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Zusammenfassung

Die ADP-Ribosyltransferase ARTC2.2 ist ein Ekto-Enzym auf T-Zellen, das die
Ubertragung der ADP-Ribose-Gruppe von NAD auf Membranproteine katalysiert. Die
ARTC2.2-vermittelte ADP-Ribosylierung 6ffnet den P2X7-lonenkanal und induziert
membrannahe Proteolyse (Shedding) von Oberflachenproteinen durch ADAM-
Proteasen. Vorarbeiten unserer Gruppe zeigten, dass ARTC2.2 nach Behandlung
von T-Zellen mit Phorbolestern proteolytisch von der Zellmembran abgestoBen wird.
In dieser Arbeit wurde untersucht, ob ARTC2.2 auch durch Nukleotid-induziertes
Shedding freigesetzt werden kann. Hierfir wurde der Verlust von ARTC2.2 nach
Behandlung der Zellen mit NAD und verschiedenen Inhibitoren untersucht. Es zeigte
sich ein NAD-induzierter Verlust von ARTC2.2 von der Zelloberflache in Abhangigkeit
von der Aktivitdt von ARTC2.2, P2X7 und ADAM-Proteasen. Die ARTC2.2 konnte
nach Shedding aus dem Uberstand aufgereinigt und F239/S240 als Spaltstelle
massenspektrometrisch bestimmt werden.

Mittels radioaktiver Markierung von Zielproteinen nach Inkubation mit 32P-NAD wurde
gezeigt, dass die ARTC2.2 nach Shedding (sARTC2.2) enzymatisch aktiv ist und
eine veranderte Substratspezifitdt, von Membranproteinen hin zu sekretorischen
Proteinen, aufweist. SARTC2.2 ADP-ribosyliert einige Zytokine - darunter bevorzugt
Interferon-y (IFN-y). Die ADP-Ribosylierung von IFN-y wurde n&her untersucht und
Arginin 128 als ADP-Ribosylierungsstelle bestimmt. Assays zur IFN-y-vermittelten
Induktion der STAT1-Phosphorylierung und der Bildung des Immunoproteasoms
zeigten, dass die ADP-Ribosylierung IFN-y inhibiert und ferner, dass diese Inhibition
durch de-ADP-Ribosylierung mit der ADP-Ribosyl-Hydrolase 1 reversibel ist.

Da ADAM17 als induzierbares Shedding-Enzym gilt, wurden ADAM17-spezifische
Antikérper als experimentelle Werkzeuge hergestellt. Hierzu wurden einerseits ein
polyklonaler Kaninchen-Antikérper (K133) generiert, andererseits aus der
Lymphozyten-RNA zweier immunisierter Lamas Phagemidbibliotheken kloniert und
spezifisch ADAM17-bindende Nanobodies Uber die Phagen-Display-Technologie
selektioniert. Nanobody-Fc-Fusionsproteine (Nb-Fc) wurden kloniert, produziert und
charakterisiert. Zwei Nb-Fcs (ST127 und ST161) zeigen hohe Affinitaten fur
ADAM17. K133, ST127 und ST161 sind in ELISA, Immunfluoreszenz sowie Western-
Blot-Analysen einsetzbar. ST127 und ST161 erkennen spezifisch die katalytische
Doméane bzw. die Prodoméane. Diese Antikdrper stellen wertvolle Werkzeuge fur die
weitere Analyse der ADAM17 dar.



abstract

The ADP-ribosyltranferase ARTC2.2 is an ecto-enzyme on the cell surface of T cells
that catalyzes the transfer of ADP-ribose from NAD to cell surface proteins.
ARTC2.2-mediated ADP-ribosylation activates the P2X7 ion channel and induces
ADAM protease-mediated shedding of membrane proteins. As previously shown by
our group, ARTC2.2 is released from the cell surface of T cells upon stimulation with
phorbol esters. To determine whether ARTC2.2 is also shed via nucleotide-induced
ADAM activation, cells were treated with NAD and different inhibitors. The results
show that NAD induces ARTC2.2-, P2X7- and ADAM-dependent cleavage of
ARTC2.2 from the cell surface. Shed ARTC2.2 (sARTC2.2) was purified from the
supernatant of nucleotide treated cells. Mass spectrometry identified F238/S240 as
the cleavage site of ARTC2.2.

Radioactive labeling of target proteins after treatment with 32P-NAD revealed that
SsARTC2.2 is enzymatically active and has an altered substrate specificity, now
preferring secreted proteins over membrane proteins. SARTC2.2 can ADP-ribosylate
a number of cytokines with preference for interferon-y (IFN-y). ADP-ribosylation of
IFN-y was analyzed further and arginine 128 - located in the functionally important C-
terminal region - was identified as the primary ADP-ribosylation site. In assays of
IFN-y-induced STAT1 phosphorylation and assembly of the immunoproteasome it
was shown that ADP-ribosylation inhibits IFN-y and that this inhibition could be
restored by de-ADP-ribosylation catalyzed by the ADP-ribosyl hydrolase 1.

ADAM17 is the major inducible sheddase. ADAM17-specific antibodies were
developed as new experimental tools. Firstly, a polyclonal rabbit antibody - K133 -
was generated. Secondly, nanobodies were generated by cloning phage display
libraries from lymphocyte RNA of immunized llamas and selection of specific phages
by panning on immobilized ADAM17. Nanobody-Fc fusion proteins (Nb-Fc) were
cloned, produced and characterized. Two Nb-Fcs - ST127 and ST161 - show high
affinities for ADAM17. K133, ST127 and ST161 can be used in immunofluorescence,
ELISA and Western-blot analyses. ST127 and ST161 recognize epitopes on the
ADAM17 catalytic domain and prodomain, respectively. These nanobodies provide

useful tools for further analyses of ADAM17.
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1 Einleitung

1.1 ARTC2.2: eine membranstandige ADP-Ribosyltransferase

Die ARTC2.2 ist ein Ekto-Enzym auf murinen T-Zellen, dass die ADP-Ribosylierung
verschiedener Zelloberflachenproteine katalysiert und eine wichtige Rolle in der T-
Zell-Homoostase spielt (Koch-Nolte et al, 1996; Adriouch et al, 2007).

ADP-Ribosylierung ist eine posttranslationale Modifikation, in der eine ADP-
Ribosegruppe von B-Nikotinamidadenindinukleotid (NAD) auf ein Zielprotein
Ubertragen wird. Fir einen besseren Lesefluss wird die Schreibweise ,NAD“ anstelle
von ,NAD+* verwendet. Die 540 Da groBe und mehrfach negativ geladene ADP-
Ribosegruppe verandert die lokalen sterischen und elektrostatischen Eigenschaften

des Proteins und fuhrt oft zu dessen Funktionsverlust (Laing et al, 2010) (Abb.1.1).
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Abb. 1.1: Die ARTC-katalysierte ADP-Ribosylierungsreaktion.

Die Familie der ARTC-Ekto-Enzyme katalysiert die ADP-Ribosylierungsreaktion, bei der die ADP-
Ribosegruppe von B-Nikotinamidadenindinukleotid (NAD) auf ein Zielmolekul bertragen wird. Die
energiereiche Bindung zwischen Nikotinamid und ADP-Ribose wird getrennt und die ADP-Ribose auf
ein Stickstoffatom der Guanidino-Gruppe eines Arginins des Zielproteins Ubertragen. Als
Reaktionsprodukte entstehen das ADP-ribosylierte Zielprotein, das haufig in seiner Funktion verandert
ist (rot umrandet), und Nikotinamid.
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ADP-Ribosylierung wurde zun&chst als Pathomechanismus des Diphtherietoxins
beschrieben, bei der das Toxin den Elongationsfaktor 2 an Diphtamid 715 ADP-
ribosyliert und so die Proteinbiosynthese inhibiert (Collier & Cole, 1969). Es folgte die
Entdeckung einer groBen Anzahl weiterer bakterieller Toxine, die Uber diesen
Mechanismus wirken (Holbourn et al, 2006). Das Choleratoxin und das
Pertussistoxin ADP-ribosylieren Arginin 187 in der Alpha-Untereinheit von G-
Proteinen (Gill & Meren, 1978; Sekura et al, 1983), das C2-Toxin aus Clostridium
botulinum sowie SpvB aus Salmonella enterica Arginin 177 in Aktin (Aktories et al,
1986; Tezcan-Merdol et al, 2001; Menzel et al, 2013) (Abb.1.2). Jede dieser
Reaktionen hat einen Funktionsverlust des Zielmolekils zur Folge.

In Saugetieren sind zwei Familien ADP-ribosylierender Enzyme charakterisiert. Nach
ihrer Struktur und ihrem katalytischen Zentrum werden ARTD- und ARTC-ADP-
Ribosyltransferasen unterschieden (Hottiger et al, 2010). Die ARTD-ADP-
Ribosyltransferasen besitzen ein fur die enzymatische Aktivitdt verantwortliches
Motiv aus den drei Aminoséuren H-Y-E (oder eine Variante hiervon). Das D in ARTD
steht hierbei fiir die Ahnlichkeit zu dem Diphtherietoxin, das zuerst charakterisierte
Enzym mit diesem Motiv. Diese Familie besteht aus 18 Mitgliedern, ARTD1-18
(Hottiger et al, 2010). Das bekannteste Mitglied dieser Familie ist die ARTD1 (friher
Poly-ADP-Ribose-Polymerase, PARP1 genannt), die lange, verzweigte Ketten von
poly-ADP-Ribose auf Histone und andere nukledre Proteine Ubertragt und eine
wichtige Funktion in der zellularen Antwort auf DNA-Doppelstrangbriiche besitzt
(Pears et al, 2012). Die Familie der ARTDs ist in ihrer Funktionalitat sehr heterogen;
Einige Mitglieder katalysieren die poly-ADP-Ribosylierung, andere tUbertragen wenige
(oligo-ADP-Ribosyltransferasen) oder nur eine ADP-Ribose-Gruppe (mono-ADP-
Ribosyltransferasen) an ihr Zielmolekl, und einige sind moglicherweise enzymatisch
inaktiv (Hassa & Hottiger, 2007; Hottiger et al, 2010).

Die Gruppe der ARTCs, benannt nach den strukturell verwandten C2- und C3-
Toxinen verschiedener Clostridien-Stamme, ist durch das Motiv aus den drei
Aminosauren R-S-E definiert. ARTCs sind Ekto-Enzyme, die als GPIl-verankerte
Proteine auf der Zelloberflache (ARTC1-4) oder als sekretiertes Protein (ARTCS5)
exprimiert werden (Koch-Nolte et al, 2008). Die ARTC Enzyme sind mono-ADP-
Ribosyltransferasen und katalysieren die kovalente Verknupfung einer ADP-Ribose-
Gruppe auf ein Arginin des Zielproteins (Seman et al, 2004; Koch-Nolte et al, 2006;
2008; Laing et al, 2010). Im Menschen liegt die ARTC2 als Pseudogen vor (Haag et

al, 1994), in der Maus in zwei funktionellen Varianten, die von benachbarten Genen
11



kodiert sind: ARTC2.1 und ARTC2.2 (Koch-Nolte et al, 1996). Die ARTC-Proteine
sind in ihrer dreidimensionalen Struktur eng verwandt mit einer Gruppe von Toxinen
(u. a. SpvB aus S. enterica und C2 aus C. botulinum), die ebenfalls das R-S-E Motiv
enthalten (Mueller-Dieckmann et al, 2002; Vogelsgesang et al, 2008; Zhang et al,
1995; Visschedyk et al, 2010). In Abb. 1.2 sind die ARTDs und ihr verwandtes
Diphtherietoxin grin umrandet und die ARTCs und die R-S-E-Toxine schwarz

umrandet dargestellt.
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Abb. 1.2: ADP-Ribosyltransferasen aus Saugetieren und Bakterien.

In S&ugetieren gibt es fiinf Ekto-ADP-Ribosyliransferasen, die als GPl-verankerte Proteine auf der
Zelloberflache (ARTC1-4) oder als sekretorisches Protein (ARTC5) exprimiert werden. Sie sind
strukturell eng verwandt mit einigen bakteriellen Toxinen. Im Zellkern von S&ugetieren wird eine
weitere Gruppe von ADP-Ribosyltransferasen exprimiert, die ARTDs, welche strukturell eng mit dem
Diphtherietoxin verwandt sind. Die Zellen bzw. die Bakterien, in denen die ARTCs bzw. Toxine
exprimiert werden sind blau dargestellt. Die Akzeptoraminosauren sowie die Zielproteine der ARTs
sind rot dargestellt. NP: nukleére Proteine, EF-2: Elongationsfaktor 2. Die ARTDs und das verwandte
Diphtherietoxin wurden in griiner Schrift und mit griner Umrandung hervorgehoben. DT:
Diphtherietoxin, DTR: Diphtherietoxin-Rezeptor, ExoA: ExotoxinA, CT: Choleratoxin, PT:
Pertussistoxin, SpvB: Salmonella enterica Virulenzplasmid Faktor B, C2: Clostridien Toxin 2

Die ADP-Ribosylierung ist eine reversible Reaktion, die von ADP-Ribosyl-Hydrolasen
(ARHSs) riickgéngig gemacht werden kann (Oka et al, 2006; Koch-Nolte et al, 2008).
Es konnte z. B. in stickstofffixierenden Bakterien wie Rhodospirillum rubrum ein
wichtiger Regulationskreislauf des Schlisselenzyms der Stickstofffixierung
Dinitrogenase-Reduktase gezeigt werden. ADP-Ribosylierung durch Dinitrogenase-
Reduktase-ADP-Ribosyltransferase (DRAT) inaktiviert die Dinitrogenase-Reduktase
und de-ADP-Ribosylierung durch Dinitrogenase-Reduktase aktivierende
Glycohydrolase (DRAG) reaktivert die Dinitrogenase-Reduktase (Pope et al, 1986;
Ludden, 1994; Berthold et al, 2009). Im humanen Genom sind drei ARHs codiert

(Koch-Nolte et al, 2008). Die Sequenzen sowie die dreidimensionalen Strukturen der
12



ARHs 1 und 3 sind eng verwandt mit der Struktur der DRAG (Li et al, 2009; Mueller-
Dieckmann et al, 2006; Kernstock et al, 2009; Berthold et al, 2009).

Die physiologische Bedeutung der mono-ADP-Ribosylierung in Sdugetieren ist erst
wenig erforscht. Beim Menschen wurde z. B. die ADP-Ribosylierung des Defensins
HNP-1 durch humane ARTC1 in der Bronchoalveolarflissigkeit von Rauchern
beobachtet (Paone et al, 2002; 2006).

Die ARTC2 wurde urspringlich als T-Zell-Differenzierungs-Antigen RT6 auf T-Zellen
von Ratten und Mausen entdeckt (Thiele et al, 1986) und erst spater als ADP-
Ribosyltransferase charakterisiert (Koch-Nolte et al, 1996). Die 3D-Struktur der
ARTC2 der Ratte konnte in Kokristallisation mit dem Substrat NAD aufgeklart werden
und zeigt eine tiefe Bindungstasche, in der das typische R-S-E-Motiv lokalisiert ist
(Mueller-Dieckmann et al, 2002). Die 3D-Struktur erinnert an ,Pac-Man“ und wird

daher in schematischen Abbildungen so dargestellt (Abb. 1.3).
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Abb. 1.3: Die Struktur der ADP-Ribosyltransferase ARTC2.2.

Die 3D-Struktur der ARTC2.2 aus der Ratte (PDB-id: 10g3) zeigt die Bindung des Substrates NAD in
einer tiefen Bindungstasche (A-C). Die Aminosauren des charakteristischen R-S-E Motivs sind rot
hervorgehoben, NAD schwarz. (A) Die frontale Ansicht zeigt die Breite der katalytischen Tasche und
die Lage des NAD. (B) Die Seitenansicht zeigt die Tiefe der Bindungstasche. (C) Die Darstellung als
Cartoon zeigt den Aufbau der Sekundar- und Tertiarstruktur: der obere Teil besteht aus finf a-Helices,
wéhrend der untere Bereich von B-Faltblattern gebildet wird. (D) Als Vereinfachung der Darstellung
dient das Symbol des Pacman, der die 3D-Struktur nachbildet.

Die ADP-Ribosyltransferase ARTC2 ist in der Maus in zwei allelen Varianten
vorhanden; wahrend ARTC2.1 nur unter reduzierenden Bedingungen aktiv ist (Hara
et al, 1999) und u. a. auf Makrophagen exprimiert wird (Hong et al, 2007), ist die
ARTC2.2 konstitutiv aktiv und wird primar auf T-Zellen exprimiert (Koch-Nolte et al,
1996; 1999; 2008). Beide werden als GPIl-verankerte Membranproteine exprimiert
und zeigen promiskuitive ADP-Ribosylierung von verschiedenen Membranproteinen
(Bannas et al, 2005; Hong et al, 2007).

13



Es wurden verschiedene Membranproteine, wie LFA-1 (Nemoto et al, 1996b), CD8f3
(Lischke et al, 2013), CD27, CD43, CD44 und CD45 (Okamoto et al, 1998) als
Zielproteine fur die ARTC2.2-vermittelte ADP-Ribosylierung identifiziert. Hierbei wird
die Funktion der Zielproteine haufig verandert (Laing et al, 2010). So inhibiert die
ADP-Ribosylierung des Intergrin LFA-1 dessen homotypische Bindung in der
Zelladhasion (Krebs et al, 2003; Tominaga et al, 1993; Nemoto et al, 1996b), die
ADP-Ribosylierung von CD8B inhibiert die Ick-vermittelte Signaltransduktion (Lischke
et al, 2013).

Ein weiteres Zielprotein der ARTC2.2 ist der ligandengesteuerte, nicht selektive
lonenkanal P2X7 (Seman et al, 2003; Adriouch et al, 2008; Schwarz et al, 2009)
(Abschnitt 1.2). ADP-Ribosylierung von P2X7 an R125 flihrt nicht zu einer
Inaktivierung, sondern zu einer Aktivierung von P2X7, bedingt durch die kovalente
Verknupfung der ADP-Ribose-Gruppe an eine Stelle des P2X7 nahe der
Bindungsstelle seines Liganden Adenosintriphosphat (ATP) (Adriouch et al, 2008).
Da sich ADP-Ribose und ATP strukturell &hneln, wird angenommen, dass die ADP-
Ribose-Gruppe als kovalent verknlpfter Ligand dienen und so eine dauerhafte
(")ffnung des lonenkanals bewirken kann (Adriouch et al, 2008; Schwarz et al, 2009).
Die Offnung des P2X7-lonenkanals hat unter anderem die Aktivierung von ADAM-
Proteasen zur Folge, die einige Zielproteine von der Zelloberflache spalten (Gu et al,
1998). Eine dauerhafte Aktivierung des P2X7-Rezeptors durch ADP-Ribosylierung
fuhrt bei T-Zellen zum NAD-induzierten Zelltod, der vermutlich eine wichtige Rolle bei
der Kontrolle von Entziindungsreaktionen spielt (Seman et al, 2003; Koch-Nolte et al,
2006).

Die Regulation der ARTC2.2 kann Uber unterschiedliche Wege erfolgen. Es wurde
gezeigt, dass die ARTC2.2 mit cholesterinreichen Bereichen der Zellmembran,
sogenannten lipid rafts, assoziiert ist und dadurch auf andere raft-assoziierte
Proteine fokussiert wird (Bannas et al, 2005). Eine weitere Regulationsmdglichkeit ist
die proteolytische Freisetzung von der Zelloberflache. So wurde von unserer Gruppe
gezeigt, dass ARTC2.2 nach Stimulation von T-Zellen mit dem Phorbolester
Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) oder einem T-Zell-Rezeptor kreuzvernetzenden
Antikérper von der Zelloberflache gespalten wird (Kahl et al, 2000). Bisher ist jedoch
unklar, ob auch die Aktivierung von P2X7 durch ARTC2.2-vermittelte ADP-
Ribosylierung die membrannahe Proteolyse der ARTC2.2 auslésen kann, und
welche funktionellen Konsequenzen dies auf die Zielspezifitdt der ARTC2.2 hat.

Diese Fragestellungen sollen in dieser Arbeit untersucht werden.
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1.2  P2X7: ein Nukleotid-gesteuerter lonenkanal

Der P2X7-Rezeptor ist ein nicht selektiver, homotrimerer lonenkanal, der eine
wichtige Rolle bei der Aktivierung membrannaher Proteolyse (Shedding) spielt. Die
Aktivierung von P2X7 erfolgt durch extrazelluldre Nukleotide und resultiert in dem
Einstrom von Ca2*, dem Ausstrom von K+  der Externalisierung von
Phosphatidylserin und einer Aktivierung von ADAM-Proteasen (Seman et al, 2003;
Pupovac et al, 2013; Gu et al, 1998; Suzuki et al, 2004). In Abb. 1.4 ist die Struktur
des P2X7 dargestellt - modelliert auf die 3D-Struktur des nachsten Verwandten,
P2X4 (Hattori & Gouaux, 2012). P2X7 kann entweder durch seinen léslichen
Liganden ATP oder durch ADP-Ribosylierung an R125 aktiviert werden (Adriouch et
al, 2008).

Abb. 1.4: Die Struktur des Nukleotid-gesteuerten lonenkanals P2X7.

Die 3D-Struktur des P2X7 zeigt eine homotrimere Struktur des lonenkanals. Eine Untereinheit wurde
blau hervorgehoben. P2X7 kann entweder durch die Bindung des I6slichen Liganden ATP (rot in einer
der drei, aus benachbarten Untereinheiten gebildeten, Ligandenbindungstaschen dargestellt) oder
durch ADP-Ribosylierung an Arginin 125 (rot, in zwei Untereinheiten sichtbar) aktiviert werden. P2X7
besitzt einen langen C-terminalen zytosolischen Bereich, der nicht in der Kristallstruktur aufgelést
wurde. Die Sequenz von P2X7 wurde auf die publizierte Struktur des eng verwandten lonenkanals
P2X4 in seiner offenen, ATP-gebundenen Konformation modelliert (PDB-id: 4dw1). Der graue Balken
symbolisiert die Plasmamembran.

NAD und ATP sind ubiquitdre Metabolite des Energie-Zellstoffwechsels und liegen
intrazellular in hohen Konzentrationen von 0,3-3 mM (NAD) und 1-10 mM (ATP) vor
(Koch-Nolte et al, 2011). Sie kdnnen in verschiedenen physiologischen und

pathophysiologischen Bedingungen von Zellen freigesetzt werden und dienen als
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Alarmsignale (Haag et al, 2007; Adriouch et al, 2012; 2007; Hubert et al, 2010;
Scheuplein et al, 2009; la Sala et al, 2003; Zolkiewska, 2005; Junger, 2011). Drei
Mechanismen der Nukleotid-Freisetzung werden postuliert: Freisetzung durch die
lytische Zellmembran sterbender Zellen (Scheuplein et al, 2009), Exozytose von
Nukleotid-haltigen Granula (Schwiebert & Zsembery, 2003) und Diffusion durch
Membrankanale (Schenk et al, 2008; Bruzzone et al, 2001) (Haag et al, 2007;
Adriouch et al, 2012).

NAD und ATP werden im Extrazellularraum von verschiedenen Enzymen und
Rezeptoren abgebaut bzw. gebunden. NAD kann von den NAD-Glykohydrolasen
CD38 und CD157 sowie von Phosphodiesterasen abgebaut werden, die sowohl auf
der Zellmembran als auch in biologischen Flissigkeiten zu finden sind (Haag et al,
2007) (Cockayne et al, 1998). ATP wird Uber Ekto-Nukleosid-Triphosphat-
Diphosphohydrolasen wie CD39 und Ekto-5"-Nukleotidasen wie CD73 sukzessive zu
Adenosindiphosphat (ADP), Adenosinmonophosphat (AMP) und Adenosin abgebaut.
Die Abbauprodukte von NAD und ATP wirken ihrerseits als Signalmolekile auf
unterschiedliche Rezeptoren (Haag et al, 2007; Guse, 2000; Burnstock, 2007).
Extrazellulares NAD dient ferner als Substrat fur die Familie der Ekto-ADP-
Ribosyltransfersen (Koch-Nolte et al, 2008; 2001; Laing et al, 2010) (Abschnitt 1.1).
ATP kann von Nukleotidrezeptoren gebunden werden (Burnstock & Verkhratsky,
2009). Diese Purinrezeptoren werden nach ihrer Struktur und Funktion in P2X- und
P2Y-Rezeptoren aufgeteilt: P2Y-Rezeptoren sind G-Protein gekoppelte, sieben
Transmembrandomanen umfassende Rezeptoren; P2X-Rezeptoren sind homo- oder
heterotrimere lonenkanéle (Burnstock, 2007).

P2X7 unterscheidet sich von den anderen Mitgliedern der P2X-Familie (P2X1-P2X6)
durch eine vergleichsweise geringe Aminosduresequenzhomologie (North, 2002)
und durch einen langen C-terminalen intrazellularen Bereich, der fir die
Signaltransduktion und Porenbildung wichtig ist (Adriouch et al, 2002). Des Weiteren
bendtigt P2X7 10- bis 100-fach héhere Konzentrationen ATP zur Aktivierung (North,
2002; Adriouch et al, 2012). P2X7 wird hauptsachlich in Makrophagen und T-Zellen
exprimiert (North, 2002; Yip et al, 2009). Die Aktivierung von T-Zellen tUber den T-Zell-
Rezeptor resultiert in einem Ausstrom von ATP Uber Pannexin-Poren und andere
Kanéle (Yip et al, 2009; Schenk et al, 2008; Junger, 2011). Dieses ATP kann den
P2X7-Rezeptor autokrin aktivieren und so zu dem fur die T-Zell-Reifung wichtigen
Einstrom von Kalziumionen fuhren (Junger, 2011). Die P2X7-Aktivierung induziert

ihrerseits die Bildung von Pannexin-Poren und so einen weiteren Ausstrom von ATP,
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das ebenfalls autokrin oder parakrin wirken kann (Corriden & Insel, 2010; Junger,
2011). Eine anhaltend starke Aktivierung von P2X7 fihrt zur Exposition von
Phosphatidylserin und zum Zelltod (Surprenant et al, 1996; Seman et al, 2003; Haag
et al, 2007).

In Mausen wurde gezeigt, dass P2X7 auBer Uber die nicht-kovalente Bindung seines
Liganden ATP auch durch kovalente ADP-Ribosylierung an R125 durch die Ekto-
ADP-Ribosyltransferase ARTC2.2 aktiviert werden kann (Seman et al, 2003;
Adriouch et al, 2008; Schwarz et al, 2009). Wie bereits in Abschnitt 1.1 erlautert,
wird angenommen, dass aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit von ADP-Ribose und
ATP sowie der Nahe der ADP-Ribosylierungsstelle zur Ligandenbindungstasche die
ADP-Ribose-Gruppe als kovalent verkniUpfter Ligand dienen und so eine dauerhafte
Offnung des lonenkanals bewirken kann (Adriouch et al, 2008; Schwarz et al, 2009).
Far die Aktivierung durch ADP-Ribosylierung werden fir NAD mit 1-10 yM deutlich
geringere Konzentrationen bendtigt als fur ATP (Seman et al, 2003). Im Serum liegt
NAD zwar mit 0,1-0,5 yM (Haag et al, 2007) in Konzentrationen vor, die nicht
ausreichen, um P2X7 zu aktivieren, in Zelllysaten ist jedoch genug NAD vorhanden,
um Uber ARTC2.2 und P2X7 den NAD-vermittelten Zelltod (NAD induced cell death,
NICD) von T-Zellen zu induzieren (Seman et al, 2003). Besonders anféallig fur NICD
sind regulatorische T-Zellen. Durch Injektion von NAD in M&use und daraus
resultierender Depletion regulatorischer T-Zellen konnte das Tumorwachstum in vivo
reduziert werden (Hubert et al, 2010). Schon bei der Préaparation priméarer T-Zellen
aus der Maus wird genug NAD freigesetzt, um NICD auzulésen (Rissiek et al, 2014).
Eine weitere Konsequenz der Aktivierung von P2X7 ist die membrannahe Proteolyse
(Shedding) von immunologisch wichtigen Zelloberflachenproteinen, wie z. B. TNFa,
CD62L und CD27, durch ADAM-Proteasen (Gu et al, 1998; Moon et al, 2006; Suzuki
et al, 2004). ADAM10 und ADAM17 sind fir einen GroBteil des Sheddings
verantwortlich (Murphy, 2008) (Abb. 1.5). Die Substratspezifititen von ADAM10 und
ADAM17 kbénnen sich teilweise Uberlappen oder erganzen (Murphy, 2008; Scheller et
al, 2011; Le Gall et al, 2009). Auf T-Zellen ist sowohl die Aktivitdt von ADAM10 als
auch von ADAM17 induzierbar (Ebsen et al, 2013), sodass hier beide Proteasen fir
das P2X7-vermittelte Shedding in Frage kommen (Gu et al, 1998) (Suzuki et al,
2004; Seman et al, 2003; Le Gall et al, 2010; Pupovac et al, 2013) (Abschnitt 1.4).
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Abb. 1.5: Der ARTC2.2-P2X7-ADAM-Signalweg.

Schematische Darstellung des Signalweges der Nukleotid-induzierten membrannahen Proteolyse. In
inflammatorischen Prozessen werden Nukleotide wie NAD (roter Stern) und ATP (roter Kreis)
freigesetzt und kénnen den Purinrezeptor P2X7 aktivieren. Diese Aktivierung kann entweder durch
Bindung des Liganden ATP oder durch ARTC2.2-vermittelte ADP-Ribosylierung induziert werden. Eine
C")ffnung des P2X7-lonenkanals bewirkt einen Einstrom von Kalziumionen, die Exposition von
Phosphatidylserin und aktiviert die Oberflachenproteasen ADAM10 und ADAM17. Diese setzen
CD62L und andere Membranproteine proteolyisch von der Zelloberflache frei. In dieser Arbeit wird
gezeigt, dass auch ARTC2.2 selbst Uber diesen Signalweg von der Zelloberflache freigesetzt wird.

In dieser Arbeit werden die Uber ARTC2.2, P2X7 und ADAM-Aktivierung induzierte
membrannahe Proteolyse von ARTC2.2 und die daraus resultierenden Folgen fir die
ARTC2.2-Aktivitat, ihre Substratspezifitdt und die Aktivitat ihrer Zielproteine
behandelt.
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1.3 Interferon-y: ein Leit-Zytokin der T-Zell-Polarisierung

In der vorliegenden Arbeit wird gezeigt, dass Interferon-y (IFN-y) ein Ziel fur die
ARTC2.2-vermittelte ADP-Ribosylierung ist und dass diese ADP-Ribosylierung die
Signalfunktion von IFN-y inhibiert.

Interferone sind Zytokine, die nach ihrer Fahigkeit, mit der Replikation von Viren zu
interferieren, benannt wurden (Isaacs & Lindenmann, 1957). Interferone werden
nach ihrer Rezeptorspezifitit und Sequenzhomologie in zwei Gruppen aufgeteilt.
Typ-1-Interferone wie Interferon-a und Interferon-B werden durch virale Infektionen
induziert (Schroder et al, 2004).

Interferon-y, ein Typ-2-Interferon, wird als dimeres Glykoprotein von aktivierten T-
Zellen und NK-Zellen produziert (Darnell et al, 1994). IFN-y wirkt tGber die Bindung
an den IFN-y-Rezeptor (IFNGR), der sich aus je zwei Molekilen IFNGR1 und
IFNGR2 zusammensetzt (Schroder et al, 2004; Walter et al, 1995; Thiel et al, 2000;
Randal & Kossiakoff, 2001). Die Bindung von IFN-y an den Rezeptor bewirkt eine
intrazellulare Signaltransduktion Uber die Januskinasen JAK1 und JAK2, die die
Phosphorylierung von STAT1 katalysieren (Darnell et al, 1994; Darnell, 1997).
Phosphoryliertes STAT1 wandert Gber Importin a5 in den Nukleus ein und induziert
Uber die Bindung an die IFN-y-Aktivierungsstelle (IFN-y activation site, GAS) die
Transkription der Zielgene (Darnell et al, 1994; Nardozzi et al, 2010) (Abb. 1.6 A).
IFN-y wurde wegen seiner stimulierenden Wirkung auf Makrophagen urspringlich
auch macrophage-activating factor genannt (Gray & Goeddel, 1982; Roberts & Vasil,
1982). IFN-y induziert in Makrophagen antimikrobielle und anti-Tumor-Mechanismen
sowie die verstarkte Expression der Antigen-prasentierenden MHC-Molekile (Rauch
et al, 2013; Abbas et al, 1996; Schroder et al, 2004). IFN-y wirkt jedoch auch auf
andere Zellen des Immunsystems und auf Gewebezellen wie Podozyten (Abb. 1.6
B).

Bei B-Zellen bewirkt IFN-y einen Antikérper-Klassenwechsel zu IgG2a, sodass
gesteigerte, antikdrpervermittelte Komplement-Aktivierung und Phagozytose erfolgen
kénnen (Abbas et al, 1996; Schroder et al, 2004). IFN-y bewirkt bei anderen Zellen,
z. B. in Makrophagen und Podozyten, die Induktion des Immunoproteasoms, sodass
vermehrt Peptide erzeugt und tber MHC prasentiert werden (Mosmann & Coffman,
1989; Szabo et al, 2003; Schroder et al, 2004; Seifert et al, 2010). Auf Natlrlichen
Killer-Zellen (NK-Zellen) sowie T-Zellen induziert IFN-y autokrin eine verstarkte

Produktion und Sekretion von IFN-y und eine Suppression von IL-4 (Frasca et al,
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1985; Abbas et al, 1996). Dies flhrt zur Polarisierung von T-Zellen hin zu Typ1-T-
Helferzellen (Th1) und weg von Typ2-T-Helferzellen (Th2), (Mosmann & Coffman,
1989; Abbas et al, 1996; Bradley et al, 1996) (Abb. 1.6 B). Das Gleichgewicht
zwischen Th1- und Th2-Immunantworten ist entscheidend flur die Kontrolle von
Pathogenen, Tumorzellen, inflammatorischen Erkrankungen und
Autoimmunerkrankungen (Abbas et al, 1996; Bradley et al, 1996; Rauch et al, 2013).
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extrazellular
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Abb. 1.6: Wirkung von Interferon-y.

(A) IFN-y ist ein Homodimer, dass von je zwei Molekllen seiner Rezeptoren IFNGR1 und IFNGR2
gebunden wird. Die direkte Bindung erfolgt tiber den IFNGR1; die Funktion des IFNGR2 liegt in der
Signaltransduktion. Die Bindung von IFN-y induziert Gber JAK1 und JAK2 die Phosphorylierung (rot
ausgeflllte Kreise) von STAT1. Dies fUhrt zur Dimerisierung von STAT1 und Translokation in den
Zellkern, wo der STAT1-Dimer an die IFN-y-Aktivierungsstelle (GAS) bindet und die Transkription von
Zielgenen reguliert. (B) IFN-y wird von NK-Zellen und T-Zellen produziert (blaue Pfeile) und wirkt auf
verschiedene Zellen. Bei NK-Zellen und T-Zellen induziert es autokrin die weitere Produktion von IFN-
Y. T-Zellen werden zu Th1i-Zellen polarisiert. In B-Zellen induziert IFN-y einen Klassenwechsel zu
IgG2a. Makrophagen werden aktiviert und exprimieren vermehrt MHC-Molekile auf der
Zelloberflache. In vielen anderen Zellen, z. B. Podozyten, wird neben der verstarkten Expression von
MHC-Molekullen das Immunoproteasom induziert, das Peptide generiert, die Gber MHC prasentiert
werden kénnen.

Eine Th1-Polarisierung wird induziert von IL-12 und IFN-y und resultiert in der
Produktion von IFN-y, IL-2 und TNFa. Die Th1-Immunantwort ist proinflammatorisch
und durch hohe zytotoxische Aktivitditen und zellvermittelte Immunitat Gber
Makrophagen, zytotoxische T-Zellen und NK-Zellen charakterisiert. Die Th1-
Immunantwort richtet sich insbesondere gegen intrazellulare Pathogene, aber auch
gegen Tumore (Mosmann & Coffman, 1989; Abbas et al, 1996). Eine starke
Aktivierung der Th1-Achse ist mit Uberempfindlichkeitsreaktionen des Typs IV wie
Kontaktdermatitis, Morbus Crohn oder Diabetes mellitus Typ1 assoziiert (Abbas et al,
1996; Schroder et al, 2004; Rauch et al, 2013; Blom & Poulsen, 2013). Eine Th2-
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Polarisierung wird durch IL-4 induziert und resultiert in der Produktion von IL-3, IL-4,
IL-5, IL-10 und IL-13. Die Th2-Immunreaktion ist antiinflammatorisch und durch eine
humorale Immunantwort charakterisiert, die Uber IgE-Antikérper und
Mastzellaktivierung gegen extrazellulare Pathogene wirkt. Th2-Zellen spielen u. a.
eine wichtige Rolle bei Allergien (Mosmann & Coffman, 1989; Abbas et al, 1996;
Rauch et al, 2013; Blom & Poulsen, 2013). Zur in-vitro-Polarisierung von Th1- und
Th2-Zellen wird eine Kombination aus Zytokinen und gegenséatzlich wirkenden
Inhibitoren eingesetzt. So werden flr eine Th1i-Polarisierung IFN-y und ein IL-4-
neutralisierender Antikoérper, far eine Th2-Polarisierung IL-4 und ein IFN-y-
neutralisierender Antikérper eingesetzt (Blom & Poulsen, 2013).

Die Inhibition von IFN-y verschiebt das immunologische Gleichgewicht zugunsten
von Th2 und wirkt somit antiinflammatorisch (Schroder et al, 2004; Rauch et al,
2013). So vermindert die Antikérper-basierte Inhibition von IFN-y die Féhigkeiten des
Immunsystems intrazellulare Pathogene abzuwehren (Belosevic et al, 1989). Auf der
anderen Seite wird die antiinflammatorische Wirkung der IFN-y-inhibierenden
Antikérper auch in klinischen Studien getestet um die autoimmunologisch bedingte
chronisch-entzindliche Darmerkrankung Morbus Crohn zu behandeln (Hommes et
al, 2006). In verschiedenen Mausmodellen zur Kolitis wurden positive Effekte von
IFN-y-inhibierenden Antikérpern nachgewiesen (Obermeier et al, 1999; Hans et al,
2000; Powrie et al, 1994).
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1.4 ADAM17: eine membranstandige Metalloprotease

ADAM17 ist eines der Schlisselenzyme der induzierten membrannahen Proteolyse
(Shedding). Die Aktivitdt von ADAM17 kann durch verschiedene Signale, wie z. B. T-
Zell-Rezeptor-Stimulierung, der Behandlung von Zellen mit Phorbolestern wie
Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) oder extrazelluldre Nukleotide induziert werden
(Gu et al, 1998; Suzuki et al, 2004; Seman et al, 2003; Le Gall et al, 2010) und flhrt
zur Spaltung einiger immunologischer Schllsselproteine von der Zellmembran
(Scheller et al, 2011; Bahia & Silakari, 2010; Murphy, 2008).

Die Familie der a disintegrin and metalloproteases (ADAMs) besteht im Menschen
aus 21 und in der Maus aus 24 Mitgliedern. Hiervon wurde fur 13 Mitglieder eine
katalytische Aktivitdt nachgewiesen, die die Konsensussequenz HEXGHxxGxxHD in
der katalytischen Doméane aufweisen (Brocker et al, 2009). Es wurde gezeigt, dass
ADAM-Proteasen in Fertilisation und Entwicklung (Peschon et al, 1998; Blobel, 2005;
Gelling et al, 2008) sowie in neoplastischen (Murphy, 2008), inflammatorischen
(Scheller et al, 2011) und neurodegenerativen (Lichtenthaler, 2011) Erkrankungen
von besonderer Bedeutung sind. ADAM-Proteasen sind auf der Zelloberflache fur
das Shedding der Ekto-Domanen ihrer Zielproteine verantwortlich. Es wird geschétzt,
dass bis zu 10 % der Oberflachenproteine durch Shedding abgespalten werden
kénnen (Fong et al, 2011; Scheller et al, 2011). Diese Art der Proteolyse kann
Zytokine und Zytokin-Rezeptoren freisetzen, die als lésliche Proteine wichtige
regulatorische Aufgaben erfullen (Murphy, 2008; Scheller et al, 2011). Es wurde
ebenfalls das Shedding von Enzymen und eine daraus resultierende Anderung der
enzymatischen Aktivitéat beschrieben (English et al, 2012).

Unter den ADAM-Proteasen sind ADAM10 und ADAM17 jene mit der gr6Bten Vielfalt
an Substraten (Scheller et al, 2011). Fur CD62L, TNFa und andere Substrate konnte
gezeigt werden, dass ADAM10 teilweise den Funktionsverlust von ADAM17
kompensieren kann (Le Gall et al, 2009; Garbers et al, 2011; Peschon et al, 1998).
ADAM17 ist aus mehreren Doménen aufgebaut: die Prodomé&ne (Pro) wirkt
inhibitorisch und wird bei der Reifung zur maturen Form durch eine Furin-Protease
abgespalten; die katalytische Doméane (Kat) vermittelt die proteolytische Aktivitat, die
Disintergrindoméne (Dis) und Membran-Proximale-Doméane (MPD) sind wichtig far
die Substratspezifitdt und Regulation, die Transmembrandoméane (TM) sorgt far die
Membranverankerung und die zytosolische Domane (Zyt) erflllt regulatorische
Funktionen (Reddy et al, 2000) (Abb. 1.7 A). Urspringlich wurde ADAM17 als TNFa-
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Konvertase (TNFa converting enzyme, TACE) identifiziert (Peschon et al, 1998).
TNFa wird als membranstandiger Prékursor exprimiert und stellt nach Shedding
eines der wichtigsten proinflammatorischen Zytokine dar (Moss et al, 1997; Black et
al, 1997). ADAM17 ist nicht nur flr die Freisetzung von TNFa verantwortlich, sondern
spaltet auch die TNF-Rezeptoren TNFR1 und TNFR2 und eine Reihe weiterer
Liganden und Rezeptoren dieser Familie (ERBB4, CD40 und TRAIL) und ist somit
ein wichtiger Regulator in inflammatorischen Reaktionen (Canault et al, 2006;
Murphy, 2008; Scheller et al, 2011). Weitere Membranproteine, die von ADAM17
gespalten werden (Murphy, 2008; Scheller et al, 2011; Horiuchi, 2013), sind
Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren wie HBEGF, TGFa und ERBB4 (Zhou et
al, 2005; Murphy, 2008) sowie CD62L (L-Selektin) (Smalley & Ley, 2005; Peschon et
al, 1998). CD62L-Shedding vermindert die Einwanderung von T-Zellen in die
Lymphknoten und férdert die transendotheliale Migration neutrophiler Granulozyten
(Smalley & Ley, 2005). Die Vielfalt an potentiellen ADAM17-Substraten spiegelt sich
in einer vergleichsweise geringen Spezifitdt der Spalistellen in den Zielproteinen
wider (Tucher et al, 2014) (Abb 1.7 C).

ADAM17 ist in ruhenden Zellen kaum auf der Zellmembran, sondern primér im Golgi-
Apparat und in perinukledren Vesikeln lokalisiert, und zeigt eine geringe basale
Aktivitat (Murphy, 2008; Gooz et al, 2012). Die Aktivierung von ADAM17 kann auf
unterschiedliche Weise erfolgen (Abb 1.7 B). Exogne Stimuli sind z. B. der
Phorbolester PMA (Blobel, 2005; Murphy, 2008), bakterielle, porenformende Toxine
wie das Heamolysin aus E. coli (Walev et al, 1996), oder die Quervernetzung des T-
Zell-Rezeptors mit einen Antikérper (Li et al, 2007; Briso et al, 2008). Endogene
Stimuli fur die Aktivierung von ADAM17 beinhalten die Aktivierung von P2X7 (Le Gall
et al, 2009), die Bindung von Liganden an Rezeptoren der EGFR-Familie oder G-
Protein gekopplte Rezeptoren (Murphy, 2008), Aktivierung von MAP-Kinasen und der
Proteinkinase C (PKC) (Yamashita et al, 2014) sowie Apoptose (Chalaris et al, 2007).
Ebenso komplex wie die Zielprotein-Spezifitdt und die Aktivierungsmoglichkeiten ist
die Regulation der ADAM17 (Abb 1.7 B). Fur den Transport vom Endoplasmatischen
Retikulum (ER) in den Golgi-Apparat wird iRhom2, ein nicht aktives Mitglied der
Rhomboid-Proteasen, bendtigt (Adrain et al, 2012; Mcllwain et al, 2012; Maretzky et
al, 2013). Im Golgi-Apparat wird die inhibitorische Prodoméne durch eine Furin-
Protease abgespalten (Srour et al, 2003) und die Bindung zu iRhom2 aufgegeben
(Adrain et al, 2012). Nach Aktivierung gelangt ADAM17 Uber bisher noch nicht genau

charakterisierte Mechanismen an die Zelloberflaiche und reichert sich dort in
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cholesterinreichen Bereichen, sog. lipid rafts an, sodass eine rdumliche Regulation
der Zielproteine gewahrleistet wird (Tellier et al, 2006). Die Regulation der ADAM17
auf der Zelloberflaiche kann Uber posttranslationale Modifikation oder Bindung von
Inhibitoren bzw. Regulatoren erfolgen. So kann eine Proteindisulfidisomerase (PDI)
eine Umstellung der Disulfidbriicken induzieren und ADAM17 somit inaktivieren
(Bass & Edwards, 2010; Willems et al, 2010; Dusterhéft et al, 2013). TIMP-3 kann als
|6slicher endogener Inhibitor an die katalytische Domane von ADAM17 binden
(Amour et al, 1998).
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Abb. 1.7: Doméanenstruktur, Regulationsmechanismen und Substratspezifitdt von ADAM17.

(A) ADAM17 ist ein Multidomanenprotein mit einer inhibitorischen Prodoméane (blau), der katalytischen
Doméne (rot), den regulatorischen Doméanen Disintegrindoméane (griin) und membran-proximale
Doméne (gelb), der Transmembrandomane (violett) und der zytosolischen Doméne (schwarz). (B)
ADAM17 wird auf verschiedenen Ebenen reguliert. Fir den Export vom Endoplasmatischen Retikulum
(ER) in den Golgi-Apparat bendtigt ADAM17 die Bindung von iRhom2. Im ER wird die inhibitorische
Prodoméne von einer Furin-Protease geschnitten. Nach Aktivierung durch z. B. extrazellulére
Nukleotide Uber P2X7 oder den Phorbolester PMA, transloziert ADAM17 auf die Zelloberflache.
ADAM17 assoziiert mit cholesterinreichen Bereichen der Zellmembran (lipid rafts) und kann Uber eine
Proteindisulfidisomerase (PDI) inaktiviert werden. Die Aktivierung von ADAM17 kann uber
unterschiedliche Stimuli erfolgen: Uber Phorbolester (PMA), den P2X7-lonenkanal oder den T-Zell-
Rezeptor (TCR). ADAM17 spaltet nach Aktivierung Zielproteine wie TNFa und CD62L von der
Zelloberflache. (C) Im Vergleich zu den Proteasen Trypsin und Glu-C, die klar definierte Spaltmotive
erkennen, kann ADAM17 unterschiedliche Sequenzen spalten. ADAM17 zeigt dabei eine geringe
Praferenz fur die Aminosauren Valin, Leucin und Serin in der Position 5, der ersten N-terminalen
Position nach der Spaltstelle. Informationen zu den Spaltstellen wurden der MEROPS-Datenbank
enthommen.
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ADAM17 wird mit inflammatorischen Krankheiten wie dem TNFa-induzierten
septischen Schock, chronisch-entziundlichen Darmerkrankungen, Psoriasis und
Lungenentzindung (Horiuchi et al, 2007; Cesaro et al, 2009; Moriyama et al, 2004;
Trifilieff et al, 2002), aber auch mit neoplastischen Erkrankungen wie Brust-,
Eierstock- und Darmkrebs assoziiert (Lendeckel et al, 2005; Zhou et al, 2005; Tanaka
et al, 2005) (Blanchot-Jossic et al, 2005; Gooz, 2010; Murphy, 2008).

Fiar die Inhibition von ADAM17 wurden verschiedene Substanzen entwickelt:
niedermolekulare Inhibitoren wie GW280264X (Hundhausen et al, 2003), TAPI
(Mohler et al, 1994) und GI254023X (Hundhausen et al, 2003), zeigen
unterschiedliche Spezifitdten. GW280264X blockiert sowohl ADAM17 als auch
ADAM10, TAPI inhibiert diverse Metalloproteasen und Gl254023X ist ca. 100-fach
wirksamer gegenliber ADAM10 als gegen ADAM17 (Hundhausen et al, 2003). Ein
inhibitorischer Antikérper, D1A12, wurde als scFv aus einer humanen naiven
Phagen-Display-Bibliothek an ADAM17 selektioniert, und =zeigt in vitro eine
spezifische Inhibition von humanem ADAM17 (Tape et al, 2011). Ob die Inhibition von
ADAMA17 fir therapeutische Anwendungen sinnvoll ist, wird aufgrund der essentiellen
Funktionen von ADAM17 und der mdglichen kompensatorischen Effekte durch
andere Metalloproteasen kritisch betrachtet (Rose-John, 2013; Horiuchi, 2013).

Flr die weitere Charakterisierung der Aktivierung, Regulation, Substratspezifitat und
Lokalisierung von ADAM17 sind spezifische Antikérper wichtige Werkzeuge, die vor
allem gegen murine ADAM17 bisher nicht ausreichend vorhanden sind. In dieser
Arbeit wurden daher neue ADAM17-spezifische Antikérper generiert und
charakterisiert. Dafur wurden zwei unterschiedliche Ansétze verfolgt: zum einen
wurde ein Kaninchen immunisiert um einen polyspezifischen polyklonalen Antikérper
zu erhalten, zum anderen wurden zwei Lamas immunisiert, um rekombinant

produzierbare monoklonale Antikérper (Abschnitt 1.5) zu erhalten.
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1.5 Nanobodies: einzigartige Einzel-Domanen-Antikorper aus
Lamas

Antikérper sind wichtige Werkzeuge, sowohl in der Forschung als auch fur
medizinische Anwendungen. Konventionelle AntikOrper bestehen aus je zwei
schweren und zwei leichten Ketten, die beide an der Antigenbindung beteiligt sind.
Die Bindungsstelle des Antigens ist dabei meist flach oder konkav. Camelidae, wie
Lamas, Kamele, Alpakas und Dromedare, produzieren zusatzlich zu diesen
konventionellen Antikérpern eine weitere Klasse von Antikérpern, die nur aus
schweren Ketten aufgebaut sind, sog. Schwere-Ketten-Antikbrper (heavy chain
antibodies, hcAbs) (Hamers-Casterman et al, 1993). Diesen Antikérpern fehlt die
leichte Kette sowie die CH1-Doméane der schweren Ketten, sodass hcAbs mit nur
sechs Immunglobulin-Domé&nen und ca. 90 kD deutlich kleiner sind als
konventionelle Antikbrper mit 12 Doméanen und ca. 150 kD (Abb. 1.7 A). Im Serum
der Camelidae machen diese Schwere-Ketten-Antikdrper bis zu 45 % der Antikérper
aus (Hamers-Casterman et al, 1993; van der Linden et al, 2000). Die variable
Domaéne der schweren Kette wird in diesen Antikérpern VHH (variable domain of the
heavy chain of heavy chain antibodies) oder Nanobody genannt, und ist allein fir die
Antigenbindung verantwortlich (Holliger & Hudson, 2005; Muyldermans, 2013) (Abb.
1.7 A). Mutationen in der Framework-Region 2 der VHHs zu hydrophilen
Aminoséauren erklaren die hohe Stabilitdt und gute Loéslichkeit rekombinanter VHH
Doménen (Nguyen et al, 2002) (Abb. 1.7 C). Es sind zwei Isotypen von Schwere-
Ketten-AntikOrpern bekannt, die langere oder klrzere Hinge-Regionen zwischen
VHH und CH2 Domaéne enthalten, (long hinge hcAb bzw. short hinge hcAb) (Hamers-
Casterman et al, 1993). hcAbs zeigen im Vergleich zu konventionellen Antikdrpern
haufig eine deutlich verlangerte CDR3 (complementarity determining region 3)
(Desmyter et al, 2001; Koch-Nolte et al, 2007).
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Abb. 1.8: Strukturelle Besonderheiten von Nanobodies.

(A) Schwere-Ketten-Antikérpern aus Lamas fehlt die leichte Kette und die CH1-Doméane der schweren
Kette. Das Antigen-bindende Paratop (rot) wird durch eine einzelne Doméne (VHH / Nanobody)
gebildet. Nanobodies sind stabil und gut I6slich. VH- und VL-Doméanen konventioneller Antikérper sind
i.d.R. nur als Fusionsproteine, verbunden mit einem Linker, als scFv (single chain variable fragments)
stabil. (B) Die fiir Nanobodies kodierende Region kann aus der RNA von Lymphozyten aus
immunisierten Lamas PCR-amplifiziert und in einen Phagemid-Vektor kloniert werden. Spezifische
Phagen kénnen mittels Phagen-Display-Technologie an immobilisiertem Antigen selektioniert werden.
(C) Nanobodies haben die besondere Fahigkeit, aufgrund einer verldngerten CDR3-Region in tiefe
Bindungstaschen von Enzymen (hier: Lysozym) zu binden und diese zu inhibieren. Konventionelle
Antikérper binden meist flache Epitope auBerhalb des aktiven Zentrums. (D)
Aminosauresequenzalignment von einer konventionellen VH gegen Lysozym (pdb-id: 1a2y), dem
Lysozym-inhibierenden Nanobody Cablys3 (pdb-id: 1mel), dem ARTC2.2-inhibierenden Nanobody s
+16a und dem SpvB-inhibierenden Nanobody VHHS5. Die Loslichkeit der Nanobodies wird durch die
hydrophilen Aminoséuren in der Framework-Region 2 (FR2) gewahrleistet (pink). Die CDR-Regionen
sind farbig kodiert: CDR1: rot, CDR2: grin, CDRS3: blau. Disulfidbriicken sind gelb dargestellt,
(Abbildung aus (Menzel et al, 2013)).
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Aus konventionellen Antikérpern ist die kleinste Einheit, die zur Antigenbindung féahig
ist, ein Fusionsprotein aus variabler Doméane der schweren Kette (VH) und variabler
Doméne der leichten Kette (VL) zu einem Einzelketten-Variablen-Fragment (single
chain variable fragment, scFv) (Huston et al, 1991). Schwere-Ketten-Antikérper
besitzen eine Antigenbindungsstelle, die von nur einer Domane, der VHH, gebildet
wird. Diese Domane wird auch Nanobody genannt, da sie nur wenige Nanometer
groB ist und mit einer Masse von 15 kD die kleinste natirliche Antigen-bindende
Einheit darstellt (Muyldermans et al, 1994). Da Nanobodies aus nur einer Doméne
bestehen, sind sie vergleichsweise einfach aus dem Blut immunisierter Lamas zu
klonieren. Hierzu kann aus den peripheren Blutlymphozyten die RNA prapariert und
nach reverser Transkription aus der cDNA mit VHH-spezifischen Primern das
Immunrepertoire an Nanobodies als Bibliothek in einen Vektor kloniert werden
(Muyldermans, 2013; Wesolowski et al, 2009). Dies ist im Fall der Nanobodies
deutlich einfacher als flr scFvs, da in den scFvs die VH- und VL-Gene separat
amplifiziert und nachfolgend mit einem Linker verknUpft werden. Hierbei werden
zufallige Kombinationen von VH- und VL-Doméanen produziert, die kein
physiologisches Aquivalent haben (Tang et al, 1996; Huston et al, 1991). Die
amplifizierten Nanobodies entsprechen den nativen, durch Affinitatsreifung
entstandenen Antigen-Bindungsdoménen (Muyldermans, 2013). Spezifisch bindende
Nanobodies lassen sich Uber die Phagen-Display-Technologie selektieren (Pardon et
al, 2014; Koh et al, 2010; Wesolowski et al, 2009; Muyldermans, 2013). Des
Weiteren lassen sich Nanobodies als einzelne, I6sliche Domé&nen in pro- und
eukaryotischen Zellen mit hohen Ausbeuten produzieren und haben eine hohe
thermische und chemische Stabilitdt (Dumoulin et al, 2002; Muyldermans, 2013). Die
in Nanobodies verlangerte CDR3 ermdglicht oft eine Bindung in tiefe
Bindungstaschen des Antigens (Desmyter et al, 1996; De Genst et al, 2006) (Abb.
1.8 C). So konnten gegen verschiedene Enzyme inhibitorische Nanobodies generiert
werden (Menzel et al, 2013; Desmyter et al, 1996; Stijlemans et al, 2004; Conrath et
al, 2001; Oyen et al, 2011; Koch-Nolte et al, 1999). Zum Beispiel kann die Inhibition
der ADP-Ribosyltransferase ARTC2.2 durch den Nanobody s+16a in vivo T-Zellen
vor Nukleotid-induziertem Zelltod schitzen (Koch-Nolte et al, 2007; Rissiek et al,
2014).

Nanobodies zeigen eine geringe Immunogenitat (Cortez-Retamozo et al, 2004; Baral

et al, 2006). Zur Zeit befinden sich mehrere Nanobodies in klinischen Studien, die u.
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a. gegen den von-Willebrand-Faktor (Holz, 2012), IL-6 (Sarker et al, 2013), oder
TNFa (Vandenbroucke et al, 2010) gerichtet sind.

In innovativen Anwendungen werden weitere positive Eigenschaften der Nanobodies
genutzt. Durch Fusionierung an die Fc-Domanen eines konventionellen Antikopers
wird eine Verlangerung der in-vivo-Halbwertszeit, eine Erhéhung der Aviditat oder die
Induktion Antikérper-abhéngiger Zytotoxizitat erreicht (Bell et al, 2010); durch
Fusionierung mehrerer Nanobodies aneinander werden kleine multivalente bzw.
multispezifische Antikdrper erzeugt. Der in klinischen Studien eingesetzte anti-TNFa
Nanobody ATN-103 (Ablynx) ist ein trimeres Konstrukt aus zwei TNFa-spezifischen
Nanobodies und einem Nanobody gegen Albumin, der die in-vivo-Halbwertszeit
erhoht (Kratz & Elsadek, 2012; Tijink et al, 2008). Die gute Gewebepenetration macht
Nanobodies zu guten Werkezugen fir die in-vivo-Bildgebung (Chakravarty et al,
2014; Bannas et al, 2014). Andere Applikationen sind die intrazellulére Visualisierung
bestimmter Zielproteine in lebenden Zellen durch Transfektion mit einem
Fusionsprotein aus Nanobody und einem fluoreszierenden Protein, sog.
Chromobodies (Rothbauer et al, 2006; Zolghadr et al, 2012), die intrazellulare
Inhibition von Toxinen (Thanongsaksrikul & Chaicumpa, 2011), die Stabilisierung von
Bindungspartnern fir die Réntgenstrukturaufklarung (Pardon et al, 2014; Baranova et
al, 2012; Plazinska et al, 2013; Rasmussen et al, 2011) sowie der Transport von
Proteinen in Zellen (Emmerson et al, 2011) und durch die Blut-Hirn-Schranke (Li et
al, 2012).

Ein Ziel dieser Arbeit war die Generierung spezifischer Nanobodies gegen ADAM17.
Hierfir wurden zwei Lamas immunisiert, das Nanobody-Repertoire kloniert,
spezifische Nanobodies mittels Phagen-Display-Technologie selektioniert und
hinsichtlich ihrer Bindungs-Epitope, Affinitdten und Einsatzméglichkeiten

charakterisiert.
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1.6 Ziele der Arbeit

In Vorarbeiten war gezeigt worden, dass ARTC2.2 nach Behandlung von T-Zellen mit
Phorbolestern oder durch Kreuzvernetzung des T-Zell-Rezeptors proteolytisch von
der Zellmembran abgestoBen wird. Ferner war bekannt, dass extrazellulare
Nukleotide Uber ARTC2.2 und den P2X7-Rezeptor membrannahe Proteolyse
induzieren. Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Hypothese, dass ARTC2.2 selbst
durch Nukleotid-induzierte Proteolyse freigesetzt und reguliert werden kann, gepruft
werden. Dabei sollte geklart werden, an welcher Position ARTC2.2 gespalten wird
und ob die proteolytische Freisetzung die Enzymaktivitdt von ARTC2.2 beeinflusst.
Nachdem gezeigt wurde, dass ARTC2.2 nach AbstoBung von der Zellmembran
bevorzugt IFN-y ADP-ribosyliert, stellte sich die Frage, an welcher Position IFN-y
ADP-ribosyliert wird und welche Konsequenzen dies flur die Funktion von IFN-y hat.
Weil ADAM17 als induzierbares Shedding-Enzym gilt, sollten zudem ADAM17-
spezifische Antikorper als experimentelle Werkzeuge hergestellt und charakterisiert

werden.
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2 Materialien

2.1 Laborgerate

Gerat Modell Firma
Analysenwaage Type 1412 Sartorius
Autoclav Varioclave H+P Labortechnik
DNA Gelelektrophorese 40-0708 Peqglab biotechnology
Durchflusszytometer FACSCanto Il BD Biosciences
Fluoreszenzmikroskop EVOS Advanced Microscopy Group
Heizblock Thermomixer Compact Eppendorf
Inkubationsschuttler HT INFORS Unitron
Inkubator B6060 Heraeus
Mikrowelle M 637 EC Miele
Neubauer Zadhlkammer LaborOptik
PCR-Maschine T3 Biometra
pH-Meter Mettler
Photometer Nanodrop 2000c Peqglab biotechnology
Pipetten Research-Linie Eppendorf
Pipettierhilfe Integra
Plattenleser Wallac 1441 Perkin-Elmer

Infinite Tecan
g‘;’ﬁ’a i‘t:rrgl'oahrg'r‘;'se Xcell Il MiniCell Invitrogen
Roller Stuart
Rontgenfilm-Entwickler Curix60 AGFA
Scanner CanonScan 9800F Canon
Spannungsgeréte B10105 LVD Biometra

Power Pac 200 BioRad
Sterile Werkbanke BSB4 GELAIR

HeraSafe Heraeus
Transilluminator Type Tl 1 Biometra
Vortex Neolab
Wasserbad Type 1007 Gesellschaft fur Labortechnik
Western-Blot-Apparaturen [Xcell Il MiniCell Invitrogen
Zentrifugen Rotanta 460 R Hettich

5417R Eppendorf

5430 Eppendorf

Biofuge pico Heraeus
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2.2 Verbrauchsmaterialien

Material Name Firma
Aktivkohlebeutel Destaining Bags Amresco
Einwegpipetten steril versch. GréBen BD Biosciences
Elektroporationsklvetten Gene pulser 0,1 cm Bio-Rad

,I:ILIthr(])er;girozlreaphie Amersham Hyperscreen GE Healthcare
Filme fiir Western-Blot Hyperfilm ECL GE Healthcare
Filmentwicklerlésung Entwickler AGFA
Filmfixierungslésung Fixierer AGFA
Gelfiltrationssaulen PD-10 GE Healthcare
Kulturflaschen 125, T75 Nunc
Kulturschalen 10cm, 25 cm Greiner
Mikrotiterplatten 96-well C8 Starwell Maxisorp, Edge Nunc
Mikrotiterplatten 96-well Fluoro-Nunc black Nunc
Mikrotiterplatten 96-well V-bottom Greiner

Parafilm VWR

Pipettenspitzen, div. GréBen |[Tipstack Sarstedt
Polyacrylamid-Gele Novex BIS-TRIS 12 % Invitrogen
Polypropylenréhrchen, steril (15 ml, 50 ml Greiner
ReaktionsgefaBe Safeseal Sarstedt
Sterilfiltrationsapparaturen  [Steriflip, Stericup Millipore

Ultrazentrifugationsfilter
Untersuchungshandschuhe
Zentrifugenrbéhrchen, steril

Amicon Ultra 10000 MWCO Millipore

Perform
15 ml, 50 ml

Aurelia
BD Biosciences

2.3 Reagenzsysteme (Kits)

Material

Name

Firma

Gelextraktion
PCR-Aufreinigung
Plasmid-Praparation

SDS-PAGE-Férbung

Nucleospin Extract Il
Nucleospin Extract Il
QlAprep Spin Miniprep Kit
Endofree Plasmid Maxi Kit Qiagen
Colloidal Blue Staining Kit

Macherey-Nagel
Macherey-Nagel
Qiagen

Invitrogen
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2.4 Chemikalien

Chemikalie Firma
2xYT BD/Difco
Agar BD/Difco
AEBSF Sigma
Agarose Invitrogen
Aqua ad iniectabilia Braun

ATP Sigma
Bacto-Agar Gibco-BRL
Bacto-Hefeextrakt Gibco-BRL
Bacto-Trypton Gibco-BRL
BSA PAA
Carbenicillin Serva
DMEM Gibco
DNA-loading dye 6x Fermentas
dNTPs Invitrogen
DTT Invitrogen
ECL-Reagenz Amersham
EDTA Sigma
Ethanol, reinst, getrocknet Merck
Ethanol, vergallt Walter CMP GmbH
Ethidiumbromid Molecular Probes
Firststrand-Buffer Invitrogen
Foétales Kalberserum (FCS) Biochrom
Gel-Dry Drying Solution Invitrogen
GeneRuler 1 kb-DNA-Ladder Fermentas
G418 Sigma
Hepes, 1 M Gibco
Hexamere Invitrogen
Hoechst33342 Hoechst
Jetpei Polyplus
Kanamycin Novagen
KOD-Buffer Novagen
L-Glutamin Gibco

LB Agar BD/Difco
LB Broth BD/Difco
M13K07 Helferphagen NEB
Magermilchpulver Roth

MagicMark

Methanol

MgSO4

NAD

Natriumchlorid
Natriumhydrogencarbonat
Nicht-essenzielle Aminosauren, 100x
NP-40

Life technologies
Walther
Novagen

Sigma

Sigma

Sigma

Gibco

Sigma
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Chemikalie Firma
NuPAGE antioxidant Invitrogen
NuPAGE sample reducing agent, 10x Invitrogen
NuPAGE SDS-PAGE sample buffer, 4x |Invitrogen
Paraformaldehyd Merck

PBS Gibco

PJ-34 ENZO
Pluronic BASF
RNAseOut Invitrogen
Roti-safe Roth

RPMI 1640 Gibco
Schwefelsaure Merck
SOC-medium Sigma
Sucrose Merck

TAE, DNA typing grade, 50x Invitrogen
Terrific broth USB Corp
TMB-Substratlésung Pierce

Triton X-100 Serva
Trypsin, 10x Invitrogen
Tween-20 ICI-Americas
32P-NAD Perkin-Elmer
2.5 Medien

Medium usammensetzung
2xYT 31 g/l in de-ionisiertem Wasser
2xYT-Agar 2xYT, 15 g Agar
2xYT-Carb 2xYT mit 100 pyg/ml Carbenicillin

2xYT-Carb-20%Gilu
2xYT-Carb-20%Gly
2xYT-Carb-Kana
DMEM komplett

F17-Transfektionsmedium

F17-Komplettmedium

F17 feeding medium

LB
LB Agar

2xYT-Carb mit 20 % Glucose
2xYT-Carb mit 20 % Glycerin
2xYT-Carb + 50ug/ul Kanamycin
500 ml DMEM

5 ml Glutamin

5 ml Natriumpyruvat

5 ml Hepes

5 ml nicht-essenzielle Aminosauren
25 ml FCS

Gibco F17

4 mM L-Glutamin

0,1 % Pluronic
F17-Transfektionsmedium

1% FCS

0,5 % G418
F17-Transfektionsmedium

20 % Trypton

25 g/l in de-ionisiertem Wasser
30.5 g/l in de-ionisiertem Wasser
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Medium

usammensetzung

RPMI komplett

SOC-Medium

500 ml RPMI-1640
5 ml Glutamin

5 ml Natriumpyruvat
5 ml Hepes

5 ml nicht-essenzielle Aminosauren
25 ml FCS

0,1 % Pluronic

0.5 % Hefeextrakt
2 % Trypton

10 mM NaCl

2.5 mM KCI

10 mM MgCl2

10 mM MgSOa4

20 mM Glukose

2.6 Puffer

Puffer

usammensetzung

Puffer flir eukaryotische Transfektion
Puffer zur Herstellung von Zelllysaten
Puffer fir Western-Blot
Transferpuffer

Blotpuffer

TBS

Block-Puffer
AntikOrperldsung

Waschpuffer

Puffer fiir die Affinitdtschromatographie
Elutionspuffer
Neutralisationspuffer

Puffer fiir ELISA und Phagen Display
Coating-Puffer

Block-Puffer

Waschpuffer

154 mM NacCl (Braun)

1 % Triton X-100, 1TmM AEBSF in
PBS

% Methanol; pH 8,3

5 % Transferpuffer, 10 % Methanol,
0,1 % Antioxidans

8 g NaCl, 0,2 g KClI, 3 g TrisBase,
pH7,4

TBS, 5 % Magermilchpulver (w/v)
1xTBS, 0,5 % Magermilchpulver,
0,1 % Tween 20

1XTBS, 0,1 % Tween 20

100 mM Glycin-HCI, pH 3,5 in PBS
1 M Tris-HCI, pH 8,0 in PBS

100 mM NaHCOS, pH 8,8
5% BSAin PBS
0,01 % Tween in PBS

3,027 g TrisBase + 14,4 g Glycin + 20
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Puffer

usammensetzung

Puffer ftir die Immunfluoreszenz
Block-Puffer

AntikOrperldsung

Puffer fiir die ADAM17-
Aktivitdtsmessungen

Puffer fiir den STAT1-Assay
Peritoneallavage-Puffer
Stimulationsmedium

2 % BSA. 3 % Ziegenserum, 0,5 %
NP-40 in PBS

3 % Ziegenserum, 0,1 % Igepal in
PBS

50mM Tris-HCI pH=9,0

2mM EDTA in PBS
RPMI komplett, 0-10 U/ml Interferon-y

Fixierungsmedium

Permeabilisierungspuffer

Waschpuffer

Puffer fiir Phagenprézipitation

PEG/NaCl

2 % PFA

1 % FCS in PBS

Phosflow Perm buffer 3 (BD)

20 % PEG + 250 mM NaCl in H20

2.7  Antikorper

Antigen Klon Fluorochrom Firma
ARTC2.2 A106 Alexa 647 AG Koch-Nolte
CD62L MEL-14 FITC eBioscience
CD3e 145-2C11 APC Biolegend
P2X7 RH23A44#16 |Alexa 647 AG Koch-Nolte
Kaninchen IgG (H+L) |(polyklonal) Peroxidase (HRP) |eBioscience
Kaninchen IgG (H+L) |(polyklonal) |PE Dianova
pSTAT-1 pY701 Alexa 647 BD

ADAM17 (human) D1A12 - AG Koch-Nolte
ADAM17 ST127 - AG Koch-Nolte
ADAM17 ST161 - AG Koch-Nolte
ADAM17 K133 - AG Koch-Nolte
B5i ab3329 - Abcam

PA28 #2408 - cell signalling
Ratten IgG Peroxidase (HRP) |[Jackson
FLAG-Tag M2 - Sigma
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2.8 Enzyme

Enzym Firma
Enzyme fir Klonierungen NEB

Sil NEB

Ncol NEB

Notl NEB
Antarktische Phosphatase NEB
KOD Hot Start Polymerase Novagen
Superscriptlll Reverse Transkriptase Invitrogen

ADAM17

human ADAM17 (Kat-Dis-MPD)
murin ADAM17 (Pro-Kat-Dis)
human ADAM17 (Kat)

ARTC2.2 und ARH1

murine ARTC2.2 (nach Shedding, DC27.10)

humane ARH1 (rek. aus E.coli)

RnD Systems
RnD Systems
ENZO

AG Koch-Nolte

AG Koch-Nolte

2.9 Mauslinien

Linie

Firma

C57bl/6 wt
BALB/c-ARTC28B6

UKE

AG Koch-Nolte

2.10 Zytokine

Zytokin (murin) Firma

IL-1 alpha Immunotools
IL-1 beta Immunotools
IL-2 Immunotools
IL-5 Immunotools
IL-6 Immunotools
IL-12 Peprotech
IL-17 Immunotools
IFN-y Immunotools
MCP1 Immunotools
RANTES Immunotools
TNFa Immunotools
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2.11 Inhibitoren

Inhibitor Zielenzym Firma

S+16 ARTC2.2 AG Koch-Nolte
13A7 P2X7 AG Koch-Nolte
GW280264X ADAM10+17 GlaxoSmithKline
GI254023X ADAM10(+17) GlaxoSmithKline
TAPI-2 Metalloproteasen ENZO

D1A12 human ADAM17 AG Koch-Nolte
PJ-34 PARP-Inhibitor Enzo

2.12 DNA- und Protein-Standards

Standard Firma
DNA-Standards Fermentas
GeneRule, 1kB Fermentas
SmartLadder Eurogentec
Protein-Standards

Novex Sharp pre-stained Invitrogen

Supermark

MagicMark

AG Koch-Nolte
100 pg/ml BSA
75 pug/ml IgG

10 pg/ml Lysozym
in 1x PBS

Life Technologies

2.13 Oligonukleotide

Name Sequenz Firma
LHFMu  [TCGCGGCCCAGCCGGCCATGGCCGATGTGCAGCTGCAGGMGTCWGGRGGAGG [Sigma
IgG2b.rev |AGGATTGGGTTGTGGTGCGGCCGCTGGTTGTGGTTTTGGTGTCTTGGG Sigma
LMB3 CAGGAAACAGCTATGAC Sigma
fdSeq1  |[TGAATTTTCTGTATGAGG Sigma
CMV-fn  [CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG Sigma
BGH-rev [TAGAAGGCACAGTCGAGG Sigma
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2.14 Plasmide

Gen von Interesse

Vektoren

Firma

Nb-Bibliothek
mADAM17_nativ
hADAM17_CD+Pro_His
mADAM17_CD+Pro_His
mP2X7k

mARTC2.2

mCD62L

eGFP (nuklear)

127-Fc

161-Fc
D1A12-Fc

D1A12

pHEN2 (Phagemid)
pEGFP

pCDNAG6

pCDNAG6
pCDNA3.1
pASK60
pCMV-Sport6
pCDNA3.1
pCSE2.5

pCSE2.5
pCSE2.5

pPMA-T

AG Goldbaum

AG Koch-Nolte

AG Koch-Nolte

AG Koch-Nolte

AG Koch-Nolte

AG Koch-Nolte

AG Koch-Nolte

AG Koch-Nolte

AG Koch-Nolte, {Jager:
2013dj}

AG Koch-Nolte, {Jager:
2013dj}

AG Koch-Nolte, {Jager:
2013dj}

Life Technologies / Geneart

2.15 Pro- und Eukaryotische Zellen

Zellen Firma
prokaryotische Zellen

TG1 E. coli Lucigen
XL-2 Blue E. coli Stratagene

eukaryotische Zellen
DC27.10

DC27.10 ARTC22

HEK

CHO

HEK-6e

Podozyten

AG Koch-Nolte
AG Koch-Nolte
AG Koch-Nolte
AG Koch-Nolte
AG Koch-Nolte

AG Meyer-Schwesinger
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3 Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Quantifizierung von Nukleinséduren

Die Konzentration aufgereinigter DNA und RNA wurde durch Spektrophotometrie
mittels Nanodrop ermittelt. Hierfar wurde die Absorption bei einer Wellenldnge von
260 nM bestimmt und mit den Faktoren Azso = 1 = 50 pg/ml fir DNA und Azeo = 1 = 40
pg/ml fur RNA in Konzentrationen umgerechnet. Das Verhéltnis der Absorptionen
Azso / A2so wurde verwendet, um die Reinheit zu beurteilen. DNA wurde bei einem
Verhéltnis von Azso / A2go = 1,8 - 2,0 und RNA bei Az / A2go0 = 2,0 - 2,2 als

ausreichend rein bewertet.

3.1.2 Reverse Transkription (RT) und Polymerase Kettenreaktion (PCR)

RNA aus peripheren Lama-Blutlymphozyten wurde auf eine Konzentration von 200
ng/ul eingestellt und je 3,2 pyg (= 8 pl) BRNA wurden verwendet um sie in
komplementdare DNA (cDNA) mit der reversen Transkriptase Superscript Il
(Invitrogen) umzuschreiben. Hierflr wurden zuféllige Hexamere (random hexamers)
als Primer und RNAse-Out zum Schutz der RNA vor Degradation eingesetzt.
Zunéchst wurde die RNA mit den Hexameren und den dNTPs fir 10 min bei 70 °C
inkubiert.

Tabelle 3.1: RNA-Hexamer-Inkubation

RNA 16 ul
RNAseOut 1 ul 70 °C 10"
Random hexamers (50 uM) 3 ul 4 °C Pause

20 pl RNA-Mix

Ein Aliquot dieser Reaktion wurde fir eine Qualitatskontrolle mittels
Agarosegelelektrophorese abgenommen. Dem Reaktionsansatz wurden
anschlieBend die reverse Transkriptase, die dNTPs und Puffer zugegeben und die
RNA in cDNA umgeschrieben.

Tabelle 3.2: reverse Transkription

dNTPs 4 ul 24 °C 10
Puffer 4 ul 50 °C 20
DTT 1 ul 95 °C 2!
Superscript I 1 pl 4 °C Pause
RNA-Mix 10 ul

20 ul cDNA
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Zur Herstellung spezifischer DNA-Amplifikate mittels Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) wurde die Polymerase KOD Hot-Start (Novagen) mit den im Kit enthaltenen
Puffern und Reagenzien eingesetzt. Es wurde 1 pl cDNA pro PCR-Ansatz als
Matritze eingesetzt. Folgende PCR-Reaktionen wurden fir die Amplifikation der

cDNA verwendet:

Tabelle 3.3: PCR zur Amplifikation von Nanobody-kodierender DNA aus cDNA

cDNA 1ul 94 °C 2
Primer LHFmu 2ul 94 °C 30"
Primer IgG2b.rev 2ul 52 °C 20" 39x
dNTPs 5ul 70 °C 20~
KOD-Puffer (10x) 5ul 72 °C 2
MgS04 2ul 4 °C Pause
KOD-Hot-Start Polymerase 1lul
H20 32ul

50ul

3.1.3 DNA-Sequenzierung

Alle DNA-Sequenzierungen wurden von Seqlab durchgeflhrt. Hierfir wurden 700 ng
Plasmid-DNA mit 20 pmol des jeweiligen Primers und de-ionisiertem Wasser in
einem Volumen von 7 pul verwendet. Die Auswertung erfolgte mit 4 Peaks

(mekentosj).

3.1.4 Agarose-Gelelektrophorese und Gelaufreinigung

DNA-Fragmente wurden mit Agarosegelelektrophorese gréBenfraktioniert und
aufgereinigt. Hierfur wurde 1 % Agarose in 1x TAE Puffer in der Mikrowelle
aufgekocht, mit 0,5 pg/ml Ethidiumbromid versetzt und gegossen. Die Proben
wurden mit dem adaquaten Volumen 6x Probenpuffer versetzt und in die Taschen
des erkalteten Gels gegeben. Die Gele liefen je nach GréBe der Fragmente bei 80 V
fir ca. 1 h. Die DNA- oder RNA-Banden wurden mit Hilfe eines UV-Transilluminators
visualisiert und fotografiert, oder die DNA-Fragmente wurden zur weiteren
Verwendung aus dem Gel ausgeschnitten und aufgereinigt. Zur Gelaufreinigung
wurde das Kit Nucleospin Extract |l (Macherey-Nagel) nach Herstellerangaben
verwendet. Die Elution erfolgte mit 15-50 pl TE-Elutionspuffer oder destilliertem

Wasser (vor der Ligation).
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3.1.5 Restriktionsverdau von DNA

Der Restriktionsverdau von doppelstréangiger DNA erfolgte mit den jeweils passenden
Restriktionsendonukleasen und Puffern von New England Biolabs (NEB). Die
Temperaturen und Pufferbedingungen fir den Verdau mit zwei Enzymen wurden
gemaB den Empfehlungen von NEB gewahlt. Die Dephosphorylierung des Vektors
erfolgte mit 1 yl Antarctic Phosphatase und 1 ul des zugehérigen Puffers (NEB) flr 1
h bei 37 °C. Folgende Enzym-Kombinationen, Zeiten und Temperaturen wurden far
den Restriktionsverdau verwendet:

Tabelle 3.4: Verdau von DNA mit Endonukleasen

Ziel-DNA Enzymi1 Enzym2 Temperatur Dauer

VHH-Amplifikat / pHEN2 Zielvektor Sfil 50 °C 16 h
NotI 37 °C 2 h

VHH-pHEN2 / pCSE_ 2.5 Zielvektor Ncol NotI 37 °C 4 h

3.1.6 Ligation von DNA-Fragmenten

Vor der Ligation wurde der, mit denselben Endonukleasen geschnittene, Zielvektor 1
h bei 37 °C dephosphoryliert und Gber ein Agarosegel aufgereinigt.

Far die Ligationsreaktionen wurde T4-Ligase und der passende Puffer von NEB
verwendet. 100 ng Vektor-DNA wurden in einem molaren Verhéltnis von 3:1
(Insert:Vektor) mit angepasster Insert-Menge in einem Reaktionsansatz von 20 ul far
16 h bei 16 °C ligiert. Als Kontrolle wurden Ligationsansatze ohne Insert angesetzt.
Wenn das Verhéltnis der gewachsenen Klone nach Transformation von
Ligationsanséatzen zu Ligationskontrollen mindestens 5:1 betrug, wurden Klone far

eine Sequenzanalyse gepickt.

3.1.7 Transformation kompetenter Bakterien

Transformation chemisch kompetenter Bakterien

Chemisch kompetente Bakterien wurden mittels Hitzeschock transformiert. Hierflr
wurden 100 pl Bakterien aus der Lagerung bei -80 °C entnommen und auf Eis
aufgetaut. 1 yl Plasmid-DNA oder 2 pl Ligationen wurden zugegeben und 30 min auf
Eis inkubiert. Nach dem Hitzeschock von 30 s bei 42 °C wurden die Bakterien
weitere 2 min auf Eis inkubiert und nach Zugabe von 900 yl SOC-Medium bei 37 °C
und 250 rpm geschuttelt. Von Transformationen mit Plasmid-DNA wurden 10-30 pul,

von Ligationsansatzen 50 pl auf 2xYT-Carb-Agar ausplattiert.
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Transformation elektrisch kompetenter Bakterien

Elektrisch kompetente Bakterien wurden mittels Elektroporation transformiert. Hierfur
wurden 100 yl TG1-Bakterien aus der Lagerung bei -80 °C entnommen, auf Eis
aufgetaut und in 40 pl Aliquots aufgeteilt. Je Aliquot wurden 4 pl Ligationsansatz
zugegeben und die Zellen in eine vorgekuhlte Elektroporationskivette pipettiert. Die
Klvette wurde in den Elektroporator (Gene-Pulser, Bio-Rad) gesteckt und die
Bakterien im Programm EC1 (1800V, 4-5 ms) elektroporiert. Die Zellen wurden
anschlieBend mit 960 yl SOC-Medium (37 °C) aufgenommen und 1 h bei 37 °C und
250 rpm inkubiert. 50 pl der Ligationsansatze wurden auf 2xYT-Carb-Agar
ausplattiert. Bei Ligations-Transformationen wurde der Rest fur 1 min bei 4000 rpm
zentrifugiert, anschlieBend in 200 yl SOC-Medium aufgenommen und ebenfalls auf

2xYT-Carb-Agar ausplattiert.

3.1.8 Kultivierung von Bakterien

Bakterien wurden in LB-Carb oder 2xYT-Carb-Medium kultiviert. Hierfir wurden
Einzelklone von Agarplatten gepickt und mit diesen ein passendes Volumen des
jeweiligen (mit 100 pg/ml Carbenicillin versetztem) Medium angeimpft. Vorkulturen
wurden Uber Nacht bei 37 °C und 250 rpm inkubiert. Hauptkulturen wurden mit den

Vorkulturen angeimpft und unter denselben Bedingungen weitere 3-6 h inkubiert.

3.1.9 Aufreinigung von Plasmid-DNA aus Bakterien

Fir Plasmid-Minipraparationen wurden 5 ml Vorkulturen ohne anschlieBende
Hauptkultur verwendet. Plasmid-Maxipraparationen wurden aus 100 ml Hauptkultur
(jeweils mit 100 pg/ml Carbenicillin) angefertigt. Die Préaparation erfolgte

entsprechend dem Protokoll der Spin Miniprep oder Maxiprep kits (Quiagen).

44



3.2 Phagen-Display-Technologie

Die Phagen-Display-Technologie ermdéglicht die Selektion von Antikdrperfragmenten
aus naiven Bibliotheken oder Immunbibliotheken durch die Kopplung von Genotyp
und Phéanotyp der Antikérperfragmente in Form von Phagen (McCafferty et al, 1990).
Hierzu wird das Immunrepertoire mit passenden Primern fir die Antikérperfragmente
amplifiziert und in einen Phagemidvektor kloniert. Dieser dient anschlieBend zur
Transformation von E. coli. Diese E. coli werden mit Helferphagen superinfiziert,
sodass neue Phagen gebildet werden kénnen. Dem Helferphagengenom fehlt das
glll-Hullprotein (glllp), das fur die intakten, virulenten Phagen benétigt wird. Dieses
Protein ist - als Fusionsprotein mit dem Antikérperfragment - in dem Phagemidvektor
enthalten. Somit kbnnen nur die E. coli-Zellen, die sowohl ein Phagemid als auch das
Helferphagengenom enthalten, intakte Phagen produzieren. Die so entstehenden
Phagen exprimieren zum einen das Antikdrperfragment auf der Oberflache und
kénnen dariber an immobilisiertem Antigen selektioniert werden und zum anderen
das Phagemid, Uber das eine Sequenzanalyse und Klonierung des
Antikérperfragments moglich ist. Die Selektion kann z. B. an Zellen, die das Antigen
exprimieren oder an der Oberflache von 96-well-Platten erfolgen (Petropoulos, 2012;
Vincke et al, 2012).

In dieser Arbeit wurde das Immunrepertoire von immunisierten Lamas in Form der
variablen Domé&nen der Schwere-Ketten-Antikbrper (Nanobodies) amplifiziert und in
den Phagemidvektor pHENZ2 kloniert (Abb. 3.1). Die nach Superinfektion der
pHEN2.Nanobody-transformierten E. coli mit den Helferphagen M13KO07
resultierenden Phagen (Abb. 3.2) wurden an der Oberflache von 96-well
Multititerplatten selektioniert, an denen rekombinantes ADAM17-Protein immobilisiert
wurde. Die eluierten Phagen wurden amplifiziert und in einer zweiten
Selektionsrunde an denselben Antigenen auf ADAM17-Binder angereichert (Abb.
3.3). Von den eluierten Phagen beider Selektionsrunden wurden einige Phagemide

sequenziert und hiervon einige fur die Proteinproduktion ausgewéhlt.

45



3.2.1 Klonierung des VHH-Immunrepertoires
Nach cDNA-Immunisierung der Lamas mittels GeneGun und Booster-

Immunisierungen mittels GeneGun und rekombinantem Protein wurde den Lamas
540 und 541 von der Firma Ablynx in Gent Blut enthommen und RNA prépariert. Die
RNA wurde in Ethanol verschickt, anschlieBend préazipitiert und auf 400 ng/ul in de-
ionisiertem Wasser eingestellt. Reverse Transkription und die Amplifikation des VHH-
Immunrepertoires erfolgten wie in Abschnitt 3.1.2 beschrieben. Fur die Amplifikation
der VHHs wurden die Primer LHFmu und IgG2b.rev verwendet. Die Amplifikate von
ca. 500 bp wurden mittels Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und die jeweiligen
Banden ausgeschnitten und aufgereinigt. Die Amplifikate wurden mit den
Restriktions-endonukleasen Sfil und Notl verdaut (Abschnitt 3.1.5), Uber
Agarosegelelektrophorese aufgereinigt und mit je 15 pl eluiert. Ebenso erfolgte der
Verdau des Vektors, der anschlieBend dephosphoryliert wurde (Abschnitt 3.1.5).
AnschlieBend wurden Inserts und Vektor in einem molaren Verhaltnis von 3:1
(Insert:Vektor) ligiert (Abschnitt 3.1.6). Je Lama wurden vier Ligationsanséatze (& 20
ul) mit jeweils 100 ng Vektor und 50 ng Insert angesetzt. Diese wurden je Bibliothek
in 20 Transformationsansatzen (mit je 4 ul Ligationsansatz) verwendet, um TG1-
Zellen (Lucigen) zu elektroporieren (Abschnitt 3.1.7). Die transformierten Bakterien
wurden auf 2xYT-Carb-Agar ausgestrichen und die Anzahl der Klone als Hinweis fur
die BibliotheksgrdBe bestimmt. Die Platten wurden in je 20 ml 2xYT-Carb-Medium
mit 20 % Glycerol geschabt, 30 min durch Rollern gleichmaBig suspendiert, bei 4600
rpm fur 10 min zentrifugiert, in 2 ml 2xYT-Carb-20%Gly Medium aufgenommen und
bei -80 °C als Bakterienbibliothek gelagert. Je 10 yl der Reaktionen wurden zur

Phagenproduktion verwendet.
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Abb. 3.1: Klonierung der VHH-Phagemid-Bibliotheken.

Nach der reversen Transkription wurden die Nanobodies (Nb) mit den spezifischen Primern LHFmu
und IgG2b.rev amplifiziert und nach Gelaufreinigung mit Sfil und Notl geschnitten. Der
Phagemidvektor wurde ebenfalls mit Sfil und Notl geschnitten und dephosphoryliert. Nach
Gelaufreinigung wurden beide Fragmente im molaren Verhéltnis 3:1 (Insert:Vektor) ligiert. Durch
Elektroporation in elektrokompetente TG1-E.coli entstand die E.coli-Bibliothek.

3.2.2 Produktion der Phagenbibliotheken

Je 10 pl der Bakterienbibliotheken wurden in 5 ml 2xYT-Carb-20%Glu bis zu einer
optischen Dichte von ODgoo = 0,5 bei 37 °C und 250 rpm kultiviert. AnschlieBend
wurde die Vorkultur 10 min bei 4600 rpm zentrifugiert und in 20 ml 2xYT-
Carb-20%Glu aufgenommen und bei 37 °C und 250 rpm bis zu einer optischen
Dichte von ODeoo = 0,5 kultiviert. 5 ml dieser Kulturen wurden mit je 50 yl M13K07-
Helferphagen superinfiziert und 30 min bei 37 °C und 150 rpm inkubiert. Die Kulturen
wurden 10 min bei 4600 rpm zentrifugiert, einmal mit 5 ml 2xYT-Carb gewaschen
und anschlieBend in 50 ml 2xYT-Carb-Kana aufgenommen, um die mit Phagemid
und Helferphagen doppelt transfizierten Bakterien zu selektionieren. Die Produktion
der Phagen erfolgte bei 30 °C und 220 rpm fir 16 h. Zur Ernte der Phagen wurden
die von Helferphagen superinfizierten Bakterien durch 10 min Zentrifugation bei 4600
rom pelletiert und 40 ml des Phagen enthaltenden Uberstandes in 10 ml
vorgekuhlten PEG/NaCl-Puffer zur Prazipitation der Phagen gegeben und durch
Invertieren gut gemischt. Nach Inkubation auf Eis flr 2 h wurden die prazipitierten
Phagen durch Zentrifugation fir 10 min bei 4600 rpm pelletiert und der Uberstand
verworfen. Das Phagen-Pellet wurden in 1 ml PBS resuspendiert und in ein 1,5 ml

ReaktionsgefaB Uberfuhrt, in das 250 yl PEG/NaCl vorgelegt wurde. Die Phagen
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prazipitierten ein zweites Mal fur 30 min auf Eis. Nach Zentrifugation far 5 min bei
13000 rpm wurde der Uberstand verworfen und die Phagen erneut in 1 ml PBS
aufgenommen und in ein neues 1,5 ml-ReaktionsgefaB Uberfluhrt. Zur Entfernung von
Zelltrimmern und unléslichen Phagen wurde fiur 5 min bei 13000 rpm zentrifugiert
und der phagenhaltige Uberstand in ein neues 1,5 ml ReaktionsgefaB uberfiihrt.
Dieser Schritt der Zentrifugation und des Uberfilhrens des Uberstandes auf ein
neues Reaktionsgefal wurde so lange wiederholt, bis makroskopisch keine
unléslichen Bestandteile nach der Zentrifugation sichtbar waren. Die so gereinigten

Phagen wurden als Phagenbibliothek bei 4 °C gelagert.
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ad 073 0-3(C WL
00 098 05°0 li'l 0™ (} gllip
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Abb. 3.2: Erstellung der Phagen-Bibliotheken.

Die Bakterienbibliotheken wurden mit Helferphagen superinfiziert und dienten so der Produktion von
Phagen, die das klonierte Nanobody-Immunrepertoir als Fusionsproteine ihrer glll-Proteine auf der
Oberflache exprimieren, wahrend sie je ein Phagemid enthalten, das fur die Sequenz der exprimierten
VHH kodiert. Die so erreichte Kopplung von Genotyp und Phéanotyp ermdglicht die Selektion der
Phagen Uber die Affinitdten der exprimierten Nanobodies an das Zielprotein und die weitere
Praparation und Sequenzierung der Nanobody-kodierenden Phagemide. Die Helferphagen kodieren
far alle Phagenproteine auBer glllp und beinhalten eine Kanamycinresistenz, sodass nur die
Bakterien, die Phagemid und Helferphagengenom besitzen, Uberleben und intakte Phagen
produzieren kénnen. In rosa sind die jeweiligen Antibiotika-Resistenzen und Selektionsmedien
dargestellt. amp: Ampicillinresistenz, vermittelt Resistenz gegen Ampicillin, sowie dessen Derivat
Carbenicillin (Carb). kana: Kanamycin, Kana.-R.: Kanamycin-Resistenz, wird von Helferphagen
kodiert.
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3.2.3 Selektion

Um spezifische Nanobodies mittels Phagen-Display zu selektionieren, wurden die
Zielproteine (rekombinante ADAM17) an die Wells von Starwell Maxisorp Platten
(Nunc) immobilisiert. Hierfur wurden die Wells mit je 100 ng rekombinantem Protein
in Coating-Puffer Gber Nacht bei 4 °C beschichtet. Die freien Bindungsstellen wurden
anschlieBend far 2 h mit 200 pl Block-Puffer blockiert, um unspezifische Bindungen
der Phagen an die Polystyroloberflache der Wells zu minimieren. 100 ul der
Phagenbibliotheken wurden mit 50 ul Block-Puffer fir 2 h bei 4 °C blockiert, um
Phagen, die unspezifisch an Milchpulver binden, abzuséttigen. AnschlieBend wurden
je Well 100 pl Phagen zugegeben und 1 h bei RT gebunden. Der Uberstand wurde
verworfen und die Wells wurden gewaschen. Hierfur wurde 50x Waschpuffer (0,05 %
TWEEN in PBS) und 50x PBS verwendet. Die Elution der Phagen erfolgte durch 120
yl Trypsin fir 15 min bei RT. Die eluierten Phagen wurden abgenommen und das
Trypsin mit 12 yl 100 mM AEBSF neutralisiert.

3.2.4 Reinfektion und Amplifikation selektionierter Phagen

Die nach der Selektion putativ mit ADAM17-bindenden Phagen angereicherten
Phagenbibliotheken wurden fir die Infektion von TG1-E. coli verwendet. Hierflr
wurden 2,5 ml TG-1-Zellen mit einer optischen Dichte von ODego = 0,5 mit 120 pl
Phagen transfiziert und 30 min bei 37 °C inkubiert, danach auf 2xYT-Carb-Agar
ausplattiert und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Die gewachsenen Klone wurden
gezahlt und einige Klone gepickt. Die Bakterien wurden von den Platten mit 20 ml
2xYT-Carb-20%Gly geschabt, 30 min suspendiert, bei 4600 rpm fir 10 min
zentrifugiert und in 2 ml 2xYT-Carb-20%Gly aufgenommen. Diese putativ
angereicherten Bakterienbibliotheken wurden bei -80 °C als Bakterienbibliothek
gelagert. Die gepickten Klone wurden verwendet um Plasmid-Minipraparationen
anzufertigen und die gewonnenen Plasmide zu sequenzieren. Mehrfach gefundene
Klone zeigen eine Anreicherung bestimmter Phagen an. Je 10 ul der Reaktionen
wurden zur Phagenproduktion verwendet (Abschnitt 3.2.2). Die so erhaltenen
Phagenbibliotheken wurden flur eine weitere Selektionsrunde analog der in den
Abschnitten 3.2.2 und 3.2.3 beschriebenen Selektion verwendet, um eine weitere
Anreicherung ADAM17-spezifischer Klone zu erhalten. Die an muriner ADAM17
selektionierten Phagen wurden auch in der zweiten Runde auf Bindung muriner
ADAMA17 selektioniert, um Spezies-spezifische Binder nicht zu verlieren; gleiches gilt
fir die Selektion an humaner ADAM17.
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Abb. 3.3: Selektion der Phagenbibliotheken an immobilisiertem ADAM17-Protein.

Fur die Phagenbibliotheken wurde rekombinantes ADAM17-Protein an die Oberflache der Wells von
96-well-Platten gebunden; freie Bindungsstellen wurden mit Block-Puffer abgeséttigt.
Phagenbibliotheken wurden zur Entfernung unspezifischer Binder mit Block-Puffer vorinkubiert und 1
h bei RT an die Wells gebunden. Es folgten 100 Waschschritte zur Beseitigung nicht bindender
Phagen. Die Elution erfolgte mit Trypsin. Die so angereicherten Phagen wurden zur Infektion von
TG-1 E.coli verwendet, die nach Superinfektion mit Helferphagen der Phagenproduktion dienten. Die
angereicherten Phagenbibliotheken wurden in einer zweiten Selektionsrunde weiter angereichert.

3.3 Proteinbiochemische Methoden

3.3.1 Produktion von Nanobody-Fc-Fusionsproteinen

Einige der im Phagemidvekior pHEN2 selektionierten Nanobodies wurden
sequenziert und hiervon einige angereicherte Klone ausgewéhlt, um fur weitere
Analysen als Nanobody-Fc (Nb-Fc)-Fusionsproteine in HEK-6e-Zellen exprimiert zu
werden. Hierflr wurden die Nanobodies mit den Restriktionsendonukleasen Ncol und
Notl 4 h bei 37 °C geschnitten und die Fragmente in den ebenfalls Ncol und Notl
geschnittenen und dephosphorylierten pCSE2.5-Vektor kloniert (Abschnitte 3.1.5
-3.1.7). Der verwendete Vektor beinhaltet die CH2- und CH3-Doméanen (Antikbérper-
Fc-Teil) des Kaninchen-IgGs, sodass Nb-Fcs gebildet werden. Hierdurch wird ein
bivalenter Schwere-Ketten-Antikérper nachgebildet, der sich Uber dieselben
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Detektionsmethoden wie der polyklonale Kaninchenantikérper K133, der ebenfalls in
dieser Arbeit charakterisiert wird, nachweisen lasst. Nach Ligation und
Transformation in XL-2 E. coli wurden Plasmid-Minipraparationen angefertigt und die
Sequenzen verifiziert. Erfolgreich umklonierte Nanobodies wurden fir die Expression
als Nb-Fc in HEK-6e-Zellen ausgewahlt. Fur die Transfektion der HEK-6e-Zellen
wurden je 5 pyg Plasmid-DNA und eine T25-Zellkulturflasche, die halbkonfluent mit
HEK-6e-Zellen bewachsen war, verwendet. Die Zellen wurden mit F17-
Transfektionsmedium gewaschen und in 5 ml Transfektionsmedium transfiziert. Als
Transfektionsreagenz diente Jetpei (Abschnitt 3.4.2). Einen Tag nach Transfektion
wurden dem Medium 250 ul Feedingmedium zugegeben. Am sechsten Tag nach
Transfektion wurde der Uberstand geerntet. Hierzu wurde das Medium abgenommen
und 10 min bei 4600 rpm zentrifugiert, um den Uberstand von Zellen zu befreien. Der
Uberstand wurde iber einen Steriflip steril filtriert und bei 4 °C gelagert. HEK-6e-
Zellen und die verwendeten F17-Medien wurden zusammen entwickelt, um eine
hohe Sekretion sowie eine hohe Reinheit der Proteine im Uberstand zu erreichen
(Jager et al, 2013).

3.3.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Coomassie-Férbung

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ist ein Verfahren zur
Auftrennung von Proteinen anhand ihres Wanderungsverhaltens im elektrischen
Feld. Das zugesetzte Natriumlaurylsulfat (sodium dodecy! sulphate, SDS) ist ein
anionisches Tensid, das sich gleichmaBig an Proteine anlagert und diese so
denaturiert. Aufgrund der starken negativen Ladung des SDS wandern die Proteine
im elektrischen Feld analog zu ihrem Molekulargewicht, da die elektrische Ladung
des Proteins keinen relevanten Einfluss auf die Gesamtladung besitzt.
Disulfidbricken kénnen durch Zugabe von Reduktionsmittel getrennt werden. Die
Proteine wandern nach Auftragen in Taschen des Polyacrylamidgels und Anlegen
des Stroms (z. B. 200 V) durch eine Martrix aus Polyacrylamid. In dieser Arbeit
wurde das Xcell 1I-MiniCell System mit den NUPAGE Novex Gelen und Puffern von
Invitrogen verwendet. Es wurden 12 %ige Polyacrylamidgele verwendet, die 10 oder
12 Taschen fur den Probenauftrag besitzen. Den Proben wurde Probenpuffer und 10
% Proben-Reduktionsmittel zugegeben und sie wurden fir 10 min bei 70 °C erhitzt.
Bis auf eine Ausnahme wurden alle Gele unter reduzierenden Bedingungen
durchgeflihrt. In Abb. 4.1.2 C wurde kein Reduktionsmittel zugegeben, um die

Disulfidbriicke des IFN-y intakt zu lassen und so Informationen uber die
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Dimerisierung von IFN-y zu erhalten. Die Proben wurden anschlieBend far 1 min bei
13000 rpm zentrifugiert und auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte in
1x MES Laufpuffer far 40 min bei 200 V und 110 mA.

Zur Visualisierung der Proteinbanden im Gel wurde dieses mit dem Novex colloidal
blue staining Kit (invitrogen) unter Einhaltung der Herstellerangaben Uber Nacht
gefarbt (Coomassie-Farbung). Die Entfarbung zur Reduktion des Hintergrundes
erfolgte fur 6-8 h mit einem Aktivkohlebeutel in de-ionisiertem Wasser. AnschlieBend
wurden die Gele in Geltrocknungslésung in Cellulosefolien eingespannt und Uber
Nacht getrocknet. Die Gele wurden entweder fir eine anschlieBende
Autoradiographie oder einen Western-Blot verwendet oder sie wurden direkt zur
Dokumentation eingescannt. Fir Western-Blot-Analysen erfolgte keine Trocknung

des Geles und die Coomassie-Féarbung erfolgte nach dem Blot.

3.3.3 ADP-Ribosylierung und de-ADP-Ribosylierung von IFN-y

Die ARTC2.2-katalysierte ADP-Ribosylierung von IFN-y wurde durch radioaktive
Markierung entweder zur quantitativen Produktion von ADPR-IFN-y oder zum
analytischen Vergleich der ADP-Ribosylierungen von IFN-y zu anderen Proteinen
durchgefuhrt. Die radioaktive Markierung von IFN-y mit 32P wird in Abschnitt 3.3.4
besprochen.

Zur quantitativen ADP-Ribosylierung von IFN-y fur funktionelle Assays wurde IFN-y
von Immunotools und ARTC2.2, die von stabil transfizierten Zellen nach Nukleotid-
induziertem Shedding aufgereinigt wurde (Abschnitt 3.4.3), verwendet.

Es wurden 8 pg IFN-y mit 50 yM NAD und 200 ng ARTC2.2 fir 1 h bei 37 °C
inkubiert. Der Ansatz wurde auf zwei identische Ansétze geteilt und einem Ansatz
wurden 4 ug ADP-Ribosyl-Hydrolase 1 (ARH1) zugegeben. Nach weiterer Inkubation
von beiden Anséatzen fur 1 h bei 37 °C wurde je ein Aliquot der Proben mittels SDS-
PAGE analysiert (Abschnitt 3.2.4) und der Rest bei -80 °C gelagert. Zur Kontrolle
wurde ebenfalls ein Aliquot IFN-y ohne NAD und ARTC2.2 denselben Inkubationen

unterzogen und ebenfalls fur die funktionellen Untersuchungen eingefroren.
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3.3.4 Assays zur enzymatischen Markierung mit 32P-NAD

Durch radioaktive Markierung kénnen modifizierte Proteine mit hoher Sensitivitat
nachgewiesen werden. Diese Methode wurde fur die Detektion von Zielproteinen far
die ARTC2.2-katalysierte ADP-Ribosylierung verwendet, indem die Proteine bzw. das
Proteingemisch mit radioaktivem 32P-NAD und der ADP-Ribosyltransferase ARTC2.2
inkubiert wurden. AnschlieBend wurden die Proteine Uber SDS-PAGE aufgetrennt

und die radioaktive Markierung Uber Autoradiographie des Gels nachgewiesen.

VY N

| Zielprotein | 2p_ADPR-Protein \:‘ Zielprotein :]

Arg/\M /_/\ / %J <N”ﬁ.,\\ /

HO

i«-—\

HN \& P ) —— o NP
’ NH < j 5 Z NH
4 l) OH
i X7 e 0
0 & by ¢ [ N 7 NH —
: 0—— t5 </\' HAN
? ;_\l N\ h/) \ 4
HO OH mEr— —
¢ Q T
@ @ ARTC2.2
NH HO OH L
N— ~
/- - Y ) (:7 : _
A g T
(j/\w
HO OH N
2P-NAD Nikotinamid SDS-PAGE Autoradiographie

Abb. 3.4: Schematische Darstellung der 32P-ADP-Ribosylierungsassays.

32P-NAD besitzt am Adenin-zugewandten Phosphat das radioaktive Phosphorisotop 32P. Dieses wird
bei der ARTC2.2-katalysierten ADP-Ribosylierungsreaktion auf das Zielprotein tbertragen. Nach SDS-
PAGE, Coomassie-Farbung und Trocknung des Gels kann dieses zur Exposition eines Réntgenfilms
verwendet werden, der durch die emittierte B-Strahlung selektiv geschwérzt wird. Durch Vergleich der
Banden auf SDS-PAGE und Autoradiographie kénnen die ADP-ribosylierten Proteine identifiziert
werden.

Die in diesen Versuchen eingesetzten Zytokine waren von Immunotools (mit der
Ausnahme IL-12 von Peprotech) und die ARTC2.2 wurde aus dem Uberstand von
stabil transfizierten Zellen nach Nukleotid-induziertem Shedding aufgereinigt
(Abschnitt 3.4.3). Das radioaktive NAD wurde im Mix mit 1 yM nicht-radioaktivem
NAD in einer Aktivitdt von ca. 1 pCi / Ansatz eingesetzt. Die Reaktionen fanden in
einem Volumen von 40 pl statt und wurden durch Zugabe von 20 ul 3x SDS-PAGE
Probenpuffer (inklusive Reduktionsmittel, Ausnahme: 32P-ADP-Ribosylierung von
IFN-y und Mausserum) gestoppt. 30 ul wurden fur die SDS-PAGE verwendet und der
Rest fur eine eventuelle zweite SDS-PAGE bei -20 °C eingefroren. Die ADP-
Ribosylierung erfolgte mit 50 ng ARTC2.2 und 1 yuM NAD (1 pCi) fir 15 min bei 37
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°C. Alle Proben wurden mit SDS-PAGE-Ladepuffer bei 70 °C fur 10 min inkubiert und
Uber SDS-PAGE aufgetrennt. Das Gel wurde mit Coomassie gefarbt und getrocknet
(Abschnitt 3.3.2).

Die Autoradiographie erfolgte nach Trocknung der Gele, indem auf das radioaktive
Gel in einer Filmkassette im Dunkeln ein Réntgenfilm aufgelegt und dieser bei -80 °C
flr Zeitrdume von 3 min bis 72 h exponiert wurde. Der Film wurde im Dunkeln in den
automatischen Filmentwickler Curix 60 gegeben und nach Entwicklung und Fixierung

eingescannt.

32P-ADP-Ribosylierung von Membranproteinen und I6slichen Proteinen

4x105 stabil ARTC2.2-transfizierte oder untransfizierte DC27.10-Zellen wurden
gewaschen und in 40 yl DMEM vorgelegt. Nur den untransfizierten Zellen wurde
exogen durch Shedding freigesetzte sARTC2.2 zugesetzt. Nach Zugabe des 32P-
NAD wurden die Zellen 15 min bei 37 °C inkubiert. Die Zellen wurden vom Uberstand
durch Zentrifugation getrennt und 4x mit PBS gewaschen. Die Membranproteine
wurden 30 min bei 4 °C mit 0,5 % Triton X-100 in Lésung gebracht und durch
Zentrifugation von Zelltrimmern befreit. Der Uberstand wurde abgenommen und
erneut zentrifugiert, um letzte Zelltrimmer zu entfernen. Alle Proben wurden mit
SDS-PAGE-Ladepuffer bei 70 °C fiar 10 min inkubiert und Uber SDS-PAGE
aufgetrennt. Das Gel wurde mit Coomassie gefarbt, getrocknet und fir eine

Autoradiographie verwendet.

32P-ADP-Ribosylierung von Zytokinen

Je 1 pg von 11 verschiedenen Zytokinen (in aufsteigendem Molekulargewicht:
Rantes, MCP-1, IL-5, IFN-y, IL-17, TNFa, IL-2, IL-1a, IL1-B, IL-6, und IL-12) wurden
entweder einzeln oder im Mix mit 32P-NAD und sARTC2.2 fur 15 min bei 37 °C
inkubiert. Alle Proben wurden mit SDS-PAGE-Ladepuffer bei 70 °C fir 10 min
inkubiert und tber SDS-PAGE aufgetrennt. Das Gel wurde mit Coomassie gefarbt,

getrocknet und flr eine Autoradiographie verwendet.
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32P-ADP-Ribosylierung von IFN-y und Mausserum

1 yl Mausserum in 40 ul PBS wurde mit oder ohne IFN-y mit 32P-NAD und sARTC2.2
fir 15 min bei 37 °C inkubiert. Alle Proben wurden mit SDS-PAGE-Ladepuffer (ohne
Reduktionsmittel) bei 70 °C flr 10 min inkubiert und dann mittels nicht reduzierender
SDS-PAGE aufgetrennt. Auf diese Weise ist es mdglich zu Uberprifen, ob IFN-y
(nach ADP-Ribosylierung) als Dimer vorliegt. Das Gel wurde mit Coomassie gefarbt,

getrocknet und flr eine Autoradiographie verwendet.

32P-ADP-Ribosylierung von IFN-y mit und ohne vor-ADP-Ribosylierung

Zur Abschatzung des ADP-Ribosylierungsgrades wurden quantitativ ADP-
ribosyliertes IFN-y und nicht-ADP-ribosyliertes IFN-y (Abschnitt 3.3.3) mit 32P-NAD
und sARTC2.2 fur 15 min bei 37 °C weiter inkubiert. Das nicht vor-ADP-ribosylierte
IFN-y wurde ebenfalls mit 50 yM NAD, aber ohne ARTC2.2 vorinkubiert. Somit war in
beiden Ansatzen dieselbe NAD-Konzentration. Die Reaktionen wurden durch Zugabe
von Probenpuffer und Inkubation bei 70 °C fir 10 min gestoppt und die Proteine tber
SDS-PAGE aufgetrennt. Das Gel wurde mit Coomassie gefarbt, getrocknet und fir

die Autoradiographie verwendet.

32P-ADP-Ribosylierung von IFN-y nach Bindung des Interferon-y-Rezeptor 1
(IFNGR1)

IFN-y wurde in An- oder Abwesenheit von 2 pyg IFNGR1 in PBS oder in PBS mit 1 pl
Mausserum 30 min bei 4 °C vorinkubiert und anschlieBend mit SARTC2.2 und 32P-
NAD in 1uM nichtradioaktivem NAD far 15 min bei 37 °C inkubiert. Alle Proben
wurden mit SDS-PAGE-Ladepuffer bei 70 °C fir 10 min inkubiert und Uber SDS-
PAGE aufgetrennt. Das Gel wurde mit Coomassie gefarbt, getrocknet und flr eine

Autoradiographie verwendet.
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3.3.5 Fluorometrische Bestimmung der ADAM17-Inhibition

Die Aktivitat von ADAM17 kann Uber einen Assay gemessen werden, in dem ein
Peptid als Substrat fir ADAM17 verwendet wird, das ein Fluorophor enthélt, das von
einem weiteren Fluorophor inhibiert (gequencht) wird. Bei Spaltung des Peptides
wird diese Inhibition aufgehoben, sodass eine Fluoreszenz gemessen werden kann.
Es wurde mit Mca-PLAQAV-Dpa-RSSSR-NH2 (ENZO) ein Peptidsubstrat verwendet,
das aus der Pro-TNFa-Sequenz abgeleitet wurde und als gutes Substrat fur ADAM17
fungiert (Taylor et al, 2009). Die Spaltung erfolgt wie die des Pro-TNFa zwischen A
und V und hinterlasst ein Peptid (Mca-PLAQA), das nach Anregung bei 328 nm bei
einer Emissionswellenlange von 420 nm gemessen werden kann.

Hierfir wurden die drei rekombinanten ADAM17-Proteine - murine ADAM17 (Pro-
Kat-Dis) (RnD Systems), humane ADAM17 (Kat-Dis-MPD) (RnD Systems) und
human ADAM17 (Kat) (ENZO) - in 50 mM Tris-HCL, pH 9 + 100 ng/ul BSA auf 5 ng/
pl verdiunnt und fur 1 h bei 37 °C mit den jeweiligen Antikérpern oder Inhibitoren in
schwarzen 96-well-Platten (Nunc) inkubiert. Es wurden je Ansatz 1 pg Antikdrper
bzw. 50 pyM der chemischen Inhibitoren in einem Reaktionsansatz von 100 ul
eingesetzt. Die Reaktion wurde durch Zugabe des Substrats (20 yl mit 40 yM)
gestartet und im Fluoreszenz-Plattenleser Tecan Infinite gemessen. Es wurde eine
Kinetik Uber einen Zeitraum von 15 min mit je 1 Messung / min bei Anregung 320
nm / Emission 420 nm gemessen. Aus den Werten Uber die Zeit wurde die Steigung

als Anderung der relativen Fluoreszenzintensitaten (ARFU) berechnet.
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3.4 Zellbiologische Methoden

3.4.1 Zellkultur

Die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien sind unter Abschnitt 2.15 aufgefthrt. Alle
Zellen wurden im jeweiligen Zellkulturmedium im Brutschrank bei 37 °C und unter 5
%iger CO2-Atmosphére kultiviert. Arbeiten an der Zellkultur wurden immer an einer
sterilen Werkbank durchgefuhrt. Alle Materialien und Medien, die in der Zellkultur
eingesetzt wurden, wurden zuvor entweder fur 20 min bei 121 °C autoklaviert oder
Uber Steriflip oder Stericup steril filtriert. Die Suspensionszellen DC27.10 bzw.
DC27.10ARTC22 wurden in RPMI-Komplettmedium kultiviert. Zur Passagierung dieser
Zellen wurde ein Aliquot der Zellsuspension mit frischem Medium in einer neuen
Kulturschale 1:2 bis 1:30, abhangig vom Bedarf und dem Zustand der Zellen,
verdinnt.

Die adhérenten Zelllinien HEK und CHO wurden in DMEM-Komplettmedium kultiviert
und die HEK-6e-Zellen in F17-Komplettmedium. Diese Zellen wurden zum
Passagieren zunachst mit PBS gewaschen und anschlieBend mit 1-2 ml 1x Trypsin
abgel6st. Die Zellen wurden in frischem Medium gewaschen und in Verdinnungen
von 1:2 bis 1:10, je nach Bedarf und Zustand der Zellen, geteilt. Zelldichten wurden
mit der Neubauer-Zahlkammer ermittelt und die Zentrifugationen erfolgten bei allen
Zellen fur 5 min bei 1600 rpm und 4 °C. Die Kultivierung der Podozyten erfolgte
durch Catherine Meyer-Schwesinger (Nephrologie, UKE).

3.4.2 Transiente Transfektion eukaryotischer Zellen

Die transienten Transfektionen der Zellen erfolgten mit JetPEI (Polyplus)
entsprechend der Empfehlung des Herstellers. JetPEIl ist ein lineares
Polyethylenimin, das die DNA in positiv geladene Partikel verdichtet, die von den
Zellen endozytotisch aufgenommen werden.

HEK-Zellen wurden fir FACS-Analysen oder Proteinproduktion und CHO-Zellen fur
die Immunfluoreszenz transfiziert. Die HEK-6e-Zellen wurden fir die Produktion von
Antikérperfragmenten transfiziert. Die verwendeten Plasmide, Zelllinien und der
jeweilige Verwendungszweck der durchgefuhrten Transfektionen sind in folgender

Tabelle aufgefuhrt.
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Tabelle 3.6: Transfektion eukaryotischer Zellen

Zelllinie Transfektion Verwendung

HEK ARTC2.2 + P2X7 ARTC2.2 fiir MS

HEK ARTC2.2 + P2X7 FACS (Shedding-Assay)
HEK CD62L + P2X7 FACS (Shedding-Assay)
HEK murine native ADAM17 + GFP FACS (ADAM17-Bindung)
HEK murine native ADAM17 WB (ADAM17-Bindung)
HEK murine ADAM17 (Kat-Pro) WB (ADAM17-Bindung)
HEK humane ADAM17 (Kat-Pro) WB (ADAM17-Bindung)
CHO murine native ADAM17 + GFP IFM (ADAM17-Bindung)
CHO murine ADAM17 (Kat-Pro) + GFP IFM (ADAM17-Bindung)
CHO humane ADAM17 (Kat-Pro) + GFP IFM (ADAM17-Bindung)
HEK-6e ST127 Nb-Fc-Fusionsprotein Proteinproduktion
HEK-6e ST161 Nb-Fc-Fusionsprotein Proteinproduktion
HEK-6e D1Al12 scFv-Fc-Fusionsprotein Proteinproduktion
HEK-6e ST012 Nb-Fc-Fusionsprotein Proteinproduktion
HEK-6e ST086 Nb-Fc-Fusionsprotein Proteinproduktion
HEK-6e ST154 Nb-Fc-Fusionsprotein Proteinproduktion

3.4.3 Nukleotid-induziertes Shedding und Aufreinigung von Iéslicher
ARTC2.2

Die ARTC2.2 fur die funktionellen ADP-Ribosylierungsassays wurde aus stabil
ARTC2.2-transfizierten DC27.10-Zellen (DC27.10ARTC2.2) (jber Nukleotid-induziertes
Shedding gewonnen. Dafir wurden die Zellen schrittweise auf 20 groBe
Kulturschalen expandiert. Die dicht gewachsenen 1x10° Zellen wurden durch
Zentrifugation vom Medium getrennt und in frischem RPMI-Medium ohne FCS mit
200 uM ATP aufgenommen und fir 1 h bei 37 °C inkubiert. Das ATP induzierte
Shedding der auf der Zelloberflaiche exprimierten ARTC2.2. Da DC27.10ARTC22.
Zellen eine ARTC2.2 mit FLAG-Tag exprimieren, konnte die ARTC2.2 nach Shedding
Uber Affinitatschromatographie mit dem FLAG-Tag-bindenden Antikérper M2
aufgereinigt werden. Hierfir wurde der Uberstand durch Zentrifugation von den
Zellen getrennt. FLAG-Tag-enthaltende Proteine wurden Uber eine M2-Sé&ule
aufgereinigt, indem der Uberstand auf eine 1 ml M2-Sepharose-Séule gegeben, mit
PBS gewaschen und gebundene Proteine anschlieBend mit 2 ml Elutionspuffer (100
mM Glycin-HCI, pH 3,5 in PBS) eluiert wurden. Das Eluat wurde in 200 ul
Neutralisationspuffer aufgefangen und Uber Gelfiltration mittels PD-10-Saule in 2,5
ml PBS umgepuffert. Das Eluat der PD-10-Saule wurden Uber Ultrazentrifugation
(Amicon Ultra 10000 MWCO) auf 100 ul konzentriert und Uber SDS-PAGE analysiert.
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3.5 Immunologische Methoden

3.5.1 Durchflusszytometrie (FACS)

Die Durchflusszytometrie (fluorescence-activated cell sorting, FACS) ist ein
Verfahren, bei dem aus einem Zellgemisch die Expression verschiedener Proteine
von einzelnen Zellen bestimmt werden kénnen. Hierzu werden die Zellen mit
Fluoreszenz-markierten Antikbrpern gefarbt und strdmen im FACS einzeln an einem
Laser vorbei, der die Fluorophore anregt, sodass deren Emission gemessen werden
kann. So ist es moglich, Zellen mit mehreren Antikdrpern gegen unterschiedliche
extra- und intrazellulare Proteine zu markieren und die Expression dieser Proteine
auf einzelnen Zellen zu analysieren und zu vergleichen. Es kénnen so mehrere
tausend Zellen pro Sekunde analysiert werden.

In dieser Arbeit wurde die Durchflusszytometrie angewendet, um den Verlust
bestimmter Proteine von der Zelloberflaiche, die Bindung eines AntikOrpers an
transfizierte Zellen sowie die intrazelluldre Phosphorylierung eines
Transkriptionsfaktors zu untersuchen. Die einzelnen Versuche werden im Anschluss
an die allgemeingultigen Methoden zur Farbung und Messung besprochen.

Die Farbungen fur die Durchflusszytometrie erfolgten entweder mit Fluoreszenz-
markierten Antikbpern oder durch unkonjugierte Primé&rantikbérper und einen
Fluoreszenz-markierten Sekundarantikdrper, der gegen den Fc-Teil des ersten
Antikorpers gerichtet ist. Extrazellulare Farbungen erfolgten durch Inkubation von 1
pg (1 ul) der jeweiligen Antikérper in 100 yl DMEM oder RPMI-Komplett-Medium fir
30 min bei Raumtemperatur (RT) und Waschung mit 4 ml PBS mit anschlieBender
Zentrifugation (5 min 1600 rpm). Ein eventueller Sekundéarantikbrper wurde
anschlieBend auf dieselbe Weise mit den Zellen inkubiert und gewaschen. Die Zellen
wurden in 200 uyl PBS aufgenommen und im Durchflusszytometer (FACS Canto, BD)

gemessen. Die Auswertungen erfolgten mit dem Programm Flowjo (Version 8.8.7).

3.56.2 Analysen zum Verlust von CD62L und ARTCZ2.2 von der Zelloberflédche
Im ersten Assay wurden HEK-Zellen in drei Zellkulturflaschen mit ARTC2.2 und P2X7
kotransfiziert (3.4.2) und nach 48 h entweder auf Eis geerntet und inkubiert, oder bei
37 °C geerntet und inkubiert, oder in Anwesenheit von 10 pyg ARTC2.2-
blockierendem Nanobody (s+16a) im Medium (5 ml) bei 37 °C geerntet und

anschlieBend bei 37 °C inkubiert. Die Zellen wurden geteilt und ein Teil wurde gegen
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CD3 (APC) und CD62L (FITC), der andere Teil gegen CD3 (APC) und ARTC2.2
(FITC) gefarbt und im Durchflusszytometer vermessen.

In einem weiteren Assay wurden Lymphknotenzellen von BALB/cARTC2B6-M3usen
verwendet. BALB/cARTC2B6-Mause tragen den ARTC2-Lokus der C57BL/6-Mause auf
dem genetischen Hintergrund der BALB/c-Mause. Da C57BL/6-Mause aufgrund
einer allelen Variante eine starkere Expression von ARTC2.2 zeigen und die BALB/c-
Mé&use ein sensitiveres Allel des P2X7-Rezeptors tragen, resultiert die Kombination
dieser beiden allelen Varianten in einem fiur NAD-induziertes Shedding sehr
sensitiven Mausstamm. Die axillaren und mesenchymalen Lymphknoten wurden
prapariert, nachdem das Tier nach Betdubung durch Genickbruch getétet worden
war. Die Zellen wurden bei 4 °C durch Homogenisieren des Lymphknotens Uber ein
steriles Sieb und Waschung in RPMI-Medium préapariert. Einem Tier wurden 1 h vor
der Lymphknoten-Praparation 50 ug ARTC2.2-inhibierender Nanobody s+16a retro-
orbital i.v. gespritzt. Die Lymphknotenzellen wurden bei 4 °C oder 37 °C in An- oder
Abwesenheit von 100 yM NAD und unterschiedlichen Inhibitoren des NAD-
induzierten Sheddings fir 30 min inkubiert, anschlieBend gewaschen, gegen
ARTC2.2 (APC), CD62L (FITC) und CD3 (PE) angefarbt und im Durchflusszytometer

analysiert.

3.5.3 Analyse der Bindung des pAK K133 an ADAM17-transfizierten Zellen

Transient mit nativer muriner ADAM17 und eGFP kotransfizierte HEK-Zellen (3.4.2)
wurden mit aufgereinigtem polyklonalem Antikérper aus dem Praimmunserum (plS)
und dem Immunserum (IS = K133) 30 min bei 4 °C inkubiert und anschlieBend mit

einem PE-gekoppelten anti-Kaninchen-lgG-Antikérper nachgewiesen.

3.5.4 Analyse der STAT1-Phoshorylierung in Peritonealmakrophagen nach
Stimulation mit IFN-y

Makrophagen aus C57BL/6-Mausen wurden durch Peritoneal-Lavage gewonnen,
indem die Tiere nach Betdubung durch Genickbruch get6tet wurden und ihnen 2 ml
PBS (4 °C) in das Peritoneum injiziert wurden. Die Zellen wurden durch leichte
Bewegung der Mé&use gel6st und der Vorgang einmal wiederholt. Die vereinten
Zellen wurden mit PBS + 1 % FCS gewaschen, gezahlt, und je 2x105 Zellen wurden
fir 30 min bei 37 °C in Anwesenheit unterschiedlicher Konzentrationen von IFN-y
inkubiert. Hierfir wurde unmodifiziertes IFN-y, ADP-ribosyliertes IFN-y sowie de-
ADP-ribosyliertes IFN-y verwendet (Abschnitt 3.3.3). Nach 30 min Inkubation

wurden die Zellen gewaschen, mit 2 % PFA fixiert und zunachst extrazellular gegen
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CD11b (FITC) angefarbt. AnschlieBend wurden die Zellen gewaschen, 30 min bei 4
°C mit 200 ul Phosflow Perm Buffer Il permeabilisiert und mit einem anti-pSTAT1-
Antikérper (pY701 - AF 647) far 20 min bei 4 °C angefarbt. Die Zellen wurden
zweimal in PBS + 1 % FCS gewaschen, in 200 yl PBS aufgenommen und im
Durchflusszytometer gemessen (FACS Canto). Die Gewinnung und Stimulation der

Zellen und die durchflusszytometrische Analyse erfolgten durch Bjérn Rissiek.

3.5.5 Immunfluoreszenzmikroskopie (IFM)

Die Immunfluoreszenzmikroskopie (IFM) erméglicht den Nachweis und die
Bestimmung der subzelluldren Lokalisation von bestimmten Proteinen durch
Fluoreszenz-markierte Antikorper. Die Anfarbung der Proteine erfolgt vergleichbar zur
Durchflusszytometrie, die Fluoreszenz wird jedoch im Mikroskop analysiert. Die
Farbungen erfolgen entweder direkt mit Fluoreszenz-markierten Antikdpern oder
durch unkonjugierte Primé&rantikdérper und einen Fluoreszenz-markierten
Sekundarantikérper, der gegen den Fc-Teil des Priméarantikérpers gerichtet ist.

In dieser Arbeit wurden nur intrazellulare Anfarbungen fir die Immunfluoreszenz
durchgefuhrt. Als Zellen wurden CHO-Zellen verwendet, da diese stark adharent sind
und sich auch bei mehreren Waschungen nicht von der Oberflache der 96-Well-
Platten 16sen. 48 h nach transienter Kotransfektion verschieder ADAM17-Konstrukte
mit einem nukleér lokalisierten GFP (3.4.2) wurden die Zellen mit PBS gewaschen
und mit 4 % PFA in PBS fiir 10 min fixiert. Die Trennung von Zellen und Uberstand
erfolgte jeweils durch Ausschlagen der Platten. Die Zellen wurden durch Inkubation
mit 200 pl Block-Puffer fir 30 min bei RT permeabilisiert. 500 ng der Primérantikorper
wurden in 100 pl Antikérperlésung verdinnt und auf die Zellen gegeben. Nach
Inkubation von 1 h bei RT wurde zweimal mit PBS + 500 mM NaCl und zweimal mit
PBS gewaschen. 100 ul des ebenfalls in Antikdrperldsung verdinnten PE-
konjugierten Sekundarantikdrpers wurden auf die Zellen gegeben und 50 min bei RT
inkubiert. AnschlieBend wurde 100 pyl Hoechst33342 (1:5000 in PBS) zur Farbung
aller Zellkerne zugegeben und weitere 10 min bei RT inkubiert. Die Zellen wurden
zweimal mit PBS gewaschen und anschlieBend mit 200 pyl 1 % PFA Uberschichtet
und im EVOS Fluoreszenzmikroskop untersucht. Es wurden Bilder der Farben
Hoechst, GFP und PE aufgenommen und einzeln, sowie in den verschiedenen

Uberlagerungen gespeichert.
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3.56.6 ELISA-Untersuchungen (enzyme-linked immunosorbent assay)

Der ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) ist ein antikdrperbasiertes
Nachweisverfahren, bei dem durch eine enzymatische Farbreaktion die Bindung von
Antikérper und Antigen bestimmt werden kann. Aufgrund der hohen Sensitivitat der
Farbreaktion kann diese Methode zur Quantifizierung von Antigenen oder zur
Bestimmung von Antikorperaffinitdten verwendet werden. In dieser Arbeit wurde der
ELISA eingesetzt, um Bindungsstarken der generierten Antikbrper gegen
verschiedene ADAM17-Konstrukte zu bestimmen. Hierfur wurden 100 ng der
ADAM17-Konstrukte Uber Nacht bei 4 °C an die Oberflache von Starwell-Maxisorp-
Platten gebunden (gecoated). Freie Bindungsstellen wurden anschlieBend durch 200
ul Block-Puffer fir 2 h bei RT blockiert. Die Napfe wurden mit PBS gewaschen und
der Primarantikbrper wurde 1 h bei RT gebunden. Hierfir wurden entweder 5 ul
HEK-6e-Zell-Uberstand (3.3.1) (1 pg, 126 nM) oder verschiedene Verdiinnungsstufen
zwischen 400 nM und 0,001 nM in einer 1:vV10 Verdiinnungsreihe in PBS + 1 % BSA
verwendet. Die Wells wurden dreimal mit 200 yL PBS + 0,05 % TWEEN gewaschen
und anschlieBend mit 100 pyl des HRP-gekoppelten anti-Kaninchen-IgG-
Sekundérantikdrpers in einer Verdinnung von 1:5000 in PBS + 1 % BSA fur 1 h bei
RT inkubiert. Die Wells wurden erneut dreimal mit 200 yL PBS + 0,05 % TWEEN
gewaschen und das Substrat TMB wurde zugegeben. Der Farbumschlag wurde
durch Zugabe von 100 ul 1 M Schwefelsdure gestoppt. Die Extinktion wurde bei 450

nm im ELISA-Plattenleser gemessen.

3.5.7 Western-Blot und Immunodetektion

Der Western-Blot ist eine Methode, in der sich Proteine nach SDS-PAGE und
elektrischem Transfer auf eine proteinbindende Membran durch spezifische
Antikdrper nachweisen lassen. Die Proteine oder die gebundenen Priméarantikdrper
kédnnen, ahnlich wie bei dem ELISA, durch einen HRP-konjugierten
Sekundarantikérper nachgewiesen werden. Die Detektion erfolgt anschlieBend Uber
ein Chemilumineszenz-Substrat (ECL-Reagenz), das nach Spaltung Licht emittiert
und so einen Réntgenfilm (ECL-Film) selektiv schwéarzen kann.

Die Proteine bzw. Zelllysate wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt (Abschnitt
3.3.2) und mit Hilfe des Nass-Blot-Verfahrens (X Cell Il) auf PVDF-Membranen
transferiert. Der Transfer erfolgte bei 30 V fir 90 min auf die zuvor 1 min in Methanol

aktivierte PVDF-Membran. Die Membran wurde zur Blockierung freier
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Bindungsstellen 1 h bei RT mit Block-Puffer inkubiert und anschlieBend mit dem in 5
ml Antikérperlésung verdinnten Priméarantikdrper fir 1 h bei RT inkubiert und dreimal
3 min mit Waschpuffer gewaschen. Es folgte die Detektion mit dem HRP-
konjugierten Sekundarantikérper in einer 1:5000-Verdinnung in Antikdrperlésung flr
45 min bei RT. Nach erneutem dreimaligem Waschen wurde mit frisch angesetzter
ECL-LOsung (enhanced chemoluminescence) fir 5 min inkubiert. Die Peroxidase des
Sekundarantikérpers katalysiert die Umsetzung des in der ECL-Lésung enthaltenen
Luminols unter Lichtemission. Die Lichtemission wurde Uber einen lichtempfindlichen
Film (Hyperfilm ECL) detektiert. Die Belichtungszeit betrug 10 s bis 2 min. Der Film
wurde mit dem Film-Entwickler Curix60 entwickelt.

In dieser Arbeit wurde die Methode des Western-Blots zur Analyse der gebundenen
ADAM17-Doménen durch die neu generierten AntikOrper sowie zur Analyse der

Induktion des Immunoproteasoms durch IFN-y verwendet.

3.56.8 Western-Blot Analyse der gebundenen ADAM17-Doménen

HEK-Zellen wurden mit drei unterschiedlichen ADAM17-Konstrukten (murine
ADAM17 nativ, und humane und murine ADAM17 Kat-Pro) transfiziert (Abschnitt
3.4.2). Die transfizierten oder untransfizierten (jeweils 1x108) Zellen wurden in 200 ul
1 % Triton-X 100 far 30 min bei 4 °C lysiert, die unldslichen Bestandteile
abzentrifugiert und 10 pl (das Aquivalent von 5x105 Zellen) wurde jeweils auf eine
Spur des Polyacrylamidgels aufgetragen. In zwei weiteren Spuren wurden 100 ng
rekombinantes Protein humaner ADAM17 (Kat) oder muriner ADAM17 (Pro-Kat-Dis)
geladen. Nach SDS-PAGE (3.2.4) wurden die Proteine auf eine PVDF-Membran
geblottet. Fur jeden Primérantikérper wurde ein Gel bzw. ein Blot angefertigt. Die
jeweilige Membran wurde mit den Primérantikdrpern inkubiert, gewaschen und mit
dem HRP-konjugierten Sekundarantikbrper gegen Kaninchen-IgG inkubiert. Nach

weiteren Waschschritten folgte die Detektion tber ECL-Reaktion und Filmexposition.

3.5.9 Induktion des Immunoproteasoms durch IFN-y

Fir die Analyse der Induktion des Immunoproteasoms durch IFN-y wurden
Podozytenkulturen 24 h in Anwesenheit von 5 ng/ml (50 U/ml) IFN-y stimuliert.
Hierfir wurden unmodifiziertes IFN-y, ADP-ribosyliertes IFN-y sowie de-ADP-

ribosyliertes IFN-y verwendet (Abschnitt 3.3.3). Die Zellen wurden am nachsten Tag
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in TPER (Pierce) lysiert. Unl6sliches Material wurde durch Zentrifugation entfernt, die
Proteine wurden uUber SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran
transferiert. Die Membran wurde mit den Priméarantikbrpern gegen die
immunoproteasomalen Bestandteile B5i (=LMP7) und PA-28a sowie gegen Aktin (als
Kontrolle fur gleichmé&Bige Beladung des Gels) inkubiert, gewaschen und mit den
HRP-konjugierten Sekundarantikbrpern inkubiert. Nach weiteren Waschschritten
folgte die Detektion Uber ECL-Reaktion und Filmexposition. Die Behandlung der
Zellen und die Durchfuhrung des Western-Blots erfolgten durch Catherine Meyer-

Schwesinger (Nephrologie, UKE).

3.6 Massenspektrometrie (MS)

Durch die Massenspektirometrie (MS) ist es mdéglich, die Masse von geladenen
Teilchen zu bestimmen. Hierzu wird die zu untersuchende Substanz ionisiert und in
die Gasphase uberfuhrt. Diese lonen werden Uber ein elektrisches Feld beschleunigt
und anhand ihres Verhaltnisses von Masse/Ladung (m/z) aufgetrennt und detektiert.
Mit der Massenspektrometrie lassen sich unter anderem Proteine identifizieren und
Aminosauresequenzen und posttranslationale Modifikationen von Proteinen
bestimmen. Uber die Kopplung von Fliissigkeitschromatographie (Ligid
chromatography, LC) bzw. Hochleistungsflissigkeitschromatographie (High-
performance liquid chromatography, HPLC) und mehreren hintereinander
geschalteten MS-Analysen zu LC-MS, MS-MS (MS?2) oder MS-MS-MS (MS3) mit
unterschiedlichen Dissoziationsverfahren ist eine sehr hochauflésende Analyse der
Peptide und deren Sequenzen und Modifikationen moglich.

In dieser Arbeit wurde mit Hilfe der Massenspekirometrie die Spaltstelle von
ARTC2.2 nach Nukleotid-induziertem Shedding sowie die ADP-Ribosylierungsstelle
von IFN-y bestimmt. Die massenspektrometrischen Untersuchungen wurden von der

AG Tholey des Instituts fur experimentelle Medizin der CAU Kiel durchgefiihrt.
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3.6.1 Bestimmung der Spaltstelle von ARTC2.2

Fir die Bestimmung der Spaltstelle von ARTC2.2 nach Nukleotid-induziertem
Shedding wurden ARTC2.2 und P2X7 kotransfizierte HEK-Zellen (3.4.2) finf Tage
nach Transfektion far 20 min mit 100 yM NAD und 100 yM ATP bei 37 °C inkubiert.
Der Zelluberstand wurde uber M2-Sepharose-Saulen gegeben und die gebundenen
Proteine wurden mit Elutionspuffer (100 mM Gilycin-HCI, pH 3,5 in PBS) eluiert. Die
Eluate wurden in Neutralisationspuffer aufgefangen und uber Gelfiltration mittels
PD-10-Séaule in 2,5 ml PBS umgepuffert. Die Eluate der PD-10-Saulen wurden Gber
Ultrazentrifugation (Amicon Ultra 10000 MWCOQO) aufkonzentriert. Diese sARTC2.2
wurde an 15 pl einer Aminolink-Matrix mit immobilisiertem anti-ARTC2.2-Nanobody
(S-14) gebunden, denaturiert und mit EndoF deglykosyliert. Die Matrix wurde in
Probenpuffer fir 10 min bei 70 °C erhitzt und die gebundenen Proteine so eluiert. Die
Proteine wurden Uber SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassie gefarbt. Die Bande
der erwarteten ARTC2.2-Masse wurden ausgeschnitten und zur AG Tholey
gesendet. Hier wurde die Gel-Bande nach einem Waschschritt in Wasser/Acetonitril
(50:50) mit 10 mM DTT fir 1 h bei 56 °C reduziert und erneut mit Wasser
gewaschen. Die Cysteingruppen wurden durch 55 mM lodacetamid fir 30 min im
Dunkeln bei RT alkyliert und finfmal mit Wasser/Acetonitril gewaschen. Die Proteine
wurden Uber Nacht bei 37 °C im Gel mit 5 pyg Trypsin oder 5 pg Glu-C in
Anwesenheit von '80-markiertem Wasser verdaut, um die so entstandenen C-
Termini von dem zuvor durch Shedding der ARTC2.2 entstandenen zu
unterscheiden. Die Peptide wurden Uber HPLC aufgetrennt und entsalzt. Die
eluierten Peptide wurden mit MALDI (matrix-assisted laser desorption/ionization)-
Matrix gemischt und auf ein MALDI-Ziel (in einem Verhaltnis von 1:4 und Intervallen
von 15 s Uber einen Zeitraum von 15-65 min) gespottet. Die
massenspektrometrischen Messungen erfolgten mit einem AB SCIEX TOF/TOF 5800
Massenspektrometer. MS-Daten wurden Uber einen Bereich von 800-4000 m/z
gesammelt. Die interne Kalibrierung erfolgte tber Glu1-fibinopeptid B, das der
MALDI-Matrix zugegeben wurde. Zur Datenauswertung wurde die TS2Mascot
Software verwendet.

Die Aufreinigung der ARTC2.2 erfolgte durch Marion Nissen und Joanna Schmid und
die Massenspektrometrie durch Thomas Jakoby und Andreas Tholey aus dem Institut

fur experimentelle Medizin der CAU Kiel.
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3.6.2 Bestimmung der ADP-Ribosylierungsstelle von IFN-y
Unmodifiziertes IFN-y und ADP-ribosyliertes IFN-y (Abschnitt 3.3.3) wurden Uber
SDS-PAGE aufgereinigt und mit Coomassie gefarbt. Die IFN-y représentierenden

Banden wurden ausgeschnitten und zur AG Tholey (Kiel) gesendet. Hier wurden die
Banden nach einem Waschschritt in Wasser/Acetonitil (50:50) mit 10 mM

Dithiothreitol (DTT) flr 45 min bei 56 °C reduziert und erneut mit Wasser gewaschen.
Die Cysteingruppen wurden durch 55 mM lodacetamid fir 30 min im Dunkeln bei RT
alkyliert und fanfmal mit Wasser/Acetonitil gewaschen. Die Proteine wurden uber
Nacht bei 37 °C im Gel mit 50 ng Chymotrypsin oder 200 ng Glu-C verdaut. Die
Peptide wurden Uber HPLC aufgetrennt und entsalzt. Die massenspektrometrischen
Messungen erfolgten mit einem AB SCIEX TOF/TOF 5800 Massenspektrometer. MS-
Daten wurden Uber einen Bereich von 300 - 2000 m/z gesammelt. Die funf Signale
mit starkster Intensitdt wurden Uber Kollision-induzierte Dissoziation (collision-
induced dissociation, CID) und Hochenergie Kollisions-Dissoziation (Higher-energy
collisional dissociation, HCD) fragmentiert und die Fragmente (ber ein Orbitrap-
System in einer MS-MS-Messung mit einer Auflésung von 2 Da (CID) bzw. 3 Da
(HCD) analysiert. Bei der Fragmentierung entstehen aus ADP-Ribose-Arginin
Orinithin sowie unterschiedliche Bruchsticke des ADP-Ribose-Carbodiimids
(Diskussion, 5.2). So identifizierte Ornithin-enthaltende Peptide wurden Uber einen
weiteren MS-Schritt analysiert, um die exakte ADP-Ribosylierungsstelle zu
identifizieren. Die so gewonnenen Daten aus den LC-MS? und LC-MS3-Messungen
wurden mit Hilfe der TS2Mascot Software ausgewertet.

Die Massenspektrometrie erfolgte durch Tomas Koudelka und Andreas Tholey aus

dem Institut fir experimentelle Medizin der CAU Kiel.
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4 Ergebnisse

Der Ergebnisteil gliedert sich in drei Teile:

Im ersten Teil werden die Sensitivitdt der ADP-Ribosyltransferase ARTC2.2 fir die
Nukleotid-induzierte membrannahe Proteolyse und die durch Proteolyse veranderte
Substratspezifitdt der ARTC2.2 untersucht. Es wurde nachgewiesen, dass ARTC2.2
Uber die Aktivierung von P2X7 und eine ADAM-Protease selbst proteolytisch
abgespalten wird. Die Spaltstelle der ARTC2.2 wurde mittels Massenspektrometrie
bestimmt und die Substratspezifitdt von zellgebundener und proteolytisch
freigesetzter ARTC2.2 wurde in vergleichenden ADP-Ribosylierungsassays
untersucht.

Im zweiten Teil folgt die Analyse mdglicher Zielproteine der léslichen ARTC2.2.
Hierbei fiel eine Praferenz der I6slichen ARTC2.2 fur das Zytokin Interferon-y auf. Es
zeigte sich, dass die ADP-Ribosylierung von Interferon-y nahezu vollstédndig ablaufen
kann und reversibel ist. Die ADP-Ribosylierungsstelle von Interferon-y wurde mit
R128 im funktionell relevanten C-Terminus identifiziert. In zwei funktionellen Assays
konnte eine Inhibition der Aktivitat von Interferon-y durch ADP-Ribosylierung gezeigt
werden.

Im dritten Teil wird die Generierung und Charakterisierung ADAM17-spezifischer
Antikérper beschrieben. Es wurden ein polyklonaler Kanichenantikérper (K133) und
zwei durch Phagen-Display selektionierte Nanobodies (ST127 und ST161)
charakterisiert. Die Antikdrper zeigen spezifische Bindung an unterschiedliche
ADAM17-Doménen: ST127 bindet die katalytische Doméne und ST161 bindet die
Prodoméane. K133 bindet sowohl die katalytische, als auch die Prodoméane. Die
Antikérper sind im ELISA, in der Immunfluoreszenz und im Western-Blot einsetzbar

und binden humane und murine ADAM17 mit unterschiedlich hohen Affinitaten.
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4.1 Regulation der ADP-Ribosyltransferase ARTC2.2 durch
Nukleotid-induzierte Proteolyse (Shedding)

Die ADP-Ribosytransferase ARTC2.2 kann den purinergen P2X7-lonenkanal durch
kovalente Ubertragung einer ADP-Ribose-Gruppe auf einen Argininrest aktivieren. Es
resultiert ein anhaltender Kalziumeinstrom und die ADAM-Protease (a disintegrin and
metalloprotease)-vermittelte proteolytische Spaltung einiger Membranproteine von
der Zelloberflache (Scheuplein et al, 2009). Eines der bestuntersuchten
Membranproteine, die proteolytisch von der Zelloberflache gespalten werden, ist L-
Selektin (CD62L), das von ADAM17 (Peschon et al, 1998) nach Aktivierung von
P2X7 Selektiongespalten wird (Gu et al, 1998; Scheuplein et al, 2009). Auch die
ARTC2.2 kann von der Zelloberflache gespalten werden. Bisher wurde dieser
Vorgang jedoch nur nach Aktivierung von T-Zellen mit dem Phorbolester PMA oder
einem, den T-Zell-Rezeptor kreuzvernetzenden, Antikérper beschrieben (Kahl et al,
2000). Im Folgenden wird untersucht, ob ARTC2.2 auch durch Nukleotid-induzierte
membrannahe Proteolyse von Zellen abgespalten werden kann und somit die eigene
Freisetzung initiiert.

Flr die membrannahe proteolytische Spaltung wird im Englischen haufig der Begriff
"shedding" verwendet (dt.: abwerfen, abstoBen, freisetzen). Dieser Begriff wird im

Folgenden als Substantiv ,Shedding“ verwendet.
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4.1.1 Bei der Préparation freigesetztes NAD fihrt zum Verlust von CD62L
und ARTC2.2 von der Zelloberfldche

Schon bei der Praparation von Zellen wird NAD in ausreichender Menge freigesetzt,
um Uber ARTC2.2-vermittelte ADP-Ribosylierung von P2X7 CD62L von der
Zelloberflache abzuspalten (Rissiek et al, 2014). Die ADP-Ribosylierung kann bereits
bei 4 °C erfolgen, die Offnung des P2X7-lonenkanals jedoch erst bei Erwérmung der
Zellen auf 37 °C. Die ADP-Ribosylierung von P2X7 und somit auch das Shedding
von CD62L kann durch Zugabe eines ARTC2.2-inhibierenden Nanobodies vor der
Praparation verhindert werden (Scheuplein et al, 2009; Rissiek et al, 2014). Um zu
untersuchen, ob dieser Signalweg auch den Verlust von ARTC2.2 von der
Zelloberflache induzieren kann, wurden HEK-Zellen mit ARTC2.2, CD62L und P2X7
kotransfiziert (Abb. 4.1.1). Sofern die Zellen bei 4 °C geerntet und gehalten wurden,
sind P2X7, CD62L und ARTC2.2 auf der Zelloberflache kotransfizierter Zellen
nachweisbar (Panel 1, 4). Erwarmung auf 37 °C fihrt fast zum vollstandigen Verlust
von CD62L (Panel 2) und ARTC2.2 (Panel 5). Dieser Verlust I&sst sich durch Zugabe
von ARTC2.2-inhibierendem Nanobody s+16a verhindern (Panel 3, 6). Der protektive
Effekt durch s+16a zeigt, dass der Verlust der ARTC2.2 von ihrer Enzymaktivitat
abhangt.

Auch auf priméren T-Zellen lasst sich ein &hnlicher Effekt beobachten (Abb. 4.1.2).
BALB/cARTC2B6-Mguse tragen den ARTC2 Lokus der C57BL/6-Maus auf dem
genetischen Hintergrund der BALB/c-Maus. T-Zellen von C57BL/6-Mé&usen zeigen
eine hohe Expression von ARTC2.2 (Koch-Nolte et al, 1999), BALB/c-Mause tragen
eine sensitivere Variante des P2X7-Rezeptor (Adriouch et al, 2002). Die Kombination
beider Varianten resultiert in fir NAD-induziertes Shedding besonders sensitiven T-
Zellen der BALB/cARTC2B6-Mauslinie. Bei der Praparation der Lymphknotenzellen
dieser Mause wird ebenfalls genug NAD freigesetzt, um den Verlust von CD62L und
ARTC2.2 nach Erwdrmung von 4 °C (Panels 1, 4) auf 37 °C (Panels 2, 5) zu
induzieren. Dieser Effekt lasst sich teilweise durch i.v. Gabe von 50 yg ARTC2.2-
inhibierendem Nanobody s+16a 1 h vor Praparation der Lymphknotenzellen
blockieren (Panels 3, 6). Die Ahnlichkeit des Verlustes von ARTC2.2 und CD62L legt
nahe, dass es sich, wie fur CD62L gezeigt (Peschon et al, 1998; Scheuplein et al,
2009), auch bei der ARTC2.2 um ADAM-Protease-vermitteltes Shedding handelt, das
durch ARTC2.2 und P2X7 induziert wird.
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Abb. 4.1.1: Bei der Zellpraparation freigesetztes NAD fiihrt zum Verlust von ARTC2.2 und
CD62L von der Zelloberflache transfizierter HEK-Zellen.

HEK-Zellen wurden mit ARTC2.2, P2X7 und CD62L kotransfiziert. 48 h nach Transfektion wurden die
Zellen geerntet und vor der Anfarbung mit Fluoreszenz-markierten Antikérpern gegen ARTC2.2, P2X7
und CD62L fur 30 min bei 4 °C oder 37 °C inkubiert. Bei einem dritten Ansatz erfolgten Ernte und
anschlieBende Inkubation bei 37 °C in Anwesenheit des ARTC2.2-blockierenden Nanobodies s+16a
(37 °C + Nb). Die Zellen wurden im Durchflusszytometer vermessen. Die dargestellten Dot-Plot
Diagramme wurden mit der Software FlowJo erstellt und ausgewertet. Die Zahlen geben den
prozentualen Anteil der Zellpopulationen im jeweiligen Quadranten an. Die Anfarbung mit dem anti-
P2X7 Antikorper zeigt, dass ca. 40 % der Zellen transfiziert wurden. Die durch ARTC2.2 katalysierte
ADP-Ribosylierung von P2X7 findet auch bei 4 °C statt, die Aktivierung des lonenkanals P2X7 sowie
die Nukleotid-induzierte Proteolyse nur bei 37 °C.
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Abb. 4.1.2: Bei der Zellpraparation freigesetztes NAD fiihrt zum Verlust von ARTC2.2 und
CD62L von der Zelloberflache von priméaren T-Zellen.

Lymphknotenzellen von BALB/cARTC2B6-Mausen wurden bei 4 °C prapariert und vor der Anfarbung mit
Fluoreszenz-markierten Antikérpern gegen ARTC2.2, CD3 und CD62L fur 30 min bei 4 °C oder 37 °C
inkubiert. Einer weiteren Maus wurde 1 h vor der Zellpraparation 50 yg des ARTC2.2-blockierenden
Nanobodies s+16a i.v. gespritzt. Die Lymphknotenzellen wurden vor der Anfarbung mit Fluoreszenz-
markierten Antikérpern fir 30 min bei 37 °C inkubiert (37 °C + Nb). Die Zellen wurden im
Durchflusszytometer vermessen und mit der Software FlowJo ausgewertet. Die Zahlen geben den
prozentualen Anteil der Zellpopulationen im jeweiligen Quadranten an.

Die Anférbung zeigen, dass ca. 75 % der Lymphknotenzellen T-Zellen (CD3+) sind. Bei 4 °C zeigt die
Mehrheit dieser Zellen CD62L und ARTC2.2 auf der Zelloberflache.
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4.1.2 ARTC2.2, P2X7 und eine ADAM-Protease sind an NAD-induziertem
Shedding von ARTC2.2 und CD62L beteiligt

Zur Uberprifung des postulierten Signalweges lber ARTC2.2, P2X7 und einer
ADAM-Protease wurde als néchstes untersucht, ob entsprechende Inhibitoren den
Verlust von ARTC2.2 und CD62L hemmen (Abb. 4.1.3). Als Inhibitoren der ARTC2.2
und des P2X7-lonenkanals wurden die spezifischen Nanobodies s+16a bzw. 13A7
verwendet, als Inhibitor der ADAM-Protease der Hydroxamat-basierte Inhibitor
GW280264X (Koch-Nolte et al, 2007; Danquah, 2012; Hundhausen et al, 2003).

BALB/cARTC2B6-| ymphknotenzellen wurden nach Praparation zunachst bei 4 °C mit
den Inhibitoren vorinkubiert und dann ohne oder mit Zugabe von 50 yM exogenem
NAD bei 37 °C weiter inkubiert, um eine maximale Induktion dieses Signalweges zu
erhalten. Wieder ist eine deutliche Reduktion der CD62L- und ARTC2.2-Farbungen
von T-Zellen bei Erwarmung auf 37 °C auch ohne Zugabe von exogenem NAD zu
sehen (Abb. 4.1.3 B). Nach Zugabe von 50 yM NAD ist der Verlust von CD62L und
ARTC2.2 von T-Zellen beinahe vollstdndig (Abb. 4.1.3 C). Der P2X7-inhibierende
Nanobody 13A7 sowie der Metalloprotease-Inhibitor GW280264X verhindern diesen
Verlust fast vollstandig; der ARTC2.2-inhibierende Nanobody s+16a zeigt nur eine
partielle Blockade (Abb. 4.1.3 C). Da bereits das bei der Préaparation freigesetzte
NAD ausreicht um P2X7 zu ADP-ribosylieren, kann der nachtraglich zugesetzte
ARTC2.2-inhibierende Nanobody s+16a nur die Effekte des spater zugefigten NAD
blockieren. Der P2X7-inhibierende Nanobody 13A7, der die Offnung des bereits
ADP-ribosylierten P2X7-Rezeptors blockiert (Danquah, 2012), und der ADAM-
Inhibitor GW280264X inhibieren das Shedding unabhé&ngig von der ADP-
Ribosylierung (Abb. 4.1.3 C). Diese Ergebnisse unterstiitzen den postulierten

Mechanismus der Nukleotid-induzierten membrannahen Proteolyse von ARTC2.2.
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Abb. 4.1.3: Blockade von ARTC2.2, P2X7 und ADAM-Proteasen verhindert den NAD-induzierten
Verlust von CD62L und ARTC2.2 von der Zelloberflache primérer T-Zellen.

(A) Schematische Ubersicht des Nukleotid-induzierten Sheddings. NAD und ATP werden aus
beschadigten Zellen freigesetzt und kénnen direkt (ATP) oder als Substrat fir ARTC2.2-vermittelte
ADP-Ribosylierung (NAD) eine Aktivierung des P2X7-lonenkanals hervorrufen, in deren Folge Uber
eine ADAM-Protease CD62L und ARTC2.2 von der Zelloberflache gespalten werden. Die Inhibitoren
von ARTC2.2 (Nanobody s+16a), P2X7 (Nanobody 13A7) und ADAM-Proteasen (Hydroxamat-
basierter Inhibitor GW280264X) kénnen den Verlust von CD62L und ARTC2.2 von der Zellmembran
verhindern. (B) Lymphknotenzellen einer BALB/cARTC2B6-Maus wurden bei 4 °C prapariert, und vor der
Anférbung mit Fluoreszenz-markierten Antikérpern gegen ARTC2.2, CD3 und CD62L fur 30 min bei 4
°C oder 37 °C inkubiert. Die Zellen wurden im Durchflusszytometer vermessen und mit der Software
FlowJo ausgewertet (‘gegated’' auf CD3+ Zellen). Die Zahlen geben den prozentualen Anteil der
Zellpopulationen im jeweiligen Quadranten an. (C) Lymphknotenzellen einer BALB/cARTC2B6-Maus
wurden wie in (B) bei 4 °C prapariert und, vor der Anfarbung mit Fluoreszenz-markierten Antikérpern,
fir 30 min bei 37 °C inkubiert, jedoch hier in Anwesenheit von exogen zugefligtem NAD. Vier
Parallelansatze erfolgten in Anwesenheit von einem Kontroll-Nanobody (Kontroll-Nb), inhibitorischen
Nanobodies gegen ARTC2.2 (ARTC2.2 Nb, s+16a) oder P2X7 (P2X7 Nb, 13A7), oder einem
Hydroxamat-basierten Inhibitor von ADAM-Proteasen (ADAM Inhib., GW280264X). Die Zellen wurden
wie in (B) analysiert und ausgewertet. Der nach der Praparation zugegebene ARTC2.2-inhibierende
Nanobody s+16 kann (im Gegensatz zu dem im vorherigen Experiment in vivo applizierten Nb) die
wahrend der Praparation bei 4 °C erfolgte ADP-Ribosylierung nicht verhindern. Er kann jedoch die
durch Zugabe von exogenem NAD-vermittelte weitere ADP-Ribosylierung wahrend der Inkubation bei
37 °C blockieren. Der P2X7-Nanobody 13A7 blockiert ebenso wie der ADAM-Inhibitor den Verlust von
ARTC2.2 und CD62L.
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4.1.3 ARTC2.2 wird von der Zelloberfldche transfizierter Zellen gespalten

Wenn es sich bei dem Nukleotid-induzierten Verlust von ARTC2.2 um Shedding
handelt, sollte es mdglich sein, die freigesetzte ARTC2.2 im Uberstand
nachzuweisen. Um gréBere Mengen an freigesetzter ARTC2.2 zu gewinnen, wurde
eine Lymphomzelllinie verwendet, die stabil mit einer ARTC2.2 mit N-terminalem
FLAG-Tag transfiziert ist (DC27.10ARTC22)(Abb. 4.1.4). Nach Behandlung dieser
Zellen mit 1 mM ATP zeigt sich ein deutlicher Verlust der ARTC2.2-Farbung (Abb.
4.1.4 A). Um die ARTC2.2 im Uberstand nachzuweisen, wurde die ARTC2.2 von
1x10° ATP-behandelten DC27.10ARTC22-Zellen affinitdtschromatographisch mit dem
M2 anti-FLAG-Antikérper aus dem Uberstand aufgereinigt. Gebundene ARTC2.2
wurde durch einen pH-Shift von der M2-Affinitadtssédule eluiert, Uber Gelfiltration
umgepuffert und mittels Ultrazentrifugation eingeengt. 10 pl (10 % der Ausbeute)
wurden mittels SDS-PAGE und Coomassie-Farbung analysiert. Die Bande bei ca. 38
kD entspricht der vorhergesagten GrdéBe von glykosylierter ARTC2.2, die Bande bei
64 kD dem als Carrier-Protein zugegebenen Albumin. Ein Vergleich mit den
Markerbanden ergibt eine Schéatzung flir die Menge von ARTC2.2 in der 38 kD
Bande von ca. 5-10 ug (Abb. 4.1.4 B). Die so aufgereinigte ARTC2.2 wurde far

weitere enzymatische Untersuchungen eingesetzt (Abb. 4.1.6 und 4.2.1 - 4.2.6).
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Abb. 4.1.4: Extrazellulares ATP fiihrt zur Spaltung von ARTC2.2 von der Zelloberflache
transfizierter Lymphomzellen.

Stabil mit FLAG-ARTC2.2 transfizierte DC27.10ARTC22-Zellen (1 x 10°%) wurden fiir 1 h bei 37 °C mit 1
mM ATP inkubiert und durch Zentrifugation vom Uberstand getrennt. Je ein Aliquot der Zellen ohne
und mit ATP-Behandlung wurde mit Fluoreszenz-markierten Antikérpern gegen ARTC2.2 gefarbt und
durchflusszytometrisch analysiert. (A) Die ARTC2.2 Expression ist als Histogramm dargestellt. FLAG-
ARTC2.2 wurde affinitdtschromatographisch Uber eine S&ule mit dem FLAG-spezifischen
monoklonalen Antikérper M2 aufgereinigt. Gebundenes Protein wurde mit einem BSA-haltigen Puffer
bei pH 2.7 eluiert . Das Eluat wurde uber Gelfiltration in PBS umgepuffert und Uber Ultrazentrifugation
aufkonzentriert. (B) 10 % der Retenatsfraktion aus der Elution (E) wurden mittels SDS-PAGE und
Coomassie-Farbung analysiert. Der Pfeil zeigt auf die Bande in der erwarteten GréBe von ca. 38 kD
der extrazellularen Doméane von ARTC2.2 in glykosylierter Form. Zur relativen Quantifizierung wurden
parallel definierte Mengen von Markerproteinen (M) analysiert. Die Ausbeute entspricht ca. 5-10 ug/
108 Zellen.
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Die proteolytisch abgestoBene ARTC2.2 wird im Folgenden mit ,sARTC2.2“ (shed
ARTC2.2) abgekurzt, die Uber Glykosylphosphatidylinositol (GPI) in der Membran
verankerte ARTC2.2 als ,GPI-ARTC2.2“.

4.1.4 Die Spaltstelle der ARTC2.2 liegt bei F239/5240 - drei Aminoséuren
vor der Membranverankerung

Zur Bestimmung der Spaltstelle der sARTC2.2 nach NAD-induziertem Shedding
wurden HEK-Zellen mit ARTC2.2 und P2X7 kotransfiziert und mit NAD und ATP
behandelt. SARTC2.2 wurde aus dem Uberstand der Nukeleotid-behandelten HEK-
Zellen wie zuvor Uber den FLAG-Tag mit M2-Sepharose aufgereinigt und nach
Deglykosylierung mit Endoglykosidase F (Endo-F) durch SDS-PAGE aufgetrennt
(Abb. 4.1.5). Die Bande der sARTC2.2 wurde ausgeschnitten (Abb. 4.1.5 A) und im
Gel mit Trypsin oder Glu-C in Anwesenheit von 80-markiertem Wasser verdaut. So
entstandene C-Termini kbnnen Uber den Einbau von 80 von dem beim Shedding
von ARTC2.2 entstandenen C-Terminus unterschieden werden. Die resultierenden
Fragmente wurden mittels Massenspektrometrie (MS) analysiert. Es wurde F239 als
einziger C-Terminus ohne '80-Markierung und somit F239/S240 als Spaltstelle der
ARTC2.2 identifiziert. Da die Endo-F den ersten Zuckerrest der Glykosylierung nicht
entfernt, konnten auch die Glykosylierungsstellen der ARTC2.2 bestimmt werden:
N59 und N229.
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Abb. 4.1.5: ARTC2.2 wird zwischen F239 und S240 gespalten.

(A) HEK-Zellen wurden mit FLAG-ARTC2.2 und P2X7 kotransfiziert. 5 Tage nach Transfektion wurden
die Zellen fir 30 min bei 37 °C mit je 100 yuM NAD und ATP inkubiert. ARTC2.2 wurde wie in Abb.
4.1.4 aus dem Zelliberstand affinitditschromatographisch Uber eine M2-Saule aufgereinigt und
umgepuffert. Nach Immobilisierung an 15 pl einer anti-ARTC2.2-Nanobody-Matrix wurde ARTC2.2 mit
Endo-F deglykosyliert, mittels SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassie gefarbt. Die Bande in der
erwarteten GréBe der deglykosylierten ARTC2.2 von 29 kD wurde flr die weitere Analyse mittels
Massenspektrometrie (MS) ausgeschnitten. (B) Die Bande wurde im Gel mit Trypsin oder
Endoproteinase Glu-C in Anwesenheit von 80-markiertem Wasser verdaut um die so entstandenen
C-Termini in der MS von dem C-Terminus zu unterscheiden, der zuvor durch Shedding entstanden
war. Die identifizierten Peptide aus ARTC2.2 sind rot (Trypsin) bzw. blau (Glu-C) dargestellt. Die
beiden Peptide, die keine 180 Markierung aufwiesen, sind unterstrichen. F239/S240 wurde somit als
Spaltstelle fir ARTC2.2 nach Nukleotid-induziertem Shedding identifiziert. N59 und N229 wurden als
N-Glykosylierungsstellen identifiziert und sind griin hinterlegt. Das N-terminale Signalpeptid und die C-
terminale Signalsequenz fir den GPI-Anker sind grau hinterlegt. Sie werden kotranslational gespalten
und sind im GPIl-verankerten Protein auf der Zelloberflache nicht enthalten. Die Disulfidbriicken
zwischen den Cysteinen (gelb hinterlegt) sind durch Kleinbuchstaben (a, b) gekennzeichnet, der
FLAG-Tag ist magentafarben dargestellt. S242 ist die prognostizierte Stelle zur Anfligung des GPI-
Ankers. Die Nummerierung der Aminosduren wurde so angepasst, dass 1 der N-terminalen
Aminosaure der nativen ARTC2.2 entspricht. (C) Schematische Darstellung der posttranslationalen
Modifikationen der ARTC2.2 an der 3D-Struktur der Ratten-ARTC2.2 (PDB-id: 10g3). Die die
proteolytische Spaltstelle flankierenden Aminosduren sind im Einbuchstabencode dargestellt. Die
beiden N-gekoppelten Glykosylierungen sind als griine Gabeln dargestellt. Die Disulfidbriicken sind
gelb, der N-terminale FLAG-tag und der C-terminale GPI-Anker sind schematisch dargestellt. Das im
aktiven Zentrum gebundene NAD ist cyanfarben, die katalytische Glutaminsdure rot dargestellt. Die
Produktion und Aufreinigung der ARTC2.2 wurden von Marion Nissen und Joanna Schmid
durchgeflhrt. Die Bestimmung der Spaltstelle erfolgte durch Thomas Jakoby und Andreas Tholey aus
dem Institut fir experimentelle Medizin der CAU Kiel.
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4.1.5 Durch Shedding freigesetzte ARTC2.2 (SARTCZ2.2) ADP-ribosyliert
sezernierte Proteine, aber nicht Membranproteine

Es wurde beschrieben, dass die nach PMA-Stimulation freigesetzte ARTC2.2
enzymatisch aktiv ist (Kahl et al, 2000). Um zu Gberprifen, ob die ARTC2.2 ebenfalls
nach Nukleotid-induziertem Shedding aktiv ist und welche l|6slichen oder
zellgebundenen Proteine die SARTC2.2 in diesem Fall ADP-ribosylieren kann, wurde
ein ADP-Ribosylierungs-Assay mit radioaktiv markiertem NAD durchgefuhrt (Abb.
4.1.6). Hierbei wurden DC27.10-Lymphomzellen verwendet, die entweder stabil mit
GPI-ARTC2.2 transfiziert waren (GPI) oder untransfiziert blieben, daflr aber mit
l6slicher sSARTC2.2 versetzt wurden. Nach Zugabe von 32P-NAD und Inkubation far
15 min bei 37 °C wurden die Zellen vom Uberstand durch Zentrifugation getrennt und
die Membranproteine mit Triton-X 100 in Ldsung gebracht. Die solubilisierten
Membranproteine (m) und die Proteine aus dem Zell-Uberstand ({i) wurden per SDS-
PAGE aufgetrennt und mit Coomassie gefarbt. Nach Trocknung des Gels wurde
kovalent (SDS-resistent) in Protein inkorporierte 32P-ADP-Ribose mittels
Autoradiographie detektiert. Die Ergebnisse zeigen im Falle der GPIl-verankerten
ARTC2.2 mehrere radioaktiv markierte (32P-ADP-ribosylierte) Membranproteine, aber
nur wenige schwach markierte Proteine aus dem Uberstand (Abb. 4.1.6 A, Spuren
1, 2). SARTC2.2 zeigt keine nachweisbare Aktivitdt an Membranproteinen, aber eine
stiarkere Aktivitdt an Proteinen aus dem Uberstand (Abb. 4.1.6 A, Spuren 3, 4).
Auch in Anwesenheit von Mausserum zeigt sARTC2.2 keine Aktivitdt an
Membranproteinen (Abb. 4.1.6, B, Spuren 3, 4) und ein um nur wenige Banden
erweitertes Spektrum an I6slichen Zielproteinen. Auch die GPI-verankerte ARTC2.2
zeigt in Anwesenheit von Serum nur ein leicht erweitertes Spektrum an I6slichen
Zielproteinen (Abb. 4.1.6, B). Im Serum allein zeigt sich ein &hnlich begrenztes
Muster an Zielproteinen fir die SARTC2.2 (Abb. 4.1.6, B, Spur 5). Diese Ergebnisse
zeigen, dass die ARTC2.2 nach Nukleotid-induziertem Shedding als aktives Enzym
freigesetzt wird und eine neue Substratspezifitdt entwickelt: weg von

Membranproteinen hin zu einem begrenzten Spektrum an sezernierten Proteinen.
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Abb. 4.1.6: Durch Shedding freigesetzte ARTC2.2 (sARTC2.2) ADP-ribosyliert sezernierte
Proteine, nicht aber membranstandige Proteine.

Zum Nachweis ADP-ribosylierter Proteine wurden ARTC2.2-transfizierte sowie untransfizierte
DC27.10-Zellen fur 15 min mit 32P-NAD inkubiert (je 4x105 Zellen in 40 ul). Die stabil mit ARTC2.2
transfizierten Zellen exprimieren die GPl-verankerte ARTC2.2 auf der Zelloberflache (GPI, Spuren 1
und 2). Den untransfizierten Zellen wurde wie in Abb. 4.1.4 aufgereinigte, durch Shedding freigesetzte
ARTC2.2 zugesetzt (shed, Spuren 3, 4). Nach der Inkubation mit 32P-NAD (1 yM) wurden Zellen und
Uberstand (i) durch Zentrifugation getrennt. Nach viermaligem Waschen der Zellen wurden die
Membranproteine (m) mit Triton X-100 solubilisiert und durch Zentrifugation von Zelltrimmern befreit.
Die Proteine wurden uber SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassie geférbt. 32P-ADP-ribosylierte
Proteine wurden mittels Autoradiographie durch Exposition eines Rdéntgenfilms detektiert. Je Spur
wurden 50 % des Zelliberstandes bzw. des Zelllysates analysiert. (A) Die Inkubation der Zellen wurde
in Medium ohne Zusétze durchgefihrt. (B) Dem Medium wurden 2,5 % Mausserum zugegeben. Als
weitere Kontrolle wurde das serumhaltige Medium (ohne Zellen) mit sSARTC2.2 und 32P-NAD inkubiert
(Spur 5, co). Die in der Coomassie-Farbung in (A) sichtbaren Proteine im Uberstand ({i) wurden von
den Zellen offensichtlich wahrend der Inkubation freigesetzt. Die in diesem Experiment verwendete
Menge an NAD (1 pyM) induziert kein oder nur wenig Shedding.
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4.2 sARTC2.2-vermittelte ADP-Ribosylierung von Interferon-y
(IFN-y)

ADP-Ribosylierung ist eine posttranslationale Modifizierung, in der eine 540 Da
groBe ADP-Ribose-Gruppe auf das Zielmolekul Ubertragen wird. Diese Modifikation
andert sowohl die sterischen Eigenschaften als auch die Ladung der modifizierten
Aminoséaure (Laing et al, 2010). ADP-Ribosylierung wurde zuné&chst als
Pathomechanismus von Toxinen entdeckt, Uber den die biologische Funktion von
Zielproteinen inhibiert wird (Laing et al, 2010) (Menzel et al, 2013). Somit ist es
vorstellbar, dass die durch sARTC2.2 katalysierte ADP-Ribosylierung die Funktion

der I6slichen Zielproteine verandert.

4.2.1 sARTC2.2 ADP-ribosyliert einige Zytokine, bevorzugt IFN-y

Die veranderte Substratspezifitdit von ARTC2.2 nach proteolytischer Spaltung wirft
die Frage nach mdglichen physiologischen Zielproteinen fur die sARTC2.2 auf. Da
die ARTC2.2 auf T-Zellen exprimiert wird (Koch-Nolte et al, 1996) und nach
proteolytischer Freisetzung priméar Iésliche Proteine ADP-ribosyliert (Abb. 4.1.6),
wurden einige Zytokine als mdgliche Zielproteine flr die sSARTC2.2 untersucht (Abb.
4.2.1). Hierzu wurden 11 rekombinante Zytokine (in aufsteigendem
Molekulargewicht: Rantes, MCP-1, IL-5, IFN-y, IL-17, TNFa, IL-2, IL-1a, IL1-B, IL-6,
und IL-12) entweder separat oder in einer Mixtur mit 32P-NAD und sARTC2.2
inkubiert, und mittels SDS-PAGE, Coomassie-Farbung und Autoradiographie
analysiert. Die Ergebnisse zeigen, dass folgende Zytokine von sARTC2.2 ADP-
ribosyliert werden: MCP-1, IFN-y, IL-17, TNFa, IL-2, IL1-B, IL-6, und IL-12. Die
starkste Markierung mit 32P-ADP-Ribose ist fur IFN-y zu sehen, sowohl bei einzelner
ADP-Ribosylierung (Abb. 4.2.1 A) als auch im Mix der Zytokine (Abb. 4.2 B). Auch in
Anwesenheit von Mausserum wird IFN-y von ARTC2.2 préaferentiell ADP-ribosyliert
(Abb. 4.2.1 C). Zur besseren Darstellung wurde fiir den ADP-Ribosylierungsansatz
mit Mausserum eine nicht reduzierende SDS-PAGE durchgeflhrt. IFN-y [auft hier als
Dimer bei ca. 30 kD. Die deutliche Markierung des IFN-y-Dimers zeigt zum einen,
dass ADP-Ribosylierung die Dimerisierung nicht beeinflusst und zum anderen, dass
dimerisiertes IFN-y ADP-ribosyliert werden kann. Obwohl IFN-y nur einen kleinen
Bruchteil der gesamten Proteinmenge darstellt (Abb. 4.2.1 C, Coomassie-Farbung)
fallt ein GroBteil der ADP-Ribosylierungsaktivitdt der sARTC2.2 auf IFN-y (C,
Autoradiographie).
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Abb. 4.2.1: sARTC2.2 ADP-ribosyliert bevorzugt Interferon-y.

Rekombinante Zytokine wurden entweder (A) einzeln oder (B) im Mix mit 32P-NAD und sARTC2.2 fir
15 min bei 37 °C inkubiert. (C) Mausserum wurde in An- oder Abwesenheit von IFN-y mit 32P-NAD
und sARTC2.2 fiir 15 min bei 37 °C inkubiert. Die Proteine wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und
mit Coomassie gefarbt (Co). 32P-ADP-ribosylierte Proteine wurden mittels Autoradiographie (Ar)
detektiert. Die SDS-PAGE in (C) erfolgte unter nichtreduzierenden Bedingungen.

4.2.2 Die durch sARTCZ2.2 katalysierte ADP-Ribosylierung von IFN-y ist
reversibel

Zur weiteren Untersuchung der ADP-Ribosylierung von IFN-y wurde IFN-y flir 2 h mit
50 yM und 50 ng sARTC2.2 quantitativ ADP-ribosyliert und die Vollstandigkeit der
Reaktion untersucht. Dazu wurde dem vor-ADP-ribosylierten IFN-y noch einmal far
15 min sARTC2.2 und 32P-NAD zugesetzt. Die nachtragliche ADP-Ribosylierung
wurde mittels SDS-PAGE und anschlieBender Autoradiographie analysiert. Zum
Vergleich wurde ein Aliquot von IFN-y parallel nur mit NAD aber ohne sARTC2.2
vorinkubiert und dann ebenfalls noch einmal fir 15 min mit SARTC2.2 und 32P-NAD
weiter inkubiert. Nicht vor-ADP-ribosyliertes IFN-y zeigt eine starke radioaktiv
markierte Bande, wahrend vor-ADP-ribosyliertes IFN-y kaum noch weiter radioaktiv

markiert werden konnte (Abb. 4.2.2 A). Dies deutet darauf hin, dass unter diesen
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experimentellen Bedingungen eine nahezu vollstdndige ADP-Ribosylierung
erreichbar ist.

Die ADP-Ribosylierung durch ARTC2.2 kann durch die ADP-Ribosyl-Hydrolase 1
(ARH1) rickgéangig gemacht werden (Moss et al, 1992; Koch-Nolte et al, 2008). Zur
Analyse einer méglichen de-ADP-Ribosylierung von IFN-y durch ARH1 wurde zuvor
ADP-ribosyliertes IFN-y fir 1 h mit ARH1 inkubiert und die erscheinenden
Molekularmassen in der SDS-PAGE miteinander verglichen. Es ist eine deutliche
Verschiebung des Migrationsverhalten von ADP-ribosyliertem IFN-y (Spur 2) zu
unmodifiziertem IFN-y (Spur 1) zu sehen. Diese Verschiebung zu einer hdher
erscheinenden Molekularmasse des IFN-y nach ADP-Ribosylierung wurde durch
Zugabe der ARH1 nahezu vollstdndig auf das Niveau des unmodifizierten IFN-y
zurlickgefuhrt (Abb. 4.2.2 B).

A B
1 2 1 2 1 2 3
e =85 —2
B - ARTC2.2 B
ARH17>
B - 25 —25
IFN-y-» — w» -—14 IFN-y — —14
pre-ADPR -+ = & ARTC22 - + +
Co Ar ARH1 - — +

Abb. 4.2.2: Die durch sARTC2.2 katalysierte ADP-Ribosylierung von IFN-y ist reversibel.

(A) Rekombinantes IFN-y wurde flr 2 h bei 37 °C mit 50 yuM NAD inkubiert. Ein Ansatz erfolgte in
Abwesenheit (Spur 1), einer in Anwesenheit von sARTC2.2 (Spur 2). BSA wurde als Carrier-Protein
hinzugefiigt. Um zu ermitteln, ob die ADP-Ribosylierung von IFN-y unter diesen Bedingungen bereits
vollsténdig erfolgte, wurde beiden Ansatzen 32P-NAD und zusétzliche sARTC2.2 zugegeben und 15
min bei 37 °C weiter inkubiert. Die Proteine wurden Uber SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassie
gefarbt (Co). 32P-ADP-ribosyliertes IFN-y wurde mittels Autoradiographie durch Exposition eines
Réntgenfilms detektiert (Ar). (B) Rekombinantes IFN-y wurde 1 h bei 37 °C mit sARTC2.2 und 50 yM
NAD inkubiert. Der Ansatz wurde geteilt und ohne (Spur 2) oder mit rekombinanter ADP-Ribosyl-
Hydrolase (ARH1) (Spur 3) 1 h bei 37 °C weiter inkubiert. Als Kontrolle wurde ein Ansatz von IFN-y
ohne ARTC2.2 und ARH1 inkubiert. Die apparente Molekularmasse des IFN-y wurde Uber SDS-PAGE
mit anschieBender Coomassie-Farbung analysiert.
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4.2.3 IFN-y wird an R128 ADP-ribosyliert

IFN-y enthéalt acht mogliche Arginine als Akzeptoraminosauren fur die ADP-
Ribosylierung durch ARTC2.2. Davon befinden sich vier an dem fur die biologische
Aktivitat wichtigen C-Terminus (Griggs et al, 1992). Eine Bestimmung von ADP-
Ribosylierungsstellen kann durch Massenspektrometrie erfolgen, z. B. indem
ausgenutzt wird, dass das ADP-ribosylierte Arginin ein anderes
Fragmentierungsmuster aufweist oder zu Ornithin konvertiert wird, und einen vom
Arginin abweichenden m/z-Wert erhélt (Oetjen et al, 2009; Laing et al, 2010).

Far die Bestimmung der ADP-Ribosylierungsstelle wurde IFN-y wie im vorherigen
Abschnitt beschrieben ADP-ribosyliert und Uber SDS-PAGE aufgereinigt. Die
Coomassie gefarbte Bande des IFN-y wurde ausgeschnitten (Abb. 4.2.3 A). Nach In-
Gel-Verdau mit Chymotrypsin oder Glu-C wurden die resultierenden Peptide
massenspektrometrisch analysiert. Nur das C-terminale Peptid RKRKRSRC enthielt
das typische Fragmentierungsmuster des ADP-Ribose-Carbodiimids (Abb. 4.2.3 A).
Dieses Peptid konnte ferner aufgrund der Konversion des ADP-ribosylierten Arginins
zu Ornithin als ADP-ribosyliertes Fragment bestimmt werden. Eine weitere
massenspektrometrische Auftrennung dieses Peptides ergab, dass diese Konversion
von Arginin zu Ornithin an R128 stattfand und identifizierte somit R128 als ADP-
Ribosylierungsstelle (Abb. 4.3.2 D). Diese ADP-Ribosylierungsstelle befindet sich in
einem Cluster von positiv geladenen Aminosauren mit vier Argininen (Abb. 4.2.3 B).
Auch fir andere Zielproteine wurden die Zielarginine in Bereiche kartiert, in denen

mehrere (oft doppelte) Arginine enthalten sind (Laing et al, 2010).
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Abb. 4.2.3: sARTC2.2 ADP-ribosyliert IFN-y an Arginin 128.

(A) Rekombinantes IFN-y wurde fir 1 h mit 10 yM NAD und léslicher ARTC2.2 (und BSA als Carrier-
Protein) inkubiert. Die Proteine wurden per SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassie gefarbt. Die
ADP-ribosyliertes IFN-y enthaltende Bande wurde flr die MS-Analyse ausgeschnitten. (B) Die Bande
wurde im Gel mit Chymotrypsin oder Endoprotease Glu-C verdaut und massenspektirometrisch
untersucht. Identifizierte Peptide des Chymotrypsin-Verdaus sind rot, die des Glu-C Verdaus blau
markiert. Arginine wurden als potentielle ADP-Ribosylierungsstellen mit einem Stern markiert (*). Die
beiden Peptide, die eine fir ADP-Ribosylierung charakeristische Fragmentierung aufwiesen, sind
unterstrichen. Die ADP-Ribosylierungsstelle R128 ist blau hinterlegt, das C-terminale C133, das die
Dimerisierung des IFN-y bedingt, ist gelb hinterlegt. (C) Das HCD-MS2-Spektrum des ADP-Ribose
beinhaltenden C-terminalen Peptides aus IFN-y nach Chymotrypsin Verdau zeigt das charakeristische
Fragmentierungsmuster ADP-ribosylierter Peptide. Der héchste Peak steht fur ein Fragment, das aus
der Konversion von Arginin-ADP-Ribose zu Ornithin entstanden ist. (D) MS3-CID Spekirum des
Ornithin enthaltenden Peptides aus dem MS2-Ansatz. Die Umwandlung von ADPR-Arginin zu Ornithin
bei R128 identifiziert diese Position eindeutig als ADP-Ribosylierungsstelle. Der In-Gel-Verdau sowie
die massenspektrometrischen Analysen und Auswertungen wurden von Tomas Koudelka und Andreas
Tholey aus dem Institut fur experimentelle Medizin der CAU Kiel durchgefihrt.
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4.2.4 Bindung an den Interferon-y-Rezeptor verhindert die ADP-
Ribosylierung von IFN-y durch sARTC2.2

Da beschrieben wurde, dass der C-Terminus des IFN-y an der Rezeptorbindung
beteiligt ist (Griggs et al, 1992; Szente & Johnson, 1994), wurde untersucht, ob
Rezeptorbindung und ADP-Ribosylierung miteinander konkurrieren. Hierflir wurde
IFN-y mit oder ohne einer léslichen Form des Interferon-y-Rezepors 1 (IFNGR1) fir
30 min vorinkubiert und anschlieBend mit SARTC2.2 und 32P-NAD weiter inkubiert
(Abb. 4.2.4). Die Ergebnisse zeigen, dass die Vorinkubation mit dem IFNGR1 die
ADP-Ribosylierung von IFN-y vollstédndig blockiert und dass der IFNGR1 selbst nicht
ADP-ribosyliert wird. Dies ist sowohl in PBS als Reaktionspuffer (Abb. 4.2.4, A) als
auch in Anwesenheit von Mausserum (Abb. 4.2.4, B) gultig. Diese Ergebnisse
deuten auf eine rdumliche N&he von Rezeptorbindungs- und ADP-

Ribosylierungsstelle im IFN-y.
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IFNGR1 — + + -+ + IFNGR1 — + + -+ +

Abb. 4.2.4: Eine I6sliche Form des IFN-y-Rezeptor 1 (IFNGR1) blockiert die ADP-Ribosylierung
von IFN-y durch sARTC2.2.

IFN-y wurde in An- oder Abwesenheit von rekombinantem IFNGR1 fir 30 min vorinkubiert und
anschlieBend fir 15 min mit 32P-NAD und sARTC2.2 (mit BSA als Carrier) weiter inkubiert. Die
Proteine wurden Uber SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassie gefarbt (Co). ADP-ribosylierte
Proteine wurden mittels Autoradiographie (Ar) detektiert. Die Pfeile zeigen die Héhe der Banden von
IFNGR1 und IFN-y. Die Inkubationen in (A) wurden in PBS ohne weitere Zuséatze durchgefiihrt. In (B)
wurden dem Reaktionspuffer PBS 2,5 % Mausserum zugefiigt.
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4.2.5 ADP-Ribosylierung inhibiert die Funktion von IFN-y

Die ADP-Ribosylierungsstelle am C-Terminus und die Inhibition der ADP-
Ribosylierung durch die Bindung an den Rezeptor deuten auf eine sterische Néhe
von Rezeptorbindung und ADP-Ribosylierungsstelle hin und fihren zu der Frage, ob
ADP-Ribosylierung auch die biologische Aktivitdt von IFN-y beeinflusst. IFN-y,
urspranglich ,macrophage-activating factor’ genannt, wirkt auf Makrophagen nach
Rezeptorbindung tber die Phosphorylierung von STAT1 (Darnell et al, 1994; Darnell,
1997; Schroder et al, 2004). Zur Untersuchung, ob die ADP-Ribosylierung die
Funktion von IFN-y beeinflusst, wurde die IFN-y-induzierte STAT1-Phosphorylierung
in primaren Makrophagen untersucht. Hierzu wurden Peritonealmakrophagen aus
C57BL/6-Mé&ausen gewonnen und mit unterschiedlichen Konzentrationen von
nichtmodifiziertem und ADP-ribosyliertem IFN-y stimuliert. Das IFN-y wurde hierfar
sowohl durch Inkubation mit SARTC2.2 und NAD ADP-ribosyliert (ADPR-IFN-y) als
auch nach ADP-Ribosylierung anschlieBend durch Inkubation mit ARH1 wieder de-
ADP-ribosyliert (de-ADPR-IFN-y). Die Zellen wurden mit Antikérpern gegen CD11b
und Phospho-STAT1 angefarbt, und die Phosphorylierung von STAT1 der CD11b-
positiven Zellen (Makrophagen) im Durchflusszytometer analysiert (Abb. 4.2.5). Die
Titrationsanalysen zeigen, dass fur eine pSTAT1-Phosphorylierung im dynamischen
Bereich zwischen 0,3 und 10 U/ml 3- bis 5-fach héhere Konzentrationen an ADP-
ribosyliertem IFN-y benétigt werden als von unmodifiziertem oder de-ADP-
ribosyliertem IFN-y. Die Kurven von IFN-y und de-ADPR-IFN-y Uberlagern sich
nahezu vollstéandig. Dieses Ergebnis zeigt, dass die biologische Wirkung von IFN-y
durch ADP-Ribosylierung inhibiert wird, und dass dieser Effekt durch de-ADP-

Ribosylierung reversibel ist.
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Abb. 4.2.5: ADP-Ribosylierung inhibiert die IFN-y-induzierte Phosphorylierung von STAT1 in
Peritonealmakrophagen.

IFN-y wurde wie in Abb. 4.2.2 (B) durch sequenzielle Inkubation mit ARTC2.2 und ARH1 ADP-
ribosyliert und de-ADP-ribosyliert. Makrophagen aus C57BL/6-M&usen wurden durch Peritoneal-
Lavage gewonnen. Aliquots der Zellen wurden fir 30 min bei 37 °C in Anwesenheit unterschiedlicher
Konzentrationen an IFN-y, ADP-ribosyliertem IFN-y (ADPR-IFN-y) oder de-ADP-ribosyliertem IFN-y
(de-ADPR-IFN-y) inkubiert. Die Zellen wurden mit Paraformaldehyd fixiert und gegen CD11b
angeféarbt. AnschlieBend wurden die Zellen permeabilisiert, mit einem anti-pSTAT1-Antikdrper
angefarbt und im Durchflusszytometer analysiert. Dargestellt sind die mittleren
Fluoreszenzintensitaten (MFI) der pSTAT1-Anfarbung der CD11b-positiven Zellen. Die Préparation
sowie die Stimulation und durchflusszytometrische Analyse der Makrophagen wurden von Bjérn
Rissiek durchgefihrt.

Eine weitere Wirkung von IFN-y ist die Induktion der Komponenten des
Immunoproteasoms B5i (auch LMP7 genannt) und PA28-a (Boehm et al, 1997;
Seifert et al, 2010). Die Induktion dieser Faktoren wurde in kultivierten,
differenzierten murinen Podozyten analysiert, die fur 24 h mit IFN-y stimuliert
wurden. Das IFN-y wurde entweder unmodifiziert (IFN-y), ADP-ribosyliert (ADPR-
IFN-y) oder nach ADP-Ribosylierung de-ADP-ribosyliert (de-ADPR-IFN-y) eingesetzt.
Die Zellen wurden anschlieBend lysiert und die proteasomalen Faktoren B5i und
PA28-a im Western-Blot untersucht (Abb. 4.2.6). Die Ergebnisse zeigen eine
deutliche Induktion von B5i und PA28-a nach Stimulation mit IFN-y (Spur 2). Diese
Banden sind nach Behandlung der Zellen mit ADP-ribosyliertem IFN-y deutlich
schwéacher (Spur 3), nach Behandlung der Zellen mit de-ADP-ribosyliertem IFN-y

ahnlich stark wie bei der Behandlung mit unmodifiziertem IFN-y (Spur 4 vs. Spur 2).
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Abb. 4.2.6: ADP-Ribosylierung inhibiert die IFN-y-induzierte Induktion des Inmunoproteasoms
in Podozyten.

IFN-y wurde (wie in Abb. 4.2.2 B) durch sequenzielle Inkubation mit ARTC2.2 und ARH1 ADP-
ribosyliert und de-ADP-ribosyliert. Differenzierte murine Podozyten wurden fir 24 kultiviert: ohne IFN-
v (Kontrolle, Spur1), mit IFN-y (Spur 2), ADP-ribosyliertem IFN-y (ADPR-IFN-y, Spur 3) oder de-ADP-
ribosyliertem IFN-y (de-ADPR-IFN-y, Spur 4) (50 U/ml). Die Zellen wurden geerntet und mit
detergenshaltigem Reagenz TPER lysiert. Unlésliches Material wurde durch Zentrifugation entfernt
und die Proteine wurden Uber SDS-PAGE aufgetrennt und fir eine Western-Blot-Analyse auf eine
PVDF-Membran geblottet. Die Detektion der Immunproteasom-Proteine B5i und PA28-a sowie von B-
Aktin (als Ladekontrolle) erfolgte mit spezifischen Primérantikbrpern, Peroxidase-gekoppelten
Sekundarantikérpern und Chemilumineszenz-Verfahren. Die Inkubation der Zellen und die
Durchfiihrung des Western-Blots erfolgte durch Catherine Meyer-Schwesinger (lll. Medizinische Klinik
und Poliklinik, UKE).

In diesem Abschnitt konnte gezeigt werden, dass IFN-y ein bevorzugtes Ziel der
nach Nukleotid-induziertem Shedding freigesetzten ARTC2.2 ist und die ADP-

Ribosylierung von IFN-y dessen Aktivitat reversibel inhibiert.
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4.3 Herstellung und Charakterisierung ADAM17-spezifischer
AntikoOrper

In diesem Abschnitt wird die Herstellung und Charakterisierung ADAM17-spezifischer
Antikorper gezeigt. ADAM17 ist eine Zelloberflachenprotease, die flr die Freisetzung
wichtiger immunologischer Regulatoren wie TNFa und CD62L verantwortlich ist
(Peschon et al, 1998; Murphy, 2008). Fur die nahere Charakterisierung der
Aktivierung von ADAM17 und ihrer Bedeutung in immunologischen Vorgangen sind
spezifische Antikérper nutzlich. Hierfir wurden zwei verschiedene Anséatze gewahlt:
Immunisierung eines Kaninchens zur Generierung eines polyklonalen Antikérpers
und Immunisierung zweier Lamas zur Generierung monoklonaler
Einzelkettenantikdérper mittels Phagen-Display-Technologie. Ein Vorteil der
Klonierung rekombinanter Antikérperfragmente ist die einfache und ergiebige
Produktion in pro- oder eukaryotischen Zellkulturen sowie die einfache

Reformatierung mittels Klonierung (Wesolowski et al, 2009).

4.3.1 Immunisierung des Kaninchens K133 und der Lamas 540 und 541

ADAM17 ist ein Multidomanenprotein, bestehend aus einer inhibitorischen
Prodoméane (Pro, Aminosauren 1-204) (die bei der Reifung zur maturen Form
abgespalten wird), einer katalytischen Doméane (Kat 205-455), einer
Disintegrindoméne (Dis 456-560), einer Membran-proximalen-Domane (MPD
561-653), einer Transmembrandoméane (TM 654-675) und einer zytosolischen
Doméane (Zyt 676-806) (Abb. 4.3.1 und Anhang Abb. 6.2.2). Fiur die
Immunisierungen und spateren Charakterisierungen der Antikérper wurden folgende
Expressionskonstrukte verwendet: murine Volllangen-cDNA, zwei Konstrukte far
murine katalytische Doméne mit Prodoméne (Kat-Pro) sowie ein Konstrukt fur
humane Kat-Pro, die jeweils C-terminal an einem Hexabhistidin-Tag fusioniert waren.
Die Konstrukte fur die murine Kat-Pro unterscheiden sich darin, dass in einem der
beiden Konstrukte die Glykosylierungsstellen an N246 durch Mutation von Serin 248
zu Alanin und an N434 durch Mutation von Asparagin 434 zu Glutamin entfernt
wurden. Das humane Konstrukt fur ADAM17 Kat-Pro enthielt diese Mutationen
ebenfalls. Fur die spateren Charakterisierungen der Antikdrper wurde das murine
Konstrukt mit den Glykosylierungsstellen verwendet. Neben diesen
Expressionsvektoren wurden fir die Charakterisierungen der Antikérper auch
kommerziell erhéltliche rekombinante ADAM17-Proteine eingesetzt. Die in den

jeweiligen Konstrukten enthaltenen ADAM17-Doméanen sind in Abb. 4.3.1 A+B
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dargestellt. Die Prodomanen der kommerziellen ADAM17-Proteine sind in den
Expressionsvektoren enthalten gewesen, aber in den aufgereinigten Proteinen
vermutlich nur in geringen Konzentrationen vorhanden. In den Expressionsvektoren
sind die Prodoménen ebenfalls enthalten; es ist moglich, dass ein Anteil des
exprimierten Proteins die Prodomé&ne durch Furin-vermittelte Proteolyse bereits
verloren hat (Schiéndorff et al, 2000).

Die Immunisierung erfolgte mit den Expressionsvektoren flir humane und murine
ADAM17 Kat-Pro, die letzte Booster-lmmunisierung erfolgte mit rekombinantem
Protein, aufgereinigt aus dem Uberstand von HEK-Zellen nach Transfektion mit
denselben Expressionsvektoren (Abb. 4.3.1 C). Das Kaninchen wurde zwei Wochen
nach der letzten Booster-Immunisierung entblutet und aus dem Immunserum wurde
der polyklonale Antikérper K133 aufgereinigt. Den beiden Lamas wurde 4-8 Tage
nach der letzten Booster-Immunisierung Blut entnommen, um aus den peripheren
Blutlymphozyten (PBL) RNA fiur die Klonierung von Phagen-Display-Bibliotheken zu
praparieren. Die RNA wurde in cDNA transkribiert, die fir Nanobodies (die variable
Doméne der Schwere-Ketten-Antikérper) kodierende Region wurde mittels PCR

amplifiziert und in einen Phagen-Display-Vektor kloniert (s. Abschnitt 3.1.1-3.1.2).
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Abb. 4.3.1: Schematische Darstellung der Doméanenstruktur von ADAM17 und der untersuchten
und fiir die Inmunisierungen verwendeten rekombinanten ADAM17-Varianten.

(A) Schematische Darstellung der Doméanenstruktur von ADAM17. (B) Schematische Darstellung der
verwendeten Proteine und Expressions-Vektoren. Die kommerziell erworbenen rekombinanten
ADAM17-Proteine (rek. Protein) waren in Anwesenheit der Prodomé&ne exprimiert und Uber C-
terminale Tags aufgereinigt worden. Da die Préparate z. T. noch Prodoméne enthalten, ist diese
gestrichelt dargestellt. Auch in den verwendeten Expressionsvektoren ist die Prodoméne enthalten,
sodass in transfizierten Zellen die Pro-Form sowie ggf. auch mature Formen zu erwarten sind. (C) Ein
Kaninchen (K133) und zwei Lamas (540 und 541) wurden zu den angegebenen Zeitpunkten mit den
schematisch dargestellten Expressionsvektoren mittels Genegun (cDNA) oder rekombinantem Protein
immunisiert bzw. geboostet. K133 wurde an Tag 447 entblutet und aus dem Serum wurde der
polyklonale Antikdrper aufgereinigt. Den Lamas 540 und 541 wurde vier Mal 100 ml Blut entnommen
und aus den peripheren Blutlymphozyten RNA aufgereinigt (PBL1-4). Murine ADAM17 (mMADAM17) ist
weiB mit schwarzem Rand, humane ADAM17 (hRADAM17) schwarz dargestellt. Die Immunisierung des
Kaninchens erfolgte am UKE, die Immunisierungen der Lamas wurden von der Firma Ablynx in Gent
durchgeflhrt.
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Die aus dem Praimmunserum (plS) und dem Immunserum (IS) des Kaninchens
aufgereinigten Antikérper wurden durchflusszytometrisch auf ADAM17-Bindung
untersucht (Abb. 4.3.2 A). Hierflr wurden vitale, transient mit nativer muriner
ADAM17 und GFP kotransfiziete HEK-Zellen mit den pIS bzw. IS Antikérpern
inkubiert und gebundene Antik6rper uber einen Fluoreszenz-markierten anti-
Kaninchen-IgG-Sekundarantikérper detektiert. Die Ergebnisse zeigen, dass die
gereinigten K133 IS-Antikérper ADAM17-transfizierte Zellen spezifisch anféarben.
Dies deutet an, dass ADAM17 zumindest teilweise an der Zelloberflache der
transfizierten HEK-Zellen exponiert und damit den K133 IS-Antikérpern zugangig ist.
Es ist bekannt, das ADAM17 zu einem groBen Teil intrazellular vorliegt (Schléndorff
et al, 2000; Murphy, 2008), sodass sich nicht alle transfizierten Zellen extrazellular
Uber ADAM17 anfarben lassen. Fir die Immunfluoreszenzmikroskopie wurden CHO-
Zellen transient mit Konstrukten fir murines Volllangenprotein oder humaner bzw.
muriner katalytischen und Prodoméane mit kernlokalisiertem GFP kotransfiziert. Nach
Fixierung und Permeabilisierung wurden die Zellen intrazellular angeféarbt. In der
Uberlagerung lasst sich erkennen, dass die transfizierten Zellen, die GFP im Kern
exprimieren (GFP), spezifisch von K133 IS-Antikérpern angefarbt werden (PE) (Abb.
4.3.2 B).
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Abb. 4.3.2: K133 erkennt ADAM17-transfizierte Zellen in der Durchflusszytometrie und
Immunfluoreszenzmikroskopie.

(A) Transient mit muriner ADAM17 und GFP kotransfizierte HEK-Zellen wurden mit aufgereinigtem
Immunglobulin (1 yg/ml) aus dem Praimmunserum (pIS) bzw. dem Immunserum (IS = K133 pAK) des
Kaninchens inkubiert. Gebundene Antikérper wurden mit einem Phycoerythrin (PE)-gekoppelten
Sekundérantikérper im Durchflusszytometer nachgewiesen. (B) Transient mit verschiedenen
ADAM17-Konstrukten und GFP kotransfizierte CHO-Zellen wurden fixiert, permeabilisiert und mit dem
pAK K133 inkubiert (1 pg/ml). Gebundene Antikérper wurden mit einem PE-gekoppelten
Sekundérantikérper mittels Immunfluoreszenzmikroskopie nachgewiesen. Die dargestellten ADAM17-
Schemata entsprechen den in Abb. 4.3.1 erlauterten Expressionskonstrukten. Das transfizierte GFP
erscheint dank eines genetisch-fusionierten Kern-Lokalisations-Signals im Zellkern.
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4.3.2 Selektion der ADAM17-spezifischen Nanobodies ST127 und ST161

Fur die Selektion von Nanobodies wurden aus der RNA der peripheren
Blutlymphozyten der Blutentnahmen PBL3 und 4 (vgl. Abb. 4.3.1) Nanobodies mit
Primern fir die VHH-Domé&nen des Schwere-Ketten-Antikérper-lsotyps 1gG2b
amplifiziert. Die Amplifikate sowie der Zielvektor pHEN2 wurden mit den
Endonukleasen Sfil und Notl geschnitten und der Vektor wurde anschlieBend, zur
Verhinderung einer Religation ohne Insert, dephosphoryliert. Inserts und Vektor
wurden Uber Agarosegelelektrophorese aufgereinigt und die DNA-Konzentration
bestimmt. Die Nanobody-kodierenden Fragmente und der pHENZ2-Vektor wurden
daraufhin in einem molaren Verhéltnis von 3:1 (Insert:Vektor) ligiert (Abb. 4.3.3).
Elektrokompetente TG1 E. coli wurden mittels Elektroporation mit den
Ligationsanséatzen transformiert. Zur Bestimmung der BibliotheksgréBen wurde ein
Aliquot der Bibliothek titriert und die Klone wurden gezahlt. Aus 50 (Lama 540) bzw.
26 (Lama 541) zufallig gepickten Klonen wurde DNA prapariert und die Nanobody-
kodierenden Inserts sequenziert, um die Diversitat der entstandenen Bibliotheken
abzuschatzen. Die ermittelten BibliotheksgroBen von 6-8x105 Klonen sowie die
niedrige Anzahl an doppelten Klonen bieten eine gute Grundlage fur die Selektion
mittels Phagen-Display (Wesolowski et al, 2009)(Tabelle 4.1).

Tabelle 4.1: Charakteristika der primaren Nanobody-Phagendisplay-Bibliotheken aus den
Lamas 540 und 541.

Die GroBe zeigt die Summe der Einzelklone nach Transformation der E. coli mit den
Ligationsanséatzen, Seq. zeigt die Anzahl der sequenzierten Klone aus der Priméarbibliothek. Unter den
sequenzierten Klonen wurde einige mehrfach gefunden (doppelt). Einer dieser Klone entsprach einem
der an ADAM17 selektionierten Klone (a ADAM17) (#86, s. Tabelle 4.2, nicht ADAM17-spezifisch)

Lama |GréBe Seq. doppelt a ADAM17
540 8x105 50 2 1
541 6x105 26 1 0
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Abb. 4.3.3: Klonierung der Nanobody Phagen-Display-Bibliotheken aus der RNA peripherer
Blutlymphozyten der Lamas 540 und 541.

(A), (B) Schematische Darstellung der PCR-Amplifikation und Klonierung der Nanobody kodierenden
Region in den Phagen-Display Vektor pHEN2. (C)-(E) Agarosegelelektrophorese von RNA, PCR-
Amplifikaten und pHEN2-Vektor. Aus peripheren Blut-Leukozyten (PBL) gewonnene RNA (B) wurde
mittels Agarosegelelektrophorese auf Qualitdt Uberprift (C) und anschlieBend fir die reverse
Transkription verwendet. Die resultierende cDNA enthélt die Schwere-Ketten-Antikérper-kodierenden
Bereiche mit Nanobody (Nb), Hinge-Region (h) und den konstanten Domanen CH2 und CH3 (A). Die
cDNA diente als Template fir die Amplifikation der Nanobody-kodierenden Bereiche mit den Primern
LHFmu und IgG2b.rev (A). Die Amplifikate wurden durch Agarosegelelektrophorese aufgereinigt und
mit den Restriktionsendonukleasen Sfil und Notl verdaut (D). Der Zielvektor pHEN2 wurde ebenfalls
mit Sfil und Notl verdaut und anschlieBend mit Antarctic Phosphatase dephosphoryliert. Ein
analytisches Gel wurde zur Qualitatskontrolle der geschnittenen Fragmente angefertigt (E) und die
Ligation im molaren Verhéltnis von 3:1 (Insert:Vektor) vorgenommen (B). Der pHEN2 Vektor beinhaltet
einen His-Myc-Tag (T) und das gllI-Protein, das flur die Phagenproduktion notwendig ist (glllp), sowie
eine Ampicillin-Resistenz (A).

Die Selektion gegen humane und murine ADAM17 erfolgte an rekombinantem
ADAM17-Protein, das an die Oberflache der Wells von Mikrotiterplatten adsorbiert
wurde (Abb. 4.3.4, Tabelle 4.2). In der ersten Selektionsrunde reicherten sich zwei
Klone an: ST127 wurde sowohl nach Selektion an humaner ADAM17 (31x) als auch
nach Selektion an muriner ADAM17 (6x) gefunden, ST139 wurde nur an muriner
ADAM17 angereichert (5x). Diese Klone sind durch Lange der Hinge-Region und An-
bzw. Abwesenheit einer Disulfidbriicke zwischen CDR2 und CDR3 und der Sequenz
und Lange der CDRS3 charakterisiert und entsprechend benannt (ST127: L-9). Ein

Klon wurde gefunden, der auch in den Sequenzen der Primérbibliothek gefunden
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wurde (ST86). In einer zweiten Selektionsrunde an den gleichen Proteinen wurden
weitere Klone angereichert: ST161 (L-17) wurde 3x und ST154 2x gegen murine
ADAM17 gefunden. Aus der Familie L-9 von Klon ST127 wurden drei weitere Klone

gefunden, die sich jeweils durch die Mutation einer Aminosaure (in Framework-

Region 3 und CDR1) von ST127 unterscheiden.

Erste Selektionsrunde

coating: human ADAM17

Adsorbiertes Protein

¥

maus human

Hiufigkeit

128 LSCTVS WFRQAQGKERDEREF sFIYFADSVKGRFAISRDNAKNTVYLOMNSLQVEDTAEYYCAH WGQGTQVTVS

129 LSCTVTG WFRQAPGKEREFVAAIS RYADSVKGRFTISRDNAKNMVYLGMNSLKSEDTGVYYCARSRDYE WGQGTQVTVS

130 LSCAASCGE NYADSVKGRFTISRDNTKNTVYLQMNSLKPEDTAVYYCNEVARSLLKGN? WGKGTLVTVS
LSCTASGRT HYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLKAEDTAVYYCAGA WGQGTQVTVS 31x —&—
126 LSCTAHGG WFRQAPGREREIVAA! YYADSVKGRFTISGDNDKNTVNLQMNSLKPEDTAVYYCNAV WGQGTQVTVS
coating: mouse ADAM17

140 LSCAAS € AM WFRQAPGKEREFVAAISWGGGR AYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLOMNSLKPEDTAVYYCHTGR WGQGTQVTVS

144 LSCAASCRFFS E NYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQOMNNLKPEDTAVYYCAS WGQGTQVTVS

131 LTCSVEG YYSSAFKSRTSISRDTSKNQITLDLSDVTPEDTAVYYCAA WGQGTQVTVS

132 LSCAASGH RYADSVQGRFTISRDDAKNTVYLOMNSLKPEDTAVYYCAADDF WGQGTQVTVS

135 LSCTAS SYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLOMNSLIPEDTAVYYCAAGA ¥ WGQGAQVTVS

147 LACTASG) WYRQAPGEQ! NYADSAKGRFTISRDNAKNMVYLOMMNLKPEDTAVYSCYVQGNMEY WGQGTQVTVS

137 LSCAASGE WYRQAPGKQ! VYADAVKGRFTISRDNAKNTVYLQOMNSLKPEDTAVYYCQAAPE I WGQGTQVTVS

136 LSCAASGISY WYRQLLGKQRELVAL TYGNSVKGRFTISRDNAKNTVYLOMNDLKPEDTAVYYCNTFSLDVKRT?Y WGQGTQVTVS

149 LSCVVSGR WFRQVPGKEREFVAQ YYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLKFEDTAVYYCAA WGQGTQVTVS

146 LSCAASGTTLN WYRQAPGKQREYVASIT DYADSMKGRFTISRDNAKNTVYLOMNSLKPEDTAAYYCKARA WGQGTQVTVS

143 LSCAAS € WYRQAPGKQREMVATIT NYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLOMNSLKPEDTAVYFCNAERR WGQGTQVTVS
LSCTASGRTFSE WFRQAPGKEREFVGSIS HYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLKAEDTAVYYCAGA WGQGTQVTVS 6x —~g—
138 LSCAASGII WYRQAPGKQRELVAS AYADSVKGRFTISRDNAENTVSLQOMNSLKPGDTAVYYCNA WGQGTQVTVS

150 LSCAASGRT YRQAPGKQRELVAH NYIVPVKGRFTISSDNAKNIVYLOMNSLKPEDTAVYYCNAR WGRGTQVTVS

145 LSCAASGE GWYRQAPGKQRELV IGGSTVKDRFTISRDNARNTLFLOMNSLKPEDTAVYYCNVR WGQGTQVTVS

133 LSCAASGE YRQAPGKQREVVAR TYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTAVYYCNV WGQGTQVTVS

134 LSCAASGF J YYADSVKGRFTISRDTAKNTLYLOMNSLKSEDTGVYYCAK RGQGTPVTVS

142 LTCASSQ IYADSVKGRFTISRDDAKNTVNLEMNNLKPEDTAVYYCNAF] WGRGTQVTVS 1x —g—
151 LSCAASGY NYSDSVKGRFAISRDNPKNTVYLOMNSLKPEDTAVYYCNIISRLQT WGQGTQVTVS

139 LSCAASCGS NYADSVKGRFTISTDNAKNTVYLOMDSLKPEDTAVYYCTVGQLY WGQGTQVTVS 5x

148 LSCAAS WFRQAPGKERE \~~IYADSAKGRFTISRDNAKNTMYLOMNSLKPEDTAVYYCTA WGQGTQVTVS

141 LSCTSSG) WYRQAPGKQRELVATISSAGTT-~-TYADSAKGRFAISRDNPKNTVYLQOMNSLKPEDTAVYYCKAGVY WGQGTQVTVS

Zweite Selektionsrunde

coating: human ADAM17

153 LSCVAS VG- -WFRQAPGKEREFVGVIS DYADSVKGRFAISRDNTKDTVYLOMNTLKPEDTAVYYCAS W WN WGQGTQVTVS

158 LSCAASGRT WFRQTPGKEREFVAAIT YYADSVKGRFTISRDNAKNTMYLOMNSLKPEDTAVYYCAADKRVVAAHLALDY WGQGTQVTVS

160 LSCAASGR WYRQAPGKQRELVAFIG AYADSVKGRFTISRDNAKNTAYLOMNSLKPEDTAVYYCNARPRYSVR WGQGTQVTVS

154 LSCAASCGF WVRQAPGKAPEWVATIS NYADSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMSNLKPEDTAVYYCTM RGQGTQVTVS
LSCTASGRT WFRQAPGKEREFVGSIS HYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLOMNSLKAEDTAVYYCAGA WGQGTQVTVS 40x —~af—
LSCTAS WFRQAPGKEREFVGSIS HYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLOMNSLKTEDTAVYYCAGA WGQGTQVTVS 2x g~
LSCTAS WFRQAPGKEREFVGSIS HYADSVKGRFTISRDNAKNTVHLOMNSLKAEDTAVYYCAGA TRW WGQGTQVTVS 3x g~
156 LSCAASGE WYRQAPGKQRESVAM TYTSPVKGRFTISRDNSKNTVHLOMTSLRPEDTAIYYCYTRYQSLSY WGQGTQVSVS

155 LSCAASVE WYRQAPEKQRELVATIT NYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLOMNYLKPEDTAVYYCVARRLFSNY WGQGTQVTIS 1x
coating: mouse ADAM17

LSCAAS NSMG--WYRQAPGKSRELVATITSGGNT NYADSVKGRFTISRDIVKNTVYLQMDSLKPEDTDVYYCYAGVE WGQGTQVTVS 3X —g—
154 LSCAASCGFT WVRQAPGKAPEWVATIS NYADSVKGRFTISRDNAKNTLYLOMSNLKPEDTAVYYCTM RGQGTQVTVS 2x —g—
LSCTASGRT WFRQAPGKEREFVGSIS HYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLOMNSLKAEDTAVYYCAGA WGQGTQVTVS 22x —f—
LSCVAS WFRQAPGKEREFVGSIS HYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLKAEDTAVYYCAGA WGQGTQVTVS 1x ——
164 LSCAA TMAWYRQAPGSQRELVATITE NYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLOMNYLKPEDTAVYYCVARR WGQGTQVTIS 3x

Abb. 4.3.4: Anreicherung von Nanobody-Familien durch Selektion an immobilisierter ADAM17.

Sequenzen der Plasmide aus den nach Festphasenselektion (Panning) an ADAM17 eluierten Phagen
wurden untereinander ausgerichtet und nach Lange der CDR3 sortiert. In der ersten Panning-Runde
wurde ein dominanter Klon sowohl an humane als auch an murine ADAM17 angereichert (127, roter
Pfeil). Ein weiterer Klon wurde an murine ADAM17 angereichert (139, gelber Pfeil). In der zweiten
Runde wurde der dominante Klon 127 aus der ersten Runde weiter an humane und murine ADAM17
selektioniert und dabei in 4 Varianten (Punktmutationen in der Framework-Region 3 bzw. in der CDR1)
gefunden (127, 157, 159, 162, rote Pfeile). Variierende Aminosauren zweier Klone derselben Familie
sind grau hinterlegt. Eine weitere Familie reicherte sich gegen humane und murine ADAM17 an (155
und 164, orangener Pfeil). Zwei weitere Nanobodies wurden an muriner ADAM17 angereichert (161,
blauer Pfeil und 154, griner Pfeil). Die Mitglieder der Nanobody-Familien der, in dieser Arbeit als
ADAMA17-spezifisch verifizierten und naher charakterisierten, Nanobodies 127 und 161 sind mit einem
Rahmen um die Sequenznummer markiert. Die fir die Selektion verwendete rekombinante murine
(weiB) und humane (schwarz) ADAM17 sind Uber dem Alignment dargestellt (wie in Abb. 4.3.1
erlautert).
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Tabelle 4.2: Charakteristika der angereicherten Nanobody-Familien.

Familiennamen wurden nach lIsotyp (L= long hinge, 1gG2b), Vorhandensein einer zuséatzlichen
Disulfidbriicke und Lange der CDR3 gebildet (Koch-Nolte et al, 2007). Anzahl 1°Bibl., Sel.1 und Sel.2
geben die Anzahl der sequenzierten Klone an, die in der Primarbibliothek, der Selektion 1 oder 2
gefunden wurden. Klon# entspricht der Nummer des Klons; bei mehrfachem Auftreten eines Klones
wurde die Nummer des zuerst gefundenen verwendet. CDR3: Aminosauresequenz der Komplement-
determinierenden Region 3. Die Klone 127 und 161 wurden als ADAM17 spezifisch verifiziert.

Familie |[Anzahl Anzahl Anzahl Klon # CDR3
1°Bibl. Sel. 1 Sel. 2
L-9 0 37 68 127, 157, 159, 162 ATPGTRWSY
L-17 0 0 3 161 GVFPTYGDYVRHSSFAS
L-4 0 5 0 139 GQLY
L-10 |0 0 2 154 RHRDGGTWRG
L-7 0 0 4 155, 164 RLFSNY
L-6 1 1 0 86 FPSYYD
L-13 2 0 0 12 SQSYRTRSSRYDY

HEK-6e-Zellen und pCSE2.5-Vektor sind fir die Produktion von sezernierten
Proteinen optimiert (Jager et al, 2013). Ausgesuchte Nanobody-kodierende Inserts
wurden fur die Produktion als Kaninchen-lgG-Fc-Fusionsproteine in HEK-6e-Zellen in
den Expressionsvektor pCSE2.5 nach Verdau mit den Restriktionsendonukleasen
Ncol und Notl umkloniert (Abb. 4.3.5 A). Die kodierenden Sequenzen flr die
variablen Doméanen des human-spezifischen ADAM17-Antikérpers D1A12 (Tape et
al, 2011) wurden als scFv synthetisiert (von der Firma Life Technologies) und
ebenfalls nach Ncol- und Notl-Verdau in pCSE2.5 kloniert (Abb. 4.3.5 B). Sechs
Tage nach transienter Transfektion in serumfreiem Medium wurde der Uberstand
durch Zentrifugation von den Zellen getrennt und 10 ul des Zelliberstandes wurden
mittels SDS-PAGE analysiert (Abb. 4.3.5 C). Die Ergebnisse zeigen jeweils eine
prominente Bande auf Hohe der vorhergesagten molaren Masse der Nanobody- bzw.
scFv-Fc Fusionsproteine (Abb. 4.3.5 C). Der Vergleich mit Markerproteinen erlaubt
die Abschéatzung der Ausbeute: Es wurde jeweils eine Konzentration von ca. 200-500
ng/ul far die Nanobody-Fc-Fusionsproteine und von ca. 100 ng/ul fir das scFv-
Fusionsprotein erzielt. Die hohe Reinheit der Antikbrper macht es mdglich, diese
ohne weitere Aufreinigung fur Bindungsstudien im ELISA an adsorbierter,
rekombinanter muriner (Pro-Kat-Dis) und humaner (Kat-Dis-MPD) ADAM17
einzusetzen (Abb. 4.3.5 D). Die Ergebnisse zeigen, dass ST127 spezifisch an
humane und murine ADAM17 bindet und ST161 und K133 an murine ADAM17.
D1A12 bindet erwartungsgemaB (Tape et al, 2011) nur an humane ADAM17 (Abb.
4.3.5 D).
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Abb. 4.3.5: ELISA-Analysen zeigen unterschiedliche Bindungsspezifititen von selektionierten
Nanobodies und K133 fiir murine und humane ADAM17.

(A) Die Nanobodies wurden Uber Ncol und Notl aus dem Phagen-Display-Vektor pHEN2 in den
eukaryotischen Expressionsvektor pCSE2.5 umkloniert. Im Zielvektor wird die Sequenz flr die
Nanobodies mit der Sequenz fiir den Fc-Teil des Kaninchen-IgGs (Fc) fusioniert. (B) Schematische
Darstellung der eingesetzten Antikérper-Konstrukte: Nanobody-Fc-Fusionsprotein (Nb-Fc), single-
chain-variable-Fragment-Fc-Fusionsprotein (scFv-Fc) und konventioneller Antikérper (konv.
Antikorper). Die Antigen-bindenden Doméanen sind rot dargestellt. (C) Die umklonierten Konstrukte im
pCSE2.5-Vektor wurden zur Transfektion von HEK-6e-Zellen verwendet. Das Medium wurde 6 Tage
nach Transfektion durch Zentrifugation von den Zellen getrennt und die Proteine aus 10 pl des
Uberstandes mittels SDS-PAGE und Coomassie-Farbung analysiert. Die Nb-Fc Proteine zeigen nach
Reduktion der Disulfidbriicken eine molekulare Masse von ca. 40 kD, das scFv-Fc Protein von ca. 50
kD. Unter nichtreduzierenden Bedingungen bilden die Antikérper Gber Disufidbricken Molekile mit
doppelter molarer Masse. (D) Je 100 ng rekombinantes murines oder humanes ADAM17-Protein oder
BSA wurden an der Oberflache von ELISA-Platten adsorbiert und freie Bindungsstellen blockiert. Die
Napfe wurden mit je 5 ul des Nanobody-Fc-Fusionsprotein-haltigen HEK-6e-Uberstandes inkubiert
und dann gewaschen. Die Detektion gebundener Nb-Fc-Fusionsproteine erfolgte Uber einen
Peroxidase-gekoppelten anti-Kaninchen-IgG-Antikdrper. Der Farbumschlag des Substrates TMB
wurde mit Schwefelsdure gestoppt und die Absorption bei 450 nm gemessen. Schwarze Balken
zeigen die Bindung an humane ADAM17 (Kat-Dis-MPD), weiBe Balken die Bindung an murine
ADAM17 (Pro-Kat-Dis) und graue Balken die Bindung an BSA.

Eine besondere Eigenschaft der Schwere-Ketten-Antikdrper ist ihre, im Vergleich zu
konventionellen Antikérpern, haufig elongierte CDR3 und die Féhigkeit, in kryptische
Epitope, wie z. B. tief liegende aktive Zentren von Enzymen, zu binden und diese zu
inhibieren (Desmyter et al, 1996; Wesolowski et al, 2009; Menzel et al, 2013). Um
maogliche inhibitorische Fahigkeiten der Antikérper ST127-Fc, ST161-Fc und K133 zu
untersuchen, wurde ein Assay zur Bestimmung der ADAM17-Aktivitat durchgefihrt.
Dieser Assay basiert auf der Spaltung eines fluorogenen Peptides aus TNFa, das die

ADAM17-Spaltstelle beinhaltet. Rekombinante ADAM17 wurde mit den Antikdrpern
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fir 30 min bei 37 °C vorinkubiert, und anschlieBend wurde das Peptid-Substrat
zugegeben und die Fluoreszenz im Fluoreszenz-Plattenleser Gber 15 min gemessen.
Die Steigung der Messwerte Uber die Zeit ist proportional zur ADAM17-Aktivitat und
wurde als Anderung der relativen Fluoreszenzintensitaten (ARFU) aufgetragen (Abb.
4.3.6). Die Ergebnisse zeigen erwartungsgeman eine Inhibition von ADAM17 durch
die niedermolekularen Metalloproteaseinhibitoren GW und TAPI, sowie eine Inhibition
durch D1A12 gegenuber humaner ADAM17, jedoch nicht gegenlber muriner
ADAM17 (Tape et al, 2011). Gl wurde als ADAM10 bevorzugender Inhibitor
beschrieben (Hundhausen et al, 2003) und zeigt in der hier eingesetzten
Konzentration eine schwache Inhibition von ADAM17. Die Antikérper ST127, ST161

und K133 zeigen &hnlich wie ein Kontrollantikdrper keine erkennbare Inhibition der

ADAMA17Aktivitat.
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Abb. 4.3.6: D1A12 - aber nicht ST127, ST161, oder K133 - hemmt die ADAM17-Enzymaktivitat im
fluorogenen Peptid-Assay.

Fluorometrischer Assay der proteolytischen Spaltung eines fluorogenen Peptid-Substrates durch
rekombinante ADAM17. Die Spaltung resultiert in einer gesteigerten Fluoreszenz; die spezifische
Hemmung von ADAM17 verhindert diese Steigerung der Fluoreszenz. ADAM17 (50 ng) wurde fir 1 h
mit einem 20- bis 50-fachen molaren Uberschuss Antikérper (Nb-Fc / scFv-Fc oder konv. AK) oder mit
niedermolekularen Inhibitoren (50 pyM) vorinkubiert. Das Substrat wurde zugegeben und die emittierte
Fluoreszenz fiir 15 min mit einem Fluoreszenzreader aufgezeichnet. Die Anderung der relativen
Fluoreszenzintensitédten (ARFU) ist proportional zur ADAM17-Aktivitdt. Kontrolle: nicht bindender
Kontroll-Nb-Fc. WeiBe Balken zeigen die Aktivitat von muriner ADAM17 (Pro-Kat-Dis), schwarze
Balken zeigen die Aktivitdt von humaner ADAM17 (Kat-Dis-MPD) und graue Balken die von humaner
ADAM17 (Kat).
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4.3.3 ST127, ST161 und K133 erkennen unterschiedliche Domé&nen von
ADAM17

Zur naheren Charakterisierung der ADAM17-Epitope, die von den Antikdrpern
ST127, ST161 und K133 erkannt werden, wurden Western-Blot-Analysen mit
Lysaten aus ADAM17-transfizierten HEK-Zellen und rekombinanten ADAM17-
Proteinen durchgefiihrt (Abb. 4.3.7). Die Ergebnisse zeigen, dass ST127 alle drei in
transfizierten HEK-Zellen exprimierten ADAM17-Varianten spezifisch erkennt: Lysate
aus mit muriner Pro-Kat und humaner Pro-Kat transfizierten Zellen zeigen jeweils
eine einzige ahnlich starke Bande bei 58 kD (Abb. 4.3.7 A, Spuren 2, 3), Lysate aus
mit muriner Volllangen ADAM17 transfizierten HEK-Zellen eine einzige deutliche
Bande bei 120 kD (Abb. 4.3.7 A, Spur 1). Die Analyse der beiden rekombinanten
Proteine zeigt, dass ST127 nur die Fragmente bindet, die die katalytische Doméne
beinhalten: humane ADAM17 Kat bei 35 kD (Abb. 4.3.7 A, Spur 5) sowie murine
ADAM17 Pro-Kat-Dis bei 80 kD und Kat-Dis bei 55 kD, jedoch nicht die murine
Prodoméane bei 25 kD (Abb. 4.3.7 A, Spur 5). Auch ST161 erkennt alle drei in
transfizierten HEK-Zellen exprimierten ADAM17-Varianten (Abb. 4.3.7 B, Spuren
1-3), weist aber eine Préaferenz flr murine Pro-Kat gegenuber humaner Pro-Kat auf.
Bei der Analyse der rekombinanten Proteine lasst sich erkennen, dass ST161 nur die
Fragmente bindet, die die Prodomane beinhalten: murine ADAM17 Pro-Kat-Dis bei
80 kD und die murine Prodoméane bei 25 kD (Abb. 4.3.7 B, Spur 6), sowie die
humane Prodoméane bei 25 kD (schwach) (Abb. 4.3.7 B, Spur 5), jedoch nicht die
murine Kat-Dis und die humane Kat. K133 zeigt ebenfalls eine spezifische Bindung
an murines ADAM17-Volllangenprotein sowie an humane und murine ADAM17 Pro-
Kat in Zelllysaten von transfizierten HEK-Zellen (Abb. 4.3.7 C, Spuren 1-3). K133
weist dabei - wie ST161 - eine Praferenz fur murine Pro-Kat gegenuber humaner
Pro-Kat auf. Ebenfalls bindet K133 die rekombinante humane katalytische Doméne
(schwach) (Abb. 4.3.7 C, Spur 5) sowie alle Fragmente der murinen ADAM17. Die
Beobachtung, dass K133 zwei nicht Uberlappende Proteine, die Kat-Dis und
schwécher auch die Prodoméane allein erkennt, lasst darauf schlieBen, dass dieser
polyklonale Antikérper verschiedene Epitope der ADAM17 erkennt (Abb. 4.3.7 C,
Spur 6).
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Es zeigt sich somit im Western-Blot, dass ST127 die katalytische Domé&ne von
humaner und muriner ADAM17 bindet und ST161 die Prodoméane - mit Praferenz far
die murine Form. K133 bindet als polyklonaler Antikbrper starker an murine als an
humane ADAM17 und enthélt Antikbrper sowohl gegen die Pro- als auch gegen die

katalytische Domane.
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Abb. 4.3.7: ST127 und ST161 erkennen die katalytische Domé&ne bzw. die Prodomaéne.

Die in (D) schematisch dargestellten Varianten von ADAM17 wurden im Western-Blot-Verfahren auf
Reaktivitat mit 127-Fc (A) und 161-Fc (B) oder K133 (C) untersucht. HEK-Zellen (Spuren 1-4) wurden
mit nativer muriner ADAM17 (1), humaner ADAM17 Pro- und katalytischer Domé&ne (2), muriner
ADAM17 Pro- und katalytischer Domane (3) transfiziert oder blieben untransfiziert (4). HEK-Zellen
wurden 24 h nach Transfektion geerntet und mit Triton X-100 lysiert. Das Lysat von 5x104 Zellen
wurde je Spur aufgetragen. Je 100 ng kommerziell erworbene rekombinante ADAM17-Proteine
wurden in Spuren 5 und 6 aufgetragen. Die Detektion gebundener Antikdrper erfolgte mit einem
Peroxidase-gekoppelten anti-Kaninchen-lgG-Antikdrper und dem Chemielumineszenz-Verfahren. Die
vermutliche Domé&nen-Struktur der beobachteten Banden ist am Rande der Blots wiedergegeben (s.
auch die Erlduterung in Abb. 4.3.1). Die in (D) schematisch dargestellten Varianten von ADAM17
zeigen die Laufhéhe der jeweiligen Konstrukte. Die Lauthdhe der Banden entspricht dem Mittelpunkt
der katalytischen Doméne bzw. der Prodoméne in der schematischen Darstellung.

Zur Charakterisierung weiterer Anwendungsbereiche der Antikérper wurden CHO-
Zellen transient mit den drei verschiedenen ADAM?17-Expressionskonstrukten
transfiziert und mit den Antikérpern ST127, ST161 und K133 intrazellular far die

Immunfluoreszenzmikroskopie angefarbt. Es zeigt sich, dass K133 alle drei
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Konstrukte erkennt, wédhrend D1A12 erwartungsgemaB nur die humane ADAM17
(Pro-Kat) erkennt. ST127 und ST161 erkennen ebenfalls spezifisch alle drei
Konstrukte. Dabei zeigen Zellen, die mit den verkirzten Varianten (humane und
murine Pro-Kat) transfiziert waren deutlich starkere Signale als mit der Volllangen-
ADAM17 transfizierte Zellen. Die Farbung von ST161 fir das murine
Volllangenkonstrukt war sehr schwach und nur auf sehr wenigen Zellen detektierbar.
Diese Ergebnisse spiegeln die im Western-Blot (Abb 4.3.7) erhobenen Ergebnisse

wider.

ST127 ST161 D1A12 K133

-

(<

-

Abb. 4.3.8: ST127 und ST161 erkennen ADAM17-transfizierte Zellen in der
Immunfluoreszenzmikroskopie.

CHO-Zellen wurden mit den schematisch dargestellten Expressionskonstrukten fir murine bzw.
humane ADAM17 und mit einem Konstrukt fiir kernlokalisiertes GFP kotransfiziert. Nach 48 h wurden
die Zellen fixiert, permeabilisiert und mit den angegebenen Antikérpern gefarbt. Gebundene Antikérper
wurden mittels eines PE-konjugierten anti-Kaninchen-IgG-Sekundarantikérpers in der
Fluoreszenzmikroskopie nachgewiesen.

Um eine weitere Charakterisierung der Bindungsaffinititen der Antikorper
durchzufuhren, wurde ein Titrationsassay im ELISA mit drei rekombinanten Proteinen
durchgeflhrt: murine ADAM17 Pro-Kat-Dis, humane ADAM17 Kat-Dis-MPD und
human ADAM17 Kat. Die Ergebnisse zeigen eine ca. 100-fach héhere Affinitat von
ST127 fur die humane Kat als fur die humane Kat-Dis-MPD (50 pM zu 5 nM). Die
Affinitdt gegenudber muriner Pro-Kat-Dis liegt dazwischen (ca. 0,5 nM). ST161 zeigt
ebenfalls starke Affinitdt gegentuber muriner ADAM17 Pro-Kat-Dis (ca. 0,3 nM),

jedoch nur &uBerst schwache Bindungen an die humanen Proteine (> 300 nM).
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D1A12 zeigt eine hohe Affinitdt fur humane ADAM17 Kat-Dis-MPD (ca. 0,3 nM),
jedoch praktisch keine Bindung an die katalytische Doméne allein.

K133 bindet murine ADAM17 Pro-Kat-Dis und die humane Kat mit scheinbarer
Affinitat von 10 nM, humane ADAM17 Kat-Dis-MPD jedoch nur mit einer scheinbaren
Affinitdt von > 300 nM. Da es sich bei K133 um eine polyklonale Mischung
verschiedener Antikérper handelt, unter denen die ADAM17-spezifischen Antikérper

nur einen Bruchteil ausmachen, muss die tatséchliche Affinitat deutlich héher liegen.
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Abb. 4.3.9: Titrationsanalysen zeigen unterschiedliche Bindungsaffinitidten von ST127, ST161,
K133 und D1A12 fiir murine und humane ADAM17-Varianten.

Die Bindungsaffinitat der Antikérper fiir verschieden ADAM17-Varianten wurde im ELISA untersucht.
An die Né&pfe einer ELISA wurden je 100 ng rekombinantes ADAM17-Protein adsorbiert und freie
Bindungsstellen blockiert. Verdinnungsreihen der Antikdrper wurden in 1 % BSA in PBS angefertigt
und far 1 h mit den immobilisierten ADAM17-Proteinen inkubiert. Nach Waschung der Néapfe erfolgte
die Detektion gebundener AK Uber einen Peroxidase-gekoppelten anti-Kaninchen-IgG Antikdrper.
WeiBe Kreise zeigen die Bindung an murine ADAM17 (Pro-Kat-Dis), schwarze Symbole die Bindung
an humane ADAM17 (Kat-Dis-MPD: Quadrat; Kat: Dreieck). Die Dissoziationskonstante (Kp) der
Nanobodies entspricht der Konzentration bei halbmaximaler Absorption.
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Die Ergebnisse in diesem Abschnitt zeigen die erfolgreiche Generierung
verschiedener Antikdrper gegen ADAM17. Ein polyklonaler AntikGrper aus einem
Kaninchen und zwei monoklonale, durch Phagen-Display selektionierte Schwere-
Ketten-Antikorper aus Lama-Lymphozyten wurden hinsichtlich ihrer Funktionalitat in
unterschiedlichen immunologischen Methoden, ihrer Epitope und ihrer Affinitaten
charakterisiert. Alle drei Antikdérper funktionieren in ELISA, Immunfluoreszenz-
Mikroskopie und Western-Blot. Das Nanobody-Fc-Fusionsprotein ST127 bindet die
katalytische Doméane von ADAM17, ST161 bindet die Prodoméane (mit Praferenz fir
murine ADAM17). Der polyklonale Kaninchenantikbrper K133 bindet sowohl die
katalytische als auch die Prodoméane. ST127 und ST161 binden ihre Epitope mit

hohen Affinitdten von unter 1nM.
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5 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass ARTC2.2 sowohl Initiator als
auch Ziel von NAD-induzierter membrannaher Proteolyse (Shedding) auf T-Zellen ist.
Die Spaltung erfolgt zwischen F239 und S240, drei Aminosauren N-terminal des GPI-
Ankers und entlasst ARTC2.2 in enzymatisch aktiver Form. Die Zielspezifitdt wird
dabei von Membranproteinen zu sekretierten Proteinen verschoben und freigesetzte
ARTC2.2 kann einige Zytokine ADP-ribosylieren. IFN-y zeigte eine besonders
prominente ADP-Ribosylierung und wurde daher weiter untersucht. Es konnte
gezeigt werden, dass die ADP-Ribosylierung von IFN-y an R128 erfolgt, mit der
Rezeptorbindung konkurriert und die biologische Aktivitat von IFN-y inhibiert.

Des Weiteren konnten neue Antikbrper gegen ADAM17 generiert werden. Es wurden
zwei monoklonale Nanobody-Fc-Antikérper (ST127 und ST161) aus RNA
immunisierter Lamas kloniert, selektioniert und produziert sowie ein polyklonaler
Antikérper (K133) aus dem Serum eines immunisierten Kaninchen gewonnen. Alle
drei Antikdrper sind in Immunfluoreszenzmikroskopie, ELISA und Western-Blot
einsetzbar. ST127-Fc und ST161-Fc binden die katalytische Domé&ne bzw. die
Prodomane mit hoher Affinitdt und K133 kann als pAK die katalytische- und die
Prodomane binden.

Die Diskussion ist in vier Abschnitte unterteilt. Im ersten Abschnitt werden die
zugrundeliegenden Mechanismen und die mdglichen Konsequenzen des Sheddings
von ARTC2.2 und der daraus resultierenden verdnderten Substratspezifitat
besprochen. Im zweiten Abschnitt wird die ADP-Ribosylierung von IFN-y, der
Nachweis und ihre Reversibilitdt sowie die Inhibition von IFN-y durch ADP-
Ribosylierung besprochen. Der dritte Teil behandelt die Charakteristika der
entwickelten ADAM17-spezifischen AntikGrper und deren Anwendungsmaoglichkeiten.
Im vierten Teil wird der Signalweg des Nukleotid-induzierten Sheddings besprochen -
mit einem besonderen Fokus auf die regulatorischen Eigenschaften von sARTC2.2

und ADP-ribosyliertem IFN-y in inflammatorischen Milieus.
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5.1 Regulation der ADP-Ribosyltransferase ARTC2.2 durch
Nukleotid-induzierte Proteolyse

Es konnte gezeigt werden, dass ARTC2.2 Uber die NAD-abhangige ADP-
Ribosylierung von P2X7 die eigene Freisetzung von der Zelloberflache induziert.
Dies wurde sowohl fir ARTC2.2 und P2X7 kotransfizierte HEK-Zellen (Abb. 4.1.1)
als auch fur primare T-Zellen gezeigt (Abb. 4.1.1 + 4.1.2). Mit Hilfe spezifischer
Inhibitoren konnte die Beteiligung von ARTC2.2, P2X7 und einer ADAM-Protease am
NAD-induzierten Shedding untermauert werden (Abb. 4.1.3). Weiterhin konnte
ARTC2.2 aus dem Uberstand Nukleotid-behandelter DC27.10ARTC22-Zellen
aufgereinigt werden (Abb. 4.1.4).

Die beiden nahe verwandten und fir Shedding primar verantwortlichen Proteasen
ADAM10 und ADAM17 werden durch GW280264X inhibiert. Aufgrund einer
Uberlappenden Substratspezifitdt kann nicht abschlieBend geklart werden, um
welche Protease es sich handelt. Einige Hinweise deuten jedoch auf ADAM17 als die
hauptverantwortliche Protease fir das Shedding von ARTC2.2 hin. Wé&hrend
ADAM10 eher als konstitutiv aktive Protease gilt, bendtigt ADAM17 eine Aktivierung
(Hundhausen et al, 2003; Murphy, 2008). Die Oberflachenexpression von ADAM17
auf T-Zellen ist ohne Stimulation sehr gering, steigt aber nach Aktivierung stark an
(Ebsen et al, 2013).

Die Spaltstelle von ARTC2.2 nach Nukleotid-induziertem Shedding konnte mittels
Massenspektrometrie aufgeklart werden: sie liegt drei Aminoséuren vor dem GPI-
Anker zwischen F239 und S240 (Abb. 4.1.5). In einem Peptid-Screeningassay zur
Bestimmung bevorzugter Sequenzen in den Spaltstellen von ADAM17- und
ADAM10-Substraten wurde die Stelle p1‘, (die erste Aminosaure C-terminal der
Spaltstelle) als wichtigster Selektivitatsfaktor zwischen ADAM17 und ADAM10
beschrieben. Hier passt das Serin aus der ARTC2.2 besser in das Profil der ADAM17
(Caescu et al, 2009).

Ein Vergleich der beiden Proteasen in der MEROPS-Datenbank, die 60 verifizierte
Zielproteine der ADAM17 und 40 Zielproteine der ADAM10 beinhaltet, zeigt
promiskuitive Spaltstellenprofile fir ADAM17 und ADAM10, mit wenig Unterschieden
in den bevorzugten Aminoséuren (Abb. 5.1). Die Sequenz der ARTC2.2 passt in den

meisten Positionen in den mittleren Haufigkeitsbereich der bekannten ADAM17- und
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ADAM10-Substrat-Sequenzen. An den spaltstellennahen Positionen P2, P1 und P1°
passt die ARTC2.2-Sequenz besser in das Spaltstellenmuster der ADAM17. So ist an
Position P1 die Aminosaure F der ARTC2.2 in sonst keiner Sequenz der ADAM10-
Substrate an dieser Position vorhanden, wéahrend sie zweimal in der Sequenz von
ADAM17-Substraten zu finden ist; in der Position P1‘ haben acht der 60
untersuchten Sequenzen aus ADAM17-Zielproteinen wie ARTC2.2 ein Serin, jedoch

nur zwei der untersuchten 40 Sequenzen der ADAM10-Substrate.

ADAM17 ADAM10
Position P4 P3 P2 P1 :P1' P2 P3' P4 P4 P3 P2 P1 'P1' P2 P3 P4

Allon|12a10a[15A[20v |14V |[155]10S| [07s]08a[090[10A{10v]09v[12S]080Q
07H|10V | 09Q|07R|09L 07R|06G |07V 06H|05V | 05A|05T106Q|07K|06G |07V
06R|08L | 08L 05K.088 05A|06A|05P 04G|05H| 04V | 05H)05L|05R|04I|04K
05D[065|05v|05H]05T| 055 [05L|04A| |041[04P|04E[03P]04R|04T|04T|03F
05K | 05T | 04M| 04P|03F |05T[05I|040| [03N|045[03L]031[03M|03A[03A03s
04N |04P | O3F| 04T 03D |04I|03T|04E| |03v|02I|02I|03K{02S|03L|02V 03H
04V |03H|035|040102A|04L|03C|04R| |03T|02F | 02M|02G|02I|02T|02F|02A
o 04T[021|03E|03L|021|04E|03N|03I| [02p|02Y|02s|02M|02T[01G|02C|02D
Haufigkeit | | 045|026[02D| 031 02M 03H[030|03T| |02E|020|02n/020]01G 01y [01P|02E

Amino- | [o3p| 02| 026|037 [016]026]02F |03D] |02k [016]02k |02R]01a 015 l01r 01T
saure / 02G|02Y [021]02F (010025 | 02K [02G| |01¥|01L 01D 01v{01F| 01N 01M] 01T
Position 020[01F|02N|02G|01E (020|028 |02M| |o01p|01M|01G|01v{01K|010|01D 01R

02E|01D|02R|01VI01R| 02K |[01P|02F| |01R|01T | 01R 01E'00P |01E|01K|00G
olw|oix|o1p|o1n{oor|01F|01v|01L| [oo0alo01E|01H!00F!00Y | 01H 00Y|0O0P
00A|01R|01C OlDlOOY OOM|01M|01Y 001 OIKWOOL 00w | 00P|00W|0O0L
00I|00wW O01K|00M|00W|00Y | 01D|01W 00M|00W|OOF|00W{00C|00M|00N|00M
ooM OOC.OlH oOOwi0o0C|00wW|00Y 01N 00F |00C|00Y|00S!00ON|O0F|000Q|00Y
00F 00N | 00Y | 00s!00N|0OOC OOWM 0O0W|OON|O0OW|00CiO0OD|0O0W|O0OE | O0OW
00y |000 | 00w 00oc!| 00k | 0on|00E|00C| |00c|00D|00T|00N|00E|00OC|00R|00OC
00C|00E | 00T |OOE|00H 00D|00R| 00K 00Q|00OR|00C | 00D/00H 00D |00H| 00N

Abb. 5.1: Die ARTC2.2 Spaltstelle passt besser in das Spaltstellen-Profil von ADAM17 als in
das von ADAM10.

Die Profile der Spaltstellen von 60 bekannten ADAM17-Substraten und 40 ADAM10-Substraten
wurden anhand der Haufigkeit der an der jeweiligen Stelle auftretenden Aminoséuren abgebildet. Die
Spaltstelle ist mit einer roten gestrichelten Linie markiert. Die Positionen N-terminal zur Spaltstelle
sind mit P1-P4, die Positionen C-terminal zur Spaltstelle mit P1‘-P4‘ benannt, sodass die Zahlen 1-4
far den Abstand zur Spaltstelle stehen. Die Tabellen enthalten die Aminosauren im
Einbuchstabencode sowie die Anzahl der jeweiligen Aminosduren in bekannten Substraten.
Aminosauren mit gleicher H&aufigkeit an einer Position wurden in einem Block zusammengefasst. Die
schwarze gestrichelte Linie trennt hdufiger (oben) und seltener (unten) bestatigte Aminoséuren an der
jeweiligen Position. Rot hinterlegt wurde die jeweilige Aminoséure der ARTC2.2. Die Daten zu den
bekannten Substraten von ADAM17 und ADAM10 wurden der MEROPS-Datenbank entnommen
(merops.sanger.ac.uk).

Es konnte gezeigt werden, dass die ARTC2.2 nach Nukleotid-induziertem Shedding
als aktives Enzym freigesetzt wird und ihre Spezifitdt verandert, sodass sie zwar
keine Membranproteine mehr ADP-ribosylieren kann, jedoch ein erweitertes
Spektrum an |8slichen Zielproteinen aufweist (Abb 4.1.6). Der Verlust der Fahigkeit

Membranproteine zu ADP-ribosylieren kdénnte generell einen negativen feed-back-
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Mechanismus darstellen, indem bei starker NAD-induzierter ADP-Ribosylierung von
Zelloberflachenproteinen die ARTC2.2 von der Zelloberflache entfernt wird, um so
eine zu starke ADP-Ribosylierung zu unterbinden. Im Fall der ADP-Ribosylierung von
P2X7 kénnte diese Regulation einen protektiven Effekt auf den Nukleotid-induzierten
Zelltod (nucleotide induced cell death, NICD) haben. Bisherige Versuche zeigen
aber, dass - nach Zugabe von NAD und anschlieBendem Waschen der Zellen - ein
beginnender NICD nicht gestoppt werden kann (Seman et al, 2003). Ob die Dauer
und die Konzentrationen des vorhandenen NADs in Entzindungsreaktionen in vivo
diese Regulation mdglich machen, ist nicht hinreichend untersucht. Da die
Aktivierung von P2X7 nach ADP-Ribosylierung (aufgrund der kovalenten
Modifikation) langanhaltend ist (Adriouch et al, 2008), ist jedoch anzunehmen, dass
eine Aktivierung Uber ADP-Ribosylierung von P2X7, die zum Shedding von ARTC2.2
fahrt, auch NICD auslost.

Es ist jedoch denkbar, dass T-Zellen durch einen anderen Stimulus, etwa eine
kirzere, nicht zum Zelltod fiihrende Aktivierung des P2X7-Rezeptors durch ATP
(Adriouch et al, 2008) oder durch Aktivierung Uber den T-Zell-Rezeptor (Kahl et al,
2000), ARTC2.2 abspalten und so fir eine folgende NAD-Exposition desensibilisiert
werden. Ob in vivo kurzzeitige lokale Anstiege der ATP-Konzentrationen vorkommen
und ob diese ARTC2.2-Shedding induzieren kdnnen, ist bisher nicht hinreichend
bekannt. Mature T-Zellen in der Peripherie zeigen eine geringere Expression von
ARTC2.2 als naive T-Zellen auf der Zelloberflache und sind somit resistenter
gegenuber NICD (Koch-Nolte et al, 1999). Es ist daher vorstellbar, dass in Bereichen
starker Inflammation T-Zellen, die spezifisch Uber ihren T-Zell-Rezeptor aktiviert
wurden, Uberleben und eine effektive Immunantwort gewéhrleisten kénnen, wahrend
naive, potentiell autoreaktive T-Zellen durch NICD entfernt werden (Seman et al,
2003).

Es konnte gezeigt werden, dass regulatorische T-Zellen (Tregs) besonders sensitiv
gegenuber NICD sind und die Injektion von NAD eine Depletion von Tregs und
folgend verstarkte anti-Tumorantworten im Mausmodell bewirkt (Hubert et al, 2010).
Eine Desensibilisierung der Tregs durch ARTC2.2-Shedding wirde somit eher

antiinflammatorisch wirken.
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In dieser Arbeit wurde mit Interferon-y (IFN-y) ein neues Zielprotein fir die ARTC2.2-
katalysierte ADP-Ribosylierung charakterisiert (Abschnitt 4.2). Ein spezifisches
Motiv, das bestimmte Proteine als Zielproteine fir die ARTC2.2 oder andere ARTCs
kennzeichnet, ist bisher nicht bekannt. Ein Vergleich der ADP-Ribosylierungsstellen
(ADPR-Stellen) von Zielproteinen der ARTC-Familie zeigt keine klare Sequenz-
Spezifitdt; es zeigen sich aber einige Ubereinstimmende Eigenschaften in diesen
Bereichen (Tabelle 5.1). Flankierend zu dem ADP-ribosylierten Arginin (ADPR-
Arginin) sind haufig weitere Arginine und positiv geladene Aminoséuren. Von den 14
bekannten ADPR-Stellen weisen sechs mindestens ein weiteres Arginin auf, vier
davon direkt neben dem Ziel-Arginin. Es findet sich bei elf Bereichen eine positive
Nettoladung und nur in einem Bereich eine negative Nettoladung. Die ADPR-Stelle
von IFN-y zeigt mit zwei weiteren Argininen und zwei Lysinen eine flnffach positive
Nettoladung.

Tabelle. 5.1: Die ADP-Ribosylierungsstelle von IFN-y passt gut zu bereits bekannten ADP-
Ribosylierungsstellen von Zielproteinen eukaryotischer ARTCs.

Es wurden je drei Aminosduren vor und nach der ADP-Ribosylierungsstelle (ADPR-Stelle) des
jeweiligen Zielproteins dargestellt. Die ADPR-Stellen wurden unterstrichen. Kationische Aminosauren
(R, H, K) wurden blau, anionische Aminoséuren (D, E) rot hervorgehoben. Es finden sich nahe der
bisher bestétigten ADPR-Stellen haufig doppelte Arginine oder andere kationische Aminoséuren. Bei
mehrfachen ADPR-Stellen in einem Protein wurden die hufiger auftretenden fett markiert.

Zielprotein |ADPR-Stelle ADPR-  Spezies = ART Referenz
Arginin

IFN-y LRKRKRS R128 Maus ARTC2.2 diese Arbeit

P2X7 YPRRGAQ R125 Maus ARTC2.1+2 Seman et al, 2003
SSDRRCK R133 Adriouch et al, 2008

HNP-1 AGERRYG R14 Mensch ARTCH1 Paone et al, 2006
YOGRLWA R24

Tuft TKPR R4 Huhn Heterophilen-ART Terashima et al, 1995

G-Protein B [LKTREGN R129 Hamster Lupi et al, 2000

Desmin OVSRTSA R48 Kaninchen Muskel-ART Zhou et al, 1996
RTTRVTP R62

Aktin NELRVAP R95 Truthahn  Erythrozyten-ART  Just et al, 1995
IVHRKCF R372

Aktin DAPRAVF R28 Huhn Heterophilen-ART Terashima et al, 1995
TAEREIV R206

Kemptide LRRASL R2,R3 Huhn Leber-ART Matsuura et al, 1988

Es ist bekannt, dass die Zielspezifitdten von ARTC-Familienmitgliedern teilweise
Uberlappen. Dies konnte z. B. fur HNP-1 und LFA-1 gezeigt werden, die sowohl von
ARTC1 als auch von ARTC2.2 ADP-ribosyliert werden kénnen (Krebs et al, 2003;
Paone et al, 2006). Eine Regulation der ADP-Ribosylierung Uber das rdumliche
Zusammentreffen von ARTC und Zielprotein ist daher wahrscheinlich. Diese
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Regulation kann u. a. durch Expression auf unterschiedlichen Zellen und Geweben
(Koch-Nolte et al, 2008) oder durch Anreicherung in bestimmten zelluldren Bereichen
erfolgen. Eine Assoziation der ARTC2.2 in lipid rafts wurde beschrieben, die Einfluss
auf ihre Spezifitdt und Aktivitat hat (Bannas et al, 2005).

Das Shedding der ARTC2.2 stellt eine weitere Mdglichkeit der rAumlichen Regulation
der ADP-Ribosylierung dar. ADP-Ribosylierung ist bisher als intrazellulare oder
membrangebundene Reaktion beschrieben. ADP-Ribosylierungsaktivitdt konnte
zuvor durch Induktion von Shedding im Uberstand von T-Zellen nachgewiesen
werden (Nemoto et al, 1996a; Kahl et al, 2000). ADP-ribosyliertes HNP-1 wurde als
I6sliches sekretiertes Protein in der bronchoalveoldren Lavage von Rauchern
nachgewiesen; es kann sowohl von membranstédndiger als auch von l&slicher
rekombinanter ARTC1 ADP-ribosyliert werden (Paone et al, 2002; 2006). Das einzige
sekretierte Mitglied der ARTC-Familie, ARTC5, wird vorwiegend in Hoden und
Muskelzellen exprimiert (Okazaki et al, 1996; Glowacki et al, 2001). Die ARTC5
besitzt zunachst eine NAD-Hydrolase-Aktivitadt und wandelt seine Aktivitat erst nach
Auto-ADP-Ribosylierung zu einer ADP-Ribosyltransferase-Aktivitdt (Weng et al,
1999) und ist hinsichtlich der Zielproteine sowie der physiologischen Bedeutung nicht
naher charakterisiert (Koch-Nolte et al, 2008). Andere verwandte und nicht in der
Zellmembran verankerte ADP-Ribosyltransferasen sind in der groBen Gruppe
bakterieller Toxine zu finden. Diese ARTs besitzen jedoch Mechanismen um in das
Zytosol ihrer Zielzellen zu gelangen und ADP-ribosylieren intrazellulédre Proteine
(Koch-Nolte et al, 2008; Menzel et al, 2013) (Abb. 1.1).

Die durch Shedding induzierte Verschiebung der Zielproteinspezifitdt der ARTC2.2
und die Mdglichkeit nun sekretorische Proteine im Blut und anderen extrazellularen
Flussigkeiten zu erreichen, ergibt ein breites Spektrum an potentiellen neuen
Zielmolekulen fur die ADP-Ribosylierung. Es ist zu Uberprifen, ob andere ARTC-
Familienmitglieder, z. B. die auch im Menschen exprimierte ARTC1, auf ahnliche
Weise reguliert und freigesetzt werden kénnen.

Es konnte gezeigt werden, dass im Mausserum Proteine vorhanden sind, die von
SARTC2.2 ADP-ribosyliert werden kénnen. Diese stellen jedoch im Serum nur einen
Bruchteil der vorhandenen Proteine dar; die meisten Serumproteine, wie z. B.
Albumin, werden nicht oder nur sehr schwach ADP-ribosyliert (Abb. 4.1.6). Einige
Zytokine wurden in dieser Arbeit als Zielproteine fir sARTC2.2 identifiziert (Abb.
4.2.1). Eine Analyse der Sequenzen dieser ADP-ribosylierten Zytokine zeigt einige

Arginine in basischer Umgebung, die potentielle ADPR-Stellen darstellen kdénnten
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(Tabelle 5.2). Eine eindeutige Vorhersage der ADPR-Stellen ist jedoch aufgrund der
Heterogenitat der ADPR-Stellen in bekannten Zielproteinen nicht méglich. In den
bekanten 3D-Strukturen liegen die meisten Arginine an der Proteinoberflache und

waren somit potentiell einer ADP-Ribosylierung zugangig.

Tabelle. 5.2: Sequenzen ADP-ribosylierter Zytokine durch ARTC2.2.
Arginine sind rot, andere kationische Aminosauren (H, K) blau dargestellt. Bereiche mehrerer Arginine
bzw. kationischer Ladung sind unterstrichen.

Zytokin Sequenz
IL-18 VPIRQLHYRLRDEQQKSLVLSDPYELKALHLNGQNINQQVIFSMSFVQGEPSNDKIPV
ALGLKGKNLYLSCVMKDGTPTLQLESVDPKQYPKKKMEKRFVFNKIEVKSKVEFESA
EFPNWYISTSQAEHKPVFLGNNSGQDIIDFTMESVSS

IL-2 APTSSSTSSSTAEAQQQQQQQQQQQQHLEQLLMDLQELLSRMENYRNLKLPRMLT
FKFYLPKQATELKDLQCLEDELGPLRHVLDLTQSKSFQLEDAENFISNIRVTVVKLKGS
DNTFECQFDDESATVVDFLRRWIAFCQSIISTSPQ

IL-5 MEIPMSTVVKETLTQLSAHRALLTSNETMRLPVPTHKNHQLCIGEIFQGLDILKNQTVR
GGTVEMLFQNLSLIKKYIDRQKEKCGEERRRTRQFLDYLQEFLGVMSTEWAMEG

IL-6  [FPTSQVRRGDFTEDTTPNRPVYTTSQVGGLITHVLWEIVEMRKELCNGNSDCMNND
DALAENNLKLPEIQRNDGCYQTGYNQEICLLKISSGLLEYHSYLEYMKNNLKDNKKDK
ARVLQRDTETLIHIFNQEVKDLHKIVLPTPISNALLTDKLESQKEWLRTKTIQFILKSLEE
FLKVTLRSTRQT

IL-12A  [RVIPVSGPARCLSQSRNLLKTTDDMVKTAREKLKHYSCTAEDIDHEDITRDQTSTLKT
CLPLELHKNESCLATRETSSTTRGSCLPPQKTSLMMTLCLGSIYEDLKMYQTEFQAIN
AALQNHNHQQIILDKGMLVAIDELMQSLNHNGETLRQKPPVGEADPYRVKMKLCILLH
AFSTRVVTINRVMGYLSSA

IL-17 AAIIPQSSACPNTEAKDFLQNVKVNLKVFNSLGAKVSSRRPSDYLNRSTSPWTLHRN
EDPDRYPSVIWEAQCRHQRCVNAEGKLDHHMNSVLIQQEILVLKREPESCPFTFRVE
KMLVGVGCTCVASIVRQAA

TNFa [LRSSSQNSSDKPVAHVVANHQVEEQLEWLSQRANALLANGMDLKDNQLVVPADGLY
LVYSQVLFKGQGCPDYVLLTHTVSRFAISYQEKVNLLSAVKSPCPKDTPEGAELKPW
YEPIYLGGVFQLEKGDQLSAEVNLPKYLDFAESGQVYFGVIAL

IFN-y  HGTVIESLESLNNYFNSSGIDVEEKSLFLDIWRNWQKDGDMKILQSQIISFYLRLFEVL
KDNQAISNNISVIESHLITTFFSNSKAKKDAFMSIAKFEVNNPQVQRQAFNELIRVVHQ
LLPESSLRKRKRSRC

Es ist von unserer Gruppe gezeigt worden, dass auch das proinflammatorische
humane TNFa von humaner |6slicher ARTC1 (durch Phospholipase C von der
Zelloberflache gespalten und aufgereinigt) in vitro ADP-ribosyliert und inhibiert
werden kann (Laing, 2010; Laing et al, 2011).

Die vorliegende Arbeit zeigt erstmals die Verbindung aus Freisetzung einer ADP-
Ribosyltransferase durch einen physiologischen Stimulus mit einer daraus

resultierenden Moglichkeit, Zytokine zu ADP-ribosylieren.
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5.2 Funktionelle Konsequenzen der ADP-Ribosylierung von
Interferon-y

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass ARTC2.2 nach Nukleotid-induziertem Shedding
Zytokine - bevorzugt IFN-y - ADP-ribosylieren kann (Abb. 4.2.1). Die ADP-
Ribosylierung ist eine reversible Modifikation und es wurde gezeigt, dass ADP-
ribosyliertes IFN-y durch die ADP-Ribosyl-Hydrolase 1 (ARH1) de-ADP-ribosyliert
werden kann (Oka et al, 2006; Kernstock, 2007) (Abb. 4.2.2). Eine weitere
Moglichkeit des Verlustes der ADP-Ribosegruppe stellt die nicht-enzymatische
Konversion des ADPR-Arginins zu Ornithin dar. Diese kann einerseits spontan in vivo
auftreten (Stevens et al, 2009), aber auch kunstlich in der Masenspektrometrie durch
Kollisions-induzierte Dissoziation (collision-induced dissociation, CID) induziert
werden (Laing et al, 2011) (Abb. 5.2). Hierbei wird die Guanidinogruppe des Arginins
zu einer Aminogruppe verkdrzt. Ornithin ist keine proteinogene Aminosaure und kann
somit von den anderen Aminosauren in der Massenspektrometrie unterschieden
werden. Des Weiteren wird bei der CID das entstehende ADP-Ribose-Carbodiimid
teilweise in kleinere Produkte gespalten, die einen ,Fingerabdruck® aus ADP-Ribose-
Carbodiimid, ADP, AMP und Adenosin darstellen. Hierdurch lassen sich die ADP-
ribosylierten Peptide und das ADP-ribosylierte Arginin in der Massenspektrometrie
identifizieren. Auf diese Weise konnte Arginin 128 als ADP-Ribosylierungsstelle
bestimmt werden (Abb. 4.2.3).
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Abb. 5.2: ADP-ribosyliertes Arginin kann uber Konversion zu Orinithin in der
Massenspektrometrie identifiziert werden.

Murines IFN-y (blau) kann enzymatisch durch eine ADP-Ribosyl-Hydrolase (ARH) de-ADP-ribosyliert
oder zu Ornithin umgewandelt werden. Diese Reaktion kann spontan im Sinne einer nicht-
enzymatischen Konversion ablaufen oder z. B. durch Kollisions-induzierte Dissoziation (CID) in der
Massenspektrometrie induziert werden. Ornithin ist keine proteinogene Aminosaure und kann somit in
weiterer Massenspektrometrie von den Argininen unterschieden werden. Des Weiteren entsteht bei
der Massenspektrometrie ein ,Fingerabdruck® der ADP-Ribosylierung, bestehend aus ADP-Ribose-
Carbodiimid und den Bruchstiicken ADP, AMP und Adenosin.

Das als ADPR-Stelle von IFN-y identifizierte Arginin 128 (Abb. 4.2.3) befindet sich in
dem positiv geladenen C-Terminus von IFN-y, finf Aminosduren vor dem C-
terminalen Cystein, das fir die Dimerisierung des IFN-y verantwortlich ist. Die
Dimerisierung von IFN-y interferiert nicht mit der ADP-Ribosylierung (Abb. 4.2.1 C).
Jedoch verhindert die Bindung von IFN-y an eine I6sliche Form des Interferon-y-
Rezeptors 1 (IFNGR1) die ADP-Ribosylierung von IFN-y (Abb. 4.2.4). Dies lasst eine
sterische Unvereinbarkeit von Rezeptorbindung und ADP-Ribosylierung vermuten.
Die C-terminale Region von IFN-y ist offensichtlich wichtig fir die biologische
Aktivitat (Seelig et al, 1988; Lundell et al, 1991; Haelewyn et al, 1997; Subramaniam
et al, 2001; Ahmed et al, 2003). Humanes IFN-y ist als l6slicher Dimer sowie
gebunden an den IFNGR1 kristallisiert worden, die Struktur des C-Terminus von IFN-
Yy konnte jedoch bisher nicht aufgel6st werden (Walter et al, 1995; Thiel et al, 2000;
Randal & Kossiakoff, 2001). Fur die Interaktion von murinem IFN-y mit seinem
Rezeptor gibt es bisher keine 3D-Strukturen, weshalb das murine IFN-y auf das
humane IFN-y modelliert wurde, um die rdumliche Lage des C-Terminus zu
untersuchen (Abb. 5.3). Es zeigt sich eine Bindung des IFN-y-Dimers mit zwei
IFNGR1, bei der jeder Monomer des IFN-y an ein IFNGR1-Molekil bindet. Die
Bindung im N-terminalen Bereich von IFN-y ist in der 3D-Struktur gut zu sehen, der
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C-Terminus der Struktur endet jedoch bei Lysin 125, acht Aminoséuren (AS) vor dem
eigentlichen C-Terminus und drei AS vor dem ADP-ribosylierten Arginin 128. Lysin
125 befindet sich bei Rezeptorbindung auf der zellzugewandten Seite und ragt leicht
aus dem IFN-y-Molekul heraus. Die Tatsache, dass die raumliche Struktur des C-
Terminus nicht bestimmt werden konnte, spricht daflr, dass keine starre, sondern
eher eine flexible, z. B. auf elektrostatischen Wechselwirkungen basierende Bindung
vorliegt. In der Nahe zum IFN-y-C-Terminus befindet sich ein Bereich des Rezeptors,
der einige negativ geladene AS enthélt und der fur den IFN-y C-Terminus zugénglich
ware. In diesem Bereich befindet sich ebenfalls ein nicht definierter Bereich in der
Struktur des IFNGR1 von drei Aminosauren. Es wurde von Walter et al. postuliert,
dass der positiv geladene IFN-y C-Terminus diesen negativ geladenen Bereich des
Rezeptors in einer elektrostatischen Wechselwirkung bindet (Walter et al, 1995).

C-term. 8AS
(IFN-y)

Abb. 5.3: IFNGR1 besitzt mégliche Bindunsstellen fiir den IFN-y-C-Terminus.

Murines IFN-y (hellblau-dunkelblauer Dimer) wurde auf die Struktur des humanen IFN-y-Dimers im
Komplex mit dem IFN-y-Rezeptor 1 (IFNGR1) (grau) modelliert. In der Struktur konnte der C-Terminus
von IFN-y nicht dargestellt werden. Die letzte AS der Struktur ist L125, drei AS von R128 und acht AS
vom C-Terminus des IFN-y entfernt. Die fehlenden stark basischen AS RKRKRSRC sind durch blau
gestrichelte Linien symbolisiert. Ebenfalls fehlt ein kleiner Bereich des Rezeptors: die drei AS VDY, die
durch eine hellorange gestrichelte Linie symbolisiert sind. Im IFNGR1 sind einige saure AS in der
Nahe des C-Terminus von IFN-y vorhanden (dunkelorange). Die C-terminalen Cysteine bilden eine
Disulfidbriicke, die beide Monomere miteinander verbindet (C-C). Fir das Modellieren mittels SWISS-
MODEL des murinen IFN-y und die Darstellung des IFNGR1 wurde die Struktur von humanem IFN-y
mit INFR1 verwendet (Thiel et al, 2000) (pdb-id: 1fg9).

Eine weitere mogliche Rolle des C-Terminus des IFN-y wird kontrovers diskutiert: die
polybasische Sequenz (RKRKRSRC) weist starke Ahnlichkeiten zu der
prototypischen nukledren Lokalisationssequenz (PKKKRKV) des SV40-Virus auf und
kénnte dafur sorgen, dass IFN-y nach Translokation in die Zelle in den Zellkern

einwandert und als Transkriptionsfaktor wirkt (Bader & Weitzerbin, 1994;
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Subramaniam et al, 1999; Schroder et al, 2004; Johnson et al, 2013). Eine Inhibition
der Wirkung als nukleére Lokalisationssequenz durch ADP-Ribosylierung aufgrund
der Veranderung von Ladung und rdumlicher Struktur im C-Terminus von IFN-y wére
plausibel.

Die Bindung von IFN-y an den Rezeptor bewirkt eine intrazelluléare
Signaltransduktion uber JAK1 und JAK2, die zu einer Phosphorylierung von STAT1
fuhrt (Darnell et al, 1994) (Darnell, 1997). STAT1 wandert in den Nukleus ein und
induziert die Transkription der Zielgene (Darnell et al, 1994; Nardozzi et al, 2010). In
vielen Zellen, z. B. in Makrophagen und Podozyten, wird hierdurch das
Immunoproteasom induziert, das vermehrt Peptide erzeugt, die Uber MHC
prasentiert werden kénnen (Mosmann & Coffman, 1989; Szabo et al, 2003; Schroder
et al, 2004; Seifert et al, 2010). In dieser Arbeit konnte in zwei unabhangigen
Versuchen gezeigt werden, dass die ADP-Ribosylierung von IFN-y an R128 eine
Hemmung der biologischen Funktion zur Folge hat. Zum einen wird die STAT1-
Phosphorylierung in Makrophagen durch ADP-Ribosylierung von IFN-y reduziert und
durch de-ADP-Ribosylierung wieder auf die urspringliche Stéarke zurlckgefuhrt
(Abb. 4.2.5), zum anderen wird die Induktion des Immunoproteasomes in Podozyten
durch ADP-Ribosylierung gehemmt (Abb. 4.2.6).

Auf T-Zellen bewirkt IFN-y eine Konversion zu Th1-Zellen und eine Inhibierung der
Th2-Polarisierung, sodass das immunologische Gleichgewicht zugunsten der Th1-
Seite verschoben wird (Mosmann & Coffman, 1989; Abbas et al, 1996; Bradley et al,
1996). Das Gleichgewicht zwischen Th1- und Th2-Immunantworten ist entscheidend
fur die Kontrolle von Pathogenen und Autoimmunerkrankungen (Abbas et al, 1996;
Bradley et al, 1996; Rauch et al, 2013). Aufgrund der Ergebnisse der funktionellen
Versuche zur IFN-y-Aktivitat ist anzunehmen, dass die ADP-Ribosylierung von IFN-y
eine Thi-Polarisierung behindert (Abb 5.4). Die Thi1-Immunantwort ist
proinflammatorisch und durch hohe zytotoxische Aktivitdten und zellvermittelte
Immunitat charakterisiert, die gegen intrazellulare Pathogene, aber auch gegen
Tumore wirken (Mosmann & Coffman, 1989; Abbas et al, 1996). Eine starke
Aktivierung der Th1-Achse ist mit Autoimmunreaktionen des Typs IV wie z. B.
Kontaktdermatitis, Morbus Crohn, Diabetes mellitus Typ1 und anderen
inflammatorischen Erkrankungen assoziiert (Abbas et al, 1996; Hommes et al, 2006;
Rauch et al, 2013; Blom & Poulsen, 2013).
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Abb. 5.4: ADP-Ribosylierung von IFN-y kénnte das Th1/Th2-Gleichgewicht zugunsten von Th2
verschieben.

Die Inhibierung von IFN-y durch ADP-Ribosylierung hat einen regulatorischen Einfluss auf die
Immunantwort. Die Inhibition der STAT1-Phosphorylierung (Abb. 4.2.5) verhindert die Aktivierung von
Makrophagen. Die Inhibition der Immunoproteasom-Bildung (Abb. 4.2.6) verhindert eine starke
Prasentation intrazellularer Peptide Gber MHC. Es ist anzunehmen, dass auch die Wirkung von IFN-y
auf T-Zellen inhibiert wird und so das Gleichgewicht der Th1/Th2-Polarisierung zugunsten von Th2
verschoben wird. IFN-y sowie die Wirkungen von aktivem IFN-y sind blau dargestellt. Auswirkungen
der Inhibition von IFN-y durch ADP-Ribosylierung sind rot dargestellt.

Eine Verschiebung dieses Gleichgewichts in Richtung Th2, wie sie zur Zeit durch
inhibitorische IFN-y-Antikérper in klinischen Studien getestet wird, kann die
Entzindung und den Verlauf inflammatorischer Krankheiten abmildern (Hommes et
al, 2006) (Obermeier et al, 1999; Hans et al, 2000; Powrie et al, 1994). ADP-
Ribosylierung von IFN-y kdénnte, vergleichbar mit der Inhibition von IFN-y durch
neutralisierende Antikérper, antiinflammatorische Wirkungen haben (Abb. 5.4). Ob
dieser Mechanismus in vivo relevant ist oder evil. therapeutisch eingesetzt werden

kdnnte, masste in kinftigen Untersuchungen gekléart werden.
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5.3 Herstellung und Charakterisierung ADAM17-spezifischer
AntikoOrper

In dieser Arbeit wurden spezifische AntikGrper gegen ADAM17 auf zwei
unterschiedliche Weisen hergestellt. Zwei monoklonale Antikérper (ST127 und
ST161) wurden generiert, indem aus der RNA peripherer Blutlymphozyten aus
immunisierten Lamas Phagenbibliotheken kloniert und Nanobodies durch Phagen-
Display selektioniert wurden. Die Nanobodies wurden durch genetische Fusion an
ein Kaninchen-IgG-Fc-Fragment als rekonstituierte Schwere-Ketten-Antikérper
(Nanobody-Fc, NbFc) in eukaryotischen Zellen produziert. Des Weiteren wurde aus
dem Serum eines immunisierten Kaninchens ein polyklonaler Antikérper (K133)
gewonnen. Diese Antikérper wurden hinsichtlich ihrer Funktionalitat in
unterschiedlichen immunologischen Methoden, ihrer Bindungsepitope und ihrer
Affinitdten charakterisiert. Zum Vergleich wurde der zuvor publizierte Variablen-
Fragment-Einzelketten-Antikbrper (single chain variable fragment, scFv) D1A12
(Tape et al, 2011) analog zu den Nb-Fc-Fusionsproteinen als scFv-Fc kloniert und
produziert. Die neu generierten Nb-Fc-Fusionsproteine ST127-Fc und ST161-Fc und
der polyklonale Antikdrper K133 zeigen eine spezifische ADAM17-Bindung in ELISA
(Abb. 4.3.5), Immunfluoreszenzmikroskopie (Abb. 4.3.7) und Western-Blot (Abb.
4.3.6). ST127 bindet die katalytische Doméane von humaner und muriner ADAM17,
ST161 bindet die Prodoméne mit Praferenz fur murine ADAM17 (Abb. 4.3.6). Der
polyklonale Kaninchenantikérper K133 enthélt Antikérper sowohl gegen die
katalytische als auch gegen die Prodoméne (Abb. 4.3.6). ST127-Fc und ST161-Fc
binden ihre Epitope mit hohen Affinitdten von unter 1 nM (Abb. 4.3.9). Die Bindung
von D1A12 erfolgt Uber beide Doménen; die VH bindet die Disintegrindoméane, die
VL die katalytische Doméane (Tape et al, 2011). Daher ist die Bindung an die
trunkierte Form aus katalytischer Doméane und Prodoméne (Kat-Pro) deutlich
schwécher als an die gesamte Ektodoméne (Kat-Dis-MPD). D1A12 erkennt die
humane katalytische und Prodoméne zwar in der Immunfluoreszenz und kann die
humane katalytische Domé&ne unter den gewéhlten Bedingungen inhibieren (Abb.
4.3.6), zeigt aber keine bzw. nur eine auBerst schwache Bindung an die humane
katalytische Doméne im ELISA (Abb. 4.3.9). Im Gegensatz zu D1A12-Fc erkennen
K133, ST127 und ST161 die trunkierte Form aus katalytischer Doméne und
Prodoméane auch im ELISA, da sie nicht auf die Bindung an andere Doménen von
ADAM17 angewiesen sind (Abb. 5.5).
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Abb. 5.5: Die generierten Antikérper ST127, ST161 und D1A12 binden unterschiedliche
Doménen von ADAM17.

ST127 bindet die katalytische Doméne, ST161 bindet die Prodoméane. Beide Nanobody-Fc-
Fusionsproteine erkennen das Vollldgenkonstrukt der ADAM17 (unten) sowie eine trunkierte Form aus
katalytischer Doméne und Prodoméne (Kat-Pro) (oben). Das scFv-Fc-Fusionsprotein D1A12-Fc
bindet an die Disintegrindoméane (mit der VH) sowie die katalytische Domane (mit der VL) des
Volllangenproteins. D1A12 erkennt ADAM17 Kat-Pro nicht im ELISA, jedoch in transfizierten Zellen in
der Immunfluoreszenzmikroskopie. Die Antikérper sind schematisch in ihrer Doméanenstruktur
dargestellt. Doménen, die an der Antigenbindung beteiligt sind, wurden blau hervorgehoben. Die
ADAM17-Doméanen sind farblich getrennt: Katalytische Doméne (rot), Prodoméane (blau),
Disintegrindomane (griin), Membran-proximale-Doméne (gelb), Transmembrandoméne (violett) und
zytosolische Doméane (schwarz).

Es wurden somit wertvolle Antikérper gegen ADAM17 mittels zweier
unterschiedlicher Methoden erzeugt. Die Klonierung des Immunrepertoires aus
immunisierten Lamas erzielt hochaffine, stabile, in hoher Ausbeute produzierbare
und gut reformatier- und modifizierbare monoklonale Antikérper (Wesolowski, 2006;
Muyldermans, 2013). Die Immunisierung eines Kaninchens stellt eine
vergleichsweise schnelle, einfache und gunstige Methode der Generierung von
(polyklonalen und polyspezifischen) Antikérpern dar. Die Lamas und das Kaninchen
wurden mit cDNA-Expressionsvektoren immunisiert. So gewonnene Antikérper
erkennen meist das native Protein und sind damit fir viele Fragestellungen und
Anwendungen, z. B. der Detektion ihrer Antigene auf oder in lebenden oder fixierten
Zellen, geeignet (Haynes et al, 1996; Adriouch et al, 2005; Moller et al, 2007). Die in
dieser Arbeit generierten AntikGrper haben aufgrund ihrer unterschiedlichen Natur
und Spezifitdten einen groBen Einsatzbereich. Die monoklonalen Nanobody-Fc-

Fusionsproteine ST127 und ST161 kdénnen eingesetzt werden, um die mature Form
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und Prakursor von ADAM17 voneinander zu unterscheiden. Aufgrund der Bindung an
unterschiedliche Epitope sind diese Antikorper ebenso wie K133 madglicherweise
auch fir einen Sandwich-ELISA zur Quantifizierung von muriner ADAM17 zu
verwenden, der bisher nur ungentgend ist (Trad et al, 2011). AuBerdem kénnen die
hier generierten Antikbrper ADAM17 auf lebenden Zellen und in Zelllysaten mittels
FACS, IFM und Western-Blot nachweisen. Bisher gibt es eine unzureichende
Auswahl an monoklonalen Antiképern gegen murine ADAM17 und ST127 und ST161

kdnnten diese Licke schlieBen.
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5.4 Schlussfolgerungen und Ausblick

Die Modulation der Substratspezifitdt von ARTC2.2 durch Shedding und die Inhibition
von IFN-y durch ADP-Ribosylierung deuten auf einen regulatorischen Mechanismus
in inflammatorischen Zustanden. NAD wird von beschéadigten Zellen freigesetzt und
fungiert zum einen als Gefahrensignal (Adriouch et al, 2008) und dient zum anderen
ARTC2.2 als Substrat fir die ADP-Ribosylierung ihrer Zielproteine (Koch-Nolte et al,
1996). Die ADP-Ribosylierung von P2X7 aktiviert diesen lonenkanal und induziert
uber ADAM-Proteasen das Shedding verschiedener immunologisch wichtiger
Membranproteine wie z. B. CD62L von der Oberflache von T-Zellen, und kann zum
NAD-induzierten Zelltod (NICD) fihren (Abb. 5.6) (Seman et al, 2003; Scheuplein et
al, 2009). Die Beobachtung, dass sARTC2.2 Zytokine ADP-ribosylieren kann und so
das proinflammatorische Leitzytokin IFN-y inhibiert, deutet auf einen
antiinflammatorischen Effekt des ARTC2.2-Shedding.
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Abb. 5.6: Nukleotid-induzierte Proteolyse der ARTC2.2 reguliert IFN-y.

In inflammatorischen Prozessen werden Nukleotide wie NAD (roter Stern) und ATP (roter Kreis)
freigesetzt und kénnen den Purinrezeptor P2X7 aktivieren. Diese Aktivierung kann entweder durch
Bindung des Liganden ATP oder durch ARTC2.2-vermittelte ADP-Ribosylierung induziert werden. Eine
Offnung des P2X7 lonenkanals bewirkt einen Einstrom von Kalziumeinstrom, einen Ausstrom von
Kaliumionen, die Exposition von Phosphatidylserin und aktiviert ADAM10 und ADAM17. ARTC2.2 ist
nicht nur Initiator, sondern auch Ziel des Sheddings und wird als aktives Enzym von der Zelloberflache
abgestoBen. Hiermit verliert die ARTC2.2 die Fahigkeit, Membranproteine zu ADP-ribosylieren und
ADP-ribosyliert nun bevorzugt sekretorische Proteine wie Zytokine. IFN-y ist ein prominentes Ziel der
ADP-Ribosylierung durch sARTC2.2 und wird hierdurch inhibiert.
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Die neuen Antikérper ST127, ST161 und K133 stellen wertvolle Werkzeuge dar, um
ADAM17 zu analysieren. Da verschiedene Doméanen erkannt werden, kann zwischen
prozessierter Form und Préakursor unterschieden werden. Somit koénnte die
Prozessierung durch Furin verfolgt, und die Umsténde, unter denen die Reifung von
ADAMA17 erfolgt, ndher untersucht werden. Die Entwicklung eines Sandwich-ELISAs
zur Detektion und Quantifizierung von ADAM17 kénnte ein hilfreiches Werkzeug zur
Charakterisierung von ADAM17 darstellen. Durch die Kombinationen K133 - ST127
und K133 - ST161 kénnten vergleichende ELISAs fur die katalytische Doméane und
Prodoméane entwickelt werden, sodass der prozentuale Anteil der prozessierten Form
bestimmt werden kdnnte. Ein weiteres interessantes Anwendungsgebiet kbnnte die
Klonierung von Chromobodies sein, in denen ein fluoreszierendes Protein, z. B. GFP,
mit den Nanobodies fusioniert wird (Rothbauer et al, 2006). Mit diesen Konstrukten
kénnen Zellen transfiziert werden, um Veranderungen der subzellularen Lokalisation

von ADAM17 nach Aktivierung mit unterschiedlichen Stimuli zu verfolgen.

Das Nukleotid-induzierte Shedding enzymatisch aktiver ARTC2.2 stellt eine hier neu
beschriebene Mdéglichkeit flr T-Zellen dar, auf extrazellulare Nukleotide zu reagieren.
Eine umfassende Analyse sekretorischer Proteine als mdgliche Ziele der sSARTC2.2-
vermittelten ADP-Ribosylierung kann weiteren Aufschluss Uber diesen
Regulationsmechanismus liefern. Zur Uberpriifung der physiologischen Relevanz
des Nukleotid-induzierten Sheddings wéren vergleichende Analysen der ADP-
Ribosylierungsaktivitdt bzw. der Nachweis von sARTC2.2 im Serum unter
physiologischen bzw. inflammatorischen Bedingungen sinnvoll. Geeignete
Mauslinien fir diese Untersuchungen wédren u. a. BALB/cARTC2B6  die eine starke
ARTC2.2-Expression und eine hohe Sensitivitat gegenliber Nukleotid-induziertem
Shedding aufweist, BALB/c- und C57BL/6-WT-Linien sowie die jeweiligen ARTC2-
defizienten Linien, die im Institut fir Immunologie vorhanden sind. In diesen
Mausmodellen kénnten auch in-vivo-ADP-ribosylierte Proteine im Serum mit Hilfe der
Massenspektrometrie nachgewiesen werden. In ARTC- und P2X7-kotransfizierten
Zellen kann Uberpruft werden, ob auch andere ARTC-Familienmitglieder, z. B. die

ARTC1, durch Shedding freigesetzt werden kénnen.
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Um die Inhibition von IFN-y durch ADP-Ribosylierung nédher zu untersuchen, ware
eine Uberpriifung des Einflusses von ADP-ribosyliertem IFN-y auf die Polarisierung
von T-Zellen durch vergleichende Inkubation von T-Zellen ex vivo mit IFN-y und ADP-
ribosylietem IFN-y sinnvoll. Eine Aufreinigung von ADP-ribosyliertem IFN-y aus
Serum in inflammatorischen Mausmodellen oder nach i.v.-Injektion von NAD kénnte
die physiologische Relevanz dieses Mechanismus weiter untermauern. Ein mdglicher
therapeutischer Nutzen der ADP-Ribosylierung kénnte ebenfalls in inflammatorischen
Mausmodellen getestet werden, indem rekombinant hergestellte sARTC2.2 i.v.
gegeben, und die Schwere der Inflammation verfolgt wird.

Der hier erstmalig vorgestellte Mechanismus der Nukleotid-induzierten Freisetzung
einer ADP-Ribosyltransferase zeigt das Potential der Regulation von

Immunreaktionen durch ADP-Ribosylierung.
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6 Anhang

6.1 Plasmidkarten
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6.2 Sequenzen

6.2.1 Sequenzen der anti-ADAM17-Antikérper

ST127
MGWSCIILFLVATATGAHSMAQVOLOESGGGLVOAGGSLRLSCTASGRTFSSYGMGWFRQAP
GKEREFVGS THYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLOMNSLKAEDTAVYYCAGATPGT

RWSYWGQGTQVTVSSEPKTPKPQPAAAHHHHHHGAAEQKLISEEDLNGAA

ST127-rbFc
MGWSCIILFLVATATGAHSMAQVQLQOESGGGLVQAGGSLRLSCTASGRTFSSYGMGWFRQAP
GKEREFVGS THYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLOMNSLKAEDTAVYYCAGATPGT

RWSYWGOGTQVTVSSEPKTPKPQPAAASTCSKPTCPPPELLGGPSVFIFPPKPKDTLMISRT
PEVTCVVVDVSQDDPEVQFTWYINNEQVRTARPPLREQQFNSTIRVVSTLPIAHQDWLRGKE
FKCKVHNKALPAPIEKTISKARGOPLEPKVYTMGPPREELSSRSVSLTCMINGFYPSDISVE
WEKNGKAE

ST161
MGWSCIILFLVATATGAHSMAQVQOLOESGGGLVQPGGSLRLSCAASGTAFSINSMGWYRQAP
GKSRELVAT TNYADSVKGRFTISRDIVRKNTVYLOMDSLKPEDTDVYYCYAGVEFPTY

GDYVRHSSFASWGQGTQVTVSSEPKTPKPOPAAAHHHHHHGAAEQKLISEEDLNGAA

ST161-rbFc
MGWSCIILFLVATATGAHSMAQVQLOESGGGLVQPGGSLRLSCAASGTAFSINSMGWYRQAP
GKSRELVAT TNYADSVKGRFTISRDIVKNTVYLOMDSLKPEDTDVYYCYAGVFPTY

GDYVRHSSFASWGQOGTQVTVSSEPKTPKPQPAAASTCSKPTCPPPELLGGPSVFIFPPKPKD
TLMISRTPEVTCVVVDVSQDDPEVQFTWYINNEQVRTARPPLREQOQFNSTIRVVSTLPIAHQ
DWLRGKEFKCKVHNKALPAPIEKTISKARGOPLEPKVYTMGPPREELSSRSVSLTCMINGFY
PSDISVEWEKNGKAE

D1A12
MGWSCIILFLVATATGAHSMAEVQLVESGGGLVRPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAP
GKGLEWVSA TYYADSVKGRFTISRDNTKNSLYLOMTSLRADDTAFYYCVKDFGPG
YGTGWFDYWGPGTLVTVLEGGGGSGGGGSGGGASDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRAS
WYQOKPGKAPKLLIH GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOQPEDFATYYCQO
SFSIPLTFGGGTKMDIKRAAAHHHHHHGAAEQKLISEEDLNGAA

D1Al2-rbFc
MGWSCIILFLVATATGAHSMAEVQLVESGGGLVRPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAP
GKGLEWVSA TYYADSVKGRFTISRDNTKNSLYLOMTSLRADDTAFYYCVKDFGPG
YGTGWEDYWGPGTLVTVLEGGGGSGGGGSGGGASDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRAS
WYQQKPGKAPKLLIH GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOQPEDFATYYCQOQO
SFSIPLTFGGGTKMDIKRAAASTCSKPTCPPPELLGGPSVFIFPPKPKDTLMISRTPEVTCV
VVDVSQDDPEVQFTWYINNEQVRTARPPLREQQFNSTIRVVSTLPIAHQDWLR

Komplement-Determiniernde Regionen (CDRs): CDRI, ; CDR3

Leader-Sequenz / His+Myc-Tag / Kaninchen-Fc-Doméne
Linker in DI1Al12
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6.2.2 Alignment von ADAM17-Sequenzen aus Mensch, Maus und Lama
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6.2.3 Sequenzen der verwendeten ADAM17-Expressions-Konstrukte
FS#321, FS FS#322, FS#323: kloniert in pCDNAG6

humane ADAM17 dg Pro-Kat Hisé6x

(genutzt fiir die Immunisierung und weitere Untersuchungen)
EcoR1IMRQSLLFLTSVVPFVLAPRPPDDPGFGPHQRLEKLDSLLSDYDILSLSNIQQHSVRKRDLQTS
THVETLLTFSALKRHFKLYLTSSTERFSQNFKVVVVDGKNESEYTVKWODFFTGHVVGEPDSRVLAHT
RDDDVIIRINTDGAEYNIEPLWRFVNDTKDKRMLVYKSEDIKNVSRLOSPKVCGYLKVDNEELLPKGL
VDREPPEELVHRVKRRADPDPMKNTCKLLVVADHRFYRYMGRGEESTTTNYLIELIDRVDDIYRNTIW
DNAGFKGYGIQIEQIRILKSPQEVKPGEKHYNMAKSYPNEEKDAWDVKMLLEQFSFDIAEEASKVCLA
HLFTYQDFDMGTLGLAYVGSPRANSHGGVCPKAYYSPVGKKNIYLNSGLTSTKNYGKTILTKEADLVT
THELGHNFGAEHDPDGLAECAPNEDQGGKYVMYPIAVSGDHENNKMFSICSKQSIYKTIESKAQECFQ
ERSNKVLEHHHHHHNoOtT

murine ADAM17 WT Pro-Kat His6x

(genutzt fiir die Immunisierung und weitere Untersuchungen)
ECORIMRRRLLILTTLVPFVLAPRPPEEAGSGSHPRLEKLDSLLSDYDILSLANIQQHSIRKRDLQSA
THLETLLTFSALKRHFKLYLTSSTERFSQNLRVVVVDGKEESEYSVKWQONFFSGHVVGEPDSRVLAHT
GDDDVTVRINTDGAEYNVEPLWRFVNDTKDKRMLVYKSEDIKDFSRLQSPKVCGYLNADSEELLPKGL
IDREPSEEFVRRVKRRAEPNPLKNTCKLLVVADHRFYKYMGRGEESTTTNYLIELIDRVDDIYRNTSW
DNAGFKGYGVQIEQIRILKSPQEVKPGERHFNMAKSFPNEEKDAWDVKMLLEQFSFDIAEEASKVCLA
HLFTYQDFDMGTLGLAYVGSPRANSHGGVCPKAYYNPTVKKNIYLNSGLTSTKNYGKTILTKEADLVT
THELGHNFGAEHDPDGLAECAPNEDQGGKYVMYPIAVSGDHENNKMFSNCSKQSIYKTIESKAQECFQ
ERSNKVLEHHHHHHNoOtI

murine ADAM17 Var Pro-Kat His6x

(genutzt nur fiir die Immunisierung)
EcCoORIMRRRLLILTTLVPFVLAPRPPEEAGSGSHPRLEKLDSLLSDYDILSLANIQQHSIRKRDLQSA
THLETLLTFSALKRHFKLYLTSSTERFSQNLRVVVVDGKEESEYSVKWONFFSGHVVGEPDSRVLAHT
GDDDVTVRINTDGAEYNVEPLWRFVNDTKDKRMLVYKSEDIKDFSRLOSPKVCGYLNADSEELLPKGL
IDREPSEEFVRRVKRRAEPNPLKNTCKLLVVADHRFYKYMGRGEESTTTNYLIELIDRVDDIYRNTIW
DNAGFKGYGVQIEQIRILKSPQEVKPGERHFNMAKSFPNEEKDAWDVKMLLEQFSFDIAEEASKVCLA
HLFTYQDFDMGTLGLAYVGSPRANSHGGVCPKAYYSPTVKKNIYLNSGLTSTKNYGKTILTKEADLVT
THELGHNFGAEHDPDGLAECAPNEDQGGKYVMYPIAVSGDHENNKMFSICSKQSIYKTIESKAQECFQ
ERSNKVLEHHHHHHNot1

Mutierte Glykosylierungsstellen - hervorgehoben

Prodomdne, Katalytische Doméne,
Leader-Sequenz / His-Tag
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6.2.4 Sequenzen der rekombinanten ADAM17-Proteine

Humane ADAM17 Pro-Kat-Dis-MPD (RnD Systems)

PRPPDDPGFGPHQRLEKLDSLLSDYDILSLSNIQQOHSVRKRDLOTSTHVETLLTFSALKRHFKLYLTS
STERFSQNFKVVVVDGKNESEYTVKWODFFTGHVVGEPDSRVLAHIRDDDVIIRINTDGAEYNIEPLW
REFVNDTKDKRMLVYKSEDIKNVSRLOSPKVCGYLKVDNEELLPKGLVDREPPEELVHRVKRRADPDPM
KNTCKLLVVADHRFYRYMGRGEESTTTNYLIELIDRVDDIYRNTSWDNAGFKGYGIQIEQIRILKSPQ
EVKPGEKHYNMAKSYPNEEKDAWDVKMLLEQFSFDIAEEASKVCLAHLFTYQODFDMGTLGLAYVGSPR
ANSHGGVCPKAYYSPVGKKNIYLNSGLTSTKNYGKTILTKEADLVTTHELGHNFGAEHDPDGLAECAP
NEDQGGKYVMYPIAVSGDHENNKMFSNCSKQOSIYKTIESKAQECFQERSNKVCGNSRVDEGEECDPGI
MYLNNDTCCNSDCTLKEGVQCSDRNSPCCKNCQFETAQKKCQEAINATCKGVSYCTGNSSECPPPGNA
EDDTVCLDLGKCKDGKCIPFCEREQQLESCACNETDNSCKVCCRDLSGRCVPYVDAEQKNLFLRKGKP
CTVGFCDMNGKCEKRVQDVIERFWDFIDQLSINTFGKFLADN

Humane ADAM17 Pro-Kat (ENZO)
PRPPDDPGFGPHQRLEKLDSLLSDYDILSLSNIQQHSVRKRDLOTSTHVETLLTFSALKRHFKLYLTS
STERFSQNFKVVVVDGKNESEYTVKWODFFTGHVVGEPDSRVLAHIRDDDVIIRINTDGAEYNIEPLW
RFVNDTKDKRMLVYKSEDIKNVSRLOSPKVCGYLKVDNEELLPKGLVDREPPEELVHRVKRRADPDPM
KNTCKLLVVADHRFYRYMGRGEESTTTNYLIELIDRVDDIYRNTSWDNAGFKGYGIQIEQIRILKSPQ
EVKPGEKHYNMAKSYPNEEKDAWDVKMLLEQFSFDIAEEASKVCLAHLFTYQODFDMGTLGLAYVGSPR
ANSHGGVCPKAYYSPVGKKNIYLNSGLTSTKNYGKTILTKEADLVTTHELGHNFGAEHDPDGLAECAP
NEDQGGKYVMYPIAVSGDHENNKMFSNCSKQSIYKTIESKAQECFQERSNKV

Murine ADAM17 Pro-Kat-Dis (RnD Systems)
PRPPEEAGSGSHPRLEKLDSLLSDYDILSLANIQQHSTRKRDLOSATHLETLLTFSALKRHFKLYLTS
STERFSQNLRVVVVDGKEESEYSVKWONFFSGHVVGEPDSRVLAHIGDDDVTVRINTDGAEYNVEPLW
RFVNDTKDKRMLVYKSEDIKDFSRLOSPKVCGYLNADSEELLPKGLIDREPSEEFVRRVKRRAEPNPL
KNTCKLLVVADHRFYKYMGRGEESTTTNYLIELIDRVDDIYRNTSWDNAGFKGYGVQIEQIRILKSPQ
EVKPGERHFNMAKSFPNEEKDAWDVKMLLEQFSFDIAEEASKVCLAHLFTYQDFDMGTLGLAYVGSPR
ANSHGGVCPKAYYNPTVKKNIYLNSGLTSTKNYGKTILTKEADLVTTHELGHNFGAEHDPDGLAECAP
NEDQGGKYVMYPIAVSGDHENNKMFSNCSKQOSIYKTIESKAQECFQERSNKVCGNSRVDEGEECDPGI
MYLNNDTCCNSDCTLKPGVQCSDRNSPCCKNCQFETAQKKCQEAINATCKGVSYCTGNSSECPPPGDA
ED

Prodomdne, Katalytische Doméne, Furin-Spaltstelle
Proteine wurden iiber C-terminalen His-Tag aufgereinigt,
Menge an Prodomdne in der Prédparation daher unklar

6.2.5 Sequenz der verwendeten ARTC2.2

MALPVTALLLPLALLLHAARPDYKDDDDKRSLAVPFMLDMAPNAFDDQYEGCVEDMEKKAPQLLOEDF
NMNEELKLEWEKAEINWKEIKNSTSYPAGFHDFHGTALVAYTGNLAIDFNRGVRDFKKSPDNFHYKAF
HYYLTRAVQLLNDQGCSLVYRGTKVMFEYTGKGSVRFGQFSSSSLTKRVALSSNFFSNHGTLFIIRTC
LGVNIKEFSSFPREEEVLIPGYEVYHKVTAQNDNGYNEIFLDSPERKKSNFNCFYNGSAQTVNIDEST
SGSRESCVSLFLVVLLGLLVQQLTLAEP

Spaltstelle
Signalsequenz / GPI-Anker-Anfiigesequenz
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6.3 Abklrzungsverzeichnis

2xYT
3-D
Abb.
ADAM
ADP
ADPR
ADPR-Stelle
AEBSF
Ak
AMP
Ar

Arg
ARH
ART
ARTC
ARTD
ATP
BSA
CD

CD62L
cDNA
CDTa
CID
Coating
Co

CT

Da
DMEM
DNA
dNTPs
DRAG
DRAT
DT
DTT

E. coli
ECL
EDTA
ELISA

ER

ExoA
ExoS
ExoT

2-fach Hefeextrakt + Typton (2x yeast extract + tryptone)
dreidimensional

Abbildung

a disintegrin and metalloprotease
Adenosin-5-Diphosphat

ADP-Ribose

ADP-Ribosylierungsstelle
4-(2-Aminoethyl)-benzensulfonylfluorid

Antikérper

Adenosin-5’-Monophosphat

Autoradiographie

Arginin

ADP-Ribosyl-Hydrolase

ADP-Ribosyltransferase

ADP-Ribosyltransferase mit R-S-E Motiv (C2/C3-Familie)
ADP-Ribosyltransferase mit H-Y-E Motiv (DT-Familie)
Adenosintriphosphat

Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)

Unterscheidungsgruppen immunphéanotypischer Oberflachenmerkmale
(cluster of differentiation)

L-Selektin

komplementére DNA (complementary DNA)
Clostridium difficile Toxin A

Kollisionsinduzierte Dissoziation (collision induced dissociation)
Beschichtung

Coomassie

Cholera-Toxin aus Vibrio cholerae

Dalton

Zellkulturmedium (Dulbecco’ s modified Eagle medium)
Desoxyribonukleinsaure (desoxyribonucleic acid)
2’-Desoxyribonukleotid-5’-triphosphate
Dinitrogenase-Reduktase aktivierende Glycohydrolase
Dinitrogenase-Reduktase ATP-Ribosyltransferase
Diphtherie-Toxin aus Corynebacterium diphtheriae
Dithiothreitol

Escherichia coli

Enhanced Chemoluminescence
Ethylendiamintetraacetat

Enzymgekoppelter Immuno-Assay (enzyme-linked immunosorbent
assay)

Endoplasmatisches Retikulum
Exotoxin A aus Pseudomonas aeruginosa
Exotoxin S aus Pseudomonas aeruginosa
Exotoxin T aus Pseudomonas aeruginosa
126



Fc

FCS
FITC
GAS
GFP
Gl

GPI
GW
hcAb
HEPES
HNP-1
HRP
i.v.
IFN-y
IFNGR
IgG

JAK
Kat
Kat-Dis
kD

LB

LC
LFA1
mAK
m/z
MES
MHC
MS
MWCO
NAD
Nb
NICD
NK
PAGE
pAk
PARP
PBL
PBS
PCR
pdb
PDI
PE
PEG

Fragment mit konstanten Teilen eines Antikérpers (fragment
crystallizable)

fotales Kalberserum (fetal calf serum)
Fluoresceinthiocyanat

Interferon-y activation site

grun fluoreszierendes Protein

Gl1254023X, ADAM Inhibitor
Glykosylphosphatidylinositol

GW280264X, ADAM Inhibitor
Schwere-Ketten-Antikérper (heavy chain antibodies)
4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonsaure
human neutrophil peptide 1
Meerrettich-Peroxidase (Horseradish Peroxidase)
intravends

Interferon-y

Interferon-y-Rezeptor

Immunglobulin G

Interleukin

Janus Knase

katalytische Doméane

katalytische Doméne + Disintegrindoméne
Kilodalton

Lysogeny broth

Flissigkeitschromatographie (liquid chromatography)
Lymphocyte function-associated antigen 1
monoklonaler Antikdrper
Masse-zu-Ladung-Verhaltnis
2-Morpholinoehansulfonséure

Haupthistokompatibilitatskomplex (major histocompatibility complex)

Massenspektrometrie

molekulare Ausschlussgrenze (molecular weight cut off)
B-Nikotinamidadenindinukleotid

Nanobody

NAD-induzierter Zelltod (NAD induced cell death)
Naturliche Killerzellen

Polyacrylamid-Gelelektrophorese

polyklonaler Antikérper

Poly-ADP-Ribosylpolymerase

Periphere Blutleukozyten

Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (phosphate buffered saline)
Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
Proteindatenbank fiir 3D Strukturen (Protein Data Bank)
Proteindisulfidisomerase

Phycoerythrin

Polyethylenglycol

127



PEI
PFA
pH

PI

PMA

PT

RNA
RPMI

Pro
Pro-Kat
Pro-Kat-Dis
RT

S

scFv
SDS
Shedding
SOC
SpvB
STAT

TACE
TAE
Th1
Th2
TIMP
™
TMB
TNF
TNFR
U

uv
viv
VH
VHH
VL
wiv
WB
WT

Polyethylenimin
Paraformaldehyd

pH-Wert: negativ dekadischer Logarithmus der Konzentration an H30+-
lonen

Propidiumiodid

Phorbol-12-myristat-13-acetat (Phorbolester)
Pertussistoxin aus Bordetella pertussis
Ribonukleinsaure (ribonucleic acid)

Zellkulturmedium (aus dem Roswell Park Memorial Institut)
Prodoméne

Prodomane + katalytische Doméane

Prodoméane + katalytische Doméne + Disintegrindoméne
Raumtemperatur

Svedberg sedimentation coefficient

single chain variable fragment

Natriumdodecylsulfat (sodium dodecy! sulfate)
membrannahe Proteolyse von Zelloberflachenproteinen
super optimal broth

Salmonella enterica SpvB Toxin

Gruppe von Transkriptionsfaktoren (Signal Transducers and Activators of
Transcription)

TNF-a converting enzyme = ADAM17

Tris-Acetat-EDT A

Typ1-T-Helferzellen

Typ2-T-Helferzellen

endogener Metalloproteaseninhibitor (tissue inhibitor of metalloproteses)
Transmembrandoméane

3,3’,5,5'-Tetramethylbenzidin

Tumor-Nekrose-Faktor

Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor

Unit

ultraviolett

Volumen pro Volumen

Variable Doméne der schweren Kette

Nanobody (varialbe domain of the heavy chain of heavy chain antibodies)
Variable Doméne der leichten Kette

Masse pro Volumen (weight per volume)

Western-Blot

Wildtyp
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