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1. Zusammenfassung

Die ADP-Ribosylierung ist eine reversible, kovalente Modifikation von Proteinen, bei der
ADP-Ribose von NAD auf Aminosiure-Seitenketten in Zielproteinen iibertragen wird. Zu
den Arginin-spezifischen Mono-ADP-Ribosyltransferasen (ARTs) gehoren bakterielle Toxine
wie Choleratoxin und Salmonella enterica SpvB Toxin sowie membranstidndige Ektoenzyme
von Sdugetieren. Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Identifikation von Zielproteinen
auf der ART2-exprimierenden Zelllinie YAC-1 und der anschlieBenden Charakterisierung des
neu beschriebenen ART-Zielproteins CD25.

Im ersten Teil der Arbeit wurden ART-Zielproteine in der murinen YAC-1 Lymphomzelllinie
mit Hilfe massenspektrometrischer Analysen identifiziert. Die alpha-Untereinheit des
Interleukin-2-Rezeptors (CD25) sowie das Adhisionsprotein CD229 wurden mittels
radioaktivem ADP-Ribosylierungs-Assay als Hauptziele dieser posttranslationalen
Modifikation in dieser Zelllinie bestitigt. CD25 stellt in diesen Zellen dabei das Zielprotein
dar, das am meisten Radioaktivitdt inkorporiert. Es konnte gezeigt werden, dass CD25
ebenfalls auf der Oberfliche von primidren murinen CD4" T-Zellen ADP-ribosyliert wird.
Diese CD4'/CD25" Zellen (so genannte natiirliche regulatorische T-Zellen, Tregs) machen in
der Maus nur einen kleinen Prozentsatz der CD4" T-Zellen aus.

Nach stabiler Transfektion von humaner ART1 bzw. muriner ART2.2 in die Interleukin-2
(IL-2)-abhingige humane Kit 225 sowie die murine CTLL-2 Zelllinien gelang im zweiten
Teil der Arbeit der Nachweis, dass sowohl die murine als auch die humane Form von CD25
auf diesen Zellen prominente Zielproteine der ADP-Ribosylierung darstellen. Mit diesen
stabil-transfizierten Zellen wurde zudem ein Zellkulturmodell etabliert zur Untersuchung der
Frage, ob die ADP-Ribosylierung einen Einfluss auf die IL-2-abhingige
Signaltransduktionskaskade ausiibt. Es konnte in der Tat gezeigt werden, dass die ADP-
Ribosylierung von Zelloberflichenproteinen auf CTLL-2 Zellen die IL-2-abhingige
Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors STATS hemmt.

Der dritte Teil der Arbeit beschéftigt sich mit der Identifikation der ADP-
Ribosylierungsstelle(n) in der extrazelluliren Doméne von murinem und humanem CD25. In
silico-Analysen zeigen, dass sechs Arginine bei CD25 aus Maus, Mensch und Ratte
konserviert, sowie je fiinf weitere bei Maus und Mensch nicht konserviert sind. Die 3D-
Kristallstruktur der humanen und das mit Hilfe dessen angefertigte 3D-Strukturmodell der
murinen CD25 zeigen, dass alle konservierten Arginine an der Molekiiloberflache liegen und
damit ART1 bzw. ART2.2 prinzipiell zugéinglich sind. Die Ergebnisse von ADP-
Ribosylierungs-Assays nach Kotransfektionen von ART2.2 und murinem bzw. humanem
CD25 in humane HEK-T Zellen zeigen, dass humanes CD25 in diesen Zellen wesentlich
stirker als die murine Form ADP-ribosyliert wird. Die Beobachtung, dass sidmtliche
zielgerichtete Arginin-Einzelmutanten von CD25 nach Ko-transfektion mit ART in HEK-T
Zellen noch radio-ADP-ribosyliert werden, legt nahe, dass CD25 an mehr als einem
Arigninrest ADP-ribosyliert wird.

Die Ergebnisse der Arbeit weisen neue potentielle ART-Zielproteine auf und geben Hinweise
auf eine mogliche funktionelle Rolle der posttranslationalen Modifikation der Interleukin-2-
Rezeptor alpha-Untereinheit (CD25) mit ADP-Ribose.



1.1 Abstract

ADP-ribosylation is a reversible covalent protein modification in which ADP-ribose is
transferred from NAD to side chains of target proteins. Members of the group of arginine
specific mono-ADP-ribosyltransferases (ARTs) are bacterial toxins like Cholera toxin and
Salmonella enterica SpvB toxin as well as endogenous mammalian membrane bound ecto
enzymes. The present study focuses on the identification of target proteins on the ART2-
expressing lymphoma cell line YAC-1 and the subsequent analysis of the newly identified
ART target protein CD25.

In the first part of the study (etheno)-ADP-ribosylated proteins on the YAC-1 lymphoma cell
line were isolated and identified by mass spectrometry. The alpha subunit of the interleukin-2
receptor (CD25) as well as the adhesion molecule CD229 were confirmed as main targets of
the ADP-ribosylation on YAC-1 cells by radioactive ADP-ribosylation assays. On these cells,
CD2S5 incorporates more radioactivity than any other target protein. Additional results show
that CD25 can be ADP-ribosylated on the cell surface of murine CD4" T lymphocytes. These
CD4"/CD25" cells (called regulatory T cells, Tregs) represent a small group of the CD4" T
cell population.

In the second part of the study, stable transfection of human ART1 or murine ART2.2 in the
interleukin 2 dependent human cell line Kit 225 and murine cell line CTLL-2 led to the
confirmation of CD25 as a prominent ADP-robosylation target in these cells as well. The
ART2.2-transfected interleukin 2 dependent cell line CTLL-2 provided a new model for
measuring the effect of cell surface ADP-ribosylation on signal transduction via the
interleukin 2 receptor. Indeed, the results of this study indicate that ADP-ribosylation of cell
surface proteins inhibits the interleukin 2-induced phosphorylation of STATS.

The third part of the study concerns the identification of the ADP-ribosylation site(s) in the
extracellular domains of human and murine CD25. In silico analyses revealed six conserved
arginine residues in human, mouse and rat CD25, as well as additional five nonconserved
arginines each, in human and mouse CD25. The 3D-structure of human CD25 and a
subsequent computer generated 3D-model of murine CD25 reveal that all conserved arginines
are exposed on the protein surface and, therefore, present potential ADP-ribosylation sites.
The results of radio-ADP-ribosylation assays with human HEK-T cells transiently co-
transfected with ART2.2 and human or murine CD25 indicate that the human form is a much
better ADP-ribosylation target in these cells than its murine counterpart. Site-directed
mutagenesis of each arginine in murine CD25 and each conserved arginine in human CD25 to
lysine and subsequent radioactive ADP-ribosylation assays in ART-co-transfected HEK cells
provided evidence that CD25 is ADP-ribosylated on multiple sites.

Taken together, the results of this study identify new potential ART-target proteins and
indicate possible functional consequences of the posttranslational modification of CD25 by
ADP-ribose.



2. Einleitung

2.1  ADP-Ribosylierung

Bei der Adenosindiphosphat (ADP)-Ribosylierung handelt es sich um eine kovalente,
reversible Modifikation von Proteinen. Durch diese posttranslationale Modifikation kann die
Funktionsweise diverser Zielproteine verdndert werden. Bei der Mono-ADP-Ribosylierung,
die bakterielle Toxine und bei Séugetieren extrazellulire, endogene Mono-ADP-
Ribosyltransferasen (ARTs) katalysieren, wird ADP-Ribose von Nikotinamid-Adenin-
Dinukleotid (NAD) auf ein Substrat, welches meist eine Aminosdure ist, {ibertragen (Haag
and Koch-Nolte 1997; Corda and Di Girolamo 2003; Fieldhouse and Merrill 2008; Koch-
Nolte, Kernstock et al. 2008). Poly-ADP-Ribose-Polymerasen (PARPs) katalysieren die Poly-
ADP-Ribosylierung, bei der am Zielprotein ein verzweigtes Polymer aus ADP-Ribosegruppen
erzeugt wird (Hassa and Hottiger 2008). Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der ADP-
Ribosylierung von Membranproteinen auf der Oberfliche von Lymphozyten.

2.1.1 ADP-Ribosyltransferasen

Die Familie der ARTs besteht aus vier Mitgliedern in der humanen (ART1, ART3, ART4,
und ARTS) und sechs Mitgliedern in der murinen (ART1, ART2.1, ART2.2, ART3, ART4
und ARTS) Spezies (Glowacki, Braren et al. 2002). Die Familie der PARPs besitzt Mitglieder
bestehend aus mehreren Doménen, welche intrazellulir zu finden sind. Dabei ist die
katalytische ART-Domidne mit anderen Doménen verbunden. Diese konnen verschiedene
Funktionen ausiiben, wie z.B. Protein-, oder Nukleinsdurebindungen ausbauen. Es sind 17

Mitglieder in der humanen und 16 in der murinen Spezies beschrieben. Dabei fehlt der Maus
das Gen fiir PARP7 (Otto, Reche et al. 2005).

2.1.2 Prokaryotische Toxin-ADP-Ribosyltransferasen

Viele prokaryotische ADP-Ribosyltransferasen werden als Toxin-Enzyme sezerniert. Man
war sich daher der klinischen Auswirkungen von Erregern, die ART-Toxine bildeten, schon
frith bewusst. So erhielt Emil von Behring 1901 den ersten Nobelpreis fiir Medizin aufgrund
seiner Arbeit mit Paul Ehrlich in welcher er das Serum immunisierter Pferde dazu benutze,
um die Diphtherie zu behandeln (Winau and Winau 2002). Das Diphtherietoxin wurde iiber
50 Jahre spiter als erstes Enzym mit ADP-Ribosylierungsfihigkeit beschrieben (Honjo,
Nishizuka et al. 1968). Durch die ADP-Ribosylierung des eukaryotischen Elongationsfaktors
2 (EF2) konnte es die Proteinbiosynthese inhibieren (Collier 2001).

Eine Vielzahl weiterer bakterieller Toxine mit ART-Aktivitit wurde seit dem beschrieben.
Dazu zdhlen Toxine von Erregern wie Pseudomonas aeruginosa, Vibrio cholerae,
Escherichia coli, Bordetella pertussis, Clostridium botulinum und Salmonella enterica. Zu



ihren intrazelluldren Zielproteinen zédhlen GTP-bindende Proteine wie ras oder rho, aber auch
Zytoskelettbestandteile wie Aktin (Aktories and Just 2000).

2.1.3 Struktur und Lokalisation der ART?2

Bei der vorliegenden Dissertation wurde die Funktion von mono-ARTs des Menschen und der
Maus untersucht. Dabei kamen Zellen der lymphoiden Zellreihe zum Einsatz. Auf diesen
Zellen werden in der Maus die urspriinglich als RT6 bezeichneten Enzyme ART2 exprimiert.
Das beim Menschen durch drei aufeinander folgende Stop-Codone inaktivierte ART2-Gen
auf dem Chromosom 11 (Koch-Nolte, Haag et al. 1993; Haag, Koch-Nolte et al. 1994) wird
bei der Maus in zwei Formen codiert (Hollmann, Haag et al. 1996). Die vermutlich durch
Duplikation entstandenen Gene ART2.1 und ART2.2 liegen tandemartig in syntenischer Lage
auf dem Chromosom 7 und zeigen zueinander eine hohe Nukleotidsequenzihnlichkeit von
87 % mit einer entsprechend hohen Aminosduresequenzéhnlichkeit von 79 %. Ein
Unterschied stellt die Aktivitdt dar. ART2.1 ist wahrscheinlich aufgrund zweier zusitzlicher
Cysteinreste, welche bei keiner anderen ART beschrieben sind (Glowacki, Braren et al.
2002), nur bei gleichzeitigem Vorhandensein von reduzierenden Mitteln wie Dithiothreitol
(DTT) aktiv (Hara, Badruzzaman et al. 1999). Beide ART2-Enzyme werden bei der Maus auf
der Zelloberfliche von T-Lymphozyten exprimiert und zeigen bei Uberexpression in vitro ein
dhnliches Muster von ADP-ribosylierten Proteinen an (Koch-Nolte, Duffy et al. 1999; Krebs,
Koestner et al. 2003).

Die Tertidrstruktur der Ratten-ART2 wurde 2002 von Mueller-Dieckmann et al. durch
kristallographische Rontgenstrukturanalysen aufgekldrt (Mueller-Dieckmann, Ritter et al.
2002; Mueller-Dieckmann, Scheuermann et al. 2002). Da sie mit dem Substrat NAD
kokristallisiert wurde, konnte das aktive Zentrum besser dargestellt werden. Aufgrund des
keilférmigen aktiven Zentrums in dem sonst rund anmutenden Enzym, wurde die Analogie
zum ,,Pacman* gewéhlt und in den schematischen Abbildungen in dieser Arbeit fortgefiihrt.
Die ART2.2, welche zusammen mit der ART2.1 auf naiven T-Lymphozyten der Maus
exprimiert wird (Ohlrogge, Haag et al. 2002), hat als Verbindung zur Zelloberflidche einen
Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-Anker (Okazaki, Kim et al. 1996). Diese Verbindung
kann durch exogene Zugabe einer bakteriellen Phosphatidylinositol-spezifische Phospholipase
C (PI-PLC) oder durch endogen sezernierte Phosphatidylinositol-spezifische Phospholipase D
(PI-PLD) gelost werden. Alternativ kann nach Aktivierung der T-Zelle mit anti-CD3 mAb
oder PMA die ART2.2 durch die Proteinase TNF-a-converting enzyme (TACE) proteolytisch
von der Zelloberflache freigesetzt werden. Die somit losgeldste ART2.2 behélt zwar noch ihre
ADP-Ribosylierungsfunktion, verliert aber in in vitro Studien fast ihr gesamtes Potential
Proteine auf der Zelloberflaiche zu modifizieren (Kahl, Nissen et al. 2000).

Die Expression des GPI-Ankers legt die Assoziation von ART2.2 mit den sogenannten
,membrane rafts* nahe (Horejsi 2003). Bekannte Beispiele fiir membrane rafts und ihre
Funktionen stellen der T-Zell-Rezeptor (TCR) (Horejsi 2003) und die Immunologische
Synapse (Bromley, Burack et al. 2001) dar.

In unserer Arbeitsgruppe konnte 2005 durch Bannas et al. gezeigt werden, dass ART2.2
ebenfalls mit ,,membrane rafts* assoziiert ist und diese Assoziation sich auf die Aktivitdt und
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Spezifitit des Enzymes auswirkt (Bannas, Adriouch et al. 2005). Nach Auflésung der
,membrane rafts durch Zugabe von Methyl-B-Cyclodextrin (MCD) vervielfachte sich die
Anzahl an Zielprotein-Banden in dem radioaktiven ADP-Ribosylierungs-Assay auf so
behandelten Zellen, was ein Indiz dafiir ist, dass die Assoziation der ART2.2 mit ,,membrane
rafts die Zielproteinspezifitit beeinflusst.

2.14 Enzymatische Reaktion der mono-ADP-Ribosylierung

Die ADP-Ribosylierung wird bei Sdugetier-Mono-ARTs ART1, ART2.1, ART2.2 und ARTS
argininspezifisch durchgefiihrt. Die dafiir benétigte Aminosduresequenz ist im aktivem
Zentrum des Enzyms konserviert und lautet R-S-EXE (Glowacki, Braren et al. 2002).

Wie bereits erwdhnt, wird bei der ADP-Ribosylierung NAD durch die ART gebunden und
ADP-Ribose auf eine spezifische Zielaminosdure {ibertragen (Jacobson and Jacobson 1989;
Aktories 1991). Im Fall der ART2.2 ist das die Aminosdure Arginin. Dabei wird Nicotinamid
freigesetzt. Die Hydrolyse der N-glykosidischen Bindung zwischen Nicotinamid und der
Ribose-Gruppe des NAD ist aufgrund des hohen Energiegehaltes der Bindung eine exotherme
Reaktion. Es entsteht -34,3 kJ/mol freie Energie. Diese Energie wird dazu verwendet die
ADP-Ribosegruppe an dem Aminosdurerest zu binden. Siehe dazu Abb. 1. Der Nachweis
ADP-ribosylierter Proteine wird in Kapitel 5.1.2 erldutert.
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Abb. 1 Modell der ADP-Ribosylierung Die Abbildung zeigt die, Uber ein GPI-Anker
membrangebundene mono-ADP-Ribosyltransferase (ART), welche mit Hilfe von NAD den Argininrest
eines Proteins (hier: CD25) ADP-ribosyliert. Dabei wird Nicotinamid freigesetzt (Modifiziert nach
Krebs, Koestner et al. 2003) a = Adenosin, r = Ribose, n = Nicotinamid

2.1.5 Rolle der ART1 und ART?2 im Immunsystem

Die ADP-Ribosyltransferase (ART) 2.2 wird in der Maus auf T-Lymphozyten exprimiert
(Ohlrogge, Haag et al. 2002). Auf diesen Zellen ist es fiir die ADP-Ribosylierung
verschiedener Zelloberflachenproteine, wie das Integrin LFA-1 (Nemoto, Yu et al. 1996) oder
den Purinorezeptor P2X7 (Seman, Adriouch et al. 2003) verantwortlich. Weitere Zielproteine
sind der Korezeptor fir MHC I CDS8, CD27, der Ligand von ICAM-1 CD43, ein
Hyaluronanrezeptor CD44 und die Tyrosinphosphatase CD45 (Okamoto, Azhipa et al. 1998).
Die Zugabe von NAD ex vivo zeigte bei T-Zellen eine Inhibierung der induzierten
Zellproliferation, der Zytotoxizitét, und eine inhibierte Zytokinsekretion. Ebenfalls wurde das
Phianomen des NAD induzierten Zelltodes (NAD induced cell death, NICD) von murinen T-
Zellen ndher untersucht. Die Tatsache, dass ART2 KO Méuse (Ohlrogge, Haag et al. 2002)
und T-Zellen, welche zuvor mit Antikorpern gegen ART2 inkubiert wurden (Seman,
Adriouch et al. 2003) dieses Phdnomen nicht aufweisen, macht eine Beteiligung des ecto-
Enzymes wahrscheinlich. Die ADP-Ribosylierung des Purinorezeptors P2X7 an dem Arginin
125 (Adriouch, Bannas et al. 2007) wurde fiir die Porenformation des Rezeptors
verantwortlich gemacht, die apoptotische Zellprozesse in Gang bringt. Dabei reichen bereits
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inflammationsbedingte Mengen an NAD in vivo aus um ein NICD der T-Zellen auszuldsen
(Adriouch, Hubert et al. 2007). Ein Gegenspieler in diesem System stellen zum einen
Metalloproteasen dar, welche die ART2 nach Aktivierung der T-Zelle von der Zelloberfldche
l6sen (Kahl, Nissen et al. 2000) und somit die ADP-Ribosylierung des P2X7 erschweren (Liu,
Azhipa et al. 2001).

Ein anderer Gegenspieler, welcher dazu fiihrt, dass das freigesetzte NAD rasch abgebaut wird,
ist die ecto-NAD-Glukohydrolase (ecto-NADase) CD38 (Krebs, Adriouch et al. 2005). Dieses
Enzym verhindert somit ebenfalls die ADP-Ribosylierung von P2X7 und dadurch den NICD.
Um die ADP-ribosylierten Proteine in dieser Arbeit besser untersuchen zu kénnen, wurden zu
dem NAD grofere Mengen an ADP-Ribose hinzugefiigt. Dieses sollte CD38 kompetitiv
hemmen (siehe Kapitel 5.3.4). Es wurde ebenfalls darauf geachtet, bei der Charakterisierung
des ADP-Ribosylierungsmusters auf murinen T-Zellen ex vivo, P2X7 KO Miuse zu
verwenden, um einen NICD zu verhindern (siche Kapitel 6.1.5)

Im Zusammenhang mit der Rolle der humanen ART1 im Immunsystem wurde als Zielprotein
das ,,neutrophil-derived peptidel* (HNP-1) beschrieben. Dieses, zur Klasse der Defensine
gehorende Protein, wird zum angeborenen Immunsystem gezdhlt und iibt neben
antimikrobiellen auch chemotaktische Funktionen aus (Ganz 1999). Durch die humane ART1
wird HNP-1 an den Argininen 14 und 24 ADP-ribosyliert, was zu einem Verlust seiner
zytotoxischen und antimikrobiellen Aktivitdt fiihrt. Es behélt jedoch seine chemotaktische
Wirkung (Paone, Wada et al. 2002). Diese Modifikation des Defensins wurde in Lungen von
Rauchern, Patienten mit Zystische Fibrose oder Asthma, beobachtet (Paone, Stevens et al.
2006).

2.2  Der Interleukin-2-Rezeptorkomplex

Interleukin 2 (IL-2) {ibt seine Funktion aus, indem es sowohl mitogene (Smith 1988) als auch
differenzierende Wirkungen (Tigges, Casey et al. 1989) auf Lymphozyten aufweist. Das
Zytokin wirkt liber den heterotrimeren Komplex des Interleukin-2-Rezeptors. Dabei bindet
IL-2 zuerst an die a-Kette des Rezeptors (p55, Tac, CD25), welche sich anschlieBend mit der
B- (p75, CD122) und y-Kette (common Gamma, p64, CD132) zusammenlagert (Rickert,
Wang et al. 2005). Die Aufgabe der a-Kette ist es, aufgrund ihrer IL-2-Affinitét, zur schnellen
Assoziationsrate des heterotrimeren Rezeptors beizutragen. Aufgrund ihrer kurzen
zytoplasmatischen Domine beteiligt sie sich nicht an der Signaltransduktion (Wang and
Smith 1987). Mutationen der intrazelluldren Phosphorylierungsstellen zeigten keine
Konsequenzen fiir die IL-2 Affinitdit oder den Ablauf der intrazelluldren
Signaltransduktionskaskade (Hatakeyama, Minamoto et al. 1986). Einfluss auf die
Signaltransduktionskaskade haben die beiden anderen Rezeptoruntereinheiten  und 7y
(Nakamura, Russell et al. 1994), welche tiblicherweise alleine auf naiven T Zellen exprimiert
werden (Kondo, Ohashi et al. 1994). Thre Affinitdt zu IL-2 ist jedoch so gering, dass 10-
50 fach hohere Konzentrationen des Zytokins, als in vivo beschrieben sind, ndtig wéiren um
sie zu aktivieren (Gaffen 2001).
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Der Rezeptor teilt sich die fiir die Signaltransduktion wichtige B-Kette mit dem IL-15-
Rezeptor (Grabstein, Eisenman et al. 1994) und die y-Kette mit dem IL-4-Rezeptor (Kondo,
Takeshita et al. 1993; Russell, Keegan et al. 1993), IL-7-R (Noguchi, Nakamura et al. 1993),
IL-9-R (Kimura, Takeshita et al. 1995) und dem IL-15-R (Giri, Ahdieh et al. 1994). In der
vorliegenden Arbeit wird die posttranslationale Modifikation des CD25 durch ADP-Ribose
untersucht.

221 Die alpha-Untereinheit des Interleukin-2-Rezeptors

Obwohl die alpha-Untereinheit des Interleukin-2-Rezeptors (CD25) nicht an der
Signaltransduktion aufgrund ihres kurzen zytoplasmatischen Teils teilnimmt, spielt sie bei der
physiologischen Antwort auf den IL-2-Reiz eine wichtige Rolle. Die beta- und gamma-Kette
konnen zwar in vitro die Zellen zusammen mit IL-2 aktivieren (Nakamura, Russell et al.
1994). Durch ihre niedrige Affinitit zu dem Zytokin briuchte es jedoch hohere IL-2
Konzentrationen als unter physiologischen Bedingungen beobachtet wurden. Dies wird
ebenfalls durch den dhnlichen Phidnotyp von IL-2 KO- versus IL-2Ra KO-Maéusen deutlich
(Sadlack, Merz et al. 1993; Willerford, Chen et al. 1995). Fallberichte, in denen die
Alphauntereinheit beim Menschen funktionsunfdhig wurde, machen ebenfalls deutlich, dass
die korpereigenen IL-2-Konzentrationen nicht ausreichen, um den Ausfall zu kompensieren
(Sharfe, Dadi et al. 1997).

Die Kristallstruktur der humanen Interleukin-2-Rezeptoruntereinheit o zeigt, dass sie zwei
»sushi-like“-Domidnen D1 (Glutaminsdure 1 bis Serin 63) und D2 (Glycin 102 bis Glycin
165) besitzt. Die rdumlich wie ein Ober- und Unterarm anmutenden CD25-Bestandteile sind
in einem Winkel von 70-90 © zueinander angewinkelt (Sieche Abb. 29). Die Dominen
bestehen jeweils aus flinf beta-Faltblattern. Der D1-Domine kommt dabei die Aufgabe der
IL-2-Bindung zu, bei der sie sich mit ca. 82 % der Interaktions-Bindungsfldche beteiligt.
Beide Domédnen werden durch ein 42 Aminosduren langes Linker-Peptid verbunden
(Threonin 65 bis Histidin 103). Die Verbindung zum Zytoplasma bildet ein weiteres 54
Aminosduren langes Polypeptid (Glycin 165 bis Glutaminsdure 217). Dieses ist mit der D2-
Doméne verbunden. Interessanterweise zeigen kristallographische Rontgenstrukturanalysen
des humanen CD25 mit IL-2 (Rickert, Wang et al. 2005) oder des heterotrimeren IL-2-
Rezeptorkomplexes mit IL-2 (Wang, Rickert et al. 2005; Stauber, Debler et al. 2006), dass
sich in den beiden als Ober- und Unterarm anmutenden CD25-Bestandteilen jeweils beide
Sushi-like Doménen D1 (Abb. 2, griin) und D2 (Abb. 2, cyan) beteiligen.
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Abb. 2 CD25 Domaéanentopologie Das Schema zeigt die 2D-Struktur des humanen CD25 durch
Anlehnung an die kristallographisch identifizierten Strukturmerkmale. Die Arginine sind unter anderem
als rote und blaue ,R“ hervorgehoben. Siehe dazu auch die Kristallstruktur in Abb. 29 (Rickert,
Wang et al. 2005).

CD2S5 findet zusitzlich als induzierbares Oberflachenprotein bei Aktivierungs-Assays von T-
Zellen durch den T-Zell-Rezeptor oder iiber polyklonale Stimulantien wie Concanavalin A
(Con A), Phytohemagglutinin (PHA) oder ,,Pokeweed-Mitogen* (PWM) (Letwin and Quimby
1987) eine wichtige Rolle in der Medizin. Es werden ebenfalls Antikérper gegen die
Rezeptoruntereinheit eingesetzt (Depper, Leonard et al. 1983), welche die durch IL-2
ausgeloste Vermehrung von T-Zellen bei TransplantatabstoBung blockieren sollen
(Waldmann and O'Shea 1998; Nashan 2005).

2.2.2 Signaltransduktionskaskade des IL-2-Rezeptors

Die Signaltransduktion des Interleukin-2-Rezeptors beruht auf der Bildung des quaterndren
Komplexes aus IL-2 und den drei Rezeptoruntereinheiten a, f und y. Wie oben beschrieben
sind die Untereinheiten B und y entscheidend fiir die Signaltransduktionskaskade (Nakamura,
Russell et al. 1994). Der zytoplasmatische Teil dieser beiden Ketten leitet das Signal, welches
von auflen auf die Zelle wirkt, nach innen weiter. Die B-Kette tritt durch die Dimerisierung
mit der y-Kette in Interaktion mit den Januskinasen 1 und 3 (JAKI und JAK3) (Zhu, Berry et
al. 1998). Diese rdumliche Néhe flihrt zur gegenseitigen Phosphorylierung der beiden Kinasen
an ihren Tyrosinresten in den aktiven Zentren, was ihre Kinaseaktivitdt erheblich steigert
(Liu, Gaffen et al. 1997). Die nun aktivierten Kinasen phosphorylieren die Tyrosinreste an der
B-Kette, was die Bindung weiterer Komponenten der Signaltransduktionskaskade begiinstigt.
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Die gebundenen Komponenten werden ihrerseits durch die Nachbarschaft zu den
Januskinasen selber phosphoryliert und tragen somit das Signal weiter. Man unterscheidet
dabei, wie in Abb. 3 vereinfacht dargestellt ist, drei Wege: Links den ,,Phosphatidylinositol-3-
Kinasen* (PI3K) Weg, in der Mitte den ,,Signal Transducer and Activator of Transcription 5
(STATS) Weg und rechts den ,,Mitogen-Activated Protein Kinase* (MAPK) Weg (Gaffen
2001).

Der STAT5-Weg wurde in dieser Arbeit fiir die Uberpriifung der Aktivierung des Interleukin-
2-Rezeptors herangezogen. Dabei lagert sich STATS an einen der phosphorylierten
Tyrosinreste der f-Kette an und gerdt somit in Nachbarschaft zu der aktivierten Januskinase.
Diese Kinase phosphoryliert STATS, welches durch die eigene ,,src-homology 2 (SH2)
Domine mit einem ebenfalls phosphorylierten STATS Homodimere bilden kann. Diese
Dimere wandern in den Nukleus, wo sie als Transkriptionsfaktoren auf die Genregulierung
Einfluss nehmen (Liu, Gaffen et al. 1998). Ein am Tyrosinrest 694 phosphoryliertes STATS
indiziert somit die Aktivierung des IL-2-Rezptors (siche dazu Kapitel 5.1.3).

Der PI3-Kinasen-Weg hat tliber die Aktivierung der Akt-Kinase (auch als Protein Kinase B
bekannt) Einfluss auf den Transkriptionsfaktor E2F. Dieser Faktor ist wichtig fiir den
Zellzyklus. Ein weiterer Einfluss von PI3K fiihrt iiber die Aktivierung der p70°°-Kinase zu
einer Phosphorylierung der 40S-Ribosomenuntereinheit. Dieses hat wiederum Einfluss auf die
Proteinbiosynthese und somit auf den Zellzyklus.

Der MAP-Kinase Weg ist in Abb. 3 rechts dargestellt. Er involviert die Bindung verschiedener
Adaptorproteine wie Shc, oder Grb2 an den phosphorylierten Tyrosinresten der B-Kette.
Dabei bindet Grb2 das Effektorprotein ,,Ras-guanine exchange factor* SOS, was dazu fiihrt,
dass das energicarme GDP bei Ras durch dessen energiereiche Gegenstiick GTP ausgetauscht
wird. Ras phosphoryliert darauf hin die Kinase Rafl, welche weitere Kinase-Ketten aktiviert.
Letztendlich fiihrt dies dazu, dass verschiedene Transkriptionsfaktoren wie Aidos
phosphoryliert werden und somit auf die Genexpression Einfluss genommen wird.
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Abb. 3 Signaltransduktionskaskade des IL-2R Die Abbildung zeigt die
Signaltransduktionskaskade des Interleukin-2-Rezeptors nach Aktivierung durch IL-2. Die Abbildung
wurde mit Hilfe von der .Pathway Tools* von Genecarta.com erstellt
(http://www.biocarta.com/pathfiles/h_il2Pathway.asp).

2.2.3 CD4" CD25" Foxp3' regulatorische T-Zellen

Die alpha-Untereinheit des IL-2-Rezeptors (CD25) wird konstitutiv zusammen mit den beiden
anderen Untereinheiten auf CD4" regulatorischen T-Zellen (Tregs) exprimiert. Diese
Lymphozytenuntergruppe ist aktiv an der Tolerierung von kdrpereigenen Antigenen beteiligt.
Eine CD25 ,knock out“-Maus zeigt massive Vergroflerung peripherer lymphatischer Organe
wie Milz und Lymphknoten mit polyklonaler B- und T-Zell-Vermehrung. Dies resultiert unter
anderem in autoimmun entziindlichen Darmerkrankungen und einer hdmolytischen Andmie
(Horak, Lohler et al. 1995; Willerford, Chen et al. 1995). Die Funktion von Tregs ist
dementsprechend der Einfluss auf das Entstehen von Autoimmunkrankheiten (Sakaguchi
2005) und die Beeinflussung der Tumorimmunitit (Nomura and Sakaguchi 2005). Dabei wird
die Rolle von IL-2 fiir diese Zellen in letzter Zeit kontrovers diskutiert. Es scheint, als ob sich
diese Zellen, gekennzeichnet durch den Transkriptionsfaktor Foxp3 (Hori, Nomura et al.
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2003), ohne CD25 entwickeln kénnen und ihre immunmodulierende Funktion beibehalten.
Sie sind dabei jedoch stark in ihrer Anzahl vermindert (Fontenot, Rasmussen et al. 2005).

Es konnte gezeigt werden, dass Tregs eine besondere Sensitivitit zu der in Kap. 2.1.5
erwiahnten NICD haben. Der Effekt wird durch die ADP-Ribosylierung von
Zelloberflachenproteinen ermoglicht und involviert den Purinorezeptor P2X7 (Aswad,
Kawamura et al. 2005).
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3. Zielsetzung

Ein Ziel der Dissertationsarbeit war die Identifizierung von prominenten ART2-Zielproteinen
auf der Lymphomzelllinie YAC-1 mittels massenspektrometrischer Analyse sowie ggf. deren
Bestdtigung mittels radioaktiver Nachweismethode.

Die sich daraus ergebene zentrale Fragestellung der Dissertationsarbeit war die
Charakterisierung der ADP-Ribosylierung von CD25 durch ART2. Untersucht werden sollte
die ADP-Ribosylierung von humanem und murinem CD25 auf humanen und murinen
Lymphomzelllinien sowie auf primédren murinen T Zellen. Mittels zielgerichteter Mutagenese
sollte versucht werden, die durch die ART2 modifizierten Argininreste in CD25 zu
bestimmen. SchlieBlich sollte eine mdgliche Beeinflussung der ADP-Ribosylierung auf die
Signaltransduktion des IL-2-Rezeptors in IL-2-abhédngigen Zelllinien erfasst werden.
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4. Materialien

4.1 Laborgerite

Biometra T3 PCR-Maschine Whatman Biometra, Gottingen

Edas 290 + Kamera DC290 Kodak Company, Connecticut (USA)
Entwicklungsmaschine Fuji FPM 100A Fuji Photo Film GmbH, Diisseldorf
FACSCalibur Becton Dickinson, Heidelberg

Fujix BAS2000 Phosphoimager Fuji Film, Tokyo (Japan)

High Voltage Power Pack P30 Biometra, Gottingen

Photometer Ultrospec 2000 Pharmacia Biotech, Wien (Osterreich)
Ultrazentrifuge, SW40-Rotor Beckman-Coulter, Krefeld

XCell SureLock Mini-Cell Invitrogen, Groningen (Niederlande)

4.2 Verbrauchsmaterialien

FACS Roéhrchen 5 ml roundbottom Falcon / Becton Dickinson, Heidelberg

Hyperfilm ECL Amersham-Pharmacia Biotech, Freiburg
Kodak Biomax MR Rontgenfilm Kodak Company, Connecticut (USA)
Kulturplatten Nunc, Roskilde (Danemark)

Nitex Membran (80 pm Maschenweite) Cadish Precision Meshes Ltd., London (GB)
Nitrozellulose-Hybond-C Amersham-Pharmacia Biotech, Freiburg
NuPAGE precast Gele Invitrogen,Groningen (Niederlande)

Polyvinyldendifluorid-ImmobilonP Boehringer Ingelheim, Ingelheim
(PVDF)

Sterilfiltrationsapparaturen  Steriflip, Millipore, Billerica (USA)
Stericup

Untersuchungshandschuhe Peha-Soft ~ Hartmann, Heidenheim

4.3 Mausstamm

P2X7 KO C57BL/6J Christopher Gabel, Pfizer Inc., Groton,
Conneticut (USA) (Labasi, Petrushova et al.
2002)

4.4 Zelllinien

YAC-1 Lymphomzelllinie aus der A/Sn Maus (ATCC
Nummer: TIB-160)
HEK-T Humane Embryonale Nierenzelllinie
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CTLL-2 Zytotoxische T-Lymphozyten Zelllinie aus der
C57BL/6 Maus (ATCC Nummer: TIB-214)

Kit 225 Humane T-Zelllinie von einem Patienten mit
Chronisch Lymphatischer Leukdmie

4.5 Bakterienstamm

Zur Transformation von Ligationsansidtzen und Retransformation wurden ultrakompetente
XL-10 Gold Zellen von Stratagene, Amsterdam (Niederlande) benutzt.

4.6  Antikorper

Maus o etheno Adenosin IgG2a Alexa488 Inst. f. Immunologie, Hamburg
Maus o etheno Adenosin IgG2a Inst. f. Immunologie, Hamburg
Ratte oo Maus CD4 1gG2a FITC, RM45 Pharmingen, Heidelber

Ratte o Maus ART2.1/2.2 Alexa488, Ali Inst. f. Immunologie, Hamburg
Ratte aMaus ART2.2 IgG2a PE, NIKA Inst. f. Immunologie, Hamburg
Ratte aHuman ARTT1 Ig2f Alexa488, A3 Inst. f. Immunologie, Hamburg
Ratte a Maus CD25 1gG2p PE, 3C7 Pharmingen, Heidelberg

Rette o Maus CD25 IgG1 APC, pc61 Becton Dickinson, Heidelberg
Ratte o Muas CD25 IgGl, pc61 Pharmigen, Heidelberg

Maus a Human CD25 [gG1K APC, M-A251 Pharmingen, Heidelberg

Ratte a Maus CD25 IgM FITC, 7D4 Pharmigen, Hamburg

Ratte a Maus CD229.1 IgG2aK FITC, 30CO7 Pharmigen, Hamburg
Kaninchen oo Maus P2X7 RH23 A44 FITC, polyklonal Inst. f. Immunologie, Hamburg
Kaninchen o Maus P2X7 / K1G, polyklonal Inst. f. Immunologie, Hamburg

Maus o Human Phospho-Stat5 (Y694) IgGl Pharmigen, Heidelberg
Alexa647, 47

Maus a Human CD4 IgG1 FITC, SK3 Becton Dickinson, Heidelberg
Ente aRatte IgG (H+L) F(ab")2 PE Dianova, Hamburg

4.7 Chemikalien

ADPR Sigma-Aldrich, Miinchen

BSA New England Biolabs, Schwalbach
32P—NAD, 1000 Ci/mmol Amersham-Pharmacia Biotech, Freiburg
Carbenicillin Serva, Heidelberg

Coloidal Blue Staining Kit Invitrogen, Groningen (Niederlande)
DNA Ladepuffer MBI Fermentas, St.Leon-Rot

DNA Typing Grade Agarose GibcoBRL, Karlsruhe

ECL Western blotting detection reagent Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
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GeneRuler 1 kb DNA Ladder MBI Fermentas, St.Leon-Rot

G418 Gibco BRL, Eggenstein

Loading Dye 10 x 50% Glycerol OMNI Lifescience, Bremen
50% 20x TAE Gibco BRL, Eggenstein
1 Sptl.sp. Orange G Merck, Darmstadt

MultiMark Invitrogen-Novex, Leek (Niederlande)
NuPAGE Antioxidant Invitrogen, Groningen (Niederlande)
NuPAGE LDS sample buffer Invitrogen, Groningen (Niederlande)
NuPAGE sample reducing agent Invitrogen, Groningen (Niederlande)

NuPAGE SDS-PAGE MES running Invitrogen, Groningen (Niederlande)
buffer
NuPAGE SDS-PAGE MOPS running Invitrogen, Groningen (Niederlande)
buffer
NuPAGE SDS-PAGE transfer buffer ~ Invitrogen, Groningen (Niederlande)

Propidiumjodid Pharmingen, Hamburg
20 x TAE-Pufter Gibco BRL, Eggenstein
4.8 Enzyme

AmpliTaq GOLD DNA-Polymerase Applied Biosystems, Forster City (USA)
SuperScripte II Reverse Transcriptase ~ Invitrogen, Karlsruhe

PFU-Turbo DNA-Polymerase Stratagene, Amsterdam (Niederlande)
T4-Ligase Invitrogen, Karlsruhe

Not I (20.000 U/ml) New England Biolabs, Frankfurt

Eco RI (20.000 U/ml) New England Biolabs, Frankfurt

Fiir die Einzelverdaus wurden die Enzyme mit den mitgelieferten Puffern eingesetzt.
Doppelverdaus wurden entsprechend der Empfehlungen von New England Biolabs
durchgefiihrt. Falls es erforderlich war, wurde gereinigtes bovines Serumalbumin in der
Konzentration 100 pg/ml zugesetzt.

4.9 Primer

Primer fiir die Klonierung und Mutageneseprimer wurden mit den Programmen von DNA-
Star, Madison (USA) entworfen und bei MWG, Ebersberg bestellt.

Tab. 1 Auflistung der verwendeten Klonierungsprimer Das Restriktionsenzym steht am
Anfang des Namens (EcoR1 = Eco RI, Not = Not I), gefolgt von der Spezies des CD25 (m = Maus, h =
Mensch). Am Ende des Namens findet man die Orientierung des Primers (F = Vorwarts, R =
Rickwarts). Die Restriktionsenzymschnittsequenz ist hervorgehoben.

Name Nukleotidsequenz
EcoR1 hCD25F GTCGAATTCATGGATTCATACCTGCTGA

Not hCD25R TGTTCTTGCGGCCGCCTAGATTGTTCTTCTACTCTTCC
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Eco mCD25F TGCCGAATTCATGGAGCCACGCTTGCTG
Not_ mCD25R TCTGACTTTTGCGGCCGCCTAGATGGTTCTTCTGCTCTTCCTC

Tab. 2 Primer fur elF2a (eukaryotic translation initiation factor 2, subunit 1 alpha) Das
Restriktionsenzym steht am Anfang des Namens (Hind = Hind 1ll), gefolgt von der Spezies des elF2a
(h = Mensch). Am Ende des Namens findet man die Orientierung des Primers (F = Vorwarts, R =
Ruckwarts).

Name Nukleotidsequenz
h elF2a -F CAAGAGACCTGGATATGGTGCC

Hind h elF2a -R TTCAAGCTTATCTTCAGCTTTGGCTTCCATTTC

Tab. 3 Auflistung der verwendeten Mutageneseprimer. Der Anfangsbuchstabe reprasentiert
die Spezies (m = Maus, h = Mensch). Er ist gefolgt von der Arginin zu Lysin Mutationstelle und der
Orienteirung des Primers (F = Vorwarts, R = Rlckwarts). Hervorgehoben ist jeweils das veranderte
Triplett.

Name Nukleotidsequenz

mR32,3536K F  CTAAACTGTGAATGCAAGAAAGGTTTCAAAAAACTAAAG
mR32,3536K R CTTTAGTTTTTTGAAACCTTTCTTGCATTCACAGTTTAG
mR35,36K F GCAAGAGAGGTTTCAAAAAACTAAAGGAATTGG
mR35,36K R CCAATTCCTTTAGTTTTTTGAAACCTCTCTTGC
mR32K F CTAAACTGTGAATGCAAGAAAGGTTTCCGAAGACTAAAG
mR32K R CTTTAGTCTTCGGAAACCTTTCTTGCATTCACAGTTTAG
mR35K F CAAGAGAGGTTTCAAAAGACTAAAGGAATTG

mR35K R CAATTCCTTTAGTCTTTTGAAACCTCTCTTG

mR36K F CAAGAGAGGTTTCCGAAAACTAAAGGAATTGGTC
mR36K R GACCAATTCCTTTAGTTTTCGGAAACCTCTCTTG
mR101K _F CTTACAGGTCACTGCAAGGAGCCACCTCCTTGG
mR10IK R CCAAGGAGGTGGCTCCTTGCAGTGACCTGTAAG
mR113K F CATGAAGATTCCAAGAAAATCTATCATTTCG
mR113K R CGAAATGATAGATTTTCTTGGAATCTTCATG
mR136K F GATACAAGGCTCTACAGAAAGGTCCTGCTATTAGC
mR136K R GCTAATAGCAGGACCTTTCTGTAGAGCCTTGTATC
mR44K F GGAATTGGTCTATATGAAATGCTTAGGAAACTCC
mR44K R GGAGTTTCCTAAGCATTTCATATAGACCAATTCC
mR65K _F CTCCCATGACAAATCGAAAAAGCAAGTTACAGCTC
mR65K R GAGCTGTAACTTGCTTTTTCGATTTGTCATGGGAG
mR163K F CACATGTGTAGATGAAAAAGAACACCACCGATTTC
mR163K R GAAATCGGTGGTGTTCTTTTTCATCTACACATGTG
mR167K F GAAAGAGAACACCACAAATTTCTGGCTAGTGAGG
mR167K R CCTCACTAGCCAGAAATTTGTGGTGTTCTCTTTC
mR178K F GGAATCTCAAGGAAGCAAAAATTCTTCTCCCGAG
mR178K R CTCGGGAGAAGAATTTTTGCTTCCTTGAGATTCC
hR35,36K F GCAAGAGAGGTTTCAAAAAAATAAAAAGCGGGTCAC
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hR35,36K_R
hR32K_F
hR32K_R
hR35K_F
hR35K_R
hR36K_F
hR36K_R
mR105K_F
mR105K R
hR117K_F
hR117K R
hR140K_F
hR140K R
hR185K F
hR185K R

GTGACCCGCTTTTTATTTTTTTGAAACCTCTCTTGC
CTGTGAATGCAAGAAAGGTTTCCGCAGAATAAAAAGC
GCTTTTTATTCTGCGGAAACCTTTCTTGCATTCACAG
CAAGAGAGGTTTCAAAAGAATAAAAAGCGGG
CCCGCTTTTTATTCTTTTGAAACCTCTCTTG
GAGAGGTTTCCGCAAAATAAAAAGCGGGTCAC
GTGACCCGCTTTTTATTTTGCGGAAACCTCTC
CTTCCAGGTCACTGCAAGGAACCTCCACCATGG
CCATGGTGGAGGTTCCTTGCAGTGACCTGGAAG
GAAGCCACAGAGAAAATTTATCATTTCGTG
CACGAAATGATAAATTTTCTCTGTGGCTTC
CAGGGCTCTACACAAAGGTCCTGCTGAGAGCG
CGCTCTCAGCAGGACCTTTGTGTAGAGCCCTG
CAAGCCCCGAAGGCAAACCTGAGAGTGAGACTTC
GAAGTCTCACTCTCAGGTTTGCCTTCGGGGCTTG

4.10 Plasmide

pcDNA6/V5-His ABC 5,1 kb Invitrogen, Groningen (Niederlande)
pCMYV SPORT6 4,4 kb Invitrogen, Groningen (Niederlande)
pME DNAX Research Institute, Palo Alto (USA)

4.11 Medien und Losungen

4.11.1 Zellkulturmedien

1 x Dulbecco’s PBS

Blasticidin S
DMEM-komplett

2,67TmM KCI, 1,47mM KH,PO4, 137,93 mM
NaCl, 8,06 mM Na,PO4, pH 7,4, Invitrogen,
Groningen (Niederlande)

Invitrogen, Groningen (Niederlande)

DMEM mit 10 % FKS, 1 mM, Natriumpyruvat,
2mM  L-Glutamin, 1Xx, nicht-essenziellen

Aminosduren, 1x Gentamicin und 10 mM
HEPES-Puffer

Dulbecco’s modified Eagle medium GibcoBRL, Karlsruhe

(DMEM)

Fotales Kalberserum (FKS) Biochrom, Berlin
Gentamicin 50 mg/ml Gibco BRL, Karlsruhe
HEPES-Puffer, | M Gibco BRL, Karlsruhe
jetPEI Transfektionsreagenz Polyplus, New York (USA)
L-Glutamin, 200 mM Gibco BRL, Karlsruhe
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Natriumpyruvat, 100 mM
Nicht-essenzielle Aminosduren, 100x
RPMI-Medium

RPMI-Medium, komplett

Tetracyclin-freies DMEM-komplett

TrypLE (Trypsin-like enzyme)

Gibco BRL, Karlsruhe

Gibco BRL, Karlsruhe

RPMI-1640, Gibco BRL, Karlsruhe
RPMI-Medium mit 10 % FKS, 2 mM L-Glutamin
und 1 mM Natriumpyruvat

DMEM mit 10 % Tetracyclin-freiem FKS, 1 mM,
Natriumpyruvat, 2 mM L-Glutamin, 1 x nicht-
essenziellen Aminosduren und 10 mM HEPES-
Puffer.

Gibco BRL, Karlsruhe

4.11.2 Bakterienkulturmedien

LB-Agar (Formulierung nach Miller)
LB-Medium (Formulierung nach
Miller)

MDG-Agar

SOC-Medium

4.11.3  Puffer fiir Zelllysen

Lysispuffer

Difco/ Becton Dickinson, Heidelberg

1% Trypton, 1% NaCl, 0,5% Hefeextrakt,
Invitrogen,Groningen (Niederlande)

1 % Agar-Agar in MDG-Medium, Glukose und
Aspartat wurden nach dem Autoklavieren
zugesetzt.

2 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 8,6 mM NaCl,
2,5 mM KCIL, 20 mM MgS04, 20 mM Glukose,
Gibco BRL, Karlsruhe

1% TritonX100, 1 mM AEBSF, 1 mM ADP-
Ribose, 100 uM NAD, 2 mM EDTA in PBS

4.11.4  Gey-Losung zur Erythrozytenlyse

Losung Bestandteil

A: NH4Cl
KCl
Na,HPO4-2H,0
KH,PO4
Glukose
Phenolrot
dH,O

B: MgC12'6H20
MgSO,4-7H,0
CaC12-2H20

Menge
35¢
1,85 ¢g
1,5¢g
0,119¢g
Sg
0,05¢g
auf1 L
0,42 ¢
0,14 ¢
0,34 ¢
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dH,O auf 100 ml

C: NaHCOs3 225¢g
dH,O auf 100 ml
D: deO

4.11.5 SDS-PAGE und Westernblot

Antikorperpuffer 0,05 % Tween-20, 5 % Milchpulver in TBS

Blockpulver 5 % Milchpulver in TBS

Blotpuffer 10 % Methanol, 0,1 % Antioxidans, 1x
Transferpuffer

MES-Puffer 50 mM 2-(N-morpholino)-ethansulfonsdure
(MES), 50 mM TRIS-Base, 3,5 mM SDS, 1 mM
EDTA, pH 7,7

MOPS-Laufpuffer 1M 3-(N-morpholino)-propansulfon-sdure

(MOPS), 1M TRIS-Base, 69,3 mM
Natriumdodecylsulfat (SDS), 20,5 mM EDTA

Silberlosung 20 % Fe,SO4 Losung gemischt mit 9 ml H,O,
500 pl 40 % Na-Citrat und 100 pl 20 % AgNO;

Tansferpuffer (20x) 0,5 M Bicin, 0,5M BIS-TRIS, 20,5 mM EDTA,
ImM Chlorobutanol

TBS 0,025 M Tris-HCI, pH 7,4, 0,15 M NaCl

Waschpuffer 0,05 % Tween-20 in TBS

4.12 Reagenzsysteme (Kits)

Gelextraktion QIAquick Gel Extraction Kit, Qiagen, Hilden

Antikdrper- AminoLink Plus Immobilization Kit, Pierce

Immunprézipitationsmatrix Biotechnology, Rockford (USA)

Endofree Plasmid-Préparation QIAprep Spin Miniprep Kit,Qiagen, Hilden

PCR-Aufreinigung QIAquick PCR Purification Kit, Qiagen, Hilden

RNA Préparation RNeasy Mini Kit, Qiagen, Hilden

Separation von CD4" Zellen Mouse CD4 Cell Negative Isolation Kit, Dynal,
Karlsruhe

Sequenzierreaktionen BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit, Applied

Biosystems, Foster City (USA)
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5. Methoden

5.1 Immunologische Methoden

5.1.1 Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS)

Durch die Methode der Durchflusszytometrie ist es mdglich, mikroskopisch kleine Partikel
wie Zellen nach ihrer GroBe, Struktur und den Oberflicheneigenschaften zu charakterisieren.
Die Gerite, die dafiir ndtig sind, nehmen die Losung in der die Zellen sich befinden auf und
bringen sie durch eine Trigerfliissigkeit in einen laminaren Strom. In diesem Strom liegen die
Zellen einzeln hintereinander. Der Probenstrom flie3t durch eine Messkiivette, in welcher die
Zellen einzeln einen Laser treffen. Dieser wird durch die Eigenschaften der Zelle abgelenkt,
was anschlieBend gemessen wird. So wird die Messung der Vorwirtsstreuung als
Forwardscatter (FSC) bezeichnet und gibt Auskunft tiber die GroBe der Zelle. Das im Winkel
von 90 © zur Seite abgelenkte Licht wird durch den Sidescatter (SSC) gemessen. Bei einer
sehr heterogenen Zelloberfliche nimmt dieser Wert zu und gibt damit Auskunft iiber die
Granularitidt einer Zelle. Des Weiteren macht man sich das Markieren von Zellen mit
Fluorochromen zu nutze. Diese Stoffe absorbieren das monochrome Laserlicht und emittieren
es in einem anderen Wellenldngenbereich. Diese Emission ist spezifisch fiir einzelne
Fluorochrome wund ermoglicht es ihnen an Antikdrpern gekoppelt verschiedene
Oberfldachenstrukturen einer Zelle gleichzeitig zu charakterisieren. Es wurden in dieser Arbeit
die Fluorochrome Fluorescein-Isothiocyanat (FITC), Alexa 488 (gAlexa), Phycoerythrin
(PE), Allophycocyanin (APC), Alexa Fluor 647 und Propidiumjodid (PI) verwendet.

Die Anfiarbung der jeweiligen Zellsuspensionen erfolgte durch die Zugabe von iiblicherweise
1 pg Fluorochrom-gekoppelter Antikorper zu 1 x 10° Zellen. Die Zellen wurden anschliefend
fiir 30 Minuten bei 4°C gelagert, um durch einen niedrigen Zellstoffwechsel zusitzliche
Interaktionen mit den Antikorpern zu verringern. Vor dem Messen wurden 10 pg/ml
Propidiumjodid zugegeben. Dieser DNA-bindende Farbstoff tritt in apoptotischen Zellen ein
und erlaub es, diese wihrend der Messung auszuschlief3en.

Eine andere Moglichkeit der Zellanfarbung besteht durch die vorherige Permeabilisierung.
Diese erlaubt es intrazelluldre Strukturen anzufdarben. In dieser Arbeit wurde somit der
phosphorylierte Transkriptionsfaktor ,,signal transducer and activator of transcription 5%
(STATS) detektiert (siehe dazu Kapitel 5.1.3).

Es wurde fiir die Messungen und die anschlieBenden Auswertungen das FACSCalibur mit der
CellQuest Software von Becton, Dickinson and Company, Heidelberg verwendet.

5.1.2 Messung der ART2.2-Aktivit:it
Die ADP-Ribosylierung von Zielproteinen, welche im Kapitel 2.1.4 erlautert wurde, l4sst sich

auf verschiedene Arten nachweisen. Ein Beispiel ist das mit dem Radioisotop **P markierte
NAD (*P-NAD), welches nach einem Westernblot der markierten Proteine mit
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anschlieender Autoradiographie sichtbar gemacht werden kann. Die radioaktiv markierten
Banden entsprechen den ADP-ribosylierten Proteinen. Ein anderes Beispiel ist das NAD-
Analogon etheno-NAD (eNAD, siche Abb. 4). Die etheno-Adenosin-Gruppe kann nach
ART2-vermittelter Ubertragung auf ein Protein in Form von etheno-ADP-Ribose durch den
monoklonalen Maus-Antikérper 1G4 gebunden und somit detektiert werden. Dieser
Antikorper wurde urspriinglich fiir den intrazelluliren Nachweis von DNA-Addukten (1-N6-
Ethenoadenosin) nach Vinylchlorid Exposition entwickelt (Young and Santella 1988). Er
wird als Hybridomaiiberstand in einem Verhéltnis von 1:5000 in dem Westernblot eingesetzt.
Seine Detektion erfolgt mittels eines Sekundér-Antikorpers, welcher an Peroxidase gekoppelt
ist.

Eine andere Mdglichkeit des Nachweises einer ART2-Aktivitét ist die Durchflusszytometrie.
Dabei werden ART2-exprimierende Zellen mit dem Substrat eNAD inkubiert und
anschlieend mit dem Fluorochrom-gekoppelten 1G4 mAb angefirbt. Dieser bindet an alle
ADP-ribosylierten  Proteine mit einem etheno-Adenosin-Rest, was zu einer
Intensitdtszunahme im Emissionsspektrum des Fluorochroms fiihrt (siche Abb. 7). Durch die
Anfarbung der gleichen Zellgruppe ohne vorherige eNAD-Inkubation lassen sich
unspezifische Bindungen des Antikorpers an den Zellen subtrahieren.

Ein neuer, jedoch in dieser Arbeit nicht verwendeter Weg die ADP-Ribosylierung von
Proteinen zu detektieren, sind gegen ADP-ribosylierte-Argininreste gerichtete polyklonale
Antikdrper (Osago, Terashima et al. 2008). Durch das Fehlen der Ethenogruppe am NAD
konnten mogliche Interaktionen dieser Zusatzgruppe vermieden werden.
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Abb. 4 Modell der ADP-Ribosylierung und ihrer Detektion mittels etheno-NAD oder
radioaktiver Markierung. Die Abbildung zeigt die, Gber einen GPIl-Anker membrangebundene mono-
ADP-Ribosyltransferase (ART), welche mit Hilfe von etheno-NAD den Argininrest eines Proteins (hier:
CD25) ADP-ribosyliert. Dabei wird Nicotinamid freigesetzt. Der monoklonale Antikérper 1G4 erkennt
den etheno-Adenosinrest in der Ubertragenen etheno-ADP-Ribosylgruppe und kann somit indirekt das
entsprechende Protein binden. Zusitzlich ist die Mdglichkeit der ADP-Ribosylierung durch *°P
radioaktiv markiertes NAD (rotes Sternchen) dargestellt, die den alternativen Weg des Nachweises
ADP-ribosylierter Proteine reprasentiert. In diesem Fall fallt die etheno-Gruppe aus diesem Schema
(rot markiert) jedoch weg. (Modifiziert nach Krebs, Koestner et al. 2003)

5.1.3 FACS-Assay der STATS-Phosphorylierung

Die FACS-Analyse des intrazelluldar gelegenen Transkriptionsfaktors STATS und seiner
Phosphorylierung an dem Tyrosinrest 694 erfordert die Permeabilisierung der Zellen. Die
Methode dazu wurde in Anlehnung an eine Verdffentlichung zur intrazelluldren
Phosphorylierungsdetektion mittels FACS-Analyse durchgefiihrt (Krutzik and Nolan 2003).
Nach Behandlung der Zellen mit verschiedenen Reagenzien wie IL-2, NAD oder dem
ART2.2-Inhibitor VHH S+16a wurde zu den Zellen, welche sich in 5 ml RPMI-komplett
befanden, 4 ml 4 % PFA zugegeben, so dass eine Endkonzentration von 1,8 % PFA fiir ihre
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Fixierung erreicht wurde. Die Zellen wurden fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert
und anschlieBend mit reinem Methanol (Endkonzentration 80%) bei 4 °C fiir 10 Minuten
fixiert. Es folgte das Auswaschen des Methanols mit gleichzeitigem Blockieren
unspezifischer Bindungsstellen durch mehrmalige Zugabe von 1% BSA in PBS.
AnschlieBend wurden, durch Zugabe von CD16 und CD32 spezifischen Antikorpern, die Fc-
Rezeptoren auf der Oberfliche der Lymphomzellen blockiert. Dies fiihrte dazu, dass bei der
anschlieenden Inkubation mit Anti-Phospho-StatS (Y694) mAb (Antikorperklon 47)
unspezifische Bindungen weiter gemindert wurden. Nach dieser Inkubation wurde noch
einmal mit 1 % BSA in PBS gewaschen, bevor die Proben im Durchflusszytometer untersucht
wurden.

5.2 Methoden der in silico Recherche

5.2.1 Virtueller Verdau von Proteinen

Fiir den virtuellen Verdau von Proteinen, die mit der Massenspektrometrie als ART2-
Zielproteine identifiziert wurden kam ein Programm von ExPASy namens PeptideMass zum
Finsatz (URL: http://www.expasy.ch/tools/peptide-mass.html) (Wilkins, Lindskog et al.
1997). Der ExPASy (Expert Protein Analysis System) proteomics server gehdrt zu dem
Schweizer Institut fiir Bioinformatik (SIB) in Basel (URL: http://www.isb-sib.ch). In dem
Programm wurden die Sequenzen der Proteine mit den folgenden Parametern virtuell Trypsin-
verdaut: methionines oxidized; cysteines treated with iodoacetamide; [M+H]"; monoisotopic;
one allowed missed cleavage; display the peptides with a mass bigger than 500 Da.

5.2.2 Multiple Sequenzalignments

Multiple Sequenzalignments von Proteinsequenzen wurden mit dem Programm T-COFFEE
erstellt (URL: www.tcoffee.org) (Notredame, Higgins et al. 2000). Ein solches Alignment der
Aminoséauresequenz von Human, Maus und Ratten CD25 ist in Abb. 23 zu sehen.

5.2.3 3D-Strukturvorhersagen

Die Vorhersage der 3D-Kristallstruktur von murinem CD25 wurde anhand eines Alignments
der humanen und murinen Aminosduresequenz ermoglicht. Bei dem Alignment wurde als
Quelle der humanen CD25 Aminosduresequenz die, in der 3D-Kristallstrukur vorkommenden
Aminoséuren aus der Publikation von Stauber et al. gewihlt (Stauber, Debler et al. 2006, PDB
ID code 2ERJ). Das Alignment erfolgte mit dem oben beschriebenen Programm T-COFFEE.
Der so identifizierte Sequenzausschnitt des murinen CD25 wurde mit Hilfe des Programms
SWISS-MODEL (Automated Protein Modelling Server, URL: http://swissmodel.expasy.org/,
Schwede, Kopp et al. 2003) auf das bereits bekannte 3D-Kristallstrukturmodell von CD25
modelliert. Das Ergebnis ist in Abb. 29 C und D zu sehen.
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5.3 Methoden der Zellbiologie

5.3.1 Kultivierung eukaryotischer Zellen

Adhédrent wachsende Zellen, wie die in dieser Arbeit verwendeten HEK-T Zellen, wurden
iiblicherweise in T25 Zellkulturflaschen (Nuc) mit DMEM-komplett bei 37 °C in
wasserdampfgesittigter Atmosphdre mit 5 % CO; kultiviert. Zum Passagieren wurden die
Zellen mit 4 °C kaltem PBS gewaschen und mit 1 ml in PBS gelosten Trypsin geerntet. Die
Subkultivierung erfolgte im Verhéltnis 1:5 bis 1:20 im Abstand von zwei Tagen. In
Suspension wachsende Zellen wie YAC-1, CTLL-2 oder Kit 225 wurden in RPMI-komplett
Medium in 10 cm durchmessenden Petrischalen kultiviert. Die Subkultivierung erfolgte
ebenfalls im Verhéltnis 1:20. Bei stabil transfizierten Zellen wurde zu dem Medium Geniticin
(G418) mit einer Endkonzentration von 1 pg/ml zugegeben. IL-2 abhédngige Zelllinien wurden
mit 50 U/ml IL-2 kultiviert, um ein schnelles Wachstum zu gewihrleisten.

5.3.2 Gewinnung von humanen T-Lymphozyten aus Vollblut

Zur Gewinnung von humanen T-Lymphozyten wurden jeweils 20 ml Vollblut von zwei
gesunden Probanden in Heparinrbhrchen entnommen. AnschlieBend wurden die
mononukledren Leukozyten (Lymphozyten und Monozyten) aus dem Blut unter sterilen
Bedingungen mit Hilfe des Ficoll-Hypaque-haltigem ,,Mono-Poly Resolving Medium*
angereichert. Die Zellen wurden mit RPMI-komplett gewaschen und darin kultiviert. Der
Zusatz des Antibiotikums Gentamicin (Endkonzentration 50 ng/ml) gewéhrleistete Schutz vor
Kontaminationen, die bei der Blutentnahme entstanden sein konnten.

5.3.3 Gewinnung von CD4" T-Lymphozyten aus Maus-Lymphknoten
und Milz

Die Isolation von CD4" T-Lymphozyten aus Lymphknoten und Milz von Miusen erfolgte mit
Hilfe des ,,Mouse CD4 Cell Negative Isolation Kits*“ (Dynal). Es wurden zwei weibliche
P2X7 KO C57BL/6J Maiduse im Alter von neun Wochen verwendet. Die sekundir
lymphatischen Organe (Milz und Lymphknoten) wurden entnommen und die Zellen mittels
eines feinen Siebes (80 um Maschenweite, Nitex Membran) vom parenchymatischen Gewebe
getrennt. Es folgte ein weiterer Filtrationsschritt mittels eines 0,4 um Filters von Becton
Dickinson, Heidelberg. AnschlieBend wurde ein Grof3teil der isolierten Erythrozyten aus der
Milz durch Zugabe von Gey-Losung lysiert. Die Bestandteile von Gey-Losung (20 Teile A
(5 ml), 5 Teile B (1,25 ml), 5 Teile C (1,25 ml), 70 Teile D (17,5 ml)), wovon 25 ml pro Milz
verwendet wurden, sind in Kap. 4.11.4 zusammengefasst. Alle Komponenten wurden vor dem
Gebrauch autoklaviert.
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Die Milzzellen wurden mit Gey-Losung fiir 10 Minuten auf Eis inkubiert, anschliefend
abzentrifugiert und in RPMI-komplett resuspendiert. Danach wurden sie gez&hlt um
entsprechende Mengen an Antikorper einzusetzen.

Das Prinzip des ,,Mouse CD4 Cell Negative Isolation Kits* (Dynal) besteht darin, im ersten
Schritt die nicht-CD4" Zellen an monoklonalen Antikérpern (Anti CD8, CD11b, CD16/32,
CDA45R und Ter-119) zu binden und sie anschlieBend im zweiten Schritt mit ,,Dynabeads® zu
markieren. Durch einen Magneten werden sie aus dem Zellgemisch entfernt. Die durch
negative Selektion angereicherten Zellen aus Lymphknoten und Milz sind CD4"-Zellen.

5.3.4 ADP-Ribosylierung von Zelloberflichenproteinen mittels **P-
NAD

4 x 10° Zellen wurden mit einem auf PBS basierenden NAD Mix in 200 ul inkubiert. Der Mix
enthielt 1,1 pM NAD/*’P-NAD in einem Verhiltnis von 1:10, bis 1:20 (entsprechend 5-
10 uCi / Probe). Zusitzlich war im Mix 1 mM ADP-Ribose enthalten, um den Abbau der
ADP-Ribosylverbindungen durch ADP-Ribosylhydrolasen wie CD38 zu inhibieren (Krebs,
Adriouch et al. 2005). Die ADP-Ribosylierung fand fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur (RT)
statt. AnschlieBend folgten fiinf bis sieben Waschschritte, in denen nicht gebundenes,
radioaktives Material von den Zellen entfernt wurde. Die Anzahl der Schritte richtete sich
nach der Menge an freigesetzter Radioaktivitit, welche nach dem Waschen im Uberstand
gemessen wurde. Eiskaltes PBS mit 500 uM ADP-Ribose wurde fiir die Waschschritte
verwendet. Es folgte die Lyse der Zellen in 1 % Triton X-100 Lysispuffer auf der Basis von
PBS fiir 20 Minuten bei RT. Im Puffer enthalten waren ebenfalls | mM AEBSF (welches den
Abbau von Proteinen durch irreversible Hemmung von Serinproteasen verhindert), 1 mM
ADP-Ribose, 100 uM NAD und 2 mM EDTA (welches durch die Bindung zweiwertiger
Ionen, Kofaktoren von Enzymen entfernt). Siehe flir gesamte Lysispufferzusammensetzung
auch Kap. 4.11.3. Nach der Lyse wurden die Zellkerne pelletiert, indem die Lysate mit
3000 rpm fiir 10 Minuten zentrifugiert wurden. AnschlieBend folgte ein Zentrifugationsschritt
mit 13 000 rpm fiir 5 Minuten, wobei der Rest der nicht geldsten Lysatbestandteile, wie z.B.
Membranfragmente entfernt wurden. Bei diesen Arbeitsschritten konnte jeweils eine Probe
des nun aufgereinigten Lysates als Gesamtzelllysat (GZL) vor der Immunpréazipitation (IP)
abgenommen werden. Diese Proben wurden anschlie3end gelelektrophoretisch aufgetrennt.

5.3.5 Transiente Transfektion von HEK-T Zellen mit Hilfe des JetPEI-
Reagenz

Adhérent wachsende HEK-T Zellen wurden in T25 Flaschen ausgesit, so dass sie am
folgenden Tag zu 60 % konfluent waren. Fiir die transiente Transfektion nach dem JetPEI-
Protokoll (s.u.) wurden jeweils 2 ug Plasmid-DNA ART2.2, bezichungsweise 1 g ART2.2
zusammen mit 3 pg Plasmid-DNA eines CD25-Konstruktes, eingesetzt. 24 Stunden spiter
wurden die Zellen geerntet und fiir die Experimente verwendet.
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Das Transfektionsprotokoll sieht vor, dass pro Transfektion jeweils 250 ul physiologischer
Kochsalzlosung in zwei 1,5 ul Eppendorf Tubes vorgelegt werden. Im ersten Tube wurde
anschlieend die Menge an gewiinschter DNA und im zweiten die dazu entsprechende Menge
an JetPEI-Reagenz pipettiert und gut vermischt (vortex). AnschlieBend wurde das JetPEI-
Reagenz auf die DNA-LOsung gegeben und erneut gut vermischt (vortex). Nach einer
Inkubation bei Raumtemperatur fiir 20 Minuten wurde die Transfektionslosung zu den
adhédrenten HEK-T Zellen mit frischem Medium-komplett dazugegeben.

5.4 Methoden Proteinbiochemie

5.4.1 Immunprizipitation mit Protein-G-Sepharose

In diesem Teil der Experimente wurden bestimmte Proteine durch spezifische Antikdrper aus
Gesamtzelllysaten entfernt, um sie anschlieBend auf ihre inkorporierte Radioaktivitit hin zu
untersuchen.

Der Immunprézipitation ging immer die Vorklarung voraus. Dabei wurden Gesamtzelllysate
(siehe Kapitel 5.3.4) jeweils mit Protein-G-Sepharose, an der Serum-Antikdrper immobilisiert
waren (MacMillan-Crow and Thompson 1999), fiir eine Stunde bei 4 °C inkubiert. Dies
diente der Klidrung unspezifisch bindender Proteine. AnschlieBend folgte ein
Zentrifugationsschritt mit maximal 2000 rpm fiir 2 Minuten. Der so geklirte Uberstand wurde
der Immunprézipitation zugefiihrt. Dies war ebenfalls eine Protein-G-Sepharose-Matrix an
welcher die entsprechenden spezifischen Antikorper zuvor gekoppelt wurden. Fiir die
Kopplung wurden 1 pg Antikorper mit 20 pl Protein-G-Sepharose in 200 pl 1 % Triton X-
100 in PBS verwendet. Die Immunprizipitation geschah fiir eine Stunde bei 4 °C auf dem
Rollinkubator. Die Matrices wurden anschlieBend vier mal mit 1 % Triton X-100 gewaschen.
Zum Schluss wurden die Matrices in 1 x Probenpuffer (NuPage LDS Sample Buffer) mit
entsprechendem 1 x Reduktionsmittel (NuPage Sample Reducing Agent) vermischt und bei
70 °C fiir 15 Minuten im Tisch-Schiittelinkubator erhitzt. Bei diesem Vorgang ldsen sich die
immunprézipitierten Proteine von den Antikdrpern und werden durch die Hitze denaturiert.
Das Reduktionsmittel verhindert in diesem Fall eine erneute Faltung der Proteine bei
niedrigeren Temperaturen, wie z.B. bei nachfolgenden SDS-PAGE-Gelelektrophoresen.

Zum Schluss wurden die Proben fiir fiinf Minuten bei 13 000 rpm in einer Tischzentrifuge
abzentrifugiert. Es folgte die SDS-PAGE-Gelelektrophorese.

5.4.2 Immobilisation des 1G4 mAb an eine Immunprézipitationsmatrix

Fiir die Immobilisation des 1G4-Antikorpers an einer Matrix, wurde der ,,AminoLink Plus
Immobilization Kit*“ von Pierce Biotechnology, Rockford (USA) verwendet. Dabei wurde
1 ml Matrixsdule mit 1,5 mg 1G4-Antikorper kovalent gebunden. Es wurde nach dem Kit
beigelegtem Protokoll verfahren. Die so entstandene Immunprézipitationsmatrix war in der
Lage etheno-ADP-ribosylierte Proteine zu binden.

33



5.4.3 SDS-PAGE und Westernblot-Analysen

Um die gewonnenen Proteinldsungen besser analysieren zu kdnnen, wurden sie mit Hilfe
einer Gelelektrophorese (10 % NuPage Bis-Tris Polyacrylamid-Gel in MES Laufpuffer)
aufgetrennt. Dies geschah bei einer Spannung von konstanten 200 V. Als GroBenmarker
diente Multimark (Invitrogen). Nach der Gelelektrophorese wurden die Proteine bei einer
konstanten Stromstirke von 300 mA zunidchst fiir drei Minuten auf eine Nitrocellulose-
Membran (NC-Membran) und anschlielend fiir 90 Minuten auf eine Polyvinylidendifluorid-
Membran (PVDF-Membran) im Blottingpuffer geblottet.

Die NC-Membran wurde einer Silberfairbung unterzogen bei der jeweils 400 pl einer
Silberlosung (fiir Bestandteile siehe Kap. 4.11.5) verwendet wurden. Die Losung fiihrte nach
einigen Minuten zum schwirzen der gebundenen Proteine. Somit lieen sich z.B. die
Proteinbeladungsmengen der einzelnen Taschen miteinander vergleichen.

5.4.4 Chemilumineszenz-Detektion und Autoradiographie

Bei der Chemilumineszenz-Reaktion wird Luminol durch die Horseradish-Peroxidase (HRP)
in einer Reduktions-Oxidations-Reaktion unter alkalischen Bedingungen oxydiert. Dieses ruft
eine Lichtemission an der Stelle des HRP-gekoppelten Antikdrpers hervor. Die
Dokumentation der Reaktion erfolgt mittels eines lichtsensitiven Films.

Bei der Autoradiographie fiihrt die Strahlung eines Radioisotopes, hier des p-Strahlers **P,
tiber den zusitzlichen Effekt der Verstirkerfolie zu einer Schwirzung des Films. Dieses
geschieht an der Stelle wo das radioaktiv markierte Protein auf der PVDF-Membran geblottet
ist. Die Autoradiographie wurde {iber zwei bis vier Tage bei -80 °C durchgefiihrt.

5.5 Methoden der Molekularbiologie

5.5.1 Gesamt RNA Isolierung

Die Isolierung von RNA aus Zellen wurde mittels des ,,RNeasy Mini Kits* (Qiagen)
durchgefiihrt. Dabei wurden die Zellen mittels des denaturierenden Guanidin Isothiocyanat
(GTC)-haltigen Puffers lysiert und homogenisiert. Das chaotrope Salz, GTC stellte sicher,
dass RNasen im ersten Schritt denaturiert und somit inaktiviert werden, um die RNA zu
schiitzen. Die RNA wurde anschlieBend mit Hilfe von Ethanol iiber eine Affinitdtsmatrix auf
Silika-Gel-Membran Basis gebunden, durch mehrere Waschschritte gereinigt und zum
Schluss mit 30 pl Wasser eluiert. Das Eluat sollte unter anderem ribosomale RNA (rRNA),
Transfer-RNA (tRNA) und messenger RNA (mRNA) enthalten.
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5.5.2 Konzentrationsbestimmung der RNA

Die Konzentration der RNA wurde mit Hilfe des Photometers Ultrospec 2000 bei einer
Wellenlédnge von 260 nm durchgefiihrt. Ein Teil der Probe wurde dafiir in einem Verhéltnis
von 1:50 mit RNase freiem Wasser verdiinnt. Es wurde zusitzlich die OD,gp nm gemessen,
um mittels des Quotienten von ODxe0/280 €ine Aussage iiber die Reinheit der Probe zu treffen.

5.5.3 cDNA-Synthese

Um aus der Gesamt-RNA eine einzelstringige Komplementir-DNA (cDNA) herzustellen,
bedarf es der Reversen Transkriptase (RT). 1,5 pg der gesamt-RNA wurde mit 3 ul zufilliger
Hexamerprimer (0.2 pg/ul) (random hexamers) und H>O (Endvolumen 16,8 ul) fiir
10 Minuten bei 70 °C inkubiert. Damit war es moglich die Sekundirstruktur der RNA
aufzuldsen und somit den Primern ein Anlagern zu ermdglichen.

In der anschlieBenden Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) wurden
dann cDNA Stringe hergestellt. Dazu verwendet man ein 11,5 pl RNA / “random hexamers*-
Gemisch zusammen mit 1 pl Desoxynukleosidtriphosphaten (dNTPs), 2,5 ul Dithiothreitol
(DTT), 4 pul 5x,First Strand Buffer* und 1pul (200 U/ul) ,,SuperScript II Reverse
Transcriptase® (Invitrogen). Fiir das RT-PCR Programm siehe Tab. 4.

Tab. 4 RT-PCR Programm

Schritt | Temperatur[°C] | Dauer [min] | Vorgang

1 24 10 Anlagerung der Primer
2 42 20 reverse Transkription
3 95 2 Hitzedenaturierung

554 PCR-Primer Design

Es wurden jeweils zwei Primer fiir die Klonierung von murinem und humanem CD25 erstellt.
Der Primer, welcher am 5’ gelegenem Ende der codierenden Sequenz in der komplementiren
DNA der messenger RNA von CD25 binden sollte, enthielt vor dem Start-Codon eine Eco RI
Sequenz. Der Primer fiir die Bindung am 3’ Ende der codierenden Sequenz enthielt nach dem
Stop-Codon eine Not I Sequenz.

Die zumeist komplementdren Mutageneseprimer waren ca. 30 Basenpaare lang und enthielten
in ihrer Mitte ein Codon, welches derart verdndert wurde, dass statt der Aminosiure Arginin
Lysin kodiert wird. Siehe dazu Tab. 5.

Die Klonierungs- und Mutageneseprimer sind in Kap. 4.9 zu sehen.

35



Tab. 5 Mutationsschema fir die Veradnderung eines Arginin-Codons zu einem Lysin-
Codon. Links in der Tabelle sind alle Codons aufgefiihrt, die fiir Arginin codieren. Rechts stehen
jeweils die veranderten Basen-Triplets, welche fiir ein Lysin codieren

Argin-Codon | Mutation zum
Lysin-Codon

AGG AAG

AGA AAA

CGG AAG

CGA AAA

CGC AAA

5.5.5 Gradienten PCR Amplifikation

Bei einer Gradienten-Polymerase-Kettenreaktion (Gradienten PCR) wird die Annealing-
Temperatur variiert. Verschiedene Proben mit jeweils einer anderen Annealing-Temperatur
werden so amplifiziert um so die Temperatur zu eruieren, bei der am meisten spezifisches
Amplifikat entsteht. Zu dem Programm siehe Tab. 6.

Tab. 6 Gradienten PCR-Programm

Schritt | Temperatur[°C] | Vorgang Dauer | Sprung ‘ Wiederholungen
1 94 Polymeraseaktivierung 8 min

2 94 DNA-Denaturierung 30 sec

3 variabel Annealing 30 sec } x29

4 72 Kettenverldngerung 1 min

5 72 letzte Kettenverldngerung | 8 min

6 4 pause

Es wurden in einem Volumen von 20 pl, 14,2 pl H>O, 2 pl 10x Ampli Taq Gold Puffer, 1 ul
Forward Primer, 1 pl Reverse Primer, 0,6 ul dNTPs, 0,2 ul Ampli Taq Gold und 1 pl cDNA
verwendet

5.5.6 Agarose-Gelelektrophorese

1% Agarose, in Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE) gelost, wurde mit 0,1 ug/ml
Ethidiumbromid (EtBr) versetzt. Dieser Farbstoff erhoht die Fluoreszenzintensitidt durch
Interkalation in die Doppelhelix von Nukleinsduren. Durch die Fluoreszenzdetektion bei einer
UV-Bestrahlung von 250-310 nm kann somit die DNA sichtbar gemacht werden. Die Proben
wurden jeweils mit einem 10 x Loading Dye (10 x TAE, 50 % (v/v) Glycerol, Orange G)
gemischt und in die vorgesehenen Geltaschen pipettiert. Als DNA-Leiter wurde 10 pul Ready
Mix 1 kb DNA Ladder (Gene Ruler) mit 0,5 pg pro Spur verwendet. Die Gelelektrophorese
lief bei einer Spannung von 90 V (50 ml Gel), oder 120 V (100 ml Gel).
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5.5.7 Aufreinigung von DNA Banden aus Agarosegelen

Die Aufreinigung von DNA Banden aus dem 1 % Agarosegel geschah mit dem ,,QIAquick
Gel Extraktion Kits* (Qiagen). Dabei fillt die DNA durch Erhéhung der Konzentration eines
chaotropen Salzes und Erniedrigung des pH Wertes unter 7.5 aus und bindet an eine Silika-
Gel-Matrix. In den anschlieBenden Waschschritten kdnnen unter anderem Salze, Enzyme,
Gelreste, Nukleotide und das Ethidiumbromid ungehindert durch die Matrix gefiihrt und
entfernt werden. Zum Schluss wird die DNA durch Wasser, oder einen 10 mM Trispuffer
pH 8.5 eluiert.

5.5.8 Restriktionsenzymatischer Verdau von DNA-Fragmenten

Zum Verdau der DNA Fragmente wurden die Restriktionsendonukleasen Eco RI und Not I
verwendet. Vorteile dieser Enzyme sind, dass sie nicht in der codierenden Sequenz von CD25
schneiden und die Produktenden nicht zueinander kompatibel sind. Damit ist eine gerichtete
Klonierung des CD25 in den eukaryotischen Expressionsvektor pCMV SPORT oder
pcDNAG6, aus welchen vorher mit den gleichen Endonukleasen ein Insert rausgeschnitten
wurde, moglich. Weitere Vorteile dieser beiden Enzyme sind das Entstehen so genannter
,»sticky ends* (siehe palindrome Erkennungssequenz mit iiberhdngenden Basen in Abb. 5 und
Abb. 6) nach dem Schneiden und die Moglichkeit sie nach der Reaktion bei 65 °C zu
inaktivieren.

In einem 30 pl Ansatz wurden H,O, 3 pl 10x NEBuffer Eco RI, 3 ul 10x BSA, 1 u Eco RI,
1 ul Not I und eine, dem Versuch entsprechende Menge an DNA, dazugegeben. Der
Reaktionsansatz wurde fiir eine Stunde bei 37 °C inkubiert und anschlielend, bei dem Verdau
fiir einen Ligationsansatz, fiir 20 Minuten bei 65 °C im Heizblock gestellt um die Enzyme zu
inaktivieren.

5 G|A A T T C &
¥ C T T A A|C &
Abb. 5 Eco RI Erkennungssequenz

5’GC‘GGCCGC3’

3’CGCCGG\CG5’
Abb. 6 Not | Erkennungssequenz

5.5.9 Ligation von DNA Fragmenten

Die T4-Ligase ermoglicht die kovalente Verkniipfung der amplifizierten, kodierenden
Sequenz mit dem eukaryotischen Expressionsvektor im Ligationsansatz. Verwendet wurde
dazu 0,5 pl der T4-Ligase von Invitrogen, Vektor, Insert, und 5 pl des 5xT4-Ligasepuffers in
einem 20 pl Ansatz. Das Verhiltnis von Vektor zu Insert betrug 1:3. Die Reaktion dauerte
14 Stunden bei 14 °C.
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5.5.10 DNA-Sequenzierung nach Sanger

Die Ermittlung der Basenfolge bestimmter DNA Molekiile wurde mit Hilfe der
Sequenzierungsmethode nach Sanger mit Fluorochrom-markierten Didesoxynukleotiden
durchgefiihrt. Dazu wurde der BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems) verwendet.
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6. Ergebnisse

Der Ergebnisteil ist in drei Abschnitte unterteilt. Im ersten werden potentielle ART2-
Zielproteine der endogen ART?2 exprimierenden T-Lymphomzelllinie YAC-1 mittels
Massenspektrometrie identifiziert. Der IL-2 Rezeptor CD25 und das Adhésionsmolekiil
CD229 werden als prominente Zielproteine verifiziert.

Im zweiten Abschnitt werden die IL-2-abhdngigen T-Lymphomzelllinien CTLL-2 der Maus
und Kit 225 des Menschen stabil mit muriner ART2.2 bzw. humaner ART1 transfiziert.
Sowohl murines, als auch humanes CD25 werden dabei als prominente Zielproteine bestatigt.
Fiir die CTLL-2 wird gezeigt, dass die ADP-Ribosylierung von Zelloberflachenproteinen die
IL-2-induzierte Phosphorylierung von STATS hemmt.

Im dritten Abschnitt werden die potentiellen Target Arginine der ADP-Ribosylierung in Maus
und Human CD25 ndher untersucht. Zunichst wird die Lage von konservierten und nicht
konservierten Argininen in einem Aminosdurensequenz-Alignment aus humanen und murinen
CD25 ermittelt. cDNA Expressionsvektoren fiir murines und humanes CD25 werden als Basis
fiir die zielgerichtete Mutagenese der Arginine kloniert. Es werden murine ART2.2,
beziehungsweise humane ART1 und die entsprechenden speziesspezifischen CD25-
Argininmutanten in HEK-T Zellen kotransfiziert. AnschlieBend wird die ADP-Ribosylierung
von Wildtyp-CD25 und den CD25-Argininmutanten vergleichend untersucht.

6.1 Nachweis von ART2-Zielproteinen auf der murinen T-
Lymphomzelllinie YAC-1 und auf primaren murinen T-
Zellen

In diesem Kapitel wird die Identifikation von ART2-Zielproteinen beschrieben. Dazu wurde
die murine T-Zell-Lymphomzelllinie YAC-1 gewéhlt. Die Wahl dieser Zelllinie geschah
aufgrund ihrer hohen endogenen ART-Aktivitdt. Die Identifikation moglicher Zielproteine
wurde in mehreren Schritten durchgefiihrt. Im ersten Schritt fand die etheno-ADP-
Ribosylierung von Zelloberflachenproteinen statt, gefolgt von einer
affinitdtschromatographischen Aufreinigung und GroBenfraktionierung mittels SDS-PAGE
der so modifizierten Proteine. Die aufgereinigten Proteinbanden wurden im dritten Schritt
durch massenspektrometrische Verfahren untersucht. Unter den eruierten Proteinen waren
bereits bekannte Kandidaten wie CD229 oder CD205. Es befanden sich aber auch neue
potentielle  Zielproteine darunter. Eines der identifizierten Proteine war die alpha-
Untereinheit des Interleukin-2-Rezeptors (CD25). Mittels radioaktiver Nachweismethode
wurden CD25 und CD229 als die markantesten Zielproteine der YAC-1 Zelllinie bestétigt.
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6.1.1 Expression und Aktivitit von ART?2 auf der Lymphomzelllinie
YAC-1

Die Zelllinie, welche fiir die Charakterisierung neuer ART2-Zielproteine ausgesucht wurde,
sollte zwei wichtige Vorraussetzungen erfiillen. Zum Ersten sollte sie eine hohe endogene
ART2-Aktivitdt aufweisen, um ADP-ribosylierte Proteine von sdmtlichen Zellen zu erhalten.
Zum Zweiten sollte sie sich in groBen Mengen kultivieren lassen, um eine hohe
Gesamtproteinausbeute fiir die Massenspektrometrie zu erhalten. Im folgenden Absatz wird
die Erlangung der hohen ART-Aktivitit auf der YAC-1 Lymphomzelllinie beschrieben.

Die Zellen wurden dabei mit etheno-NAD inkubiert. Die erfolgreiche etheno-ADP-
Ribosylierung ihrer Zelloberflichenproteine wurde durch den monoklonalen Antikdrper
(mAb) 1G4 nachgewiesen. Die Zellen mit einer hohen mittleren Fluoreszenzintensitdt (MFT)
konnten durch wiederholte FACS-Sortierungen angereichert werden. Die so in drei Zyklen
selektionierten Zellen zeichneten sich sowohl durch eine hohe ART2 Expression als auch
durch eine hohe ART-Aktivitit aus. Diese lieB sich durch einen FACS-Assay demonstrieren
(Abb. 7). Die Ergebnisse zeigen die durch den mAb Ali detektierte Zelloberflaichenexpression
von ART2 an (Abb. 7 A). Die starke ADP-Ribosylierungsaktivitit ist durch eine hohe MFI
des Fluorochrom-gekoppelten mAb 1G4 dargestellt (Abb. 7 B).

—rel. Zellzahl —= >

e[ T Tr Tre = 2"}l

— ARTZ? —— — eAdenosin ——=

Abb. 7 FACS-Assay der Zelloberflachenexpression von ART2 und deren ADP-
Ribosylierungsfunktion. A) YAC-1 Lymphomzellen wurden mit (schattiertes Histogramm) und ohne
(gepunktete Linie) Fluorochrom-gekoppelten Antikdrpern gegen ART2 inkubiert. B) YAC-1-
Lymphomzellen wurden mit (schattiertes Histogramm) und ohne (gepunktete Linie) 50 uM etheno-
NAD inkubiert und anschliefend mit einem Fluorochrom-gekoppelten Antikdrper markiert. Dieser mAb
erkennt etheno-Adenosinreste in den Ubertragenen etheno-ADP-Ribosylgruppen (Antikérperklon
1G4).

6.1.2 Markierung und Aufreinigung von ART2-Zielproteinen

Nach der Uberpriifung der ADP-Ribosylierung der Zelloberflichenflichenproteine wurden
die YAC-1 Lymphomzellen fiir die Gewinnung ausreichender Mengen an ADP-ribosylierten
Proteinen iiber eine Periode von einer Woche in immer groBler werdenden Volumina
kultiviert. Die so gewonnenen 1x 10° Zellen wurden anschlieBend mit relativ geringen
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Mengen an eNAD (2 uM) fiir 20 Minuten inkubiert. Die niedrig gewihlte eNAD-
Konzentration entspricht der scheinbaren Km der ART2.2 fiir etheno-NAD und sollte eine
iibermdfige Aktivitit der ART vermeiden (Krebs, Koestner et al. 2003; Bannas, Adriouch et
al. 2005; Zhao, Gruszczynska-Biegala et al. 2005). Die so behandelten Zellen wurden bei
4 °C griindlich gewaschen und dann anschlieBend mit 1 % Triton X-100 lysiert. Durch
Zentrifugation wurden die Zellkerne von den Zytoplasmabestandteilen und den Idslichen
Plasmamembranproteinen getrennt. Die etheno-ADP-ribosylierten Proteine wurden iiber eine
Affinititssdule getrennt, an die zuvor der mAb 1G4 kovalent gebunden worden war (siche
Kapitel 5.4.2). Um Gesamtprotein und ADP-ribosylierte Proteine unterscheiden zu konnen,
wurden von den verschiedenen Schritten Proben genommen und die Proteine
gelelektrophoretisch aufgetrennt. Es folgte eine Coomassiefirbung (Abb. 8 A) fiir die
Proteinmengenabschitzung, ein 1G4-Immunoblot (Abb. 8 B) diente der Darstellung ADP-
ribosylierter Proteine.

In Abb. 8 A ist zu erkennen, dass die Gesamtproteinmengen in Lysat (L) und Sédulendurchfluss
(DF) in der Coomassiefarbung dhnlich sind. Jedoch sind die ADP-ribosylierten Proteine im
Durchfluss vermindert (Abb. 8 B). Das deutet auf eine suffiziente, wenngleich auch nicht
vollstindige, Bindung der etheno-ADP-ribosylierten Proteine an die 1G4-Matrix. Die
folgenden Waschginge (W) der Sidule zeigten nach dreimaliger Anwendung kein
Ausschwemmen ADP-ribosylierter Proteine mehr. Im Folgenden wurden spezifisch die
etheno-ADP-ribosylierten Proteine von der Matrix geldst, indem sie mit etheno-Adenosin
eluiert wurden. Die Eluat-Fraktionen (jeweils ein Sdulenvolumen) zeigen, dass die hochste
Konzentration an ADP-ribosylierten Proteinen sich in der zweiten Fraktion befindet. Die
Banden der ADP-ribosylierten Proteine in der Fraktion (EL2) erscheinen in dem Immunoblot
intensiver als in dem urspriinglichen Lysat (L). Dieser Effekt deutet auf eine hoéhere
Konzentration ADP-ribosylierter Proteine in EL2 als im urspriinglichen Lysat. Das in der
Coomassiefiarbung sichtbare Bandenmuster in der Spur EL2 dhnelt dem Muster im 1G4-
Immunoblot.
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Abb. 8 Aufreinigung anhand von etheno-NAD markierten ART2-Zelloberflachenzielproteinen
mittels SDS-PAGE und Detektion durch Coomassiefarbung (A) und 1G4-Immunoblot (B) 1 x 10°
YAC-1 Zellen wurden fur 20 Minuten mit 2 yM eNAD bei Raumtemperatur inkubiert, gewaschen und
mit 1 % Triton X-100 lysiert. Nach dem Pelletieren der Zellkerne wurden die Zelllysate (L) Uber eine
Saule mit immobilisierten 1G4-Antikérper gegeben um die etheno-Adenosin-Reste der ADP-
ribosylierten ART2-Zielproteine zu binden. Nach durchlaufen der Lysate (DF) wurde die Saule zwei
Mal gewaschen um ungebundene Proteine zu entfernen (W) und anschliefend finf mal
hintereinander mit etheno-Adenosin eluiert (EL 1-5). Proben aus allen Fraktionen wurden per
Westernblot aufgetrennt und dann mittels verschiedener Detektionsverfahren dargestellt (A, B)

Um die ADP-ribosylierten Proteine in dem zweiten Eluat ndher zu charakterisieren, wurden
sie in préparativen Malstab gelelektrophoretisch aufgetrennt. Hierfir wurde ein 10 %
Acrylamidgel von 1 mm Dicke und als Laufpuffer MOPS verwendet, um Proteine im hoheren
molekularen Bereich, wo viele ADP-ribosylierte Banden zu sehen waren, besser
aufzutrennen. Als GrofBenmarker diente eine Losung aus BSA (Grofie von 66 kDa), Lysozym
(14 kDa) und dem mAb 1G4 (150 kDa). Letzterer zerfdllt durch das Erhitzen der Proben in
SDS-haltiger Losung groftenteils in eine schwere (55 kDa) und eine leichte Kette (25 kDa).
Die Markerbestandteile wurden so gewéhlt um Verunreinigungen durch fremde Proteine, die
von der Massenspektrometrie detektiert werden konnen, gering zu halten.

Die Gelelektrophorese wurde zwei Mal ausgefilhrt und erlaubte somit zwei
massenspektrometrische Untersuchungen (Analyse 1, Abb. 9 A, B und Analyse 2, Abb. 9 C,
D). Die Gele wurden mit Coomassie gefarbt (A und C) und es wurde zusétzlich ein 1G4-
Immunoblot (B und D) angefertigt. Auch hier ziegt sich ein &hnliches Bandenmuster im
Immunoblot und Coomassiefarbung, wobei letztere einige zusitzliche Banden aufweist. Die
der im Immunoblot entsprechenden Coomassie-Banden wurden unter einem Stereomikroskop
ausgeschnitten und dem Trypsinverdau fiir die Massenspektrometrie zugefiihrt. Diese wurde
durch PD Dr. Friedrich Buck aus dem Institut fiir Klinische Chemie, UKE durchgefiihrt.
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Abb. 9 SDS-PAGE mit Coomassiefarbung (A, C) und 1G4-Immunoblot (B, D) von YAC-1-
Zelloberflachenproteinen nach eNAD-Inkubation und 1G4-Antikérper

Affinitatschromatographie. Nach Elution der an die 1G4-Antikérper gekoppelten Matrix gebundenen
Proteine, wurde in zwei Untersuchungen (A, B und C, D) das Eluat mit dem héchsten Proteingehalt
(Eluat 2, Abb. 7) uber zwei SDS-PAGE aufgetrennt. Das erste Gel wurde mit Coomassie gefarbt und
das zweite durch einen 1G4-Immunoblot untersucht. Die in der Coomassie-Farbung sichtbaren
Banden wurden ausgeschnitten und massenspektrometrisch auf die enthaltenen Proteine hin
analysiert.

6.1.3 Massenspektrometrische Identifikation der aufgereinigten ART?2-
Zielproteine

Die Proteine in den ausgeschnittenen Banden wurden fiir die massenspektrometrischen
Untersuchungen proteolytisch mit Trypsin, welches hinter Arginin- und Lysinresten
schneidet, in kleinere Peptide fragmentiert. Anschlieend wurden stérende Salze und Seifen
entfernt. Die Peptide konnten dann mittels nano-electrospray Massenspektrometrie in einem
QTOF 1II Gerdt durch eine weitere Fragmentierung ndher untersucht werden. Die dabei
detektierten Peptidfragmentmassen ermdoglichten Riickschliisse auf Teilsequenzen einzelner
Peptide. Nach entsprechender Suche in Proteinsequenzdatenbanken konnte somit ein Teil der
Peptide Proteinen zugeordnet werden. Abb. 10 veranschaulicht dies am Beispiel eines Peptids,
das der alpha-Untereinheit des Interleukin-2-Rezeptors (CD25) zugeordnet werden konnte.
Hierbei wurde ein Peptid mit einer Masse von 1892,9 Da gemessen, welches im Anschluss
weiter sequenziert wurde. Dabei erschienen Fragmente, die sich in ihren Massen voneinander
unterschieden. Diese Unterschiede entsprechen den Molmassen einzelner Aminoséuren, die es
erlauben die Sequenz des Peptids aufzukldren (Abb. 10).
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Abb. 10 Massenspektrometrische Analyse eines fragmentierten Peptides aus CD25. Die
einzelnen Peaks entsprechen Massen von Pepdidfragmenten eines 1892,9 Da schweren Peptides.
Oben eingeblendet ist zum Vergleich die Sequenz des N-terminalen Trypsin-Fragmentes von CD25
mit den jeweils vorhergesagten Peptidfragment-Massen.
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Bei der zwei Mal durchgefiihrten Massenspektrometrie konnten einige Peptide bestimmten
Proteinen zugeordnet werden (Tab. 7 und Tab. 8). In der Tabelle sind bekannte oder
vorhergesagte Zelloberfldchenproteine fett hervorgehoben, da diese potentielle Zielproteine
der ecto-ART2 darstellen. Im Gegensatz dazu kdnnen intrazelluldre Proteine am ehesten als
Koprézipitation mit einem ADP-ribosylierten Protein gedeutet werden.

Tab. 7 Zugeordnete Proteine in der ersten massenspektrometrischen Analyse. Die den
ausgeschnittenen Banden (Nr., entspricht den Bandennummern in Abb. 10) zugeordneten Proteine
(Protein) sind zur besseren Identifikation mit ihrem zugehdrigen Gennamen (Gen) und der
Proteindatenbankeintragskennung (Entry) angegeben. Das anhand der Peptidsequenz ausgerechnete
Molekulargewicht des Proteins wird als Min. MW in kDa angegeben. Das Molekulargewicht der Bande
ist als Relat. MW in kDa angegeben. Unter Pept. wird die Anzahl der pro Bande gemessenen Peptide
der Anzahl der dem Protein zugeordneten Peptide gegenlbergestellt. Die bekannte bzw.
vorhergesagte zellulare Lokalisation des Proteins ist unter Lok. aufgefiihrt.

Nr. Protein Gen Entry. Lok. Pept. Min. Relat.
MW MW
1 - - - 5/0 - 144,99
2 Tyrosine Ptprf Q9EQ17 Tm Type 1 8/2 150-kD 121,66
phosphatase LAR Unter-
einheit
3 - - - 7/0 - -
4 p100 co-activator Sndl Q78PY7 Nukl. / ER 5/2 102 104,75
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59 - - - 30/0 - -
10 heat shock protein 8 Hspa8 P63017 Zytopl./ 8/1 71 80,41
(Heat shock cognate Zelloberflache
71 kDa protein)
11.1 | Tubulin a-1A chain Tubala P68369 Zytoskelett 7/1 50 57,57
Tubulin -4 chain Tubb4 QI9D6F9 Zytoskelett 7/2 50
ATP synthase, H+ Atp5b P56480 Mito. / 7/1 56
transporting Zelloberflache
mitochondrial F1
complex, f§ subunit
interleukin 2 [12ra P01590 Tm Type 1 7/1 28.4
receptor, o chain
(CD25)
11.2 | eukaryotic translation ~Eeflal  P10126 Zytopl. 8/2 50 53,14
elongation factor 1
alpha 1
11.3 | Citrate synthase Cs Q3UDP3 Mito. Matrix 10/1 51 50,27
Tab. 8 Zugeordnete Proteine in der zweiten massenspektrometrischen Analyse
Nr. Protein Gene Entry. Lok. Pept. Min. Relat.
MW MW
1 CD205 Ly75 Q60767 Tm Type 1 6/1 194.56 162,16
2,3 |- - - 14/0 - -
4 p100 co-activator Sndl Q78PY7 Nukl. / ER 7/4 102 113,22
5 - - - 6/0 - -
6 CD229 Ly9 Q01965 Tm Type | 9/3 67.81 103,83
Elongation factor 2 Eef2 P58252 Zytopl. 9/1 95
Transcription Trim28 Q62318 Nukl. 9/1 88
intermediary factor 1-
p
7 Threonyl-tRNA Tars Q9DOR2 Zytopl. 10/1 83 97,25
synthetase
Nucleolin (Protein Nel P09405 Nukl. / 10/1 77
C23) Nukleolus /
Zelloberflache
8 Villin 2 (Ezrin) Vil2 P26040 Membranassoz 4 /4 69 87,67
9 Moesin Msn P26041 Membranassoz 8 /3 68 85,61
10 - - - 6/0 - 83,15
11 eukaryotic translation Eeflal  P10126 Zytopl. 14/3 50 53,06
elongation factor 1
al
Citrate synthase Cs Q3UDP3 Mito. Matrix 14/1 51
interleukin 2 [12ra P01590 Tm Type 1 14/2 284
receptor, o chain
(CD25)




6.1.4 Nachweis der ADP-Ribosylierung bestimmter identifizierter
ART2-Zielproteine

Der folgende Abschnitt schildert die Bestitigung der ADP-Ribosylierung der
massenspektrometrisch identifizierten potentiellen ART2-Zielproteine CD25 und CD229.
Dazu wurde zuerst deren Zelloberflichenexpression auf YAC-1 Lymphomzellen verifiziert.
AnschlieBend wurde die ADP-Ribosylierung mittels radioaktiv basierter Nachweismethode
bestimmt.

Nachweis der Expression mittels FACS

Die Expression einiger der per Massenspektrometrie auf den YAC-1 Lymphomzellen
identifizierten ART2-Zielproteine wurde im FACS-Assay untersucht. Dazu wurden YAC-1
Zellen mit Fluorochrom-gekoppelten mAb gegen CD25 und CD229 inkubiert. Der P2X7
Purino-Rezeptor, der bereits als ART2 Zielprotein auf YAC-1 Zellen bekannt war (Bannas
2007), jedoch nicht in den Massenspektrometrie-Analysen identifiziert wurde, wurde als
Positivkontrolle mitgefiihrt. Fiir den Nachweis von CD25 wurden unterschiedliche mAb
(Klon 3C7 und 7D4) verwendet. Fiir die Expression von P2X7 und CD229 wurden die
Antikorperklone RH23 und 30CO7 entsprechend benutzt. In Abb. 11 wird gezeigt, dass alle
drei Proteine auf den YAC-1 Zellen exprimiert wurden. P2X7 wies dabei mit einer geringeren
MFI die niedrigste Zelloberflichenexpression auf.
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Abb. 11 Darstellung der Zelloberflachenexpression potentieller ART2 Zielproteine mittels
FACS-Assay. In diesem Assay wurden YAC-1-Lymphomzellen mit (schattiertes Histogramm) und
ohne (gepunktete Linie) Fluorochrom-gekoppelten Antikdrper gegen CD25 (Antikdrperklone A 3C7
und B 7D4), P2X7 (C) und CD229 (D) fir 30 Minuten bei 4 °C inkubiert und deren Bindung an der
Zelloberflache mittels FACS analysiert.

Beeinflussung der Bindung von Antikérpern gegen ART2-Zielproteine durch
etheno-ADP-Ribosylierung

Fiir die radioaktive Nachweismethode der ADP-Ribosylierung war eine Immunprézipitation
der so modifizierten Proteine mit einem mAb ndétig. Deshalb musste davor festgestellt
werden, dass die ADP-Ribosylierung der Proteine nicht die Antikorper / Antigen-Interaktion
behindert. Es wire vorstellbar, dass die kovalent gebundene ADP-Ribose das vom Antikorper
erkannte Epitop derart verdndert, dass dieser gar nicht mehr, oder nur noch schwach binden
kann (Nemoto, Yu et al. 1996). Um das zu iiberpriifen wurden YAC-1 Lymphomzellen mit
und ohne 50 uM eNAD fiir 10 Minuten inkubiert (siche Abb. 7). Anschliefend wurden die
Antikorper gegen die entsprechenden ART2-Zielproteine zugegeben. Zu sehen ist in Abb. 12,
dass fiir keines der untersuchten Antigene die = ADP-Ribosylierung von
Zelloberflachenproteinen zu einem dramatischen Bindungsverlust des Antikorpers flihrte. Es
fand sich lediglich eine leichte Ab- bzw. Zunahme der MFI fiir die CD25 spezifischen
Antikorper 3C7 und 7D4 nach ADP-Ribosylierung.
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Abb. 12 FACS-Assay der Bindungsfahigkeit von Antikdrpern gegen potentielle ART2-
Zielproteine nach etheno-ADP-Ribosylierung. Lymphomzellen YAC-1 mit funktionsfahiger ART2-
Zelloberflachenexpression (siehe Abb. 7) wurden mit (durchgezogene Linie) und ohne (gepunktete
Linie) eNAD inkubiert und anschliefend wie in Abb. 11 mit Fluorochrom-gekoppelten Antikorpern
gegen CD25 (A und B), P2X7 (C) und CD229 (D) inkubiert. Die entsprechende Bindung des
Antikdrpers wurde dann mittels FACS-Assay ermittelt.

Nachweis der ADP-Ribosylierung bestimmter Zelloberflachenproteine mittels
radioaktiv markiertem NAD

Nach dem Nachweis der guten Antikorperbindung trotz ADP-Ribosylierung von CD2S5,
CD229 und P2X7 in Abb. 12, folgte ein Versuch zur Bestitigung der ADP-Ribosylierung
jener Proteine mit Hilfe von radioaktivem NAD. Dabei wurden YAC-1 Lymphomzellen mit
P-NAD inkubiert, gewaschen, lysiert, immunprizipitiert und mittels SDS-PAGE-
Autoradiographie weiter analysiert. In Abb. 13 sind die ADP-ribosylierten Proteine im
Gesamtzelllysat vor und nach der Immunprézipitation zu erkennen (GZL 1 und 2). Daneben
werden die drei aufeinander folgenden Prazipitationen (IP4 bis 6) dargestellt. Die
Gesamtzelllysate weisen in den drei Versuchen ein dhnliches Bandenmuster auf. Das ADP-
Ribosylierungsmuster besteht aus einer prominenten Bande bei 45 kDa und drei starken
Banden bei 80 kDa, 90 kDa, und 120 kDa. Des Weiteren sind mehrere schwichere Banden,
z.B. bei 35 kDa und 200 kDa zu erkennen. Wie anhand der Autoradiographie in Abb. 13 A zu
erkennen ist, enthélt eine breite Bande von 45 kDa einen groBen Anteil der Radioaktivitit aus
dem Gesamtzelllysat. Diese Bande wurde mittels des anti-CD25 mAb fast vollstindig
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immunprézipitiert und fehlt somit in der Spur des Gesamtzelllysates nach
Immunprézipitation. Es handelt sich dabei um die alpha-Untereinheit des Interleukin-2-
Rezeptors (CD25). Das Molekulargewicht dieser Bande (ca. 45 kDa) entspricht dem der stark
glykosylierten Form von CD25. Eine der beschriebenen Banden, welche ebenfalls eine hohe
Intensitit aufzeigt und sich bei ca. 90 kDa befindet, wurde durch die Immunprézipitation als
CD229 identifiziert (Autoradiographie B). Das relative Molekulargewicht dieser Bande
entspricht dem vorhergesagten Molekulargewicht des glykosylierten CD229. Es handelt sich
bei der Bande mit der zweitstarksten ADP-Ribosylierung auf YAC-1 Zellen also um CD229.
In der Abb. 13 C zeigt die Immunprézipitation des bekannten ART-Zielproteins P2X7 drei
Banden (bei 75 kDa, 150 kDa und 200 kDa). Das relative Molekulargewicht der untersten
Bande entspricht dem vorhergesagten Molekulargewicht des glykosylierten P2X7 von ca.
75 kDa. Bei den hoheren Banden konnte es sich um P2X7 Dimere/Trimere oder um andere,
koprézipitierte Proteine handeln. In letzterem Fall wiirde es sich bei den Koprézipitaten
ebenfalls um ART-Ziele handeln. P2X7 scheint kein Hauptziel der ART2 auf dieser Zelllinie
Zu sein.

Zusétzlich ist zu erwéhnen, dass in allen drei Experimenten offensichtlich keine ADP-
ribosylierten Proteine unspezifisch an die mit PIS gesittigten Protein-G-Sepharose
gebundenen haben (Autoradiographie A bis C Spur 3).

CD25 weist in den Autoradiographien die hochste Inkorporation und ist somit das Hauptziel
der ART auf dieser Zelllinie. CD229 bindet ebenfalls viel Radioaktivitit und ist damit ein
prominentes ART-Zielprotein.

A B c
GZL IP anti mCD25 GZL IP anti mCD229 GZL IP anti mP2X7
[kDa] 1 2 3 4 5 86 [kDa] 1 2 3 4 5 8 [kDa] 1 2 3 4 5 8
98 — . 185 —
g % - - 98 —
52 —
® =
H— 2
31— 31—

Abb. 13 Darstellung der ADP-Ribosylierung von CD25 als das wichtigste Zielprotein neben
CD229 und P2X7 auf YAC-1 Zellen. Zellen wurden mit *P-NAD inkubiert, gewaschen und dann in
1 % Triton X-100 Puffer lysiert. Nach Klarung der Lysate durch Zentrifugation erfolgte eine
sequentielle Immunprazipitation mit einer vorgeschalteten Prazipitation mit an Protein-G-Sepharose
immobilisierten Serumantikérpern (Spur 3) und drei auf einander folgende Immunprazipitationen mit
Antikérpern gegen CD25 (A), CD229 (B) und P2X7 (C). Proteine in den Gesamtzelllysaten (GZL) vor
und nach der Immunprazipitation (Spuren 1 und 2) und in Immunprazipitaten (IP) (Spuren 4-6) wurden
mittels SDS-PAGE gréfRenfraktioniert und auf einer PVYDF Membran geblottet. Radioaktiv markierte
(ADP-ribosylierte) Proteine wurden auf der Membran mittels Autoradiographie detektiert.
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6.1.5 ADP-Ribosylierung von CD25 durch die ART2 auf murinen CD4"
T-Zellen

Nachdem festgestellt wurde, dass CD25 durch die endogene ART2 der YAC-1
Lymphomzellen ADP-ribosyliert wird, stellte sich die Frage nach der Manifestation einer
solchen Beobachtung auf priméren Zellen. Eine kleine Subpopulation der CD4" T-Zellen,
genannt regulatorische T-Zellen (Tregs) exprimiert konstitutiv CD25 (Sakaguchi 2005). Um
eine ADP-Ribosylierung von CD25 durch ART2 zu untersuchen wurden die sekundir
lymphatischen Organe Milz und Lymphknoten pripariert und die CD4" Zellfraktion durch
negative Selektion angereichert. Diese CD4' Zellfraktion wurde anschlieBend mit
radioaktivem NAD inkubiert, um wie in Abb. 13 das ADP-Ribosylierungsmuster auf den
Zellen sichtbar zu machen. Die ADP-Ribosylierung von CD25 wurde dann wie zuvor bei den
YAC-1 Lymphomzellen durch Immunprézipitation und SDS-PAGE-Autoradiographie
untersucht (Abb. 14). Die Autoradiographie der Proteine im Gesamtzelllysat (GZL 1) zeigt
ein auffillig vielfiltiges Bandenmuster. Dies deutet an, dass es auf CD4" T-Zellen eine
groBere Vielfalt an ADP-ribosylierten Proteinen gibt als auf der YAC-1 Zelllinie. Bei dem
immunprazipitierten Protein mit einem Molekulargewicht von ca. 50 kDa handelt es sich
offensichtlich um CD25 (Spur 4). Anders als bei YAC-1 Lymphomzellen erscheint die CD25-
Bande als eine der schwicheren Banden. Ein Grund dafiir konnte sein, dass nur ca. 5-10% der
CD4" T-Zellen CD25 konstitutiv exprimieren (Sakaguchi 2005). Fast alle peripheren, naiven
CD4" T-Zellen weisen jedoch eine ART-Aktivitit auf (Krebs, Koestner et al. 2003).

A cD4* Cells B
GZL GZL P GZL P
[ [ D [
kDa] T 2 3 4 5 6 KPA /% 3 7T 5 6
185 —
98 —
—
52 — o 2 — -
-
31 — 31 —
19: 19 —
17 17 —

11 — 11 —

Abb. 14 Darstellung der ADP-Ribosylierung von CD25 auf CD4" Zellen. Zellen wurden aus
Milz und Lymphknoten einer P2X7KO Maus isoliert und die CD4" Fraktion durch negative Selektion
angereichert, mit radioaktivem NAD inkubiert, gewaschen und lysiert. Die sequentielle
Immunprazipitation mit Serum (Spur 3) und anti-CD25-Antikérpern drei Mal in Folge (IP 4, 5, 6)
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erfolgte wie in Abb. 13 beschrieben (Gesamtzelllysat vor und nach Immunprazipitation, GZL 1 und 2).
Proteine wurden elektrophoretisch aufgetrennt und dann in zwei Richtungen auf eine PVDF und eine
Nitrocellulosemembran (NC) geblottet. Die PVDF Membran wurde fur 96 h bzw 24 h (ganz links)
autoradiographiert. Die NC Membran wurde silber gefarbt (B).

6.2  Analyse von CD25 als Zielprotein der ART auf IL-2-
abhingigen Zelllinien

Nachdem die IL-2-Rezeptoruntereinheit CD25 als prominentes ART-Zielprotein auf der
murinen YAC-1 Lymphomzelllinie identifiziert worden war, stellte sich die Frage ob die
Funktion von CD25 durch die ADP-Ribosylierung beeinflusst wird. Fiir diese
Untersuchungen wurde die Zytotoxische T-Lymphozyten Zelllinie CTLL-2 gewaihlt. Diese
Zellen proliferieren, anders als YAC-1 Zellen, streng Interleukin-2 abhédngig. Da diese Zellen
keine oder nur wenig endogene ART-Aktivitit aufzeigen, wurden sie stabil mit ART2.2
transfiziert. Als Assay fiir den Nachweis der IL-2 induzierten Aktivierung des IL-2-Rezeptors
wurde die Analyse der IL-2 induzierten Phosphorylierung von STATS gewihlt. Es konnte
gezeigt werden, dass die Phosphorylierung von STATS durch eine ADP-Ribosylierung der
Zelloberflichenproteine beeinflusst wird. In diesem Abschnitt wird ferner der Frage
nachgegangen, ob die humane ARTI1, ebenso wie ART2.2 in der Lage ist, das entsprechend
speziesspezifische CD25 zu ADP-ribosylieren.

6.2.1 Transfektion von muriner ART2.2 und humaner ART1 in die IL-
2-abhiingigen Lymphomzelllinien CTLL-2 und Kit 225

Im vorherigen Kapitel konnte gezeigt werden, dass murines CD25 in der Lymphom-Zelllinie
YAC-1 und in primdren Mauszellen durch die ART2 ADP-ribosyliert wird. Die folgenden
Experimente beschiftigten sich mit der Eruierung von Unterschieden in dem ADP-
Ribosylierungsverhalten verschiedener ARTs in Bezug auf CD25 in verschiedenen Spezies.
Um untersuchen zu konnen, ob humanes CD25 ebenfalls ein Zielprotein der ADP-
Ribosylierung ist und ob die humane ARTI in der Lage ist, CD25 zu ADP-ribosylieren,
wurden murine CTLL-2 Leuk&miezellen mit endogen hoher CD25 Expression, jedoch
geringer ART-Aktivitdt (Abb. 15 A) mit muriner ART2.2 oder mit humaner ART1 stabil
transfiziert. Humane Kit 225 Zellen wurden ferner mit humaner ART]1 transfiziert (nicht
dargestellt). Stabile Transfektanten wurden durch Selektion mit G418 hergestellt. Abb. 15 B
und C zeigt die Ergebnisse von FACS Analysen der ART2 Expression und ART-Aktivitét auf
diesen Zellen.
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Abb. 15 ART-Expression und Aktivitat auf CTLL-2 Zellen nach Transfektion mit ART2.2 und
ART1. CTLL-2 Leukadmiezellen wurden vor (A) bzw. 20 Tage nach Transfektion mit muriner ART2.2
(B) oder humaner ART1 (C) mit Fluorochrom-gekoppelten Antikérpern gegen CD25 (panel 1), ART2.2
(panel2 und 4), ART1 (panel 6) (schattiertes Histogramm) oder Fluorochrom-gekoppelter
Isotypkontroll-Antikdrper (gepunktete Linie) inkubiert. ART-Aktivitat wurde, wie in Abb. 7 beschrieben,
durch Anfarbung mit Fluorochrom-konjugiertem 1G4 Antikdrper nach Inkubation mit etheno-NAD
bestimmt (panels 3, 5, 7).

6.2.2 ADP-Ribosylierung von murinem und humanem CD25 durch die
ART2.2 und ART1

Um die ADP-Ribosylierung von CD25 in den transfizierten Zellen zu untersuchen, wurden
die Zellen mit radioaktivem NAD inkubiert und die ADP-Ribosylierung vor und nach
Immunprézipitation mit spezifischen Antikérpern analog zu Abb. 13 analysiert. Wie in Abb.
16 A und B zu sehen ist, sind die Muster der durch Maus ART2 und humane ART1 ADP-
ribosylierten Proteine in den murinen CTLL-2 Zellen sehr dhnlich. Es finden sich prominente
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Banden bei 90, 80, 55 und 40 kDa. Die markierte Bande bei einem Molekulargewicht von ca.
55 kDa ist offensichtlich das murine CD25, da sie mit einem Antikorper gegen CD25
prazipitiert wird (Spur 4) und nach der Immunprizipitation in dem Zelllysat nicht mehr
sichtbar ist (Spur 2). CD25 stellt in dieser Zelllinie offensichtlich auch ein Hauptzielprotein
dar.

Neben der ADP-Ribosylierung in einer murinen Zelllinie wurde das ADP-
Ribosylierungsmuster auf der humanen Zelllinie Kit225 untersucht. Der radioaktive
Nachweis ADP-ribosylierter Proteine erfolgte bei Abb. 16 C methodisch wie bei den
vorherigen Experimenten. Es ist zu erkennen, dass das Bandenmuster bei dieser Zelllinie
anders ist als bei den CTLL-2, oder YAC-1 Zellen. Im Vergleich zu primidren Mauszellen
(Abb. 14) lasst sich jedoch sagen, dass auch hier wenig prominente Banden vorhanden sind. Es
finden sich fiinf prominente Banden bei 92, 52, 45, 40 und 32 kDa. Die Bande bei 52 kDa
entspricht offensichtlich dem humanen CD25 da sie durch Immunprizipitation mit dem anti-
human CD25 Antikorper fast vollstindig prazipitiert wird (vergleiche Abb. 16 C Spuren 1, 2
und 4). Humanes CD25 stellt in dieser Zelllinie offensichtlich ebenfalls ein Hauptzielprotein
dar.

CTLL-2 ART2 CTLL-2 ARTA1 Kit 225 ART1
GZL IP GZL IP GZL IP

[kDa] 41 2 3 4 5 ¢ [kKPaQl 1 2 3 4 5 6 [KPA 41 2 3 4 5 6

185 — 185 — 185 —
08 — S - 9B — - ° 98 —
52 —
5o — - . J 52 — -
. 31— 31—
19— o
19 — — 17 —
- 17
11— M — " —
D GZL P E GZL P F GZL IP
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R
52 — - 52 — & —
31— 31— 31—
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" — 11— 11—
Abb. 16 Darstellung der ADP-Ribosylierung von murinem CD25 und humanem CD25 auf
ART-transfizierten CTLL-2 und Kit 225 Zellen. Zelllinien mit stabil transfizierter ART2 (A, CTLL-2
ART2) oder ART1 (B, CTLL-2 ART1, C, Kit225 ART1) wurden mit radioaktivem NAD inkubiert,
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gewaschen und fraktioniert lysiert. Die Gesamtzelllysate (GZL, 1) wurden dann anschlieBend mit
Serum vorgeklart (Spur3) und dann mit, an Protein-G-Sepharose gekoppelten, anti
speziesspezifischem CD25-Antikdrpern drei mal aufeinander folgend immunprazipitiert (IP 4, 5, 6).
Das anschlielfende Gesamtzelllysat wurde ebenfalls kollektiert (GZL, 2). Die entsprechend
entnommen Proben wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf eine PVDF Membran geblottet und
durch Autoradiographie ausgewertet (obere Bilderzeile). Zur Kontrolle der Geltaschenbeladung wurde
ebenfalls auf eine Nitrocellulose Membran geblottet, welche per Silberfarbung ausgewertet wurde
(untere Bilderzeile).

6.2.3 Hemmung der IL-2 induzierten STATS-Phosphorylierung durch
ADP-Ribosylierung von Zellmembranproteinen

Um die Frage, ob die ADP-Ribosylierung von CD25 die IL-2-Rezeptoraktivierung
beeinflusst, ndher untersuchen zu konnen, wurde eine Zelllinie verwendet, die einen
funktionsfahigen IL-2-Rezeptor besitzt. Die CTLL-2 Zelllinie (CTLL-2 WT) besitzt so einen
Rezeptor und zeigt dariiber hinaus ein striktes IL-2-abhéngiges Wachstum. Bei Ausbleiben
des IL-2-Stimulus gehen die Zellen in Apoptose. Diese Zellen wurden mit ART2.2 stabil
transfiziert (CTLL-2 ART2) (siehe dazu Kapitel 6.2.1). Die ART2.2-Expression vor und nach
Transfektion ist in Abb. 17 Panel 1 zu sehen. Nun war es mdglich, die Aktivierung des IL-2-
Rezeptors durch IL-2 in der gleichen Zelllinie mit und ohne ART2.2 in Abhéngigkeit von
NAD zu untersuchen. Eine Methode dies zu untersuchen ist es, die Aktivierung von
Elementen der Signaltransduktionskaskade des Rezeptors zu messen. Einer dieser Elemente
ist der Transkriptionsfaktor STATS (Gaffen 2001). Dieser Faktor wird nach Bindung von IL-
2 an den IL-2-Rezeptorkomplex unter anderem an dem Tyrosinrest 694 phosphoryliert. Er
bildet dann Homo- und Heterodimere mit den Isoformen STATS A oder B und transloziert in
den Zellkern. Fiir die Detektion der Aktivierung des Transkriptionsfaktors wurde ein
Antikdrper benutzt der spezifisch an Y694-phosphoryliertes STATS bindet (Sieche dazu
Methoden-Kapitel 5.1.3).

Die STATS- Phosphorylierung wurde zunéchst nach vierstiindigem IL-2-Entzug auf die
erneute Gabe von IL-2 hin untersucht (Panel2). Das basale Niveau der STATS-
Phosphorylierung nach vier-stiindigem IL-2-Entzug ist durch die diinne Linie gekennzeichnet.
Anndhernd in allen Zellen war 15 Minuten nach IL-2-Gabe STATS verstarkt phosphoryliert
(verstirkte Linie). Um einen moglichen Effekt von NAD, bzw. der ADP-Ribosylierung von
Membranproteinen auf die basale STATS-Phosphorylierung zu untersuchen, wurden
untransfizierte und ART2-transfizierte Zellen fiir 15 Minuten zunéchst in Abwesenheit von
IL-2 mit NAD inkubiert (Panel 3, schattierte Histogramme). Die Ergebnisse zeigen, dass
NAD keinen bzw. in ART2 transfizierten Zellen allenfalls einen minimal stimulierenden
Effekt auf die basale STATS- Phosphorylierung hat.

Im néchsten Schritt wurde untersucht, ob die ADP-Ribosylierung von Membranproteinen die
IL-2-abhingige Phosphorylierung von STATS5 beeinflusst. Dazu wurden Zellen zuerst mit
NAD und dann mit IL-2 inkubiert (Panel 4, schattiertes Histogramm). Das Ergebnis zeigt,
dass die Aktivierung des Transkriptionsfaktors bei den ART2.2 transfizierten Zellen durch die
ADP-Ribosylierung im Vergleich zu den ausschlieBlich mit IL-2 stimulieren Zellen deutlich
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geringer ausfdllt (Abb. 17, Panel 4). Bei untransfizierten Zellen kommt es unter diesen
Bedingungen zu keiner oder allenfalls einer nur minimalen Blockade der STATS
Phosphorylierung.

Um den Einfluss der ART2.2-Aktivitdt auf den IL-2-Rezeptor und dessen Signaltransduktion
weiter nachweisen zu konnen, wurde in einem weiteren Ansatz vor der Behandlung mit NAD
ein ART2.2-blockierender Einzeldomédnen-Antikorper (VHH s+16a) zugegeben (Koch-Nolte,
Reyelt et al. 2007). Der Antikorper ist offensichtlich in der Lage, die hemmende Wirkung der
ADP-Ribosylierung auf den IL-2-Rezeptor bei ART2.2-exprimierenden Zellen aufzuheben
(Vergleiche Abb. 17 B, Panels 4 und 5). Bei untransfizierten Zellen hingegen, hat die Zugabe
des Antikdrpers keinen erkennbaren Einfluss auf die STATS-Phosphorylierung (Vergleiche
Abb. 17 A, Panels 4 und 5). Fazit ist, dass die NAD-abhingige ADP-Ribosylierung von
Zelloberflichenproteinen bei ART2.2-transfizierten Zellen einen Einfluss auf die
anschlieBende IL-2-Stimulation hat. Es ist denkbar, dass dieses auf die ADP-Ribosylierung
der Alpha-Untereinheit des IL-2-Rezeptors selbst zuriickzufiihren ist.

+/-1L-2 + /- NAD +/-NAD > IL-2 VHH > NAD > IL-2

CTLL-2WT

CTLL-2 ART2.2
rel. Zellzahl

TN TR

— ART2 — — STATS-P >

Abb. 17 Einfluss der ADP-Ribosylierung von Zelloberflachenproteinen auf die IL-2
induzierte STAT5-Phosphorylierung in CTLL-2 Lymphomzellen. Untransfizierte (A) und ART2.2-
transfizierte (B) CTLL-2 Zellen wurden mehrfach gewaschen und dann fiir 4 Stunden unter Entzug von
IL-2 vorinkubiert. Die Zelloberflachenexpression von ART2 wurde mittels FACS-Analyse an
unbehandelten Zellen tberprift (Panel 1). Aliquots der Zellen wurden fir 15 Minuten bei 37 °C in An-
und Abwesenheit von IL-2 (20 U/ml) inkubiert (Panels 2-5). Das Ausmal} der STAT5-Phosphorylierung
wurde dann mit Hilfe eines Fluorochrom-konjugierten Anti-Phosho-STATS Antikdrper an fixierten und
permeabilisierten Zellen untersucht (durchgezogene verstarkte Linie: mit IL-2 Behandlung (20 U/ml),
durchgezogene dinne Linie: ohne IL-2 Behandlung, gestrichelte Linie: Isotypkontrolle) (Panels 2-5).
Ein Aliquot der Zellen wurde fur 15 min bei 37 °C mit NAD (50 uM) ohne IL-2 inkubiert (Panel 3,
schattiertes Histogramm). Weitere Aliquots der Zellen wurden sequentiell fur 15 Minuten bei 37 °C
inkubiert mit: NAD und IL-2 (Panel 4, schattiertes Histogramm), bzw. mit einer ART2-inhibierenden
VHH (10 pg), NAD und IL-2 (Panel 5, schattiertes Histogramm).
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6.3 Klonierung und zielgerichtete Mutagenese von Argininen
in murinem und humanem CD25 zur Identifikation der
ADP-Ribosylierungsstelle

In diesem Kapitel werden Experimente zur Identifizierung der ADP-Ribosylierungsstellen in
murinem und humanem CD25 vorgestellt. Zundchst wurden dazu die cDNAs fiir murines und
humanes CD25 kloniert und transient in HEK-T Zellen zusammen mit ART2 kotransfiziert.
Mittels radioaktivem ADP-Ribosylierungs-Assay wurde untersucht, inwiefern sich die beiden
Varianten auch in HEK-T Zellen ADP-ribosylieren lassen. Die potentiellen Arginine wurden
anhand eines Alignments von muriner und humaner CD25 dargestellt. SchlieBlich wurde die
Auswirkung der zielgerichteten Mutagenese individueller Arginine auf die ADP-
Ribosylierung in transfizierten HEK-T Zellen untersucht. Die Ergebnisse deuten an, dass
mehr als eine Aminosdure an CD25 ADP-ribosyliert wird.

6.3.1 Klonierung des murinen und humanen CD25

Nachdem in den vorherigen Kapiteln festgestellt wurde, dass murines wie humanes CD25
Hauptziele auf Lymphomzellen sind, wurde es fiir weitere Untersuchungen notwendig, die
kodierenden cDNAs zu klonieren. Fiir die Klonierung des Maus CD25 wurden aus YAC-1
Zellen gesamt-RNA isoliert (Abb. 18 A) und diese durch reverse Transkription zu
komplementdrer DNA umgeschrieben. Aus der so gewonnenen cDNA wurde dann mit
speziellen Primern die kodierende Sequenz per PCR amplifiziert. (Abb. 18 B). Die Primer
enthielten flankierend zu der codierenden Sequenz eine ECORI und Notl
Restriktionsendonukleasen-Erkennungssequenz. Es folgte der Doppelverdau der Inserts und
der beiden eukaryotischen Zielvektoren pcDNA6 und pCMV SPORT mit Eco RI und Not I
(Abb. 18 C), die T4-Ligase katalysierte Ligation von Insert und Expressionsvektoren. Der
Ligationsansatz wurde in ultrakompetenten XL-10 Gold Zellen (Stratagene) transformiert und
anschlieend ausplattiert. Plasmide aus individuellen Kolonien wurden auf das Tragen des
Plasmides mit dem richtigen Insert durch den o.g. Doppelrestriktionsverdau iiberpriift. Bei
einer entsprechenden Fragmentlédnge des Inserts von ca. 800 bp (Abb. 18 E und F) wurde das
Insert sequenziert. Ein Plasmid mit bestétigter unveridnderter mCD25 Nukleotidsequenz
wurde fiir weitere Untersuchungen ausgewéhlt.
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Abb. 18 Klonierung von Maus CD25 aus YAC-1 Zellen A) Zur Klonierung von Maus CD25
wurde die Gesamt-RNA aus YAC-1 Zellen isoliert und zur Kontrolle elektrophoretisch aufgetrennt.
Dabei sind die beiden ribosomalen Ribonukleotidsduren 28 S rRNA und 18 S rRNA sowie etwas
genomische DNA (gDNA) zu erkennen. B) Mittels zweier Primer mit eingebauten
Restriktionsschnittstellsequenzen Eco Rl am 5’ und Not | am 3’ Ende wurde aus der Gesamt RNA die
gewlinschte Maus CD25 codierende Sequenz amplifiziert. Dies wurde mittels einer Gradienten-PCR
durchgefiihrt mit einer Annealing-Temperatur zwischen 40 °C und 65 °C. Als Positivkontrolle der PCR
dienten Primer zur Amplifikation von elF2a bei einer Annealing-Temperatur von 56,9 °C. C) Nachdem
das gewlinschte ca. 800 bp grofte CD25 Amplifikat aus dem Agarose Gel ausgeschnitten und
aufgereinigt worden war, wurde es (3), genauso wie die zwei Vektoren pCMV SPORT (2) und pcDNAG6
(1), mit Eco Rl und Not | verdaut. Dabei wurden die Vektoren bei der anschlieRenden
Gelelektrophorese von ihren herausgeschnittenen Inserts getrennt und aus dem Gel aufgereinigt (C,
Stern). D) Zur Kontrolle der Reinheit und zur Abschatzung der Stoffmengenverhaltnisse fur die
Ligation wurden die zwei Vektoren pcDNAG (1), sowie pCMV SPORT (2) und das Insert (3) abermals
elektrophoretisch aufgetrennt. Nach der Ligation in einem Stoffmengenverhaltnis von 3:1 zugunsten
des Inserts wurden die Vektoren in E. coli transformiert und ausplattiert. Aus den zwolf ausgewahlten
Bakterienklon-Kolonien pro Ligation wurden Vorkulturen fiir eine DNA Plasmidpraparation angesetzt.
E) Der Eco Rl / Not | Doppelverdau der Plasmidpraparation ergab bei der pcDNA6 / CD25 Ligation,
dass neun der zwodlf ausgewahlten Klone CD25 als Insert im Vektor trugen (2, 3) und zwei (1) das
Insert des parentalen Vektors (a). F) Bei der Ligation pCMV SPORT / CD25 enthielten elf der zwolf
verdauten Plasmidpraparationen das richtige Insert (1, 2, 3) und einer (nicht im Ausschnitt) besall das
alte Insert aus dem parentalen Vektor (b)

Fiir die Klonierung von humanem CD25 wurde als Quelle Blut aus gesunden Spendern
gewidhlt, da eine humane Zelllinie mit Expression des IL-2Ra zu der Zeit nicht zur Verfiigung
stand. Mittels Dichtegradientenzentrifugation wurde die mononukledre Fraktion, welche
Monozyten und Lymphozyten enthielt, isoliert. Da naive T-Zellen kein CD25 auf ihrer
Zelloberfliche exprimieren, war der Anteil an CD25" Zellen nach der Blutentnahme
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verschwindend gering. (Abb. 19, Panel 1). Die Lymphozyten eines Spenders wurden deshalb
mit dem Lektin Concanavalin A (ConA) stimuliert so, dass eine polyklonale Proliferation der
T-Zellen mit entsprechender Hochregulation der alpha-Untereinheit des IL-2 Rezeptors (Abb.
19, Panel 6) stimuliert wurde (Letwin and Quimby 1987). Wie an den Ergebnissen zu sehen
ist, stieg der Anteil an CD4", CD25" T-Helferzellen von 2,2 % am ersten Tag auf fast 23 %
am dritten Tag nach Stimulation mit ConA (Abb. 19, Panel 4 und 6).

Tag 1 Tag 2 Tag 3
1,8% 1,8% 1,3%
t
o
5
E
@
c
3
0,3% 0.9% 0,9%
2,2% 15,9% 23%
<L
c
=]
Q
0,3% 3,1% 4,9%
hCD25 >

Abb. 19 FACS-Analyse der durch Concanavalin A-Stimulation induzierten Expression von
CD25 auf humanen CD4" T-Helfer-Zellen. Die mononukledre Zellfraktion (Monozyten und
Lymphozyten) aus dem Vollblut zweier gesunder Spender wurden fir drei Tage in Kultur genommen
wobei ein Aliquot unstimuliert blieb und ein zweites mit Concanavalin A (ConA), einem mitogen
wirksamen Lektin inkubiert wurde. Die FACS-Analyse direkt nach der Entnahme (Tag 1) mit anti-CD4
und anti-CD25 Fluorochrom-gekoppelten Antikdrpern ergab bei beiden Proben einen Anteil von CD4",
CD25" Zellen von ca. 2 % der Gesamtzellen. Diese Zellgruppe stieg bis zum dritten Tag (Tag 3) bei
den Concanavalin A stimulierten Zellen auf 23 % der Gesamtzellen an, wohingegen sie bei der
unstimulierten Kontrolle unter 2 % verblieb.

Die nun CD25-exprimierenden humanen Zellen, konnten fiir die Klonierung genutzt werden.
Dabei wurde nach der gleichen Strategie wie fiir die Klonierung von murinem CD25
vorgegangen, wobei diesmal nur in den Expressionsvektor pPCMV SPORT kloniert wurde.
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Abb. 20 Klonierung von humanen CD25 aus Concanavalin A stimulierten mononuklearen
Zellen. A) Gewinnung von gesamt-RNA aus mononukledren Zellen, die drei Tage nach der
Concanavalin A Stimulation eine erhéhte CD25" Expression aufwiesen. Zu sehen sind auf der
gelelektrophoretischen Trennung die 28 S und 18 S ribosomale RNA (rRNA). B) Die RNA wurde mit
Hilfe der Reversen Transkriptase und randomisierten Hexameren in cDNA umgeschrieben, woraus
dann die CD25 Sequenz mit zwei Primern, die jeweils eine Restriktionsschnittstellsequenz besallen
(Eco Rl und Not I), mit einer Gradienten-PCR amplifiziert werden konnte. Es wurden jeweils die ca.
800 bp groRen Banden mit einer Annealing-Temperatur von 54 und 59,9 °C aus dem Gel
ausgeschnitten und aufgereinigt. C) AnschlieBend folgte der Verdau der aufgereinigten Inserts (1) und
des Zielvektors pCMV SPORT (2). Nach dem Eco Rl / Not| Doppelverdau wurden die Produkte
elektrophoretisch aufgetrennt und ausgeschnitten (Stern). D) Ein Kontrollgel half bei der
Stoffmengenbestimmung (Vektor pCMV SPORT, V und Insert CD25, 1) E) Die Ligation erfolgte bei
einem Stoffmengenverhaltnis von 3 Teilen Insert zu einem Teil Vektor. AnschlieRend wurden E. coli
mit den Ligationsprodukten transformiert und auf LB Agar Platten ausplattiert. Es wurden zwolf
Bakterienklon-Kolonien ausgewahlt, kultiviert und einer DNA-Plasmidpraparation unterzogen. Der
Verdau dieser Plasmide ergab, dass bei acht (Ausschnitt 2, 3) der zwdlf Klone ein Fragment mit der
richtigen GroRRe (hCD25, ca. 800 bp) zu sehen war.

6.3.2 ADP-Ribosylierung auf ART transient transfizierten HEK-T
Zellen

Die Funktionstiichtigkeit der klonierten Expressionsmutante wurde durch transiente
Transfektion in HEK-T Zellen, die endogen weder CD25 noch Zelloberflichen ART-Aktivitét
exprimieren, getestet (Abb. 21). In CD25 und ART2 kotransfizierten Zellen wurde ferner
getestet, ob ART2 in diesem Zellsystem CD25 ADP-ribosylieren kann. Die Ergebnisse der
FACS-Analyse bestdtigen die erfolgreiche Expression von CD25 auf der Zelloberfliche von
transfizierten Zellen (Abb. 21 A). In der Autoradiographie (C) nach radioaktiver ADP-
Ribosylierung ist zu sehen, dass untransfizierte HEK-T Zellen keine Radioaktivitét
inkorporieren. Damit wurde die Abwesenheit von endogener Zelloberflichen-ADP-
Ribosylierungsfahigkeit bestitigt. Wie zu erwarten, findet sich bei transient mit CD25
transfizierten Zellen ebenfalls keine Inkorporation von Radioaktivitit. Erst wenn die mit
ART2.2 transfizierten Zellen mit radioaktivem NAD inkubiert werden, erscheinen radioaktiv
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markierte Banden (C, GZL, Spur 3). Das Muster an ADP-ribosylierten Proteinen besteht aus
deutlichen Banden um 140, 90 und 52 kDa sowie multiplen, schwécheren Banden zwischen
40 und 185kDa. Nach Kotransfektion von CD25 und ART2.2 erscheint eine starke
zusitzliche, breite Bande um 52 kDa sowie mehrere zusitzliche schwichere Banden im
Bereich von 31 bis 15 kDa (C, GZL, Spur 4). In der Immunprézipitation mit anti-CD25 mAbs
erscheint ebenfalls eine Bande mit dem erwarteten MW von CD25 (52 kDa) (C, IP, Spur 4).
Wie in der Silberfarbung unter B zu sehen ist, wurden bei den Gesamtzelllysaten gleiche
Proteinmengen auf die einzelnen Spuren geladen.
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Abb. 21 ADP-Ribosylierung von murinem CD25 nach transienter Kotransfektion mit ART2.2
in HEK-T Zellen. HEK-T Zellen wurden entweder untransfiziert, oder mit CD25 beziehungsweise
ART2.2 transient transfiziert. Eine weitere Zellgruppe wurde mit CD25 und ART2.2 transient
kotransfiziert. Der Erfolg der Transfektion wurde mittels FACS-Analyse (A) eruiert. Die Zellen wurden
mit radioaktiv markiertem NAD inkubiert, gewaschen und anschlief3end fraktioniert lysiert. Die Proteine
in einem Aliquot des Gesamtzelllysats (GZL) wurden per SDS-PAGE groRRenfraktioniert und aus dem
Rest des Lysates wurde CD25 per Immunprazipitation herausprazipitiert. Die Proteine im Prazipitat
wurden ebenfalls grélienfraktioniert. Die Membranen des Westernblots wurden zum einen einer
Silberfarbung unterzogen (B), um die Beladung der Spuren abschatzen zu kénnen, zum anderen
wurde mittels Autoradiographie (C) die inkorporierte Radioaktivitat sichtbar gemacht.
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In einem weiteren Experiment wurde der Frage nach der ADP-Ribosylierung von humanem
CD25 in humanen HEK-T Zell-Transfektanten nachgegangen. Wie in Kapitel 6.2.2
beschrieben wird murines CD25 in murinen Zelllinien (CTLL-2 und YAC-1) durch die
murine ART2.2 (Abb. 16 A und Abb. 13 A) und durch die humane ART1 (Abb. 16 B) effizient
ADP-ribosyliert. Darliber hinaus wurde die gute ADP-Ribosylierung von humanem CD25
durch die humane ARTI in der humanen Zelllinie Kit 225 gezeigt (Abb. 16 C). Nun wurde der
Frage nachgegangen, ob und inwiefern ART2.2 in einer humanen Zelllinie die beiden CD25-
Formen (human und murin) ADP-ribosyliert. HEK-T Zellen wurden dafiir mit gleichen
Mengen an CD25-cDNA vom Menschen und von der Maus transient mit ART2.2
kotransfiziert. Zur Kontrolle wurden parallel Zellen allein mit ART2.2 transfiziert (mock).
Die Expression der ART2.2 wurde in allen drei Gruppen mittels FACS-Analyse bestimmt
(Abb. 22 A, durchgezogene Linie in Panels 1-3) und im Vergleich zu untransfizierten Zellen
gesetzt (unterbrochene Linie). Die Ergebnisse zeigen, dass alle Transfektanten ART2.2 maBig
stark exprimieren. Die ART2.2 Expression der mock-Gruppe ist dabei etwas hoher als die der
kotransfizierten Zellen. Die beiden CD25-Formen werden ebenfalls exprimiert, wobei die
MFI der mCD25 jedoch wesentlich hoher als die von hCD25 ist.

Das Ergebnis des radioaktiven ADP-Ribosylierungs-Assays zeigt in der mock-Zellgruppe das
bereits bekannte ADP-Ribosylierungsmuster von ART2.2 transfizierten HEK-T Zellen (B,
Spur 1) aus mehreren unscharf begrenzten Banden (vergleiche Abb. 21). In den CD25-
kotransfizierten Zellen fillt jeweils eine zusdtzliche Bande in Hohe von 52 kDa auf. Durch
Immunprézipitation mit einem mAb gegen mCD25 beziehungsweise hCD25 lies sich eine
Bande dieser GroBe jeweils spezifisch prézipitieren. Die Bande zeigt eine wesentlich hohere
Intensitdt bei den mit human CD25 kotransfizierten Zellen als bei denen mit der murinen
Form. Offensichtlich wird, bei gleicher Menge an eingesetzter cDNA und adiquater
Zelloberflichen-Expression, das humane CD25 in HEK-T Zellen wesentlich besser durch die
ART2.2 ADP-ribosyliert als die murine Variante
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Abb. 22 Nachweis der ADP-Ribosylierung von hCD25 und mCD25 auf mART2.2
kotransfizierten HEK-T Zellen. HEK-T Zellen wurden mit Expressionskonstrukten fir ART2.2 alleine
(mock) oder fur ART2.2 und hCD25 bzw. mCD25 transient (ko)-transfiziert. Zellen wurden 24 Stunden
nach der Transfektion geerntet. (A) Die Zelloberflachenexpression von ART2, hCD25, und mCD25
wurde an einem Aliquot der Zellsuspension per FACS Uberprift. Dabei wurden untransfizierte
(gestricheltes Histogramm) und transfizierte Zellen (durchgezogenes Histogramm) mit einem
spezifischen Fluorochrom-gekoppelten Antikérper (siehe untere Panele) fir 30 Minuten bei 4 °C
inkubiert. (B und C) Die restlichen Zellen (6 x 106) wurden fir 10 Minuten bei RT mit 1 uM radioaktiv
markiertem NAD inkubiert und anschlieBend fir 20 Minuten bei RT in 1 % Triton X-100 lysiert. Das
Gesamtzelllysat (GZL) wurde einer sequentiellen Prazipitation mit an Protein-G-immobilisiertem
Rattenimmunglobulin  (Vorklarung = VK) und CD25-spezifischen Antikdrpern unterzogen
(Immunprazipitation = IP). Proteine in dem GZL vor und nach IP (je 6 x 10° Zellaquivalente/Spur) (B)
bzw. in den Immunprazipitaten (IP) und Vorklarungen (VK) (C) wurden mittels SDS-PAGE
grélRenfraktioniert und anschlielend per Westernblot auf eine PVDF Membran transferiert.
Inkorporierte Aktivitat wurde mittels Autoradiographie durch Exposition eines Roéntgenfilmes fiir 4 Tage
bei -80 °C detektiert. Spur 1 = GZL und IP aus ART2.2-transfizierten Zellen. Spur 2 = GZL, IP und VK
aus ART2.2 + hCD25 kotransfizierten Zellen. Spur 3 = GZL, IP und VK aus ART2.2 + mCD25
kotransfizierten Zellen
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6.3.3 Bestimmung der Arginine in der Sekundéirstruktur von CD25

In der nédchsten Versuchsreihe wurde der Frage nach der Lokalisation der ADP-
Ribosylierungsstelle von CD25 nachgegangen. Wie bekannt war, sind murine ART2.2 und
humane ART! argininspezifische ADP-Ribosyltransferasen (Koch-Nolte, Petersen et al.
1996; Glowacki, Braren et al. 2002). Es musste somit jeweils mindestens ein Arginin in den
extrazellulairen Doméinen von murinem und humanem CD25 eine Zielaminosédure sein. Bei
einem Alignment der humanen, murinen und ratten-Sequenzen, welches mit T-COFFEE
erstellt wurde (Notredame, Higgins et al. 2000), wurden konservierte und nicht konservierte
Arginine bestimmt. Diese sind in Abb. 23 entsprechend mit einem roten, beziehungsweise
blauen R gekennzeichnet.
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Abb. 23 Vergleich der CD25-Aminosaurenseqgenzen aus Mensch (hCD25), Maus (mCD25)
und Ratte (rCD25). Das Einbuchstabencode-Alignment wurde mit T-COFFEE erstellt (Notredame,
Higgins et al. 2000). Das Leaderpeptid (lila Buchstaben -21 bis 1), das fir den Transport des Molekiils
ins rauhe endoplasmatische Retikulum bendtigt wird sowie die Transmembrandoméne des Rezeptors
sind lila. Cysteinreste sind gelb unterlegt und mit der entsprechenden Nummer der Disulfidbriicken,
die sie ausbilden, angegeben. Die p-Faltblatter sind tiber der entsprechenden Sequenz, soweit durch
die 3D-Struktur bekannt, angegeben (Symbol: E). Konservierte Arginine sind rot dargestellt, nicht
konservierte blau. lhre entsprechenden Aminosaurennummern werden fur die Humansequenz oben
(hNr) und fir die Maussequenz unten (mNr) angegeben. Grin unterlegt sind mdgliche
Glykosylierungsstellen. Die Strukturmerkmale B-Faltblatter und Disulfidbricken sind anhand der
Kristallstruktur von humanen CD25 dargestellt (Stauber, Debler et al. 2006, PDB ID code 2ERJ). In
der 3D-Struktur nicht sichtbare Bereiche sind mit dem Symbol ,-“ gekennzeichnet.
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Im néchsten Schritt wurden Arginine, welche als potentielle ADP-Ribosylierungsziele der
ART2 dienen, mutiert. Die Aminosdure, welche fiir den Austausch vorgesehen wurde, sollte
moglichst groBe Ahnlichkeit zu der Urspriinglichen haben, um an der Sekundir- und
Tertidrstruktur des Molekiils moglichst wenig zu dndern. Gewidhlt wurde Lysin, aufgrund des
langen Aminosdurerestes von vier unverzweigten Kohlenstoffatomen und der positiven
Ladung an der Aminogruppe. Es ist somit der konservativste Aminosdurenaustausch, der
moglich war. Die Mutation geschah mittels zielgerichteter Mutagenese anhand vorher
generierter Mutageneseprimer. Die Plasmide wurden anschlieBend zur Erfolgskontrolle
sequenziert (Abb. 24).

A

N asala WA A AN AN A AN

AATGCAAGAGAGGTTTC|ICGAJAGACTAAAGGAATTGGTCTA

G
C K R G F|R|IR L K E L V

B
M st
K

AATGCAAGAGAGGTT TClAAAJAGACTAAAGGAATTGGTCTA
C K R G F R L K E L V
30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41

Abb. 24 Ausschnitt aus der Sequenzierung des Maus CD25 Konstruktes bei der die
Aminosaure 35, Arginin zu Lysin mutiert wurde. Im Maus CD25 Insert des Vektors pCMV Sport
wurde die Aminosaure 35, Arginin (A, blaues Rechteck) zu Lysin per zielgerichteter Mutagenese
mutiert (B, blaues Rechteck). AnschlieRend wurden Bakterien mit dem Konstrukt transformiert, lysiert
und einer Plasmid-DNA-Praparation unterzogen. Die Basenfolge des mutierten CD25 Inserts wurde
anschlieBend zur Kontrolle sequenziert. Die Aminosdurennummer ist unten angegeben.

6.3.4 ADP-Ribosylierung der konservierten Arginine in murinem CD25

Da sowohl murines als auch humanes CD25 Zielproteine der ADP-Ribosylierung sind, lag es
nahe anzunehmen, dass beide an einem konservierten Argininrest modifiziert werden.
Deshalb erfolgte in einer ersten Serie die zielgerichtete Mutagenese samtlicher konservierter
Arginine in CD25 zu Lysin. Da in anderen ART Zielproteinen Doppelarginine als Targets der
ADP-Ribosylierung beschrieben waren (Paone, Wada et al. 2002; Adriouch, Bannas et al.
2007), wurde in dieser Serie ferner das Doppelarginin R35, 36 zu KK mutiert. (Dieses
Doppelarginin liegt im Bereich der Bindungsstelle von humanem CD25 fiir Interleukin-2, die
Mutation fithrt zum Verlust der IL-2 Bindung (Robb, Rusk et al. 1988)).

HEK-T Zellen wurden entweder allein mit muriner ART2.2 oder zusammen mit ART2.2 und
einer CD25-Mutationsvariante kotransfiziert. Der Transfektionserfolg wurde mittels FACS-
Analyse ermittelt (Abb. 25A). Dabei wird in dem Histogramm jeweils die
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Zelloberflachenexpression von CD25, beziehungsweise ART2.2 als verstirkte Linie im
Vordergrund dargestellt. Zum Vergleich der Expression der jeweiligen Mutanten mit Wildtyp
CD25 wurde letztere als schattiertes Histogramm in den Hintergrund gelegt. Ebenfalls
dargstellt ist die MFI der nicht transfizierten HEK-T Zellen, welche mit den entsprechenden
Antikorpern inkubiert als Negativkontrolle dient (gestrichelte Linie). Die Ergebnisse zeigen,
dass die Transfektion von ART2.2 und CD25 in sdmtlichen Zellgruppen zu einer Zunahme
der MFTI fiihrte. Dieses spricht fiir eine erfolgreiche Transfektion. Das Expressionsniveau der
ART2.2 ist in sdmtlichen Zellgruppen vergleichbar mit dem Niveau der ART2.2-Expression
in der mit CD25 Wildtyp kotransfizierten HEK-T Zellgruppe. Die CD25-
Oberflichenexpression ist gekennzeichnet durch einen deutlichen Anstieg der MFI. Es zeigt
sich eine leicht schwichere Expression von vier CD25-Mutanten (R36K, R101K, R113K und
R136K) im Vergleich zu der Expression des Wildtyps (Vergleiche Abb. 25 A im unteren
Panel die Verlagerung der verstirkten Linie in Relation zu dem schattierten Histogramm).
Nach der Transfektion wurde mittels radioaktivem Assay die ADP-Ribosylierung der CD25
Mutanten mit der des Wildtyps verglichen. Die Silberfairbung zeigt eine weitgehend
gleichmidBige Beladung der Spuren mit Proteinen (Abb. 25 B). Die Autoradiographie bei den
mit ART2.2 alleine transfizierten Zellen (mock) zeigt das bekannte Muster von ADP-
ribosylierten Proteinen (Abb. 25 C GZL, erste Spur). Das Muster ist dabei vergleichbar mit
dem der in Abb. 21 dargestellten Autoradiographie. Bei den mit ART2.2 und murinem CD25
Wildtyp kotransfizierten Zellen zeigt sich eine verstirkte Bande um 52 kDa (Abb. 25 C,
GZL 2. Spur). Die Immunprézipitationen mittels Antikdrpern gegen CD25 zeigen jeweils eine
entsprechende Bande bei 52 kDa sowie eine weniger intensive Bande um ca. 45 kDa (Abb.
25C, IP). Es handelt sich somit um CD25. In den mit CD25 kotransfizierten
Gesamtzelllysaten erscheinen ferner mehrere zusitzliche Banden bei Molekulargewichten von
15 bis 31 kDa, die moglicherweise Degradationsprodukte von CD25 darstellen. Die einzelnen
CD25-Mutanten zeigen eine dhnlich starke Bandenschwirzung wie Wildtyp CD25. In keiner
Spur zeigt sich eine deutliche Abnahme der Bandenintensitit, die auf eine mangelnde ADP-
Ribosylierung deuten konnte.
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Abb. 25 Analyse der ADP-Ribosylierung von Wildtyp mCD25 und mCD25-Varianten mit

Einzelsubstitutionen der konservierten Arginine. HEK-T Zellen wurden mit ART2.2 allein (mock),
oder mit ART2.2 und CD25-Mutanten kotransfiziert. (A) 24 Stunden nach Transfektion wurde die
Zelloberflachenexpression von ART2 und CD25 in einem Aliquot der Zellsuspension per FACS
analysiert (gestrichelte Linie: untransfizierte Zellen, schattiertes Histogramm: Wildtyp, verstarkte
durchgezogene Linie: die jeweils o0.a. Mutante). (B, C) Die restlichen Zellen wurden fir 10 Minuten bei
RT mit radioaktivem NAD inkorporiert. Die Beladung der einzelnen Spuren mit Gesamtzelllysat wurde
durch Silberfarbung Uberpriift (B). Die in den Proteinen inkorporierte Aktivitat wurde wie in Abb. 22
mittels SDS-PAGE-Autoradiographie ermittelt (C). (D) Schematisches Diagramm der untersuchten
mCD25 Mutanten (rot: konservierte Arginine, blau: nichtkonservierte Arginine).

6.3.5 ADP-Ribosylierung der nicht konservierten Arginine in murinem

CD25

Nachdem die ADP-Ribosylierung der CD25-Molekiile nicht durch die Mutation einer
einzelnen konservierten Arginin unterbunden werden konnte, folgte eine Serie von Mutanten
in denen die nicht konservierten Arginine mutiert wurden. Ferner wurde eine Dreifachmutante
der ersten drei Arginine erstellt (R32, 35, 36K).

Wie in dem vorherigen Experiment, ist in den FACS-Analysen (Abb. 26 A) eine vergleichbare
Expression der ART2.2 in allen Transfektionsgruppen zu sehen. Es zeigen sich allenfalls
minimale Abnahmen der CD25 Mutanten-Expression im Vergleich zum Wildtyp. Die
Silberfarbung zeigt eine vergleichbare Ladung der SDS-PAGE mit Proteinen (Abb. 26 B). Der
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radioaktive ADP-Ribosylierungs-Assay zeigt bei allen ART2-CD25-kotransfizierten HEK-T
Zellen analog zur Abb. 25 eine Zunahme der Bande im 52 kDa-Bereich (Abb. 26 C, GZL).
Eine entsprechende Bande findet sich ferner in allen Immuprézipitaten, mit Ausnahme der nur
mit ART?2 transfizierten Zellen (mock) (Abb. 26 C, IP). Allenfalls in drei Spuren zeigt sich ein
leichter Abfall der Bandenintensitit im Vergleich zu der Wildtypvariante (IP, R32, 35, 36K,
R35, 36K, R163K). Bei der Doppel und Dreifachmutante fillt ferner eine leichte
Abschwichung der niedermolekularen Banden im Gesamtzelllysat auf.

Da in den beiden Experimenten samtliche Arginin-Mutanten des CD25 noch ADP-ribosyliert
wurden, liegt die Vermutung nahe, dass mehr als ein Argininrest Ziel der ADP-Ribosylierung
ist. Aufgrund der leichten Abschwichung in der Bandenintensitit gegeniiber dem Wildtyp
kdmen dafiir am ehesten R35, R36 und R163 in Frage.

ART2.2. ART2.2./ ART22 ART2.2/ ART2.2./ ART2.2/ ART2.2/ ART2.2/ ART2.2/
R32,35,36K R35,36K (mock) WT R44K R65K R163K R167K R178K
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Abb. 26 Analyse der ADP-Ribosylierung von Wildtyp mCD25 und mCD25 Varianten mit
Einzelsubstitutionen der nicht konservierten Arginine und Mehrfachsubstitutionen der ersten
drei konservierten Arginine. HEK-T Zellen wurden mit ART2.2 alleine (mock), oder mit ART2.2 und
den o.g. Mutanten kotransfiziert und wie in Abb. 25 auf Zelloberflachenexpression von ART2.2 und
CD25 (A) sowie auf radioaktive Markierung von Proteinen im Gesamtzelllysat und in CD25-
Immunprazipitaten (C) analysiert. B) Silberfarbung der geladenen Gesamtzelllysatproteine D)

Schematisches Diagramm der untersuchten Arginine (rot: konservierte Arginine blau: nicht
konservierte Arginine).
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6.3.6 ADP-Ribosylierung der konservierten Arginine in humanem
CD25

Die Frage der ADP-Ribosylierungsstelle wurde ebenfalls im humanen System analysiert.
Dazu wurden HEK-T Zellen mit humaner ART1 alleine oder zusammen mit humanem CD25-
Konstrukten kotransfiziert. Die erstellten CD25 Arginin zu Lysin Mutanten waren in dieser
Versuchsreihe alle konservierten Arginine, zusammen mit dem Doppelarginin R35, 36 und
einer Mutante des nicht konservierten Arginins R185. Es folgte die ADP-Ribosylierung
mittels **P-NAD und die Auftrennung der ADP-ribosylierten Proteine mittels Westernblot mit
anschlieBender Autoradiographie. Die Analyse der Expression der Zelloberflichenexpression
von ARTI1 und der CD25-Konstrukte erfolgte wie bisher mittels FACS-Assay (Abb. 27 A).
Die Ergebnisse zeigen, dass alle transfizierten Zellgruppen eine vergleichbare ARTI-
Expression aufweisen. Die Expression der CD25-Mutanten ist ebenfalls fast identisch mit der
des Wildtyps. Die Silberfirbung zeigt eine dhnliche Beladung mit Protein (Abb. 27 B). In der
Autoradiographie der Gesamtproteine (C, GZL) erscheint eine prominente Bande bei 52 kDa,
welche durch die Immunprézipitation mit einem Antikorper gegen humanes CD25 als CD25
bestdtigt wird (C, IP). Alle Mutanten zeigen eine deutliche Inkorporation von Radioaktivitét.
Allenfalls in zwei Spuren zeigt sich eine deutliche (R117K) bzw. leichte (R35, 36K)
Abschwichung des Signals (C, GZL).

Dariiber hinaus finden sich, wie bei den mit murinen CD25 transfizierten Zellen, in den
Gesamtzelllysaten zusitzliche Banden im Bereich von 20 bis 31 kDa. Diese Banden werden
durch die Immunprézipitation nicht erfasst und konnten Degradationsprodukte des CD25 sein,
die von dem zur Prézipitation eingesetzten Antikdrper nicht erkannt werden. Bei dem
Vergleich der Gesamtzelllysate aus nur mit ART2 transfizierten Zellen (mock) und ART2-
CD25 kotransfizierten Zellen (Abb. 27 C, GZL) fillt ferner auf, dass die Inkorporation der
CD25-Molekiile wesentlich markanter ist als die der restlichen Proteine auf der Zelllinie.
Dieser Effekt ist mit dem der Transfektanten in Abb. 22 vergleichbar, in dem humanes CD25
ebenfalls sehr stark (durch die ART2.2) ADP-ribosyliert wurde.
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Abb. 27 Analyse der ADP-Ribosylierung von Wildtyp hCD25 und hCD25 Varianten mit
Einzelsubstitutionen der konservierten Arginine. HEK-T Zellen wurden mit ART1 alleine (mock),
oder mit ART1 und den o.g. Mutanten kotransfiziert und wie in Abb. 25 auf Zelloberflaichenexpression
von ART1 und CD25 anhand monoklonaler Antikdrper (A) sowie auf radioaktive Markierung von
Proteinen im Gesamtzelllysat und in CD25-Immunprazipitaten (C) analysiert. B) Silberfarbung der
geladenen Gesamtzelllysatproteine. D) Schematisches Diagramm der untersuchten Arginine (rot:
konservierte Arginine blau: nicht konservierte Arginine).
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7. Diskussion

Die Ergebnisse dieser Arbeit lenken und erweitern den Blick auf CD25 als Ziel von
Zelloberflichen mono-ADP-Ribosyltransferasen. Die Diskussion der Ergebnisse folgt im
Aufbau dem Ergebnisteil. Im ersten Teil werden die mit Hilfe massenspektrometrischer
Verfahren identifizierten ART2-Zielproteine auf YAC-1 Lymphomzellen nidher dargestellt. Es
wird auf die Verwandtschaft dieser neuen Zielproteine mit bereits bekannten eingegangen.
Des Weiteren werden Perspektiven fiir die Untersuchung der ADP-Ribosylierung von CD25
ex vivo besprochen. Der zweite Teil beschiftigt sich mit mdglichen funktionellen
Konsequenzen der CD25-ADP-Ribosylierung auf IL-2-vermittelte Effekte auf T-Zellen und
Lymphomzellen. Im letzten Teil werden Erfolge und Probleme bei der Identifikation der
ADP-Ribosylierungsstelle von CD25 dargestellt und Losungsvorschlige besprochen. Zum
Schluss werden Perspektiven fiir weiterfiihrende Arbeiten gegeben, die zusitzliche Einblicke
in die Interaktion zwischen ART und CD25 erlauben konnten.

7.1  Nachweis von ART2-Zielproteinen auf der murinen T-
Lymphomzelllinie YAC-1

Zielproteine von ADP-Ribosyltransferasen wurden bereits auf verschiedenen Zelltypen
identifiziert (siche Tab. 10 im Anhang). So konnten Okamoto et al. 1998 zeigen, dass reife T-
Lymphozyten der Maus ART-Aktivitdt auf ihrer Oberfliche besitzen und nach ADP-
Ribosylierung verdnderte Proliferation, Zytotoxizitdt und Migrationsverhalten aufweisen. Die
Arbeitsgruppe zeigte per radioaktiver Nachweismethode (**P-NAD), dass T-Zellen, nicht aber
B-Zellen oder Makrophagen aus C57BL/6J Méusen multiple Zielproteine ADP-ribosylieren.
Mittels Immunprézipitation untersuchten die Autoren ferner eine Reihe von
Membranproteinen auf Inkorporation von Radioaktivitit. Die Mehrzahl der untersuchten
Proteine zeigte keine Markierung. Darunter befanden sich CD2, CD28, CD48, CD62L, die
Komponenten des T-Zellrezeptors (CD3) sowie die alpha und beta Ketten der a4 Integrine.
Sieben weitere Proteine zeigten unterschiedlich starke Inkorporation von Radioaktivitdt (CDS,
CDll1a, CD18, CD43, CD27, CD45 und CD44 in Folge abnehmender Bandenintensitit
(Okamoto, Azhipa et al. 1998). Aufgrund eines fehlenden Vergleichs von markierten
Proteinen in Lysaten vor und nach Prézipitation blieb jedoch unklar, ob und welche der
identifizierten Proteine Hauptziele darstellen.

Einen anderen Ansatz ART-Zielproteine zu identifizieren, verfolgten frithere Doktoranden
unserer Arbeitsgruppe in ihren Dissertationsarbeiten (Bannas 2007; Koestner 2007). Dabei
entwickelten sie, das auch in dieser Arbeit verwendete Verfahren der
massenspektrometrischen Analyse affinitdtsgereinigter etheno-ADP-ribosylierter Proteine.
Als Modell verwendeten Bannas und Koestner dabei eine stabil mit ART2.2 transfizierte T-
Zell Hydridomalinie (DC27.10 ART2.2). AnschlieBend folgte die radioaktive
Nachweismethode der ADP-Ribosylierung der so identifizierten Proteine. Mit dieser
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Methodik wurden mehrere der von Dennert et al. gefundenen Proteine bestitigt (CD11a,
CD18, CD43, CD44, CD45), sowie weitere bisher unbekannte ART-Zielproteine identifiziert
(CD30, CD31, CD98, CD100, CD205, CD229). Offensichtlich konnen ADP-
Ribosyltransferasen bei Uberexpression auf Lymphomzellen, dhnlich wie auf primiren T-
Zellen multiple Zelloberflichenproteine modifizieren.

Ziel der Versuche im ersten Teil dieser Arbeit war die Charakterisierung des Musters an
ADP-ribosylierten Proteinen auf einer Lymphomzelllinie mit endogener ART2-Expression
mit Hilfe des von Koestner und Bannas entwickelten Verfahrens (Bannas 2007; Koestner
2007). Dariiber hinaus sollte versucht werden, die prominentesten Zielproteine auf dieser
Zelllinie mittels selektiver Immunprizipitation nach radioaktiver Markierung zu
identifizieren.

Die Ergebnisse der massenspektrometrischen Untersuchungen der affinitdtsgereinigten
putativen Zielproteine lieferte Peptidfragmente von 17 unterschiedlichen Proteinen (Tab. 7,
Tab. 8). Literaturrecherchen zur Folge werden jedoch nur sieben dieser Proteine auf der
Zelloberflache exprimiert (Tab. 9). Somit liegt der Schluss nahe, dass die anderen Proteine
entweder mit einem etheno-ADP-ribosylierten Zielprotein koprézipitiert wurden, oder
unspezifisch an die anti-etheno-Adenosin-Matrix gebunden hatten. Allerdings waren
verschiedene Methoden aufgewendet worden, um etheno-ADP-ribosylierte Poteine spezifisch
zu eluieren, einschlieBlich des intensiven Waschens der Matrix mit Detergens-haltigen Puffer
sowie der milden kompetitiven Elution mittels etheno-Adenosin in physiologischem Puffer.
Eine effiziente Methode, die in der Massenspektrometrie identifizierten potenziellen ART2-
Zielproteine auf ihre ADP-Ribosylierung zu tiberpriifen, ist die Inkubation der Zellen mit
radioaktivem *’P-NAD mit anschlieBender spezifischer Immunprizipitation. Unter den, in
dieser Arbeit auf YAC-1-Zellen so identifizierten Zelloberfldchenproteinen befanden sich
zweli bereits in den Arbeiten von Bannas und Koestner identifizierte Zielproteine: CD205 und
CD229. CD205 ist ein Transmembranprotein vom Typ I. Dieses ist involviert in die Antigen-
Endozytose auf dendritischen Zellen (Kato, Neil et al. 1998). CD229 ist Mitglied der CD105-
Unterfamilie der Immunglobulin Superfamilie. Es ist ebenfalls ein Typ I
Transmembranprotein und wird auf B und T-Lymphozyten exprimiert. Dabei scheint es in
den Adhisionsprozess von T-Zellen untereinander beteiligt zu sein und segregiert bei T-Zell
Aktivierung in die immunologische Synapse (Romero, Zapater et al. 2005).

Das dritte mittels Radioaktiv-Assay bestitigte Zielprotein ist CD25. CD25 wurde in beiden
Massenspektrometrischen Analysen detektiert (Tab. 7, Tab. 8). Durch den Vergleich von
Gesamtzelllysaten vor und nach Immunprézipitation konnte nachgewiesen werden, dass
CD25 und CD229 die beiden Hauptzielproteine auf YAC-1 Lymphomzellen sind. Der
hochaffine Interleukin-2-Rezeptor ist aus drei Untereinheiten zusammengesetzt (Abb. 3). Die
a-Untereinheit (CD25) ermoglicht es dem Rezeptorkomplex, eine hohe Affinitét fiir IL-2 zu
erreichen. Diese kann durch die anderen beiden Bestandteile, CD122 und CD132, alleine
nicht gewihrleistet werden (Johnson, Choi et al. 1994). CD25 spielt eine wichtige Funktion
bei der IL-2-induzierten Proliferation von aktivierten T-Lymphozyten (Smith 1988), sowie fiir
die Homoostase von regulatorischen T-Zellen (Tregs) (Sakaguchi 2005).
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Fiint weitere Proteine wurden bisher nicht als ART-Zielproteine beschrieben und konnten
mangels verfligbarer Antikorper auch (noch) nicht als tatsdchliche ART-Ziele bestdtigt
werden. Dazu zdhlen die Tyrosinphosphatase LAR, das Hitzeschock Protein 8, die Beta
Untereinheit des mitochondralen F1 Komplexes, der ATP-Synthase (ATP5B) und Nucleolin.
Die Tyrosinphosphatase LAR wurde 1995 kloniert (Schaapveld, van den Maagdenberg et al.
1995). Sie gehort zu der Familie der Protein-Tyrosinphosphatasen (PTPasen). LAR wird als
ca. 200 kDa schweres Protein synthetisiert und an der Zelloberfliche exprimiert. Dort wird es
proteolytisch in zwei Untereinheiten von jeweils 150 kDa und 85 kDa geteilt. Dabei ist die
150 kDa schwere extrazelluldre Untereinheit nicht kovalent an einem extrazelluldr ragenden
Rest der 85kDa schweren, transmembran verlaufenden, intrazelluldiren Untereinheit
gebunden (Streuli, Krueger et al. 1992). Die extrazelluldre Untereinheit zeigt Homologien zu
CD56, einem Zelladhédsionsmolekiil. Zwei Fragmente aus dieser Untereinheit wurden in
dieser Arbeit per Massenspektrometrie identifiziert. Die transmembran / intrazelluldre
Untereinheit zeigt in ihren zwei Phosphatasedominen Ahnlichkeit mit CD45, das ein
bekanntes ART-Zielprotein ist (Okamoto, Azhipa et al. 1998).

Das Hitzeschockprotein 8 (Hspa8/Hsc71/LAP-1) gehort zu der Familie der 70 kDa
Hitzeschockproteine / ATPasen. Dieses Chaperon ist fiir die Faltung von anderen Proteinen
wichtig, spielt aber auch eine Rolle in dem Abbauprozess von Clathrin-bedeckten Vesikeln
(Tavaria, Gabriele et al. 1995). Dariiber hinaus wurde postuliert, dass es an der Erkennung
von bakteriellem LPS beteiligt ist. In dem Zusammenhang gibt es verschiedene Hinweise
darauf, dass Mitglieder dieser Hitzschockproteine auf der Zelloberfliche exprimiert werden
(Triantafilou, Triantafilou et al. 2001; Osterloh and Breloer 2008). In einer unabhingigen
Massenspektrometrischen Analyse wurde Hsc71 (sowie zwei weitere heat shock Proteine
Hsp70 und Hsp90) als Proteine identifiziert, die mit dem P2X7 Purinorezeptor koprézipitieren
(Kim, Jiang et al. 2001). P2X7 wird auf den in dieser Arbeit untersuchten Zellen exprimiert
und ADP-ribosyliert (Abb. 13). Interessanterweise identifizierte Koestner et al. in seiner Arbeit
tiber ART-Zielproteine in der ART2-transfizierten Lymphomzelllinie DC27.10 mittels
Massenspektrometrie ebenfalls dieses sowie ein weiteres Hitzeschockprotein (heat shock
protein 90-beta/Hsp 84) (Koestner 2007). Das im endoplasmatischen Retikulum lokalisierte
Mitglied der hsp70-Familie Bip/Grp78/Hspa5 wurde zudem als Zielprotein der ADP-
Ribosylierung im endoplasmatischen Retikulum identifiziert (Carlsson and Lazarides 1983;
Ledford and Leno 1994). Weiter Untersuchungen sind notwendig, um zu kliren, ob die hier
identifizierten Heat shock Proteine tatséchlich selbst Ziele der ADP-Ribosylierung sind oder
durch Bindung an ein ADP-ribosyliertes Protein wie P2X7 koprizipitiert wurden. Hinweise
ob die in dieser Arbeit identifizierten Hitzeschockproteine selbst an der Zelloberfldche
exprimiert werden und somit potentielle ART-Ziele sind konnten z.B. FACS-Analysen mit
geeigneten Antikorpern ergeben.

Die Beta-Untereinheit des mitochondralen F1-Komplexes (ATP5B) ist eine Untereinheit der
ATP-Synthase. Sie wird normalerweise in Mitochondrien exprimiert. Im Jahr 2003 wurde die
ATP5B jedoch als ein hochaffiner HDL-Rezeptor fiir Apolipoprotein Al auf der
Zelloberflache von Hepatozyten beschrieben (Martinez, Jacquet et al. 2003). Dariiber hinaus
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wurde seine Zelloberflichenexpression auf verschiedenen Zelllinien postuliert, u.a. der
Chronisch Myeloischen Leukdmie Zelllinie K562 (Das, Mondragon et al. 1994).

Nucleolin ist ein Phosphoprotein, welches hautsdchlich in den Nucleoli rasch wachsender
Zellen zu finden ist. Es wurde dariiber hinaus auch auf der Zelloberfliche von Leukozyten
detektiert, wo es als Ligand von CD62L/L-Selectin dienen kann (Harms, Kraft et al. 2001).
Auf Makrophagen wird es ebenfalls exprimiert und soll dort als Rezeptor fiir apoptotische
Zellen dienen (Hirano, Miki et al. 2005).

Zwei weitere Proteine, Ezrin und Moesin liegen zwar membranassoziiert vor, wurden bisher
jedoch nicht an der Zelloberfliche beschrieben. Ezrin, Radixin und Moesin bilden zusammen
die so genannten ERM-Proteine. Sie stellen eine Verbindung zwischen Aktinfilamenten und
der Plasmamembran dar. Eine der T-Lymphozyten assoziierten Funktionen dieser Proteine ist
dabei die Beteiligung an der Immunologischen Synapsenformation zwischen T-Zelle und
APC (Delon, Kaibuchi et al. 2001; Roumier, Olivo-Marin et al. 2001). Beide Proteine sind
hiufig mit den ART-Zielproteinen CD43 oder CD44 assoziiert. Eine Koprizipitation mit
einem der beiden Oberfldchenproteine ist somit denkbar.

Zwei weitere Proteine, Tubulin alpha-1A und Tubulin beta-4 sind Teil des Zytoskelett, das
nach der Triton-X-100 Zellyse hdufig mit rafts assoziiert bleibt (Bannas, Adriouch et al.
2005). Es lieBe sich bei diesen Proteinen ebenfalls ein Koprézipitation mit etheno-ADP-
ribosylierten Raft-assoziierten Proteinen vorstellen. Weitere Proteine, wie der nukledre
Transkriptionsfaktor TIF1beta sowie das in der mitochondrialen Matrix lokalisierten Enzym
Citrat Synthase, sind am ehesten durch unspezifische Bindung bzw. mangelnde Klirung zu

begriinden.

Tab. 9 Zusammenfassung der massenspektrometrisch identifizierten ART2-Zielproteine.
Hervorgehoben sind die Proteine mit nachgewiesener Expression auf der Zelloberflache

Protein Zellulire Lokalisation

Tyrosinphosphatase LAR Plasmamembran gebunden (Tm Typel)

CD25 Plasmamembran gebunden (Tm Typel)

CD205 Plasmamembran gebunden (Tm Typel)

CD229 Plasmamembran gebunden (Tm Typel)
Nucleolin Nukleus / Nucleolus / Zelloberflache

heat shock protein 8 (Hspa8, HSC71) Zytoplasma / Zelloberflache

ATP synthase, H+ transporting | Mitochondrium / Zelloberflache
mitochondrial F1 complex, beta

subunit (ATP5B)

Villin 2 (Ezrin) Membranassoziiert
Moesin Membranassoziiert
Tubulin alpha-1A chain Zytoskelett
Tubulin beta-4 chain Zytoskelett
Threonyl-tRNA synthetase Zytoplasma
Elongation factor 2 Zytoplasma

eukaryotic translation elongation factor 1 | Zytoplasma
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alpha 1

p100 co-activator Nukleus / Endoplasmatisches Retikulum
Transcription intermediary factor 1-beta | Nukleus
Citrate synthase Mitochondrale Matrix
Fibronectin-
. Doméne

Phosphatasen-
Domine
@ Ig Domine

sushi like
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* * NAD
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Abb. 28 ART2.2 und seine potentiellen Zielproteine auf YAC-1 Lymphomzellen.
Schematische Darstellung von bestétigten und potentiellen Zielproteinen der ART2.2 auf YAC-1
Lymphomzellen. Bekannte Proteindomanen sind schematisch dargestellt. CD229 und CD25 wurden in
dieser Arbeit als prominente Zielproteine der ART2 bestatigt. LAR steht stellvertretend fiir potentielle
Ziele, die massenspektrometrisch unter den aufgereinigten etheno-ADP-ribosylierten Proteinen
identifiziert wurden, fur die der Nachweis einer tatsachliche ADP-Ribosylierung noch aussteht. Die
posttranslationale Modifikation mit ADP-Ribose ist schematisch durch rote Dreiecke angezeigt, die
Lage der ADP-Ribosylierungsstellen ist hypothetisch. NAD im aktiven Zentrum ist durch ein Sternchen
markiert.

- 000Q

intrazellular

Unter den potentiellen ART2-Zielproteinen die auf YAC-1 Zellen hier mittels
Massenspektrometrie identifiziert wurden, befinden sich somit auch neue interessante
Kadidaten (Abb. 28).

CD25, das prominenteste Zielprotein der ADP-Ribosylierung auf der YAC-I
Lymphomzelllinie, wurde fiir die ndhere Charakterisierung ausgewdhlt. Fast alle von
Okamoto et al. auf primdren Zellen beschriebenen Zielproteine (Okamoto, Azhipa et al. 1998)
konnten als solche ebenfalls auf Zelllinien bestitigt werden (Bannas 2007; Koestner 2007).
Somit lag der Umkehrschluss nahe, dass die ADP-Ribosylierung von CD25 auch auf
primdren Zellen geschicht. An aufgereinigten primiren CD4" Zellen aus sekundir
lymphatischen Organen der P2X7 KO C57BL/6J Maus konnte per radioaktiver
Nachweismethode der Nachweis erbracht werden, dass CD25 auch in diesen Zellen ADP-
ribosyliert wird, obgleich es bei diesen Untersuchungen nicht das Hauptziel darstellte (Abb.
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14). Das konnte u.a. daran liegen, dass nur 6 — 10 % der peripheren CD4" T-Helferzellen in
der Maus konstitutiv CD25 exprimieren (Hori, Nomura et al. 2003), wihrend fast alle CD4"
Zellen ART2 exprimieren (Koch-Nolte, Duffy et al. 1999; Krebs, Adriouch et al. 2005).

Der CD25 konstitutiv exprimierenden Subpopulation der CD4" Zellen wurde eine wichtige
Rolle in der Immunregulation nachgewiesen. Bei dem Transfer von CD25 depletierten
CD4" Lymphozyten in athyme Miuse entwickelten sich histologisch und serologisch
gesicherte Autoimmunkrankheiten wie Thyroiditis, Gastritis, Glomerulonephritis oder
Polyarthritis. Die nachtriigliche Erginzung der CD4"/CD25" Zellgruppe war in der Lage diese
inflammatorischen Prozesse zu verhindern (Sakaguchi, Sakaguchi et al. 1995). Es konnte
spiter gezeigt werden, dass diese immunmodulatorischen Zellen sich von den anderen CD4"
Zellen dadurch unterscheiden, dass sie den Transkriptionsfaktor Foxp3 exprimieren. Dieser
Unterschied besteht ebenfalls beim Vergleich mit aktivierten CD4" Zellen, welche nach
entsprechender Interaktion mit B-Lymphozyten, oder APC ebenfalls CD25 exprimieren (Hori,
Nomura et al. 2003). Sie wurden aufgrund ihrer immunsupprimierenden Eigenschaften
regulatorische T-Zellen (Tregs) genannt. Die Experimente in dieser Arbeit zeigen die
Moglichkeit der ADP-Ribosylierung von CD25 auf Tregs. Es wurden dabei P2X7 KO Mause
gewdhlt, um den in vorherigen Studien gezeigten zytotoxischen Effekt von NAD auf
CD4'/CD25" Tregs, welcher iiber den Purinorezeptor P2X7 mediiert wird, zu verhindern
(Aswad, Kawamura et al. 2005). Dabei konnte gewihrleistet werden, dass freigesetztes NAD
durch die Prédparation der sekundir lymphatischen Organe nicht zu dem NAD induced cell
death (NICD) der Tregs fiihrt.

Bei dem Vergleich der ADP-Ribosylierungsmuster zwischen Zelllinien und priméren Zellen
fallt ein Unterschied in der Verteilung der Bandenintensititen auf. So haben alle in dieser
Arbeit untersuchten Zelllinien einige wenige intensive Banden gezeigt. Vergleiche dazu
YAC-1 in Abb. 13, CTLL-2, Kit 225 in Abb. 16 und HEK-T Zellen (mock) in Abb. 26. Die
primiren CD4" Zellen in Abb. 14 zeigen hingegen eine ausgewogenere Verteilung der ADP-
Ribosylierung auf multiplen, &hnlich intensiven Banden. Dieses Phdnomen mag den
Riickschluss ziehen lassen, dass auf diesen Zellen eine groBere Vielfalt an
Zelloberflachenproteinen ADP-ribosyliert wird. Es mag ebenfalls dadurch erklirt werden,
dass Zelllinien bestimmte Proteine, die ihnen einen Proliferationsvorteil verschaffen, vermehrt
exprimieren. Ob die ADP-Ribosylierung dieser prominenten Zielproteine auf den jeweiligen
Zelllinien einen funktionellen Einfluss hat, sollte in weiteren Experimenten untersucht
werden.

7.2  CD2S5 als Zielprotein der ART1 und ART?2.2 auf IL-2-
abhingigen Zelllinien

Die Frage nach der ADP-Ribosylierung in weiteren konstitutiv CD25 exprimieren Zellen
wurde im zweiten Teil der Arbeit beantwortet. Dabei wurde sich Zelllinien bedient, die ein
IL-2 abhédngiges Wachstum aufzeigen. Diese Zellen zeigen jedoch nur geringe,
beziehungsweise keine ART-Aktivitit auf (Abb. 15). Die murine, zytotoxische T-
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Lymphozyten Zelllinie CTLL-2 wurde daher jeweils mit muriner ART2.2 und humaner
ARTI1 stabil transfiziert. Die Untersuchung der ADP-Ribosylierung auf der humanen,
chronisch lymphatischen Leukdmiezelllinie Kit 225 wurde durch die stabile Transfektion von
humaner ART1 moglich gemacht. Die Analysen der ADP-Ribosylierung auf diesen Zellen
zeigen, dass CD25 in allen drei Transfektanten ein ART-Zielprotein darstellt. Sowohl murine
ART?2.2 als auch humane ART] fiihrten nach Inkubation der CTLL-2 Zelllinie mit * ZP-NAD,
zu einer dhnlich starken ADP-Ribosylierung der CD25-Bande (Abb. 16). Dies entspricht der
Beobachtung in DC27.10 Zellen, wo die humane ART1 und die ART2.2 bei Uberexpression
jeweils beide Ketten des LFA-1 Integrins ADP-ribosylierten (Krebs, Koestner et al. 2003).
CD25 stellt in den CTLL-2 Zellen eines der drei wichtigsten ART-Zielproteine dar. Dies ist
vergleichbar mit seiner Rolle in der YAC-1 Lymphomzelllinie. Die ADP-Ribosylierung des
CD25 in der humanen Zelllinie Kit 225 zeigt eine etwas schwichere, aber prominente Bande.
Sie gehort zu den fiinf intensivsten Banden der Zelllinie.

Es stellte sich dann die Frage nach den Konsequenzen dieser Modifikation. Hierzu wurde der
Einfluss der ADP-Ribosylierung auf den IL-2 Stimulus untersucht. Dafiir wurden die mit
ART?2.2 stabil transfizierten CTLL-2 Zellen genommen, die ein IL-2 -abhdngiges Wachstum
aufzeigen. Das Interleukin-abhéngige Wachstum setzt eine intakte
Signaltransduktionskaskade des Rezeptors voraus. Diese Kaskade involviert bei Tregs, wie
auch bei CD25', aktivierten T-Helferzellen, unter anderem die Phosphorylierung des
Transkriptionsfaktor STATS (Liu, Gaffen et al. 1998; Bensinger, Walsh et al. 2004). Es
konnte in (Abb. 17) gezeigt werden, dass diese Phosphorylierung von STATS durch vorherige
ADP-Ribosylierung von Zelloberfldchenproteinen vermindert wird. Ebenfalls gezeigt wurde,
dass dies ein ART2.2 vermittelter Effekt ist, d.h. in ART2-negativen Zellen nicht zu
beobachten war, und in ART2-exprimierenden Zellen durch einen die ART2.2-Aktivitit
blockierenden Lama Einzeldominen-Antikorpers VHH s+16a blockiert wurde (Koch-Nolte,
Reyelt et al. 2007).

Die Konsequenzen dieser Minderaktivierung des IL-2-Rezeptors durch Zelloberflichen-ADP-
Ribosylierung muss in weiteren Experimenten genauer untersucht werden. Die Funktion der
STATS-Aktivierung wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Es werden dem
Transkriptionsfaktor in verschiedenen Modellen sowohl proliferative als auch apoptotische
Effekte zugesprochen (Gaffen 2001). In CTLL-2 Zellen konnte gezeigt werden, dass eine
Minderphosphorylierung von STATS mit einer erniedrigten Proliferationsrate einhergeht
(Zhang, Conrad et al. 2004). In dieser Arbeit wurde die Minderphosphorylierung durch
extrazellulires Adenosin induziert, das anscheinend iiber den Adenosin-Rezeptor A2
intrazelluldre Phosphatasen aktivierte. Im Prinzip kann NAD von extrazelluliren Enzymen zu
Adenosin metabolisiert werden (Deterre, Gelman et al. 1996). Es ist unwahrscheinlich, dass
dies bei CTLL-2 Zellen in unserem Experiment vorkam, da NAD alleine keinen Einfluss auf
die IL-2 induzierte STATS5-Phosphorylierung in ART2-negativen CTLL-2 Zellen hatte (Abb.
17, Panel 3). Es ist jedoch nicht auszuschlieen, dass die ADP-Ribosylierung von weiteren
Zelloberflichenmolekiilen (z.B. von Phosphatasen) indirekt die STAT-5-Phosphorylierung
hemmt, statt direkt {iber die ADP-Ribosylierung von CD25. Es ist deshalb von Interesse zu
untersuchen, ob die ADP-Ribosylierung von CD25 die Bindung von IL-2 hemmt. Dies kdnnte
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sowohl an den hier etablierten ART2-transfizierten CTLL-2 Zellen als auch an transient
transfizierten HEK-T Zellen, z.B. mit Hilfe von 125[od-markierten oder Fluorochrom-
markierten IL-2 analysiert werden (Robb, Rusk et al. 1988; Mikhail, Raska et al. 1993).

Die extrazelluldre Konzentration des NAD bewegt sich im Plasma im Bereich von 0,1 uM. Es
konnte jedoch kiirzlich gezeigt werden, dass im Inflammationsgewebe diese Konzentration
auf tiber 10 uM ansteigen kann (Adriouch, Bannas et al. 2007). Ein dafiir verantwortlicher
Mechanismus mag die Lyse von Zellen sein, die ihr intrazelluldres NAD, welches bei 1 mM
liegt (Jacobson and Jacobson 1997), entlassen. Die Moglichkeit, dass der in der vorliegenden
Arbeit beobachtete Effekt der ADP-Ribosylierung auch durch in vivo vorkommende NAD-
Konzentrationen auftritt, ist somit denkbar.

7.3  Lokalisation der ADP-Ribosylierungsstelle am CD25

Durch die Identifikation der ADP-Ribosylierungsstelle eines Proteins ist es moglich die
Funktion dieser posttranslationalen Modifikation besser zu verstehen. So konnten Adriouch et
al. zeigen, dass die beiden ADP-Ribosylierungsstellen (R125 und R133) des P2X7-Rezeptors
in einem prominenten Zystein-reichen "Finger" liegen, nahe der postulierten Liganden-
Bindung zwischen zwei Untereinheiten des homotrimeren Rezeptor-Komplexes. Die ADP-
Ribosylierung an R125 nicht aber an R133 aktiviert P2X7 (Adriouch, Bannas et al. 2007).

In dem letzten Teil der Arbeit wurde versucht, die ADP-Ribosylierungsstelle des CD25 niher
zu  charakterisieren. Da ARTl und ART2.2 argininspezifische = mono-ADP-
Ribosyltransferasen sind (Glowacki, Braren et al. 2002), wurden die Arginine im humanen
und murinen CD25 durch zielgerichtete Mutagenese mit Lysin ausgetauscht. Der konservative
Austausch versprach die geringste Anderung an der sterischen Zusammensetzung des
Molekiils nach transienter Kotransfektion mit ART in HEK-T Zellen.

Da die 3D-Kristallstruktur des humanen CD25 bereits z.T. aufgeklart ist (Stauber, Debler et
al. 20006), konnte die Lokalisation einiger Arginine (Abb. 29) visualisiert werden. Ein Modell
fiir die 3D-Struktur vom murinem CD25 wurde mit Hilfe eines Alignments der zwei
Speziessequenzen und des Computerprogramms SWISS-MODEL (Automated Protein
Modelling Server) erstellt (Schwede, Kopp et al. 2003). Das Modell wird hier fiir eine bessere
Visualisierung um 270 ° von A nach B, beziechungsweise von C nach D gedreht. Die
konservierten Arginine sind rot markiert dargestellt. Fiir die Vergleichbarkeit beider
Strukturmodelle wurden die Nummern der murinen Arginine neben denen der Humanen in
Klammern angegeben. Das Alignment in (Abb. 23) zeigt, dass in beiden Spezies jeweils elf
Arginine vorhanden sind. Davon sind jeweils sechs bei Maus, Mensch und Ratte konserviert.
Fiinf weitere Arginine sind nicht konserviert. Alle konservierten Arginine sind in der 3D-
Kristallstruktur des humanen CD25 identifizierbar und befinden sich an der
Molekiiloberflache. Dies macht einen Zugang der ART zwecks ADP-Ribosylierung fiir diese
Stellen im Prinzip mdglich.
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Abb. 29 3D Modell von humanem und murinem CD25. Abgebildet sind die Molekiloberflachen
der 3D-Kristallstrukturen von CD25 im Menschen (A, B) (Stauber, Debler et al. 2006, PDB ID code
2ERJ) und in der Maus (C, D) (Modelliert anhand eines Alignments der humanen CD25-Kristallstruktur
mittels SWISS-MODEL). Das Molekul wurde um 180 ° in einer senkrechten Achse gedreht um von der
linken zur rechten Abbildung zu kommen. Die Interaktionsflache von CD25 mit IL-2 ist in turkis
dargestellt (A, B). Die Arginine sind mit rot flr konservierte und blau fir nicht konservierte Reste
eingefarbt und nummeriert. Dabei wurden bei dem humanen CD25 die entsprechenden konservierten
Maus-Arginine in Klammern zugefuigt. Siehe dazu auch Abb. 23.

Fiir Maus CD25 konnten alle in der extrazelluliren Domine vorhandenen Arginine
erfolgreich mutiert werden. Die Tatsache, dass jede dieser Mutanten nach Kotransfektion mit
ART2 in HEK-T Zellen ADP-ribosyliert werden konnte, deutet an, dass CD25 an mehr als
einem Argininrest modifiziert wird. Aufgrund der relativ schwachen Markierung von Maus
CD25 in HEK-T Zellen, sowie aufgrund von leichten Unterschieden in der
Zelloberflachenexpression einzelner Mutanten ist eine definitive Aussage iiber eine partielle
Verminderung der Markierung nur schwierig zu treffen. Bei zwei ADP-Ribosylierungsstellen,
wire eine Halbierung der Bandenintensitét in den jeweiligen Einzelmutanten zu erwarten, bei
drei ADP-Ribosylierungsstellen jedoch nur eine ca. 30% Reduktion. In den Analysen der
Maus-Mutanten konnten allenfalls ca. 30% Reduktionen erzielt werden, bei Substitution des
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nichtkonservierten R163, sowie bei Substitution der beiden benachbarten Arginine R35 und
R36 (Abb. 26).

Fiir Human CD25 wurden in dieser Arbeit alle sechs konservierten Arginine, jedoch nur eine
von fiinf nichtkonservierten Arginine erfolgreich mutiert. Die Ergebnisse des Radioaktiv-
Assay zeigen eine deutlich verminderte Markierung nach Substitution des konservierten
R117, sowie eine leicht verminderte Markierung nach Doppelsubstitution der benachbarten
Arginine R35 und R36 (Abb. 27). Somit sind auch fiir das humane CD25 mehrere ADP-
Ribosylierungsstellen zu postulieren.

Viele, aber nicht alle der bisher in anderen Proteinen identifizierten Zielarginine kommen als
Doppelarginine vor. So konnte Adriouch et. al zeigen, dass der murine Purinorezeptor P2X7
jeweils an einem der zwei Doppelarginine 124, 125 und 133, 134 ADP-ribosyliert wird
(Adriouch, Bannas et al. 2007). Zusatzlich zeigte Panole et al., dass HNP-1 (human neutrophil
peptide) durch die ART1 an zwei Stellen ADP-ribosyliert wird. Eine dieser Stellen befindet
sich in dem Doppelarginin 14, 15 (Paone, Wada et al. 2002; Paone, Stevens et al. 2006). Im
letzteren Fall sind beide ADP-Ribosylierungsstellen anhand der 3D-Kristallstruktur von HNP-
1 an der Molekiiloberfliche zu identifizieren (Zou, de Leeuw et al. 2007). Die extrazelluldre
Doméne von CD25 enthélt ebenfalls ein Doppelarginin, das interessanterweise an der
Interleuking-2 Bindungsstelle lokalisiert ist (Abb. 29, hellgriine Flache).

Ein weiteres Beispiel fiir die multiple ADP-Ribosylierung ist das im Skelettmuskel
exprimierte o7 Integrin. Es wird an mindestens zwei verschiedenen noch nicht genau
identifizierten Stellen in Abhdngigkeit der zugesetzten NAD-Konzentration ADP-ribosyliert
(Zhao, Gruszczynska-Biegala et al. 2005; Zolkiewska 2005)

In diesem Zusammenhang ist noch der deutliche Unterschied der CD25-Bandeninstensitét
beim Vergleich der humanem mit der murinen CD25-Form in HEK-T Zellen zu bemerken
(Abb. 22). Es fillt auf, dass humanes CD25 wesentlich mehr Radioaktivitét inkorporiert, trotz
adaquater Zelloberflachenexpression beider Proteine. Eine mogliche Ursache fiir die geringe
ADP-Ribosylierung des murinen CD25 in HEK-T Zellen konnte eine andere Lokalisation von
murinem CD25 in der Membran von HEK-T sein. Bannas et al. konnte zeigen, dass ART2.2
durch einen GPI-Anker mit den so genannten ,membrane rafts“ assoziiert ist. Diese
Assoziation fokussiert die Spezifitit der ART auf raft-assozierte Zelloberflichenmolekiile
(Bannas, Adriouch et al. 2005). Fiir CD25 wurde ebenfalls eine bevorzugte Lokalisation in
,,membrane rafts* bei humanen T-Zelllinie Jurkat sowie bei den in dieser Arbeit verwendeten
Kit 225 Zellen beschrieben (Matko, Bodnar et al. 2002; Li, Ma et al. 2005). Es wire denkbar,
dass die Expression der murinen Form von CD25 in einer humanen Zelllinie wie die HEK-T,
diese Lokalisation in den ,,membrane rafts* nicht, oder weniger effizient statthaben ldsst. Als
Resultat konnte die sterische Erreichbarkeit von CD25 durch die ,,membrane rafts*“-assoziierte
ART2.2 abnehmen. Diese Hypothese konnte durch den Einsatz von chiméren Proteinen aus
Maus und Human CD25, z.B. nach Austausch der C-terminalen Transmembran und
zytosolischen Dominen, néher untersucht werden. Dariiber hinaus konnte ein Vergleich von
GPI-verankerter mit transmembran-verankerter ART2.2 weitere Aufschliisse geben (Bannas,
Adriouch et al. 2005).
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7.4 Ausblick

Die in dieser Arbeit erhobenen Ergebnisse bilden die Basis fiir weiterfithrende
Untersuchungen zur Funktion der posttranslationalen Modifikation des IL-2-Rezeptors durch
ADP-Ribose.

Die Methode der Identifizierung von ART-Zielproteinen mittels massenspektrometrischer
Techniken hat sich als eine ergiebige Quelle erwiesen. Mit diesem Verfahren und dem
anschlieBendem Radioaktiv-Assay war es moglich, zwei der prominentesten Banden auf der
endogenen ART2-exprimierenden Zelllinie YAC-1 zu identifizieren. Die ADP-Ribosylierung
der anderen identifizierten putativen Zielproteine Tyrosinphosphatase LAR, Nucleolin,
ATP5B und HspaS8 sollte durch Radio-ADP-Ribosylierungs-Assays bestitigt werden.

Von Interesse wire es, CD25 als ART-Zielprotein auf regulatorischen T-Zellen néher zu
untersuchen. Dazu konnten neue transgene Maiuse, die endogen GFP (green fluorescent
protein) oder mRFP (monomeric red fluorescent protein) exprimieren Tregs aufweisen, helfen
(Fontenot, Rasmussen et al. 2005; Wan and Flavell 2005; Lahl, Loddenkemper et al. 2007),
da sie die Aufreinigung der Tregs erleichtern. So gewonnene Tregs kdnnten in Proliferations-
und Apoptose-Assays auf die Wirkungen der ADP-Ribosylierung ihrer Oberflichenmolekiile
hin untersucht werden. Von groBem Interesse ist ferner die Frage, ob die ADP-Ribosylierung
von CD25 die anschlieBende Bindung von IL-2 hemmt. Dies konnte durch Bindungsstudien
mittels radioaktiv markiertem IL-2 auf ART-exprimierenden Zellen untersucht werden.
Dariiber hinaus konnte untersucht werden, inwiefern die ADP-Ribosylierung von CD25 die
weiteren Komponenten der IL-2 Rezeptorsignaltransduktionskaskade in diesen Zellen
beeinflusst (Bensinger, Walsh et al. 2004).

Die Identifikation der ADP-Ribosylierungsstellen in murinen und humanem CD25 koénnte
ggf. durch Ko-Mutation von mehreren Argininen gelingen. Bei dem murinen Typ wire z.B.
die gleichzeitige Mutation von R35, 36 in Kombination mit R163, bei dem humanen Typ die
Ko-Mutation des Doppelarginins (R35, 36) in Kombination mit R117 ein viel versprechender
Ansatz.

Eine weitere Methode zur Identifikation der ADP-Ribosylierungsstelle des CD25 wire u.a.
die Detektion des Massenunterschiede von ADP-ribosylierten Peptiden nach tryptischen
Verdau von ADP-ribosyliertem CD25 mittels Massenspektrometrie (Paone, Wada et al. 2002;
Margarit, Davidson et al. 2006; Paone, Stevens et al. 20006).
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9. Anhang

9.1 Aminosiuresequenz der durch Massenspektrometrie
identifizierten Proteine

Darstellung der per Massenspektrometrie identifizierten Peptide von putativen ART-
Zielproteinen. Blau und fett, in dieser Arbeit beschrieben, Gelb hinterlegt, von P. Bannas
beschrieben (Bannas 2007), Tiirkis unterlegt, von W. Koestner beschrieben (Koestner 2007).

Thyrosine Phosphatase LAR

1 MAPEPAPGRRMVPLVPALVMLGLMAGAHGDSKPVFVKVPEDQTGLSEGVASFVCQATGEP
61 KPRITWMKKGKKVSSQRFEVIEFDDGAGSVLRIQPLRVQRDEAIYECTATNSLGEINTSA
121 KLSVLEEDQLPSGFPT IDMGPQLKVVEKGRTATMLCAAGGNPDPE I SWFKDFLPVDPAAS
181 NGRIKQLRSGALQIESSEESDQGKYECVATNSAGTRYSAPANLYVRVRRVAPRFSIPPSS
241 QEVMPGGSVNLTCVAVGAPMPYVKWMMGAEELTKEDEMPVGRNVLELSNVMRSANYTCVA
301 ISSLGMIEATAQVTVKALPKPPIDLVVTETTATSVTLTWDSGNTEPVSFYGIQYRAAGTD
361 GPFQEVDGVASTRYSIGGLSPFSEYAFRVLAVNSIGRGPPSEAVRARTGEQAPSSPPRRY
421 QARMLSASTMLVQWEPPEEPNGLVRGYRVYYTPDSRRPLSAWHKHNTDAGLLTTVGSLLP
481 GVTYSLRVLAFTAVGDGPPSPTIQVKTQQGVPARSADFQANAESDTRIQLSWLLPPQERI
541 VKYELVYWAAEDEGQQHKVTFDPTSSYTLEDLKPDTLYRFQLAARSDLGVGVFTPTVEAX
601 TAQSTPSAPPQKVTCVSTGSTTVRVSWVPPPADSRNGI ITQYSVAYEAVDGEDRKRHVVD
661 GISREHSSWDLLGLEKWTEYRVWVRAHTDVGPGPESSPVLVRTDEDVPSGPPRKVEVEPL
721 NSTAVHVSWKLPVPNKQHGQIRGYQVTYVRLENGEPRGQP I IQDVMLAEAQETTISGLTP
781 ETTYSITVAAYTTKGDGARSKPKVVTTTGAVPGRPTMMVSTTAMHTALLQWHPPKELPGE
841 LLGYRLQYRRADEARPNTIDFGKDDQHFTVTGLHKGATYVFRLAAKNRAGPGEEFEKEIT
901 TPEDVPSGFPQNLRVTGLTTSTTELTWDPPVLAERNGXITNYTVVYRDINSQLELQNVTN
961 DTHLTLLGLKPDTTYDIKVRAHTSKGAGPLSPSIQSRTMPVEQVFTKNFRVAAAMKTSVL
1021 LSWEVPDSYKSAVPFKILYNGQSVEVDGHSMRKL IADLQPNTEYSFVLMNRGSSAGGLQH
1081 LVSIRTAPDLLPQKPLPASAFIEDGRFSLSMPQVQDPSLVRWFY 1VVVPIDRVGGNLLAP
1141 RWNTPEELELDELLEAIEQGEEKQRRRRRQAERLKPYVAAQVDVLPDTFTLGDKKSYRGF
1201 YNRPLSPDLSYQCFVLASLKEPMDQKRYASSPYSDEIVVQVTPAQQQEEPEMLWVTGPVL
1261 AVILIILIVIAILLFKRKRTHSPSSKDEQSIGLKDSLLAHSSDPVEMRRLNYQTPGMRDH
1321 PPIPITDLADNIERLKANDGLKFSQEYES IDPGQQFTWENSNSEVNKPKNRYADV IAYDH
1381 SRVLLTSIDGVPGSDY INANY IDGYRKQNAY IATQGPLPETMGDFWRMVWEQRTATVVMM
1441 TRLEEKSRVKCDQYWPVRGTETYGLIQVTLVDTVELATYTMRTFALHKSGSSEKRELRQF
1501 QFMAWPDHGVPEYPTP ILAFLRRVKACNPLDAGPMVVHCSAGVGRTGCFIVIDAMLERMK
1561 HEKTVDI1YGHVTCMRSQRNYMVQTEDQYVFIHEALLEAAMCGHTEVLARNLYAHIQKLGQ
1621 VPPGESVTAMELEFKLLANSKAHTSRFVSANLPCNKFKNRLVNIMPYELTRVCLQPIRGY
1681 EGSDY INASFLDGYRQQKAY IATQGPLAESTEDFWRMLWEHNST I IVMLTKLREMGREKC
1741 HQYWPAERSARYQYFVVDPMAEYNMPQY ILREFKVTDARDGQSRT IRQFQFTDWPEQGVP
1801 KTGEGFIDX1GQVHKTKEQFGQDGP ITVHCSAGVGRTGVFITLSIVLERMRYEGVVDMFQ
1861 TVKTLRTQRPAMVQTEDQYQLCYRAALEYLGSFDHYAT

CD25

1 MEPRLLMLGFLSLTIVPSCRAELCLYDPPEVPNATFKALSYKNGT I LNCECKRGFRRLKE
61 LVYMRCLGNSWSSNCQCTSNSHDKSRKQVTAQLEHQKEQQTTTDMQKPTQSMHQENLTGH
121 CREPPPWKHEDSKR1YHFVEGQSVHYEC IPGYKALQRGPAISICKMKCGKTGWTQPQLTC
181 VDEREHHRFLASEESQGSRNSSPESETSCPITTTDFPQPTETTAMTETFVLTMEYKVAVA
241 SCLFLLISILLLSGLTWQHRWRKSRRTI
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CD229

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601

MADLKRYWCGWALSPLSENPRMSQQQIFSPILWIPLLFLLMGLGASGKETPPTVISGMLG
GSVTFSLNISKDAEIEHITWNCPPKALALVSYKKDITILDKGYNGRLKVSEDGYSLYMSN
LTKSDSGSYYAQINQKNVTLTTNKEFTLHIYEKLQKPQI IVESVTPSDTDSCTFTLICTV
KGTKDSVQYSWTREDTHLNTYDGSHTLRVSQSVCDPDLPYTCKAWNPVSQNSSQPVRIWQ
FCTGASRRKTAAGKTVVGILGEPVTLPLEFRATRATKNVVWVFENTSV ISQERRGAATADS
RRKPKGSEERRVRTSDQDQSLKISQLKMEDAGPYHAYVCSEASRDPSVRHFTLLVYKRLE
KSSVTNSPVHMMNG I CKVVLTCSVDGGGNNVTYTWMPLQNKAVMSQGKSHLNVSWESGEH
LPNFTCTAHNPVSNSSSQFSSGTICSGPERNKRFWLLLLLVLLLLMLIGGYFILRKKKQC
SSLATRYRQAEVPAEIPETPTGHGQFSVLSQRYEKLDMSAKTTRHQPTPTSDTSSESSAT
TEEDDEKTRIHSTANSRNQVYDLVTHQD IAHALAYEGQVEYEAITPYDKVDESMDEEDMA
YI1QVSLNVQGETPLPQKKEDSNT 1 YCSVQKPKKTAQTPQQDAESPETPTYENFT

DEC205

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681

Hspa8
1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601

MRTGRVTPGLAAGLLLLLLRSFGLVEPSESSGNDPFT IVHENTGKCIQPLSDWVVAQDCS
GTNNMLWKWVSQHRLFHLESQKCLGLD I TKATDNLRMFSCDSTVMLWWKCEHHSLYTAAQ
YRLALKDGYAVANTNTSDVWKKGGSEENLCAQPYHE I YTRDGNSYGRPCEFPFLIGETWY
HDCIHDEDHSGPWCATTLSYEYDQKWG I CLLPESGCEGNWEKNEQ IGSCYQFNNQE ILSW
KEAYVSCQNQGADLLS IHSAAELAY I TGKED IARLVWLGLNQLYSARGWEWSDFRPLKFL
NWDPGTPVAPVIGGSSCARMDTESGLWQSVSCESQQPYVCKKPLNNTLELPDVWTYTDTH
CHVGWLPNNGFCYLLANESSSWDAAHLKCKAFGADL I SMHSLADVEVVVTKLHNGDVKKE
IWTGLKNTNSPALFQWSDGTEVTLTYWNENEPSVPENKTPNCVSYLGKLGQWKVQSCEKK
LRYVCKKKGE ITKDAESDKLCPPDEGWKRHGETCYKIYEKEAPFGTNCNLT I TSRFEQEF
LNYMMKNYDKSLRKYFWTGLRDPDSRGEY SWAVAQGVKQAVTFSNWNFLEPASPGGCVAM
STGKTLGKWEVKNCRSFRALS ICKKVSEPQEPEEAAPKPDDPCPEGWHTFPSSLSCYKVF
HIERIVRKRNWEEAERFCQALGAHLPSFSRREE IKDFVHLLKDQFSGQRWLWIGLNKRSP
DLQGSWQWSDRTPVSAVMMEPEFQQDFD IRDCAA I KVLDVPWRRVWHLYEDKDYAYWKPF
ACDAKLEWVCQIPKGSTPQMPDWYNPERTGIHGPPV I 1EGSEYWFVADPHLNYEEAVLYC
ASNHSFLAT I TSFTGLKATKNKLAN I SGEEQKWWVKTSENP IDRYFLGSRRRLWHHFPMT
FGDECLHMSAKTWLVDLSKRADCNAKLPFICERYNVSSLEKYSPDPAAKVQCTEKWIPFQ
NKCFLKVNSGPVTFESQASGICHSYGGTLPSVLSRGEQDF 1 1 SLLPEMEASLWIGLRWTAY
ERINRWTDNRELTYSNFHPLLVGRRLS IPTNFFDDESHFHCAL I LNLKKSPLTGTWNFTS
CSERHSLSLCQKYSETEDGQPWENTSKTVKYLNNLYK I I SKPLTWHGALKECMKEKMRLYV
SITDPYQQAFLAVQATLRNSSFWIGLSSQDDELNFGWSDGKRLQFSNWAGSNEQLDDCVI
LDTDGFWKTADCDDNQPGAICYYPGNETEEEVRALDTAKCPSPVQSTPWIPFQNSCYNFM
I TNNRHKTVTPEEVQSTCEKLHPKAHSLS IRNEEENTFVVEQLLYFNY TASWVMLGITYE
NNSLMWFDKTALSYTHWRTGRPTVKNGKFLAGLSTDGFWD 1QSFNVIEETLHFYQHSISA
CKI1EMVDYEDKHNGTLPQFIPYKDGVYSV IQKKVTWYEALNACSQSGGELASVHNPNGKL
FLED IVNRDGFPLWVGLSSHDGSESSFEWSDGRAFDYVPWQSLQSPGDCVVLYPKGIWRR
EKCLSVKDGAICYKPTKDKKL I FHVKSSKCPVAKRDGPQWVQYGGHCYASDQVLHSFSEA
KQVCQELDHSATVVTIADENENKFVSRLMRENYN I TMRVWLGLSQHSLDQSWSWLDGLDV
TFVKWENKTKDGDGKCS I L IASNETWRKVHCSRGYARAVCKIPLSPDYTGIAILFAVLCL
LGLISLAIWFLLQRSHIRWTGFSSVRYEHGTNEDEVMLPSFHD

MSKGPAVGIDLGTTYSCVGVFQHGKVE I IANDQGNRTTPSYVAFTDTERL I GDAAKNQVA
MNPTNTVFDAKRL 1 GRRFDDAVVQSDMKHWPFMVVNDAGRPKVQVEYKGETKSFYPEEVS
SMVLTKMKE IAEAYLGKTVTNAVVTVPAYENDSQRQATKDAGT IAGLNVLRIINEPTAAA
I AYGLDKKVGAERNVL IFDLGGGTFDVSILTIEDGIFEVKSTAGDTHLGGEDFDNRMVNH
F1AEFKRKHKKD I SENKRAVRRLRTACERAKRTLSSSTQASIEIDSLYEGIDFYTSITRA
RFEELNADLFRGTLDPVEKALRDAKLDKSQIHDIVLVGGSTRIPKIQKLLQDFENGKELN
KS INPDEAVAYGAAVQAAI LSGDKSENVQDLLLLDVTPLSLGIETAGGVMTVLIKRNTTI
PTKQTQTFTTYSDNQPGVL 1QVYEGERAMTKDNNLLGKFELTGIPPAPRGVPQIEVTFDI
DANGILNVSAVDKSTGKENKIT I TNDKGRLSKED I ERMVQEAEKYKAEDEKQRDKVSSKN
SLESYAFNMKATVEDEKLQGK INDEDKQKILDKCNE 1 I SWLDKNQTAEKEEFEHQQKELE
KVCNP 11 TKLYQSAGGMPGGMPGGFPGGGAPPSGGASSGPT IEEVD
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ATPSB

1
61
121
181
241
301
361
421
481

MLSLVGRVASASASGALRGLSPSAALPQAQLLLRAAPAGVHPARDYAAQASAAPKAGTAT
GRIVAVIGAVVDVQFDEGLPP ILNALEVQGRDSRLVLEVAQHLGESTVRT IAMDGTEGLV
RGQKVLDSGAP IKIPVGPETLGRIMNVIGEP IDERGP IKTKQFAP IHAEAPEF IEMSVEQ
EILVTGIKVVDLLAPYAKGGKIGLFGGAGVGKTVL IMEL INNVAKAHGGYSVFAGVGERT
REGNDLYHEMIESGV INLKDATSKVALVYGQMNEPPGARARVALTGLTVAEYFRDQEGQD
VLLFIDNIFRFTQAGSEVSALLGRIPSAVGYQPTLATDMGTMQERITTTKKGSITSVQAI
YVPADDLTDPAPATTFAHLDATTVLSRAIAELGIYPAVDPLDSTSRIMDPNIVGNEHYDV
ARGVQKILQDYKSLQDI1A1LGMDELSEEDKLTVSRARKIQRFLSQPFQVAEVFTGHMGK
LVPLKETIKGFQQILAGEYDHLPEQAFYMVGP IEEAVAKADKLAEEHGS

Nucleolin

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

MVKLAKAGKTHGEAKKMAPPPKEVEEDSEDEEMSEDEDDSSGEEEVV I PQKKGKKATTTP
AKKVVVSQTKKAAVPTPAKKAAVTPGKKAVATPAKKN I TPAKV I PTPGKKGAAQAKALVP
TPGKKGAATPAKGAKNGKNAKKEDSDEDEDEEDEDDSDEDEDDEEEDEFEPP I VKGVKPA
KAAPAAPASEDEEDDEDEDDEEDDDEEEEDDSEEEVME I TTAKGKKTPAKVVPMKAKSVA
EEEDDEEEDEDDEDEDDEEEDDEDDDEEEEEEEPVKAAPGKRKKEMTKQKEAPEAKKQKV
EGSEPTTPFENLF IGNLNPNKSVNELKFA1SELFAKNDLAVVDVRTGTNRKFGYVDFESAE
DLEKALELTGLKVFGNE IKLEKPKGRDSKKVRAARTLLAKNLSFNITEDELKEVFEDAME
IRLVSQDGKSKGIAY I EFKSEADAEKNLEEKQGAE IDGRSVSLYYTGEKGQRQERTGKTS
TWSGESKTLVLSNLSYSATKETLEEVFEKATFIKVPQNPHGKPKGYAF I EFASFEDAKEA
LNSCNKMEIEGRT IRLELQGSNSRSQPSKTLFVKGLSEDTTEETLKESFEGSVRARIVTD
RETGSSKGFGFVDFNSEEDAKAAKEAMEDGE I DGNKVTLDWAKPKGEGGFGGRGGGRGGF
GGRGGGRGGRGGFGGRGRGGFGGRGGFRGGRGGGGDFKPQGKKTKFE
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9.2  Ubersicht der per Massenspektrometrie identifizierten
putativen ART2-Zielproteine

Tab. 10 Ubersicht der in drei Arbeiten identifizierten ART2-Zielproteine. Dargestellt sind die
Proteinnamen (Protein), die Zellen auf welchen die ADP-Ribosylierung beschrieben wurde (Zeliname,
mit Angabe entsprechend exprimierter ART), das angewendete Identifikationsverfahren
(Affinitatsaufreinigung etheno-ADP-ribosylierter Proteine mit anschlieBender massenspektrometrischer
Identifikation = MS, etheno-ADP-Ribosylierung mit anschlieRendem Immunoblot = 1G4-Blot), die
Bestatigung der ADP-Ribosylierung durch Radioaktiv-Assay mit 2P_.NAD und spezifischer
Immunprézipitation (**P-Blot, Zielprotein bestatigt = pos, keine Bestatigung maglich = neg) und die
zitierte Arbeit (Quelle: S. Okamoto (Okamoto, Azhipa et al. 1998), W.Koestner (Koestner 2007), P.
Bannas (Bannas 2007) und A. Hann (vorliegende Arbeit)). Hervorgehoben sind die Proteine mit
mittels Radioaktiv-Assay nachgewiesener ADP-Ribosylierung.

Protein Zellen Verfahren *’P-Blot Quelle

CD8 (o Kette) Jurkat "*FT! 1G4-Blot W. Koestner
T-Zellen (C57BL/6) pos S. Okamoto

CDl1la DC27.10 A% 1G4-Blot W. Koestner

DC27.10 ART22
DC27.10 mART
DC27.10 MART!

DC27.10 ART22 MS P. Bannas
DC27.10 A%+ pos P. Bannas
YAC-1

T-Zellen (BALB/c)
T-Zellen (C57BL/6)

T-Zellen (C57BL/6) pos S. Okamoto
CD18 DC27.10 A*T2 MS P. Bannas,
W. Koestner
D(C27.10 ART2 1G4-Blot W. Koestner
DC27.10 AR+ pos P. Bannas
YAC-1

T-Zellen (BALB/c)
T-Zellen (C57BL/6)

CD25 YAC-1 MS pos A. Hann
HEK-T ~RT22 pos A. Hann
HEK-T ART2!

CTLL-2 ART?2
CTLL-2 hART1
Kit 225 MART!

CD27 T-Zellen (C57BL/6) pos S. Okamoto
CD30 DC27.10 "> MS P. Bannas
YAC-1 neg P. Bannas
CD31 D(C27.10 **'>2 MS P. Bannas
YAC-1 pos P. Bannas
CD43 D(C27.10 **'>2 MS P. Bannas
YAC-1 neg P. Bannas
T-Zellen (C57BL/6) pos S. Okamoto
CD44 D(C27.10 A*'>* 1G4-Blot W. Koestner

DC27.10 mART!
D(C27.10 MRT!
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D(C27.10 ART22 MS P. Bannas
YAC-1 pos P. Bannas
T-Zellen (C57BL/6) pos S. Okamoto
CD45 D(C27.10 AR 1G4-Blot W. Koestner
DC27.10 ART22 MS P. Bannas
YAC-1 pos P. Bannas
T-Zellen (C57BL/6) pos S. Okamoto
CD45 —AP D(C27.10 ART22 MS P. Bannas
CD49f D(C27.10 ART22 MS P. Bannas
CD51 D(C27.10 ART22 MS P. Bannas
YAC-1 neg P. Bannas
CD61 D(C27.10 AR122 MS P. Bannas
CD71 DC27.10 AR+ MS neg P. Bannas
CD90 D(C27.10 A¥T2 MS neg P. Bannas
CD98 D(C27.10 ~R122 MS P. Bannas
YAC-1 pos P. Bannas
CD100 D(C27.10 ART22 MS P. Bannas
YAC-1 pos P. Bannas
P2X7 D(C27.10 RT3 pos P. Bannas
YAC-1
T-Zellen (BALB/c)
CD205 D(C27.10 ~R122 MS W. Koestner
DC27.10 ART22 MS P. Bannas
YAC-1 pos P. Bannas
YAC-1 MS A. Hann
CD229 D(C27.10 ART22 MS P. Bannas
YAC-1 MS A. Hann
YAC-1 pos P. Bannas,
A. Hann
Thyrosin-phosphatase YAC-1 MS A. Hann
LAR
Nucleolin YAC-1 MS A. Hann
Neuropilin-1 DC27.10 ART22 MS W. Koestner
Hspa8 YAC-1 MS A. Hann
DC27.10 ART22 MS W. Koestner
Hsp84 DC27.10 AR+ MS W. Koestner
gPr80 envelope DC27.10 A*T%2 MS
polyprotein
ATP5B YAC-1 MS A. Hann
Ezrin YAC-1 MS A. Hann
Moesin YAC-1 MS A. Hann
Myosin D(C27.10 A*1*2 MS P. Bannas
Galectin 9 D(C27.10 ART22 MS P. Bannas
RS9 D(C27.10 ART22 MS P. Bannas
hnRNP D(C27.10 ART22 MS P. Bannas
EWSRI D(C27.10 ART22 MS P. Bannas
DEAD D(C27.10 ART22 MS P. Bannas
fusLP D(C27.10 ART22 MS P. Bannas
LACTB D(C27.10 ART22 MS P. Bannas
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Trkfp DC27.10 AR+ MS P. Bannas
Threonyl-tRNA YAC-1 MS A. Hann
synthetase

Citrate synthase YAC-1 MS A. Hann
p100 co-activator YAC-1 MS A. Hann
Elongation factor 2 YAC-1 MS A. Hann
Transcription intermediary | YAC-1 MS A. Hann
factor 1-beta

eukaryotic translation YAC-1 MS A. Hann
elongation factor 1 alpha 1

Aktin DC27.10 **'*2 MS P. Bannas
Tubulin alpha-1A chain YAC-1 MS A. Hann
Tubulin beta-4 chain YAC-1 MS A. Hann
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9.3  Abkiirzungsverzeichnis

3D Dreidimensional

ADP Adenosin-5’-diphosphat

ADPR ADP-Ribose

APC Antigen Prisentierende Zelle

ARH ADP-Ribosyl-X Hydrolase

ATP Adenosin-5’-triphosphat

BSA Bovines Serumalbumin

CD Cluster of differentiation

DMEM Dulbecco’s modified Eagle medium

DNA Desoxyribonukleinséure

dNTPs Mischung gleicher Stoffmengen der vier Desoxynukleosid-
Triphosphaten fiir die PCR

DTT Dithiothreitol

ECL Enhanced Chemoluminescence

EDTA Ethylendiamintetraacetat

eGFP Enhanced green fluorescent protein

(Fab’), Bivalentes antigenbindendes Antikorperfragment

eNAD etheno-NAD

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

IgG Immunglobulin G

mAb Monoklonaler Antikorper

mART Mono-ADP-Ribosyltransferasen

mRNA Boten-RNA (messenger RNA)

NAADP Nikotinsdure-Adenin-Dinukleotid-2’-Phosphat

NAD Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid

NADP Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-2’-Phosphat

NC Nitrocellulosemembran

NCBI National Center for Biotechnology Information

PAGE Polyacrylamid-Gelelektorphorese

PAR Poly-ADP-Ribose

PARP Poly-ADP-Ribose-Polymerase

PBS Phosphatgepufferte Salzlosung

PCR Polymerase-Kettenreaktion

PE Phycoerythrin

PVDF Polyvinylidenfluorid

RNA Ribonukleinsédure

SDS Natriumdodecylsulfat

TRIS Tris(Hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)

U Unit
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