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1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem ist ein komplexes Netzwerk aus zelluldren und I6slichen Komponenten,
welches den Korper vor dem schadlichen Einfluss von Pathogenen und entarteten
korpereigenen Zellen schiitzt. Zu den Pathogenen gehdren unter anderem Viren, Bakterien
sowie verschiedene ein- und mehrzellige Parasiten und deren Toxine. Ohne das
Immunsystem ware der Korper in einer Umgebung, in der diverse Organismen um Energie
in Form von Nahrstoffen und um Lebensraum kampfen, nicht in der Lage, sich
durchzusetzen. Im Immunsystem wird zwischen der zellgebundenen und der l6slichen
humoralen Immunantwort unterschieden. Die zellgebundene Immunantwort basiert auf
einem direkten Zell-Zell-Kontakt und der Freisetzung I6slicher Substanzen. Die humorale
Antwort wird vor allem von l6slichen Proteinen getragen, welche mit den zu
bekdmpfenden Organismen interagieren und diese abtoten, inaktivieren oder fir die
Abwehrzellen opsonieren. Das Immunsystem lasst sich in das unspezifische und das
spezifische Immunsystem unterteilen. Das unspezifische Immunsystem ist der erste Schritt

bei der Abwehr von Pathogenen.

1.1.1 Die unspezifische Immunantwort

Die unspezifische Immunantwort hat die Aufgabe, schnell auf Substanzen und Organismen
zu reagieren, welche dem Korper Schaden zufiigen kénnten. Die Haupttréger der zelluldren
unspezifischen Immunantwort sind Granulozyten und Makrophagen. Bei der Abwehr von
Keimen werden zunédchst Granulozyten rekrutiert, welche die Keime phagozytieren und
mittels toxischer Verbindungen abtoten. Zusétzlich kdnnen diese durch Signalmolekile wie
Interleukine und Chemokine den Entziindungsprozess verstarken und andere
Abwehrzellen, u.a. Makrophagen, anlocken. Makrophagen phagozytieren ahnlich wie
Granulozyten Pathogene und toten diese in intrazelluldren Vesikeln mit niedrigem pH-Wert
durch Enzyme, wie z.B. Proteasen und toxische Substanzen, ab. Makrophagen présentieren
Teile der phagozytierten Keime mittels ihrer MHC-11-Oberflachenproteine den Helfer-T-
Zellen (Th-Zellen) des spezifischen Immunsystems. Diese aktivieren dann durch weitere
Signalmolekdle andere Zellen des Immunsystems, u.a. auch die spezifische Immunabwehr.

Der nicht zellgebundene Teil der unspezifischen Immunantwort besteht aus verschiedenen



I6slichen Proteinen. Wichtiger Bestandteil ist das C-reaktive Protein (CRP), welches bei
Entziindungen im Korper vermehrt in der Leber produziert wird. Es ist in der Lage an
Bakterien zu binden und dadurch das Komplementsystem zu aktivieren. Das
Komplementsystem ist ebenfalls eine zur unspezifischen Immunantwort gehdrende
Kaskade bestehend aus Enzymen, welche zum Ziel hat, einen Membranangriffskomplex zu
bilden. Die dabei gebildete Pore lysiert den pathogenen Keim durch Zerstorung des
osmotischen Gleichgewichts und des Membranpotentials. Bei der Aktivierung des
Komplementsystems entstehen aulerdem Spaltprodukte, welche die Entziindungsreaktion

verstarken und Abwehrzellen mittels Chemotaxis anzulocken vermdégen.

1.1.2 Die spezifische Immunantwort

Die spezifische Immunantwort ist in der Lage, Pathogene sehr genau anhand ihrer
Zusammensetzung und Oberflacheneigenschaften zu unterscheiden. Dies ist wichtig, um
eine gezielte Abwehr zu gewdhrleisten. Haupttrager der spezifischen zelluléren
Immunantwort sind T-Zellen und B-Zellen. Beide Zellarten gehen aus im Knochenmark
wachsenden hdmatopoetischen Stammzellen hervor. B-Zellen reifen im Knochenmark, T-
Zellen reifen im Thymus. Dabei wird die Antigenspezifitdt von B- und T-Zellen zuféllig
durch somatische Rekombination hergestellt. Die Zellen durchlaufen eine Selektion,
welche dafir sorgt, dass die Zellen korpereigene Bestandteile nicht angreifen, trotzdem
aber mit korpereigenen Strukturen wie den MHC-Komplexen interagieren kénnen. Eine
zentrale Rolle bei der Aktivierung der spezifischen Immunantwort spielen dendritische
Zellen. Diese kommen als interdigitierende dendritische Zellen (IDC) im peripheren
Gewebe mit Pathogenen in Kontakt. Nachdem sie Antigene dieser Pathogene phagozytiert
haben, wandern die IDC in die Follikel des néchstgelegenen drainierenden Lymphknoten.
In den Lymphknoten présentieren sie den T-Lymphozyten mittels MHC die
aufgenommenen Antigenfragmente und aktivieren dort T-Zellen mit dem passenden T-
Zellrezeptor. Weitere Effektorzellen der spezifischen Immunantwort sind die Plasmazellen.
Wenn eine B-Zelle mit ihrem spezifischen Antigen in Kontakt kommt, wird diese aktiviert.
Folgt darauf die Interaktion mit einer CD4" T-Zelle, bilden beide durch deren Zell-Zell-
Kontakt die sogenannte ,,Immunologische Synapse* und die B-Zelle differenziert sich zu
einer Antikorper produzierenden Plasmazelle. Antikorper erkennen ein spezifisches Epitop
auf dem abzuwehrenden Pathogen. Im weiteren Verlauf der Immunabwehr kommt es zu
einem Antikorperklassenwechsel. In der friihen Phase der Immunantwort werden zunéchst
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pentamere Antikorper der Klasse IgM produziert, im weiteren Verlauf werden monomere
Antikorper der Klasse 19G produziert. Antikorper markieren Pathogene flr Fresszellen.
Makrophagen konnen die so markierten Pathogene leichter mittels ihrer Rezeptoren fur den
Fc-Teil der Antikorper erkennen. AuBBerdem sind die Fc-Teile der Antikdrper in der Lage,
das Komplementsystem zu aktivieren und somit die Keime zu lysieren. Uber multiple
Bindungsstellen sind Antikdrper in der Lage, Pathogenaggregate zu generieren und diese
hierdurch unschadlich zu machen. Bei intrazellularen Keimen werden CD8" zytotoxische
T-Zellen rekrutiert, welche mittels ihres T-Zellrezeptors mit MHC-I-Molekulen auf
kernhaltigen Zellen interagieren, um so zu erkennen, ob die Zelle kérperfremde Antigene
enthalt. Ist dies der Fall, wird die Zelle lysiert (Schutt & Broker 2006). Eine weitere
Untergruppe von T-Zellen besitzt die Eigenschaft, entziindungshemmend zu wirken. Diese
T-Zellen werden regulatorische T-Zellen (Tregs) genannt. Ihre Hauptaufgabe liegt in der
korpereigenen Toleranzentwicklung und deren Aufrechterhaltung. Tregs sind somit in der
Lage, durch ihre immunsupprimierenden Funktionen Autoimmunreaktionen zu verhindern
(Miyara & Sakaguchi 2007). Mausmodelle, bei denen genetisch oder pharmakologisch
selektiv Tregs depletiert wurden, zeigen verstarkt Autoimmunsymptomatiken (Lahl et al.
2007). Tregs konnen dabei sowohl Uber Zell-Zell-Kontakte, als auch uber l6sliche
Substanzen Zielzellen in ihrer Funktion beeinflussen (Sakaguchi et al. 2013; Siewert et al.
2008; Bopp et al. 2007).

In dieser Arbeit werden zwei funktionell relevante T-Zelloberflichenmulekile néher
charakterisiert. Der Fokus liegt dabei auf der posttranslationalen Modifikation dieser

Proteine durch eine ADP-Ribosyltransferase.

1.2 Die ADP-Ribosylierung — eine posttranslationale Proteinmodifikation

1.2.1 Die biochemische Reaktion der ADP-Ribosylierung

Bei der ADP-Ribosylierung handelt es sich um eine kovalente Modifikation von Proteinen
und deren Substraten. Das dieser enzymatischen Reaktion zugrundeliegende Substrat ist
Nicotinamidadenindinukleotid (NAD), welches vor allem im Zellinneren vorkommt und
als Koenzym und Oxidationsmittel fur zahlreiche Reaktionen innerhalb der Zelle dient.
Strukturell ist NAD ein Uber eine Phosphodiesterbindung verknipftes Dinukleotid, beli
welchem die beiden Basen Adenin und Nicotinamid jeweils N-glykosidisch mit dem C1-

Atom eines Riboseringes verbunden sind. Es kommt in positiv geladener Form als NAD"
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und nach Ubertragung eines Hydridions in reduzierter Form als NADH vor. Der
Einfachheit halber wird NAD" in dieser Dissertation ohne das Plus fiir die positive Ladung
als NAD bezeichnet. Die flr diese enzymatische Reaktion bendtigten Enzyme, ADP-
Ribosyltransferasen (ARTS), nutzen die energiereiche Bindung zwischen ADP-Ribose und
Nicotinamid, um die ADP-Ribose-Gruppe je nach Enzym spezifisch auf eine Aminoséure,
DNA, ein Antibiotikum oder auf ein Wassermolekil zu Ubertragen. Bei der
posttranslationalen ADP-Ribosylierung von Proteinen bekannte Zielaminosauren sind
Arginin, Asparagin, Cystein, Diphthamid, Lysin, Threonin und Glutamat. Bei der Spaltung
der N-glykosidischen Bindung des NADs wird eine Energie von -34,3 kJ/mol frei, welche
fir die Ubertragung des ADP-Riboserestes genutzt wird. Die ADP-Ribosylierung von
Proteinen wird von mono-ADP-Ribosyltransferasen (NARTs oder ARTS) als mono-ADP-
Ribosylierung und durch poly-ADP-Ribosyltransferasen (pARTS oder PARPS) als poly-
ADP-Ribosylierung katalysiert (Koch-Nolte et al. 2008; Hottiger et al. 2010). PARPs
kdnnen ADP-Ribose auf andere proteingebundene ADP-Ribosereste tibertragen und bilden
so grolie verzweigt-kettige poly-ADP-Ribose-Strukturen. Die auf der Zelloberflache von T-
Lymphozyten ~membranstandig vorkommende ART2.2 ist eine mono-ADP-
Ribosyltransferase und katalysiert die ADP-Ribosylierung von verschiedenen

Zelloberflachenproteinen an Argininresten (Abb.01).



Nikotinamid

Protein ADP-ribosyl-
Protein

Abb.01 Die ADP-Ribosylierungsreaktion: Bei der ADP-Ribosylierung spaltet die ART das
Substrat NAD zu ADP-Ribose und Nicotinamid. Bei dieser exothermen Reaktion wird die ADP-
Ribose kovalent mit einer Aminosaure eines Zielproteins (blau) verkntpft. Strukturell &hneln ARTs
einem ,Pacman” mit einer tiefen, maul-artigen NAD-Bindungstasche.

1.2.2 Die verschiedenen ARTs und deren Struktur

Die zuerst beschriebenen ADP-Ribosyltransferasen waren bakterielle Toxine wie
beispielsweise das Diphtherietoxin von Corynebakterium diphtheriae (Honjo et al. 1968).
Dieses Toxin nutzt das NAD der eukaryoten Zelle und ADP-ribosyliert den eukaryoten
Elongationsfaktor 2 (EF-2) an einem Diphthamid-Rest (Robinson et al. 1974; Ness et al.
1980). Auf diesem Wege hemmt es die Proteinbiosynthese der Zelle. Mittlerweile wurden
viele weitere bakterielle Toxine mit ART-Aktivitat beschrieben.

In Sdugetieren sind bisher zwei ART-Familien bekannt, die aus bis zu 17 Proteinen
bestehende intrazellulare PARP-Familie sowie eine Familie von membranstandigen ARTS:
ART1, ART2, ART3, ART4, ART5 (Abb.02) (Koch-Nolte et al. 2006). In der Maus
existiern zwei Unterformen der ART2, die ART2.1 und die ART2.2 (Koch-Nolte et al.
2005). Sie werden auf Chromosom 11 kodiert (Koch-Nolte et al. 1993). Im Menschen ist
die ART2 durch ein vorzeitiges Stopcodon inaktiviert. Die ART1 kommt im
Skelettmuskelgewebe, Herzmuskelgewebe, auf Granulozyten und Epithelien vor. Die

ART2.1 und ART2.2 kommen auf Lymphozyten und Makrophagen, die ART3 kommt im
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Hodengewebe, Muskelgewebe und Gehirn vor. Die ART4 findet sich auf Erythrozyten und
bildet dort das sogenannte Dombrock-Blutgruppenantigen (Gubin et al. 2000). Die ART5
ist von den bekannten extrazellularen ARTs die einzige, die nicht Uber einen
Glycosylphosphatidylinositol (GPI)- Anker membranassoziiert ist, sondern wahrscheinlich
sezerniert wird. Die 3D-Struktur der ART2 der Ratte hat sechs konservierte f-Strénge,
welche dem Ober- und Unterkiefer eines Pacmans ahneln (C Mueller-Dieckmann et al.
2002). In ARTs ist im Allgemeinen ein Glutamat auf dem fiinften B-Strang konserviert,
welches fiir die katalytische Aktivitdt von Bedeutung ist (Carroll & Collier 1984). Die
Familie der ADP-Ribosyltransferasen kann je nach weiter konserviertem Sequenzmotiv in
zwei Unterfamilien unterteilt werden: Die PARPs, Diphtherietoxin und die Rifampin-
spezifische ART enthalten das Sequenzmotiv H-Y-E. Die argininspezifischen ADP-
Ribosyltransferasen wie die ART2.2 der Maus enthalten wie auch das Choleratoxin und
Clostridiumtoxin das stark konservierte R-S-EXE-Sequenzmotiv (Koch-Nolte et al. 1996;
Koch-Nolte et al. 2001). Die ART2.1 der Maus enthalt verglichen mit der ART2.2 ein
zusatzliches Disulfidpaar, welches wahrscheinlich eine zusatzliche Disulfidbriicke
ausbildet. Die Reduktion der Disulfidbindung erhoht die Aktivitat des Enzyms deutlich
(Hara et al. 1999; Hara et al. 2000). In dieser Arbeit wurde vor allem die argininspezifische
ekto-ADP-Ribosyltransferase ART2.2 der Maus untersucht, welche im Ergebnisteil der
Einfachheit halber als ART2 bezeichnet wird (Hottiger et al. 2010).

Die Spezifitat der ART 2.2 wird dadurch eingeschrankt, dass die ART 2.2 mit sogennanten
Lipid-rafts assoziiert. Lipid-Rafts sind Membranmikrodoméanen, die reich an
Sphingolipiden und Cholesterin sind. Diese assoziieren zu ,,FloBen”, die in der
Zellmembran schwimmen und beinhalten konstitutiv Proteine, welche spezielle
Membrananker, z.B. GPI Anker, besitzen (Simons & lkonen 1997). Die unterschiedliche
Verteilung der Membranproteine hat einen Einfluss auf deren Signaltransduktion (Simons
& Toomre 2000). AuBerdem spielen Lipid-Rafts eine wichtige Rolle fir Proteine der
Immunologischen Synapse und des T-Zell-Rezeptors (Bromley et al. 2001). Die ART2.2
selbst besitzt einen GPI-Anker (Hollmann et al. 1996), welcher bewirkt, dass das Protein

insbesondere in Lipid-Rafts vorkommt (Bannas et al. 2005).
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Sdugetier

ART1 ART2.1+2.2 ART3+5 ARTA4
Muskel T-Lymphozyten Testis Erythrozyten

Prokaryoten

%‘ Clostrtdtum botulinum
Vibrio cholerae
Escherichia coli Salmonelia enterica
H LT Spo
-

A

Staphylococcus aureus / \ Bacillus cereus

G-Proteine AKTIN

Abb.02 Die Familie der R-S-E ARTs in Eu- und Prokaryoten: Oben: Im Saugetier sind funf
verschiedene ekto-ARTs bekannt. Die ART1 kommt vor allem im Muskelgewebe, die ART2 auf T-
Lymphozyten, die ART3 und die sezernierte ART5 im Testis vor. Die ART4 kommt auf Erythrozyten
vor. Unten: In Bakterien haben ARTs vor allem die Funktion von Toxinen. Unten links: Die Toxine
C3 aus Staphylococcus aureus, Hitzelabiles Toxin (HLT) aus Escherichia coli und Choleratoxin (CT)
aus Vibrio cholerae ADP-ribosylieren G-Proteine. Unten rechts: Die Toxine C2 aus Clostridium
botulinum, SpvB aus Salmonella enterica und VIP2 aus Bacillus cereus ADP-ribosylieren Aktin.
Modifiziert nach (Koch-Nolte et al. 2006).

1.2.3 Die ADP-Ribosylierung im Kontext des Immunsystems

ARTSs erflllen in Bakterien vor allem die Funktion von Toxinen. Dabei sind die Ziele der
bakteriellen ADP-Ribosylierung recht unterschiedlich. Die argininspezifischen Toxine C2
von Clostridium botilinum, VIP2 von Bacillus cereus und SpvB von Salmonella enterica

ADP-ribosylieren das Zytoskelettprotein Aktin. Choleratoxin (CT) von Vibrio cholerae
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und das hitzelabile Enterotoxin von Escherichia coli haben heterotrimere G-Proteine als
Ziel (Abb.02) (Glowacki et al. 2002). Dass ARTSs in Bakterien nicht nur Toxine bilden,
sondern flr den eigenen Stoffwechsel der Bakterien relevante Funktionen tbernehmen,
konnte am Beispiel der Stickstofffixierung in Rhodospirillum rubrum gezeigt werden.
Dabei kann der Nitrogenase-Komplex durch ADP-Ribosylierung mittels der Dinitrogenase-
Reduktase-ADP-Ribosyltransferase (DRAT) inaktiviert werden. Durch eine De-ADP-
Ribosylierung mittels der Dinitrogenase-Reduktase-ADP-Glykohydrolase (DRAG) wird
der Enzymkomplex wieder aktiviert (Ludden 1994).

In hoher entwickelten Lebewesen wie der Maus und dem Menschen kommen ADP-
Ribosyltransferasen in mehreren Kompartimenten und Geweben vor. Immunzellen der
Maus exprimieren zwei Subtypen der ART2, welche vor allem auf T-Zellen und
Makrophagen vorkommen (Hong et al. 2009). Da ART2 im Menschen als Pseudogen
vorliegt, exprimieren humane Immunzellen kein ART2, jedoch konnte die ART1-
Expression auf humanen regulatorischen T-Zell-Subpopulationen nachgewiesen werden
(Cortés-Garcia et al. 2016). Dabei ist bekannt, dass ARTs verschiedene Zielproteine auf der
Zelloberflache ADP-ribosylieren konnen. Somit kann der extrazellulare NAD-Spiegel die
Funktion von T-Lymphozyten beeinflussen. CD8" T-Lymphozyten werden in ihrer
zelltoxischen Aktivitat und Proliferation durch NAD gehemmt (Wang et al. 1994). Ein
weiterer ART-vermittelter Mechanismus ist der NAD-induzierte Zelltod (NICD). Dabei
ADP-ribosyliert die murine ART2 den ligandengesteuerten lonenkanal P2X7 an dem
Arginin R125 (Adriouch et al. 2001; Adriouch et al. 2007; Seman et al. 2004). P2X7 wird
dadurch aktiviert und fir mono- und divalente Kationen durchlassig (Kawamura et al.
2005). Dabei kommt es zu einer Lipidumverteilung in der Membran mit der Externalisation
von Phosphatidyl-Serin. Zudem schrumpfen die Zellen zunéchst, nehmen anschlieRend an
Volumen zu und lysieren schlieBlich (Taylor et al. 2008). Der NICD betrifft dabei
vorwiegend naive T-Zellen, da aktivierte und T- Geddchtniszellen die ART2 von ihrer
Oberflache abstoflen (Kahl et al. 2000). Bei einer Entziindung wird NAD aus geschadigten
Zellen freigesetzt. Daneben kann NAD auch gezielt durch Kanédle wie dem Halbkanal
Connexin 43 freigesetzt werden (Bruzzone et al. 2001; Contreras et al. 2002). Dies fuhrt
bei einer Entztindung in vivo zu einer Verminderung der Zahl der naiven T-Lymphozyten
in den drainierenden Lymphknoten (Adriouch et al. 2007). Sehr empfindlich auf
extrazellulares NAD reagieren auch regulatorische T-Zellen ,,Tregs“ (Aswad et al. 2005;
Hubert et al. 2010). B-Lymphozyten exprimieren keine ART2 und haben eine sehr starke
Expression von CD38, welches den NICD verhindert (Krebs et al. 2005). CD38 reguliert
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dabei das extrazellulare NAD-Angebot. CD38 ist somit gegeniiber den membrabstandigen
ARTSs kompetetiv in Bezug auf das Substrat NAD. Es bildet Metabolite, welche selbst
zellmodulierend wirken konnen (Lund et al. 1995; Lund et al. 1998). Die genetische
Inaktivierung der ART2 bzw. die des P2X7-Rezeptors verhindert den NICD naiver T-
Zellen (Ohlrogge et al. 2002; Solle et al. 2001). ART2- bzw. P2X7-defiziente Tiere zeigen
einen milderen Veraluf bei experimentellen Auoimmunerkrankungen wie der durch
Concanavalin-A induzierten Hepatitis und der durch Peptidimmunisierung induzierten
Encephalomyelitis (EAE) (Kawamura et al. 2006; Matute et al. 2007). Die Inhibition der
ART2 unter Zuhilfenahme eines rekombinant hergestellten Schwere-Ketten-Antikorpers
verringerte die Inzidenz von Autoimmundiabetes im Mausmodell (Scheuplein et al. 2010).

Zusammenfassend wird deutlich, dass die Reaktion der ADP-Ribosylierung eine

bedeutende Rolle in der Modulation des Immunsystems von Saugetieren spielt.

1.2.4 Nachweismethoden der ADP-Ribosylierung

Um die ADP-Ribosylierung eines Zielproteins nachzuweisen, stehen verschiedene
markierte Formen von NAD zur Verfiigung. Erstere ist eine isotopenveranderte Form (3P-
NAD), bei der ein radioaktives Phosphatatom eingebaut ist. *P-NAD ist ein p-Strahler,
welcher mittels Autoradiographie detektierbar ist. Da es bisweilen keine verfuigbaren
Antikérper gegen ADP-Ribose oder ADP-ribosylierte Aminosauren gibt, wird ein
chemisch verdndertes NAD genutzt, welches an Adenin eine Ethenogruppe tragt, das
sogenannte Etheno-NAD (eNAD). Zur Detektion von eNAD steht der Antikorperklon 1G4
zur Verfugung (Young & Santella 1988) (Abb.03). Das **P-NAD wird genutzt, um
Zielproteine  mittels 3?P-ADP-ribosylierung zu markieren. Nach Lyse der Zellen,
Immunprézipitation des Proteins und folgender SDS-PAGE kann die ADP-Ribosylierung
des jeweiligen Zielproteins autoradiographisch nachgewiesen werden. Das eNAD wird in
ahnlicher Weise genutzt: Hier wird das Gel nach der SDS-PAGE im Western-Blott mittels
1G4-Antikorper auf eADP-ribsylierte Zielproteine hin untersucht. Zudem kann der 1G4-
Antikoérper im FACS genutzt werden, sodass eine generelle eADP-Ribosylierung von
Zelloberflachenproteinen nachgewiesen werden kann (Krebs et al. 2003).
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Abb.03 Methoden zum Nachweis der ADP-Ribosylierung: Zum Nachweis der ADP-
Ribosylierung von Proteinen kann das physikalisch veranderte radioaktive **P-NAD oder das
chemisch veranderte eNAD genutzt werden. Das zu untersuchende Protein wird nach ADP-
Ribosylierung immunpréazipitiert (IP) und in einer SDS-PAGE gréRenfraktioniert. **P-NAD kann
mittels Autoradiographie detektiert werden (links). Nach Western-Blotting auf eine Membran
kann eADP-ribosyliertes Protein mit dem 1G4-Antikérper durch eine ECL-Reaktion
nachgewiesen werden (Mitte rechts). Alternativ kénnen Zellen mittels 1G4-Antikdrper
angefarbt und im FACS gemessen werden (rechts).
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1.3 CD25 — Die a-Kette des heterotrimeren Interleukin-2-Rezeptors

CD25 ist die alpha-Untereinheit (IL-2Ra) des heterotrimeren Interleukin-2 (IL-2)-
Rezeptorkomplexes. Dieser besteht aus einer Alpha- (CD25), einer Beta- (CD122) und
Gamma- (CD132) Untereinheit. CD25 ist ein etwa 50kDa grofes Protein, welches in der
Maus aus 247 Aminosauren (AS) besteht und vor allem auf aktivierten und regulatorischen
T-Zellen vorkommt. Es besteht aus zwei extrazelluldren, strangvertauschten Domanen,
Sushi I (DI, von AS 1-68) und Sushi Il (DII, von AS 98-161), welche miteinander verzahnt
sind. Die IL-2-Bindung wird dabei uber die Domane DI vermittelt. CD25 selbst hat eine
sehr kleine zytosolische Domaéne (AS 236-247), die nicht direkt die Signaltransduktion ins
Zellinnere vermittelt (Wang & Smith 1987). Die 3D-Kiristallstruktur zeigt, dass CD25
ahnlich einem ,,L* geformt ist (Rickert et al. 2005). Dabei bestimmt CD25 maRgeblich die
Spezifitat der Signaltransduktion, da die beiden Rezeptoruntereinheiten CD122 und CD132
eine niedrige Affinitat zu IL-2 besitzen. Die hohe Affinitat wird allein durch den trimeren
Rezeptorkomplex mit CD25 gewdhrleistet (Gaffen 2001; Rickert et al. 2005). Im
Gegensatz zur IL-2-Bindung erfolgt die Signaltransduktion tber die CD122- und CD132-
Untereinheiten (Nakamura et al. 1994). Sowohl CD122 als auch CD132 sind bei der
Signaltransduktion anderer Zytokine wirksam: CD122 und CD132 bei IL-15, CD132 bei
IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 und IL-21. Bei der Aktivierung des IL-2-Rezeptorkomplexes
werden mehrere Signalkaskaden aktiviert. Einer der bekannten Wege ist die Aktivierung
der Januskinasen JAK1 und JAKS3, zweier Tyrosinkinasen, welche die CD122-Kette
phosphorylieren und zu einer Rekrutierung des Transkriptionsfaktors STATS fuhrt. Dieser
wird anschliellend selbst phosphoryliert, homodimerisiert und transloziert in den Zellkern,
um dort als Transkriptionsfaktor zu wirken (Liu et al. 1998). Die STAT5-Phosphorylierung
kann mittels eines spezifisch an phospho-STATS5 (pSTATS) bindenden Antikorpers
nachgewiesen werden.

Die IL-2-Signalkaskade ist essentiell fiir die Expansion und Differenzierung von T-Zellen,
insbesondere von Tregs. So neigen CD25-knock-out-Mause verstarkt zu hdmolytischen
Andmien und chronisch entzindlichen Darmerkrankungen (Willerford et al. 1995;
Letourneau et al. 2009). Diese Autoimmunphanomene sind erklarbar durch einen Mangel
an funktionellen Tregs in CD25-ko-Mé&usen, welche in Wildtypmdausen immunsuppressiv
wirken und die Entstehung von Autoimmunerkrankungen verhindern (Setoguchi et al.
2005).
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1.4 CD229 — Ein homophiles Interaktionsmolektl der Immunglobulin-

Superfamilie

Das Zelloberflachenprotein CD229 wurde 1979 erstmalig als Antigen T100 auf Zellen
beschrieben (Durda et al. 1979). In der Maus existieren zwei Unterformen von CD229,
genannt CD229.1 (Ly9.1) und CD229.2 (Ly9.2). Die meisten Mausstamme wie BALBI/c,
exprimieren CD229.1. CD229.2 kommt in C57/BlI6-Mé&usen vor (Hogarth et al. 1980).
CD229 konnte bisher insbesondere auf Lymphozyten und Makrophagen nachgewiesen
werden.

CD229 ist ein etwa 100kDa grolRes Mitglied der CD150-Unterfamilie (Signaling
Lymphocyte Activation Molecule: SLAM) (Tovar et al. 2002), welche zur Immunglobulin-
Superfamile (IgSF) gehort. Sie besitzen dhnlich wie Antikorper globulédre Domanen,
welche aus zwei wie in einem ,,sandwich* angeordnete -Faltblattern bestehen, die mittels
einer Disulfidbricke stabilisiert werden (Williams & Barclay 1988). Die [B-Faltblatter
bestehen aus antiparallel angeordneten B-Strdngen. Die Domanen konnen ihrem Aufbau
nach entweder in konstante (C) Domanen oder variable (V) Doménen eingeteilt werden. In
Antikorpern vermitteln die C-Doménen Effektorfunktionen. VV-Domdanen vermitteln in
Antikorpern die Bindung an das Antigen. Bei CD229 dhneln die V-Domanen strukturell
denen von Antikorpern. Die meisten Mitglieder der CD150-Unterfamilie sind aus zwei
Doménen aufgebaut, einer N-terminalen V-Doméne und einer C-terminalen C-Doméne.
CD229 bildet hierbei eine Ausnahme: Es besteht aus einer Duplikation dieser
Grundstruktur. CD229 enthdlt vier alternierend angeordnete V- und C-Domanen (V1, C2,
V3, C4). Das Mausprotein besteht aus einer mit 46AS langen Signalsequenz und weiteren
646AS. Es hat eine Transmembranregion, gefolgt von einem 180AS langen zytosolischen
C-Terminus. Der zytosolische Anteil enthdlt mehrere Proteinbindungsstellen, unter
anderem zwei tyrosinbasierte Motive (Sequenz: T-1/V-Y-X-X-1/V). Das Protein ,,SLAM
Associated Protein“ (SAP, SH2D1A) kann Uber dieses Motiv intrazelluldar an CD229
binden (Sayos et al. 1998; Sayos et al. 2001). Mutationen in SAP fiihren zu der Erkrankung
,»X-linked lymphoproliferative disease (XLP)*. Beim XLP ist der Organismus nicht in der
Lage, eine Epstein-Barr-Virus-Infektion adaquat zu bekampfen. Es kommt zu einer
unkontrollierten Expansion von CD8" T-Zellen (Czar & Schwartzberg 2001; Morra,
Howie, et al. 2001; Nichols et al. 2005; Hare et al. 2006). Symptome der Erkrankung sind
eine fulminante Hepatitis, eine Hypogammaglobulindmie, maligne Lymphome, eine
aplastische Andamie und die pulmonale lymphoide Granulomatose mit Vaskulitis

(Seemayer et al. 1995). Weitere intrazelluldar an CD229 bindende Proteine sind EAT-2
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(Morra, Lu, et al. 2001) sowie Grb2, welches einen Einfluss auf die T-Zell-
Rezeptorsignalkaskade hat (Martin et al. 2005) und AP-2, welches bei der Endozytose von
CD229 eine Rolle spielt (\Valle et al. 2003).

CD229 ist ein homophiles Interaktionsmelekil. Es kann mit einem zweiten CD229-Protein
auf einer benachbarten Zelle interagieren. CD229 wird hierbei in die Peripherie der
immunologischen Synapse rekrutiert (Romero et al. 2005). Bei CD229-ko- Mdausen konnte
gezeigt werden, dass Th2-Zellen nach Stimulation mit einer abgeschwachten I1L-4-
Produktion reagieren (Graham et al. 2006). Zudem gibt es Hinweise darauf, dass
Mutationen im Gen fir CD229 mit der Erkrankung Systemischer Lupus Erythematodes
(SLE) in Verbindung stehen konnten (Cunninghame Graham et al. 2008). Des Weiteren
konnte gezeigt werden, dass CD229 in der ,,B-Zell chronisch lymphatischen Leukamie*
(B-CLL) uberexprimiert wird (Bund et al. 2006). Auch in der Diagnostik und Therapie des
Multiplen Myeloms ist das Protein von Bedeutung (Panse et al. 2011).

Aufgrund der oben genannten klinischen immunologischen Szenarien ist die weitere

Erforschung der Funktion und insbesondere der Regulation von CD229 von Interesse.
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2 Zielsetzung und Fragestellung

Ubergeordnetes Ziel dieser Dissertation war es, die funktionellen Auswirkungen der ADP-
Ribosylierung von Zielproteinen der ART2 auf T-Zellen besser zu verstehen. ART2
katalysiert eine posttranlationale kovalente Modifikation von Membranproteinen durch die
Ubertragung der ADP-Ribose-Gruppe von NAD auf Argininreste unter Freisetzung von
Nicotinamid. Zwei bekannte ART2-Zielproteine sind die a-Kette des IL-2-Rezeptors
(CD25) und das homophile Interaktionsmolekil CD229.

Hauptziel dieser Arbeit war die Identifikation der Zielarginine der ADP-Ribosylierung von
CD229. Hierflr wurden durch zielgerichtete Mutagenese CD229-Mutanten erstellt, bei
denen sequenziell Argininreste durch Lysinreste ausgetauscht wurden, da Lysin nicht durch
die ART2 ADP-ribosyliert werden kann. Die Untersuchung der Mutanten wurde mit Hilfe
von radioaktiv markiertem NAD durchgefiihrt.

Ferner war es Ziel, T-Lymphomzellinien, T-Helferzellen und regulatorische T-Zellen
hinsichtlich der Expression von ART2-Zielproteinen, insbesondere CD25 und CD229, zu
charakterisieren.

Dartber hinaus sollte ermittelt werden, welchen Einfluss die ADP-Ribosylierung auf die
Funktion von CD25 hat. CD25 spielt eine bedeutende Rolle in der klonalen Expansion von
T-Zellen. Die Bindung von IL-2 an den heterotrimeren IL-2-Rezeptor (CD25, CD122 und
CD132) lost eine Signalkaskade aus, bei der intrazellulares STAT5 phosphoryliert wird,
welches zur Proliferation der Zellen beitragt. Der Einfluss von extrazellularem NAD und
der damit verbundenen ADP-Ribosylierung von CD25 auf die 0.g. Signalkaskade wurde im
Rahmen dieser Arbeit untersucht. Abschlie3end sollten molekulare Werkzeuge entwickelt
werden, um die ADP-Ribosylierung von CD229 untersuchen zu kénnen. CD229 interagiert
homophil im Rahmen der Ausbildung der immunologischen Synapse bei der
Antigenprasentation durch Immunzellen. Um den Einfluss der ADP-Ribosylierung auf die
homophile Interaktion untersuchen zu kdnnen, sollten CD229-Fc-Fusionsproteine generiert

werden.
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3 Materialien und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Laborgerate

Firma

Olympus (Hamburg)

Fuji Photo Film (Dusseldorf)
Becton Dickinson, (Heidelberg)
PeqgLab (Erlangen)
Invitrogen (Karlsruhe)
Kodak (Stuttgart)
PegLab (Erlangen)
Schott (Mainz)
Eppendorf (Hamburg)
Biometra, Gottingen
Heraeus (Hanau)

Melag (Berlin)
Eberline (Erlangen)
Heraeus (Hanau)
Omnilab (Bremen)
Eppendorf (Hamburg)
Miele (Gutersloh)

Zeiss (Jena)
Whatman Biometra (Gottingen)
Pharmacia Biotech (Freiburg)
BioRad (Miinchen)
Tayler-Wharton (Husum)
Whatman Biometra (Gottingen)
Eppendorf (Hamburg)
Eppendorf (Hamburg)
Whatman Biometra (Gottingen)
Beckman-Coulter (Krefeld)
LaborOptik (Friedrichsdorf)

3.1.2 Verbrauchsmaterialien

Material

GE Healthcare (Munchen)
Schleicher & Schuell (Dassel)
Eppendorf (Hamburg)
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Satorius (Gottingen)
Braun (Melsungen)

PP Corning, Inc. (USA)
Pharmacia Biotech (Freiburg)
Kodak (Stuttgart)
Millipore (USA)
Kimberly-Clark (Koblenz)
Braun (Melsungen)
Sarstedt (NUmbrecht)
Greiner (Solingen)
Greiner (Solingen)
Pharmacia Biotech (Freiburg)
Pechiney Plastic Pack. (USA)
Invitrogen (GroRbritannien)
Boehringer Ingelheim (Ingelheim)
Sarstedt (NUmbrecht)
Eppendorf (Hamburg)
Sarstedt (NUmbrecht)
Eppendorf (Hamburg)

BD Biosciences (Heidelberg)
Stratagene (USA)

BD Biosciences (Heidelberg)
Corning (USA)

Nunc (Langenselbold)
Nunc (Langenselbold)
Nunc (Langenselbold)
Nunc (Langenselbold)
Cadisch Prec. Meshes Ltd.(UK)
Becton Dickinson (Heidelberg)

3.1.3 Chemikalien

Chemikalien

Sigma-Aldrich (Minchen)
MP Biomedicals (USA)

England Biolabs (Schwalbach)
Serva (Heidelberg)
Gibco Invitrogen (Karlsruhe)

Amersham Pharm. Biotech (Freiburg)
Merck (Darmstadt)
Fermentas GmbH (St.Leon-Rot)
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Gibco Invitrogen (Karlsruhe)
Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Minchen)
Merck (Darmstadt)
Invitrogen (Niederlande)
Pharmingen (Hamburg)

Serva (Heidelberg)
Amersham Pharm. Biotech (Freiburg)
Perkin Elmer (USA)

Nicht aufgefiihrte Chemikalien wurden von der Firma Merck (Darmstadt) bezogen.

3.1.4 Medien

3.1.4.1 Bakterienkulturmedien

Medium

Invitrogen (Karlsruhe)

Invitrogen (Karlsruhe)
Serva (Heidelberg)
Invitrogen (Karlsruhe)

Invitrogen (Karlsruhe)
Serva (Heidelberg)

3.1.4.2 Zellkulturmedien

Medium Firma
Invitrogen (Niederlande)

Invitrogen (Niederlande)

Invitrogen (Niederlande)
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3.1.5 Ldsungen, Puffer, Saulen und Kits

Losung, Puffer und Kits Firma
Sigma-Aldrich (Hamburg)

AppliedBiosystems (USA)

Invitrogen (Niederlande)
Dynal (Hamburg)

Merck (Darmstadt)
Qiagen (Hilden)
Qiagen (Hilden)

Biochrom (Berlin)

Invitrogen (Karlsruhe)
Qiagen (Hilden)
Sigma-Aldrich (Hamburg)
Gibco Invitrogen (Karlsruhe)
Roche (Grenzach-Wyhlen)
Polyplus (USA)

MBI Fermentas (Leon-Rot)
Invitrogen (Karlsruhe)
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Invitrogen (Karlsruhe)

Gibco Invitrogen (Karlsruhe)
Invitrogen (Karlsruhe)

OMNI Lifescience (Bremen)
Gibco Invitrogen (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)

MP Biomedicals (USA)

Invitrogen (Niederlande)

Sigma-Aldrich (Hamburg)
Gibco Invitrogen (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)
Gibco Invitrogen (Karlsruhe)

Invitrogen (Niederlande)
Invitrogen (Niederlande)
Invitrogen (Niederlande)
Invitrogen (Niederlande)
Invitrogen (Niederlande)
Invitrogen (Niederlande)
GE Healthcare (Minchen)
Invitrogen (Karlsruhe)
Invitrogen (Karlsruhe)
AppliedBiosystems (USA)

Gibco Invitrogen (Karlsruhe)

Invitrogen (Niederlande)

Gibco Invitrogen (Karlsruhe)

24




Sigma-Aldrich (Minchen)
Invitrogen (Niederlande)

Sigma-Aldrich (Munchen)
Invitrogen (Niederlande)

Gibco Invitrogen (Karlsruhe)

3.1.6 Enzyme

Enzyme (Aktivitat)

New England Biolabs (Frankfurt)
New England Biolabs (Frankfurt)
New England Biolabs (Frankfurt)
Novagen-Merck (Darmstadt)
New England Biolabs (Frankfurt)
Stratagene (Niederlande)
Invitrogen (Karlsruhe)
New England Biolabs (Frankfurt)

3.1.7 Vektoren

Vektor (grofie)

Stratagene (Niederlande)
Invitrogen (Niederlande)
DNAX Research Institute (USA)

3.1.8 Primer

Primer Sequenz
Name/Mutation (5°-3°)
TGTAAAACGACGGCCAGT
CAGGAAACAGCTATGAC
GAGCCagatctAAGGAAACACCTCCAACAG
TCTGGACctcgagTGTGCAGAATTGCCAGAT
TCTGGAaGCTtHTGTGCAGAATTGCCAGAT
GCAGGAGCtcgAgCCTCTTGTTTCTCTCAGG
GCAGGAaagctttCCTCTTGTTTCTCTCAGG
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msCD229R59Kf CAAAGGATATAATGGCAAACTCAAAGTCAGCGAAG

msCD229R59Kr CTTCGCTGACTTTGAGTTTGCCATTATATCCTTTG
msCD229R146Kf CAGTACAGCTGGACCAAAGAGGACACCC
msCD229R146Kr GTATTTAAATGGGTGTCCTCTTTGGTCCAGCTG
msCD229R161Kf GGAAGCCACACCCTCAAGGTTTCCCAGAGTGTC
msCD229R161Kr GACACTCTGGGAAACCTTGAGGGTGTGGCTTCC
msCD229R190Kf CAGCTCCCAACCTGTCAAAATCTGGCAATTCTGC
msCD229R190Kr GCAGAATTGCCAGATTTTGACAGGTTGGGAGCTG
msCD229R227Kf GAATTTCGGGCCACTAAGGCCACAAAGAATGTTG
msCD229R227Kr CAACATTCTTTGTGGCCTTAGTGGCCCGAAATTC

MsCD229RR200KKf CTGCACAGGAGCCTCCAAGAAAAAAACAGCAGCGGGG
msCD229RR200KKr CCCCGCTGCTGTTTTTTTCTTGGAGGCTCCTGTGCAG
msCD229R224Kf CTGCCCTTGGAATTTAAGGCCACTCGGGCCAC
msCD229R224Kr GTGGCCCGAGTGGCCTTAAATTCCAAGGGCAG
MsCD229RR245KKf CGGTTATCAGCCAAGAAAAGAAAGGAGCAGCAACAGCG
msCD229RR245KKr CGCTGTTGCTGCTCCTTTCTTTTCTTGGCTGATAACCG
MSCD229RR254KKf | GCAGCAACAGCGGATTCTAAGAAGAAGCCCAAAGGTTCTGAA
MSCD229RR254KKr] CTTCAGAACCTTTGGGCTTCTTCTTAGAATCCGCTGTTGCTGC
MSCD229RR263KKf] CCAAAGGTTCTGAAGAAAAGAAGGTGAGGACCTCTGACCAG
MSCD229RR263KKr] CTGGTCAGAGGTCCTCACCTTCTTTTCTTCAGAACCTTTGG

msCD229R266Kf GAAGAAAGGAGGGTGAAGACCTCTGACCAGGAC
msCD229R266Kr GTCCTGGTCAGAGGTCTTCACCCTCCTTTCTTC
msCD229R297Kf GCTCAGAGGCCTCCAAAGACCCCAGTGTGAG
msCD229R297Kr CTCACACTGGGGTCTTTGGAGGCCTCTGAGC
msCD229R302Kf CGAGACCCCAGTGTGAAACATTTCACCTTGC
msCD229R302Kr GCAAGGTGAAATGTTTCACACTGGGGTCTCG
msCD229R311Kf GCTTGTCTACAAGAAACTGGAGAAGCCCAG
msCD229R311Kr CTGGGCTTCTCCAGTTTCTTGTAGACAAGC
msCD229R403Kf GTTCAGGCCCTGAGAAAAACAAGAGGTTTTG
msCD229R403Kr CAAAACCTCTTGTTTTTCTCAGGGCCTGAAC
msCD229R406Kf CCTGAGAGAAACAAGAAGTTTTGGCTCCTGCTC
msCD229R406Kr GAGCAGGAGCCAAAACTTCTTGTTTCTCTCAGG

Um Restriktionsschnittstellen einzufiigen, wurden einzelne Basen ausgetauscht. Diese
wurden durch Kleinbuchstaben markiert. Das jeweils fiir ein Lysin kodierende Triplett in
den Mutageneseprimern wurde fett markiert. Alle Primer wurden von der Firma MWG

(Ebersberg) bezogen.

3.1.9 Antikorper

Antigen Anti Konjugat Klon

Inst. f. Immunologie
ART1 Ratte Human - R19B82 (Hamburg)
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ART1 Ratte Human Alexa488 RG3 It > IMTVMOIREE
(Hamburg)
ART1 Ratte Human Alexa488 R19 A3 s, IMVmOIege
(Hamburg)
ART2 Ratte Maus : Reatoz  |1eJackson Laboratory
(USA)
Inst. f. Immunologie
ART2 Ratte Maus Uberstand R8A102 (Hamburg)
ART2 Ratte Maus FITC SRR " Jackson Laboratory
(USA)
ART2 Ratte Maus P649 Real0s ~ MSt [ Immunologie
(Hamburg)
Inst. f. Immunologie
ART2 Ratte Maus FITC R8A102 (Hamburg)
BD Pharmingen
CD4 Ratte Maus FI1450 RM4-5 (Heidelberg)
BD Pharmingen
CD11a Ratte Maus RPE Klon 2D7 (Heidelberg)
BD Pharmingen
CDlla Maus Human PE HI111 (Heidelberg)
CD25 Ratte Maus - PC61 2D Pt 2
(Heidelberg)
Inst. f. Immunologie
CD25 Ratte Maus Uberstand PC61 (Hamburg)
NatuTec (Frankfurt a.
CD25 Ratte Maus APC PC61 M.)
Beckman Coulter
CD25 Maus Human PE B1.49.9 (Krefeld)
CD25 Maus Human - M-A251 2D P_harmlngen
(Heidelberg)
BD Pharmingen
CD25 Ratte Human APC M-A251 (Heidelberg)
CD38 Ratte Maus FITC Klon 90 2D Pt 2
(Heidelberg)
CD38 Ratte Maus B585 Klon 90 2D Pt
(Heidelberg)
CD229 Hamster Maus - Ly9.ab3 tintinetraltofg el e,
(Barcelona)
CD229.1 Ratte Maus FITC 30C07 2D Pt
(Heidelberg)
CD229 Ratte Maus AB4T FEterg "' - 'mmunologie
(Hamburg)
) Immunological Dpt.
CD229 Maus Human Uberstand  HLy9.1.84 (Barcelona)
CD229 Maus Human = HLy9.1.84 el EleEl DfEt,
(Barcelona)
Immunological Dpt.
CD229 Maus Human - HLy9.1.25 (Barcelona)
eNAD Maus i i 1G4 Inst. f. Immunologie
(Hamburg)
eNAD Maus . Alexa488 1G4 Inst. . Immunologie
(Hamburg)
IgG (H+L) Ratte Maus FITC - Dianova (Hamburg)
IgG (H+L) Esel Maus PE - Dianova (Hamburg)
IgG (H+L) Ziege Maus Peroxidase - -
IgG (H+L) Esel Ratte FITC - Dianova (Hamburg)
IgG (H+L) Esel Ratte PE - Dianova (Hamburg)
IgG (H+L) Kaninchen Hamster FITC - Dianova (Hamburg)
IgG (H+L) Esel Kaninchen PE - Dianova (Hamburg)
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P2X7 Kaninchen Maus K1G . o IIAVITCLEEN
(Hamburg)
Inst. f. Immunologie
pP2X7 Kaninchen Human Uberstand L4 (Hamburg)
Inst. f. Immunologie
pP2X7 Kaninchen Maus A647 RH23A44 (Hamburg)
P2X7 Maus Human Alexa488 L4 s, IMVmOIege
(Hamburg)
BD Pharmingen
STAT5-P Maus Human Alexab647 47 (Heidelbergz

3.1.10 Bakterienstamm

Bakterien

XL10-Gold Ultrakompetente Zellen

Firma

Stratagene (Niederlande)

3.1.11 Zelllinien

Zelllinie

Spezies, Zelltyp

CTLL-2
DC27.10
EL4
HEK-293
Yac-1

C57BL/6 Maus, Lymphomzelllinie, CTL, IL-2 abhéngig
Maus, Hybridomzelllinie, T-Zellen

C57BL/6 Maus, Lymphom, Thymus

Human, Embryonale Nierenzelllinie

A/Sn Maus, Lymphomzelllinie, CTL

3.1.12 Mausstamm

DEREG/Balb/c

Institut fur Medizinische Mikrobiologie, Immunologie und Hygiene,

TU Minchen

Die Mausstamme wurden in der Tierhaltung des UKE geziichtet.

3.2 Methoden

3.2.1 Methoden der Zellbiologie

3.2.1.1 Zellkultur

Alle Zelllinien wurden im Brutschrank bei 37°C, 5% CO, und unter Wasserdampf

geséttigter Atmosphére kultiviert. Suspensionszellen (EL4 , Yac-1 und CTLL-2) wurden in
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Zellkulturschalen von 10cm Durchmesser und 10ml Medium oder in 20cm Durchmesser
und 20ml RPMI- (complete) Medium kultiviert. Die CTLL-2-Zelllinie bendtigte zum
Wachstum zudem 5U/ml IL-2. Die Zellen wurden alle zwei bis drei Tage im Verhaltnis
von 1:5 bis 1:20 geteilt. Die festwachsenden HEK-293 Zellen wurden in T25 mit 5ml oder
in T75 Zellkulturflaschen mit 10ml DMEM- (complete) Medium kultiviert. Zur Teilung
der Zellen wurde das N&hrmedium abpipettiert, die Zellen mit PBS (-/-) gewaschen und mit
Trypsin fur einige Minuten abgeldst. Nach dem Abzentrifugieren (1600rpm, 5min) wurden
die Zellen in DMEM resuspendiert und im Verhaltnis 1:5 bis 1:20 geteilt. Um HEK 293-
Zellen am folgenden Tag transfizieren zu kbnnen, wurden ca. 700.000 Zellen in einer T25
Zellkulturflasche ausgeséht und tber Nacht kultiviert.

Die Zellzahl wurde in einer Neubauer Z&hlkammer ausgezéhit.

Fur die Herstellung groRerer Mengen an rekombinanten Proteinen wurden HEK-293-

Zellen in eine 500mI Hochhauskultur tberfiihrt.

3.2.1.2 Gewinnung von T-Lymphozyten und Tregs aus Lymphknoten

und Milz der Maus

DEREG-Méuse auf Balb/c Hintergrund wurden im Alter von ca. 8 Wochen mit 70% CO,
betdubt und anschliefend mit 100% CO, getdtet. Hiernach wurden sowohl die Milzen, als
auch die cervicalen, axillaren, mesenterialen und inguinalen Lymphknoten freiprépariert
und in 35mm Petrischalen in 4° kaltem RPMI suspendiert. Die Lymphknoten und Milzen
wurden zwischen Nitex-Membranen zerrieben und die Zellsuspension durch ein Zellsieb
gegeben, um die Lymphozyten vom restlichen Bindegewebe zu trennen. Aus der
Zellsuspension der Milzen wurden die Erythrozyten mittels viermindtiger Inkubation in
Greys-Puffer durch osmotische Lyse entfernt. Die osmotische Lyse wurde mit PBS (-/-) 1%
BSA gestoppt und die Zellen in RPMI suspendiert. Die B-Lymphozyten wurden aus der
Zellsuspension in zwei Zyklen mittels an magnetische Partikel konjugierten anti-Maus-
IgG-Antikdrper aus dem Schaf entfernt. Die so aufgereinigten Lymphozyten wurden in
einem letzten Schritt im FACS auf die griine Fluoreszenz der Tregs sortiert, um diese von
anderen T-Zellen zu trennen.

Genehmigung fur die Organentnahme: ORG 153.
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3.2.1.3 Transiente Transfektion von HEK-293-Zellen

Um die gewinschten Proteine auf der Zelloberflaiche zu exprimieren, wird die fur das
Protein codierende DNA in den Zellkern eingebracht und kann anschlieBend transkribiert
werden. Hierflr wurde das JetPEI-Reagenz verwendet. Das Reagenz enthélt ein
kationisches Molekil, welches die anionische DNA bindet und mit ihr an der
Zelloberflache an anionischen Proteoglykanen adheriert. Die DNA wird daraufhin
endozytiert. Nach Lyse der Endosomen transloziert die DNA in den Zellkern.

Die Transfektion wurde jeweils mit 5ug Plasmid-DNA pro 1 x 10° HEK-293-Zellen nach
Hersteller-Protokoll (qBiogene) durchgefiihrt. Bei der Kotransfektion mit ART2 wurden
1ug ART2 Plasmid-DNA und 4ug Zielprotein-Plasmid-DNA (z.B. msCD229) verwendet.
Die Zellen wurden 24h nach Transfektion im FACS gemessen.

Das Protein msCD229V1C2-Fc wurde zudem in einer Hochhauskultur produziert. Drei
T225-Flaschen mit HEK-293-Zellen wurden mit je 20ug Plasmid-DNA nach JetPEI-
Protokoll transfiziert. Am folgenden Tag wurden die Zellen in eine mehrbodige 500ml
Hochhauskulturflasche Gberfiihrt. Nach pH-shift des Mediums (ca. 5 Tage) wurde das

Zielprotein aus dem Uberstand aufgereinigt.

3.2.1.4 ADP-Ribosylierung von Zelloberflachenproteinen mittels *P-
NAD und eNAD

Fir die Immunprazipitation wurden je ca. 10° Zellen pro zu immunoprazipitierendem
Protein sowie ca. 10° Zellen fiir das Gesamtzelllysat geerntet. Die Zellen wurden - falls
nicht anders angegeben - fiir die Radioaktivversuche mit 2,5uCi **P-NAD pro 10° Zellen,
0,2uM NAD und 1mM ADP-Ribose in 100l RPMI fir 30min bei 4°C inkubiert. Die
Zellen wurden finfmal mit 800ul Waschpuffer 1 gewaschen und jeweils bei 2500rpm fir
5min zentrifugiert. Fur die Detektion mit eNAD wurden die Zellen mit 2,5uM eNAD pro
10° Zellen fiir 10min bei Raumtemperatur inkubiert, dreimal mit 500pl Waschpuffer 1

gewaschen und jweils bei 2500rpm flir 5Smin zentrifugiert.

3.2.1.5 Zelllyse

Triton X-100 ist ein Detergenz, welches Membranproteine aus der Zellmembran 16st, ohne

diese zu denaturieren. Die proteolytische Spaltung der zu untersuchenden Proteine wird
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durch Zugabe des Serinproteaseinhibitors 4-(2-Aminoethyl)-benzensulfofluorid (AEBSF)
und durch den Ca?* und Mg®* Komplexbildner EDTA gehemmt. Die Spaltung von ¥p-
NAD durch NAD-Hydrolasen (wie z.B. CD38) sowie die Abspaltung der ADP-Ribose von
ADP-ribosylierten Proteinen (z.B. durch ADP-Ribosylhydrolasen oder
Phosphodiesterasen) kann durch Zugabe von ADP-Ribose gehemmt werden.

Die zu lysierenden Zellen wurden mit 200ul Lysepuffer pro Immunprézipitationsansatz
versetzt und fur 30min bei 4°C oder fur 10min bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellkerne bei 3000rpm fiir 4min pelletiert. Der Uberstand wurde
bei 13000rpm fur 5min zentrifugiert um Gbrige Zellmembranfragmente zu pelletieren. Das
Zelllysat wurde anschlie3end fur die Immunpréazipitation und SDS-PAGE verwendet (Abb.
04).
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HEK - Zellen

Ernte transfizierter HEK-Zellen

Trypsin

2 5uCi/108 Zellen

30min, 4°C
Waschen 5x
Waschpuffer 1
Lysepuffer
10min, 20°C

Abzentrifugation
Zellkerne

3000 rpm, 4min
20°C

Abzentrifugation
Zellfragmente
13000 rpm, 5min
20°C
"/ S=p Immunprazipitation

Abb.04 ADP-Ribosylierung mit ¥pP_NAD: Mit der ART2 und einem Zielprotein transfizierte HEK-
Zellen werden mit 2,5 pCi **P-NAD/10° Zellen, 1mM ADP-Ribose und 0,4pM NAD fir 30min bei 4°C
inkubiert. Nach finf Waschungen (Waschpuffer) werden die Zellen fir 20min bei Raumtemperatur
lysiert (Lysepuffer). In zwei weiteren Schritten werden die Zellkerne und die groben Zellfragmente
abzentrifugiert. Der Uberstand wird fir die Immunpréazipitation genutzt.
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3.2.2 Methoden der Molekularbiologie

3.2.2.1 PCR-Primer Design

3.2.2.1.1 Mutagenese Primer

Fur die zielgerichtete Mutagenese von Arginin zu Lysin in CD229 wurden mehrere im
Folgenden aufgefuhrte Regeln zur Primererstellung berlicksichtigt. Es wurden jeweils zwei
zueinander komplementére Primer erstellt. Es wurden ca. 15bp stromauf und ca.15bp
stromab des fur das Arginin codierenden Tripletts mit in den Primer einbezogen, sodass die
Mutagenese-Primer ca. 33bp lang waren. Zudem wurde darauf geachtet, dass die 5"-Base
und die 3"-Base des Primers entweder ein Guanin oder Cytosin war, somit das Annealing
am 5°- und 3"-Ende durch 3 Wasserstoffbriickenbindungen stabilisert wurde. Bei der
Auswahl des fur Lysin codierenden Basentripletts wurde darauf geachtet, dass die Sequenz
dem zu mutierenden Arginintriplett moglichst &hnlich war (Tabelle 01).

Es wurden in einem Mutagenese-Ansatz 5ng Plasmid-DNA mit dem msCD229-Wildtyp-
Protein, je 12,5pmol der beiden Antiparallelen Mutagenese-Primer, 2,5U Pfu Turbo

Polymerase, Probenpuffer, 40nmol dNTPs und HPLC Wasser gemischt. Nach der
Mutagenese PCR wurde der Ansatz mit 20U Dpnl fir eine Stunde bei 37°C verdaut.

Tabelle 01

Codon (Arginin) Korrespondierendes Codon (Lysin)
AGA AAA

AGG AAG

CGA AAA

CGC AAA

CGG AAG

3.2.2.1.2 Amplifikations-Primer

Um Fusionsproteine mit entweder vier oder nur zwei N-terminalen extrazelluldren
Domadnen von msCD229 und dem Fc-Teil von mslgG1 Antikdrpern zu erstellen, wurden

Primer mit den passenden Restriktionsschnittstellen entworfen. Die Primer iberlappten mit
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der zu amplifizierenden Sequenz. Die 5" -Primer wurden mit einer Bglll Schnittstelle, die

3"-Primer mit einer Xhol Schnittstelle erstellt.

3.2.2.1.3 Sequenzierungs-Primer

Mit einer Sequenzierungs-PCR konnte man je ca. 500bp in eine Richtung sequenzieren.
Um die Sequenz der Mutanten von msCD229 zu prufen, wurden jeweils die Mutagenese-
Primer verwendet, welche nahe dem gewd(inschten zu untersuchenden Motiv mit der
Plasmid-DNA annealen. Um die 5"- und 3"-Enden zu sequenzieren, wurden jeweils zu dem
entsprechenden Vektor passende Vektorprimer verwendet (pCMVsport6 fur das 5°-Ende
M13r und das 3"-Ende M13f).

3.2.2.2 Plasmidvervielfaltigung

3.2.2.2.1 Transformation von E.coli

Fur die Plasmidvervielfaltigung wurden XL10-Gold ultrakompetente E.coli-Zellen
(Stratagene) verwendet. Die Bakterien wurden mit 5ng Plasmid-DNA versetzt. Durch einen
Hitzeschock fur 30s bei 42°C wurde die Aufnahme des Plasmids initiiert. Die erfolgreich
transformierten Bakterien konnten mittels eines Antibiotikums selektioniert werden, da die
Plasmid-DNA zudem fur eine Antibiotikaresistenz kodiert. Es wurde das

Transformationsprotokoll vom Hersteller (Stratagene) verwendet.

3.2.2.2.2 Plasmid-DNA-Aufreinigung aus E. coli

Die Aufreinigung von Plasmid-DNA aus den transformierten Bakterien beruht auf dem
Prinzip der alkalischen Lyse. Sowohl die chromosomale DNA, als auch die Plasmid-DNA
denaturieren im alkalischen pH-Bereich. Im Gegensatz zur chromosomalen DNA kann die
Plasmid-DNA wieder renaturieren, die chromosomale DNA verklumpt und wird
abzentrifugiert. Die Plasmid-DNA kann anschlielend an einer Silica-Matrix gebunden aus
dem Lysat herauseluiert und gewaschen werden. Die Plasmid-DNA-Gewinnung wurde mit
QIAprep-Kits nach Herstellerprotokoll (Qiagen) durchgefiihrt. Die Plasmid-DNA-

Konzentration wurde mit einer 1/50-Verdiinnung im Photometer bei 260nm bestimmt.
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3.2.2.3 Agarose-Gelelektrophorese von DNA

Um die Produkte eines Restriktionsverdaues aufzureinigen oder um den Erfolg einer
Klonierung zu bewerten, kann die DNA der Grofe nach im Agarosegel aufgetrennt
werden. Das im Gel enthaltene Ethidiumbromid interkaliert mit der Doppelstrang-DNA
und l&sst sich mit UV-Licht nachweisen. Die Agarose 1% in TAE (Tris-Acetat-EDTA-
Puffer) wurde mit 0,1ug Ethidiumbromid versetzt und zu einem Gel gegossen. Die Proben
wurden mit 10x Loading-Dye versetzt. Auf die Gele wurden bis zu 50ul Proben/Loading-
Dye-Gemisch und 5ul Generuler 1kb DNA Ladder als Marker aufgetragen. Die Gele liefen
bei einer Spannung von 50V oder 100V(5V/cm). Anschlielend wurden die bendtigten

Banden ausgeschnitten.

3.2.2.4 Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen

Die aufzureinigende DNA wurde unter UV-Bestrahlung mit einem Spatel aus dem
Agarosegel ausgestochen. Die DNA wurde mit dem Gel-Extraction-Kit (Qiagen) nach
Herstellerprotokoll aufgereinigt.

3.2.2.5 Restriktionsverdau von DNA

Plasmid-DNA und DNA-Fragmente wurden mit 10U/ugDNA Restriktionsendonuklease
und dem flr den Einzel- oder Doppelverdau empfohlenen Puffer (New England Biolabs)
fur 2h bei 37°C im Inkubator verdaut.

3.2.2.6 Ligation von DNA

Um zwei DNA-Fragmente miteinander zu verbinden, wurde das Enzym T4-DNA-Ligase
(Invitrogen) verwendet. Die Ligation erfolgte nach Protokoll in einem molaren Verhaltnis
von 1:2 (Plasmid:Insert). Die dafur bendtigten Mengen von Plasmidbackbone und Insert
wurden mit dem Internettool ,,BioMath Calculator

(http://www.promega.com/biomath/default.ntm) berechnet.
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3.2.2.7 Polymerase Kettenreaktionen (PCR)

3.2.2.7.1 Sequenzierung mittels PCR

Die DNA-Sequenzierung nutzt das Prinzip, dass DNA-Polymerasen Nukleotidketten nur
am 3'OH verlédngern konnen. Wird der Polymerase ein Didesoxynukleitidtriphosphat
(ddNTP) (ohne 3"OH) angeboten, wird dieses eingebaut und es kommt dadurch zu einem
Kettenabbruch. Somit entstehen Nukleotidketten definierter L&nge, welche mittels
Elektrophorese aufgetrennt werden kénnen. Werden die vier verschiedenen ddNTP mit
verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markiert, kann man nach Auftrennung mit einem
Photodetektor die zuletzt eingebauten Nukleotide erkennen und so auf die Sequenz
schlieBen. Die Sequenzierprogrammabfolge und der Sequenzieransatz wurden wie in den
Tabellen angegeben pipettiert (Tabelle 02) bzw. durchgefuhrt (Applied Biosystems;
Tabelle 03). Anschlielend erfolgte eine fraktionierte Fallung mit 100% und 70% Ethanol.
Die DNA-Sequenzierung wurde in Auftrag gegeben (UKE Diagnostikzentrum). Die
Auswertung erfolgte mit dem Programm SegMan der Firma DNAStar (Konstanz).

Tabelle 02

Stoff Menge (insg. 20pl)
BigDye 4ul

DNA 2ul (0,5-4p9)
Primer 2ul (200pmol)
Wasser (Ultrareines) 12ul
Tabelle 03

Schritt  Temperatur (°C) Dauer (min“,sec”™)

2 50 15~
3 60 4 28x(Schritt 1-4)
4 4 ©
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3.2.2.7.2 Mutagenese PCR

Fur die Herstellung der msCD229 R- (Arginin) zu K- (Lysin) Mutanten wurden jeweils
spezifische Mutagenese-Primer benétigt, deren Produktion in Auftrag gegeben wurde
(MWG). Die PCR-Programmabfolge und die PCR-Ansatze wurden, wie in den Tabellen
angegeben, pipettiert (Tabelle 04) und durchgefihrt (Tabelle 05). Die in Bakterien
vervielfachte und damit vorbestehend methylierte Wildtyp-Plasmid-DNA wurde in dem

jeweiligen Ansatz fiir 1h bei 37°C mit 20U des Enzyms Dpnl verdaut.

Tabelle 04

Stoff Menge (insg. 50pl)
DNA (msCD229) 2,5pl (5nQ)
dNTPs 1ul (2pmol/nucleotid)
Pfu Turbo Polymerase 1pl (5V)
Primer f 1,5ul (187,5pmol/ul)
Primer r 1,5ul (187,5pmol/ul)
Puffer , Pfu (10x) Sul
Wasser (HPLC) 37,5ul
Tabelle 05

Schritt  Temperatur (°C) Dauer (min“,sec”™)

1 95 30"

2 95 30"

3 55 1

4 68 7 17x(Schritt 2-4)
5 68 10

6 4 ©

3.2.2.7.2 Amplifikations PCR

Um den jeweils gewiinschten DNA-Abschnitt aus dem jeweiligen Vektor zu amplifizieren,
wurden spezifische Primer mit den jeweils benétigten Restriktionsschnittstellen genutzt.
Die Sequenzierprogrammabfolge und der Sequenzieransatz wurden wie in den Tabellen
angegeben pipettiert (Tabelle 06) und durchgefihrt (Tabelle 07).
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Tabelle 06

Stoff Menge (insg. 50pl)
DNA (msCD229) 3-4pl (50nQg)
dNTPs 5ul (2mmol)
MgSO, 2ul (25mM)
Pfu Turbo Polymerase Ll (5U/pl)
Primer f 1,5ul (187,5pmol)
Primer r 1,5ul (187,5pmol)
Puffer , Pfu (10x) 5ul
Wasser (HPLC) 36-37ul
Tabelle 07

Schritt  Temperatur (°C) Dauer (min“,sec””)

2 94 15~

3 60 307

4 72 307 35x(Schritt 2-4)
5 4 ©

3.2.3 Immunologische Methoden

3.2.3.1 Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS)

Mit der Duchflusszytometrie kann man die GroRe, die Granularitat von Zellen und mittels
an Fluorochromen gekoppelter Antikorper verschiedene Oberflachenproteine auf Zellen
nachweisen und ihre Expressionsstarke bestimmen. Das Prinzip beruht darauf, dass die
Zellen in einer laminaren Strédmung statistisch einzeln an Lasern und Detektoren
vorbeiflieBen. Die messbare Ablenkung des Laserstrahls ist sowohl ein MaR fiir die GréRe
(Forward Scatter: FSC), als auch die Granularitat (Sideward Scatter: SSC) der Zellen. Mit
Laserstrahlen definierter Wellenlédnge kdnnen die verschiedenen an Antikorper gekoppelten
Fluorochrome angeregt werden. Diese wiederum binden im Falle der Expression des
Zielantigens auf der Zelloberflache. In dieser Dissertation wurden die Fluorochrome Alexa
Fluor 488, Alexa Fluor 647, Allophycocyanin (APC), Fluorescein-Isothiocyanat (FITC)
und Phycoerythrin (PE) eingesetzt.
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Bei den FACS-Analysen dieser Arbeit wurden 0,5-1 x 10° Zellen/FACS-Einzellmessung
eingesetzt. Diese wurden fiir die Antikorperfarbungen in 100ul PBS aufgenommen und mit
0,5-1 pg Antikorper fur 45min bei 4°C inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen zweimal
mit 500ul PBS (-/-) gewaschen und bei 1600rpm fur 5min zentrifugiert. Wurden
Fluorochrom-gekoppelte  Sekundérantikérper zur Detektion der Primérantikdrper
eingesetzt, wurde der Prozess mit den Sekundarantikdrpern wiederholt. Fur die Messung
wurden die Zellen in 500ul PBS (-/-) aufgenommen. In einigen Versuchen wurden die
Zellen mit Propidiumiodid, einem DNA-Farbstoff, inkubiert, um nekrotische und
apoptotische Zellen von der Analyse auszuschlieBen. Zur Messung wurde ein BD
FACSCalibur benutzt. Die Messdaten wurden mit dem Programm CellQuest von der Firma
Becton Dickinson (Heidelberg) ausgewertet.

3.2.3.2 Nachweis von pSTAT5 im FACS
Um den Einfluss der ADP-Ribosylierung von CD25 auf die Phosphorylierung von

intrazellularem STATS5 zu untersuchen, wurden IL-2-abhéngig wachsende CTLL-2-Zellen
verwendet. Die Zellen wurden vor dem Versuch zweimal mit IL-2-freiem Medium
gewaschen und in diesem fiir 4h unter I1L-2-Entzug inkubiert, um die basale STAT5-
Phosphorylierung herunterzuregulieren. Anschlieend wurde ein Teil der Zellen mit
1ug/100ul VHH S+160ld (ART2-Inhibitor) inkubiert. Ein Teil der Zellen wurde mit
50uM NAD inkubiert. Bei einem Teil der Zellen wurde die STAT5-Phosphoylierung mit
20U/ml IL-2 stimuliert. AnschlieRend wurden alle Zellen mit 2% PFA fir 10min bei
Raumtemperatur fixiert und mit 100% Methanol fur 10min bei 4°C permeabilisiert. Die
Zellen wurden dann mit PBS (-/-) 1% BSA gewaschen, um das Methanol zu entfernen und
um unspezifische Proteinbindungen abzuséattigen. Im Anschluss wurden die Zellen mit

Antikorpern u.a. gegen pSTATS inkubiert und im FACS gemessen.
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3.2.4 In silico Recherche

3.2.4.1 DNA-Sequenzalignments

Alignments von Sequenzen wurden mit dem Programm T-Coffee (www.tcoffee.org),
BLAST (NCBI) oder mit dem Programm SegMan von DNAStar durchgefihrt. Die
Sequenzen wurden, falls nicht anders erwéhnt, vom National Center of Biotechnology

Information (NCBI: http://www.ncbi.nlm.nih.gov) bezogen.

3.2.4.2 3D-Strukturmodellierung von msCD229

Bislang ist die 3D-KTristallstruktur von CD229 nicht bekannt. Um eine VVorhersage uber
die Struktur dieses Proteins zu treffen, wurde die dem CD229 néchst ahnliche bekannte
3D-Kiristallstruktur mit dem Programm PSI-PRED/GenThreader und BLAST ermittelt.
Das so ermittelte Protein war das humane NTB-A (PDB code 2if7) (Cao et al. 2006). Die
3D-Struktur wurde mit dem Programm SWISS-MODEL anhand des Alignments von
msCD229 und NTB-A modelliert. Da NTB-A aus nur zwei Doménen besteht, wurden die
zwei N-terminalen Domanen und die beiden C-terminalen Doménen von msCD229
separat modelliert. Die Bearbeitung der Kristallstruktur erfolgte mit dem Programm
pyMOL (OpenSource Software der Firma DeLano Scientific, USA).

3.2.5 Proteinbiochemie

3.2.5.1 Immunprazipitation

Bei der Immunprazipitation wird eine aus Sepharosekiigelchen bestehende Matrix mit
Antikoérpern gegen spezifische Zielproteine gekoppelt. Diese Antikdrpermatrix wird
genutzt, um spezifisch Proteine aus einem Proteingemisch zu prazipitieren. Alle
verwendeten Matrices wurden vor Verwendung zweimal mit 800ul PBS(-/-) gewaschen
und bei 1200rpm fir 5min zentrifugiert. Pro 20ul Protein-A-Sepharose, Protein-G-
Sepharose oder Anti-Ratten-lgG-Agarose wurden 1ug Antikorper in 200ul PBS(-/-)
gekoppelt, indem die Matrix fur mindestens 1 Stunde bei 4°C in der Antikorperldsung
gerollert wurde. Die Matrix wurde, um die nicht gebundenen Antikodrper abzuwaschen,
anschlieBend mit 800ul PBS(-/-) 1% Triton X-100 gewaschen und bei 1200rpm fur 5min
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zentrifugiert. Um unspezifische Bindungen von Zellbestandteilen/Proteinen an die Matrix
auszuschlielen, wurden die Zelllysate zuvor mit der unkonjugierten Matrix inkubiert
(Preclear). Das Zelllysat wurde fir 1h bei 4°C mit 20ul M2-Sepharose, Protein-A-
Sepharose, Protein-G-Sepharose oder Anti-Ratten- IgG-Agarose gerollert. Die Proben
wurden bei 2000rpm fiir 5min zentrifugiert und der Uberstand auf die mit Antikérpern
konjugierten Matrices gegeben. Diese wurden fur 1h bei 4°C gerollert, bei 2000rpm fur
5min zentrifugiert und anschlielend gewaschen. Gewaschen wurde zweimal fir 30sec

und zweimal flr 15min bei 4°C in 800l Waschpuffer 2.

3.2.5.2 M2-Agarose-Affinitatschromatographie

Bei der M2-Agarose-Affinitdtschromatographie handelt es sich um eine Methode, bei der
Proteine mit einem definierten Epitop, dem FLAG-Tag (Peptidsequenz: DYKDDDDK),
uber den M2-Antikdrper an eine Festphase immobilisiert werden. Der FLAG-Tag wird
meist N- oder C-terminal zu einer Proteinsequenz hinzugefiigt. Die Matrix bestand aus
einer 2ml M2-Sepharose-Saule. Die Saule wurde zur Vorbereitung zweimal mit PBS (-/-)
gewaschen und aquilibriert. Anschliefend wurden die 500ml Uberstand aus der
Hochhauskultur von msCD229V1C2-Fc zweimal Uber die S&ule gegeben. Die Saule
wurde anschlieBend zweimal mit PBS(-/-) gewaschen. Hierauf folgte einmal die Elution
mit 1,5ml Elutionspuffer (Glycin pH 2,7) als Void, in dessen Durchfluss keine
nachweisbaren Mengen an prazipitiertem Protein enthalten waren. AnschlieRend erfolgte
die Elution in funf Schritten a 2ml Elutionspuffer. Der pH-Wert des Eluats wurde jeweils
direkt mit 200l TrisHCI pH 9 neutralisiert. Aliquots der Waschungen des Durchflusses
und die Eluate wurden in einer SDS-PAGE aufgetragen und mittels Coomassie gefarbt,
um zu bestimmen, in welcher Elutionsfraktion das produzierte Protein vorhanden war.
Die Fraktionen mit sichtbarem Produkt wurden mit PD-10-S&ulen mittels
Gelchromatographie nach Herstellerprotokoll (Pharmagene) in PBS(-/-) umgepuffert und
anschlieBend mittels Zentrifugation durch GréRenausschlussfilter (cut-off 10.000Da) in
Vivaspins (Sartorius) aufkonzentriert. Fir analytische Zwecke wurde in T-25 Flasks
produziertes Protein mittels M2-Sepharose immunprézipitiert. Hierbei wurde das Protein

mit 20ul Sepharose aus 1ml Uberstand prazipitiert.
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3.2.5.3 SDS PAGE-Analysen
Die Natrium-Dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) stellt eine

Methode dar, mittels der Proteine ihrer GrofRe nach aufgetrennt werden. Die Proteine
werden zunéchst durch das Detergent SDS unter Hitze und dem reduzierenden Agens
Dithiothreitol (DTT), welches Disulfidbriicken auflost, denaturiert. Das SDS sorgt zudem
dafur, dass die Proteine in etwa eine einheitliche Ladung haben. Das Polyacrylamidgel
ermoglicht die Proteinauftrennung der GrofRe nach. 5-30ul der Proben wurden mit dem
Probenpuffer DTT bei 70°C fir 15min aufgekocht und anschlieBend bei 13000rpm
anzentrifugiert, um das sich bildende Kondenswasser wieder mit der Probe zu vereinigen
und ggf. Matrices bzw. groliere Aggregate zu pelletieren. Die Proben wurden dann auf das
Gel aufgetragen und bei 200V, 100mA in MOPS-Puffer aufgetrennt. Als GroRenstandard
wurden 10pl Novex Sharp-Prestained-Protein-Standard mit aufgetragen. Die Gele wurden
anschlieBend Coomassie-gefarbt oder im Westernblot untersucht.

3.2.5.4 Coomassie-Farbung

Um groRenfraktionierte Proteine optisch sichtbar zu machen, wurden die Polyacrylamid-
Gele nach der Elektrophorese oder nach dem Westernblot Uber Nacht in Coomassie-
Farbelosung auf einem Schittler gefarbt (Herstellerprotokoll: Novagen Coloidal Blue
Staining Kit). Am Folgetag wurde die nicht an Protein gebundene Farblosung mit
Aktivkohle in entmineralisiertem Wasser gebunden. AnschlieBend wurde das Gel in Gel-

Drying-Solution geschuttelt, eingeschweilit und getrocknet.

3.2.5.5 Westernblot-Analysen

Beim Westernblot wird ein elektrisches Feld senkrecht zur Gel-Ebene anlegt. Die Proteine
wandern damit auf eine Polyvinyldendifluorid (PVDF) und Nitrocellulose (NC)- Membran,
an der sie haften bleiben. Die PVDF-Membran wurde fur 15s mit Methanol aktiviert. In der
Blotkammer wurde das Gel inspektorisch luftblasenfrei zwischen die NC- und PVDF-
Membran gelegt. Der verbleibende Raum wurde mit in Blotpuffer getrankten Schwammen
und Filterpapieren ausgefiillt. Die Proteine wanderten bei 30V und 100mA fiir 1 Minute in
Richtung der NC-Membran und nach Feldumkehr fir 90min in Richtung der PVDF-
Membran. Das Gel wurde Coomassie-gefarbt, um die in ihm verbliebene Proteinmenge

abzuschatzen. Die unspezifischen Proteinbindungsstellen der PVDF-Membran wurden fir
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die Antikorperfarbung tUber Nacht mit Tris-Buffered-Saline (TBS) 10% Ziegen-Serum, bei
4°C auf dem Rollinkubator geblockt.

Anschliellend wurden Proteinbanden spezifisch mit Peroxidase-gekoppelten Antikorpern
detektiert. Die durch die Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase: HRP) katalysierte
Oxidation von Diacylhydrazid-Luminol mittels Wasserstoffperoxid fiihrt zur Emission von
Licht (Lumineszenz). Luminol geht dadurch in einen angeregten Zustand uber. Die
Energie, die bei dem Ubergang vom angeregten zum Ruhezustand frei wird, nimmt die
Form von Lichtquanten an. Da die Reaktion enzymkatalysiert ablauft, kann man durch
Kopplung des Enzyms an Antikorper spezifisch Proteine nachweisen. Die geblockte
PVDF-Membran wurde in 9ml TBS(pH8) 0,05% Polyoxyethylen(20)-sorbitan-monolaurat
(Tween 20, als Netzmittel) und 1ml Ziegenserum mit 1pg anti-eADP-Ribose-Antikorper
(1G4) fur 1 Stunde bei 4°C auf dem Rollinkubator inkubiert. AnschlieRend wurde die
Membran dreimal mit 20ml TBS 0,05%Tween 20 gewaschen. Dies wurde mit dem
Zweitantikorper 1pg anti-Maus-1gG-Peroxidase wiederholt, die Membran wurde
anschlielend sechsmal gewaschen. Die Membran wurde fir 1min mit je 1,5ml
Reaktionslosung (Amersham/Gellifesciences) inkubiert und mit Folie abgedeckt. Die

Filme wurden fir 2s, 10s, 1min, 3min oder 10min belichtet.

3.2.5.6 Silberfarbung

Mit der Silberfarbung wurden auf die NC-Membran geblottete Proteine gefarbt. Hiermit
lasst sich die Beladung des Gels nachweisen und die Reinheit der Proteine im Gel
abschétzen. Die Farbung wurde mit Silberfarbelésung durchgefihrt. Die Membran wurde
anschlieBend grindlich mit destilliertem Wasser gewaschen, luftgetrocknet und

eingeschweilt.

3.2.5.7 Autoradiographie

Bei der Autoradiographie wird die freigesetzte Strahlung z.B. von **P-ADP-ribosylierten
Proteinen (B-Strahlung) in einem SDS-PAGE-Gel auf einem Fotofilm detektiert. Die
getrockneten Gele wurden in eine Filmkassette geklebt. Es wurden Biomax Maximum
Resolution/Solution Filme von Kodak oder Amaxa verwendet. Die Filme wurden flr 5 bis
168 Stunden bei -80°C belichtet und anschlie3end entwickelt.
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4 Ergebnisse

Der Ergebnisteil dieser Dissertation gliedert sich in drei Unterkapitel. Im ersten Teil
werden verschiedene Lymphomzelllinien und primdre Lymphozyten der Maus auf die
Expression und die ADP-Ribosylierung von bekannten ART-Targets untersucht. Der
zweite Teil beschéaftigt sich mit der Identifikation der ART2-Zielarginine in CD229.
Abschlielend wird im dritten Teil der Frage nachgegangen, welchen Einfluss die ADP-
Ribosylierung auf die Funktion von CD25 und CD229 hat.

41 Analyse der Expression und ADP-Ribosylierung von

Zelloberflachenproteinen

Um die ADP-Ribosylierung von Zelloberflachenproteinen genauer zu untersuchen, wurden
primare Mauslymphozyten sowie murine und humane Lymphomzelllinien mittels SDS-
PAGE und anschlieBender Autoradiographie (*P-NAD) auf die ADP-Ribosylierung
bekannter ART-targets untersucht. Der Fokus lag hierbei vor allem auf den beiden ART-
targets CD25 und CD229. Hierflr wurde zundchst die Expression sowie die allgemeine
ADP-Ribosylerung der Zielproteine im 1G4-Versuchsansatz (Krebs et al. 2003)
durchflusszytometrisch  nachgewiesen  (Abb.05). Es wurden die radioaktive
Nachweismethode (**P-NAD) mit der nicht radioaktiven Nachweismethode (eNAD/1G4-
Antikorper) auf Yac-1-Zellen verglichen (Abb.06).  AnschlieBend wurde durch
Immunpréazipitation untersucht, welche der bekannten ART-targets auf primaren
Lymphozyten ADP-Ribosyliert werden (Abb.07).

4.1.1 Durchflusszytometrische Expressionsanalyse von ART2.2-targets

auf Lymphomzellen

Da verschiedene Lymphomzelllinien sich in der Expression von Zelloberflachenproteinen
unterscheiden, wurde mittels Durchflusszytometrie ermittelt, welche der bekannten ART2-
targets exprimiert werden und wie stark die allgemeine ADP-Ribosylierung ist (Abb.05).
Hierfir wurden 0,5-1x10° Zellen mit 5-50uM eNAD fiir 10min bei Raumtemperatur
inkubiert. In einem weiteren Schritt wurden die Zellen bei 4°C mit 0,5-1pg/100pl der im
Panel angegebenen Antikorper angefarbt.
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Es zeigte sich, dass von den untersuchten Zelllinien nur die Yac-1-Zellen endogen ART2
exprimierten (Abb.05 links). Die DC27.10 und EL4-Zellen zeigten erst nach Transfektion
mit der ART2 eine ADP-Ribosylierung von Zelloberflachenproteinen, wobei diese auf den
DC27.10-Zellen am stérksten war. Die Transfektion der Zellen mit ART2 hat bei den
DC27.10 und den EL4-Zellen keinen Einfluss auf die Expression der untersuchten ART2-
Zielproteine. Nach Transfektion mit ART2 exprimierten EL4-Zellen im Gegensatz zu
untransfizierten EL4-Zellen die NADase CD38 (Abb.05 rechts), was auf einen
kompensatorischen Effekt hinweisen konnte. Dies bedingt wahrscheinlich eine
Verringerung des Substratangebots fur die ART2 (Krebs et al. 2005).

Von den ART2-targets konnte CD25 nur auf den murinen Yac-1-Zellen nachgewiesen
werden, welche CD25 stark exprimierten. CD229 konnte auf allen untersuchten Zellinien
nachgewiesen werden. Die Detektion von CD229 erfolgte mit den Antikdrperklonen Lyab3
und 30CO7, welche die in den EL4-Zellen exprimierte CD229.1-Isoform erkennen. Das
Integrin CD11a, sowie der lonenkanal P2X7 wurden von allen untersuchten murinen
Lymphomzellen exprimiert.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass bekannte ART2-targets auf den
verschiedenen Lymphomzelllinien durchflusszytometrisch nachgewiesen werden konnten.
Aufgrund dieser Erkenntnisse wurden ausgewdhlte Lymphomzelllinien fur weitere

Versuche ausgewahit.
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Abb.05 Expressionsanalyse von ART-targets auf Lymphomzelllinien: Maus-Lymphomzelllinien
wurden mit den jeweils angegebenen Antikdrpern angefarbt und im FACS gemessen. Um die ART-
Aktivitat (links) zu prufen wurden die Zellen zuvor mit 5-50uM eNAD fur 10 min bei RT inkubiert und
mit dem 1G4-Antikdrper gemessen. Fur die Generierung von ART2 stabil transfizierten Zelllinien
wurden sowohl DC27.10-Zellen, sowie EL4-Zellen verwendet (rechts).

4.1.2 Analyse der ADP-Ribosylierung von ART-Zielproteinen auf

Lymphomzellen

Zum Nachweis der ADP-Ribosylierung einzelner Zelloberflachenproteine wurden
radioaktive ~und nicht radioaktive  Ansitze  verwendet. Hierbei  wurden
Zieloberflachenproteine entweder mit radioaktiver *P-ADP-Ribose markiert und mittels
Autoradiographie detektiert oder mit etheno-ADP-Ribose markiert und mittels 1G4-
Antikorper in der Durchflusszytometrie oder im Westernblott detektiert (Young & Santella
1988; Davis et al. 1998). Beide Verfahren wurden an Yac-1-Zellen getestet (Abb.06).

Um die ADP-Ribosylerung von Zelloberflachenproteinen auf Yac-1-Zellen radioaktiv
nachzuweisen, wurden 3x10° Yac-1-Zellen mit 10pCi **P-NAD fir 10min bei
Raumtemperatur inkubiert und anschlieRend ftr 30min bei 4°C lysiert. Das Zelllysat wurde

nach dem Preclear sequenziell je zweimal auf CD25 und CD229 immunprézipitiert. Das
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SDS-PAGE-Gel wurde Coomassie-gefarbt und autoradiographiert. Der Film wurde nach
18 Stunden entwickelt.

Im Versuchsansatz mit eNAD wurden 8x10° Yac-1 Zellen mit 20uM eNAD fiir 10min bei
Raumtemperatur inkubiert und fur 10min bei Raumtemperatur lysiert sowie je zweimal auf
CD25 wund CD229 immunprézipitiert. Nach dem Westernblot wurde eine
Chemilumineszenzreaktion durchgefiihrt und der Film nach ca. 3min entwickelt. Zur
Vereinfachung der Abbildung wurden die Spuren der Chemilumineszenzreaktion aus zwei
verschiedenen Coomassiegelen so angeordnet wie in der Autoradiographie.

Auf dem Film der Autoradiographie sieht man im Gesamtzelllysat mehrere prominente
Banden Dbei 100kDa, 70kDa und bei 50kDa. Vergleicht man dies mit den
Immunoprazipitaten, erkennt man, dass es sich bei der Bande um 100kDa um CD229 und
bei der Bande um 50kDa um CD25 handelt. Im Gegensatz zu CD229 ist CD25 auch noch
im Ansatz der zweiten sequentiellen Prézipitation nachzuweisen, was auf eine relativ hohe
Expression von CD25 auf Yac-1-Zellen hindeut und die FACS-Ergebnisse bestatigt. Nach
Coomassiefarbung lassen sich multiple Banden im Gesamtzelllysat nachweisen, wovon
nach Immunprazipitation nur wenige schwach sichtbar sind. Nach Autoradiographie zeigen
sich kaum unspezifische Banden, sodass man von einer sehr selektiven Immunprazipitation
ausgehen kann.

Auf dem Film der ECL-Reaktion erkennt man im Ansatz des Gesamtzelllysates mehrere
Banden, u.a. von CD229 bei 100kDa und von CD25 bei etwa 50kDa. Mit der chemischen
Nachweismethode (eNAD) lassen sich im Prinzip ahnliche Ergebnisse ableiten, wie in der
zuvor gezeigten Autoradiographie: Die ADP-Ribosylierung von CD25 und CD229 konnte
auch hier mittels Immunprazipitation nachgewiesen werden. Jedoch zeigen die Spuren der
Immunpréazipitate in der chemischen Nachweismethode weitere, vermutlich unspezifische
Banden. Die Prazipitate im *P-NAD-Ansatz stellen sich im Vergleich zum Hintergrund
deutlicher dar. In der Silberfarbung zeigen sich &hnliche Ergebnisse wie zuvor bei der
Coomassiefarbung.

Zusammenfassend konnte die ADP-Ribosylierung von CD25 und CD229 in Yac-1-Zellen
sowohl mittels Chemilumineszenzreaktion als auch durch die Autoradiographie
nachgewiesen werden. Im Gegensatz zum eNAD-basierten Ansatz zeigt aber der *P-NAD-

Ansatz weniger unspezifische Hintergrundsignale.
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Abb.06 *P-NAD-Assay und eNAD-Assay mit Yac-1-Zellen: **P-NAD-Assay(links): 3x10° Yac-1-
Zellen wurden mit 10uCi **P-NAD fiir 10min bei RT inkubiert und anschlieBend bei 4°C lysiert. Das
Lysat wurde sequenziell je zweimal auf CD25(PC61) und auf CD229(30CQ7) préazipitiert sowie nach
SDS-Page autoradiographiert. eNAD-Assay(rechts): 8x10° Yac-1-Zellen wurden analog zum
radoiaktivansatz behandelt. Die Inkubation erfolgte mit 20uM eNAD fiir 10min bei RT. Die Detektion
der eADP-ribosylierten Zelloberflachenproteine erfolgte mittels 1G4-Westernblot, der Film wurde
nach ECL-Reaktion der Membran fur ca. 3min belichtet.

4.1.3 Nachweis von ART2-Zielproteinen auf Maus-Tregs und

konventionellen T-Zellen mittels **P-NAD
Im Immunsystem der Maus wird die ART2 vor allem von T-Lymphozyten exprimiert. T-
Lymphozyten teilen sich in mehrere Subpopulationen wie CD4" T-Helferzellen, CD8"
zytotoxische T-Zellen, NKT-Zellen und Tregs auf. Von den genannten T-Zellpopulationen
exprimieren Tregs viel CD25. In den folgenden Versuchen wurden Tregs aus DEREG-
Mausen verwendet, welche eGFP unter der Kontrolle des Foxp3-Promotors exprimieren.
Dies ermdglicht die Identifikation von Foxp3 exprimierenden Tregs aufgrund ihrer eGFP-
Expression (Lahl et al. 2007). Im Folgenden wurde die Expression von ART-Zielproteinen
sowie die ADP-Ribosyltransferase-Aktivitat auf Tregs und anderen konventionellen T-
Zellen verglichen (Abb.07).
Aus drei DEREG-Mé&usen auf dem Balb/c-Hintergrund wurden die Milzen und die
Lymphknoten prépariert und die Tregs und T-Zellen durchflusszytometrisch charakterisiert
und anschlieRend isoliert (nicht dargestellt). AnschlieBend wurden je 5x10° Zellen der
beiden Populationen mit 15pCi 3P-NAD fiir 30min bei 4°C inkubiert. Nach der Zelllyse
wurden die Zielproteine immunprazipitiert. Aus zwei Ansédtzen wurden je CD25 und
CD11a sowie P2X7 und CD229 sequenziell immunprazipitiert und in einer SDS-PAGE
groRenfraktioniert. Nach Coomassiefarbung erfolgte die Autoradiographie fiir ca. eine
Woche.
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Vergleicht man die Expression der ART2-Zielproteine auf Tregs (GFP+) und anderen T-
Zellen (GFP-), ist erkennbar, dass ART2, CD229, P2X7 sowie CD1la von beiden
Zellpopulationen exprimiert werden. CD25 und CD38 werden vorwiegend von Tregs
exprimiert.

Betrachtet man die Autoradiographie des Gesamtzelllysats der Tregs (Abb.07, B oben) und
der konventionellen T-Zellen (Abb.07, B unten), fallen zwei prominente Banden bei etwa
100kDa und 70kDa auf. AuBBerdem erkennt man eine unscharfe Bande bei 50kDa, welche
nur bei den Tregs vorkommt. Nach der Immunprazipitation wird Klar, dass es sich bei der
prominenten 100kDa-Bande um CD229 handelt, welches somit ein bevorzugtes Ziel der
ART2 auf T-Zellen darstellt. Die schwache Bande bei 50kDa entspricht CD25, welches
vorwiegend von Tregs exprimiert wird. Das Intergrin LFA-1 besteht aus den beiden Ketten
CDlla und CD18. Die schwache Bande bei 180kDa entspricht CD1la, welche
verhéltnismaRig schwach ADP-ribosyliert wird. Die zweite Bande bei etwa 95kDa
entspricht CD18, welches starker ADP-ribosyliert wird. Aus beiden Zellpopulationen l&sst
sich der purinerge Rezeptor und ligandengesteuerte lonenkanal P2X7 bei etwa 70kDa
préazipitieren. Im Gesamtzelllysat kommt bei ca. 70kDa eine weitere prominente Bande zur
Darstellung, die keinem der untersuchten Zielproteine zugeordnet werden konnte.

Bei diesem Versuch konnte gezeigt werden, dass die Proteine CD11a, CD18, P2X7 und
CD229 sowohl in Tregs, als auch in den anderen T-Zellen Ziele der ADP-Ribosylierung
sind. CD25 wird wie erwartet vor allem auf Tregs ADP-ribosyliert, was darauf
zuruickzufuhren ist, dass das Protein kaum auf konventionellen T-Zellen exprimiert wird.
Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass CD229 in T-Zellen ein bevorzugtes Ziel der
ART darstellt.
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Abb.07 32P—NAD—Assay mit FACS-sortierten Tregs und konventionellen T-Zellen:
A: Oberflachenexpressionsanalyse von ART2, CD229, P2X7 und CD11 auf CD4" T-Zellen.
Dargestellt sind T-Helferzellen (eGFP-) und Tregs (eGFP+). B: Tregs und T-Zellen wurden aus Milz
und Lymphknoten von DEREG-Balb/c M&ausen mittels durchflusszytometrischer Sortierung isoliert.
Nach Inkubation mit **P-NAD wurden die T-Zellen lysiert und nach Immunprazipitation der o.g.
Targets autoradiographiert.

Zusammenfassend konnte in den Versuchen dieses Kapitels gezeigt werden, dass mehrere
bekannte Zielproteine der ART2-ADP-Ribosylierungsrekation auf verschiedenen
Lymphomzelllinien vorkommen (Abb.05). Aus Versuchen mit Yac-1-Zellen wurde
ersichtlich, dass die radioaktive Methode bei der Detektion von ADP-ribosylierten
Zelloberflachenproteinen etwas weniger unspezifische Hintergrundsignale zeigt, als die
eNAD/1G4-vermittelte Detektion. Es konnte zudem gezeigt werden, dass CD25 und
CD229 zwei Haupttargets auf Yac-1-Zellen darstellen (Abb.06). In einem Versuchsansatz
mit ¥P-NAD konnte die ADP-Ribosylierung mehrerer bekannter ART2-Zielproteine u.a.
auch von CD25 und CD229 auf primédren T-Zellen nachgewiesen werden. Dabei konnte
gezeigt werden, dass CD25 auf regulatorischen T-Zellen, CD229 hingegen sowohl auf

regulatorischen T-Zellen als auch auf konventionellen T-Zellen ADP-ribosyliert werden.
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Zudem stellt CD229 in T-Zellen ein bevorzugtes Ziel der ADP-Ribosylierung durch die
ART dar (Abb.07).

4.2 ldentifikation der Zielarginine der ADP-Ribosylierung in msCD229

In diesem Kapitel wird das in konventionellen und regulatorischen T-Zellen als ein
Haupttarget der ART identifizierte Zielprotein msCD229 genauer untersucht. Um einen
Einblick in die Struktur von CD229 zu bekommen und mdgliche der ART zugéngliche
Argininreste zu identifizieren, wurde die Sequenz des Proteins auf die 3D-Struktur des
verwandten Proteins NTB-A modelliert (Abb.08). Anschlielend wurden durch
zielgerichtete Mutagenese alle Argininreste durch nicht ADP-ribosylierbare Lysinreste
ersetzt (Abb.09). Daraufhin wurden die hergestellten Mutanten in HEK-Zellen exprimiert
(Abb.10) und auf ihre ADP-Ribosylierbarkeit (Abb.11) untersucht.

4.2.1 3D-Modellierung von msCD229 auf die 3D-Kristallstruktur des
strukturverwandten NK-T-B-Antigen (NTB-A)

Das Zelloberflachenprotein msCD229 ist ein Mitglied der Immunglobulin-Superfamilie,
das homophil interagiert. Da die 3D-Struktur dieses Proteins noch nicht bekannt ist, wurde
die Sequenz auf das strukturverwandte Protein NTB-A modelliert, dessen 3D-Struktur
bereits bekannt ist und welches eine hohe Sequenzhomologie zu msCD229 aufweist.
Hierdurch ist es potentiell mdglich, Ruckschlisse auf die Lage der Arginine und ihre
Zuganglichkeit zur ADP-Ribosylierung durch die ART2 zu ziehen (Abb.08).

NTB-A wurde mittels der Programme Genthreader und BLAST ermittelt. Die Struktur des
humanen NTB-A hatte hierbei die groRte Ubereinstimmung fiir die ersten beiden Domanen
V1 und C2 von msCD229 mit einer Sequenzhomologie von etwa 29% und einem E-Wert
von 3,4x10% sowie fiir die zweiten beiden Doménen V3 und C4 von msCD229 mit einer
Sequenzhomologie von etwa 32% und einem E-Wert von 3,1x10%. Der E-Wert
(Expectancy-Value) gibt dabei an, mit welcher Wahrscheinlichkeit man bei einer Suche
eine zufallige, nicht signifikante Ubereinstimmung erhalten wiirde. Je niedriger der Wert,
desto signifikanter die Ubereinstimmung. Ein E-Wert von 1 bedeutet, dass man wenigstens
eine zufallige Sequenzhomologie erwarten wirde. Bei NTB-A handelt es sich wie bei
msCD229 um ein weiteres Mitglied der SLAM-Unterfamilie, welches ebenfalls homophil

interagiert. Anschlielend wurden die Sequenzen mittels T-Coffee oder BLAST verglichen.
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Da NTB-A nur zwei Immunglobulin-Domanen besitzt, wurde das Alignment separat
sowohl fur die ersten beiden Doménen als auch fir die letzten beiden Domanen in
msCD229 durchgefiihrt. Das Alignment erlaubte eine Zuordnung der Aminosduren von
msCD229 zu den entsprechenden Aminoséduren in der Kristallstruktur von NTB-A. Die
eigentliche Modellierung erfolgte mit dem Programm Swissmodel. In den Abbildungen
wurden die konservierten Arginine rot und die nicht konservierten blau markiert. Die
Qualitat der jeweilig modellierten Aminoséure wurde von Swissmodel mittels Anolea
(Anolea: atomic mean force potential) bewertet. Hierbei wurde Uberprift, ob die
energetische Lage der jeweiligen Atome giinstig oder eher ungiinstig ist. Uber diese 3D-
Modellierung lassen sich somit potentielle Rickschlusse beziiglich der Zuganglichkeit der
Argininreste fur die ART2-katalysierte ADP-Ribosylierung ziehen.

In der Cartoon-Darstellung (Abb.08, A) erkennt man, dass die Struktur der Domanen von
msCD229 der von klassischen Immunglobulin-Domaénen sehr ahnlich ist. Man sieht die
vier Immunglobulin Doménen mit zwei V- und zwei C-Doménen.

Betrachtet man die Verteilung der Arginine tiber die Domanen, so erkennt man, dass in der
ersten Doméne eine, in der zweiten Domane drei, in der dritten Doméne 13 und in der
Umgebung der vierten Doméne drei Arginine vorkommen. Es liegt also eine Haufung der
Arginine in der dritten Domane vor. Durch die Surface- (Oberflachen-) Darstellung werden
oberflachlich liegende Arginine sichtbar. Da Arginine geladene Aminoséuren sind,
befinden diese sich meist an der Proteinoberflache.

Die erste Domane V1 enthdlt nur das R59, welches in Mensch und Maus konserviert ist.
Dieses liegt auf einer Schlaufe zwischen einer a-Helix und einem B-Strang. Dabei ist die
Seitenkette der Aminosédure auf das Protein selbst zuriickgefaltet. In der
Oberflachendarstellung scheint dieser Rest in einer leichten Einbuchtung zu liegen, was
eine ADP-Ribosylierung an dieser Stelle erschweren konnte.

Die zweite Domane C2 enthalt drei nicht konservierte Arginine R146, R161 und R190. Am
zugénglichsten erscheinen dabei R190 und R161. R190 befindet sich zwischen einem [3-
Strang und einer a-Helix, sein Rest ist nach auRen gerichtet. R161 befindet sich auf einem
[-Strang, auch sein Rest ist nach auf’en gerichtet. R146 wird wie in der Cartoon-Struktur
sichtbar von zwei Schlaufen Uberlagert. Alle Arginine der ersten beiden Doménen des
Modells liegen in Bereichen, in denen Swissmodel eine gute VVorhersagequalitét fir die 3D-
Proteinstruktur (Anolea) angibt.

Die dritte Domane V3 enthélt die meisten Arginine. Das Doppelargininpaar RR200, wovon

das R200 konserviert ist, liegt auf einer Schlaufe, die als Ubergang zwischen den Doménen
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C2 und V3 dient, welche nicht modelliert werden konnte. Somit lasst sich Uber diese
Arginine keine zuverlassige Aussage beziiglich der Zugéanglichkeit treffen. Zudem ist es
schwierig, Aussagen tber Arginine zu treffen, welche an der Ubergangsflache von C2 zu
V3 liegen, da die nicht modellierbaren Aminosauren der Ubergangsschlaufe diese
uberlagern konnten. Die Arginine R224 und R227 liegen beide auf einer langen Schlaufe
zwischen zwei B-Strangen. Das R227 ist konserviert. Die Vorhersagequalitat von Schlaufen
ist generell eher schlecht, was fiir diese beiden Arginine im Anolea bestatigt wurde. Das
Doppelargininpaar RR245 liegt auf dem Ubergang von einem B-Strang zu einer Schlaufe.
Trotzdem ist die Vorhersagequalitat im Bereich dieser beiden Aminoséuren ausreichend.
Das R245 von dem Argininpaar ist dabei konserviert und eher zugénglich. Das R246 liegt
in einer Vertiefung und ist dadurch potentiell eher schlecht zuganglich. Die nicht
konservierte Arginindoublette RR254, welche an einem Ubergang von einer Schlaufe zu
einem pB-Strang liegt, befindet sich in einem Abschnitt mit ausreichender
Vorhersagequalitdt. Der Rest des Arginins R255 ragt dabei besonders weit aus der
Oberflachenebene heraus, was auf eine eher gute Zuganglichkeit hindeutet. Das
Argininpaar RR263 liegt auf einer a-Helix. Der Rest des nicht konservierten R263 ist
exponiert und somit eher zugénglich, der Rest des konservierten Arginins R264 ist weniger
exponiert und somit wahrscheinlich schlechter zugénglich. Auch dieses Argininpaar liegt
im Modell im Bereich einer Region ausreichender VVorhersagequalitat. Direkt angrenzend
liegt das nicht konservierte R266 auf einer Schlaufe, dessen Rest eher kein gutes Ziel fur
die ADP-Ribosylierung darstellt. Das nicht konservierte Arginin R297 liegt in einem
Bereich mit eingeschrankter Modellqualitat. Das nicht konservierte Arginin R302 liegt auf
einem B-Strang mit ausreichender Vorhersagequalitdt. Es erscheint dabei schlecht
zuganglich. Am Ubergang der Doméanen V3 und C4 auf einer Schlaufe liegt das
konservierte R311, wobei die Modellqualitat im Bereich dieser Schlaufe ausreichend ist.
Auch der Rest dieses Arginins scheint zugénglich. Die Doméne C4 enthalt keine Arginine.
Die Arginine R403 und R406 liegen am Ubergang zum Transmembrananker, sind also
wahrscheinlich schlecht zuganglich, hier aber nicht modelliert.

Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass eine Haufung von Argininen vor allem in der
dritten Doméane V3 zu finden ist. Am besten zugénglich erscheinen nach dem Modell die
Arginine R161 und R190 in der Doméne C2, die Arginine R245, R255, R263, und R297 in
der Doméane V3 und am Ubergang der Doméne V3 zu C4 das Arginin R311.
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Abb.08 Modellierung der 3D-Struktur von msCD229 auf die Kristallstruktur von NTB-A:
A: Darstellung des Modells als Cartoon. Die Lage der Arginine ist farblich hervorgehoben
(konserviert rot, nicht konserviert blau) und nach Lage beschriftet. Es wurden jeweils die
Domaénen V1, C2 und die Doméanen V3, C4 auf den Kristall der zwei Domanen von NTB-A mittels
Swissmodel modelliert. Die Lage der Doménen ist schematisch dargestellt (rechts oben in
hellblau). B: Surface Darstellung der Doménen V1, C2. C: Surface Darstellung der Doméanen V3,
C4. Um alle Argininreste darstellen zu kdnnen, wurden die beiden Doménen in 90°-Drehung
dargestellit.

4.2.2 Zielgerichtete Mutagenese der extrazellularen Arginine in

msCD229 zu Lysin

Um herauszufinden, welche Arginine in msCD229 durch die ART2 ADP-ribosyliert
werden, wurden die extrazellularen Arginine in msCD229 mittels zielgerichteter
Mutagenese durch Lysine substituiert. Das strukturell &hnliche und ebenfalls positiv
geladene Lysin wird durch die ART2 nicht ADP-ribosyliert. Das Protein msCD229 enthélt
20 Arginine (Abb.09).

Hierbei wurden Expressionsvektoren erstellt, bei denen einzelne Arginine oder
Argininpaare mutiert wurden. Um einen Austausch der Aminoséuren zu bewirken, wurden

zwei homologe antiparallele Primer entworfen, welche anstatt des fir Arginin kodierenden
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Basentripletts ein fur Lysin kodierendes Basentriplett enthielten. Es wurde jeweils das fur
Lysin kodierende Triplett ausgewahlt, welches in seiner Sequenz dem Originaltriplett am
ahnlichsten war. Flankiert wurde das Triplett von circa 15 Basen stromaufwarts und -
abwarts, um ein gutes Annealing zu ermdglichen. Auflerdem endete die letzte Base in
beiden Richtungen immer mit einem Guanin oder Cytosin, da diese im Gegensatz zu den
zwei  Wasserstoffbriickenbindungen  zwischen ~ Adenin  oder  Thymin  drei
Wasserstoffbriicken ausbilden. Nach der PCR wurden die Konstrukte in XL-10 Gold
ultrakompetente E.Coli transformiert, vervielféltigt und anschlieBend sequenziert. Die
Sequenz der mutierten Arginindublette RR254KK ist als Chromatogramm exemplarisch
dargestellt (Abb.09). Im Abbildungsteil A ist oben ein Sequenzabschnitt des nicht
mutierten msCD229, darunter ein Sequenzabschnitt des mutierten msCD229 dargestellt
(Abb.09, A). Rot hervorgehoben sind die mutierten Basentripletts. Hierbei wurden die
Tripletts CGC und CGT jeweils zu AAA mutiert.

Die Expression der verschiedenen Konstrukte in HEK-293-Zellen sowie die ADP-
Ribosylierung der mutierten CD229-Varianten wird im folgenden Unterkapitel behandelt.
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Abb.09 Die zielgerichtete Mutagenese der Arginine zu Lysin in msCD229: A: msCD229wt
Plasmid-DNA wurde mittels eigens hierfir entworfener Primer mutiert. Hierbei wurden 5ng
Template, je 12,5pmol Primer, 2,5U Pfu Turbo, 40nmol dNTPs einer PCR unterzogen. Die Ubrige
Template-DNA wurde mittels 20U Dpnl fiir 1h bei 37°C verdaut und anschlief3end in XL-10 Gold
transformiert. Das Produkt der PCR wurde segenziert. B: Schematisch sind die Domé&nenstruktur
und die Lage der Arginine an einer skalierten und linearisierten Form des msCD229 dargestellt.
Die Domanen V1 und V3 sind hierbei am langsten. Die Doméane V3 enthdlt die meisten Arginine.
Die in Mensch und Maus konservierten Arginine sind rot, die nicht konservierten in blau
dargestellit.

4.2.3 Expression der mutierten msCD229-Varianten und Analyse der
ADP-Ribosylierung durch ART2

Mittels Zielgerichteter Mutagenese in Verbindung mit radioaktivem NAD ist es gelungen,
Zielaminoséuren der ADP-Ribosylierung in Zielproteinen der ART2 zu identifizieren. Dies
ist z.B. fur den purinergen Rezeptor P2X7 gelungen (Adriouch et al. 2007). Dieselbe
Methode wird hier angewendet, um die Zielaminoséuren fur msCD229 zu identifizieren
(Abb.10+11).

Je 1,6x10° HEK-293 Zellen wurden mit 1pug ART2 und 4pg msCD229, seinen Mutanten
oder pcDNAG als Leervektor mittels JetPEI kotransfiziert. Ein Teil der Zellen wurde im
FACS auf die Expression der transfizierten Proteine tberprift. Hierfir wurden die Zellen
mit einem Antikorper gegen msCD229 (30CO7) und gegen msART2 (R8A102>artlg-
FITC) angefarbt (Abb.10).

Die (ibrigen Zellen wurden fiir 30min bei 4°C mit 2,5uCi/Ansatz *P-NAD inkubiert und
anschlieBend bei Raumtemperatur lysiert. Nach einem Preclear wurde auf msCD229
(30CO7) immunpréazipitiert. Nach GréRenfraktionierung der Proteine in der SDS-PAGE
wurden die Gele Coomassie-geféarbt und autoradiographiert. Die Coomassiefarbungen sind
exemplarisch flir msCD229 als Wildtypprotein dargestellt (Abb.11).

Die FACS-Messungen sind wie die Autoradiographien nach A, B und C gruppiert. In den
Histogramm Plots der ersten Messreihe (Abb.10, A) sieht man, dass sowohl msCD229 als
auch die Mutanten in &hnlicher Starke exprimiert werden (obere Zeile). Nur die Zellen der
Kotransfektion mit pcDNAG zeigen wie erwartet kein msCD229 auf ihrer Zelloberflache.
Zur Kontrolle ist die Expressionsstarke des Wildtypproteins dem Plot der jeweiligen
Mutante grau unterlegt. Das katalytische Enzym ART2 wird auf allen transfizierten Zellen
in dhnlicher Auspragung exprimiert, wobei es bei der Kotransfektion mit dem Leervektor
pcDNAG zu einer vermehrten Expression der ART2 kommt. Dies liegt nicht an dem
Leervektor, da dieser Effekt auch nach Einzeltransfektion nur mit der ART2 beobachtet

werden kann. Mdoglicherweise fiihrt eine Einzeltransfektion im Gegensatz zu einer
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Kotransfektion dazu, dass die verfigbaren Ressourcen der Zelle vermehrt fir die
Expression eines Proteins, im Gegensatz zur Expression mehrerer Proteine genutzt werden.
Eine andere mogliche Erklarung konnte sein, dass msCD229 zu einer Runterregulation von
ART2 flhrt, beispielsweise durch proteolytische Freisetzung (Shedding) der ART2. Die
Expression des Wildtyps und der Mutanten der zweiten Messreihe (Abb.10, B) liefert ein
sehr &hnliches Ergebnis wie die erste Messreihe. Allerdings zeigt sich hier ein hoheres
Expressionsniveau der Mutante RR254KK, welche als Einzige der Mutanten bezuglich
ihres Expressionsniveaus heraussticht. In der letzten Messreihe (Abb.10, C) verhdlt es sich
wieder wie in der ersten Messreine, msCD229 wird dhnlich stark wie die Mutanten
exprimiert und kommt als Kontrolle nicht bei der Kotransfektion von ART2 und des
Leervektors pcDNAG6 vor. Die Expressionsstarke der ARTZ2 ist auch in allen Ansétzen
ahnlich. Es kommt wie Ublich nur auf den mit pcDNAG6 kotransfizierten Zellen vermehrt
vor. Damit ist eine gute Vergleichbarkeit zwischen dem msCD229 Wildtypprotein und der
Mutanten in allen drei Messreihen gegeben.

Aus den Autoradiographien kann man Rickschliisse dartiber ziehen, welche Arginine nicht
mehr ADP-ribosyliert werden, da es bei der entsprechenden Mutante durch den
verminderten oder fehlenden Einbau von **P-ADP-Ribose zu einer Signalabschwachung
der Spur kommt (Abb.11). Auf der linken Seite sind die Gesamtzelllysate, auf der rechten
Seite die Immunoprézipitate und das Preclear des Wildtyps aufgefiihrt. Bevorzugt wurden
erst die in Mensch und Maus konservierten Arginine mutiert. In der ersten Messreihe
(Abb.11, A) erkennt man deutlich das Signal des *P-ADP-ribosylierten msCD229 bei ca.
100kDa sowohl in den Gesamtzelllysaten als auch in den Immunprazipitaten. Links ist der
Wildtyp eingezeichnet. Aufféllig ist zusatzlich ein weiteres Signal bei etwa 40kDa, welches
z.B. einem bei der Ernte der Zellen durch den Trypsinverdau entstandenem Fragment von
msCD229 oder einem koprazipitierten Protein entsprechen kénnte. In den HEK-293-Zellen
ist msCD229 nach Kotransfektion ein Haupttarget der ART2, wie an den
Gesamtzelllysaten zu erkennen ist. Die Spur der ART2-Einzeltransfektion zeigt bei 30kDa
eine Bande, was zur bekannten autokatalytischen Aktivitit des Enzyms passt. Das Preclear
und die Immunprazipitation von msCD229 aus der ART2-Einzeltransfektion liefern in der
Autoradiographie keine Signale von unspezifisch bindenden Proteinen. Exemplarisch sind
die Coomassiefarbungen des Wildtyps dargestellt, wobei sowohl das Gesamtzelllysat als
auch die Spuren der Immunoprézipitate viele banden verschiedener Proteine zeigen. Es
sind auch die schwere und leichte Kette des zur Prazipitation genutzten Antikorpers zu

sehen.
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Vergleicht man die Signalstarke des msCD229 Wildtyps und der konservierten Mutanten in
den Autoradiographien, erkennt man in (Abb.11, A) nur geringe Signalschwankungen bei
den Mutanten, sodass keines der in dieser Messreihe mutierten Arginine eine sichere
Zielaminoséure der ART2 darstellt. Die Autoradiographie der zweiten Messreihe zeigt ein
anderes Bild (Abb.11, B). Wieder ist das charakterische Bandenmuster zu erkennen mit der
Hauptbande bei ca. 100kDa und der Nebenbande bei ca. 40kDa. Diesmal sind allerdings
sowohl im Gesamtzelllysat als auch in der Immunprézipitation der nicht konservierten
Doppelmutante RR254KK eine deutliche Abschwéachung und Veranderung des Signals zu
beobachten. Die FACS-Untersuchung zeigte bei dieser Mutante eine eher starkere
Expression im Vergleich zu den anderen Mutanten. Die Signalabschwéchung ist damit
passend zu einer deutlich verminderten ADP-Ribosylierung der Mutante. Die verstéarkte
Expression der Mutante konnte auf einen Zusammenhang zwischen ADP-Ribosylierung
von msCD229 und seiner Zelloberflachenexpression hindeuten. AuRRerdem fallt auf, dass
das zweite Signal bei etwa 40kDa bei dieser Mutante auch verschwindet, ein Indiz daftr,
dass die Bande ein Fragment von msCD229 darstellt. Da noch eine schwache Bande um
100kDa erkennbar ist, liegt die Vermutung nahe, dass CD229 an einem weiteren Arginin
als dem Argininpaar RR254 ADP-ribosyliert wird. Betrachtet man abschlieend die letzte
Messreihe (Abb.11, C), so erkennt man bei dem Wildtyp und den Mutanten wieder das
typische Bandenmuster mit den beiden Banden bei 100kDa und bei 40kDa, ohne Nachweis
eines Signalverlustes der Mutanten von msCD229 in den Gesamtzelllysaten oder
Immunpréazipitaten. In dieser Messreihe ist die Bande des Wildtypproteins etwas schwacher
im Vergleich zu den Mutanten.

In diesem Abschnitt konnte gezeigt werden, dass mindestens eines der Arginine der
Doublette RR254 ADP-Ribosyliert wird. Die vermehrte Expression der Mutante
RR254KK in Kotransfektion mit der ART2 deutet auf einen Zusammenhang zwischen der

ADP-Ribosylierung und dem Expressionsniveau von CD229 hin.
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Abb.10 Expression von msCD229 und seinen Mutanten in HEK-293-Zellen: A, B, C: Je ca.
1,6x10° HEK-293-Zellen wurden mit 1pg ART2 und 4pg msCD229wt, Mutante von msCD229 oder
mit pcDNA6 DNA mittels JetPEI transfiziert. Am folgenden Tag wurden die Zellen geerntet und mit
Antikdrpern gegen msCD229 (30CO7) und gegen ART2.2 (R8A102>artlg-FITC) inkubiert.
Anschlie3end wurden die Zellen gewaschen und im FACS gemessen. In den Histogramm-Plots ist
der Wildtyp der aktuellen Messung grau unterlegt. Rot sind die in Mensch und Maus konservierten
Arginine dargestellt. Blau dargestellt sind die nicht konservierten Arginine.
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Abb.11 Die ADP-Ribosylierung von msCD229 und seinen Mutanten: A, B, C: Je etwa 2x10°
der transfizierten HEK-293-Zellen wurden fiir 30min bei 4°C mit 2,5uCi **P-NAD inkubiert und
anschlieBend in PBS (-/-) 1% Tx100 lysiert. Nach Zentrifugation wurde das Gesamtzelllysat nach
einem Preclear auf msCD229 (30CO7) immunprazipitiert. Das Gesamtzelllysat, das Preclear und
die Prazipitate wurden in einer SDS-PAGE groRenfraktioniert. Die Gele wurden Coomassie-
gefarbt, getrocknet und autoradiographiert. Die Coomassiefarbung ist exemplarisch jeweils fir den
Wildtyp angegeben. Die Filme wurden unterschiedlich lang belichtet: A: GZL: 72h, IP: 24h; B:
GZL: 48h, IP: 48h; C: GZL: 48h, IP: 48h;

In diesem Kapitel wurde eine auf NTB-A modellierte  3D-Struktur von msCD229
dargestellt, welche die Zugénglichkeit verschiedener Arginine fiir die ART2 vorhersagen
soll. AuRerdem wurde U(ber zielgerichtete Mutagenese und im Radioaktivversuch
mindestens eine ADP-Ribosylierungsstelle an dem Argininpaar RR254 in msCD229

identifiziert, welche auch im Strukturmodell gut zugénglich scheint.

4.3 Etablierung von Verfahren zur funktionellen Untersuchung der ADP-

Ribosylierung von CD25 und CD229
Das folgende Kapitel befasst sich mit dem Einfluss der ADP-Ribosylierung von CD25 und

CD229 auf deren Funktion. Im ersten Teil wurde der Einfluss der ADP-Ribosylierung von
CD25 auf die STAT5-Phosphorylerung in CTLL-2-Zellen untersucht (Abb.12). Im zweiten
Teil wurden CD229-Fc-Fusionsproteine fir zukinftige funktionelle Untersuchungen
generiert (Abb.13).

4.3.1 Untersuchung des Einflusses der ADP-Ribosylierung von CD25 auf
die Phosphorylierung von STATS in IL-2-abhéngigen CTLL-2-Zellen

CD25 ist die a-Rezeptoruntereinheit des trimeren IL-2-Rezeptorkomplexes, welcher aus
einer a-, B- und y-Untereinheit bestent. CD25 bestimmt hierbei die Affinitat des
Rezeptorkomplexes zu IL-2, die Signaltransduktion hingegen erfolgt tiber die - und y-
Untereinheit (Rickert et al. 2005). Die Bindung von IL-2 flhrt zur Phosphorylierung des
Proteins STATS (Signal-Transducer-and-Activator-of-Transcription 5), welches dimerisiert
und in den Zellkern transloziert.

Um zu bestimmen, welchen Einfluss NAD auf die CD25-vermittelte IL2-Bindung und die
darauf folgende Signalkaskade hat, wurden die IL-2-abhéngig wachsenden CTLL-2-

Lymphomzellen verwendet. Diese stammen von cytotoxischen T-Lymphozyten aus
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C57BI/6-Méusen (Gillis & Smith 1977). Es wurden sowohl Wildtypzellen (CTLL2_wt),
welche kein ART2 exprimieren, als auch stabile msART2-Transfektanten
(CTLL2_msART2) verwendet (Abb.12).

CTLL2 _msART2 (links) und CTLL_wt (rechts) Zellen wurden fur 4 Stunden ohne IL-2
bei 37°C inkubiert, um die Phosphorylierung von STAT5 auf ein Niveau zu senken,
welches dem unstimulierter Zellen entspricht. Anschliefend wurden die Zellen aufgeteilt,
ein Aliquot wurde mit, ein Aliquot ohne ART2-inhibierende Nanobodies (VHH: s+160ld)
fir 15min bei 37°C inkubiert. Hiernach wurde ein Aliquot beider Zelllinien mit oder ohne
50uM NAD fur 15min bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde ein Aliquot beider
Zelllinien mit oder ohne 20U/ml IL-2 fur 15min bei 37°C stimuliert. Im Anschluss wurden
die Zellen fixiert und permeabilisert, sowie intrazelluldr mit anti-phospho-STAT5-
Antikorpern angefarbt. Die Zellen wurden zuséatzlich auf CD25 (PC61) angefarbt.

Die Analyse ergab, dass NAD in Abwesenheit von IL-2 keinen Einfluss auf die
Phosphorylierung von STATS im Wildtyp und ART2-transfizierten CTLL2-Zellen hat
(Abb.12; Zeile 1). Dies deutet darauf hin, dass die basale STAT5-Phosphorylierung durch
die Inkubation mit NAD nicht weiter reduziert werden kann. Zugabe von IL-2 fiihrt sowohl
bei CTLL2 wt Zellen als auch in CTLL2 msART2-Zellen zur Erhéhung der STATS-
Phosphorylierung. Diese wird durch Vorinkubation mit NAD in CTLL2_msART2-Zellen,
nicht aber in CTLL2_wt-Zellen vermindert (Zeile 2). Wird ART2 durch Vorinkubation mit
dem Nanobody s+16old (VHH) blockiert, wird die NAD-bedingte Verminderung der
STATS5-Phosphorylierung in CTLL2 _msART2-Zellen aufgehoben (Zeile 3). Dies zeigt,
dass die Inhibition der ART2-Aktivitat durch die VHH sehr effektiv und komplett ist,
andererseits ist dies eine Kontrolle dafir, dass die Inhibition der STAT5-Phosphorylierung
ART2-vermittelt ist. Es konnte hierbei ausgeschlossen werden, dass die verminderte
STATS5-Phosphorylierung auf unterschiedlichen CD25-Expressionsraten beruht, da alle
Ansétze ein &hnliches Expressionniveau von CD25 aufwiesen (Zeile 4). NAD hat somit
einen ART2-abhangigen inhibierenden Effekt auf die CD25-vermittelte Signaltransduktion
von IL-2 (Hann 2008; Teege et al. 2015).
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Abb.12 Der Einfluss von NAD auf die Phosphorylierung von STAT5: 1x10’
CTLL2ZmsSART2 (links) und 1x10" CTLL2wt (rechts) wurden 4h ohne IL-2 vorinkubiert.
CTLL2msART2 und CTLL2wt-Zellen wurden fir 15min bei 37°C mit oder ohne 10ug/ml VHH
s+16 old inkubiert, anschlieBend mit oder ohne 50uM NAD inkubiert. Hiernach wurden Teile
beider Zellreihen mit oder ohne 20U/ml IL-2 inkubiert. Die Zellen wurden fixiert und
intrazellular mit anti-STAT5-P (Clone47) angefarbt. Zusatzlich wurde CD25 (PC61)
extrazellular angefarbt.
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43.2 Klonierung und Expression von msCD229 mslgGl-Fc-

Fusionsproteinen

Zur ldentifizierung von ADP-Ribosylierungsstellen eignet sich der Einsatz von
massenspektrometrischen Analyseverfahren (Sabrina Laing et al. 2011).

Durch die Verwendung von CD229-Fc-Fusionsproteinen konnte gezeigt werden, dass
CD229 homophil interagiert (Romero et al. 2005). Daraus ergibt sich die Frage, ob diese
homophile Interaktion durch die ADP-Ribosylierung von CD229 beeinflusst wird. Zur
Untersuchung dieser Fragestellung konnten sich ldsliche CD229-Fc-Fusionsproteine
eignen. Zudem lassen sich Fc-Fusionsproteine in der Regel gut rekombinant exprimieren,
was fiir die massenspektrometrische Analyse zur ldentifikation der Zielaminoséuren der
ADP-Ribosylierung von CD229 genutzt werden kann.

Im oberen Teil der Abbildung (Abb.13, A) sind die klonierten Fusionsproteine schematisch
dargestellt. Die Fc-Domanen des Antikorpers sind blau markiert. Auf diesen Teil des
Antikorpers sind entweder alle vier extrazellularen Doménen (msCD229V1-C4-Fc) oder
nur die beiden N-terminalen Doménen (msCD229V1C2-Fc) von msCD229 kloniert. Alle
Konstrukte enthalten einen N-terminalen FLAG-tag. Unter den Konstrukten sind die
Vektoren angegeben, in denen sie vorliegen.

Fur die Klonierung der Fc-Fusionsproteine wurden Amplifikationsprimer erstellt, die die
extrazelluldren Abschnitte von msCD229 amplifizieren und am 5"-Ende eine Schnittstelle
fur Bglll und am 3"-Ende eine Schnittstelle fur Xhol integrieren. Diese wurden mittels
Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und aus dem Gel aufgereinigt. Sowohl das
Amplifikat als auch der Zielvektor pME (welcher die Fc-Doméane des Maus IgG1 enthalt)
wurden fir 2 Stunden bei 37°C mit je 20U der Restriktionsenzyme Bglll und Xhol verdaut
und nach Gelelektrophorese aufgereinigt. Hiernach wurden das Amplifikat und der
Zielvektor fur 1h bei 25°C mit 1U T4-Ligase ligiert, in E. coli transformiert und
vervielféltigt. Der Testverdau erfolgte mit Bglll und Xhol. Die Konstrukte wurden zur
Kontrolle sequenziert. Auf diesem Weg wurden fiur jedes Konstrukt vier Klone gewonnen,
wovon je zwei probeexprimiert wurden.

Um zu untersuchen, ob die Fusionsproteine exprimiert werden, wurden je 1,6x10° HEK-
293-Zellen mit 5ug Plasmid-DNA von je einem Klon der Fusionsproteine oder zur
Kontrolle mit eGFP transfiziert (Abb.13, B). Der Uberstand wurde auf einem nicht
reduzierenden SDS-PAGE-Gel grélienfraktioniert und mittels Coomassie-Farbung sichtbar
gemacht.
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Im Coomassie-Gel lassen sich die Fusionsproteine im unaufgereinigten Uberstand nicht gut
nachweisen, da diese in niedriger Konzentration vorliegen. Nach Immunprézipitation
mittels M2-Sepharose lassen sich die Fc-Proteine bei ca. 250kDa (msCD229V1-C4-Fc)
und bei ca. 150kDa (msCD229V1C2-Fc) nachweisen. In der Kontrolle (eGFP) sind diese
Banden nicht vorhanden. Zudem zeigt sich, dass sich jeweils beider der zwei ausgewahlten
Klone gut exprimieren lassen. In den Spuren der Immunprazipitationen erkennt man
zusétzlich die schwere und leichte Kette der M2-Sepharose (bei 50kDa und bei 25kDa).
Um msCD229V1C2-Fc in ausreichend grolRen Mengen herzustellen (Abb.13, C), wurden
je 2x10" HEK-293-Zellen mit jeweils 20pg Plasmid-DNA transfiziert und in eine
Mehrbodenzellkulturflasche tberfihrt (500ml Nahrmedium). Nach einer Gesamtkulturzeit
von 5 Tagen wurde das Fc-Fusionsprotein uber den FLAG-Tag aufgereinigt. Die einzelnen
Fraktionen (Wash, Void und Eluat) wurden in einer nicht reduzierenden SDS-PAGE
grolRenfraktioniert und Coomassie-gefarbt.

Das Gel zeigt in den Fraktionen E1 und E2 deutliche Proteinbanden bei ca. 150kDa,
welche dem Fusionsprotein (msCD229V1C2-Fc) entspricht (Abb.13, C). Zudem erwies
sich das Aufreinigungsprotokoll als sehr effektiv, da kaum Proteinverunreinigungen in den
Eluaten E1 und E2 vorhanden waren. Anhand des semiquantitativen Proteinmarkers (SM),
l&sst sich eine Gesamtmenge von etwa 200pug msCD229V1C2-Fc abschatzen, welche gut
mit der nachfolgenden Proteinbestimmung mittels BCA-Kit korreliert.

In diesem Versuchsansatz konnten mittels Mehrbodenflaschenkultur (500ml) ausreichende
Mengen an Fusionsprotein fiir weitere Versuche zur funktionellen Charakterisierung von

msCD229 bereitgestellt werden.
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Abb.13 Klonierung und Expression von msCD229 mslgGl-Fc Fusionsproteinen:  A:
Schematische Ubersicht tiber die klonierten Fc-Fusionsproteine. Es wurde der Fc-Teil von mslgG1
einschliel3lich der Hinge-Region mit dem extrazellularen Anteil von CD229 fusioniert. Hierbei wurden
sowohl vier Domanen (msCD229V1-C4-Fc) wie auch zwei Doménen (msCD229V1C2-Fc)
Fusionsproteine hergestellt. B: Nach Testexpression in HEK-Zellen wurde der Uberstand (U) und
die immunprazipitierten Fc-Fusionsproteine (IP) mittels nicht reduzierender SDS-PAGE aufgetrennt
und angefarbt. C: Zur Produktion von ausreichenden Mengen des Fusionsproteins wurde eine
GrofR3kultur angelegt und das produzierte msCD229V1C2-Fc mittels
Immunoaffinitatschromatographie aufgereinigt. Die Aufreinigung erfolgte in funf Eluationsschritten
(E1-E5) nach zweimaligem Waschen (Wash) und dem Void.

In diesem Kapitel konnte in einem ersten funktionellen Funktionsansatz gezeigt werden,
dass die ART2-vermittelte ADP-Ribosylierung einen hemmenden Einfluss auf die
IL2/CD25/STAT5-Signalkaskade hat. Zur Vorbereitung von Funktionsversuchen fur
CD229 wurden CD229-Fc-Fusionsproteine kloniert und rekombinant in HEK-Zellen in
grolReren Mengen exprimiert. Diese kdnnen in weiteren Versuchen eingesetzt werden, um
den Einfluss der ADP-Ribosylierung auf dessen Funktion zu untersuchen, sowie mittels

Massenspektrometrie die ADP-Ribosylierungsstellen an CD229 zu identifizieren.
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5 Diskussion

In dieser Dissertation konnte gezeigt werden, dass die Zelloberflachenproteine CD25 und
CD229 sowohl auf Lymphomzellen als auch auf priméren T-Zellen wichtige Ziele der
ART2 sind. Zudem konnte das Argininpaar RR254 auf CD229 als Ziel der ADP-
Ribosylierung identifiziert werden. SchlieRlich wurde nachgewiesen, dass die ADP-
Ribosylierung von CD25 einen Einfluss auf seine Signalkaskade hat. Um weitere
funktionelle Analysen fir die homophile Interaktion von CD229 durchzuftihren, wurden
CD229-Fc-Fusionsproteine kloniert und exprimiert.

In der folgenden Diskussion wird zundchst auf die Physiologie der NAD-Freisetzung aus
Zellen und auf die damit verbundenen experimentellen Schwierigkeiten fiir die in dieser
Arbeit vorgestellten Untersuchungen zur ADP-Ribosylierung von Membranproteinen
eingegangen. Im zweiten Abschnitt werden Parameter diskutiert, welche die ADP-
Ribosylierung von unterschiedlichen Membranproteinen beeinflussen konnen. Mdgliche
funktionelle Konsequenzen der ADP-Ribosylierung werden im dritten Abschnitt diskutiert.

SchlieRlich wird ein Ausblick auf mogliche weiterfihrende Untersuchungen gegeben.

5.1 Die Physiologie der ADP-Ribosylierung und NAD-Freisetzung

Im extrazelluldren Milieu kann NAD schon in niedrigen Konzentrationen einen Einfluss
auf die Homoostase von T-Zellen haben. Die ART2.2 ist ein konstitutiv aktives Enzym.
Die Aktivitat der ART2.1 nimmt unter reduzierenden Bedingungen deutlich zu. NAD wird
wahrscheinlich aus verschiedenen Quellen und auf verschiedene Reize freigesetzt. Da
Zellen groRRe Mengen an NAD enthalten, stellt deren Lyse potentiell die groRte Quelle von
extrazellularem NAD dar. Das extrazellulare NAD aus lysierten Zellen ist in der Lage, die
NAD-induzierte Apoptose (NICD=NAD-induced cell death) (Seman et al. 2003;
Scheuplein et al. 2009) uber die ART2 und P2X7 zu aktivieren. AuBerdem kann NAD Uber
den Halbkanal Connexin 43 freigesetzt werden, der sich 6ffnet, wenn Zellen unter Stress
stehen (Bruzzone et al. 2001; Contreras et al. 2002). Diese Mechanismen fiihren dazu, dass
im entzlindeten Gewebe die NAD-Konzentrationen erhéht ist (Adriouch et al. 2007).

Die Beobachtung, dass auch die Praparation und das Passagieren von Zellen zu einer NAD-
Freisetzung flhren kann, muss bei der Interpretation der in dieser Arbeit dargestellten
Experimente beriicksichtigt werden (Rissiek et al. 2014). So kénnten Untersuchungen zur
ADP-Ribosylierung von CD229-Mutanten in transfizierten HEK-Zellen mit **P-NAD oder

etheno-NAD durch bei der Zellernte freigesetztes NAD beeinflusst werden. Durch die nur
67



naherungsweise mogliche Gleichbehandlung von Zellen kdnnte in verschiedenen Ansatzen
unterschiedlich viel NAD freigesetzt werden. Eine dadurch bedingte Vor-ADP-
Ribosylierung von Argininen in CD229 und anderen Membranproteinen wirde eine
folgende Inkorportation von *?P-ADP-Ribose oder etheno-ADP-Ribose blockieren. Dies
konnte zu einer unterschiedlich starken Abschwéchung der radioaktiv markierten Banden
fuhren und somit die Vergleichbarkeit der Signale beeintrachtigen. Um diesem Problem zu
begegnen, wurden in dieser Arbeit mehrere unabhangige Untersuchungen zur Ermittlung
der ADP-Ribosylierungsstellen von CD229 durchgefuhrt. Es ist somit unwahrscheinlich,
dass die deutlich schwéchere radioaktive Markierung der RR254-Mutante von CD229 auf
einer starken Vor-ADP-Ribosylierung beruht.

Eine elegante Moglichkeit, die Vor-ADP-Ribosylierung nachzuweisen, ware der Einsatz
eines Antikorpers gegen ADP-Ribosyl-Arginin (Osago et al. 2008). Ein derartiger
Antikorper konnte eingesetzt werden um ADP-Ribosyl-Arginin direkt an Membran-
Proteinen nach Inkubation der Zellen mit unmarkiertem NAD zu detektieren. So kénnte
man die Signalschwankungen, die bei Anwendung von *P-NAD oder etheno-NAD durch

Vor-ADP-Ribosylierung entstehen, erfassen.

5.2 Die ADP-Ribosylierung von Membranproteinen

Die Familie der ADP-Ribosyltransferasen lasst sich einteilen in intrazellulare und
extrazellulare ARTs (Hottiger et al. 2010). Die extrazellularen ARTs (ART1, ART2.1,
ART2.2 und ART5) ADP-ribosylieren andere Membranproteine an Argininresten
(Glowacki et al. 2002). Ob ein Membranprotein ein Zielprotein fiir die ADP-Ribosylierung
darstellt, hdangt von verschiedenen Faktoren ab. Zum einen ist die Expressionsstarke des
ART-Enzyms und des Zielproteins auf der Zelle entscheidend. Somit ist es wichtig, die
Expressionsstarke dieser Proteine z.B. mittels Durchflusszytometer zu erfassen. Dies gilt
auch fur die Ermittlung von ADP-Ribosylierungsstellen mittels vergleichender
Untersuchung von zielgerichteten Arginin-Mutanten eines Targetproteins in transfizierten
Zellen. Denn ein reduziertes Signal in der Autoradiographie konnte nicht nur auf eine
reduzierte ADP-Ribosylierung, sondern auch auf einer verminderten Expression des
Membranproteins beruhen. Da die Mutante RR254KK von CD229 in FACS-
Untersuchungen sogar starkere Signale gab als der Wildtyp und andere Mutanten, kann
eine deartige Fehlinterpretation in diesem Fall ausgeschlossen werden (Abb.10).

Mittels Durchflusszytometrie wurde in dieser Arbeit die Expression bekannter ART-

Targets auf verschiedenen Maus-Lymphomzelllinien untersucht, hierunter Yac-1, EL4 und
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DC27.10. Dabei ergab sich, dass CD229 auf diesen Zellen jeweils relativ stark exprimiert
wird, wahrend andere ART-Targets wie P2X7, CD11a und CD25 unterschiedlich stark
exprimiert werden (Abb.05). Untersuchungen nach Inkubation dieser Zellen mit *P-NAD
zeigten, dass mehrere Membranproteine ADP-ribosyliert werden. Die Ergebnisse von
Immunpréazipitationen zeigen, dass es sich bei zwei prominenten Banden um CD25 und
CD229 halndelt. Dies deutet darauf hin, dass diese beiden Proteine bevorzugte Ziele der
ADP-Ribosylierung sind. CD229 konnte auch in priméren T-Zellen und regulatorischen T-
Zellen als ein Hauptarget der ADP-Ribosylierung identifiziert werden (Abb.07).

Ein weiteres Kriterium daflr, ob ein Protein ADP-ribosyliert werden kann, ist die
Erreichbarkeit des Zielproteins fur die ART. Es wird postuliert, dass die Zellmembran nicht
nur aus einem Meer von Lipiden besteht, in dem Transmembranproteine frei umher
schwimmen, sondern auch Inseln von Mikrodomanen (Lipid rafts) enthélt, in denen die
Beweglichkeit von Proteinen eingeschrankt ist und Signaltbertragungen reguliert werden
(Simons & lkonen 1997). Ob ein Protein dabei mit Mikrodomanen assoziiert, hangt u.a.
von der Sequenz im Bereich des Transmembranankers und dem Typ des
Transmembranankers ab (Simons & Toomre 2000). Es konnte gezeigt werden, dass die
ART2 aufgrund ihres GPI-Membranankers mit Lipid rafts assoziiert. Dadurch wird das
Spektrum der ART2-Zielproteine vornehmlich auf Lipid raft-assoziierte Membranproteine
reduziert (Bannas et al. 2005).

Weitere Faktoren, die beeinflussen, ob sich ein Protein ADP-ribosylieren lasst, sind die
Aminosauresequenz des Zielproteins und die sich daraus ergebende Positionierung der
Arginine in der Tertidrstruktur (Zolkiewska 2005; S Laing et al. 2011). Da die ART2
argininspezifisch ist, muss das Zielprotein ein dem Enzym zugéngliches Arginin an der
Proteinoberflache enthalten. AulRerdem mudisste das Zielarginin den richtigen Abstand zur
Zellmembran haben. Die ART2 besteht aus einer katalytischen Domane, die Uber eine
relativ kurze, ca. 12 Amino-Sauren zdhlende Verbindung mit dem GPI-Anker verknlipft ist
(Christoph Mueller-Dieckmann et al. 2002). Dies konnte die Reichweite des katalytischen
Zentrums der ART senkrecht zur Membranebene begrenzen.

Bisherige Ergebnisse deuten an, dass es kein gemeinsames Sequenzmotiv gibt, welches die
ADP-Ribosylierungsstellen in den Zielproteinen der ART2 auszeichnen. Maus-P2X7 wird
durch die ART2 an Arginin R125 und an Arginin R133 ADP-ribosyliert, wobei nur die
ADP-Ribosylierung von R125 den lonenkanal aktivieren kann (Abb.14) (Adriouch et al.
2008). Fur den humanen Tumornekrosefaktor Alpha (TNF-a) wurde gezeigt, dass dieser
durch die ART1 an zwei Argininen ADP-ribosyliert wird (Sabrina Laing 2010). Es konnte
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zudem gezeigt werden, dass murines CD25 durch die ART2 an bis zu vier Zielargininen
(R32, R35, R67 und R140) ADP-ribosyliert werden kann (Teege et al. 2015). Dabei
beeintrachtigt die ADP-Ribosylierung von CD25 an R35 die Bindung von IL-2 an CD25,
wahrend die ADP-Ribosylierung von TNF-o wiederum die Bindung von TNF-a an den
TNFR1 hemmt. Die Ergebnisse der hier vorgestellten Untersuchungen deuten an, dass auch
CD229 maglicherweise an mehr als einer Stelle ADP-ribosyliert wird, da die Mutagenese
des Aminosaurenpaares RR254KK immer noch zu einem, wenn auch schwachen, Signal in
der Autoradiographie flhrt.

(Abb.14) zeigt eine schematische Darstellung der in dieser Arbeit und der in anderen
Arbeiten ermittelten ADP-Ribosylierungsstellen in CD229, CD25 und P2X7 im Kontext
von 3D-Strukturmodellen dieser Proteine und der ART2.2.

msCD229 huCD25 msP2X7 msART2

Zellmembran

Abb.14 Membranstandige Targets der ART2 und deren bisher identifizierte Zielarginine:
Bekannte Ziel-Arginine sind rot dargestellt, weitere an der Proteinoberflache zugangliche Arginine
blau. Die bekannten Zielarginine sind beschriftet und mit einer ADP-Ribose-Gruppe dargestellt
(ADP-R). Von links nach rechts: Die ADP-Ribosylierung von msCD229 (NTB-A-PDB: 2IF7) an
RR254 beeinflusst mdglicherweise die homophile Interaktion von CD229. Die ADP-Ribosylierung
von huCD25 (huCD25-PDB: 2ERJ) an R35 beeintréachtigt die Bindung von IL-2. R67 ist nicht
dargestellt, da diese in der 3D-Kristallstruktur nicht modelliert ist. Die ADP-Ribosylierung von
P2X7 (Zebrafisch-P2X4-PDB: 4DW1) an R125 durch die ART2 (rtART2.2-PDB: 10G3) fihrt wie
die Bindung des loslichen Liganden ATP zur Aktivierung des Kanales. Die Strukturmodelle
basieren auf den nachsten bekannten Verwandten der gezeigten Proteine und wurden mit Hilfe
von SWISSMODEL modelliert.

5.3 Funktionelle Konsequenzen der ADP-Ribosylierung

Es sind verschiedene Mechanismen vorstellbar, wie die ADP-Ribosylierung sich auf die
Funktion des Zielproteins auswirken konnte. Eine Moglichkeit ware, dass die ADP-Ribose-
Gruppe gar keinen Einfluss auf das Protein und seine Funktion hat. Diese Maglichkeit

besteht beispielsweise dann, wenn die ADP-Ribosylierung an einer Position des Proteins
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vorkommt, die nicht an Wechselwirkungen mit anderen Proteinen beteiligt ist und auch
sonst fur die Funktion des Proteins unbedeutend ist. Die bisher am besten dokumentierte
funktionelle Konsequenz der ADP-Ribosylierung ist die Hemmung von Protein-Protein-
Interaktionen. Ein Beispiel hierfiir ist die ADP-Ribosylierung von Aktin durch die
bakteriellen Toxine SpvB, CDT und C2. Die dabei entstehende Hemmung der
Polymerisierung von globuldarem (G) Aktin zu filamentarem (F) Aktin wird dabei nicht
durch eine Konformationsanderung von G-Aktin verursacht, sondern durch Hemmung der
Aneinanderlagerung von G-Aktinen. Dabei wirkt das groRe ADP-Ribose-Molekil wie ein
Keil (Margarit et al. 2006). Ahnlich fihrt auch die ADP-Ribosylierung des
Elongationsfaktor EF-2 durch das Diphtherietoxin nicht zu einer Konformationsanderung,
sondern zu einer Hemmung der Interaktion von EF-2 mit weiteren Komponenten des
Translationsapparates und damit zur Hemmung der Proteinsynthese der Wirtszelle (Honjo
et al. 1971; Collier 1975; Jorgensen et al. 2008). Eine weitere bekannte Auswirkung der
ADP-Ribosylierung ist die Aktivierung des Zielproteins. Dieses findet bei dem
homotrimeren, liganden-gesteuerten lonenkanal P2X7 statt, der durch extrazellulares ATP
aktiviert werden kann. Dabei fuhrt die ADP-Ribosylierung von P2X7 ebenfalls zur
Aktivierung des lonenkanals. Es wurde postuliert, dass ein Teil der kovalent gebundenen
ADP-Ribosegruppe dabei in die ATP-Bindungstasche bindet (Adriouch et al. 2008). Die
Aufklarung der 3D-Struktur des verwandten P2X4-Rezeptors im Komplex mit ATP zeigt,
dass die ADP-Ribosylierungsstelle tatsachlich am Rande der ATP-Bindungstasche liegt
(Hattori & Gouaux 2012). Ein weiterer Mechanismus der funktionellen Auswirkung auf
das Zielprotein schliel3lich ist das Schaffen einer neuen Protein-Protein-Interaktionsstelle,
namlich eine Erkennungsstelle fir eine ADP-Ribose-bindende Proteindoméne, einer
sogenannten Makrodomane (Till & Ladurner 2009). Makrodoménen finden sich in
verschiedenen Proteinen wie dem histonverwandten Protein MakroH2A, einigen PARPs
und der PARG. Makrodoménen kdnnen spezifisch an mono-ADP-ribosylierte Proteine und
an polyADP-Ribose binden. Manche Makrodoménen besitzen eine Enzymaktivitit und
kdonnen  ADP-ribosylierte  Proteine  de-ADP-ribosylieren, bzw. ADP-ribosylierte
Stoffwechselprodukte wie Acetyl-ADP-Ribose hydrolysieren (Slade et al. 2011; Kim et al.
2012; Karlberg et al. 2013).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Auswirkung der ADP-Ribosylierung von
Membranproteinen von Lymphomzellen auf die Signalkaskade des IL-2-Rezeptors
untersucht (Abb.12). Dabei zeigte sich, dass eine Vorinkubation von ART2-transfizierten
CTLL-2-Zellen mit NAD die IL-2-induzierte Phosphorylierung von STAT5 hemmt,
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wohingegen NAD keinen Einfluss auf die STAT5-Phosphorylierung in ART2-negativen
parentalen CTLL-2-Zellen hatte. Bei CD25 wird durch die ADP-Ribosylerung die IL-2-
Bindung gehemmt (Teege et al. 2015). Tats&chlich liegen die als ART2-identifizierten
Target-Arginine R35 und R36 im IL-2-Bindungsepitop von CD25 (Rickert et al. 2005).
Dies ist insofern interessant, da IL-2 im Immunsystem in der Aktivierung von T-
Lymphozyten und regulatorischen T-Zellen eine Schlisselrolle einnimmt. Die klonale
Expansion ist auto- und parakrin IL-2-vermittelt. Aktivierte T-Zellen brauchen IL-2, um
sich zu teilen. Somit kénnte die ADP-Ribosylierung von CD25 ein Mechanismus zur
Feinsteuerung der IL-2-Sensitivitat von verschiedenen T-Zell-Subpopulationen sein.

In dieser Arbeit wurde ferner die ADP-Ribosylierung von CD229 naher charakterisiert. Ob
und welchen Einfluss die ADP-Ribosylierung von CD229 an RR254 auf die homophile
Interaktion von msCD229 hat, ist noch nicht geklart. CD229 ist ein Mitglied des SLAM-
Familie. Die Proteine dieser Familie haben u.a. eine wichtige Funktion bei der
Modulierung des Immunsystems wie der Zytotoxizat, der humoralen Immunantwort,
Autoimmunitat, der Entwicklung von Lymphozyten sowie der Zell-Adhé&sion (Cannons et
al. 2011). Das Protein interagiert homophil (Abb.15). Bisher wird vermutet, dass CD229
einen hemmenden Einfluss auf die Aktivierung der immnologischen Synapse und damit
eine antiinflammatorische Funktion hat. Wirde die ADP-Ribosylierung die homophile
Interaktion beeintrachtigen, hétte die ADP-Ribosylierung moglicherweise einen
proinflammatorischen Einfluss. CD229 enthélt vier Immunglobulin-Domaénen, die
maoglicherweise Uber einen Klappmechanismus auf- und zugefaltet werden kénnen. Da
RR254 in der dritten Ig-Doméne nahe dieser vermeintlichen Hinge-Region liegen, ist auch
denkbar, dass die ADP-Ribosylierung an dieser Stelle die Aktivierung bzw. Deaktivierung
des Klappmechanismus beeinflussen konnte. Somit konnte die ADP-Ribosylierung von
CD229 auch eine homophile Interaktion stabilisieren und dadurch eine anti-

inflammatorische Wirkung austiben.
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Abb.15 Auswirkung der ADP-Ribosylierung von msCD229: CD229 ist ein homophiles
Interaktionsmolekil, das aus vier Immunglobulin-Domé&nen besteht und in der immunologischen
Synapse mit seinem Gegenuber interagiert (links). Bei dieser homophilen Interaktion spielt die N-
terminale Doméane V1 eine entscheidende Rolle. Es wird postuliert, dass CD229 Uber einen
Klappmechanismus zwischen der zweiten und dritten Ig-Domane aktiviert wird. Die identifizierte
ADP-Ribosylierungsstelle R254 befindet sich in der dritten Doméne, weit entfernt von den
interagierenden V1-Domé&nen. Mdoglicherweise beinflusst die ADP-Ribosylierung jedoch den
postulierten Klappmechanismus von CD229.

5.4 Ausblick und weiterfiihrende Untersuchungen

Aufgrund der Ergebnisse dieser Dissertation ergibt sich eine Reihe von spannenden
Fragestellungen fir weiterfiihrende Experimente. Uber die genaue Funktion von CD229 ist,
abgesehen davon, dass es ein homophiles Interaktionsmolekdl ist, noch nicht viel bekannt.
Da es in Tregs und anderen T-Zellen eines der Haupttargets der ART2 ist, gilt es
herauszufinden, wie genau die Funktion dieses Proteins beeinflusst wird. Mit den

klonierten und exprimierten msCD229-Fc-Fusionsproteinen ware es maglich, homophile
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Bindungsassays durchzufiihren. Dafur konnte man HEK-Zellen mit dem msCD229wt und
dem ART2-Plasmid transfizieren, diese mit und ohne NAD behandeln und dann mit dem
msCD229-Fc-Protein inkubieren. Dies liel3e sich dann mittels eines Antikorpers, der gegen
den Fc-Teil gerichtet ist, im FACS nachweisen. So konnte man Uberprifen, ob die
homophile Interaktion durch ADP-Ribosylierung inhibiert oder stabilisiert wird. Auf’erdem
ist bekannt, dass CD229 zur immunologischen Synapse transloziert. Ob diese
Translokation durch die ADP-Ribosylierung beeinflusst wird, konnte mittels
hochauflésender Immun-Fluoreszenzmikroskopie tberprift werden.

Zur endgultigen Klérung der ADP-Ribosylierungsstellen von msCD229 miusste noch
uberpriift werden, welches der beiden Arginine des Argininpaares RR254 ADP-ribosyliert
wird und an welcher weiteren Stelle CD229 ggf. noch ADP-ribosyliert wird. Dies konnte
durch weitere Mutagenesestudien untersucht werden. Auch kénnte man versuchen, ADP-
ribosyliertes CD229 aufzureinigen, proteolytisch in kleinere Peptide zu fragmentieren und
in diesen mittels Massenspektrometrie die ADP-Ribosylierungsstellen nachzuweisen.
Schliellich waren die mittels Rontgenbeugung ermittelten Kristallstrukturen von nicht-
ADP-ribosyliertem und ADP-ribosyliertem CD229 von Interesse. Die in dieser Arbeit

klonierten Expressionsvektoren fiir CD229 konnten dafiir hilfreich sein.
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Zusammenfassung

Die ART2.2 ist ein membranstandiges Enzym, welches Membranproteine unter
Verwendung des Substrates NAD in einer posttranslationalen Reaktion kovalent unter
Freisetzung von Nicotinamid ADP-ribosyliert. Zwei Membranproteine, die ADP-
ribosyliert werden, sind die Alpha-Untereinheit des trimeren IL-2-Rezeptors CD25 und das
homophile Interaktionsmolekil CD229. CD25 ist fir die klonale Expansion von
Lymphozyten von herausragender Bedeutung. Das Mitglied der Immunglobulin
Superfamilie CD229 kommt vor allem auf B- und T-Lymphozyten vor und erfllt bei der
Ausbildung der Immunologischen Synapse bei der Interaktion von Antigen-présentierender
Zelle und T-Zelle eine noch unbekannte Rolle.

Im ersten Teil der Dissertation wurden verschiedene Lymphomzelllinien, konventionelle
und regulatorische T-Zellen auf Zielproteine der ART2 untersucht. Dabei wurde
festgestellt, dass CD229 auf fast allen untersuchten Lymphomzelllinien, Yac-1, DC27.10
und EL4-Zellen vorkommt. CD25 hingegen kommt auf Yac-1-Zellen vor. Die ADP-
Ribosylierung von CD25 und CD229 wurde auf Yac-1-Zellen sowohl mittels eNAD und
Chemolumineszenz als auch mittels *P-NAD und Autoradiographie nachgewiesen. CD25
und CD229 stellen zudem Ziele der ADP-Ribosylierung auf priméren T-Zellen bzw.
regulatorischen T-Zellen dar. Dabei zeigt sich, dass CD229 ein Hauptziel der ADP-
Ribosylierung ist.

Im zweiten Teil dieser Dissertation wurde mittels zielgerichteter Mutagenese untersucht, an
welchen Argininen msCD229 ADP-ribosyliert wird. Wenigstens eines der Arginine vom
Argininpaar RR254 wird ADP-ribosyliert.

Im dritten Teil der Dissertation wurden die extrazelluldaren Domanen von CD229 als
Fusionsproteine mit dem Fc-Teil von 1gG1 kloniert und in HEK-293-Zellen exprimiert. Die
Fusionsproteine konnen fur weitere funktionelle Versuche beziiglich des Einflusses der
ADP-Ribosylierung auf die homophile Interaktion von CD229 genutzt werden. Zudem
wurde nachgewiesen, dass die ADP-Ribosylierung von CD25 einen hemmenden Einfluss

auf dessen Signalkaskade hat.
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Abstract

The membrane anchored ART2 is an extracellular enzyme, which uses NAD as a substrate
to covalently ADP-ribosylate membrane proteins on arginine residues in a posttranslational
reaction, producing nicotinamide as a byproduct of the reaction. Two known targets of this
reaction are CD25, the alpha subunit of the trimeric IL-2 receptor complex and the
homophilic interaction molecule CD229. CD25 is of importance for the clonal expansion of
activated lymphocytes. As a member of the immunoglobulin superfamily CD229 is
expressed mainly on B- and T-lymphocytes and is thought to participate in forming the
immunological synapse, the contact area between B-cell and T-cell. CD229 is recruited to
the area of contact and interacts homophilically.

In the first part of the dissertation, different lymphoma cell lines were examined for their
expression of known ART2-target proteins. CD229 was found on all examined cell lines,
i.e. on Yac-1, DC27.10 and EL4 cells. CD25 on the other hand was expressed by Yac-cells.
ADP-ribosylation of CD229 and CD25 was confirmed by using **P-NAD or eNAD in Yac-
1 cells. In common T-cells and Tregs CD229 is evidently a primary target of ADP-
ribosylation.

The second part of this dissertation explores the arginine residues of msCD229 as potential
targets of ADP-ribosylation by means of site-directed mutagenesis. Radioactive assays
revealed that at least one of the arginines of the doublett RR254 is ADP-ribosylated.

The third and last part of this dissertation deals with the functional consequences of ADP-
ribosylation of CD25 und CD229. ADP-ribosylation of CD25 reduces pSTAT5S levels,
thereby having an inhibitory effect on CD25 signal transduction. CD229-Fc fusionproteins
were cloned and produced in HEK-293 cells. The fusion proteins can be used for future
assays to further asses the effect of the ADP-ribosylation of CD229 on its homophilic

interaction.
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Verzeichnisse

Abktirzungsverzeichnis

Abklrzung Bedeutung

Adenosin-Diphosphat
Adenosin-Diphosphat-Ribose
Adapter Complex 2

Antigen Presenting Cell; Antigen prasentierende Zelle;
ADP-Ribosylhydrolase
ADP-Ribosyltransferase
Aminosaure
Adenosin-Triphosphat
Konstante-Doméane
Basenpaare

B-Zell Lymphatische Leukamie
Cluster of Differentiation
C-reaktives Protein

Cholera Toxin
Desoxyribonukleinséaure

Experimental-Autoimmune-Encephalomyelitis; Experimentellen-
Autoimmun-Encephalomyelitis

SH2-Domain Containing Protein; SH2-Domane-Enthaltendes-
Protein

Elongationsfaktor 2

Etheno-ADP-Ribose
Etheno-NAD
Fragment-Antigen-Binding; Antigen-Bindendes-Fragment

Fluorescence-Activated-Cell-Sorting; Fluoreszenz-Aktiviertes-Zell-
Sortieren
Fragment-Constant; Konstantes-Fragment;

Glykosylphosphatidylinositol
GTP-Bindendes Protein

Growth-Factor-Receptor-Bound-Protein; Wachstums-Faktor-
Gebundenes-Protein;
Humane-ART

Interdigitierende-Dendritische-Zelle
Immunglobulin
Immunglobulin-Superfamilie;
Interleukin-

Immunprazipitation
Janus-Tyrosinkinase

Lymphocyte-Function-Associated-Molecule; Lymphozyten-
Funktion-Assoziiertes-Molekil;
Maus-ART

Major-Histocompatibility-Complex
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mono-ART

MS

NAD

NICD

32P
PARP;poly-ART
RNA

Mono-ADP-Ribosyltransferase

Multiple-Sklerose

Nicotinamidadenindinukleotidribose

NAD-Induced-Cell-Death; NAD-Induzierter-Zelltod
Phosphorisotop

Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase; Poly-ADP-Ribosyltransferase;
Ribonukleinsaure

Histogramm-Plot

Knock-out
Lipid-Raft
Panel
PS-Flashing

Screening
Shedding

SAP SLAM-Associated-Protein

SDS-PAGE Sodium-Dodecylsulfate-Polyacrylamide-Gelelectrophoresis

SLAM Signaling-Lymphocyte-Activation-Molecule

SLE Systemischer-Lupus-Erythematodes

STAT Signal-Transducers-and-Activators-of-Transcription

TCR T-Cell-Receptor; T-Zell-Rezeptor

Tregs Regulatorische-T-Zellen

V-Doméne Variable-Domane

VIP2 Vegetative-Insecticidal-Protein 2

Anglizismen

Alighment Vergleich der Sequenz von DNA oder Proteinen

Antigen presenting ] Antigen prasentierende Zelle wie z.B. dendritische Zellen

cell (APC)

Beads Kugelférmig

Blebbing Ausbuchten der Zellmembran

Dot-Plot Darstellung Ergebnissen der FACS Analyse als Punktwolke in
einem Koordinatensystem

FLAG-Tag An das N-terminale Ende eines Proteins einkloniertes Epitop,
welches mittels des M2-Antikdrpers erkannt werden kann

Forwardscatter Die Vorwartsstreuung im FACS. Diese korreliert positiv mit der

(FSC) GrolRe der Zellen

Gate Eine bei der Auswertung von FACS Ergebnissen eingesetzte

Grenze, welche Zellen z.B. nach FSC uns SSC auswahlt und nur
deren Fluoreszenzmuster darstellt. U.a. zum ausgrenzen toter
Zellen.

Darstellung Ergebnissen der FACS Analyse als Graph in einem
Koordinatensystem

Ausschalten eines Gens in der Keimbahn

Membranmikrodomane, reich an Sphingolipiden und Cholesterin
Feld

Umverteilung von Phosphatidylserin vom inneren Blatt in das
AulRere Blatt einer Lipid-Doppelschicht Zellmembran.
Durchmusterung

Freisetzung von Membranproteinen von der Zelle nach deren
Abtrennung vom Membrananker
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Die Seitwartsstreuung im FACS. Diese korreliert positiv mit der
Granularitat von Zellen
Ziel
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Anhéange

Alignment mouse (oben) und human (unten) CD229

Score = 677 bits (1746), Expect = 0.0, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 364/657 (55%), Positives = 457/657 (70%), Gaps = 5/657 (1%)

msCD229 1 KETPPTVISGMLG 60
M K+ DWA GP S P+ SQ QIFS +L LLFLLMGL ASGK++ PTV+SG+LG
huCD229 1 KDSAPTVVSGILG 60

msCD229 61 GSVTFSLNISKDAEIEHIIWNCPPKALALVEFYKKDITILDKGYNGRLKVSEDGYSLYMSN 120
GSVT LNIS D EIE++IW P ALA K+++TI+ K Y GRL +++ YSL +SN
huCD229 61 GSVTLPLNISVDTEIENVIWIGPKNALAFAEPKENVTIMVKSYLG LDITKWSYSLCISN 120

msCD229 121 LTKSDSGSYHAQINQKNVILTTNKEFTLHIYEKLOKPOIIVESVIPSDIDSCIETNICTY 180
LT +D+GSY AQINQ+N +TT +EFTL +YE+LQ+PQ+ ++SV S+ SC TL+C+V
huCD229 121 LTLNDAGSYKAQINQENFEVTITEEEFTLFVYEQLQEPOVIMKSVAVSENFSCNITIMESY 180

msCD229 181 R} Rj PVSQNSSQPVIRIWQ 240
KG + SV YSWT + H + +G L VS++ CDPDLPY C A NPVSQ SS PV + Q
hucp229 181 KEAEKSVENSHIEREPHASESNGGSTNIVSRTPCOPDBYICTAONVSOfSSLPVEVGY 240

msCD229 241 FCT--GASRIRKTAAGKT 298
FCT GAS] T G+TVVG+LGEPVTLPL

huCD229 241 FCTDPGASRGGTT-GET 299

msCD229 299 358

huCD229 300 359

msCD229 359 LESsSyaNeIgvysvivineaeinvaanieisivslelele WA gunvinejeNusieleeizamysiynsie 418
L KP +T S H +GIC + LTCSV+ GGN V YTW PLQ +AV+SQG+SHLNVSW S

oSGV BRCT YOI K PK I TWSLRHSEDGICRISLTCSVEDGGNTVMYTWTPLOKEAVVSQGESHLNVSWRS SESRe]

msCD229 419 PEINSNERISIFNEN PVSNSSSQFSSGTICSGPERNKREWL-LLLLVLLLIMLIGCGYFILRKK 477
E+ PN TCTA NPVS SS QF S TICSGPERN + W+ L L+V LL + I + I ++K
huCD229 420 |[EISNNGIWNINPVSRSSHOFLSENICSGPERNTKEWIGLFLMVCLLCVEIFSWCIWKRK 479

msCD229 478 KQCSSLATRYRQAEVPAEIPETPTGHGQFSVLSQRYEKLDMSAKTTRHQPTPTSDTSSES 537
+CS A QAE PA+ PE GH +SVLSQ YEKLD + R QPTPTSD+SS+S
huCD229 480 GRCSVPAFCSSQAEAPADTPEPTAGHTLYSVLSQGYEKLDTPLRPARQQPTPTSDSSSDS 539

msCD229 538 SATTEEDDEKTRMHSTANSRNQVYDLVTHQDIAHALAYEGQVEYEAITPYDKVDGSMDEE 597
+ TTEED+++ +H + R +V+D VT + H A EGQ +Y+ +TPY S+ E
huCD229 540 NLTTEEDEDRPEVHKPISGRYEVFDQVTQEGAGHDPAPEGQADYDPVTPYVTEVESVVGE 599

msCD229 598 DMAYIQVSLNVQGETPLPQKKEDSNTIYCSVQKPKKTAQTPQODAESPETPTYENEFT 654
+ Y QV N+QG+TP+ QK+E S TIYCS++KP+ Q D E PE+PTYENFT
huCD229 600 NTMYAQV-FNLQGKTPVSQKEESSATIYCSIRKPQVVPPPQONDLEIPESPTYENFT 655

il Signalsequenz
Domaéne V1
Doméne C2
Domaéne V3
Doméane C4
Transmembrane
E konservierte Arginine in Mensch und Maus
nicht konservierte Arginine in Mensch und Maus

Alignment mouse (oben) und human (unten) CD25

Score = 329 bits (844), Expect = 2e-117, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 164/273 (60%), Positives = 200/273 (73%), Gaps = 6/273 (2%)
msCD25 1 ELCLYDPPEVPNATFKALSYKNGTILNCECKRGFRRLKE 60
M+ LLM G L+ +VP C+AELC DPPE+P+ATFKA++YK GT+LNCECKRGEFRR-+K
huCD25 1 ELCDDDPPEIPHATFKAMAYKEGTMLNCECKRGFRRIKS 60

msCD25 61 —LVYMECLGNS————WSSNCQCTSNSHDKSEKQVTAQLEHQKEQQTTTDMQKPTQSMHQE 115
+YM C GNS W + CQCTS++ + KQVT Q E QKE++TT +MQ P Q + Q
huCD25 61 GSLYMLCTGNSSHSSWDNQCQCTSSATENTTKQVTPQPEEQKEEKTT-EMQSPMQPVDQA 119
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E E +F

E+ Q S

PESETSC

KVAVASCLFLLISILLLSGLTWQHRWRKSRRTI

+VAVA C+FLLIS+LLLSGLTWQ R RKSRRTI

msCD25 116
huCD25 120
msCD25

PQL C
huCD25
msCD25 236
huCD25 240

il Signalsequenz

Doméne Sushi-like 1 (D1)
[l Domane Sushi like 2 (D2)
Transmembran
E konservierte Arginine in Mensch und Maus
nicht konservierte Arginine in Mensch und Maus

QVAVAGCVFLLISVLLLSGLTWORROQRKSRRTI

Aminosauresequenz huNTB-A

1 MSLTPLMVNG ILGESVTLPL EFPAGEKVNF ITWLFNETSL AFIVPHETKS PEIHVTNPKQ
61 GKRLNFTQSY SLQLSNLKME DTGSYRAQIS TKTSAKLSSY TLRILRQLRN IQVTNHSQLF
121 QNMTCELHLT CSVEDADDNV SFRWEALGNT LSSQPNLTVS WDPRISSEQD YTCIAENAVS
181 NLSFSVSAQK LCE

+TTTDF

268

272

NLTGH
+L GHCREPPPW++E ++BIYHEFV GQ V+Y+C+ GY+AL RGPA S+CKM GKT WTQ
SLPGH R R|

176 POEFCVDEREHHRFLASEESQGSENSSPESETSCPITTTDFPQPTETTAMTETFVLTMEY
TE A ET + T EY
180 BOETCTGEMET SQF PGEEKPQAS PEGPESETSCLVTTTDFQIQTEMAATMETSTFTTEY

Modellierung der Doménen V1C2 von msCD229 auf huNTB-A

Model info:

modelled residue range: 51 to 243

2if7A (3.00 A) Remark: No search for template was performed.
Only user specified template was used for modelling.

based on template:

Sequence Identity [%]:

Evalue:

Alignment
TARGET

21if7A

TARGET
21if7A

TARGET
2if7A

TARGET
21f7A

w

96
53

28.788
3.40e-27

PPTVISGML
ltplmvngil

SSSSS
SSSSS

ITILDKGYNG
ihvtnpkggk

SSSS
SSSS

GGSVTFEFSLNI
gesvtlplef

SSSSSSs
SSSSSSs

RLKVSEDGYS
rlnftg-sys

SSSSS S
SSSSS S

SKDAEIEHIT
pagekvnfit

SSS
SSs

LYMSNLTKSD
lglsnlkmed

SSSSSS
SSSSSS

WNCPPKALAL
wlfnetslaf

SSSS SSsSSsS
SSSS SSsSSsS

SGSYYAQINQ
tgsyragist

SSSSSSSS
SSSSSSSSS

175

179

235

239

VSYK----KD
ivphetkspe
Ss s
Ss S
KNVTLTTNKE
ktsak--1ss
Ss

Sss ssSs


http://swissmodel.expasy.org/workspace/smtl/index.php?method=results&wt=1&pdbid=2if7A

TARGET 146 FTLHIYEKLQ KPQIIVESVT PSDTDSCTFT LICTVKGTKD SVQYSWTRED
21if7A 100 ytlrilrglr nigvtnhs-- --gnmtcelh ltcsvedadd nvsfrwealg
TARGET 5SSSss 5SSSs 5SSSS Ssss 5SSSss
2if7A Ssssss Sssss SSSS ssSss Ssssss
TARGET 196 THLNTYDGSH TLRVSQS-VC DPDLPYTCKA WNPVSQNSSQ PVRIWQFCT
21if7A 149 ntls---sgp nltvswdpri sseqgdytcia enavsnl-sf svsagklce-
TARGET 5SS S SSSsss SSSSSSS Ss  SSS S sSSS
2if7A sSss S SssSsss SSSSSSS SS SSS SS SSSS
Anolea
Batch.2
anolea 10 A
0
_10_
_2C|_
=30~ T T T T T T
a1 &l 71 gl o
PPTYISGMLGGSEYTFSESLNISKDAEIEHITWNCPPEALALYSYRKKEDITILD
anolea 10
0
-10
—20
-30 T T T T T
101 111 121 131 141
KGYNGRLEYSEDGY SLYMSHNLTESDSGSYYAQIMNOKENYTLTTHNRKEFTLHI
anolea 10
0
-10
_20_
=30~ T T T T T
151 161 171 181 191
YERLOKPOIINMESYTPSOTDSCTFTLICTYKGTHEDSEYOYSWTREDTHLNT
anolea 10 1
0 -
_10_
_20-
—30- T T T T T
201 211 221 231 2d1 243
YOGSHTLRERYSOSYCODPOLPYTCHKAWNPYSQNSSOPYRIWOFCT
Modelling log
3.70 (SP3)

Loading Template: 2if7A.pdb

Loading Raw Sequence

Renumber target sequence starting from (51)
Loading Alignment: ./NXXX.align.submit.fasta
Removing HET groups from template structure

Refining Raw Sequence Alignment
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ProModII: doing simple assignment of backbone

ProModII: adding blocking groups

Adding Missing Sidechains

AddPolar H

BuildDeletetedLoopsModel

Trying Ligating with anchor residues TYR 92 and ASP 95
Number of Ligations found: 2

all loops are bad; continuing CSP with larger segment
Trying Ligating with anchor residues SER 91 and ASP 95
Number of Ligations found: 40

ACCEPTING loop 29: clash= 0 FF= -157.7 PP= -3.00
Small Ligation (C-N < 3.0A) ignored;

GROMOS will repair it at residue VAL 163

Building CSP loop with anchor residues GLU 111 and TYR 114
Number of Ligations found: 7

ACCEPTING loop 4: clash= 0 FF= 33.4 PP= 0.00
Building CSP loop with anchor residues LEU 140 and ASN 143
Building CSP loop with anchor residues THR 139 and ASN 143
Number of Ligations found: 1

all loops are bad; continuing CSP with larger segment
Building CSP loop with anchor residues VAL 138 and ASN 143
Number of Ligations found: 347

ACCEPTING loop 106: clash= 0 FF= 142.3 PP= -2.00
Building CSP loop with anchor residues SER 163 and ASP 168
Number of Ligations found: 239

ACCEPTING loop 214: clash= 0 FF= 343.0 PP= -1.00
Building CSP loop with anchor residues ASN 199 and GLY 203
Building CSP loop with anchor residues ASN 199 and SER 204
Number of Ligations found: 265

ACCEPTING loop 118: clash= 0 FF= -189.6 PP= -1.00
Building CSP loop with anchor residues ASN 231 and GLN 234
Number of Ligations found: 7

ACCEPTING loop 0: clash= 0 FF= -312.4 PP= -4.00
Optimizing Sidechains

Adding Hydrogens

Optimizing loops and OXT (nb = 26)

Final Total Energy: -4630.725 KJ/mol

Dumping Sequence Alignment

Modellierung der Doméanen V3C4 von msCD229 auf huNTB-A
Model info:

modelled residue range: 51 to 243

based on template: 2if7A (3.00 A) Remark: No search for template was performed.
Only user specified template was used for modelling.

Sequence Identity [%]: 28.788

Evalue: 3.40e-27

Alignment

TARGET 252 AGKTVVG ILGEPVTLPL EFRATRATKN VVWVENTSVI SQERRGAATA
21if7A 3 l1--tplmvng ilgesvtlpl efpagekvnf itwlfnetsl afivphetks

91


http://swissmodel.expasy.org/workspace/smtl/index.php?method=results&wt=1&pdbid=2if7A

TARGET
21if7A

TARGET

21f7A

TARGET

21f7A

TARGET

21f7A

TARGET

21if7A

TARGET

2if7A

TARGET
21if7A

299
51

349
98

399
148

SSSSS
SSSSS

DSRRKPKGSE
peihvtnpkqg
Sssss
Sssss
RHFTLLVYKR
ssytlrilrg
Ssssssss
SSsssssss
ONKAVMSQGK

gntls---sg

SSS
SSS

SSSSSS
SSSSSS

ERRVRTSDQD
gkrl-nftgs
SSSSSS
SS SSS
LEKPSVTNSP
lrnigvtnhs

SSSSS
SSSSS
SHLNVSWE-S

pnltvswdpr

SSSSSSS
SSSSSsSs

QSLKISQLKM
yslglsnlkm

SSSSSSS
SSSSSSS

VHMMNGICKV
-—--gnmtcel

SSS

SSS
GEHLPNFTCT
isseqgdytci

SSSSSS
SSSSSsS

SSSSSS SSS
SSSSSS SSS

EDAGPYHAYV
edtgsyraqgi
SSSSSSS
SSSSSSS
VLTCSVDGGG
hltcsvedad
SSSSS
SSSSS
AHNPVSNSSS

aenavsnlsf

SSS
SSS

SSSSS
SSSSS

SSSS
SSSS

CSEASRDPSV
stktsa--kl1

S SS
SsS SsS SsS

NNVTYTWMPL
dnvsfrweal

SSSSSS
SSSSSS

QFSSGTICS
svsagklce-

sssshhh
Ssss
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Anolea

Batch.1
anolea

anolea

anolea

10 4
[:l -
104
20
30
—4n-

282 262 Zre 2z 292

AGKTYWYGILGEPYTLPLEFRATRATKENYYWNFNTSVYISOERRGAATADSR
10 7
[:l -
_10_
_20_
_3|:|_
_4|:|_

0z Jiz JzE 332 e
REPRKGSEERRYETIODODOSLKISOLEKMEDAGPYHAYYCSEASROPSYREHF

-4 T T T T T

33z Jae 3re 3z 392
TLLYYKRLEKPSYTHSPYHHMHMNGICKY YLTCSYDGGGHNYTYTWMHPLONE

anolea 19
4]
=10
-2
—-30
-4 T T T T T
402 41z dz2 4.3z 442 446
AYMEIOGK SHLNY SWESGEHLPNFTCTAHNPYSENSZSOFSSGTICS
Modelling log
3.70 (SP3)

Loading Template: 2if7A.pdb

Loading Raw Sequence

Renumber target sequence starting from (252)
Loading Alignment: ./NXXX.align.submit.fasta
Removing HET groups from template structure
Refining Raw Sequence Alignment

ProModII: doing simple assignment of backbone
ProModII: adding blocking groups

Adding

Missing Sidechains

AddPolar H
BuildDeletetedLoopsModel
Small Ligation (C-N < 3.0A) ignored;

GROMOS

will repair it at residue SER 167

Building CSP loop with anchor residues ARG 311 and THR 314

Number

of Ligations found: 5

ACCEPTING loop 1: clash= 0 FF= 39.5 PP= 1.00
Building CSP loop with anchor residues ARG 344 and SER 347
Building CSP loop with anchor residues SER 343 and SER 347

Number

of Ligations found: 4

all loops are bad; continuing CSP with larger segment
Building CSP loop with anchor residues ALA 342 and SER 347
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Number of Ligations found: 262

ACCEPTING loop 186: clash= 0 FF=
Building CSP loop with anchor residues PRO
Number of Ligations found: 78

ACCEPTING loop 5: clash= 0 FF=
Building CSP loop with anchor residues VAL
Building CSP loop with anchor residues VAL
Number of Ligations found: 146

ACCEPTING loop 22: clash= 0 FF=
Optimizing Sidechains

Adding Hydrogens

Optimizing loops and OXT (nb = 18)

Final Total Energy: -5735.317 KJ/mol
Dumping Sequence Alignment

=272
368

-13
403
403

205.

.2 PP=

-4.00

and MET 372

.5 PP=

0.00

and GLY 407
and LYS 408
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Plasmide

V40 Intron
aRalpha promoter

\ CD8 leader

Ampicillin FLAG-Tag
Balll

Neomycin f_.__.—r"S"""E-B VHH
pME s+16a mslgG1-Fc
ca. 4.8 kpb
my — xXhol
Motl
SV40 PolyA

origin

Replikationsursprung (origin)
Meomyconresistenz Gen (Meomycin)
Ampicilinresistenz Gen (Ampicillin)

SR alpha Promoter (SRalpha promoter)
SWA0 Intron (SW40 |ntron)

CDE- Signalsequenz (COB leader)
FLAG Aminosduresequenz (FLAG-Tag)
s+168a VHH cOMNA Insert (s+16a WVHH)
mslgG1-Fe (Fo)

SWA0 Poly Adenin (SW40 Polya)
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V40 Intron

SRalpha promoter
\ CD8 leader

FLAG-Tag

Ampicillin

Balll

H__H__H_,amsﬂl'.'lliw1 c2

MNeomycin

pME msCD229V1C2-Fc
ca. & kpb

Mot

origin

Feplikationsursprung (origin)

Meomyconresistenz Gen (Meomyein)

Ampicillinresisternz Gen (Ampicillin

SR alpha Promoter (SRalpha promoter)

SW40 Intron (SYW40 Intron)

CDBE- Signalsequenz (CDE leader)

FLAG Aminosduresequenz (FLAG-Tag)

msCD229 Domanen V1-C2 cOMA Insert (msCD228W1C2)
mslgG1-Fe (Fe)

SVA0 Paly Adenin (340 PolyA)
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V40 Intron

SRalpha promoter
\ CD8 leader

FLAG-Tag

Ampicillin

Balll

H__H__H_,amsﬂl'.'lliw1 Cc4

MNeomycin

pME msCD229V1C4-Fc
ca. 62 kpb

Mot

origin

Feplikationsursprung (origin)

Meomyconresistenz Gen (Meomyein)

Ampicillinresisternz Gen (Ampicillin

SR alpha Promoter (SRalpha promoter)

SW40 Intron (SYW40 Intron)

CDBE- Signalsequenz (CDE leader)

FLAG Aminosduresequenz (FLAG-Tag)

msCD229 Domanen V1-C4 cDMA Insert (msCD228W1C4)
mslgG1-Fe (Fe)

SVA0 Paly Adenin (340 PolyA)
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Lebenslauf entfallt aus datenschutzrechtlichen Griinden
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