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1. Zusammenfassung

Die Nukleotide Adenosintriphosphat (ATP) und Nikotinamidadenosindinukleotid (NAD")
nehmen, neben ihrer Rolle als Schliisselmetabolite des intrazelluldren Energiestoffwechsels,
weitere Funktionen als extrazelluldre Signalmolekiile ein. Eines ihrer Zielproteine ist der
P2X7-Ionen Kanal, der auf einer Vielzahl von himatopoetischen Zellen exprimiert wird. Er
kann sowohl durch seinen loslichen Liganden ATP als auch durch NAD-abhidngige ADP-
Ribosylierung aktiviert werden. Diese kovalente Modifikation wird durch die murine ADP-
Ribosyltransferase ART2.2 katalysiert, die die ADP-Ribosegruppe von NAD" auf
Argininreste verschiedener Membranproteine tibertrigt. Die extrazelluldire Domédne des P2X7-
Rezeptors enthélt elf Argininreste, die in Maus-, Ratten- und humanen P2X7 konserviert sind.
Die funktionale Signifikanz dieser Argininreste wurde im Rahmen dieser Arbeit anhand von
transfizierten HEK-Zellen, die den Wildtyp oder Arginin>Lysin Substitutionsmutanten des
P2X7-Rezeptors, alleine oder in Kombination mit der ART2.2 exprimierten, untersucht. Zwei
Mutanten (R294K und R307K) zeigten drastisch verminderte Calciumantworten auf ATP,
drei Mutanten (R206K, R76K, R277K) eine deutlich erh6hte Sensibilitit gegeniiber ATP und
NAD-abhingige ADP-Ribosylierung. Arginin 125 wurde als die ADP-Ribosylierungstelle
identifiziert, durch die der P2X7-Rezeptor aktiviert wird.

Die vorliegende Arbeit beschreibt ferner die Effekte der P2X7-Aktivierung im HEK-
Zellmodell und bei primiren, murinen T-Zellen durch ATP oder durch ART2.2-vermittelte
ADP-Ribosylierung. Die Aktivierung des Rezeptors bedingt in transfizierten HEK-Zellen den
Influx von Calcium, blasige Ausstiilpungen der Zellmembran (membrane-,,blebbing*), gefolgt
von einer raschen Exposition von Phosphatidylserin (PS) und der Aufnahme von Yo-Pro-1.
Bei T-Zellen kommt es zur PS-Exposition, dem Verlust von CD62L, CD27 und schlieBlich
zur Aufnahme von Propidiumiodid (PI). Eine Behandlung von naiven T-Zellen mit ATP oder
NAD' bedingt die Phagozytose dieser Zellen durch Peritonealmakrophagen. Dabei kann eine
positive Korrelation zwischen der Phagozytose der behandelten T-Zellen und der PS-
Exposition auf der Auflenseite der T-Zellmembran beobachtet werden.

Der P2X7-Rezeptor zeigt eine 40-fach hohere Sensitivitit gegeniiber NAD" als gegeniiber
ATP. Die Freisetzung von endogenem NAD" bei der Ernte von HEK-Zellen sowie bei der
Priparation von priméren T-Zellen verursacht bereits eine Aktivierung des P2X7 auf einem
Teil der Zellen. Im Fall von primdren T-Zellen kann dies durch intravendse Injektion von
ART2.2-blockierenden Einzeldoménenantikdrpern 10 Minuten vor der Prédparation der
Lymphozyten verhindert werden.



1.1 Abstract

The nucleotides adenosine triphosphate (ATP) and nicotinamide adenosine dinucleotide
(NAD") function as extracellular signaling molecules in addition to their roles as key
metabolites of intracellular metabolism. One of the ATP and NAD responsive receptors is the
ligand-gated P2X7 ion channel, which is expressed on a number of cells of hematopoietic
origin. The P2X7-receptor can be activated either directly by its soluble ligand ATP, or
indirectly by NAD-dependent ADP-ribosylation. The latter post translational modification is
catalyzed by murine ADP-ribosyltransferase ART2.2, which transfers the ADP-ribosyl
moiety from NAD' to target arginine residues in membrane proteins. The extracellular
domain of the P2X7-receptor contains 11 arginine residues which are conserved in P2X7 of
mice, rats and humans. In this work, the functional significance of these arginine residues was
investigated in transfected HEK-cells expressing wildtype P2X7 or arginine to lysine P2X7
mutants either alone or in combination with ART2.2. Two mutants (R294K and R307K)
showed drastically reduced calcium responses to ATP, while three mutants (R206K, R276K
and R277K) showed enhanced sensitivities to ATP and to NAD-dependent ADP-ribosylation.
Arginine 125 was identified as the ADP-ribosylation site by which the P2X7-receptor is
activated.

This thesis describes the effects of activation of P2X7 by ATP or by ART2.2-mediated ADP-
ribosylation in a HEK-cell model as well as in primary murine T-cells. In transfected HEK-
cells, activation of the receptor triggers an influx of calcium, membrane-“blebbing” followed
by a rapid exposure of phosphatidylserine (PS) and the uptake of Yo-Pro-1. T-cells respond to
P2X7 activation with PS-exposure, loss of CD62 and CD27 and finally, the uptake of
propidium iodide (PI). Treatment of naive T-cells with ATP or NAD' prompts their
phagocytosis by peritoneal macrophages. Here, a positive correlation between the
phagocytosis of nucleotide treated T-cells and PS-exposure by these cells was observed.

The P2X7-receptor shows a 40-fold higher sensitivity to NAD" than to ATP. During the
harvesting of HEK-cells and during preparation of primary T-cells enough NAD" is released
to allow ART2.2-mediated activation of the receptor on a fraction of cells. In case of T cells,
this can be prevented by the intravenous injection of ART2.2-blocking single domain
antibodies 10 min prior to cell preparation.
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2. Einleitung

Die Nukleotide ATP und NAD" sind als omniprisente Schliisselmetabolite des intrazelluliren
Energiestoffwechsels fiir jede Zelle essenziell. Als Geoffrey Burnstock 1972 am Beispiel von
Nervenzellen zeigte, dass ATP in den extrazelluldiren Raum sezerniert wird und bald darauf
Purin-sensitive Rezeptoren auf Muskelzellen beschrieb, war der Gedanke von Nukleotiden als
extrazelluldres Signalmolekiil noch ungewdhnlich (Burnstock 1972; Burnstock 1976). Es ist
inzwischen allgemein akzeptiert, das extrazelluldre Nukleotide nicht nur bei erregbaren Zellen
sondern auch bei vielen, anderen Zellen eine wichtige Rolle in der Zell-Zell-Kommunikation
einnehmen (Brake and Julius 1996; Buell ef al. 1996). Heute sind verschiedene, purinerge
Rezeptorfamilien bei hoheren und niederen Lebewesen bekannt, die fiir ATP, UTP und ihre
Derivate, z.T. auch fiir NAD" sensitiv sind (Moreschi et al. 2006; Burnstock and Verkhratsky
2009). Die Expression von Purinrezeptoren auf vielen Immunzellen und die Tatsache, dass
unter Zellstressbedingungen wie Entziindungen ATP und NAD" aus geschidigten Zellen
freigesetzt werden, macht die purinergen Rezeptoren auch fiir die Immunologie hdchst
interessant (Di Virgilio et al. 1996; Haag et al. 2007).

Die vorliegende Arbeit beschreibt die Aktivierung des Purinrezeptors P2X7 auf murinen T-
Zellen durch ATP, seinen 16slichen Liganden (Abb. 1A), sowie durch ADP-Ribosylierung
(Abb. 1B), eine kovalente Modifikation, die Enzym-vermittelt und ebenfalls Nukleotid-
abhiingig ist, da NAD" als Substrat fungiert (Seman et al. 2003; Seman et al. 2004). Hierbei
werden Funktionsanalysen des Rezeptors sowie seine modulatorische Wirkung auf T-Zellen

vorgestellt.
A Na*, Ca*t B Na*, Ca**
‘ NAD* -
ATP — P2X7 [ s P2X7
\ \ | ADP-Ribose
L " +
\_/" Argipin 1“?.5
auBen JA1 1 — ART2 /|11
mnnen l
\J
K K*
Abb. 1: Aktivierung des zytolytischen P2X7-Purinrezeptors durch seinen loslichen

Liganden ATP (A) oder alternativ durch die ART2-katalysierte ADP-Ribosylierung des
Arginins 125 (B). Die Aktivierung des P2X7-Rezeptors fiihrt zu einem Kationenstrom iiber
die Zellmembran. ART2, membranstindige ADP-Ribosyltransferase 2, die aufgrund der
Kristallstruktur der verwandten Ratten-ART?2 als ,, Pacman* dargestellt wird. Der Glykosyl-
Phosphatidyl-Inositol-(GPI)-Anker der ART? ist als Verzweigung dargestellt.
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2.1 Purinrezeptoren

Die ersten P2X-Rezeptoren wurden urspriinglich aus Nervenzellen kloniert und charakterisiert
(Brake et al. 1994; Valera et al. 1994). Erst spéter stellte sich heraus, dass sie nahezu in allen
Geweben von Wirbeltieren exprimiert werden. Bei den sieben Mitgliedern der P2X-
Rezeptorenfamilie, P2X1-P2X7, handelt es sich um ATP-gesteuerte lonenkanile, die sowohl
fiir monovalente (Na*, K als auch fiir divalente Kationen (Ca®") durchlissig sind (Buell et
al. 1996; Di Virgilio et al. 1996; Soto et al. 1997).

P2X-Rezeptoren sind zwischen 379 und 595 Aminosduren lang und besitzen auf der
Proteinebene eine 30-50%-ige Sequenzidentitit (Abb. 2) (North 2002; Khakh and North
2006). Die Topologie einer Untereinheit setzt sich aus zwei hydrophoben
Transmembranregionen, TM1 und TM2, einer zwischengeschalteten, langen, extrazelluldren
Doméne mit ATP-Bindungsstelle und 10 konservierten Cysteinresten, die vermutlich fiinf
stabilisierende Dilsufidbriicken ausbilden, sowie intrazellularen N- und C-Termini zusammen.
Eine Kristallstruktur von P2X-Rezeptoren existiert bisher nicht. Die Stochiometrie der P2X-
Rezeptoren beinhaltet wahrscheinlich drei Untereinheiten, wobei Homo- und z.T. auch
Heterotrimere gebildet werden (Nicke et al. 1998; North 2002; Nicke et al. 2005; Roberts et
al. 2006; Nicke 2008).

Um P2X-Rezeptoren zu aktivieren, miissen alle drei Ligandenbindungsstellen, die zwischen
benachbarten Untereinheiten vermutet werden, jeweils 1 ATP Molekiil binden (Ding and
Sachs 1999; Jiang et al. 2003). Die dadurch ausgeldste Konformationsédnderung des Rezeptors
resultiert innerhalb von Millisekunden nach ATP-Bindung in der Offnung eines Kanals fiir
Kationen, an deren Bildung die TM2-Region mafgeblich beteiligt sein soll (Egan et al. 1998;
Haines et al. 2001; Li ez al. 2008). Der schnelle Influx von Na” und Ca®" und Efflux von K"
fiihrt zur Membrandepolarisation. Insbesondere der Anstieg der zytoplasmatischen
Calciumkonzentration fiihrt zur Aktivierung intrazelluldrer Signaltransduktionsprozesse, die
noch nicht vollstindig verstanden sind (Di Virgilio ef al. 2001). Interessanterweise zeigen
einige P2X-Rezeptoren eine selektive Permeabilitit fiir Ca**-Ionen, die vermutlich durch
saure Aminosduren an der dufleren Poren6ffnung und durch polare Aminosédurereste innerhalb
des Kanals bestimmt wird (Egan and Khakh 2004; Samways and Egan 2007; Samways ef al.
2008).

Die Entfernung des Liganden ATP fiihrt bei allen P2X-Rezeptoren zu einem mehr oder
weniger raschen Verschluss des lonenkanals (North 2002). Eine andauernde ATP-Stimulation
fithrt innerhalb der P2X-Rezeptoren zu verschiedenen Reaktionen: Bei den Rezeptoren P2X1
und P2X3 kommt es zur Desensitierung und zum Verschluss der Pore (Khakh et al. 1999;
Stojilkovic et al. 2005), wihrend es bei P2X2, P2X4 und P2X7 zu einer héheren
Permeabilitét fiir organische Kationen kommt. Diese Zunahme der Permeabilitit wird als
Ausweitung des Ionenkanals, als sogenannte ,,Pore dilation®, gedeutet (Khakh and Lester
1999; North 2002). Im Falle des P2X7-Rezeptors werden zudem weitere Membranproteine
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wie z.B. Pannexin-1 rekrutiert, die eine Ausbildung groBer Membranporen und damit eine
gesteigerte Permeabilitét fiir relativ groBe Molekiile (< 900 Da) bedingen (Pelegrin and
Surprenant 2006; Yan et al. 2008).

2.2 Zytolytischer P2X7-Rezeptor

Aufmerksam wurden Immunologen u.a. auf den P2X7-Rezeptor durch seine einzigartige
Eigenschaft, bei einer andauernden Rezeptoraktivierung, den Tod von Immunzellen
herbeizufiihren (Di Virgilio ef al. 1996; Surprenant et al. 1996; Di Virgilio et al. 1998;
Burnstock and Knight 2004).

Der P2X7-Rezeptor enthélt typische Merkmale der P2X-Rezeptorfamilie (Abb. 2): Jede
Untereinheit besitzt zwei hydrophobe Transmembrandoménen, die durch eine lange,
extrazelluldre Doméne getrennt sind sowie intrazelluldre N- und C-Termini. Der C-Terminus
ist mit 240 Aminosduren im Vergleich zu dem anderer P2X-Rezeptoren mit 27-120
Aminoséduren sehr lang (Surprenant et al. 1996). Verschiedene Ergebnisse sprechen dafiir,
dass das lange C-terminale Ende des P2X7-Rezeptors sowohl bei der Oberflichenexpression
des P2X7-Rezeptors, der Bildung der zytolytischen Pore und der intrazelluldren
Signaltransduktion involiert ist (Di Virgilio ef al. 1998; Smart et al. 2003). Einige
Mausstamme wie z.B. C57B1/6-Miuse tragen eine Punktmutation P451L im zytosolischen
Abschnitts des Rezeptors, die eine geringere Sensivitit gegeniliber ATP bedingt (Adriouch et
al. 2002). Die Koexpression des P2X7-Rezeptors mit sogenannten Mono-ADP-
Ribosyltransferasen (ARTs) auf murinen Immunzellen bedingt eine weitere Besonderheit des
P2X7-Rezeptors: Er kann hier sowohl in Gegenwart seines 16slichen Liganden ATP als auch
in Gegenwart von NAD" aktiviert werden (Seman et al. 2003; Seman et al. 2004; Koch-Nolte
et al. 2006; Scheuplein et al. 2009). Makrophagen und T-Zellen zeigen interessanterweise
unterschiedliche Sensitivititen gegeniiber ATP und NAD'. Wihrend 25 uM NAD und
250 uM ATP ausreichen, um den P2X7-Rezeptor auf murinen T-Zellen zu aktivieren, so
reagieren Makrophagen nur auf hohere Konzentrationen ATP (> 1 mM) und nicht auf NAD"
(Seman et al. 2003; Di Virgilio 2007; Hong et al. 2009). Auch innerhalb der T-
Zellsubpopulationen konnten unterschiedliche Sensitivititen gegeniiber ATP und NAD"
beobachtet werden. Regulatorische T-Zellen aus C57Bl/6-Médusen waren sensitiver gegeniiber
extrazellulirem NAD" und ATP heraus als andere CD4 - und CD8"- T-Zellen (Aswad et al.
2005).
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Eine kurzzeitige Aktivierung des Rezeptors von 1-2 Sekunden fiihrt zur transienten Offnung
des Ionenkanals mit einem typischen Calcium-lastigen Kationen-Influx (Abb. 3) (Surprenant
et al. 1996; Rassendren et al. 1997). Der P2X7-Rezeptor besitzt je nach Spezies und Zelltyp
eine vergleichsweise niedrige Affinitit gegeniiber ATP: Die ECsy des P2X7 wird im Bereich
zwischen 120 pM und 1,5 mM angegeben, wihrend die ECs der restlichen P2X-Rezeptoren
im niedrigen micromolaren Bereich von 1-10 uM ATP liegen (Buisman et al. 1988; Murgia et
al. 1992; North and Surprenant 2000; Schwarz et al. 2009).
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Abb. 2: Schematische Ubersicht einer Untereinheit des P2X7-Purinrezeptors. Da
die 3D-Struktur des homotrimeren P2X7-Rezeptors noch nicht bekannt ist, wird hier zur
Ubersicht nur eine Untereinheit in linearer Form dargestellt. Zehn in allen P2X-Rezeptoren
konservierte Cysteinreste (rote Kreise) bilden vermutlich fiinf intramolekulare
Disulfidbriicken (die hier gezeigte Verkniipfung ist fiir P2X1 und P2X2 experimentell gestiitzt,
Vial et al. 2004). Sechs, dicht aufeinanderfolgende Cysteine bilden eine kompakte Finger-
dhnliche, Cystein-reiche Region. Zwei Argininreste in dieser Region (R125, R133, gelbe
Dreiecke) wurden als die Ziele der ART2-katalysierten ADP-Ribosylierung identifiziert
(Bannas 2007, Adriouch et al. 2008). Ferner hervorgehoben sind potentielle
Glykosylierungsstellen (griine Dreiecke), vorhergesagte [B-Faltblattregionen (schwarze
Pfeile) sowie die im Maus-, Ratten- und humanen Rezeptor konservierten 11 Argininreste
(dunkelblaue Karos). Im Rahmen dieser Arbeit wurden bereits verfiigbare Rezeptormutanten
genutzt, bei denen jedes der dargestellten Arginine, einzeln und in Kombination, durch Lysin
ersetzt wurde (modifiziert nach Adriouch et al. 2008).
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Einzigartig ist, dass eine andauernde Stimulation des P2X7-Rezeptors mit ATP (oder dem
ATP-Analogon BzATP) zur Ausbildung grof3er, zytolytischer Membranporen fiihrt, die fiir
Molekiile von bis zu 900 Da durchldssig sind. Die resultierende Permeabilitdt der
Zellmembran wird durch die Aufnahme von organischen Molekiilen wie N-Methyl-D-
Glucosamin oder fluoreszierenden DNA-Farbstoffen wie Yo-Pro-1 nachgewiesen (Buisman
et al. 1988; Surprenant et al. 1996; Rassendren et al. 1997; Sluyter and Wiley 2002; Schwarz
et al. 2009). Diese Membranporen werden anscheinend nicht von P2X7 selbst, sondern u.a.
von einem anderen Membranprotein namens Pannexin-1 gebildet, das strukturelle
Ahnlichkeiten mit den Connexinen aufweist (Pelegrin and Surprenant 2006).

Die chronische Aktivierung des P2X7-Rezeptors induziert eine Kette von Reaktionen, die in
Abbildung 3 schematisch dargestellt sind. Sehr schnell nach dem Calcium-Influx kommt es
zur PS-Exposition auf der Zelloberfliche (Savill and Fadok 2000; Le Stunff et al. 2004;
Scheuplein et al. 2009). Ebenfalls sehr rasch kommt es zu einem Verlust von CD62L und
CD27 von der Zelloberfliche von T-Lymphozyten sowie zu einem Verlust von CD23 auf B-
Lymphozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen (Gu ef al. 1998; Sluyter and Wiley
2002; Scheuplein ef al. 2009). Der Verlust dieser Membranproteine wird als Abspalten
(,,Shedding®) bezeichnet, das durch Metalloproteasen wie TNF-alpha-converting enzyme
(TACE oder ADAM17) vermittelt wird (Gu et al. 1998; Peschon et al. 1998; Moon et al.
2006). CD62L (L-Selektin) ist ein wichtiges Adhdsionmolekiil, das unter anderem eine
entscheidene Rolle bei der Auswanderung von Lymphozyten aus der Blutbahn in
Lymphknoten spielt (Gearing and Newman 1993; Steeber et al. 1996). Dabei reguliert CD62L
das Rollen und Anheften der Lymphozyten an die Wand der Lymphknotenvenolen (Warnock
et al. 1998). Bei CD27 handelt es sich um ein Mitglied der TNF-Rezeptorfamilie. Das CD27-
vermittelte Signalling wird durch die Expression des Liganden CD70 gesteuert, der unter
Aktivierungsbedingungen hochreguliert wird. Hierbei kann die CD27-CD70-Interaktion
sowohl proinflammatorische als auch antiinflammatorische Konsequenzen auf die
Immunantwort haben (Nolte et al. 2009).

Bei T-Lymphozyten und anderen Zellen ist die chronische Aktivierung des P2X7 mit einem
Anschwellen, Blebben und Schrumpfen der Zelle verbunden (Adriouch et al. 2008; Taylor et
al. 2008; Schwarz et al. 2009). T-Lymphozyten zeigen nach ca. einer Stunde eine
Caspasenaktivierung (Scheuplein 2005). Der Tod der Zelle zeigt sich in einem
Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials und der Freisetzung der
zytoplasmatischen Lactatdehydrogenase (LDH), DNA-Fragmentierung und irreversibler PI-
Aufnahme (Abb. 3) (Scheuplein et al. 2003; Seman et al. 2003; Le Stunff et al. 2004).
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Abb. 3: Schematische Ubersicht der Reaktionen von T-Zellen auf chronische

P2X7-Aktivierung. Oben dargestellt sind die Reaktionen von T-Zellen auf P2X7-Aktivierung
durch andauernde Behandlung mit ATP, unten die Methoden, die zur Messung der jeweiligen
Ereignisse angewandt werden.

Bei Lipopolysaccharid-(LPS)-geprimten Makrophagen kommt es nach P2X7-Aktivierung zur
Prozessierung und Freisetzung des proinflammatorischen Interleukins IL-13. Die Aktivierung
des P2X7-Rezeptors durch ATP vermittelt die Aktivierung des Inflammasoms und somit der
Caspase-1, die die inaktive Vorform des II-1f in die aktive Form spaltet. Neben der
Freisetzung des IL-1B durch apoptotische Zellyse wird auch der Export iiber
Membrantransporter oder durch sekretorische Lysosomen vorgeschlagen. Teilweise folgt der
Freisetzung des IL-1p die Abgabe von LDH (Hogquist ef al. 1991; Singer et al. 1995; Khakh
et al. 1999; Ferrari et al. 2006; Pelegrin and Surprenant 2006; Brough and Rothwell 2007).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Rezeptormutanten eingesetzt, die in unserem Labor von
Sahil Adriouch hergestellt wurden (Adriouch et al. 2008; Schwarz et al. 2009). In den
Mutanten wurden einzelne Arginin durch Lysin ersetzt, um die funktionale Relevanz der
jeweiligen Arginine, wihrend der ATP- und NAD'-vermittelten Rezeptoraktivierung zu
untersuchen.

2.3 ADP-Ribosyltransferasen

ADP-Ribosyltransferasen werden sowohl in prokaryotischen als auch in eukaryotischen
Zellen exprimiert. Das Diphterie-Toxin wurde vor liber hundert Jahren von Paul Ehrlich und
Emil von Behring entdeckt und in den 1960-er Jahren als ADP-Ribosyltransferase
beschrieben (Honjo et al. 1968). Inzwischen sind weitere, bakterielle Toxine wie z.B das
Cholera-, das Pertussis- oder das C2- und C3-Toxin aus Clostridium botulinum dafiir bekannt,
ihre Toxizitdt in Sdugerzellen durch die ADP-Ribosylierung von Zielproteinen zu entfalten
(Corda and Di Girolamo 2003). Typischerweise handelt es sich bei den bakteriellen ARTs um
sezernierte Toxine, die ihre Zielproteine nach Translokation in die Wirtzelle erreichen: Das
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Diphterie-Toxin blockiert z.B. die Proteinsynthese der Wirtszelle durch die ADP-
Ribosylierung des Diphthamids, einer modifizierten Form des Histidins, am
Elongationsfaktor EF2, das C2-Toxin hingegen ADP-ribosyliert Aktin am Arginin 177 und
blockiert damit dessen Polymerisation (Honjo et al. 1968; Richard et al. 1999; Aktories and
Just 2000; Collier 2001).

Toxin-verwandte ADP-Ribosyltransferasen wurden auch in Sdugetieren gefunden. Es werden
zwei Gruppen unterschieden: Die extrazelluliren Mono-ADP-Ribosyltransferasen (mARTSs
oder ARTs) und die intrazelluliren Poly-ADP-Ribosyltransferasen (pARTs oder PARPs)
(Bazan and Koch-Nolte 1997; Glowacki et al. 2002; Otto et al. 2005; Koch-Nolte et al.
2006).

Die ersten Familienmitglieder der extrazelluliren Mono-ADP-Ribosyltransferasen, die in
Wirbeltieren molekular kloniert wurden, waren die ART1 aus dem Skelettmuskel des
Kanninchens und die ART2 (RT6) aus T-Zellen der Ratte (Koch et al. 1990; Zolkiewska et
al. 1992). Seitdem wurden weitere Mono-ADP-Ribosyltransferasen kloniert, die als kleine
(200-250 Aminosduren lang), mebranstindige, GPI-(Glykosyl-Phosphatidyl-Inositol)-
verankerte Ekto-Enzyme (ART1-4) oder als sezernierte Enzyme, in verschiedenen Geweben
exprimiert werden (ARTS). Der Mensch besitzt mit ART1, ART3, ART4 und ARTS vier
Mitglieder aus dieser Ekto-Enzymfamilie, wéhrend die Maus mit ART1, ART2.1, ART2.2,
ART3, ART4 und ARTS sechs Mitglieder aufweist (Glowacki ef al. 2002). Das ART2-Gen
beim Menschen und anderen Primaten enthélt im Leseraster drei vorzeitige Stoppcodons,
wodurch es zu einem sogenannten Pseudogen wird (Haag et al. 1994; Koch-Nolte et al.
1996). Die kristallographischen Strukturanalysen der Ratten ART2 (RT6) sowie einiger
bakterieller ADP-Ribosyltransferasen zeigen eine an einen ,,Pacman‘ erinnernde Struktur,
bestehend aus zwei pP-Faltblittern, die den ,,Oberkiefer und Unterkiefer des NAD'-
bindenden, katalytischen Spaltes bilden (Choe et al. 1992; Sixma ef al. 1993; Mueller-
Dieckmann et al. 2002).

2.3.1 Kovalente Modifikation: Mono-ADP-Ribosylierung

Die Mono-ADP-Ribosylierung ist, dhnlich der Phosphorylierung, eine reversible,
posttranslationale Proteinmodifikation. Mono-ADP-Ribosyltransferasen katalysieren hierbei
die Ubertragung einer ADP-Ribose-Gruppe von NAD' auf einen spezifischen
Aminosdurerest, wobei Nikotinamid freigesetzt wird (Abb. 4) (Just and Aktories 1991). Als
Zielaminosduren sind Arginin, Asparagin, Cystein und modifiziertes Histidin (Diphthamid)
bekannt (Hassa et al. 2006). Die Spezifitit variiert je nach ADP-Ribosyltransferase: Die
bisher beschriebenen mARTSs der Wirbeltiere sind, soweit bekannt, Arginin-spezifisch.
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Die ADP-Ribosylierung ist eine reversible Modifikation, die durch verschiedene
Mechanismen riickgidngig gemacht werden kann. Die Familie der Nukleotid-
Pyrophosphatasen/Phosphodiesterasen spaltet die Phosphodiesterbindung der ADP-Ribose-
Gruppe. Dadurch bleibt am Zielprotein ein Ribosephosphatrest zuriick, der das Protein vor
erneuter ADP-Ribosylierung schiitzt. Ob und wie der verbleibende Ribosephosphatrest
entfernt wird, ist bisher unbekannt. Beschriecben wurde dieser Mechanismus fiir die
Oberflachen-ADP-Ribosylierung von Integrin a7 auf Skelettmuskelzellen (Moss ef al. 1997).
Die Familie der ADP-Ribosylhydrolasen (ARH) entfernt die ADP-Ribose-Gruppe vollstindig
vom Zielprotein. Mitglieder dieser Enzymfamilie wurden bisher nur intrazelluldr identifiziert
(Moss et al. 1992; Takada et al. 1993; Takada et al. 1994; Kernstock et al. 2006; Niere et al.
2008).
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Abb.4: Schematische Ubersicht der Mono-ADP-Ribosylierungsreaktion. Die

Mono-ADP-Ribosyltransferasen katalysieren die Ubertragung der ADP-Ribose-Gruppe
(ADPR) von NAD" auf einen spezifischen Aminosdiurerest, wobei Nikotinamid freigesetzt
wird. Diese Proteinmodifikation inhibiert oder aktiviert das entsprechende Zielprotein. Ekto-
Nukleotid-Pyrophosphatasen/Phosphodiesterase (E-NPP) und ADP-Ribosylhydrolasen
(ARH) machen die Reaktion reversibel, wobei die PDEs die ADP-Ribose-Gruppe nur
teilweise, die ARHs die ADPR vollstindig entfernen (Brafs 2008).

2.3.2 ART2.1 und ART2.2

In Méusen werden die beiden ART2-Isoenzyme, ART2.1 und ART 2.2, durch ein dupliziertes
Gen auf dem Chromosom Nummer 7 codiert. Die Identitdt der Aminosduresequenz betrigt
80% (Hollmann et al. 1996). Beide Ektoenzyme werden auf murinen Immunzellen
exprimiert, wobei ART2.1 anscheinend iiberwiegend auf aktiverten Makrophagen und
Dendritischen Zellen, aber auch auf naiven T-Zellen exprimiert wird, wihrend ART2.2
vorwiegend auf naiven T-Zellen, aber auch auf regulatorischen T-Zellen und iNKT-Zellen
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vorkommt (Koch-Nolte et al. 1999; Aswad et al. 2005; Kawamura et al. 2006; Hong et al.
2007). Die Zielproteinspezifitdt der ART2.1 und ART2.2 ist dhnlich, allerdings unterscheiden
sich die beiden Enzyme hinsichtlich ihrer Aktivitdt: Durch eine zusédtzliche Disulfidbriicke
zwischen den Cysteinen 80 und 201 ist die Aktivitdit von ART2.1 von reduzierenden
Bedingungen abhéngig, wihrend ART2.2 konstitutiv aktiv ist (Koch-Nolte ef al. 1996, Hara
et al. 1999; Glowacki et al. 2002; Hong et al. 2009).

ART2.2 ADP-ribosyliert verschiedene Oberflichenproteine, die eine Rolle bei der
Aktivierung, Proliferation und Migration der T-Zelle spielen. Neben den Adhésionsmolekiilen
LFA-1 und CD44, dem MHC-Klasse-I-Corezeptor CDS8, den Leukozytenoberfldchenproteine
CD27, CD43 und CD45 wurde auch der zytolytische P2X7-Rezeptor als Zielprotein der
ART?2.2 identifiziert (Nemoto et al. 1996; Okamoto ef al. 1998; Seman et al. 2003). Die
Lokalisation der GPI-verankerten ART2.2 in definierten Membranregionen, sogenannten
Lipid Rafts, fokussiert das Enzym auf ebenfalls Rafts assoziierte Membranproteine (Bannas et
al. 2005).

ART2.2 besitzt in Gegenwart von extrazellulirem NAD" eine zytotoxische Wirkung auf naive
T-Zellen. Die ADP-Ribosylierung des P2X7-Rezeptors fiihrt zu einer dauerhaften
Aktivierung des P2X7-Rezeptors, die den Tod der Zelle bedingt (Abb. 3). Dieser Vorgang
wird als NICD, NAD" induced cell death, bezeichnet (Seman ez al. 2003; Seman et al. 2004).
Da die ART2.2 wihrend der Aktivierung der T-Zelle durch eine Metalloprotease von der
Zelloberfliche abgeschnitten wird, betrifft das zytotoxische Zusammenspiel von ART2.2 und
P2X7 hauptsédchlich die Population der naiven T-Zellen (Kahl et al. 2000). Die Behandlung
von naiven T-Zellen mit dem ART2-Substrat NAD" bedingt genau wie bei der Behandlung
mit ATP einen rapiden Calcium-Influx in die Zelle, die PS-Exposition auf der Zelloberfldche
sowie den Verlust von CD62L und CD27. Das Schrumpfen der Zellen, ein Zusammenbruch
des mitochondrialen Membranpotentials, DNA-Fragmentierung sowie die Freisetzung von
LDH kann ebenfalls im Zusammenhang mit der NAD'- und ART2-vermittelten P2X7-
Aktivierung beobachtet werden (Abb. 3) (Adriouch et al. 2001; Seman et al. 2003;
Scheuplein et al. 2009). Der NAD-induzierte Zelltod ist strikt von der ART2-katalysierten
ADP-Ribosylierung des P2X7-Rezeptors abhéngig und wird daher nicht in ART2-defizienten
oder P2X7-defizienten T-Zellen beobachtet (Ohlrogge et al. 2002; Scheuplein et al. 2009).

2.4 Signalmolekiile: Extrazellulires NAD" und ATP

Die in dieser Arbeit untersuchte ATP- und NAD'-vermittelte Aktivierung eines zytolytischen
Membranproteins erfordert die Freisetzung dieser Nukleotide sowie die Regulation ihrer
Konzentrationen und Wirkungen im extrazelluliren Raum. Unter pathologischen
Bedingungen wie z.B oxidativem Stress, Ischdmie oder dem Einfluss von DNA-schidigenden
Substanzen konnen Zellen ihren mitochondrialen NAD'-Speicher ins Zytoplasma entleeren
(Di Lisa and Ziegler 2001). Sowohl ATP als auch NAD" werden mittels Exozytose,
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Diffussion durch Transmembrantransporter sowie Freisetzung aus permeabilisierten,
sterbenden Zellen ins extrazellulire Medium abgeben (Schwiebert and Zsembery 2003;
Smyth et al. 2004). Fiir beide Purine wurde der Membrantransport durch gap-junctions aus
Connexin43-Proteinen beschrieben (Bruzzone et al. 2001; Stout et al. 2002), die durch
mechanischen oder metabolischen Stress kontrolliert werden (Contreras et al. 2002; Cherian
et al. 2005). Erythrozyten konnen unter Stressbedingungen wie Scherspannung oder niedrigen
Sauerstoffgehalt ATP iiber Pannexin-1-Poren freisetzen (Locovei et al. 2006). Adriouch et al.
haben gezeigt, dass bei akuten, Ortlichen Entziindungen, wie sie experimentell durch
subkutane Injektionen von Biogel (Gel aus Polyacrylamidkiigelchen) verursacht werden
konnen, NAD" in den Entziindungsbereichen freigesetzt wird. Dies fiihrte zu einem Verlust
von CD62L auf den T-Zellen exklusiv im drainierenden Lymphknoten (Adriouch et al. 2007).
Die freigesetzten Nukleotide werden als ,,Gefahrensignale* gedeutet, die auf geschéadigte
Zellen hinweisen (Di Virgilio et al. 2001; la Sala et al. 2003; Hanley et al. 2004; Cabrini ef al.
2005).

Die intrazelluldren Konzentrationen werden fiir NAD" mit 250 - 500 pM und fiir ATP mit 5 -
10 mM angegeben (D'Amours et al. 1999; Di Virgilio et al. 2001; Scheuplein et al. 2009).
Die extrazelluldren Konzentrationen von NAD" und ATP sowie ihrer Derivate werden durch
verschiedene Ektoenzyme stark begrenzt (Lund ef al. 1998; Zimmermann and Braun 1999;
Zimmermann et al. 2000; Schuber and Lund 2004). Extrazelluldres ATP wird hauptsidchlich
durch Ekto-Nukleosid-Triphosphat-Diphosphohydrolasen (E-NTPDs) wie CD39 und Ekto-
Nukleotid-Pyrophosphatasen/ Phospho-diesterasen (E-NPPs) wie CD203 abgebaut (Robson e?
al. 2006). Hierbei entstehen die ATP-Derivate ADP und AMP. AMP kann durch 5’-Ekto-
Nukleotidasen wie CD73 weiter zu Adenosin abgebaut werden (Haag et al. 2007). Die
verschiedenen P1- und P2-Purinrezeptoren sind fiir ATP, UTP und deren Metabolite sensibel.
Somit koénnen Nukleotide iiber Purinrezeptoren Signale in Zellen vermitteln und damit
wichtige Funktionen bei der lokalen Regulation des Blutdrucks oder der Entwicklung von
Entziindungsreaktionen einnehmen (Ralevic and Burnstock 1998; Dubyak 2003).

Extrazellulires NAD" wird durch Ekto-NAD'-Glykohydrolasen/ADP-Ribose-Cyclasen
(NADasen) wie CD38 und CD157 sowie E-NPPs zu ADP-Ribose, cADP-Ribose, Adenosin
und Nikotinamid verstoffwechselt (Krebs et al. 2005; Haag et al. 2007). Bis auf den humanen
P2Y11-Purinrezeptor sind bisher keine NAD -sensitiven Rezeptoren bekannt (Moreschi et al.
2006). Einige dieser NAD -Metabolite konnen in ihrer Funktion als ,,Second messenger®-
Molekiile z.B die Freisetzung von Calcium aus intrazelluldren Reservoiren initieren (De Flora
et al. 1998; Guse 2000). Die Koexistenz von ART2, der NADase CD38, die auf B-Zellen
stark exprimiert wird, und dem zytolytischen P2X7-Rezeptor in lymphatischen Geweben legt
die Vermutung nahe, dass CD38 eine zellprotektive Wirkung auf die Immunzellen haben
kann, indem sie das ART-Substrat NAD" limitiert (Krebs ez al. 2005).
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2.5 Knock-out-Mausmodelle zur Erforschung der Rollen von
ART?2 und P2X7

Die Auswirkungen der P2X7-Aktivierung durch extrazelluldre Nukleotide sind komplex und
in vivo schwer nachzuweisen. Es stehen aber inzwischen verschiedene Knock-out-(KO)-
Tiermodelle zur Verfiigung, mit denen die Rollen des P2X7-Rezeptors, ART2- und CD38
sowohl in vitro als auch in vivo leichter zu erforschen sind.

Neben P2X7-defizienten Miusen (Solle et al. 2001) sind ART2-defiziente (Ohlrogge et al.
2002) und CD38-defiziente Tiere vorhanden (Cockayne et al. 1998). Mit Hilfe dieser Méuse
kann zum einen der Einfluss des Rezeptors selbst untersucht werden, zum anderen aber auch
zwischen ATP- und NAD'/ART2-vermittelten Effekten auf den P2X7-Rezeptor
unterschieden werden. Diese KO-Miduse werden in dieser Arbeit fiir vergleichende Analysen
der T-Zellen in vitro eingesetzt.

Alle drei Mauslinien, die P2X7.KO-, ART2.KO- und CD38.KO-M4use, sind iiberlebensfihig,
fertil und zeigen keinen auffdlligen Phénotyp. Somit unterscheiden sich die gesunden KO-
Tiere duBerlich nicht sichtbar von gesunden Wildtyp-Tieren. Um homozygote KO-Méuse von
ihren Geschwistern zu unterscheiden, werden PCR-basierte Genotypisierungen oder FACS-
Analysen durchgefiihrt (Cockayne et al. 1998; Solle ef al. 2001; Ohlrogge et al. 2002). Bei
CD38-defizienten Miusen wurde eine Auffilligkeit im Sozialverhalten beschrieben.
Weibliche CD38.KO-Tiere zeigten ein verzogertes ,,Wiederfinden* ihrer Nachkommen, wenn
diese in den Ecken des Kéfigs versteckt wurden im Vergleich zur Kontrollgruppe (Jin et al.
2007).

In verschiedenen Krankheitsmodellen zeigen diese drei Knock-out-Mauslinien einen
immunologischen Phénotyp: Eine Injektion mit Concanavalin A (ConA) induziert eine T-
Zell-abhéngige Hepatitis, die von einer Lyse der Leberzellen begleitet wird und durch
freigesetzte zytosolische Leberenzyme im Plasma nachweisbar ist (Tiegs ef al. 1992). ART2-
bzw. P2X7-defiziente Méuse entwickelten eine mildere Form der Erkrankung, was mit einer
erniedrigten Sensitivitdit von ART2- bzw. P2X7-defizienten iNKT-Zellen der Leber
gegeniiber Nukleotid-vermittelter Apoptose korrelierte (Kawamura et al. 2006). Eine
Injektion mit dem ART2-Substrat NAD" drei Stunden nach ConA-Injektion verschlechterte
den Krankheitszustand der WT-Tiere. Diese Ergebnisse lassen darauf schlieen, dass ART2
und extrazellulires NAD" die ConA-induzierte Hepatitis in diesem Mausmodell fordern
(Kawamura ef al. 2006). Eine dhnliche Korrelation von erhohter ART2 Aktividt und
verstarkter Autoimmunreaktionen wurde auch fiir das non-obese diabetic-(NOD)-Mausmodell
fiir den juvenilen, autoimmunen Typ-I Diabetes (Serreze and Leiter 1994) beobachtet. So
zeigen CD38-defiziente NOD-Miuse, die erhohte NAD'-Level aufweisen, einen
beschleunigten Krankheitsverlauf (Chen et al. 2006). Dieser korrelierte mit einer erhohten
Sensitivitdt der regulatorischen T-Zellen gegeniiber dem ART2-abhéngigen NICD und konnte
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durch zusitzlichen Knock-out des ART2-Proteins aufgehoben werden (Chen et al. 2006). In
einem Modell fiir eine weitere Autoimmunerkrankung, zeigten P2X7- defiziente Méuse
hingegen einen schwereren Krankheitsverlauf als Wildtyp-Kontrollen (bei der Myelin
Oligodendrozyten Glykoprotein-(MOG)-induzierten Experimentellen autoimmunen
Enzephalmyolitis (EAE) Modell fiir die Multiple Sklerose (Chen and Brosnan 2006).
Moglicherweise hidngen pro- und antiinflammatorische Auswirkungen der P2X7-Aktivierung
von Ort und Konzentration der freigesetzten Nukleotide sowie von der betroffenen Zellart ab.
Denkbar ist jedenfalls, dass eine pharmakologische Hemmung von ART2, CD38 oder P2X7
in einigen Krankheitsmodellen therapeutische Wirkung erzielen konnte.

2.6 Phagozytose von apoptotischen T-Zellen

Die chronische Aktivierung des zytolytischen P2X7-Rezeptors fithrt zur Apoptose von T-
Zellen, die damit fiir die Phagozytose durch Phagozyten gekennzeichnet sein konnten.
Grundsatzlich ist die effiziente Aufnahme von apoptotischen Zellen elementar fiir die tégliche
Kontrolle der Gewebe-Homoostase. Sezernierte ,,Finde-mich®-, expositionierte ,,Friss-mich®-
und fehlende ,,Friss-mich-nicht“-Signale bilden die zentralen Elemente bei der Beseitigung
apoptotischer Zellen (Fadok et al. 1992). Die schnelle Entsorgung ist dabei wichtig, um die
Freisetzung moglicher zytotoxischer und antigener, intrazelluldrer Bestandteile aus einer
zunehmend nekrotisch werdenden Zelle zu unterbinden. Nach der Aufnahme von
apoptotischen Zellen sezernieren Phagozyten antiinflammatorische, immunsuppressive
Zytokine (Fadok et al. 1992; Savill and Fadok 2000; Fadok et al. 2001). Es gibt viele
Hinweise darauf, dass Autoimmunkrankheiten durch eine beintrdchtigte Beseitigung
apoptotischer Zellen verursacht werden konnten (Hanayama et al. 2002).

Das Entfernen der apoptotischen Zellen ist grundsétzlich die Aufgabe von professionellen
Phagozyten wie Makrophagen oder dendritischer Zellen (DC), aber auch von Fibroblasten
oder Endothelzellen. Die Beseitigung besteht aus zwei zentralen Elementen: Das Erkennen
der apoptotischen Zelle und die konsequente Aufnahme der gebundenen Zelle durch den
Phagozyten. Eines der am besten erforschten ,,Friss-mich*“-Signale auf der Zelloberfldche
apoptotischer Zellen ist die PS-Exposition, die mit einem Verlust der Phospholipidsymmetrie
der Zellmembran einhergeht (Fadok ef al. 1992; Henson et al. 2001; Lauber et al. 2004).
Verursacht wird die Assymetrie wahrscheinlich durch die Inhibition der Aminophospholipid-
Translokase (auch Flippase genannt) und die durch Calcium-Influx aktivierte Phospholipid-
Scramblase (Williamson and Schlegel 2002). Interessanterweise scheinen die apoptotischen
Vorginge in der Zelle wie Caspasen-Aktivierung, Cytochrom c-Freisetzung oder DNA-
Fragmentierung keine Ausldser fiir die PS-Exposition zu sein, sondern die Erhéhung der
intrazelluldren Calciumkonzentration. So konnte die Exposition von Phosphatidylserin mit
Inhibitoren fiir Calciumkanile blockiert werden (Balasubramanian et al. 2007). In dieser
Arbeit wurde untersucht, inwiefern die Aktivierung des P2X7-Rezeptors durch ATP oder
ADP-Ribosylierung zu einer Phagozytose der T-Zellen durch Makrophagen fiihrt.
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2.7 Zielsetzung der Arbeit

Ein zentrales Ziel der vorliegenden Arbeit war, die funktionelle Bedeutung von Argininresten
in der extrazelluliren Doméne des P2X7-Rezeptors fiir die Aktivierung des Rezeptors durch
ATP oder NAD -abhingige ADP-Ribosylierung in transfizierten HEK-Zellen zu kliren.
Dabei sollten insbesondere die Argininreste bestimmt werden, die fiir die Aktivierung des
Rezeptors durch ADP-Ribosylierung essentiell sind. Ein weiteres Ziel war die Analyse der
Reaktion des P2X7-Rezeptors auf primiren T-Zellen auf exogene und endogene Nukleotide.
Die dabei beobachtete P2X7-abhdngige Modulation der T-Zellen ergab die Frage, ob und wie
schnell T-Zellen von Makrophagen nach Aktivierung des P2X7-Rezeptors phagozytiert
werden.
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3. Materialien

3.1 Laborgerate

Axiovert 200M (Mikroskop)
CCD-Kamera AxioCam MRm
CCD-Kamera C4742-95
Entwicklungsmaschine Fuji FPM 100A
FACSCalibur

Fujix BAS2000 Phosphoimager
High Voltage Power Pack P30
Kulturschaleneinsatz R-C37

Leica DM IRBE (Mikroskop)
Mini-Peristaltic Pumpll

Polychrom II (Lichtquelle)
Ol-Immersionsobjektiv 40x N.A. 1,3
Ol-Immersionsobjektiv 63x N.A.

Zeiss, Jena

Zeiss, Jena

Hamamatsu Photonics, Herrsching
Fuji Photo Film GmbH, Diisseldorf
Becton Dickinson, Heidelberg

Fuji Film, Tokyo (Japan)

Whatman Biometra, Géttingen
Warner Instruments, Hamden, CT (USA)
Leica, Wetzlar

Harvard Apparatus, March Hugstetten
Till Photonics, Grifeling

Leica, Wetzlar

Zeiss, Jena

Sechs-Kanal-Perfusionspumpen-Kontrollsystem Warner Instruments, Hamden, CT (USA)

(VC-6)
T3Gradient Thermocycler
Xcell SureLock Mini-Cell

3.2 Verbrauchsmaterialien

Biometra, Gottingen
Invitrogen, Paisley (Grof3britannien)

Alle im Folgenden nicht aufgefiihrten Verbrauchsmaterialien wurden von den Firmen
Eppendorf (Wesseling-Berzdorf), Becton Dickinson (Heidelberg), Nunc (Roskilde) und

Invitrogen (GroBbritannien) bezogen.

8-Kammer-Kulturobjekttrager

96 Well Zellkulturplatten
Cellstrainer (70 uM Maschenweite)
Kodak Biomax MR Rontgenfilm
Low bind Reaktionsgefdl3 1,5 mL
Nitex Membran

(80 um Maschenweite)
Nitrocellulose-Hybond-C (NC) Membran
NuPAGE precast Gele 10%

T25 Zellkulturflaschen
Zellkulturschalen

Becton Dickinson, Heidelberg

Nunc, Roskilde (Danemark)

Becton Dickinson, Heidelberg

Kodak Company, Conneticut (USA)
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
Cadisch Precision Meshes Ltd., London
(GrofBbritannien)

Amersham-Pharmacia Biotech, Freiburg
Invitrogen, Paisly (Grofbritannien)
Becton Dickinson, Heidelberg

Nunc, Roskilde (Danemark)
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Glasboden-Zellkulturschalen (¢ 35 mm) MaTEK, Ashland, MA (USA)

3.3 Zelllinien

Bezeichnung: Herkunft:
HEK293-T UKE, Hamburg

34 Konstrukte

Bezeichnung: Herkunft:

mRFP (monomeric red fluorescent protein)  Clontech Labratories Inc., Mountain View,
CA (USA)

pME.ART2.2 (Koch-Nolte et al. 1999)

pCDNA6.mP2X7 (Adriouch et al. 2005)

3.5 Mausstimme

Die verwendeten Mauslinien wurden in der zentralen Versuchstierhaltung des UKE geziichtet.

Bezeichnung: Herkunft:

BALB/c UKE, Hamburg

C57Bl/6 UKE, Hamburg
BALB/c.ART2.1.KO/ART2.2.KO wurden in Zusammenarbeit mit

Dr. N. Killeen (UCSF,San Francisco, USA)
hergestellt und auf den Balb/c Hintergrund
riickgekreuzt (Ohlrogge et al. 2002).

BALB/c.CD38.KO wurden von Dr. F. Lund (Trudeau Institute,
Saranac Lake, USA) (Cockayne et al.
1998)zur Verfiigung gestellt.

BALB/c. P2X7.KO P2X7.KO Pfizer-Maus (Solle et al. 2001).

C57B1/6.P2X7.KO Pfizer-Maus (Solle et al. 2001). Im UKE
mind. 12 x auf den BALB/c-Hintergrund
zuriickgekreuzt.
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3.6 Antikorper

Alle im Folgenden nicht aufgefiihrten Antikorper stammen von der Firma BD Pharmingen
(Heidelberg). Fiir den Nachweis des P2X7-Rezeptors, der ADP-Ribosyltransferasen und des
etheno-Adenosins sowie der Blockade von ART2.2 wurden Antikorper genutzt, die im
Institut fiir Immunologie hergestellt wurden (Koch-Nolte ef al. 1999; Koch-Nolte et al. 2007,
Moller et al. 2007).

In unserem Labor hergestellte Antikorper:

Spezifitit:
Ratte-anti-Maus-ART2.1-Alexa488
Ratte-anti-Maus-ART2.2-Alexa488
Ratte-anti-Maus-ART2.1/2.2Alexa488
Maus-anti-Ethenoadenosin-Alexa488
Maus-anti-Ethenoadenosin
Kaninchen-anti-Maus-P2X7 Serum
Kaninchen-anti-Maus-P2X7-Alexa647
Lama-anti-Maus-ART2.2 sdAb (s+16a)
Lama-anti-Maus-ART2.2 sdAb (s+16b)
Lama-anti-Maus-ART2.2 sdAb (s+14)
Lama-anti-Maus-ART2.2-sdAb (1-17)

Gekaufte Antikorper:
Spezifitit:

Hamster-anti-Maus-CD3-FITC
Hamster-anti-Maus-CD3-APC
Hamster-anti-Maus-CD27-PE
Ratte-anti-Maus-CD4-APC
Ratte-anti-Maus-CD8-PE
Ratte-anti-Maus-CD11b-FITC
Ratte-anti-Maus-CD11b-PE
Ratte-anti-Maus-CD62L-FITC
Ratte-anti-Maus-CD62L-PE

Ratten-anti-Maus-CD16/CD32 (FCy III/IT)

Esel-anti-Maus-IgG1-PE

Detektion von Phosphatidylserin:
Bezeichnung:

Herkunft:

AG Nolte, UKE Hamburg
AG Nolte, UKE Hamburg
AG Nolte, UKE Hamburg
AG Nolte, UKE Hamburg
AG Nolte, UKE Hamburg
AG Nolte, UKE Hamburg
AG Nolte, UKE Hamburg
AG Nolte, UKE Hamburg
AG Nolte, UKE Hamburg
AG Nolte, UKE Hamburg
AG Nolte, UKE Hamburg

Herkunft:

Pharmingen, Heidelberg
Pharmingen, Heidelberg
Pharmingen, Heidelberg
Pharmingen, Heidelberg
Pharmingen, Heidelberg
Pharmingen, Heidelberg
Pharmingen, Heidelberg
Pharmingen, Heidelberg
Pharmingen, Heidelberg

Becton Dickinson, Heidelberg

Dianova,Hamburg

Herkunft:

AnnexinV-FITC
AnnexinV-APC

Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
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3.7 Chemikalien

Alle im Folgenden nicht aufgefiihrten Chemikalien wurden von den Firmen Sigma-Aldrich
(Deisenhofen), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe) und Fluka (Neu Ulm) bezogen.

Adenosintriphosphat Sigma-Aldrich, Deisenhofen
[B-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, Deisenhofen
BSA New England Biolabs, Frankfurt
Celltracker Green Molecular Probes, Karlsruhe
Destaining Bags Amresco, Solon, Ohio, USA
Dynabeads M-280 Sheep anti-Mouse IgG1 Dynal, Hamburg
Etheno-NAD Sigma-Aldrich, Deisenhofen
FURA-2AM Molecular Probes, Karlsruhe
Gel Drying Solution Invitrogen, Karlsruhe
Gentamycin Serva

HEPES Gibco, Karlsruhe

Hoechst 33342 Invitrogen, Karlsruhe

KN62(1-[N,O-bis(5-isoquinolinesulfonyl)- Sigma-Aldrich, Deisenhofen
N-methyl-L-tyrosyl]-4-phenyl-piperazin)

MultiMark Multi-Colored Standard Invitrogen, Karlsruhe

B-NAD Sigma-Aldrich

NOVEX Colloidal Blue stain kit Invitrogen, Karlsruhe

NOVEX Sharp Pre-Stained Protein Invitrogen, Karlsruhe

Standards

NuPAGE Antioxidans Invitrogen, Karlsruhe

NuPAGE LDS Probenpuffer 4x Invitrogen, Karlsruhe

NuPAGE precast Gele, 10% Bis-Tris Invitrogen, Karlsruhe

JetPEI PEQLAB Biotechnologie, Erlangen
PKH26 Sigma-Aldrich, Deisenhofen
B2pP1-NAD Amersham, Braunschweig
Precision Plus Protein, All Blue Standards  BioRad, Miinchen

Propidiumjodid BD Pharmingen, Heidelberg
Protein G Sepharose 4 Fast Flow GE Healthcare, Miinchen
QIAquick Gel Extracton Kit Qiagen, Hilden

Ultramount, permanent Mounting Medium DAKO-Cytomation, Glostrup Ddnemark
YO-PRO-1 Molecular Probes, Karlsruhe
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3.8 ART?2 Substrate, Agonist und Inhibitor von P2X7

Als Substrate fiir die ART2-vermittelte ADP-Ribosylierung wurden NAD™ und das NAD-
Analogon 6'N-etheno-NAD" in den jeweils angegebenen Konzentrationen verwendet. Die
etheno-ADP-Ribosylierung des P2X7-Rezeptors fiihrt nicht zu dessen Aktivierung. Als
16slicher Agonist des P2X7-Rezeptors wurde ATP in den angegebenen Konzentrationen
benutzt. Der P2X7-Inhibitor KN62 wurde in Blockadeexperimenten in den angegebenen
Konzentrationen verwendet. In Abb. 5 sind die Strukturformeln dieser Molekiile dargestellt.
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Abb. 5: Strukturformeln von NAD", etheno-NAD, ATP und KN62. NAD" und 6'N-

etheno-NAD dienen beide als Substrat fiir ADP-Ribosyltransferasen. ATP ist ein Agonist fiir
den P2X7-Purinrezeptor. KN62 ist ein Inhibitor des P2X7-Purinrezeptors.

3.9 Puffer und Medien

3.9.1 Medien

Das Fotale Kélberserum (FCS) wurde vor der Verwendung zur Inaktivierung von
Komplementfaktoren fiir 30 Minuten bei 56 °C erhitzt. Die fiir die Medien verwendeten
Zusitze wurden sterilfiltriert (Porengrofe 0,22 pm).
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RPMI Komplettmedium: RPMI 1640

10% FCS

2 mM Glutamin

I mM Natriumpyruvat

100 uM B-Mercapto-Ethanol

50 pg/l Gentamycin
DMEM Komplettmedium: DMEM

10% FCS

2 mM Glutamin

I mM Natriumpyruvat

100 mM HEPES

1% nicht-essentielle Aminoséuren

3.9.2 Puffer

Alle Puffer und Lésungen wurden mit deionisiertem Wasser angesetzt. Fiir die Verwendung
in der Zellkultur wurden die Puffer sterilfiltriert (Porengrofle 0,22 um).

AnnexinV-Bindepuffer: 140 mM Natriumchlorid
2,5 mM Calciumchlorid
10 mM HEPES pH 7,4

ECS-Ca"-Puffer: 140 mM Natriumchlorid

5 mM Kaliumchlorid

1 mM Magensiumdichlorid
10 mM Glucose

0,1% BSA

1,35 mM Calciumdichlorid
15 mM HEPES pH 7,4

fiir die Perfusions wurden jeweils NAD" oder ATP in
entsprechender Konzentration dazugegeben

Lysispuffer: 1% TritonX-100
1 mM AEBSF
1 mM ADP-Ribose
1 mM NAD
2 mM EDTA
in PBS

50 mM MOPS
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MOPS-Puffer: 50 mM TrisBase
3,5 mM SDS
1 mM EDTA
pH 7,7

ECS-NaCl-Puffer: 140 mM Natriumchlorid
5 mM Kaliumchlorid
10 mM Glukose
10 mM HEPES pH 7,4

PBS: 2,67 mM Kaliumchlorid
1,47 mM
Kaliumdihydrogenphosphat
138 mM Natriumchlorid
8 mM Di-Natriumhydrogenphosphat

Waschpuffer: I mM ADP-R
in RPMI 1640

3.10 Software

Software open lab Impovision, Heidelberg
CellquestPro BD, Heidelberg
AxioVision Zeiss, Jena
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4. Methoden

Die beschriebenen Methoden entsprechen den in den folgenden Standardwerken
beschriebenen Methoden:

Current Protocols In Immunology (Coico 2001)
Current Protocols In Molecular Biology (Ausubel 1999)
Molecular Cloning: A Laboratory Manual (E.F. Fritsch 1989)

4.1 Zellbiologische Methoden

4.1.1 Kultur und Ernte von adhiarenten HEK-Zellen

Adhédrente HEK-Zellen wurden in DMEM Komplettmedium in Zellkulturflaschen bei 37 °C
und 5% CO; im Brutschrank kultiviert. Die Zellen wurden alle drei Tage umgesetzt. Hierfiir
wurde das alte Medium abgenommen, die Zellen einmal mit PBS gewaschen und
anschliefend durch eine fiinfminiitige Trypsinierung bei Raumtemperatur abgeldst. Das
Trypsin wurde durch die Zugabe von Komplettmedium inaktiviert, die Zellen bei 300 x g fiir
5 Minuten abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die HEK-Zellen wurden entweder
fiir FACS-Analysen eingesetzt oder in frischem Medium resuspendiert und 1:10 in neuen
Flaschen zur Weiterzucht ausgesit.

4.1.2 Transiente Transfektion adhirenter HEK-T-Zellen

Adhidrente HEK-Zellen wurden 24 Stunden vor der Transfektion so geteilt, dass sie zum
Transfektionszeitpunkt 50% konfluent waren. Das alte DMEM Komplettmedium wurde am
Tag der Transfektion durch frisches Medium ersetzt. Fiir die Transfektionen mit P2X7- und
ART2-Expressionsplasmiden wurde JetPEI (polyplus) genutzt. Die gebrauchsfertige
DNA/JetPEI-Losung wurde direkt auf das frische Medium aufgetropft und durch sanftes
Schwenken gemischt. Es wurden 1 ug pME.ART2- und 5 pg pCDNA.mP2X7-Plasmid-DNA
sowie 10 pL JetPEI-Reagenz fiir 1-2 x 10° HEK-Zellen eingesetzt. Die Herstellung der
DNA/JetPEI-Losung erfolgte wie in der Gebrauchsanweisung der Transfektionsreagenz
beschrieben. Die Zellen wurden 24 - 48 Stunden nach der Transfektion geerntet (4.1.1) und
im Versuch eingesetzt.

4.1.3 Transiente Transfektion der HEK-Zellen in Suspension

Fiir Calcium-Imagingversuche wurden HEK-Zellen in Suspension transfiziert, um sie parallel
zur Transfektion auf spezielle Imaging-Kulturschalen mit Glasboden (MaTEK), umsetzen zu
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konnen. Hierfiir wurden adharente HEK-Zellen mit PBS gewaschen und anschlieBend durch
eine flinfminiitige Inkubation mit trypsinhaltigem PBS von den Kulturflaschen abgeldst.
Dabei wurden die Zellen durch sanftes Auf- und Abpipettieren vereinzelt. Das Trypsin wurde
mit DMEM Komplettmedium inaktiviert, die Vereinzelung der Zellen unter dem Mikroskop
iiberpriift und ggf. nochmals pipettiert. Die Zellen wurden bei 300 x g fiir 5 Minuten
abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Fiir die Transfektionen mit P2X7-, ART2- und
mRFP-Expressionsplasmiden wurde JetPEI (polyplus) genutzt. Es wurden 1 pg pME.ART2-,
5 pg pCDNA.mP2X7- und 1 ug mRFP-(monomeric red fluorescent protein)-Plasmid-DNA
sowie 10 pL JetPEI fiir 1-2 x 10° HEK-Zellen eingesetzt. Jeweils 400 pL der
DNA/JetPEl/Zellsuspension (2-4 x 10° HEK-Zellen) wurden kreisférmig iiber dem
Glasboden einer Imaging-Kulturschale iibertragen, in die | mL DMEM Komplettmedium
vorgelegt wurde. Die Herstellung der DNA/JetPEI-Losung erfolgte wie in der
Gebrauchsanweisung der Transfektionsreagenz beschrieben. Die Zellen wurden 24 Stunden
nach der Transfektion im Calcium-Imagingversuch eingesetzt.

4.1.4 Calcium-Imaging-Assay

Die Verinderungen der intrazelluldren Calciumkonzentration wurde mit dem Ca' -sensitiven
Fluoreszenzfarbstoff FURA-2 verfolgt. Zunichst wurde vorsichtig das alte Medium aus den
Imaging-Kulturschalen (MaTEK) entfernt und die transfizierten, adhdrenten HEK-Zellen
(4.1.3) fiir 30 Minuten bei 37 °C in 1 mL ECS-Ca" -Puffer (140 mM Natriumchlorid, 5 mM
Kaliumchlorid, 1 mM Magensiumdichlorid, 10 mM Glucose, 0,1% BSA, 1,35 mM
Calciumdichlorid, 15 mM HEPES pH 7,4) mit 4 pM FURA-2AM inkubiert. Vor der Messung
wurde der FURA-2AM-haltige Puffer entfernt und durch 1 mL frischen 37 °C-warmen
ECS+Ca""-Puffer ersetzt. Die FURA-2-beladenen Zellen konnten direkt im Perfusions- oder
Tropfenversuch eingesetzt werden.

Die HEK-Zellen wurden zunichst fiir eine Minute mit 37 °C-warmen ECS-Ca" -Puffer
perfundiert, gefolgt von jeweils dreiminiitigen Perfusionen mit Losungen ansteigender NAD -
oder ATP-Konzentration. Die Perfusionsanlage bestand aus einem Sechs-Kanal-
Perfusionspumpen-Kontrollsystem (VC-6 von Warner Instruments), das iiber eine Mini-
Pumpe (Harvard Apparatus) angetrieben wurde. Die Imaging-Kulturschale war durch einen
speziellen Kulturschaleneinsatz mit der Perfusionsanlage verbunden. Verfolgt wurde der
Verlauf der intrazelluldren Calciumkonzentration von mRFP-positiven HEK-Zellen. Die
Zellen wurde mit Hilfe eines Mikroskops vom Typ DM-IRBE von Leica (Ol-
Immersionsobjektiv: 40x N.A. 1,3 von Leica; Lichtquelle: Polychrom II von Till Photonics)
auf einem Monitor dargestellt und die Verdnderungen der FURA-2AM-Exitationen mit einer
CCD-Kamera (C4742-95 von Hamamatsu Photonics) protokolliert. Dabei wurde alle 5
Sekunden eine Aufnahme gemacht. Im Tropfenversuch wurden mRFP-positiven HEK-Zellen
nicht perfundiert, sondern direkt mit 400 pL einer NAD - oder ATP-Lsung betropft. Der
Verlauf der Calciumkonzentration der einzelnen Zellen wurde spiter mit der Open-Lab-
Software ausgewertet.
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4.1.5 Priparation muriner Lymphozyten

6-10 Wochen alte Méuse wurden zundchst mit einem O,/CO,-Gasgemisch (21% O,, 79%
CO;,) narkotisiert und anschlieBend mit reinem CO,-Gas getotet. Die Miuse wurden im
Ethanolbad desinfiziert und auf einem Styroporblock entsprechend Abb. 6 aufgespannt.

Es wurden die axillaren, thorakalen, cervicalen, mesenterialen und inguinalen Lymphknoten
(Abb. 6) pripariert und in Petrischalen, gefiillt mit 6-8 mL eisgekiihltem RPMI 1640, gelegt.
Die Lymphozyten wurden durch das Zerdriicken der Lymphknoten zwischen zwei Nytex
Membranen (80 uM) in das kalte Medium freigesetzt und anschlieBend durch ein Zellsieb
(70 uM) in ein 50 mL Falconrdhrchen tiberfiihrt. Die Zellen wurden bei 400 x g fiir 10
Minuten abzentrifugiert, zweimal mit RPMI Komplettmedium gewaschen und in 1 mL RPMI
Komplettmedium resuspendiert. Die Lymphozyten wurden entweder direkt oder als sIgG-
(surface 1gG)-negative-Lymphozyten (T-Zellen) nach B-Zell-Depletion (4.1.5) im Versuch
eingesetzt.
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Abb. 6: Lymphatische Organe der Maus. Die Abbildung zeigt die Lage der lymphatischen
Organe der Maus: Lymphknoten, Milz und Thymus. Fiir Gewinnung von
Gesamtlymphknotenzellen wurden die oberfldchlichen zervikalen, axilldren, brachialen,
inguinalen, lumbalen und mesenterialen Lymphknoten prdipariert (modifiziert nach:
http://www.eulep.org/Necropsy of the Mouse/ printable .php).
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4.1.6 B-Zell-Depletion

Zur Depletion der B-Zellpopulation wurden Magnetkiigelchen (Dynabeads M-280 Sheep anti-
Mouse IgG1 von Dynal) eingesetzt, an denen anti-Maus-IgG1 immobilisiert war. Die Beads
wurden zweimal durch zehnminiitiges Rollern bei RT mit RPMI Komplettmedium
gewaschen. Der Uberstand wurde entfernt, nachdem sich die Beads im Magneten abgesetzt
hatten. Die gewaschenen Beads wurden mit der Zellsuspension fiir zehn Minuten bei 4 °C
gerollert, das Rohrchen in einen Magneten gestellt und der Uberstand nach zwei Minuten in
ein Rohrchen mit frischen Beads tiberfiihrt und der Vorgang wiederholt. Die Zahl der
aufgereinigten slgG-(surface IgG)-negativen Lymphozyten (T-Zellen) wurde mit Hilfe einer
Neubauer-Zihlkammer bestimmt und die T-Zellen fiir die weitere Behandlung auf 1 x 10’
Zellen/ mL RPMI Komplettmedium eingestellt.

4.1.7 Praparation muriner Peritonealmakrophagen

Peritoneallavage

6-10 Wochen alte Méuse wurden zundchst mit einem O,/CO,-Gasgemisch (21% O,, 79%
CO,) narkotisiert und anschlieBend mit reinem CO,-Gas getotet. Die Méduse wurden im
Ethanolbad desinfiziert und vorsichtig gedffnet, ohne das Bauchfell zu beschddigen. Es
wurden 5 mL eisgekiihltes PBS in den Bauchraum gespritzt, die Maus fiir 10 Sekunden leicht
geschiittelt und die Peritoneallavage wieder entnommen. Die Zellen wurden anschlieBend
einmal gewaschen, in 1 mL eisgekiihltem RPMI 1640 resuspendiert und in ein ,,Jow-bind*-
Gefall tberfithrt. Die Zellzahl wurde in einer Neubauer-Zdhlkammer bestimmt. Die
Makrophagen wurden entweder unmittelbar in ,,In solution“-Phagozytoseassays eingesetzt
oder fiir ,,On plate“-Phagozytoseassays auf speziellen Mikroskopobjekttrigern (8-Kammer-
Kulurobjekttridger von Becton Dickinson) kultiviert.

Kultivierung der Peritonealmakrophagen

Jeweils 2-4 x 10° Peritonealmakrophagen wurden in 800 pL RPMI Komplettmedium
aufgenommen und in jeweils eine Kammer der Kulturobjekttriger gegeben. Die Makrophagen
wurden anschlieBend fiir 12-24 Stunden bei 37 °C und 5% CO; im Brutschrank inkubiert.
Nicht haftende Zellen wurden durch sanftes Waschen entfernt und die Zellen zwei weitere
Tage im Brutschrank kultiviert.
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4.2 Immunologische Methoden

4.2.1 Durchflusszytometrie (FACS)

Bei der Durchflusszytometrie werden Zellen, die mit Fluorochrom-konjugierten Antikdrpern
oder fluoreszierenden Molekiilen angeférbt wurden, durch eine Kapillare gedriickt, sodass ein
Strom einzelner Zellen entsteht. Die einzelnen Zellen werden durch einen Laserstrahl
definierter Wellenlénge erfasst. Photodetektoren messen die Lichtstreuung, die ein Mal} fiir
die GroBe und Granularitdt der Zelle darstellt, und die Emissionen der verschiedenen
Fluoreszenzfarbstoffe. Die Lichtstreuung wird als Vorwértsstreuung (forward scatter) und die
seitliche Streuung (side scatter) registriert. Der Forwardscatter entspricht dem Schatten, den
eine angestrahlte Zelle wirft und damit einem MaB fiir ihre Grofle. Das zur Seite gestreute
Licht (Sidescatter) gibt Auskunft iiber die Granularitit der angestrahlten Zelle. Die Intensitat
der detektierten Fluoreszenz in den jeweiligen Kanélen entspricht der Expressionsstdrke des
durch Fluorochrom-gekoppelten Antikorper angefarbten Molekiils auf der Zelle bzw. Stirke
der Anfarbung mit fluoreszierenden Molekiilen. Alle durchgefiihrten Messungen wurden mit
einem FACSCalibur (Becton Dickinson) durchgefiihrt und mit der Cellquest Pro Software
ausgewertet (Becton Dickinson).

4.2.2 Antikorperanfarbung

Die Antikorperanfarbungen wurden in FACS-Rohrchen durchgefiihrt. Hierzu wurden die
Zellen in eisgekiihltem RPMI 1640 resuspendiert und pro Anfarbung 100 ul Zellsuspension
(1 x 10° Lymphozyten bzw. 2-4 x 10° Peritonealmakrophagen) eingesetzt. Die Zellen wurden
bei 400 x g fiir 5 Minuten abzentrifugiert, in 100 pl Antikorperlésung resuspendiert
(Antikorperkonzentration 0,2-1 pg/ 100 uL RPMI 1640) und fiir 30 min bei 4 °C im Dunkeln
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen einmal gewaschen und entweder direkt in 300 pL
RPMI 1640 aufgenommen und im FACSCalibur (Becton Dickinson) gemessen oder bei der
Verwendung eines unkonjugierten Erstantikorpers fiir weitere 30 Minuten bei 4 °C mit einem
Fluochrom-konjugierten Zweitantikorper inkubiert. Die Analyse der angefdrbten Zellen
erfolgte mit Hilfe der Software Cellquest Pro.

4.2.3 NAD'- und ATP-Behandlung muriner Lymphozyten

Grundsitzlich wurden 100 uL NAD'- oder ATP-Lésung zu 100 puL Zellsuspension (1 x 10°
Zellen) gegeben und fiir 30 Minuten bei 37 °C inkubiert, anschlieBend zweimal gewaschen
und in RPMI Komplettmedium resuspendiert. Zur Inhibition des P2X7-Rezeptors wurden
10 uM KN62 parallel zur jeweiligen Nukleotidbehandlung eingesetzt. Bei Untersuchungen
zur ART2.1-Aktivitdt wurden die Nukleotidbehandlungen in Gegenwart von 1 mM DTT und
1 mM ADP-Ribose durchgefiihrt. Nach der Behandlung wurden die Zellen zweimal
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gewaschen und wie im jeweiligen Versuch angegeben, fiir die Phagozytose oder FACS-
Anféarbungen verwendet.

4.2.4 AnnexinV-Bindung/PI-Aufnahme

Phosphatidylserin bindet in Gegenwart von Ca™ -Ionen AnnexinV und kann so im FACS
durch Fluochrom-konjugiertes AnnexinV nachgewiesen werden. Um die Exposition von PS
zu induzieren, wurden 100 uL NAD'- oder ATP-Lésung zu 100 pL Zellsuspension (1 x 10°
Zellen) gegeben und fiir 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Die Zellen wurden zweimal mit
Calcium-haltigem AnnexinV-Bindepuffer gewaschen und anschlieBend in 100 pL AnnexinV-
Bindepuffer resuspendiert. Pro Ansatz wurden 2,5 pl Fluochrom-konjugiertes AnnexinV
hinzugegeben und die Zellen fiir 20 Minuten bei 4 °C inkubiert. Die Zellen erhielten kurz vor
der Messung 0.5 pL PI (0,5 pg PI) direkt ins FACS-R6hrchen. Das Gesamtvolumen pro
Ansatz wurde mit Annexinpuffer auf 200 pl erhoht und die Zellen am FACS gemessen.

4.2.5 Yo-Pro-1-Aufnahme

Die Zellen wurden auf 1 x 10’/ml in NaCl-Puffer (140 mM Natriumchlorid, 5 mM
Kaliumchlorid, 10 mM Glukose, 10 mM HEPES pH 7,4) resuspendiert und 100 pl pro Ansatz
eingesetzt. Nach der Zugabe von 100 ul NAD'- oder ATP-Lésung und 1 pM YoPro-1 wurden
die Zellen 30 Minuten bei 37 °C inkubiert, zweimal mit 1 mL NaCl-Puffer gewaschen,
anschliefend AnnexinV angeférbt (4.3.4) und am FACS gemessen.

4.2.6 Etheno-NAD'-ADP-Ribosylierungsassay

Die Messung der ART2.2-Aktivitit erfolgte mit Hilfe des NAD-Analogons etheno-NAD"
(eNAD"), das von der ART2.2 ebenso wie NAD" als Substrat genutzt werden kann. Die
etheno-ADP-Ribosylierung von Membranproteinen kann mit dem monoklonalen Antikorper
1G4 nachgewiesen werden, der gegen die etheno-Adenosin-Gruppe gerichtet ist. Die Zellen
wurden auf 1 x 107 Zellen/ ml in RPMI 1640 resuspendiert und 100 pl pro Ansatz eingesetzt.
Die Zellen wurden mit 5 bzw. 25 pM eNAD" bei den angegebenen Temperaturen fiir 30
Minuten inkubiert und anschlieend zweimal mit RPMI 1640 gewaschen. Die Anfarbung mit
dem 1G4-Antikdrper erfolgte wie unter (4.3.2) beschrieben.

4.2.7 Temperatur-Wirkungs-Untersuchungen
Die Nukleotidbehandlungen wurden in PCR-R6hrchen durchgefiihrt. Hierzu wurden 75 pL
eNAD'-, NAD'- oder ATP-Losung zu 75 puL Zellsuspension (1 x 10° Zellen) gegeben und fiir

30 Minuten bei den angegebenen Temperaturen im T3 Gradient-Thermocycler (Biometra)
inkubiert. Anschlieend wurden die Proben in FACS-RoOhrchen iiberfiihrt, zweimal
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gewaschen und in RPMI Komplettmedium resuspendiert. Es folgte die entsprechende
Anfarbung mit AnnexinV (4.3.4) oder anti-etheno-Adenosin-1G4-Antikorper (4.3.2).

4.2.8 Phagozytose-Assays

Anfdarbung der T-Zellen mit Fluoreszenzfarbstoffen

Aufgereinigte T-Zellen wurden zundchst mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert, um sie spater
von den Makrophagen unterscheiden zu konnen. Fiir die Anfiarbung mit dem rot-
fluoreszierenden Membranfarbstoff PKH26 wurden 1 x 10’ T-Zellen in 1 mL PKH26-Puffer
mit 4 pM PKH26 fiir 5 Minuten bei RT inkubiert. Fiir die Anfiarbung mit dem
zytoplasmatischen Celltracker Green (CTG) wurden 1 x 10’ T-Zellen in 1 mL RPMI
Komplettmedium mit 1 uM CTG fiir 15 Minuten bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurden
die T-Zellen zweimal gewaschen und in RPMI 1640 resuspendiert. Sollte zusétzlich der
Zellkern angefarbt werden, wurden die Zellen fiir weitere 30 Minuten bei 37 °C in 1 mL
RPMI Komplettmedium mit 1 pM DNA-Farbstoff Hoechst 33342 inkubiert. Nach
zweimaligem Waschen wurden die T-Zellen fiir die Phagozytose mit NAD" und ATP
behandelt (4.3.3).

,,On-Plate** Assay

Adhidrente Peritonealmakrophagen (4.1.6) wurden bis zu 12 Stunden mit Nukleotid-
vorbehandelten T-Zellen bei 37 °C und 5% CO; im Brutschrank koinkubiert. Nicht
phagozytierte T-Zellen wurden mit eisgekiihltem PBS mit 0,5 mM EDTA weggewaschen und
die Phagozytose mit 2% PFA in PBS (10 Minuten bei RT) gestoppt. Die Makrophagen
wurden entsprechend der weiter verwendeten Analysemethode entweder durch starkes Auf-
und Abpipettieren mit eisgekiihltem PBS mit 0,5 mM EDTA vom Kulturobjekttriger gelost,
mit Fluochrom-konjugierten anti-Macl-Antikorpern angefarbt (4.3.2) und im FACS
analysiert oder direkt auf dem Kulturobjekttriger mit 100 pL Antikorperldsung (4.3.2)
angeférbt, mit Mounting Medium eingedeckt und im Immunfluoresenzmikroskop analysiert.
Fiir die mikroskopischen Untersuchungen der Makrophagen wurde ein inverses Mikroskop
des Typs Axiovert 200M (Plan Apochromat Ol-Immersionsobjektiv: 63x N.A. 1,25,
Lichtquelle: Quecksilberdampflampe HBO103) benutzt. Die Bedienung des Mikroskops
erfolgte mit der Software Axiovision (Zeiss). Als Kamera wurde die CCD-Kamera AxioCam
MRm benutzt.

., In solution * Assay

Frisch préparierte Peritonealmakrophagen (4.1.6) wurden in einem 1,5 mL ,low bind“-
Reaktionsgefd3 mit Nukleotid-vorbehandelten T-Zellen bei 4 °C (Kiihlschrank) oder 37 °C
(Brutschrank) fiir die angegebenen Zeitpunkte koinkubiert. Die Phagozytose wurde mit 2%
PFA in PBS (10 Minuten bei RT) gestoppt und die Zellen zweimal mit eisgekiihltem PBS mit
0,5 mM EDTA gewachen. Die Makrophagen wurden mit Fluochrom-konjugierten anti-Mac1-
Antikdrpern angefarbt (4.3.2) und im FACS analysiert.
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4.3 Proteinbiochemische Methoden

4.3.1 [’P]-NAD"-ADP-Ribosylierungsassay

Fiir den Nachweis von ADP-ribosylierten Oberflichenproteinen auf transfizierten HEK-T-
Zellen wurde radioaktives [*’P]-NAD verwendet. Die Zellen (1 x 10’/ Immunprizipitation)
wurden fiir 20 Minuten bei 4 °C in Gegenwart von 0,1 uM NAD', | mM ADP-R, | bzw. 5
mM DTT und 2,5 uCi [**P]-NAD inkubiert. Die nicht inkorporierte Aktivitit wurde durch 10-
faches Waschen mit 1 mL Waschpuffer entfernt. Das Zellpellet wurde in 200 pl Lysispuffer
resuspendiert und 15 Minuten auf Eis lysiert. Nach fiinfminiitiger Zentrifugation bei 800 x g
(Prizipitation der Zellkerne) wurde der Uberstand abgenommen und erneut fiir 15 Minuten
bei 16000 x g zentrifugiert, um die Membranfragmente zu pelletieren. Das Zelllysat wurde
abgenommen und bei -20 °C gelagert. Die Zelllysate wurden am néchsten Tag aufgetaut und
fiir die Immunprézipitation (4.4.2) mit anschlieBender SDS-PAGE (4.4.3) eingesetzt. Die hier
beschriebenen Arbeiten wurden im Isotopenlabor durchgefiihrt.

4.3.2 Immunprazipitation

Zur Prizipitation des P2X7-Rezeptors aus den Zelllysaten wurde der entsprechende
Antikorper (aufgereinigte anti-Maus-P2X7-(K1G)-Antikorper aus dem Kanninchen) an
ProteinG Sepharose gekoppelt. Die Sepharose wurde hierfiir zundchst dreimal mit PBS
gewaschen, bevor 20 pl Sepharose pro Ansatz mit 1 pg K1G-Antikérper in einem
Gesamtvolumen von 200 pl fiir eine Stunde bei 4 °C gerollert wurden. Nach der Kopplung
des K1G-Antikorpers wurde die Sepharose dreimal mit je 1 mL Lysispuffer gewaschen.
Zwischen den Waschschritten wurde die Sepharose durch fiinfminiitige Zentrifugation mit
600 x g préazipitiert. Vor der Inkubation der Zelllysate mit der Antikdrper-gekoppelten
Sepharose wurde das Zelllysat fiir eine Stunde bei 4 °C mit gewaschener, ungekoppelter
Sepharose (20 pl pro Ansatz) inkubiert, um unspezifisch an die Sepharose bindende Proteine
aus dem Zelllysat zu entfernen. Die Sepharose wurde durch Zentrifugation pelletiert, das
vorgeklarte Zelllysat zur Antikdrper-gekoppelten Sepharose gegeben und abermals eine
Stunde bei 4 °C gerollert. Nach erneuter Zentrifugation wurde der Uberstand abgenommen
und das Immunprézipitat (Sepharose mit spezifisch gebundenen Proteinen) dreimal mit
Lysispuffer gewaschen. Ein Aliquot des Zelllysats, die Sepharose aus der Vorklarung und das
Immunprézipitat wurden anschlieBend auf ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen.

4.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) und
Autoradiographie

Die Auftrennung von Proteinen erfolgte mittels SDS-PAGE. Die SDS-PAGE wurde mit 10%-

tigen Bis-Tris Gelen (Invitrogen) und MOPS-Puffer mit 1 mM DTT durchgefiihrt. Vor dem
Auftragen wurden die Proben (Immunprizipitate) mit einem entsprechenden Volumen an 4x
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LDS-Puffer und 10x DTT versetzt und fiir 10 Minuten bei 70 °C denaturiert. Es wurden
jeweils 20 uL der Proben neben 5 pl eines Proteinmarkers (Multi Mark) auf das Gel
aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte in einer Elektrophoresekammer vom Typ Xcell
SureLock Mini-Cell (Invitrogen) fiir ca. 30 Minuten bei 200 V. Das Gel wurde Coomassie
gefdrbt, getrocknet (4.4.4) und anschlieend auf einen Rontgenfilm aufgelegt, der fiir 24
Stunden bei -80 °C belichtet wurde.

4.3.4 Coomassie-Farbung

Die Anfirbung von Proteinen in Polyacrylamidgelen nach der SDS-PAGE erfolgte mit dem
NOVEX Colloidal Blue Stain Kit (Invitrogen). Das Gel wurde fiir zwei Stunden in der
Féarbelosung (55 ml H,O, 20 ml Methanol, 20 ml Stain A, 5 ml Stain B) geschwenkt und
anschlieBend in Wasser mit einem Aktivkohlebeutel entfiarbt. Das Gel wurde fiir etwa zehn
Minuten in der Drying Solution geschwenkt, zwischen zwei Blitter Zellophanfolie gelegt und
in einen Trockenrahmen iiber Nacht getrocknet.

4.4 ART2.2-Blockade-Assay

Fiir die Blockade der ART2.2-Enzymaktivitdt wurden Einzeldoménenantikorper eingesetzt,
die von Dr. Jan Reyelt in unserem Labor hergestellt wurden (Koch-Nolte et al. 2007).

Die in vitro-Blockade-Assays wurden auf 96-well Platten durchgefiihrt. Die aufgereinigten T-
Zellen (1 x 10°) wurden fiir 10 Minuten bei 4 °C in 100 pL RPMI 1640 mit 2 pg der
angegebenen sd Antikorper inkubiert. Nach einmaligem Waschen folgte eine 30-miniitige
Behandlung der T-Zellen mit 100 uL RPMI 1640 mit 25 uM NAD'-, 250 uM ATP- oder
5 uM eNAD" bei 37 °C. Die Zellen wurden gewaschen und mit AnnexinV (4.3.4) bzw. anti-
etheno-Antikdrper (4.3.2) angefiarbt und im FACSCalibur gemessen.

4.4.1 Intravenose Injektion von inhibierenden Antikorpern/eNAD"

Die CD38.KO-Maiuse erhielten 10 Minuten vor der Tétung eine Injektion in die Schwanzvene
ohne, mit 200 pg der angegebenen sd Antikorper oder 2 mg eNAD' in 200 pL warmen PBS
(RT). AnschlieBend wurden die Lymphozyten prépariert (4.1.4) und 30 Minuten bei 37 °C
inkubiert. Die Zellen wurden gewaschen und mit AnnexinV (4.3.4) oder anti-CD62L-
Antikorper (4.3.2.) angefarbt und im FACSCalibur gemessen.
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S. Ergebnisse

Die durchgefiihrten Untersuchungen werden im folgenden Ergebnisteil in vier Abschnitten
dargelegt. Der erste Abschnitt vergleicht die Reaktionen verschiedener P2X7-
Rezeptormutanten in transfizierten HEK-Zellen auf ATP und die NAD -abhiingige ADP-
Ribosylierung. Hierbei stehen Calciumantworten und die Identifizierung der ADP-
Ribosylierungstelle, durch die der murine P2X7-Rezeptor aktiviert wird, im Mittelpunkt der
Untersuchungen. Diese Ergebnisse werden im zweiten Abschnitt um Funktionsanalysen des
P2X7-Rezeptors auf priméren T-Zellen ergénzt (Exposition von PS und Verlust von CD62L
und CD27 nach Behandlung der Zellen mit ATP und NAD"). Der dritte Abschnitt befasst sich
mit der Freisetzung von NAD" wihrend der Lymphozytenpriparation und der daraus
resultierenden ART2-vermittelten P2X7-Aktivierung. Hierbei werden
Temperaturabhéngigkeit der ADP-Ribosylierung und der P2X7 Aktivierung untersucht, sowie
ART2.2-spezifische Einzeldoménen-Antikdrper vorgestellt, mit deren Einsatz die
Préaparations-bedingte Aktivierung des P2X7 durch ADP-Ribosylierung inhibiert werden
kann. Im letzten Abschnitt wird die Phagozytose von P2X7-aktivierten T-Zellen durch
Peritonealmakrophagen vorgestellt.

5.1 Funktionsanalysen der P2X7-Rezeptormutanten im HEK-
Zellmodell

Die extrazellulire Doméne des P2X7-Rezeptors enthélt 11 konservierte Argininreste, die im
Maus-, Ratten- und humanen Rezeptor konserviert sind (Abb. 2). Die potentielle funktionale
Signifikanz dieser Argininreste wurde anhand von transfizierten HEK-Zellen, die den
Wildtyp-P2X7 oder Arginin>Lysin Substitutionsmutanten des P2X7-Rezeptors exprimieren,
untersucht. Die Funktionalitit der P2X7-Mutanten wurde 20 Stunden nach Transfektion
anhand der Calciumantwort und des Membran-,,Blebbings* mit Hilfe der Life-Cell-Imaging-
Technik untersucht. Die adhdrenten Zellen wurden hierfiir jeweils fiir drei Minuten mit
ansteigenden Konzentrationen von ATP oder NAD" perfundiert. Mit der gleichen Technik
wurde untersucht, welche der beiden als Zielaminosduren der ART2.2 bekannten Arginine fiir
die Aktivierung des P2X7-Rezeptors durch ADP-Ribosylierung essentiell ist. Schlieflich
wurde mit Radiomarkierungsassays untersucht, ob die Thiol-abhdngige ART2.1 den P2X7
ebenfalls ADP-ribosylieren und dadurch die Exposition von PS induzieren kann.

5.1.1 Calciumantworten der P2X7-Mutanten nach ATP-Stimulation

Die Expression der ADP-Ribosyltransferase ART2.2 und der P2X7-Rezeptormutanten wurde
auf transient transfizierten HEK-Zellen mit spezifischen Antikdrpern im FACS nachgewiesen.
Alle Rezeptormutanten, mit Ausnahme von R307K, konnten auf der Zelloberfldche detektiert
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werden (Adriouch ef al. 2008). Mock-transfizierte HEK-Zellen reagierten auf ansteigende
ATP-Konzentrationen mit schwachen, voriibergehenden Signalen. Die Reizschwelle war mit
1 bis 10 uM ATP sehr niedrig (Abb. 7, Panel 1). Die Signale der mit WT-P2X7 transfizierten
Zellen lieBen sich deutlich von dieser Kontrolle unterscheiden: Nach den schwachen,
voriibergehenden Signalen 16ste eine Konzentration von ImM ATP eine starke, dauerhafte,
P2X7-abhédngige Calciumantwort aus, die erst mit der Auswaschung des ATPs durch eine
anschliefende Perfusion mit Pufferlosung zuriickging (Panel 2).
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Abb.7: ATP induziert Calciumeinstrom in P2X7-exprimierenden HEK-Zellen.

HEK-Zellen wurden mit Konstrukten fiir mRFP und Wildtyp-P2X7 oder P2X7-Mutanten
kotransfiziert. Die Zellen wurden 20 Stunden nach der Transfektion mit dem Calcium-
sensitiven Fluorochrom FURA-2AM beladen und im Einzel-Zell-Imaging untersucht. Der
Perfusionspuffer (37 °C) enthielt ansteigende Konzentrationen von ATP (s. Balken unter dem
jeweiligen Balken; Perfusionsdauer pro Konzentration: 3 Minuten; Bildaufnahmen: alle 5
Sekunden). Der ATP-Perfusion folgte ein Auswaschen des Nukleotids mit Perfusionspuffer.
Die grauen Linien zeigen die Verldufe einzelner Zellen; die roten Linien zeigen die
kalkulierten Mittelwerte (Die Verldufe wurden mit der Openlab Software erstellt).
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Die meisten P2X7-Mutanten 16sten ein dhnliches Signalverhalten wie der WT-Rezeptor aus
(Panel 3-6, 8, 13). Zwei Rezeptormutanten, R294K und R307K, zeigten, dhnlich der Mock-
Kontrolle, voriibergehende Signale, verursachten aber keine dauerhafte Calciumantwort
(Panel 11, 12 vs. 1). Die Substitution der benachbarten Arginine 276 und 277 resultierte in
sensitiveren Rezeptormutanten, die bereits bei 100uM ATP ein starkes, dauerhaftes
Calciumsignal auslosten, das zudem wédhrend der anschlieBenden Pufferperfusion nur
teilweise abklang (Panel 9, 10). Die Calciumantwort in R206K-exprimierenden HEK-Zellen
trat ebenfalls bereits bei 100 uM ATP, allerdings zeitlich verzdgert, auf (Panel 7).

5.1.2 Calciumantworten der P2X7-Mutanten nach NAD -Stimulation

Mock-transfizierte HEK-Zellen zeigten bei einer Perfusion mit hohen NAD"-Konzentrationen
von 250uM ein schwaches, voriibergehendes Signal (Abb. 8, Panel 1). Starke und dauerhafte
Calciumantworten bei 100- bis 1000-fach niedrigeren NAD"-Konzentrationen (0,25-2,5uM)
zeigten HEK-Zellen, die mit ART2.2 und den P2X7-Mutanten R206K, R276K und R277K
kotransfiziert waren und sich dadurch deutlich von der Mock-Kontrolle abgrenzten. Diese
Mutanten hatten sich bereits zuvor sensitiver als der WT gegeniiber ATP gezeigt (vergl. Abb.
7 und 2, Panel 7, 9, 10). Interessanterweise konnte selbst bei hohen NAD-Konzentrationen
keine Calciumantwort in Transfektanten beobachtet werden, die mit ART2.2 und WT-P2X7
transfiziert waren (Abb. 8, Panel 2). Die Mutanten, die sich nach der Perfusion mit ATP wie
der WT verhalten hatten, reagierten nicht auf NAD" und verhielten sich damit wieder WT-
dhnlich (Panel 3-6, 8, 13). Beim Vergleich der Aktivierung des P2X7 Purinorezeptors durch
seinen 16slichen Liganden ATP und der kovalenten Modifikation durch ADP-Ribosylierung
fiel auf, dass die sensitiveren Rezeptormutanten R206K, R276K und R277K durch eine
wesentlich niedrigere NAD " -(0,25-2,5uM) als ATP-Konzentration (100uM) aktiviert werden
konnten.
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Abb.8: NAD"-abhiingige ADP-Ribosylierung induziert Calciumeinstrom in
ART2.2/P2X7-koexprimierenden HEK-Zellen. HEK-Zellen wurden mit Konstrukten fiir
mREFP, ART2.2 und Wildtyp-P2X7 oder P2X7-Mutanten kotransfiziert. Die Zellen wurden 20
Stunden nach der Transfektion mit dem Calcium-sensitiven Fluorochrom FURA-2AM beladen
und im Einzel-Zell-Imaging untersucht. Der Perfusionspuffer (37 °C) enthielt ansteigende
Konzentrationen von NAD" (s. Balken unter dem jeweiligen Panel; Perfusionsdauer pro
Konzentration: 3 Minuten, Bildaufnahmen: alle 5 Sekunden). Der NAD ' -Perfusion folgte ein
Auswaschen des Nukleotids mit Perfusionspuffer. Die grauen Linien zeigen die Verldufe
einzelner Zellen; Die roten Linien zeigen die kalkulierten Mittelwerte (Die Verldiufe wurden
mit der Openlab Software erstellt).

5.1.3 Relevanz der beiden Zielarginine der ART2.2 im P2X7-Rezeptor

Vorangegangene Autoradiographien von Immunprizipitaten aus HEK-Zellen, die ART2.2
sowie verschiedene P2X7-Rezeptormutanten koexprimierten und mit radioaktiven [**P]-
NAD' behandelt waren, hatten gezeigt, dass neben dem konservierten Arginin 125 auch das
nicht konservierte Arginin 133 im murinen Rezeptor durch ART2.2 ADP-ribosyliert wird
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(Bannas 2007). Beide Argininreste sind in einer prominenten Finger-dhnlichen und Cystein-
reichen Region des Rezeptors lokalisiert (Abb. 2 und Abb. 9 B). Durch Einsatz der NAD'-
sensitiven R276K-Rezeptormutante, kombiniert mit weiteren Lysin-Substitutionen der
Arginine 125 oder 133 (sowie der benachbarten Arginine 124 und 134), einzeln und in
Kombination, sollte nun das Arginin, welches fiir die Aktivierung des P2X7-Rezeptors
notwendig ist, ermittelt werden.

Von den vier untersuchten R276K-Rezeptor-Doppelmutanten, die mit ART2.2 kotransfiziert
waren, zeigte nur die Doppelmutante R276K 125K keine Calciumantwort auf NAD™ (Abb. 9
A, Panel 3-6). Die Doppelmutante R276R 133K zeigte starke, dauerhafte Calciumsignale, war
allerdings mit einer Reizschwelle von 25uM NAD" weniger sensitiv als die Einzelmutante
R276K (Panel 5 vs. 2). Der Austausch der beiden nicht konservierten Arginine R124 und
R134, die sich benachbart zu den ART2.2 Ziel-ADP-Ribosylierungsstellen befinden,
beeinflusste das Rezeptorgating nicht (Panel 3, 6). Daraus 148t sich schliefen, dass die ADP-
Ribosylierung des Arginin 125 fiir die Aktivierung des murinen P2X7-Rezeptors essentiell ist.
Wie in Abb. 9 C gezeigt, vermittelt die Dreifachmutante R276K 125K 133K, inert gegeniiber
NAD’, jedoch dauerhafte Calciumsignale gegeniiber ATP ab einer Konzentration von
100puM, (Panel 1, 2) und reagiert damit dhnlich sensitiv auf ATP wie die R276K
Einzelmutante (Abb. 7, Panel 9). In der Abb. 9 D werden ausgewéhlte Bilder des Life-Cell-
Imagings gezeigt. In der oberen Reihe sind die Calciumantworten der sensitiven
ART2.2/R276K-Transfektanten auf einen Tropfen NAD" dargestellt. Darunter die fehlende
Calciumantwort der ART2.2/R276K 125K 133K-Transfektanten auf den Tropfen NAD" und
die ART2.2-unabhingige Calciumantwort auf den anschlieBenden Tropfen ATP. Der P2X7-
vermittelten Calciumantwort folgte, unabhidngig von der Art des Nukleotids, innerhalb von
60-180 Sekunden ein ausgeprigtes ,,Blebbing* der Zellmembran (siehe z.B. die drei deutlich
sichtbaren Ausstiilpungen der Zellmembran bei der Zelle in der Mitte des Bildes in Abb. 9 D,
obere Reihe).
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Abb.9: ADP-Ribosylierung von Arginin 125 ist notwendig, um den P2X7-
Rezeptor zu aktivieren. HEK-Zellen wurden mit den Konstrukten fiir mRFP, ART2.2 und
Wildtyp-P2X7 oder den angegebenen P2X7-Mutanten kotransfiziert. Die Zellen wurden 20
Stunden nach der Transfektion mit dem Calcium-sensitiven Farbstoff FURA-2AM beladen
und im Einzel-Zell-Imaging untersucht. (A, C) Der Perfusionspuffer (37 °C) enthielt
ansteigende Konzentrationen von NAD" und ATP (Perfusionsdauer pro Konzentration: 3
Minuten, Bildaufnahmen: alle 5 Sekunden). Die grauen Linien zeigen die Verldufe einzelner
Zellen; Die roten Linien zeigen die kalkulierten Mittelwerte (Die Verldufe wurden mit der
Openlab Software erstellt). (B) Schematische Ubersicht der Cystein-reichen, prominenten
Region des P2X7-Rezeptors. Die Pfeilspitzen markieren die beiden Arginine, die durch
ART2.2 ADP-ribosyliert werden. Das funktionell relevante Arginin 125 ist dunkelblau
hervorgehoben. (D) oben: Calciumantwort und ,, Blebbing” von ART2.2/R276K-
kotransfizierten HEK-Zellen nach Zugabe eines Tropfens NAD" (zum Zeitpunkt 0:30, 30
Sekunden); unten: Fehlende Calciumantwort auf einen Tropfen NAD" (zum Zeitpunkt 0:30)
der HEK-Zellen, die mit ART2.2 und einer nicht ADP-ribosylierbaren P2X7-Mutante
kotransfiziert wurden, gefolgt von einem Tropfen ATP (zum Zeitpunkt 3:30) und deutlicher
ART2.2-unabhdngiger Calciumantwort und Membran-,, Blebbing “.
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5.1.4 ADP-Ribosylierung des P2X7-Rezeptors durch ART2.1

Die ADP-Ribosyltransferase ART2 kommt auf murinen T-Zellen in zwei Varianten vor: Der
thiol-unabhéngigen ART2.2, die im murinen P2X7-Rezeptor die Arginine 125 und 133 ADP-
ribosyliert, und der thiol-abhingigen ART2.1. Mit der folgenden Untersuchung sollte geklart
werden, ob der P2X7-Rezeptor ein Zielprotein der ART2.1 darstellt und wenn ja, ob sich die
ADP-Ribosylierungsstellen ebenfalls in dem prominenten Cystein-reichen "Finger" befinden
(Abb. 2). Um diese Fragen zu beantworten, wurden HEK-Zellen mit ART2.1 oder ART2.2
und dem WT-Rezeptor oder der Vierfachmutante R124K125K 133K 134K, in der 4 Arginine
im prominenten ,Finger® durch Lysin ersetzt sind (Abb. 9 C) kotransfiziert. Das
Expressionsniveau von ART2.1 (Abb. 10 A, Panel 1, 2, 3) und ART2.2 (A, Panel 6, 7, 8) in
Kombination mit dem WT-Rezeptor (A, Panel 4, 9) oder der Vierfachmutante (A, Panel 5,
10) war 20 Stunden nach der Transfektion vergleichbar.

Der ADP-ribosylierte P2X7-Rezeptor wurde nach Immunpréizipitation tiber die kovalent-
gebundene **P-ADPR-Gruppe mittels Autoradiographie als Bande bei 80kd detektiert. Ein
entsprechendes Signal ist in dem Immunprézipitat aus ART2.1 und WT-P2X7
koexprimierenden HEK-Zellen zu erkennen (Abb. 10 B, Spuren 5, 8), nicht aber aus ART2.1-
Einzeltransfektanten (B, Spuren 4, 7). Die enzymatische Aktivitdt der ART2.1 war dabei von
exogenem DTT abhingig. Ohne Zugabe von DTT konnte nur ein sehr schwaches Signal
detektiert werden, das auf eine minimale Restaktivitdt der ART2.1 hindeutet (B, Spuren 2 vs.
5, 8). Die ART2.2 erzielte auch in Abwesenheit von exogenem DTT eine deutliche ADP-
Ribosylierung des P2X7 (C, Spuren 2, 5, 8). Die Vierfach-(R124K125K133K134)-Mutante
konnte weder von ART2.1 noch ART2.2 ADP-ribosyliert werden. Die Zielarginine der
ART?2.1 liegen somit im gleichen Abschnitt des Rezeptors wie die der ART2.2 (B und C,
Spuren 3, 6, 9). Die folgenden Ergebnisse zeigen, dass ART2.1 mit R125 und R133 dieselben
Argininreste ADP-ribosyliert wie die ART2.2. und beantwortet die Frage, ob der Rezeptor
nach ADP-Ribosylierung durch ART2.1 auch aktiviert wird.
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Abb. 10: Der P2X7-Rezeptor wird sowohl durch die thiol-abhingige ART2.1 als
auch durch die thiol-unabhingige ART2.2 ADP-ribosyliert. HEK-Zellen wurden mit den
Konstrukten fiir ART2.1 oder ART2.2 (Kontrolle) transfiziert oder zusdtzlich mit dem Wildtyp-
P2X7 oder der Vierfachmutante R124K/RI25K/R133K/R134K kotransfiziert. Die Zellen
wurden 20 Stunden nach der Transfektion geerntet. (1) FACS-Expressionskontrollen; jeweils
ein Aliquot der Transfektanten wurde mit spezifischen Antikorpern gegen P2X7 (KI1G),
ART2.1 (GUGU2-54) oder ART2.2 (Nikal02) angefirbt und im FACS analysiert. (B) SDS-
PAGE Autoradiographie; die Transfektanten wurden fiir 20 Minuten bei 4 °C mit 2,5 uCi
[’P]-NAD", 0,1 uM NAD®, 1 mM ADPR und den angegebenen DTT-Konzentrationen
inkubiert. Die gewaschenen Zellen wurden lysiert und anschlieffend mit dem anti-P2X7-Ak
K1G immunprdzipitiert. Die Immunprdzipitate wurden in einer SDS-PAGE aufgetrennt und
die radioaktiv-markierten Rezeptoren mittels Autographie detektiert.

Die Aktvierung des P2X7 fiihrt zur Exposition von PS auf der AuBlenseite der Zellmembran
und zur Aufnahme von DNA-Farbstoffen wie Yo-Pro-1, fiir die Zellmembranen
natiirlicherweise undurchléssig sind. Um das mogliche Gating des P2X7-Rezeptors durch
ART?2.1-vermittelte ADP-Ribosylierung zu untersuchen, wurden HEK-Zellen, die ART2.1
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oder ART2.2 zusammen mit der sensitiven R276K-Rezeptormutante koexprimierten, mit
NAD" behandelt und anschlieBend das expositionierte PS auf der Zelloberfliche und die
Aufnahme von Yo-Pro-1 im FACS nachgewiesen. In Abwesenheit von NAD" und ATP oder
in Gegenwart von DTT alleine zeigten ART2.1- und R276K- kotransfizierte HEK-Zellen
keine bzw. nur sehr schwache Aktivierungsanzeichen (Abb. 11 A, Panel 1, 4). Behandlung
dieser Transfektanten mit 500 uM ATP in Anwesenheit von DTT fiihrte bei der Mehrheit der
Zellen zu einer starken AnnexinV-Bindung und Yo-Pro-1-Aufnahme (A, Panel 10). Die
Behandlung dieser Transfektanten mit NAD" und DTT fiihrte zu einer dhnlich starken
Exposition von PS, jedoch nur zu einer schwachen Anfarbung mit Yo-Pro-1 (A, Panel 7).
Mutation der beiden ADP-Ribosylierungsstellen bei der Dreifach-(R276K125K133K)-
Mutante resultierte in einen NAD -resistenten Rezeptor, der aber weiterhin durch ATP
aktivierbar war (A, Panel 8, 11). HEK-Zellen, die mit der R294K Mutante und ART2.1
kotransfiziert waren, reagierten weder auf ATP noch auf NAD' (A, Panel 9, 12).

A ART 2.1 B ART 2.2
R276K R276K
R276K  R125K133K R294K R276K  R125K133K R294K
et et Kontrolle
# #
v 1| 22 2 3 1 2|8 3
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Abb. 11: AnnexinV/Yo-Pro-1-Anfirbung nach Aktivierung der sensitiven R276K-
Rezeptormutante durch die thiol-abhiingige ART2.1 und die thiol-unabhingige ART2.2.
HEK-Zellen wurden mit den Konstrukten fiir ART2.1 (A) oder ART2.2 (B) und mit dem
Wildtyp-P2X7 oder den P2X7-Mutanten (Einfachmutante R276K, R294K oder
Dreifachmutante R276K/R125K/R133K) kotransfiziert. Die Zellen wurden 20 Stunden nach
der Transfektion trypsiniert und fiir 60 Minuten bei 37 °C mit 1 uM Yo-Pro-1 ohne
(Kontrolle) oder mit 50 uM NAD" oder 500 uM ATP in Gegenwart von 1 mM DTT inkubiert.
Anschlieffend wurden die Zellen gewaschen, fiir 20 Minuten bei 4 °C mit AnnexinV*"®
angefdrbt und im FACS analysiert.
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Wihrend die NAD" und ATP-induzierten Antworten der ART2.1-Transfektanten mit denen
der ART2.2-Transfektanten vergleichbar waren (A und B, Panel 7, 8, 10, 11), zeigten
ART2.2/R276K-Transfektanten bereits ohne Behandlung mit exogenem NAD" oder ATP eine
partielle PS-Exposition (B, Panel 1, 4). Diese Reaktion scheint NAD" und ART2.2 vermittelt
zu sein, denn sie ist wie bei der Zugabe von exogenem NAD' nur von einer schwachen Yo-
Pro-1 Aufnahme begleitet. Zudem zeigen Zellen nach Kotransfektion von ART2.2 und der
Dreifach-(R276K 125K 133K)-Mutante, die keine ADP-Ribosylierungsstelle besitzt, keine
vergleichbare Reaktion (B, Panel 2). Ob diese "spontane" PS-Exposition bei R276K/ART2.2
kotransfizierten Zellen mdglicherweise durch endogenes NAD" zu erkliren ist, das von den
Zellen bei der Zellernte selbst freigesetzt wird, wird durch die Ergebnisse der folgenden
Untersuchungen noch niher beleuchtet.

5.2 Funktionsanalyse des murinen P2X7-Rezeptors auf
primiren T-Zellen

Die bisher im HEK-Zellmodell gezeigten, physiologischen Konsequenzen der Rezeptor-
aktivierung durch exogenes ATP oder NAD' sollten als nichstes an primiren, murinen T-
Zellen untersucht werden. Um die Beteiligung des P2X7-Rezeptors nachzuweisen und
zwischen den Effekten von ATP und ADP-Ribosylierung auf den Rezeptor unterscheiden zu
konnen, wurden Zellen aus WT-Maiusen im Vergleich zu Zellen aus P2X7-defizienten bzw.
ART2-defizienten Mdausen untersucht. Der Nachweis von PS auf der AuBenseite der
Zellmembran, die Aufnahme des DNA-Farbstoffes PI sowie der Verlust von CD62L auf der
Zelloberfliache dienten hierbei als Indikatoren der P2X7-Aktivierung.

5.2.1 Konsequenzen der P2X7-Aktivierung durch NAD" und ATP

Exposition von Phosphatidylserin und Verlust des CD62L-Selektins

Die Behandlung von aufgereinigten T-Zellen mit exogenem NAD" oder ATP fiihrte innerhalb
von 30 Minuten zur Exposition von PS und zu einem Verlust von CD62L auf der AuB3enseite
der Zellmembran. Mit unterschiedlich zeitlicher Verzdgerung folgte innerhalb von 20-60
Minuten die Aufnahme von PI. Diese Effekte waren bei WT-, nicht aber bei P2X7-defizienten
T-Zellen zu beobachten und sind somit offensichtlich vom P2X7-Rezeptor abhéngig (Abb. 12
A-D Panel 2, 4; C, D Panel 8, 10). Dem entsprechend konnten die Exposition von
Phophatidylserin und der Verlust von CD62L durch KN-62 (Humphreys et al. 2000; Hibell et
al. 2001), einem spezifischen Inhibitor des P2X7-Rezeptors, verhindert werden (A und B,
Panel 3, 5). ART2-defiziente T-Zellen waren empfindlich gegeniiber ATP, zeigten aber keine
Sensitivitit gegeniiber NAD", da fiir die ADP-Ribosylierung des Rezeptors ART2 essentiell
ist (A und B, Panel 7, 9).
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T-Zellen von C57Bl/6-Mdusen, die aufgrund einer Mutation (P451L) im zytosolischen Teil
des P2X7 eine beeintriachtigte Rezeptorfunktion aufweisen (Adriouch et al. 2002), bendtigten
10-fach hohere Konzentrationen von NAD" und ATP, um dieselben Effekte zu zeigen wie T-
Zellen, die aus einer BALB/c WT-Maus gewonnen wurden (A, Panel 2, 4 vs. C und D, Panel
2-5). Bemerkenswert ist, dass nach der Behandlung mit NAD" die Mehrheit der Zellen zwar
AnnexinV-positiv, aber nicht gleichzeitig, wie im Fall von ATP, PI-positiv war (A, Panel 2,
4). Dies erinnert an die unterschiedlichen Reaktionen der ART2/P2X7R276K-kotransfizierten
HEK-Zellen auf NAD" und ATP (Abb. 11 A und B, Panel 7, 10). Es fallt auf, dass ein kleiner
Anteil der WT-T-Zellen bereits ohne Zugabe von exogenem NAD" AnnexinV-positiv oder
CD62L-negativ ist (A, B, C und D, Panel 1). Dieser Effekt ist offensichtlich ART2- und
P2X7-abhédngig (A, B, C und D, Panel 6), erinnert an die "spontane" Reaktion von
ART2.2/R276K-kotransfizierten HEK-Zellen (Abb. 11 B, Panel 1) und konnte
moglicherweise auf die Freisetzung von endogenem NAD" hindeuten. Weiterhin fillt auf,
dass ART2-defiziente Zellen etwas sensitiver als WT-Zellen auf exogenes ATP reagieren (A,
Panel 4, 9).
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Abb. 12: Exogenes NAD" und ATP induzieren die P2X7-abhiingige Exposition von
Phosphatidylserin, den Verlust von CD62L auf der Zelloberfliche und die Aufnahme
von PI durch primére T-Zellen. (4, B) Aufgereinigte T-Zellen aus den Lymphknoten einer
BALB/c Wildtyp- und einer ART2.KO-Maus wurden ohne (Panel 1, 6) oder mit 25 uM NAD"
oder 250 uM ATP (Panel 2, 4) fiir 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Parallele Inkubationen
wurden in der Gegenwart des P2X7-Antagonisten KN-62 (10 uM)(Panel 3, 5, 8, 10)
durchgefiihrt. (A) Die Zellen wurden gewaschen, mit AnnexinV'' und PI oder (B) mit anti-
CD62L" und anti-CD3™ angefirbt und anschliefend im FACS analysiert. (C, D)
Aufgereinigte T-Zellen aus den Lymphknoten einer C57Bl/6 Wildtyp- und einer P2X7.KO-
Maus wurden ohne (Panel 1, 6) oder mit 25 uM, 250 uM NAD", 250 uM und 2.5 mM ATP
(Panel 2, 3, 4, 5) fiir 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Die Zellen wurden vor der FACS-
Analyse, wie in A und B angegeben, angefdrbt. (A, C) Die Zahlen geben die Prozente der
Zellen in jedem Quadranten an. (B, D) Die Prozente des oberen und unteren rechten
Quadranten sind angegeben.

Verlust von CD27

Im folgenden Versuch wurden Lymphozyten einer BALB/c WT- und ART2.KO-Maus vor
und nach ATP- und NAD -Behandlung auf die Expression von CD27 untersucht, das ebenso
wie CD62L als TACE-(TNF-a-converting enzyme)-sensitives Protein bekannt ist. CD27
konnte auf unbehandelten WT- und ART2.KO-T-Zellen detektiert werden (Abb. 13, Panel 1,
4). Die Behandlung der WT-Lymphozyten mit exogenem NAD" oder ATP fiihrte zu einer
Abnahme des Oberflachenproteins (Panel 2, 3). ART2-defiziente T-Zellen reagierten auf
ATP, aber nicht auf NAD" (Panel 5, 6). Ahnlich wie im Fall von CD62L (Abb. 12 B, Panel
1) war ein kleiner Anteil der WT-T-Zellen, nicht aber der ART2-defizienten Zellen, bereits
ohne Zugabe von exogenem NAD" CD27-negativ (Panel 1 vs. 4).
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Abb. 13: Exogenes NAD" und ATP induzieren den Verlust von CD27 auf der
Zelloberfliche primérer T-Zellen. Primdre Lymphozyten aus den Lymphknoten einer
BALB/c Wildtyp- und einer ART2.KO-Maus wurden ohne (Kontrolle, Panel 1, 4) oder mit
25 uM NAD" oder 250 uM ATP (Panel 2, 3, 5, 6) fiir 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Die
Zellen wurden gewaschen, mit anti-CD27"F und anti-CD3*"° angefiirbt und anschliefend im
FACS analysiert
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5.3 Freisetzung von NAD" wihrend der T-Zellpriparation

In den vorangegangenen Versuchen fiel auf, dass ein Teil der WT-T-Zellen bereits vor der
Behandlung mit exogenem NAD" deutliche Anzeichen der P2X7-Aktivierung zeigte.
Gleichzeitig war zu beobachten, dass diese Effekte P2X7- und ART2-abhéngig und somit
offensichtlich NAD -vermittelt waren (Abb. 12 A-D, Panel 1 vs. 6; Abb. 13, Panel 1 vs. 4).
Da die primidren T-Zellen bei 4 °C prépariert und dann bei 37 °C inkubiert worden waren,
kam die Frage auf, ob eine Vor-ADP-Ribosylierung bzw. Voraktivierung des P2X7 schon in
der Maus oder wihrend der Priparation der T-Zellen stattgefunden hatte. Die im folgenden
Abschnitt vorgestellten Untersuchungen sollten einen genauen Einblick in die
Temperaturabhingigkeit der ART2-Aktivitdt und der P2X7-Aktivierung geben und zudem
kliren, ob es zu einer Freisetzung von endogenem NAD" wihrend der Priparation kommen
konnte. Neben BALB/c WT- und ART2.KO-Méusen wurden hier auch CD38.KO-Miuse
eingesetzt, die durch das Fehlen der NAD'-Glykohydrolase hdhere Mengen an
extrazellulirem NAD" (Partida-Sanchez et al. 2003) und dadurch eine verstirkte ART2-
Aktivitdt aufweisen (Krebs et al. 2005).

5.3.1 Temperaturabhangigkeit der P2X7-Aktivierung

Abb. 14 zeigt die Ergebnisse einer Analyse der Temperaturabhidngigkeit der Exposition von
Phophatidylserin (A und B) und des Verlustes von CD62L (C und D) nach einer Behandlung
von T-Zellen mit exogenem ATP oder NAD". T-Zellen, die strikt bei 4 °C gehalten wurden,
kehrten unabhingig von der Art des Agonisten weder PS nach auflen, noch gaben sie CD62L
von der Zelloberfliche ab. Erkennbare Reaktionen auf die ADP-Ribosylierung des P2X7-
Rezeptors nach Behandlung mit NAD" zeigten sich erst bei annihernd physiologischen
Temperaturen ab 30 °C (A und C), wihrend die T-Zellen nach ATP-Behandlung schon bei
20 °C deutlich sichtbare Reaktionen zeigten (B und D).

Es fillt auf, dass die zuvor beschriebene "spontane" Exposition von PS ebenso wie der
"spontane" Verlust von CD62L bei WT Zellen ohne Zugaben exogener Nukleotide
temperaturabhéngig ist (Abb. 14 A-D, offene Kreise), d.h. erst bei 30 °C sichtbar wurde. Es
fallt ferner auf, dass CD38-defizienten Zellen auch ohne Zugabe exogener Nukleotide bei
30 °C verstérkt PS exponierten und CD62L verloren (Abb. 14 A-D, offene Quadrate). ART2-
defiziente Zellen waren inert gegeniiber exogenem NAD" und zeigten keine "spontane"
Reaktion (Abb. 14 A, C gefiillte und offene Dreiecke). Sie zeigten jedoch normale Reaktionen
auf exogenes ATP (Abb. 14 B, D, gefiillte Dreiecke).
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Abb. 14: Temperaturabhiingigkeit der ATP und NAD -induzierten Exposition von

Phosphatidylserin und des Verlustes von CD62L. Aufgereinigte T-Zellen aus den
Lymphknoten einer BALB/c Wildtyp-, einer ART2.KO- und einer CD38.KO-Maus wurden fiir
30 Minuten bei den angegebenen Temperaturen ohne (Kontrolle) oder mit 25 uM NAD" (4
und C) oder 250 uM ATP (B und D) inkubiert. Anschlieffend wurden die gewaschenen Zellen
mit AnnexinV*™'“ und PI (A und B; AnnexinV/PI -Zellen in Prozent der T-Zellen) oder mit
anti-CD62L"* und anti-CD3*" (C und D; CD62L"-Zellen in Prozent der T-Zellen) angefiirbt
und im FACS analysiert.

5.3.2 Temperaturabhangigkeit der ADP-Ribosylierung

Die Beobachtung, dass die NAD -vermittelten Effckte auf T-Zellen erst bei annihernd
physiologischen Temperaturen auftraten (5.3.1), fiihrte zu der Frage, ob die ADP-
Ribosytransferase ART2 erst bei diesen Temperaturen enzymatisch aktiv wird. Durch den
Einsatz von etheno-NAD', einem Substratanalogon fiir ART2, konnte der ADP-
Ribosylierungsgrad der Oberflichenproteine bei verschiedenen Temperaturen mit Hilfe eines
etheno-ADP-Ribose-spezifischen Antikorpers im FACS bestimmt werden (Abb. 15 A).
Wihrend bei ART2-defizienten T-Zellen erwartungsgemdl kein Einbau von etheno-ADP-
Ribose nachweisbar war (A), zeigten WT T-Zellen bei 4 °C einen wesentlich hoheren Anteil
an etheno-ADP-ribosylierten Oberflachenproteinen als bei physiologischen Temperaturen.
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Um die Stabilitdt der ADP-Ribosylierung zu untersuchen, wurden T-Zellen in einem
zusitzlichen Experiment nach etheno-NAD'-Behandlung gewaschen und ohne das ART2-
Substrat bei 4 °C oder 37 °C weiter inkubiert, bevor das ADP-Ribosylierungsniveau bestimmt
wurde (Abb. 15 B). Eine deutliche Abnahme des ADP-Ribosylierungsgrades trat bei T-Zellen
auf, die, nach einer etheno-NAD-Inkubation bei 4 °C, eine Stunde bei 37 °C ohne ART2-
Substrat weiter inkubiert worden waren (B, Panel 3 vs. 1). Anders verhielten sich T-Zellen,
die bei 37 °C etheno-ADP-ribosyliert und bei 4 °C nachinkubiert wurden. Hier zeigte sich
keine Abnahme des ADP-Ribosylierungsgrades (B, Panel 4 vs. 2). Diese Beobachtungen
zeigen eine Reversion der ADP-Ribosylierung bei physiologischen Temperaturen.
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Abb. 15: ADP-Ribosylierung von Zelloberflichenproteinen ist bei 4 °C effizienter
als bei 37 °C. Aufgereinigte T-Zellen aus den Lymphknoten einer BALB/c Wildtyp- und
ART2.KO-Maus wurden fiir 30 Minuten bei den angegebenen Temperaturen mit 25 uM
eNAD" inkubiert. (A) Die gewaschenen Zellen wurden direkt mit dem anti-eADP-R mAK
1G4 anoefirbt und im FACS analysiert. (B) erst nach einer weiteren, einstiindigen
Inkubation bei 4 °C oder 37 °C in Abwesenheit von eNAD" wurden die T-Zellen wie in A
angefdrbt und im FACS analysiert.
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5.3.3 ART2.2-Inhibition durch spezifische Einzeldomanenantikorper

Die ,,spontane* Exposition von PS und der Verlust von CD62L von einem kleinen Anteil der
primdren WT-T-Zellen konnte ein Anzeichen fiir einen vorausgegangenen Kontakt mit
endogenem NAD" z.B. schon in vivo oder wihrend der Priparation sein. Um diese Frage zu
klaren, wurden im Folgenden ART2.2-inhibierende Einzeldoménenantikorper (sdAb = single
domain antibody) aus dem Lama (Lama glama) eingesetzt, die im Rahmen einer anderen
Dissertationsarbeit am Institut fiir Immunolgie generiert worden war (Reyelt 2008).

T-Zellen einer BALB/c WT-Maus wurden nach einer 10-miniitigen Vorbehandlung mit vier
verschiedenen ART2-spezifischen Einzeldomdnenantikorpern fiir 30 Minuten mit 5 pM
etheno-NAD" oder 25uM NAD" weiterinkubiert. Die Aktivitit der ART2.2 wurde wie zuvor
iiber die etheno-ADP-ribosylierten Oberflichenproteine (Abb. 16 A), die ART2.2-induzierte
Aktivierung des P2X7-Rezeptors iiber die Exposition von PS im FACS nachgewiesen (Abb.
16 B). Die Ergebnisse zeigen, dass drei der vier eingesetzten Antikorper (s+16a, s+16b, 1-17)
die ART2.2-vermittelte etheno-ADP-Ribosylierung von Zelloberflichenproteinen auf CD4-
positiven wie auf CD4-negativen T-Zellen ebenso wie die durch exogenes NAD" induzierte
Exposition von PS effizient inhibierten (A und B, Panel 4, 5, 6 vs. 1). Hingegen zeigte sich
keinerlei Inhibition von ART2-Aktivitit oder P2X7-Aktivierung bei den mit s-14
vorbehandelten T-Zellen (Abb. 16 A und B, Panel 3). Bei genauer Betrachtung féllt auf, dass
die drei inhibierenden Einzeldominenantikdrper jedoch die "spontane" PS-Exposition
offensichtlich nicht inhibieren konnten.
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Abb. 16: Spezifische Einzeldominenantikorper (sdAb) blockieren die enzymatische

Aktivitit der ART2.2 auf primiren Lymphknoten-T-Zellen in vitro. Aufgereinigte T-
Zellen aus den Lymphknoten einer BALB/c Wildtyp Maus wurden vor der Zugabe von 5 uM
eNAD" (4) oder 25 uM NAD'(B) mit 2 ug der aufgereinigten ART2.2-spezifischen sd
Antikorper fiir 10 Minuten vorinkubiert. (A) Die Zellen wurden gewaschen, mit anti-etheno-
Adensosin 1G4-Antikérper und anti-CD4 Antikorper angefirbt und im FACS analysiert.
Panel 1, 2: Kontrollzellen mit und ohne eNAD " -Behandlung Panel 3, 4, 5, 6: Lymphozyten,
die mit sdAb vorinkubiert und eNAD" behandelt wurden. (B) Die Zellen wurden gewaschen,
mit AnnexinV*™'° und PI angefiirbt und im FACS analysiert. Panel 1, 2: Kontrollzellen mit
und ohne NAD " -Behandlung; Panel 3, 4, 5 und 6: Lymphozyten, die mit sdAb vorinkubiert
und NAD" behandelt wurden.

Im folgenden Versuch wurden neben WT- und ART2.KO-Méusen auch CD38-defiziente
Miuse eingesetzt, die aufgrund ihrer hohen extrazelluliren NAD'-Konzentrationen
deutlichere "spontane" Reaktionen, d.h. auch ohne Zugabe von exogenem NAD", zeigten. T-
Zellen wurden zehn Minuten nach einer iv. -Injektion des ART2.2-spezifischen
Einzeldoménenantikorpers s+16a pripariert, wie zuvor flir PS und CD62L angefarbt, und im
FACS analysiert. Es erfolgte keine zusitzliche Behandlung mit exogenem NAD'".
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Abb.17: In vivo-Blockade von ART2.2 mit Einzeldominenantikorpern (sdAb)
verhindert die spontane Exposition von Phosphatidylserin sowie den Verlust von CD62L
auf der Zelloberfliiche frisch préiparierter T-Zellen. Eine BALB/c Wildtyp-, ART2.KO- und
CD38.KO-Maus erhielten zehn Minuten vor der Tétung und anschlieffender
Lymphknotenprdparation eine i.v. Injektion mit PBS (Kontrolle) oder PBS mit 300 ug
ART?2.2-spezifischem sdAb s+16a. Zwei weitere CD38.KO-Mduse erhielten i.v. Injektionen
mit sdAb I-17 oder 2 mg etheno-NAD". Die hergestellten Zellsuspensionen wurden fiir 30
Minuten bei 37 °C inkubiert, mit AnnexinV*"'C, anti-CD3*"“ und PI oder mit anti-CD62L"*
und anti-CD3"™" angefiirbt und anschliefend im FACS analysiert. (4) FACS-Abbildungen
des CD62L-Verlustes (Panel 1, 2) bzw. der Exposition von PS (Panel 3, 4) von T-Zellen aus
CD38.KO-Mdusen, die Injektionen mit PBS oder PBS mit sdAb s+16a erhalten hatten. (B)
Graphik: Angegeben sind lebende (AnnexinV/PI ")-Zellen in Prozent der CD3"-Zellen und
CDG62L"-Zellen in Prozent der CD3"-Zellen.

Die ,,spontane* Exposition von PS und der "spontane" Verlust von CD62L lieBen sich gut an
den PBS-behandelten CD38.KO- und WT-Tieren erkennen: Die Mehrheit der CD38-
defizienten und ein Teil der WT-T-Zellen war nach einer Inkubation bei 37 °C ohne exogenes
NAD" AnnexinV-positiv bzw. CD62L-negativ (Abb. 17 A, Panel 1 und 3). Diese Effekte
waren strikt ART2-abhéngig, da ART2-defiziente T-Zellen keine spontanen Reaktionen
zeigten (B). Eine Injektion mit den Antikorpern s+16a oder 1-17 kurz vor der Praparation
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konnte WT-T-Zellen und sogar CD38-defiziente T-Zellen erfolgreich vor den ART2.2-
vermittelten Effekten schiitzen (A, Panel 2, 4; B). Interessanterweise hatte eine Injektion mit
2 mg etheno-NAD" (Die etheno-ADP-Ribosylierung des P2X7-Rezeptors fiihrt nicht zu
dessen Aktivierung) zehn Minuten vor der Préparation der CD38-defizienten Zellen einen
dhnlichen praventiven Effekt, wenngleich hierdurch nicht die ART2.2-Aktivitdt blockiert
wurde, sondern vielmehr mogliche ADP-Ribosylierungsstellen in P2X7 und anderen
Zielproteinen mit etheno-ADP-Ribose besetzt wurden. (B). Diese Ergebnisse weisen darauf
hin, dass die untersuchten T-Zellen erst wihrend der Préparation und nicht bereits zuvor in
vivo ADP-ribosyliert wurden.

5.4 Phagozytose von T-Zellen nach P2X7-Aktivierung

Die dauerhafte Aktivierung des P2X7-Rezeptors durch ADP-Ribosylierung von Arginin 125
oder chronische ATP-Exposition fiihrt, wie in den vorangegangenen Abschnitten gezeigt, zu
verschiedenen Modifikationen der T-Zelle und 16st schlieBlich den Zelltod aus. Apoptotische
Zellen werden normalerweise durch Makrophagen phagozytiert. Dabei gilt die Exposition von
PS auf der AuBenseite einer Zellmembran als ein ,,Friss-mich“-Signal (s.a. 5.2.1) (Fadok et al.
1992; Fadok ef al. 2001). Daher stellte sich die Frage, ob T-Zellen nach Behandlung mit
exogenem ATP oder NAD' durch Makrophagen phagozytiert werden. Hierfiir wurden
aufgereinigte T-Zellen mit exogenem NAD" oder ATP vorbehandelt und anschlieBend mit
Peritonealmakrophagen koinkubiert. Um T-Zellen und Makrophagen spéter in der
Immunfluoreszenz oder im FACS voneinander unterscheiden zu konnen, wurden T-Zellen mit
einem fluroeszierenden Zellfarbstoff (CFSE (Celltracker Green) oder PKH26 (roter
Zellmembranfarbstoff)), Makrophagen mit Fluorochrom-gekoppelten anti-CD11a (Macl,
Integrin aM) Antikorpern angefarbt.

5.4.1 Phagozytose NAD"-behandelter T-Zellen durch Makrophagen

In einem ersten Versuch wurde untersucht, ob NAD'-behandelte T-Zellen von
Peritonealmakrophagen phagozytiert werden. Hierzu wurden mit PKH26 markierte T-Zellen
fiir 30 Minuten mit NAD" behandelt, dann in Suspension bei 4 °C oder 37 °C zusammen mit
Peritonealmakrophagen fiir unterschiedliche Zeiten inkubiert, fixiert und dann mittels
Immunfluoreszenmikroskopie bzw. FACS analysiert. Die Ergebnisse zeigen, dass T-Zellen,
die mit 25 pM NAD" behandelt worden waren, innerhalb von 50 Minuten durch
Makrophagen phagozytiert wurden (Abb. 18 A). Die Phagozytose der T-Zellen war dabei von
der Temperatur abhidngig: Wahrend T-Zellen bei 4°C auflen an den Makrophagen zu kleben
schienen (Abb. 18 A, panel 2, weille Pfeile), waren sie bei 37 °C zu einem groflen Anteil
aufgenommen und teilweise bereits zersetzt worden (Abb. 18 A, panel 1, weille Pfeile). Die
parallel durchgefiihrten FACS-Analysen zeigten, dass ca. ein Drittel der Phagozyten, die fiir
50 Minuten bei 37 °C mit NAD -behandelten T-Zellen koinkubiert worden waren, Mac-
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177€/PKH26-doppelt positiv waren (Abb. 18 B, Panel 2), wihrend bei den 4 °C-Proben keine
bzw. nur sehr wenige Makrophagen doppelt positiv waren (Abb. 18 B, Panel 3, 4). Somit
wurden im FACS offensichtlich nur die Makrophagen als PKH26-(T-Zell)-positiv angezeigt,

die T-Zellen internalisiert hatten. Sowohl die Mac-11¢

-einfach positiven Makrophagen als
auch die PKH26-positiven T-Zellen sind als distinkte Populationen deutlich zu erkennen.

(Abb. 18 B, Panel 4 vs. 2).

Abb. 18 C und D vermitteln einen Einblick in den Verlauf der Phagozytose innerhalb der
ersten Stunde der Koninkubation der Makrophagen mit den NAD-behandelten T-Zellen. Die
Zunahme der PKH26/Mac-1"""“-positiven Makrophagen erreichte nach 50 bis 60 Minuten
Koinkubation maximale Werte, wenn die Zellen bei 37 °C koinkubiert wurden (Abb. 18 C,
rote Balken). Unbehandelte Kontrollzellen wurden mit dhnlichem Verlauf, aber zu einem
wesentlich geringeren Anteil als NAD -behandelte T-Zellen, phagozytiert (Abb. 18 C, rosa
Balken). Bei den 4 °C-Proben war iiber den gesamten Zeitraum keine oder eine nur sehr
geringe Phagozytose sowohl von unbehandelten als auch von NAD'-behandelten T-Zellen zu
beobachten (Abb. 18 C, hell- und dunkelblaue Balken).

Die Phagozytose NAD -behandelter T-Zellen war dabei ART2-abhiingig: Wihrend WT-T-
Zellen nach einer Behandlung mit 25 uM NAD" durch Makrophagen phagozytiert wurden,
war keine Phagozytose von NAD -behandelten ART2-defizienten T-Zellen zu beobachten
(Abb. 18 D).
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Abb.18: NAD"-behandelte T-Zellen werden durch Peritonalmakrophagen
phagozytiert. Aus Lymphknoten einer BALB/c Wildtyp-Maus aufgereinigte T-Zellen wurden
mit 4 uM PKH26 angefiirbt, gewaschen und anschlieffend ohne oder mit 25 uM NAD" fiir 30
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Minuten bei 37 °C inkubiert. Anschlieffend wurden die T-Zellen im Verhdltnis 1:1 in
Suspension mit Peritonealmakrophagen fiir die angebegenen Zeitpunkte bei 4 °C oder 37 °C
koinkubiert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde die Phagozytose jeweils durch
Uberfiihrung eines Aliquots der Zellen in 2% PFA gestoppt, die Zellen gewaschen und die
Makrophagen mit anti Mac-1"""C angefiirbt. (A) Ein Teil der Zellen wurde im
Immunfluoreszenzmikroskop analysiert (Zeiss Axiovert 200M, Objektiv: 40x (N.A. 0,75)).
Weifle Pfeile markieren einige Makrophagen, die NAD'-behandelte T-Zellen bei 37 °C
phagozytiert oder bei 4 °C gebunden haben. (B,C) Ein weiterer Teil der Zellen wurde im
FACS analysiert. Angegeben sind PKH26/Mac-1""C-doppelt positiven Zellen in Prozent der
Mac-1""positiven Population. (D) Aus Lymphknoten einer BALB/c Wildtyp-Maus und einer
ART2.KO-Maus aufgereinigte T-Zellen wurden mit 1 uM Celltracker Green (CTG) angefirbt,
gewaschen und mit 25 uM NAD" fiir 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Anschliefiend wurden T-
Zellen in Suspension im Verhdltnis von 9:1 (WT) bzw. 20:1 (ART2.KO) mit
Peritonealmakrophagen fiir die angebegenen Zeitpunkte bei 37 °C koinkubiert. Die
Phagozytose wurde wie in (C) mit 2% PFA gestoppt, die Zellen gewaschen, die Makrophagen
mit anti Mac-1"* angefiirbt und im FACS analysiert.

5.4.2 ART2- und P2X7-Abhingigkeit der Nukelotid-induzierten
Phagozytose

Die beobachtete Phagozytose von NAD -behandelten WT-T-Zellen, aber nicht von ART2-
defizienten T-Zellen deutet an, dass die Phagozytose von T-Zellen von der ADP-
Ribosylierung von Zelloberflichenproteinen auf diesen Zellen abhingt. Es liegt die
Vermutung nahe, dass speziell die NAD'/ART2-induzierte Aktivierung des P2X7-Rezeptors
und die anschlieBende Exposition des ,,Friss-mich“-Signals Phosphatidylserin auf der T-
Zellmembran die Phagozytose der T-Zellen durch die Peritonealmakrophagen bedingt. Um
die Beteiligung des P2X7-Rezeptors zu untersuchen, wurden im Folgenden deshalb WT-,
ART2- und P2X7-defiziente T-Zellen mit NAD', NAD" in Kombination mit dem P2X7-
Inhibitor KN-62, oder ATP behandelt und anschliefend mit Makrophagen koinkubiert.
Parallel wurde an einem Anteil der jeweiligen T-Zellpopulationen die Exposition von PS
untersucht.

Die Ergebnisse zeigen, dass P2X7-defiziente T-Zellen, im Gegensatz zu WT Zellen, weder
nach Vorbehandlung mit NAD", noch mit ATP nennenswert phagozytiert wurden (Abb. 19 A,
graue und schwarze Balken). ART2-defiziente T-Zellen hingenen wurden nur nach ATP-
Behandlung phagozytiert (Abb. 19 A, schwarze Balken). Somit ldsst sich die beobachtete
Phagozytose auf die Aktivierung des P2X7-Rezeptors durch seinen 16slichen Liganden ATP
oder die NAD'/ART2-induzierte ADP-Ribosylierung zuriickfiihren. Die Ergebnisse mit dem
P2X7-Inhibitor KN62 bestitigen dies, da in seiner Gegenwart die NAD -vermittelte
Phagozytose der WT-T-Zellen bis auf das Niveau der unbehandelten Kontrollzellen reduziert
war (Abb. 19 A, schraffierte Balken). Interessanterweise korrelierte die Phagozytose der T-
Zellen positiv mit ihrer PS-Exposition (Abb. 19 B). NAD'- oder ATP-behandelte WT-T-
Zellen, die PS expositionierten, wurden, ebenso wie ATP-behandelte ART2.KO Zellen, von
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Makrophagen phagozytiert, wiahrend T-Zellen, die kaum PS expositionierten (z.B. P2X7.KO
T-Zellen und NAD"-behandelte ART2.KO Zellen) kaum phagozytiert wurden (Abb. 19 B).
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Abb. 19: Phagozytose von NAD - und ATP-behandelten T-Zellen Korreliert mit der
PS-Exposition nach Aktivierung des P2X7-Rezeptors. Aus Lymphknoten einer BALB/c
Wildtyp-, ART2.KO- und P2X7.KO-Maus aufgereinigte T-Zellen wurden mit 4 uM PKH26
angefirbt, gewaschen und anschlieffend ohne exogene Nukleotide (Kontrolle), mit 25 uM
NAD" oder 250 uM ATP fiir 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Parallele Inkubationen wurden
in der Gegenwart von 25 uM NAD" und dem P2X7-Antagonisten KN-62 (10 uM)
durchgefiihrt. (A) Vorbehandelte T-Zellen wurden fiir 60 Minuten bei 37 °C in Suspension mit
Peritonealmakrophagen im Verhdltnis von 4:1 (WT sowie P2X7.KO) bzw. 8:1 (ART2.KO)
koinkubiert und wie in Abbildung 12 im FACS analysiert. Angegeben sind die PKH26/Mac-
1" _doppelt positiven Zellen in Prozent der Mac-1""-positiven Zellen. (B) Ein Teil der
behandelten T-Zellen wurde parallel mit AnnexinV*"'C angefirbt und im FACS analysiert.
Angegeben sind die AnnexinV"'-Zellen in Prozent der T-Zellen.

5.4.3 Dosis-Wirkungs-Analysen der Nukleotid-induzierten Phagozytose

Der folgende Abschnitt zeigt die Ergebnisse von vergleichenden Dosis-Wirkungs-
Untersuchungen der NAD'- bzw. ATP-induzierten Phagozytose von T-Zellen durch
Makrophagen und der PS-Exposition der T-Zellen. Die Ergebnisse zeigen wieder eine
positive Korrelation zwischen der Phagozytose von T-Zellen durch Makrophagen (Abb. 19 A)
und der NAD'- oder ATP-induzierten Exposition von PS auf T-Zellen (Abb. 19 B). In beiden
Fillen reicht eine Vorbehandlung der WT-T-Zellen mit 3 uM NAD" aus, um die T-Zellen
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effektiv fiir die Phagozytose zu markieren und die PS-Exposition zu induzieren. Es waren
wesentlich hohere ATP-Konzentrationen (125 uM) notwendig, um T-Zellen vergleichbar fiir
die Phagozytose zu kennzeichnen, bzw. die Exposition von PS zu induzieren. ART2-
defiziente T-Zellen wurden wie zuvor nur nach ATP-Behandlung phagozytiert (Abb. 20 A,
schraffierte Balken).
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Abb. 20: Dosis-Wirkungs-Kurve. T-Zellen wurden wie in Abbildung 13 mit PKH26
angefiirbt und mit den angegebenen NAD"- oder ATP-Konzentrationen fiir 30 Minuten bei
37 °C vorbehandelt. Anschliefsend wurden die T-Zellen jeweils fiir 60 Minuten im Verhdltnis
von 2,5:1 mit Peritonealmakrophagen bei 37 °C koinkubiert und die Phagozytose sowie PS-
Exposition wie in Abbildung 13 im FACS analysiert. (4, B) Angegeben sind die PKH26/Mac-
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1" doppelt positiven Zellen in Prozent der Mac-1""“-positiven Zellen bzw. (B) die
AnnexinV"-Zellen in Prozent der T-Zellen.

5.4.4 Phagozytose von Nukleotid- vs. Staurosporin-behandelten T-Zellen

Klassische Wege der Apoptoseinduktion wie die Aktivierung von FAS-, TNFR- und anderen
Todesrezeptoren, UV-Bestrahlung oder die Behandlung mit Zellgiften fiihren erst innerhalb
von Stunden zur Exposition von PS und zur Phagozytose durch Makrophagen (Henson et al.
2001). Verglichen damit, erscheint die Aktivierung des P2X7-Rezeptors beides sehr rasch zu
induzieren.

Im folgenden Versuch sollte die Nukleotid-induzierte PS-Exposition/Phagozytose mit der
durch Staurosporin-induzierten PS-Exposition/Phagozytose verglichen werden. Staurosporin
ist ein unspezifischer Proteinkinase-Inhibitor und wird hdufig als Beispiel fiir eine Zellgift-
induzierte Apoptose benutzt (Chae et al. 2000). Hierflir wurden T-Zellen unterschiedlich lang
mit Staurosporin, NAD" oder ATP vorbehandelt und dann Makrophagen zur Phagozytose
angeboten.

Die Ergebnisse zeigen, dass eine 10-miniitige Behandlung der T-Zellen mit NAD" oder ATP
ausreichte, um eine effiziente Phagozytose durch Makrophagen zu induzieren (Abb. 21, graue
und schwarze Balken). Eine deutliche Phagozytose von Staurosporin-behandelten T-Zellen
konnte erst nach einer sechsstiindigen Vorbehandlung der T-Zellen mit Staurosporin erreicht
werden (Abb. 21, schraffierte Balken). Kiirzere Staurosporinbehandlungen fiihrten nicht zu
einer Phagozytose, die iiber die der unbehandelten T-Zellen hinausging (Abb. 21, schraffierte
vs. hellgraue Balken). Eine sechsstiindige Vorinkubation bei 37 °C fiihrte auch bei
unbehandelten WT- und ART2-defizienten Kontrollzellen zu einer leichten aber deutlichen
Zunahme der Phagozytose dieser T-Zellen durch die Makrophagen (Abb. 21 A).

Die in Abb. 21 B gezeigten Ergebnisse bestitigen die Korrelation zwischen Phagozytose und
PS-Exposition. Wahrend Nukleotid-behandelte T-Zellen nach einer Kurzzeitbehandlung von
10 bis 30 Minuten PS expositionierten und durch Makrophagen phagozytiert wurden, zeigten
Staurosporin-behandelte T-Zellen erst nach 6 Stunden PS auf ihrer Oberfldche, also zu dem
gleichen Zeitpunkt, zu dem die Makrophagen diese T-Zellen erkennbar phagozytierten (Abb.
21 B).
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Abb. 21: Vergleich der NAD'-, ATP- und Staurosporin-vermittelten Phagozytose
von T-Zellen durch Peritonealmakrophagen. Aufgereinigte T-Zellen wurden wie in
Abbildung 13 mit PKH26 angefirbt, gewaschen und anschlieffend ohne (Kontrolle) oder mit
25 uM NAD", 250 uM ATP oder 5 uM Staurosporin fiir die angegebenen Zeitpunkte bei
37 °C inkubiert. (4) Anschlieffend wurden die T-Zellen im Verhdltnis von 2:1 (Mariathasan et
al.) und 3:1 (ART2.KO) mit Peritonealmakrophagen fiir 60 Minuten bei 37 °C koinkubiert,
bevor die Phagozytose wie in Abbildung 13 im FACS analysiert wurde. Angegeben sind die
PKH26/Mac-1""“-doppelt positiven Zellen in Prozent der Mac-1"""“-positiven Zellen. (B) Ein
Teil der behandelten T-Zellen wurde mit AnnexinV*''C angefiirbt und im FACS analysiert.
Angegeben sind die AnnexinV"'-Zellen in Prozent der T-Zellen.

5.4.5 Selektive Phagozytose NAD -behandelter T-Zellen

Die bisherigen Phagozytose-Assays wurden in Suspension mit frisch isolierten
Peritonealmakrophagen durchgefiihrt. Um die Morphologie der Makrophagen und der
phagozytierten T-Zellen besser beurteilen zu kdnnen, wurden die folgenden Phagozytose-
Assays mit adhdrenten Makrophagen nach dreitigiger Kultur auf Zellkammer-Objekttragern
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(chamber-slides) durchgefiihrt. Im folgenden Versuch wurden WT- und ART2.KO-T-Zellen
unterschiedlich angefirbt, im gleichen Verhiltnis miteinander gemischt und mit NAD"
behandelt, bevor das Gemisch den adhdrenten Makrophagen angeboten wurde (Abb. 22). Ein
Teil der Zellen wurde wie zuvor mit AnnexinV angefarbt und im FACS analysiert (Abb. 22
A). Die NAD-sensitven WT-T-Zellen expositionierten PS unabhiingig von ihrer Anfirbung,
wihrend ART2.KO T-Zellen inert gegeniiber NAD" waren (Panel 1, 2). Die Behandlung der
WT- oder ART2.KO-T-Zellen mit ATP fiihrte, ebenfalls unabhingig von der Anfarbung, zur
Exposition von PS (Panel 3, 4). Die Ergebnisse des Phagozytose-Assay zeigen, dass
Makrophagen aus dem Gemisch NAD'-behandelter WT und ART2KO T-Zellen selektiv die
WT-Zellen phagozytierten (Abb. 22 B; Panel a, b). Nach der ART2-unabhéingigen P2X7-
Aktivierung durch ATP hingegen, wurden gleichermallen WT- als auch ART2-defiziente T-
Zellen phagozytiert (Panel c).

A 25uM NAD 250uM ATP
WT grin ART2.KO gran WT griin ART2.KO gran
ART2.KO rot WT rot ART2.KO rot WT rot
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Zelmixtur | ART2.KO grin ART2.KO rot ART2KO rot
25uM NAD 2 + =
250uM ATP - - +
Abb. 22: Selektive Phagozytose von NAD'-behandelten Wildtyp-T-Zellen durch

Peritonealmakrophagen. Aufgereinigte T-Zellen aus den Lymphknoten einer BALB/c
Wildtyp- und einer ART2.KO-Maus wurden alternierend PKH26 (rot) oder CTG (griin)
angefirbt, gewaschen und in gleichem Verhdltnis miteinander gemischt. Die gemischten
Wildtyp- und ART2.KO-T-Zellen wurden anschlieffend mit 25 uM NAD" oder 250uM ATP fiir
30 Minuten bei 37 °C inkubiert. (4) Ein Teil der Zellen wurden mit AnnexinV*" angefirbt
und im FACS untersucht. (B) Die restlichen Zellen wurden fiir 60 Minuten bei 37 °C im
Verhdltnis 10:1 mit kultivierten, adhdrenten Peritonealmakrophagen koinkubiert. Die
chamber-slides wurden gewaschen, mit mounting-medium eingedeckelt und unter dem
Fluoreszenzmikroskop analysiert (Zeiss Axiovert 200M, Objektiv: 63x (N.A. 1,25), Ol).
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5.4.6 Schicksal der phagozytierten T-Zellen

Im folgenden Versuch wurde das Schicksal der durch adhidrente Makrophagen phagozytierten
T-Zellen mittels Immunfluoreszenzmikroskopie weiterverfolgt (Abb. 23). Hierzu wurden T-
Zellen vor der NAD'-Behandlung wie bisher mit dem Membranfarbstoff PKH26, sowie
zusitzlich mit dem DNA-Farbstoff Hoechst 33342, angefirbt. Die Ergebnisse bestétigen die
nahezu vollstindige Internalisierung der T-Zellen nach 40-miniitiger Koinkubation mit
Makrophagen. Zu diesem Zeitpunkt sind Membran- und DNA-Farbstoffe noch weitgehend
kolokalisiert. Ein dhnliches Bild ergibt sich nach dreistiindiger Inkubation. Nach 12 Stunden
hingegen sind die beiden Farbstoffe nicht mehr kolokalisiert. Wéhrend der DNA-Farbstoff
nunmehr im Zellkern der Makrophagen zu finden ist, zeigt der Membranfarbstoff PKH26 eine

vesikulére, zytoplasmatische Lokalisation.

PKH26+Hoechst 33342 BN PKH26 Hoechst 33342

Abb. 23 Schicksal der phagozytierten T-Zellen. Aufgereinigte T-Zellen aus dem
Lymphknoten einer BALB/c Wildtyp-Maus wurden mit dem Membranfarbstoff PKH26 und
dem DNA-Farbstoff Hoechst 33342 angefdirbt, gewaschen und fiir 30 Minuten bei 37 °C mit
25 uM NAD" inkubiert. Die vorbehandelten T-Zellen wurden anschliefend 1:10 mit
kutlivierten, adhdrenten Peritonealmakrophagen fiir die angegebenen Zeitpunkte bei 37 °C
koinkubiert. Die chamber-slides wurden gewaschen, mit mounting-medium eingedeckelt und
unter dem Fluoreszenzmikroskop analysiert (Zeiss Axiovert 200M, Objektiv: 63x (N.A. 1,25),
Ol).
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6. Diskussion

6.1 Funktionsanalysen der Rezeptormutanten im HEK-
Zellmodell

Die untersuchten Substitutionsmutanten des P2X7-Rezeptors wurden urspriinglich hergestellt
und analysiert, um die ADP-Ribosylierungsstelle(n) der ADP-Ribosyltransferase ART2.2 zu
identifizieren, und damit einen alternativen Aktivierungsweg des P2X7-Rezeptors genauer zu
verstehen. Interessanterweise zeigten einige Rezeptormutanten erhdhte Sensitivititen sowohl
gegeniiber ATP als auch gegeniiber NAD".

Transiente Calciumsignale in untransfizierten HEK-Zellen

Alle Mitglieder der P2Y- und P2X-Familie konnten beteiligt sein, wenn es sich um die
Zuordnung der beobachteten, transienten Calciumsignale auf ATP-Konzentrationen im
mikromolaren Bereich handelt (Abb. 7, Panel 1). Die meisten Untersuchungen verneinen die
Existenz von P2X-Rezeptoren auf proliferierenden HEK293-Zellen (Buell ef al. 1996; Evans
et al. 1996; Stoop et al. 1997). Interessanterweise wurde eine Abhédngigkeit zwischen der
Expression von P2X-Rezeptoren und der Zelldichte der HEK-Zellkultur beschrieben. Dabei
begannen die Zellen ab konfluenter Zelldichte, P2X1, P2X3- und P2X6-Rezeptoren zu
exprimieren und waren zunehmend apoptotisch (Worthington ef al. 1999). Die vorliegenden
Untersuchungen wurden mit vereinzelten HEK-Zellen durchgefiihrt, so dass eine Dichte-
abhdngige Expression von P2X-Rezeptoren unwahrscheinlich war. Zudem konnte keine
endogene Expression des P2X7-Rezeptors auf untransfizierten HEK-Zellen mit spezifischen
Antikorpern nachgewiesen werden. HEK-Zellen exprimieren aber endogen mehrere
Mitglieder der P2Y-Familie. Es konnten die Purinrezeptoren P2Y 1, 2 und 4 nachgewiesen
werden, die mit transienten Signalen (< 60 s) auf eine ATP-Konzentration von 30 uM
reagierten. Diese Signale wurden auch im Calcium-freien Medium beobachtet, konnten aber
mit der Depletion der intrazelluliren Calciumspeicher verhindert werden, was diese
Calciumsignale eindeutig mit den Mitgliedern der G-Protein-gekoppelten P2Y-Familie
assoziiert (Fischer et al. 2005). Dies stimmt sehr gut mit den hier gemachten Beobachtungen
iiberein und konnte die transienten, P2X7-unabhingigen Calciumsignale erkléren.

Die Perfusion von untransfizierten HEK-Zellen mit NAD" 16ste typischerweise bei 250 pM
NAD" eine transiente Calciumantwort aus (Abb. 8, Panel 1). Diese konnten moglicherweise
ebenfalls auf die Aktivierung eines P2Y-Rezeptors zuriickzufiihren sein. Die endogene
Expression von P2Y1, 2 und 4-Rezeptoren auf der HEK-Zelloberfliche wurde, wie oben
erwihnt, nachgewiesen (Fischer ef al. 2005). Auf m-RNA-Ebene konnten ferner P2Y6, 11
und 13 detektiert werden (Wirkner et al. 2004). Moreschi et al. beschrieben den Purinrezeptor
P2Y11 als sensitiv fiir extrazelluldres p-NAD". Dabei zeigten humane Granulozyten, die mit
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100 uM oder 1 mM B-NAD" behandelt wurden, ein transientes Calciumsignal (Moreschi et
al. 2006).

Stabile Calciumsignale der P2X7-Rezeptormutanten

Die Sensitivitdt des murinen WT-P2X7-Rezeptors gegeniiber ATP war mit 1 mM recht hoch
(Abb. 7. Panel 2) (North 2002). Die Substitutionsmutanten reagierten in der Vielzahl dhnlich
wie der Wildtyp. In der Abb. 24 sind die relevanten Rezeptormutanten, einschlieBlich ihres
Phinotyps, zusammengefasst. Bei R206K, R276K und R277K handelt sich um ,,gain-of-
function“-Mutanten, die sensitiver fiir extrazelluldres ATP und NAD" sind, wihrend es sich
bei R294K und R307K um inerte Mutanten handelt. Der murine P2X7-Rezeptor wird an
R125 und R133 ADP-Ribosyliert, aber nur die ADP-Ribosylierung von R125 vermittelt das
Gating des Rezeptors (Adriouch et al. 2008; Schwarz et al. 2009).

Gain of function-
“.- Mutanten

s
/

ADP-Ribosylierung e
> Aktivierung

4 e toter Rezeptor

___________ nicht exprimiert

595
COOH

Abb. 24: Relevante Arginine in der extrazelluliren Schleife des murinen P2X7-
Rezeptors. Dargestellt sind die Arginin- zu Lysin-Substitutionsmutanten (hervorgehobene,
hell- und dunkelblaue Karos), die Verdnderungen in der Expression oder im Verhalten des
Rezeptors wihrend der NAD' oder ATP-Stimulation bewirken. Alle eingesetzten
Substitutionsmutanten, mit Ausnahme der R307K-Mutante, werden von HEK-Zellen auf der
Oberfliche exprimiert. Einen leicht erniedrigte Expression zeigen die ,,gain-of-function “-
Mutanten R276K und R277K, eine leicht erhéhte Expression die ,,loss-of-function ‘- Mutante
R294K (Adriouch et al. 2008; Schwarz et al. 2009).
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Obwohl ,,gain-of-function*- Mutanten eher selten vorkommen (Roberts and Evans 2007),
konnten in der vorliegenden Arbeit mit den Mutanten R206K, R276K und R277K gleich drei
Rezeptormutanten im murinen P2X7-Rezeptor aufgedeckt werden, die wesentlich sensitiver
gegeniiber ATP als der Wildtyp-Rezeptor waren (Abb. 7, Panel 7, 9, 10 vs. 2). Die Frage ist,
wodurch die 10-fach hohere Sensitivitit gegeniiber ATP zustande kommt. Einerseits konnten
die ,,gain-of-function*- Mutanten eine hohere Affinitét fiir ihren Liganden ATP aufweisen.
Das wiirde erkldren, warum wesentlich niedrigere ATP-Konzentrationen ausreichend sind, um
die Rezeptormutanten zu aktivieren. Andererseits konnten die Mutationen das Rezeptorgating
erleichtern, wodurch die Auswirkungen der Bindung des ATPs effektiver wiren. Tatséchlich
haben Patch-Clamp-Untersuchungen gezeigt, dass die R276A-Mutation die Kanal6ffnung
beschleunigte, und die offene Konformation nach dem Entfernen des Liganden stabilisierte
(Adriouch et al. 2005). Dies wird durch die vorliegenden Ergebnisse gestiitzt: Wahrend das
Wegwaschen des ATPs beim WT-Rezeptor einen starken Riickgang des Calciumsignals
zeigte, das als charakteristisches SchlieBen des P2X-lonenkanals gedeutet werden kann,
waren die Calciumsignale der ,,gain-of-function*- Mutanten nicht oder nur partiell reversibel,
da der Kanal anscheinend noch ge6ffnet blieb (Abb. 7, Panel 7, 9, 10 vs. 2). Moglicherweise
bedingt eine Kombination aus erhohter Affinitdt gegeniiber ATP und ein verbessertes
Rezeptorgating die erhohte Sensitivitét der ,,gain-of-function*- Mutanten R206K, R276K und
R277K. In einer dquivalenten Position zum R206 befindet sich im humanen P2X1-Rezeptor
das Arginin 202. Die Mutation des R202 zu Alanin hatte keine Auswirkungen auf die
Sensitivitit des Rezeptors gegeniiber ATP (Ennion et al. 2000). Das Arginindublett R276 und
R277 des murinen P2X7-Rezeptors ist in anderen P2X-Rezeptoren ebenfalls konserviert: im
humanen P2X7 (R276/R277), im Ratten-P2X2 (R274/R275) und im Ratten-P2X4
(R277/R278). Wihrend die Substitution von R278 zu Lysin im Ratten-P2X4 zu einer leichten
Zunahme der ATP-Sensitivitét fiihrte, kam es bei einer Substitution des Arginins zu Alanin zu
einem dramatischen Verlust der Sensitivitit (s.a. Tab. 1) (Yan et al. 2005).

Neben den ,,gain-of-function“- Mutanten fielen zwei ,,loss-of-function*- Mutanten auf. Die
Rezeptormutante R307K wird, im Gegensatz zur R294K-Mutante, nicht auf der
Zelloberflache exprimiert (Adriouch et al. 2008). Es ist daher nicht verwunderlich, dass bei
R307K transfizierten Zellen keine P2X7-spezifischen Calciumsignale messbar waren (Abb. 7,
Panel 12 vs. 2). R307 ist somit anscheinend wichtig fiir die Faltung, Stabilitdt und das
Trafficking des Rezeptors an die Zelloberfliche (Adriouch et al. 2008). Beim Menschen
existiert eine allele Variante dieses Arginins (R307Q), die nicht auf exogenes ATP reagierte,
obwohl sie auf der Zelloberfliche exprimiert wurde (Gu et al. 2004). Die R294K-Mutante
zeigte eine starke Expression auf der Zelloberfliche und war dennoch komplett inert, selbst
gegeniiber sehr hohen ATP-Konzentrationen (Abb. 7, Panel 11 vs. 2). R294 ist ein Bestandteil
des konservierten NFR-(Asparagin-Phenylalanin-Arginin)-Motivs, das in allen P2X-
Rezeptoren wiedergefunden werden kann und mdglicherweise an der Ligandenbindung z.B.
durch Koordination der Adenosin- und Ribosegruppen beteiligt ist (Vial ef al. 2004). Eine
Veranderung dieses Motivs wird dementsprechend auch in der Literatur als fatal fiir die
Rezeptorfunktion beschrieben. Sowohl fiir den humanen P2X1 (R292), den Ratten-P2X2
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(R290) und den Maus-P2X7 hat sich gezeigt, dass selbst eine konervative Mutation dieses
Arginins zu Lysin zu einem unsensitiven Rezeptor fiihrte (Ennion et al. 2000; Jiang et al.
2000; Roberts and Evans 2004; Adriouch et al. 2005). Detaillierte Analysen des humanen
P2X1-Rezeptors bestdtigten, dass die Aminosdurereste N290, F291, R292 und K309 fiir die
Bindung von ATP wichtig sind. Dabei konnte auch gezeigt werden, dass die Bindung von
radioaktiv-markiertem 2-Azido-ATP um 80% zuriickging, wenn das Arginin 292 durch
Cystein substituiert wurde (Roberts and Evans 2007). Es ist wahrscheinlich, dass diese pra-
TM2-Region der P2X-Rezeptoren ein konserviertes ATP-Bindungsmotiv beinhaltet. Damit
liegen die beiden Arginine 294 und 307 genau in einer Region, die auch im murinen P2X7-
Rezeptor fiir die ATP-Bindung bedeutend sein konnte. Moglicherweise sind die positiven
Ladungen in dieser Region wichtig fiir die Stabilisierung der negativ-geladenen Phosphatreste
des ATPs. Allerdings spielt dabei anscheinend auch die Linge der Argininseitenkette eine
wichtige Rolle, da die positive Ladung des Lysins in der R294K-Mutante das Arginin nicht
ersetzten konnte.

Tab. 1: Zusammenfassung relevanter Phidnotypen der Rezeptormutanten und
korrespondierender Aminoséurereste in P2X-Rezeptoren anderer Spezies

mP2X7 hP2X7 hP2X1 rP2X2 rP2X4
R125K R125 G123 HI120A A122
R206K R206 R202A K200 K203
R276K R276H H277 R274 R277
R277K R277 G278 R275 R278K
R294K R294 R292A R290A R295
R307K R307Q R305A R304A R309

Fett gedruckt und unterstrichen: , gain-of-function - Mutanten; Fett gedruckt: ,,loss-of-
function “- Mutanten, kursiv: nicht bekannte Auswirkung (Ennion et al. 2000; Jiang et al.
2000, Clyne et al. 2002, Worthington et al. 2002; Gu et al. 2004, Nakazawa et al. 2004,
Cabrini et al. 2005, Yan et al. 2005).

Vergleich der P2X7-Aktivierung durch ATP und ADP-Ribosylierung

Vergleicht man die ATP-induzierten Calciumantworten mit denen, die durch ADP-
Ribosylierung des P2X7-Rezeptors ausgeldst wurden, dann gibt es mehrere Beobachtungen,
die bemerkenswert sind: die fehlende Reaktion des WT-P2X7-Rezeptors auf NAD', die
Reaktion der ,,gain-of-function*- Mutanten auf NAD', die Reaktion dieser Mutanten auf 40-
fach niedrigere Konzentrationen NAD" als ATP und die ,,spontane” PS-Exposition durch
R276K-ART?2 kotransfizierte HEK-Zellen auch ohne exogene Zugabe von NAD" oder ATP.

Zunichst fallt auf, dass HEK-Zellen, die mit ART2.2 und WT- P2X7 oder den Mutanten, die

sich im ATP-Versuch WT-dhnlich verhalten hatten, kotransfiziert wurden, nicht auf eine
NAD"-Behandlung reagierten (Abb. 8, Panel 2-6, 8, 13). Diese Zellen reagierten auch nicht
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auf eine weit iiber der fiir eine séttigende ADP-Ribosylierung von Oberfldchenproteinen
benétigten NAD -Konzentration (= 10 uM eNAD") (Bannas et al. 2005), obwohl die
Autoradiographieuntersuchungen eindeutig die ADP-Ribosylierung des WT-Rezeptors durch
die ART2.2 im HEK-Zellmodell belegten (Abb. 10, C). Diese Reaktionen &hneln
Beobachtungen an Makrophagen, auf denen der P2X7-Rezeptor zwar (durch ART2.1) ADP-
ribosyliert, aber - im Gegensatz zu T-Zellen - dadurch nicht aktiviert werden kann (Hong et
al. 2009). Ahnlich wie auf HEK-Zellen, bendtigt der P2X7-Rezeptor auf Makrophagen
deutlich hohere ATP-Konzentrationen fiir die Aktivierung als der Rezeptor auf T-Zellen
(Seman et al. 2003).

Eine mogliche Erkldrung fiir die unterschiedliche Reaktivitidt von P2X7 auf verschiedenen
Zelltypen ist alternatives Spleilen der pra-mRNA, das verschiedene WT-Rezeptorvarianten
mit unterschiedlichen Sensitivititen bedingt. Nicke und Kollegen haben jlingst zwei
alternative Spleiflvarianten des P2X7 bei Ratten und Miusen demonstriert, die in HEK-Zellen
unterschiedlich stark auf den starken P2X7-Agonisten BZATP reagierten (Nicke et al. 2009).
Im Gegensatz zu der bei dieser Arbeit verwendeten P2X7.KO-Maus, in der keine der beiden
Varianten exprimiert werden kann, kam es bei der zweiten bisher etablierten P2X7.KO-
Mauslinie offensichtlich aus Versehen nur zur Deletion der von Makrophagen exprimierten,
weniger sensitiven Splice-Variante (Nicke et al. 2009; Taylor et al. 2009). Dadurch ist der
P2X7-Rezeptor in dieser P2X7.KO-Mauslinie zwar auf Makrophagen und dendritischen
Zellen funktionslos, nicht aber auf T-Zellen (Taylor et al. 2009). Offensichtlich entspricht der
in dieser Arbeit eingesetzte WT-Rezeptor der Spleilvariante von Makrophagen, wihrend die
sensitive SpleiBvariante ein Aquivalent des P2X7-Rezeptors auf T-Zellen darstellt. Frau Dr.
Anette Nicke hat uns kiirzlich die neue SpleiBvariante des P2X7-WT-Rezeptors zur
Verfligung gestellt, die sich tatsdchlich nach Kotransfektion mit ART2.2 in HEK-Zellen als
sensitiv fiir NAD" herausstellte (Welbeck Danquah, personliches Gesprich). Die beiden
Rezeptorvarianten unterscheiden sich nur in Exon 1, das fiir den N-terminalen zytosolischen
Schwanz und einen Teil der TM-1 kodiert. Die hier beschriebenen ,,gain-of-function®-
Mutanten #hneln in ihren ATP und NAD" Sensititvititen der T-Zell spezifischen
Splicevariante. So sind die ,,gain-of-funcion- Mutanten R206K, R276K und R277K, im
Gegensatz zum untersuchten WT-Rezeptor, sensitiv fiir NAD" und bendtigen fiir die
Aktivierung viel niedrigere ATP-Konzentrationen (100 pM) (Abb. 8, Panel 7, 9, 10).

Die zweite bemerkenswerte Beobachtung betrifft die Reaktion der sensitiven
Rezeptormutante in HEK-Zellen auf 40x niedrigere NAD'- (ECso 2 pM) als ATP-(ECs
100 uM) Konzentrationen. Ein dhlicher Unterschied in der Sensitivitidt gegeniiber den
extrazelluldren Nukleotiden NAD " und ATP wurde bereits fiir primére T-Zellen beschrieben
(Seman et al. 2003). Hier lagen die ECso-Werte fiir NAD" bei 3 uM und fiir ATP bei 125 uM
(Seman et al. 2003). Die 40-fach hohere Sensitivitit des Rezeptors gegeniiber NAD' hat
moglicherweise mit der Art der Aktivierung zu tun: Eine kovalente Modifikation bedingt eine
hohe Stabilitdt und Bindung des Agonisten im Vergleich zur Anlagerung des 16slichen
Liganden ATP. Dies scheint sich auch beim Auswaschen der beiden Agonisten zu zeigen.
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Wihrend die Calciumsignale des WT-Rezeptors nach ATP-Stimulation leicht riickgéngig
gemacht werden konnten, blieben die NAD -vermittelten Signale bestehen, da die kovalent
gebundene ADP-Ribose nicht weggewaschen werden konnte (Abb. 7Abb. 8, Panel 2 vs. 7, 9,
10). Diese Ergebnisse werden durch Untersuchungen an primdren T-Lymphozyten gestiitzt:
Eine Kurzzeitbehandlung der Zellen mit ATP war reversibel, wihrend eine Aktivierung des
Rezeptors mit exogenem NAD" nicht riickgiéingig zu machen war (Seman et al. 2003).

Die Ergebnisse zur P2X7-induzierten Aufnahme von Yo-Pro-1 (Abb. 11) deuten ferner an,
dass NAD" bei niedrigeren Konzentrationen (iiber die ADP-Ribosylierung) die sensitive
P2X7-Rezeptormutante R276K zwar aktivieren kann, ATP jedoch stirkere Folge-Reaktionen
auszulosen vermag. Wéhrend die Mehrheit der HEK-Zellen, die ART2.2 oder ART2.1 mit
R276K koexprimierten, nach ATP-Behandlung doppelt-positiv fiir AnnexinV und Yo-Pro-1
waren, so zeigten sich dieselben Transfektanten nach NAD'-Behandlung zwar AnnexinV-
positiv aber nicht oder nur schwach Yo-Pro-1 positiv (Abb. 11 A und B, Panel 10 vs. 7). Fiir
die ATP-vermittlete Aktivierung des P2X7 wurde gezeigt, dass bei andauernder Stimulation
mittels Pannexinl-Rekrutierung eine Art Hemichannel aktiviert wurde, der fiir die groBen
DNA-Farbstoffe wie Yo-Pro-1 oder Ethidium Bromid durchgéingig war (Pelegrin and
Surprenant 2006). Dieser Beweis steht fiir die NAD -vermittelte Aktivierung noch aus. Es
wire moglich, dass der ADP-ribosylierte Rezeptor das Pannexin weniger effektiv rekrutiert.
Ein dhnliches Phdanomen zeigte sich auch bei der Aktivierung von primédren WT vs. ART2KO
T-Zellen nach Behandlung mit exogenem ATP (Abb. 12 A, Panel 4, 9).

SchlieBlich fillt auf, dass HEK-Zellen, die mit der sensitiven P2X7/R276K-Variante und
ART2.2 kotransfiziert waren, ,spontan“ PS exponierten, widhrend mit ART2.1
kotransfizierten Zellen keine ,spontanen® Reaktionen zeigten. Anscheinend kann
mechanischer Stress, der bei der Ernte auf die transfizierten HEK-Zellen einwirkt, geniligend
NAD' freisetzen, um die NAD -sensitive Rezeptormutane R276K via ART2.2 zu aktivieren.
ART2.1-kotransfizierte HEK-Zellen hingegen konnten eine ausreichende Vor-ADP-
Ribosylierung nicht vermitteln, da bei der Ernte der Zellen offensichtlich nicht geniigend
endogene Reduktionsmittel freigesetzt wurden, um die thiolabhidngige ART2.1 zu aktivieren
(Abb. 11 A und B, Panel 1, 4). Auch bei der Priparation von primiren Lymphozyten wird
vermutlich aufgrund von mechanischem Stress geniigend NAD' fiir die Vor-ADP-
Ribosylierung und Teil-Aktivierung des P2X7 auf T-Zellen freigesetzt (Abb. 12 A-D, Panel
1, 6, Diskussion hierzu s. 6.2).

Bedeutung des Arginins 125 im P2X7-Rezeptor
Die Analyse von radioaktiv-markierten P2X7-Mutanten aus ART2.2-kotransfizierten HEK-
Zellen, die radioaktives [*°P]-NAD als ART2-Substrat erhalten hatten, ermdglichte es, die

Arginine 125 und 133 als Zielaminosduren der ART2.2 im P2X7-Wildtyprezeptor zu
identifizieren (Adriouch et al. 2008). Dieselbe Methode offenbarte, dass die thiolabhidngige
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ART2.1 ebenfalls einen oder beide Argininreste 125 und 133 ADP-ribosyliert (Abb. 10 B)
(Hong et al. 2009).

Der Einsatz der NAD -sensitiven Mutante R276 in Kombination mit der Substitution von
R125 oder R133 ermdéglichte zudem die eindeutige Identifizierung des Arginins 125 als die
fiir die Aktivierung des P2X7-Rezeptors notwendige Zielaminoséure (Abb. 9 A, Pnael 4 vs. 2)
(Adriouch et al. 2008). Die Sensitivitit der Rezeptormutanten R125K und R133K gegeniiber
ATP wurde nicht beeinflusst, unabhidngig davon, ob sie allein oder in Kombination mutiert
wurden (Abb. 9 C). Dies spricht dafiir, dass die Arginine 125 und 133 nicht direkt in die
Bindung des Liganden ATP involviert sind.

Die Ergebnisse betonen die funktionale Wichtigkeit der Cystein-reichen Region, die durch die
Bildung von drei Disulfidbriicken wahrscheinlich, wie beim humanen P2X1-Rezeptor,
prominent und Finger-dhnlich stabilisiert ist (Vial et al. 2004; Vial et al. 2006). Die
Argininreste 125 und 133 befinden sich dabei offensichtlich in einer gut zugénglichen
Position fiir die ADP-Ribosylierung durch ART2.2 bzw. ART2.1 (Abb. 24). Fiir eine
vorgestreckte, prominente Struktur dieser Region spricht auch, dass die Paratope des
polyklonalen anti-P2X7-Kanninchenserums und des monoklonalen Antikdrpers Hano43 das
Arginin R151 beinhalten, welches ebenfalls in dieser Region an der Spitze des Fingers zu
finden ist (Adriouch ef al. 2008). Die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen untermauern die
funktionelle Bedeutung dieser Cystein-reichen Region fiir die Aktivierung des P2X7-
Rezeptors. Young et al. verglichen die Sensitivititen des Maus-P2X7-Rezeptors mit denen
des Ratten-P2X7-Rezeptors, wobei sich herausstellte, dass der Rattenrezeptor 10-mal
sensitiver gegeniiber ATP und 80-mal sensitiver gegeniiber BZATP ist als der Mausrezeptor.
Die Substitution der Aminosdure Alanin 127 durch Lysin im Mausrezeptor konnte den
Sensitivitdtsunterschied gegeniiber BZATP auf das 20-fache verringern (Young et al. 2007).
Im humanen P2X7-Rezeptor bewirkte die Mutation des Histidins 155 zu Tyrosin ebenfalls
einen Anstieg der Sensitivitit gegeniiber ATP (Cabrini et al. 2005) und die Substitution des
Histidins 130 zu Alanin im Ratten-P2X7 bedingte, dass die Rezeptormutanten weniger stark
auf den negativ-allosterischen Effekte des Kupfers ansprachen (Acuna-Castillo et al. 2007).

Aktivierungsmodell

Die Ergebnisse von ,,crosslinking“-Experimenten am P2X1-Rezeptor der Ratte stiitzen die
Theorie, dass die ATP-Bindungsstelle an der Beriihrungsstelle zweier Rezeptoruntereinheiten
liegt: Gleichzeitige Cystein-Subsitution der Aminosduren Phenylalanin 291 und Lysin 68
(Phenylalanine 293 und Lysin 64 im murinen P2X7) fiihrte zur Ausbildung von
Disulfidbriicken zwischen zwei Rezeptoruntereinheiten. Dies konnte durch die Zugabe von
ATP unterbunden werden, was fiir die Orientierung des ATPs in dieser Rezeptorregion und
zwischen zwei Untereinheiten spricht (Marquez-Klaka ef al. 2007). Das Phenylalanin 293
bildet zusammen mit Arginin 294, das selbst bei konservativer Substitution nach Lysin die
ATP-Sensitivitdt des Rezeptors aufhebt, Teil des beschriebenen funktionell wichtigen NFR
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Motifs. Dieses Modell der Ligandenbindung zwischen zwei Rezeptoruntereinheiten deckt sich
mit denen, die fiir Glutamat- und Nikotinrezeptoren vorgeschlagen werden (North 2002; Vial
et al. 2004).

Auch die hier vorgestellten Untersuchungen unterstiitzten dieses Modell. Dabei schlagen wir
vor, dass auch die ADP-Ribosegruppe, die kovalent an das Arginin 125 gebunden ist, einen
Liganden darstellt, der in die Nukleotidbindungstasche zwischen benachbarten Untereinheit
hineinragt und damit den Rezeptor aktiviert (Abb. 25) (Adriouch et al. 2008; Schwarz et al.
2009). Dafiir sprechen mehrere Beobachtungen: Erstens ist R125 offensichtlich ebenfalls an
der Berithrungsstelle zwischen zwei Untereinheiten lokalisiert. Dies wird durch
Mutationsexperimente am Ratten P2X2-Rezeptor gestiitzt: fiir Histidin 120 dieses Rezeptors,
(das R125 im P2X7 entpsricht) konnte gezeigt werden, dass die Substitution zu Cystein zur
Ausbildung von Disulfidbriicken zur benachbarten Untereinheit fiihrte, wenn dort das H213
ebenfalls zu Cystein mutiert wurde. Immunoblotanalysen der H120C/H213C-Proteine
deckten unter nativen Bedingungen die Disulfidbriickenbindungen auf (Nagaya et al. 2005).
Dies belegt die Ndhe der Aminosduren um die Position 120 (125 im P2X7) zur benachbarten
Untereinheit. Zweitens, kann der Rezeptor nicht durch kovalente Modifikation des R125 mit
etheno-ADP-Ribose oder anderen ADP-Riboseanaloga aktiviert werden (Seman et al. 2003).
Anscheinend passen diese nicht optimal in die Bindungstasche. Und drittens kann die ADP-
Ribosegruppe am R133 offensichtlich den Rezeptor nicht aktivieren (Abb. 9 A, Panel 4, 5), da
sie moglicherweise die Bindungstasche nicht erreicht.

Eine hochauflosende Strukturanalyse der trimeren P2X-Rezeptoren liegt bisher nicht vor. Es
wurde jiingst vorgeschlagen, dass P2X-Rezeptoren, trotz geringer Ubereinstimmung in der
Aminoséduresequenz, Membran-topologische und quartér-strukturelle Gemeinsamkeiten mit
dem Protonen-aktivierten Acid-Sensing Ion Channel 1 (ASIC1) teilen, dessen 3D-Struktur
bekannt ist (Jasti et al. 2007). Ein auf ASIC1 basiertes 3D-Modell des P2X- Rezeptors
plaziert in der Tat alle fiir die Bindung von ATP bisher implizierten Aminosduren, ebenso wie
die Targetaminosdure der ADP-Ribosylierung, R125 in enger rdumlicher Nachbarschaft an
der Kontaktfliche benachbarter Untercinheiten. (Guerlet et al. 2008). Neuere
Mutationsversuche von Aminosduren in den TM-Regionen deuten ferner darauthin, dass die
TM2-Regionen den zentralen Kanal des trimeren P2X-Rezeptors auskleiden, wéhrend die
TM1-Regionen die TM-2-Regionen peripher umgeben. Anteile der TM2-Regionen
behinderten den Ionenfluss im geschlossenen Zustand des Rezeptors (Li et al. 2008).
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Abb. 25: Aktivierungsmodell fiir den P2X7-Rezeptor durch ADP-Ribosylierung am
Arginin 125 (4) Losliches ATP und die kovalent an R125 gebundene ADP-Ribose haben ein
dhnliches Adenin-Ribonukleotid-Grundgeriist. Die Adenin-Gruppe ist bei etheno-NAD, das
fiir etheno-ADP-Ribosylierungsassays eingesetzt wird, modifiziert. Die Reste K64 und K311
koordinieren méglicherweise negativ-geladene Phosphatgruppen, wihrend R293 und R294
Adenin-Ribose-Reste koordinieren (Vial et al. 2004; Khakh and North 2006). Die etheno-
ADP-Ribose kann den Rezeptor nicht aktivieren, weil sie mogicherweise nicht in die
Bindungstasche passt. B und C zeigen den geschlossenen und gedffneten Rezeptor im
Querschnitt. Zwei verbundene Kreise stellen jeweils die beiden Transmembranregionen der
Rezeptoruntereinheiten dar. Linien markieren mogliche Disulfidbriicken in der prominenten
Cystein-reichen Region des Rezeptors mit R151 als Paratop P2X7-spezifischer Antikorper.
ADP-Ribosylierung am R125 plaziert die ADPR in die Ligandenbindungstasche und induziert
damit die Offnung des Calcium Kanals (Adriouch et al. 2008; Schwarz et al. 2009).

ADP-Ribosylierung und Aktivierung des P2X7 durch ART2.1

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass ART2.1 den P2X7-Rezeptor in kotransfizierten
HEK-Zellen ebenfalls ADP-ribosylieren und die R276K-Mutante aktivieren kann (Abb. 10
und Abb. 11 A, Panel 7). Dabei teilen die beiden Isoenzyme ART2.2 und ART2.1 nicht nur
das gleiche Zielprotein, sondern auch dieselben Zielarginine, denn sowohl die
Substitutionsmutante R276K/R124K125K/R133K 134K sowie die R276K/R125K/R133K
konnten von beiden Enzymen nicht mehr ADP-ribosyliert und aktiviert werden (Abb. 10 B
und C, Abb. 11 A und B, Panel 8) (Hong et al. 2009).
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Die Autoradiographien der vorliegenden Arbeit zeigen eine leichte ADP-Ribosylierung des
WT-P2X7-Rezeptors durch die ART2.1 auch in Abwesenheit von DTT. Diese wurde aber in
Gegenwart von DTT deutlich gesteigert (Abb. 10 B, Spuren 5, 5). Hara et al. zeigten
ebenfalls, dass es eine schwache Aktivitdt der murinen ART2.1 auf Milzzellen gibt und diese
in Anwesenheit von DTT um das 5-fache gesteigert werden konnte. Mit Hilfe von
Mutageneseversuchen ist es ihnen ebenfalls gelungen, das Cystein-201 der ART2.1 als das
Cystein zu identifizieren, welches die Thiol-Abhdngigkeit vermittelt und in der Thiol-
unabhédngigen ART2.2 zusammen mit dem Cystein 80 fehlt. Die Substitution des Cysteins
201 durch Phenylalanin, der entsprechenden Aminosdure in ART2.2, konnte die Thiol-
Abhiangigkeit der ART2.1 autheben (Hara et al. 1999).

ART?2.1 wird physiologischerweise vorwiegend auf Makrophagen und dendritischen Zellen
exprimiert und wird dort durch Interferone hochreguliert (Hong et al. 2007; Hong et al. 2009;
Hong et al. 2009). Dabei scheint die ADP-Ribosylierung via ART2.1 alleine nicht fiir eine
Aktivierung des P2X7-Rezeptors auszureichen. Allerdings erhohte die ADP-Ribosylierung
des P2X7-Rezeptors die Sensitivitit des Rezeptors fiir ATP (Hong ef al. 2009). Das bedeutet,
dass NAD" und ATP bei der Regulation des P2X7-Rezeptors auf murinen Makrophagen
moglicherweise synergistisch wirken. Dabei ist die Freisetzung von endogenen Thiol-
Reduktionsmitteln wie Cystein oder Glutathion zur Aktivierung der ART2.1 denkbar. So
zirkulieren im humanen Plasma ca. 8 - 10 uM Cystein und 2 - 4 uM Glutathion. Zudem
erreicht Glutathion Werte von 400 pM in der menschlichen Lunge und millimolare Werte im
Diinndarm, die durch Sezernierung aus der Leber zustande kommen (Moriarty-Craige and
Jones 2004). Die aktive Abgabe von L-Cystein ins extrazellulire Medium konnte auch bei
humanen Monozyten-abstammenden Makrophagen nach LPS-Stimulation und wihrend einer
HIV-Infektion, begleitet von einer Stimulation mit dem Virusprotein gp120, beobachtet
werden (Gmunder ef al. 1990; Yeh et al. 2000).
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Zusammenfassung

Die ART2.2-vermittelte ADP-Ribosylierung des Arginins 125 stellt neben der Bindung von
ATP einen alternativen Weg zur Aktivierung des P2X7-Purinrezeptors dar. Nach Abschluss
der hier durchgefiihrten Arbeiten publizierte Ergebnisse zeigen, dass P2X7 in zwei
alternativen Splice-Varianten vorkommt, wobei die hier untersuchte offensichtlich der
weniger sensitiven Splice-Variante der Makrophagen entspricht. Die Untersuchungen der
Rezeptormutanten offenbaren, dass bereits einzelne Abwandlungen in der
Aminosduresequenz zu drastischen Verdnderungen der Sensitivitit des Rezeptors gegeniiber
ATP und NAD" fiihren konnen. So sind die Arginin-Lysin-Substitutionsmutanten R276K und
R277K 10-fach sensitiver gegeniiber ATP als der WT-Rezeptor. Zudem sind diese
Rezeptormutanten - anders als der WT Rezeptor - durch ADP-Ribosylierung aktivierbar. Die
bendtigten NAD-Konzentrationen sind dabei fast 40-fach niedriger als die des ATPs. Somit
dhneln diese Mutanten der auf T-Zellen exprimierten sensitiveren Splice-Variante.
Dariiberhinaus zeigen die Ergebnisse, dass die thiol-abhidngige ART2.1 im HEK-Zellmodell
unter reduzierenden Bedingungen den P2X7-Rezeptor verstirkt ADP-ribosyliert und die
sensitive R276K ,,gain-of-function®- Mutante auch aktivieren kann. Diese Ergebnisse
unterstiitzen ein Modell der P2X7-Aktivierung, bei dem ATP als 16slicher Ligand und ADP-
Ribose als kovalent gebundener Ligand in die gleiche Bindungstasche zwischen zwei
benachbarten Rezeptoruntereinheiten binden und damit auf dhnliche Weise eine
Konformationsinderung zur Offnung des Calciumkanals induzieren.

6.2 Funktionsanalysen des P2X7-Rezeptors auf priméren T-
Zellen

Aktivierung des P2X7 durch ATP vs. NAD"

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass der WT-P2X7-Rezeptor auf aufgereinigten,
priméren T-Zellen durch exogenes NAD" und ATP aktiviert werden kann. Die Exposition von
PS und der Verlust von CD62L auf der T-Zelloberfliche sowie die Aufnahme von Propidium
Iodid dienten dabei als Marker fiir die P2X7-Aktivierung (Abb. 12 A und B, Panel 2, 4).
Diese Beobachtungen unterstiitzen die Hypothese, dass chronische Aktivierung des P2X7-
Rezeptors durch die ADP-Ribosylierung via ART2.2, dhnlich der Stimulation mit ATP, unter
anderem eine zytotoxische Auswirkung hat (Di Virgilio ef al. 1989; Seman et al. 2003;
Kawamura ef al. 2005). In der vorliegenden Arbeit wird zudem durch den Einsatz von P2X7-
defizienten Mausen und dem P2X7-Inhibitor KN62 gezeigt, dass die Exposition von PS und
der Verlust von CD62L vom P2X7-Rezeptor abhéngig sind (Abb. 12 C und D, Panel 3 vs. 8§,
5 vs. 10) (Seman et al. 2003).
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Modulation der T-Zellfunktionen

Es ist davon auszugehen, dass die Exposition von PS sowie der Verlust von CD62L und
CD27 T-Zellfunktionen modulieren. In der Summe konnten diese Modifikationen auf T-

Zellen anti-migratorische, pro-apoptotische und pro-phagozytotische Wirkung haben (Abb.
26).
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Abb. 26: Extrazellulires NAD" und ART2-katalysierte T-Zellmodifikation (modifiziert
nach Salmi and Jalkanen 2005). NAD" wird aus geschidigten Zellen freigesetzt und dient
der auf T-Zellen exprimierten ART2.2 als Substrat, um verschiedene Zielproteine zu ADP-
ribosylieren (grau gefiillte Kreise stellen eine ADPR-Gruppe dar). Die P2X7-Aktivierung
fiihrt zu anti-migratorischen (CD62L-Verlust), pro-apoptotischen (CD27-Verlust) und pro-
phagozytotischen (PS-Exposition) Modifikationen der T-Zellen. Die ADP-Ribosylierung der
Zelladhdsionsmolekiile CD44 und LFA-1 kénnte den anti-migratorischen Effekt noch
unterstiitzen (Okamoto et al. 1998; Salmi and Jalkanen 2005). Die NAD'-Glykohydrolase
CD38 begrenzt die Verfiigharkeit von extrazelluldrem NAD" als ART2.2 Substrat (Krebs et al.
2005). Die Menge an freigesetztem NAD" sowie die Hohe der lokal-exprimierten ART2.2 und

CD38 sind somit wichtige Faktoren fiir die Menge an ADP-ribosylierten Zielproteinen auf T-
Zellen.
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CD62L-positive Lymphozyten werden normalerweise zu Entzlindungsherden rekrutiert, wo
ihr Eintritt in das Gewebe die Expression des L-Selektin (CD62) erfordert, um an den
Endothelzellen festzuhaften. So wandern CD62L-defiziente Zellen vermindert aus dem
Blutgefd3 in das Gebiet der Entziindung ein (Tedder et al. 1995). Zudem ist CD62L auch als
Lymph Node Homing Factor bekannt, und Lymphozyten ohne CD62L zeigten eine
beeintriachtigte Riickkehr in periphere Lymphknoten (Gearing and Newman 1993; Steeber et
al. 1996). Der Verlust von CD62L nach Aktivierung des P2X7-Rezeptors kdnnte somit das
Migrationsverhalten der T-Zellen beeintrdchtigen. Die ART2-katalysierte, ADP-
Ribosylierung von Adhisionsmolekiilen wie LFA-1 und CD44 konnte dabei die Hemmung
des Migrationsverhaltens der T-Zellen noch forcieren (Nemoto et al. 1996; Okamoto et al.
1998).

Der Verlust von CD27 (Abb. 13) kénnte die pro-apoptotischen, pro-phagozytotischen Effekte
der P2X7-Aktivierung unterstiitzen. Eine der Funktionen, die CD27 nach Ligandenbindung
einnimmt, ist die Hochregulation von intrazelluldren, anti-apoptotischen Molekiilen wie BCL-
XL (BCL2L1). CD27 ist somit mit der Unterstiitzung des Uberlebens einer T-Zelle assoziiert.
Die Stimulation des CD27-Rezeptors durch seinen Liganden CD70 fiihrt zu einer Induktion
der Zellteilung und INF-y-Produktion der CD27-positiven T-Zellen (van Oosterwijk et al.
2007; Croft 2009; Ribot et al. 2009). Auf zytotoxischen T-Zellen wurde CD27 dariiber hinaus
auch als Zielprotein der ADP-Ribosylierung beschrieben (Okamoto ef al. 1998). Die
Auswirkungen der ADP-Ribosylierung auf die Funktion von CD27 sind bisher noch
unbekannt, aber es wire mdglich, dass die ADP-Ribosylierung von CD27 die Bindung des
Liganden CD70 inhibiert, oder das das nach P2X7-Aktivierung sezernierte CD27 als 16slicher
Kompetitor fiir die Bindung von CD70 wirkt.

Fiir den Verlust von CD62L von der Zelloberfldche sind in erster Linie die Metalloproteasen
ADAM17 (auch TACE oder TNF-alpha converting enzyme) und ADAM 10 verantwortlich
(Peschon et al. 1998). Beide Proteasen konnen direkt durch eine Erhohung der intrazelluldren
Calciumkonzentration aktiviert werden (Le Gall et al. 2009). Sowohl fiir CD62L als auch fiir
CD27 konnte ein Metalloproteasen-abhdngiges Abspalten nach P2X7-Aktivierung gezeigt
werden (Gu ef al. 1998; Moon et al. 2006). Der Einsatz eines Inhibitors von Matrix-
Metalloproteasen verhinderte den ATP-induzierten Verlust von CD62L und CD27 von
murinen Lymphozyten. Moglicherweise hat auch die Neuanordnung des Phosphatidylserins in
der Zellmembran einen Einfluss auf den Verlust der Oberflachenproteine. Die Blockade der
Translokation von PS durch den Inhibitor DIDS verhinderte den Verlust von CD62L (Elliott
et al. 2005).

Die Exposition von PS, die umgehend nach der Aktiverung des P2X7-Rezeptors auftritt,
konnte eine direkte Konsequenz der Erhéhung der intrazelluldren Calciumkonzentration sein
(Balasubramanian et al. 2007). Die Exposition von PS wird als ,,Friss-mich*“-Signal einer
apoptotischen Zelle gewertet, das zu einer erhohten Bindung und Phagozytose durch
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Makrophagen fiithren kann (Balasubramanian ef al. 2007). Tatséchlich fiihrt die Aktivierung
des P2X7 zu einer raschen Phagoytose durch Makrophagen (s.u. Abschnitt 6.4).

Zusammenfassung

Der P2X7-Rezeptor kann auf naiven T-Zellen sowohl durch NAD" als auch durch ATP
aktiviert werden. Die induzierte Exposition von PS sowie der Verlust von CD62L und CD27
sind P2X7- bzw. im Fall von NAD" zusitzlich ART.2.2-abhingig. Wahrscheinlich ist die
Aktivierung der Metalloprotease TACE fiir das Abspalten von CD62L und CD27
verantwortlich. Es ist anzunehmen, dass diese Modifikationen anti-migratorische, pro-
apoptotische und pro-phagozytotische Auswirkungen auf T-Zellen haben. Ahnlich wie die mit
ART?2 und der sensitiven P2X7/R276K-Mutante kotransfizierten HEK-Zellen, waren primére
T-Zellen wesentlich sensitiver gegeniiber NAD" als gegeniiber ATP. Zudem zeigte ein Teil
der T-Zellen - wiederum dhnlich wie ART2.2/R276K-kotransfizierte HEK-Zellen - auch ohne
Behandlung mit exogenen Nukleotiden eine ART2-vermittelte Aktivierung des P2X7-
Rezeptors.

6.3 Freisetzung von NAD" wihrend der Priparation von T-
Zellen

Es fiel auf, dass ein Teil der T-Zellen - dhnlich wie ART2.2/R276K-kotransfizierte HEK-
Zellen - auch ohne Behandlung mit exogenen Nukleotiden eine ART2-vermittelte
Aktivierung des P2X7-Rezeptors zeigten. Deshalb wurden detaillierte Analysen durchgefiihrt,
um zu ermitteln, inwiefern dies auf eine Freisetzung von NAD wihrend der Zellpriparation
oder auf eine vorherige NAD"-Exposition in vivo zuriickzufiihren sein konnte.

ART2.2 ist bei 4°C aktiv, Effekte der P2X7-Aktivierung erfolgen bei 37°C

Die Ergebnisse von Untersuchungen bei unterschiedlichen Temperaturen zeigten, dass
ART2.2 bereits bei 4 °C effizient Zelloberflichenproteine ADP-ribosyliert (Abb. 15),
wiahrend der P2X7-abhdngige Verlust von CD62L erst bei physiologischen Temperaturen
auftrat (Abb. 14). Eine NAD -Exposition in der Maus (bei 37 °C) miisste zu einer deutlichen
Reduktion von CD62L auf der Zelloberfldche fithren. Bei einer strikten Praparation bei 4 °C
waren jedoch - selbst bei CD38KO Maiusen - fast alle T-Zellen CD62L+. Erst die
anschliefende Inkubation ex vivo bei 37 °C fiihrte bei einem groflen Anteil der T-Zellen zu
einem CD62L Verlust (bei 25% der WT Zellen und bei 70% der CD38KO Zellen, nicht aber
bei ART2 KO Zellen, s. Abb. 14 C). Ein Kontakt von T-Zellen mit NAD" vor der Priiparation
erscheint somit unwahrscheinlich. Eine gleichzeitige Exposition mit ATP ist nicht
auszuschlieBen, da ATP-vermittelte Effekte durch das Einhalten von 4 °C bei der Préparation
der Zellen und dem anschlieenden Auswaschens des ATPs verhindert wiirden. Die kovalent-
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gebundene ADP-Ribosegruppe hingegen kann nicht vom Rezeptor abgewaschen werden und
vermittelt die nachfolgenden Signale (PS-Exposition/CD62L-Verlust), sobald die T-Zellen
wieder in physiologische Temperaturen {iberfiihrt werden.

Die Freisetzung von NAD" und ATP ins extrazellulire Medium iiber Connexin43-Halbkanile
ist durch verschiedene Arbeiten bestitigt (Zocchi et al. 1999; Bruzzone et al. 2001;
Romanello et al. 2001). Eine Offnung dieser Kanile wihrend der Zellernte ist durchaus
denkbar, da Connexin43 auch durch mechanischen oder hypoxischen Stress gedffnet werden
kann (Evans et al. 2006). Zusétzlich konnte es bei der Ernte zur Zerstorung von Zellen
kommen. Allerdings wurde eine &hnlich starke ,,spontane* Reaktion von priméren T-Zellen
auch bei verschiedenen Préparationsprotokollen sowohl aus Lymphknoten als auch Milz
beobachtet (sanftes Zerreiben mit und ohne vorheriges Zerschneiden der Gewebe mit einem
Skalpell, langsame Perfusion der punktierten Milz, Kollagenase-Verdau).

Haufig werden primdre Lymphozyten bei niedrigen Temperaturen isoliert und analysiert, aber
fiir Funktionsassays wieder auf physiologische Temperaturen erwédrmt, z.B. bei in vivo -
Migrations oder adoptiven Transfer-Versuchen. Dabei bliebe der Verlust von CD62L und
CD27 sowie die Exposition von PS unbemerkt. In Abschnitt 5.4 wurde zudem gezeigt, dass
Nukleotid-behandelte T-Zellen bevorzugt durch Makrophagen phagozytiert werden. Es ist
somit anzunehmen, dass ein Teil der WT- und CD38-defizienten T-Zellen nach adoptivem
Transfer in vivo durch Makrophagen phagozytiert werden wiirden (s.u 6.4). Eine
pharmakologische Unterbindung dieser durch freigesetztes NAD -vermittelten T-Zell
Funktionsstorungen wére wiinschenswert. Die im néchsten Abschnitt diskutierten Ergebnisse
belegen, dass der Einsatz von ART2.2-inhibierenden Einzeldomé&nenantikdérpern ein
effektives Werkzeug sein kann, um die ART2.2-Aktivitét in vitro und in vivo zu blockieren.

ART?2.2-inhibierende Einzeldomdnenantikorper schiitzen vor NAD"

ART?2.2-spezifische Einzeldoménenantikorper konnten, nach der Priparation von T-Zellen
eingesetzt, zuverlédssig eine weitere ADP-Ribosylierung der Oberflachenproteine und damit
die Exposition von PS verhindern, die Vor-ADP-Ribosylierung der T-Zellen durch endogenes
NAD', welches wihrend der Priparation freigesetzt wurde, aber nicht mehr riickgingig
machen (Abb. 16). Eine Injektion mit ART2.2-inhibierenden Einzeldoménenantikérpern
direkt vor der Praparation der T-Zellen blockierte die ADP-Ribosylierung der Zielproteine
(Abb. 17). Die geringe GroBe des Einzeldomédnenantikorpers (12-24 kDa), seine gute
Loslichkeit und hohe Stabilitit bedingt einerseits eine rasche Gewebepenetration und somit
das schnelle Erreichen seines Zielproteins auf T-Zellen in Lymphknoten, und andererseits
eine sehr schnelle Ausscheidung iiber die Nieren. Die Serum-Halbwertszeit liegt bei 5
Minuten, wihrend ein konventioneller I[gG-Antikorper eine Halbwertszeit von tiber 10 Tagen
erreichen kann (Muyldermans 2001; Holliger and Hudson 2005). Ein Vorteil von
Einzeldoménenantikdrpern gegeniiber intakten IgG Antikorpern ist ihre fehlende Fe-Region,
die Fc-vermittelte Nebenwirkungen wie die Aktivierung des Komplementsystems oder
Antikorper-basierende Zytotoxizitit vermitteln konnte (Muyldermans 2001; Holliger and
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Hudson 2005). Um die ADP-Ribosylierung wéhrend der Prédparation der T-Zellen zu
verhindern, ist eine Kurzzeitblockade mit Einzeldomédnenantikdrpern vollkommen
ausreichend.

Zusammenfassung

Bei der Priparation von primiren T-Zellen wird offensichtlich endogenes NAD" freigesetzt.
Die daraus resultierende NAD'/ART2-vermittelte Modifikation der T-Zellen kann ein
Problem fiir den spéteren Einsatz dieser Zellen in in vitro- und in vivo-Versuchen darstellen.
Da die ART2.2 auch bei niedrigen Temperaturen aktiv ist, wihrend sich die Auswirkungen
der P2X7-Aktivierung erst bei physiologischen Temperaturen zeigen, konnen ART2-
vermittelten T-Zellmodifikationen unbemerkt bleiben. Eine Injektion mit einem ART2.2-
inhibierenden Einzeldoménenantikdrper kurz vor der Priparation kann diese Modifikationen
verhindern.

6.4 Phagozytose von T-Zellen nach P2X7-Aktivierung

Die Ergebnisse der Untersuchungen des letzten Abschnitts der Arbeit zeigen, dass die P2X7-
Aktivierung auf T-Zellen zu einer Phagozytose durch Makrophagen fiihrt. Im Kontext einer
Entziindungsreaktion konnten iiber diesen Mechanismus potentiell autoaggressive, sog.
Bystander-T-Zellen beseitigt und damit Platz fiir aktivierte Antigen-spezifische T-Zellen
geschaffen werden.

Temperaturabhdngigkeit der Phagozytose

Die Ergebnisse von Phagozytoseassays, bei denen T-Zellen nach 30-miniitiger NAD'-
Vorbehandlung mit Makrophagen in Suspension koinkubiert wurden, zeigen, dass
Makrophagen NAD'-behandelte T-Zellen bei 37 °C innerhalb von 50 Minuten weitgehend
phagozytierten, wiahrend bei 4 °C allenfalls eine schwache Bindung zu beobachten war (Abb.
18). Die in der Immunfluoreszenzmikroskopie beobachtete ,,Bindung® etlicher, NAD"-
behandelter T-Zellen an die Makrophagen bei 4 °C konnte im FACS nicht bestétigt werden:
Die Bindung war anscheinend zu schwach, um den mechanischen Anforderungen im FACS
standzuhalten (Abb. 18 A und B). Andererseits war bei 37 °C ein kleiner Anteil der NAD'-
behandelten T-Zellen innerhalb von Sekunden nach Zusammenpippettierung mit
Makrophagen (Nullminutenwert) stark genug gebunden, um ein doppel-positives Signal im
FACS zu liefern (Abb. 18 C und D). Ahnliche Beobachtungen wurden von Xu et al. fiir die
Phagozytose von apoptotischen Jurkat-T-Zellen durch humane Makrophagen berichtet, bei
der eine Internalisierung der T-Zellen ebenfalls nur bei 37 °C stattfand (Xu et al. 2006).
Allerdings zeigten in diesem System die Makrophagen auch bei 4 °C eine im FACS
detektierbare Bindung der T-Zellen. Moglicherweise ist dieser Effekt auf eine verléngerte
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Apoptose-Induktion (18-stiindige Behandlung mit dem Telomerase Inhibitor Etoposid) und
damit verbundene, andere Membranverdnderungen zuriickzufiihren.

Phagozytose von NAD"- vs. ATP-behandelten T-Zellen

Die in dieser Arbeit beobachtete Phagozytose von Nukleotid-behandelten T-Zellen durch
Makrophagen ist auf die Aktivierung des P2X7-Rezeptors durch ATP oder ADP-
Ribosylierung via ART2.2 zuriickzufiihren (Abb. 19). Dabei korreliert die P2X7-vermittelte
Exposition von PS mit der Phagozytose der Nukleotid-behandelten T-Zellen (Abb. 19 Abb.
20 B). Es ist denkbar, dass PS hierbei als wichtiges ,,Friss-mich“-Signal (Fadok ef al. 1992)
zwischen Nukleotid-behandelten T-Zellen und Peritonealmakrophagen fungiert. Es kdnnten
aber durchaus auch weitere ,,Friss-mich*“- und ,,Friss-mich-nicht“-Signale eine Rolle spielen,
z.B. der Verlust von CD62L, CD27 oder anderer TACE-sensitiver Oberflaichenproteine. Des
Weiteren konnte auch die ADP-Ribosylierung von Adhisionsmolekiilen wie LFA-1 oder
CD31 zur Phagozytose beitragen (Nemoto ef al. 1996; Brown ef al. 2002; Bannas 2007). Wie
bei den vorherigen Untersuchungen zur P2X7-Aktivierung, waren auch fiir die Phagozytose-
Induktion wesentlich geringere Konzentrationen an NAD" als ATP ausreichend (Abb. 20).
Bemerkenswert ist, dass selbst bei hohen NAD" und ATP-Konzentrationen, NAD -behandelte
T-Zellen ebenso effizient oder z.T. sogar effizienter von Makrophagen phagozytiert wurden
als ATP-behandelte T-Zellen, obwohl letztere i.d.R. einen hoheren Anteil an PS-
exponierenden Zellen aufwiesen (Abb. 20). Dies stiitzt die Annahme, dass die durch P2X7-
Aktivierung induzierte Phagozytose durch ADP-Ribosylierung weiterer Membranproteine
noch verstarkt wird.

Nukleotid-induzierte vs. Klassische Apoptose

Es wird angenommen, dass die Phagozytose von Zellen zu einem frithen Zeitpunkt der
Apoptose dazu dient, die Freisetzung von intrazelluldren Proteinen und damit moglichen
Autoantigenen aus apoptotischen Zellen zu verhindern (Fadok and Henson 1998; Fadok et al.
1998; Savill and Fadok 2000). Friither Zeitpunkt der Apoptose bedeutet bei T-Zellen 4-12
Stunden nach Auslosung der Apotose, wie bei der ,klassischen* Apoptose nach chronischer
Ligation des T-Zell-Rezptors, IL-2 Entzug, Todesrezeptoraktivierung, Hypoxie, Behandlung
mit Glucokortikoiden, Staurosporin, Etoposid und anderen Zellgiften oder DNA-
Schéadigungen durch UV-Bestrahlung (Verhoven et al. 1999; Kurosaka et al. 2003; Xu et al.
2006). Auch hier korreliert die Phagozytose der T-Zellen in der Regel mit der Exposition von
PS (Fadok et al. 1992). Im Einklang mit diesen Untersuchungen wurden die hier
Staurosporin-behandelten T-Zellen ebenfalls erst nach 6 Stunden durch Makrophagen
nennenswert phagozytiert (Abb. 21). Im Gegensatz hierzu wurden T-Zellen nach einer nur 10-
miniitigen Behandlung mit exogenem NAD™ oder ATP bereits durch Makrophagen
phagozytiert (Abb. 21). Somit stellt die P2X7-vermittelte Markierung von T-Zellen fiir die
Phagozytose den bisher schnellsten bekannten physiologischen Ausloser fiir die Beseitigung
frithapoptotischer Zellen dar. Eine dhnliche schnelle Induktion der T-Zell Phagozytose konnte
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bisher nur durch unphysiologische Reize wie Poren-Induktion durch Ionophore, Erhitzen und
Schockgefrieren erzielt werden (Verhoven et al. 1999; Hirt and Leist 2003).

In vitro fiihrt die Nukleotidbehandlung von T-Zellen nach mehreren Stunden zum
Zusammembruch des mitochondrialen Membranpotentials und noch spdter zur
Fragmentierung der DNA (Di Virgilio ef al. 1989; Seman ef al. 2003; Scheuplein 2005). Es
ist davon auszugehen, dass diese Prozesse normalerweise nach Phagozytose in den
Makrophagen erfolgen. Die hier durchgefiihrten Immunfluoreszenzanalysen zeigen drei
Stunden nach Phagozytose noch erkennbare T-Zell-,,Leichen* mit kolokalisierten DNA- und
Membranfarbstoffen. Nach 12 Stunden hingegen sind T-Zellen als distinkte Strukturen nicht
mehr zu erkennen, wéihrend der DNA Farbstoff im Kern der Makrophagen und der
Membranfarbstoff in zytosolischen Kompartimenten wieder zu finden sind (Abb. 23).

Bystander-Hypothese

Es ist davon auszugehen, dass NAD" und ATP in vivo vor allem bei massiven
Gewebeschidden und Entziindungsreaktionen freigesetzt werden. Im Falle der Biogel-
induzierten Entziindungsreaktion wurde die Freisetzung von NAD" in relevanter Hohe (4 pM)
bereits beobachtet (Adriouch et al. 2007). T-Zellen, die ART2.2 und P2X7 exprimieren
wiirden dabei fiir die Phagozytose markiert und durch Makrophagen beseitigt werden.
Antigen-spezifische Effektorzellen regulieren ART2 nach Aktivierung stark herunter,
wodurch sie gegeniiber extrazelluliren NAD" inert werden (Kahl et al. 2000). CD4+/CD25+
Regulator T-Zellen hingegen sind aufgrund einer hohen ART2- und P2X7- Expression
besonders empfindlich gegeniiber freigesetzten Nukleotiden (Aswad et al. 2005). Es ist
moglich, dass naive T-Zellen und Regulator T-Zellen gegeniiber aktivierten Effektorzellen
bevorzugt phagozytiert werden. Die Fahigkeit der Phagozyten zwischen Nukleotid-sensitiven
und inerten T-Zellen zu unterscheiden wird durch die in Abbildung 17 gezeigten Ergebnisse
demonstriert. Mit diesem Mechanismus wiirde einerseits Platz fiir die gewiinschte Expansion
von aktivierten (Pathogen-spezifischen) Effektorzellen geschaffen, andererseits konnte dies
dazu dienen potentiell autoaggressive, sog. Bystander-T-Zellen zu beseitigen.
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Zusammenfassung

Die phinotypischen Verdnderungen, die T-Zellen nach Aktivierung des P2X7-Rezeptors
zeigen, haben Auswirkungen auf die Lebensdauer dieser Zellen. So werden NAD'- und ATP-
behandelte T-Zellen bei 37 °C innerhalb von 30-50 Minuten durch Peritonealmakrophagen
phagozytiert und innerhalb von mehreren Stunden vollsténdig zersetzt. Es reichen wesentlich
geringere Konzentrationen an NAD" als ATP, um T-Zellen effektiv fiir Makrophagen zu
markieren. Die Phagozytose der ATP- und NAD -behandelten T-Zellen ist P2X7- und im
Falle der NAD'-Behandlung zusitzlich ART2-abhiingig und korreliert mit der Exposition von
PS auf den Nukleotid-behandelten T-Zellen. Im Gegensatz zu klassischen Apoptose-
Auslosern markiert die P2X7-Aktivierung T-Zellen bereits nach wenigen Minuten statt
mehrerer Stunden fiir die Phagozytose. Makrophagen konnen hochspezifisch Nukleotid-
sensitive T-Zellen gegeniiber Nukleotid-inerten T-Zellen unterscheiden und phagozytieren
(Abb. 22). Im Kontext von Entziindungsreaktionen konnte dies einen Mechanismus zur
bevorzugten Beseitigung von naiven und regulatorischen T-Zellen darstellen und damit Raum
fiir die Expansion Pathogen-spezifischer Effektorzellen schaffen.

6.5 Ausblick

Die vorliegende Arbeit beschreibt einen mdglichen Regulationsmechanismus fiir die
Beseitigung von naiven T-Zellen in vivo. Die Aktivierung des P2X7-Rezeptors induzierte die
Exposition von PS, den Verlust von CD62L und CD27 sowie die Phagozytose dieser Zellen
durch Peritonealmakrophagen in vitro. Die hohe Sensitivitit der T-Zellen gegeniiber NAD"
und ATP léasst vermuten, dass die Aktivierung des P2X7 durch extrazelluldre Nukleotide eine
Rolle bei der Regulation von Immunantworten spielt. Es wurde bereits gezeigt, dass bei
Biogel-induzierten Entziindungen geniigend NAD" freigesetzt wird, um T-Zellen im
drainierenden Lymphknoten zu reduzieren. Auch bei verschiedenen Infektionskrankheiten ist
die Freisetzung groBBer Mengen an Nukleotiden denkbar, wie z.B bei der Malaria oder der
Toxoplasmose, die von einer starken Lyse von Erythrozyten und anderen infizierten Zellen
begleitet sind. Die vorliegenden P2X7-, ART2- und CD38-defizienten Mauslinien kénnten
einen Einblick in die Funktion des beschriebenen Regulationsmechanismus in diesen
Krankheitsmodellen ermoglichen. Dariliber hinaus bieten die ART2.2-blockierenden
Einzeldominenantikdrper ein neues Werkzeug fiir experimentelle und therapeutische
Interventionen in diesen Regulationsmechanismus in vivo. Es ist denkbar, dass vergleichbare
blockierende Einzeldoménenantikdrper auch gegen CD38 und P2X7 entwickelt werden
konnten.

Die hier beobachtete unterschiedliche Empfindlichkeit von P2X7 transfizierten HEK-Zellen

und priméren T-Zellen auf extrazelluldre Nukleotide konnte moglicherweise auf erst kiirzlich
entdeckte, unterschiedliche SpleiBvarianten zuriickzufiihren sein. RT-PCR Untersuchungen
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mit Hilfe von Spleilvarianten-spezifischen Primern konnten diese Frage kldren. Die
besonders empfindliche P2X7-Mutante R276K konnte ein wertvolles Werkzeug fiir weitere
Untersuchungen darstellen, z.B. nach Organ-spzeifischer Uberexpression in transgenen
Mausen.

Die Entschliisselung der Kristall-Struktur des P2X7-Rezeptors wiirde neue Einblicke in die
Struktur und Funktion des Rezeptors liefern und Riickschliisse auf die
konformationelle/Funktionelle Bedeutung der hier untersuchten Arginin > Lysin Mutationen
erlauben. Da die ADP-Ribosylierung als kovalente Bindung eine hohere Stabilitit besitzt als
die Bindung von ATP, konnte ADP-ribosylierter P2X7 dazu dienen, die offene Konformation
des Rezeptors zu kristallisieren.
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8.

Anhang

8.1 Abkiirzungen und Anglizismen

3D Dreidimensional

A Einbuchstaben-Bezeichnung fiir die Aminosdure Alanin

Abb. Abbildung

ADP Adenosin-5’-diphosphat

ADP-R Adenosin-5’-diphosphatribose

ADAMI17 s.a. TACE

AMP Adenosin-5’-monophosphat

APC Allophycocy

ARH ADP-Ribosyl-X-Hydrolase

ATP Adenosin-5’-triphosphat

BSA Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)

BzATP 2°(3")-O-(4-Benzoyl-benzoyl)adenosin-5"-triphosphat

cADP-R Zyklische ADP-Ribose

C Einbuchstaben-Bezeichnung fiir die Aminoséure Cystein

CD Nomenklatur fiir Oberflichenproteine (cluster of
differentiation)

cDNA komplementire DNA (complementary DNA)

CTG Celltracker Green

Da Dalton

DIDS 4,4 -diisothiocyanatostil-bene-2,2 -disulphonic acid

DMEM Dulbecco’s modified Eagle medium

DNA Desoxyribonukleinsdure (desoxyribonucleic acid)

DTT Dithiothreitol

ECso Halbmaximale effiziente Konzentration

EDTA Ethylendiamintetraacetat

eNAD etheno-Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid

E-NPP Ekto-Nukleotidpyrophosphatasen/phosphodiesterasen

E-NTPD Ekto-Nukleosidtriphosphatdiphosphohydrolasen

FACS Durchflusszyometrie (fluorescence activated cell sorting)

FCS Fotales Kilberserum (fetal calf serum)

FITC Fluoresceinthiocyanat

FSC Vorwirtsstreuung (forward scatter)

G Einbuchstaben-Bezeichnung fiir die Aminosdure Glycin

Gating Das Hin- und Herschalten zwischen offenen und
geschlossenen Rezeptorzustinden

GPI Glycosyl-Phosphatidylinositol

H Einbuchstaben-Bezeichnung fiir die Aminoséure Histidin

HEK-Zellen Humane embryonale Nierenzellen (human embryonic
kidney cells)

HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonsédure

i.d.R. in der Regel
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IFN
IgG
IL

KN62

KO
LDH
LFA

LPS
mAK
mART
MOG
mRNA
NAD"
NC
NICD
PAG
PAGE
pAK
PARG
PARP
PBS

PCR
PDE
PE
PFA
PI

PS
RT
PVDF

RNA
sd Ab
SDS
SSC
TACE
TBS
™

u.N.
WT

Interferon

Immunglobulin G

Interleukin

Einbuchstaben-Bezeichnung fiir die Aminosdure Lysin
1-[N,O-bis(5-Isoquinolinsulfonyl)-N-methyl-L-tyrosyl]-4-
phenylpiperazin

Knockout

Lactat Dehydrogenase

funktionelles Leukozytenantigen (leukocyte functional
antigen)

Lipopolysaccharid

Monoklonaler Antikorper
Mono-ADP-Ribosyltransferasen

Myelin Oligodendrozyten Glykoprotein

Boten-RNA (messenger RNA)
B—Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid

Nitrozellulose

NAD "-induzierter Zelltod (NAD" induced cell death)
Polyacrylamid-Gel

Polyacrylamid-Gelelektorphorese

Polyklonaler Antikdrper
Poly-ADP-Ribosyl-Glykohydrolase
Poly-ADP-Ribose-Polymerase

Phosphatgepufferte Kochsalzldosung (phosphate buffered
saline)

Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
Phosphordieesterase

Phycoerythrin

Paraformaldehyd

Propidiumiodid

Phosphatidylserin

Raumtemperatur

Polyvinylidenfluorid

Einbuchstaben-Bezeichnung fiir die Aminosdure Glutamin
Einbuchstaben-Bezeichnung fiir die Aminoséure Arginin
Ribonukleinsdure (ribonucleic acid)
Einzeldoménenantikdrper (single domain antibody)
Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate)
Seitwirtsstreuung (side scatter)

TNF-alpha converting enzyme

TRIS-gepufferte Salzlosung (¢ris buffered saline)
Transmembranregion

Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)

iiber Nacht

Wildtyp
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Nachwort

Nach Fertigstellung dieser Arbeit wurde in der Ausgabe vom 30.07.09 in nature die 3D-Strukturr der
extrazelluliren Doméne mit den beiden Transmembranmenbran-Doménen des P2X4 Rezeptors aus
dem Zebrafisch (Danio rerio) in geschlossener Konformation ohne Liganden verdffentlicht. Die
Struktur scheint das hier vorgeschlagene Modell der P2X7-Rezeptoraktivierung durch ADP-
Ribosylierung an R125 zu stiitzen. Zudem gibt die Struktur Auskunft tiber die Lage der in der
vorliegenden Arbeit untersuchten Argininreste.

Die Seitenkette von P125 (entspricht dem R125 in mP2X7) liegt an der Basis der prominenten
Cystein-reichen Doméne unmittelbar tiber der vorhergesagten ATP-Bindungsstelle. Die Seitenkette
des R133 liegt auf der anderen Seite dieser Domine in weiter Distanz von der vermeintlichen
Bindungstasche. R276 und R277 liegen an der Grenzfldche der Untereinheiten.

Dolphin view head = cys-rich finger view from the neighbor
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(von Prof. Nolte mit Hilfe des Pymol Programms erstellt)

Crystal structure of the ATP-gated P2X, ion channel in the closed state
Toshimitsu Kawate, Jennifer Carlisle Michel, William T. Birdsong, Eric Gouaux
Nature 460, 592-598 (30 July 2009) doi:10.1038/nature08198
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