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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Das Immunsystem

Als Immunsystem bezeichnet man das AbwehrsysteniLebewesen. Der menschliche
Korper wird kontinuierlich von krankmachenden, majanen Keimen wie Bakterien
und Viren und von Pilzen, Einzellern und Parasiteseiner Existenz bedroht und mit
korperfremden Proteinen oder Zellen konfrontieie Bahigkeit, sich aus eigener Kraft
dagegen zu wahren, wird als Immunitdt bezeichnehe EHaupteigenschaft des
Immunsystems ist seine Unterscheidung zwischerbs®elind ,Nichtselbst®, wodurch
ein Schutz der kérpereigenen Zellen erzeugt wirdnMnterscheidet eine angeborene,
unspezifische und eine erworbene, spezifische In&turzwischen diesen zellularen
und humoralen spezifischen und unspezifischen Mesheen gibt es eine grol3e Zahl
von Wechselwirkungen, die z.B. durch Zytokine urh dmmunglobulinen vermittelt
werden. Als primare lymphatische Organe werden Keomark, fetale Leber und
Thymus bezeichnet, in denen die lymphatischen Steetlem zu reifen Lymphozyten
proliferieren und differenzieren und ihre Immunketenz erwerben. Zu den
sekundéaren lymphatischen Organen gehdren die Minphknoten und die
lymphatischen Gewebe der Schleimhaute. Diese sipdicBer fur die reifen,
immunkompetenten Zellen und zugleich Hauptort ihitenktionellen Interaktionen
(Janeway 2002).

1.1.1 Das angeborene, unspezifische Immunsystem

Die angeborene Immunitat wird sowohl durch humorale auch durch zellulare
Bestandteile vermittelt. Zur humoralen Immunitéh@en das Komplementsystem, das
Bakterienwdnde andauende Lysozym und die EntzUrstoediatoren wie die
Interferone und das C-reaktive Protein. Das Komplamist ein extrazellulares,
insbesondere im Blutplasma lokalisiertes, immunisidges Effektorsystem, das aus
wenigstens 23 Plasmaproteinen und etwa 15 Obeeltiieheptoren besteht. Bei
Aktivierung durch Immunkomplexe oder direkt durchkMorganismen kommt es zur
kaskadenartigen Kettenreaktion der primér inakivliggenden Faktoren C1 bis C9
und somit zu folgenden Reaktionen: 1. Zytolyse durgorenbildende
Membranangriffslomplexe, 2. Aktivierung von Entzindszellen (Mastzell-
degranulation, Chemotaxis...), 3. Opsonierung, dtbigérung der Phagozytierbarkeit
verschiedener Partikel durch Beladung mit z.B. GBth 4. Abtransport C3b-opsonierter
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Immunkomplexe durch CR1-tragende Erythrozyten (Beland Roitt 2000; Delves and
Roitt 2000; Janeway 2002).

Die zur zellularen Immunitat gehérenden Makrophaffeterem and Underhill 1999)

und neutrophilen Granulozyten (Lee, Harrison e@0D3) sind phagozytierende Zellen
und zerstdren durch freigesetzte Enzyme aus ihnemuB wie Proteasen, Lipasen,
Esterasen, Myeloperoxidasen und Phosphatasen diperk@mden Strukturen.

Makrophagen prasentieren den Lymphozyten die phaigoen Antigene (APC Zellen,

antigen- prasentierende Zellen) und schlagen dahet Bricke zur erworbenen,

spezifischen Immunitat.

1.1.2 Das erworbene, spezifische Immunsystem

Auch die spezifische Immunitat besteht aus einemdmalen und zellularen
Komponente. Sie fuldt auf spezifischen Zellen, demfi®l T-Lymphozyten und ist das
Ergebnis eines Lern- prozesses. Bei wiederholtertig@nkontakt wird dieses System
selektiv und verstarkt aktiviert, um eine effektived gezielte Abwehr zu gewéahrleisten
(Fazilleau, McHeyzer-Williams et al. 2007). Dieseedachtnisfunktion macht die
erworbene Immunitat so besonders. B- und T-Zellammen aus dem Pool der
pluripotenten Knochenmarksstamm-zellen, wobei se Thymus zu T- und im
Knochenmark zu B-Lymphozyten heranreifen. B-Zell@mrwenden fur Erkennungs-
und Effektorfunktionen membranstandige oder seedmi Immunglobuline. Diese
Antikorper dienen der Markierung (Opsonierung) \Rathogenen fir phagozytierende
Zellen, deren Neutralisierung oder der Aktivierurdes Komplementsystems.
Differenzierte T-Zellen sind Trager der zelluladfemmunitat und weisen den T-Zellen-
Rezeptor (TCR) auf, Uber den die Antigenerkennuriglgt. Allerdings mussen die
Antigene zuvor von Antigen-Prasentierenden-Zell®R{s) aufgenommen, prozessiert
und als Peptidfragmente mit Hilfe der MHC-Molekigigisentiert werden. Von diesen
Haupthistokompatibilitdtskomplex-Molekilen (MHC, agpr histocompatibility
complex®) gibt es zwei Klassen. MHC-I Molekiile werdvon jeder kernhaltigen Zelle
produziert und von den CD8 positiven zytotoxisch&Zellen erkannt. MHC-II
Molektle werden hingegen nur von sogenannten psfiesllen antigenpréasentierenden
Zellen (APCs) gebildet und von den CD4 positiverHdlfer-Zellen erkannt. Reife
dendritische Zellen (DC) sind die effizientestentidktoren der T-Zellen, aber auch B-
Zellen und Makrophagen gehoren zu den professemelPCs (Janeway 2002). Als
immunologische Synapse wird die T-Zell-APC-Kontéélle bezeichnet. Durch die T-

6



Einleitung

Zell-Aktivierung kommt es zur Expression signalitbegender 16slicher Zytokine und

membrangebundener Proteine wie TilFdem FAS-Liganden oder CD40-Liganden.

1.1.3 Reifung der T-Zellen und ihre Rolle bei

Autoimmunerkrankungen

Kommt es zu einer UberschieRenden Antwort des Insysiems auf ein eigentlich
harmloses Pathogen, wird dies als allergische Rwakbezeichnet. Auf einer
Dysregulation der Immunzellen beruhen ebenfalls Alioimmunerkrankungen. Hier
ist das Immunsystem nicht in der Lage, zwischerpé&@igenen und korperfremden
Strukturen zu unterscheiden.

Bei vielen Autoimmunerkrankungen, auch bei solchmn denen Immunglobuline
vorder-griindig das pathogenetische Prinzip daestelcheint es so zu sein, dass eine
Dysregulation der CD4+ T-Zellen vorliegt.

Wahrend der T-Zell-Entwicklung im Thymus werden ktige Grundlagen der
Toleranz gelegt. Die T-Vorlauferzellen, die ursglich von den pluripotenten
Stammzellen des Knochenmarks abstammen, wandern dibeBlutbahn in den
Thymus, wo sie proliferieren und differenzieren. llaufe ihrer Reifungsphase kommt
es unter anderem durch die vielfaltigen Rekombom&tin der fur die einzelnen Ketten
des T-Zell-Rezeptors kodierenden Genabschnitte, emer Veranderung ihres
Expressionsmusters der ZelloberflachenproteineeDattitstehen tGberwiegend T-Zellen
mit einem T-Zellrezeptor (TCR), der physiologischeawinscht ist. Deshalb finden
zwei Verfahren zur Selektion der physiologisch gigen T-Zellen statt. Zunachst
reifen in der Thymusrinde durch eine positive Seteknur T-Zellen heran, deren TCR
mit MHC-II-Molekulen der Antigen-Préasentierendenllge (APCs) eine Bindung
eingehen kodnnen. AnschlieBend erfolgt die negati8elektion durch den
programmierten Zelltod bei denjenigen T-Zellen, dane feste Bindung mit
korpereigenem Antigen auf den APCs eingehen. Emigeve Selektion erfolgt Uber die
Prasentierung von bestimmten organspezifischen eifmi, deren ektopische
Expression uber das ,AIRE"-Gen reguliert wird. @ien Thymus verlassenden reifen
T-Zellen besitzen nun eine Toleranz gegenuber allemen dort prasentierten
Strukturproteinen des Korpers, sowie gegenuber irbegen organspezifischen
Antigenen. Kommt es zur Bindung einer zirkulieremdeZelle an eine APC, erfolgt
durch die Antigenprésentierung und Ko-Stimulatios Ausdifferenzierung der T-Zelle

zur Effektorzelle. CD8+ Zellen werden zu zytotokisn Zellen und CD4+ Zellen
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werden in  Abhangigkeit ihres Umgebungsmilieus zu 1-Zkllen, die

Entzindungsmediatoren freisetzen oder zu Th2-Zeldie B-Zellen stimulieren.

Toleranz gegenuber organspezifischen Antigenen,irdieThymus nicht prasentiert
wurden, erlangen die T-Zellen z.B. durch Bindung édatigens in Abwesenheit einer
professionellen APC. Werden korpereigene AntigenBeghalb des Thymus jedoch
durch eine professionelle APC préasentiert, kane &eaktivierung der T-Zelle durch
den ko-stimulierenden Effekt der APC erfolgen, ures kann zu einer
Autoimmunreaktion mit Zerstérung koérpereigener Bimeen kommen. Um dies zu
verhindern, gibt es regulative T-Zell-Subpopulagiondie autoreaktive T-Zell-Klone
kontrollieren und deren Proliferation hemmen. Ti&el dieser CD4 und CD25
positiven T-Zellpopulation werden als regulatorisch-Zellen oder auch als Tregs

bezeichnet (Sakaguchi, Sakaguchi et al. 2001).

1.2 Ektonukleotidasen

In den letzten 20 Jahren konnten viele neue Erkésse Uber die extrazellularen
Nukleotide im Hinblick auf ihre Signalwirkung aufellen und physiologische
Stoffwechselvorgange gewonnen werden. Immer metktea die Ektonukleotidasen,
Enzyme, die auRerhalb der Zelle Nukleotide spalteh abbauen kdénnen, in den Fokus
wissenschatftlicher Arbeiten. Es gibt vier bedeutefdmilien von Ektonukleotidasen,
die ENTPDasen (Ektonucleosid-Triphosphat-Diphosptlatiasen, CD39-Familie), die
ENPPs (Ektonukleotid Pyro-phosphatasen/Phosphedssstn, CD203-Familie), die
alkalischen Phosphatasen und Ekto-5"-nukleotidéS&73). Extrazellulare Nukleotide
sind an der Regulation vielfaltiger Prozesse imadrgmus, wie z.B. der Blutgerinnung,
der Entziindungs- und Immunreaktion und der Ubewtrggneuronaler Signale beteiligt.
Im Wesentlichen gibt jede Zelle im Organismus ei@@agetieres diese Mediatoren frei,
die ihre Wirkung auf Zellen tUber sogenannte Pugmeptoren ausiben, von denen
bisher sieben ionotrope (P2X-Familie) und acht imattmpe G-Protein gekoppelte
(P2Y-Familie) Rezeptorsubtypen, sowie vier Adenagnsitive P1 Rezeptoren bekannt
sind. Die Einteilung der P1-Purinorezeptoren irr Babtypen (Al, A2A, A2B und A3)
berunt auf den verschiedenen Molekilstrukturen. 2mgen unterschiedliche
Gewebeverteilungen und pharmakologische Profile.a8e sind G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren, die tber Hemmung (A1, A3) oder StinmtafA2A) der Adenylatzyklase
wirken bzw. Phospholipase C aktivieren (A1, A2B))A3
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Die Bindung der Nukleotide an die P2 Purinorezegtofiihrt entweder zu einem
Kurzzeit- oder zu einem Langzeiteffekt (Boeynaer@®mmuni et al. 2005). Ein
Kurzzeiteffekt, wie Hormonsekretion, Neurotransnues Adhasion oder Migration
wird in der Regel durch P2X-Rezeptoren vermittdle durch ATP aktiviert werden.
P2Y-Rezeptoren weisen eine breitere Substratstigzifiuf. Sie konnen, je nach
Rezeptor, durch ATP, ADP, UTP, UDP, ITP oder Nukiknucker aktiviert werden und
vermitteln Langzeiteffekte, wie ZellproliferationDifferenzierung und Apoptose
(Burnstock 2002; Burnstock 2002; Sak, Boeynaena. 2003; Agresti, Meomartini et
al. 2005). Wegen ihrer potenten Wirkung auf vietdleh unterliegt die Konzentration
extrazellularer Nukleotide einer strengen KontroNaikleotide kdnnen einerseits aus
Zellen durch Exozytose oder selektiven Membranparts freigesetzt werden
(Lazarowski, Boucher et al. 2003; Boeynaems, Comratal. 2005) und andererseits
extrazellular von Nukleosid-Diphosphokinasen unceylatkinasen generiert werden
(Yegutkin, Henttinen et al. 2001; Donaldson, Picherl. 2002; Picher and Boucher
2003). Abb. 1 gibt einen Uberblick tber die extrazellular nukldmetabolisierenden
Enzyme. Eine wichtige Rolle in diesem physiologesth System spielen die
Ektonukleotidasen. Die unterschiedlichen Familigesér Enzyme arbeiten haufig
zusammen oder nacheinander, sodass z.B. durch lolesmuA/on ATP nicht nur dessen
Signalwirkung gestoppt wird, sondern auch neue bt#i entstehen, die wiederum
eine eigene, andere Signalwirkung besitzen. Soragiert ADP mit einigen P2
Rezeptorsubtypen und ist ein wesentlicher Rekmutigsfaktor fir Thrombozyten
(Kunapuli, Dorsam et al. 2003; Dorsam and Kuna@004), wahrend Adenosin uber
den P1 Rezeptor eine bedeutende Rolle in der Imntwoat spielt Abb. 9) (Adair
2005; Hershfield 2005; Sitkovsky and Lukashev 200Bgr relative Beitrag der
verschiedenen Ektonukleotidasen zur Regulierungpdenergen Signale ist abhéngig
von der unterschiedlichen Gewebe- und Zellvertguter Expression, aber auch von
der Substratverfligbarkeit und der Substratvorl{@tefan, Jansen et al. 2006).

Das katalytische Zentrum der Ektoenzyme liegt intré&zellularraum. Die Aktivitat ist
somit an das Milieu au3erhalb der Zelle angepasdtaufordert die Anwesenheit von
divalenten Kationen wie Ca2+ und Mg2+ und einemaldkhen pH (Zimmermann
2000).
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Abb. 1: Uberblick tiber die extrazellular nukleotidm etabolisierenden Enzyme.

ENTPD

Die Konzentration von Nukleotiden im extrazellularen Milieu wird bestimmt durch ihre
Freilassung aus Zellen, ihre Synthese durch Nukleosid-Diphosphokinasen und Adenylatkinasen
und durch ihre Hydrolyse durch Ektonukleotidasen. Die hier gezeigten Beispiele beziehen sich
auf ATP, dem Prototypen der extrazellularen Nukleotide. Die ENTPDasen, auch bekannt als
Apyrasen, agieren normalerweise als ATP Diphosphohydrolasen und hydrolysieren ATP zu
ADP + Pi und ADP zu AMP + Pi, oder ATP direkt zu AMP + 2Pi. Die einzelnen
Familienmitglieder haben unterschiedliche Substratpraferenzen. So metabolisiert ENTPD1
gleichermaRen ATP und ADP, wohingegen ENTPD2 ATP als Substrat vorzieht. ATP kann aus
ADP durch Nukleosid-Diphosphokinasen und Adenylatkinasen wieder hergestellt werden.
ENPPs, zumindest ENPP1-3 kénnen als Nukleotid-Pyrophosphatasen ATP direkt zu ADP + Pi
oder zu AMP + PPi metabolisieren. Die Hydrolyse von AMP zu Adenosin durch die Ekto-5-
Nukleotidase/CD73 vervollstandigt die Dephosphorylierung von ATP. Adenosin kann von Zellen
wie Lymphozyten aufgenommen werden und zur intrazellularen Nukleotidsynthese wieder

verwendet werden (,Nukleotid salvage”) (modifiziert nach Stefan et al. 2006).

1.2.1 Die Familie der ENTPDs

Die ENTPD-Familie umfasst bei den Saugetieren aehschiedene Mitglieder und
besitzt auRerdem Mitglieder bei den Wirbellosem dflanzen, der Hefe und den
Protozoen (Handa and Guidotti 1996; Vasconcelaselfa et al. 1996; Smith, Kirley et
al. 1997; Zimmermann 1999; Zimmermann and Braur®l9as ,Griindungsmitglied*
der Familie, ENTPD1 (CD39) war urspringlich als ixithtsmarker fur epidermale
dendritische Zellen (DCs), sogenannte Langerhaleszehtdeckt worden und wird in

hohem Malfl3e auf Endothelzellen und dendritischele@Zedxprimiert. Seine Aktivitat
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reguliert zahlreiche physiologische Vorgange, wee ldormonsekretion, Herzfunktion,
Immunantwort, Neurotransmission und Plattchenaggdieg, indem es die Anzahl der
zirkulierenden Nukleotide im Blut moduliert. Die Bme der CD39-Familie
unterscheiden sich in Hinblick auf ihre Transmemdmménen und auf ihre
Lokalisation. In Abb. 2 sind die in dieser Arbetiher untersuchten ENTPDs gezeigt.
Von den ENTPDs sind vier, ENTPD1, 2, 3 und 8, tgpes auf der Zelloberflache
lokalisierte Enzyme mit einer extrazellularen kgiathen Doméne. ENTPD 4 und 7
sind vollkommen intrazellular lokalisiert, zeigensi Lumen der zytoplasmatischen
Organellen und sitzen auf dem Golgi Apparat (UDP@&&ng and Guidotti 1998) bzw.
auf den lysosomalen und autophagischen Vakuole IPLAO;(Biederbick, Rose et al.
1999).

Apyrase
conserved
regions

G

mENTPD1 mENTPD2 mMENTPDS mENTPD6

Abb. 2: Struktur der Ektonukleotid-Triphosphat-Diph osphohydrolasen.

Die ENTPD-Familie umfasst beim Menschen und anderen Saugetieren acht Mitglieder und
kommt aul3er beim Menschen auch bei Wirbellosen, Pflanzen, Hefen und Protozoen vor (Handa
and Guidotti 1996; Vasconcelos, Ferreira et al. 1996; Smith, Kirley et al. 1997; Zimmermann
1999; Zimmermann and Braun 1999). Die ENTPDs, die als Proteine zwischen 428 und 616
Aminosauren lang sind, koénnen hinsichtlich ihrer Membrantopographie in zwei Gruppen
aufgeteilt werden. ENTPD1-4 sind Uber zwei Transmembrandomanen am N- und C-Terminus in
der Zellmembran verankert und ENTPD 5 und 6 werden im Gegensatz dazu als sezernierte
Enzyme nachgewiesen. Gemeinsam ist den extrazellularen Doméanen  eine
Ligandenbindungsstelle und funf ,ACR" (,apyrase conserved regions"), die fiir die katalytische

Aktivitat verantwortlich scheinen (modifiziert nach Zimmerman et al. 2000).

11



Einleitung

ENTPD1, 2, 3, 4, 7 und 8 besitzen zwei Transmentmaréinen, eine am C- und eine
weitere am N-Terminus. ENTPD 5 und 6 fehlt die zevdiransmembrandomane, und
werden nach heterologer Expression sezerniert. i2ie den anderen Mitgliedern
hydrophobe N-terminale Transmembrandomane dientEbEiPD5 als Signalpeptid,
das zur Sekretion von ENTPD5 fuhrt. ENTPD6 istByp Il Transmembranprotein mit
nur einer N-terminalen Transmembrandoméne (Zimmem28&00) Abb. 2 und Abb. 3).
Die extrazellulare Doméane von ENTPD1, 2, 3 und &h&@h die Liganden-
Bindungsstelle und 10 konservierte Cysteinreste, 8li Disulfidbindungen bilden
(lvanenkov, Murphy-Piedmonte et al. 2003). Die Kaziohen aller ENTPDs sind die
funf hoch konservierten Sequenzdomanen, die ,Aggr&onserved Regions® |,
abgekirzt und bekannt als ACR1 bis ACR5 (Handa @uitlotti 1996; Vasconcelos,
Ferreira et al. 1996; Schulte am Esch, Sevignyletl299). Sie sind von grol3er
Relevanz fiur die katalytische Aktivitdt, was duramehrere Deletions- und
Mutationsexperimente gezeigt werden konnte (ScharteEsch, Sevigny et al. 1999;
Hicks-Berger, Yang et al. 2001; Yang, Hicks-Bergeral. 2001; Zimmermann 2001;
Murphy and Kirley 2003; Kirley, Crawford et al. 28000 Die ACRs wurden zuerst
beschrieben in der Sequenz der Apyrase, einechisii ATP-Diphosphohydrolaseie
aus der Kartoffel (Solanum tuberosum) isoliert veurdpyrase hydrolysiert ATP und
ADP als Substrat und stellt das Kartoffel-Orthottes humanen CD39 dar (Bock 1980;
Handa and Guidotti 1996). AuRerdem teilen die EN3PBwei gemeinsame
Sequenzmotive mit den Mitgliedern der ,actin/[HSR@Qar kinase superfamily”, das
actin-HSP 70-hexokinase [3- und y-phosphat bindende Motiv
[(I1LV)YX(HLIVIC)DXG(T/SIG)(T/ISI G)XX(R/K/C)] (Flaherty, McKay et al. 1991;
Handa and Guidotti 1996; Kegel, Braun et al. 199ith and Kirley 1999). Diese
Motive konnten in der ACR1 und ACR4 identifiziertemden. Desweiteren gibt es
auffallende Ahnlichkeiten in der Sekundar- und iBestruktur mit diesen Mitgliedern
der ,actin/[HSP70/sugar kinase superfamily* (lvar@nkMurphy-Piedmonte et al.
2003; Vorhoff, Zimmermann et al. 2005; Kirley, Cfand et al. 2006). ENTPDs
ordnen sich als Homo-Oligomere an. ENTPD1 bis ENIR&gen als Dimere, Trimere
oder Tetramere vor. Oligomere Formen fuhren zu regesteigerten katalytischen
Aktivitdt und der Zustand der Oligomerisation katlie katalytischen Eigenschaften
beeinflussen (Stout and Kirley 1996; Lewis Carl,ithnet al. 1998; Wang, Ou et al.
1998; Schulte am Esch, Sevigny et al. 1999; Smitth Kirley 1999; Grinthal and
Guidotti 2000; Failer, Aschrafi et al. 2003; Griatland Guidotti 2006).
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Die individuellen Subtypen der ENTPDs unterscheisieh nicht nur in ihrer zellularen
Lokalisation, sondern auch in ihren funktionellemgdhschaften. Die vier an der
Zelloberflache lokalisierten Mitglieder (ENTPD1, 2, 8) kénnen entsprechend ihrer
Substratpréferenz, ihres Gebrauchs an divalenteéionén und ihres Abbauproduktes
differenziert werden. Alle vier benottigen Ca 2+ odiég 2+ lonen im millimolaren
Bereich fur maximale Aktivitat und sind bei ihrebwesenheit inaktiv (Zimmermann
2001; Kukulski, Levesque et al. 2005). Alle vier der Zelloberflache lokalisierten
ENTPDs hydrolysieren Nucleosid Triphosphate eins@tich der physiologisch
aktiven ATP und UTP. Anzumerken ist, dass die Hiyd®rate von Nukleosid
Diphosphaten betrachtlich zwischen den Subtypeievia(Abb. 3). Wahrend ENTPD1
ATP und ADP mit gleicher Praferenz hydrolysiert &ADP = 1:0,5 bis 1:0,9),
bevorzugen ENTPD3 und ENTPD8 ATP gegenuber ADFSalsstrat. Nach Mutation
von nur zwei Aminosaureresten (D218E/W459A) von PB steigt die Préferenz
zum Abbau von Nukleosid 5 -triphosphaten (SmithwiseCarl et al. 1999). ENTPD2
sticht mit seiner hohen Vorliebe fir Nucleosid Tigphat hervor und wurde deshalb
friher als ecto-ATPase klassifiziert (ATP:ADP =,0® oder weniger) (Kegel, Braun et
al. 1997; Kirley 1997; Mateo, Harden et al. 19989). Gegensatz zu ENTPD1 und
ENTPD2 werden murine ENTPD3 und 8 bevorzugt dureh23 gegeniber Mg2+
aktiviert (Bigonnesse, Levesque et al. 2004; Lavéiekulski et al. 2004; Vorhoff,
Zimmermann et al. 2005). ENTPD4, das ,Golgi-Enzymteist eine hohe
Substratspezifitat fur UDP auf, kann aber auch wendBlukleosid-5-di- und
triphosphate hydrolysieren, jedoch kein ATP und AD®eine Funktion liegt
maoglicherweise darin, Nukleotidzucker in die Goldisternen zu importieren.
Vermutlich ergeben sich die verschiedenen katalyga Eigenschaften der Subtypen
sowohl aus den Unterschieden in ihrer Sequenzuals ia ihrer Sekundar-, Tertiar- und
Quartarstruktur (Heine, Braun et al. 2001; Gringnadl Guidotti 2004).
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A EXTRAZELLULAR B
%} ENTPD1 ENTPD2 ENTPDS ENTPDG
ENTPD8
(NTP>NDP) g ENTPD1 Maus |Human || Maus |Human || Maus [Human | Maus |[Human
h h  (NTP-NDP)

ENTPD? Maus [ 100%

(NTP>>>NDP) g

r
Humanj 77% | 100%

N ENTPD3
m (NTP>NDP)

ENTPD6
(GDP>IDP>UDP)

Maus | 45% | 43% | 100%

Human] 42% | 42% || 84% | 100%

» ENTPD4 Maus | 22% | 24% || 20% | 22% | 100%

ENTPDG6 [ENTPDS5 [ENTPD2 | ENTPD1

- 'm (UDP>GDP>CDP)
Humanl 23% | 23% | 22% | 23% | 89% | 100%
ENTPDS m & ,%}
(UDP>GDP>CDP) - eNTPD7 Maus | 20% | 22% | 22% | 20% || 50% | 50% ||100%
(UTP,GTP,CTP)
. Humanl 21% | 21% || 22% | 20% || 50% | 49% | 89% | 100%
INTRAZELLULAR
Abb. 3: Stammbaum der ENTPD-Familie und prozentuale Sequenzidentitaten von

ENTPD1, 2, 5, 6 aus Maus und Mensch.

A: Hypothetischer Stammbaum von 22 ausgesuchten Mitgliedern der ENTPD Familie (ENTPD1
bis 8) aus Ratte (r), Mensch (h) und Maus (m) in Anlehnung an die Aminosauresequenz. Die
Lange der Linien deuten die Unterschiede in der Aminoséuresequenz an. Die Graphik stellt eine
klare Trennung zwischen den zelloberflachlichen (oben) und den intrazellularen (unten)
ENTPDasen dar. Zusatzlich werden die bedeutendsten Substratpraferenzen und die
unterschiedlichen Membrantopographien gezeigt (modifiziert nach Zimmermann et al. 2006). B:
Diese Tabelle zeigt die prozentuale Ubereinstimmung der Aminosauresequenzen des
extrazellularen Anteils der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Unterklassen der ENTPD
Familie. Dabei zeigen die jeweiligen murinen und humanen Orthologen eine hohe
Sequenzidentitat von 80-90% in der Proteinsequenz, wahrend die Paralogen innerhalb einer

Spezies eine wesentlich niedrigere Sequenzidentitat von nur 40-50% bzw. 20-30% besitzen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden speziell ENTPD1, B2, ENTPD5 und ENTPD6

naher untersucht, bzw. Antikdrper charakterisidig gegen diese Ektonukleotidasen
gerichtet sind. Kreuzreaktionen der Immunseren died starker Ahnlichkeit der

Enzyme wesentlich wahrscheinlicherabb. 3 zeigt die Ergebnisse der
Sequenzidentitatsanalysen der Aminosauren diessr BINTPDs. Dabei zeigen die
jeweiligen murinen und humanen Orthologen eine h®bquenzidentitat von 80-90%
in der Proteinsequenz, wahrend die Paralogen iatieginer Spezies eine wesentlich

niedrigere Sequenzidentitéat von nur 30-50% besitzen

1.2.2 ENTPD 1 und seine Rolle im Immunsystem

ENTPD1 ist wie schon beschrieben ein integrales bamprotein mit zwei
Transmembran- domé&nen und einem Kkatalytischen d@entaul3erhalb der Zelle.
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AulRerdem besitzt das Enzym sechs mogliche Glykesylgsstellen und 11
Cysteinreste, die wahrscheinlich bei der Bildungn @ligomeren eine Rolle spielen
(Maliszewski, Delespesse et al. 1994; Kaczmarekziddoet al. 1996; Carl 1998).
Zusatzlich gibt es intrazellulare Proteinkinase CPRosphorylierungsstellen und
verschiedene Stellen, die durch Ektoproteinkinasedifiziert werden (Kegel, Braun et
al. 1997). Ursprunglich als Aktivitditsmarker vonLBmphozyten eingesetzt, konnte
nachgewiesen werden, dass ENTPD1 auf aktiviertefellen (Kansas, Wood et al.
1991, Stockl, Majdic et al. 2001) und dendritiscZetien (Mizumoto, Kumamoto et al.
2002) exprimiert wird. Seine enzymatische Funktianof dendritischen Zellen
beeinflusst die Rekrutierung, Aktivierung und R@li@rung von naiven T-Zellen.

Es ist bekannt, dass z.B. eine topisch aufgetragerzende Chemikalie Uber die
Freisetzung von ATP und ADP aus zerstorten Kerajitem zu einer
Entzindungsreaktion der Haut fihrt. ENTPD1 aufdexhanszellen (LCs) unterdrickt
diese Hyperreaktivitat der LCs (Mizumoto, Kumamatb al. 2002). Desweiteren
zeigten ENTPD1 defiziente Mause im Vergleich zu d¥ib-Tieren eine geringere
Auspragung von Kontakt-Uberempfindlichkeit und emeduzierte T-Zellen abhéngige
Immunantwort auf Antigene, die auf der Haut aufggén wurden. Diese Beobachtung
lasst vermuten, dass ENTPD1 eine wichtige Rollelén Aktivierung von T-Zellen
durch LCs und vielleicht auch anderen DCs spiedt iiim eine optimale Stimulation von
haptenspezifischen T-Zellen nétig ist. Weitere Wsuehungen ergaben, dass ENTPD1
zur Interaktion zwischen DCs und T-Zellen wahreed Antigenprasentation Uber die
Regulation der Nukleotidkonzentration beitragt @ahsl zusatzliche Erkennungsstruktur
fur HLA-AL restringierte, haptenspezifische zytaswhe T-Zellen fungiert (Kansas,
Wood et al. 1991; Stockl, Majdic et al. 2001; Mizotm, Kumamoto et al. 2002). Die
Tatsache, dass aktivierte T-Zellen die Bildung ¥arP verursachen und ENTPD1+/+
DCs nach Behandlung mit ATP IL-6 sezernieren, $pritaflr, dass ATP Einfluss auf
die Aktivierung von DCs hat. Dieses ATP konnte Uloee Aktivierung von P2-
Rezeptoren zum Zelltod der DCs fihren. Durch debadbvon ATP schitzt ENTPD1
diese vor dem Zelltod und wirkt somit bei der aetigrasentierenden Funktion der DCs
mit. Neueste Studien weisen darauf hin, dass regidahe CD4+ und CD25+ T-Zellen
(Tregs) eine entscheidende Rolle in der Bewahrwargidmunologischen Reaktivitat
und Toleranz spielen (Holm, Nielsen et al. 2004)kiirzlich erschienenen Arbeiten
wurde eine bevorzugte Expression von ENTPD1 aufyJreerichtet, und damit die

Frage aufgeworfen, ob dieses Ektoenzym fir die fomkler Tregs von Bedeutung ist.
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Eine weitere Fahigkeit von ENTPD1 ist es, das filutfattchen aggregatorisch
wirkende ADP in das nicht-aggregatorisch wirkenaAosin umzuwandeln und somit
die Ausdehnung der intravaskularen Plattchenagtoegau limitieren (Kaczmarek,
Koziak et al. 1996; Marcus, Broekman et al. 1997ail Kaczmarek et al. 1999). Das
rekombinant 16sliche und katalytisch aktive ENTPDIbckiert die ADP induzierte
Plattchenaggregation in vitro und stellt somit mifigliches neues Therapeutikum in der
Behandlung von Thrombosen dar (Gayle, Maliszewslkale1998). Die Generierung
von ENTPD1 defizienten Mausen bestatigt die becdelgdRolle dieses Ektoenzyms in
der Kontrolle von Hamostase und Thromboregulatiénjyoji, Sevigny et al. 1999;
Zimmermann 1999).

Desweiteren ist die Hydrolyse von ATP bei einehésuie von grol3er Bedeutung, denn
auch hier wirkt das ATP zytotoxisch und ein Entgegieken durch Ectonukleotidasen
ist wichtig. So fuhrt eine transiente globale zeaéb Ischamie zu einer vermehrten
Hydrolyse von ATP zu Adenosin (Braun, Zhu et al989Schetinger 1998). An den
Tagen nach einer transienten zerebralen IschamRaittenhirn konnte durch Northern
Blotting eine vermehrte Expression von ENTPD1 (CP3®&d auch von Ekto-5'-

nukleotidase festgestellt werden.

1.2.3 Die Familie der ENPPs

Die Familie der ENPPs besteht aus sieben Mitgledend steht in keiner
phylogenetischen Beziehung zu der Familie der ENSPOEkto-Nukleotid-
Pyrophosphatasen/Phospho-diesterasen  (ENPPs) sibdjuitar vorkommende
membranassoziierte oder sezernierte Ektoenzymegike Funktion in der Regulation
des extrazellularen Nukleotidmetabolismus haben emg breite Substratspezifitat
aufweisen. Pyrophosphat- und Phosphodiester-Biretukgnnen in einer Vielzahl von
unterschiedlichen Substraten gespalten werden. EN#H# somit in der Lage 3°,5-
CAMP zu AMP, ATP zu AMP und PPi, ADP zu AMP und Riier NAD+ zu AMP
und Nikotinamid zu hydrolysieren, wobei Purin- urilyrimidin-Nukleotide als
Substrate dienen (Goding, Terkeltaub et al. 1998)tzdem besitzt jeder Subtyp eine
wohldefinierte Substratspezifitétip. 4).
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A B
ENPPT_] ENPP2_| ENPP3 Nucleotide Other

sulssiraies substrates

Human|| Maus Human| Maus Humaanatte

ATP, Ap, A, ADP
Human] 100%

— NI ATF, Ap, A, ADP

0, 0
Maus J 8056 | 1096 NFFZ  ATP, Ap, A, ADP LB

Humanf 45% | 43% [[100% —

NFPd
Maus | 45% | 44% || 95% |100% 4,—|:.~,.,.‘.

Human] 54% | 52% |[ 45% | 45% ||100% GPC, LPC

ENPP3 |[ENPP2 |ENPP'I

Ratte | 51% | 49% | 45% | 46% || 82% | 100% SM, LPC

Abb. 4: Stammbaum der ENPP-Familie und prozentuale Sequenzidentitdten von ENPP1,
2, 3 aus Mensch, Maus und Ratte.

A: Diese Tabelle zeigt die prozentuale Ubereinstimmung der Aminosauresequenzen des
extrazellularen Anteils von ENPP1-3. Dabei zeigen die jeweiligen Orthologen eine hohe
Sequenzidentitat von 80-90% in der Proteinsequenz, wahrend die Paralogen innerhalb einer
Spezies eine wesentlich niedrigere Sequenzidentitat von nur 40-50% besitzen.

B: Stammbaum der ENPP Familie und einige Substrate. Proteinsequenzen fir die humanen
Isoformen wurden von der Genbank erworben und mit CLUSTAL W abgeglichen. Gezeigt sind
auch die reprasentativen Nukleotid- und/oder Lipidsubstrate fir die ENPP Isoenzyme. ENPP1-3
haben einen gemeinsamen Vorfahren und sind die einzigen bekannten ENPPs, die Nukleotide
hydrolysieren konnen. (LPC Lysophosphatidylcholine, GPC Glycerophosporylcholine, SM
Sphingomyelin) (modifiziert nach Stefan 2006).

Nur ENPP 1 bis 3, die einen gemeinsamen Vorfahadreih, werden mit der Hydrolyse
von Nukleotiden in Zusammenhang gebracht (Bollenjsb@rs et al. 2000;
Zimmermann 2000; Vollimayer, Clair et al. 2003), w&itd von ENPP6 und 7 nur die
Hydrolyse von Phosphodiester-Bindungen in LysophoBpiden oder anderen Cholin-
Phosphodiestern bekannt ist (Duan, Bergman et0ai3;2Sakagami, Aoki et al. 2005;
Wu, Cheng et al. 2005). Bemerkenswerterweise agidRP2 sowohl mit Nukleotiden
als auch mit Lysophospholipiden (Tokumura, Majinhale 2002; Umezu-Goto, Kishi
et al. 2002). Interessant ist auch, dass ENPP2 EMPP6 unterschiedliche
Phosphodiesterbindungen in Lysophosphatidylchojralten und dementsprechend
entweder Cholin oder Phosphocholine bilden. Die eDwinanten fur die
Substratspezifitdt der ENPPs sind nur schlechtaeden.

Cimpean et al. konnten durch zielgerichtete Mutagenund durch das Austauschen
von Domanen zeigen, dass sowohl nicht-katalytiddbmanen als auch Reste in der
Néhe des katalytischen Zentrums die Aktivitat undbsSratspezifitat von ENPP1 und
ENPP2 beeinflussen (Cimpean, Stefan et al. 200d). ENPP7 weild man, dass es als
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alkalische Sphingomyelinase fungiert. Deswegen u&tman, dass maoglicherweise
auch noch andere Mitglieder der ENPP Familie awdspholipide einwirken. ENPP6
ist eine cholinspezifische Glycerophosphodiesteragt man geht davon aus, dass es
durch die Hydrolyse von mehrfach ungesattigtem L¥&y Glycerophosphorylcholin
oder Sphingosylphosphoryl-cholin eine speziellel&kotl den Organen der Niere und
des Gehirn spielt.

Die katalytische Aktivitat der ENPPs ist abhéngignwlivalenten Kationen (Rebbe,
Tong et al. 1991; Belli, Sali et al. 1994; Deissleottspeich et al. 1995; Grobben,
Anciaux et al. 1999; Hosoda, Hoshino et al. 19@ig Km-Werte der ENPPs sind
ahnlich denen der ENTPD Familie und liegen fur AZWdschen 20 pM und 50 puM.
Das pH Optimum liegin vitro im alkalischen Bereich (Grobben, Anciaux et al99;9
Hosoda, Hoshino et al. 1999).

Alle ENPPs sind bis auf ENPP2 Uber eine einzigendwembrandomane in der
Zellmembran verankert und kodnnen, wie auch die HDEPhinsichtlich ihrer
strukturellen Charakteristika in zwei Gruppen, ENFP und ENPP4-7 unterteilt
werden. ENPP1 und 3 sind Typ 2 Membranproteineuagefahr 900 Aminosauren mit
einem molekularen Gewicht von ungefahr 110-125k&sn (Driel, Wilks et al. 1985;
van Driel and Goding 1987). Sie besitzen eine kiwameno-terminale intrazellulare
Domane, eine einzelne Transmembrandoméne, zweitBoredin-B ahnliche Motive,
ein konserviertes katalytisches Zentrum, eine Nagde dhnliche Sequenz und ein
mutmalliches ,EF-Hand“ Motiv am Carboxylendsb{. 5). ENPP2 ist ein Pra-Pro-
Enzym und kommt nur als sezerniertes Protein vangdn, Stefan et al. 2005). Im
Gegensatz dazu sind ENPP4 bis 7 Typ | Transmemiotaipe aus etwa 450
Aminosauren. Sie bestehen aus einer kurzen inludéaein carboxylterminalen Domane
und einem extrazellularen katalytischen Zentruns, lediglich ein Phosphodiesterase-
Motiv beinhaltet (Bollen, Gijsbers et al. 2000; Du&ergman et al. 2003; Sakagami,
Aoki et al. 2005; Wu, Cheng et al. 200&jsliche Formen wurden auch von ENPP1,
ENPP3 und ENPP6 entdeckt. Es ist aber noch unkiardiese entstehen (Belli, van
Driel et al. 1993; Meerson, Delautier et al. 19%8soda, Hoshino et al. 1999;
Yegutkin, Samburski et al. 2003; Sakagami, Aokiabt2005). Dartberhinaus kann
ENPP7 durch Trypsin von der Plasmamembran abgespaitd sezerniert werden.
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Abb. 5: Enzymstruktur und subzellulare Lokalisation der ENPPs.

Bis auf ENPP2, das in den Extrazellularraum sezerniert wird, sind alle ENPPs Single-
Transmembranproteine mit einer Typ Il (ENPP1 und ENPP3) oder einer Typ | Orientierung
(ENPP4-7). Der Hauptteil des Proteins liegt dabei jeweils auRerhalb der Zelle, mit nur einem
kurzem intrazellularem Fragment. Losliches ENPP1 kann durch Abspaltung der Membran-
assoziierten Form entstehen (Pfeil). Die intrazellulare Doméane von ENPP1 und ENPP3 besitzt
eine Determinante, die eine basolaterale oder apikale Lokalisierung in der Membran bestimmt.
Allen ENPPs gemeinsam ist die katalytische Domane. Threonin/Serin vermitteln die Formation
dieser Domane (weil3er Punkt). Die Nuklease-dhnliche Doméane und die zwei Somatomedin B
ahnlichen Doménen (SMB1 und SMB2) sind nur in ENPP1-3 vorhanden.

1.2.3.1 Die unterschiedlichen Domanen der ENPPs und ihre

Funktionen

Wie schon beschrieben sind die ENPPs aus mehreaaist&@nen, bzw. Doménen
aufgebaut(Abb. 5). Neben ihrer katalytischen besitzen sie aufRerdegulatorische
Doméanen sowie Domanen zur Verankerung oder zumedlulien Targeting. Die
katalytische Doméane aller ENPPs besteht aus et@aAdtinosaureresten und zeigt bei
den humanen Isoformen eine Sequenzidentitat vonzhbis60%. Sie &hnelt der
katalytischen Doméne der alkalischen Phosphatadedan Phosphopentomutase, die
zur Familie der Phospho-/Sulfo-koordinierenden Metayme gehdren (Galperin,
Bairoch et al. 1998; Gijsbers, Ceulemans et al12080 sind die Aminosaurereste, die
im katalytischen Zentrum der alkalischen Phospleatagei Metalle und ihre rdumliche
Anordnung koordinieren, in den ENPPs konservierinzd kommt, dass der
Reaktionsmechanismus wie bei den anderen Phospifo-K®dordinierenden
Metalloenzymen in zwei Schritten ablauft (BollenjsBers et al. 2000). Zum Beispiel
wird ATP entweder zu AMP + Ppi oder zu ADP + Pigiilein AMP- oder Phosphat
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gebundenes Zwischenprodukt abgebaut, abhéngig dawoe das Substrat das
katalytische Zentrum erreicht (Bollen, Gijsberslet2000).

Fir die subzellulare Lokalisation der humanen ENBiRg die N-terminalen 21-76
Aminosauren die entscheidende Determinante. BeiFAN&énd ENPP3 sichert diese
Region die Verankerung mit Typ Il-Orientierung ierdZellmembran, wobei ENPP1
durch ein intrazellulares Di-Leucin-Motiv auf deradmlateralen Membran sitzt
(Vaingankar, Fitzpatrick et al. 2004). Die ersted 2minosaurereste von ENPP2
werden als Signalpeptid ko-translational von der gn8lpeptidase im
endoplasmatischem Retikulum entfernt. Um das aesdterund aktive ENPP2 zu
erlangen wird das l6sliche Pro-ENPP2 zusatzlich gmer Furin-ahnlichen Protease
gespalten (Jansen, Stefan et al. 2005). Der N-hersnwon ENPP6 und 7, bestehend
aus etwa 20 Aminosauren, wird als Signalpeptid faltlsrko-translational gespalten.
Zwei cysteinreiche Somatomedin-B ahnliche Domaneegeh zwischen der
Transmembran- und der katalytischen Doméane von ENRRund 3. lhnen wird die
Funktion als stabiler/ dauerhafter Stiel zugesdtane der das katalytische Zentrum von
der Membran entfernt halt (Zimmermann 2000). I #astallinen Struktur der
Somatomedin-B &hnlichen Doméane konnte die BildungsDisulphidknoten gezeigt
werden, in dem alle acht Cysteinreste eine Disdiphidung eingehen (Zhou,
Huntington et al. 2003). Als Calcium-bindende Ragsbellt sich die Sequenz der EF-
Hand dar. Sie ist notwendig fur die enzymatischaivitiit. ENPP1 besitzt diese in
vollstandiger Form, ENPP2 und 3 in etwas verdndeferm. Ein weiteres
Sequenzmotiv, das nur bei ENPP2 und ENPP3 vorkomshtein RGD-Tripeptid.
Dieses Motiv kann von verschiedenen Integrinen rarkawerden, scheint eine
funktionelle Calcium Abhangigkeit zu implizieren diinteragiert moglicherweise mit
Zelloberflachenrezeptoren (Zimmermann 2000).

Die Nuklease-ahnliche Doméane, die aus etwa 250 Asdiaren besteht und C-terminal
der katalytischen Domane liegt, zeigt Ahnlichkeiteih der unspezifischen DNA/RNA-
Endoribonuklease (Gijsbers, Ceulemans et al. 20D8). ENPPs besitzen allerdings
keine Nuklease-Aktivitat, weil die Aminosauren, dig diese Katalyse notwendig
wahren, in ENPP1, 2 und 3 nicht konserviert sindtadem scheinen diese Domé&nen
die enzymatische Aktivitat von ENPP1 und ENPP2 eeififlussen, denn ein Austausch
dieser Doménen fiuhrt zu einem inaktivem ENPP2, eri@hENPP1 mit der Nuklease-
ahnlichen Domane von ENPP2 normal aktiv ist (Cinmpe&tefan et al. 2004).

AulRerdem scheint diese Domane notwendig fur dienslokation der ENPPs vom
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endoplasmatischen Reticulum in den Golgi-Apparatein, weil es moglicherweise fur
die korrekte Faltung der ENPPs benoétigt wird (&jsh Ceulemans et al. 2003).
Neueste Belege sprechen dafir, dass die Nukleadietih Domane von ENPP2 eine
anti-Adhasions-Funktion besitzt und als Ligand @HProtein-gekoppelte Rezeptoren
dient (Fox, Alexander et al. 2004).

ENPP1 und 2 werden im Rahmen dieser Arbeit genamem&chsten Abschnitt

besprochen.

1.2.3.2 ENPP1 (PC-1)

ENPP1 ist eines der besser charakterisierten Enzamseder Familie der ENPPs.
ENPP1 besitzt eine Vielzahl von unterschiedlichkysmplogischen Rollen und greift so
in viele Prozesse und Regulationen des OrganisnmusSe wird ENPP1 z.B. auf B
Lymphozyten exprimiert und dient hier als Marker datikorperproduzierenden B-
Zellen im spéaten Stadium der Differenzierung. Fig 8ynthese und Sekretion von
Antikérpern ist ENPP1 allerdings nicht notwendigich auf T-Zellen konnten niedrige
Konzentrationen von ENPP1 nachgewiesen werden.eDiegression auf T-Zellen
wird, genau wie die Expression von NAD+ Glykohyase (CD38), durch Aktivierung
der Signalkaskaden der Proteinkinasen A und C igeste(Deterre, Gelman et al.
1996).

Die koordinierte Expression von ENPP1 und CD38 uliadie Hydrolyse von
extrazellularem NAD+ durch aktivierte T-Zellen zichtinamid, Mononukleotiden und
AMP, oder zu Nikotinamid und ADP-Ribose. Somit sidiése zwei Enzyme in der
Lage, die Verfluigbarkeit der Substrate fur die NABbBhangige ADP-Ribosylierung
durch ADP-Ribosyltransferasen auf der Zelloberf&ezh kontrollieren und die T-Zelle
vor Apoptose zu schitzen, denn die ADP-Ribosylatiohrt zur Aktivierung des
proapoptotischen P2X7 Rezeptors (Seman, Adriouah @003; Krebs, Adriouch et al.
2005). Uber den gleichen Mechanismus dienen ENRIIIQD38 ebenfalls als Schutz
gegen ADP-ribosylierende bakterielle Toxine, wieoféha- oder C. botulinum C3-
Toxin (Bortell, Moss et al. 2001). Eigentlich wirk&NAD+ und die daraus entstandene
ADP Ribose als Inhibitoren auf die T-Zell Prolifaca. lhre Hydrolyse durch ENPP1
und CD38 fuhrt somit genau zum Gegenteil, namlich &Zell Proliferation (Popoff
1998).

Bekannt ist auRerdem, dass ENPP1 vermehrt in Cheyiein synthetisiert wird und
eine wichtige Rolle in der Knochenmineralisationrdutler Verkalkung von Gewebe
spielt, indem es Pyrophosphat, einen bedeutendghitior der Verkalkung, aus ATP
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freisetzt (Goding, Terkeltaub et al. 1998; Bachidmens et al. 1999). Mause mit der
natdrlich vorkommenden Mutation Ttw (tip-toe wal@)ndie von einer Ossifikation der
spinalen Bander und einer abnormalen Ossifikatiowialen anderen Stellen begleitet
ist, haben eine Nonsens-Mutation im ENPP1-Gen (@kaMakamura et al. 1998).
Ebenfalls konnte bei Patienten mit einer degene¥ati Arthritis ein erhohter

Serumspiegel von ENPP1 nachgewiesen werden (Cdydiéasuda et al. 1998).

Neben dem Einfluss von ENPP1 auf die Signalwirkuog Insulinrezeptoren konnte
auch eine abweichende Expression des Enzyms beiZT{pabetikern festgestellt

werden.

1.2.3.3 ENPP2 (Autotaxin)

ENPP2 (ATX) ist ein Glycoprotein von 125kDa undawmon verschiedenen Zellen und
Geweben synthetisiert (Bachner, Ahrens et al. 19@fan, Gijsbers et al. 1999;
Bollen, Gijsbers et al. 2000; Ferry, Tellier et2003).

Ursprunglich wurde es als autokriner Motilitatsr@tiationsfaktor entdeckt, der von
Melanomzellen sezerniert wurde (Stracke, Krutzsthale 1992; Murata, Lee et al.
1994). Spater fand man heraus, dass ENPP2 vonmaaligellen wie z.B. beim Brust-
und Lungenkarzinom vermehrt gebildet wird und niitee starkeren Invasivitat der
Krebszellen einhergeht (Kohn, Hollister et al. 1988e, Murata et al. 1996; Kawagoe,
Stracke et al. 1997; Yang, Mou et al. 1999; Zhatigo et al. 1999; Debies and Welch
2001; Euer, Schwirzke et al. 2002; Yang, Lee eR@02; Kehlen, Englert et al. 2004).
Seifert et al. 2008 konnten zeigen, dass die Matitder Schilddrisentumorzellen durch
ATX gesteigert wird und dass diese biologische Fonk vor allem durch die
sezernierte Form von ATX bedingt ist (Seifert, Kkwmi et al. 2008). Die Expression
von ENPP2 steigt auBerdem um das hundertfache mdihder Umwandlung des
Onkoproteins v-Jun (Black, Clair et al. 2004). br @ehandlung von Karzinomen stellt
sich ENPP2 als attraktives Zielprotein dar, weikggazellular agiert und die Kaskade
der Metastasenbildung auf verschiedenen Ebenemlgin Gewiss stimuliert ENPP2
nicht nur das Wachstum von Krebszellen (Umezu-Ggishi et al. 2002), sondern
agiert auch als Motilitatsfaktor der Tumorzellenofi, Hollister et al. 1993; Lee,
Murata et al. 1996), erhtht das karzinogene Patientin ras-transformierten Zellen
(Nam, Clair et al. 2000) und fuhrt zu einer starkemgiogenese (Nam, Clair et al.
2001). All diese biologischen Effekte konnen nictitirch die Hydrolyse von
Nukleotiden erklart werden, sondern beruhen auf A&tivitatt von ENPP2 als
extrazellulare Lysophospholipase D (Moolenaar 200@plenaar, van Meeteren et al.
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2004; Tokumura 2004; Xie and Meier 2004). Diesetskysophosphatidcholine in
Lysophosphatsaure (LPA) und Cholin um (Tokumurajifdia et al. 2002; Umezu-
Goto, Kishi et al. 2002; Hama, Aoki et al. 2004)bdd G-Protein-gekoppelte LPA
Rezeptoren verursacht LPA verschiedene biologigaitevorten und stimuliert: 1. die
Zellproliferation tber ras Aktivierung; 2. das Uledren der Zellen tiber Aktivierung der
Proteinkinase B; 3. das Runden von Zellen UbeRtieA GTPase und 4. die Streuung,
Verbreitung und Migration von Zellen tUber die Akéirung von der Rac GTPase. Es ist
vorstellbar, dass ENPP2 zusétzlich durch seinegkéhj Nukleotide zu hydrolysieren,
als Tumorwachstumsfaktor agiert. In der Tat lassglide Tumore Adenin-Nukleotide
frei und ENPP2 kann ATP, das als Inhibitor flr Tuesdproliferation gilt,
hydrolysieren (Agteresch, Dagnelie et al. 1999nzdi kommt, dass die gemeinsame
Wirkung von ENPP2 und Ekto-5-Nukleotidase auf ATiRIWADP zur Entstehung von
Adenosin fuhrt, und dieses ebenfalls stimulierendf &umorwachstum und
Angiogenese, sowie inhibierend auf die Immunantwerkt (Abb. 6) (Spychala 2000;
Cronstein 2004; Desai, Victor-Vega et al. 2005)diser Hinsicht sollte auch erwahnt
werden, dass durch die gesteigerte Expression WRPR2 (Tice, Szeto et al. 2002;
Kenny, Enver et al. 2005) und von Ekto-5"-Nukleatid (Spychala and Kitajewski
2004) auf den Tumorzellen der Wnt/b-Catenin Sigeghaktiviert wird.

Cholin
@ X > ®+> Migration

.............. ENPP2 J Proliferation
m_p @ T»- A@» Angiogenese

5" -Nukleo- N4
o tidase '|'
Abb. 6: Tumorwachstum und Metastasierung: Die Rolle von ENPP2 Kkatalysierten

Reaktionen.

Im extrazellularen Milieu bildet ENPP2 als Tumormoatilitats-stimulierender Faktor LPA aus LPC.
LPA fordert die Zellproliferation, Migration und Angiogenese. In einer gekoppelten Reaktion mit
der Ekto-5"-Nukleotidase wird ATP, das zytotoxisch auf Tumore wirkt, zu Adenosin hydrolysiert,
welches als Tumorwachstumsfaktor und als Stimulationsfaktor fir Angiogenese wirkt. Die
Expression von beiden (ENPP2 und Ekto-5"-Nukleotidase) wird verstarkt durch den Signalweg

Uber Wnt/b-Catenin, der bei vielen Tumoren aktiviert ist.
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AulRerdem wirkt ENPP2 angiogenetisch durch die 8taigg der Expression von
VEGF (vascular endothelial growth factor). Ein wests Substrat des ENPP2 in seiner
Eigenschaft als Lysophospholipase D ist das SpByigbosphorylcholin, welches in
Sphingosin-1-phosphat und Cholin hydrolysiert wi(@lair, Aoki et al. 2003).
Sphingosin-1-phosphat ist ebenfalls ein Modulatr Zelimotilitat, aber seine Effekte
sind komplex und abhéngig vom jeweiligen Zelltyp.

Beide Enzymaktivititen des ENPP2, die Hydrolyse wWdokleotiden und von
Lysophospholipiden, werden lber das gleiche kasalye Zentrum gesteuert. Obwohl
sich ENPP1-3 strukturell sehr &hnlich sind, besitediglich ENPP2 eine
Lysophospholipase D Aktivitat, Uber die es zur &taing von Zellproliferation,
Zellmotilitdt und Angiogenese beitragt. ENPP1 undélsen dagegen eine wesentlich

hohere Nukleotid-Pyrophosphatase-Aktivitat auf $8drs, Ceulemans et al. 2003).

1.3 ADP-Ribosyltransferasen

Da im Rahmen dieser Dissertation die Enzymaktiwitit ENPP2 im Hinblick auf eine
De-ADP-Ribosylierung untersucht wurde, gebe ichr limen kurzen Uberblick tber
die ADP-Ribosyltransferasen, den Mechanismus delP/Abosylierung sowie die
Familie der ADP-Ribosyltransferasen.

Ekto-ADP-Ribosyltransferasen (ARTs), Poly-ADP-Riptsnsferasen (PARPs) und
bakterielle ADP-Ribosyltransferasen kénnen NAD kimdund die Ubertragung der
ADP-Ribosegruppe auf eine spezifische Zielaminas&atalysieren. (Jacobsen 1989;
Aktories 1991). Hierbei wird Nikotinamid freigesetDiese ADP-Ribosylierung ist,
wie auch die Phosphorylierung, eine posttranslateonProteinmodifikation. Funf
Mono-ADP-Ribosyltransferasen sind bisher bei Sdagat nachgewiesen worden. Sie
werden in verschiedenen Geweben als membranstandnge einem Glykosyl-
Phosphatidyl-Inositol-(GPI)-Anker versehene Ekt@¥#ne (ART1-4) oder als
sezernierte Enzyme (ART5) exprimiert, und sind iimee einheitlichen Nomenklatur
zusammengefasst worden (ART1-ARTS8). Seit kurzerd 8iRT1 (CD296) und ART4
(CD297) auch in der CD-Nomenklatur vertreten. Voellen des Immunsystems
werden ART2 und ART4 exprimiert (Hauschildt, Scleegp et al. 1994; Pellat-
Deceunynck, Wietzerbin et al. 1994; Glowacki, Braet al. 2002). Bei Mausen wurden
ART1, ART2.1, ART2.2, ART3 und ART4 auf der Zellobache nachgewiesen,
wahrend beim Menschen nur die ART1, ART3, ART4 2Zelfoberflachen vorkommen.
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Verschiedene ARTs ADP-ribosylieren die Akzeptoramséuren Arginin, Cystein,
Asparagin, Diphthamid (modifiziertes Histidin) u@lutamat (Haag 1997). Dieses ist
jedoch bisher nur fir ART1, 2, und 5 bekannt. We der Phosphorylierung kann
dadurch die Funktion des modifizierten Proteinsuliegt werden. So wurde die ADP-
Ribosylierung erstmalig als Mechanismus der Pathitdge des Diphtherie-Toxins
beschrieben, welches eine modifizierte Aminosaldphthamid) des eukaryotischen
Elongationsfaktors 2 (EF2) ADP-ribosyliert und dextudie Proteinsynthese in den
betroffenen Zellen blockiert (Honjo, Nishizuka ét #968). Spater wurde die ADP-
Ribosylierung auch als pathogener Mechanismus dhede@-, Pertussis- und anderer
bakteriellen Toxinen beschrieben.

Ebenfalls ahnlich der Phosphorylierung ist auchAl¥P-Ribosylierung ein reversibler
Prozess (Ludden 1994; Zolkiewska and Moss 1997 Bntfernung des ADP-
Riboserestes kann durch ADP-Ribosylhydrolasen (ARHsder Nukleotid-
Pyrophosphatasen/ Phosphodiesterasen (NPPs) katalysrden. Durch die ARHs
wird die gesamte ADP-Ribosegruppe vom Zielprotdigedrennt (Moss, Zolkiewska et
al. 1997). Durch die NPPs wird die energiereich@dBng zwischen den beiden
Phosphatgruppen des ADP-Riboserestes gespaltdrieibs ein Ribosephosphat-Rest
am modifizierten Protein zuriick, dadurch ist eeeerneuten ADP-Ribosylierung nicht
mehr zuganglich (Vollmayer, Clair et al. 2003).

Die Abb. 7 zeigt eine Methode, wie man die ADP-Ribosylierungersuchen kann.
Einerseits kann dies Uber die radioaktive Markigrudes NADs und den
anschlielenden Nachweis der markierten Oberflach&xipe in der Autoradiographie
geschehen. Andererseits gibt es den 1G4-Assay.idsem verwendet die an der
Zelloberflache lokalisierte ART etheno-NAD als Swls und Ubertragt den etheno-
Adenosin-Rest auf ein Arginin eines Zielproteinsie DADP-ribosylierten Proteine
kénnen nun durch den fur etheno-Adenosin spez#isehonoklonalen Antikérper 1G4
erkannt werden. In der Abbildung 7 ist auRerdembeADP-Ribosylierung durch die
ENPPs dargestellt.
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Abb. 7: Immunoassay zur Detektion von (etheno)-bzw. 32P-ADP-ribosylierten
Membranproteinen und ihre De-ADP-Ribosylierung.

Wird NAD radioaktiv mit 32P markiert (roter Stern), kann die weiterhin radioaktiv markierte ADP-
Ribose am Targetprotein im Western Blot durch Autoradiographie sichtbar gemacht werden.
Verwendet man etheno-NAD als Substrat, kann man tber den monoklonalen 1G4 Antikdrper
und einen Fluorochrom-gekoppelten Zweitantikdrper ADP-ribosylierte Zielproteine auf lebenden
Zellen in der Durchflusszytometrie oder in der Immunfluoreszenz, sowie im Western Blot
nachweisen. Bei der De-ADP-Ribosylierung durch NPPs wird etheno-AMP und somit auch die
1G4 Bindungsstelle entfernt. (Modifiziert nach Krebs et al. (2003) Analytical Biochemistry)

1.4 NAD und ATP im Extrazellularraum

ATP und NAD sind als klassische intrazellulare Nvetigen des Energiehaushaltes und
des Elektronentransfers bekannt. Intrazellular vded meiste NAD (mehr als 70%)
gespeichert und in den Mitochondrien in erster d.iilr metabolische Vorgénge
verbraucht (Berger, Lau et al. 2005). Im Zytoplasomad im Kern dient es als

Signalmolekudl, als Vorlauferstoff von Calcium freisenden Metaboliten und als
Substrat fir PARPs und Sirtuin, die beide im Keokalisiert sind und mit DNA-

Reparaturmechanismen, Transkriptionsregulatoren uxgbptosemechanismen in
Verbindung stehen (Di Lisa and Ziegler 2001; Herard Wang 2001; Haag, Adriouch
et al. 2007). Unter pathophysiologischen Bedingange Ischamie, oxidativem Stress
oder Gewebeschaden lassen die Zellen ihr in deacktindrien gespeichertes NAD in

das Zytoplasma und in den Nukleus frei, wobei daragie Mechanismus noch nicht
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bekannt ist (Di Lisa and Ziegler 2001). FolglichespNAD eine entscheidende Rolle in
der zellularen Antwort auf Stress.

In den letzten Jahren wurde es allerdings offetigsbh dass diese Purin-Nukleotide
auch eine wichtige Rolle im Extrazellularraum eimmen, sei es als Substrat fir eine
Vielzahl von Ektonukleotidasen oder im Falle von FATals Ligand far
Zelloberflachenrezeptorenub. 8 und Abb. 9 ).

|E-NTPDs (CD39) | . i
| | firy e NAD-Glykohydrolasen
. : e CD38, CD157
¥ o o A |E-NF'F5 :GDEDJ..3| & ( )
HO—F i — P (e — N'#"'N";f A
-:l:-' & T._\,H o Oy \ [N
= ATP

E-NFPs (CD203) oo W

Abb. 8: Chemische Struktur von ATP und NAD mit Anga  be mdglicher Spaltstellen durch
Ektoenzyme. Madogliche Spaltstellen von ATP und NAD durch NAD-Glykohydrolasen, ADP-
Ribosyltransferasen (ARTSs), Ekto-Nukleosidtriphosphatdiphospho-hydrolasen (E-NTPDs) und
Ekto-Nukleotidpyrophosphatasen/phosphodiesterasen (E-NPPs) (modifiziert nhach Haag et al.
2007)

Burnstock stellte 1972 erstmals die Hypothese dags Purin-Nukleotide aktiv von
lebenden Zellen sezerniert werden und als Neursitnater fungieren (Burnstock
1972). NAD wird auf &hnliche Weise gemeinsam mit PAToder anderen
Neurotransmittern aus terminalen Enden von postgarigen Enden freigesetzt, die
mit Blutgefassen oder der Harnblase in Verbindutehen (Smyth, Bobalova et al.
2004). AulRerhalb des Nervensystems gelangen ATPNA&ID beispielsweise auch
durch Connexin-43 Gap-Junction-Halbkanale in dertrezellularraum (Bruzzone,
Guida et al. 2001; Stout, Costantin et al. 2002esP Kanéle o6ffnen typischerweise
nach mechanischem oder metabolischem Stress (Castr&anchez et al. 2002;
Cherian, Siller-Jackson et al. 2005).

Heute weild man, dass ATP und NAD als Antwort auflu@@en Stress und
Entzindungen aus den intrazellularen Speicherrem Ektrazellularraum freigegeben
werden. Dies konnte durch unterschiedliche Mechnagis erfolgen, wie aktive

Exozytose, Diffusion tber Transmembrantransponteitebenden Zellen oder durch
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passives Austreten tber Membranen in sterbenddéenZ@ruzzone, Guida et al. 2001;
Schwiebert and Zsembery 2003; Smyth, Bobalova ef@b4). Die Erhdhung des
intrazellularen Calciums flihrt stets zur Purinfe¢zsing (Boudreault and Grygorczyk
2004; Genetos, Geist et al. 2005). Extrazellul&€B kann selber ebenfalls Signal zur
ATP-Freisetzung durch P2X7 sein (Pellegatti, Falatral. 2005). Kirzlich wurde die
Vermutung geéaul3ert, dass extrazellulare Purinésafahrensignal das Immunsystem
aktivieren (la Sala, Ferrari et al. 2003; Hanleydget et al. 2004; Di Virgilio 2005).
Einmal freigesetzt, kénnen ATP und NAD in weiteretibolite wie ADP, AMP oder

Adenosin verwandelt werden.

1.4.1 Immunmodulation durch extrazellulares ATP

ATP oder seine Nebenprodukte aktivieren verschiedeMitglieder der
Purinrezeptorfamilie. Zu den Purinrezeptoren gehmdrAdenosin-sensitive Pl
Rezeptoren (A1, A2a, A2b und A3) und P2 Rezeptodsn,durch ATP, ADP, UTP,
UDP oder UDP-Glucose aktiviert werden (Ralevic 8utinstock 1998; Dubyak 2003).
Neuere Studien zeigen, dass auch P2Y11 durch midtewsenKonzentrationen von ekto-
NAD stimuliert wird (Moreschi, Bruzzone et al. 2Q0@&xtrazellulares NAD+ ist ein
Agonist des humanen P2Y11 Rezeptors in humanenu@zayten (Moreschi, Bruzzone
et al. 2006). P2 Rezeptoren werden in zwei Gruggsteilt: die G-Protein gekoppelten
P2Y Rezeptoren mit sieben Transmembrandoménen (R2Y 14, -6, -11, -12, -13, -
14) und die P2X Liganden-abhangigen lonenkanalX1P? (Fredholm, Abbracchio et
al. 1997; Khakh, Burnstock et al. 2001). Purinréaegn regulieren wichtige
physiologische Funktion wie die Blutplattchenagatesn, die lokale Regulation des
Blutdrucks, die Anpassung der Herzfunktion unteh&nischen Bedingungen und die
Auspragung einer Entzindung (Ralevic and Burnst®%8; Burnstock and Williams
2000; Bodin and Burnstock 2001). ATP kann im Ppniber die komplette P2X-
Familie sowie Uber eine Untergruppe der P2Y Rezept@P2Y1, 2, 11, 12, 13) seine
Signale vermitteln (Dubyak 2003). Allerdings untégrsiden sich die Empfindlichkeiten
der verschiedenen Rezeptoren fur ATP deutlich. Bi&, fur ATP liegt fir P2Y-
Rezeptoren im nanomolaren Bereich, fir die meif@X-Rezeptoren im niedrigen
mikromolaren Bereich, und flur P2X7 im hohen mikrdanen Bereich (la Sala, Ferrari
et al. 2003). Komplizierend kommt hinzu, dass AERrsschnell metabolisiert wird und
die anfallenden Abbauprodukte (v.a. ADP und Ademosieigene, neue

Signalfunktionen haben, die sie Uber andere Remaptaeitergeben. Abhangig von
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Konzentration und Zelltyp kann ATP eine pro- undeeanti-inflammatorische Rolle
spielen Abb. 9).

eMNPPs, CD73

—m_—
i ADFR
NA D | cADPR

P2x P2y |

«P5 Aufaahme OCs: santinflammatornische ]
= Ausscheiden von CREZL =Chemaotaxis Effekte

#Freigabe von IL-1und T8 = Raifung

* Zelitod | slnchuktion wves BL-10

Abb. 9: Aktivitat von extrazellularem ATP und NAD u nd ihren Metaboliten an
unterschiedlichen Zelloberflachenrezeptoren. ATP in hoher, mittlerer oder niedriger
Konzentration kann P2X7-, andere P2X- oder P2Y-Rezeptoren aktivieren oder es wird
sequentiell durch ENTPDs (CD39) und Ecto-5"-Nukleotidasen (CD73) zu ADP und Adenosin
(ADO) abgebaut. ADP kann an P2Y Rezeptoren und Adenosin an den P1 Rezeptor binden.
Extrazellulares NAD dient als Substrat fur ADP-Ribosyl-transferasen (ART2) oder wird durch
NADase (CD38) zu ADP-Ribose hydrolysiert. CD38 kann auch cyclische ADP-Ribose (CADPR)
herstellen, die intrazellulares Calcium mobilisiert, wobei noch nicht geklart ist, wie CADPR in die
Zelle kommt. NAD (und ATP) kénnen auRerdem durch ENPPs abgebaut werden zu AMP, das
wiederum durch die Ecto-5"-Nukleotidase zu Adenosin hydrolysiert wird. (modifiziert nach Haag
et al. 2007)

Die proinflammatorischen Effekte von ATP werden malerweise durch den P2X7
Purinrezeptor vermittelt, wenn er durch eine holanZéntration von ATP fir eine
kurze Zeit stimuliert wird. Es kommt zur Freisetgwon Interleukin (IL-) 1 und IL-18
in DCs und Makrophagen zum induzierten Zelltod vbiLymphozyten (Ferrari,
Chiozzi et al. 1997; Mehta, Hart et al. 2001), sowur vermehrten Produktion von
Tumornekrose Faktor alpha (ThFn Mikroglia Zellen (Suzuki, Hide et al. 2004)ieD
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anti-inflammatorischen Effekte entstehen einersdiisch die direkte Wirkung des
ATPs auf P2Y11 oder andere P2Y-Rezeptoren, woddrehSynthese von IL-12
inhibiert und die von IL-10 stimuliert wird (MacKeie, Wilson et al. 2001; Wilkin,
Stordeur et al. 2002) oder durch die Wirkung voredakin auf P1 Rezeptoren. Diese
werden von reifen dendritischen Zellen und aktieier T-Zellen exprimiert und
inhibieren bei DCs die Synthese von IL-12 und b&i€llen die Aktivierung.

1.4.2 Immunmodulation durch extrazellulares NAD

Ahnlich wie ATP wird auch NAD im extrazellularen Kmpartiment abgebaut und neue
entstandene Metabolite wie die ADP-Ribose oder Adere Ubermitteln ihrerseits
eigene Signale. Im Gegensatz zu ATP gibt es zwaekspeziellen Mebranrezeptoren,
die NAD als Liganden erkennen, aber NAD reguliexiutare Funktionen tber zwei
Enzymfamilien. Die erste Gruppe von Enzymen, dseMédiatoren von NAD-Signalen
dienen, sind die Mono-(ADP-Ribosyl-) Transferas@RTs). Die zweite Enzymgruppe
sind die funktionell verwandten Ektoenzyme CD38 Wid157, eine NADase oder
ADPR Cyclase, die auf B-Zellen, APC und aktiviertdnrZellen vorkommen
(Cockayne, Muchamuel et al. 1998; Krebs, Adriou¢hak 2005). Diese Enzyme
hydrolysieren NAD zu Nikotinamid und entweder ,n@ler* oder cyclischer ADP-
Ribose (CADPR) oder fuhren zur Bildung von NAADPsaNikotinsaure und NADP
(Aarhus, Graeff et al. 1995). cADPR und NAADP skidzlich als ,second messenger*
bekannt geworden, die die IP3-unabhangige intralZe## Calciumfreisetzung triggern
und somit eine wichtige regulatorische Rolle fue dellaktivierung einnehmen (De
Flora, Franco et al. 1998; Guse 2000). Unklar istitevhin, ob diese ,second
messenger® erst von CD38 extrazellular gebildet deer und dann ins Cytosol
transloziert werden, oder ob sie von einer intlailen Form von CD38 aus
intrazellularem NAD generiert werden. CD38 schelattiber hinaus Einfluss auf die
Immunfunktion zu nehmen, indem es die Substratgbdikeit fur ADP-
Ribosyltransferasen limitiert (Krebs, Adriouch dt 2005). CD38 defiziente Mause
zeigen reduzierte Reaktionen auf T-Zell-abhangigetigene. Dafir ist eine
Migrationsstérung der Dendritischen Zellen verantah, die auf eine defekte
Signalubertragung durch Chemokinrezeptoren aufgmyestorter Calcium-Antworten
zuruckzufihren ist (Cockayne, Muchamuel et al. 1¥88tida-Sanchez, Goodrich et al.
2004).
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Extrazellulares NAD induziert den selektiven Zallteon CD4+ und CD8+ T-Zellen,
aber nicht den von B-Zellen. Die zum Ausldsen dé®hNnduzierten Zelltodes (NICD)
bendtigte Konzentration liegt im mikromolaren Belre{Seman, Adriouch et al. 2003)
und damit Uber der physiologischen extrazellulaMAD-Konzentration von 100-
500nM (Davies, Perrett et al. 1999; O'Reilly anddwi 2003). NAD fuhrt zur Apoptose
der Zelle, da es als Substrat fur die ADP-Ribosyhg von P2X7 durch die ARTs dient
(Seman, Adriouch et al. 2003). Ubereinstimmend digser Hypothese konnte gezeigt
werden, dass sowohl ART2- als auch P2X-Knockout $édesistent gegen NICD sind.
Die Sensitivitdt gegeniber NAD hangt von dem Aldiungszustand der Lymphozyten
ab. So sind es vor allem die naiven T-Zellen, denWICD betroffen sind, weil die
ART2.2 nach der Aktivierung der T-Zellen durch Mitproteasen von der

Zelloberflache abgespalten wird.

1.4.3 Die Regulation von purinergen Signalen durch

nukleotidkatabolisierende Enzyme

Die Zellen des Immunsystems exprimieren eine Vidlza@n purinergen Sensoren auf
ihrer Zelloberflache, sei es in Form von Purinréasgn oder Ektonukleotidasen. Fir
viele dieser Molekile ist eine detaillierte Expieasanalyse durch das Fehlen von
adaquaten Antikérpern erschwert. Sowohl Enzyme, Ali® zu Adenosin abbauen
(Ekto-ATPasen und 5 -Nukleotidasen), als auch dimfdenylat Kinasen, die ATP
aus Adenosin wieder herstellen, sind auf den Lymptem lokalisiert (Yegutkin,
Henttinen et al. 2002). Desweiteren kann ADP ausaegllularem NAD durch das
sequenzielle Zusammenarbeiten von ENPPs und 5'eltithsen generiert werden.
Schliel3lich exprimieren Immunzellen auch eine NA®asnd eine ADP-
Ribosyltransferase. In der Maus kommt die CD38 N#&)ADPR-Cyclase auf B-
Zellen und anderen Antigen prasentierenden Zeltensowie auf aktivierten T-Zellen
(Cockayne, Muchamuel et al. 1998; Krebs, Adriouthle2005). Umgekehrt wird die
ART2.2 ADP-Ribosyltransferase auf ruhenden murineZellen, aber nicht auf
aktivierten oder antigenprasentierenden Zellenigxprt.

Bei in vitro Experimenten fihrt die ADP-Ribosylieryivon P2X7 bei mehr als 70% der
Zellen zum NAD-induzierten Zelltod (Adriouch, Ohfyjge et al. 2001; Seman,
Adriouch et al. 2003). In lebenden Organismen wdde Konzentration von
extrazellularem NAD und ATP allerdings durch eingel¥ahl von Ektonukleotidasen
reguliert. Wie oben schon beschrieben kann NAD ld@bB38 und CD157 oder durch
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ENPPs hydrolysiert werden, wobei CD38 die bedewenNAD-Glycohydrolase/ADP-
Ribosylcyclase darstellt (Cockayne, Muchamuel et #998). Durch in vitro
Experimente konnte einerseits nachgewiesen werdass das Vorhandensein von
CD38 das Ausmald der ADP-Ribosylierung auf der Teneberflache nach
Behandlung mit NAD senkt, und andererseits dieksgke Blockierung von CD38 zu
einer verstarkten ADP Ribosylierung fuhrt. Lymphtezyvon CD38-Knockout Mausen
zeigten ebenfalls eine erhdhte Aktivitat ihrer ABosyltransferase. In vivo spielen
aber neben CD38 auch noch andere NAD-metaboligleren Enzyme eine
entscheidende Rolle.

Ahnlich wie CD38 spielt die CD39 Ektonukleotidasie thedeutendste Rolle fir die

Regulation der extrazellularen ATP KonzentrationBhat.

1.5 Herstellung von monoklonalen und polyklonalen

Antikorpern mittels Gene-Gun-Immunisierung
1.5.1 Techniken der DNA-Immunisierung

Die Methode der ballistischen DNA-Immunisierung Vdarsuchstieren mittels einer
sogenannten Gene-Gun haben wir zur Herstellung ifgoé®er monoklonaler

Antikdrper angewendet. Bei diesem Verfahren wird pawveilige DNA-Konstrukt als

Plasmid/cDNA an 1um Goldpartikel gekoppelt und di€ldpartikel an der Innenseite
eines Plastikschlauches fixiert, der in 2-3 cm grdPatronen zerteilt wird. Diese
Patronen werden in die Gene-Gun eingespannt unlstiseh in die Haut eines
Kaninchens, einer Ratte oder einer Maus gescho@sen 10). In 3-bis 6-Wochen-

Intervallen erhalten die Tiere 4 Immunisierungert jeiveils 8 Schissen Plasmid-
konjugierten Goldpartikeln (1pg DNA/mg Gold/SchusSgrumproben werden jeweils
10 Tage nach der Immunisierung gewonnen. Zur Hemte von monoklonalen

Antikérpern erhalten die Tiere 3 Tage vor der Gewimgy des endgultigen
Immunserums einenfipal boost mit transient transfizierten HEK-Zellen i.v. oder
aufgereinigtem rekombinantem Protein (50pg in 20BS i.v.). Die frisch

praparierten Milzzellen werden mit Sp2/0 Myelomé&zel fusioniert, und im

anschlieBenden Screening werden die Uberstandeus@nszellen auf die Produktion
von spezifischen Antikorpern getestet. Dabei werdém Uberstande auf transient
transfizierte HEK-Zellen gegeben und nach Immunfadgbdie positiven Klone in der
Immunfluoreszenz erkannt und isoliert (Koch-Not&gwacki et al. 2005).
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ENTPD/

CcmMmv
pA
pCMVSPORT6
4.400 bp
<4— | particles
ampR
Abb. 10: Schema der Immunisierung eines Kaninchens. Die durch DNA-Immunisierung

generierten Antikdrper sind denen durch synthetische Peptide hergestellten Antikdrpern
bezlglich der Protein-Erkennung in Tertidr- und Quartérstruktur Uberlegen. Bei der DNA-
Immunisierung wird das jeweilige DNA-Konstrukt als Plasmid an Goldpartikel gekoppelt und
anschlieBend nach einem bestimmten Immunisierungsschema ballistisch mit einer ,Gene-Gun*
in die Haut des Kaninchens geschossen, daher auch die Bezeichnung als Gene-Gun-
Immunisierung. Zehn Tage vor der Gewinnung des endgiltigen Immunserums erhalten die
Tiere einen ,final boost* mit transient transfizierten HEK-Zellen i.v. Diese Methode ermdglicht
die Herstellung von Antikérpern gegen Membranproteine in nattrlicher Konformation. Hierbei
handelt es sich um eine genetische Immunisierung, bei der Antikorper direkt gegen das
Genprodukt gebildet werden. Im Unterschied zu Peptidantikérpern, welche nur gegen die
Peptid-Sequenz des C-Terminus der Proteine gerichtet sind, eignen sich die durch genetische
Immunisierung  hergestellten  Antikdrper  besonders gut fir  Immunzytochemie,
Immunprazipitation, Affinitatsreinigung, Durchflusszytometrie (FACS-Analysen), ELISA,
Microarrays und letztendlich fur diagnostische und therapeutische Anwendungen. (modifiziert
nach Kahl et al. 2003)

Diese Methode ermoglicht die Herstellung von Antp€in gegen Membranproteine in
naturlicher Konformation. Bei der genetischen Immsigmung werden die Antigene
vom immunisierten Versuchstier nach dem DNA-Baupdas verabreichten Plasmids
synthetisiert und prozessiert (Tang, DeVit et 802; Koch-Nolte, Duffy et al. 1999)

1.5.2 Gegeniiberstellung von DNA-Immunisierung und

Proteinimmunisierung

Der DNA Immunisierung steht die herkdbmmliche Metbatker Proteinimmunisierung
gegeniber, bei der Versuchstiere durch eine int@es intramuskulare oder

intraperitoneale Injektion eines aufgereinigtent®ins oder eines synthetischen Peptids
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immunisiert werden. Werden beide Techniken verginghentdeckt man einige Vorteile
der DNA-Immunisierung gegenuber der Proteinimmenisig (Koch-Nolte 1998).
Zunachst sind im Falle der Proteinimmunisierung Rlieduktion und Isolierung eines
rekombinanten Proteins oft recht zeitaufwendigwsetig und teuer (Tang, DeVit et al.
1992). Das letztendlich produzierte Protein odepti@everfligt haufig nur tUber eine
begrenzte Haltbarkeit und bedarf einer speziell@ageltung (Cohen, Boyer et al. 1998).
Die zur DNA-Immunisierung bendtigten Plasmide higge sind schneller und
gunstiger herzustellen und kénnen zudem auch emécheren Bedingungen gelagert
werden. Insbesondere werden fur einen vergleichbalmunisierungseffekt
wesentlich geringere Mengen an DNA als an Protemdhgt (Boyle, Silva et al. 1997).
Aber die jeweiligen Antigene unterscheiden sichhhigur in Bezug auf Kosten und
Geschwindigkeit  ihrer  Herstellung. Bei der routirddig  genutzten
Peptidimmunisierung werden synthetische Peptid&ransportproteine gekoppelt, um
die Produktion von Antikérper zu induzieren, diggge lineare Epitope bzw. gegen die
Peptid-Sequenz des C-Terminus der Proteine getisimig. Diese Antikorper vermdgen
aufgrund dessen das Protein nur in denaturierten Feskennen. Da die Mehrzahl der
aus genetischer Immunisierung hergestellten Anpéodr die natirlich gefalteten
Proteine in der Tertidr- oder Quartarstruktur erkeaignen sich diese besonders gut flr
Immunzytochemie, Immunprazipitation, Affinitdtsrgjang, Durchflusszytometrie
(FACS-Analysen), ELISA, Microarrays und somit fliagnostische und therapeutische
Anwendungen. Die meisten mAbs reagieren sehr spezifmit ihrem jeweiligen
Antigen. Beispielsweise reagierten die meisten médis ART-Fusionen schwach mit
dem jeweiligen Orthologen einer anderen Speziecjedabgesehen von einer
Ausnahme mit hoher Sequenzidentitat innerhalb demAsauresequenz nicht mit dem
jeweiligen Paralogen (Koch-Nolte, Glowacki et @08). Die in unserer Arbeitsgruppe
hergestellten ADAPINCs (Antikorper gegen Proteinenativer Konformation) lassen
sich aufRerdem gut nutzen, um primare Zellen undirdeh auf Proteinexpression zu
untersuchen.

Die folgendeabb. 11 listet die im Rahmen dieser Arbeit charakterigierENTPD und

ENPP spezifischen ADAPINC Immunseren auf.
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Spezies

Ektonukleotidase Mensch Maus
ENTPD1 = CR44
ENTPD2 5441, #CR45 CRA45, #5441
ENTPDS 5446 CR47
ENTPDE - CR4E6
EMPP2 Kan 32%, K2G -
ENFP4 - CRE5
EMPPS - CRG6
ENPF& — CR67

Abb. 11: Ubersicht der ENTPD und ENPP spezifischnen  Antikérper. Hier aufgelistet sind die
in dieser Arbeit verwendeten ADAPINC Immunseren zur Analyse der Ektonukleotidasen. Mit
einem # versehen sind die Kreuzreaktivititen der Antikérper mit einem anderen
Ektoenzymsubtyp. Das ,** am Kan32 bedeutet, dass dieses Immunserum nicht von unserer

Arbeitsgruppe hergestellt wurde.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Laborgerate:

Analysenwaage
Brutschrank/CO,-Inkubator
Bakterienbrutschrank
Cooler

Digitalkamera
Durchflusszytometer
Geldokumentation

ELISA

Elektroporator

Entwicklungsmaschine
Feinwaage
Fluoreszenzmikroskop
Heizblock

Inversmikroskop
Laminar air flow im PCR-Labor

Laufkammern fir die

Agarose-Gelelektrophorese

Laufkammern fir SDS-Page
Mikro-Pipetten

Neubauer Zéahlkammer
PCR-Maschine

Pipettierhilfe

Photometer
Rontgenfilmkassetten
Schuttelinkubator
Sicherheitswerkbank
Stickstofftank
Spannungsgerat fir die
Agarose-Gelelektrophorese
Spannungsgerat fur SDS-Page
Thermocycler

Tischzentrifuge

Analytical Plus,
MCO-20AIC

B6060

Stratacooler

DP500

FACScalibur

Edas290 + Kamera DC290

GenePulser mit
Capacitate Extender
Fuji FPM 100A

Typ 1412

Axiovert S100

Thermomixer kompakt

Gelaire Class 100
Modell 40-0708

Modell B2

XCell SureLock Mini-Cell
Typ ,Research”

Biometra T3
~EXpress*
SmartSpec 3000
Surprema
Herasafe HS12/2
K series

Modell BI0O105 LVD

Power Pac 200
TGradient

Biofuge pico

Ohaus

Sanyo

Heraeus
Stratagene
Olympus

BD Biosciences
Kodak

Bio-Rad

Fuji Photo Film GmbH
Sartorius
Zeiss

Eppendorf

Leitz

Gelman

PEQLAB
Biotechnologie

Owl

Separation Systems
Invitrogen
Eppendorf

Labor Optik
Whatman Biometra
Falcon/BD Biosciences
Bio-Rad

Dr. Goos

Infors

Heraeus
Taylor-Wharton
Biometra

Bio Rad
Biometra

Heraeus
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Ultraschallsonde
Ultrazentrifuge

Ultrazentrifugenrotoren

UV-Spektrometer
UV-Transilluminator
Vortex

Wasserbad

Wasserdeionisierungsanlage

Zentrifuge
-80C-Truhe

MSE

RC26 Plus
SA-300
SLA-3000
SW40
Ultrospec2000
TypTI1
,press to mix“
Typ 1007

MilliQ syntFthrombohesis
Elix 10

GS-6KR

HFC 586 Basic

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Combitips

Deckglaser, 0,17mm

Dunnschichtchromatographieplatten

Einwegpipetten, steril
Einwegspritzen
Elektroporationskivetten
FACS-Rohrchen
Filterpapier

Hyperfilm ECL

Kantulen

Kulturflaschen fur adharent
wachsende Zellen
Kulturschalen fir in Suspension
wachsende Zellen
Kryordhrchen

96-well Mikrotiterplatten

Nitex Membran

Nitrocellulosemembran

versch. GroRRen

9 x9 mm
Polyethylenimin-Cellulose
versch. GrofRen

versch. GrofRen
GenePulser 0,2 cm

5ml roundbottom

Wharman

versch. GrofRen

T25, T75

10 cm, 25 cm

1ml

80puM Maschenweite

HyBond C

Objekttrager mit zellkulturbehandeltem 8 well p-Slide

Plastikboden in Deckglasdicke, steril

Sorvall

Sorvall

Sorvall
Beckman-Coulter
Pharmacia
Neolab
Neolab
Gesellschaft
f.Labortechnik
Millipore
Millipore
Beckman

Heraeus

Eppendorf

Science

Services, Miinchen
Merck

Falcon/ BD Biosciences
Braun

Bio-Rad

Falcon/BD Biosciences
Schleicher & Schuell
Amersham-
PharmaciaBiotech
Braun

Nunc

Greiner

Nunc

Greiner

Cadish

Precision Meshes
Pharmacia/GE
Healthcare

Ibidi
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Parafilm VWR
Pipettenspitzen Tipstack, versch. Grol3en Sarstedt
Polyacrylamid-Gele Novex Bis-Tris Gele Invitrogen

Polyvinylidenfluorid-Membran (PVDF) ImmobilonP

Boehringer Ingelheim

Reaktionsgefalie Safelock, versch. Grof3en Eppendorf

Roéntgenfilm Kodak Biomax MR Kodak Company,
Connecticut (USA)

Sterilfiltrationsapparaturen Steriflip, Stericup Millipore

Untersuchungshandschuhe Safeskin Kimberly-Clark

Zentrifugenréhrchen, steril 15 ml, 50 ml Falcon/ BD Biosciences

2.1.3 Mausstamm

Die verwendeten Mauslinien wurden in der zentralen Versuchstierhaltung des UKE oder des

BNI geziichtet

BALB/c H-2¢, Wildtyp Maus

UKE, Hamburg

BALB/c ART2.2.KO H-29, Knockout Maus, Exon der ART2.2 ersetzt UKE, Hamburg

durch Hygromycin-Resistenzkassette

2.1.4 Zelllinien

A20 Maus B-Lymphomzelllinie

CHO.it Hamster Ovar-Zelllinie

DO11.10 Maus T-T-Hybridomzelllinie
HEK.CS humane Embryonale Nierenzelllinie
293T-HEK-Zelllinie humane Nierenepithelienzellen

transformiert mit Adenovirus 5 DNA

HelLa humane Cervix-Ca-Zelllinie

Jurkat humane T-Lymphomzelllinie

K-562 humane CML Zelllinie

LNCAP humane Prostata-Ca
Lymphknoten-Metastasenzelllinie

MD27 Maus BALB/c T-T-Hybridomzelllinie

RAW 264.7 murine Makrophagen-Zelllinie

THP.1 humane AML-Zelllinie

YAC.HH Maus T-Lymphomzelllinie

MLV-transformiert

Firma ATCC-LGC Promochem
AG Di Girolamo, Corda, Italien
B. Fleischer, BNI Hamburg

Firma ATCC-LGC Promochem
Firma ATCC-LGC Promochem

Firma ATCC-LGC Promochem
DSMZz

Firma ATCC-LGC Promochem
Firma ATCC-LGC Promochem

M. Neumaier, UKE, Hamburg
Firma ATCC-LGC Promochem
DSMZz

Firma ATCC-LGC Promochem
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2.1.5 Antikorper

Tab. 1: Ubersicht Uber alle im Rahmen dieser Arbeit

verwendeten und analysierten

Antikorper.
Anti Antikorper Aus Konjugiert | Firma
Maus CR44 anti ENTPD1 |Kaninchen |Serum AG Nolte, UKE
Maus CR45 anti ENTPD2 |Kaninchen | Serum AG Nolte, UKE
Human 5441 anti ENTPD2 |Kaninchen |Serum AG Nolte, UKE
Maus CR46 anti ENTPD6 |Kaninchen |Serum AG Nolte, UKE
Maus CRA47 anti ENTPD5 |Kaninchen | Serum AG Nolte, UKE
Human 5446 anti ENTPD5 |Kaninchen | Serum AG Nolte, UKE
Human K2G anti ENPP2 Kaninchen | Serum AG Nolte, UKE
Human Kan32 anti ENPP2 | Kaninchen |Serum
Maus CR65 anti ENPP4 Kaninchen | Serum AG Nolte, UKE
Maus CR66 anti ENPP5 Kaninchen | Serum AG Nolte, UKE
Maus CR67 anti ENPP6 Kaninchen | Serum AG Nolte, UKE

HA Ratte Purif. Roche

V5 Maus Invitrogen (R960-25)

GFP Maus Purif. Boehringer (1814460)
Maus CD4 Ratte APC Pharmingen (553051)
Maus CD3e Human APC Pharmingen (553066)
Maus CD3e Hamster PE Pharmingen (553063)
Maus CD25 Ratte PE Pharmingen (553075)
Maus CD45R / B220 Ratte PE Pharmingen (553090)
Kaninchen IgG (H+L) F(ab’) 2 |Esel RPE Dianova (711116152)
Maus IgG (H+L) F(ab’) 2 |Esel RPE Dianova (715116151)
Maus CD3 Human FITC Pharmingen (553062)
Maus CD4 Ratte FITC Pharmingen (553047)
Maus CD8 Ratte FITC Pharmingen (553031)
Maus CD11b Ratte FITC Pharmingen (553010)
Maus CD25 Ratte FITC Pharmingen (01094D)
Maus CD38 Ratte FITC Pharmingen (558813)
Maus CD45R / B220 Ratte FITC Pharmingen (553087)
Maus CD62L Ratte FITC Pharmingen (553150)
Maus CD69 Human FITC Pharmingen (553236)
P2X7 RH23 A44 Ratte gAlexa AG Nolte, UKE
Maus IgG (H+L) Esel FITC Dianova (715095151)
eNAD 1G4 #72 anti eNAD | Maus gAlexa AG Nolte, UKE
Kaninchen IgG (HRP) Esel Amersham, Bioscience, UK
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2.1.6 Enzyme

Apal

Bam H1

Eco R1 (20.000 U/ml)
Kpnl

Nhel (10.000 U/ml)
Notl (10.000 U/ml)
NotR

Sacl

Xmal

Alkalische Phosphatase

New England Biolabs, Frankfurt
New England Biolabs, Frankfurt
New England Biolabs, Frankfurt
New England Biolabs, Frankfurt
New England Biolabs, Frankfurt
New England Biolabs, Frankfurt
New England Biolabs, Frankfurt
New England Biolabs, Frankfurt
New England Biolabs, Frankfurt
Roche Diagnostik GmbH

Fur Einzelverdaus wurden die Enzyme in den mitgelieferten Puffern eingesetzt. Doppelverdaus

wurden entsprechend der Empfehlungen von New England Biolabs (NEB 2002) durchgefihrt.

Falls erforderlich wurde gereinigtes bovines Serumalbumin in der Konzentration 100 pg/ml

zugesetzt.

PFU-Turbo DNA-Polymerase

Platinum Blue DNA-Polymerase

T4-Ligase
AmpliTaq Goldtm

Stratagene, Amsterdam (Niederlande)

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
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2.1.7 Primer

Tab. 2: Ubersicht tUiber die in dieser Arbeit verwend

eten Primer.

Primer

Sequenzierung

CD38tm(Apa)- for

5°-AAG CCA AGG GCC CAC TAT GAATTT AGC- ¥

CD38tm(Bam)- rev

5-CTT AGA GAT CCA AGC ACC TGC CCT TGC- 3

hENPP1(Xma)- for

5-GGG TTG AAA CCC GGG TGT GCC AAA GAA- 3’

hENPP1 (Not)- rev

5°-GAT AAG CGG CCG CTC AGT CTT CTT GGC- 3

hENPP1 (Bam)- for

5-GGG TTG GAT CCAAGC TGT GCC AAA GAA G- 3

hENPP1 (Not)- rev2

5"-CCTGAG GCG GCC GCA TCA CCG AGG GCT CCG- 3

hENPP2 (Xma)- for

5-AAC ATC CCC GGG TCT TGC AAG GGC AGG- 3

hENPP2 (Not)- rev

5°-ATG CTG CGG CCG CTA AAT CTC GCT CTC- 3

MENPP2 (Xma)- for

5"-CAA CAC ACC CGG GTC CTG CAA AGG TAG- 3

MENPP2 (Not)- rev

5"-AGG CCG CGG CCG CTA AAT CTC GCT CTC- 3

hENPP3 (Bam)- for

5°-ACT CAG GGA TCC GGA AAA GCA AGG CAG- 3

hENPP3 (Not)- rev

5-GAC AGC GGC CGC TTA AAT AGT GGT TTC AAATGT TGG- 3

rENPP3 (Bam)- for

5-CTCAGG GAT CCT GAA GAG CAT ATAGGC- 3

rENPP3 (Not)- rev

5-TTA CGC GGC CGC TCA AAT AAT GGT TTC GAA TGT GGG- 3
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2.1.8 Chemikalien und Losungen

Wenn nicht anders angegeben wurden Chemikalien der hochsten erhéltlichen Reinheit benutzt.

Aceton

Agarose, Elektrophoresequalitat
4-(2-Aminoethyl)-benzensulfonylfluorid (AEBSF)
Ammoniumacetat

Ammoniumchlorid

Aqua ad iniectabila

Bacto-Agar

Bacto-Trypton

Bacto-Hefeextrakt

BSA

Carbenicillin

Calciumchlorid

Chloramphenicol

Concanavalin A
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat
Dithiothreitol (DTT)

Essigsaure

Ethylendiamintetraacetat, Natriumsalz (EDTA)
Ethanol, 100%

Ethidiumbromid

*’P_.NAD

Eisen(ll)sulfat Heptahydrat
Formaldehydlésung, mind. 37
Glukose

Glycerol Gelatin
4-(2-Hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfonsaure
(HEPES)

Igepal

Imidazol
Kaliumdihydrogenphosphat
Kanamycinsulfat
Lithiumchlorid
Magnesiumchlorid Hexahydrat
Magnesiumsulfat Heptahydrat
Milchpulver

Methanol p.a.

Natriumcitrat

Merck
Invitrogen

MP Biomedicals
Merck

Merck

Baxter
Gibco-BRL
Gibco-BRL
Gibco-BRL

PAA, Pasching, Osterreich

Serva

Merck
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck

Serva

Merck
Sigma-Aldrich
Merck

Molecular Probes
Amersham-Pharmacia
Biotech, Freiburg
Merck

Fluka

Merck

Sigma GG-1
Serva

Nonidet P40

Merck

Merck

Roche Applied Science
Merck

Fluka

Merck

Carl Roth

Walter CMP GmbH
Merck

42



Material und Methoden

Natriumchlorid

Natriumdodeclysulfat (SDS), 10 % (w/v)
Natriumhydroxid

Ni-NTA Agarose

Paraformaldehyd

ProLong Gold antifade reagent
Propidiumjodid

Protein G SepharoseTtm 4 Fast Flow
Silbernitrat

Trichloressigsaure

Tris(Hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)

Tris(Hydroxymethyl)-aminomethan, Chloridsalz

(TRIS-HCI)
Triton X-100

Tween-20

J. T. Baker
Sigma-Aldrich

Merck

Qiagen

Merck

Molecular Probes
Pharmingen, Hamburg
GE Healthcare, Miinchen
Merck

Merck

Merck

Sigma-Aldrich

Serva

USB Biochemicals

2.1.8.1 Materialien fur zellbiologische Arbeiten

Medien und Zusatze fir die Zellkultur stammen von der Firma Gibco (Karlsruhe).

Blasticidin S

Carbenicillin

Dulbeccos Modified Eagle Medium (DMEM)

1 x Dulbecco’s PBS
G418 (Geneticin)

Fotales Kéalberserum (FCS)
1640 RPMI

HEPES Puffer, 1M
L-Glutamin, 200mM

Natriumpyruvat, 100mM
Natriumchloridlésung, iston, 154mM

Nicht-essenzielle Aminosauren, 100x

Invitrogen, Groningen
Serva, Heidelberg
Gibco BRL, Eggenstein
Gibco BRL, Eggenstein

Gibco BRL, Eggenstein
Biochrom AG, Hamburg
Gibco BRL, Eggenstein
Gibco BRL, Eggenstein
Gibco BRL, Eggenstein

Gibco BRL, Eggenstein
Braun
GibcoBRL
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2.1.8.2 Materialien fir SDS Page und Western Blot

ECL Western blotting detection reagents
Gel-Drytm Drying Solution
MultiMarke Multi-Colored Standard

Nitrozellulose (NC)-Membran Hybond-C, 0.45 pm

NOVEXe Colloidal Blue stain kit

Novexe Sharp Pre-Stained Protein Standards
NuPAGEe® Antioxidans

NuPAGEe LDS Probenpuffer 4x
NuPAGEe MES Laufpuffer 20x
NuPAGEe MOPS Laufpuffer

NuPAGEe® precast Gele, 10% Bis-Tris
NuPAGEe sample reducing agent (DTT)
NuPAGEe Transferpuffer 20x
Polyvinyldendifluorid-(PVDF)

Membran ImmobilonP

SeeBlue Plus2 Pre-Stained Standards

Amersham Biosciences, Freiburg
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Pharmacia Biotech, Freiburg
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

Boehringer, Ingelheim

Novex, San Diego, CA (USA)

2.1.8.3 Materialien flir molekularbiologische Arbeiten

100 mM dNTP Set PCR Grade
DNA Typing Grade Agarose
5x First Strand Buffer

50x TAE Buffer
Tris-Acetat-EDTA-Puffer (50x)
6x Loading Dye Solution
GeneRulertm 1kb DNA Ladder

Invitrogen, Karlsruhe
Gibco BRL, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Gibco BRL

Fermentas, St. Leon-Rot

Fermentas, St. Leon-Rot

2.1.8.4 Materialien fur die Transformation in E.coli

LB-Agar (Formulierung nach Miller)

LB-Medium (Formulierung nach Miller)

SOC-Medium

2.1.8.5 Reagenzsysteme (Kits)

Gelextraktion

PCR-Aufreinigung

Difco/BD Biosciences

1 % Trypton, 1 % NacCl,

0,5 % Hefeextrakt (Invitrogen)

2 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt,

8,6 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 20 mM
MgSQO,, 20 mM Glukose (Gibco-BRL)

QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen
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Plasmid-Praparation QlAprep Spin Miniprep Kit
Endofree Plasmid Maxi Kit

Sequenzierreaktionen BigDye Terminator Cycle
Sequencing Kit

2.1.9 Maedien

2.1.9.1 Zellkulturmedien

Qiagen
Qiagen
Applied

Biosystems

Die fur die Medien verwendeten Zuséatze werden sterilfiltriert (Porengréf3e 0,22 ym).

Fotales Kélberserum (FCS) und Pferdeserum werden vor der Verwendung zur Inaktivierung

von Komplementfaktoren fiir 30 min bei 56 T erhitzt .

Kulturmedium RPMI Komplettmedium:

RPMI 1640, 10% (v/v) FCS, 2 mM Glutamin, 1 mM Natriumpyruvat

DMEM Komplettmedium:

DMEM, 10% (v/v) FCS, 2 mM Glutamin, 1 mM Natriumpyruvat,

100 mM HEPES, 1x nicht-essenziellen Aminosauren (MEM)
Einfrier-Medium in 1640 RPMI (Gibco BRL) + 20 % FCS + 10 % Dimethylsulfoxid DMSO
Zusatze Gentamycin, 50 mg/ml (Gibco BRL), Geneticin, 50 mg / ml (Gibco BRL)

Das Waschen/Ablésen adharenter Zellen erfolgte mit PBS (Gibco BRL), Trypsin (Biochrom).

2.1.9.2 Transiente Transfektion

JetPEI-Reagenz der Firma Polyplus Transfection, lllkirch, Frankreich wurde zur transienten

Transfektion von CHO-Zellen und HEK-Zellen verwendet.

Natriumchloridlésung, 154 mM (Braun).

Zusatz:

Isotone
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2.1.10 Puffer und Losungen

Alle Puffer und Losungen werden mit deionisiertem Wasser angesetzt. Fir die Verwendung

in der Zellkultur werden die Puffer sterilfiltriert (Porengréf3e 0,22 um).

PBS 2,67 mM Kaliumchlorid, 1,47 mM Kaliumdihydrogenphosphat, 138 mM,
Natriumchlorid, 8 mM Di-Natriumhydrogenphosphat
Lysispuffer 1 % TritonX100, 1mM AEBSF, 1mM ADP-Ribose, 1mM NAD, 2mM EDTA in

PBS

NaCl-Puffer 140 mM Natriumchlorid, 5 mM Kaliumchlorid, 10 mM Glucose, 10 mM HEPES

2.1.10.1 Gey’s Puffer zur Erythrozytenlyse:

Der Puffer setzt sich aus 20% Lésung A, je 5% Losung B und C und 70% L6sung D zusammen.

Lésung A 35g Ammoniumchlorid, 1,85g Kaliumchlorid, 1,5g Dinatriumhydrogen-

phosphat, 0,119¢g Kaliumdihydrogenphosphat, 5g Glukose,
0,059 Phenolrot ad 11 H,O

Lésung B 0,42g Magnesiumchlorid, 0,14g Magnesiumsulfat, 0,34g Calciumchlorid
ad 100ml H,O

Lésung C 2,25g Natriumhydrogencarbonat ad 100ml H,O

Losung D H,O

2.1.10.2 Loésungen fur SDS-PAGE und Western blot

Antikérperpuffer
Blockpuffer
Blotpuffer

MES Laufpuffer

MOPS-Laufpuffer

TBS

Transferpuffer (1x)
Waschpuffer

Silberlésung

10 % Ziegenserum , 20 % Tween 20 in 1XTBS

10 % Ziegenserum oder 1% Milchpulver in 1XTBS

10 % Methanol, 0,1 % Antioxidans, 1x Transferpuffer
50mM MES, 50mM TRIS-Base,

3,5 mM Natriumdodecylsulfat (SDS), 1 mM EDTA,

pH 7,3

50mM MOPS, 50mM TRIS-Base,

3,5 mM Natriumdodecylsulfat (SDS), 1 mM EDTA,

pH 7,3

8g Natriumchlorid, 0.2g Kaliumchlorid,

3g TrisBase, pH 7.4

3.027g TrisBase, 14.4g Glycin, pH8.3, 20 % Methanol
0,5 % Tween-20 in 1XTBS

20 % AgNO3, 40 % Na Citrat, 20 % FeSO4 in 1XTBS
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2.1.10.3 Lésungen flir Immunfluoreszenzanfarbungen

Fixierungslésung fur intrazellulare Anfarbung:
4% Paraformaldehyd in 1x PBS
fur vitale Anfarbung: 2% Paraformaldehyd in 1x PBS

Blockierlésung 2 % BSA, 3 % Ziegenserum, 0,5 % Igepal in 1x PBS
Antikérperlésung 3% Ziegenserum, 0,1 % Igepal in 1x PBS
Waschlésung 0,1 % Triton X-100 in PBS

Hoechst 33342 10 pg/ml Hoechst 33342 in PBS

2.1.10.4 Ldsungen fir Isolierung von Plasmid-DNA

Puffer P1 50 mM Tris-HCI pH8, 10 mM EDTA, 100 pug/ml RNAse A
Puffer P2 200 mM NaOH, 1% SDS
Puffer P3 3 M K-Acetat pH 5.5

Waschpuffer PB
Waschpuffer PE
Elutionspuffer EB 10 mM Tris-HCI

2.1.10.5 Ldsungen flr Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Puffer QG
Waschpuffer PE
Elutionspuffer EB 10 mM Tris-HCI

2.1.10.6 Losungen flr enzymatische Untersuchungen

DC-Laufpuffer 1 1 M Essigséaure
DC-Laufpuffer 2 300 mM LiCl in 0,9 M Essigsaure
PNPP Substratpuffer PBS
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2.1.11 Reagenzsysteme (Kits)

Gelextraktion QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen
PCR-Aufreinigung QIAquick PCR Purification Kit Qiagen
Plasmid-Praparation QlAprep Spin Miniprep Kit Qiagen
Endofree Plasmid Maxi Kit Qiagen
Sequenzierreaktionen BigDye Terminator Cycle Applied
Sequencing Kit Biosystems

2.1.12 ENPP-, ENTPD- und ART2 Substrate

Fur die nadhere Charakterisierung der Enzymaktivitdten der ENPPs wurden bekannte,
klassische Substrate der Phosphodiesterasen eingesetzt. Als Substrate fir die ART2.2-
vermittelte ADP-Ribosylierung wurden NAD und das NAD-Analogon 6 N-etheno-NAD in den
jeweils angegebenen Konzentrationen verwendet. ATP, sowie andere Nukleotiddi- und
monophosphate gelten als Substrate fir die ENTPDs. In der Abb. 12 sind die Strukturformeln

dieser Molekiile dargestellt.

o = Il

@g_NHz 3. pNPP OaN /_O_Fl’—OH
NAD-Glykohydrolasen =, TOH
(CD38, CD157) “~a| & ARTs ENPPs
OCH,; 0 MH, ﬁ
N N 0N —Q—P —0—
QD 4. pNPPP N— ) |
OH OH N N o
b ENPPs
P—0—P—0CH,
0~ OH "
ENPPs [ o 5. bispNPPP  ON —@—OFT—O— NO2
OH
1 NAD ENPPs

6. pNPPC O @—o—lpl!—o —CH2 —CHz —I\II —Cts
I 1 T OH CHs
ENTPDs I\ﬁ’j ENPPs o
Sy

a / o 0 i Kl o H3N\ i
HEI—lll‘—I'—D—::IE—O—Il—I!—OCHEO 0
[ Y 7. NP-TMP 0N —{_)—0 F—o
OH
ENPPs Ll ENPPs OHOH

2. ATP

Abb. 12: Strukturformeln von NAD, ATP und klassisch en Phosphodiesterase Substraten

mit Angabe mdéglicher Spaltstellen durch Ektoenzyme. Mogliche Spaltstellen von ATP und
NAD durch NAD-Glykohydrolasen, ADP-Ribosyltransferasen (ARTs), Ekto-Nukleosid-
triphosphatdiphosphohydrolasen (E-NTPDs) und Ekto-Nukleotidpyrophosphatasen/
phosphodiesterasen (E-NPPs). Die Molekiile 3. — 7. sind klassische Substrate der Phospho-

diesterasen (modifiziert nach Haag et al. 2007 und Sakagami et al. 2005).

48



Material und Methoden

2.2 Methoden

2.2.1 Methoden der Zellbiologie

2.2.1.1 Kryokonservierung von eukaryotischen Zellen

Die Kryokonservierung dient der langfristigen Lagey von Zellen. Ca. fozellen
wurden in 1 ml kaltem Einfriermedium resuspendiert in Kryoréhrchen uberfihrt.
Diese wurden in einem Cooler (Stratagene) bei €0déngsam gefroren und nach
mindestens 24 h bei -80 °C in flissigen Sticksiiérfuhrt.

Fur Suspensionszellen verwendet man RPMI-Medium20% fotalem Kalberserum
und 10% DMSO, fir adharent wachsende Zellen Dullseamodified Eagle Medium
(DMEM). Dabei verhindert Dimethylsulfoxid die schigeBildung von Eiskristallen in
der Zelle und damit deren Untergang. Da DMSO tdxisaf die Zellen wirkt, sollte das
Einfrieren in direktem Anschluss an die Zugabe \@MSO erfolgen. Bei Bedarf
konnen die Zellen jederzeit wieder aufgetaut unitiart werden. Hierfir warmt man
1ml kryokonservierte Zellsuspension in der Handaschliessend bei 37 °C und gibt
sie dann madglichst schnell in das vorgewarmte Madidusatzlich kann man direkt
eine 1:10 Verdunnung in einer gesonderten Zellksittoale anlegen. Selektionszusétze
wie Blasticidin oder Geneticin kbnnen nach ca. 8h8en zugegeben werden.

2.2.1.2 Kultur von adharenten Zellen

Bei der Zellkultur unterscheidet man zwischen dattiierung von adharent und nicht
adharent wachsenden Zellen. Beide Arten von Zebewdtrfen unterschiedlicher
Behandlung, die ihren Wachstumseigenschaften uddfassen gerecht werden.
Adharente eukaryotische Zellen wurden in DMEM Koetrhedium in T25 oder T75
Zellkulturflaschen bei 37 °C und 5% G@ einem Brutschrank kultiviert. Abhangig
vom Wachstum wurden die Zellen alle 2 bis 3 Tageesetzt. Dazu wurde das alte
Medium abgenommen, die Zellen einmal mit PB§ewaschen, um FCS Riickstande
zu entfernen und durch Zugabe von TrypYEExpress und kurze Inkubation bei
Raumtemperatur (RT) abgelost. Das Trypl'EExpress wurde durch Medienzugabe
inaktiviert, die Zellen in 15ml Falcon Tubes ubdénfiiund bei 4°C und 4600 RPM 5
min abzentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberdtarerworfen, die Zellen in
frischem Medium resuspendiert und in der gewinschierdinnung in einem

Volumen von 5ml oder 10ml ausplattiert und weitdtikiert.
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2.2.1.3 Kultur von Suspensionszellen

Eukaryotische Suspensionszellen wurden in RPMI Kettrpedium in 10-cm-Petri-
schalen bei 37 °C und 5% Gultiviert. Abhangig von der Wachstumsrate und
Vitalitdt der Zellen wurden sie alle 2-3 Tage imrh&@tnis 1:5, 1:10 oder 1:20 umge-
setzt. Zur Teilung der Zellen im Verhéltnis 1:10amer 10cm Petrischale tberfuhrte
man nach guter Vermischung 1ml der Zellsuspensidreme frische Petrischale mit
9ml RPMI Vollmedium.

Sofern nicht anders angegeben, wurden alle Wasgtiedbei 4°C und 4600 RPM fur
5 min durchgefihrt.

2.2.1.4 Praparation muriner Milzzellen

8 bis 12 Wochen alte Mause wurden mit einem Gasggm({30% @, 70% CQ)

betaubt und anschlielBend durch 100% ,Cgetotet. Die Milz wurde prapariert,
entnommen und in eine 35-mm-Petrischale mit eiskaltRPMI 1640 gegeben.
Anschlielend wurde die Milz mit einer Pinzette xhisn zwei Nitex-Membranen
zerdrickt, wodurch die Zellen freigesetzt wurderacN zweimaligem Waschen mit
eiskaltem RPMI 1640 wurden die Zellen in Gey’s Buff5 ml pro Milz) resuspendiert
und 10 min auf Eis inkubiert, um die Erythrozytem lgsieren. Die Zellen wurden
erneut zweimal mit RPMI 1640 gewaschen und nachimesing der Zellzahl far

Versuche eingesetzt.

2.2.1.5 Transiente Transfektion von 293HEK-T Zellen und CHO.it
Zellen

Fur transiente Transfektionen mit eGFP-Expressiasspiden wurde jetPEI (Polyplus)
eingesetzt. Bei den CHO- und HEK-Zellen handeltsie um adharent wachsende
Zellen. Pro Transfektion einer T25-Flasche mit dage 2x16 Zellen werden je 5pg
Plasmid-DNA des zu transfizierenden Proteins ung I8tPEI-Reagenz eingesetzt. Die
zusatzliche Verwendung von 0,5ug Plasmid-DNA des #&GFP  kodierenden
Konstrukts dient der optischen Positivkontroll&F ist ein grin fluoreszierendes
Protein, das speziell die Zellkerne anfarbt. Zuséeterden die DNA und die JetPEI-
Reagenz einzeln in jeweils 250ul NaCl durch wiedkes Vortexen aufgelost.
Anschlie3end wird die JetPEI-Losung zu der DNA-Liggaugegeben, erneut gevortext
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und fir 30 Minuten bei RT inkubierab. 13). In der Zwischenzeit wird das Medium in
den Zellkulturflaschen gewechselt und anschliel3giedJetPEI-DNA-LOsung zu den

Zellen in den T25-Flaschen gegeben.

m Eppi 1+2 30min ‘
abzentrifugieren, bei RT inkubieren

Eppi 2 in Eppil und zu den Zellen
geben geben
Eppil Eppil+2

Eppi2 4 ,
'''''''''''' 6 Zellen
250ul NaCl =P 5004 NaCl - [ Ozx 100 -
10pluJetaPE| 5pg  DNA".". —_ 0 . 8
(0,5ug eGEP)- o
104l Jet.PEI .-
L

Abb. 13: Schema der JetPEI Transfektion. Diese Methode wird zur transienten Transfektion
von Zellen verwendet.

2.2.1.6 Stimulation von Milzzellen

Primare murine Millzellen wurden 20 Stunden vor BBegdes Versuches mit
Concanavalin A (ConA) 5mg/ml vorstimuliert. Nachaparation der Milzzellen wurden
diese in 10ml RPMI mit FCS und 10ul Gentamycin @acin-Petrischalen kultiviert und
mit Concanavalin A fur 20 Stunden bei 37 °C und @, inkubiert. Vor der

Verwendung der Zellen fir die jeweiligen Versucheraden diese dreimal mit RPMI

1640 gewaschen.

2.2.2 Methoden der Immunologie

2.2.2.1 ,Fluoreszenz Activated Cell Sorting” FACS

Die so genannte Durchflusszytometrie ermdglicht Aialyse von mikroskopisch
kleinen Partikeln. So konnen Zellen anhand ihrer68y Struktur und
Oberflacheneigenschaften charakterisiert werdee. iDiLosung befindlichen Zellen
werden durch eine Kapillare gedrickt und durch eivégerflissigkeit in einen
laminaren Strom Uberfuhrt. Die in dem Probenstrantehinander liegenden Zellen
werden in der Messkivette von einem Laserstrahinieegfer Wellenlange erfasst.
Photodetektoren messen die Lichtstreuung, die &fl Kir die Grof3e und Granularitat
der Zelle darstellt. So wird die Messung der Vomgstreuung als Forwardscatter (FSC)
bezeichnet und gibt Auskunft Uber die GroRe deteZé&das im Winkel von 90° zur

Seite abgelenkte Licht wird durch den Sidescat88() gemessen. Bei einer sehr
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heterogenen Zelloberflache nimmt dieser Wert zu giid damit Auskunft Uber die
Granularitat einer Zelle.

Desweiteren kann durch die Durchflusszytometrie &epression verschiedener
Oberflachenmolekile auf unterschiedlichen Zellpapahen durch
Fluorochromgekoppelte Antikorper untersucht werd2iese Fluorchrome absorbieren
das monochrome Laserlicht und emittieren es inmei@@deren Wellenbereich. Der
Nachweis erfolgte entweder mit direkt an ein Fluoan gekoppelten Antikérper oder
ungekoppelten Antikérpern, die durch einen sekuwsarFluochrom-konjugierten
Antikorper nachgewiesen wurden. Es kann hierbeiotdwlie relative Expression auf
der einzelnen Zelle als auch der Anteil exprimidegnZellen in einer Population
bestimmt werden. Die Intensitét der detektiertaroFdszenz in den jeweiligen Kanélen
entspricht der Expressionsstarke des durch denrddbmm-gekoppelten Antikérper
angefarbten Moleklls auf der Zelle bzw. Starke Aefarbung mit fluoreszierenden
Molekulen. Es wurden in dieser Arbeit die Fluoraohe Fluorescein-Isothiocyanat
(FITC), Alexa 488 (gAlexa), Phycoerythrin (PE), éflhycocyanin (APC), Alexa Fluor
647 und Propidiumjodid (PI) verwendet.

2.2.2.2 FACS-Analyse an transient transfizierten HEK-T Zellen

und an primaren Zelllinien

Die Zellen wurden fir jede FACS-Analyse auf’1Bellen pro 0,5ml in PBS
resuspendiert und pro Anfarbung 50 pl Zellsuspengidf Zellen) eingesetzt. Die in
dieser Arbeit zu untersuchenden polyklonalen Imretgrs werden in einer Verdiinnung
von 1:800 in PBS eingesetzt. Die entsprechenden Praimmunseren (#é¢8jen als
Negativkontrolle und wurden 1:400 verdunnt. Dieub&tion der Zellen mit je 50 ul
Antikorperlésung erfolgte fir 1 Stunde bei 4 °C, udurch einen niedrigen
Zellstoffwechsel zuséatzliche Interaktionen mit dAntikdrpern zu verringern. Die
Zellen wurden zweimal mit 1ml PBSlurch Zentrifugation bei 4°C und 4600RPM flr 5
min gewaschen. Zur Markierung des Erstantikorpeirs! win PE-/FITC/oder APC-
konjugierter Zweitantikorper eingesetzt, der derst&mtikorper erkennt und bindet
(Abb. 14). Dieser wird 1:50 vorverdinnt und auf die Zellgegeben, wo er in einer
Verdinnung von 1:100 fur 1 Stunde im Dunkeln beC 4hit dem Erstantikdrper
reagiert. Nach der Inkubation wird auch der ungeleme Zweitantikrper zweimal
herausgewaschen. Ist der Erstantikbrper bereit®cklom-konjugiert, wird kein

Zweitantikorper zur Markierung bendtigt und die Masg am Durchflusszytometer
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kann direkt erfolgen. Vor dem Messen wurden 10 jid?ropidiumjodid zugegeben.
Dieser DNA-bindende Farbstoff tritt in apoptotischellen ein und erlaubt es, lebende
von toten Zellen zu unterscheiden. Fir die Messungad die anschlieRenden
Auswertungen wurden das FACSCalibur mit der Cel&puBoftware von Becton,

Dickinson and Company, Heidelberg verwendet.

2.Ak

OAanti-Kaninchen lg PE

1.Ak
A Kaninchen «-mENTPD1
P
mENTPD1

Zelle
Hoechst
Farbstoff

Abb. 14: Vitalzellfarbung fur die Immunfluoreszenz und fir die Durchflusszytometrie.  Fr

die Immunfluoreszenz werden einfach oder mit eGFP doppelt transfizierte Zellen 20 Stunden
nach der Transfektion fixiert und z. B. mit dem Kaninchen anti-mENTPD1-Antikérper inkubiert,
der sein Targetprotein an der Zelloberflache erkennt. Ein gegen den Erstantikdrper gerichteter
Zweitantikorper ist mit Phycoerythrin (PE) konjugiert und erscheint rot in der Immunfluoreszenz.
Durch Zugabe des Hochst-Farbstoffs 33342 werden alle Zellkerne blau gegengefarbt,
unabhéngig davon, ob sie transfiziert sind oder nicht. Fir die Durchflusszytometrie werden
Proteine auf der ZellauBenmembran farblich markiert. Der Erstantikorper ist z.B. gegen
mMENTPD1 gerichtet. Ein PE-konjugierter Zweitantikdrper erkennt den Erstantikérper und
ermoglicht die Messung mit dem FACS-Gerét.

2.2.2.3 Nachweis von Marker- und Aktivierungsantigenen mittels
FACS

Die Zellen werden auf ihre Expression der Markegeme B220, CD3, CD4, CD8,
CD11b, CD25, CD38, CD62L, CD69, mP2X7 und mENTPDtetsucht. Vor der

Anfarbung der Zellen mit Antikbrpern gegen diese rikéaantigen wurde die
Zellsuspension (1ml) fur 20 min bei RT mit 5ul F&k (anti CD16/CD56) versetzt.
Anschliessend werden die Antikorper in einer Verdimg von 1:100 bzw. PIS und
CR44 anti mENTPDL1 in einer Verdiinnung von 1:40@esetzt und fur 30 min auf Eis
inkubiert. Es werden sowohl Zweifach- als auch faeh- Farbungen mit FITC-,
Alexa-488, APC- oder PE-konjugierten mono- oder ykloihalen Antikérpern

durchgefuhrt.
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2.2.2.4 Vitalzellfarbung flur die Immunfluoreszenz-Mikroskopie

Sechs Stunden nach der transienten Transfektion @&fO Zellen mit
Expressionskonstrukten fir ENTPD oder ENPP und ldetransfektion mit GFP
wurden die Zellen trypsiniert und in 96-well-Mikiatrplatten oder Culture Slides
ausplattiert. Geht man nach dem ,Fast Protokollf, weerden die Zellen direkt vor
Transfektion trypsiniert und zusammen mit dem DNAPEI-Gemisch wie oben
beschrieben ausplattiert. Es werden etwa 2xZéllen in 4ml DMEM-Medium
resuspendiert und je 150 pl ( ca. 7,5%Z6llen ) in jeden Napf der 96-well- Platte,
bzw. je 300 pl ( ca. 15xt@ellen ) in jeden Napf der Culture Slides tiberfiildie
Fixierung der Zellen erfolgt 20 Stunden nach deansfektion mit 2% PFA fir 10min
bei Raumtemperatur.

Die zur Anfarbung verwendeten Erstantikbrper sind gegen mENTPD1 (CR44),
m/hENTPD2 (CR45 / 5441), m/hENTPDS5 (CR47 / 5446ENTPD6 (CR46), hENPP2
(K2G, Kan32), mENPP4 (CR65), mENPP5 (CR66) und mEBPCR67) gerichteten
Immunseren. Diese Erstantikbrper werden in untéddbher Verdinnung
(geometrische Verdinnungsreihe von 1:125 bis 1:2000OMEM Medium) fur 1
Stunde bei RT auf die Zellen gegeben. Nach WaschminMEM Medium erfolgt die
Inkubation mit dem Phycoerythrin (PE) konjugiertéweitantikbrper (1:100) fur 1
Stunde im Dunkeln bei RT. AnschlieRend werden dedled zweimal mit PBS
gewaschen. Zur Anfarbung aller auch nicht transften Zellen wird der Hoechst-
Farbstoff 33342 in einer 1:5000 Verdiinnung mit PB&ugegeben und fir 45 min
inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit PBSwerden die Zellen in der
Immunfluoreszenz mit dem Mikroskop Axiovert 25 (Z=iJena) betrachtet und mit der
Digitalkamera Canon Powershot G2 dokumentiert. Blggoskop ist mit Filtern fur
den Hoechst-Farbstoff (Zeiss Filterset 01), PE feaorom (Zeiss Filterset 15) und
GFP (Zeiss Filterset 10) ausgestattet. Die Fotosd&u mit in einer 20-fachen
VergroBerung mit fixen Kameraeinstellungen aufgemam (digitaler Zoom: 6,2x,
Blende: 5.0, Belichtungszeit fur GFP 1/4s, fur P& uhd fir Hoechst 1/30s). Die
Einzelfluoreszenzen wurden mit der Adope Photos@wfpwvare Ubereinander gelagert.
Ein Schema dieser Farbung zeigb. 14.
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2.2.2.5 Intrazellularfarbung fir die Immunfluoreszenz-
Mikroskopie

Im Folgenden werden die Unterschiede der intralZen Farbung im Gegensatz zur
vitalen Zellfarbung dargestellt. Die Fixation deell&n erfolgt mit 4%PFA/PBS.
AnschlielRend mussen die Zellen mit der Blockienhistiir 30-60min inkubiert werden.
Im Unterschied zur vitalen Farbung werden der 1d der 2. Antikérper in einer
Antikdrperldsung verdinnt und nicht in PBSOhne Waschen der Platte wird der erste
Antikorper in seinen unterschiedlichen Verdinnungen(geometrische
Verdinnungsreihe) hinzugefiigt. Nach 1-3h Inkubaten RT wird die Platte zuerst
zweimal mit high salt PBS gewaschen und anschlieRend mit PB®er weitere

Ablauf gleicht dem der vitalen Farbung.

2.2.3 Methoden der Proteinbiochemie

2.2.3.1 Herstellung von Zelllysat mit 1% TritonX100

Etwa 1x 10 Zellen werden einen Tag nach transienter Trarisiektorsichtig mit 5ml
37°C vorgewarmtem PBS gewaschen und anschlieBend durch kraftiges Spiilen
5ml 4°C gekuhltem PBSin ein Falcon-Réhrchen dberfuhrt. Es folgt dieffiimttige
Zentrifugation bei 4°C und 4600 RPM zur BildungesirZellpellets. Zur Kontrolle der
erfolgreichen Transfektion wird 1/4 der Zellen zi#essung am FACS-Gerat
verwendet. Die restlichen Zellen werden flr didlgseé in ein Eppendorfgefald gegeben
und durch erneute Zentrifugation fir 3 min bei B.8BBPM ein trockenes Pellet
hergestellt. Zur Lyse werden die Zellen mit je 18Qysispuffer (1% TritonX 100 +
1mM AEBSF in PBS) 30 min auf Eis inkubiert. Die nicht lysierten Bedstandteile
werden anschlieRend erst 3 Minuten bei 2.800 RPM der Zelluberstand erneut 3
Minuten bei 13.000 RPM abzentrifugiert. Die so gamenen Lysate wurden entweder

direkt fur eine Untersuchung verwendet oder bet€2@ingefroren.

2.2.3.2 Herstellung von Zelllysat mit Ultraschall

Im Folgenden werden die Unterschiede zur Zelllysattellung mit TritonX 100
dargestellt. Zur Lyse werden die Zellen in je 50Qps$ispuffer (1% SDS in PBS+

1mM AEBSF) 20 min bei RT inkubiert. AnschlieRendrden diese zweimal fur jeweils
10-15 sec mit Ultraschall behandelt und auf EigadesEs erfolgt die Abzentrifugation
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bei 13.00 RPM fur 3 min. Die so gewonnenen Lysateden entweder direkt fir eine
Untersuchung verwendet oder bei -20°C eingefroren.

2.2.3.3 Einengung des Zellliberstandes

Einen Tag nach transienter Transfektion der Zellendl das alte Medium mit neuem
1% FCS DMEM Medium ersetzt und die Zellen fur west@4 Stunden bei 37°C und
5%CO2 kultiviert. Anschlie3end wird der Zelliberslaabgenommen und von 5ml auf
500ul reduziert. Dies erfolgt durch das Abzentiiéugn des Uberstandes fir 5min bei
3.600 RPM durch einen Amicon Ultra-4 Filter. Derg@vonnene Zelliiberstand kann
direkt fur eine Untersuchung verwendet werden bée~20°C eingefroren werden.

2.2.3.4 Quantifizierung von Proteinen

Bevor die Zelllysate fur Western Blot Analysen eisgtzt wurden, wurde ihr
Proteingehalt mit dem BCA-Protein Assay Reagenter(f) colorimetrisch im
Vergleich zu einer parallel angesetzten BSA-Verdingsreihne bekannter

Konzentration quantifiziert.

2.2.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung von Proteinen nach ihrer Gréf3elgtéomittels SDS-PAGE mit dem
"NUPAGE Electrophoresis“ System. Die Gele, bestdhaums einem Trenn- und einem
Sammelgel, wurden kéauflich erworben. Zum Einsatndsa 10%ige Bis-Tris Gele von
Invitrogen. Vor dem Auftragen wurden die Proteimgweeder unter denaturierenden/
reduzierenden Bedingungen (LDS-Ladepuffer + 1 mM TPToder unter nicht
reduzierenden Bedingungen (ohne das Reduktion$rbifi@) fur 10 min bei 70 °C
erhitzt. Abhéangig von den zu untersuchenden Prgtéiten wird der MES- oder
MOPS-Laufpuffer (mit oder ohne DTT) verwendet. Zandl3enbestimmung wurden 5
ul eines Protein-Markers (Multi-Mafk oder NOVEX’ Sharp) eingesetzt. Die
Auftrennung erfolgte mittels Gelelektrophorese @0 V und 100mA fir ca. 30 min.
Es folgt ein ,Wet blot* mit dem ,X Cell Il Blottinty System. Dabei wird die PVDF
Membran 10 Sekunden mit Methanol aktiviert und rus@n mit den Filterpapieren
und der Nitrozellulose- (NC) Membran mit Blotpufférefeuchtet. Das Gel wird
luftblasenfrei zwischen die NC-Membran (Anoden-&eitind die PVDF-Membran
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(Kathoden-Seite) gelegt. Die Proteine werden erstirlute auf die NC- und dann 90
Minuten auf die PVDF-Membran bei 30V transferiert.

2.2.4.1 Silberfarbung

Die Nitrozellulosemembran wird 1-2 Minuten in ein@d ml Silberlésung unter
standiger Bewegung gefarbt, mit® gewaschen und bei RT getrocknet Mit dieser
Silberfarbung kann man das Muster aller groRenfyaldrten Proteine auf der

Membran tberprifen.

2.2.4.2 Immundetektion

Die Immundetektion der untersuchten Proteine erfalg einer PVDF-Membran, die
zuerst fur 20 Minuten mit 5ml 5% Ziegenserum in TB8I RT geblockt wird.
AnschlieRend wird die Membran mit dem entsprecherddenunserum fur eine Stunde
bei 4 °C (rotierend) inkubiert. Die Immunseren weerdn einer Verdinnung von 1:500
eingesetzt. Die Inkubation mit dem Sekundar-Anfiigir Ziege-anti-Maus-IgG-
Meerrettich-Peroxidase (HRP) (1:5000) erfolgt fimeeweitere Stunde rotierend bei
4°C. Nach jeder Antikdrperinkubation folgen dremminttige und zwei zehnminitige
Waschschritte mit je 5ml Wachpuffer. Danach wir@ @hemilumineszenz-Reaktion
mit dem "ECL Western blotting detection reagent'rathgefiihrt. Hierfir wird die
Membran mit einer Plastikfolie bedeckt, ein HypenfiECL (Roche) fir wenige

Sekunden bis mehrere Minuten in einer Rontgenkizsaatgelegt und entwickelt.

2.2.5 Methoden der Molekularbiologie

2.2.5.1 Transformation von Bakterien

Fur die Transformation von Vektoren mit dem ,QIApr8pin Miniprep Kit* wurden

superkompetente XL10Gold-Zellen (Stratagene) vedeen Diese chemisch
kompetenten Bakterien wurden nach Herstellerangabberch ein Hitzeschock-
Verfahren transformiert. Nach dem Auftauen der &felhuf Eis wurden je 70ul Zellen
mit  2,4ul B-Mercaptoethanol-Mix fir 10 min auf Eis inkubiertym die

Transformationseffizienz zu steigern. AnschlieBewdrden 2ul DNA aus den
Ligationsansatzen zu den Zellen gegeben und fum® auf Eis inkubiert. Der
Hitzeschock, der im Wasserbad bei 42°C fur 30 Se&nndurchgefuhrt wird,

verursacht eine Porenbildung in der Bakterienhidigrch welche die Plasmid DNA
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eindringen kann. Anschlieliend werden die Zellen2fimin auf Eis gelagert, was zur
Senkung der Membranfluiditat fuhrt und die entstareh Poren somit lAnger bestehen
bleiben. Im Anschluss wurden die Zellen mit 450@t@ warmes SOC-Medium fur 1
Stunde bei 37°C in einem Schittelinkubator (230Uprkibiert und anschliel3end auf
LB-Agarplatten mit den entsprechenden Antibiotiksgestrichen. Die Platten wurden
uber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.2.5.2 Kryokonservierung von transformierten Bakterien

Werden transformierte Bakterien in einem glycerbipan Medium bei -80 °C

eingefroren, konnen diese konserviert werden. Une entgliche Selektion auf
schlechte Expression zu vermeiden, wurden hierfii21B(DE3)-Expressionsstamme
ausschlief3lich in nichtinduzierendem laktosefreiéfdG-Medium kultiviert. Eine

einzelne Kolonie der Retransformation wurde mit ISNMDG-Medium mit 100 pg/mi

Kanamycin inokuliert und bis zur beginnenden Trigpuvei 37 °C und 250 Upm
inkubiert. AnschlieRend wurden 700 pl der Baktesiepension mit 300 ul sterilem
50 % (w/v) Glycerol versetzt, gemischt und in eindfryorohrchen in flissigem
Stickstoff schockgefroren. Das Kryorohrchen wurdeschlieRend in eine -80 °C
Tiefkuhltruhe Gberfuhrt.

2.2.5.3 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die Polymerase-Ketten-Reakton ist ein etablietedtro-Verfahren zur Amplifikation
von DNA-Segmenten, durch das unbekannte DNA-Termaplatlein tGber die Kenntnis
der flankierenden Sequenz amplifiziert werden konrigir die Klonierungen wurden
Primer eingesetzt, die 5 von einer ausreichendziBpehen DNA-Sequenz eine
Erkennungsstelle fur zwei verschiedene Restrikdodsnukleasen trugen. Eine
temperaturstabile DNA-Polymerase verlangert dienBriund durch Wiederholen der
Denaturierungs- und Polymerationszyklen mit Erwd&rmend Abkihlen des
Reaktionsgemisches wird die Sequenz zwischen dereRr exponentiell amplifiziert.
Diese Amplifikationsreaktion lauft kontrolliert ieinem Temperaturwechselgerat, dem
so genannten Thermocycler ab. Die Polymerasen werden nach erwarteter
Fragmentlange und Fehlerrate der Polymerase aub@ieMidie thermostabile DNA-
Polymerase halt hohen Denaturierungstemperaturert enisreichend langer
Halbwertszeit stand und ermdéglicht so die Durchiidigr der PCR ohne den Einsatz

eines hitzeinaktivierten Enzyms. Um Mutationen vesok der Amplifikation zu
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minimieren, wurde diePfuUltra DNA-Polymeraseaus Pyrococcus furiosusvon
Stratagene benutzt, weil diese DNA-Polymerase diedkeit besitzt, Fehler durch eine
3’-5’-Exonukleaseaktivitat zu korrigieren. Nach deolymerase-Ketten-Reaktion und
der Aufreinigung des Amplifikats konnten die AmKdte mit den beiden
Restriktionsendonukleasen inkubiert und nach eenevkufreinigung Uuber ihre
kompatiblen Enden in entsprechend geschnitteneritlaskloniert werden.

Die PCR-Ansatze fir Klonierungen in pCMV-SPORT6,GHP-N1, pBluescript und
p38tm.hENPP2 wurden folgendermalRen angeskizt und Tab. 4 ):

Tab. 3: Zusammensetzung der Klonierungs-PCR-Ansétze

Bestandteil Volumen (50ul)  Bemerkung

H20 demineralisiert 31,5 ul

(5x) Phusion HF Puffer 10 ul

10mM dNTP-Mix 1l je 200 uM Endkonzentration

Vorwartsprimer 2,5 ul 0,5 uM Endkonzentration

Ruckwartsprimer 2,5 ul 0,5 uM Endkonzentration

Phusion DNA Polymerase 1 ul 0,02 U/ul

Matrizen-DNA 1,5 ul der auf ca. 1 ng/ul verdinnten Plasmid-L&sung

Tab. 4: PCR-Programm fir die Amplifikation zu kloni  erender DNA-Fragmente.

Zyklusstufe Temperatur  Dauer Zykluszahl
Initiale Denaturierung 98 C 30s 1x
Denaturierung 98 C 10s
Annealing 60 T 30s }30X
Extension 72<C 60 s
Final Extension 72<C 5min |1x

4<C halten [1x

2.2.5.4 Isolierung von Plasmid DNA

Plasmid-DNA wurde je nach erwarteter DNA-Ausbeuté oem ,QIAprep Spin

Miniprep Kit* (fir DNA-Mengen bis 20 pg) oder denQjagen Endofree Plasmid
Maxiprep Kit“ aus transformierteric.Coli Bakterien gewonnen. Die Durchflihrung
erfolgte wie in den Gebrauchsanweisungen beschrielme Prinzip erfolgt bei der
Praparation eine alkalische Lyse der Bakterien amschlieender Fallung von
Proteinen und proteinassoziierter genomischer DM im Uberstand enthaltene
Plasmid-DNA wird in Gegenwart von hohen Salzkoneminen selektiv an eine
Silikatmembran gebunden. Nach zwei Waschschritted gre DNA von der Membran

mit 50ul Wasser eluiert.
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Fur die Mini-Praparation von Plasmid DNA wird jelgeieine Einzelkolonie des
Transformationsansatzes von der Agarplatte gepicktin 5 ml LB-Medium plus des
entsprechenden Antibiotikums Uber Nacht im Schiattebator bei 37 °C inkubiert.

Zur Hersstellun von gréf3erer Mengen Plasmid DNAdaie Maxipraparation. Daflr
werden die gepickten Bakterienklone fiur 8 Stunden 4ml LB-Medium plus

Antibiotikum im Schuttelinkubator bei 37 °C vorkiwiert. Anschlieend wird diese
Vorkultur in 150 ml LB-Medium plus Antibiotikum alslbernachtkultur in einem 500
ml Erlenmeyerkolben im Schiuttelinkubator bei 220nUJpind 37 °C angelegt. Die
Isolierung der Plasmid-DNA erfolgt am nachsten Mworgim Gegensatz zur Mini-
Praparation wird die im Uberstand befindliche PlasBNA an eine Anionen-

Austauschersaule gebunden, gewaschen, eluiert unhdsopropanol ausgeféllt. Das
DNA-Pellet wird daraufhin mit 70 %igem Ethanol geshen und in Tris-EDTA-Puffer
aufgenommen. Die DNA-Konzentration der Maxipraparatkann dann mittels UV-

Photometrie gemessen werden.

2.2.5.5 Konzentrationsbestimmung von DNA

Da Nukleinsduren ultraviolette Strahlung absorlmierkann ihre Konzentration in
Lésungen mittels UV-Photometrie bestimmen werdentel Einbezug des molaren
Extinktionsfaktors misst man die Extinktion mit ern QuarzklUvette bei einer
Wellenlange von 260 nm. Dieses Verfahren ist flr e diDNA-
Konzentrationsbestimmung allerdings nur einsetzlvegnn RNA oder Nukleotide
vernachlassigbar gering in der zu messenden Losuotiglten sind. Jeweils 100ul der
verduinnten Plasmidlésungen (1:100) werden zur Kanagonsbestimmung in einer
Quarzkuvette eingesetzt. Unter Beriicksichtigung\daslinnungsfaktors V = 100 und
des Multiplikationsfaktors F = 50 flr doppelstraggi DNA wird mit der Formel
c[ug/ml] = ODeo * V * F die Nukleinsaure-Konzentration der Losumgrechnet.

2.2.5.6 Restriktionsverdau von DNA

Restriktionsendonukleasen konnen doppelstrangigeA D spezifischen Stellen
spalten, wobei im Labor beinahe ausschlief3lich ikéisinsendonukleasen Typ Il zum
Einsatz kommen, da diese eine palindromische DN4u&ez erkennen kdénnen und
innerhalb dieser Erkennungssequenz beide DNA-Strarsghneiden. Die zu
schneidende DNA wurde mit einer oder zwei Restikdendonukleasen
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(e 5 U/Ansatz) in einem Volumen von 20 pl unterrendung des vom Hersteller
empfohlenen Reaktionspuffers fur eine Stunde b&C2&ler 37°C inkubiert. Falls zwei
Restriktionsenzyme eingesetzt wurden, die ein sokéedliches Temperaturoptimum
aufwiesen, wurde die DNA sequentiell, in zwei Sitbn verdaut, wobei nach jedem
Verdau die DNA aufgereinigt wurde. Bei einem Verdaunit nur einem
Restriktionsenzym wurde die DNA anschlieend miP Qdalf intestinal phophatase)
dephosphoryliert. CIP ist ein DNA-modifizierendesnzgm und verhindert eine
Wiederzusammenlagerung der DNA-Uberstande, indenaess -Phosphat von DNA-
Molekulen entfernt. Daflir wurde die verdaute DNAeimem Volumen von 50ul mit
der alkalischen Phosphatase und entsprechendenof@piiyrationspuffer fur eine
Stunde bei 37°C inkubiert. Anschlie3end erfolgke ldiaktivierung bei 65°C fiir 10 min
und danach fir 10 min auf Eis. Zum Schluss wurdeRINA mit 10ul Strata Clean
Resin behandelt und viermal abzentrifugiert.

Liegen die beiden Schnittstellen nach dem Resbrktrerdau einander direkt
gegenuber, so erhédlt man egjolunt-end“. Erhalt man nach dem Restriktionsverdau
zueinander komplementéare Uberhdngende Enden, spraii von einem so genannten
»Sticky-end®. Sowohl das,blunt-end”, als auch dassticky-end* werden fiur die

Ligationen eingesetzt.

2.2.5.7 DNA Gelelektrophorese

Zur Analyse von DNA wurde die Agarose-Gelelektromse eingesetzt. Hierfir wurde
1g Agarose in 100ml TRIS-Acetat-EDTA (TAE-) Puffelurch Erhitzen in der
Mikrowelle gelost und nach kurzem Abkuhlen mit 10gthidiumbromid (1mg/ml)
versetzt. Die Agaroselésung wurde in einen Geltrdggég Gelkamm gegossen und
gelierte bei der Abkuhlung. Das Gel wurde in eirmufkammer tberfuhrt, die so mit
TAE-Puffer gefullt war, dass das Gel vollstandigdéekt war. Die DNA-Proben
wurden vor dem Auftragen in die Geltaschen mit\lédumen Ladepuffer versetzt. Die
Elektrophorese erfolgte bei 80 bis 100 V. Nukleurshanden wurden nach der
Elektrophorese durch UV-Strahlung sichtbar gemacid mit Hilfe einer digitalen
Kamera dokumentiert. Zur GroRenbestimmung wurde @@neRulel™ 1kb DNA

Ladder mit auf das Gel aufgetragen.

61



Material und Methoden

2.2.5.8 Aufreinigung von DNA Fragmenten

Um die DNA-Fragmente aus dem 1% Agarosegel aufzigen, wurden diese auf dem
UV-Transilluminator ausgeschnitten und das ,QIA§uiGel Extraktion Kits* (Qiagen)
verwendet. Die Agarose wird durch eine zehnminutideibation bei 50° C in einem
Puffer, der eine hohe Konzentration eines chaotrofalzes, Guanidiniumchlorid,
enthalt und durch die Erniedrigung des pH Wertderun.5 aufgeldst. Dadurch bindet
die DNA an eine SilikaGel-Matrix. Die Durchfuhrungrfolgte wie in der
Gebrauchsanweisung beschrieben und zum SchlusewigdNA durch Wasser, oder
einen 10 mM Trispuffer pH 8.5 eluiert.

Alternativ. wurden PCR-Reaktionen ohne vorherige e@gtrophorese mit dem
QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) aufgereinigiAuch hier erfolgte die
Durchfuihrung nach Herstellerangaben.

2.2.5.9 Ligation von DNA Fragmenten

Die T4-Ligase ist ein Enzym, das DNA-Fragmente u#€&P-Verbrauch kovalent zu
einem kontinuierlichen DNA-Strang verknipft. Hierfialissen die Fragmente an ihrem
3’-Ende eine Phosphatgruppe aufweisen bzw. am BebEses anderen Stranges ein
freie Hydroxygruppe. Diese Ligation von DNA-Fragrem ist zur Grundlage der
Gentechnik geworden, weil dadurch die kinstlichekdRebination von DNA aus
unterschiedlichen Organismen moglich ist.

Unter Verwendung des TA Cloning Kits (pCR Il, pCR2von der Firma Invitrogen, je
1 pl Ligasepuffer (10x) und 1 pls-Ligase der Firma New England Biolabs wird der
Vektor und das geschnittene DNA-Fragment in einearh¥ltnis von 3:1 in einem
Volumen von 10 pl (in Wasser) ligiert. Die Reaktiamurde tber Nacht bei 14° C
durchgefuhrt. Zur Kontrolle wurde jeweils ein Arsathne zu klonierendes DNA-
Fragment religiert. Vom Ligationsansatz wurden 2(uldie Transformation von XL-10

Gold Ultrakompetent Cells benutzt.

2.2.5.10 DNA Sequenzierung

Um die Basenfolge bestimmter DNA Molekile zu ereiitf wurde die Sequenzierung
nach der Didesoxy-Methode (Sanger et al.,, 1980chdjefiihrt. Das verwendete
BigDye-Terminator Sequenzierungskit (BigDye, ApgdlieBiosystems) enthielt

Pufferkomponenten, Enzym, Desoxynukleotide und e mit unterschiedlichen
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Fluorochromen markierten Terminatoren. Zur Sequomg wurden 0,6 — 1,0 pg
Matrizen-DNA, 4 ul des BigDye-Reaktionsmixes ungdlZles Sequenzierungsprimers
in einem Gesamtvolumen von 20 pul angesetzt.
Sequenzierprogramm: 1. 96° C, 40 sec

2.50° C, 15 sec 28 Zyklen

3.60° C, 4 min

4. 4° C, halten
Anschliel3end wurde das Sequenzierprodukt mit 2 atfitbdlnacetat (3M) und 50 pl
100%igem Ethanol gefallt und fur 10 Minuten auf Bestellt. Nach der Zentrifugation
fur 30min bei 4° C mit 13.000. RPM wird die im Rllnoch unrein enthaltene DNA
erneut mit 180 pl 70%igen Ethanol gewaschen ind®min bei RT mit 13.000 RPM
pelletiert. Das Pellet wurde zuletzt unter dem Abpetrocknet. Die Auswertung der
Proben erfolgte dann im Servicelabor des InstitimtsZellbiochemie, UKE, Hamburg,
mit Hilfe eines DNA-SequencingSystems (ABI 370A)

2.2.6 Aktivitatsuntersuchungen

2.2.6.1 Enzymaktivitdten der ENPPs

Um die Enzymaktivitat der unterschiedlichen ENPBwuntersuchen, wurden HEK.T-
Zellen transient mit je 5ug DNA der Konstrukte HAE3tm.hENPP1,
HA.CD38tmhENPP2, HA.CD38tm.rENPP3, sowie hENPRNRP5 und hENPP6 im
EGFP-N1 Vektor nach dem long protocol transfizierhen Tag nach der Transfektion
wurden 1x16Zellen mit TritonX 100 lysiert und jeweils 10p| Hgbat in die Napfe der
Mikrotiterplatte gegeben. Als Positivkontrolle werd pro Napf 1ul der
Phosphodiesterase aus Schlangengift verwendet lardegativkontrolle wurden 10l
Zelllysat von untransfizierten HEK.T-Zellen, sowi@0ul Puffer (100mM Tris HCL)
eingesetzt. Es erfolgte die Inkubation mit 2npNNitrophenyl phosphat (pNPP), 2mM
p-Nitrophenyl Thymidin 5 Monophosphat (PNP-TMP), MKIm p-Nitrophenyl
phosphorylcholin (pNP-PC), 4mM-Nitrophenyl phenylphosphat (pNPPP) und 4mM
bis p-Nitrophenylphosphat (bis pNPP) in jeweils 100p0d Tris HCL Puffer bei pH
8,9 fur 2 Stunden bei 37°C. Die Produktion von prdphenyl wurde kinetisch
analysiert durch die Messung der optischen Diclegied05nm alle 15 Minuten fir 2

Stunden in einem Mikroplatten Reader.
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2.2.6.2 NADase Aktivitat in HEK.T-Zellen transient transfiziert mit
hENPP2

HEK.T-Zellen wurden transient mit jeweils 5ug DNA erd Konstrukte
PcDNA3.1/hENPP2, P38tm/hENPP2 und d.n.Iklf.eGFP hnaem long protocoll
transfiziert. Zwei Tage nach der Transfektion wuarddie Zellen in RPMI pur
gewaschen und 3xi@ellen in 100 pl RPMI pur resuspendiert, wobei jgsvelx1®
Zellen zum Test verwendet werden. Als Positivkdigrarurden 1l Phosphodiesterase
(PD; 1%) aus Schlangengift und 1pl NADase (0,5U)00u1 RPMI pur eingesetzt. Die
Inkubation erfolgte mit 1uM ,kaltem* NAD und 0,5u&P NAD fiir 30min bei 37°C.
Anschliessend wurden die Zellen far 5min bei 10@&gentrifugiert und 10ul des
Zelliberstandes auf TLC-Platten geladen. Die Diimicktchromatographie erfolgte fur
5min in 1M Essigsaure und fur etwa 20 bis 30minOj@M Essigsaure und 0,3M
Lithiumchlorid. Danach wurden die Spots auf der TRf@atte mittels Autoradiographie

sichtbar gemacht.

2.2.6.3 Analyse der De-ADP-Ribosylierungsfahigkeit von ENPPs

CHO.NOD-Zellen wurden transient mit jeweils 5ug DNAer Konstrukte
HA.CD38tm.hENPP1, HA.CD38tm.hENPP2, pcDNA3.1/hENPH238tm/hENPP2,
sowie hENPP4, hENPP5 und hENPP6 im peGFP-N1 Vektat mENTPD1 als
Negativkontrolle nach dem long protocol transfizidéinen Tag nach Transfektion
wurden die Zellen (ca. 1xi@ellen) gewaschen und in DMEM pur resuspendigg.
der Zellen wurden auf Eis gelagert und die resticAellen wurden in 1ml DMEM pur
mit 2uM eNAD fur 30min bei 37°C inkubiert. AnscHliend wurden die Zellen
zweimal mit DMEM pur gewaschen und auf jeweils i@cs-Réhrchen geteilt. Nach
dem Waschen wurde die erste Charge Facs-RohrcheRkisgestellt. Die anderen
wurden jeweils fir 30min, 60min und 120min bei 3Ak€iter inkubiert und dann auf
Eis gestellt. Nach erneutem zweimaligem Waschen DIMEM pur erfolgte die
Anfarbung der Zellen mit Antikdrpern fir die andseRlende Analyse in der
DurchflusszytometrieTab. 5 zeigt die verwendeten Antikorper in ihren eingetest

Verdinnungen.
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Tab. 5: Ubersicht Uber die in dieser Arbeit verwend
Ribosylierungsassay am FACS.

eten Antikorper fur den De-ADP-

CHO.NOD transfiziert mit 1. Anfarbung 2.Anfarbung
CD.38tm.hENPP1 % 1G4g ALEXA 1:100
CD38tm.hENPP2 K2G 1:200 Anti-Rb PE 1:100 + 1G4g XIAE1:100

pcDNA3.1/hENPP2 K2G 1:200| Anti-Rb PE 1:100 + 1GA4¢=XA 1:100

P38tm/hENPP2 K2G 1:200 Anti-Rb PE 1:100 + 1G4g AKEX100
hENPP4 im pEGFP-N1 % 1G4g ALEXA 1:100
hENPP5 im pEGFP-N1 % 1G4g ALEXA 1:100
hENPP6 im pEGFP-N1 % 1G4g ALEXA 1:100

MENTPD1 CR44 1:800/ Anti-Rb PE 1:100 + 1G4g ALEXAQO
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3 Ergebnisse

Im Folgenden stelle ich die Ergebnisse der durdhgén Untersuchungen in vier
Abschnitten dar.

Im ersten Teil dieser Arbeit wird die Umklonierumgn ENPPs in Expressionsvektoren
und die Herstellung von HA.CD38.ENPP Transmembraskokten beschrieben.

Der folgende zweite Teil dieser Arbeit widmet sidter Untersuchung und
Charakterisierung der ADAPINC Antikorper, die, wie der Einleitung beschrieben,
von der Arbeitsgruppe dieses Instituts durch Gens-lBnmunisierung selbst
hergestellt wurden. Die untersuchten Immunsered gegen Mitglieder der ENTPD
Familie (mENTPD1, mENTPD2, hENTPD2, mENTPD5, hENB?DMENTPD6)
sowie gegen Mitglieder der ENPP Familie (hENPP2, NlAE4, mENPP5 und
MENPPG6) gerichtet. Eine Auflistung aller analy®artAntikbrper zeigt Tab. 1. An
transient transfizierten HEK- und CHO-Zellen ertelg mit Hilfe von
Immunfluoreszenz-, FACS- und Immunoblot-Analysee diéhere Charakterisierung
der ADAPINCs. Dabei wurde die spezifische Reaktiond Kreuzreaktion des
Immunserums mit dem jeweiligen Ektoenzym im Vergtemit dem Praimmunserum
geprift und der optimale Titer ermittelt.

Der dritte Abschnitt der vorliegenden Arbeit zeide endogene Expression von
Mitgliedern der ENTPD Familie auf etablierten Zelkn und primaren Milzzellen
durch FACS- Untersuchungen.

Im vierten und letzten Teil wird mit Hilfe von Duschichtchromatographie, Elisa und
einem De-ADP-Ribosylierungsassay die katalytischktivitdt von hENPP2 und
MENPP1, rENPP3 und mENPP4-6 ndher untersucht. Dste#it vor allem die
Fragestellung im Vordergrund, ob ENPP2, oder eides anderen ENPPs als
Gegenspieler der ART fungiert, indem es NAD spattder ADP-ribosylierte Proteine
de-ADP-ribosyliert.
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3.1 Klonierung von Expressionskonstrukten
3.1.1 Herstellung von Expressionsvektoren

Da nicht alle vorhandenen Gene der in dieser Adoggrsuchten Ektoenzyme bereits in
Expressionsvektoren vorlagen, war es notwendigsedentsprechend umzuklonieren,
um eine genauere Analyse dieser Enzyme zu erméglicBxpressionsvektoren sind
Klonierungsvektoren, die die Vervielfaltigung eingsklonierten DNA-Fragmentes in
beliebig groRer Anzahl ermdglichen. Desweiterermwdrén diese Vektoren auch die
Expression einer Protein-kodierenden DNA in prokésghen (z.B. Escherichia coli)
oder eukaryotischen Zellen (z.B. Hefe und Insekttter). So wurden die Gene fur die
humanen ENPPs 1, 4, 5 und 6 vom Bluescript Vektor den pEGFP-N1
Expressionsvektor umkloniertbb. 15 zeigt den Ablauf der Umklonierung. Der Verdau
von jeweils 5ug DNA von hENPP1, hENPP4 und hENPHBIgte in einem 20ul
Ansatz mit den Restriktionsenzymen Sacl und Kpnl NEB1 Puffer in einer
Verdinnung von 1:10 fUr eine Stunde bei 37°C. hENRBrde mit EcCoOR1 im EcoR |
Puffer ebenfalls in einer Verdiinnung von 1:10 filkeeStunde bei 37°C inkubiert. Die
Aufarbeitung des pEGFP-N1 Vektors erfolgte in dieic Weise mit den jeweiligen
Enzymen. Nachfolgend wurde der komplette Ansatz jdareils verdauten DNA-
Konstrukte auf ein Gel aufgetragen (1%iges Agaresags 100ml 1x TAE-Puffer, 1g
Agarose und 10ul Ethidiumbromid hergestellt) und diesem das gewinschte DNA
Fragment, nachdem die DNA Banden voneinander abgagrwaren, mittels Qia quick
Gel Extraction Kit extrahiert. Zur GréRenbestimmumgrden 2ul des 1kb und 2ul des
Markers 100bB DNA Ladder verwendet. Da hENPP6 sgMa&FP-N1 mit nur einem
Enzym, né&mlich EcoR1 verdaut worden sind, war estwewndig, eine
Wiederzusammenlagerung der DNA-Uberstande zu veéenm Deswegen wurde vor
der Ligation von Insert und Vektor eine Dephospheryng durchgefuhrt. Um den
richtigen Ansatz fur die Ligation zu berechnen, deauein Kontrollgel mit je 5ul der
aufgereinigten DNA gemacht. Die Ligation erfolgtdedi Nacht bei 14 °C. Zur
Kontrolle wurden je ein Ansatz ohne Zugabe des dfsktind ein Ansatz ohne DNA-
Fragment ligiert. Im Anschluss erfolgte die Tramsfation mit je 2 ul ligierter DNA in
XL-10 Gold Ultrakompetent E. coli Zellen (2.2.5.@ipd die Ausplattierung auf LB-
Kanamycin-Platten, auf denen Uber Nacht bei 37%h&Mwuchsen. Es wurden 4 oder 5
Klone gepickt und Minipraparationen (2.2.5.4) hetgt. Nach dem Kontrollverdau
der Minipréaparationen und der DNA Sequenzierungngeren Konstrukte mit CMV-F
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Primern wurde eine Minipraparation zur Anfertigunginer Maxipraparation

ausgewahlt.

hENPP1 hENPP4 hENPP5 pEGFP_1 hENPP6 pPEGFP_2
Bluescript Bluescript Bluescript Vektor_1 Bluescript Vektor_2
Vektor Vektor Vektor pEGFP-N1 Vektor pEGFP-N1

Sacl_ Sacl_ Sacl_
Kpnl Kpnl

hENPP1 hENPP4 hENPP5S hENPP6

Abb. 15: Agarosegele der Umklonierung von ENPPs in EGFP-N1 Expressionsvektoren.

A: Enzymverdau mit Sacl und Kpnl bzw. EcoR1 fir 1h bei 37°C von 5ug Plasmid DNA in 20pl
Ansatz, anschliessend Gelelektrophorese und Ausschneiden von Vektor und Inserts (rote
Kéasten).

B: Aufreinigung von Vektor und Inserts mit dem Gel-Extraktionskit von QIAGEN, Testgel (5ul
bzw. 10 pl) und ,Berechnung” des Ligationsansatzes fir die Ligation Uber Nacht. Im Anschluss
Transformation in XL-10 Gold Ultrakompetent Cells und Ausplattierung auf LB-Kan.-Platten, auf
denen Uber Nacht bei 37°C Klone wachsen. Es wurden 4-5 Klone gepickt und Mini Preps
hergestellt.

C: Kontrollverdau der Minis und Auswabhl je einer Mini zur Herstellung einer Maxi (gelber Pfeil).

3.1.2 Herstellung von HA.CD38 Transmembran-

konstrukten

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, sind BMRund ENPP3 uber eine N-
terminale Transmembrandoméane in der Zellmembraankert und stellen somit Typ Il
Membranproteine dar. Von ENPP2 weil3 man, dassseBralPro-Enzym von der Zelle
sezerniert wird und im Gegensatz zu allen andefdRHS nicht in der Zellmembran
verankert ist. Durch die l6sliche Form von ENPR2sschwieriger, dieses Enzym und

seine Funktion bzw. Aktivitat ndher zu charaktersn. Deswegen wurden humanes
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ENPP1, humanes ENPP2, murines ENPP2 und rENPP&ém &ektor mit einer
definierten N-terminalen Transmembrandomane und enein Epitoptag, den
HA.CD38tm.EGFP-Vektor, umkloniert,. Durch diese Uarkerung sollten zwei Ziele
erreicht werden: 1. eine Verankerung des ENPP2irZdllmembran durch den Einbau
der CD38-Transmembrandomane und 2. die Moglichdeitgenaueren Untersuchung
der Enzymaktivitdt der ENPPs, z.B. dadurch, dass a@egebaute HA-tag eine
Quantifizierung der ENPP-Menge im SDS-Page/Wedéohermaoglicht.Abb. 16 zeigt

die Klonierungsstrategie.

Ausgangsmaterial:

Hind 111 Xma |
b e,

p38tm.hENPP2 ey P i ¢
—» 7 <t
Apal BamH |
Nhe | Apa | Xma | BamH | Not |
pHA.LKLF.EGFP N i r c

T

1. Amplifikation von CD38tm mit Primern, die Apa | und BamH | - Stellen inkorporieren
2. Ersetzen von LKLF in pHA.LKLF.EGFP durch CD38tm

Zwischenprodukt:

pHA.CD38tm.EGFP N

3. Ersetzen von EGFP in pHA.CD38tm.EGFP durch extrazellulire Doméne der ENPPs

Endprodukt: *

Nhe | Apa | Xma amH | ot |
pHA.CD38tm.ENPP  N: "y F L \ Jj@

Abb. 16: Klonierungsstrategie zur Herstellung von H A.CD38 Transmembrankonstrukten.

Die Transmembrandomane von CD38 wurde aus dem p3BMPP2 Vektor mittels

PCR (Phusion High Fidelity Polymerase Kit) ampléiz und durch die verwendeten
Primer wurden Apa |- und BamH | — Stellen fur derséhliessenden Enzymverdau
eingebaut. Nach dem Kontrollgel und der Aufreinigutles PCR-Produktes mittels

Qiaquick Gel Extraction Kit wurde der Restriktioesslau sequenziell in zwei Schritten
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durchgefuhrt. Zum Ausschneiden der LKLF-Domane wardOpl pHA.LKLF.EGFP
Vektor in einem 20upl-Ansatz zum Restriktionsverdent Apa | und 3ul des
entsprechenden NEB4- Puffers in einer 1:10 Verdidgnangesetzt. Nach dem
Enzymverdau von 1 Stunde bei 25°C wurde die DNAtatsitPCR Purification Kit
aufgereinigt. Im zweiten Schritt wurde die gesami¢A durch BamH | im BamH |-
Puffer in einer 1:10 Verdinnung fir 1 Stunde betGZ%veiterverdaut. Die vorher
amplifizierte CD38 Transmembrandomane wurde nadbigeen Procedere verdaut.
AnschlieBend wurde die verdaute CD38 Transmembraédde mittles QIA PCR
Purification Kit aufgereinigt und der komplette gaute Ansatz des pHA.LKLF.EGFP-
Vektors auf ein Gel aufgetragen, aus dem die véedaDNA Fragmente mittels Qia
quick Gel Extraction Kit extrahiert wurden. Ansdfiend erfolgte die Ligation, die
Transformation mit je 2 pl ligierter DNA in XL-10 @i Ultrakompetent Cells, die
Ausplattierung auf LB-Kanamycin-Platten, die Hellstgg von Minipraparationen und
nach dem Kontrollverdau dieser die Anfertigung Wexipraparationen.

Um zu zeigen, dass der pHA.CD38tm.EGFP-Vektor gréath hergestellt wurde,
erfolgte eine DNA-Squenzierung mit dem CMV-Prim@usserdem zeigten HEK-T
Zellen, die transient mit dem neuen Vektor transftzavurden, eine membranstandige,
extrazellulare Expression von EGFP in der Immunfisaenzmikroskopie und in der
FACS Analyse. Um die extrazellulare Lokalisatiors #&FP nachzuweisen, wurden im
FACS als Erstanfarbung der unkonjugierte Anti-GHRilSrper aus der Maus in einer
Verdinnung von 1:400 und in der Zweitanfarbung Aati-Maus PE-Antikdrper in
einer Verdinnung von 1:100 eingesetzt.

Der zweite Teil der Umklonierung zur Herstellung @&D38 Transmembrankonstruktes
beinhaltete die Amplifikation und den Restriktioesyau von hENPP1 im Blusecript
Vektor, hENPP2 im p38tm.hENPP2 Vektor, mENPP2 inlMp=Sport6 Vektor und
rENPP3 im Vektor, sowie von pHA.CD38tm.EGFP. Die @ifikation mittels Phusion
High Fidelity DNA Polymerase Kit erfolgte bei hENPPhENPP2 und mENPP2 mit
Primern, die Xma | und Not | Stellen inkorporiert&a in der kodierenden Sequenz fir
rENPP3 allerdings eine Schnittstelle fir Xma | aggl wurde rENPP3 mit Primern
amplifiziert, die BamH | und Not | Stellen einbanteNach dem Kontrollgel und der
Aufreinigung des PCR-Produktes mittels Qiaquick Gidtraction Kit wurden die
amplifizierten hENPP1-, hENPP2- und mENPP2- Korséals erstes mit Xma | in
NEB4 Puffer und nach erneuter Aufreinigung als z@gemit Not | in NEB3 Puffer fur
1 Stunde bei 37°C verdaut. Der pHA.CD38tm.EGFP wuadf die gleiche Weise
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aufgearbeitet. Der Verdau vom amplifizierten rENR®RBistrukt und des dazu
passenden pHA.CD38tmEGFP-Vektors mit den Restrikkozymen BamH | und Not
| erfolgte in einem Schritt im BamH [-Puffer fur Stunde bei 37°C. Nach Ligation,
Transformation, Wachstum der Klone, Herstellung vbfinipraparationen und
Kontrollverdau konnten Maxipraparationen gewonnegrden. Zur Kontrolle wurde
von den  Minipraparationen aller HA.CD38tm.ENPP-Kiomsten  DNA

Sequenzierungen mit Hilfe des CMV-F Primers gemaghsserdem zeigten HEK-T
Zellen, die transient mit den neuen HA.CD38tm.EN&strukten transfiziert wurden,
eine Expression des HA-tags in der Immunfluoresagkioskopie Abb. 17). Dabei

wurden alle Ansatze mit Ausnahme von HA.CD39tm EG#PO0,5ug Plasmid-DNA

eines fur kernstandiges eGFP kodierenden Konstkaktansfiziert. Zum Nachweis des

intrazellular gelegenen HA-tags wurden die Zellear der Anfarbung fixiert und

permeabilisiert.

HA.CD38tm.hENPP2 HA.CD38tm.rENPP3
G H = “ .!
Ak anti HA-tag Ak anti HA-tag Ak anti HA-tag Ak anti HA-tag Ak anti HA-tag
Abb. 17: Immunfluoreszenzanalyse der transient mit HA.CD38-
Transmembrankonstrukten transfizierten CHO Zellen. CHO Zellen wurden transient mit den

neu klonierten HA.CD38 Transmembrankonstrukten transient transfiziert und anschliessend

intrazellular mit anti-HA_Antikdrpern angefarbt.

3.2 Untersuchung der Spezifitit der Immunseren gegen
ENTPDs und ENPPs an transfizierten CHO- und HEK-

Zellen

3.2.1 Untersuchungen mittels indirekter
Immunfluoreszenz an transient transfizierten CHO-

Zellen

In diesem Abschnitt meiner Arbeit wurde mit Hilfervtransient transfizierten Zellen
die spezifische Reaktion der ADAPINCs gegen ihrevejggen Antigene in der

Immunfluoreszenz getestet. CHO Zellen wurden miué des fir das jeweilige
Ektoenzym kodierenden Expressionskonstrukts undOrBifug des Konstrukts, das fur
kernstandiges EGFP kodiert, kotransfiziert. Dietremsfizierten CHO-Zellen wurden
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mit den Immunseren in unterschiedlichen Verdinnongaed dem entsprechenden
Praimmunserum als Negativkontrolle angefarbt. Um emitteln, wie stark ein

Immunserum mit seinem Antigen reagiert, wurde gjeemetrische Verdinnungsreihe
der Antikorper hergestellt. Die gefarbten Zellenrean in der Immunfluoreszenz
betrachtet. In der Blaufluoreszenz sind durch degénfarbung der Zellkerne mit dem
Farbstoff Hoechst 33342 alle Zellen eines Blickésldzu sehen. Grin leuchten die
Kerne derjenigen Zellen, die mit eGFP kotransfiziend somit auch mit dem zu
untersuchenden Antigen transfiziert sind. Daduedsén sich spezifische Anfarbungen
der Ektoenzyme in der Rotfluoreszenz von unsperniéa unterscheiden. Fehlt bei einer
rot gefarbten Zelle ein griner Zellkern, handelt sssh wahrscheinlich um eine

unspezifische Anfarbung.

3.2.1.1 Immunseren gegen ENTPDs

Wie in der Einleitung beschrieben, sind nicht Mligglieder der ENTPD Familie in der

Membran verankert. So wird ENTPD5 in den Extrazethaum sezerniert und

ENTPD6 kann ebenfalls von der Zelle sezerniert eerdDeswegen wurden die
Immunseren und ihre Reaktivitat sowohl in der Zedidlachenfarbung als auch in der
intrazellularen Farbung von transient transfiziei@®HO Zellen untersucht.

Die in Abb. 18 dargestellten Fotografien der Immunfluoreszenzeesl zeigen die

Reaktivitat der Antikbrper gegen die membranstéei&NTPDs in ihrer optimalen

Verdinnung. Sowohl in der Zelloberflachenfarbung alich in der intrazellularen
Farbung war es mdglich, die Antigene auch nochemier Verdinnung der Antikérper
von 1:6400 zu detektieren. Allerdings wurden insgas bessere Titer in der
Zelloberflachenfarbung erlangt.
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Zelloberflachenfarbung Intrazellulare Farbung
Praimmunserum Immunserum Praimmunserum Immunserum
. .
0O
< o
3£
o g
U E
1
B ENTPD 1
o
2
<5
5 iU
=
A ENTPD2
o
2
SE
S5
L =
b

hENTPD?2 : hENTPD2

Abb. 18: Immunfluoreszenz-Analyse an transient tran  sfizierten CHO Zellen zur

Bestimmung der Reaktivitdt der Immunseren gegen mem branstédndige ENTPDs. 1*10°
CHO-Zellen wurden transient mit ENTPD-Expressionskonstrukten und nukledrem GFP
(erscheint grin in der IF) kotransfiziert. Zwanzig Stunden nach der Transfektion erfolgte die
Anféarbung mit dem jeweiligen gegen das spezielle ENTPD-Konstrukt gerichteten Immunserum
in geometrischer Verdinnungsreihe zur Ermittlung des Antikorpertiters. Ein PE-konjugierter
anti-Kaninchen 1gG Antikérper markiert den Erstantikdrper fur die Immunfluoreszenz (erscheint
rot in der IF). Die Zellkerne wurden mit dem Hoechst Farbstoff 33342 gefarbt (erscheint blau in
der IF). Gezeigt wird jeweils die optimale Verdiinnungsstufe des Immunserums. Die Zellen
wurden mit dem Zeiss Axiovert25 Mikroskop analysiert, unter der Verwendung der Filter fir
Hoechst, GFP und PE Fluorochrom. In Photoshop wurden die einzelnen Fluoreszenzanalysen

Ubereinander gelagert.

Abb. 19 zeigt die Reaktivitat der Immunseren in der inkliea Immunfluoreszenz gegen
das von den Zellen sezernierte ENTPD5 und das oiigkezernierte ENTPD6. Auch
hier erfolgte die Anfarbung der transient trangfiten CHO Zellen zum Vergleich auf

der Zelloberflache und intrazellular.
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Zelloberflachenfarbung Intrazellulare Farbung
Praimmunserum Immunserum Praimmunserum Immunserum

CR46
a- mENTPDG6

m

CR47
a-mENTPDS5S

4001

5446
a-hENTPDS

A ]
hENTPDS R ) H : 4 hENTPD5

Abb. 19: Immunfluoreszenz-Analyse an transient tran  sfizierten CHO Zellen zur

Bestimmung der Reaktivitat der Immunseren gegen sez  ernierte ENTPDs. Nach transienter
Transfektion von ca. 1*10° CHO-Zellen erfolgte die Anfarbung mit dem jeweiligen gegen das
spezielle ENTPD-Konstrukt gerichteten Immunserum in geometrischer Verdinnungsreihe. Ein
PE-konjugierter anti-Kaninchen IgG Antikérper markiert den Erstantikérper fir die
Immunfluoreszenz (erscheint rot in der IF). Die Zellkerne wurden mit dem Hoechst Farbstoff
33342 gegengefarbt (erscheint blau in der IF). Gezeigt wird jeweils die optimale

Verdiinnungsstufe des Immunserums.

Da ENTPD6 entweder in der Zellmembran verankeribbleder von der Zelle
sezerniert wird, konnte es sowohl in der Oberflaechas auch in der intrazellularen
Farbung nachgewiesen werden. In der intrazelluld&érbung war allerdings eine
hohere Titrierung des Antikorpers bei gleicher Inmitworeszenzstarke mdoglich.
ENTPD5 wurde dagegen von der Zelle ins extrazeBuldliieu abgegeben. Somit
reagierten die Immunseren CR47 anti mMENTPD5 undl %fti hENTPD5 nur in der
intrazellularen Farbung mit ihrem Antigen, nichteabn der vitalen Farbung. Diese

beiden Immunseren wiesen eine etwas schwéchereriiitg als die tbrigen auf.

Tab. 6 gibt einen Uberblick tiber die Abschwéachuaglcthmunfluoreszenz bei starkerer
Verdinnung der Immunseren, wobei drei Pluszeichert) fur eine starke Reaktivitat
des Immunserums steht und ein Pluszeichen fir sele schwache oder auch

unspezifische Anfarbung des Antigens.
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Tab. 6: Die Reaktionsstarke der Immunseren gegen di

Titrierungen.

e ENTPDs bei unterschiedlichen

In blau sind die unterschiedlichen Reaktionsstarken der Immunseren bei der

vitalen Farbung und in griin bei der intrazellularen Farbung dargestellt (+++ = starke Reaktivitat;

+ = schwache Reaktivitat; (+) = unspezifische oder sehr schwache Reaktivitat; - = keine
Reaktivitat).
1:100 | 1:200 | 1:400 | 1:800 |1:1600 |1:3200 | 1:6400

CR44 anti vital +++ +++ +++ +++ ++ + +
MENTPD1 | intrazellular | +++ +++ +++ +++ ++ + (+)
CR45 anti vital +++ +++ +++ +++ ++ + (+)
MENTPD?2 | intrazellular | +++ +++ +++ ++ + (+) (+)
5441 anti vital +++ +++ +++ +++ ++ + (+)
hENTPD2 | intrazellular | +++ +++ +++ +++ ++ + (+)
CRA47 anti vital + (+) (+) - - - -
MENTPDS | intrazellular | +++ +++ ++ ++ ++ + (+)
5446 anti vital (+) (+) - - - - -
hENTPDS | intrazellular + (+) - - - - -
CR46 anti vital +++ ++ + (+) - - -
MENTPDG | intrazellular | +++ +++ +++ ++ + + (+)

3.2.1.2 Analyse der Kreuzreaktivitat von ENTPD-spezifischen

Immunseren

Fur die Nutzung der ADAPINCs in weiteren Untersunfpen ist es neben der Kenntnis

der optimalen Verdinnung ausserdem wichtig, Ubeglictie Kreuzreaktionen mit

verwandten Mitgliedern der ENTPD Familie bescheid wissen. In der Einleitung

wurde dargestellt,

dass ein hoher Verwandschafisgravischen den Spezies-

Orthologen der untersuchten Enzyme besteht. Umrniiteln, ob die hier untersuchten
Antikdrper mit den Spezies-Orthologen ihrer Zielgahe kreuzreagieren, wurden
sowohl in der Zelloberflachen- als auch in deranéllularen Farbung alle Immunseren
mit ihrem spezifischen ENTPD sowie mit den jewahgparalogen und orthologen
ENTPD auf Kreuzreaktivitat gepruft. Als ortholog Zeechnet man einander
entsprechende Gene in unterschiedlichen Speziaspiddesweise MENTPD2 und
hENTPD2, wahrend die ENTPD Subtypen innerhalb eBgezies einander paralog
sind. Noch geringere Ahnlichkeiten erwartet mardén Ubrigen Verwandtschaft. Alle
Immunseren und auch das Praimmunserum (zur Koatreird nicht gezeigt) wurden
in der Verdinnung 1:400 eingesetzt. Didb. 20 zeigt die einzige ermittelte
Kreuzreaktion von allen getesteten Immunseren. CREbEmMENTPD2 und 5441 anti

hENTPD2 reagierten jeweils mit ihrem nachsten Vetan, dem Orthologen. In den
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Fotografien wurden rote, grine, und blaue Fluomsidberlagert, wobei Rot, wie bei
den vorigen Analysen, der Membranfluoreszenz dgef#mbten ENTPDs entspricht.
Grin sind die Kerne der mit eGFP transfizierterléfelnd blau gegengeféarbt sind alle
Zellen. Die Ubrigen Immunseren zeigten weder in delloberflachen- noch in der

intrazellularen Farbung eine Kreuzreaktion.

1:400
5441 anti hENTPD?Z2 CR45 anti mENTPD?2

Abb. 20: Kreuzreaktion der gegen ENTPD2 gerichteten ~ ADAPINC Immunseren. Alle in der
Immunfluoreszenz untersuchten Immunseren wurden auch auf Kreuzreaktivitst mit den
jeweiligen paralogen und orthologen Konstrukten getestet. Von allen analysierten Immunseren
zeigten nur CR45 anti-mENTPD2 und 5441 anti-hENTPD2 mit dem Orthologen der Maus bzw.

des Menschen eine Kreuzreaktivitat. Farbung analog zur Abb.18.

3.2.1.3 Analyse der Reaktivitat von ENTPD-spezifischen

Immunseren an Formalin-fixierten CHO-Zellen

Um die Eigenschaften und Reaktivitdten der Immuarseweiter zu testen, wurde
ermittelt, in wie weit sich die ADAPINCs zum Eingatan formalinfixierten
Gewebeproben eignen. In der Pathologie werden Gesgehitte mit Formalin fixiert,
um die Autolyse und Zersetzung der Proben aufzehaldie meisten Proteine verlieren
durch die Fixierung ihre Funktion und einen groffeil ihrer antigenen Eigenschaften.
Viele enzymhistochemische und immunhistologischdetsuchungen kdnnen daher
nicht an Formalin-fixiertem Material durchgefihriemlen. Deswegen sollte geklart
werden, ob die ADAPINCs in der Lage sind, Forméilxierte Epitope zu erkennen.
Hierfir wurden die mit den ENTPD Konstrukten tramgi transfizierten CHO-Zellen
nicht mit PFA sondern mit 4% gepuffertem Formatias wir von den Kollegen aus
dem Institut fur Pathologie am UKE bekommen habéiy, 6 Stunden bei
Raumtemperatur fixiert.Abb. 21 zeigt die Reaktivitdt der Immunseren in der

Zelloberflachenfarbung an den Formalin-fixierten@Hellen.
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Praimmunserum Immunserum Praimmunserum Immunserum

400

PIS47 a- mENTPD5

PIS5441 a- hENTPDZ 5441 a- hENTPDZ P1S5446 a-hENTPD5 5446 a- hENTPDS

Abb. 21: Immunfluoreszenz-Analyse an Formalin-fixie  rten CHO Zellen zur Bestimmung

der Reaktivitat der Immunseren gegen Formalin-fixie  rte ENTPDs. Die CHO Zellen wurden
nach der transienten Transfektion mit 4 % gepuffertem Formalin fir 6 h bei Raumtemperatur
fixiert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS erfolgte die Anfarbung mit dem jeweiligen gegen

das spezielle ENTPD-Konstrukt gerichteten Immunserum in geometrischer Verdiinnungsreihe.

Die Fahigkeit der Immunseren, ihr Epitop an Formékierten Zellen zu erkennen,
gleicht der Reaktivitdit der Immunseren an 2% PFReften CHO-Zellen. Die
ADAPINCs CR44, CR45 und 5441 gegen die membrangf@ndENTPD1 und
ENTPD2 wiesen auch in hoéheren Verdinnungen noch e eimgute
Immunfluoreszenzstarke auf, wohingegen das Immunse€ZR46 anti mMENTPD6 bei
zunehmender Verdinnung eine grol3ere Abschwachundndeunfluoreszenzstarke
erkennen liel3. Die Oberflachenanfarbung vom sezdem ENTPD5 war, wie in den
anderen Immunfluoreszenzanalysen schon gezeigtewurght moéglich. Deswegen
wurden CHO-Zellen, die transient mit mENTPD5 und\APDS transfiziert wurden,
nach ihrer Fixierung mit 4% gepuffertem Formalirclauntrazellular angefarbt. Hier
konnte keine Reaktivitatt von CR47 anti mENTPD5 uBd46 anti hENTPD5
nachgewiesen werden. Folglich bleibt festzuhaltdass die Immunseren gegen
ENTPD1, 2, 4 und 6 ihre Epitope auch an Formakiefien Zellen detektieren kénnen,
die Antiseren gegen ENTPD5 jedoch ihre Reaktiviséiter diesen Bedingungen

verlieren.
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3.2.1.4 Immunseren gegen ENPPs

Die zweite Familie der Ektoenzyme, die in diesebeir ndher charakterisiert wurden,
ist die der ENPPs. Zu diesem Zwecke wurden ebefaltikorper gegen diese Enzyme
mittels Gene-Gun Immunisierung von der Arbeitsgrupiieses Labors produziert, die
im Folgenden naher untersucht wurden.

Die Reaktivitat des Immunserums Kan32 anti hENRR2, bereits 2003 durch Gene-
Gun Immunisierung hergestellt worden war, wurdetetgtImmunfluoreszenzanalyse
mit dem von unserer Arbeitsgruppe produzierten Imgeoum K2G anti hENPP2
verglichen Abb. 22 ).

K2G anti hENPP2 Kan32 anti hENPP2
Praimmunserum Immunserum Praimmunserum Immunserum
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Abb. 22: Immunfluoreszenz-Analyse an transient tran  sfizierten CHO Zellen zur

Bestimmung der Reaktivitat der Immunseren K2G und K  an32 gegen unterschiedliche

hENPP2 Konstrukte. Nach transienter Transfektion von ca. 1*10° CHO-Zellen erfolgte die
Anfarbung mit dem jeweiligen gegen das spezielle ENPP-Konstrukt gerichteten Immunserum in
geometrischer Verdiinnungsreihe. Ein PE-konjugierter anti-Kaninchen IgG Antikdrper markiert
den Erstantikorper fur die Immunfluoreszenz (erscheint rot in der IF). Die Zellkerne wurden mit
dem Hoechst Farbstoff 33342 gegengefarbt (erscheint blau in der IF). Gezeigt wird jeweils die
optimale Verdinnungsstufe des Immunserums. Wie in den Abbildungen zuvor wurden die

Zellen mit einem Konstrukt fur kernstandiges EGFP ko-transfiziert (erscheint griin in der IF).

Hierfiur wurden CHO Zellen mit unterschiedlichen HHERP Konstrukten transient

transfiziert und an der Zelloberflache angeféarbt.ls AKonstrukte kamen
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pcDNA3.1.hENPP2, P38tm.hnENPP2 mit V5-tag und HA.B®BhENPP2, das im
Rahmen dieser Arbeit hergestellt wurde, zum Eindags Praimmunserum diente als
Negativkontrolle. hENPP2 im pcDNA3.1 Vektor war Mmic Uber die CD38
Transmembrandoméane in der Zellmembran verankertrdevusomit in den
Extrazellularraum sezerniert und wurde daher weden Kan32 anti hENPP2 noch
vom K2G anti hENPP2 detektiert. Die von den anddreiden Konstrukten kodierten
hENPP2 Proteine wurden von beiden Immunseren aufZedoberflache erkannt.
Allerdings wies das Immunserum K2G eine besserekiir@éat gegentber seinem
Antigen auf als das Kan32 und erkannte P38tm/hENPRR V5-Tag in der
Immunfloureszenz besser als das HA.CD38tm.hENPP2.

Drei weitere gegen spezielle ENPP Konstrukte getehimmunseren wurden mittels
Immunfluoreszenzanalyse untersucktib( 23). Diese sind das CR65 anti mENPP4, das
CR66 anti mMENPP5 und das CR67 anti mMENPP6.
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Praimmunserum Immunserum

CR66 CR65
a-mENPP5 a-mENPP4

CR67
a-mENPP6

Abb. 23: Immunfluoreszenz-Analyse an transient tran  sfizierten CHO Zellen zur
Bestimmung der Reaktivitdt der Immunseren gegen mem branstédandige ENPPs. Nach
transienter Transfektion von ca. 1*10° CHO-Zellen erfolgte die Anfarbung mit dem jeweiligen
gegen das spezielle ENPP-Konstrukt gerichtete Immunserum in  geometrischer
Verdinnungsreihe. Ein PE-konjugierter anti-Kaninchen 1gG Antikdrper markiert den
Erstantikorper fur die Immunfluoreszenz (erscheint rot in der IF). Die Zellkerne wurden mit dem
Hoechst Farbstoff 33342 gegengefarbt (erscheint blau in der IF). Gezeigt wird jeweils die
optimale Verdinnungsstufe des Immunserums. Wie in den Abbildungen zuvor wurden die

Zellen mit einem Konstrukt fur kernstandiges EGFP ko-transfiziert (erscheint griin in der IF).

Alle drei Antikdrper zeigten auch noch bei héheverdiinnung (CR65 und CR67 bei
1.6400, CR66 bei 1:3200) eine messbare Anfarbung. & Immunseren gegen die
ENTPDs wurden auch die Immunseren gegen die EN&Rsrauzreaktivitat mit ihren
Spezies-Orthologen gepruft. Es konnte gezeigt werdedass in der
Immunfluoreszenzmikroskopie keine der getestetemunmseren mit ihrem Ortho- oder

Paralogen kreuzreagierten.
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3.2.2 Untersuchungen mittels FACS-Analysen an transient

transfizierten HEK-Zellen

Eine weitere wichtige Untersuchungsmethode in Fansg und Diagnostik stellt die
Durchflusszytometrie dar. In diesem Abschnitt meiAgbeit wurde getestet, ob die
ADAPINCs sich zum Einsatz bei FACS Analysen eigridierfir wurden HEK-Zellen
transient mit den ENTPD Konstrukten transfiziertdir das FACS angefarbt. Sowohl
das Immunserum als auch das Praimmunserum als ieg#tolle wurden in einer

Verdinnung von 1:800 verwendebb. 24).

Hek-Zellen/mENTPD1 Hek-Zellen/mENTPD?2 Hek-Zellen/hENTPD?2

<

(1]

N

o -df:{.__.....__.m -cf“_..{,__..m__....

N g S R Rt e ! S

G>J CR44anti mENTPD1 CR45 anti mENTPD?2 5441 anti hENTPD?2

I

TL) Hek-Zellen/mENTPD6 Hek-Zellen/mENTPD5 Hek-Zellen/hENTPD5
CR46 anti mENTPD6 CR47 anti mENTPDS 5446 anti hENTPD5

Praimmunserum — Immunserum

Abb. 24: FACS-Analysen an transient transfizierten HEK-Zellen zur Untersuchung der

Reaktivitat der ENTPD spezifischen Immunseren.  Zur FACS-Analyse wurden HEK-Zellen mit
Expressionskonstrukten fiir die ENTPD-Reihe transient nach JetPei transfiziert. Danach erfolgte
die Anfarbung mit dem jeweiligen gegen das spezielle ENTPD-Konstrukt gerichteten
Immunserum in einer Verdinnung von 1:800. Ein PE-konjugierter anti-Kaninchen I1gG
Antikoérper markiert den Erstantikdrper fir die FACS Analyse (graue Linie: Praimmunserum,

schwarze Linie: Immunserum).

Die erzielten Ergebnisse der Reaktivitat der Imneueis in der FACS Messung lassen
sich mit denen in der Immunfluoreszenz-Analyse hgthen, denn auch hier gibt es
Ungleichheiten im Hinblick auf die Bindungsfahigkder Immunseren, bedingt durch
die unterschiedliche Membrantopographie der Anggemie membranstandigen
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Enzyme ENTPD1 und ENTPD2 wurden von ihren jewerligentikdrpern, dem CR44

antt MENTPD1, CR45 anti mMENTPD2 und 5441 anti hENZRyut erkannt und gaben
das beste Signal in der FACS Messung. Das SignmahdoR46 anti mMENTPD6 war

wie in der Immunfluoreszenz etwas schwéacher, da BHIPD6 von der Zelle

sezerniert werden kann. Eine Oberflachenanfarbwrg ENTPD5 mittels CR47 anti

MENTPD5 bzw. 5446 anti hENTPD5 war auch in der Dbflosszytometrie nicht

maoglich.

In einer weiteren Untersuchung wurde getestet,gutedas Immunserum K2G und der
Antikorper V5 mit den unterschiedlichen hENPP2-Komgen im FACS reagierten

(Abb. 25).

Hek.T-Zellen
pcDNA3.1/hENPP2

Hek.T-Zellen
P38tm/hENPP2

Hek.T-Zellen
HA.CD38tm/hENPP2

<
©
N
o) h
N i s #
° L ; . - :
2 V5 anti V5-Epitop V5 anti V5-Epitop VS anti V5-Epitop
©
[}
| -
Hek.T-Zellen Hek.T-Zellen Hek.T-Zellen
I pcDNA3.1/hENPP2 P38tm/hENPP2 HA.CD38tm/hENPP2

K3G anti hENPP2

K3G anti FENPP2 K3G anti hENPPS

— [NMUNSErUM Praimmunserum = = =Kontrolle

Abb. 25: FACS-Analysen an transient transfizierten HEK-Zellen zur Untersuchung der
ENPP2 Konstrukte. Zur FACS-

Analyse wurden HEK-Zellen mit den entsprechenden Expressionskonstrukten transient

Reaktivitdst von K2G und V5 gegen unterschiedliche h

transfiziert. Danach erfolgte die Anfarbung mit den Antikdérpern in einer Verdiinnung von 1:800.
Ein PE-konjugierter anti-Kaninchen bzw. anti-Maus-IgG Antikdrper markiert den Erstantikérper
fir die FACS Analyse (graue Linie: Praimmunserum, gestrichelte Linie: Negativkontrolle,

Anfarbung mit PBS, schwarze Linie: Immunserum).
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Der V5-Antikorper von der Firma Invitrogen stammisader Maus und richtet sich
gegen das synthetische V5-Epitop. Bevor man hEN#FPeh das Immunserum K2G
selbst detektieren konnte, geschah dies Uber detay/SDafir wurde die Sequenz fir
das V5-Epitop in das P38tm.hENPP2 Konstrukt inegries wurden HEK-Zellen

transient mit den unterschiedlichen hENPP2 Konstrukransfiziert und mittels FACS
analysiert. Der anti V5 Antikorper reagierte wiavartet nur mit Zellen, die mit dem
P38tm.hENPP2 Konstrukt transfiziert gewesen warén. den anderen beiden
Expressionsvektoren gab es keinen V5-tag. K2G atkawie in der Immunfluoreszenz
auch die beiden in der Membran verankerten hENPBB&sKukte. Die mit dem

pcDNA3.1.hENPP2 Konstrukt transfizierten Zellen esererten das Enzym, daher

konnte dieses durch die Oberflachenanfarbung m@é Kzht sichtbar gemacht werden.

3.2.3 Untersuchungen der ENTPD-spezifischen
Immunseren mittels Western Blot Analysen an

transient transfizierten HEK-Zellen

Wie in der Einleitung bereits beschrieben, istidienunisierungsstrategie mittels DNA-
Vakzinierung darauf ausgerichtet, Antikorper zueeigen, die ihre Antigene in ihrer
natirlichen dreidimensionalen Konformation erkenries stellte sich daher die Frage,
ob diese Immunseren auch in Western-Blot Analysegesetzt werden kdonnen.

In SDS-PAGE/Western Blot Analysen werden die Amigevor allem durch Wirkung
des starken ionischen Detergens SDS (Na-Dodecyhtpudlenaturiert. Zusatzlich
werden Disulfidbriicken durch den Einsatz des Redng&mittels DTT (Dithiothreitol)
gespalten. DTT (auch als Clelands Reagenz bekdgitd}] sich vom Zuckeralkohol
Threit oder Threitol ab. Es verhindert die Oxidation Sulfhydryl-Gruppen (SH-) zu
Disulfidbriicken durch Luftsauerstoff, und tragt dech dazu bei, die Faltung von
Proteinen, deren Struktur durch Disulfidbriickerb#isiert wird, zu zerstéren. Um die
natlrliche Konformation der Proteine mdglichst lstan erhalten, wurden die Western
Blot Analysen daher vorwiegend unter nicht rediemelen Bedingungen durchgefthrt,
entsprechend ohne DTT-Zusatz.

Abb. 26 zeigt die Reaktivitat der Immunseren im Westerot Bl
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Abb. 26: Untersuchung der Reaktivitat der ENTPD spe  zifischen Immunseren im Western

Blot. Verwendet wurden daflir Ganzzelllysate aus transient transfizierten HEK.T Zellen mit den
jeweiligen Konstrukten fir murines (m) oder humanes (h) ENTPD1,2,5,6. Untransfizierte Zellen
wurden zur Kontrolle verwendet. Die Immunseren wurden in einer Verdiinnung von 1:500

eingesetzt. Als 2. Antikdrper wurde der Esel anti-Kaninchen (HRP) verwendet.

Auch im Western Blot als Untersuchungsmethode diessich die membranstandigen
ENTPD1 und -2 mittels der entsprechenden Immunsgtemachweisen. Besonders
kraftig reagierte der CR44 anti mENTPD1 mit sein@ntigen, so dass in folgenden
Versuchen eine hohere Verdinung dieses Antikorpargesetzt werden sollte. Die
Immunseren CR45 anti mENTPD2 und 5441 anti hENTRBRten jeweils eine

spezifische Proteinbande, die der erwarteten Pigriésse ihres jeweiligen Antigens in
etwa entsprach. Abgeleitet von der primaren Strukind der deglykosylierten Form
betragt die molekulare Masse der Enzyme etwa SKEBE80(Christoforidis, Papamarcaki
et al. 1995). 70-80 kDa betragt sie bei den glykeggn Enzymen nach heterologer
Expression in z.B. CHO-Zellen (Wang, Rosenberglefi@7; Nagy, Knowles et al.

1998; Smith and Kirley 1998; Heine, Braun et al99p Da in der ersten Western Blot
Analyse CR47 sein Antigen mENTPDS5 nicht erkannterden im folgenden Versuch
Zelllysate von unterschiedlichen mit mENTPDS5 transitransfizierten Zellen auf das
Gel geladen. Desweiteren wurde hier die Reaktivil@#s Immunserums unter
reduzierenden und nicht reduzierenden Bedingungegiighen. Sowohl in der Western

Blot Analyse mit DTT, als auch in der ohne DTT ktenmENTPD5 durch seinen
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Antikorper CR47 angefarbt werden. Dahingegen kanftENTPD5 und mENTPD6
mittels der verwendeten ADAPINCs (5446 anti hENTRDB CR46 anti mENTPD6)
weder unter reduzierenden noch unter nicht redemdsn Bedingungen detektiert
werden. Um zu Uberprifen, ob die sezernierten ErzENTPDS5 und ENTPD6 im
Zelliberstand von den ADAPINC Antikorpern erkanrgrden, wurden diese ebenfalls
auf das Gel geladen. In den Zelliberstanden konmiérdings keine positiven

spezifischen Banden nachgewiesen werden (hier gezdigt).

3.3 Endogene Expression von ENTPDs auf etablierten

Zelllinien und primaren Zellen

Mitglieder der ENTPDs kommen auf einer Vielzahl saviedener Zellen in
unterschiedlichen Geweben im Organismus von Séargetivor. Um festzustellen, auf
welchen Zellen die ENTPDs natirlicherweise expritmieerden, wurden die von mir
charakterisierten Immunseren eingesetzt, um muuing humane Zelllinien, sowie
primare Milzzellen aus der Maus mittels FACS-Analygu untersuchen. Fir das
Screening der Zelllinien wurden dabei die ADAPINCR44 (erkennt mENTPD1),
CR45 (erkennt mMENTPD2), CR46 (erkennt mMENTPD6) badl (erkennt hENTPD2)
eingesetzt. Die Immunseren CR47 und 5446 gegesatasnierte murine bzw. humane
ENTPDS5 wurden nicht verwendet, weil diese, wie iR.3 gezeigt, ihr Antigen mittels
FACS Analyse nicht erkannten. Die Ergebnisse dgré&ssionsanalysen an Zelllinien
sind in der tab. 7) zusammengefasst. Dort sind alle untersuchterirdeti aufgelistet
und bei spezifischer Reaktion mit den ADAPINCs miitem ,+* gekennzeichnet. Ein
in Klammern gesetztes Pluszeichen ,(+)“ bedeutassdentweder nur eine auf3erst
schwache Farbung zu erkennen war oder eine unsobEfReaktion stattgefunden hat,

beispielsweise wenn eine Farbung auch mit dem Pramserum erfolgte.
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Tab. 7: Untersuchung von etablierten Zelllinien auf natirliche Expression von mENTPD1,
2, 6 und hENTPD2. Finf Maus- und sechs Human-Zelllinien wurden auf endogene Expression
von ENTPDasen im FACS getestet. Im Screening wurden die verfligbaren anti-ENTPD-

Antikorper jeweils in einer Verdiinnung von 1:100 zur FACS-Farbung eingesetzt.

Zelllinie CR44 CR45 CR46 5441
antimENTPD1 | anti mENTPD2 | anti mENTPDG6 | anti hRENTPD2
A 20 ) (+) ) +)
® 5 DO 11.10 ) @
S £ |MD 27 +
= N [RaW f ) ® ®
Yac HH +)
c HEK.CS
E |re= (+) (+) (+) ++
E) Jurkat
% K 562 @
g LNCaP (+) (+) (+) "
L |THP-1

3.3.1 Analyse der ENTPD-Expression auf humanen

Zelllinien

Das Serum 5441 wurde eingesetzt, um sechs im bhadrfiigbare humane Zelllinien
auf die Expression von ENTPD2 zu untersuchen. Atstkollen wurden die Seren
CR45 (anti mENTPD2, kreuzreagiert mit humanem ENZPDInd CR44 (anti
MENTPDL1, keine Kreuzreaktion mit humanem ENTPD#&nth als Negativkontrolle)
eingesetzt.

Wie in Abb. 27 zu sehen ist, reagierte das Serum am starkstedemiZelllinie HelLa,
einer humanen Zervixkarzinom-Zelllinie. Eine wed#tempositive Expression von
hENTPD2 konnte auf den LNCAP Zellen, die aus eirf@rostatakarzinom aus dem
supraklavikularen Lymphknoten eines 50 Jahre akemnes stammen, festgestellt
werden. Die Anfarbung mit 5441 war hier allerdiregavas schwécher. Eine fragliche
Reaktion zeigte 5441 mit den K562 Zellen, einerllidgd, die aus einer humanen
chronisch myeloischen Leukéamie abgeleitet wurde.adlen mit Serum 5441 positiv
reagierenden Zelllinien war die Reaktivitat mit degegen murines ENTPD2
gerichteten CR45 deutlich schwécher, teilweisergant festzustellen. Dies mag daran
liegen, dass die Bindung an die kreuzreagierendpiiofie insgesamt schwach

ausgepragt ist, so dass sie zwar in einem Systerforéerten Uberexpression sichtbar
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wird, aber unter den Bedingungen der normalen esiderg Expression nicht festgestellt
werden kann. Alternativ ist es auch maoglich, dasskteuzreagierenden Epitope in den
endogen exprimierenden Zelllinien z.B. aufgrund  ewsthiedlicher
Glykosylierungsmuster im Vergleich zu transfiziertdEK-Zellen, verdeckt sind.

Auf den tbrigen getesteten humanen Zelllinien kerk@ine endogene Expression von
hENTPD2 dargestellt werden. Untersucht wurden dalneier anderem die T-
Lymphomzelllinie Jurkat, die embryonale Nierenzeit HEK.CS und die AML-
Zelllinie THP-1.
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Abb. 27: Untersuchung von etablierten Zelllinien au  f natirliche Expression von humanen

ENTPDs (reprasentative FACS-Analyse). Sechs humane Zelllinien wurden auf endogene
ENTPD2 -Expression im FACS getestet. Im Screening wurden die verfugbaren ADAPINCs
jeweils in einer Verdinnung von 1:100 zur FACS-Farbung eingesetzt, gefolgt von dem PE
konjugierten Zweitantikorper. Als Negativkontrollen wurden Praimmunserum und PBS

verwendet.
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3.3.2 Analyse der ENTPD-Expression auf murinen

Zelllinien

Um eine spezifische Anfarbung mit dem jeweiligenmionserum zu Uberprifen,
wurden zum einen das jeweilige Praimmunserum un8 @@l zum anderen das gegen
das humane ENTPD2 gerichtete Immunserum 5441 atmtiN&ontrolle eingesetzt.
Hierbei ist zu beachten, dass, wie unter (3.2.beéychrieben, CR45 anti mENTPD2
und 5441 anti hENTPD2 mit dem Orthologen der Mamw.bdes Menschen eine
Kreuzreaktivitat zeigten und somit das Immunserum4l5 nur bedingt als
Negativkontrolle angesehen werden kann. Eine Raakier getesteten murinen Zellen
mit 5441 anti hENTPD2 war also moglich, wenn di@sdlen auch mit CR45 anti
MENTPD2 reagierten.

Bei den untersuchten murinen Zelllinien liess sitlr eine einzige Reaktivitat mit
grof3er Sicherheit feststellen: die MD27 Zellen,eeiirT-Hybridomzelllinie aus der
Maus, reagierten mit CR46 (anti mENTPDG6), jedocht keéinem der anderen
eingesetzten Seren oder den eingesetzten Negattigken (Abb. 28). Bei den A20
Zellen, B-Lymphomzellen aus der Maus, handelt esh swahrscheinlich um
unspezifische FACS-Farbungen, weil diese Zellen ocddwmit dem CR44 (anti
MENTPD1) als auch mit allen anderen eingesetztemunseren inklusive dem
Praimmunseren reagierten, welches als Negativkilmteingesetzt wurde. Die murine
Makrophagen-Zelllinie RAW zeigte, vermutlich aufgcu der Expression von Fc-
Rezeptoren, ebenfalls ein hohes MalR an unspeafisé&nfarbungen. Einen etwas
deutlicheren Unterschied gegeniber der Anfarburtgdem Praimmunserum zeigt die
Reaktion mit CR44 (anti-mENTPD1). Weitere Kontrallsind jedoch notwendig, um
die Spezifitat dieser Anfarbung zu bestatigen. Biclevache Reaktion liel3 sich bei den
von einem MLV-transformierten T-Lymphom abstammendéAC.HH Zellen mit
CR46 (anti mMENTPDG6) darstellen. DO11.10-Zellen sird@-Hybridomzellen aus der
Maus und wurden nur unspezifisch mit CR46 (anti MBR6) und 5441 (anti
hENTPD2) angefarbt.
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Abb. 28: Untersuchung von etablierten Zelllinien au  f natirliche Expression von murinen

ENTPDs (reprasentative FACS-Analyse). Funf murine Zelllinien wurden auf endogene
ENTPD1, 2 und 6-Expression im FACS getestet. Im Screening wurden die verfligbaren
ADAPINCs jeweils in einer Verdiinnung von 1:100 zur FACS-Farbung eingesetzt, gefolgt von
dem PE konjugierten Zweitantikbrper (schwarze Linie). Als Negativkontrollen wurden

Praimmunserum (graue Linie) und PBS (gestrichelte Linie) verwendet.
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3.3.3 Analyse der ENTPD-Expression auf primdren

murinen Milzzellen mittels FACS-Analysen

Die Ektonukleotidasen beeinflussen, wie in der &tohg beschrieben, durch den
Abbau von Nukleotiden die Aktivitdt von P2X7 Punapeptoren und anderen
Rezeptoren im Organismus und spielen somit untderam eine wichtige Rolle im
Immunsystem und in der Funktion der regulatorischiefellen (Tregs). Mittels FACS-
Analyse sollte ermittelt werden, welche unterscloben Leukozytenpopulationen die
ENTPD1 auf ihrer Zelloberflache exprimieren. Um d#®pulationen voneinander
abzugrenzen, wurden frisch praparierte Milzzelleih verschiedenen T-Zell-Markern
(CD3, CD4, CD8, CD25), mit dem B-Zell-Marker B22Qynd mit anderen
Leukozytenmarkern (CD11b, CD38, CD62L, CD69 und PRXxowie mit CR44 (anti-
MENTPD1) gefarbt.

Fur die Auswertung wurden einzelne Zellpopulatioaefgrund ihrer morphologischen
Eigenschaften (Vorwérts- und Seitwarts-Scatter; (¥8raund Granularitat) bzw. der
Expression von Oberflachenmarkern definiert unceim Gate eingeschlossen. Dabei
wurden jeweils unstimulierte Milzzellen verglichenit solchen, die Gber Nacht mit
50ug ConA stimuliert wurden. ConA ist ein pflanzlichesktin aus der Jackbohne

(Canavalia ensiformis), das T- und B-LymphozytenRroliferation stimuliert.

3.3.3.1 Analyse der ENTPD1-Expression auf B- und T-

Lymphozyten und natlrlichen Killerzellen

Wie schon beschrieben, kommt ENTPD1 auf einer ¥@lzvon unterschiedlichen
Zellen des Immunsystems vor. So konnte ENTPD1 mifeHdes eingesetzten
ADAPINCs CR44 auf den drei definierten Zellsubp@idnen (T-Zellen, B-Zellen,
NK-Zellen) nachgewiesen werdembb. 29.) Nahezu alle B-Lymphozyten exprimietren
ENTPD1 auf ihrer Zelloberflache. Desweiteren waB@fbo der natirlichen Killerzellen
(NK) und 35% der T-Lymphozyten ENTPD1 positiv. N&8timulation der Zellen mit
ConA, ein Mitogen konnte vor allem eine Zunahme Bepression von ENTPD1 auf
den T-Zellen nachgewiesen werden. Bei den NK-Zelikeb diese so gut wie gleich
und bei den B-Zellen nahm die Expression etwasA#b Kontrolle fur die Spezifitat
von CR44 wurden die Zellen mit dem Praimmunserugetirbt. Dieses zeigte keine

Reaktion mit den untersuchten Milzzellen.
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Abb. 29: Analyse der endogenen ENTPD1 Expression au f primaren murinen Milzzellen.
Zur Definition der Lymphozytenpopulationen wurde zundchst aufgrund der Scatter-
Eigenschaften ein Analyse-Gate auf die Lymphozyten gesetzt (linke Spalte). Innerhalb dieses
Gates wurden T- Lymphozyten (CD3+/B220-) und B- Lymphozyten (CD3-/B220+) definiert. Die
verbleibenden CD3-/B220- Lymphozyten wurden hier als natirliche Killerzellen (NK-Zellen)
definiert. Eine ENTPD1-Expression ist auf T- und B- Lymphozyten, sowie auf den NK-Zellen
erkennbar. Nach der Stimulation mit ConA (untere Reihe) steigt die ENTPD1-Expression auf
den T- Zellen, wohingegen sie bei den NK-Zellen gleich bleibt und bei den B-Zellen etwas
abnimmt. Als Negativkontrolle wurden die Milzzellen mit dem Praimmunserum angefarbt (obere
Reihe).

3.3.3.2 Analyse der ENTPD1 Expression auf T-Lymphozyten

Aufgrund der Anfarbung mit CD3 und CD4 wurden dieLymphozyten weiter
eingeteilt in CD3+/CD4+ Zellen (T-Helferzellen) unth CD3+/CD4- Zellen
(zytotoxische T-Zellen). Auf beiden T-Zellsubpopidaen konnte ENTPD1 auf der
Zelloberflache nachgewiesen werden, wobei sichdeei CD4-, zytotoxischen Zellen
ein Kontinuum von negativen, schwach positiven poditiven Zellen zeigtapb. 30).
Diese ENTPD1 Expression wird nach der ConA-Stimomatauf der gesamten
Zellpopulation hochreguliert. Bei den CD4+ T-Helelten ist eine Subpopulation von
ENTPD1-positiven Zellen abzugrenzen. Ein Teil diepesitiven Zellen entspricht
wahrscheinlich den regulatorischen T-Zellen (Tre@s¢ ENTPD1 Expression auf den

T-Helferzellen scheint nach Stimulation mit ConAeitwa gleich zu bleiben, betrachtet
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man allerdings die vorher gut abgrenzbare Subptipnlavon ENTPD1 positiven
Zellen, sieht es so aus, als ob auch hier die ENFFBKpression hochreguliert wurde.
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Abb. 30: Analyse der endogenen ENTPD1 Expression au f primaren murinen T-
Zellsubpopulation aus der Milz.  Aufgrund der Anféarbung der Milzzellen mit CD3 und CD4
wurden die T-Lymphozyten als T-Helferzellen (CD3+/CD4+) oder zytotoxische T-Zellen
(CD3+/CD4-) definiert und in entsprechende Gates eingeschlossen. Die Expression von
ENTPDL1 ist auf beiden T- Zellsubpopulationen erkennbar. Nach der Stimulation mit ConA steigt
die ENTPD1-Expression deutlich auf den CD8+ T-Zellen und auch die vorher abgrenzbare
Subpopulation von mMENTPD1-positiven CD4+ T-Zellen scheint eine einheitlichere,

hochregulierte mMENTPD1 Expression aufzuweisen.

3.3.3.3 Analyse der endogenen ENTPD1 Expression auf primaren
murinen CD4"/CD25" -Lymphozyten

In der Abbildung 31 sieht man, dass ein Teil derTBR1 positiven CD4+ T-
Helferzellen auch CD25 positiv sind, und dass vilena nahezu alle COACD25
doppelt positiven Lymphozyten, eine positive Expr@s von ENTPD1 auf ihrer
Zelloberflache zeigempb. 31). Die Markerkombination CD4+/CD25+ in einer naiven
Maus ist typisch fur die Population der regulatdien T-Zellen (Tregs). Nach der
Stimulation der Zellen mit ConA steigt zum einen e diExpression des
Aktivierungsmarkers CD25 auf den CD4+ Zellen erwagsgemal an, zum anderen
steigt auch die Expression von ENTPD1 auf diesed0D25+ doppelt postitiven
Lymphozyten.
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Abb. 31: Analyse der endogenen ENTPD1 Expression au  f priméren murinen CD4+CD25+-
Lymphozyten. Fur die FACS-Analysen wurden je 1*10’ Zellen nach Inkubation mit oder ohne
ConA mit CR44 anti mENTPD1 (1:400), anti mCD4 APC (1:100) und anti mCD25 FITC (1:100)
und anti rabbit PE (1:100) gefarbt.

3.3.3.4 Analyse der ENTPD1 Expression auf primaren murinen

Makrophagen

CD11b (Mac-1) ist ein Zelloberflachenprotein aufkvtgphagen und wird als Marker
fur diese Zellpopulation genutzt. Wie in der Abbifdy 32 dargestellt, weisen fast alle
CD11b positiven Zellen ENTPD1 auf ihrer Zellobecfié auf Abb. 32). Nach der

Stimulation mit ConA nimmt die Expressionsrate VBNTPD1 allerdings etwas ab,
wobei zu beachten ist, dass die Zellzahl nach merbation mit ConA tber Nacht und

die Anzahl der CD11b positiven Zellen insgesamtigemngeworden ist
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Abb. 32: Analyse der endogenen ENTPD1 Expression au f primaren murinen
Makrophagen aus der Milz. Aufgrund der Anfarbung der Milzzellen mit CD3 und CD11b
wurden die CD3+/CD11b-Zellen als T-Zellen und die CD3-/CD11b+ Milzzellen als Makrophagen
definiert und in entsprechende Gates eingeschlossen. Etwa die Halfte der T-Zellen und nahezu
alle Makrophagen sind ENTPD1 positiv. Nach der Stimulation mit ConA nimmt die ENTPD1-
Expression auf den T-Zellen etwas zu. Die Zahl der Makrophagen und ihre Expression von
ENTPDL1 sinken nach der Behandlung mit ConA.

3.3.3.5 Koexpression von ENTPD1 mit CD38
CD38 ist ein Ektoenzym mit NADase, ADPR-Zyklasewge cADPR-Hydrolase-

Aktivitaten. Es kommt beim Menschen auf einer Véglzvon Immunzellen, wie CD4+
und CD8+ T-Zellen, B-Zellen und NK-Zellen vor. Iredimmundiagnostik gilt CD38
als ein Marker fir aktivierte T-Zellen, und wirdsaDifferenzierungsmarker von B-
Zellen genutzt. Dieabb. 33 zeigt, dass nahezu alle B-Zellen (definiert als3ca2llen)
ENTPD1 auf ihrer Zelloberflache exprimieren. Diemsnt mit der ENTPD1
Expression der B220 angefarbten B-Lymphozyten ibilllong 29 tberein. Nach der
Stimulation mit ConA nimmt die ENTPD1 Expressionvas ab. Bei den CD38+ T-
Zellen (CD3+/CD38+) konnte ENTPD1 ebenfalls auf delloberflache nachgewiesen
werden. So sind alle CD38 positiven T-Zellen aubiBD1 positiv. Durch Stimulation
der Zellen mit ConA exprimierten die CD3+ T-Zelleam einen mehr CD38 und zum
anderen stieg die Expression von ENTPD1 auf den#BCi338+ Zellen an.
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Abb. 33: Analyse der endogenen ENTPD1 Expression au f primdren murinen CD38+
Zellen aus der Milz. (A ) Aufgrund der Anfarbung der Milzzellen mit CD3 wurden die CD3+
Zellen als T-Zellen und die CD3- Zellen als B-Zellen definiert und in entsprechende Gates
eingeschlossen. Diejenigen T-Zellen, die CD38 exprimieren, besitzen auch ENTPD1 auf ihrer
Oberflache. Nach Stimulation mit ConA nimmt die Anzahl der CD38+/ENTPD1+ doppelt
positiven T-Zellen zu. Nahezu alle B-Zellen sind CD38+/ENTPD1+ doppelt positiv. (B) Das linke
Histogramm zeigt die Zunahme der CD38 Expression, das rechte die Zunahme der ENTPD1
Expression auf den hier definierten T-Zellen nach Stimulation mit ConA.

3.3.3.6 Koexpression von ENTPD1 mit CD62L

CD62L ist ein Zelloberflachenprotein, das auf ruthesm T-Zellen nachgewiesen werden
kann und dessen Expression bei aktivierten T-Zelmammmt. So ist auch ibb. 34 zu
sehen, dass die Zahl der CD62L positiven T-Zellanhnder Stimulation mit ConA
kleiner wird. In Einklang mit den oben dargestelltergebnissen zeigt sich auch hier,

dass die ENTPD1-Expression auf aktivierten, als®@ZlBnegativen Zellen, besonders
hoch ist.
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Abb. 34: Analyse der endogenen ENTPD1 Expression au f primaren murinen CD62L+
Zellen aus der Milz . Aufgrund der Anfarbung der Milzzellen mit CD3 wurden die CD3+ Zellen
als T-Zellen und die CD3- Zellen als B-Zellen definiert und in entsprechende Gates
eingeschlossen. Die Expression von CD62L ist auf den ruhenden T-Zellen grésser als auf den
durch ConA aktivierten T-Zellen. Die untersuchte ENTPD1 Expression ist unabhangig von der
CD62L Expression.

3.3.3.7 Koexpression von ENTPD1 mit CD69

CD69 ist ein klassischer Aktivierungsmarker. Ercheet sich dadurch aus, dass seine
Expression nach Stimulierung friih und schnell heguliert wird. Sowohl auf den T-
Zellen, als auch auf den B-Zellen nimmt die Anz@énl CD69 positiven Zellen nach der

Stimulation mit ConA zu.

3.3.3.8 Koexpression von ENTPD1 mit P2X7

P2X7 konnte auf den hier untersuchten Milzzellenr mu sehr geringem Malde
nachgewiesen werden. Allerdings zeigt di®. 35, dass die wenigen B- und T-Zellen,
die hoher positiv fur P2X7 sind, auch ENTPD1 aukihZelloberflache exprimieren.

Eine Aussage daruber, wie sich die Expression vNTHD1 und P2X7 nach

Stimulation mit ConA veréndert, ist aufgrund deriggen positiven Zellzahl schwierig.
Zur Anfarbung der Zellen wurde der monoklonale Rdtper Ratte-anti-Maus P2X7 /
RH23-A44 verwendet.

97



Ergebnisse

T-Zellen B-Zellen
36% | . 5% 93% .- 2%
<é T-Zellen e
< 2
Qo [
C
= prd
[e) L
€
A
55%
<
C
o
)
*x
=
BERE e i 49
—> FSC >  mP2X7

Abb. 35: Analyse der endogenen ENTPD1 Expression au  f primdren murinen P2X7+ Zellen
aus der Milz. Aufgrund der Anfarbung der Milzzellen mit CD3 wurden die CD3+ Zellen als T-
Zellen und die CD3- Zellen als B-Zellen definiert und in entsprechende Gates eingeschlossen.
Es geht hervor, dass diejenigen B- und T-Zellen, die P2X7 positiv sind, auch ENTPD1 auf ihrer
Oberflache exprimieren.

3.4 Analyse der Enzymaktivitaten von ENPPs

Dieser Teil meiner Arbeit widmet sich der genauefemalyse der enzymatischen
Aktivitaten der einzelnen Familienmitglieder der ERs und wie sie sich in diesen
Aktivitaten unterscheiden. Es soll vor allem diede geklart werden, ob ENPPs als
Gegenspieler von ARTs agieren, indem sie das Satb§#D spalten oder die ADP-
Ribosylierung von Proteinen teilweise riickgangigch@an durch Abspaltung von AMP
unter Zurucklassung eines Phosphoribose-Restaisb. (7). Hierfur wurden
unterschiedliche Untersuchungsmethoden, wie FAC8hSen, ELISA und

Dunnschichtchromatographien angewandt.

3.4.1 Untersuchung der potenziellen NADase Aktivitat von
hENPP2 in transient transfizierten HEK.T-Zellen

mittels Diinnschichtchromatographie

Wie in der Einleitung schon beschrieben, kann esMmkommen von NAD im
Extrazellularraum zur ADP-Ribosylierung von Pro&indurch die Aktivitat der ADP-
Ribosyltransferase-2 (ART2) kommen. Die ADP-Ribasying von P2X7 durch ART2
fahrt bei naiven T-Lymphozyten zum NAD induziertgelltod, der vermutlich einen

regulatorischen Mechanismus des Immunsystems tard¥bosphodiesterasen wie
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ENPP2 sind theoretisch in der Lage, NAD zu spaltemd konnten daher
moglicherweise auch ADP-Ribosylreste von Proteiden Zelloberflache entfernen.
Damit kdnnten sie als Gegenspieler von ART2 Eisflagf das Immunsystem nehmen.
Um eine mogliche NADase Aktivitdt von ENPP2 zu dtehtn, wurden HEK.T-Zellen
mit hENPP2-Konstrukten transfiziert. Zwei Tage naeh transienten Transfektion mit
den Konstrukten pc.DNA3.1/hENPP2 (sezernierte  FprmiP38tm/hENPP2
(membranverankerte Form) oder EGFP als Negativebatwurden je 1x19Zellen mit
0,5uci**P NAD in 1pM ,kaltem* NAD fiir 30min inkubiert. Antiessend wurden je
10ul des Zelliberstands auf Dinnschichtchromatdpeaplatten geladen. Als
Positivkontrollen wurden eine NADase und eine Phosesterase aus Schlangengift
eingesetztAbb. 36).

&
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Abb. 36: Analyse der NADase Aktivitat in HEK.T-Zell  en transient transfiziert mit hENPP2

mittels DUnnschichtchromatographie. 2 Tage nach der transienten Transfektion der HEK.T-
Zellen mit pcDNA3.1/hENPP2, P38tm/hENPP2 und EGFP (Kontrolle) wurden 1x10° Zellen in
100ul RPMI mit 1uM ,kaltem* NAD und 0,5uCi ¥2p NAD fiir 30min bei 37T inkubiert. Nach dem
Abzentrifugieren wurden 10ul vom Zelliiberstand auf die TLC-Platte geladen, sowie 1ul NADase
(0,5U) in 100ul RPMI pur und 1ul Phosphodiesterase (PD 1%) aus S.V. (Schlangengift, snake
venom) in 100 ul RPMI pur als Positivkontrolle und 1ul NAD in 100ul RPMI pur. Die Platte
wurde fir 5min in 1M Essigséaure bzw. fir 20-30min in 0,9M Essigsaure + 0,3M Lithiumchlorid

gestellt.
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Wie erwartet, setzten die Positivkontrollen, namliadie NADase und die
Phosphodiesterase aus dem Schlangengift, NAD um.nidi hENPP2 transfizierten
Zellen verhielten sich allerdings genauso wie dig der Negativkontrolle EGFP
transfizierten Zellen. Eine NADase Aktivitat von NEP2 konnte somit nicht

nachgewiesen werden.

3.4.2 Analyse der De-ADP-Ribosylierungsaktivitat von
ENPPs

Um zu Uberprufen, ob die ENPPs in der Lage sind, AIDP-Ribosylierung von
Proteinen rickgangig zu machen, wurden CHO.NODeZellerwendet, die stabil mit
der ART?2 transfiziert sind. Diese wurden einen hagh der transienten Transfektion
mit den jeweiligen ENPP Konstrukten fur 30min b&°G mit 25uM etheno-NAD
(eNAD) inkubiert, um die Zelloberflachenproteine ZDP-ribosylieren. Noch l6sliches
eNAD wurde durch zweimaliges Waschen mit DMEM Mexdipur entfernt und die
Zellen nach Omin, 30min, 60 min und 120min auf gestellt. Um das Ausmal’ der
Oberflachen-ADP-Ribosylierung zu messen, folgte Andarbung im FACS mit dem
monoklonalen Antikdrper 1G4, der in die Oberflaghereine eingebautes etheno-
Adenosin erkennt. Zusatzlich wurden die Zellen ohfm Immunserum gegen das
entsprechende ENPP angefarbt. Als Negativkontrallarden zum einen CHO.NOD-
Zellen mit mMENTPD1 transfiziert, von dem man keideADP-Ribosylierungsaktivitat
erwartet und zum anderen wurden die CHO.NOD-Zeliig nicht mit eNAD inkubiert
wurden, ebenfalls mittels FACS-Analyse gemesg@h. 37 und Abb. 38 zeigen die
Ergebnisse.

In allen drei Graphen erkennt man, dass bei deterZedie mit eNAD inkubiert
wurden, eine ADP-Ribosylierung der Oberflachenprnagte durch die ART2
stattgefunden hat. Im Gegensatz dazu zeigten @iéeri die nicht mit eNAD inkubiert
wurden, keine Reaktion mit dem Antikorper 1G4. Beiden hENPP2 Konstrukten liel3
sich ein Ruckgang der 1G4 Anfarbung nach 120mitstieléen, was auf eine mdgliche
De-ADP-Ribosylierungsaktivitat dieser Enzyme hinsesi konnte. Betrachtet man
allerdings die Negativkontrolle, die mit mMENTPDArisfizierten Zellen, so war auch

hier eine Abnahme der 1G4 Anfarbung sichtbar.
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Abb. 37: Analyse der De-ADP-Ribosylierungsaktivitat von hENPP2 mittels FACS. Einen
Tag nach der transienten Transfektion mit dem jeweiligen hENPP2 bzw. mENTPD1 Konstrukt
wurden die CHO.NOD Zellen, die stabil mit der ART2 transfiziert sind, fur 30min bei 37C mit
25uM eNAD inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit DMEM Medium pur wurden die Zellen
nach Omin, 30min, 60 min und 120min auf Eis gestellt. Es folgte die Anfarbung im FACS mit
1G4 Alexa (1:100) und dem Immunserum (1:800) gegen das entsprechende ENPP. Als
Negativkontrolle wurden CHO.NOD-Zellen mit mENTPD1 transfiziert (schwarz: Zellen, die nicht
mit eNAD inkubiert wurden; griin: Zellen, die direkt nach der Inkubation mit eNAD auf Eis

gestellt wurden; rot: Zellen, die 120min nach der Inkubation mit eNAD auf Eis gestellt wurden).

Diese Ergebnisse wirden eher fir eine endogene Mre-HRibosylierungsaktivitat der
CHO.NOD-Zellen sprechen. Um dies zu testen, wuideeeneuter Versuch, diesmal
mit mehreren unterschiedlichen ENPPs, durchgefiahit 38).

Dieser bestatigt die Ergebnisse des ersten VersuSbs ist sowohl die ADP-

Ribosylierung der Zielproteine nach der Inkubatimit eNAD bei allen Zellen zu

erkennen, als auch die Abnahme der 1G4 Anfarburap d20min. Dabei ist kein

wesentlicher Unterschied zwischen den ENPPs undn@#¢TPD1 als Negativkontrolle
festzustellen. Zusammengefasst bleibt festzuhalwmss  aufgrund der hohen
endogenen De-ADP-Ribosylierungsaktivitat auf demgesetzten CHO.NOD- Zellen
mit diesem Versuchsaufbau eine zusatzliche De-Ridsylierungsaktivitat durch

ENPPs nicht sicher nachgewiesen werden kann.
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Abb. 38: Analyse der De-ADP-Ribosylierungsaktivitat von hENPP1, 2, 4, 5, 6 mittels FACS

an transient transfizierten CHO.NOD Zellen.  Nach der Inkubation der CHO.NOD Zellen mit
25uM eNAD fir 30min wurden diese zweimal mit DMEM Medium pur gewaschen und nach
Omin, 30min, 60 min bzw. 120min auf Eis gestellt. Es folgte die Anfarbung im FACS mit 1G4
Alexa (1:100) und dem Immunserum (1:800) gegen das entsprechende ENPP. Als
Negativkontrolle wurden CHO.NOD Zellen mit mENTPD1 transfiziert. Bei allen Zellen ist sowohl
eine ADP-Ribosylierung der Oberflachenproteine durch die 1G4 Farbung als auch eine
Abnahme dieser Farbung nach 120min sichtbar. (schwarz: Zellen, die nicht mit eNAD inkubiert
wurden; grin: Zellen, die direkt nach der Inkubation mit eNAD auf Eis gestellt wurden; rot:

Zellen, die 120min nach der Inkubation mit eNAD auf Eis gestellt wurden).

3.4.3 Charakterisierung der Phopshodiesteraseaktivitaten
von ENPPs anhand klassischer ENPP Substrate im

optischen Test

Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit von ENPP1,uRd 3 stellte sich die Frage,
inwieweit sich die Mitglieder der ENPP-Familie inhrén Enzymaktivitaten

unterscheiden, bzw. Gemeinsamkeiten aufweisen. AlielBeobachtung, dass ENPP3
genau wie ENPP2 die Zellmotilitat beeinflusst ([3t3s, Blass-Kampmann et al. 1999),

warf die Frage auf, ob und inwieweit sich die Stdispezifitdten Uberschneiden.
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Die enzymatischen Aktivitdten der ENPPs wurden adhahrer Fahigkeit,
unterschiedliche chromogene Substrate umzusetogmmétrisch untersucht. Anhand
von mit HA.CD38tm.hENPP1 transient transfiziertenEKIT-Zellen und unter
Verwendung von TMP-pNPP als Substrat wurden zundehsnal die optimalen
Pufferbedingungen fir die fotometrischen Tests #efthi Dabei wurde PBS mit
verschiedenen pH-Werten (7,0; 8,0; 8,9), sowie 1Md0mris HCI pH 8,9 eingesetzt.
Weiterhin wurden Zelllysate mit lebenden Zellen @igellen der Enzyme verglichen.
Den starksten Farbumschlag im ELISA zeigten daleiZelllysate im 100mM Tris
HCI pH 8,9 Puffer. Somit wurden weitere Untersudem unter diesen Bedingungen
durchgefuhrt. Nur pNPP wurde im Substratpuffer aete.

Nach der transienten Transfektion von HEK.T-Zellemt hENPP1, hENPP2 und
rENPP3 (jeweils im HA.CD38tm Konstrukt) sowie hENRHENPP5 und hENPP6
(jeweils im EGFP-N1 Expressionsvektor) wurden 1%Aéllen fiir die Herstellung von
Triton X 100 Zelllysaten eingesetzt. Als Negativikkotle diente ein Zelllysat aus
untransfizierten HEK.T-Zellen und dem Substratpuffds Positivkontrolle wurde die
Phosphodiesterase aus Schlangengift eingesetatuieien pNPPP, pNP-TMP, pNPPC
und bis pNPP als Vertreter der klassischen SuldfiiatPhosphodiesterasen ausgewahit
(Abb. 12). Die Zelllysate wurden 2 Stunden bei 37°C mit dgubstraten inkubiert,
wobei alle 15min eine Messung am Fotometer erfolgeEmessen wurde die Hydrolyse
der Substrate durch die Entstehung von p-Nitrophettes eine optische Dichte bei
405nm besitztabb. 39 zeigt die Ergebnisse.
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Abb. 39: Analyse der Substratspezifitat der ENPP1, 2, 3,4, 5und 6 mittels ELISA. Hek.T-
Zellen wurden transient mit hENPP1, hENPP2, rENPP3, hENPP4, hENPP5 und hENPP6
transfiziert. Die Zelllysate von 1x10’ dieser transient transfizierten Zellen wurden mit dem
jeweiligen Substrat (pNPPP, pNP-TMP, bis pNPP und pNP-PC) fiir 2 Stunden bei 37C
inkubiert, wobei alle 15min die optische Dichte bei 405nm am Fotometer gemessen wurde.
(Negativkontrolle:  Puffer und Zelllysat aus untransfizierten Zellen; Positivkontrolle:

Phosphodiesterase aus Schlangengift).

Obwonhl fur die Herstellung der Zelllysate jeweils dleiche Zellzahl verwendet wurde,
lasst sich keine genaue Aussage dartiber machevieiWinzym pro Ansatz eingesetzt
wurde. Daher lasst sich vor allem die Aussage nrgoble das jeweilige Substrat vom
Enzym umgesetzt wurde und nicht wie gut bzw wienstihes abgebaut wurde. pNPPP,
das zu den klassischen ENPP Substraten gezah|tkaind mit Ausnahme von hENPP4
und hENPP5 von allen untersuchten ENPPs umgesetziew. Ein besonders starkes
Substrat war pNP-TMP fur hENPP1 und rENPP3, abensi konnten alle anderen
ENPPs pNP-TMP, wenn auch in schwacherer Form, hysleven. Ein anderes
Substrat, das  klassischerweise  genutzt wird, um e einNukleotid-
Pyrophosphatase/Phopshodiesterase zu pifen ig9NBIB- Dies ist insofern ein

ungewohnliches Substrat, weil es weder ein Nukieatioch ein Lysophospholipid-
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Derivat ist. Alle getesteten ENPPs vermdgen bisNRI hydrolysieren, wobei
rENPP3 und hENPP2 dies anscheinend besonders gitemaEin Produkt bei der
Hydrolyse von bis-pNPP ist pNPP, das in vitro deskisches Substrat der alkalischen
Phosphatase ist. Trotz der strukturellen und kasalyen Ahnlichkeiten zwischen den
ENPPs und der alkalischen Phosphatase, war keinPENPder Lage, pNPP zu
hydrolysieren (in der Abbildung nicht gezeigt). Beg#eren wurde die Enzymaktivitat
an pNP-PC, einem klassischen Substrat fur Phog@sai C, gepruft. Nur hENPP6
konnte dieses abbauen und alle anderen ENPPs wameffektiv. Sogar die
Phosphodiesterase aus dem Schlangengift, die altkeren getesteten Substrate
umgesetzt hat, konnte pNP-Pc nicht hydrolysierenfféllig ist ausserdem, dass
hENPP4 und hENPPS5, die sich strukturell innerhadb ENPP Familie am nachsten

stehen, alle untersuchten Substrate in etwa giark umsetzen.
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4 Diskussion

Die Diskussion der Ergebnisse gliedert sich in dfeile. Als erstes erfolgt die
Darstellung der ADAPINCs und ihrer Fahigkeit, ihntigen in den unterschiedlichen
Untersuchungsmethoden zu erkennen. Der zweite Bedchaftigt sich mit der
Expression der ENTPDs auf murinen und humanenidieli, wobei insbesondere auf
die Expression von ENTPD1 auf den priméren murikiéazellen eingegangen wird.
Desweiteren werden die Funktionen und die Rolle EdiTPD1 und anderer ENTPDs
besprochen. Im dritten Teil werden die unterscicbéh Enzymaktivitditen der ENPPs
und ihre Funktionen eroértert. Zum Schluss werderspg&ktiven fir weiterfihrende
Arbeiten gegeben, die zusatzliche Einblicke in dmeraktionen zwischen den

Ektonukleotidasen erlauben kdénnten.

4.1 ADAPINCs als Werkzeuge zur Charakterisierung von

Ektonukleotidasen

Ektonukleotidasen wie die ENTPDs und die ENPPs Engyme, die, wie man heute
weil3, auf vielen unterschiedlichen Zelloberflachem Gewebearten vorkommen. Die
genauere Untersuchung dieser Enzyme im Hinblick alufe individuellen
Eigenschaften wurde bisher durch das Fehlen vorgmeten Antikbrpern erschwert.
Der Mangel an brauchbaren Antikdrpern lasst sich eerschiedene Ursachen
zurtckfuhren. Zum einen sind einige Mitglieder dreknzymfamilien erst vor kurzer
Zeit durch Homologiesuchen in Gendatenbanken ifigetit worden, sodass noch
keine Werkzeuge verflgbar sind. Zum anderen magGlend darin liegen, dass
Immunisierungen gegen Membranproteine, insbesondelehe, die mehr als eine
Transmembranregion haben, haufig schwierig sindi3eddem ist die Herstellung von
rekombinanten Antikdrpern schwer, weil die korrekialtung héaufig von der
Membranverankerung abhangig ist. Die einfachste hbt ist es, anti-Peptid-
Antikorper zu generieren. Diese kdnnen aber nuregelneare Epitope hergestellt
werden, und erkennen ihr Antigen haufig nur in denaturierten Form. Sie sind somit
geeignet fur Western Blot Untersuchungen, aber miBht fir Immunfluoreszenz-
Analysen, Durchflusszytometrie oder Affinitatschatographien.

In dieser Arbeit habe ich eine Serie von Antiseuerd AntikGrpern untersucht, die
gegen verschiedene Mitglieder der Enzymfamilien @&tonukleotid-Triphosphat-

Diphosphohydrolasen (ENTPDs) und der Ektonukleotidyrophosphatasen/
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Phosphodiesterasen (ENPPs) gerichtet sind. Diesésed&n wurden mit dem
ausdrucklichen Ziel erzeugt, ihre Zielantigene hner nattrlichen dreidimensionalen
Konformation zu erkennen. Daher wurde zu ihrer tédltsng die Methode der
genetischen Immunisierung angewendet. Die genetistimunisierung verbindet die
Einfachheit der Peptid-Immunisierung (direkter Zomgazur Immunisierung aus der
Kenntnis der Sequenz ohne die Notwendigkeit deomddinanten Herstellung des
Proteins) mit dem Vorteil, dass AntikGrper gegers dentigen in seiner nativen
Konformation gebildet werden (Tang, DeVit et al.929 Koch-Nolte, Duffy et al.
1999).

Zunachst war es notwendig nachzuweisen, dass disef®n in der Lage sind, ihre
Zielantigene spezifisch in ihrer nativen Form zkeanen. Da in der Regel keine
gesicherten Informationen Uber die Expression ae$timmten Zellpopulationen
vorlagen, wurde dieser Nachweis anhand spezifistcidem Zielantigen transfizierter
Zellen gefiihrt. Diese Vorgehensweise erlaubte ss#ere Analyse der Spezifitdt der
Antiseren, da die Untersuchung parallel an Zellefillgrt werden konnte, die sich nur
durch die Expression des Zielantigens unterscheitterdiesem System wurde die
Eignung der  Antikérper fir  Immunfluoreszenz  (Mikkopie  sowie
Durchflusszytometrie), als auch fur den Westernt Bidersucht.

Fir die Immunfluoreszenz wurde ein Verfahren eritelic das erlaubte, in einem
einzigen Ansatz die Spezifitat der Antikorperbingumu beurteilen. Da in jedem
Transfektionsansatz auch Zellen dabei sind, dibtriransfiziert wurden, enthalten die
Ansatze ihre eigene Spezifitatskontrolle. Um tremnsfte von nicht transfizierten Zellen
in einem Ansatz unterscheiden zu kénnen, wurdensfimerte Zellen durch Ko-
Transfektion eines in seiner Expression auf denlk&el begrenzten grin
fluoreszierenden Proteins (EGFP) kenntlich gemdgisets wurde dadurch erreicht, dass
das GFP mit dem Kernlokalisationssignal aus demngkmgpitionsfaktor LKLF
fusioniert wurde. Dieses Vorgehen machte es moglighReaktivitat der Antikdrper in
einem einzigen Ansatz mit eingebauter Spezifitatgikdle zu beurteilen, und fihrte
daher zu einer erheblichen Arbeitseinsparung.

Die Tab. 8 gibt einen Uberblick tiber die von mir im Rahmeesdir Arbeit untersuchten
Antikorper, ihre Spezifitat und ihre Eignung fir rsehiedene Anwendungen.
Zusammenfassend ist zu sagen, dass alle der Hier nétersuchten Immunseren gegen
ENTPD1, 2, 5, und 6 ihr Antigen erkannten, wokhiesd Immunseren unterschiedlich

starke Reaktivitdt gegenuber ihrem spezifischenolpgh den verschiedenen getesteten
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Untersuchungsmethoden aufwiesen. Durch den Eindat Praimmunserums als
Negativkontrolle konnte eine unspezifische Bindanggeschlossen werden.

Tab. 8: Ubersicht iiber die von mir untersuchten Ant iseren. Aufgefiihrt sind die in dieser
Arbeit ermittelten optimalen Titer (+++ = sehr gute Reaktion; ++ = gute Reaktion; + = Reaktion

sichtbar; - = keine Reaktion; n.u. = nicht untersucht).

Antikorper Aus Spezifitat Titer in der IFFACS (1:800) WB (1:500)
ENTPD Familie

CR44 Kaninchen = mENTPD1 1:6400 +++ +++ +++
CR45 Kaninchen mENTPD2 1:1600 +++ ++ ++
5441 Kaninchen hENTPD2  1:1600 +++ ++ +

CR46 Kaninchen = mENTPD6 1:400 +++ + -

CR47 Kaninchen mENTPD5 1:200 +++ - +

5446 Kaninchen hENTPD5  1:100 +++ -

ENPP Familie

Kan32 Kaninchen = hENPP2 1:100 +++ n.u. n.u.
K2G Kaninchen = hENPP2 1:200 +++ +++ n.u.
CR65 Kaninchen = mENPP4 1:800 +++ n.u. n.u.
CR66 Kaninchen = mENPP5 1:400 +++ n.u. n.u.
CR67 Kaninchen = mENPP6 1:800 +++ n.u. n.u.

CR44 (ant-mENTPD1) erwies sich als starkstes Imsemm und lieR auch bei
hoéheren Verdinnungen sowohl in der Immunfluoreszexiz auch in der FACS-
Analyse und im Western Blot eine sehr gute Anfarkdidseines spezifischen Antigens
erkennen Abb. 18; Abb. 24; Abb. 26). Als &ahnlich gut stellten sich die beiden
ADAPINCs CR45 und 5441 gegen das murine und hureNiEPD2 dar. Sie konnten
in allen Analysen ihr Antigen erkennen, allerdingg etwas schwacherer Reaktivitat
als CR44 (anti-mENTPD1). Die Reaktivitdt von CR4®t(-mENTPD6), CR47 (anti-
MENTPD5) und 5446 (anti-hENTPD5) war schwieriger beurteilen, da die
Zielantigene ganz oder teilweise von der Membrageapalten werden kénnen oder es
sich von vornherein um sezernierte Proteine handeltdiesen Fallen wurde die
@ioilisierten  Zellen

durchgefuhrt, um das Antigen vor der Sekretionartlular anzufarben. CR47 konnte

Immunfluoreszenz-Untersuchung an fixierten und
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das sezernierte mMENTPDS5 in der intrazellularen Imihuoreszenz-AnalyseAbb. 19)
und im Western BlotAbb. 26) spezifisch detektieren. Keine Anfarbbarkeit, anatht
nach Permeabilisierung der Zellen, zeigte sich ghdion FACS. Die Reaktivitat von
CR46 (anti-mENTPDG6) in der Oberflachenanfarbunghgiin der Immunfluoreszenz-
Analyse der Reaktivitat in der intrazellularen Aabiégng. Nur schwach konnte CR46
sein Antigen im FACS detektieren, wohingegen eindgéfbbarkeit im Western Blot
nicht gezeigt werden konnte. Diese Ergebnisse simdEinklang mit publizierten
Beobachtungen, dass ENTPD6 teilweise in der Zellbotam verankert bleibt und
teilweise von der Zelle sezerniert wird (Robsornvi§@ey et al. 2006). Das Antiserum
5446 gegen das sezernierte hENTPD5 erwies sicéchisachstes der in dieser Arbeit
untersuchten Immunseren. Lediglich in der Immun#saenz-Analyse lie3 es eine
schwache Reaktivitdt mit seinem Antigen erkenneenmwdie Zellen intrazellular
angefarbt wurden. Weder im FACS noch im Westernt Rlannte es sein Antigen
erkennen.

In weiteren Versuchen wurden die (Kreuz-)Reaktteitéder Antiseren gegen orthologe
und paraloge Familienmitglieder untersucht. Alsholdg bezeichnet man einander
entsprechende Gene in unterschiedlichen Speziaspiddeweise mMENTPD2 und
hENTPD2, wahrend die ENTPD Subtypen innerhalb eBeezies einander paralog
sind. Dabei konnte festgestellt werden, dass keleeAntikorper mit dem am néchsten
verwandten Mitglied der ENTPD Familie aus derselb®pezies reagierte. Die
paralogen Familienmitglieder wiesen untereinand=gugnzidentitaten von ca. 40-50%
bzw. 20-30% auf Abb. 3). Die meisten ADAPINCs zeigten zudem keine
Kreuzreaktionen mit den jeweiligen Orthologen deaud, Ratte oder Mensch. Hierbei
betrug die Sequenzidentitét jeweils ca. 80-90%.

Fur zwei Antikérper konnte jedoch eine Kreuzreaktioit dem jeweiligen Orthologen
nachgewiesen werden: CR45 (anti-mENTPD2) und 544ti-GENTPD2) reagierten
jeweils mit ihrem Orthologen in der Immunfluoresze(bb. 20). Humanes und
murines ENTPD2 zeigen eine hohe Sequenzidentit&tdddo. Es ware moglich, dass
die jeweiligen Epitope der beiden Enzyme in einénliéghen dreidimensionalen
Konformation vorkommen Apb. 3). Obwohl zwischen dem humanen und murinen
ENTPDS5 ebenfalls eine hohe Sequenzidentitat von B88teht, zeigten die jeweiligen
Antiseren keine Kreuzreaktion. Eine Erklarung wélass diese beiden Enzyme sich im

zur Erkennung notwendigen Epitop unterscheiden. igs bekannt, dass schon
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Unterschiede von einer einzelnen Aminosaure adsaicum vom Antikorper erkannt
bzw. nicht erkannt zu werden.

Die zweite Enzymfamilie, die in dieser Arbeit naherarakterisiert wurde, war die
Familie der ENPPs. Die Immunseren gegen diese iReptamlich CR65 (anti-
MENPP4), CR66 (ant-mENPP5) und CR67 (anti-mENPP®igten in der
Immunfluoreszenz eine vergleichbare gute Reaktiatich bei hoherer Verdinnung
gegenuber ihrem Epitopifb. 23).

Zwei friher gegen das humane ENPP2 hergestellteutmmaren (Kan32 und K2G)
konnten ihr Epitop in der Immunfluoreszenz erkenfesb. 22). Dies war allerdings
nur dann moglich, wenn dieses durch eine kiunstli€r@nsmembrandoméne in der
Zellmembran verankert war. Bei den ENPPs 1-3 hamdetich im Prinzip um sog. Typ
[I-Membranproteine, bei denen der N-Terminus irgtagar und der C-Terminus
extrazellular liegen. Bei ENPP2 ist die N-terminajg¢osolische Doméane jedoch nicht
ausgepragt und das synthetisierte Pra-Pro-Enzych w@zerniert (Jansen, Stefan et al.
2005). Um die Reaktivitat der Antiseren in der Inmfluoreszenz sichtbar zu machen,
wurde in dem Expressionskonstrukt fir ENPP2 diehhtnale Transmembrandoméane
durch die cytosolische Transmembrandoméne von CGid3§etauscht, einem anderen
Typ-Il Membranprotein. In diesem System zeigte KQiGe bessere Anfarbbarkeit als
Kan32 sowohl in der Immunfluoreszenz als auch inCBA

Keiner der untersuchten Antikdrper gegen die Enzgme ENPP Familie zeigte eine

Kreuzreaktion mit dem jeweiligen Para- bzw. Ortlygo

4.2 ENTPDs, ihre Expressionen und Funktionen

Nachdem ich gezeigt hatte, dass die von mir untatsn Seren ihre Zielantigene auf
transfizierten Zellen spezifisch erkennen konntear es ein wichtiges Ziel meiner
Arbeit, zu untersuchen, ob die Antiseren auch zwaohWeis der endogenen Expression
der Zielantigene auf Zelllinien oder primaren Zelkingesetzt werden konnten. Wie in
der Einleitung beschrieben, sind Ektonukleotidagea die ENTPDs Enzyme, die
aul3erhalb der Zelle Nukleotide wie ATP zu Nukleesithydrolysieren. Nukleotide sind
ubiquitar verbreitete Signalmolekile und dienen imExtrazellularraum der
interzellularen Signalibertragung. Diese Nukleotidd Nukleoside werden von Zellen
entweder im Rahmen des Zelluntergangs oder durshebinoch nicht in allen
Einzelheiten verstandene Mechanismen reguliert gésstzt. Der Effekt der

extrazellularen Nukleotide hangt im Wesentlichemn vidrei Faktoren ab: 1. von
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welchem Gewebe die Nukleotide freigesetzt werdehilrer lokalen Konzentratior2.
der Expression spezifischer Rezeptoren fur dieskekutaren Transmitter und 3. der
Anwesenheit von Ektonukleotidasen, die die zelkil&ntwort durch den schrittweisen
Abbau der Nukleotide zu Nukleosiden modulieren.

Das bisher am besten untersuchte Beispiel furzabietare Signaltbertragung durch
extrazellulare Nukleotide ist ATP. ATP wirkt im ZN&SB. als Neurotransmitter und als
Modulator fur neuronale Erregbarkeit mit toxischaster trophischen Effekten, spielt
allerdings in vielen anderen Geweben ebenfalls &ahtige Rolle, indem es auf
Phanomene wie die Sekretion, die Vasodilatation, Blutgerinnung, die méannliche
Fertilitdt, Schmerz und die Embryogenese Einflugs (Wolonte, Amadio et al. 2003;
Burnstock 2004). Fur die lokale Regulation der &tlularen ATP-Konzentration
stellt die Expression der ENTPD-Familienmitgliedémsbesondere von ENTPD1,
vermutlich den bedeutsamsten Faktor dar. Nachdandie Fahigkeit der ADAPINC-
Antiseren, ihr Zielantigen zu erkennen, am Modahsfizierter HEK-Zellen bestatigt
hatte, habe ich sie daher eingesetzt, um im Latflgbare Zelllinien auf die
Expression von Mitgliedern der CD39-Familie zu ustehen.

Von den untersuchten murinen Zelllinien wies leidiydie Makrophagenzelllinie RAW
eine mogliche Expression von ENTPD1 aubi. 28). Dieses Resultat steht im
Einklang damit, dass ich ENTPD1 ebenfalls auf detlaberflache von primaren
Milzzellen, die den fiir myeloische Zellen charalggschen Oberflaichenmarker CD11b
trugen, nachweisen konnt@bp. 32). Ahnliche Befunde wurden auch von anderen
Gruppen publiziert (Koziak, Sevigny et al. 1999NTPD1 liel3 sich auf keiner der
untersuchten humanen Zelllinien nachweisen. In reingntersuchung von
Leukamiezelllinien von unterschiedlichen Leukdmiepden konnten Pulte et al. die
Expression von ENTPD1 lediglich auf Zellen von Clind CML, nicht jedoch von
AML oder ALL Patienten nachweisen (Pulte, Broekmeainal. 2007). In meinen
durchgefuhrten Analysen konnte keine ExpressionEMiPD1 auf THP-1 Zellen (die
aus einer AML stammen) und Jurkat Zellen (die ansreALL stammen) detektiert
werden und steht in Einklang mit diesen Ergebnissen

Humanes ENTPD?2 liel3 sich auf zwei der getestetenanen Zelllinien nachweisen.
Besonders stark war die Expression auf der humaeevixkarzinom Zelllinie Hela,
etwas schwacher auf der Prostatakarzinom ZelllNEAP. Diese Befunde stehen im
Einklang mit den Ergebnissen von Knowles und Chialig ebenfalls die Expression
von ENTPD2 auf HelLa Zellen zeigen konnten (Knowdesl Chiang 2003). Mehrere
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Gruppen konnten zeigen, dass die Mitglieder der EDFFamilie eine Rolle spielen in
der Entwicklung und Progression von Karzinomen [fBap, Tormey et al. 1991;
Rathbone, Middlemiss et al. 1992). Neueste Klomgem humaner und muriner cDNA
von Ekto-ATPasen aus Tumorzellen (Gao, Dong €t988; Mateo, Harden et al. 1999;
Knowles and Chiang 2003) sprechen flr eine hohedssmpn von ENTPD2 in einigen
Tumoren und flr eine daraus resultierende Tumogei€nowles and Chiang 2003).
Desweiteren konnte eine ATPase Aktivitat in Verbing mit dem neuralem
Zelladhasionsmolekil (NCAM) gefunden werden (Skhaklava, Ronn et al. 1999).
Zellulare Adhesionsmolekile (CAMs) sind kritischerdponenten in Prozessen wie der
Tumormetastasierung (Cavenagh, Cahill et al. 1988 erhthte Nachweis von
ENTPD2 im Blut von Krebspatienten und im besondekéai3e von Patienten mit
einem Zervixkarzinom kann sich somit als Tumormeargaveisen und eine weitere
Moglichkeit der Therapiekontrolle darstellen.

Die Expression von ENTPD6 konnte lediglich auf deurinen T-Zelllinie MD27
nachgewiesen werden. Die weiteren murinen T-Zdlx011.10 und YAC), sowie die
murine B-Zelllinie A20 zeigten allenfalls eine ueggische Anfarbung mit dem
Immunserum bzw. dem Praimmunserum.

Neben dem Screening von etablierten Zelllinien awine maogliche
Zelloberflachenexpression von Mitgliedern der ENTPEamilie habe ich die
ADAPINCs auch fir FACS-Analysen an priméaren Immuiere eingesetzt. Hierzu
wurden priméare Milzzellen der Maus angefarbt. Da der Familie der ENTPDs das
ENTPD1 das dominante Ektoenzym im ImmunsystemMsti|{moto, Kumamoto et al.
2002) wurden die Zellen im Hinblick auf dieses Emzgngefarbt.

Zu Beginn meiner Arbeit war Uber die Eigenschafied Funktionen von ENTPD1 im
Hinblick auf seine Rolle im Immunsystem noch wehgkannt. Die meisten Arbeiten
beschéftigten sich mit der ndheren Beschreibunghdemboregulatorischen Aufgabe
von ENTPD1 angesichts der Plattchen- und Endotheiekung. Dabei wurde
ENTPD1, wie bereits erwahnt, zuerst als B-Lympheayhktivierungsmarker
beschrieben. Meine Expressionsanalysen und audrewddgbeiten haben gezeigt, dass
ENTPD1 auf Gber 90% der B-Zellen, auf Uber 80% N&-Zellen und auf einer
Subpopulation von T-Zellen exprimiert wird. Desvee&in konnte eine Hochregulierung
der ENTPD1 Expression auf den T-Lymphozyten nachtividcung mit ConA
festgestellt werden. Dies lasst vermuten, dass HNTPneben seiner

thromboregulatorischen Aufgabe auch eine wichtiggleRin der Immunmodulation
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spielt. Uber den genauen Mechanismus und die Retewan ENTPD1 in der
Regulation des Immunsystems ist noch wenig bekanmtGegensatz dazu ist der
Einfluss von extrazellularem ATP auf das Immungystechon genauer untersucht
worden. ATP wirkt als Indikator fur Gewebedestroktiund als ,danger signal®,
welches das Immunsystem aktiviert. Da die intrad@&le Konzentration von ATP
ziemlich hoch (etwa 3-5mM) (la Sala, Ferrari et aD03) ist, wird bei einer
Zellzerstorung eine signifikante Menge an ATP feddgsen. Uber die purinergen P2
Rezeptorfamilien P2X und P2Y wirkt es in den maeiskllen proinflammatorisch.
AulRerdem fuhrt ATP zur Freilassung von IB;leinem Pyrogen aus Monozyten und
zur Chemotaxis bei dendritischen Zellen. ENTPD1 ist der Lage, diesen
proinflammatorischen Stimulus von ATP zu vermindemdem es ATP zu AMP
hydrolysiert. Desweiteren arbeitet es moglicherevaisit CD73 zusammen, einer 5'-
Nukleotidase, die auf Lymphozyten und anderen Aedeprimiert wird, und AMP zu
Adenosin dephosphoryliert. Adenosin Ubt Uber derden P1-Rezeptoren gehdrenden
A2A-Rezeptor inhibitorische und antiproliferativeéfékte auf T-Zellen aus. In dieser
Arbeit wurde die Koexpression von ENTPD1 und CD73f a@en Zellen des
Immunsystems nicht untersucht. Die KoexpressioadreRezeptoren auf bestimmten
T-Zellpopulationen wurde jedoch inzwischen in aederStudien beschrieben
(Sakaguchi, Sakaguchi et al. 2001; Deaglio, Dwyel.e2007). Zusammengefasst ist zu
sagen, dass ENTPD1 durch den Abbau von ATP undhdidiec Zusammenarbeit mit
CD73 eine immunsuppressive Wirkung hat.

In den Fokus vieler Forscher sind seit einigen elaldie regulatorischen T-Zellen
(Tregs) geruckt (Sakaguchi, Sakaguchi et al. 200Itegs sind ein
Schlusselmechanismus zur Erhaltung der immunolbgisdoleranz und unterdriicken
die Immunantwort auf eigene oder fremde Antigene.v@&rhindern das Auftreten von
Autoimmunerkrankungen, indem sie autoreaktive T-K&ne kontrollieren und deren
Proliferation hemmen. Der genaue Mechanismus, sigeihre immunsuppressive
Wirkung entfalten, ist noch nicht bekannt. Regulatthe T-Zellen wurden ursprtnglich
Uber die fehlende bzw. sehr niedrige Expression €¢@¥5RB (CD45RBlow, eine
Splicevariante des ,leucocyte common antigens,reliyeosin-Phosphatase) definiert
(Read, Mauze et al. 1998) und spater Uber die Zahleberflachen-Expression von
CD25 (CD4+CD25+) (Sakaguchi, Sakaguchi et al. 2000¢pn CD45 gibt es
zelltypabhéangig unterschiedliche Splice- und Glykiesungvarienten. So werden
CD45RA und CD45RB vor allem von naiven T-Zellen mxpert, wohingegen
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CD45RO auf reifen T-Zellen vermehrt vorkommt. Venaerte Treg Populationen
korrelieren mit der Entwicklung von Autoimmunerkkamgen. Die Ubertragung von
CD45RBhigh oder von CD25- Zellen fuhrt in den Enmgfértieren zur Genese von
Autoimmunerkrankungen (Powrie, Leach et al. 1993).

In dieser Arbeit wurden die Tregs iiber die Komborader Oberflachenmarker CD4
und CD25 definiert. Der Marker CD25 ist jedoch, ebensowewig andere ,Treg
Oberflachenmarker” wie GITR, PD-1, oder der Verlugh CD127 nicht spezifisch fur
Tregs. Insbesondere CD25 wird nicht nur auf Treggrimiert, sondern nach
Aktivierung auch auf Effektor T-Zellen hochregutier

Als definierender Marker fur Tregs wurde mittlerieeider Transkriptionsfaktor
.Forkhead box protein P3* (FoxP3) identifiziert (iloNomura et al. 2003)Apb. 40).
Im Rahmen meiner Arbeit konnte ich diesen zur Didin der Tregs nicht verwenden,
da mir keine Antikorper zur Verfligung standen. Aliags ist davon auszugehen und
mittlerweile auch vielfach gezeigt worden, dass emer nicht manipulierten,
weitgehend pathogen-freien Maus die Population@ed+/CD25+ T Zellen mit der
Population der FoxP3+ Tregs weitgehend identisch is

ATP/ADP

ADENOSINE

Abb. 40: Schematische Darstellung der postulierten Funktion von CD39 und CD73 auf

Tregs. Wie in meiner Arbeit gezeigt, exprimiert die Mehrzahl der CD4+/CD25+ T-Zellen auch
CD39. Dieses konnte in Zusammenspiel mit CD73 extrazellulares ATP zu Adenosin
umwandeln, welches Uber die A2A-Rezeptoren eine suppressive Wirkung auf aktivierte T-
Effektorzellen auswirken kénnte. Ob CD73 von Tregs mit CD39 koexprimiert wird, und ob die
Produktion von Adenosin eine Rolle fir die immunsuppressive Wirkung von Tregs spielt, muss

in weiteren Untersuchungen geklart werden (Dwyer et al. 2007).
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Mit den durchgefiuihrten Expressionsanalysen im FA®©S8nte ich zeigen, dass die
meisten Zellen, die CD4 und CD25 doppelpositiv senach fir ENTPD1 positiv sind.
Das bedeutet, dass die Mehrheit der als Tregs iddBn Zellen auch den Marker
ENTPD1 tragen. Im Laufe meiner Arbeit und in demadé folgenden Jahren haben
viele Gruppen die Expression von ENTPD1 auf derg3n@ den Fokus ihrer Arbeit
genommen. Zhou et al. zeigten, dass ENTPD1 auf 8@%a der CD4+FoxP3+ Tregs
detektiert werden kann (Zhou, Yan et al. 2009). iDienseren Versuchen festgestellte
Expression von ENTPD1 auf den CD4+/CD25+ T-Zelled auf den CD11b-positiven
Zellen (Monozyten/Makrophagen) konnte von K.M. Dwyst al. mit der reversen
Transkription- Polymerase Kettenreaktion (RT-PCR3sthtigt werden. Nicht nur
CD11b-positive Monozyten/Makrophagen, sondern a@€H1c-positive dendritische
Zellen, wiesen eine hohe Expression von ENTPD1 mRNA Des Weiteren konnte
diese Gruppe zeigen, dass nicht die CD4+/ENTPD1Zellen, sondern die
CD4+/ENTPD1+ T-Zellen diejenigen waren, die die fiie Tregs bekannten Marker,
wie FoxP3, CD25, GITR und CTLA4 stabil exprimierten

Ist die Expression von ENTPD1 somit ein Marker, wie wirklichen Tregs zu
definieren? Zhou et al. 2009 haben gezeigt, dassldr Maus ENTPD1 sowohl auf
FoxP3+ als auch auf Foxp3- CD4+ T-Zellen exprimievird. Wahrend die
CD4+FoxP3+ENTPD1+ Population eine stark suppreséfikung haben, und somit
echte Tregs darstellen, ist die CD4+FoxP3-ENTPDDbpuRtion nicht suppressiv,
sondern weist typische Memorymarker auf. Dieseebgiroduzieren Zytokine wie Thl,
Th2 und Th17, und sind an der Abstol3ung von Hawgplkantaten beteiligt. CD39 ist
sowohl auf Tregs als auch auf einer Subpopulatmm Memoryzellen exprimiert, und
kann daher als alleiniger Marker die Tregs nicliinieren.

Im Gegensatz zur Maus, ist es beim Menschen scigeredie Tregs zu definieren und
sichtbar zu machen, da sowohl CD25 als auch FoxR3Raehmen der T-Zell-
Aktivierung transient hochreguliert werden. Jedaalwde auch beim Menschen die
Expression von ENTPD1 auf einem Teil der aktiviertEoxP3+ regulatorischen
effector/memory-like T-Zellen {ev) festgestellt (Borsellino, Kleinewietfeld et al.
2007). Diese CD39+ Zellen exprimieren ebenfalls 68R@, einem Marker fur humane
Memoryzellen (Lim, Broxmeyer et al. 2006).

Im Kontext der Multiplen Sklerose (MS) wurden irgssante Beobachtungen gemacht,
die den potenziellen Wert von CD39 als wichtigenrkéa fuir Tregs im humanen

Immunsystem untermauern. Patienten mit einer scénofigen
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rezidivierenden/remittierenden MS wiesen reduzigeklen von CD39+ Tregs im Blut
auf (Borsellino, Kleinewietfeld et al. 2007). Diappressive Fahigkeit der Tregs ist bei
MS Patienten reduziert (Viglietta, Baecher-Allanaét2004) und obwohl anscheinend
keine groRe Veranderung in der GrolRe der CD25 hasitipen Treg-Population
vorliegt, wurden erniedrigte FoxP3 Levels bei MSti¢tdagen beschrieben (Huan,
Culbertson et al. 2005; Venken, Hellings et al. &00Diese Kombination aus
reduziertem FoxP3 Expressionsniveau und vermindeppressiven Fahigkeit der
Tregs wurde auch bei Patienten mit aktivem systemis Lupus Erythemathodus
(SLE) festgetellt (Valencia, Yarboro et al. 200Dgesweiteren konnte gezeigt werden,
dass die Expression und Aktivitdt von CD39 auf dgmphozyten von MS Patienten
erhoht ist. Auf der anderen Seite ist die Aktivithtr Adenosindeaminase (ADA), die
das immunsuppressive Adenosin abbaut, auf den Lgaypén signifikant erniedrigt im
Vergleich zu Gesunden (Spanevello, Mazzanti et28l0). ATP, das infolge der
Entziindung vermehrt ausgeschuttet wird, wirkt gtammatorisch und stimuliert die
Lymphozyten (Trautmann 2009). Werden Lymphozytetivadet, erhohen sie die
Expression von CD39 auf ihrer Zelloberflache (PuBeoekman et al. 2007). Diese
Beobachtung konnte ich in meinen FACS-Analysendtiggtn. So wurde auf CD38+
und CD69+ (beides Marker fur aktivierte B- und Ti&e) Zellen eine erhohte
Expression von ENTPD1 nachgewiesen, die nach Addivig der Zellen durch die
Stimulation mit ConA nochmals hochreguliert wurdeif der anderen Seite zeigten
naive T-Zellen, markiert durch CD62L eine niedriepgression von ENTPD1, die nach
Behandlung mit ConA weiter abnahmbk. 34). Heute ist bekannt, dass CD4+/CD39+
Zellen mehrheitlich CD45RBlow und CD62LIow sind @gio, Dwyer et al. 2007;
Dwyer, Deaglio et al. 2007).

Bei der MS kommt es neben der Demyelinisierungimare Zusammenbruch der Blut-
Hirn-Schranke und somit zu einer entziindlichen Realals Folge der Einwanderung
von Makrophagen, T- und B-Zellen. Die freigelassenproinflammatorischen
Molekile, wie das ATP im Extrazellularraum, fihrezu kompensatorischen
Gegenregulationen: 1. Die Expression von CD39 wirdchreguliert, um das
proinflammatorische ATP abzubauen, und 2. die litibilb der Adenosindeaminase
(ADA) fuhrt zu einer erhohten Konzentration von Adein, einem Molekil mit
immunsuppressiven Eigenschaften (Spanevello, Mazztnal. 2010). Neben der

Bedeutung von CD39 als diagnostisches Werkzeudesallich die Bedeutung von
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CD39 und ADA vom therapeutischen Standpunkt ausewerforscht werden, um neue
Strategien zur Behandlung von Autoimmunerkrankurmgeantwickeln.

4.3 ENPPs und ihre Funktionen

Die Enzymfamilie der ENPPs rlckte in den letztehrda immer mehr in den Fokus
wissenschatftlicher Arbeiten, so dass sich die Ahdahbekannten ENPP Isoenzyme in
nur wenigen Jahren mehr als verdoppelt hat. Ihtalyjggschen und nichtkatalytischen
Funktionen werden nach und nach aufgedeckt, walieh miele Fragen ungeklart sind.
Man weil3, dass die bis jetzt bekannten siebentsirvdrwandten Mitglieder der ENPP-
Familie eine aul3erordentlich breite Substratsgériiufweisen. Sie sind in der Lage,
Pyrophosphat- und Phosphodiester-Bindungen in KDkleotiden, Nukleinsauren und
Nukleotidzuckern zu spalten, sowie Cholinphosplessier und Lysophospholipide zu
hydrolysieren (Stefan, Jansen et al. 2005). Tra¢sest grof3en Varianz an Substraten
weist jedes Isoenzym eine definierte Substratsp@ziduf. So sind z.B. NTPs und
Diadenosinpolyphosphate lediglich Substrate far ENB, wéhrend
Lysophosphatidylcholin nur von ENPP2 und ENPP6 blydiert wird. Bemerkenswert
ist, dass ENPP2 und ENPP6 verschiedene Phosplabiesiungen im
Lysophposphatidylcholin  spalten und unterschiedichProdukte, Cholin und
Phosphocholin generieren. Eine wichtige Rolle ar &egulierung der purinergen
Signalskaskade spielen somit lediglich ENPP1-3 (@pdGrobben et al. 2003).
Desweiteren ist wenig bekannt Gber die Determimanter Substratspezifitat, und die
Frage nach der Substratspezifitdit von ENPP4 undFBEN$t bis jetzt ungeklart.

In dieser Arbeit wurden Zellen mit den ENPP-Konktem transient transfiziert, und
unterschiedliche Enzymassays durchgefiihrt. Es esatiim einen die bekannte
Phosphodiesterase- und Pyrophosphatase-AktivitaENE’Ps genauer charakterisiert
werden und zum anderen die Hypothese Uberpriftememb die ENPPs eine durch die
ART2.2 hervorgerufene ADP-Ribosylierung rickgéangigchen kénnen.

In der Literatur bekannt und beschrieben ist, diesSubstrate von ENPP1-3 ATP,
NAD und p-Nitrophenyl Thymidin 5"Monophosphat (pNR4P) umfassen (Bollen,
Gijsbers et al. 2000; Goding 2000; Zimmermann 20DB0jneiner Arbeit konnte ich mit
Hilfe der Dunnschichtchromatographie eine NADasetiét von hENPP2 nicht
nachweisen. Die mit membrangebundenem oder |0sicheENPP2 transient
transfizierten HEK.T-Zellen verhielten sich in gleer Weise wie die als

Negativkontrolle mit eGFP transfizierten HEK.T-Zl| und zeigten die gleichen
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Abbauprodukte von NAD. Die festgestellte Spaltung WAD konnte also nicht auf die
Aktivitat von ENPP2, sondern amhesten auf eine unbekannte endogene NADase-
Aktivitat der HEK.T-Zellen zurtickgefiihrt werden.

Eine weitere Frage, die in dieser Arbeit beantwosterden sollte, war die Frage nach
der Fahigkeit der ENPPs, ADP-ribosylierte Protemede-ADP-ribosylieren. Wie in
der Einleitung beschrieben (siehe 1.3; 1.4) fUhAD\ wenn es z.B. bei oxidativem
Stress von der Zelle ausgeschittet wird, zum Zklliodem es als Substrat der ARTs
fur die ADP-Ribosylierung von P2X7 dient (Seman,riaddch et al. 2003). Als
Gegenspieler dieser ARTs sind die ADP-Ribosylhyakeh bekannt, die eine ADP-
Ribosylierung riickgangig machen und die Zelle var Apoptose schitzen kdnnen. Da
die ENPPs ebenfalls in der Lage sind, Pyrophospidibgen, wie sie in ADP-Ribose
enthalten sind, zu spalten, ist es vorstellbars diie ENPPs aus ADP-ribosylierten
Proteinen AMP abspalten kénnten. Dabei wirde ahlgsleine Phosphoribosegruppe
am Protein verbleiben. Da diese jedoch raumlicimkleund ladungsmallig neutral ist,
ist es vorstellbar, dass dadurch einige der funklien Auswirkungen der ADP-
Ribosylierung auf ihre Zielproteine riickgangig gemtaverden kdnnten.

Um diese Frage zu beantworten wurden ART2 trag€tdi®.NOD Zellen transient mit
Expressionskonstrukten fur ENPP1 sowie fir zweiersthiedliche Varianten von
ENPP2 transfiziert und untersucht. In den durchgeéin FACS-Untersuchungen
konnte kein Nachweis einer De-ADP-Ribosylierungigjléit der ENPPs festgestellt
werden. Die Abnahme der ADP-ribosylierten Membratgine im Verlauf der Zeit war
am ehesten auf eine endogene De-ADP-Ribosylierdkgsiat auf CHO.NOD Zellen
zurickzufihren, da sie auf denen mit einem Korkoolstrukt transfizierten Zellen in
gleicher Weise stattfand. Vollmayer et al. (VollregyClair et al. 2003) konnten in
ihren Untersuchungen zeigen, dass ENPP1l, ENPP2 EN&®P3 bedeutende
Enzymkandidaten in der Hydrolyse von extrazellutdBgnukleosidpolyphosphaten in
vertebralem Geweben sind.

Um die Substratspezifitditen der ENPPs genauer rauthen, wurden HEK.T-Zellen
mit unterschiedlichen ENPP Konstrukten transieandfiziert und ihre Zelllysate mit
klassischen Substraten der Phosphodiesterasen ienkubWWie in der Literatur
beschrieben konnte auch ich mit meinen Ergebnizegen, dass die unterschiedlichen
ENPPs sich bemerkenswert in ihrer Substratspezifitéerscheidenrab. 9 gibt einen

Uberblick tber die von mir untersuchten Substraig inre Umsetzung im Vergleich zu
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den Arbeiten von Gijsbers et al. und Sakagami et(@ljsbers, Aoki et al. 2003;
Sakagami, Aoki et al. 2005).

Tab. 9: Gegenuberstellung meiner Ergebnisse mit den  en von Gijsbers und Sakagami.
Schwarz: meine Ergebnisse; rot: Ergebnisse nach Gijsbers 2003; blau: Ergebnisse nach
Sakagami 2005; SVP: Snake Venom Phosphodiesterase; n.u. = nicht untersucht; + = kaum

umgesetzt, ++ = gut umgesetzt, +++ = sehr gut umgesetzt, - = nicht umgesetzt.

ENPP1 ENPP2 ENPP3 ENPP4 ENPP5 ENPP6 SVP
pNPPP + inu [|++ nwu f+++ nuf - o o -anu |+ ++ |+ 0L
PNP-TMP |[+++ E+++ + . + | +++ §++ + inu | +inu Lo [t §++
Bis-pNPP || + : - + é++ ++ : -+ én.u. +én.u. + : + + : +
PNP-PC - nu. - oanu - inaufl - |- i |+ o+ - 0.
S I N N R | —

n.u. - i n.u. - n.u. -

Es ist zu beachten, dass ein ,Pluszeichen” nickt sgezifische Umsetzung des
Substrates durch das jeweilige ENPP interpretientden kann. Da ganze Zelllysate
verwendet wurden, kdnnen auch andere Proteine elé Zn der Hydrolyse beteiligt
gewesen sein. In den meisten Fallen stimmen meigebBisse mit denen von Gijsbers
und Sakagami Uberein. So war, wie auch von Gijskéral. beobachtet, keines der
ENPPs in der Lage, das fur die alkalische Phosplatgpische Substrat pNPP
umzusetzen. Abweichend sind meine Ergebnisse inblidin auf Bis-pNPP, das
klassischerweise benutzt wird, um Nukleotidpyroggtatase/phopsphodiesterase
Aktivitaten zu messen (Kelly, Dardinger et al. 1976ijsbers et al. 2003 konnten
zeigen, dass ENPP2 im Gegensatz zu ENPP1 und sssdiemgewdhnliche Substrat
umsetzt, wohingegen meine Untersuchungen eine uBygltieses Substrat durch
ENPP3 zeigten. Es ist insofern ein ungewdhnlichdssBat, da es weder ein Nukleotid
noch ein Lysophospholipid Derivat darstellt. PNPHMlas wiederum als klassisches
Nukleotid-Phosphodiesterase Substrat gilt, wurden@nen Untersuchungen sehr gut
von ENPP1 und ENPP3 gespalten, wohingegen die Riggb von Gijsbers eine
deutliche schlechtere Umsetzung des Substrateb @NEP3 zeigten.

Es bleibt festzustellen, dass die beobachteten tiGidsezifitditen in vitro mit den
bekannten biologischen Funktionen der ENPPs kooretipren. So ist ENPP1 z.B. bei
weitem die beste ATP-hydrolysierende Isoform imoyitund tUberzeugende Anzeichen
weisen darauf hin, dass ENPP1 dieses Substratimwolo spaltet (Gijsbers, Aoki et al.
2003). Ahnlich so das ENPP2: Der Zellmotilitat-gaande Effekt wird zuriickgefihrt
auf die Lyso-Phospholipase D Aktivitat des Enzyr@sjsbers et al. zeigten, dass
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ENPP2 die einzige Isoform mit dieser Aktivitat iBfs ist bis jetzt unbekannt, wodurch
die Substratspezifitat der ENPPs definiert und rda@teert wird. Gijsbers et al. haben
ENPP1-3 aus gleichem Ursprung miteinander verghichend konnten somit
ausschlieen, dass die beobachteten Unterschiederi Substratspezifitdt auf die
Anwendung verschiedener Expressionssysteme odati@aunwendung von loslichen
bzw. membrangebundenen Enzymen zuriickzufuhren BEisdiegt demzufolge nahe,
dass die Substratspezifitat von ENPP1-3 durch eubst®at-Erkennungsmotiv
determiniert ist. So besitzen ENPP1 und ENPP2 egersanntes GxGxxG Motiv, das
ebenso in Proteinkinasen und anderen Nukleotidbihele Proteinen vorkommt und in
der Erkennung von Nukleotiden als Substrat invohgein kann (Bollen, Gijsbers et al.
2000). Dieses Maotiv ist in ENPP2 nicht vorhandeaswlie Tatsache erklaren kénnte,
dass ENPP2 eine wesentlich schlechtere Nukleotigyinysphatase/-phosphodiesterase
ist. Auf der anderen Seite konnte ENPP2 ein Lysepholipid bindendes Motiv
besitzen.

Von den von mir untersuchten Substraten konntehdasane ENPP6 lediglich PNP-PC
spalten. Allerdings ist ENPP6 auch das einzige waoir untersuchte ENPP-
Familienmitglied mit dieser Fahigkeit. PNP-PC isn e&klassisches Substrat der
Phospholipase C. Meine Ergebnisse stimmen mit denanSakagami et al. Uberein,
der ebenfalls keine Umsetzung von pNPPP, pNP-TM&pRPP durch ENPP6 zeigen
konnte (Sakagami, Aoki et al. 2005). Ebenso korftéagami et al. zeigen, dass
ENPP6 eine Lysophospholipase C aber keine Lysoplolippse D Aktivitat, wie
ENPP2 sie hat, aufweist. Interessant ist, dass BN&Re merkliche Praferenz fur
Phospholipide oder Phosphodiester aufweist, didi@hbeinhalten, wie z.B. das LPC,
SPC, LysoPAF, PAF und GPC, aber keine Diacylphogpbe wie PC und SM
hydrolysiert (Sakagami, Aoki et al. 2005).

Im Vergleich dazu weist ENPP2 eine breite Subgiesti$itat auf. Es zeigt keine
Praferenz fir Cholinreste, und ist in der Lage LREE, LPS, LPI und SPC zu
hydrolysieren (Hynie, Meuffels et al. 1975; Aokgifla et al. 2002). Desweiteren spaltet
ENPP2 nicht GPC. Insofern scheinen ENPP2 und ENdRPéhaus unterschiedliche
Substratspezifitaten zu zeigen. Man kann spekuljedass, im Gegensatz zu ENPP2,
ENPP6 eine Domane besitzt, die spezifisch Choliareskennt. Die Gruppe von
Sakagami konnte aul3erdem beobachten, dass bei E&¥piRifierenden Zellen nach
der Zugabe von LPC weder LPA noch Cholin entstehtt ENPP6 somit keine Lyso-
Phospholipase D, sondern eine Lyso-Phospholipagéti@iat aufweist. Dies weist
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darauf hin, dass ENPP6 spezifisch an der Phospétedndung zwischen der
Phosphatgruppe und dem Glycerol von LPC agierts Bieht im Gegensatz zu ENPP1
und ENPP3, die keine Praferenz flur bestimmte Plaalpkter- oder
Pyrophosphatbindungen in ihrem Substrat wie ATPr dd€&P zeigen. ENPP2 und
ENPP6 erkennen beide ihr Substrat und fluhren ihaéalfische Aktivitdt an
spezifischen chemischen Bindungen ihres Substaaigs

ENPP4 und ENPP5 konnten keine der untersuchtentr@tdbspezifisch spalten. So
bleibt die Frage nach der Substratspezifitat feseibeiden ENPP-Mitglieder weiterhin
offen und unbeantwortet.

Es bleiben noch viele Funktionen der ENPPs zu ifigeten, und zwar nicht nur
diejenigen der zurzeit noch funktionslosen ENPP4dhdern auch von den besser
charakterisierten ENPP1-3. Es ist ungeklart, wettibemolekularen Determinanten fur
die Substratspezifitdit der ENPPs sind oder wad.idianden fir die Somatomedin-B-
ahnlichen und Nuklease-ahnlichen Doméne sind.

Genauere Untersuchungen zur Charakterisierung N@PE und ENTPDs stellen sich
aulBerdem als schwierig dar, weil die eindeutige etdaheidung zwischen den
Mitgliedern der ENPP- und ENTPD- Familien durcheihKo-Expression auf einer
Vielzahl von unterschiedlichem Geweben und ihrenlhkeit in der Substratspezifitat
haufig erschwert ist (Zimmermann 2000; Zimmerma®07). Die Verteilung dieser
zwei Nukleotidase-Familien kann durch autoradiobisghe Analysen abgeschéatzt
werden, indem man die relative Menge des erzeug@ém und 32PPi aug{32P]ATP
misst (Yegutkin, Samburski et al. 2007). Trotzdearfdnan nicht vergessen, dass
einige ENPPs aufgrund ihrer breiten Substratspgarziin der Lage sind, ATP auf
gleichem Wege wie die ENTPDasen via ADP zu AMP ephibsphorylieren.

4.4 Ausblick und Perspektiven

Extrazellulare Nukleotide und Adenosin sind vidiff Signalmolekile, von denen
bekannt ist, dass sie sowohl auf parakrinem al$ au¢ autokrinem Wege in einer
groRen Anzahl von zellspezifischen Antworten invety sind. Abb. 41 gibt einen
Uberblick Gber die Interaktion von ATP-hydrolysieden Ektoenzymen mit ATP und
NAD.
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ENPP2 mENTPD1 mENTPDZ mENTPD& mENTPDS

Abb. 41: Schema der Aktivierung von ENTPD1, 2, 5 un d 6 und ENPP2. Schematische
Darstellung der Freisetzung von NAD und ATP aus gestressten Zellen und der Interaktion von
ATP-hydrolysierenden Ektoenzymen.

Die von mir durchgefuhrten Arbeiten zeigen exenipldr, wie die genetische
Immunisierung verwendet werden kann, um Erkenngnisiser die Mitglieder zweier

bisher nur unvollstandig erforschter Genfamiliem \EEktoenzymen zu gewinnen. Aus
den bekannten Gensequenzen wurden in den Repesitaler Genomprojekte

vorhandene Expressionskonstrukte identifiziert, cwel zur Herstellung spezifischer
Antiseren verwendet wurden, die ihre Zielantigeneihrer nativen Konformation

erkannten. Diese Antiseren und Expressionskongtruktederum konnten dazu
eingesetzt werden, um Aufschlisse Uber Expressiofiisg-unktion und enzymatische

Aktivitat der verschiedenen Genfamilienmitgliedarerhalten.

In dieser Arbeit wurden Expressionsanalysen auhg@ren Zellen vor allem mit Hilfe

der Durchflusszytometrie an Zellpopulationen duediigrt, die leicht als Suspensionen
herzustellen waren. Eine wichtige Perspektive, idiedieser Arbeit jedoch nicht

untersucht wurde, ware der Einsatz der durch gesteti Immunisierung hergestellten
Antikorper in der Histologie. Gerade fur Ektoenzykenn aufgrund ihrer Bedeutung
fur Stoffwechselvorgange und ihrer Beteiligung amgn8libertragungsprozessen
angenommen werden, dass ihr Nachweis im KonteidesolTumoren maoglicherweise

diagnostische oder prognostische Bedeutung gewikiente.
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Die in dieser Arbeit durchgefihrten Untersuchungemden mit polyklonalen Seren
durchgefihrt. Eine weitere Perspektive, die auggdanden in dieser Arbeit nicht
realisiert werden konnte, ist die Gewinnung monp&ler Antikérper aus den
Immunisierungen, die an Ratten durchgefiihrt wurdir. einige der in dieser Arbeit
untersuchten Ektoenzyme ist dies bereits gescheSenist zum Beispiel in der
Zwischenzeit ein monoklonaler Antikdrper gegen dasrine ENTPD1 entwickelt
worden, welcher gegenwartig eingesetzt wird, um Bedeutung der ENTPD1

Expression auf regulatorischen T-Zellen ndher zersnchen.
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5 Zusammenfassung

Extrazellulare Nukleotide (z.B. ATP und NAD) sindurdh Einwirkung auf
Purinrezeptoren und Nukleotid-metabolisierende Breyie ADP-Ribosyltransferasen
(ARTs) an der Regulation vielféaltiger Prozesse imgadismus (z.B. Blutgerinnung,
Ubertragung neuronaler Signale, Regulation von Imaalien) beteiligt. Wegen ihrer
potenten Wirkung auf viele Zellen unterliegt die rigentration extrazellularer
Nukleotide einer strengen Kontrolle, bei der Enzyiee ENTPD- und ENPP-Familien
eine zentrale Rolle spielen. In Vorarbeiten hab@ndwrch genetische Immunisierung
eine Serie von Antikorpern gegen ENTPDs und ENR#sMenschen und der Maus
hergestellt, die die Grundlage der vorliegendeneirbildeten.

Im ersten Abschnitt dieser Arbeit wurden die herglisen Antikorper zunadchst an
transfizierten Zellen auf ihre Eignung als expemie#ie Werkzeuge untersucht. Es
konnte gezeigt werden, dass alle getesteten Immemsér Antigen in der
Immunfluoreszenz erkennen. Die nicht intrazellldétegenen ENTPDs konnten auch
im Western Blot und im FACS mit Hilfe der ADAPIN@sIt detektiert werden.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde mit Hilfe deninunseren die Frage untersucht, auf
welchen etablierten Zelllinien und auf welchen 2eltles Immunsystems die Mitglieder
der ENTPD-Enzymfamilie exprimiert werden. Besondewsh war hier die Expression
von ENTPD1 auf den regulatorischen T-Zellen.

Im letzten Teil der Arbeit wurde die Aktivitat demzelnen ENPP-Familienmitglieder
anhand von Enzymassays vergleichend analysiereiBafite insbesondere untersucht
werden, ob ENPPs als Gegenspieler von ARTs fungienelem sie das Substrat NAD
spalten oder die ADP-Ribosylierung von ProteinercduAbspaltung von AMP unter
Zuricklassung eines Phosphoribose-Rests teilwéiskgéngig machen kdonnen. Um
diese Frage zu klaren, wurden die Enzyme mit r&dimanarkiertem NAD oder eNAD
inkubiert und im FACS analysiert. Eine Aussage uUber Fahigkeit von ENPPs,
Proteine zu de-ADP-ribosylieren, kann mit Hilfe deer durchgeflihrten Experimente
nicht sicher gemacht werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass sich idieunserer Arbeitsgruppe
hergestellten Antikorper als experimentelle Werlgeegignen, um die Funktionen und
Aktivitdten der ENTPDs und ENPPs nadher zu charaigzen. Ausserdem weisen die
Ergebnisse daraufhin, dass vor allem ENTPD1 dureimes Expression auf den

regulatorischen T-Zellen eine wichtige Rolle in éiemunmodulation spielt.
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6 Abkiirzungsverzeichnis

Abb.
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ADP
ADPR
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ADAPINC
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Vorwartsstreuung fofward scatte)y: gibt bei durchfluss-
zytometrischen Analysen Aufschluss Uber die GradseZellen
Glycerophosporylcholin
Glykosyl-Phosphatidyl-Inositol
Guanosintriphosphat
4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazinsulfonat
Horseradish Peroxidase (Meerrettich Perogjdas
Immunfluoreszenz

Interferon

Immunglobulin

Interleukin

Immunserum

Inosintriphosphat

Kilobase

gezielte Deaktivierung eines oder mehrerenéknockouy
Medium zur Transformation von E.coli
lithium-dodecyl-sulfate

Lymphknoten

Lysophosphatsaure

Lysophosphatidylcholin
Lysophosphatidylethanolamine
Lysophosphatidylinositol

Lipopolysaccharid

monoklonaler Antikorper
2-(N-morpholino)ethane sulfonic acid
Haupthistokompatibilitatskomplex

(major histocompatibility complégx

Minuten
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MOPS
NAADP
NAD
NADase
NADP
NC
NCAM
NICD
NK Zelle
PAF
PAGE
pAk
PARP
PBS

PC

PCR

PE

PFA

pH

P

P

PIS
pNPP
PNPPP
pPNPPC
PNP-TMP
PO
PPi
PS
PVDF
rpm
RPMI
RNA

3-(N-morpholino)propane sulfonic acid
Nikotinsdureadenindinukleotid-2’-phosphat
B-Nikotinamidadenindinukleotid
NAD-Glykohydrolase
Nikotinamidadenindinukleotidphosphat
Nitrozellulose
neurales Zelladhasionsmolekull
NAD-induzierter ZelltodNJAD-induced cell deaj)h
.Naturliche Killer* Zelle

“platelet-activating factor”
Polyacrylamidgelelektrophorese
polyklonaler Antikorper
Poly-ADP-Ribosylpolymerase
Phosphat-gepufferte Kochsalzlésphgéphate buffered saline
Phosphatidylcholin
Polymerase-Kettenreaktigoolymerase chain reactijpn
Phycoerythrin

Paraformaldehyd

pH-Wert: negativ dekadischer Logarithmus
der Konzentration an 3®+-lonen
anorganisches Phosphat

Propidiumiodid

Praimmunserum
p-Nitrophenyl phosphat
p-Nitrophenyl phenylphosphat
p-Nitrophenyl phosphorylcholin
p-Nitrophenyl Thymidin 5"Monophosphat
Peroxidase

anorganisches Pyrophospat
Phosphatidylserin

Polyvinylidenfluorid

Rounds per minute

Medium fur Suspensionszellen

Ribonukleinsaureiponucleic acid
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RT
RT-PCR

S.

SDS
SDS-PAGE
SM

SPC

SSC

TBS
TCR
TLR
Treg
TNF
TX-100
UDP
UTP
WT

Raumtemperatur

Reverse Transkriptase Polymerase-Kettetioeak
(polymerase chain reactiopn

siehe

Natriumdodecylsulfas@dium dodecyl sulfate
SDS-Polyacrylamid Gel Elektrophorese

Sphingomyelin

Sphingosylphosphorylcholin

Seitwartsstreuung side scatter  gibt bei  durchfluss-
zytometrischen Analysen Aufschluss Uber die Graitatader
Zellen

Tris-gepufferte Kochsalzlosungg buffered saling
T-Zell-Rezeptor
Toll-like Rezeptor

regulatorische T-Zellen

Tumornekrosisfaktor

Triton X 100

Uridindiphosphat

Uridintriphosphat

Wildtyp
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