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This dissertation has been prepared partly cumulative. Data obtained in the presented thesis

have been described in detail in seven peer-reviewed publications and one manuscript

published on a preprint server.
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Abstract

Abstract

In this thesis, degradomic-based approaches - combining unbiased and targeted analyses in
both in vitro and in vivo settings - were employed to investigate physiological and
pathophysiological roles of the metalloprotease meprin . Expressed in the kidney, skin, brain,
and gut, meprin B participates in complex proteolytic networks, cleaving various soluble and
transmembrane substrates. Therefore, dysregulation of meprin B is associated with different

diseases, such as Alzheimer’s disease and cancer.

Genomic studies of human cancer samples have identified numerous single-nucleotide
variants (SNVs) within the gene coding for meprin B. Especially cancer-associated SNVs
affecting the active site of proteases may largely impact their cleavage specificity, substrate
processing, and, ultimately, cancer cell behavior. To facilitate systematic studies, a Targeted
Approach to determine the impact of Cancer-Associated Protease variants (TACAP) was
developed and applied to analyze the meprin B R238Q variant. This amino acid exchange at
the S1’ position of meprin 3 leads to a loss of its characteristic cleavage preference for acidic
amino acids at P1’ position, accompanied by changes in the substrate pool and inhibitor
efficiencies compared to meprin § wildtype (wt). Functional in cellulo and ex vivo analyses
provided evidence that the expression of meprin § and its cancer-associated variants

promotes tumor cell invasiveness and migration.

Although meprin 8 is known to be involved in the pathology of Alzheimer’s disease, its broader
cerebral substrate profile remained largely unknown. An unbiased proteomic approach of a
disease-associated mouse model overexpressing meprin B in astrocytes revealed
latrophilin-3, a G protein-coupled receptor as a potential substrate. Further validation
conducted through in cellulo, ex vivo, and in vivo methodologies confirmed that the proteolytic
cleavage of latrophilin-3 by meprin B results in the release of its interaction domains, which are
crucial for maintaining synaptic integrity. Thus, proteolytic processing of latrophilin-3 by
meprin  may contribute to the observed alterations in exploratory behavior in mice

overexpressing meprin 3 in astrocytes.

Furthermore, in cellulo and in vivo consequences of the proteolytic processing of transferrin

receptor | (TfRI) were analyzed.

In conclusion, this thesis demonstrates the power of degradomic-based analyses to uncover
novel protease-substrate interactions and their functional relevance. Described findings shed
light on the roles of meprin B in cancer progression, cerebral function, and iron homeostasis,

expanding the understanding of its biological relevance in health and disease.
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In der vorliegenden Dissertation wurden Degradomik-basierte Anwendungen, die
unbefangene und zielgerichtete Analysen ermdglichen sowie in vitro als auch in vivo
Untersuchungen umfassen, kombiniert, um die physiologischen und pathophysiologischen
Funktionen der Metalloprotease Meprin B genauer zu untersuchen. Meprin 3 wird in der Niere,
der Haut, dem Gehirn und dem Darm exprimiert und spaltet innerhalb eines komplexen
proteolytischen Netzwerks eine Vielzahl I6slicher sowie membranstandiger Substrate. Eine
Fehlregulation von Meprin 8 wird mit verschiedenen Erkrankungen wie Morbus Alzheimer und
Krebs in Verbindung gebracht. Genomische Studien von humanen Tumorproben
identifizierten zahlreiche Einzelnukleotid-Varianten (SNVs) im Gen, welches fur Meprin 3
codiert. Insbesondere Krebs-assoziierte SNVs, die das aktive Zentrum von Proteasen
betreffen, kdnnen malfigeblich deren Spaltspezifitdt, Substratprozessierung und somit das

Verhalten von Krebszellen beeinflussen.

Zur systematischen Untersuchung von Krebs-assoziierten Proteasevarianten wurde der
zielgerichtete Ansatz TACAP (Targeted Approach to determine the impact of Cancer-
Associated Protease variants) entwickelt, mit dessen Hilfe die Meprin B Variante R238Q
charakterisiert wurde. Der Austausch dieser Aminosaure an der S1’ Position fuhrt zum Verlust
der fir Meprin 3 typischen Spaltspezifitat fur saure Aminosauren an der P1’ Stelle. Gleichzeitig
verandert sich das Substratspektrum sowie die Affinitdt zu Inhibitoren im Vergleich zu
wildtypischem Meprin 3. Funktionelle Analysen in Zellkultur und in ex vivo Ansatzen zeigen,
dass die Expression von Meprin B und dessen Krebs-assoziierte Varianten die Invasivitat und

Migration von Tumorzellen fordert.

Obwohl Meprin B bereits mit der Alzheimer-Krankheit in Verbindung gebracht wurde, war
dessen zerebrales Substratspektrum bisher weitgehend unbekannt. N-Terminomik Analysen
von einem Krankheits-assoziierten Mausmodell mit einer Uberexpression von Meprin B in
Astrozyten identifizierte Latrophilin-3 als potenzielles Substrat von Meprin (. Latrophilin-3 ist
einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor, der an der Synapsenbildung beteiligt ist.
Nachfolgende Zell-basierte, ex vivo und in vivo Validierungen bestatigten, dass die Spaltung
von Latrophilin-3 durch Meprin B dessen Interaktionsdomanen freisetzt, die essenziell fur die
synaptische Integritat sind. Dies kann moglicherweise zu einem beobachteten veranderten
Explorationsverhalten des Mausmodells mit einer Uberexpression von Meprin B in Astrozyten

beitragen.

Daruber hinaus wurden die zellularen und in vivo-Folgen der proteolytischen Prozessierung

des Transferrin Rezeptors | (TfRI) analysiert.



Zusammenfassung

Zusammenfassend unterstreicht diese Dissertation das Potenzial Degradomik-basierter
Analysen zur Identifizierung neuer Protease-Substrat-Interaktionen und ihrer funktionellen
Relevanz. Die Ergebnisse liefern neue Erkenntnisse Uber die Rolle von Meprin B in der
Krebsprogression, zerebralen Funktionen und der Eisenhomodostase und erweitern das
Verstandnis der biologischen Bedeutung von Meprin 3 unter physiologischen und

pathologischen Bedingungen.
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