown in Fig. 4B, PMA increased the generation of the L1-
NTF not only in wild-type cells but also in ADAM9 "/~
ADAMI10~/~, and ADAM157/~ fibroblasts. In contrast, PMA
was not able to stimulate L1 release in ADAM17-deficent cells.
Moreover, this effect was rescued in retransfected cells, clearly
identifying ADAM17 as a major protease responsible for
PMA-stimulated shedding in MEFs. The quantification of con-
stitutively released soluble L1 (Fig. 4B, lower left) and the
increase of soluble L1 after PMA stimulation (Fig. 4B, lower
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FIG. 2. Involvement of ADAMI10 in constitutive L1 shedding. (A) Constitutive L1 cleavage is reduced in ADAM10~/~ fibroblasts. (Left) A
representative immunoblot with total cell extracts from ADAM9~/~, ADAMI10~/~, ADAM15 /", and ADAM17 /" fibroblasts and wild-type
MEFs stained with C-terminal anti-L1 antibodies is shown. Supernatants of these cells were also subjected to Western blot analysis with N-terminal
anti-L1 antibodies (bottom). L1/FL, full-length L1. (Right) CTF generation was calculated as a percentage of total L1 (full-length L1 plus CTF1)
by densitometric analysis. Results were obtained from five independent experiments and expressed as means = SEM. L1-CTF1 generation was
significantly decreased only in ADAM10~/~ MEFs compared to WT cells (¥). (B) Anti-L1 (C-terminal) immunoblot of proteins from two
independent ADAM10~/~ and wild-type MEF cell lines. L1/FL, full-length L1; WT: wild-type-MEFs. (C) ELISA of constitutive L1 shedding. L1
was transiently transfected into ADAM10 /" or wild-type MEFs. Cells were incubated with or without the metalloprotease inhibitor GM6001 (5
wM) for 3 h, and subsequently conditioned media and cell lysates were analyzed for the presence of soluble and cell-associated L1, respectively.
To consider possible variations in transfection efficiency, the data for each single transfection were calculated as the percentage of soluble L1
released in the medium in relation to the total amount of soluble and cell-bound L1 determined in the medium and the lysate. Results were
obtained from four independent experiments, each performed in triplicate and are expressed as means = SEM. L1-NTF generation was
significantly lower in ADAM10~/~ MEFs, WT cells, and ADAM10~/~ MEFs treated with GM6001 than in untreated WT cells (*). (D) ADAM10-
deficient cells were cotransfected with wild-type mouse ADAMI0 (A10 ' retr) and L1 and compared with Ll-transfected wild-type and
ADAM10-deficient MEFs for ADAM10 and L1 expression. The immunoblot shows one representative of three independent experiments. L1/FL,
full-length L1; WT, wild-type-MEFs; p, precursor of ADAMI0; m, mature form of ADAMI0. (E) Reduced L1 ectodomain shedding in
ADAMI10-deficient embryos (embryonic day 9) was demonstrated by immunoblot analysis of whole-embryo extracts of ADAM10~/~ and wild-type
mice. Tubulin was used as a loading control.

right) underlined the distinct roles of ADAM10 and ADAM17 would also induce ADAMI17-mediated L1 shedding,
for constitutive and PMA-stimulated shedding, respectively. ADAMI10~/~, ADAM17 /", and wild-type cells were treated

Cholesterol depletion has been shown to induce cleavage of ~ with MCD or PMA. The release of soluble L1 into the cell
L1 in breast tumor cells (22, 48). To examine if this stimulus culture medium was analyzed by ELISA. Both PMA and MCD
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FIG. 3. L1-CTF1 is further processed through -y-secretase activity.
L1 shedding was analyzed with WT MEFs in the absence or presence
of the r+y-secretase inhibitor 1-685,458 (1 wM, overnight) with
ADAMI10~/~ MEFs and fibroblasts deficient for the y-secretase com-
plex components PS1/2. The application of the +y-secretase inhibitor
increased the amount of CTF1 and diminished CTF2 production in
wild-type fibroblasts, visible after overexposure of the immunoblot.
CTF2 was not detectable in the PS1/2-deficient cells or in ADAM10-
deficient fibroblasts. One representative out of three immunoblots is
shown.

induced L1 shedding in wild-type cells and also in ADAM10-
deficient cells. In contrast, neither PMA nor MCD was able to
increase the constitutive L1 release in ADAM17-deficient cells
(Fig. 4C), indicating that MCD stimulation also leads to
ADAMI17-mediated L1 shedding in fibroblasts.

ADAM10 and ADAM17 are differently involved in regulat-
ing L1-dependent cell adhesion. Due to the early embryonic
lethality of ADAM10-deficient mice (24), analysis of L1 pro-
cessing was restricted to fibroblast cell lines. To further explore
the role of ADAMI0 in cells which express L1 endogenously,
we used human neuroglioma H4 cells. To examine whether
ADAMI10 or ADAM17 is involved in L1 shedding, we knocked
down the expression of these proteases by transfection of vec-
tor-based siRNA. By Western blot analysis, we found de-
creased expression of ADAM10 and ADAM17 after 48 h and
almost undetectable levels after 72 h, compared with expres-
sion of mock-transfected control cells (Fig. SA, top). While
ADAM17 suppression did not affect L1 processing, the re-
duced expression of ADAMI10 correlated with strongly de-
creased L1-CTF1 generation (Fig. 5A, bottom) in a densitom-
etric analysis of three independent experiments. These data
indicate that ADAMI0 also represents the major sheddase
responsible for constitutive processing of L1 in these cells.

To further explore the influence of ADAM10-mediated L1
shedding on the functional properties of neuroglioma cells, we
performed a substrate adhesion assay. The adhesion of mock-
treated H4 cells was significantly increased on L1 substrate
compared to the BSA control (Fig. 5B, left). While there was
no effect from using BSA as a substrate (not shown), preincu-
bation with GI254023X or GW280264X further increased cell
adhesion on recombinant L1-Fc protein (Fig. 5B, left). In par-
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ticular, the ADAMI10 inhibitor had the strongest effect and
increased cell adhesion twofold in comparison to DMSO.
Moreover, overexpression of ADAMI10 resulted in decreased
L1-dependent adhesion, while siRNA-mediated suppression of
ADAMIO0 increased substrate adhesion (Fig. 5B, middle). The
respective effect on ADAMI10 expression was additionally con-
trolled by immunoblot analysis (Fig. 5B, middle, insert). Thus,
these data indicate that ADAM10-mediated constitutive cleav-
age of L1 is an important mechanism for regulating L1-depen-
dent cell adhesion.

To examine whether ADAM17 would also play a role under
nonconstitutive conditions, we analyzed cell adhesion with ad-
ditional PMA stimulation before seeding. PMA-decreased cell
adhesion by 50% compared to DMSO-treated cells (Fig. 5B,
right). This decrease could be abolished when cells were pre-
incubated with GI254023X or GW280264X before stimulation.
In contrast to the constitutive conditions, the ADAM17/
ADAMI0 inhibitor showed a stronger ability to enhance cell-
substrate adhesion under PMA-stimulated conditions than the
ADAMIO inhibitor. This finding indicates an influence of
ADAM17 on Ll-dependent adhesion after protein kinase C
activation. Since both inhibitors were applied before PMA
stimulation and during PMA treatment, parts of the increased
cell adhesion needed to be attributed to an effect on constitu-
tive ADAMI10-mediated L1 shedding (Fig. 4A). Taken to-
gether, these findings demonstrate that ADAMI10- and
ADAMI17-mediated shedding of L1 is involved in regulating
L1-dependent cell adhesion.

ADAMI0 is able to cleave L1 in the mouse brain. The
neuronal cell adhesion molecule L1 is well known to exert
important functions during development of the central ner-
vous system (CNS) but also in the adult brain. To analyze
the role of the predominantly neuronal expressed ADAM10
in more detail, we used an in vitro cleavage assay. For this
assay, crude membrane fractions prepared from adult
mouse brain were incubated with recombinant ADAMI10 for
different time periods at 37°C. Western blot analysis showed
that incubation with ADAMI10 led to a time-dependent in-
crease in the generation of L1-CTF1 (Fig. 6A). In the de-
veloping cerebellum, L1 is expressed only by postmitotic
neurons (52). Therefore, we also analyzed the influence of
ADAMI0 on primary neurons of early postnatal mouse cer-
ebellum. We found that expression of ADAMIO0 led to an
increase in the generation of L1-CTF1, indicating that this
protease is indeed capable of cleaving L1 in primary cells of
the mouse cerebellum (Fig. 6B).

ADAMI10 regulates L1-dependent haptotactic migration of
cerebellar neurons and mediates NMDA-induced L1 shedding.
To further explore the functional significance of ADAMI0-
and ADAM17-mediated L1 shedding, we analyzed haptotactic
migration of cerebellar granule neurons. For this study, we
used a modified Boyden chamber assay in which cells migrate
from top to bottom chambers through filters coated on the
bottom side with BSA as a control or with L1-Fc protein. To
determine the different effects of the proteases, cells were
seeded in the absence or presence of GI254023X and
GW280264X in transwell inserts. As shown in Fig. 6C, neurons
displayed greater migration towards L1 substrate in 48 h than
in their random migration towards BSA. This haptotactic mi-
gration was strongly inhibited by the ADAMIO0 inhibitor
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FIG. 4. ADAM17 mediates L1 shedding after PMA stimulation and cholesterol depletion. (A) Effect of different metalloprotease inhibitors on
PMA-stimulated L1 shedding. (Left) Wild-type MEFs were stimulated with PMA (200 ng/ml) or vehicle control (DMSO) for 3 h. Subsequently,
cell pellets and supernatants were subjected to L1 (N-terminal) Western blot analysis. (Right) NTF generation was calculated as the percentage
of total L1 (full-length L1 plus NTF) by densitometric analysis. Results were obtained from three independent experiments and are expressed as
means = SEM. Compared to the vehicle control, PMA treatment significantly increased L1-NTF generation (+). All inhibitors significantly
decreased NTF generation in the presence of PMA compared to the only-PMA-treated cells (*). (B) PMA-induced L1 shedding is abolished in
ADAM17-deficient cells. (Top) Different ADAM-deficient fibroblasts and ADAM17 '~ cells stably retransfected with full-length ADAM17
(A17 /" retr) were stimulated with PMA (200 ng/ml) or vehicle control (DMSO) for 3 h. Cell pellets and supernatants were harvested and analyzed
by Western blotting using N-terminal anti-L1 antibodies. L1/FL, full-length L1. (Bottom) The constitutive NTF generation (lower left) and the
increase in NTF generation after PMA treatment compared to the constitutive conditions (defined as inducible shedding) were also depicted as
densitometric analysis (lower right). Results were obtained from five independent experiments and are expressed as means = SEM. Constitutive
NTF generation and inducible NTF generation were significantly reduced in ADAM10~/~ MEFs and ADAMI17 /" cells, respectively (*).
(C) Effect of different stimuli on L1 shedding. L1 was transiently transfected into ADAM10~/~, ADAM17 /", or wild-type MEFs. Cells were
stimulated with MCD (10 mM) for 60 min, PMA (200 ng/ml) for 3 h, or vehicle control (DMSO) for 3 h; subsequently, conditioned media and
cell lysates were analyzed for the presence of soluble and cell-associated L1, respectively, by ELISA. The generation of soluble L1 was calculated
as the percentage of total L1 (L1 in cell lysates and supernatants) by densitometric analysis. Results are shown as means = SEM of triplicate
transfections of four independent experiments. Compared to untreated WT cells, constitutive NTF generation was significantly decreased in
ADAM10~/~ MEFs, while MCD and PMA stimulation significantly increased NTF production in WT MEFs (*). Compared to the vehicle-treated
control, PMA and MCD treatment significantly increased L1-NTF generation in ADAM10~/~ MEFs (*). This was not the case in ADAM17 '~
cells.
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FIG. 5. ADAMI10-mediated L1 shedding in neuronal cells. (A) (Top) Human neuroglioma H4 cells were transiently transfected with pPSUPER-
hADAMI10 siRNA, pSUPER-hADAM17 siRNA, or empty vector. Cell pellets were harvested 48 h and 72 h after transfection and analyzed for
ADAMI10 and ADAM17 expression by immunoblotting, respectively. Membranes were reprobed with anti-L1 antibodies. For densitometric
quantification, ADAM10-L1-CTF values obtained from mock-treated cells after 72 h were considered 100% and compared with the values of
ADAMI10 siRNA- or ADAM17 siRNA-treated cells after 48 h and 72 h. (Bottom) Results from three independent experiments are shown and
expressed as means = SEM. Compared to mock-transfected control cells, both siRNA treatments led to a significant suppression of the respective
gene after 48 h and even more after 72 h. In contrast, L1-CTF1 generation was only significantly decreased after ADAM10 siRNA treatment,
compared to mock-treated cells (*). (B) Cell adhesion on recombinant human L1/Fc chimera. H4 cells were preincubated with ADAM10 inhibitor
GI254023X (5 M), the mixed ADAM17/ADAMI10 inhibitor GW280264X (5 wM), or DMSO control with (right) or without (left) additional PMA
(200 ng/ml) treatment. In another assay, cells were transfected with ADAM10 or ADAMI0 siRNA and harvested after 48 h or 72 h, respectively
(middle). ADAM10 expression of mock-transfected cells (middle, lane 1), ADAM10-transfected cells (lane 2), and siRNA-transfected cells (lane
3) was controlled by immunoblotting. Results are shown as means = SEM of three independent experiments, all performed in triplicate. In all
assays, the adhesion on L1 substrate was significantly higher than on BSA (+). L1-dependent cell adhesion was significantly increased in the
presence of inhibitors (left, *), while PMA treatment (right, *) decreased cell adhesion compared with the respective control on L1 substrate. The
PMA eftect could be significantly abolished after pretreatment with the inhibitors (right, °). While ADAM10 overexpression significantly decreased
cell adhesion, ADAM10 siRNA transfection significantly increased adhesion on L1 compared to the control (middle, *).
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FIG. 6. ADAMI10 mediates L1 shedding in the mouse brain and affects haptotactic migration of cerebellar neurons. (A) (Top) Crude
membrane fractions prepared from adult wild-type mouse brain were incubated at 37°C for different times with recombinant mouse ADAM10
(rADAMI10). As a control, aliquots were incubated without rADAM10 for 60 min. Samples were analyzed by immunoblotting with C-terminal L1
antibodies. (Bottom) CTF generation was also calculated by densitometric analysis of three independent experiments and expressed as means =
SEM. Addition of rADAMI0 led to a significant time-dependent increase in CTF generation (*). (B) Overexpression of ADAMI10 in primary
neurons of mouse cerebellum increases L1 shedding. Cells were prepared by mechanical and enzymatic dissociation of mouse cerebellum. Cells
were transiently transfected with ADAM10 or empty vector. Subsequently, cells were lysed and analyzed by Western blotting with anti-ADAM10
antibodies. The same blot was reprobed with anti-L1 antibodies (C terminal). L1/FL, full-length L1; WT, wild-type-MEFs; p, precursor of
ADAM10; m, mature form of ADAM10. (C) Metalloprotease inhibitors reduce haptotactic migration of cerebellar neurons on L1 substrate.
NCAM L1/Fc chimera at a concentration of 2 pg/ml or BSA for control were coated on the back sides of transwell chambers. Cerebellar neurons
were seeded into the top chamber in the presence of GI254023X (5 nM), GW280264X (5 wM), or DMSO as a control and allowed to transmigrate
for 48 h at 37°C. Cells on top of the filter were removed, and transmigrated cells were stained with crystal violet solution. The dye was eluted from
the filter and measured at 595 nm. The amount of dye was proportional to the number of transmigrated cells. Values for the migration of
mock-treated cells on L1 substrate were set at 100% and compared to the values of inhibitor treated cells. Results were obtained from three
independent experiments, each performed in triplicate, and are expressed as means = SEM. The haptotactic migration on L1 substrate was
significantly higher than on BSA (+). L1-dependent cell migration was significantly decreased in the presence of inhibitors (*). (D) NMDA
stimulation induces ADAM10-mediated L1 shedding in primary cerebellar neurons. Cells were incubated in the presence or absence of NMDA
(50 pM) and the inhibitor GI254023X (5 uM) or GW280264X (5 pM) for 30 min. Cell pellets were subjected to Western blot analysis with
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GI254023X, while the effect of the mixed ADAM17-ADAM10
inhibitor GW280264X was less strong. These findings indicate
that ADAMI10 is involved in regulating L1-dependent hapto-
tactic migration of cerebellar neurons.

It has been suggested previously that the presynaptic protein
L1 might play important roles in synaptic plasticity (42, 46).
Cell adhesion molecules thought to be involved in regulating
synaptic functions by modulating synaptic contacts in response
to neural activity (3, 69). To evaluate if stimulation of neural
activity would induce ADAM10- or ADAM17-mediated pro-
cessing of L1, we incubated primary neurons of early postnatal
mouse cerebellum with the glutamate receptor agonist NMDA
in the absence or presence of G1254023X and GW280264X. As
shown in Fig. 6D, NMDA stimulation increased the generation
of L1-CTFs. The increase of L1 proteolysis was strongly di-
minished by the ADAMIO0 inhibitor GI254023X, while
GW280264X only showed weak effects. These results suggest
that ADAMI0 is involved in the cleavage of L1 after stimula-
tion with NMDA in cerebellar neurons. Of note, NMDA stim-
ulation led to a decrease in the mature form of ADAMI17,
while there was an increase in the mature form of ADAMI0,
further supporting that NMDA stimulation leads to activation
of ADAMI10-mediated L1 shedding (Fig. 6E).

ADAM10 and ADAM17 influence L1-dependent neurite out-
growth. L1-induced neurite outgrowth is known to be mainly
mediated by homophilic interaction dependent on the process-
ing of L1 via metalloproteases (37). Therefore, we investigated
the influence of ADAM10 and ADAM17 in mediating neurite
outgrowth of cerebellar neurons. We cultured microexplants of
early postnatal mouse cerebellum in the presence of
GI1254023X or GW280264X either on PLL or on L1-Fc/PLL
protein-coated coverslips, respectively. As demonstrated in
Fig. 7, both inhibitors affected neurite length on PLL substrate
only slightly, compared to the DMSO control which was set to
100% for quantification (Fig. 7A and B). In contrast, when
microexplants were seeded on L1-coated surfaces, both inhib-
itors significantly inhibited neurite outgrowth. Additionally,
the movement of small neuronal cell bodies from the explants
was obviously decreased by both inhibitors applied (Fig. 7A).
After GW280264X treatment, the extension of neuronal pro-
cesses from the explant core was almost absent in the vast
majority of explants. These data indicate that ADAM10 (and
even more, ADAM17) is involved in L1-dependent neurite
outgrowth. Microexplants seeded on PLL and treated with the
inhibitors in parallel were harvested and analyzed by Western
blotting with C-terminal anti-L1 antibodies (Fig. 7C). Accord-
ing to the neurite outgrowth assay, GW280264X had the stron-
gest effect in reducing the generation of L1-CTF in the micro-
explants.
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DISCUSSION

The neural cell adhesion molecule L1 is involved in the
regulation of cell adhesion and cell migration. Therefore, post-
translational cleavage of L1 is important for regulating its
function, but little is known about the proteolytic system re-
sponsible. Our present study demonstrates that two distinct
metalloproteases, ADAM10 and ADAM17, are critically in-
volved in controlling the release of soluble L1 by membrane-
proximal cleavage, thereby regulating L1 function.

Initial evidence that ADAM10 is a candidate for constitutive
L1 cleavage was obtained in inhibition studies with two hydrox-
amate-based compounds with different preferences in blocking
ADAMI10 and ADAM17. In accordance with other reports
implicating the role of ADAMI10 in shedding of L1 in tumor
cells (21, 48), the ADAMI0 inhibitor reduced constitutive L1
shedding in wild-type fibroblasts. We confirmed these findings
by demonstrating that L1 shedding was nearly completely abol-
ished in ADAM10-deficient fibroblasts. Thus, our data repre-
sent the first evidence in a genetically defined system that
ADAMI0 is responsible for the constitutive proteolysis of L1.

Analyzing the in vivo relevance of ADAMI10 for L1 shed-
ding, we found that L1 C-terminal fragments were clearly di-
minished in extracts from ADAMI10-deficient embryos com-
pared to the wild-type mice. This finding confirmed that
ADAMIO is also of relevance for L1 proteolysis in vivo. How-
ever, in contrast to the almost-complete block of constitutive
L1 shedding in ADAM10-deficient fibroblasts, which could not
be compensated by other metalloproteases, L1-CTFs were still
generated in the knockout embryos, demonstrating that
ADAMIO is not the exclusive metalloprotease cleaving L1 in
vivo. This is further supported by several findings indicating
that L1 release seems to be a regulated process triggered by
different extracellular signals (23, 27, 57). In particular, stim-
ulation by phorbol esters or pervanadate, which activates cel-
lular protein kinases, may regulate L1 cleavage (23). In agree-
ment with these findings, our data demonstrate that L1
proteolysis can be induced through PMA stimulation in fibro-
blasts. Moreover, we identified ADAM17 as the protease re-
sponsible for this stimulated L1 proteolysis. Of note, PMA-
stimulated L1 cleavage could not be compensated in
ADAM17-deficient fibroblast by other proteases. The stimu-
lation of ADAM17 activity by PMA is in agreement with nu-
merous reports describing phorbol ester activation of
ADAMI17-mediated ectodomain shedding (13, 50). Interest-
ingly, ADAM10 and ADAM17 have been reported to share
other substrates as well. Fractalkine, the cellular prion protein,
and APP are shed constitutively by ADAM10 and in a PMA-
stimulated manner predominantly by ADAM17 (9, 31, 40, 72).

MCD treatment leading to the membrane extraction of cho-
lesterol, has also been shown to activate L1 proteolysis (22).

C-terminal L1 antibodies. (E) NMDA-stimulated increase of L1 shedding was associated with an increase of the mature form of ADAM10. (Left)
Western blots of NMDA-stimulated primary neurons were analyzed for L1 expression and afterwards reprobed with ADAM17 and ADAM10
antibodies. (Right) Results were obtained from three independent experiments and are expressed as means = SEM. L1-CTF1 generation was
significantly increased after NMDA treatment compared with the vehicle-treated cells (*). The ratio of the mature form of ADAM10/ADAM17
was calculated as the percentage of mature form to total ADAM10/ADAM17 (precursor form plus mature form). NMDA stimulation significantly
decreased the mature form of ADAM17 (°), while the mature form of ADAMI0 was significantly increased compared to control cells (+).
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FIG. 7. Effect of different metalloprotease inhibitors on neurite
outgrowh of cerebellar neurons. (A) Cerebellar microexplant cultures
were plated onto glass coverslips coated with PLL or a combination of
PLL and L1. After incubation for 24 h in the presence or absence of
different metalloprotease inhibitors (5 wM), the explants were fixed
and stained. Neurite outgrowth and also movement of small neuronal
cell bodies (arrowheads) from the explants grown on L1 substrate were
decreased by the inhibitors applied. Representative images of three
independent experiments are shown. Bar, 50 pm. (B) The effect of the
metalloprotease inhibitors GI1254023X and GW280264X on neurite
outgrowth from the explants was quantified by measuring the 10 long-
est neurites of 10 aggregates in three experiments. Results are shown
as means = SEM of these independent experiments. The values ob-
tained from DMSO-treated explants were set at 100% and compared
with the values of inhibitor-treated cells. Neurite outgrowth from the
explants grown on L1 substrate was significantly decreased after inhib-
itor treatment compared to vehicle-treated explants (*). (C) Repre-
sentative immunoblot with cerebellar (CB) explants stained with C-
terminal L1 antibody. Cerebellar explants seeded on PLL were
incubated for 24 h in the absence or presence of the metalloprotease
inhibitor GI1254023X (5 nM) or GW280264X (5 wM) or with DMSO
as a control. L1/FL, full-length L1; WT, wild-type-MEFs.
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Cholesterol depletion has been implicated in the ADAMI17-
mediated shedding of the interleukin 6 receptor (47) but also
in the ADAM10-mediated cleavage of N-cadherin (55). Our
data suggest that the release of soluble L1 through cholesterol
depletion is indeed ADAM17 dependent in fibroblasts. Taken
together, our findings demonstrate that constitutive L1 shed-
ding is mediated by ADAM10, while ADAM17 is responsible
for PMA- but also MCD-stimulated shedding.

Interestingly, our data demonstrate for the first time that the
metalloprotease-generated C-terminal fragment is a substrate
for RIP. It is further processed through +vy-secretase activity
leading to the intracellular release of another L1 fragment
(CTF2). This proteolytic sequence has been implicated in the
processing of an increasing number of proteins like Notch (66)
or APP (20), which are able to directly regulate signal trans-
duction via translocation to the nucleus. For other proteins,
like N-cadherin, intramembrane cleavage has been shown to
indirectly influence cell signaling by enhancing the degradation
of transcription factors (44). Therefore, our data suggest the
interesting possibility that L1-CTF2 might also contribute to
cellular signaling. It should be noted that L1-dependent gene
regulation involving sustained extracellular signal-regulated ki-
nase activation was recently reported (67). Further studies will
have to clarify whether a link exists between L1-CTF2 cleavage
and gene regulation.

Release of soluble L1 was observed in several cell lines of
mouse and human origin (2), suggesting a conserved mecha-
nism of metalloprotease-mediated L1 cleavage among differ-
ent cell types and species. Accordingly, we were also able to
demonstrate that ADAMI0 is involved in the constitutive re-
lease of soluble L1 in the human neuroglioma cell line H4,
which expresses L1 endogenously. In agreement with the pre-
sented biochemical data, our functional analysis demonstrated
that inhibition or suppression of ADAMI10 increased L1-de-
pendent cell adhesion. In contrast, reduced cell adhesion after
PMA stimulation could be reversed by the ADAM17 inhibitor.
Thus, our data imply a role of ADAM10, as well as ADAM17,
in the down-regulation of L1-mediated cell adhesion.

Both ADAM10 and ADAM17 are widely and differentially
expressed in the CNS. ADAMI0 is mainly expressed in neu-
ronal cells (38, 45), while ADAM17 can be predominantly
found in glia (32). During early postnatal development of the
cerebellar cortex, granule cells migrate from their germinating
zone, forming the external granular layer and ending at their
final location in the internal granular layer. In the postnatal
cerebellum, L1 is expressed by postmitotic, premigratory, and
migrating granule cells at sites of neuron-neuron contact but
not by stellate and basket cells or on glia (52). L1 antibodies
have been shown to modify cell migration of granule cell neu-
rons in early postnatal mouse cerebellum (41). In this study, we
found that the ADAM10-specific inhibitor was able to strongly
decrease the L1-dependent haptotactic migration of cerebellar
granule cells. This finding suggests that ADAMI10-mediated
disruption of L1-dependent contacts might be an important
mechanism for the regulation of the adhesion of migrating
neurons.

Cell adhesion molecules play important roles in regulating
synaptic plasticity (3, 69). Increased neural activity is discussed
to induce the rapid changes in synaptic morphology that are
required for controlling synaptic functions (15, 43, 70). Previ-
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ously, L1 was thought to be involved in this process (42). Since
NMDA stimulation led to increased L1 shedding in primary
neurons, it is tempting to speculate that the ADAM10-medi-
ated proteolysis may also be involved in regulating synaptic
plasticity. NMDA-stimulated neural activity triggered a rapid
increase in the mature form of ADAMI10, while we found an
opposite effect on ADAM17 expression. In agreement with
these observations, the increase of L1 proteolysis due to
NMDA treatment could be inhibited with the ADAMIO in-
hibitor. Interestingly, the NMDA subtype of glutamate recep-
tor is responsible for a substantial fraction of Ca?* influx in
response to synaptic activity, especially early in development
(75). This Ca** influx is known to affect activity-dependent
synaptic plasticity (10). Recently, it was reported that Ca**
influx activates ADAM10 by triggering the dissociation of cal-
modulin from pro-ADAMI10 (50). Therefore, NMDA-stimu-
lated Ca*" influx might be the cause of enhanced ADAMI10
activity, leading to increased L1 shedding. This hypothesis is
also in accordance with a previous report demonstrating that
calmodulin inhibitors enhance membrane proximal cleavage of
L1 (37). NMDA stimulation has also been shown to induce
ADAM10-mediated shedding of the neural adhesion molecule
N-cadherin (55), which is also involved in synaptogenesis,
thereby influencing synaptic plasticity.

It is well documented that L1 promotes neurite growth in
vitro and in vivo and that a number of second-messenger sys-
tems are involved. ADAM10 has been implicated in multiple
functions in axon extension and guidance (17). Moreover, reg-
ulated cleavage of the contact-mediated axon repellent eph-
rin-A2 (26) and the regulation of midline crossing of CNS
axons (62) have been attributed to ADAMI10. Therefore, we
hypothesized that this protease might also influence L1-depen-
dent neurite outgrowth. Indeed, the ADAM10-specific inhibi-
tor strongly decreased the outgrowth of cerebellar neurons
grown on L1 substrate. Even more severe effects on neurite
outgrowth, as well as on L1-CTF generation, were caused by
the ADAM17-specific inhibitor. On the one hand, this is not
surprising, since microexplants do not present a single culture
system but rather a complex interaction system. Moreover, L1
homophilic or heterophilic binding has been shown to induce
the clustering of the molecule at the plasma membrane, which
activates a mitogen-activated protein kinase signaling cascade
through the intermediates Src, phosphoinositide-3 kinase,
Racl, and p21-activated kinase, leading to neurite growth (33,
61, 64). Thus, this signaling cascade might contribute to the
activation of ADAM17 instead of ADAM10. The ADAM17
inhibitor also slightly affected neurite outgrowth on PLL sub-
strate. Since ADAM17 has been shown to play a critical role in
ectodomain shedding of the p75 neurotrophin receptor (74),
which is also important for neuronal survival, and in the pro-
teolysis of the neurotrophin receptor TrkA (11), it seems plau-
sible that the processing of additional substrates by ADAM17
might contribute to the severe effect.

Taken together, our data highlight the crucial role of
ADAMI10 and ADAM17 in the physiological processing of L1.
These results have implications for brain development and for
the function of the adult brain, since L1 has key roles in
neuronal cell adhesion, cell migration, synaptic plasticity, and
neurite outgrowth.
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