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INTRODUZIONE



Le basi molecolari della malattia di Alzheimer

La malattia di Alzheimer (AD) ¢’ un disordine neurodegenerativo eterogeneo con
progressione irreversibile che interessa primariamente le regioni ippocampali e
neocorticali del cervello. Questa malattia fu descritta per la prima volta nel 1907 dal
neuropsichiatra tedesco Alois Alzheimer, a quei tempi la malattia era poco conosciuta,
ma nel corso degli anni il numero dei casi diagnosticati ¢ notevolmente aumentato ed
oggi colpisce circa il 2% della popolazione dei paesi industrializzati.

L’incidenza della malattia di Alzheimer aumenta con 1’eta’ e, con I’allungamento
della vita umana media, questa malattia sta diventando uno dei maggiori problemi
sanitari legato all’invecchiamento della popolazione mondiale. Non esiste al
momento alcuna cura efficace contro di essa e la patogenesi della malattia resta
ancora oggetto di molte teorie che coinvolgono fattori genetici ed epigenetici (come
fattori metabolici od ambientali).

Clinicamente, la malattia e’ caratterizzata da una perdita di memoria e delle sinapsi,
seguita da un progressivo deterioramento di tutte le funzioni mentali e cognitive,
risultando alla fine nella demenza. Nei soggetti affetti dalla malattia si osservano due
tipt di depositi caratteristici, le placche amiloidi extracellulari e gli aggregati
intracellulari neurofibrillari (Dickson, 1997). Questi due marcatori neuropatologici
derivano entrambi dall’accumulo aberrante di normali proteine cellulari, con
conseguente deposito di materiale insolubile, che interferisce con le normali funzioni
neuronali, e con la plasticita sinaptica. Gli aggregati neurofibrillari sono ammassi
intracellulari consistenti di filamenti elicoidali appaiati (PHF) di 10nm di spessore. Il
maggior componente di questi filamenti e’ la forma iperfosforilata della proteina Tau,
una proteina che lega 1 microtubuli. Quando Tau e’ iperfosforilata, diminuisce la sua
capacita’ di legare i microtubuli e aggrega quindi in maniera anomala determinando
la formazione dei PHF (Patrick et al., 1999, Terry et al., 1987). L’aggregazione di
Tau in filamenti porta al collasso dei microtubuli ed ad una riduzione del trasporto
assonale, fondamentale nel trasferimento di sostanze di natura trofica ed energetica
tra corpo cellulare e sinapsi. L’efficienza di questo trasporto ¢ necessaria per
mantenere buone connessioni neuronali; quando il trasporto viene alterato 1 neuroni
degenerano e la rete neuronale coinvolta nelle varie funzioni cognitive e vitali viene
interrotta, provocando 1 sintomi tipici della malattia di Alzheimer.

Il maggior costituente delle placche amiloidi e’ stato purificato e sequenziato nel
1984 da Gorge Glenner: e’ un polipeptide di 40-42 aa chiamato da Glenner stesso “B
amiloide” o “A”, derivante dalla proteolisi della proteina di membrana conosciuta
come proteina precursore dell’amiloide (APP) (Kang et al., 1987). Il peptide P
amiloide nelle placche e’ organizzato in fibrille di 7-10 nm di spessore intramezzate
con forme non fibrillari. Le placche mature inoltre contengono assoni e dendriti
degenerati e sono circondate da astrociti reattivi e cellule della microglia, indicando
quindi che c’e’ una componente infiammatoria nel processo neurodegenerativo
(Lemere et al., 1996; Dodart et al., 2002).

Un’ipotesi molto valida, che ha ricevuto molto successo, per cercare di spiegare cosa
provoca il processo di degenerazione neurofibrillare e la perdita di sinapsi, tipica



dell’AD, e’ la variante neuroinfiammatoria dell’ipotesi della cascata dell’amiloide
(Hardy and Selkoe, 2002): secondo questa ipotesi, formulata qualche anno fa, Ap ¢’
responsabile  indirettamente della fosforilazione di Tau e della conseguente
degenerazione neurofibrillare, attraverso I’attivazione della microglia; in pratica, I’ A
depositato nelle placche funge da stimolo infiammatorio cronico, attivando le cellule
della microglia e determinando la produzione di sostanze neurotossiche, come
radicali liberi, citochine proinfiammatorie, mediatori dell’infiammazione e proteine
del complemento, responsabili in ultima analisi della morte neuronale e della
demenza.

Esistono forme sporadiche (circa il 90% dei casi) e familiari (FAD) di AD che,
sebbene differiscano per I’eta di insorgenza, in genere anticipata nelle forme familiari
(prima dei 65 anni), hanno durata e manifestazioni patologiche simili (St George-
Hyslop 2000).

La patogenesi dell’AD e’ complessa e dipende sia da fattori genetici che ambientali.
Sebbene la maggior parte dei casi sporadici della malattia abbia un’eziologia ignota,
le forme familiari (FAD) di AD possono essere chiaramente e direttamente collegate
a 3 loci genetici, le cui mutazioni inducono la malattia: il locus della proteina
precursore del peptide B-amiloide, APP, ed 1 loci di due geni che codificano per le
preseniline, PS1 e PS2, che fanno parte del complesso enzimatico che porta alla
generazione del peptide amiloide. Tutte le mutazioni a carico di APP finora
conosciute portano ad un aumento nella produzione del peptide B-amilode, in
particolare della sua isoforma piu lunga, quella costituita da 42 aminoacidi (AB4,) €
che, rispetto alla variante di 40 residui, ¢ piu neurotossica per la sua maggiore
tendenza ad aggregare (Gandy and Petanceska, 2000). E’ stato dimostrato che anche
le mutazioni a carico delle preseniline portano ad un aumento della produzione di
AP (Scheuner et al., 1996). I casi di malattia di Alzheimer sporadici sono associati a
polimorfismi genici che si comportano come fattori di rischio: tra questi un ruolo
chiave ¢ svolto dal locus del gene dell’ Apolipoproteina E, ed in particolare
dall’allele e-4._ L’Apolipoproteina E ¢ una molecola coinvolta nel trasporto del
colesterolo, di cui si conoscono tre isoforme, codificate dagli alleli €-2, € -3, e-4. E’
stato dimostrato che chi eredita I’allele e-4 ApoE4 ha una maggiore predisposizione a
sviluppare 1’ Alzheimer, e che I’eta dell’insorgenza della malattia € anticipata rispetto
al soggetti che presentano gli altri alleli (Meyer et al., 1998). C’¢, poi, una lunga lista
di geni possibili fattori di rischio, il cui ruolo va confermato su casistiche piu vaste;
tra gli altri sono stati proposti il locus di LSF (Lambert et al., 2000), codificante per
un fattore trascrizionale, ed un altro locus localizzato sul cromosoma 10, ma il cui
gene non ¢ stato ancora identificato (Bertram et al., 2000). E’ stata identificata,
inoltre, una variante allelica nel gene che codifica per la proteina Fe65 che protegge
dalla malattia. Questa proteina, come vedremo in seguito, lega il precursore del
peptide B-amiloide, e sembra che 1’isoforma protettiva interagisca con minore affinita
(Hu et al., 2002; Hu et al., 1998).



Il precursore del peptide p-amiloide, APP, e la sua maturazione proteolitica

La purificazione ed il sequenziamento di AP dalle placche amiloidi presenti in casi di
AD e di sindrome di Down e ’osservazione che AP derivasse dalla maturazione
proteolitca di una proteina molto piu’ grande detta APP, precursore del peptide
amiloide, hanno portato all’identificazione ed al clonaggio del gene di APP.

Il gene di APP ¢ localizzato sul cromosoma 21 (Kitaguchi et al., 1988) e cio da
ragione del fatto che nella sindrome di Down, caratterizzata dalla trisomia di questo
cromosoma, l’eccessivo dosaggio genico porta all’aumentata espressione della
proteina APP, che da solo ¢ capace di indurre I’accumulo di Af} e la comparsa, dopo i
40 anni, dei segni anatomo-patologici della malattia di Alzheimer (Mann et al., 1986).
La famiglia dei geni di APP di mammifero ¢’ composta da 3 membri: APP le proteine
APP-like, APLP1 e APLP2. Sono stati identificati geni omologhi in Drosophila.
C.elegans e Xenopus. Tutti 1 membri della famiglia di APP sono proteine integrali di
membrana di tipo I con un grosso dominio extracellulare N-terminale ed un corto
dominio citosolico C-terminale. Le proteine di mammifero sono ubiquitariamente
espresse. Il gene di APP contiene 19 esoni, e tra questi I’esone 7, 8 € 15 possono
subire splicing alternativo, dando vita a tre diverse isoforme: APP695, APP751,
APP770. L’isoforma piu corta (APP695) ¢ espressa esclusivamente nei neuroni,
mentre le altre sono ubiquitarie e contengono un dominio di inibizione delle proteasi
tipo Kunitz (Kitaguchi et al., 1988; Ponte et al., 1988).

Il dominio extracellulare di APP e delle proteine APLPs e’ sede di modificazioni
posttraduzionali che ne aumentano notevolmente la complessita’ e che avvengono
durante la sua maturazione nell’ER e nel Golgi; il dominio extracellulare presenta siti
di O- ed N- glicosilazione, di sulfatazione, di fosforilazione, di legame di metalli
(Cu™) e di legame dell’eparina; inoltre lo splicing dell’esone 15 determina la
formazione di un sito di legame per il condroitin-solfato-glicosaminoglicano (CS-
GAG) che viene utilizzato negli astrociti ma non nei neuroni (De Strooper and
Annaert, 2000; Annaert and De Strooper, 2002).

APP ¢ substrato di tre differenti attivita proteolitiche, denominate originariamente o,
B e y secretasi, in considerazione del fatto che alla loro azione consegue la
liberazione di forme secrete di APP (Fig. 1) (Selkoe, 2001); APP puo essere anche
substrato di caspasi. Il taglio dell’ a-secretasi avviene tra la Lysl6 e la Leul7,
all’interno della sequenza del peptide B amiloide, impedendo in tal modo Ia
generazione dello stesso. Per questo motivo il la maturazione di APP promossa
dall’a-secretasi e’ stata denominata non-amiloidogenica. In seguito al taglio a-
secretasico, avviene il rilascio di un grande frammento ammino-terminale che
include tutto il dominio extracellulare di APP (sAPPa), solubile, ed un corto
frammento carbossi-terminale (C83) legato alla membrana, che include tutto il tratto
trasmembrana ed il corto dominio citosolico. C83 e’ substrato della y-secretasi, che
genera il peptide p3 (Haass et al., 1993; Haass et al., 1992), non aggregante ¢ non



neurotossico, ed un frammento AICD (APP intracellular domain), di 57 residui (De
Strooper and Annaert, 2000; Passer et al., 2000). La forma solubile di sAPPa sembra
agire come fattore autocrino (Saitoh et al., 1989), neuroprotettivo e forse anche
neurotrofico (Mattson et al., 1993). Il pathway amiloidogenico prevede che la [3-
secretasi tagli APP all’estremita ammino-terminale del peptide AP, generando una
forma solubile di APP piu corta, SAPPf ed un frammento di 99 residui (C99). Tale
frammento diviene substrato della y-secretasi liberando il peptide B-amiloide ed il
frammento AICD. Il taglio piu’ importante operato dalla y-secretasi avviene a livello
della Val40, determinando la generazione di AB40, I’isoforma di AP piu’ abbondante.
Un altro taglio 2aa piu’ a valle, sempre operato dalla y-secretasi, produce un
frammento AP di 42 residui, detto AB42, che rappresenta circa 10% del totale A.
Negli ultimi anni, sono stati identificati 2 altri tipi di taglio di APP: un taglio, detto -
secretasi-like, che porta alla produzione di AICD, avviene 7aa piu’ a valle del sito di
taglio della y-secretasi che produce AP42 (quindi piu’ vicino all’interfaccia
membrana/citosol), ed e’ stato chiamato taglio €, dal momento che assomiglia al
taglio y-secretasi-like di Notch-1. Il secondo tipo di taglio avviene invece a livello di
un altro sito tra I’Asp664 e Ala665, a valle di quello riconosciuto dalla y-secretasi, su
cui agisce una caspasi (probabilmente caspasi-3): tale taglio porta alla produzione di
un peptide di 31 amminoacidi (C31), che ¢ neurotossico per la cellula ed € un potente
attivatore apoptotico (Lu et al., 2000; Weidemann et al., 1999).



Le Attivita’ enzimatiche coinvolte nella maturazione proteolitica di APP

I1 taglio di APP operato dall’a-secretasi e’ in qualche modo simile alla maturazione
di altre proteine integrali di membrana, come 1 fattori di crescita TGF-a, TNF-a e la
molecola di adesione cellulare L-selectina (Asai et al., 2003; Buxbaum et al., 1998).
La maturazione di tutte queste proteine consiste di una componente costitutiva ed una
componente regolata, che puo’ essere attivata attraverso la protein chinasi C (PKC)
ed altre cascate di secondi messaggeri. La proteasi responsabile del rilascio del TNF-
a ¢’ stata identificata nel Tumor Necrosis Factor-a Converting Enzyme (TACE), un
membro della famiglia delle metalloproteinasi  ADAM (a disintegrin and
metalloproteinase) (Saitoh et al., 1989): topi KO per TACE mostrano difetti nella
maturazione proteolitica di molte proteine tra cui TGF-a, TNF-o ed L-selectina.
Fibroblasti derivati da questi stessi KO mostrano anche difetti nella secrezione di a-
APPs modulata da PKC , indicando quindi che TACE ha un ruolo chiave nella
componente regolatoria del taglio a-secretasico di APP nei fibroblasti. Piu’
recentemente altre 2 proteasi della famiglia di ADAM sono state caratterizzate,
ADAMI10 ed ADAMO. Esperimenti di co-trasfezione di queste 2 proteasi con APP
determina un’aumentata secrezione costitutiva e regolata di aAPPs, indicando quindi
che entrambe le proteasi svolgono un ruolo di primo piano nel indurre il taglio a-
secretasico di APP (Mattson et al., 1993).

Diversi laboratori, usando approcci indipendenti, sono arrivati all’identificazione
della PB-secretasi quasi contemporaneamente. L’enzima deputato a svolgere la
funzione di B-secretasi ¢ un’aspartil-proteasi, localizzata nell’apparato del Golgi, cui
¢ stato dato i1l nome di BACE-1 (B-site APP-cleaving enzyme) (Vassar et al., 1999), il
cui gene si trova sul cromosoma 11. Una seconda B-secretasi, chiamata BACE-2,
mostrante il 64% di omologia con BACE-1, e’ stata poi identificata mediante
screening di database genomici ed il suo gene risiede sul cromosoma 21 (Hussain et
al., 1999). Sebbene, come vedremo, ¢’ stato dimostrato che BACE-1 gioca un ruolo
di primo piano nella patogenesi dell’AD, non sono state trovate mutazioni o
associazioni alleliche tra BACE e casi di Alzheimer sporadici o familiari. BACE-1 e’
una proteina integrale di membrana di tipo I che ha un prodominio e contiene 2
motivi Dt/sGt/s nel suo dominio extracellulare (Lin et al.,2000). Questi motivi sono
caratteristiche tipiche di domini catalitici di aspartil-proteasi. BACE-1 taglia APP in
2 differenti posizioni: a livello del classico sito, detto Aspl, ed a livello del Glull,
determinando la formazione di una forma piu’ piccola di AP precedentemente
identificata nelle placche. Entrambe le proteine BACE sono sottoposte a
modificazioni posttraduzionali, includenti N-glicosilazioni complesse, fosforilazioni,
formazione di ponti disolfuro, palmitoilazione e taglio di propeptide per ottenere la
maturazione completa. Infatti il dominio RLPR (Arg-Leu-Pro-Arg) che affianca il
pro-dominio di BACE-1 e’ tagliato da una convertasi, determinando la generazione
della forma matura dell’enzima (De Strooper and Annaert, 2000). E’ altamente
espresso nel cervello e mostra maggiore affinita’ per la cosiddetta forma Swedish di
APP, ossia la forma contenente la mutazione puntiforme (K595N e M596L), che ¢’



stata dimostrata associata a casi di FAD. BACE-1 ha un pH ottimale acido, ¢’
localizzato prevalentemente a livello del Golgi/TGN ed e’ un costituente dei lipid-
rafts, che sono microdomini della membrana citoplasmatica arricchiti di sfingolipidi e
colesterolo. Ci sono dati che provano che anche APP puo’ far parte di questi rafts e
che addirittura mostrano che 1’uso delle statine, od in generale la deplezione di
colesterolo, puo’ drasticamente diminuire la produzione di AP in cellule in coltura
(Annaert and De Strooper, 2002). Il modello che e’ stato proposto e’ che, in
condizioni di diminuzione della concentrazione di colesterolo intracellulare, questi
microdomini vengano distrutti ¢ APP sia quindi disponibile per il taglio a-secretasico.
Inizialmente si credeva che il taglio a-secretasico fosse quello fisiologico in quanto
era in grado di prevenire I’amiloidogenesi dell’AD. Questa pero’ e’ risultata essere
una semplificazione del problema, in quanto e’ stato dimostrato che il peptide -
amiloide viene normalente prodotto anche in condizioni fisiologiche, e che, solo una
frazione del pool totale di APP viene processato dalle a-secretasi in diversi tipi
cellulari, lasciando la maggior parte del pool cellulare di APP non processato. Inoltre
il bilancio tra taglio amiloidogenico e non e’ anche regolato dalla
compartimentalizzazione di tali enzimi; 1’a-secretasi taglia APP tipicamente a livello
della membrana cellulare, mentre la B-secretasi lega APP a livello della membrana
ma poi e’ internalizzato con esso negli endosomi, dove in seguito all’abbassamento
del pH, la sua attivita’ raggiunge livelli ottimali.

La y-secretasi e’ un’attivita’ che risiede in un complesso enzimatico ad alto peso
molecolare costituito da quattro differenti proteine di membrana, le preseniline,
nicastrina, Aph-1 e Pen-2 (De Strooper, 2003; Haass, 2004). Tale attivita’ e’ stata
inizialmente identificata per il suo ruolo nella maturazione di APP e Notch, ma, ad
oggi, sono state identificate ben 15 proteine transmembrana di tipo I ed un recettore
multipasso transmembrana, bersagli di questa attivita’ (APLP1 e 2, Erb4, E-caderina,
LRP, CD44, p75NTR e tante altre). La y secretasi e’ una aspartil proteasi abbastanza
insolita ed il suo dominio catalitico e’ uno delle questioni irrisolte piu’ intriganti ed
affascinanti in biologia negli ultimi anni. Infatti la y secretasi taglia 1 suoi substrati a
livello del dominio transmembrana , in contrasto con la quasi totalita’ delle altre
proteasi che sono incapaci di esplicare la loro funzione in un ambiente altamente
idrofobico, quale e’ quello del doppio strato lipidico, e di solito non tagliano 1 loro
substrati quando questi si trovano in una conformazione elicoidale. La presenilina-1 o
PS1 e’ stata la prima componente del complesso della y secretasi ad essere
identificata (Wolfe et al., 1999). La famiglia delle preseniline di mammifero e’
costituita da 2 proteine dette PS1 e PS2, ma proteine ortologhe sono state trovate in
tutti 1 vertebrati, invertebrati ed anche nelle piante. In C.elegans sono stati identificati
3 membri della famiglia delle preseniline: Sel-12, che presenta il 42% di omologia
con la PS1 umana, e Hop-1 e Spe-4, che invece presentano rispettivamente il 27% ed
il 17% di omologia con PS1 umana; e’ stato inoltre provato che PS1 e PS2 umane
possono vicariale la funzione di sel-12 in vermi mancanti di questa proteina, a
dimostrazione della conservazione funzionale di tali proteine nell’evoluzione. I geni
di PS1 e PS2 nell’'uomo di trovano sul cromosoma 14 ed 1 ripsettivamente e
mutazioni in questi 2 geni sono responsabili della maggior parte dei casi di FAD (ad



oggi sono state identificate 135 mutazioni nel gene di PS1 e 10 mutaziuoni nel gene
di PS2 associate con casi di FAD. L’oloproteina PS1 e’ di circa 44kDa e subisce una
maturazione endoproteolitica costitutiva che avviene tra il dominio transmembrana 6
e 7 da parte di una attivita’ catalitica sconosciuta chiamata presenilasi. Tale evento
endoproteolitico avviene nell’ER e porta alla formazione di eterodimeri stabili. PS1
possiede da 7 a 9 domini altamente idrofobici; i1l modello topologico piu’ diffuso
propone 8 domini che attraversano la membrana, sebbene alcuni dati sperimentali ne
suggeriscano 6 o 7: in realta’ si ¢’ molto dibattuto sul fatto che gli ultimi 2 domini
idrofobici possano realmente attraversano la membrana o essere solo perofericamente
associati ad essa. I due domini piu’ idrofilici invece, quello N-terminale e quello che
forma un loop tra il dominio transmembrana 6 e 7, sono rivolti verso il citosol e sono
le parti meno conservate tra le diverse preseniline, anche all’interno della stessa
specie, dando probabilmente una certa specificita’ funzionale alle diverse PS (De
Strooper and Annaert, 2000). Tale approfondimento sul rapporto struttura-funzione in
PS1 e’ opportuno per comprendere come queste proteine possono legare e tagliare
tante proteine a livello del doppio strato lipidico). Studi farmacologici hanno
dimostrato che 1 2 residui di Asp nel dominio transmembrana 6 ¢ 7 di PS1 sono
necessari per il taglio di APP e degli altri substrati, suggerendo quindi che PS1 possa
essere il centro catalitico del complesso enzimatico della y-secretasi (Wolfe et al.,
1999).

La nicastrina, un altro componente del complesso enzimatico della y-secretasi, €’ una
proteina integrale di membrana di tipi I, che e’ stata copurificata con PS ed e’ stato
dimostrato essere in grado modulare la maturazione di APP e Notch ,anche se il
meccanismo non €’ stato ancora chiarito del tutto. E’ stato provato che la nicastrina e’
in grado di legare 1 frammenti legati alla membrana prodotti dalla maturazione di
APP e di Notch (APP-CTF o Notch-CTF) stabilizzandoli ed aiutandone quindi la
metabolizzazione da parte del complesso y secretasico. Inoltre e’ stato recentemente
dimostrato anche che la mancanza di nicastrina in particolari linee cellulari provoca
una rapida degradazione di PS1. Pen-2 ed Aph-1 sono componenti essenziali del
complesso enzimatico in quanto ne possono modificare 1’attivita in risposta a stimoli
diversi (Francis et al., 2002; Takasugi et al., 2003; Yu et al., 2000).



Le possibili funzioni di APP

L’affascinante meccanismo che porta alla maturazione di APP non e’ altro che un
esempio particolare di un fenomeno chiamato “proteolisi intramembrana regolata” o
RIP, descritta ormai piu’ di 5 anni fa (De Strooper and Annaert, 2000). Questo
fenomeno e’ conservato dai batteri (ne e’ I’esempio il rilascio di alcuni ferormoni in
alcuni ceppi di Enterococcus e la regolazione della sporulazione in Bacillus Subtilis)
fino ai vertebrati. In tutti questi casi, un precursore legato alla membrana e’ tagliato
da una proteasi che taglia all’interno del doppio strato lipidico (intramembrane-
cliving-proteases o I-CLIPs), che rilasciano frammenti della proteina ad entrambi 1
lati della membrana. In molti casi, il RIP prevede un primo taglio proteolitico da
parte di una proteasi classica che rimuove un grosso frammento del dominio
extracellulare o altre parti regolatrici del precursore transmembrana. Uno dei casi
meglio conosciuti, €’ quello di SREBP (transcription factor sterol regulatory element
binding protein): SREBP va incontro ad un primo taglio proteolitico da parte della
proteasi s1p, che rimuove la parte C-terminale del precursore transmembrana; la parte
N-terminale in questo modo, diviene substrato della proteasi s2p, che determina il
rilascio del frammento citosolico, che agisce da fattore trascrizionale inducendo la
biosintesi di colesterolo (Brown et al., 2000).

Un altro esempio molto conosciuto e’ quello di Notch; in questo caso di RIP, pero’, il
primo taglio proteolitico e’ regolato dal legame di un ligando: infatti solo dopo il
legame del ligando di Notch, Delta/Jagged, il recettore Notch e’ tagliato da parte
della metalloproteasi TACE e diventa substrato per la y-secretasi. In seguito
all’azione di quest’ultima, il frammento citosolico rilasciato detto NICD (Notch
intracellular domain), ¢’ in grado di traslocare nel nucleo, legare un fattore
ubiquitario detto CSL/CBF-1 e regolare la trascrizione di specifici geni (Brou et al.,
2000; Mumm et al., 2000).

Nonostante tali analogie e considerazioni, pero’, la regolazione della RIP di APP e di
conseguenza la sua funzione sono ancora sconosciuti: capire il meccanismo che
regola tale maturazione potrebbe far luce sulle basi molecolari della malattia di
Alzheimer e potrebbe portare allo sviluppo di nuove strategie terapeutiche per la cura
della malattia. Topt KO per APP mostrano solo lievi difetti neurologici con
diminuita’ capacita’ locomotoria, a dimostrazione che le funzioni di APP, APLP1 2
APLP2 sono ridondanti (Zheng et al., 2005; Heber et al., 2000); inoltre neuroni
primari derivanti da topi KO per APP mostrano una vita piu’ corta ed una diminuita
capacita’ a formare neuriti, suggerendo che APP possa avere una funzione nel
trasporto assonale, nell’assogenesi e nell” processo di arborizzazione dendritica.
Diversi sottodomini funzionali sono stati identificati nel dominio extracellulare di
APP: la sequenza RERMS, che sembra essere responsabile della funzione
neurotrofica attribuita ai prodotti extracellulari della maturazione proteolitica di APP
(a-APPs e B-APPs), i1 due siti di legame per I’eparina, responsabili del legame delle
molecole di glipicano, ed infine 1 siti di legame per 1 metalli come Cu++ e Zn++, che
pero’ sembrano avere principalmente una funzione strutturale (anche se e’ stato



dimostrato che APP e’ in grado di catalizzare la riduzione del Cut++ a Cu+) (Annaert
and De Strooper, 2002).

Essendo una proteina integrale di membrana ed in base alle analogie che la RIP di
APP ha con quella di Notch, e’ stato ipotizzato che APP possa svolgere una funzione
recettoriale; di conseguenza gran parte degli studi si sono concentrati sul grosso
dominio extracellulare e sull’identificazione di possibili ligandi, ma la ricerca non ¢
stata molto fruttuosa. L’unico gruppo di proteine che certamente interagisce con le
isoforme di APP che contengono il dominio Kunitz ¢ quello delle LRP, proteine di
membrana strettamente correlate al recettore delle lipoproteine a bassa densita (Cam
et al., 2004; Knauer et al., 1996). LRP ¢’ anche responsabile della clearance di altri
complessi inibitori di proteasi come 1’a-2-macroglobulina e ’inibitore dell’attivatore
del plasminogeno di tipi I. Dal momento comunque che I’isoforma di APP piu’
abbondantemente espressa nei neuroni (APP695) non possiede il dominio KPI, Ia
funzione di APP nei neuroni rimane ancora oscura.

Al contrario, molti dati sono oggi disponibili sul corto dominio citosolico di APP, che
rappresenta il centro di un complesso sistema di interazioni proteina-proteina. E stato
dimostrato, infatti, che il dominio citoplasmatico di APP interagisce con la catena
leggera della chinesina (Kamal et al., 2001), una proteina che promuove il
movimento di vescicole sinaptiche lungo 1 microtubuli, suggerendo che il taglio di
APP potrebbe regolare il trasporto di vescicole lungo 1’assone.

Altri tipi di approcci, come il sistema del doppio ibrido, indicano oltre alla catena
leggera della chinesina, il corto dominio citosolico di APP puo’ legare altre proteine,
in quanto possiede due importanti motivi: il motivo YTSI e quello YENPTY.

Il motivo YTSI si trova vicino all’interfaccia tra citosol € membrana ed €’ un motivo
di legame per una proteina che lega i microtubuli, PAT-1.

Il motivo YENPTY, storicamente descritto come un motivo per ’internalizzazione
delle proteine di membrana, ¢’ anche presente anche in una serie di tirosin chinasi
recettoriali (TKR) e non (TK) (Russo et al., 2004); in particolar modo, il residuo di
Tyr in questo motivo e’ fosforilato in seguito all’attivazione del dominio chinasico,
cosicche’ tale motivo funziona da sito di attacco per proteine che posseggono un
dominio detto dominio di legame alle fosfotirosine (PTB) (Fiore et al., 1995). Alcune
di queste proteine che posseggono il dominio PTB e che interagiscono con il motivo
YENPTY della corta coda citosolica di APP sono: X11 (Borg et al., 1996), Fe65
(Fiore et al., 1995), mDab (Howell et al. 1997), c-Abl (Zambrano et al., 2001), Shc
(Russo et al., 2002), Jip1 (Scheinfeld et al. 2002). La figura 2 ¢’ una rappresentazione
schematica della rete di interazioni proteina-proteina centrate attorno al dominio
citosolico di APP.

Tra tutte queste interazioni, solo per quella di Shc ed Abl la Tyr682 del motivo
YENPTY deve essere fosforilata, mentre tutte le altre interazioni avvengono in
maniera fosforilazione-indipendente.

Uno dei primi interattori del dominio citosolico di APP ad essere identificato, nel
laboratorio dove ho svolto la tesi, € una proteina altamente espressa nei neuroni del
sistema nervoso centrale e periferico dei mammiferi, chiamata Fe65, che si lega
all’elemento NPTY del dominio citosolico di APP attraverso uno dei suoi due domini



PTB (Fiore et al., 1995). Altre due proteine che legano APP attraverso un dominio
PTB, a livello della stessa regione coinvolta nell’interazione con Fe65, sono X11 e
mDabl. X11 ¢ anch’esso un adattatore molecolare (Borg et al., 1996), la cui funzione
¢ sconosciuta, che lega diverse altre proteine quali Munc18 e CASK (Borg et al.,
1999). Alcuni dati sperimentali suggeriscono che alcune di queste interazioni possono
in qualche modo influenzare la maturazione proteolitica di APP: in particolare, €’
stato dimostrato che I’interazione di X11 con APP previene il taglio amiloidogenico
dello stesso mentre I’interazione di APP con Fe65 lo aumenta la generazione di Ap.
mDabl ¢ I’ortologo di mammifero del prodotto del gene disabled di D.melanogaster;
questa proteina ¢ un modulatore genetico delle mutazioni della tirosina kinasi non
recettoriale, Abl. Piu recentemente ¢ stato dimostrato che altre due proteine, coinvolte
nella trasduzione del segnale, legano la coda citosolica di APP: esse sono la proteina
Shc (Russo et al., 2002; Tarr et al., 2002) e JIP-1 (Matsuda et al., 2001; Scheinfeld et
al., 2002).Oltre che nel legame della coda citosolica di APP, un coinvolgimento di
Shc e’ stato dimostrato in seguito all’attivazione di numerosi recettori per fattori di
crescita (come I’EGF-R ed il PDGF-R), recettori accoppiati a proteine G e recettori
per gli ormoni; inoltre un ruolo chiave di Shc e’ stato ormai provato in molti tipi di
tumore (Ravichandran et al., 2001). Nei mammiferi sono stati identificati 3 geni per
Shc, chiamati rispettivamente ShcA, ShcB e ShcC; nei mammiferi ShcA e’
ubiquitariamente espresso, mentre ShcB e ShcC sono espressi prevalentemente nei
neuroni (Luzi et al., 2000; Pelicci et al., 1996). ShcA e’ espresso come tre isoforme di
circa 46, 52 e 66 kDa (tutte generate dallo stesso RNA messaggero che e’ soggetto
sia a splicing alternativo che ad eventi alternativi di inizio della traduzione). Tutte le
isoforme di Shec posseggono entrambi 1 domini che permettono di legare tirosine
fosforilate (dominio PTB e SH2), ed una regione centrale, chiamata CH1, che
contiene invece 1 residui di tirosina soggetti a fosforilazione (Migliaccio et al., 1997,
Pelicci et al., 1992). Il dominio SH2 di Shc, situato nella regione C-terminale della
proteina, e’ responsabile del legame di Shc ai recettori per fattori di crescita attivati,
come I’EGF-R ed il PDGF-R (Gelderoloos et al., 1998), mentre il dominio PTB ne
permette il legame a proteine di membrana che contengono la sequenza di
riconoscimento NPTY, come APP ed LRP. Uno dei principali pathway in cui e’ stato
dimostrato il coinvolgimento di Shc e’ quello della trasduzione del segnale a valle del

PDGF-R attivato, determinando 1’attivazione prima di Ras e poi della cascata delle
MAP chinasi (Bonfini et al., 1996).



L’adattatore molecolare Fe65 ed i suoi ligandi

Fe65 ¢ un adattatore molecolare coinvolto nella rete di interazioni proteina-proteina
centrata sulla coda citosolica di APP (Russo et al., 1998).

Il gene ¢ localizzato nell’'uomo sul cromosoma 11 (Bressler et al., 1996). Come
mostrato in figura 3, Fe65 possiede tre domini di interazione proteina-proteina, cio¢
due domini PTB ed un dominio WW. Attraverso il dominio WW, Fe65 lega la
proteina Mena (Ermekova et al., 1997), 1'ortologo di mammifero del prodotto del
gene enabled di D.melanogaster. Questa interazione riveste particolare interesse
considerato quanto riportato in precedenza a proposito dell'interazione di mDab1 con
APP. Infatti, gli ortologhi di Mena ¢ mDabl, enabled e disabled, in Drosophila
risultano essere coinvolti nello stesso pathway funzionale che interessa il
protoncogene c-Abl, che nell’uomo ¢ coinvolto nella patogenesi di alcune leucemie
(Cortes et al., 1996). Il fenotipo del moscerino Abl/" risulta aggravato da mutazioni
nel gene disabled e migliorato da quelle nel gene enabled (Gertler et al., 1995).
Queste interazioni genetiche potrebbero essere interpretate come un coinvolgimento
competitivo delle proteine Mena e mDabl nelle funzioni di Abl. Tale ipotesi ¢
avvalorata dal modello di APP e dei suoi ligandi citosolici, in quanto mDab1 da una
parte e Fe65-Mena dall’altra competerebbero per il legame al motivo NPTY della
coda citosolica di APP. Inoltre anche Abl sembra essere coinvolto in questa
complessa rete di proteine: ¢ stato dimostrato che Fe65 puo reclutare, in alternativa,
attraverso il suo dominio WW, la forma costitutivamente attiva di Abl (Zambrano et
al., 2001) divenendone, a sua volta, substrato (Perkinton et al., 2004); evidenze
sperimentali indicano per Fe65 anche un ruolo di adattatore tra APP e Abl,
consentendo la formazione di un complesso eterotrimerico necessario per la
fosforilazione in tirosina (Y682) della porzione C-terminale di APP da parte di Abl
(Zambrano et al., 2001); in seguito a tale fosforilazione, il dominio SH2 di Abl ¢ in
grado di legare la fosfotirosina di APP.

L’altro dominio di Fe65, PTBI1, forma complessi, almeno in vitro, con LRP
(Trommsdorff et al., 1998), una proteina di membrana gia nota per interagire con
APP: ¢ stato recentemente dimostrato la formazione di un complesso trimerico tra
LRP-Fe65-APP (Pietrzik et al., 2004). Un altro ligando del PTBI1 di Fe65 ¢ il fattore
trascrizionale, CP2/LSF/LBPI1, identificato tra 1 loci genici associati ai casi di
Alzheimer sporadici: analisi di frazionamento biochimico e cellulare hanno
dimostrato la presenza di complessi LSF-Fe65 sia nella frazione citosolica che
nucleare (Zambrano et al., 1998). Tale fattore trascrizionale attiva il gene della
timidilato sintasi (Powell et al., 2000) e di GS3Kp (glycogen synthase
kinase—3p) (Kim et al., 2003) . E’ stato dimostrato che Fe65 ha un ruolo inibitorio
sull’attivazione trascrizionale della timidilato sintasi: evidenze sperimentali
dimostrano che 1’overespressione di Fe65 arresta la crescita cellulare, fenomeno che
puo essere revertito dall’aggiunta di timidina (Bruni et al., 2002). Un altro dato che
supporta l'ipotesi di un ruolo nucleare di Fe65 ¢ l'interazione di Fe65 attraverso il
PTBI con l'istone-acetiltransferasi Tip60 (Cao and Sudhof, 2001).



Numerose evidenze sperimentali stanno indicando il coinvolgimento del complesso
Fe65-AICD nella regolazione trascrizionale. L’interazione tra Fe65 ed APP avviene
nel citosol, e quindi il taglio di APP ad opera delle secretasi pud essere un
meccanismo di regolazione della traslocazione nucleare di Fe65 ed AICD, in parziale
analogia a quanto avviene per Notch. E stato dimostrato che il frammento
intracellulare di APP (AICD), generato dal taglio y—secretasico, viene stabilizzato da
Fe65 e traslocato nel nucleo sotto forma di complesso AICD-Fe65 (Gao and
Pimplikar, 2001; Kimberly et al., 2001). E stato dimostrato, inoltre, I’esistenza di un
complesso AICD-Fe65-Tip60 che ¢ capace di attivare la trascrizione di geni reporter
(Cao and Sudhof, 2001). Tale regolazione trascrizionale sembra essere influenzata
dai ligandi di Fe65 e di APP, infatti ¢ stimolata dalla fosforilazione operata da ABL
su Fe65 (Perkinton et al., 2004) ed inibita dal dominio intracellulare di LRP
(Kinoshita et al., 2003). I complesso AICD-Fe65 ¢ stato trovato associato al
promotore del gene KAIl (Baek et al., 2002), e risultati sperimentali generati
recentemente nel laboratorio dove ho svolto questo lavoro di tesi hanno mostrato che
anche il fattore di assemblaggio dei nucleosomi, SET, fa parte di questo complesso
(Telese et al., 2004). SET lega Fe65 attraverso una regione che comprende il dominio
WW, e sembra essere responsabile della transattivazione mediata da Fe65-AICD.
Infine e’ di questi ultimi giorni la scoperta che il complesso dimerico delle proteine
14.3.3 y ¢ in grado di legare AICD ed Fe65 contemporaneamente, ed in seguito a
questo legame si verifica un incremento della trascrizione genica indotta da
Fe65 (Sumioka et al., 2005). Quest’ultima appartiene a una famiglia multiproteica, di
cui fanno parte altri due membri, Fe65-L1 (Guenette et al., 1996) e Fe65-L2 (Duilio
et al., 1998) (Fig. 3). L'omologia di sequenza tra queste proteine ¢ molto elevata quasi
esclusivamente a livello dei tre domini funzionali. Al pari del dominio PTB2 di Fe65,
1 domini PTB2 di Fe65L1 ed Fe65L2 interagiscono con APP con la stessa efficienza
di Fe65 (Duilio et al., 1998; Guenette et al., 1996). La ridondanza genico-strutturale
suggerisce la stessa funzione di adattatori molecolari con l'unica importante
differenza della tessuto-specificita. Studi di espressione hanno dimostrato che Fe65 ¢
espressa soprattutto nel sistema nervoso centrale e periferico (Duilio et al., 1991;
Guenette et al., 1996; Simeone et al., 1994); Fe65-L1 ¢ particolarmente abbondante
nel muscolo scheletrico e cardiaco, ma anche nel cervello e nel rene (Guenette et al.,
1996); Fe65-L2 ¢ espressa ad alti livelli nel cervello e nel testicolo (Duilio et al.,
1998)



Il fattore di crescita derivante dalle piastrine PDGF e le molecole che ne
traducono il segnale

Il fattore di crescita derivante dalle piastrine o PDGF rappresenta una famiglia di
molecole di segnale di particolare importanza nella crescita, nella motilita’ delle
cellule del tessuto connettivo e nello sviluppo embrionale (Heldin, 1997). Da un
punto di vista strutturale, le isoforme di PDGF sono dei dimeri di due catene
polipeptidiche (A e B) unite da ponti disolfuro, le quali possono formare omodimeri,
PDGF-AA o PDGF-BB, o eterodimeri (PDGF-AB) (Leveen et al., 1994; Bostrom et
al., 1996).

Le isoforme di PDGF svolgono la loro funzione sulle cellule bersaglio, agendo su due
recettori a tirosin chinasi strutturalmente correlati: il recettore a, lega sia le catene
polipeptidiche di A che B del PDGF, mentre il recettore p lega solo le catene B
(Heldin et al., 1997) Entrambi 1 tipi di recettore, inoltre, inducono segnali mitigenici e
stimolano la riorganizzazione dell’actina; solo il recettore 3, ma non quello a, stimola
la chemiotassi (Heldin et al., 1996). Negli ultimi anni sono state identificate altre 2
catene polipetidiche di PDGF, nominate C, D, che possono solo formare omodimeri,
ma 1 meccanismi della loro azione nonche’ le loro funzioni sono ancora oscure.

Come nel caso di molti recettori a tirosin chinasi, 1’attivazione del recettore del
PDGF, in seguito al legame del ligando, avviene per dimerizzazione del recettore in
modo tale che la giustapposizione dei domini chinasici dei due recettori ne permetta
I’autofosforilazione. Tale fenomeno ha la funzione di aumentare [’attivita’ del
dominio chinasico intracellulare e di fornire un sito di attracco per le molecole della
traduzione del segnale piu’ a valle (Heldin et al., 1996).

La trasduzione del segnale avviene attraverso una rete di interazioni proteina-proteina
rese possibili dalla differenti tipi di domini, tra cui 1 piu’ importanti sono i domini
SH2 e quelli PTB, che permettono di riconoscere tirosine fosforilate in differenti
condizioni. Almeno 10 proteine contenenti domini SH2 si legano a tirosine fosforilate
del recettore B del PDGF e tra queste possiamo distinguere proteine con attivita’
enzimatica (come per esempio le proteine della famiglia di Src, la PI 3’-chinasi, la
fosfolipasi C-y e le proteine Ras) e adattatori molecolari, che invece servono per
connettere il recettore con altre molecole piu’ a valle (Pawson, 1995) .

La famiglia delle chinasi Src include diverse protein chinasi omologhe, tra cui
troviamo c-Src, Fyn, Yes, Lck, Hck, Lyn ed altre. c-Src €’ una tirosin chinasi non
recettoriale che rappresenta 1I’omologo cellulare di v-Src, responsabile della capacita’
trasformante del virus del Sarcoma di Rous (Mori et al., 1993). Tutti i membri della
famiglia di Src sono attivati in seguito a stimoli esterni e rappresentano le molecole
per la traduzione del segnale accoppiate a molti recettori a tirosin chinasi e recettori
associati a proteine G (Twamley-Stein et al., 1993).

Le proteine Src posseggono diversi domini di interazione proteina-proteina mediante
1 quali sono in grado di svolgere la loro funzione di trasduttori del segnale: in
particolare esse sono in possesso di 1 dominio SH4 N-terminale, un dominio SH3, un



dominio SH2 ed un dominio chinasico separato dal precedente da uno strech di
aminoacidi linker (Kaplan et al., 1988).

Il dominio SH4 N-terminale contiene diversi residui importanti per la localizzazione
a livello della membrana dei membri della famiglia Src. Il dominio SH3 serve per il
legame a proteine ricche in prolina che contengono la sequenza di riconoscimento
PXXP. Il dominio SH2 invece serve per il legame con proteine che posseggono un
residuo di tirosina fosforilato circondato da una sequenza consenso, come avviene nel
caso del legame tra Src e la coda citosolica del recettore del PDGF (Pellman et al.,
1985).

Altre importanti molecole di segnale che si trovano a valle dell’attivazione del
recettore del PDGF sono la fosfatidil-inositolo-3* chinasi (PI3’-chinasi), che
determina la fosforilazione del fosfatidil-inositolo(4,5)bisfosfato in trifosfato (Fantl et
al., 1992). Gli effettori a valle di tale chinasi sono la Ser/Thr chinasi Akt, la protein
chinasi C e la famiglia di proteine leganti il GTP Rho e Ras (Panayotou et al., 1996).
La fosfolipasi C-y €’ un altro enzima a valle dell’attivazione del recettore del PDGF
ed utilizza il fosfatidilinositolo(4,5)bisfosfato come substrato, producendo il
diacilglicerolo (DG), che attiva 1 membri della famiglia della PKC, e
inositolotrifosfato (IP3), che mobilizza le riserva di Ca"" intracellulare (Ronnstrand et
al., 1992).

Altri effettori importanti che si trovano a valle sia del recettore del PDGF attivato che
di Src sono rappresentati dalle famiglie delle piccole proteine leganti il GTP Ras e
Rho. Tali proteine sono attivate in seguito alla conversione dalla forma legante il
GDP alla forma legante il GTP, da parte del fattore scambiatore di nucleotidi Sosl
legato all’adattatore molecolare Grb2. L’evento chiave in tale attivazione ¢’ la
traslocazione del complesso Grb2/Sosl a livello della membrana in seguito al legame
diretto con la catena [ del recettore del PDGF attivato. Le proteine Ras/Rho sono poi
inibite quando il GTP legato e’ defosforilato a GDP, un processo catalizzato dalle
proteine attivanti le GTPasi, dette GAP, e da fattori scambianti la guanosina, dette
GEF (Ardvisson et al., 1994). Effettori a valle delle proteine Ras sono rappresentati
dalle MAP chinasi, che svolgono la loro funzione principalmente stimolando la
crescita cellulare, mentre gli effettori a valle delle proteine Rho non sono stati ancora
tutti chiaramente identificati, ma di questa categoria fanno sicuramente parte le
Ser/Thr chinasi MEKK e PAK, che svolgono invece la loro funzione
nell’organizzazione dell’actina del citoscheletro (Marshall et al., 1994).



Obiettivi della tesi

La funzione di APP e la regolazione della sua maturazione proteolitica, che porta alla
generazione del peptide B-amiloide, sono oggetto di studio intenso da ormai molto
tempo, viste le sue implicazioni nella patogenesi della malattia di Alzheimer.
L’analisi dei singoli knock-out, nel sistema murino, di APP, APLP1 ed APLP2
mostrano un fenotipo indistinguibile da quello di un topo di tipo selvatico (Heber et
al., 2000; von Koch et al., 1997; Zheng et al., 1995), mentre 1 doppi knock-out
combinati (Heber et al., 2000) APP-APLP2 ed APLP1-APLP2 mostrano fenotipi
troppo severi e non studiabili, in quanto 1 topi muoiono prima della nascita o subito
dopo. Questi risultati dimostrano che 1 geni della famiglia di APP sono essenziali ma
parzialmente ridondanti nei mammiferi.

Il grande impegno profuso nel cercare di comprendere i meccanismi coinvolti nei
differenti tipi di taglio di APP ha portato all’ identificazione ed alla caratterizzazione
molecolare di gran parte degli enzimi maturativi responsabili di tale maturazione
proteolitica. Allo stesso tempo pero’, nonostante tali sforzi, la funzione di APP
nonche’ 1 meccanismi che ne regolano il processo maturativo non sono stai ancora
chiariti. Pertanto scopo della presente tesi e’ stato quello di sviluppare un sistema
sperimentale in grado di identificare eventuali ligandi diretti del dominio
extracellulare di APP, oppure possibili segnali extracellulari in grado di indurre o
regolare in qualche modo la sua maturazione proteolitica. Come si puo’ facilmente
comprendere, I’individuazione di eventuali molecole o segnali coinvolti in tale
regolazione sarebbe di vitale importanza, in quanto darebbe nuove informazioni per
risolvere il problema della funzione di APP, e contemporaneamente porterebbe alla
luce nuovi bersagli farmacologici, sulla base dei quali ideare nuovi farmaci in grado
di bloccare o almeno diminuire la produzione del peptide B-amiloide.



MATERIALI E METODI



Generazione dei vettori di espressione APP-Gal4

Il vettore di espressione di APP695, seguito da una coda di 10 Gly e dall’intero
fattore trascrizionale di lievito Gal4, e’ stato generato clonando nel vettore pRc-CMV
il frammento di cDNA amplificato usando come stampo 1l cDNA di APP695 umano
ed il cDNA di Gal4 di lievito. I primers usati per le amplificazioni sono 1 seguenti:

A) Forward hAPP695 Hind 111
(5’-CCCAAGCTTACTAAGGCCATGCTGCCCGGTTTGGCACTGC-3%)

B) Reverse hAPP695 Apa/Notl
(5’CATCGGGCCCCTACGCGGCCGCAGTTCTGCATCTGCTCAAAGAAC
TTG-3’)

C) Forward yGal4 Notl/10Gly
(5’AAGGAAAAAAGCGGCCGCTGGTGGTGGTGGTGGTGGTGGTGGTG
GTGGTAAGCTACTGTCTTCTATCGAACAAGC-3’)

D) Reverse yGal4 Apal
(5’-CATCGGGCCCTTACTCTTTTTTGGGTTTGGTGGGG-3%)

Tutti gli oligonucleotidi contengono all’estremita 5’ una extrasequenza, non inclusa net
rispettivi stampi, ed un opportuno sito di restrizione (sottolineato) posizionato in
maniera da poter essere usato per clonare il frammento amplificato nei vettori utilizzati.
La sequenza codificante invece per le Gly e’ stata indicata in italico.

Le reazioni di amplificazione sono state effettuate usando la Taq Polymerase (Perkin
Elmer) seguendo le istruzioni del fabbricante ed un apparecchio Perkin Elmer DNA
Thermal Cycler 4800.

La Tm degli oligonucleotidi ¢ compresa tra 60 e 65°C, e lo schema tipico di
amplificazione ¢ stato: denaturazione: 94 °C per 1 minuto;annealing: 54-60 °C per 1
minuto (temperature diverse per le diverse coppie di oligonucleotidi); estensione: 72
°C per 5-7 minuti (tempi variabili, dipendenti dalla lunghezza del frammento da
amplificare).l cicli sono stati ripetuti per 35 volte, dopodiché¢ ¢ stata effettuata
un'estensione finale di 7 minuti a 72 °C, seguita dal raffreddamento dei campioni a 4
°C.I frammenti ottenuti, controllati mediante elettroforesi su gel di agarosio per la
concordanza con le dimensioni attese, sono stati digeriti con gli opportuni enzimi di
restrizione (Boehringer Mannheim), purificati da gel di agarosio e ligati nel vettore
pRC-CMV.

I mutanti N-terminali di APP-Gal4 sono stati generati da una cassetta di espressione
di Gal4 ottenuta clonando il frammento di PCR dell’intero fattore trascrizionale di
lievito Gal4, preceduto da una coda di 6 Gly, tra i siti Notl e Apal del vettore
pRcCMV. I primers usati per amplificare Gal4 SOno:
A)5S’-AAGGAAAAAAGCGGCCGCTGGTGGTGGTGGTGGTGGTAAGCTACT
GTCTTCTCATCGAACAAGC-3’

B) 5’- CATCGGGCCCTTAACTCTTTTTTTGGGTTTGGTGGGG-3”

Allo scopo di ottenere un appropriato posizionamento in membrana dei mutanti di
delezione, la sequenza codificante per il peptide segnale di APP e’ stata aggiunta
all’estremita” 5’ del polylinker del vettore, clonando nel sito HindIIl un



oligonucleotide sintetico a doppio filamento con la sequenza di Hind III modificata
all’  estremita 5° (la sequenza di un singolo filamento e’:
5’-AGCTAACTAAGGCCATGCTGCCCGGTTTGGCACTGCTCCTGCTGGCCG
CCTGGACGGCTCGGGCGCTGA-3".

Successivamente, 1 frammenti di PCR codificanti per le porzioni N-terminali del
cDNA di APP695 umano usati per la generazione di questi mutanti sono stati ottenuti
con 1 seguenti primers:

A)D19-119, 5’-CCCAAGCTTGGTGAGTTTGTAAGTGATGCCCTTC-3’

B) D19-260, 5’-CCCAAGCTTCCCTACGAAGAAGCCACAGAGAG-3’

C) D19-467, 5’-CCCAAGCTTCAGTCTCTCTCCCTGCTCTACAAC-3’

D) D19-581, 5’-CCCAAGCTTGGGTTGACAAATATCAAGACGGAGG-3’
[l primer reverse, comune a tutti 1 mutanti N-terminali, e’:
5’-AAGGAAAAAAGCGGCCGCGTTCTGCATCTGCTCAAAGAACTTG-3’
I mutanti di delezione C-terminali sono stati generati invece amplificando tramite
PCR i frammenti di cDNA di APP695 umano utilizzando il seguente primer forward
comune a tutti 1 mutanti:
5’-CCCAAGCTTACTAAGGCCATGCTGCCCGGTTTGGCACTGC-3".

[ primers reverse usati sono:

A) DCO07,
5’-AAGGAAAAAAGCGGCCGCCTTGTAGGTTGGATTTTCGTACGGC-3’
B) DC14,
5’-AAGGAAAAAAGCGGCCGCGCCGTTCTGCTGCATCTTGGAC-3’

C) DC44,
5’-AAGGAAAAAAGCGGCCGCTTTCTTCTTCAGCATCACCAAGG-3°.

I prodotti di PCR dei mutanti N- e C- terminali sono poi stati clonati nel vettore,
contenente Gal4 ed il peptide segnale, tra i siti di restrizione Hind III e Notl.

Le sequenze di tutti 1 siti di restrizione inseriti nei primers sono sottolineate, mentre
quelle delle Gly sono indicate in italico.

Le mutazioni puntiformi sono state introdotte nel construtto APP-Gal4 selvatico
mediante mutagenesi sito diretta (Stratagene mutagenesis kit) utilizzando primers
complementari portanti le mutazioni puntiformi desiderate. Le sequenze dei primers
forward corrispondenti sono:

per il mutante Y682G,
5’-CCAAGATGCAGCAGAACGGCGGCGAAAATCCAACC-
TACAAGTTCTTTG-3’

per il mutante N684A,
5’-AAGATGCAGCAGAACGGCTACGAAGCTCCAACCTA-
CAAGTTCTTTGAGCA-3

per il mutante Y687A,
5’-CGGCTACGAAAATCCAACCGCCAAGTTCTTTGAGCAGATGC-3’

per il mutante D664N,

5’-GGTGTGGTGGAGGTTAACGCCGCTGTCACC-3’



I nucleotidi sottolineati rappresentano le posizioni mutate.

Il corretto inserimento dei frammenti, il rispetto delle corrette cornici di lettura e
I’inserimento delle corrette mutazioni sono stati controllati per analisi di restrizione e
di sequenza.

I vettori di espressione per Fe65, Fe65 C655F, Fe65 APTB, X11, Jipl ed mDabl
erano gia’ disponibili nel laboratorio dove questo lavoro di tesi e’ stato svolto.

I vettori di espressione per Src, ScrYF, SrcYFKM, Racl, Rac QL e RacN17 sono
stati ottenuti per gentile concessione di Silvio Gutking e Mario Chiariello; 1 plasmidi
di Shc, Notch e AbI-PP sono stati invece ottenuti da Massimo Santoro, Raphael
Kopan e Daniela Barila’ rispettivamente.



Colture cellulari e generazione dei cloni di cellule HeLaAG

Cellule Hela selvatiche, HeLaAG, HEK293 e CHO sono state tutte cresciute a 37°C
in presenza di 5%CO2 in Dulbecco’s modified Eagle’s medipM (DMEM, Invitrogen)
con I’aggiunta di 10% siero fetale bovino, 100unita’/ml di penicillina, e 100 ug/ml di
streptomicina (Hyclone). Le cellule C6 e le NIH3T3 e le rispettive co-colture sono
state cresciute a 37°C in presenza di 5% CO2 in mezzo RPMI (Invitrogen) con
I’aggiunta di 10% di siero fetale bovino e di antibiotici.

Per la generazione di cloni di cellule HeLaAG, il vettore di espressione di APP-Gal4,
contenente il gene di resistenza alla neomicina, e’ stato trasfettato nelle cellule HeLa
mediante il metodo del calcio fosfato, e dopo 14 giorni di selezione in G418
(900png/ml e’ stata la concentrazione finale della G418 nel mezzo di crescita delle
cellule), sono stati isolati diversi cloni resistenti. Per tutti gli esperimenti riportati
sono stati utilizzati 2 pools di questi cloni, chiamati HeLaAG.



Trasfezioni e trattamenti farmacologici

Per il saggio CAT, 5x10° cellule HeLaAG in piastre da 60-mm venivano
transientemente trasfettate con il metodo del calcio fosfato con 3 ug del vettore
G5BCAT, nel quale la trascrizione dell’enzima cloramfenicolo acetil transferasi e’
sotto il controllo del promotore responsivo al fattore trascrizionale di lievito Gal4; e’
stata sempre trasfettata la stessa quantita’ di ogni plasmide (3ug) e la quantita’ totale
di DNA nelle co-trasfezioni era sempre portata a 10ug con il vettore vuoto pRC-
CMV. Tutte le trasfezioni per il saggio CAT con le HeLaAG sono state effettuate con
il metodo del calcio fosfato. Per la determinazione di AP nel mezzo, le cellule
HEK?293 sono state trasfettate in piastre da 35-mm con 1 vettori di espressione di
APP695, SrcYF, Fe65 e She p46 (0.5 ug di ogni vettore per trasfezione) utilizzando il
kit Lipocectamine 2000 (Invitrogen) seguendo le istruzioni del fornitore.

Cellule HeLa selvatiche o HeLaAG, 24 ore dopo la trasfezione con il vettore
G5BCAT, sono state trattate per 16-24 ore con 40ng/ml di PDGF umano
ricombinante (Sigma), 5-10 ug/ml della frazione AS40% oppure con la frazione di
200ul fluita dalla Sephadex G-75, diluita in DMEM senza siero in un volpuMe finale
di 2ml. I trattamenti con gli inibitori sono stati effettuati per 1 tempi indicati alle
seguenti concentrazioni: 10uM PP2 (Calbiochem), 2uM AG1296 (Calbiochem),
30uM genisteina (Calbiochem), 10uM inibitore della y secretasi composto X
(Calbiochem), 100uM PD098059 (Sigma), 100nM wortmannina (Sigma), 50uM Z-
DEVD-fmk (Alexis).



Purificazione dell’attivita’ che induce il taglio di APP-Gal4

Cellule C6 sono state cresciute a confluenza nelle condizioni descritte sopra in 100
piastre da 150mm di diametro (Falcon). Ogni piastra e’ stata poi lavata 2 volte con
PBS e sono state cresciute in mezzo RPMI senza siero. Dopo 3 giorni di incubazione,
sono stati raccolti 3 litri di mezzo condizionato, che e’ stato centrifugato a 1000rpm
per eliminare 1 detriti cellulari, ed infine e’ stato concentrato a 480ml utilizzando 1
Centriplus YM-3000 (Amicon).

Successivamente, 104 g di ammonio solfato sono stati aggiunti al mezzo
condizionato concentrato per ottenere una soluzione di ammonio solfato al 40%, che
e’ stata agitata overnight a 4°C e poi centrifugata a 9000rpm per 2 ore. La saturazione
di ammonio solfato al 70% e’ stata raggiunta aggiungendo 87.4 g di ammonio solfato
alla soluzione con i1l 40% di saturazione, mentre il 100% di saturazione e’ stato
raggiunto aggiungendo 100.3 g di sale alla soluzione satura al 70%.

[ precipitati sono stati dissolti in 15ml di PBS e dializzati 2 volte in 5 litri di PBS.
Img di questo campione e’ stato separato per FPLC, usando una colonna Sephadex
G-75 pre-equilibrata in PBS, ad una velocita’ di 0.25ml/min mentre le frazioni
venivano raccolte ogni 1.6 min.

Bande di SDS-PAGE sono state escisse da gel, triturate, e lavate con acqua. Le
proteine sono state ridotte in gel, S-alchilate con iodoacetamide, e digerite con
tripsina. Le aliquote digerite sono state soggette a passaggi di
desalinazione/concentrazione prima di essere sottoposte ad analisi di spettrometria di
massa (MALDI-TOF). Le miscele di peptidi sono state caricate sullo strumento ed
analizzate usando uno spettrometro di massa Voyager-DE PRO (Applied Biosystem).
E’ stato poi utilizzato il software PROWL per identificare le proteine in maniera non
ambigua da una data base di sequenze non ridondanti.

L’immunodeplezione della frazione di AS40% e’ stata ottenuta incubando 20ug della
frazione diluita in 500ul di PBS con 60ug dell’anticorpo anti-PDGF (Sigma) o con
60ug di IgG di mouse di controllo (Sigma) per 2 ore a 4°C. Le miscele sono state
cromatografate utilizzando 20ul di proteina A-G Sepharosio (Santa Cruz
Biotechnology) per 30 min a 4°C e, dopo centrifugazione, i supernatanti sono stati
diluiti in DMEM senza siero ad una concentrazione finale di 2ml.



Preparazione di estratti cellulari e Western blotting

Per la preparazione degli estratti proteici da sottoporre ad SDS-PAGE, le cellule sono
state raccolte in PBS freddo, risospese in buffer di lisi (40mM Tris-HCI, pH=7.2, 1%
Triton X-100, 150mM NaCl, ImM EDTA) in presenza di una miscela di inibitori di
proteasi (complete EDTA free — Roche Applied Science) e tenute in ghiaccio per 15
minuti. Gli estratti successivamente sono stati centrifugati a 14000rpm a 4°C per
eliminare 1 detriti cellulari e le membrane. 20ug di ogni estratto e’ stato risolto su un
gel gradiente 4-12% di SDS-poliacrilamide (InVitrogen) in condizioni riducenti, che
e’ stato poi trasferito su membrane Immobilon-P (Millipore).

[ filtri sono stati preincubati in una soluzione al 5% di latte scremato in PBS-Tween
(PBS e 0,05% Tween-20), e successivamente incubati in 1% latte/PBS-Tween con
opportune diluizioni dell'anticorpo primario overnight a 4°C. L’eccesso di anticorpo
primario ¢’ stato rimosso mediante dei lavaggi sequenziali dei filtri in T-PBS;
successivamente una diluizione 1:5000 di un appropriato anticorpo secondario
(coniugato alla per ossidasi di rafano) e’ stata aggiunta ai filtri per 30 minuti a
temperatura ambiente. L’eccesso di anticorpo secondario €’ stato ancora una volta
rimosso mediante lavaggi sequenziali dei filtri con T-PBS; Le proteine sono state
rilevate con il sistema della chemioluMinescenza ECL (Amersham). Gli anticorpi
usati e le loro diluizioni erano rispettivamente: anti APP 6E10 (Sigma) 1:1000; anti
APP CT695 (Zymed Lab.) 1:250; anti PDGF (Sigma) 1:750; anti Gal4DBD
(Calbiochem) 1:1000; anti phosphoERK (Santa Cruz) 1:1000; anti phosphoAKT
(Santa Cruz) 1:1000; anti Fe65 112 1:2000; anti caspase 3 (Upstate) 1:1000.

Per 1 saggi CAT, cellule HeLa ed HeLaAG transientemente trasfettate sono state
raccolte in buffer TEN freddo (40mM Tris-HCI, pH=7.5, ImM EDTA, 150mM
NaCl), lisate per congelamento a -80°C e scongelate rapidamente a temperatura
ambiente, e risospese in buffer di lisi (10mM Hepes, pH=7.9, 0.1mMEGTA, 0.5mM
DTT, 5% glicerolo, 0.2mM PMSF, 400mM NaCl). Gli estratti totali sono stati
centrifugati a 14000rpm a 4°C per eliminare le membrane ed 1 detriti cellulari e la
loro concentrazione proteica e’ stata determinata mediante il BioRad Protein Assay.
Per la determinazione della concentrazione delle proteine ¢ stato usato il BioRad
Protein Assay Reagent. Aliquote opportune delle miscele proteiche da analizzare sono
state diluite ad 800 ul con acqua, dopodiché ai campioni ¢ stato aggiunto 200 pl di
reagente BioRad, e le rispettive letture spettrofotometriche sono state determinate alla
lunghezza d’onda di 595 nm. Per risalire alla concentrazione delle proteine ci si € serviti
di una retta di taratura costruita sulla base dei valori di assorbanza ottenuti con quantita
note di albuMina di siero bovino (BSA).



Saggi reporter

Per 1 saggi CAT, 150pg di ogni estratto e’ stato utilizzato per ogni reazione e le
misurazioni della concentrazione dell’enzima sono state effettuate mediante il
colorimetric CAT enzyme-linked immunoadsorbent assay (Roche Applied Science).
Per 1 saggi luciferasi invece e’ stato utilizzato un lpuMenometro Berthold, seguendo le
istruzioni del fornitore.

La quantita’ di AP 1-40 ¢’ stata misurata in triplicato dai mezzi condizionati di
HEK293 transientemente trasfettate con APP695, Shc p46, Fe65 o SrcYF. 48 ore
dopo la trasfezione, sono stati raccolti 100ul di mezzo di coltura e saggiati con un
EIA kit (IBL, Gunma, Giappone) secondo le istruzioni del fornitore.



RISULTATI



Il mezzo condizionato delle C6 possiede un’attivita’ che induce ’accumulo di
CAT in cellule HeLa stabilmente esprimenti la proteina di fusione APP-Gal4.
Allo scopo di individuare gli stimoli extracellulari che possono indurre il taglio di
APP mediato da e y secretasi, abbiamo sviluppato un sistema sperimentale nel
quale 1l fattore trascrizionale di lievito Gal4 e’ stato fuso al dominio citosolico di
APP695. Questo sistema ¢’ basato sulla predizione che in cellule overesprimenti tale
proteina di fusione APP-Gal4, dopo il taglio di questa molecola da parte di enzimi
maturativi, AID-Gal4 e’ rilasciato dalla membrana e puo’ cosi attivare la trascrizione
del gene cloramfenicolo acetiltrasferasi (CAT) clonato a valle del promotore di Gal4
nel vettore GSBCAT. Sulla base di questo sistema sperimentale, cellule HeLa sono
state trasfettate con il vettore di espressione di APP-Gal4, contenente il gene di
resistenza al G418, e sono stati isolati diversi cloni stabilmente esprimenti la proteina
di fusione APP-Gal4.

La Figura 4B mostra gli estratti da diversi cloni di cellule HeLa incubati sia con
I’anticorpo anti APP che con quello anti Gal4 e dimostra 1’espressione di una proteina
della giusta altezza riconosciuta da entrambi gli anticorpi. Gli esperimenti riportati in
seguito sono stati condotti utilizzando 2 pools di questi cloni, HeLaAG1-8 ¢
HeLaAG9-14, successivamente indicati solo come HeLaAG.

Al fine di investigare la possibilita’che 1l taglio proteolitico di APP possa essere
indotto sia da fattori ancorati alla membrana cellulare che da fattori secreti dalle
cellule, il primo approccio sperimentale adottato e’ stato quello di co-coltivare le
cellule HeLaAG, transientemente trasfettate con il vettore G5SBCAT, con linee
cellulari di diverse origini e di misurarne I’accumulo di CAT.

La figura 4C mostra che la co-coltura delle HeLaAG con cellule C6 determina un
aumento significativo dell’espressione di CAT nelle HeLaAG, mentre non ci sono
cambiamenti significativi nell’espressione di CAT nelle co-coltivate con altre linee
cellulari, come per esempio le NIH3T3. Le cellule C6 derivano da glioma di ratto e
sono note per secernere molti fattori di crescita (Westermann et al., 1988).

D1 conseguenza, ci siamo chiesti se il mezzo condizionato delle C6 ¢’ in grado di
mimare |’effetto sull’accumulo di CAT nelle HeLaAG osservato nel caso delle co-
colture. Come mostrato in Fig.4C, le cellule HeLaAG, cresciute in presenza del
mezzo condizionato delle C6, esprimono livelli di CAT piu’ alti rispetto a cellule
cresciute nel mezzo condizionato delle HeLa o delle NIH3T3.



Purificazione dal mezzo condizionato delle C6 dell’attivita’ che induce il taglio di
APP-Gal4

Una preparazione in larga scala di mezzo condizionato delle C6 e’ stata utilizzata
come fonte per la purificazione di una o piu’ molecole in grado di indurre 1’accumulo
di CAT nelle HeLaAG trasfettate con il vettore GSBCAT. La Fig.5 mostra i passaggi
successivi di questa purificazione basata sulla precipitazione con ammonio solfato
(AS), cromatografia ad esclusione molecolare ¢ SDS-PAGE. L’attivita’ e’ ristretta
alla frazione di ammonio solfato di 40% (AS40%) (Fig.5A), che e’ stata poi
sottoposta a FPLC. Le frazioni eluite dalla colonna cromatografica sono poi state
saggiate per la loro capacita’ di indurre ’accumulo di CAT nelle HeLaAG, ed i
risultati ci hanno permesso di identificare 2 picchi di attivita’ di circa 70 e 30 kDa
rispettivamente (Fig.5B). L’SDS-PAGE delle proteine presenti nelle frazioni rilevanti,
comparate con le frazioni prive di attivita’, hanno indicato una banda di circa 15kDa
come un buon candidato (Fig.5C). Questa banda, escissa dal gel, e’ stata poi digerita
con tripsina ed analizzata tramite spettrometria di massa (MALDI-TOF).

L’analisi della sequenza di tale banda ci ha permesso di identificarla in maniera non
ambigua come il PDGF-BB. Per confermare questa identificazione, le frazioni
rilevanti sono state sottoposte ad elettroforesi ed incubate con un anticorpo anti
PDGF. Tale Western Blot dimostra che il PDGF e’ presente solo nelle frazioni che
attivano 1’accumulo di CAT nelle cellule HeLaAG (Fig.5D)



I1 PDGF induce un accumulo di CAT in cellule HeLaAG attraverso I’attivazione
del suo stesso recettore.

Cellule HeLaAG sono state esposte a 40ng/ml di PDGF-BB umano purificato per 12
ore, provocando una drammatica induzione nell’espressione di CAT (Fig.6). Questo
fenomeno dipende dall’attivazione del recettore del PDGF (PDGF-R), in quanto il
trattamento delle HeLaAG con un inibitore non specifico delle tirosin chinasi, come
la genisteina, oppure con un inibitore specifico del PDGF-R, AG1296, provoca un
significativo decremento nell’accumulo di CAT in seguito a trattamento con PDGF.
Sebbene, inaspettatamente, il PDGF sia presente anche nella frazione di 70kDa della
cromatografia ad esclusione molecolare (vedi Fig.5 Ce D), non puo’ essere escluso
che altre molecole con un’attivita’ simile a quella del PDGF possano essere presenti
nel mezzo condizionato delle C6. Per rispondere a questo punto, cellule HeLaAG
sono state trattate con AS40% e con I’inibitore del PDGF-R. Anche in questo caso,
I’accumulo di CAT e’ stato prevenuto dall’inibitore del PDGF-R, supportando in
questo modo I’ipotesi che il PDGF sia I’unico fattore, presente nel mezzo
condizionato delle C6, che attiva il taglio di APP-Gal4. Inoltre, I'immunodeplezione
della frazione di AS40% con [D’anticorpo anti-PDGF provoca un’abolizione
dell’accumulo di CAT, mentre ’'immunodeplezione effettuata con IgG di topo di
controllo non ha dato effetti. Di conseguenza, 1’attivita’ presente nella frazione di
70kDa potrebbe essere dovuta ad un multimero di subunita’ di PDGF.



L’aumento della concentrazione di CAT in cellule HeLaAG trattate con PDGF
e’ dovuto specificamente al Gal4 rilasciato dopo il taglio di APP-Gal4

Per escludere la possibilita’ che il trattamento con PDGF possa indurre accumulo di
CAT attraverso un meccanismo indipendente dal taglio di APP-Gal4, cellule HeLa
selvatiche, trasfettate con il vettore vuoto o con il vettore di espressione di Gal4, sono
state esposte a 40ng/ml di PDGF-BB. Come mostrato in Fig.7A, il trattamento con
PDGf-BB non ha modificato I’accumulo di CAT. Di conseguenza, I’accumulo di
CAT osservato nelle HeLaAG esposte a PDGF e’ dovuto all’attivazione della
trascrizione del gene CAT a partire dal Gal4 rilasciato in seguito al taglio di APP-
Gal4. Per confermare ulteriormente questo punto, estratti di HeLaAG, trattate con
PDGF o con AS40%, sono stati analizzati per Western blot con un anticorpo anti-
APP o anti-Gal4. Questi esperimenti mostrano, utilizzando entrambi gli anticorpi, sia
quello anti Gal4 che quello anti APP (che ne riconosce il dominio citosolico), la
presenza, negli estratti di HeLaAG trattate con PDGF o AS40%, di una banda di
dimensioni molto simili a quella di Gal4 (vedi Fig.7B). Un Western blot simile e’
stato incubato con 1’anticorpo 6E10, che, invece, e’ diretto contro la sequenza N-
terminale del peptide B amiloide. Questo anticorpo riconosce quindi la forma non
tagliata di APP, ma non quella tagliata. Questo significa che la forma tagliata
contiene il dominio C-terminale (AID-Gal4) ma non la sequenza N-terminale di Af.



I1 PDGF induce il taglio proteolitico di APP-Gal4 nelle HeLaAG in maniera
dipendente dalle tirosin chinasi non recettoriali Src e Rac.

Ci sono molte vie metaboliche attivate in seguito all’interazione del PDGF-R con il
suo fattore di crescita. Il PDGF-R fosforilato in tiroxina attiva la via di Ras-MAPK
attraverso Grb2/SOS e Shc/Grb2/SOS. 11 possibile coinvolgimento di questa via
nell’induzione del taglio di APP-Gal4 da parte del PDGF e’ stato preso in
considerazione trattando cellule HeLaAG esposte a PDGF con I’inibitore delle ERKSs,
PD098059; questo inibitore non modica gli effetti sia del PDGF che della frazione
AS40% sul taglio di APP-Gal4 (vedi Fig.8A). Un'altra via che media gli effetti
dell’attivazione del PDGF-R e’ quella di PI3K-Akt. Come si puo’ osservare in Fig. 8§,
pero’ I’inibitore della PI3K, la wortmannina, non influenza 1’accumulo di CAT
indotto sia dal PDGF che dalla frazione AS40% nelle HeLaAG.

Src e gli altri membri della famiglia delle tirosin chinasi non recettoriali interagiscono
e sono attivati allo stesso tempo dal PDGF-R (Kypta et al., 1990). Per esplorare
questa via, le cellule HeLaAG sono state trattate con un inibitore specifico
dell’attivita’ tirosin chinasica di Src, PP2, e con un composto correlato ma incapace
di inibire Src, PP3. Il trattamento con PP2 delle HeLaAG quasi completamente
abolisce 1’accumulo di CAT osservato dopo esposizione a PDGF o alla frazione
AS40%, mentre il trattamento con PP3 e’ completamente inefficace.

Per approfondire ulteriormente questo dato, cellule HeLaAG sono state
transientemente trasfettate con il vettore esprimente il mutante costitutivamente attivo
di Src, SrcYF (Hirai et al., 1990). Come mostrato nella Fig.8B, I’espressione di
SrcYF determina nelle HeLaAG un’accumulo di CAT in assenza della stimolazione
sia del PDGF che della frazione di AS40%. D’altro canto, cellule HeLaAG trasfettate
con il mutante dominante negativo di Src (SrcYFKM) (Snyder at al., 1985) ed
esposte a PDGF o alla frazione di AS40% mostrano una diminuzione significativa
nell’accumulo di CAT rispetto alle cellule trasfettate con il vettore di controllo e
trattate con 1l PDGF.

I possibili effettori a valle di Src non sono completamente conosciuti. Uno di questi
fattori a valle e’ la tirosin chinasi non recettoriale Abl (Furtoss et al., 2002). Il
possibile ruolo di Abl nel taglio di APP-Gal4 ¢’ stato esplorato trasfettando le cellule
HeLaAG con il mutante costitutivamente attivo di Abl (Abl-PP) (Barila’ et al., 1998).
In queste condizioni, non €’ stata osservata nessuna induzione del taglio di APP-Gal4,
indicando cosi che tale chinasi non e’ coinvolta in questo fenomeno. Al contrario,
un’altra molecola, che e’ stata recentemente scoperta essere attivata dal PDGF e da
Src, ¢’ Racl, che appartiene alla famiglia delle proteine G Rho dipendenti. La
trasfezione delle HeLaAG con il vettore di espressione del mutante costitutivamente
attivo di Racl, RacQL (Chiariello et al., 2001), determina un aumento del CAT
simile a quello osservato in seguito alla trasfezione con SrcYF; la co-trasfezione di
SrcYF con il mutante dominante negativo di Rac, RacNI17, diminuisce
significativamente la quantita’ di CAT, rispetto invece al CAT accumulato nelle
cellule trasfettate solo con SrcYF. Inoltre, una simile inibizione sull’accumulo di
CAT in seguito ad esposizione a PDGF delle cellule HeLaAG e’ stato osservato in
cellule trasfettate solo con RacN17.



L’accumulo di CAT nelle cellule HeLaAG trattate con PDGF oppure trasfettate
con Src o con Rac dipende dall’attivita’ dell’enzima y secretasi.

Allo scopo di capire se I’'induzione del taglio di APP-Gal4 da parte del PDGF
richiede D’attivita’ della y secretasi, cellule HeLaAG esposte a PDGF o alla frazione
AS40% sono state trattate con 1’inibitore della y secretasi, composto X (Beher et al.,
2001). Come mostrato in Fig.9A, tale trattamento provoca un’abolizione degli effetti
determinati dal PDGF sull’accumulo di CAT. Questo risultato indica che il PDGF,
attraverso 1’attivazione del suo stesso recettore, induce il taglio proteolitico di APP-
Gal4, che richiede I’attivita’ della y secretasi.

Per accertare il fatto che anche Src e Racl, come il PDGF, inducono il taglio di APP-
Gal4 attraverso un meccanismo dipendente dalla y secretasi, cellule HeLaAG sono
state trasfettate con SrcYF o con RacQL, le forme costitutivamente attive di queste 2
proteine, € sono state trattate con D’inibitore della y secretasi. Come mostrato in
Fig.9B, I’inibitore abolisce quasi completamente gli effetti delle trasfezioni di SrcYF
e RacQL.



I1 PDGF induce la generazione di AP a partire da APP selvatico attraverso un
meccanismo dipendente da Src.

I risultati riportati finora indicano una chiara dipendenza del taglio di APP-Gal4
indotto dal PDGF-Src dalla y secretasi, ma non ci permettono di distinguere tra il
taglio dell’a o della B secretasi, che precedono il taglio della y secretasi. Per
rispondere a questo punto, abbiamo esaminato gli effetti del PDGF e di Src sul taglio
di APP selvatico, misurando 1’accumulo di AP in cellule in coltura, nelle quali la via
del PDGF e’ attivata o bloccata.

Cellule HEK293 sono state trasfettate con APP695 da solo oppure con APP695 e
SrcYF. Come mostrato in Fig. 10A, ¢’e’ un significativo aumento di AP nel mezzo di
coltura di cellule trasfettate con SrcYF. Inoltre, cellule CHO stabilmente esprimenti
APP695, che genera livelli piu’ alti di AP, sono state trattate con due concentrazioni
dell’inibitore di Src, PP2. In queste condizioni, la generazione di AP e’
significativamente diminuita, mentre il composto correlato PP3, che non inibisce
I’attivita’ di Src, non ha nessun effetto sulla produzione di AP (vedi Fig.10B)



Il dominio citosolico di APP e non il suo dominio extracellulare e’ necessario per
il taglio proteolitico di APP-Gal4 indotto dal PDGF

Allo scopo di esaminare le caratteristiche strutturali di APP che sono necessarie per
permettere al PDGF di indurne il taglio, sono stati generati una serie di mutanti di
delezione del dominio extracellulare/intraluminale di APP, e questi cDNA sono stati
clonati nella giusta cornice di lettura con quello codificante per I’intero fattore
trascrizionale Gal4. Questi costrutti, sotto il controllo del promotore di
citomegalovirus, dirigono I’espressione di queste proteine di fusione nelle quali Gal4
e’ fuso alla coda C-terminale dei mutanti di delezione di APP ed ognuno di essi
possiede anche il peptide segnale che ne permette la giusta collocazione nella
membrana. Questi vettori di espressione sono stati trasfettati nelle cellule Hela
insieme al vettore GSBCAT; 24 ore dopo la trasfezione le cellule sono state trattate
con PDGF o meno in modo da valutare la capacita’ del fattore di crescita di indurre il
taglio di ogni costrutto. Come mostrato in Fig.11A, tutti i mutanti di delezione del
dominio extracellulare/intraluminale sono responsivi al trattamento con PDGF allo
stesso modo, indicando cosi che questo dominio di APP non e’ coinvolto nella
risposta al PDGF. Non e’ stato possibile utilizzare un mutante di delezione
addizionale, rappresentato dalla Cys99 fusa a Gal4, dato I’alto livello di espressione
basale di CAT osservato dopo la trasfezione, indipendentemente al trattamento con
PDGF. Allo stesso modo, sono stati generati tre mutanti di delezione del dominio
intracellulare di APP (IC) e sono stati clonati nella stessa cornice di lettura con
I’intera proteina Gal4. L’analisi di questi tre mutanti di delezione ha permesso di
osservare che la rimozione dei 14 residui C-terminali di APP determina 1’abolizione
della responsivita’ al PDGF (vedi Fig. 11B). Questo risultato e’ in accordo con quelli
che dimostrano che la delezione del dominio YENPTY presente in questa regione
abolisce il taglio di APP mediato da B secretasi e diminuisce fortemente la
produzione di AP (Perez et al., 1999).



I1 PDGF attiva specificamente il taglio proteolitico di APP dipende da y secretasi
mentre non ha nessun effetto sul taglio y secretasico di Notch

L’abolizione degli effetti del PDGF sul taglio di APP-Gal4 osservato con 1 mutanti
del dominio citosolico di APP suggerisce che la via del PDGF-Src-Rac puo’ attivare
specificamente il taglio di APP e non quello di altri substrati della y secretasi che
mancano dei segnali specifici presenti in APP. Per rispondere a questo punto, sono
stati esaminati gli effetti della via attivata dal PDGF su Notch, un altro substrato del
macchinario della y secretasi. A questo scopo, quindi, cellule HelLa sono state
trasfettate con Notch o con il suo mutante di delezione Notch AE, e con un plasmide,
in cui il gene della luciferasi e’ trascritto sotto il controllo degli elementi in cis
riconosciuti dal co-fattore di Notch, CBF1. Come mostrato in Fig.12, in cellule
trasfettate con 1’intera proteina Notch, 1’espressione del gene reporter non e’ attivata
in seguito al trattamento con PDGF, ed in cellule trasfettate con Notch AE, che e’ il
substrato della y secretasi (Kopan et al., 1996), i trattamenti con I’inibitore del PDGF-
R (AGI1296) o con I’inibitore di Src, PP2, non hanno alcun effetto. Come atteso,
invece, il trattamento con [’inibitore della y secretasi blocca completamente
I’espressione genica della luciferasi. Questi risultati supportano 1’ipotesi di un effetto
specifico del PDGF sul taglio di APP. Considerando i1 dati riportati nella Fig.11B, e’
possibile che uno o piu’ ligandi specifici del dominio citosolico di APP possano
giocare un ruolo chiave nell’induzione del taglio di APP da parte del PDGF.



I ligandi del dominio citosolico di APP hanno un effetto sul taglio di APP-Gal4
indotto dal PDGF

La regione del dominio citosolico di APP, le cui delezioni provocano 1’abolizione
della ripsosta al PDGF, contiene il motivo YENPTY che e’ noto interagire con
numerose proteine che posseggono un dominio PTB. Per valutare il ruolo di queste
molecole sul taglio di APP-Gal4 indotto dal PDGF, le cellule HeLaAG, stabilmente
esprimenti APP-Gal4, sono state trasfettate con vettori di espressione per Fe65, X11a,
mDabl, Jipl o Shc e poi trattate o0 meno con PDGF-BB. Come mostrato in Fig.13,
alcune di queste proteine hanno un significativo effetto sull’accumulo del CAT, sia in
presenza che in assenza del trattamento con PDGF. L’overespressione di Fe65, per
esempio, determina un accumulo di CAT che e’ piu’ alto di quello precedentemente
osservato dopo il trattamento con PDGF. L’esposizione al PDGF di cellule trasfettate
con Fe65 provoca I’accumulo di livelli ancora piu’ alti di CAT, ma piu’ bassi di
quelli attesi se I’accumulo di CAT dovuto al PDGF fosse semplicemente sommato a
quello dovuto a Fe65 da solo. Al contrario, 1’espressione di CAT in seguito a
trattamento con PDGF in cellule HeLaAG trasfettate con X11 a e’ sensibilmente piu’
bassa di quella osservata in cellule non overesprimenti X11. Sebbene poi ne’ mDab
ne’ Jip abbiano effetti evidenti sul taglio di APP-Gal4 indotto dal PDGF, le
conseguenze della trasfezione di Shc sono drammatiche. Infatti, 1 livelli di CAT
raggiunti in cellule trasfettate con Shc sono 2 volte piu’ alti di quelli osservati in
cellule trasfettate con il vettore vuoto ed esposte al PDGF. Quindi il PDGF e Shc
sembrano agire cooperativamente, considerato i livelli molto alti di CAT misurati
quando cellule trasfettate con She sono esposte al PDGF.



Entrambe le isoforme di Fe65, Fe65L1 e Fe65L2, sono in grado di indurre un
significativo accumulo di CAT nelle HeLaAG.

Nei mammiferi esistono 2 isoforme della proteina Fe65, chiamate Fe65 L1 ed
Fe65L2. Allo scopo di valutare se anche queste 2 isoforme conservassero la capacita’
di indurre 1l taglio di APP-Gal4 cosi come Fe65, cellule HeLaAG sono state co-
trasfettate con il vettore GSBCAT e con 1 vettori di espressione per Fe65, Fe65L1 o
Fe65L2 e sono state esposte o meno a 40ng/ml di PDGF-BB umano ricombinante.
Come si puo’ vedere dalla Fig.14, sia ’overespressione di Fe65L1 che quella di
Fe65L2 determina un significativo accumulo di CAT nelle HeLaAG, cosi come
avviene per I’overespressione di Fe65 in presenza o meno del trattamento con PDGF.



Il dominio PTB2 di Fe65 e’ necessario e sufficiente per indurre un accumulo di
CAT nelle HeLaAG

A questo punto si €’ deciso di studiare quali fossero gli effetti di Fe65 sull’induzione
del taglio di APP-Gal4 e se questi effetti fossero dovuti all’interazione di Fe65 con
APP. A questo scopo, cellule HeLaAG sono state trasfettate con le forma mutanti di
Fe65, mancanti del dominio PTB2, che e’ coinvolto nell’interazione con APP, oppure
portanti mutazioni puntiformi nel dominio PTB2 (C655F), che previene la
formazione del complesso Fe65-APP (Duilio et al., 1998) . Una rappresentazione
schematica di queste proteine e dei loro domini e’ data nella Fig. 15 A. Tali proteine
mutanti erano completamente prive di attivita’, come dimostrato dal fatto che non
c’e’ accumulo di CAT dopo la loro trasfezione. Inoltre il trattamento con PDGF ha lo
stesso effetto in cellule HeLaAG trasfettate con il vettore vuoto ed in cellule
trasfettate con le forme mutanti di Fe65, suggerendo cosi che non ci sono effetti
dominanti negativi di queste proteine mutanti nella via attivata dal PDGF (vedi
Fig.15B).



Fe65 induce il taglio di APP-Gal4 attraverso un meccanismo diverso da quello
indotto dal PDGF

L’osservazione che gli effetti di Fe65 e quelli del PDGF non sono cooperativi
suggerisce che Fe65 potrebbe indurre il taglio di APP-Gal4 attraverso un meccanismo
diverso da quello attivato dal PDGF. Questa possibilita’ e’ supportata dall’analisi
degli effetti del trattamento con PDGF o dell’overespressione di Fe65 sul taglio di
forme mutanti di APP-Gal4, portanti mutazioni puntiformi nel motivo YENPTY.
Infatti come mostrato in Fig.16, la mutazione del residuo di Tyr in posizione 682, che
e’ noto prevenire il legame con Fe65, abolisce completamente gli effetti
dell’overespressione di Fe65, mentre mutazioni dell’ Asn in posizione 684 e della Tyr
in posizione 687, che sono compatibili con la formazione del complesso Fe65-APP,
non hanno effetti sul taglio indotto da Fe65 (Duilio et al., 1998). Al contrario, la
mutazione della Tyr in posizione 682 non influenza il taglio indotto dal PDGF,
mentre la mutazione dell’Asn in posizione 684 abolisce completamente il taglio di
APP-Gal4 provocato dal PDGF.



Il taglio di APP Gal4 indotto da Fe65 e’ indipendente dall’attivita’ della y
secretasi, mentre e’ dipendente dall’attivita’ della caspasi 3

Come e’ gia’ stato dimostrato, il taglio di APP-Gal4 indotto dal PDGF ¢’
completamente prevenuto dal trattamento delle cellule con I’inibitore di y secretasi.
Ci si e’ chiesto quindi se tale inibitore fosse in grado di prevenire anche gli effetti di
Fe65 sul taglio di APP-Gal4. A questo scopo cellule HeLLa sono state transientemente
trasfettate con APP-Gal4 ed Fe65, ed il trattamento con questo inibitore non mostra
nessun effetto significativo (vedi Fig.17A). Questi risultati suggeriscono che il
principale meccanismo responsabile degli effetti dell’overespressione di Fe65 sul
taglio di APP-Gal4 non dipende dall’attivita’ della y secretasi. Un altro possibile
meccanismo attraverso il quale Fe65 potrebbe indurre il rilascio di AID-Gal4 dalla
membrana e’ il taglio del dominio citosolico di APP da parte delle caspasi
(Weidemann et al., 1999). Infatti e’ stato dimostrato che numerose caspasi sono in
grado di tagliare APP tra I’Asp 664 e I’Ala 665. Sulla base di questa considerazione,
e’ stato generato il mutante di APP-Gal4 nel quale 1’Asp 664 ¢’ mutato in un residuo
di Asn e tale mutante e’ stato poi co-trasfettato in cellule HeLa con Fe65. Come si
puo’ notare in Fig.17A, la mutazione del sito di taglio per la caspasi su APP-Gal4 ¢’
in grado di inibire significativamente [’accumulo di CAT provocato
dall’overespressione di Fe65. La capacita’ residua di Fe65 di indurre il taglio della
forma mutante (D664N) di APP-Gal4 e’ bloccata dall’inibitore di y secretasi,
indicando cosi che Fe65 puo’ anche indurre il taglio di APP-Gal4 attraverso un
meccanismo dipendente da y secreatasi solo quando il taglio diretto dalle caspasi e’
bloccato. In accordo con questi risultati abbiamo osservato che I’inibitore di caspasi-3,
Z-DEVD-fmk, e’ in grado di inibire I’accumulo di CAT indotto da Fe65, mentre il
trattamento con questo inibitore non ha nessun effetto sul taglio di APP-Gal4 indotto
dal PDGF (vedi Fig.17B).

Ci sono diversi risultati che indicano che il taglio del dominio citosolico di APP
mediato dalle caspasi avviene in differenti condizioni sperimentali e che il solo
accumulo di APP induce D’attivazione della caspasi-3 in cellule neuronali. In cellule
HeLaAG non e’ stato osservato alcuna induzione delle caspasi, mentre la
contemporanea espressione di APP-Gal4 ed Fe65 e’ accompagnata dall’attivazione
della caspasi-3 (vedi Fig.17C). L’analisi al FACS ha escluso inoltre la possibilita’ che
I’overespressione di Fe65 possa indurre apoptosi nelle HeLaAG e questo e’ in
accordo con I’assenza in queste cellule del taglio della poly (ADP-riboso) polimerasi
(dati non mostrati).



She induce il taglio di APP-Gal4 nelle HeLa AG in maniera y secretasica
dipendente, come il PDGF, agendo nel suo stesso pathway, ed in modo
indipendente dall’attivita’ della caspasi 3

Come mostrato precedentemente, I’overespressione di Shc nelle HeLaAG causa un
grosso aumento di CAT, ed il contemporaneo trattamento con PDGF di cellule
trasfettate con Shc determina un effetto cooperativo, portando ad un drammatico
accumulo di CAT. Questa osservazione suggerisce che Shc ed il PDGF agiscono
attraverso lo stesso meccanismo, € questa possibilita’ e’ fortemente supportata dai
risultati della co-trasfezione di Shc con 1 costrutti APP-Gal4 mutanti, mostrati in
Fig.18 A. Infatti solo il mutante di APP-Gal4, nel quale I’Asn 684 ¢’ cambiata in Ala
non e’ responsivo alla trasfezione di She, con e senza il trattamento con PDGF,
mostrando in questo modo un comportamento identico a quello osservato
nell’esperimento a cui la Fig.16 fa riferimento. Inoltre gli effetti di Shc sono
prevenuti dal trattamento delle HeLaAG con ’inibitore di y secretasi (vedi Fig.18B) e
non dal trattamento con I’inibitore delle caspasi Z-VEDV-fmk, che invece inibisce gli
effetti dell’overespressione di Fe65 sul taglio di APP-Gal4.

In questo lavoro di tesi e gia’ stato precedentemente dimostrato che il PDGF induce
il taglio di APP attraverso un meccanismo che include Src e Rac. Allo scopo di
valutare se anche Shc faccia parte di questa via, cellule HeLaAG sono state co-
trasfettate con Shc e con le forme costitutivamente attive di Src e Racl (SrcYF e
RacQL) o anche con 1 loro dominanti negativi (SrcYFKM e RacN17). Come mostrato
in Fig.18C, SrcYF e RacQL agiscono cooperativamente a Shc, mimando il
comportamento del PDGF, mentre la trasfezione di Shc con le due forme dominanti
negative di Src e Racl determina una forte inibizione degli effetti di She sul taglio di
APP-Gal4. Una inibizione molto simile e’ stata anche osservata in cellule HeLaAG
trasfettate con Shc e trattate con I’inibitore del PDGF-R, AG1296, a dimostrazione
che Shc ed il PDGF inducono il taglio di APP-Gal4 agendo attraverso lo stesso
meccanismo.

E’ stato anche dimostrato in precedenza che il PDGF e Src attivano il taglio di APP
attraverso 1’azione consecutiva della e della y secretasi. Di conseguenza, per dar
supporto alla scoperta che Shc attiva il taglio di APP attraverso la stessa via del
PDGF e di Src, sono stati misurati 1 livelli del peptide AP nel mezzo di crescita di
cellule HEK293 trasfettate con APP695 e/o Shc o Fe65 o la forma costitutivamente
attiva di Src (SrcYF). Come mostrato in Fig.18D, la trasfezione di Shc induce un
significativo accumulo di AP, simile a quello osservato in cellule esprimenti SrcYF,
mentre 1’aumento modesto osservato dopo la trasfezione con Fe65 non e’ considerato
significativo.



DISCUSSIONE

Come ¢’ stato gia’ accennato in precedenza, nonostante tanti anni di intenso studio, la
regolazione della maturazione proteolitica di APP e della conseguente generazione
del peptide B-amiloide rimane ancora oscura. Gli unici dati disponibili in letteratura
sulla regolazione della maturazione di APP riguardano la secrezione di APPs (Mills
et al.,, 1999). E’ stato infatti dimostrato che I’attivazione di recettori muscarinici
induce un’aumentata secrezione di APPs, e fenomeni simili sono stati poi
documentati anche per i recettori del glutammato metabotropi (Lee et al., 1995) o per
1 recettori serotoninergici (Nitsch et al., 1996). Tali effetti sono dipendenti
dall’attivita’ della protein chinasi C (PKC) (Mills et al., 1999); allo stesso tempo,
poco si sa dei possibili effetti dell’attivazione dei recettori a tirosin chinasi sulla
maturazione proteolitica di APP (Buxbaum et al., 1996; Hung et al., 1990). I risultati
riportati in questo lavoro di tesi hanno portato all’isolamento, dal mezzo condizionato
di cellule di glioma di ratto C6, di una molecola, il fattore di crescita derivante dalle
piastrine PDGF, in grado di indurre la maturazione proteolitica della proteina di
fusione APP-Gal4 in cellule HelLa stabilmente esprimenti tale proteina
transmembrana. Ho dimostrato che 1’induzione del taglio di APP-Gal4 e’ dipendente
dall’attivita’ dell’enzima y-secretasi, in quanto abolito da un inibitore di questo
enzima, ed e’ una conseguenza dell’attivazione del pathway a valle del recettore del
PDGF, PDGF-R. Tale pathway include la tirosin chinasi non recettoriale Src e la
piccola proteina legante il GTP, Racl. Questi dati sono allo stesso tempo stati
confermati dall’osservazione che, in cellule stabilmente esprimenti APP, la forma
costitutivamente attiva di Src aumenta la produzione di AP nel mezzo di crescita, €
che tale generazione e’ inibita nelle stesse condizioni trattando le cellule con
I’inibitore di Src PP2.

I1 PDGF-R, Src e Rac, sebbene abbastanza espresse in differenti linee cellulari, hanno
un ruolo fondamentale nel sistema nervoso. E’ stato infatti chiaramente mostrato che
il recettore a del PDGF e’ espresso nei neuroni in diverse zone del CNS di topo e di
ratto (Oumesmar et al., 1999). 11 PDGF-A e —B sono costitutivamente espressi in
neuroni in vivo (della famiglia di Yeh et al., 1991), suggerendo che questi fattori di
crescita, che regolano la proliferazione e la differenziazione degli oligodendrociti,
possano anche avere specifiche funzione negli stessi neuroni. Anche Src, ed altre
tirosin chinasi della stessa famiglia come Fyn, sono espresse nei neuroni,
particolarmente a livello dei coni di crescita ed sono state dimostrate essere coinvolte
in diverse funzioni neuronali (Maness et al. 1988). Ben 3 membri Rho (Rho, Racl ¢
Cdc42) sono coinvolti in diversi sistemi, tra 1 quali il sistema nervoso, nella
regolazione della riorganizzazione dell’actina citoscheletrica (Hall et al., 2000). Il
loro coinvolgimento nella regolazione di alcune funzioni neuronali e’ stato ormai ben
documentato (Nikolic et al., 2002); in particolare, Racl e’ stato coinvolto nel
processo crescita neuritica ed assonale, in quanto e’ stato dimostrato che
I’espressione della forma costitutivamente attiva di Racl nelle cellule di Purkinje



determina lo sviluppo di un fenotipo atossico in topi, accompagnato da alterazioni
delle spine dendritiche (Luo et al., 1996). Inoltre, uno degli effettori a valle di Racl,
Cdk5 (Nikolic et al.,, 1998), rappresenta una delle due chinasi responsabili
dell’iperfosforilazione della proteina Tau, la proteina che lega i1 microtubuli, che
quando ¢’ iperfosforilata precipita, formando 1 filamenti elicoidali presenti negli
aggregati neurofibrillari, che, insieme alle placche amiloidi, rappresenta un segno
patognomonico della malattia di Alzheimer.

Sicuramente questi risultati supportano anche I’ipotesi che ci possano essere altri
segnali extracellulari, diversi dal PDGF, che, attraverso I’attivazione di Src e Racl
possano indurre la maturazione proteolitica di APP. Difatti differenti vie di
traduzione del segnale utilizzano Src come molecola trasduttore del segnale, come,
per esempio, diversi recettori a tiroson chinasi (il recettore per I'NGF, per I’EGF e
per ’FGF) (Kremer et al., 1991; Weernink et al., 1995), diverse integrine (durante
I’interazione di cellule con proteine della matrice extracellulare) (Kaplan et al., 1995),
recettori accoppiati a proteine G e canali di membrana attivati dal voltaggio o dai
ligandi (Yu et al., 1998).

In questo lavoro di tesi ho analizzato le caratteristiche strutturali necessarie per APP
per essere soggetto all’induzione taglio da parte dei suoi enzimi maturativi in seguito
al trattamento con PDGF. Anche se sorprendentemente il dominio extracellulare
sembra non avere alcun ruolo in tale processo, il motivo YENPTY presente nella
coda citosolica di APP sembra essere assolutamente necessario per APP per essere
metabolizzato in seguito al trattamento con PDGF. Di conseguenza, ho analizzato il
ruolo dei ligandi di tale motivo del dominio citosolico di APP nella sua maturazione
proteolitica, dimostrando che la trasfezione di Fe65 e Shc induce un drammatico
aumento del taglio di APP-Gal4 in seguito a esposizione a PDGF, mentre
I’overespressione di X11a ha un effetto inibitorio sulla maturazione di APP indotta
dal PDGF. L’analisi poi dei mutanti puntiformi di APP-Gal4 ha portato a risultati
ancora piu’ interessanti: la mutazione del residuo di Asn684 determina una completa
abolizione del taglio di APP indotto dal PDGF, rendendo APP insensibile anche alla
sua maturazione indotta da Shc, confermando I’ipotesi che Shc agisce nello stesso
pathway attivato dal PDGF; la mutazione del residuo di Tyr682, che invece previene
il legame di Fe65 ad APP, rende APP insensibile al taglio indotto da Fe65, ma non ha
nessun effetto sul taglio di APP indotto dal PDGF e Shc, suggerendo I’ipotesi che il
PDGF ed Fe65 inducono la maturazione proteolitica di APP mediante 2 diversi
meccanismi. Tale ipotesi e’ stata ulteriormente dimostrata poi quando ho mostrato
che il taglio di APP indotto da Fe65 non e’ dipendente dall’attivita’ di y-secretasi
(come quello indotto dal PDGF), ma e’ dipendente dall’attvita’ di caspasi-3, che gia’
precedentemente era stata dimostrata in grado di tagliare il dominio citosolico di APP
a livello dell’ Asp664.

I risultati qui riportati, infine, sono anche in accordo con dati recenti che dimostrano
che I’inibitore delle attivita’ tirosin chinasiche Gleevec, oggi utilizzato in clinica per
il trattamento di alcune leucemie, previene la produzione di AP sia in cellule in
coltura che in animali, senza alterare i1l metabolismo di altri substrati di y-secretasi,
come Notch (Netzer et al., 2003). Infatti ¢’ stato dimostrato in questa tesi che



I’inibizione del pathway attivato dal PDGF, mediante I’uso di inibitori per il PDGF-R
e Src, non ha alcun effetto sul metabolismo di Notch. Tutti questi risultati supportano
quindi la possibilita’ che nuove strategie terapeutiche basate su una inibizione piu’
mirata delle attivita’ tirosin chinasiche possano essere sviluppate allo scopo di inibire
specificamente la maturazione di APP e la generazione di A.
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Fig. 1
Schema della struttura di APP e della sua maturazione proteolitica.

Nella figura ¢ mostrata la struttura schematica della proteina APP. Si nota il piccolo
dominio citosolico, un tratto transmembrana, ed una grossa regione
extracellulare/intraluminale. E riportato lo schema degli eventi proteolitici coinvolti
nella maturazione di APP. Il taglio dell'a-secretasi avviene all'interno della sequenza
del peptide B-amiloide (indicato in viola scuro) e rilascia una porzione di APP
solubile (sAPPa ed un frammento, C83, che diviene substrato di y-secretasi,
generando il frammento p3 ed un corto frammento C-terminale (AICD); l'azione
combinata di - e y-secretasi ¢, invece, responsabile del rilascio del peptide -
amiloide, di AICD e una porzione di APP solubile (sAPPp) piu corta. APP puo
essere anche substrato di caspasi: tale taglio genera il peptide C31.



Fig. 2

La rete di interazioni proteina-proteina centrate attorno al dominio citosolico del
precursore del peptide B-amiloide dell'Alzheimer (APP). Al centro della figura ¢
riportata la struttura primaria della coda citosolica di APP con il motivo YENPTY in
evidenza. Sono schematizzate le proteine che interagiscono con tale regione. E'
indicato 1l residuo di tirosina fosforilato dalla tirosina kinasi non recettoriali Abl, e
che lega la stessa Abl e Shc.



Fig. 3

Struttura schematica dei membri della famiglia multigenica di Fe65 . Nella figura ¢
riportata la struttura di Fe65 e quella delle proteine correlate Fe65L1 e Fe65L2. Sono
indicate le regioni corrispondenti ai tre domini di interazione proteina-proteina (WW,
PTBI1 e PTB2). Sono indicati, inoltre, 1 ligandi dei tre domini: SET, Abl e Mena per
WW; LSF, LRP e Tip60 per PTB1; APP per PTB2.



Fig. 4
Isolamento e caratterizzazione di cloni di HeLa stabilmente esprimenti la proteina di
fusione APP-Gal4.

A. Una rappresentazione schematica del sistema sperimentale: la proteina di fusione
APP-Gal4 e’ tagliata dagli enzimi - e y-secretasi, determinando il rilascio di Gal4
dalla membrana fuso al dominio intracellulare di APP (AID). Questa proteina, detta
AID-Gal4 puo’ in tal modo attivare la trascrizione del gene CAT clonato a valle dei 5
elementi in cis regolatori del promotore di Gal4 nel vettore reporter GSBCAT.

B. Analisi dei lisati di cellule HeLa trasfettate con il vettore di espressione di APP695
umano o di Gal4 e di 2 pools di cloni di HeLa (HeLaAG1-8, HeLaAG9-14)
stabilmente esprimenti la proteina di fusione APP-Gal4. Nei 2 Western blot sono stati
utilizzati rispettivamente 1’anticorpo 6E10 che riconosce il dominio extracellulare di
APP, ed un anticorpo anti Gal4. Un asterisco indica le bande di APP selvatico, 2
asterischi indicano le nade di APP-Gal4, mentre la freccia indica le bande di Gal4
selvatico.

C. Cellule HeLaAG trasfettate con il vettore GSBCAT sono state co-coltivate sia con
cellule NIH3T3 che con cellule C6 oppure co-coltivate in presenza del mezzo
condizionato di queste linne cellulari. Nelle co-colture, le cellule sono state piastrate
alla densita’ indicata, raccolte 72ore dopo ed e’ stato misurato I’accumulo di CAT nei
loro estratti cellulari. I mezzi condizionati da colture di 72 ore delle cellule indicate
sono stati aggiunti a 2.5 X 10° cellule HeLaAG. E’ stato poi misurato ’accumulo di
CAT in estratti da cellule raccolte 48 ore dopo 1’esposizione a mezzo condizionato.
Sono riportate le deviazioni standard di esperimenti in triplicato.



Fig. 5
Purificazione dell’attivita’ presente nel mezzo condizionato delle C6 che induce
I’espressione di CAT nelle cellule HeLaAG

A.3 litri di mezzo condizionato delle C6 e’ stato concentrato e frazionato tramite
precipitazione con ammonio solfato. Le frazioni ottenute con una saturazione di sale
del 40, 70 o 100% sono state dializzate e saggiate per la loro capacita’ di indurre
accumulo di CAT nelle HeLaAG trasfettate con il vettore GSBCAT. Le
concentrazioni dei campioni saggiati erano: 40%AS, Sug/ml, 70%AS, 200pg/ml,
100%AS, 200pg/ml. Sono riportate le deviazioni standard di esperimenti in triplicato.

B. Le frazioni di AS40% sono state applicate su una colonna Sephadex G-75 e
cromatografate tramite FPLC. Frazioni di 400ul sono state eluite e saggiate per la
loro capacita’ di indurre accumulo di CAT in cellule HeLaAG. La calibrazione della
colonna con molecole di peso molecolare noto indicano che i1 2 picchi di attivita’
erano eluiti rispettivamente come proteine di 70 e 30kDa.

C. Le frazioni eluite dalla Sephadex contententi (7 € 23) o non contenenti (9, 11 e 20)
’attivita’ sono state concentrate e sottoposte ad elettroforesi e poi il gel colorato con
la tecnica del Silver staining. La freccia indica una banda di circa 15kDa presente
nelle frazioni contenenti attivita’.

D. Le frazioni contenenti attivita’ (7-8 e 23-24) o non contenenti attivita’ (3-4, 10-11,
14-16, 17-18, 19-20, 21-22, 25-27) sono state sottoposte a SDS-PAGE e poi il filtro
e’ stato incubato con un anticorpo anti-PDGF, confermando cosi 1’identificazione
effettuata tramite spettrometria di massa.



Fig. 6

I1 PDGF-BB contenuto nel mezzo condizionato delle C6 induce accumulo di CAT
nelle cellule HeLaAG.

Cellule HeLaAG transfettate con il vettore GSBCAT sono state esposte a 40ng/ml di
PDGF-BB ricombinante oppure a 10ug/ml di frazione di AS40% per 24 ore prima di
essere raccolte. Nelle stesse condizioni le cellule sono state anche esposte, come
indicato, a 30uM di genisteina o a 2uM di AG1296, che sono rispettivamente un
inibitore generale delle tirosin chinasi ed un inibitore specifico del PDGF-R. Per
accertare se la frazione AS40% contiene anche altri fattori, oltre al PDGF-BB, che
attivano 1’espressione del CAT, tale frazione e’ stata immunodepleta con un
anticorpo anti-PDGF e con IgG di topo di controllo e le cellule HeLaAG sono state
trattate con queste misture. Sono riportate di seguito le deviazioni standard di
esperimenti in triplicato.



Fig. 7
L’accumulo di CAT indotto nelle cellule HeLaAG dal PDGF dipende specificamente
dal taglio di APP-Gal4.

A. Cellule HeLa selvatiche sono state trasfettate con il vettore GSBCAT e con il
vettore di espressione di Gal4, e trattate con 40ng/ml di PDGF ricombinante o con
10pg/ml della frazione 40%AS per 24 ore prima di essere raccolte. La quantita’ di
CAT ¢’ stata misurata in esperimenti in triplicato e sono riportate le deviazioni
standard.

B. Estratti cellulari di cellule HeLaAG trattate o meno per 48 ore con 40%AS o con
PDGF-BB sono state sottposte ad SDS-PAGE ed analizzate per Western blot con
I’anticorpo CT695, che riconosce il dominio citosolico di APP, con I’anticorpo 6E10,
che ne riconosce il dominio extracellulare, e con I’anticorpo anti-Gal4. Questo
dimostra che I’esposizione delle HeLaAG a 40%AS o a PDGF-BB determina un
cambiamento nella dimensione delle bande di APP-Gal4 verso una banda maggiore
di dimensione di circa 100kDa, simile a quella del Gal4 selvatico (indicata da una
freccia), e riconosciuta sia dall’anticorpo anti-Gal4 che dal CT695. Al contrario,
I’anticorpo 6E10 non ¢’ in grado di riconoscere la forma tagliata della proteina,
dimostrando in tal modo di non contenere 1’epitopo N-terminale del peptide P
amiloide. L asterisco indica le bande di APP-Gal4.



Fig. 8
Src e Racl sono gli effettori del meccanismo con cui il PDGF induce il taglio
proteolitico di APP-Gal4 nelle HeLaAG.

A. Cellule HeLaAG transientemente trasfettate con il vettore GSBCAT sono trattate
con 40ng/ml di PDGf-BB ricombinante oppure con 10pg/ml della frazione di AS40%.
Queste cellule sono anche trattate, per 24 ore prima di essere raccolte, con 100uM
dell’inibitore delle ERKs (PD098059), 100nM dell’inibitore di PI3K (wortmannina),
10uM dell’inibitore di Src (PP2), oppure con un composto correlato (PP3) incapace
di inibire Src. Sono riportate le deviazioni standard di esperimenti in triplicato.

B. Cellule HeLaAG transientemente co-trasfettate con il vettore GSBCAT e con i
vettori esprimenti 1 mutanti costitutivamente attivi di Src (SrcYF), Abl (AbI-PP), e
Racl (RacQL), o con SrcYF e il mutante dominante negativo di Racl (RacN17).
Dove indicato, le cellule HeLaAG sono state transientemente trasfettate con 1 mutanti
dominanti negativi di Src (SrcYFKM) o di Racl (RacN17) e trattate con PDGF-BB o
con la frazione di AS40%, per 24 ore prima di essere raccolte.



Fig. 9
Gli accumuli di CAT indotti dal trattamento con PDGF e dalle trasfezioni con SrcYF
o RacQL sono dipendenti dall’attivita’ della y secretasi.

A. Cellule HeLaAG sono state trasfettate con il vettore GSBCAT, esposte a PDGF-
BB oppure alla frazione AS40%, e trattate con 10uM dell’inibitore della y secretasi,
il composto X, per 12 o 24 ore, come indicato.

B. Cellule HeLaAG transientemente co-trasfettate con il vettore GSBCAT e con i1
vettori di espressione per SrcYF o RacQL sono trattate o meno con 10uM
delll’inibitore di y secretasi, composto X per 24 ore. Sono indicate le deviazioni
standard di esperimenti in triplicato



Fig. 10
L’attivita’ tirosin chinasica di Src regola la produzione di AP a partire da APP695
selvatico in cellule in coltura.

A. Cellule HEK293 sono state transientemente co-trasfettate con il vettore di
espressione per APP695 con e senza il vettore di espressione per SrcYF. 36 e 48 ore
dopo le trasfezioni, la quantita’ di AP totale presente nel mezzo e’ stata misurata
tramite saggio ELISA. Nel caso del punto a 36 ore di cellule trasfettate con APP695
da solo, le misurazioni erano al di sotto del limite di misurazione (n.d. non-
misurabile).

B. Cellule CHO stabilmente esprimenti APP695 sono state trattate con 5 e 20uM
dell’inibitore di Src, PP2 e con 20uM di PP3. le barre indicano la quantita’ totale di
aP} presente nel mezzo dopo 1,2 e 12 ore. I valori sono medie di esperimenti in
triplicato e sono riportate le deviazioni standard.



Fig. 11
I dominio citosolico di APP e’ necessario per il taglio di APP-Gal4 indotto dal
PDGF.

A. Cellule HeLa sono state transientemente co-trasfettate con il vettore GSBCAT ed 1
vettori di espressione codificanti per le proteine di fusione APP-Gal4 portanti le
indicate delezioni del dominio EC/IL di APP. 24 ore dopo la trasfezione, le cellule
sono state trattate o meno per 24 ore con 40ng/ml di PDGF-BB ricombinante. La
sequenza del dominio YENPTY e’ sottolineata. Sono riportate le deviazioni standard
di esperimenti in triplicato.

B. Cellule HeLa sono state trasfettate ed analizzate come in B per studiare i mutanti
di delezione del dominio citosolico di APP. Nell’inserto ¢’e’ il Western Blot delle tre
proteine mutanti (688, 670 e 641) a dimostrazione che la loro espressione e’
comparabile a quella della proteina APP-Gal4 selvatica (695).



Fig. 12

I1 trattamento con PDGF non ha nessun effetto sul metabolismo di Notch.

Cellule HeLa sono state transientemente co-trasfettate con il vettore CBF1-Luc e con
1 vettori codificanti per Notch e per il suo mutante di delezione Notch AE. 24 ore
dopo la trasfezione, le cellule sono state trattate o meno per 24 ore con 40ng/ml di
PDGF-BB umano ricombinante, e, come indicato, con 2uM dell’inibitore del PDGF-
R AG1296, 10uM dell’inibitore di Src PP2, o 10uM dell’inibitore della y secretasi
composto X. Le deviazioni standard di esperimenti in triplicato sono riportate.



Fig. 13

L’overespressione di Fe65, X11 e Shc influenza il taglio di APP-Gal4.

Le cellule HeLaAG, stabilmente esprimenti la proteina di fusione APP-Gal4, sono
state trasfettate transientemente con il vettore GSBCAT e con 1 vettori di espressione
di fe65, X11, mDab, Jipl o Shc o con il vettore vuoto. 24 ore dopo la trasfezione, le
cellule sono state trattate o0 meno con PDGF-BB ricombinante per altre 24 ore. Sono
riportante le deviazioni standard di esperimenti 1 triplicato.



Fig. 14

Sia Fe65L1 che Fe65L2 conservano la capacita’ di Fe65 di indurre il taglio di APP-
Gal4.

Cellule HeLaAG sono state co-trasfettate transientemente con G5BCAT e con 1
vettori di espressione per Fe65L1 ed Fe65L2. 24 ore dopo la trasfezione, le cellule
sono state trattate o meno con PDGF-BB ricombinante per altre 24 ore. Sono
riportante le deviazioni standard di esperimenti 1 triplicato.



Fig. 15
L’interazione di Fe65 con APP e’ necessaria per la capacita’ di Fe65 di indurre un
accumulo di CAT nelle HeLaAG.

A. T costrutti usati nei seguenti esperimenti sono 2 mutanti di Fe65, C655F e APTB2.
Il mutante C655F porta una mutazione puntiforme della cisterna in posizione 655
mutata in fenilalanina, mentre il mutante APTB2 presenta la delezione del dominio
PTB2.

B. Cellule HeLaAG, stabilmente esprimenti la proteina APP-Gal4, sono state
transientemente co-trasfettate con il plasmide GSBCAT e con 1 vettori di espressione
per la forma selvatica di Fe65, oppure per le due forme mutanti C655F e APTB2,
incapaci di interagire con APP. 24 ore dopo la trasfezione, le cellule sono state
trattate o meno con PDGF-BB ricombinante per altre 24 ore. Nell’inserto, c’e’ il
Western blot delle due forme mutanti di Fe65 usate, che dimostra che la loro
espressione e’ comparabile con quella di Fe65 selvatico (a, Fe65 selvatico; b, C655F;
¢, APTB2)



Fig. 16

I1 PDGF ed Fe65 inducono entrambi il taglio di APP-Gal4 ma con meccanismi
diversi.

I costrutti usati nei seguenti esperimenti sono forme di APP-Gal4 portanti una
mutazione puntiforme. Rispettivamente il mutante Y682G porta la Tyr in posizione
682 mutanta in Gly, il mutante N684A porta I’Asn in poszione 684 mutata in Ala,
mentre il mutante Y687A porta la Tyr in posizione 687 mutata in Ala. Cellule HeLa
sono state trasfettate con GSBCAT ed APP-Gal4 oppure con 1 mutanti di APP-Gal4
Y682G, N684A ed Y687A. Le cellule sono state anche trasfettate con Fe65 e/o
trattate con PDGF quando indicato. Nell’inserto c’e’ il Western blot delle 3 proteine
mutanti di APP-Gal4 utilizzate, dimostrando cosi che la loro espressione e’
comparabile a quella di APP-Gal4 selvatico (d, APP-Gal4 selvatico; e, Y682G; f,
N684A; g, Y687A). Sono riportate le deviazioni standard di misurazioni di CAT
effettuate in triplicato.



Fig. 17
I1 taglio di APP-Gal4 indotto da Fe65 e’ dipendente dall’attivita’ di caspasi-3.

A. Cellule HeLa sono state trasfettate con il vettore GSBCAT ed APP-Gal4 o il
mutante APP-Gal4 D664N, con o senza il vettore di espressione di Fe65, in presenza
o in assenza dell’inibitore di y secretasi, il composto X.

B. Cellule HeLaAG esprimenti stabilmente la proteina di fusione APP-Gal4 sono
state transientemente co-trasfettate con il plasmide GSBCAT, con o senza il vettore di
espressione di Fe65. 24 ore dopo la trasfezione, le cellule sono state esposte 0 meno
al PDGF ricombinante per altre 24 ore in presenza o in assenza dell’inibitore delle
caspasi Z-VEDV-fmk. Sono riportate in entrambi 1 pannelli le deviazioni standard di
esperimenti in triplicato.

C. Western blot con I’anticorpo anti-caspasi-3 di estratti di cellule HeLa trasfettati
con APP-Gal4 ¢ con il vettore vuoto (canale 1), con Fe65 selvatico (canale 2), con
Fe65 C655F (canale 3), o con Fe65 APTB2 (canale 4). La freccia indica la forma

tagliata della caspasi 3.



Fig. 18
Shc induce il taglio di APP-Gal4 agendo attraverso lo stesso meccanismo del PDGF.

A. Cellule HeLa sono state trasfettate con GSBCAT ¢ APP-Gal4 i suoi mutanti APP-
Gal4 Y682G, N684A, Y687A. Le cellule sono state anche trasfettate con il vettore di
espressione di She e/o esposte a PDGF dove indicato.

B. Cellule HeLa sono state trasfettate con GSBCAT, APP-Gal4 e Shc e trattate o
meno con I’inibitore di y secretasi, composto X, o con I’inibitore di caspasi Z-VEDV-
fmk.

C. Cellule HeLa sono state trasfettate con GSBCAT, APP-Gal4, e/o Shc e, dove
indicato, con 1 vettori di espressione per le forme costitutivamente attive di Src
(SrcYF) e Racl (RacQL) o con i mutanti dominanti negativi di queste due proteine
(SrcYFKM e RacN17). Le ultime 2 barre indicano la quantita’ di CAT in cellule
trasfettate con APP-Gal4 e con Shc e trattate con I’inibitore di Src, PP2, o con
I’inibitore del PDGF-R, AG1296. Sono riportate le deviazioni standard di esperimenti
in triplicato.

D. Cellule HEK293 sono state transientemente trasfettate con APP695 umano e con il
vettore di espressione per She, o per Fe65 o per SrcYF, e la quantita’ di peptide AB e’
stata misurata nel loro mezzo di crescita.
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The proteolytic processing of the precursor of the
B-amyloid peptides (APP) is believed to be a key event in
the pathogenesis of Alzheimer’s disease. This processing
is activated through a pathway involving the PDGF re-
ceptor, Src, and Racl. In this paper, we demonstrate
that this pathway specifically acts on APP and requires
the YENPTY motif present in the APP cytosolic domain.
Considering that several results indicate that the adap-
tor proteins interacting with this domain affect the
processing of APP, we examined their possible involve-
ment in the PDGF-induced pathway. By using an APP-
Gal4 reporter system, we observed that the overexpres-
sion of Fe65 activates APP-Gal4 cleavage, whereas X11
stabilizes APP. Although mDab1 and Jip1 have no effect,
Shc induces a strong activation of APP cleavage, and the
contemporary exposure of cells to PDGF causes a dra-
matic cooperative effect. The analysis of point muta-
tions of the APP YENPTY motif indicates that Fe65 and
PDGF function through different mechanisms. In fact,
Fe65 requires the integrity of APP695 Tyr®®? residue,
whereas PDGF effect is dependent upon the integrity of
Asn®®%, Furthermore, the mutation of Asp®®* of APP,
which is the target site for the caspase-directed APP
cleavage, strongly decreases the effect of Fe65. This sug-
gests that Fe65 activates the cleavage of APP by
caspases, and in fact, caspase inhibitor Z-VEVD de-
creases the APP cleavage induced by Fe65. On the con-
trary, the effects of She overexpression, like those of
PDGF, are completely absent in the presence of com-
pound X and require the integrity of the Asn®®* residue
of APP695. The involvement of She in the pathway reg-
ulating APP processing is confirmed by the effects of
constitutively active and dominant negative mutants of
Src and Racl.

Numerous experimental results indicate that the B-amyloid
precursor protein (APP)! plays a crucial role in the pathogen-
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esis of Alzheimer’s disease (AD). In fact, the main constituent
of senile plaques, the B-amyloid peptide (AB), derives from the
proteolytic processing of APP, and mutations of the APP gene
are responsible for some rare cases of genetically inherited AD.
Furthermore, presenilins are key factors of the molecular ma-
chinery catalyzing the cleavage of APP, and mutations of the
two presenilin genes are responsible for most of the cases of
familial AD (for reviews, see Refs. 1 and 2).

It is well demonstrated that APP is a type I membrane
protein that is cleaved by two different proteolytic enzymes,
named a- and B-secretases. These cleavages generate soluble
extracellular fragments, named «- and B-APPs, and two forms
of transmembrane stubs, Cys®3 and Cys®®, as a consequence of
the activity of a- and B-secretases, respectively. These stubs are
then substrates of a third enzyme, the +y-secretase, which
cleaves them within the transmembrane helix, thus generating
from Cys®® the 40—42 amino acid-long peptide AB and from
Cys®® a smaller fragment named p3. The cleavage of Cys®3 and
Cys® by vy-secretase also results in the generation of a C-
terminal peptide of 57 residues (APP intracellular domain,
AICD) (3, 4). APP is also a substrate of caspase activities that
cleave its cytosolic domain, 31 residues upstream from the C
terminus (5).

Numerous results suggest that the short cytodomain of APP
plays a key role in the regulation of these events. In fact, this
cytodomain contains a YENPTY motif that interacts with sev-
eral PTB-containing adaptor proteins, such as those belonging
to the Fe65 protein family (6—8), X11 (9), mDabl (10), Jipl
(11), She (12, 13), and Numb (14). Among these proteins, X11
stabilizes APP, preventing its cleavage by a- and B-secretases
(15, 16), whereas Fe65 overexpression, at least in some cells,
increases the generation of AB (17). Furthermore, the APP
cytodomain interacts with other proteins, such as kinesin-I (18)
and PAT1 (19) and is phosphorylated by Abl tyrosine kinase at
the Tyr%8? residue (20) and by various enzymes at Thr%68 (21).

The functions of APP and its proteolytic processing are still
unclear. Several results indicated that APP could be considered
a cargo receptor for kinesin-I because of its interaction with the
light chain subunit of this motor protein (18). Fast anterograde
axonal transport of presenilin-1 is dependent upon APP, and
kinesin-I and the latter are involved in the transport of the
vesicle compartment where the secretase-directed processing of
APP occurs (22). Additionally, the proteolytic processing of APP
recalls that of another membrane protein named Notch, whose

Alzheimer’s disease; AB, beta-amyloid peptide; AICD, APP intracellular
domain; CAT, chloramphenicol acetyl transferase; Z-D(or V)EVD-fmk,
benzyloxycarbonyl-D(or V)EVD-fluoromethyl ketone; IC, intracellular;
PTB, phosphotyrosine binding domain; PDGF, platelet derived growth
factor; PDGF-R, PDGF receptor.
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intracellular domain is released from the membrane upon a
v-secretase cleavage and is translocated into the nucleus where
it associates with the transcription machinery and regulates
several genes, in association with other transcription factors
(for a review, see Ref. 23). The similarity between APP and
Notch is strengthened by the observations that AICD has been
also found in the nucleus (24-25) and that a complex contain-
ing AICD, the adaptor protein Fe65, and the histone acetyl
transferase Tip60 are able to activate the transcription of a
reporter gene (26) and are found associated with active chro-
matin on the promoter of the KAI1 gene (27). The possibility
that APP could regulate nuclear functions is further supported
by results indicating that Fe65, one of the cytosolic ligands of
APP, is a nuclear protein (28) interacting, further than with
Tip60, with the late Simian virus 40 transcription factor (LSF)
and regulating the expression of the thymidylate synthase and
GS3KpB genes (29-30). Furthermore, AICD also interacts with
JIP1 and X11; in these cases, it could also be involved in gene
regulation (31-32). Therefore, it has been hypothesized that
the cleavage of APP by a- and/or 3-secretases and the resulting
cleavage of Cys® or Cys®® by y-secretase result in the release of
AICD from the membrane anchor and in its translocation into
the nucleus, where, in association with other proteins, it could
regulate gene transcription.

The attractiveness of this hypothesis would be increased if
the cleavage of APP and the resulting gene regulation could be
triggered by events, such as extracellular signals, thus assign-
ing to APP a role in signal transduction. We have demonstrated
recently that APP processing is induced by activated PDGF
receptor through a pathway involving the activation of Src and
Racl (33). In this paper, we demonstrate that some partners of
the APP cytodomain play a key role in the regulation of APP
processing. In particular, Fe65 and Shc increase the cleavage of
APP by two different mechanisms: Fe65 induces the caspase-
dependent cleavage of APP, whereas Shc cooperates with
PDGF in the activation of the secretase-directed processing of
APP.

MATERIALS AND METHODS

DNA Constructs—The APP-Gal4 construct and the CAT reporter
construct controlled by Gal4 cis-elements (G5B-CAT) have been de-
scribed (33). N-terminal mutants of APP-Gal4 were generated in a Gal4
expression cassette obtained by cloning a PCR fragment of the yeast
Gal4 ¢cDNA between the sites Notl and Apal of the pRcCMV vector
(Invitrogen). The primers used to amplify Gal4 were: 5'-AAGGAAAA-
AAGCGGCCGCTGGTGGTGGTGGTGGTGGTAAGCTACTGTCTTCT-
ATCGAACAAGC and 5'-CATCGGGCCCTTACTCTTTTTTTGGGTTT-
GGTGGGG. To ensure the proper membrane location of the deleted
proteins, the coding sequence of the APP signal peptide was added to
the 5’ end of the vector polylinker by cloning (in the HindIII site) a
double-stranded synthetic oligonucleotide with a modified 5" Hind III
sequence (the upper strand sequence was: 5'-AGCTAACTAAGGCCAT-
GCTGCCCGGTTTGGCACTGCTCCTGCTGGCCGCCTGGACGGCTC-
GGGCGCTGA). Next, the PCR fragments encoding the N-terminal por-
tions of the human APP695 ¢cDNA used in this study were obtained with
the forward primers D19-119, 5'-CCCAAGCTTGGTGAGTTTGTAAG-
TGATGCCCTTC; D19-260, 5'-CCCAAGCTTCCCTACGAAGAAGCCA-
CAGAGAG; D19-467, 5'-CCCAAGCTTCAGTCTCTCTCCCTGCTCTA-
CAAC; and D19-581, 5'-CCCAAGCTTGGGTTGACAAATATCAAGAC-
GGAGG. The reverse primer, common to all N-terminal mutants, was
5'-AAGGAAAAAAGCGGCCGCGTTCTGCATCTGCTCAAAGAACTTG.

The C-terminal deletion mutants have been amplified by PCR with
the common forward primer, 5'-CCCAAGCTTACTAAGGCCATGCT-
GCCCGGTTTGGCACTGC, and with the reverse primers DC07, 5'-A-
AGGAAAAAAGCGGCCGCCTTGTAGGTTGGATTTTCGTACGGC;
DC14, 5'-AAGGAAAAAAGCGGCCGCGCCGTTCTGCTGCATCTTG-
GAC; and DC44, 5'-AAGGAAAAAAGCGGCCGCTTTCTTCTTC
AGCATCACCAAGG.

The PCR products of the N- and C-terminal deletions, obtained from
a human APP695 ¢cDNA template, have been cloned in the Gal4/signal
peptide cassette between the Hind III and NotI sites.

The point mutations were introduced in the wild-type APP-Gal4

Fe65 and PDGF-induced APP Cleavage

construct through site-directed mutagenesis (Stratagene mutagenesis
kit) with complementary primer pairs bearing the desired mutations.
The sequences of the corresponding forward primers were Y682G, 5'-
CCAAGATGCAGCAGAACGGCGGCGAAAATCCAACCTACAAGTTC-
TTTG; N684A, 5'-AAGATGCAGCAGAACGGCTACGAAGCTCCAACC-
TACAAGTTCTTTGAGCA; Y687A, 5'-CGGCTACGAAAATCCAACCG-
CCAAGTTCTTTGAGCAGATGC; D664N, 5'-GGTGTGGTGGAGG-
TTAACGCCGCTGTCACC. The underlined nucleotides represent the
mutated positions.

Fe65, Fe65C655F, Fe65A-PTB (28), SrcYF, SrcYFKM, RacN17, and
RacQL (33), X11 (9), Notch, Notch AE, cbfl-Luc (34), myc-tagged ShcA
(35), and Jip-1 (11) vectors have been described. m-Dab1 construct was
generated in the pRcCMV vector from the m-Dabl ¢cDNA.

Cell Culture Conditions, Transfections, and Treatments—HEK293,
HeLa, and HeLaAG cells were grown at 37 °C in a 5% CO, atmosphere
in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (Invitrogen) supplemented with
10% fetal bovine serum, 100 units/ml penicillin, and 100 pg/ml strep-
tomycin (Invitrogen). Transfections were performed by calcium phos-
phate-DNA co-precipitation with equal amounts of plasmid DNA in
60-mm cell culture dishes. PDGF stimulation of transfected cells was
started 24 h after transfection and allowed to proceed for 1624 h in the
presence of 40 ng/ml of recombinant human PDGF-BB (Sigma). Treat-
ments of the cell cultures with the inhibitors were performed for the
indicated times at the following concentrations: 10 um PP2 (Calbio-
chem), 2 um AG1296 (Calbiochem), 10 uM secretase inhibitor compound
X (Calbiochem), 50 um Z-DEVD-fmk (Alexis).

Preparation of Cell Extracts, Western Blotting, Reporter Analyses,
and AB Assay—For Western blot analyses, cells were harvested in cold
PBS, resuspended in lysis buffer (40 mm Tris-HCI, pH 7.2, 1% Triton
X-100, 150 mMm NaCl, 1 mMm EDTA) in the presence of a protease
inhibitor mixture (complete EDTA-free, Roche Applied Science) and
kept on ice for 15 min. Then the extracts were clarified by centrifuga-
tion at 14,000 rpm at 4 °C. 20 pg of each extract were resolved on
4-12% SDS-polyacrylamide gradient gels (Invitrogen) under reducing
conditions and transferred to Immobilon-P membranes (Millipore). Fil-
ters were blocked in 5% nonfat dry milk in T-PBS solution (phosphate-
buffered saline and 0.05% Tween) and incubated overnight at 4 °C with
appropriate dilutions of primary antibodies. The excess antibody was
removed by sequential washing of the membranes in T-PBS, and then
a 1:5000 dilution of the appropriate secondary antibody (conjugated
horseradish peroxidase) was added to the filters for 30 min at room
temperature. The excess was removed by sequential washing of the
membranes in T-PBS, and the signals were detected by chemilumines-
cence, using the ECL system (Amersham Biosciences). The antibodies
used and their dilutions were: anti-APP 6E10 (Sigma), 1:1000; anti-
APP CT695 (Zymed Laboratories Inc., 1:250; anti-Fe65 (36), 1:2000;
anti-caspase 3 (Upstate Biotechnology), 1:1000.

CAT expression was measured by using colorimetric CAT enzyme-
linked immunoadsorbent assay (Roche Applied Science). Transiently
transfected HeLa cells were harvested in cold TEN buffer (40 mm
Tris-HCI, pH 7.5, 1 mm EDTA, 150 mm NaCl), lysed by freezing at
—80 °C and rapid thawing at room temperature, and resuspended in
lysis buffer (10 mm Hepes, pH 7.9, 0.1 mm EGTA, 0.5 mM dithiothreitol,
5% glycerol, 0.2 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 400 mm NaCl).
Total extracts were clarified by centrifugation at 14,000 rpm at 4 °C,
and their protein concentration was determined by the Bio-Rad protein
assay. For CAT concentration measurement, 150 ug of each protein
extract were used. Luciferase assays were carried out as described (29),
using a Berthold tube luminometer.

AB1-40 was assayed in triplicates from conditioned media of
HEK293 cells transiently transfected with APP695 and with Shc p46,
Fe65, or SrcYF. 48 h after transfection, 100 ul of culture media were
harvested and assayed with an EIA kit (IBL, Gunma, Japan), according
to the instructions of the manufacturer.

RESULTS

The Cytodomain of APP Is Required for the PDGF-induced
Cleavage of APP-Gal4—To examine the structural constraints
of APP that are necessary to allow PDGF to induce APP proc-
essing, we have generated a series of deletion mutants of the
extracellular/intraluminal domain of APP, and these ¢cDNAs
have been cloned in frame with that encoding the whole Gal4
transcription factor. These constructs, under the control of the
cytomegalovirus promoter, direct the expression of fusion pro-
teins in which Gal4 is fused at the C terminus of APP deletion
mutants, all possessing a signal peptide to obtain the proper
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system: upon the cleavage of APP-Gal4 fusion proteins, the Gal4 protein is released from the membrane and activates the transcription of the CAT
gene cloned under the control of five Gal4 cis-elements. B, HeLa cells were transiently co-transfected with GEBCAT vector and expression vectors
encoding APP-Gal4 fusion proteins bearing the indicated deletions of the APP EC/IL domain. 24 h after transfection, the cells were exposed or not
for 24 h to 40 ng/ml recombinant human PDGF-BB. The sequence of the YENPTY motif is underlined. Standard deviations of triplicate CAT
measurements are reported. C, HeLa cells were transfected and analyzed as in B to study the indicated deletion mutants of the cytodomain of APP.
Insert, Western blot of the three mutant proteins (688, 670, 641) demonstrating that their expression is comparable with that of the wt APP-Gal4
(695).

membrane location. These expression vectors were transfected
in HeLa cells together with G5B-CAT vector driving CAT ex-
pression under the control of five Gal4 responsive elements (see
Fig. 1A4); thus, the measurement of CAT functioning as a read-
out of the cleavage of APP (33). 24 h after transfection, the cells
were treated or not with PDGF to assess the ability of the

growth factor to induce the processing of each construct. As
shown in Fig. 1B, all of the deletion mutants of the extracellu-
lar/intraluminal domain are responsive to PDGF treatment to
the same extent, thus indicating that this domain of APP is not
involved in the response to PDGF. An additional deletion mu-
tant, represented by Cys®® fused to Gal4, was not suitable for
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Fic. 2. PDGF treatment has no effect upon Notch processing.
HelLa cells were transiently co-transfected with cbfl-luc vector and with
expression vectors encoding Notch or its deletion mutant NotchAE
(NAE). 24 h after transfection, the cells were exposed or not for 24 h to
40 ng/ml recombinant human PDGF-BB and, as indicated, to 2 um
PDGF-R inhibitor AG1296, 10 uM Src inhibitor PP2, or 10 uM y-secre-
tase inhibitor compound X. Standard deviations of triplicate luciferase
measurements are reported.

this experiment, given the high basal level of CAT protein
observed upon transfection, regardless of the treatment with
PDGPF. Similarly, three deletion mutants of the intracellular
(IC) domain of APP have been generated and cloned in-frame
with the whole Gal4 protein. The analysis of these deletion
mutants allowed us to observe that the removal of the C-
terminal 14 residues of APP results in the abolition of the
responsiveness to PDGF (see Fig. 1C). This result is in agree-
ment with those demonstrating that the deletion of the
YENPTY motif present in this region abolishes the B-secre-
tase-mediated processing of APP and strongly decreases Af
production (37).

PDGF Specifically Activates the Secretase-directed Process-
ing of APP—The abolition of the PDGF effect on APP-Gal4
processing observed in APP mutants lacking part of the cytodo-
main suggests that the PDGF-Src-Rac pathway could specifi-
cally activate the processing of APP and not that of other
y-secretase substrates lacking specific signals present in APP.
To address this point, we examined the effects of the PDGF-
activated pathway on Notch, another substrate of the secretase
machinery. To do this, we transfected HeLa cells with Notch or
with its deletion mutant, NotchAE, together with a plasmid in
which the luciferase gene is transcribed under the control of
cbf-1 cis-elements. As shown in Fig. 2, in cells transfected with
the entire Notch protein, the expression of the reporter gene
was not activated by the PDGF treatment, and in cells trans-
fected with NotchAE, which is a substrate of y-secretase (34),
the treatments with the PDGF-R inhibitor AG1296 or with the
Src inhibitor PP2 had no effect. As expected, however, the
y-secretase inhibitor, compound X, completely inhibited lucif-
erase gene expression. These results support the hypothesis of
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Fic. 3. Fe65, X11, and Shc overexpression affects the cleavage
of APP-Gal4. HeLaAG cells, stably expressing APP-Gal4 protein, were
transiently co-transfected with G5B-CAT plasmid and with vectors
driving the expression of Fe65, X11, mDab, JIP1, or Shc or with empty
vector. 24 h after transfection, the cells were exposed or not to recom-
binant PDGF-BB for an additional 24 h. Standard deviations of tripli-
cate CAT measurements are reported.

a specific effect of the PDGF on APP processing. Considering
the results reported in Fig. 1C, it is possible that one or more
specific ligands of the APP cytodomain could play a role in the
induction of APP cleavage by PDGF.

Adaptor Proteins Interacting with the Cytodomain of APP
Affect the PDGF-induced Cleavage of APP-Gal4—The region of
the APP cytodomain, whose deletion causes the abolition of the
response to PDGF, contains the YENPTY motif that is known
to interact with several different PTB-containing proteins. To
evaluate the role of these molecules on APP-Gal4 cleavage
induced by PDGF, HeLaAG cells, stably expressing APP-Gal4
(33), were transfected with vectors driving the expression of
Fe65, X11a, mDab1, JIP1, or Shc and then treated or not with
PDGF-BB. As shown in Fig. 3, some of these proteins have a
significant effect on CAT accumulation, either in the presence
or absence of PDGF treatment. The overexpression of Fe65
results in an accumulation of CAT that is higher than that
previously observed after PDGF treatment. The exposure to
PDGF of Fe65-transfected cells let us observe even higher
levels of CAT, but lower than those expected if the CAT accu-
mulation due to PDGF treatment is simply summed to that
because of Fe65 overexpression alone. On the contrary, CAT
expression upon PDGF treatment in X1la-transfected He-
LaAG cells was significantly lower than that observed in cells
not overexpressing X11. Finally, although mDabl and JIP1
have no evident effect upon PDGF-induced APP-Gal4 cleavage,
the consequences of She transfection were dramatic. In fact, the
levels of CAT reached in cells transfected with Shec vector were
two times higher than those observed in mock-transfected cells
exposed to PDGF. More importantly, PDGF and Shc seem to
act cooperatively, given the very high levels of CAT measured
when She-transfected cells were exposed to PDGF.

Fe65-induced Cleavage of APP-Gal4 Is Independent from the
Pathway Activated by PDGF—We first explored the effects of
Fe65 and asked whether these effects are due to the interaction
of Fe65 with APP. To this aim, we transfected HeLaAG cells
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Fic. 4. Fe65 induces the cleavage of APP-Gal4 through a pathway different from that activated by PDGF. A, the constructs used in
these experiments were two Fe65 mutants, C655F and APTB2, and three APP-Gal4 mutants, Y682G, N684A, and Y687A. The first two mutants
bear the point mutation of the cysteine 655 into phenylalanine and the deletion of the C-terminal PTB domain, respectively, whereas in the
APP-Gal4 mutants, tyrosine 682 is changed into glycine, and asparagine 684 and tyrosine 687 are changed into alanine. B, HeLaAG cells, stably
expressing APP-Gal4 protein, were transiently co-transfected with G5B-CAT plasmid and with vectors driving the expression of wild-type rat Fe65
or mutant Fe65, which is unable to interact with APP. 24 h after transfection, the cells were exposed or not to recombinant PDGF-BB for an
additional 24 h. Inset, Western blot of the two Fe65 mutant proteins used, demonstrating that their expression is comparable with that of the wt
Fe65 (a, wt Fe65; b, C655F; ¢, APTB2). C, HeLa cells were transfected with G5B-CAT and APP-Gal4 or mutant APP-Gal4 Y682G, N684A, and
Y687A. Cells were also transfected with Fe65 and/or exposed to PDGF where indicated. Inset, Western blot of the three APP-Gal4 mutant proteins
used, demonstrating that their expression is comparable with that of the wt APP-Gal4 construct (d, wt APP-Gal4; e, Y682G; f, N684A; g, Y687A).
Standard deviations of triplicate CAT measurements are reported in all of the panels.

with mutant forms of Fe65 lacking the PTB2 domain, which is
involved in the interaction with APP, or bearing a point muta-
tion in the PTB2 domain (C655F), which is known to prevent
the formation of the Fe65-APP complex (8, 27). These two
mutant proteins were completely devoid of activity, as demon-
strated by the fact that CAT does not accumulate upon their
transfection. Furthermore, PDGF treatment has the same ef-
fect on mock-transfected HeLaAG cells and in cells transfected
with Fe65 mutants, thus suggesting no dominant-negative ef-
fect of these mutant proteins on PDGF-induced pathway (see
Fig. 4B). The observation that the effects of Fe65 and those of
PDGF are not cooperative suggests that Fe65 could induce the
cleavage of APP-Gal4 through a pathway different from that
activated by PDGF. This possibility is supported by the anal-
ysis of the effects of PDGF treatment or of the Fe65 overex-
pression on the cleavage of APP-Gal4 proteins, bearing point

mutations of the YENPTY motif. In fact, as shown in Fig. 4C,
the mutation of the Tyr®®? residue, which is known to prevent
the binding of Fe65 (8), completely abolishes the effect of Fe65
overexpression, whereas the mutations of Asn®®* and Tyr%8”
residues, which are compatible with the formation of Fe65-APP
complex (8), have no effect on the cleavage induced by Fe65. On
the contrary, the mutation of Tyr®? does not affect the cleav-
age of APP-Gal4 induced by PDGF, whereas the mutation of
Asn®8* completely abolishes the PDGF-induced cleavage.
Fe65 Induces the Cleavage of the APP C-terminal Domain by
Caspase 3—The cleavage of APP-Gal4 induced by PDGF treat-
ment is completely prevented by the y-secretase inhibitor com-
pound X (33). In HeLa cells transiently transfected with APP-
Gal4 and Fe65, compound X treatment only decreases the
cleavage of APP-Gal4 induced by Fe65 (see Fig. 5A), and no
significant effect was seen in HeLaAG cells (data not shown).
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A

Fic. 5. Fe65-induced cleavage of
APP-Gal4 is dependent upon caspase
activity. A, HeLa cells were transfected
with G5B-CAT and APP-Gal4 or mutant
APP-Gal4 D664N, with or without Fe65
expression vector, in the presence or in
the absence of y-secretase inhibitor com-
pound X (as indicated). B, HeLaAG cells
stably expressing APP-Gal4 protein were
transiently co-transfected with G5B-CAT
plasmid, with or without the vector driv-
ing the expression of wild-type rat Fe65.
24 h after transfection, the cells were ex-
posed or not to recombinant PDGF-BB for
an additional 24 h in the presence or ab-
sence of the caspase inhibitor Z-VEDV-
fmk. Standard deviations of triplicate
CAT measurements are reported in both
the panels. C, Western blot with caspase3
antibody (Upstate Biotechnology) of ex-
tracts from HeLa cells transfected with
APP-Gal4 and with empty vector (lane 1),
wt Fe65 (lane 2), mutant Fe65 C655F
(lane 3), or A-PTB2 (lane 4). The arrow
indicates the cleaved form of caspase 3.

CAT ng/mg

These results suggest that the main mechanism responsible for
the effects of Fe65 overexpression is not the y-secretase-di-
rected cleavage. Another possible mechanism through which
Fe65 could induce the release of AID-Gal4 from the membrane
is the cleavage of APP cytodomain by caspases. It was, in fact,
demonstrated that several caspases are able to cleave APP
between Asp®* and Ala®%® (5). On this basis, we generated an
APP-Gal4 mutant in which the Asp®* is mutated into an
asparagine residue and demonstrated that this mutation sig-
nificantly inhibits the cleavage observed as a consequence of
Fe65 overexpression (Fig. 5A). The residual ability of Fe65 to
induce the cleavage of the APP-D664 mutant is counteracted by
the y-secretase inhibitor compound X, thus indicating that
Fe65 may also induce the APP cleavage by this enzyme when
the caspase-directed cleavage is prevented. In accord with
these results, we observed that a caspase-3 inhibitor, Z-DEVD-
fmk, inhibits the Fe65-induced CAT accumulation and APP-
Gal4 cleavage, whereas it has no effect on the PDGF-induced
phenomenon (see Fig. 5B).

There are several results indicating that caspase-mediated
cleavage of APP cytodomain takes place in various experimen-
tal conditions, and the accumulation of APP itself induces
caspase-3 activation in neuronal cells (38). In HeLaAG cells
expressing APP-Gal4 protein, no induction of caspase-3 was
observed, whereas the contemporary expression of APP-Gal4
and Fe65 is accompanied by the activation of caspase-3 (see
Fig. 5C). FACS analysis excluded the possibility that Fe65
overexpression induces any HeLaAG cell apoptosis, and this is
in agreement with the absence in these cells of any poly(ADP-
ribose) polymerase cleavage (not shown).

She and PDGF-BB Cooperatively Induce APP Process-
ing—As shown in Fig. 3, Shc overexpression in HeLaAG cells
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causes a great increase of CAT gene transcription, and the
contemporary treatment of transfected cells with PDGF results
in a cooperative effect leading to a massive CAT accumulation.
This observation suggests that Shc and PDGF act through the
same mechanism, and this possibility is strongly supported by
the results of the co-transfection of Shc with the mutant APP-
Gal4 constructs shown in Fig. 6A. In fact, only the mutant
APP-Gal4, in which asparagine 684 is changed into alanine,
failed to be sensitive to both Shc transfection with or without
PDGF treatment, thus showing the identical behavior observed
in the experiment of Fig. 4C. Furthermore, the effects of Shc
are prevented by the treatment of HeLaAG cells with the
y-secretase inhibitor compound X (see Fig. 6B), as observed in
the same cells treated with PDGF, and not by the caspase
inhibitor Z-DEVD-fmk, which inhibits the Fe65-induced effects
(see Fig. 5B).

We demonstrated previously that PDGF induces the cleav-
age of APP through a pathway that includes Src and Racl (33).
To ascertain whether Shc also takes part in the same pathway,
we co-transfected HeLaAG cells with Shc and with constitu-
tively active (SrcYF and RacQL) or dominant-negative mutants
(SrcYFKM and RacN17) of Src and Racl. As shown in Fig. 6C,
SrcYF and RacQL act cooperatively with She, mimicking the
behavior of PDGF, whereas the co-transfection with Shec of
the two dominant-negative mutants of Src and Racl results in
a strong inhibition of the effects of Shc. A similar inhibition
was also observed in HeLaAG cells transfected with Shc
and treated with the PDGF-R inhibitor AG1296 and the Src
inhibitor PP2.

We demonstrated previously that PDGF and Src activate the
processing of APP through the consecutive action of B- and
y-secretases (33). To support the finding that Shc activates the



Fic. 6. She acts in the same path-
way activated by PDGF. A, HeLa cells
were transfected with G5B-CAT and
APP-Gal4 or mutant APP-Gal4 Y682G,
N684A, and Y687A. Cells were also trans-
fected with Shc p46 vector and/or exposed
to PDGF where indicated. B, HeLa cells
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were transfected with G5B-CAT, APP-
Gal4, and Shc and treated or not with
y-secretase inhibitor compound X or
caspase inhibitor Z-VEDV-fmk. C, HeLa
cells were transfected with G5B-CAT,

Shec

APP-Gal4, and/or Shc and, where indi-
cated, with vectors directing the expres-
sion of constitutively active forms of Src
(SrcYF) and Racl (RacQL) or dominant-
negative mutants of these two proteins
(SrcYFKM and RacN17). The last two
bars indicate the amount of CAT in cells
transfected with APP-Gal4 and Shc and
treated with Src tyrosine kinase inhibitor
PP2 or PDGF-R tyrosine kinase inhibitor
AG1296. Standard deviations of triplicate
CAT measurements are reported in all of
the panels. D, HEK293 cells were tran-
siently transfected with human APP695
and vectors encoding the indicated pro-
teins. AB1-40 was measured as reported
under “Materials and Methods.” Stand-
ard deviations of triplicate experiments
are reported. *, p < 0.01, indicates that
the mean value is significantly different
from that of the mock-transfected cells.
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processing of APP through the same pathway of PDGF and Sre,
we measured the levels of AB peptides in HEK293 cells trans-
fected with APP695 and/or Shc or Fe65 or the constitutively
active form of Src (SrcYF). As shown in Fig. 6D, Shc transfec-
tion induced a significant accumulation of AB, similar to that
observed in cells expressing SrcYF, whereas the modest in-
crease observed after Fe65 expression was not significant.

DISCUSSION

The regulation of APP processing and AB generation is still
not fully understood. Knowing the mechanisms underlying this
issue would give new information useful to solving the puzzling
problem of the functions of APP and which, on the other hand,
could suggest new targets for the pharmacological manipula-
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tion of the system. By searching for extracellular signals affect-
ing APP processing, we found that PDGF-BB is a strong acti-
vator of the secretase-driven cleavage of APP and AR
production (33). To identify the mechanisms bridging the
PDGF-signaling pathway to APP, we searched for the molecu-
lar constraints of APP necessary for the PDGF-induced cleav-
age. Although the extracellular domain of APP seems to have
no roles, the YENPTY motif present in the cytodomain of APP
is absolutely necessary to allow APP to be sensitive to PDGF, in
agreement with the well demonstrated role of this amino acid
stretch that is involved in APP intracellular trafficking. It is, in
turn, probably responsible for the targeting of APP toward the
compartments where APP is cleaved (37). This YENPTY motif
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is known to bind several PTB-containing molecules; thus, we
asked whether the PDGF-induced cleavage of APP is affected
by the overexpression of these APP ligands. The results re-
ported in this paper indicate that two of these molecules, X11«
and ShcA, clearly affect the regulation of APP processing by
PDGF. In fact, while in the presence of X11a overexpression,
the PDGF-induced cleavage of APP-Gal4 was significantly de-
creased, the overexpression of She increased per se the cleavage
of APP-Gal4 and dramatically strengthened the effects of
PDGF, suggesting a cooperation between these two molecules.

The analysis of APP-Gal4 molecules bearing point mutations
in the YENPTY motif led to some interesting findings. This
analysis demonstrated, in fact, that the mutation of the Asn®%*
residue resulted in a complete abolition of the PDGF-induced
cleavage of APP-Gal4. Similarly, this mutation rendered APP-
Gal4 no longer sensitive to the Shc-induced cleavage. This
result confirms that Shec is acting through the same pathway
activated by PDGF, but the analysis of the behavior of the
Y682G mutant raises some doubts about the possibility that
She is working as an APP ligand. In fact, it was reported that
Shc interacts with APP cytodomain phosphorylated at Tyr®52
(12), but the mutation of this amino acid has no effect on both
PDGF- and Shc-induced cleavage of APP-Gal4. Furthermore,
although both Abl and Src are able to phosphorylate Tyr%82 of
APP (Ref. 20 and unpublished results), our results suggest that
this event is not required to induce APP-Gal4 cleavage. On this
basis, it is possible to speculate that a further ligand of the
YENPTY motif, whose binding is dependent upon the Asn%%*
residue, is, in the main, responsible for the targeting of APP to
the secretase pathway. The observation that X11 inhibits the
PDGF-induced cleavage of APP-Gal4 (see Fig. 3) is in agree-
ment with previous results indicating that this adaptor mole-
cule stabilizes APP by decreasing its cleavage by secretases
(15-16). Considering that X11 proteins do not interact with
APP bearing the mutation of Asn®®* (9), one possibility that
could be explored is that X11s compete for the binding to APP
with the hypothesized new ligand of the YENPTY motif, shar-
ing with it the conformational requirement of the APP cytodo-
main. One possible reason why the identification of this part-
ner is still elusive could be that the experimental system used
to isolate all of the known ligands of APP cytodomain, i.e. the
two-hybrid interaction trap, fails to reveal the interactions that
are dependent upon posttranscriptional modifications that do
not take place in yeast.

We have also shown that the release of Gal4 from the mem-
brane-bound APP-Gal4 and the consequent activation of the
reporter gene observed in cells overexpressing Fe65 are mostly
due to the cleavage of the APP cytodomain at the Asp®6*
caspase site. This cleavage causes the removal of the YENPTY
motif of the APP cytodomain; thus, it is expected to prevent
part of the APP molecules from being targeted to the endocytic
compartment where A is supposed to be generated (37). Sev-
eral studies have tried to address the effect of the binding of
Fe65 to APP upon the processing fate of this molecule, but the
results obtained so far are contradictory. In fact, in Madin-
Darby canine kidney cells, it was observed that Fe65 overex-
pression induces the accumulation of APP on the cell surface
and, at the same time, increases AB generation (17), whereas in
HEK293 cells, it induces a significant decrease of A3 40 and 42
production (39). In another study (40), the expression of
Fe65L1 protein in H4 neuroglioma cells resulted in the in-
creased secretion of soluble «APP without a measurable accu-
mulation of AB. On the other hand, it was suggested that
caspase-cleaved APP be directed to a more amyloidogenic path-
way, thus increasing AB generation (41), but these findings
were subsequently questioned by demonstrating that caspase
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activation per se did not increase AB generation and that, more
importantly, caspase-cleaved APP molecules show decreased
internalization and AB production (42). The levels of AB gen-
erated in our experimental system are not significantly
changed in the presence or in the absence of Fe65 overexpres-
sion. However, the observation that the contemporary exposure
of HeLaAG cells to both Fe65 overexpression and to PDGF
treatment resulted in a CAT accumulation lower than the sum
of the two separate effects suggests that Fe65 overexpression
subtracts APP-Gal4 molecules from the PDGF-activated path-
way. On the other hand, the D664N mutation does not com-
pletely abolish the Fe65-induced CAT accumulation, thus sug-
gesting a slight stimulatory effect of Fe65 upon secretase-
dependent cleavage of APP when caspase-directed cleavage is
prevented. According to this hypothesis, the residual cleavage
of APP-Gal4, seen in cells expressing the APP-D664N mutant
and Fe65, is blocked by the y-secretase inhibitor.

The results presented in this paper are in agreement with
recent findings (43) demonstrating that the tyrosine kinase
inhibitor Gleevec prevents AB production both in cultured cells
and in animals. We also report experiments demonstrating
that the inhibition of the PDGF-induced pathway by Src or
PDGF-R inhibitors, PP2 and AG1296, has no effects upon
Notch processing, similar to that observed for Gleevec (43).
Taken together, all of these results support the possibility that
new therapeutic strategies could be developed based upon the
inhibition of the tyrosine kinase-directed regulation of APP
processing and A generation.
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Transcription regulation by the adaptor protein Fe65
and the nucleosome assembly factor SET
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Fe65 protein interacts with the cytosolic domain of the amyloid
precursor APP. Its possible involvement in gene regulation is
suggested by numerous observations, including those demonstrat-
ing that it activates transcription. Here, we show that the Fe65
transcription activation domain overlaps with the WW domain
of Fe65 and binds to the nucleosome assembly factor SET. This
protein is required for the Fe65-mediated transactivation of a
reporter gene. Two-step chromatin immunoprecipitation experi-
ments demonstrate that a complex including Fe65/AICD/Tip60
and SET is associated with the KAI1 gene promoter. Suppression
of SET levels by RNA interference shows that this protein is
required for full levels of basal transcription of the KAI1 gene.
These results further support the function of Fe65 and APP in
gene regulation and show a new role for the SET factor.
Keywords: APP; Tip60; chromatin immunoprecipitation; KAIT;
Alzheimer
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INTRODUCTION

Fe65 is a multidomain protein having a WW domain in the amino-
terminal half and two PTB domains (PTB1 and PTB2) in the
carboxyl-terminal half. Numerous results have given support to
the possible role of this protein in gene regulation. In fact, it was
demonstrated that Fe65 is present in the nucleus (Minopoli et al,
2001), where it interacts with the histone acetyl transferase Tip60
(Cao & Sudhof, 2001) and was found to be associated with and to
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regulate the expression of the KAI1 gene promoter (Baek et al,
2002). Nuclear localization of Fe65 was also confirmed by cell
immunostaining, showing the presence of Fe65 in intranuclear
speckles (Muresan & Muresan, 2004; Von Rotz et al, 2004).

Fe65 interacts with the B-amyloid precursor protein APP (Fiore
etal, 1995). The latter is a type | membrane protein involved in the
pathogenesis of Alzheimer’s disease because it is the precursor
of the main constituents of Alzheimer’s senile plaques. The
B-amyloid peptides are generated from APP through the action
of two proteases named B- and y-secretase (Haass, 2004). The
cleavage of APP by secretases generates a peptide, named AICD
(APP intracellular domain), which is released from the membrane
and is found in the nucleus (Gao & Pimplikar, 2001; Kimberly et al,
2001; Von Rotz et al, 2004). Intact APP functions as an
extranuclear anchor for Fe65, thus preventing Fe65 nuclear
translocation (Minopoli et al, 2001). The cleavage of APP
probably allows Fe65 to reach the nucleus. This regulatory
mechanism resembles that controlling the function of other
transcription factors, such as those involving N-cadherin cleavage
and the CREB-binding protein or Notch (Marambaud et al, 2003;
Schweisguth, 2004). Recently, a direct involvement of Fe65 in
transactivation events through its WW domain has been proposed
(Cao & Sudhof, 2004). Here, we show that Fe65 is able to activate
transcription depending on a small region of the protein
encompassing part of its WW domain. This region binds the
nucleosome assembly protein SET, and the activation of transcrip-
tion mediated by Fe65 is dependent on SET. An oligomeric
complex immunoprecipitated by antibodies against Fe65, APP,
Tip60 or SET targets the KAIT gene promoter, and SET is required
for the basal transcription of this gene.

RESULTS AND DISCUSSION

The transcription-activating element of Fe65

The ability of the WW domain of Fe65 to activate transcription
when fused to the Gal4 DNA-binding domain (Dbd) could be due
to the interaction of this domain with certain cofactors. According
to this possibility, when a fusion protein, including the Gal4 Dbd
and the full-length Fe65 (Gal4-Fe65f.l.; Fig 1A), was
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Fig 1| SET interacts with Fe65. (A) The Gal4 Dbd was cloned upstream of the full-length Fe65 (Fe65f.l.) complementary DNA or various deletion
mutants of this cDNA. Striped box in the m8 construct indicates a 19-amino-acid-long region in which the same 19 residues present downstream

of the WW domain in the m6 construct are arranged in a scrambled sequence. The Fe65 sequence covered by the crucial constructs mé, m7, m9

and m10 is indicated along with that of the WW domain. (B) The deletion mutants of Fe65 fused to the Gal4 Dbd described in (A) have been
co-transfected in HeLa cells with the G5BCAT vector. CAT expression is reported as fold increase compared with that observed in cells transfected
with the Gal4 Dbd alone. The values are the mean +s.d. of triplicate experiments. The western blot (WB) of one representative experiment is shown
below. (C) Proteins eluted from the mutant (mut) or wild-type (wt) peptide columns (fractions E1-E3) were resolved on 10% SDS-polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) and the gel was silver stained. The arrow indicates the 35kDa band, which was identified as SET by mass spectrometry.
(D) Proteins eluted from the mutant or wt peptide columns (fractions E1-E3) were resolved on 10% SDS-PAGE and analysed by western blot with
a-SET antibody. The lysate of HEK293 cells transfected with SET expression vector was loaded as a control. (E) Proteins from HEK293 cells
transfected with Myc-Fe65 were immunoprecipitated with o-Myc monoclonal antibody or with mouse IgGs. Immunoprecipitated proteins were
analysed by western blot with SET antibody. (F) Proteins from HEK293 cells transfected with HA-SET were immunoprecipitated with a-HA antibody
or with mouse IgGs. The western blot with Fe65 antibody of the immunoprecipitated proteins is shown. (E,F) 50 ug of the input lysate was loaded

in the first lane as a migration control. The arrowheads indicate the bands of SET and Fe65.
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co-transfected with the G5BCAT reporter vector and with various
constructs encoding fragments of Fe65, we observed that only the
region including the WW domain has a marked inhibitory effect
(supplementary information online). This suggests that it is titrating
an endogenouss limiting factor.

To determine the optimal amino-acid sequence for use as bait
to purify this factor by affinity chromatography, we dissected the
Fe65 region responsible for the activation of transcription when
fused to the Gal4 Dbd (Fig 1A). The deletion of both PTB domains
of Fe65 results in an increased transactivation efficiency, in
agreement with the hypothesis that they have an inhibitory role
in the context of the intact molecule (Cao & Sudhof, 2004). On the
contrary, the deletion mutants containing the WW domain
strongly activate the transcription of the reporter gene (Fig 1B),
but the WW domain alone does not act as a transcription
activation domain (construct m7). In fact, at least 19 residues at
the C-terminus of the WW domain (constructs m4, m5 and m6)
are needed to observe a significant CAT gene expression. This
19-residue-long stretch contains some specific sequence informa-
tion because it cannot be replaced by a scrambled sequence
(construct m8).

The m9 protein, lacking the first nine amino acids of the
N-terminus of the WW domain, activates transcription to the same
extent as the m4 protein, whereas a further deletion of ten amino
acids (m10 construct) is completely devoid of activity. These ten
residues contain the YYW motif (underlined in Fig 1A) that is
necessary for AICD—Fe65-mediated transactivation (Cao & Sudhof,
2001). Thus, it seems that the transcriptional function of Fe65 does
not coincide with its WW domain. Accordingly, the minimal region
of Fe65 that activates transcription (m9) does not interact with
Mena, which on the contrary interacts with the Fe65 WW domain
(supplementary information online; Ermekova et al, 1997).

The WW overlapping region of Fe65 interacts with SET

Thus, we have decided to use this WW overlapping region (WOR)
as bait to affinity-purify the factors mediating Gal4-Fe65-induced
transactivation. HEK293 cell extract was first used to challenge a
peptide in which the YYW motif, necessary for transactivation, is
changed to AAA, and then to challenge a second, wild-type (wt)
synthetic peptide. This experimental approach allowed us to
purify one protein band eluted from the second chromatography
(Fig 1C). Mass spectrometry (MS) analysis of the tryptic digestion
of the protein indicated that it is SET, a protein belonging to the
family of nucleosome assembly proteins (von Lindern et al, 1992).
Western blot analysis with an o-SET-specific antibody confirmed
identity (Fig 1D).

The existence of an Fe65-SET complex is further confirmed
by co-immunoprecipitation experiments. In fact, Myc-tagged Fe65
immunoprecipitates with endogenous SET (Fig 1E) and, conver-
sely, haemagglutinin (HA)-tagged SET immunoprecipitates with
endogenous Fe65 (Fig TF).

The WW domain is a protein—protein interaction module
consisting of a triple-stranded antiparallel B-sheet characterized
by several conserved residues, including the two Trp that give the
name to the domain (Sudol & Hunter, 2000). On the basis of the
sequence of the m9 construct, it seems that the minimal module
needed to interact with SET only contains the second and third
strands of the B-sheet and a stretch of amino acids flanking
the third strand at its N-terminus. This minimal structure does not

©2005 EUROPEAN MOLECULAR BIOLOGY ORGANIZATION

scientificreport

retain the ability to interact with Mena, suggesting that the WW
domain is able to interact with its partners in two ways: one
requires the complete three-stranded B-sheet, whereas only two
B-strands followed by a C-terminal stretch are necessary for the
second type of interaction. This possibility suggests that the WW
region is available for the binding of two sets of ligands or that a
conformational change of this region could switch the affinity of
the domain from one set of ligands to another. This hypothesis
could explain the different functions proposed for Fe65, which
include cytoskeleton remodelling and cell motility (Sabo et al,
2001) and gene regulation.

SET is responsible for Gal4—Fe65-mediated transactivation
To evaluate whether SET is required for transcription activation
induced by Gal4-Fe65 fusion proteins, we analysed the effects of
SET overexpression or suppression on the transcription activation
mediated by Gal4-Fe65 proteins. SET overexpression increases
by several-fold the CAT expression induced by Gal4-Fe65f.l.
or by the m6 mutant, whereas it has no effect on the activation
of transcription induced by the transfection of Gal4 holoprotein
(Fig 2A). Furthermore, SET overexpression has no effect on
transcription when the cells are transfected with Gal4-Fe65
deletion mutants that are devoid of activity, such as m3, m7, m8
and m10 (Fig TA), indicating that SET overexpression has no
nonspecific effect on transcription (Fig 2A, m10 mutant). Accord-
ingly, these deletion mutants do not immunoprecipitate together
with SET (supplementary information online).

Silencing of endogenous SET expression by RNA-mediated
interference (RNAI) decreases the levels of SET protein to about
50% of the levels present in the cells transfected with the control
double-stranded oligonucleotide (green fluorescent protein
(GFP)-targeting short interfering RNA (siRNA)). This is accompa-
nied by a significant decrease of CAT expression in cells
transfected with either Gal4-Fe65f.l. or m6 construct (Fig 2B).
SET RNAI has no effect on the robust transcription activation
driven by the Gal4 holoprotein.

The KAI1 promoter is a target for the Fe65-SET complex
It has been demonstrated that Fe65, together with Tip60 and
AICD, can be recruited on transfection to the KAI1 gene promoter
(Baek et al, 2002). Therefore, we addressed the question of
whether a complex containing both Fe65 and SET is similarly
associated with the same KAIT promoter. To this aim, HEK293
cells were transfected with Fe65, SET and/or APP, and Tip60 and
chromatin immunoprecipitation (ChIP) assays were performed
by using antibodies directed against these proteins. As shown in
Fig 3A, when Fe65, SET and APP are co-transfected, a robust
protein-DNA complex containing all these proteins was observed
even in the absence of Tip60; hence, SET must exert a stabilizing
influence similar to that of Tip60. In cells co-transfected with
Fe65, SET, APP and Tip60, ChIP showed that all these proteins
are present on the KAI1 gene promoter. To examine possible co-
recruitment, two-step ChIPs were performed using o-Tip60/a-SET,
o-SET/a-Tip60, a-APP/a-Feb5 and a-Feb5/a-APP antibody combi-
nations. These experiments demonstrated that the four proteins
can be present simultaneously on the same promoter. APP
overexpression is clearly required to obtain complexes containing
Fe65/SET or Fe65/SET/Tip60, supporting the hypothesis that
interaction with APP renders Fe65 suitable for binding to other
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Fig 2| SET is necessary for Fe65-dependent transcription of a reporter
gene. HEK293 cells were transfected with G5BCAT vector and with either
Gal4-Fe65f.1., or m6 or m10 constructs (Fig 1A) and with (A) 2 or 4pg
of a plasmid encoding the HA-SET protein or with (B) siRNA duplexes
targeting SET (SET-1 and SET-2) or with control siRNA. The bars in (A)
indicate the fold increase of CAT gene transcription compared with that
observed in cells transfected with G5BCAT and the Gal4 Dbd alone, and
those in (B) indicate the percentage of CAT gene expression measured in
cells transfected with GFP-targeting siRNA as a control. SET expression
was checked by western blot with o-SET antibody. Standard deviations
were calculated on quadruplicate experiments (probability associated
with Student’s t-test: *P<0.01; **P<0.001).
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ligands (Cao & Sudhof, 2004). a-APP antibodies directed against
C-terminal epitopes of the protein immunoprecipitate chromatin
complexes; by contrast, we failed to obtain any ChIP using
antibodies directed against the extracellular—intraluminal domain
of APP (data not shown), suggesting that only the C-terminal
domain of the protein is present in the complex.

The KAI1 gene is under the control of homodimeric p50—-p50
NF-kB. Interleukin-1f induces exchange of the N-CoR/TAB2/
HDAC3 co-repressor complex with a Tip60-containing coactiva-
tor complex (Baek et al, 2002). The same promoter is also
activated by a complex containing Tip60, Fe65 and AICD. HAT
activity of Tip60 might be required for the observed transcription
activation, but in some cases Tip60 may not be required. In
fact, Gal4-Fe65 fusion proteins lacking the PTB1 domain, the
highest affinity binding site for Tip60, are potent transcription
activators (Cao & Sudhof, 2004; Fig 1B). Furthermore, PTB1
domain overexpression did not titrate any limiting factor neces-
sary for Gal4-Fe65-dependent transactivation (supplementary
information online), and Tip60 overexpression did not affect
Gal4-Fe65 activity (supplementary information online). Conver-
sely, SET is required for Gal4-Fe65-dependent transactivation, as
shown by its overexpression or suppression by RNAi. Therefore,
we addressed the possible role of SET in the regulation of
transcription of the KAI1 gene. To this aim, we measured the
level of KAIT mRNA in cells transfected with siRNAs targeting
SET mRNA. As shown in Fig 3B, the suppression of SET expres-
sion significantly decreases KAIT mRNA levels, demonstrating
that, under basal conditions, SET is quantitatively important for
KAIT gene transcription.

Although the role of SET-containing complexes in caspase-
independent apoptosis has been recently shown (Fan et al, 2003),
its involvement in the regulation of gene transcription is still
unclear. There are several results indicating that SET might have
additional activities and functions, as it interacts with p300/CBP
histone acetyltransferase. The consequences of this interaction
could be either an increase (Shikama et al, 2000) or inhibition (Seo
et al, 2001) of the transcription of p300/CBP target genes. The
results reported in this paper suggest that Fe65 is the adaptor
molecule that assembles SET and Tip60 on chromatin, possibly
leading to the regulation of transcription. We have also dem-
onstrated that APP is necessary for formation of the complex and
that the C-terminal tail of APP is part of the chromatin complex.
The possible role of secretase-driven APP cleavage in the
regulation of the observed phenomena is of significant interest,
as altered APP processing could result in a change of gene
expression. A link between SET functions and presenilin-depen-
dent secretase activity is suggested by the observation that Spr-2,
one of the suppressors of Sel-12 presenilin defects in Caenorhab-
ditis elegans, is the nematode orthologue of SET (Wen et al, 2000).
This relationship should be explored further.

METHODS

Recombinant constructs and proteins. Vectors for Gal4 Dbd-
Fe65 fusions were generated by cloning the appropriate Fe65
cDNA fragments, amplified by PCR, in-frame with the Gal4 Dbd
in the pRcCMV plasmid (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). The
sequences of PCR primers are available on request. Full-length
human SET cDNA was obtained by reverse transcription-PCR
using total RNA from HEK293 cells. HA-tagged SET was generated
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Fig 3| The Fe65-SET-APP complex is bound to the KAIl promoter and
SET is necessary for KAI1 gene expression. (A) ChIP assay on KAIl
promoter in HEK293 cells transfected as indicated. The antibodies used
for single ChIP and the order of those used for double ChIP is reported
below the experiments. 10% of the input DNA was amplified as a
control. Hesl gene ChIP is reported as a control. (B) HEK293 cells were
transfected with the indicated control or SET siRNAs, and total RNA
was analysed by real-time PCR to measure KAIl mRNA. The histogram
reports the mean + s.d. of triplicate experiments.

by using a reverse primer containing the HA-coding epitope
sequence at the 3’ end, in the pRcCMV vector.

Cell cultures, transfections and co-precipitations. Hela and
HEK293 cells were grown at 37 °C in the presence of 5% CO,
in Dulbecco’s modified Eagle’s medium, supplemented with 10%
fetal bovine serum (Invitrogen), 100 U/ml penicillin and 100 mg/ml
streptomycin (HyClone, Logan, UT, USA). Hela cells were
transfected by calcium phosphate with 3 ug G5BCAT vector and
with 3 pg of the plasmids expressing the fusion proteins. CAT
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expression was measured by using colorimetric CAT enzyme-
linked immunoadsorbent assay (Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim, Germany). HEK293 cells were transfected with
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) in 100 mm dishes. SET double-
stranded 21-mer RNAs and control double-stranded RNA targeting
GFP (Fan et al, 2003) were synthesized by Qiagen, and transfected
in HEK293 with Lipofectamine 2000. Protein extracts were
prepared as described (Gianni et al, 2003). For immunoprecipita-
tions, 5pl of antibodies was incubated with 1.5mg of protein
lysates for 2 h at 4 °C, followed by a 1h incubation with Protein
A-Sepharose. Immunoprecipitates were washed three times in
lysis buffer. Proteins released by boiling in SDS sample buffer
were separated by Novex Bis-Tris 4-12% polyacrylamide gels
(Invitrogen) and analysed by using SET (1:1,000) or Fe65 (1:2,000)
antibodies.

Purification of WOR ligands. The peptides used for affinity
purification were synthesized by Tufts University Core Facility
(Boston, MA, USA). Both peptides carry the Strep-Tag sequence at
their C-termini: wild-type peptide, WSHPQFEKGAGGVQDTSGT
YYWHIPTGTTQWEPPGRASPSQGNSPQEESQLTWTGFAH; mutant
peptide, the underlined sequence is changed to AAA. Peptides
(100 nmol) was dissolved in 1Tml of T00mM Tris (pH 8.0),
150mM NaCl and 1mM EDTA and applied on columns con-
taining 1ml of Strep-Tactin matrix (IBA, Gottingen, Germany;
Skerra & Schmidt, 2000). Affinity chromatography was performed
with HEK293 lysates in 100 mM Tris (pH 8.0), 150mM NacCl,
1mM EDTA, 1% Triton X-100, 50mM NaF, 1TmM sodium
vanadate and protease inhibitors. The lysate was precleared on
a column containing Strep-Tactin matrix, then on the mutant
peptide column. The flow-through was then applied on wild-type
peptide column. Proteins were eluted with 50 mM ammonium
bicarbonate +2.5mM desthiobiotin and run on 10% SDS-
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). Bands were
excised from the gel, digested with trypsin and the peptide
mixtures were analysed by MALDI-TOF mass spectrometry as
previously reported (Gianni et al, 2003).

Real-time PCR. Total RNA was prepared from HEK293 cells by
using the RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) and
subjected to cDNA synthesis with random hexanucleotide primers
and MultiScribe Reverse Transcriptase (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) at 48°C for 1h. The cDNA (1pl) was then
amplified for 40 cycles using SYBR Green PCR master mix
(Applied Biosystems) and template-specific primers in an ABI
Prism 7900 system (Applied Biosystems). Relative quantification
of gene expression was performed using the comparative thres-
hold (G7) method. Changes in mRNA expression levels were
calculated following normalization to B-actin or c-Abl transcripts.
The ratios obtained following normalization are expressed as fold
change over calibrator samples. The primer sequences are as
follows: KAIT, 5-AGGATGCCTGGGACTACGTG and 5'-GCTCA
GCGTTGTCTGTCCAGT; B-actin, 5'-TCGTGCGTGACATTAGGAG
and 5'-GTCAGGCAGCTCGTAGCTCT; c-Abl, 5'-GGTATGAAGG
GAGGGTGTACCA and 5'-GTGAACTAACTCAGCCAGAGTGTTGA.
ChIP. ChIP assays were performed as described (Shang & Brown,
2002). Subconfluent HEK293 cells (100-mm dishes) were fixed
with 1% formaldehyde for 10 min at 20 °C and then quickly rinsed
with ice-cold PBS. Diluted chromatin solution was precleared in
45 pl slurry 50% Protein A-Sepharose (Sigma, St Louis, MO, USA)
and 2 pg of sheared salmon sperm DNA (Invitrogen) for 2 h at 4 °C.
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The supernatants were immunoprecipitated overnight with 2 ug
of the following antibodies: a-Fe65 (I-12), a-APP (CT695, Zymed
Laboratories, San Francisco, CA, USA), o-SET (Abcam,
Cambridge, MA, USA) and a-Tip60 (Upstate Biotechnology).
The antibodies recognizing the extracellular/intraluminal domain
of APP were 6E10/4G8 (Abcam). A 2 pg portion of rabbit or goat
IgG (Santa Cruz Biotechnology) was used as a control.
Protein-bound immunoprecipitated DNA was reverse cross-
linked at 65°C overnight and then purified by using a PCR
purification kit (Qiagen). A 2 pl portion of DNA solution was used
for PCR amplification (30 cycles). Primer sequences were as
follows: KAI1, 5-GACAGGGTTTCATCCTGTTGC and 5-GAGGA
TAGCCTGGCCCTAGCG; Hes1, 5'-CTCAGGCGCGCGCCATTGGCC
and 5-GCTTACGTCCTTTTACTTGACTTTC. PCR products were
run on a 1.0% agarose gel and analysed by ethidium bromide
staining. For two-step ChlPs, the immunocomplexes were eluted
by adding 100 ul of MCP beads (Pierce, New York, NY, USA)
to the pelleted Sepharose beads and by shaking for 1h at 20°C.
The supernatants were collected and diluted tenfold in 1 ml final
volume with dilution buffer. A 2 g portion of second antibody
was added and the immunoprecipitations were performed again
as described above.
Supplementary information is available at EMBO reports online
(http://www.emboreports.org).
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The p-amyloid peptide (AB) present in the senile
plaques of Alzheimer’s disease derives from the cleavage
of a membrane protein, named APP, driven by two en-
zymes, known as - and y-secretases. The mechanisms
regulating this cleavage are not understood. We have de-
veloped an experimental system to identify possible ex-
tracellular signals able to trigger the cleavage of an APP-
Gal4 fusion protein, which is detected by measuring the
expression of the CAT gene transcribed under the control
of the Gal4 transcription factor, which is released from
the membrane upon the cleavage of APP-Gal4. By using
this assay, we purified a protein contained in the C6 cell-
conditioned medium, which activates the cleavage of
APP-Gal4 and which we demonstrated to be PDGF-BB.
The APP-Gal4 processing induced by PDGF is dependent
on the y-secretase activity, being abolished by an inhibi-
tor of this enzyme, and is the consequence of the activa-
tion of a pathway downstream of the PDGF-receptor,
which includes the non-receptor tyrosine kinase Src and
the small G-protein Racl. These findings are confirmed by
the observation that a constitutively active form of Src
increases A generation and that, in cells stably express-
ing APP, the generation of AB is strongly decreased by the
Src tyrosine kinase inhibitor PP2.

B-Amyloid (AB)! deposition in the so-called amyloid plaques
is one of the main features of Alzheimer’s pathology. f-Amyloid
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consists of ~4-kDa peptides derived from the proteolytic proc-
essing of a membrane protein named amyloid precursor protein
(APP). This amyloidogenic processing is driven by two enzyme
activities, B-site APP cleaving enzyme (BACE) and y-secretase.
BACE cleaves APP at 28 residues from the boundary between
the extracellular/intraluminal domain of APP and the trans-
membrane domain of the protein (for a review see Ref. 1),
releasing a large soluble protein, including nearly all the ex-
tracellular/intraluminal part of APP, and a short transmem-
brane peptide, including the 99 C-terminal residues of APP.
This transmembrane C99 stub is a substrate for the y-secretase
activity, which cleaves it, in a presenilin-dependent fashion,
within the membrane «-helix, giving rise to the AB peptide
40—42 amino acids long and to a peptide named APP intracel-
lular domain (AID), which includes the small C-terminal cyto-
solic domain of APP (for a review see Refs. 2 and 3).

The functions of APP and its proteolytic processing are still
unknown. However, although the functions of the APP ectodo-
main remain elusive, there is increasing evidence that its cytodo-
main is the center of a complex network of interactions with
several proteins, involved in vesicle transport and in signal trans-
duction. In fact, it was demonstrated that APP cytoplasmic do-
main interacts with kinesin light chain and contributes to vesi-
cles transport (4), thus suggesting that APP cleavage could
regulate the transport of vesicles in the axons. On the other hand,
the APP cytodomain binds several PTB domain-containing pro-
teins, some of which are involved as adaptor proteins in signal
transduction. Fe65 is the first protein that was found to form a
stable complex with the cytosolic domain of APP, through one of
the two PTB domains it possesses (5, 6). Fe65 is an adaptor
protein that interacts with APP, Mena (7) (the mammalian or-
thologue of the product of the enabled gene of Drosophila), tyro-
sine kinase Abl (8) (through its WW domain), transcription factor
LSF (9), the histone acetyltransferase Tip60 (10), and low density
lipoprotein-receptor-related protein LRP (11) (through its second
PTB domain). The involvement of Mena and Abl in the com-
plexes, including APP and Fe65, is in agreement with the finding
that APP cytodomain also interacts with mDab1 (12), the ortho-
logue of the Drosophila disabled gene, and with the Abl TK,
through its SH2 domain (8), given that genetic manipulation of
the fly indicated that enabled, disabled, and DADI are associated
in the same pathway (13). Another interactor of APP is X11 (14),
an adaptor protein that forms complexes with various proteins,
including Munc18 and CASK (15). More recently, two adaptors
involved in signal transduction, Shc and Jip1, have been demon-

tyl)pyrazolo(3,4-d)pyrimidine; PP3, 4-amino-7-phenylpyrazol(3,4-d)pyri-
midine; sAPP, soluble APP.
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strated to bind to APP and AID through their PTB domains
(16-19).

The evident complexity of this protein-protein interaction
network suggests that APP could be a multifunctional molecule
that anchors several different oligomeric complexes close to the
membrane, possibly in specific subdomains such as caveolae
(20), and/or that APP regulates the availability of these com-
plexes in their final destination, upon APP cleavage and de-
tachment of the APP cytodomain from the membrane.

A crucial point that should be addressed to further study the
possible interplay of APP and transduction pathways involving
the above mentioned proteins concerns the molecular mecha-
nisms that induce APP processing. In this report we show that
PDGF-BB is a potent activator of APP -y cleavage, giving rise to
an increased generation of AB through a pathway involving the
non-receptor tyrosine kinase Src and the small G-protein Racl.

MATERIALS AND METHODS

Generation of HeLaAG Clones—A vector driving the expression of a
fusion protein, consisting of the human APPg,; followed by a flexible
hinge of ten glycines and by the entire yeast transcription factor Gal4,
has been generated by cloning into RecCMV vector (Invitrogen) cDNA
fragments amplified using as template the human APP4,; cDNA and
the yeast Gal4 ¢cDNA. The following specific oligonucleotide primers
(CEINGE) were used for PCR amplifications (94 °C, 1 min; 64 °C, 1 min;
72 °C, 7 min; for 40 cycles): forward hAPP.,; HindIII (5'-CCCAAGCT-
TACTAAGGCCATGCTGCCCGGTTTGGCACTGC-3") and reverse
hAPP695 Apa/Not1 (5'-CATCGGGCCCCTACGCGGCCGCGTTCTGCA-
TCTGCTCAAAGAACTTG-3"); forward yGAL4 Not/10Gly (5'-AAGGA-
AAAAAGCGGCCGCTGGTGGTGGTGGTGGTGGTGGTGGTGGTGG-
TAAGCTACTGTCTTCTATCGAACAAGC-3') and reverse yGAL4 Apal
(5'-CATCGGGCCCTTACTCTTTTTTTGGGTTTGGTGGGG-3"). Re-
striction sites are underlined, and the ten glycine codons are in italic.
This APP-Gal4 expressing vector, containing the neomycin resistance
gene, has been transfected into HeLa cells by calcium-phosphate
method, and after a 14-day G418 selection (900 ug/ml final concentra-
tion), several G418-resistant clones have been isolated. Two pools of
these clones have been used (HeLaAG).

The cleavage of APP-Gal4 fusion protein has been assayed by tran-
siently transfecting HeLaAG cells (5 X 10° cells/60-mm dishes) by
calcium-phosphate method with GEBCAT vector (3 pg), in which the
transcription of chloramphenicol acetyltransferase (CAT) gene is under
the control of a Gal4-dependent promoter (21). CAT expression was
measured by using colorimetric CAT enzyme-linked immunosorbent
assay (Roche Molecular Biochemicals). Other transfections of HeLaAG
cells were carried out by using the calcium-phosphate method; all the
plasmids were used at 3 pg each, and the total amount of DNA in
co-transfections was always brought to 10 ug with ReCMV vector.

Cell Culture Conditions—Wild type HeLa and HeLa AG cells were
grown at 37 °C in the presence of 5% CO, in Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM, Invitrogen) supplemented with 10% fetal bovine se-
rum, 100 units/ml penicillin, and 100 pug/ml streptomycin (all from
HyClone). C6 and NIH3T3 cells and co-cultures were at 37 °C in the
presence of 5% CO, in RPMI medium (Invitrogen) supplemented with
10% fetal bovine serum and antibiotics.

Wild type HeLa or HeLa AG cells, 24 h after transfection with
G5BCAT vector, were treated for the indicated times with 40 ng/ml
recombinant human PDGF-BB (Sigma), 5 or 10 pg/ml protein fraction
precipitated with 40% AS or 200-ul fractions eluted from Sephadex
G-75, diluted in DMEM without serum to a final volume of 2 ml.
Inhibitors were added at the indicated times at the following concen-
trations: 10 um PP2 (Calbiochem), 2 um AG1296 (Calbiochem), 30 um
genistein (Calbiochem), 10 uM y-secretase inhibitor compound X (Cal-
biochem), 100 um PD098059 (Sigma), and 100 nM Wortmannin (Sigma).

HEK293 and CHO cells were grown in the same conditions as He-
LaAG. HEK293 were transfected with 0.5 ug of human APPg,; expres-
sion vector and 0.5 ug of SrcYF vector by Lipofect AMINE 2000 (Invitro-
gen) in 35-mm plates. Total AB peptide was measured by sandwich
enzyme-linked immunosorbent assay with 6E10 and 4G8 antibodies.

Purification of the Activity That Induces APP-Gal4 Cleavage—C6
cells were grown as described above in 100 dishes of 150-mm diameter
(Falcon) to confluence; cell sheets in each dish have been washed twice
with phosphate-buffered saline (PBS), and then cells were cultured in
RPMI medium without serum. After 3 days of incubation, 3 liters of
conditioned medium was harvested, centrifuged at 1000 rpm for 20 min
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to remove debris, and concentrated to 480 ml by using a Centriplus
YM-3000 (Amicon). Then, 104 g of ammonium sulfate was added to the
concentrated conditioned medium to obtain a 40% ammonium sulfate
solution, which was stirred overnight at 4 °C and then centrifuged at
9000 rpm for 2 h. 70% AS saturation was reached by adding 87.4 g of
ammonium sulfate to the 40% saturated solution, and 100% AS satu-
ration was reached by adding 100.3 g of ammonium sulfate to the 70%
saturated solution.

The precipitates were dissolved in 15 ml of PBS and dialyzed against
5 X 2-liter changes of PBS. 1 mg of this sample was separated by FPLC
onto a Sephadex G-75 column (30 g of swollen resin, pre-equilibrated in
PBS) and run in this solvent at 0.25 ml/min while collecting 400-ul
fractions every 1.6 min.

Bands from SDS-PAGE were excised from the gel, triturated, and
washed with water. Proteins were reduced in-gel, S-alkylated with
iodoacetamide, and digested with trypsin as previously reported (22).
Digested aliquots were subjected to a desalting/concentration step on
uZipTipC18 (Millipore Corp., Bedford, MA) before MALDI-TOF mass
spectrometry analysis. Peptide mixtures were loaded on the instrument
target, using the dried droplet technique and «-cyano-4-hydroxycin-
namic as matrix, and analyzed by using a Voyager-DE PRO mass
spectrometer (Applied Biosystems, Framingham, MA). The PROWL
software package was used to identify proteins unambiguously from an
independent non-redundant sequence data base (23).

Immunodepletion of 40% AS fraction was obtained by incubating 20
ng of the fraction diluted in 500 ul of PBS with 60 pg of anti-PDGF
antibody (Sigma) or with 60 ug of mouse IgG (Sigma) for 2 h at 4 °C.
Then the mixtures were chromatographed on 20 ul of Protein AG-
Sepharose (Santa Cruz Biotechnology) for 30 min at 4 °C, and, after
centrifugation, the supernatants were diluted in DMEM without serum
to a final volume of 2 ml.

Preparation of Cell Extracts and Western Blotting Analyses—For
CAT assay, transiently transfected HeLa AG cells were harvested in
cold TEN (40 mm Tris-HCI, pH 7.5, 1 mm EDTA, 150 mM NaCl), frozen
at —80 °C for 30 min, and resuspended in lysis buffer (10 mm Hepes, pH
7.9, 0.1 mMm EGTA, 0.5 mM dithiothreitol, 5% glycerol, 0.2 mm phenyl-
methylsulfonyl fluoride, 400 mm NaCl). Total extracts were clarified by
centrifugation at 14,000 rpm at 4 °C, and protein concentration was
determined by Bio-Rad assay; for CAT concentration measurement, 150
ung of each protein extract was used.

For Western blotting analyses, HeLa AG cells were harvested in cold
PBS, resuspended in lysis buffer (40 mm Tris-HCL, pH 7.2, 1% Triton
X-100, 150 mm NaCl, 1 mm EDTA, 0.2 mM phenylmethylsulfonyl fluoride,
100 pg/ml aprotinin, 100 pg/ml leupeptin) and kept in ice for 15 min. Then
total extracts were clarified by centrifugation at 14,000 rpm at 4 °C. 20 ug
of each extract or 20 ul of pooled fractions eluted from the G-75 column
was electrophoresed on 4-12% SDS-polyacrylamide gradient gel under
reducing conditions and transferred to Immobilon-P membranes (Milli-
pore). Filters were then blocked in 5% nonfat dry milk in T-PBS solution
(PBS and 0.05% Tween) and incubated with appropriate dilutions of
primary antibody, overnight at 4 °C. The excess antibody was removed by
sequential washing of the membranes in T-PBS, and then a 1:5000 dilu-
tion of the appropriate secondary antibody (horseradish peroxidase-con-
jugated) was added to filters for 30 min, at room temperature. The excess
was removed by sequential washing of the membranes in T-PBS, and the
signals were detected by chemiluminescence, using the ECL system (Am-
ersham Biosciences). The antibodies used and their dilutions were: anti-
PDGF (Sigma), 1:750; anti-Gal4DBD (Calbiochem), 1:1000; anti-APP
6E10 (Sigma), 1:1000; anti-APP CT695 (Zymed Laboratories Inc.), 1:250;
anti-phosphoERK (Santa Cruz Biotechnology), 1:1000; and anti-phos-
phoAkt (Santa Cruz), 1:1000.

RESULTS

C6 Cell-conditioned Medium Induces Gal4-dependent-CAT
Gene Transcription in HeLa Cells Expressing APP-Gal4 Fusion
Protein—We examined the possibility that extracellular sig-
nals could induce the B-y-secretase-mediated cleavage of APP.
To address this point we developed an experimental system
based on a recombinant protein in which the yeast Gal4 tran-
scription factor is fused to the cytosolic C-terminal end of
APPggs. This system is based on the prediction that, in cells
expressing APP-Gal4, upon the cleavage of this molecule by
B-v-secretase activities, AID-Gal4 is released from the mem-
brane and should become available to activate the transcrip-
tion of the chloramphenicol acetyltransferase (CAT) gene
cloned under the control of five Gal4 cis-elements in the
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Fic. 1. Isolation and characterization of HeLa cell clones sta-
bly expressing APP-Gal4 fusion protein. A, schematic representa-
tion of the experimental system: APP-Gal4 fusion protein is cleaved by
B- and vy-secretases, and this results in the release from the membrane
of Gal4 protein fused to the intracellular domain of APP (AID-Gal4).
This protein then activates the transcription of the CAT gene cloned
under the control of five Gal4 cis-elements. B, Western blot analyses of
lysates from HeLa cells transfected with human APPg,; or with Gal4
expression vectors and from two pools of HeLa clones (HeLaAG1-8,
HeLaAG9-14) stably expressing APP-Gal4 fusion protein. The two
Western blots are with APP 6E10 antibody, recognizing the extracellu-
lar domain of APP, and with Gal4 antibody, respectively. One asterisk
indicates wild type APP bands, two asterisks indicate APP-Gal4 bands,
and the arrowhead indicates wild type Gal4 bands. C, HeLaAG cells
transfected with GEBCAT vector were co-cultured with either NTH3T3
or C6 cells or cultured in the presence of the conditioned medium of
these cell lines. For co-cultures, cells were plated at the indicated cell
numbers, harvested 72 h after plating and their extracts were assayed
for CAT concentration. Conditioned media from 72 h cultures of the
indicated cells were added to 2.5 X 10° HeLaAG cells. Extracts from
cells harvested 48 h after the exposure to conditioned medium were
assayed for CAT concentration. Standard deviations of triplicate exper-
iments are reported.

G5BCAT vector (21) (see Fig. 1A). Based on this experimental
design, HeLa cells were transfected with a vector driving the
expression of APP-Gal4 fusion protein and G418 resistance
gene, and several clones stably expressing APP-Gal4 have been
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isolated. Fig. 1B shows a Western blot of the extracts from
several HeLa clones challenged with either APP or Gal4 anti-
bodies and demonstrates the expression of a protein recognized
by both antibodies. The experiments reported below were con-
ducted by using two pools of these clones, HeLaAG1-8 and
HeLaAG9-14, thereafter indicated as HeLaAG.

To evaluate both cell-anchored and secreted factors that could
activate APP-Gal4 proteolytic processing, the first experimental
approach we used consisted of 1) a co-culture of HeLaAG cells,
transiently transfected with GEBCAT plasmid, with various cell
lines of different origin and 2) an assay of CAT accumulation in
HeLaAG cultures pure or co-cultured with these cells. Fig. 1C
shows that co-culturing of HeLaAG with C6 cells resulted in a
significant increase of the CAT expressed by HeLaAG, whereas
no change was observed in the co-cultures with other cell lines,
such as NIH3T3 fibroblasts. C6 cells are derived from a rat
glioma and are known to secrete several growth factors (24).
Therefore, we examined whether the conditioned medium from
C6 cells mimics the effect of CAT accumulation observed in the
co-cultures. As shown in Fig. 1C, HeLaAG cells, grown in the
presence of C6-conditioned medium, express higher levels of CAT
compared with the cells grown in the conditioned medium from
HeLa cells or from NIH3T3 cultures.

Purification of the APP-Gal4 Cleavage-inducing Activity—A
large-scale preparation of C6-conditioned medium was used as
a source for the purification of the one or more molecules that
induce the CAT accumulation in HeLaAG cells transfected
with GEBCAT vector. Fig. 2 shows the steps of this purification
based on ammonium sulfate (AS) precipitation, size-exclusion
chromatography, and SDS-PAGE. The activity is restricted to
the 40% AS fraction (Fig. 2A), which was applied on FPLC
equipped with a Sephadex G-75. Eluted fractions from the
chromatography were assayed for their ability to induce CAT
accumulation in HeLaAG cells, and the results allowed us to
identify two peaks of activity of about 70 and 30 kDa, respec-
tively (Fig. 2B). SDS-PAGE of the proteins present in the
relevant fractions, compared with fractions devoid of activity,
suggested that one band of about 15 kDa could be a good
candidate (see Fig. 2C). This band, separately excised from the
lanes of the corresponding active fractions, was digested with
trypsin and analyzed by MALDI-TOF mass spectrometry. Pep-
tide mass fingerprint analysis and non-redundant sequence
data base matching in both cases allowed its unambiguous
identification as PDGF-B. To confirm the identification, the
relevant fractions were electrophoresed and blotted with a
PDGF antibody. This blot demonstrated that PDGF is present
only in the fractions that activate the accumulation of CAT in
HeLaAG cells (Fig. 2D).

PDGF Induces a +y-Secretase-dependent Cleavage of APP-
Gal4 Protein—HeLaAG were exposed to 40 ng/ml of purified
human PDGF-BB for 12 h, and this resulted in a dramatic
induction of CAT expression (Fig. 3). This phenomenon de-
pends on the activation of the PDGF receptor (PDGF-R),
considering that the treatment of HeLaAG cells with a TK-
nonspecific inhibitor such as genistein or with PDGF-R in-
hibitor AG1296 resulted in a significant decrease of CAT
accumulation, following the treatment with PDGF'. Although,
unexpectedly, PDGF is present also in the ~70-kDa fraction
of the size exclusion chromatography (see Fig. 2, C and D), it
cannot be excluded that other molecules with an activity
similar to that of PDGF could be also present in the C6-
conditioned medium. To address this point, HeLaAG cells
were treated with the 40% ammonium sulfate fraction and
with the PDGF-R inhibitor. Also in this case, the accum-
ulation of CAT was prevented by the PDGF-R inhibitor (see
Fig. 3), thus strongly supporting that PDGF is the only fac-
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saturation of 40, 70, or 100% were dialyzed and assayed for their ability to induce CAT accumulation in HeLaAG cells transfected with GEBCAT
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SDS-PAGE and blotted with a PDGF antibody, thus confirming the identification made by MALDI-TOF mass spectrometry.

tor, present in C6-conditioned medium, that activates APP-
Gal4 cleavage. Furthermore, immunodepletion of the 40% AS
fraction with anti-PDGF antibody resulted in the abolish-
ment of the CAT accumulation observed upon exposure of
HeLaAG cells to pure 40% AS fraction, whereas the depletion
with mouse IgG was completely ineffective (see Fig. 3).
Therefore, the activity present in the 70-kDa fraction could
be a multimer of the PDGF-B subunit.

To rule out the possibility that PDGF treatment induces CAT
accumulation through a mechanism independent from the
cleavage of APP-Gal4, we exposed wild type HeLa cells mock
transfected or transfected with Gal4 to 40 ng/ml PDGF-BB. As
shown in Fig. 4A, PDGF-BB treatment did not modify the
accumulation of CAT in these experimental conditions. There-
fore, the increase of CAT concentration observed in HeLaAG
cells exposed to PDGF could be due to an activation of the CAT
gene transcription by GAL4 released upon the cleavage of
APP-Gal4. To address this point, extracts from HeLaAG cells
exposed to PDGF or AS 40% fraction were analyzed by Western

blot with anti-APP or anti-Gal4 antibodies. These experiments
showed the presence, in extracts from HeLaAG cells exposed to
PDGF or 40% AS fraction, of a band of a size very similar to
that of Gal4, with both the Gal4 antibody and the CT695
antibody, recognizing the APP C-terminal domain (see Fig. 4B).
A similar blot was challenged with the 6E10 antibody, which
was directed against the N-terminal sequence of the B-amyloid
peptide. This antibody recognizes the uncleaved APP-Gal4 but
not the cleaved molecule. This indicates that the cleaved mol-
ecule contains the C-terminal domain of APP (AID-Gal4) and
not the N-terminal sequence of AB.

To evaluate whether the observed cleavage of APP-Gal4 re-
quires the y-secretase activity, we treated HeLaAG cells ex-
posed to PDGF or to the 40% AS fraction with the y-secretase
inhibitor compound X (25). As shown in Fig. 4C, the treatment
of HeLaAG cells exposed to either PDGF or partially purified
fraction with 10 um of the y-secretase inhibitor resulted in an
almost complete abolishment of the effects on CAT accumula-
tion. These results indicate that PDGF, through the activation
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PDGF-BB or to 10 pug/ml 40% AS fraction for 24 h before harvesting. In
the same conditions the cells were also exposed, as indicated, to 30 um
genistein or to 2 uM AG1296, which are a general TK inhibitor and a
PDGF-R TK inhibitor, respectively. To ascertain whether the 40% AS
fraction also contains factors, other than PDGF-BB, activating CAT
expression, the 40% AS fraction was immunodepleted either with anti-
PDGF antibody (a-PDGF) or with mouse IgG (mIgG), and HeLaAG cells
were exposed to these mixtures (ID 40%AS). Standard deviations of
triplicate experiments are reported.

of its receptor, induces a proteolytic cleavage of APP-Gal4,
which requires the y-secretase activity.

PDGF-induced APP-Gal4 Cleavage Functions through an
Src-dependent Pathway—There are many pathways activated
following PDGF-R interaction with its cognate growth factor.
Tyrosine-phosphorylated PDGF-R activates the Ras-MAPK
pathway through Grb2/SOS and Shc/Grb2/SOS. The possible
involvement of this pathway in the APP-Gal4 processing was
explored by treating HeLaAG cells exposed to PDGF with the
inhibitor of ERKs, PD098059; this inhibitor does not modify the
effects of both PDGF and 40% AS fraction (Fig. 5). Another
pathway that mediates the effects of PDGF-R activation is that
of PI3K-Akt. Also, Fig. 5 shows that the PI3K inhibitor wort-
mannin does not affect the CAT accumulation induced by both
PDGF and 40% AS fraction.

Src and other members of the Src non-receptor TK family
interact with and are activated by PDGF-R (26). To explore this
pathway, HeLaAG cells have been treated with a specific in-
hibitor of Src TK, PP2, and with a related compound unable to
inhibit Src (PP3). The treatment with PP2 of HeLaAG cells
almost completely abolished the accumulation of CAT observed
upon the exposure to either PDGF or 40% ammonium sulfate
fraction, whereas the treatment with PP3 was completely in-
effective (see Fig. 5).

To further explore this finding, HeLaAG cells were transiently
transfected with SrcYF vector expressing a constitutively active
Src mutant (27). As shown in Fig. 64, the expression of active Src
resulted in the accumulation of CAT in the absence of stimula-
tion by either PDGF or purified fractions. Accordingly, HeLaAG
cells transfected with a dominant negative mutant of Src (SrcY-
FKM) (28) and exposed to PDGF or to 40% AS fraction showed a
significantly decreased accumulation of CAT, compared with
mock transfected cells exposed to PDGF.

The possible effectors downstream of Src are not completely
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understood. One of these downstream factors is the non-recep-
tor TK Abl (29). The possible role of Abl TK in APP-Gal4
cleavage was explored by transfecting HeLaAG cells with a
constitutively active mutant of Abl (Abl-PP) (30). Under these
conditions no induction of APP-Gal4 cleavage was observed,
thus indicating that this kinase is not involved in this phenom-
enon. On the contrary, another molecule that has been recently
observed to be activated by PDGF and Src is Racl, which
belongs to the family of Rho G-proteins. The transfection of
HeLaAG cells with a vector driving the expression of a consti-
tutively active form of Rac (RacQL) (31) resulted in an increase
of CAT comparable to that observed upon the transfection with
SrcYF, and the co-transfection of SrcYF with a dominant neg-
ative mutant of Rac (RacN17) strongly decreased the amount of
CAT compared with that accumulated in the cells transfected
only with SrcYF (see Fig. 6A). Furthermore, a similar inhibi-
tion of CAT accumulation, following the exposure to either
PDGF or 40% ammonium sulfate fraction, was observed in the
cells transfected with RacN17.

To ascertain whether Src and Racl, like PDGF, also activate
APP-Gal4 processing through a +y-secretase-dependent path-
way, HeLaAG cells were transfected with SrcYF or with
RacQL, the constitutively active mutants of these two proteins,
and treated with the y-secretase inhibitor compound X. As
shown in Fig. 6B, the y-secretase inhibitor almost completely
abolished the effects of SrcYF and RacQL transfections.

PDGF Induces the Generation of AB from Wild Type APP
through an Src-dependent Pathway—The above reported re-
sults indicate a clear dependence of the PDGF-Src-induced
cleavage of APP upon the y-secretase activity, but they don’t
allow us to distinguish between a-secretase and BACE activi-
ties, whose actions are known to precede the y-secretase-in-
duced cleavage. To address this point, we examined the effects
of the PDGF-Src pathway on the processing of APP, by meas-
uring the accumulation of AB in cultured cells, in which this
pathway is activated or blocked. To do this, HEK293 cells were
transfected with APPg,; alone or with APPgy, plus SrcYF. As
shown in Fig. 7A, there is a significantly increased accumula-
tion of AB in the medium of cells expressing the constitutively
active form of Src. Furthermore, CHO cells stably expressing
APPy,., which generate high levels of AB, were treated with
two concentrations of the inhibitor of Src TK, PP2. In these
conditions, AB generation is significantly decreased, whereas
the analogous molecule PP3, not affecting Src TK activity, was
completely ineffective (see Fig. 7B).

DISCUSSION

The proteolytic processing of APP leading to the generation
of AB peptide is an extensively studied phenomenon, due to its
implication in the pathogenesis of Alzheimer’s disease (AD).
The great effort to understand the machineries involved in the
various types of cleavages of APP resulted in the identification
and in the molecular characterization of two out three of the
secretases, i.e. a- and B-secretases, and many preliminary re-
sults indicate that, despite its complexity, also y-secretase is
near to be understood. On the contrary, the mechanisms reg-
ulating this proteolytic processing are not completely under-
stood. Here, we report experiments demonstrating that the g-y
processing of APP is under a positive control by PDGF through
a pathway involving Src and Racl.

Most of the available data on the regulation of APP process-
ing concerns with sAPP secretion (for a review see Ref. 32). It
is well demonstrated that the activation of muscarinic receptor
induces an increased secretion of sAPP (33), and a similar
phenomenon has been reported also for metabotropic gluta-
mate receptor (34) and for serotonin receptors (35). These ef-
fects are regulated through a PKC-dependent pathway (33),
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the contrary, 6E10 antibody failed to recognize the cleaved protein, thus
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cate experiments are reported.
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and, accordingly, it is well known that activated PKC induces
SAPP secretion and inhibits AB generation (36, 37). On the
contrary, very little is known of the possible effects of the
activation of tyrosine kinase receptors on APP processing.
The relevance of the reported results for neuronal APP func-
tions and for the pathogenesis of AD should be addressed
through further work. However, PDGF-R, Src, and Rac, al-
though widely expressed in many different cell types, are
known to play significant roles in the nervous system. In fact,
it was clearly documented that PDGF «-receptor is expressed
in neurons of various districts of mouse and rat CNS. This
expression, detected as early as postnatal day 1, is observed
during all the postnatal life, whereas the expression of PDGF
a-receptor in oligodendrocytes is abundant during develop-
ment, but is restricted in the adult to few precursor cells (38).
These results are in agreement with several observations indi-
cating a protective role for PDGF in several neuronal cells
(39-41). PDGF-A and PDGF-B are constitutively expressed by
neurons in vivo (42), and this suggests further that these
growth factors, which regulate proliferation and differentiation
of oligodendrocytes (42), could also regulate the functions of the
neurons themselves (38). Src, and the related non-receptor TK
Fyn, are expressed in the neurons, are enriched in growth
cones (43), and are involved in several neuronal functions, such
as for example Ig CAM-mediated neurite growth and guidance
(44). The three members of the Rho family of small GTPases,
Rho, Racl, and Cdc42, are ubiquitously involved in actin cy-
toskeleton regulation, affecting cell attachment and contrac-
tion, lamellipodia formation, and filopodia formation, respec-
tively (45). Their involvement in the regulation of neuronal
functions is well documented. In particular, Rac has been im-
plicated in neurite outgrowth and axonal pathfinding (46). In
addition to numerous in vitro results, this is demonstrated by
the expression of a constitutively active form of Racl in Pur-
kinje cells, which resulted in an ataxic phenotype of mice that
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Fic. 6. The non-receptor Src TK and the small G-protein Racl
are responsible for the PDGF-induced cleavage of APP-Gal4. A,
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(SrcYF), Abl (Abl-PP), and Racl (RacQL) or with SrcYF plus a dominant
negative mutant of Racl (RacN17). When indicated, HeLaAG cells were
transiently transfected with the dominant negative mutants of Src
(SrcYFKM) or of Rac (RacN17) and treated for 24 h before harvesting
with PDGF-BB or 40% AS fraction. B, HeLaAG cells transiently co-
transfected with GEBCAT vector and with SrcYF or RacQL expression
vectors and treated or not with 10 um y-secretase inhibitor, compound
X. Standard deviations of triplicate experiments are reported.

is accompanied by alterations of dendritic spines (47). Accord-
ingly, the phenotypes induced by combined mutations of the
three Rac GTPases of Drosophila are characterized by defects
of branching, guidance, and growth of axons (48).

The most known effectors of Racl are the PAK serine/thre-
onine kinases, which are activated through the binding of Rac-
GTP or Cdc42-GTP to their N-terminal autoinhibitory domain
(for a review see Ref. 49). A second known effector downstream
of Racl is the kinase Cdk5 (50), and the observation that APP
B-v processing is activated by Racl and the well demonstrated
function of Racl in the activation of p35/Cdk5 suggest a possi-
ble crucial role for this small G-protein in the generation of the
pathological signs of AD. In fact, the two histologic hallmarks
of the disease are AB accumulation in senile plaques and the
organization of hyperphosphorylated tau protein in fibrillary
tangles. It is well demonstrated that one of the two kinases
involved in anomalous tau phosphorylation is p35/Cdk5 (51),
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and therefore, activation of Racl could, at the same time,
increase AB generation and cause tau hyperphosphorylation,
leading to conditions that favor plaque and tangle formation.

The results reported here support the hypothesis that other
extracellular signals, different from PDGF and known to induce
Src and/or Racl, could trigger the processing of APP. In fact,
numerous signaling pathways converge on Src: (i) several other
tyrosine kinase receptors, such as nerve growth factor receptor,
epidermal growth factor receptor, and fibroblast growth factor
receptor, are able to activate Src (52-54); (ii) Src is activated by
engagement of integrins during cell interaction with extracellu-
lar matrix (55); (iii) G-protein-coupled receptors activate Src, as
in the case of thrombin (56, 57); and (iv) voltage-dependent and
ligand-gated channels have been demonstrated to interact with
Src such as, for example, the N-methyl-p-aspartic acid channel
(58).

Among the possible targets of the pathway described above
are secretases and APP. The structure of y-secretase is not
completely known, and little information is available on the
regulation of BACE activity; on this basis, it is hard to hypoth-
esize mechanisms through which these machineries could be
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activated. On the other hand, there are experimental results
suggesting that phosphorylation of APP does not affect its
processing. In fact, it was well documented that APP is phos-
phorylated on Ser and Thr in vitro and in vivo (59), but these
post-translational modifications are not involved in the regu-
lation of APP cleavage (60). APP is also phosphorylated at the
level of Tyr-682 (APPgq; isoform numbering) of its intracellular
domain (8). One of the kinases that is able to phosphorylate
APP on Tyr-682 is the non-receptor tyrosine kinase Abl. How-
ever, we showed here that the expression of a constitutively
active form of Abl does not affect APP-Gal4 processing (see Fig.
6) and that, in cells expressing a mutant form of APP in which
Tyr-682 is substituted with a Phe residue, SrcYF induces an
increase of AB accumulation similar to that observed in cells
expressing wild type APP (data not shown).

There are several results indicating that the processing of APP
by y-secretase could have a role in signal transduction (61). In
fact, we and others (10, 62) demonstrated that Fe65, one of the
ligands of APP cytodomain, is a nuclear protein and that APP
functions as an anchor that restricts Fe65 outside of the nucleus.
Following APP processing by y-secretase, the cytodomain of APP
(AID) together with Fe65 is translocated into the nucleus (10,
62—-63). Fe65 and/or AID-Fe65 complex, through the interaction
with the transcription factor LSF (9) or with the histone acetyl-
transferase Tip60 (10), could regulate the transcription. In sup-
port to this hypothesis, we found that Fe65 overexpression in the
nucleus regulates the transcription of the thymidylate synthase
gene driven by LSF (64). These findings suggest that PDGF, or
other molecules activating the Src-Rac1 cascade, could be signals
that trigger the cleavage of APP and, in turn, nuclear transloca-
tion of Fe65 and/or Fe65-AID, which regulate gene expression.

Taken together these data suggest the possibility that the
activation of PDGF-R, Src, and Racl could be relevant for the
generation of AB by neurons and that new possible targets for
therapeutic interventions in Alzheimer’s disease could be found
in this pathway. Furthermore, the experimental system de-
scribed in this report could be used to find molecules that
inhibit the PDGF-Src-Rac-induced processing of APP and that,
in turn, could be useful for the development of anti-AD drugs.
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Abstract

The molecular adaptor Fe65 is one of the cytosolic ligands of the Alzheimer’s f-amyloid precursor protein (APP), and this complex is
believed to play important roles in mammalian cells. Upon cleavage of APP by specific processing activities, the complex between
Fe65 and the APP intracellular domain (AICD) translocates to the nucleus. Experimental evidence suggests that the Fe65-AlCD
complex regulates gene transcription. In Caenorhabditis elegans the orthologue of the Fe65 gene, feh-1, regulates pharyngeal
activity. In fact, the rate of pharyngeal contraction is increased following transient or stable suppression of the feh-1 gene expression.
Here we show that the increased contraction rate of the pharynx in feh-1 mutant worms is associated to decreased
acetylcholinesterase activity. The decreased activity is accompanied by reduced expression of ace-1 and ace-2 transcripts, coding
for the two major acetylcholinesterase activities in the nematode. These results indicate a target of the regulatory mechanisms based
on the Fe65-APP complex that could be relevant for the pathogenesis of Alzheimer’'s disease.

Introduction

Mammalian Fe65 genes encode three homologous proteins sharing a
similar modular structure. Their protein—protein interaction domains,
one WW and two phosphotyrosine binding (PTB) domains, interact
with several proteins. The Fe65 proteins bind the cytodomain of
Alzheimer’s B-amyloid precursor, APP, through their PTB2 domain
(Fiore et al., 1995; Guénette et al., 1996; Zambrano et al., 1997;
Duilio et al., 1998). Moreover, the WW domain of Fe65 binds to
Mena and Abl (Ermekova et al., 1997; Zambrano et al., 2001), while
the N-terminal PTB (PTB1) interacts with the LDL-receptor related
protein, LRP (Trommsdorff ez al., 1998) and, in the nucleus, with the
transcription factor, LSF (Zambrano et al., 1998), or the histone
acetyltransferase, Tip60 (Cao & Sudhof, 2001). As far as the functions
of the Fe65-APP complex are concerned, several hypotheses could be
supported by the available experimental results. One is that APP
regulates the subcellular localization of Fe65. Fe65 was in fact isolated
as a brain-specific protein possessing a transcription activation domain
(Duilio et al., 1991). Later on, it has been shown that Fe65 is a nuclear
protein and that its interaction with APP retains the protein in the
cytosol (Cao & Sudhof, 2001; Minopoli et al., 2001). Then, the
cleavage of APP by secretases could be considered a mechanism
regulating the nuclear translocation of Fe65, resembling the mechan-
ism acting on Notch (Selkoe & Kopan, 2003). Several results suggest
that Fe65 contributes to gene regulation. It, in fact, interacts with LSF
to regulate the expression of thymidilate synthase gene (Bruni et al.,
2002) and has been found associated to chromatin on the KAIl
promoter (Baek et al., 2002). Furthermore, the Fe65-AICD-Tip60
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complex activates the transcription of reporter genes (Cao & Sudhof,
2001). Besides its involvement in transcription, Fe65 plays a role in
cell motility (Sabo et al., 2001) and in the activities leading to APP
cleavage (Sabo et al., 1999; Ando et al., 2001; Zambrano ef al., 2004).

The feh-1 gene is the Caenorhabditis elegans orthologue of
mammalian Fe65s. It is expressed in the pharynx and in the nerve
system and the encoded protein interacts with APL-1 (Zambrano
et al., 2002) the product of the APP orthologue (Daigle & Li, 1993).
Both proteins participate to a mechanism regulating pharyngeal
activity in C. elegans. feh-1-null worms either arrest during embry-
ogenesis, or at the first larval stage. The functional defect of the
arrested larvae results in impaired feeding ability, as the pharynxes of
the growth-arrested worms are paralysed. Furthermore, a decreased
expression of FEH-1 or APL-1 by RNA interference leads to an
increased rate of pharyngeal contractions (Zambrano et al., 2002).
Here, we present evidence indicating that the defects observed in feh-1
mutants are due to decreased expression of two acetylcholinesterase
genes, thus suggesting that the latter could be a target of the regulatory
machinery centred at the Fe65-APP complex.

Materials and methods
Nematode strains and treatments

The C. elegans strains used in this work were wild-type N2 Bristol,

feh-1(gb561) (Zambrano et al., 2002). The latter was genetically

balanced with the gC1 [dpy-19(el259) glp-1(q339)] 111 balancer from
the strain RW3625 (let-805(st456)/qC1) (Hresko et al., 1999).
Nematodes were grown on NGM plates seeded with Escherichia coli
OP50 as food source, and propagated according to standard proce-
dures (Sulston et al., 1988).
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The effects of pharmacological treatments were tested on randomly
picked adults individually transferred to agar plates containing
0.1 mM or 0.15 mM nicotine (Sigma), or either 1 uM or 5 UM oxantel
(Sigma) for different time-points. Pharyngeal pumping rates of the
worms were measured on 20 cloned individuals from each line, or
from drug-treated worms, blindly, during a 20-second period. Each
experiment was repeated three times, standard deviation was calcu-
lated for each group, and for statistical comparisons Student’s test was
used.

Acetylcholinesterase (AChE) assays

AChE activity was assayed in total worm extracts by the method of
Ellman et al., 1961. Proteins from unsynchronized worms or from
synchronized L1 larvae were extracted using glass beads (Sigma,
Milan, Italy) in low-salt buffer (10 mMm Tris/CL, pH 7.5) containing
1% Brij 97 (Sigma) and a protease inhibitor cocktail (Complete,
EDTA-free, Roche, Monza, Italy). The samples were sonicated and
clarified by centrifugation for 15 min (15 000 x g, 4 °C). Protein
concentration was estimated with the Bradford assay (Bio-Rad, Milan,
Italy), using bovine serum albumin as a standard, according to
manufacturer’s instruction. Triplicate aliquots of 0.15 mg of proteins
were used as the enzyme source in a substrate-reagent mixture
containing 1 mM acetylthiocholine iodide (Sigma), 1 mM tetraisopro-
pylpyrophosphoramide (Sigma), and 0.25 mM 5,5’-dithiobis-2-nitro-
benzoate (Sigma) in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.4. The reaction was
allowed to proceed for 10 min, during which the absorbance at
405 nm was detected by a spectrophotometer.

Histochemical detection of acetylcholinesterase activity was per-
formed as previously described (Culotti et al., 1981), on synchronized
wild-type N2 L1 larvae, and on individually picked feh-1 —/— Lls.
The staining was allowed to proceed for 4 h, then images were taken
with a Zeiss Axiolab microscope (Carl Zeiss, Jena, Germany),
connected to a digital camera.

Semi-quantitative and quantitative reverse
transcription-polymerase chain reaction

RNA samples from mechanically homogenized worms were extracted
with the RNeasy Mini Kit (Qiagen, Milan, Italy); 1.5 ng of each RNA
sample were treated with Deoxyribonuclease I (Invitrogen/Life
Technologies, San Giuliano Milanese, Italy) for 15 min at room
temperature to remove residual DNA, followed by inactivation at
65 °C for 10 min. The cDNAs were obtained by reverse transcription
of DNase-treated RNAs, using random hexanucleotide primers and
200 units of Superscript II Reverse Transcriptase (Invitrogen/Life
Technologies) for 50 min at 42 °C, followed by inactivation of the
enzyme at 70 °C for 15 min. All primers were designed to
intron/exon boundaries using the PrimerExpress sofware (version I,
Applera, Monza, Italy); the sizes of the amplicons were between 60
and 180 nucleotides-long. The reference transcripts for the relative
quantification of the reaction products were from the C. elegans actin
genes. The sequences of the primer sets used were the following:
ace-1, 5"-TCTGCCTTCGACGATATTAGCTG

and 5’-GAGCCATCATGGAGGTGAATG;

ace-2, 5"-TGCAAATACTGGAAGAACCGACT

and 5-TTCGATGCTTCCCTTGTAATGTT;

ace-3, 5-ACGGTGATCTACACGCGACA

and 5"-GTCCTGCTGTGCTGTGGAGAC;

ace-4, 5"-TTCATTTTTATTACTGTTTTTATCGATTCAG

and 5’-CACCGGATGAACCGCCT;

actin, 5'-CCAGCCATCCTTCTTGGGTATG
and 5-CTTGATCTTCATGGTTGATGGGG.

All the primers were synthesized by the CEINGE oligonucleotide
synthesis facility (Napoli, Italy). For semiquantitative reverse tran-
scription-polymerase chain reaction (RT-PCR), the amplified products
of ace-1, ace-2 and actin transcripts were collected at different cycles,
resolved on 1.5% agarose gels, blotted to nylon membranes
(Hybond N*, Amersham Pharmacia Biotech, Cologno Monzese,
Italy), and hybridized to the cognate **P-labelled probes at 65 °C in
a buffer containing 0.5 M sodium phosphate, 7% (w/v) sodium
dodecyl-sulphate, 1 mm EDTA, pH 7.2. Detection and quantification
of the hybridized probe was performed on a Storm 840 phosphori-
mager (Amersham Pharmacia Biotech), using the ImageQuant soft-
ware. Such a quantification was used to select the linear range of
amplification for semiquantitative estimation of the relative expression
levels of actin, ace-1 and ace-2 genes.

The cDNAs from synchronized L1 larvae were used as template for
quantitative real-time PCR using an ABI-Prism 7900 sequence
detection system (Applera). Reactions were performed in a volume
of 25 pL including diluted cDNA sample, SybrGreen PCR master mix
(Applera) and the different primer sets. PCR cycling conditions were
50 °C for 2 min, 95 °C for 10 min, followed by 40 reaction cycles in
which denaturation was carried out for 15 s at 94 °C, followed by
1 min at 60 °C for annealing and extension. Each sample was run in
triplicate. For each gene the mean Ct value was calculated with the
relative standard deviations. The mean Ct values of all ace genes were
normalized against actin (ACY) to account for variability in the initial
concentration and quality of total RNAs and in the conversion
efficiency of the reverse transcription reaction. The relative expression
is calculated as 272" where the AACY is the difference between the
ACt values of mutant vs. wild-type worms. Melting curve analysis and
agarose gel electrophoresis allowed us to verify the specificity of PCR
amplifications (data not shown). No amplifications were detected in
samples without template or with DNase-treated RNA not subjected to
reverse transcription.

Results and discussion
feh-1 +/— worms are hypersensitive to nicotine

We have already demonstrated that in C. elegans, inhibition of FEH-1
protein synthesis through genetic manipulation of the cognate gene, or
through post-transcriptional gene silencing, achieved by RNA inter-
ference, elicits a pharyngeal phenotype. This phenotype is clearly
dependent on the degree of inhibition, as worms homozygous for the
feh-1 null mutation are blocked in the first stage of larval development,
due to paralysis of the pharynx, while heterozygous worms develop
normally, but show an increased rate of pharyngeal contractions
(Zambrano et al., 2002). These results support the possibility that the
absence or decreased levels of FEH-1 lead to a hypersensitivity of the
pharynx to the stimuli inducing the contraction. To explore this
possibility, we treated wild-type and mutant worms with the
acetylcholine (ACh) receptor agonist nicotine, as pharyngeal contrac-
tion is mediated by this neurotransmitter (Raizen et al., 1995; McKay
et al., 2004). The results of Fig. 1 show that at low concentration
(0.1 mM), nicotine increases the contraction rate of the pharynx in
wild-type worms to levels similar to unstimulated fek-/ +/— worms,
while, following a long exposure to higher concentration (0.15 mm),
the wild-type pharynx contraction becomes arrhythmic, with just few
pulses being detected at longer time points. The nicotine stimulation of
feh-1 +/— worms results in the apparent normalization of the
contraction rate at the early time points, and to a more precocious

© 2004 Federation of European Neuroscience Societies, European Journal of Neuroscience, 20, 1483—1488
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FI1G. 1. Analysis of the pharyngeal response to nicotine stimulation in wild-
type vs. mutant feh-1 +/— worms. Individual wild-type (filled box) or feh-1
heterozygous (open box) adult worms were randomly picked from the
corresponding cultures and tested for pharyngeal contraction rate after being
transferred to nicotine-containing plates for the indicated times. In A, the
concentration of nicotine was 0.1 mM; in B, the nicotine concentration was
0.15 mm.

appearance of arrhythmic contractions, as soon as at the lowest
concentration of nicotine. The contraction rates of the pharynxes of the
wild-type and feh-1 +/— worms become indistinguishable at the latter
time points in the high dose experiment. Taken together, these results
indicate that the mutant worms exhibit an increased sensitivity to
acetylcholine, compared to wild-type worms.

The increased susceptibility of the heterozygous worms to nicotine
stimulation could be interpreted as due to an increase in the number of
ACh receptors in the pharynxes of heterozygous worms compared to
wild-type worms. However, the lack of differences in the response to
oxantel, an ACh antagonist, between the two populations suggests that
this seems not to be the case. In fact, wild-type or feh-1 +/— worms
were seeded on plates treated with 1 pM or 5 uM oxantel, and the
pharyngeal contraction rate was evaluated at various time-points. As
shown in Fig. 2, both wild-type and heterozygous worms show a
consistent decline in pharyngeal activity, due to the insensitivity of the
pharyngeal muscle to ACh stimulation. The corresponding profiles are
very similar among wild-type and heterozygous worms, in both
conditions used.
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FIG. 2. Analysis of the pharyngeal response to the treatment with oxantel in
wild-type vs. mutant fes-1 +/—worms. Individual wild-type (filled box) or feh-1
heterozygous (open box) adult worms were randomly picked from the
corresponding cultures and tested for pharyngeal contraction rate after being
transferred to oxantel-containing plates for the indicated times. In A, the
concentration of oxantel was 1 pM; in B, the concentration of oxantel was 5 pM.
The vertical axis shows relative values of the pharyngeal contraction rate,
expressed as a percentage of the rate determined at time O for both strains.

Decreased acetylcholinesterase activity in feh-1 mutants is
accompanied by down-regulation of ace-1 and ace-2 transcripts

One possible explanation for the increased pharyngeal contraction rate
in the feh-1 mutants could be at least partially explained by the
occurrence of a higher cholinergic tone in the pharynxes of the mutant
worms. This could be due to increased ACh delivery to the
neuromuscular junction of the heterozygous worms, or to decreased
ACh turnover. In order to test the latter hypothesis, we assayed the
activity of the ACh-degrading enzyme, acetylcholinesterase, in control
RW3625 (Hresko et al., 1999) and in feh-1 +/— worms, and compared
to the activity of wild-type populations. RW3625 worms possess the
mutations used to keep genetically balanced the fes-/ mutant allele,
thus constitute a control population to exclude effects of this genetic
background to the AChE activity. Figure 3 shows that RW3625 worms
behave like wild-type worms in terms of acetylcholinesterase activity.
Also the pharyngeal pumping rate of these worms is indistinguishable
from wild-type worms (data not shown). Indeed, the relative AChE
activity measured in feh-1 +/— worms is reduced to approximately
70% of the activity present in wild-type worms. As far as the feh-1
genotype is concerned, among the mutant feh-/ unsynchronized
populations tested, the worms reaching adulthood, then fertility, are
either heterozygous (50%) or wild-type (25%), and these individuals
contribute to most of the protein mass present in the extracts. On the
other hand, the remaining 25% of the population is composed of feh-1-
null growth-arrested embryos (approximately 10%) and L1 larvae

© 2004 Federation of European Neuroscience Societies, European Journal of Neuroscience, 20, 1483—1488
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FiG. 3. Acetylcholinesterase activity is decreased in feh-I mutants. The
enzymatic activity of acetylcholinesterase was determined in unsynchronized
populations (black bars), or in synchronized L1 larvae (white bars) from
wild-type, RW3625 or feh-1 +/— worms. The relative values of RW3625
and feh-1 +/— worms are presented as a percentage of the enzyme activity
of wild-type worms. Standard deviations result from statistical analysis of
triplicate experiments.

(approximately 15%) which, for their limited size, contribute only
moderately to the protein sample used for the enzymatic assay. In
order to get a more balanced population, we repeated the AChE

A

actin ace-1

enzymatic assay on synchronized L1 larvae. In this case, the reduction
in AChE activity drops to values close to 40% in the larval progeny
(L1 stage) of feh-1 +/— heterozygous worms, compared to L1
synchronized populations from wild-type and RW3625 worms
(Fig. 3). Thus, AChE activity is significantly reduced in worms with
an inactivating feh-/ mutation.

In C. elegans, four different genes encoding acetylcholinesterases,
ace-1 to ace-4, are present (Johnson et al., 1981, 1988; Culetto ef al.,
1999; Combes et al., 2000), giving different relative contributions to
the total AChE activity of the nematode. Among the cognate gene
products, ACE-1 and ACE-2 proteins encode, respectively, for class A
and class B acetylcholinesterases, respectively, and they are together
responsible for most (95%) of the acetylcholinesterase activity in
C. elegans (Combes et al., 2003). We then used semiquantitative
reverse transcription-polymerase chain reaction as a tool for the
analysis of the levels of the transcripts of the ace-1 and ace-2 genes in
feh-1—/—L1 larvae vs. wild-type L1s. The —/— L1s were individually
picked from the progeny of heterozygous feh-I mutants, as they are
impaired in growth and blocked in this developmental stage. As these
larvae cannot feed, we used RNA samples from starved, wild-type L1s
as a control. Panels A and B of Fig. 4 show the results of a typical
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FIG. 4. Expression of acetylcholinesterase transcripts in feh-/ mutants. (A) Semiquantitative evaluation of the expression of ace-1 and ace-2 transcripts in wild-type
and feh-1 —/— L1 larvae. Amplification products of the actin, ace-1 and ace-2 cDNAs from wild-type (bottom) and feh-1 —/— (top) L1 larvae were resolved by
agarose gel electrophoresis, blotted and hybridized to the corresponding *?P-labelled probes for quantitative determinations. The figure shows typical results obtained
after 27, 30, 33 and 36 cycles of amplification by PCR. (B) Relative expression of ace-1 and ace-2 mRNAs in mutant vs. wild-type worms. The values derive from
the analysis of three experiments of semiquantitative evaluations of the expression of ace-1 and ace-2 transcripts (see A). The results are presented as a percentage
relative expression of the two transcripts between feh-1 —/— and wild-type worms, using actin transcripts for normalization. Standard deviations derive from
statistical analysis of triplicate experiments. (C) Quantitative evaluation of ace-1, ace-2, ace-3 and ace-4 transcripts in synchronized L1 larval populations from
wild-type and feh-1 +/— worms. The values obtained for the expression of the indicated transcripts in fes-/ mutant larvae (white bars), are presented as a percentage
of the values obtained from wild-type larvae (black bars). Actin transcripts have been used for normalization. The standard deviations are derived from statistical

analysis of triplicate experiments; *P < 0.01; **not significant.
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F1G. 5. Histochemical detection of acetylcholinesterase activity in represen-
tative wild-type (A) and feh-1 —/— (B) L1 larvae. The black arrowheads
indicate the nerve ring of the two worms; the grey arrowhead indicates the more
caudal structure, lining the anterior side of the pharyngeal terminal bulb.
Magnification, 400x.

semiquantitative RT-PCR experiment, indicating that both ace-/ and
ace-2 transcripts are down-regulated by feh-/ mutation, to a similar
extent; at the lowest RT-PCR cycle in which it is possible to detect the
two transcripts by hybridization with complementary radioactive
probes (27th cycle), the ratio between normalized expression of ace-1
and ace-2 transcripts indicates that the mutants, homozygous feh-1
—/— worms express four-fold less transcripts, compared to the wild-
type worms. As ace-3 and ace-4 transcripts are less abundant than ace-
1 and ace-2 mRNAs, we took advantage of quantitative real-time PCR
to estimate the effects of feh-I mutation on the levels of the
corresponding transcripts. The threshold cycles for appearance of the
amplification products of the four ace genes in wild-type L1 larvae
confirm that the more abundant transcripts detected derive from ace-1
and ace-2, while the less abundant was from ace-3 (data not shown).
The analysis of the data obtained from quantitative RT-PCR on
synchronized L1 larvae from wild-type and fek-1 +/— worms allowed
a comparative analysis to be performed, shown in Fig. 4C. The levels
of ace-1 and ace-2 genes in mutant larvae is approximately 40% of the
transcript levels present in wild-type worms, while ace-3 transcripts
are slightly more abundant in the mutants than in the wild-type worms.
The slight, but significant increase in ace-3 transcripts can be
interpreted as an adaptive response of the worms to reduced AChE
activity. In fact, despite the absence of obvious phenotypes of ace-3
mutants (the encoded protein is responsible for as low as 5% of the
total AChE activity, see Combes et al., 2000), this gene is able to keep
the uncoordinated ace-1/ace-2 double mutant viable, while the triple
mutant is lethal (Johnson ef al., 1988). No statistically relevant
differences were detected in the relative levels of ace-4 transcripts.
Although expressed in C. elegans, ace-4 is believed to be a
nonfunctional gene because of defective cis-splicing of its transcripts,
and because of a putative nonfunctional amino acid sequence
surrounding the Ser residue at the active site (Combes et al., 2003).
Taken together, these observations suggest that the reduced AChE
activity of feh-I mutant worms is due to down-regulation of the
expression of ace-1 and ace-2 genes. However, considering that the
feh-1 knock-out only affects pharyngeal pumping and not other
muscular functions of the worms, we have explored whether the
regulation of ace genes by FEH-1 is restricted to specific districts of
the worms.

To do this, we performed in situ acetylcholinesterase enzyme
assays, in whole mount preparations of wild-type and feh-1 —/— Lls.
The wild-type larvae show the already described staining of two main
structures in the cephalic half of the worms (Culotti et al., 1981). The
most rostral of these structures corresponds to the nerve ring (black
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arrowhead in Fig. SA), while the most caudal one (grey arrowhead in
Fig. SA) lines the upper side of the pharyngeal terminal bulb. The
in situ enzyme assay of the feh-1 —/— larvae showed that acetylcholi-
nesterase activity of the most caudal structure is completely lost
(Fig. 5B), while that of the most rostral structure is unaffected. These
results do not exclude the possibility that feh-1 controls the expression
of acetylcholinesterase genes also in other districts, where the
expression is below the detection limit of the histochemical staining,
but in any case the strength and specificity of the effects of feh-1
ablation in a restricted area of the pharyngeal region is striking.
Besides the relevance of these events for regulation of local
acetylcholinesterase activity, these results support the hypothesis of
the crucial contribution of ace gene down-regulation to the generation
of the feh-1 mutant phenotype.

The data presented in this paper allow the first description of a
functional role for Fe65 in a living organism. The identification of
acetylcholinesterase as a downstream target of Fe65 activity in
C. elegans strengthens the involvement of this protein in the
molecular mechanisms, whose de-regulation may lead to Alzheimer’s
disease. In fact, the so-called cholinergic hypothesis formulated to
explain Alzheimer’s pathogenesis suggested that loss of cholinergic
neurotransmission is responsible for the cognitive decline of these
patients (Coyle et al., 1983). This hypothesis has been challenged by
numerous experimental results, but inhibitors of acetylcholinesterase
are still used as drugs to alleviate Alzheimer’s disease symptoms
(Doody, 2003). The results presented in this paper do not affect the
concerns about the data supporting the cholinergic hypothesis, but
should be taken into account as they suggest that perturbing the
function of the APP-Fe65 complex could have consequences on the
expression of acetylcholinesterase genes also in mammals. Further
studies are needed to address this possibility and to examine whether it
could have any effect on the early steps of the development of the
disease.
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