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1. Einleitung

1.1 Die TNF-/ TNFR-Superfamilie
Die uns heute bekannten Mitglieder der TNF-Supeifanbilden eine Gruppe

von membrangebundenen oder freien Liganden, dez &brrespondierende
Familie aus spezifischen ZelloberflachenrezeptafENF-Rezeptoren (TNFR))
gegenibersteht. Typische Sequenz und Strukturtogmeol in den Ektodoméanen
kennzeichnen die Familienzugehoérigkeit. Aktuell lzadie TNF-/ TNFR-
Superfamilie mehr als 40 Mitglieder [Zhang 2004;hians & Pfeffer 2005].
Diese werden grof3tenteils von Immunzellen exprimigrd Ubernehmen eine
essentielle Rolle bei der angeborenen und adapbmerunantwort. Ihre Aktivitat
ist in S&ugetieren bei einer Vielzahl biologischmmmologischer Funktionen
notwendig. Dazu zahlen unter anderem die effekdiberehr pathogener Keime
und die Regulation der Immunantwort, sowie die @Qoggenese und Homoostase
sekundéar lymphatischer Organe und die Differenngrdymphoider und
natdrlicher Killerzellen [Locksley et al.2001; K@gsh et al. 2002; Ware 2005].
Die Liganden der TNF-Superfamilie sind Typ Il-Tramsmbranproteine Zu den
bekanntesten Vertretern gehéren TNF, Lymphotoxif){&t (Synonym: TNRB),
LT-B und Fas Ligand. Sie besitzen eine gemeinsame koade C-terminale
Doméne, welche als ,TNF-homology domain“ (THD) hiebeet wird. Mit ihr
wird die Rezeptorbindung vermittelt [Berg et al.0ZQ Die Liganden bilden
trimere Komplexe durch Selbstassoziation tUber rkolvalente Bindungen [Eck
et al. 1988; Idriss & Naismith 2000]. In der Redehndelt es sich um
Homotrimere, wobei TN sowohl mit dem membranstdndigen BTan der
Oberflache aktivierter lymphozytérer Zellen hetaroere Komplexe bildet, als
auch als TNH-Homotrimer primar sezerniert wird [Browning et1#93]. Die
Proteine sind nur in trimerer Konformation biolagisaktiv. Ihre Bioaktivitat
hangt auch davon ab, ob sie als membrangebundeere l6dliche Form
interagieren. Zum Beispiel kommt es bei der Binddeg freigesetzten Formen
von TNF, ,Cluster of differentiation“-95-ligand ((&3L) und CD40L an TNFR2,
CD95 und CD40 nur zu einer schwachen Aktivierung Bezeptors [Berg et al.
2007]. Die Mitglieder der TNFR-Superfamilie sindpgrtTransmembranproteine.

Sie tragen charakteristisch eine bis zu sechsiaystehen Domanen (CRDs) zur
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Ausbildung intrazellularer Disulfidbricken [Naismit& Sprang 1998]. Die
Rezeptoren bilden, wie ihre Liganden, Trimere. gniVertreter der TNFR-
Superfamilie, wie TNFR1, TNFR2 oder CD40, assoeieiganden-unabhangig.

1.1.1 Die Interaktionen der TNF-/TNFR-Superfamilie

Die Interaktionen zwischen Ligand und Rezeptor siiatht auf ein einzelnes Paar
beschréankt. Zum Beispiel steht TNF in membrangebnad und |6slicher Form
mit dem primar sezernierten Homotrimer TRRA Konkurrenz um seine beiden
Rezeptoren [Stauber & Aggarwal 1989].

Man kann die Mitglieder der TNFR-Superfamilie awfigd ihrer intrazellularen
Domé&nen in drei Hauptgruppen unterteilen [Hehlg&ndfeffer 2005]. Die
Rezeptoren der ersten Gruppe, zum Beispiel TNFRL 6D95 (FAS), tragen in
ihrer zytoplasmatischen Doméne sogenannte Todesaom@Death domain® =
DD) und konnen Apoptose induzieren. Zur zweiten pgpau gehdren unter
anderem TNFR2, LB-Rezeptor (LPBR) und ,Herpes virus entry mediator*
(HVEM). Diese tragen intrazellulare , TRAF interagyi motifs* (TIM)-Domanen
und aktivieren verschiedene Signalwege. Die Rerxeptder dritten Gruppe, in
die zum Beispiel Decoyrezeptor (DcR) 1 und 3 odsteGprotegerin (OPG)
eingeordnet werden, tragen keine funktionalen zeffalaren Signalmotive und
kénnen keine Signale in das Zellinnere weiterleiten

Die Aktivierung der Rezeptoren der TNFR-Superfamilfihrt zu einer
Anlagerung verschiedenster Adaptermolekile, die denem zahlreiche
Signalwege aktivieren konnen. Die Rekrutierung vAdaptormolekilen mit
Todesdomane wie ,Fas-associated death domain ptqeADD) und , TNFR-
associated protein with death domain® (TRADD) kamanr Aktivierung
apoptotischer Signaltransduktionskaskaden fuhrérend die Rekrutierung von
Proteinen der ,TNFR-associated factor* (TRAF)-Familzur Aktivierung
antiapoptotischer, proinflammatorischer Transkopsfaktoren wie Nuclear

factor kappa B (NkB) fuhrt [Dempsey et al. 2003].

1.2 Tumor-Nekrose-Faktor

Die namentliche Identifizierung des Proteins nah8Y5l seinen Anfang, als
Carswell und Kollegen im Serum von Lipopolysacatia(LPS)-stimulierten
Mausen einen von Makrophagen und Lymphozyten pieden Faktor
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entdeckten, der zur Nekrose von Tumorzellen imvEesuch fihrte. Aufgrund
dieser Wirkung erhielt der Faktor seinen Namen ,®wiNekrose-Faktor®
[Carswell et al.1975].

Ein Jahrzehnt spater erfolgte die Klonierung denglementaren DNA (cDNA)
und die rekombinante Produktion von TNF kcoli [Pennica et al. 1984;
Aggarwal et al. 1985]. Zu gleicher Zeit konnte &ktor namens Kachektin aus
Mausemakrophagen isoliert werden [Beutler et aB5b3. Die Namensgebung
erfolgte aufgrund seiner Eigenschatft eine kataBobéfwechsellage zu verstarken
und somit eine Kachexie zu begilnstigen. Die Sedermnmgy der beiden Faktoren
bewies, dass Kachektin mit TNéfentisch war [Beutler et al. 1985a]. Ausserdem
wurde eine starke Homologie zu ldTfestgestellt, die den ersten Anhalt fur eine
maogliche Gen-Superfamilie gab, die uns heute al$-TN'NFR-Superfamilie
bekannt ist [Pennica et al. 1984].

Zahlreiche Publikationen folgten, die weitere zael@trEigenschaften von TNF
aufdeckten. Die systemische Verabreichung von LR& TNF im Tierversuch
zeigte, dass TNF als endogener Mediator des endoteen Schocks fungiert
[Beutler et al. 1985c; Tracey et al. 1986]. Auseerndbesitzt TNF eine starke
proinflammatorische Wirkung, die unter anderem Zuaduktion weiterer
Entzindungsmediatoren wie Prostaglandin (PG) E2 Kwithgenase fuhrt und
die Adharenz neutrophiler Granulozyten verstarkayér et al. 1985; Gamble et
al. 1985]. Die wichtigsten Produzenten von TNF saktvierte Makrophagen und
Monozyten, insbesondere nach LPS-Stimulation [Higwt al. 1990; Beutler et
al. 1985b]. TNF wird zusatzlich von Mastzellen unginphozyten [Giroir et al.
1992a], sowie von Parenchymzellen nicht-hdmatopdetr Gewebe wie Niere,
Darm und Herz ausgeschittet [Baud et al. 1989;teda et al. 2004; Giroir et
al. 1992b]. Die Gen-Expression von TNF wird durcRS, andere bakterielle
Produkte, virale Komponenten und TNE&lbst stimuliert. Das humane TNF-Gen
ist zusammen mit TNB- (LT-a) auf dem kurzen Arm des Chromosoms 6 im
Bereich des Haupthistokompatibilitatskomplexes Iskart. Es zahlt etwa 3000
Basenpaare und wird durch drei Introns unterbro¢Nexwin et al. 1985; Carroll
et al. 1987]. Das membranstandige TNF weist 233ndsiuren auf und hat ein
Molekulargewicht von 25,6 kDa [Kriegler et al. 1988

TNF liegt, wie die Mehrheit der TNF-Ligandenfamijlia biologisch aktiver Form

als Homotrimer vor [Smith & Baglioni 1987]. Die ddenensionale Struktur des
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Trimers gleicht einer Pyramide [Eck et al. 1988k BcSprang 1989; Reed et al.
1997]. Sowohl die C- als auch die N-Termini der Morere befinden sich nahe
der Basis der Pyramide. Die Rezeptorbindungsstdiiefinden sich an den
Kontaktstellen der Monomere ebenfalls an der Bdsss Trimers [Eck & Sprang
1989; Banner et al. 1993; Zhang G. 2004]. Ein TNim€&r kann bis zu drei
Rezeptormolekiile binden [Loetscher et al. 1991].

Das Membranintegrierte TNF-Trimer kann proteolytisturch Metalloproteasen
der a-Disintegrin und Metalloproteinase (ADAM)-Familigsie Metalloprotease
»TNF-a—converting enzyme*“ (TACE), beim Menschen zwischenioséure 76
und 77 proteolytisch von der Zelloberflache fregges werden (s. Abb. 1.1)
[Gearing et al. 1994; Black et al. 1997].

P
P e =N
7 ONE00000C N

( TMF Transkription and Translation

TNF im Zytosol I I I I

TNF membrangebunden :\E“I:m

Flasrma THF Homotrimer In

Abb.1.1: Freisetzung von TNHmodifiziert nach Genth-Zotz et al. 2001]. Die
Stimulation der Zelle fihrt intrazellular zur Akigrung von MAP-Kinasen und zur
Freisetzung von NEB. Nach der Transkription und Translation von TMBnomeren
werden diese in die Zellmembran eingebaut uncfiedprt als trimere Proproteine vor.
Durch TACE werden die TNF-Homotrimere proteolytisslon der Zelloberflache
abgespalten und in den extrazellularen Raum fretges

Nach der Abspaltung von der Membran betragt daskdargewicht eines TNF-
Homotrimers 51 kDa. Im unteren nanomolaren Berelidsoziiert die trimere
Form in seine TNF-Monomere und verliert dabei ilBieaktivitat. Ein TNF-

Monomer besteht typischerweise aus antiparallpt€altblattern mit sogenannter

.Jelly roll*-Topologie [Eck & Sprang 1989; Zhang 004]. Das abgespaltene
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TNF-Monomer zahlt 157 Aminoséuren und sein Molefggavicht betragt 17
kDa.

1.2.1 Die Rolle von TNF im Immunsystem

Das Spektrum des pleiotropen Zytokins umfasst elfielzahl zellularer
Antworten, die je nach Zelltyp und Aktivierungssisatder jeweiligen Zelle
variieren und zu gegensatzlichen Konsequenzentitkdanen. Dabei greift das
Zytokin sowohl in die angeborene als auch in diapsiste Immunantwort ein.
Neben der Apoptoseinduktion hat TNF Einfluss aw deukozytenwanderung,
Zelldifferenzierung und Zellproliferation und urgéitzt die Abwehr pathogener
Keime und die Reifung lymphatischer Organe [Vas§alll992]. Im Tierversuch
zeigten TNF-defiziente Mause im Vergleich zu Kofitireren einen Defekt in der
Reifung und Differenzierung von B-Zellen und in dBildung von B-Zell-
Follikeln und Keimzentren in der Milz [Pasparakis a&. 1996], sowie eine
verspatete, unkontrollierte Entztindungsreaktion hnadajektion pathogener
Bakterien [Marino et al. 1997].

In der Akutphase der Entzindung bewirkt TNF die w&nderung und
Aktivierung neutrophiler Granulozyten und Monozyt&me Granulozyten werden
zur Adharenz an GefaRendothelzellen, sowie zu emeemehrten Sensitivitat
gegenuber anderen Zytokinen stimuliert. Seine Edfalermittelt TNF Uber die
Induktion der Expression zahlreicher Zytokine wiagetleukin (IL) 1a und b, IL6,
IL8, Interferon (IFN)B und TNF selbst, sowie von Zelladhédsionsmolekilen,
Wachstumsfaktoren und Akute-Phase-Proteinen [Vikdkee 1991]. Aul3erdem
fungiert TNF Uber die Freisetzung von Prostaglagdi{PG) als endogenes
Pyrogen [Dayer et al. 1985; Dinarello et al. 19&&jsammen mit LTa wird TNF
eine essentielle Rolle in der Abwehr intrazellutégereger zugeschrieben. TNF
reguliert die initiale Chemokinfreisetzung und dRekrutierung und Formation
von akkumulierten Makrophagen und Lymphozyten zunkfionsfahigen
Granulomen, welche den Organismus vor der Aushrgitvon Mykobakterien
schitzen [Flynn et al. 1995; Roach et al. 2001;cRoet al. 2002]. Weiterhin
steigert TNF im Zusammenspiel mit IfFNdie phagozytische Aktivitat von
Makrophagen und neutrophilen Granulozyten [Kisitlale 2002]. Sogar an den
physiologischen Vorgangen des ovariellen ZykluesdhTNF bei verschiedenen
Saugetieren beteiligt zu sein [Okuda & Sakumoto3200
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1.2.2 Die klinische Relevanz von TNF

Wahrend die initiale TNF-Produktion zu einer addqnainflammatorischen
Antwort fuhrt, kénnen aus seiner systemischen Eteigg signifikante
pathologische Veranderungen resultieren. Hohe TNBeD, wie sie z.B. beim
Endotoxin-induzierten septischen Schock vorkomnsamgd extrem toxisch und
rufen bei intraventdser Verabreichung eine akuteo8ctymptomatik hervor. Es
kommt zur Hypotension, metabolischen Azidose, h@nagischen Infarkten der
Organe, intravaskuldren Thrombosen und im Extrdmfalm akuten
Lungenversagen und kardiovaskularen Kollaps [Tragewl. 1986; Beutler &
Cerami 1988; Kumar et al. 1996]. Hingegen fluhrt chieonische Exposition von
TNF in niedrigen Konzentrationen zur Kachexie, d.ainer katabolen
Stoffwechsellage mit starkem Gewichtsverlust, de Bumor- und AIDS-
Patienten auftritt [Tracey et al. 1988].

Die inadaquate Auschiuttung des Zytokins wird mineei Vielzahl von
Krankheitsbildern assoziiert, wie z.B. der akutébraft versus Host Disease”
(GvHD) [Piguet et al. 1987], allergischen Reaktiondsthma und zahlreichen
entzuindlichen Erkrankungen wie beispielsweise deltiMen Sklerose, Guillain-
Barre-Syndrom, Psoriasis und der chronisch entzilmeth Darmerkrankung
Morbus Crohn [Aggarwal B.B. 2003; Lin et al. 2008} der Pathologie der
Rheumatoiden Arthritis und anderer rheumatologis&rkrankungen spielt TNF
eine wesentliche Rolle. TNF verstarkt z.B. die HRdoduktion, was zur
Aktivierung synovialer Fibroblasten und zur konggken entzindlichen
Zerstorung des Gelenkkdrpers fuhrt [Feldmann M.2200h der Pathogenese
diverser kardialer Krankheitsbilder ist TBenfalls involviert. Hierzu zahlen der
Myokardinfarkt [Irwin et al. 1999], die chronischéterzinsuffizienz [Levine et
al. 1990; Torre-Amione et al. 1996] und die Myakas [Smith & Allen 1992;
Calabrese et al. 2004].

Aufgrund seiner systemischen Nebenwirkungen ist Eieisatz von TNF als
Therapeutikum in der Onkologie sehr limitiert. Haéggn gehoért der Einsatz von
Anti-TNF-Therapeutika, den sogenannten ,TNF-Biotads“, zum klinischen
Allltag in der Rheumatologie und bei Autoimmuneriangen. Die bekanntesten
Préaparate sind der chimere Anti-TNF-Antikorper Jixinab“, der voll humane
Anti-TNF-Antikorper ,Adalimumab“ und der rekombingn l6sliche TNFR2
.Etanercept” [Feldmann M. 2002; Nash & Florin 2003hfliximab* besteht aus
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einer humanen Fc-Region und einer murinen Fv-RegjBtanercept” ist ein
Fusionsprotein, bestehend aus der Fc-Region eimesmien Immunglobulin G
(IgG) und einem Teil der humanen extrazellularermBoe des TNFR 2. Die
Therapeutika kommen in erster Linie als zweite odbkitte Wahl bei

therapieresistenten Patienten zum Einsatz. Vomall@fliximab“ wird bei der

klinischen Behandlung der rheumatoiden Arthritis durder chronisch
entzuindlichen Darmerkrankung M. Crohn erfolgreiaigesetzt. Erfolge konnten
aulBerdem bei schweren Féllen von Asthma, ankykmsier Spondylitis,
Wegener's Granulomatose und Psoriasis verzeicherelenw [Feldmann M. 2008;
Lin et al. 2008; Son & Cha 2010].

1.3 ADP-Ribosylierung
Bei der Mono-Adenosindiphosphat (MmADP)-Ribosyliegutandelt es sich

ahnlich der Protein-Phosphorylierung um eine p@sidiationale und reversible
Proteinmodifikation, die die Funktion des Zielpiog reguliert. Sie kommt bei
Bakterien und eukaryontischen Zellen vor. Die M&iP-Ribosyltransferasen
(MARTS) katalysieren hierbei die Ubertragung eimémzelnen ADP-Ribose-
Gruppe von Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid (NAD) awdine guanidinhaltige,
spezifische Aminoséaure des Zielproteins unter Eteisyg von Nikotinamid
[Moss et al. 1999; Corda & Di Girolamo 2003; Senwtnal. 2004]. Einige
MARTS besitzen ebenfalls die Eigenschaft eine &ez&DP-Ribose-Gruppe von
NAD auf H,O Ubertragen zu kénnen (NAD-Glykohydrolase (NADa&kdivitat).
Die mADP-Ribosylierung ist reversibel. Die sogenannde-mono-ADP-
Ribosylierung wird von ADP-Ribosylhydrolasen (ARHstalysiert (Abb. 1.2).
Die ARHs setzen die ADP-Ribose-Gruppe frei, in dsia die glykosidische
Bindung der ADP-Ribose-Gruppe und der spezifiscAemnosaure des ADP-
Ribosylierten Proteins hydrolytisch aufspalten [Mles al. 1997].
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Abb.1.2: Schematische Darstellung der reversiblen ano-ADP-Ribosylierung
[Corda & Di Girolamo 2003]. Die mono-ADP-Ribosylierung wird von einer Arginin-
spezifischen mono-ADP-Ribosyltransferase katalysidierbei wird eine ADP-Ribose-
Gruppe von NAD auf das Zielprotein unter Freisetguan Nikotinamid Ubertragen. Die
ADP-Ribosylhydrolase katalysiert die de-mono-ADMédylierung, in dem sie die ADP-
Ribose-Gruppe unter Freisetzung von,OH vom Protein abspaltet. Andere
Aminosauregruppen, die bei dieser Reaktion mod@ifiziverden kdénnen sind Cystein,
Diphtamid und Asparagin.

Bei der Poly-ADP-Ribosylierung wird statt einer z2inen ADP-Ribose-Gruppe
ein verzweigtes Homopolymer aus bis zu 400 ADP-BébGruppen am
Zielprotein erzeugt. Diese Modifikation wird von P& DP-Ribose-Polymerasen
(PARPSs) katalysiert [Hassa & Hottiger 2008].

1.3.1 ADP-Ribosyltransferasen

Als die ersten ARTs wurden sezernierte Toxine hymathogener Bakterien
entdeckt. Zu den bekanntesten Vertretern der pyokéischen ARTs zahlen
Cholera-, Pertussis- und Diphterietoxin. Die bakteEmn Toxine kénnen per
MADP-Ribosylierung eines oder mehrere spezifisclepibteine modifizieren
und so die Zellfunktion modulieren. Die ADP-Ribdsyling fuhrt meist zur
Inaktivierung des Zielproteins. Beispielsweise méien das Diphterie-Toxin
(DT) desCorynebacterium diphtheriand Exotoxin A (ETA) de$seudomonas

aeruginosa die Proteinsynthese der Wirtszelle Uber die Invadtung des
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eukaryontischen Elongationsfaktors (eEF) 2 per ADBosylierung [Honjo et al.
1968; Collier R.J. 2001]. Zu den weiteren Zielpnoé® der bakteriellen ARTs
zahlen heterotrimere G-Proteine, GuanosintriphdspBaP)-bindende Proteine
der Rho- und Ras-Familie und Aktin. Uber die Mddifion dieser intrazellularen
Proteine nehmen die prokaryontischen mARTs untelei@mm Einfluss auf die
Zytoskellett-Organisation und induzieren ApoptoRechard et al. 1999; Kaufman
et al. 2000; Aktories & Barbieri 2005].

1.3.2 Die Familie der Mono-ADP-Ribosyltransferasen

Nach der Entdeckung bakterieller ARTs konnte eif@PARibosyltransferase-
Aktivitat ebenfalls in verschiedenen Geweben vomuggtieren nachgewiesen
werden [Okazaki & Moss 1999]. Wahrend die baktErel/ARTS typischerweise
sezerniert werden, kommen eukaryontische ARTs mR¥gel als Ektoenzyme
vor [Glowacki et al. 2002]. Hingegen sind die Miggler der Poly-ADP-
Ribosyltransferasen (PARPs) intrazellular lokafisieund werden durch
genotoxischen Stress, wie DNA-Schéaden, aktiviere Bktivierung der PARPs
fuhrt zur Poly-ADP-Ribosylierung nuklearer Protejiene et al. 2004; Hassa et
al. 2006].

Als erstes Familienmitglied der mARTs konnte dieTARaus dem Skelettmuskel
des Kaninchens kloniert und isoliert werden [Zolkg&a et al. 1992].
Desweiteren erfolgte die Klonierung aus humanenle®keuskelzellen und
murinen Lymphomazellen [Okazaki et al. 1994; Okazgkal. 1996]. Seitdem
wurden weitere Mitglieder der eukaryontischen mARSfgdeckt. Die meisten
davon ubertragen die ADP-Ribose-Gruppe spezifisthAaginin. Bei der Maus
konnten bisher sechs Vertreter (ART1, 2.1, 2.2,3%) und beim Menschen vier
Vertreter (ART1, 3, 4, 5) der ART-Familie identiezt werden (Abb. 1.3)
[Glowacki et al. 2002]. Das ART2-Gen wird bei Priera nicht exprimiert. Man
stellte fest, dass drei vorzeitige Stopp-Codongramid vonnonsenséviutationen
zur funktionellen Inaktivierung des ART2-Gens fimrélingegen werden bei der
Maus zwei funktionelle Kopien der ART2 (2.1 und )2ekprimiert, die beide
enzymatisch aktiv sind [Haag et al. 1994; Koch-Neit al. 1996].
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Abb.1.3: Schematische Darstellung der ART-Familierhodifiziert nach Koch-Nolte

et al. 2005].Bisher wurden vier membranstandige GPI-verankeARTrs (ART1-4) und
eine sezernierte MART (ART5) bei Vertebraten idezirt. Die mARTs werden
gewebespezifisch exprimiert. Der murinen ART2 dpisonderes Interesse, aufgrund
ihrer Fahigkeit den zytolytischen PurinorezeptorXP2per ADP-Ribosylierung zu
aktivieren. Interressanterweise werden bei der Mawes funktionelle Kopien des ART2-
Gens (2.1 und 2.2) exprimiert, wahrend drei voigeitStopp-Codons aufgrund von
nonsensdutationen zur funktionellen Inaktivierung des hlmitogen humanen ART2-
Gens fuhren. In Anlehnung an die 3DStruktur dettd®eART2 wird die ART durch
einen ,Pacman“ symbolisiert.

Die mARTs werden gewebespezifisch exprimiert unt sinit Ausnahme der
ARTS5, die sezerniert wird, Glykosyl-Phosphatidyb$itol (GPI) verankerte,
membranstandige Ektoenzyme [Okazaki & Moss 1998r Bauptfokus der
enzymatischen Aktivitat liegt daher auf extrazeéileh Oberflachenproteinen.
Versuche mit rekombinanten ARTs konnten eine Argspezifische ADP-

Ribosyltransferase Aktivitat fur alle humanen undrimen ARTs bestatigen, die
ein bestimmtes Motiv (R-S-EXE) in ihrer katalytiechDomane tragen. Bei der
humanen ART3 und 4 konnte dieses Motiv und eineindmgspezifische

enzymatische Aktivitat allerdings nicht nachgewreseerden [Glowacki et al.
2002]. Die GPI-Verankerung der ARTs kann hydrobfiisn Anwesenheit der
Phosphatidylinositol-spezifische Phospholipase Q-P(EC) gelést werden
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[Donnelly et al. 1996]In vitro-Studien zeigten, dass die murine ART2.2 von
Metalloproteinasen, wie TACE, proteolytisch von dalloberflache freigesetzt
wird und in dieser Form ebenfalls enzymatisch aistiyKahl et al. 2000].

Die murine ART2 wird von T-Lymphozyten exprimierhai aktiviert per ADP-
Ribosylierung in der Anwesenheit von NAD den zytslghen Purinorezeptor
P2X7 auf murinen T-Zellen. Die Modifikation des PZRezeptors gilt als
Musterbeispiel fur einen NAD- und ART-abhangigenmuonregulatorischen
Mechanismus. Das ART-Substrat NAD kommt unter ndemahysiologischen
Bedingungen nur intrazellular in hoher Konzentmatiwor, jedoch wird es bei
Entzindungen und Gewebeverletzungen von beschédig®len vermehrt
freigesetzt. ART-exprimierende Zellen reagiererglioh tUber die extrazellulare
NAD-Konzentration auf Verletztungen des Gewebesclkblolte et al. 2005].
Die Aktivierung des Rezeptors induziert unter arderdie Offnung des nicht-
selektiven Kation-Kanals P2X7, die Bildung grol3ererivbranporen, die
Exposition von Phosphatidylserin an der Aul3ensdde Plasmamembran und
DNA-Fragmentation. Als letzte Konsequenz kommt esi kdauerhafter
Aktivierung zur ART-vermittelten NAD-induzierten Aptose, dem sogenannten
»NAD induzierten Zelltod“ (NICD) [Seman et al. 2003

1.3.3 Die humane ADP-Ribosyltransferse 1

Die humane ART1 (hARTL1), auch CD296 genannt, ise é\rginin-spezifische
ADP-Ribosyltransferase. Sie wird hauptséchlich auf Skelett- und
Herzmuskelzellen exprimiert, konnte aber auch rauftrophilen Granulozyten,
T-Lymphomazelllinien und Epithelzellen nachgewieseerden [Zolkiewska &
Moss 1993; Balducci et al. 1999; Glowacki et al020Koch-Nolte et al. 2005].
Ein Vergleich der Aminosauresequenz der hART1 mdéinem murinen
Orthologen zeigte eine Homologie von 75% [Brarenakt1998]. Yadollahi-
Farsani und Kollegen stellten fest, dass es meHsafermen der hART1 mit
unterschiedlich starker ADP-Ribosylierungsfahigkeit von
Zelloberflachenproteinen gibt. Es sind zwei EinBake Polymorphismen in
Kodon 257 und Kodon 302 bekannt, die fir die uwmtdeglichen Isoformen
verantwortlich sind [Kefalas et al. 1998; Yadolkitdrsani et al. 1999].

Die Zielproteine der hARTL1 sind in der Regel auf delloberflache lokalisiert.
Als die bekanntesten Akzeptoren der hART1 konnishdy die externe Doméane
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von Integrina7 [Zolkiewska & Moss 1993] und das ,Human neutréglipeptide”
(HNP) 1 identifiziert werdenGuanid-Verbindungen, wie Agmatin und Arginin-
Methyl-Esther konntem vitro ADP-ribosyliert werden [Tsuchiya & Shimoyama,
1994]. Es konnte auch nachgewiesen werden, das®ART1 kleine Iosliche
Proteine wie ,Fibroblast growth factor* (FGF)-2 s & Baird 1997] und
.Platelet-derived growth factor-BB* (PDGF-BB) modikert. Die ADP-
Ribosylierung scheint eine Rolle in der Regulattan mitogenen Aktivitat von
PDGF-BB in glatten Muskelzellen zu spielen [Saxtale 2001].

HNP 1 geh6rt zur Familie dera-Defensine. Defensine werden von
Atemwegsepithelzellen und rekrutierten Immunzelteden Atemwegen als Teil
der angeborenen unspezifischen Immunantwort freigesDas Peptid besitzt
eine starke antimikrobielle und zytotoxische Aktiwigegentber einer Vielzahl
von Bakterien, Pilzen und Viren [Lehrer et al. 1p%3aone und Kollegen zeigten,
dass HNP 1 an Arginin 14 und 24 durch die hART1 Afb@syliert wird und
dadurch seine zytotoxische und antimikrobielle »ikiit abgeschwacht wird. Es
behalt jedoch seine chemotaktische Wirkung. Monwd Di-ADP-Ribosyliertes
HNP 1 wurde in der Bronchoalveolaren Lavage vondRarn, Patienten mit
idiopathischer pulmonaler Fibrose oder Asthma naealgsen [Panoe et al. 2002;
Paone et al. 2006]. Interessanterweise stellte festn dass HNP 1 bakterielle
ARTSs neutralisiert. Zum Beispiel wird die ADP-Rilytisrung von eEF 2 durch
DT und ETA (siehe Abschnitt 1.3.1) in Anwesenheibnv HNP 1
konzentrationsabhéangig gehemmt. HNP1 wird jedochtnvon den bakteriellen
ARTs modifiziert [Kim et al. 2006].

Integrin a7 hingegen wird von Skelett- und Herzmuskelzellepriiert und
bindet nach Dimerisierung m{l-Integrin an seinen Liganden Laminin, ein
extrazellulares Matrixprotein. Die ADP-Ribosyliegirvon Integrin a7  bei
mikromolaren NAD-Konzentrationen fiihrt zu einer stérkten Bindung des
a7B1-Heterodimers an seinen Liganden Laminin. Die Egpion der hART1
konnte auf differenzierten multinuklearen Myofiteit nachgewiesen werden
[Zolkiewska & Moss 1993]. Die Aktivierung der hARIGen-Expression in
Skelettmuskelzellen ist von der Differenzierung tirskelzellen abhéngig und
wird von zwei Transkriptionsfaktoren, Myogenin umdyocyte-specific enhancer
factor* (MEF)-2, reguliert, die fur die Transkripti vieler Skelettmuskel-

spezifischer Gene notwendig sind [Friedrich eR@D8].
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Die verstarkte Bindung des modifizierten Laminireptors an seinen Liganden
stellt, ahnlich der P2X7-Aktivierung, eine Reakti8iRT-exprimierender Zellen
in Situationen dar, in denen NAD vermehrt als Swabstur Verfligung steht. Bei
Gewebeverletzungen und Muskelerkrankungen gehRldemamembranintegritéat
der Muskelzelle verloren und NAD wird Uber Zelllyseer stimulierte intakte
Zellen vermehrt in den Extrazellularraum freigesef2zie ADP-Ribosylierung
fuhrt zur notwendigen verstarkten Interaktion voell@dhasionsmolekilen wie
dem Laminindimer und seinem Rezeptor. Interessartse scheint an die NAD-
Konzentration nicht nur die Aktivitdt der ART1, stern auch ihre Spezifitat
gekoppelt zu sein. Bei NAD-Konzentrationen im uatemikromolaren (<10)
Bereich ist die ADP-Ribosylierung von Integrm7 auf einen bestimmten
Aminosauresequenzabschnitt beschrankt, bei holk@epentrationen (75-100M)
kommt es zur zusatzlichen ADP-Ribosylierung in Bine anderen
Aminosauresequenzabschnitt [zusammengefasst inexicdka A. 2005].
Untersuchungen von Del Vecchio und Balducci lassgmuten, dass die hART1
eine Rolle bei der Freisetzung von IL6 und IL8 #&pi&ur IL-Freisetzung
stimulierte Alveolarepithelzellen zeigten im vitro-Studien in Anwesenheit von
Arginin-spezifischen  ART-Inhibitoren  (Meta-lodobsgtguanidine  oder
Novobiocin) eine verminderte Freisetzung dieseoKiyte. Die Freisetung der IL
war von der Konzentration der ART-Inhibitoren abiign[Del Vecchio et al.
2008]. Da das Spektrum der Zielproteine der hAR@dm der murinen ART2
sehr @hnelt und die ART2 beim Menschen funktiomelktiv ist, nimmt man an,
dass die hART1 die Rolle der ART2 auf Zellen desndnen Immunsystems

ersetzen konnte [Krebs et al. 2003].

1.3.4 Nachweis der ADP-Ribosylierung

Zur Untersuchung der mARTs haben sich in unserestitih zwei Verfahren
etabliert. Dazu gehéren Assays mit dem monoklonAletikorper (1G4) und der
Nachweis ADP-ribosylierter Proteine mittels raditaknarkiertem NAD.
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Abb.1.4: Schematische Darstellung von etheno-NAD ainNachweis der etheno-ADP-
Ribosylierung mit dem 1G4 Antikérper [Krebs et al. 2003]. A) Die Etheno-Gruppe,
die etheno-NAD von NAD unterscheidet ist mit eindreis markiert. B) Die GPI-
verankerte membranstandige mART ist als ,Pacmanjeddellt. ARTs kdnnen anstelle
von NAD auch etheno-NAD als Substrat verwenden smdielproteine etheno-ADP-
ribosylieren. Nach der Inkubation von ART-expringieden Zellen mit etheno-NAD,
katalysieren mARTs den Transfer der etheno-ADP-8bGBruppe von etheno-NAD auf
Arginingruppen des Zielproteins unter Freisetzug Wikotinamid.Die etheno-ADP-
Ribosylierten Zellen werden mit einem monoklonakemtikorper (1G4), der spezifisch
an die etheno-Adenosingruppe bindet, inkubiert. D@4 Antikérper kann anschlieend
mit einem Fluoreszenz- oder Peroxidase-markierteku@ar-Antikdrper detektiert
werden. ADP-ribosylierte Zielproteine kdnnen so \Western Blot und auf lebenden
Zellen in der Durchflusszytometrie dargestellt vesrd
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1G4 ist ein monoklonaler Antikorper, der spezifiseh die etheno-Adenosin-
Gruppe, z.B. des NAD-Analogons etheno-NAD, bindetARTs und PARPs
konnen anstelle von NAD auch etheno-NAD als Substemwenden und so
Zielproteine etheno-ADP-ribosylieren. Die  ethenofABRibosylierten-

Zelloberflachenproteine kdnnen mit dem 1G4-Antilgrpnd mit Fluoreszenz-
oder Peroxidase-markierten Sekundar-Antikorpereldietrt werden (Abb. 1.4).
Das Verfahren lasst sich im Western Blot, der Dilusiszytometrie und der
Immunofluoreszenz-Mikroskopie anwenden [Krebs et2@D3]. Der 1G4 Assay
und analog radioaktiv markiertes NAD werden verwandm ADP-ribosylierte

Proteine nachzuweisen. Das experimentelle Vorgeked im Methodentell

dieser Dissertation beschrieben (siehe Abbschsijt 3

1.4 TNF und hART1

Die posttranslationale Modifikation von humanem TN noch weitgehend
ungeklart. In vorangegangenen Studien konnte hgsta&erden, dass humaner
TNF durch hART 1in vitro ADP-ribosyliert wird, wohingegen muriner TNF
nicht modifiziert wird [Laing S. 2005]. Da die hART somit Argininspezifisch
und humanspezifisch ADP-ribosyliert ergab sichghendlegende These, dass es
sich bei den potentiellen Akzeptor-Argininen umhtikonservierte Aminosauren
handeln kénnte. Sequenzvergleiche von murinem undahem TNF zeigten,
dass in humanem TNF 6 nicht konservierte Arginineder extrazellularen,
sezernierten Region vorkommen, die potentielle ARBesylierungsstellen
darstellen und sich auf der Molekuloberflache vonNFT befinden.
Interessanterweise scheint mindestens einer déeggninreste an der Bindung
von TNF an seine Rezeptoren (TNFR 1, TNFR 2) hgterlu sein [Reed et al.
1997]. Ein weiteres nicht konserviertes Argininibdét sich in der Stielregion
des humanen TNKEAbb. 1.5).

Abweichend von dieser These wurde massenspektrigotetrund in
Mutationsanalysen gezeigt, dass R82, ein nichtdwmrertes Arginin, und R108,
ein konserviertes Arginin, des loslichen TNF ADBdésyliert werden. Es gab
jedoch Hinweise auf mindestens eine weitere ADReRyberungsstelle [Laing S.
2010], die moglicherweise nicht in der abgespahe®equenz von TNF liegt. Die
Dissertationsarbeit von S. Laing zeigte weiterldass die ADP-Ribosylierung
durch hART 1 sowohl in l6slicher als auch membrandiger Form der
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Interaktionspartner erfolgen kann. Diesbezlglidhnsch nicht geklart, welchen
Einfluss die topologische Konstellation der hARTidwon TNF auf das Ausmalf}
der ADP-Ribosylierung von TNF nimmt und ob je nad¢tonstellation

unterschiedliche Aminoséuresequenzabschnitte AD&syliert werden, als auch,
ob der Grad der ADP-Ribosylierung von TNF entspeac Integrin a7 von der

NAD Konzentration abhangig ist (siehe Abschnitt3)3

60
hTNE  MSTESM [RDVEL AEEAL PKKTGGP FLSLESFLI VAGATTLECLLHEGVI GPQR 60
MTNF  MBTESM [RDVEL AEEAL PQKMGGF CLSLFSFLLVAGATTLFCLLNFGVI GPQR 60

78 82 107108

hTNF  EE- FEIQ SLI SPLAO - AXISSSITPSDKPVAH\/VANPQAEGQ_Q/\L NALLANGV 117

mMTNF  DEKFPNGL PLI SSMAQTL T1LRSSSONSSDKPVAHVVANHQVEEQL EWL SQRANALLANGM 120

120 158
hTNF ELIDNQ_WPSEGLYLI YSQVLFKGQGCPSTHVLLTHTI SBI AVSYQTKVNLLSAI KSPC 177
MTNF  DLKDNQLVVPADGLYLVYSQVLFKGQGCP- DYVLLTHTVSRFAI SYQEKVNLLSAVKSPC 179

179 207 214
hTNE  JBETPEGAEAKPWYEPI YLGGVFQLEKGDL SAEI NBPDYLDFAESGQVYFG | AL 233
MTNF  PKDTPEGAELKPWYEPI YLGGVFQLEKGDQL SAEVNLPKYL DFAESGQVYFGVI AL 235

Abb.1.5: Vorkommen von Arginin-Resten in humanem ud murinem TNF
Sequenzvergleich von humanem und murinem TNF wurdénCustal W 1.83 (EBI
Online) erstellt. Die Sequenzen stammen aus dePrdtiDatenbank. Die nur in
humanem TNF vorkommenden Arginin-Reste sind blaurvdrgehoben. Die
konservierten Aminosauren sind rot hervorgehobee. ttansmembrandre Doméne ist
grau unterlegt und die Stielregion ist schwarz rattiehen. Die entsprechenden
Aminosaurenummern werden fir die Humansequenz (W' DREn angegeben.

1.4.1 Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel meiner Dissertationsarbeit war die Chamagierung der ADP-
Ribosylierung von humanem TNF durch die hART1. WWgehende Arbeiten
zeigten, dass humaner TNF durch die hARA Vitro ADP-ribosyliert wird. Im
Rahmen dieser Arbeit sollten die durch hART1 madfiten Agininreste in TNF
sowohl in der Ektodomé&ne als auch im Stielbereicitteta zielgerichteter
Mutagenese und ADP-Ribosylierungs-Assays mit etiéAD und radioaktiv
markiertem NAD identifiziert werden. SchlieRlich sollte der Eumgk der Einzel-
Base-Mutation als auch der ADP-Ribosylierung aufe dFunktion und
Bindungsfahigkeit des Zytokins untersucht werden.

Weiterfuhrend kdnnten Funktionsassays imdivo Studien durchgefiihrt werden,
um die Relevanz der ADP-Ribosylierung von TNF atsmunregulatorischen

Mechanismus abschatzen zu kénnen.
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2. Materialien

2.1 Laborgerate
Autoklav Modell 2540 EK

Varioklav
Bakterienbrutschrank B6060
COy-Inkubator MCO-20AIC
Digitalkamera DP500
Erlenmeyerkolben
FACS-Calibur
Feinwaage Typ 1412
Filmentwicklungsmaschine
Fuji FPM 100A

Folienschweil3gerat

Geldokumentationsanlage

Edas 290 & Kamera DC290
Gelelektrophorese-DNA/ RNA
Modell 40-0708
Gelelektrophorese—Protein Novex
Xcell SureLock MiniCell
Kontaminationsmonitor
Contamat FHT 111 M

Kuhltruhe (-80°C) HFC 586 Basic
Magnetbank

Magnetriihrer RCT S 26
Mikroskop

Mikrowelle, M 637 EC

Neubauer Zahlkammer
Photometer Ultraspec 2000
PCR-Maschinen

TGradient Whatman

Thermocycler T3

Tuttnauer
H+P Labortechnik GmbH
Heraeus, Hanau
Sanyo, Bad Nenndorf
Olympus, Hamburg
Schott, Simax
Becton Dickinson, Heidelberg
Sartorius
Fuji Photo Film GmbH, Dusseldorf

Vacufix electronic

Petra electric, Burgau

Kodak

peglLab Biotechnologie, Erlangen

Invitrogen, Karlsruhe

Eberline, Erlangen
Heraeus, Hanau
Omnilab, Bremen

Zeiss

Miele, Gutersloh
Labor Optik

Pharmacia Biotech, Wiestefreich)

Biometra, Gottingen

Whatman Biometra, Géttingen
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Schuttelinkubator
ECOTRON/ UNITRON
Spannungsquellen

High Voltage Power Pack P30
Power Pac 200

Stratacooler

Thermomixer kompakt

Vortex
Wasserbad Typ 1007
Werkbank
Zentrifugen

Rotanta 460 R

Ultrazentrifuge RC 26 PLUS
Kihlzentrifuge 5417R
Tischzentrifuge Biofuge pico

5414D, 5417R

2.2 Verbrauchsmaterialien

Biomax MR/MS Rontgenfilm
Blot-Filter GB 003
Blot-Schwamme
Deckglaser 0,17 mm 9x9 mm
Combitips

1,5 ml Tubes (Safe lock)
FACS-Rohrchen 5ml
Falcons

Gene Pulser Cuvette 4mm
Handschuhe Safeskin
Hyperfilm ECL

Kulturflaschen (adhéarent T25, T75)
Mikrotiterplatten 96 well

Nitrozellulose-HybondC 0,4fm

Infors

Whatman Biometra, Ggdtn
BioRad, Miunchen
Stratagene
Eppendorf, Hamburg

Neolab
GFL
Intermed MDH

Hettich, Tuttlingen

Sorvall

Eppendorf
Heraeus, Hanau

Eppendorf, Hamburg

Kodak Company
Schleicher und Schuell, Dassel
Invitrogen
Science Services, Miimche
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Falcon/BD Biosciences
Becton Dickinson, Heidelberg
Biorad, Minchen
Kimberly-Clark, Koblenz
Amersham-Pharmacia Biotech,
Freiburg
Nunc, Roskibanemark
Greiner, Solingen
Amersham-Pharmacia Biotech,

Freiburg
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NUuPAGE precast Gele (10%, 12%)

Petrischalen 10cm
Pipettenspitzen

Polyvinyldendifluorid-ImmobilonP

Papillarpipettenspitzen

Stericup

Strataclean Resin Matrix

Invitrogen

Greiner

Sarstedt, Numbrecht

Boehringer Ingelim, Ingelheim

Millipore, Billerica, MA, USA
Stratagene, Amsterdamd@tiande)

2.3 Zelllinien
Tabelle 2.1: Untransfizierte Zelllinie
Name Gewebe Organismus Quelle
HEK 293T Embryonales | H. sapiens Im Labor etabliert

Nierengewebe

2.4 Bakterienstamme

XL 10-Gold ultrakompetent Eoli

2.5 Antikorper

Stratagene, Amsterdam, Niederlande

Tabelle 2.2: Konjugierte und unkonjugierte Primarantikbrper

Primarantikorper Spezifitat Konjugat |Hersteller Lab orbe-
zeichnung

Maus Hybridoma IFl, Hamburg| 1G4

a-etheno-Adenosin

Maus gAlexa IFl, Hamburg| #93, 1G4

a-etheno-Adenosin

Mausa-Flag monoklonal Sigma #6, M2

Mausa-Flag monoklonal | HRPO Sigma #14

Rattea-HA monoklonal Roche #7

(H&magglutinin)

Mausa-HA monoklonal | FITC Abcam #141

Rattea-Human ART1 | Hybridoma IFI, Hamburg| #R19A3

Kaninchen IFl, Hamburg | #K315 FB

o-Human ART1

Kaninchen IFI, Hamburg | #K315

o-Human ART1 PIS

Kaninchen IFl, Hamburg | #K2G

a-Human ENPP2

Kaninchen IFI, Hamburg | #K2G PIS

a-Human ENPP2

Rattea-Human P2X7 | Hybridoma IFI, Hamburg| L4

Mausa-Human-P2X7 gAlexa IFI, Hamburg| #139, L4
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Mausoa-Human TNF Biotini- eBioscience #HA44
liert
Mausa-Human TNF | monoklonal eBioscience #169
Mausa-Human TNF | monoklonal abcam #189
Ziegea-Human TNF R&D Systems| #192
Humana-Human TNF Centocor Inc. | #206,
Essex Pharma Infliximab
Tabelle 2.3: Konjugierte Sekundarantikorper
Sekundarantikdrper | Spezifitat Konjugat | Hersteller Laborbe-
zeichnung
Esela-Human FITC Dianova H#71
Esela-Human PE Dianova #62
Esela-Kaninchen PE Dianova #70
Esela-Maus PE Dianova #59
Ziegeo-Maus HRPO eBioscience #20
Esela-Ratte PE Dianova #39
o-Streptavidin gAlexa Mol.Probes #60
Esela-Ziege PE Dianova #85
Kaninchena-Ziege polyklonal HRPO abcam #18
2.6 Chemikalien
ADP-Ribose (200mM) Sigma-Aldrich

AEBSF (Stammldsung 100mM)

4-(2-Aminoethyl)-
benzensulfonylfluorid
Agarose

Aqua ad iniectabilia

3-Mercaptoethanol

MP Biomedicals

Invitrogen/ SIGMA, Deisenhofen

Braun, Melsungen

Bio-Adembeads Protein G 0433

Bovines Serumalbumin (BSA)
Carbenicillin (SL.: 200mg/ml)

dNTPs

DNA Ladepuffer
Dithiothreitol (DTT)
ECL Western Blotting
Detection Reagent

Invitrogen

Serva, Munchen

Stratagene, Amsterdam (Nieoéeln
Ademtech
New England Biolabs, Schwalbach

MBI Fermentas, ST. Leon-Rot

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Ethanol, reinst, getrocknet

Ethanol, vergallt

Merck

Walter CMP GmbH
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Ethidiumbromid Molecular Probes, Leiden

Etheno-NAD (10mM) SIGMA, Deisenhofen
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Sigma-Aldrich, Miwea

Gene Ruler 1kB DNA Ladder MBI Fermentas, St. Le@mi-R
Loading dye solution 6X Invitrogen, Karlsruhe

Lysepuffer PBS/ 1% TritonX 100 / 1% AEBSF
Methanol Walter CMP GmbH

Multi Color Marker Invitrogen

Natriumacetat (3M)

Natriumchlorid Braun

NAD Sigma-Aldrich

32 P-.NAD 10 mCi/mL Amersham-PhaciaaBiotech, Freiburg
Propidium lodid (1mg/ml) Pharmingen, Hamburg

20x TAE-Puffer Gibco BRL, Eggenstein

Triton X 100 Sigma

Trypsin Gibco BRL, Eggenstein

Tween 20 ICI Americas

2.7 Enzyme

Restriktionsendonukleasen

Dpn 1 (20,000 U/ml) New England Biolabs, Frankfurt
Notl (20.000 U/ml) New England Biolabs, Frankfurt
Xmal (20.000 U/ml) New England Biolabs, Frankfurt

DNA-Polymerasen
AmpliTaqg GOLD DNA-Polymerase Applied Biosystems
PFU-Turbo DNA-Polymerase Stratagene, Amsterdamd@tlande)

Andere Enzyme

T4 DNA-Ligase Invitrogen, Karlsruhe

TAPI-2 Calbiochem

Alkalische Phosphatase (1000 U) Roche Diagnostics, Mannheim
PI-PLC Molecular Probes (100 U/mL)
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2.8 Primer

Primer fur die Mutagenese-PCR wurden mit den Pragran von DNA-Star,
Madison (USA) entworfen.

Tabelle 2.4: Auflistung der verwendeten Mutagenesepner. Der
Anfangsbuchstabe reprasentiert die Spezies (h =sthgnEr ist gefolgt von der
Arginin zu Lysin Mutationstelle und der Orientiegudes Primers (F = Vorwarts,
R = Ruckwarts). Synthetisierung erfolgte durchklirema MWG, Ebersberg.

Name Primersequenz

hTNF_R60K_F ATCGGCCCCCAGAaGGAAGAGTTCCCCAGG
hTNF_R60K_R CCTGGGGAACTCTTCCITCTGGGGGCCGAT
hTNF_R65K_F GAAGAGTTCCCCAaGGACCTCTCTCTAATC
hTNF_R65K_R GATTAGAGAGAGGTCCITGGGGAACTCTTC
hTNF_R82K_F GCAGTCAGATCATCTTCT aaAACCCCGAGTGACAAGC
hTNF_R82K_R GCTTGTCACTCGGGG TTHHAGAAGATGATCTGA CTGC
hTNF_R107K_F CTCCAGTGGCTGAACaagCGGGCCAATGCCC
hTNF_R107K_R GGGCATTGGCCCGCttGTTCAGCCACTGGAG
hTNF_R120K_F CAATGGCGTGGAGCTGAaAGATAACCAGCTGG
hTNF_R120K_R CCAGCTGGTTATC TtTCAG CTCCACGCCATTG
hTNF_R179K_F GAGCCCCTGCCAGAaGGAGACCCCAGAGGG
hTNF_R179K_R CCCTCTGGGGTCTCCITCTGGCAGGGGCTC
hTNF_R207K_F G CTGGAGAAGGGTGACaaACTCAGCGCTGAGATC
hTNF_R207K_R GATCTCAGCGCTGAGTtt GTCACCCTTCTCCAGC
hTNF_R214K_F CAGCGCTGAGATCAATaaGCCCGACTATCTCGAC
hTNF_R214K_R GTCGAGATAGTCGGGCItATTGATCTCAGCGCTG

Primer fur die Sequenzierungen der hergestellteR-WMdtanten (MWG,
Ebersberg):

CMV-F: 5-GGCGTGTACGGTGGGAGG-3

K3: 5-TTGTAACCATTATAAGCTGC-3’

2.9 Plasmide

pCMV_SPORT 6_TNF UKE, Institut fur Immunologie
pMEneo_hART1 (Flag-Tag) UKE, Institut fur Immunoleg#102 MN
pCMV_SPORT_P2X7 UKE, Institut fur Immunologie, #28&
peGFP_HA hLKLF UKE, Institut fir Immunologie, #312
pME_HA_ CD38 hENPP2 UKE, Institut fur Immunologi,28 FS
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2.10 Puffer und Lésungen

2.10.1 Zellkulturmedien und L6ésungen

DMEM Komplettmedium
Dulbecco’s modified Eagle mediuminvitrogen/ Gibco BRL

(DMEM)

10% Fotales Kalberserum Biochrom KG, Berlin

1mM Natriumpyruvat Invitrogen/ Gibco BRL

2mM L-Glutamin Invitrogen/ Gibco BRL

10 mM HEPES-Puffer Invitrogen/ Gibco BRL

1x nicht-essentielle Aminosauren Invitrogen/ Gibco BRL

1 x Dulbecco’s PBS Invitrogen/ Gibco BRL
2,67 mM KClI, 1,47 mM KH2PO4, 137,93
mM NacCl, 8,06 mM Na2PO4, pH 7,4

jetPEI Transfektionreagenz Polyplus, New York

32 p-.NAD-Ribosylierungspuffer 1mM ADP-Ribose, M NAD, 5uCi **P-
NAD/ Probe, 2mM EDTA in RPMI

Medium
RPMI 1640 Komplettmedium
RPMI 1640 Medium Invitrogen/ Gibco BRL
10% Fotales Kélberserum Biochrom KG, Berlin
1mM Natriumpyruvat Invitrogen/ Gibco BRL
2mM L-Glutamin Invitrogen/ Gibco BRL
Waschpuffer 500uM ADP-Ribose in PBS
(nach®**P-NAD-Ribosylierung)
Zelllysepuffer 1 % TritonX100, 1mM AEBSF, 1mM

ADP-Ribose, 1ImM NAD// 100M NAD,

32 _ _ . .
(nach’*P-NAD-Ribosylierung) >mM EDTA in PBS

2.10.2 Bakterienkulturmedien

LB-Agar BD Biosciences

Carbenicillin 10Qug/ml Serva, Heidelberg

Kanamycin 10Qug/ml Roche, Basel, Schweiz

LB-Medium Invitrogen/ Gibco BRL, Karlsruhe
Formulierung nach Miller 1% Trypton, 1% NaCl, 0,5% Hefeextrakt
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SOC-Medium Invitrogen/ Gibco BRL, Karlsruhe

2 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 8,6 mM
NaCl, 2,5 mM KCI, 20 mM MgS0O4, 20 mM
Glukose

2.10.3 SDS-PAGE und Western Blot

Antikorperpuffer 5% Milchpulver in Aqua iniectakali

Blotpuffer 10 % Methanol, 0,1 % Antioxidans, 1 x
Transferpuffer Tween 20

Blockpuffer 5% Milchpulver (Carl Roth, Karlsruhe) in
1x TBS

NuPAGE Antioxidant Invitrogen

NuPAGE LDS sample buffer Invitrogen

NuPAGE sample reducing agent Invitrogen

NuPAGE SDS PAGE MES running Invitrogen,

buffer 50 mM 2-(N-morpholino)-

ethansulfonsaure (MES), 50 mM TRIS-
Base, 3,5 mM SDS, 1 mM EDTA, pH 7,7

NuPAGE SDS PAGE MOPS Invitrogen,

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

running buffer

NuPAGE SDS PAGE Invitrogen,

transfer buffer 0,5 M Bicin, 0,5 M BIS-TRIS, 20,5 mM
EDTA,1 mM Chlorobutanol

Silberfarbungslésung 9ml a.i — 0,5ml 40% Natriumcitrat —
0,4ml 20% Fe2S04 - 0,1ml 20% AgNO3

Strippinglésung 10% ReBlot plus strong Solution
(Chemicon international) in 5%
Milchpulverlésung

Transferpuffer 1x 3.027g TrisBase - 14,49 Glycin — pH 8,3 -
20% Methanol

1x Transferpuffer 849ml a.i.,—1ml NuPage Antioxidant,
250ml Tween 20

1x TBS: 8g NaCl - 0,2g KCI — 3g TrisBase —
pH 7,4
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Waschpuffer 0,05% Tween 20 in 1x TBS

2.11 Reagenzsysteme (Kits)

BCA-Protein BCA Protein Assay Reagent
quantifizierung

Gelextraktion QIAquick Gel Extraction Kit
Plasmid-Praparation QIAprep Spin Miniprep Kit

Endofree Plasmid Maxi Kit
Sequenzierreaktionen  BigDye Terminator Cycle
Sequencing Kit

Pierce
Biotechnology

Qiagen
Qiagen
Qiagen
Applied Biosystems
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3. Methoden

3.1 Methoden der Zellbiologie

3.1.1 Kultivierung von HEK293-Zellen

Die in dieser Arbeit verwendeten adharent wachsehtleK293-Zellen wurden in
T25 und T75 Zellkulturflaschen, sowie in 10 cm Betralen fir adharente Zellen
mit DMEM (,Dulbecco’s modified Eagle medium*)-Komgttmedium bei 37 °C

unter wasserdampfgesattigter, 5 %iger 2Gﬂct)nosphélre kultiviert. Die

Subkultivierung erfolgte im Verhaltnis 1:5 bis 1:0 Abstand von zwei bis drei
Tagen. Dazu wurden die Zellen mit 4 °C kaltem ,Rinzge buffered saline”
(PBS) -/- gewaschen und mit 1 ml in PBS gel6stegpdin geerntet, bei 4°C und
1300-1600 RPM 5 min pelletiert, mit DMEM-Komplettdiem resuspendiert und
in der gewinschten Verdinnung in einem Volumen \@nl oder 10ml
ausplattiert, bzw. fir Experimente eingesetzt. Radldichte wurde mittels der
Neubauer-Zéahlkammer bestimmt. Alle Zellkulturarbeitwurden unter einer
Sterilbank durchgefihrt.

3.1.2 Transiente Transfektion von HEK293-Zellen

Die HEK293-Zellen wurden in Zellkulturflaschen aasgt und bei 50%iger
Konfluenz wurde die transiente Transfektion mitteldes jetPEMM-
Transfektionssystems (Polyplus) nach Herstellegkat durchgefihrt.Fur die
Transfektion einer T25-Flasche mit ca. 2X18EK293-Zellen wurden 5ug
Plasmid-DNA und 10ul JetPEI-Reagenz eingesetzt. Dabei wurden nach dem
JetPEI-Protokoll zun&chst die DNA und die JetPEhkdtmz separat in jewelils
250ul 150mM Kochsalz (NaCl)-Losung durch wiederholtesriéxen aufgelost.
AnschlieRend wurde die JetPEI-L6ésung zu der DNAwings zugegeben und
erneut gevortext. Wahrend der 30 minutigen Inkuamatvurde das Medium der
Zellkulturflaschen gewechselt und anschlieRendJé#®EI-DNA-L6sung zu den
Zellen zugegeberfir die Kotransfektion einer 10cm Petrischale cait 6x16
HEK293-Zellen wurden entsprechend 6ug Plasmid-DNAnee TNF-

Expressionsplasmidand 2ug hARTIExpressionsplasmigingesetzt. Die Zellen
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wurden 24 Stunden nach Transfektion geerntet und dié Experimente

weiterverarbeitet.
3.2 Proteinbiochemische und Immunologische Methoden

3.2.1 “Fluorescence Activated Cell Sorting" (FACS)}Analysen

Die so genannte Durchflusszytometrie ermdglicht Gilbarakterisierung von
mikroskopisch kleinen Partikeln, wie Zellen, nadirer GroR3e, Struktur und
Oberflacheneigenschaften. Die zu untersuchendemerZelerden Uber eine
Tragerfllissigkeit durch eine sehr diinne Kapillanz&n hintereinander an einem
Laserstrahl vorbeigefiihrt. Der Laserstrahl wirdathudie Eigenschaften der Zelle
abgelenkt, wodurch sich mehrere Parameter messsenlaDie Messung der
Vorwartsstreuung wird als ,forward scatter” (FS@gbichnet und gibt Auskunft
Uber die PartikelgroRe. Der sogenannte ,side std®8&C) erlaubt eine Aussage
Uber die Granularitdt einer Zelle. Durch die Markigg mit Flourochrom-
markierten Antikoérpern ist es moglich ein speztiiss Oberflachenmolekilen zu
detektieren. Die Fluorochrome werden durch das miomone Laserlicht angeregt
und emittieren es in einem definierten Wellenlanggaich. Diese Emission ist
spezifisch fir einzelne Fluorochrome und kann dureerschiedene
Photodetektoren gemessen werden. Die Intensitatddwktierten Fluoreszenz
entspricht der Expressionsstarke des durch einamoréd¢hrom-gekoppelten
Antikorper angefarbten Molekulls auf der Zelle bZstarke der Anfarbung mit
fluoreszierenden Molekllen. Das Verfahren wurddi@ser Arbeit verwendet, um
die Expression bestimmter Zelloberflachenproteiaehntransienter Transfektion
von HEK293-Zellen zu untersuchen. Die Untersuchangienten zur Kontrolle
der Transfektion, der Spezifitat der verwendetenik®nper und zum Nachweis
der etheno-ADP-Ribosylierung (siehe Abschnitt 3.40ie Anfarbungen wurden
in FACS-Rohrchen mit ca. 1x10Zellen pro Ansatz durchgefithrt. Alle
Inkubations- und Waschschritte wurden mit PBS et 4°C durchgefihrt. Nach
5-mindtiger Zentrifugation bei 1600 RPM wurde ddrelstand verworfen und die
Zellen mit dem Primér- und dem Sekundar-Antikorfigrjeweils 30 Minuten in
100 ul PBS -/- bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Die Antikigr wurden nach
Angaben des Herstellers oder in einer Konzentratam 1pg/pl eingesetzt. Nach

jeder Inkubation erfolgte ein Waschschritt. Nach defarbung wurden die
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Zellen erneut gewaschen und im FACSCalibur mitfeHder entsprechenden
Software (Cellquest, Becton Dickinson, Heidelbeggmessen und die Daten
ausgewertet. Abhangig vom Versuchsaufbau wurderNatgativkontrollen zum
einenuntransfizierte Zellen mit Primar- und Sekundatdrpern inkubiert, als auch
Proben nur mit einem Sekundarantikoérper inkubmsotyie Proben mit einem gegen
ein anderes Epitop gerichteten Primarantikbrperubiat. Tote Zellen wurden

anhand deSBcatterEigenschaften von der Analyse ausgeschlossen.

3.2.2 Immunpréazipitation

In dieser Arbeit wurden zur Immunpréazipitation Riot G gekoppelte
Magnetbeads verwendet. Protein G besitzt eine Adl@tat zur Fc-Region der
Antikorper; nach Bindung der Protein G Magnetbeaas den gewiinschten
Antikorper, kann dieser Komplex ein spezifischesotéin aus einem
Gesamtzelllysat isolieren. 5ul Magnetbeads pro &nsairden dreimal in der
Magnetbank gewaschen. Alle Inkubations- und Waguiise wurden mit 90ul
PBS/ 0.05% Tween 20 durchgefuhrt. Nach dem Waseheden die Protein G
Magnetbeads mit jeweils 1ug Antikérper 1 StundeRaimtemperatur (RT) auf
dem Roller inkubiert. Verwendet wurden der Humah-ahF-Antikorper
(#206), der Ratte-rhP2X7-Antikbrper (#L4), der Rate-Hamagglutinin-
Antikorper (#7), der Kaninchemm-hENPP2-Antikorper (#K2G) und der Maas
etheno-Adenosin-Antikérper (#1G4) (s. Tab.2.2). WNaeinem erneuten
Waschschritt wurden 35-80 pl die Ganzzellysateti@dersfizierten Zellen mit den
Antikorper-gebundenen Protein G Magnetbeads 2 $turmki Raumtemperatur
auf dem Roller inkubiert. Danach folgte ein erneMt&aschgang und die Protein-
G-gekoppelten Magnetbeads wurden mit 1x Sample eBufh der SDS-
Gelelektrophorese eingesetzt. Als Negativkontrollwarden, abhangig vom
Versuch, Protein G Magnetbeads ohne Antikorperlysaten inkubiert, als auch
untransfizierte HEK293-Zellen mit Antikérper-gebemen Protein G
Magnetbeads inkubiert, um unspezifische Bindungeszaschliessen und ein

Hintergrundbandenmuster differenzieren zu kénnen.

3.2.3 Herstellung von Zelllysaten

Zur Herstellung der Zelllysate wurden einen Tag autransient transfizierte
HEK293-Zellen verwendet. Die Zellen einer T25-Flesenit 0,5-2 x 10 Zellen
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wurden gewaschen und abtrypsiniert. Es folgte disti@fugation fur 5 Minuten
bei 4°C und 1600 RPM. Die Zellzahl wurde mit Hitfer Neubauer-Zahlkammer
bestimmt und jeweils 1xf@ellen je Zellkultur zur Expressionskontrolle ral
FACS entnommen. Die restlichen Zellen wurden zgmgiert und mit 50-100 pl
Lysepuffer fur 30 Minuten bei 4°C inkubiert. Ansigfdend wurden die Lysate 5
Minuten bei 3000 RPM zentrifugiert und der Ubersdtaim ein frisches
Eppendorfgefald tberfuhrt. Eine zweite Zentrifugatierfolgte 1 Minute bei
13000 RPM, um die lysierten Proteine komplett veaerguellen Zelltrimmern zu
befreien. Die Lysate wurden bei -20°C tiefgefrooeler direkt weiter verwendet.
Fir die ADP-Ribosylierungs-Assays (siehe Abschgitt) wurden ca. 1 x £0
transient transfizierte HEK293-Zellen vor der Zed# mit **P-NAD bzw. mit
etheno-NAD inkubiert.

3.2.4 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAE)

Fur die SDS-PAGE Analyse wurde das ,NUPAGE Eledtmpsis System”
verwendet. Die Versuche wurden in der Regel untahtnreduzierten
Bedingungen durchgefuhrt. Die Proteine werden dudie Seife SDS
(Sodiumdodecylsulfat) denaturiert und bilden negaeladene Komplexe, die
sich beim Anlegen einer Spannung im elektrischdd Eem Plus-Pol bewegen.
Die Wanderungsgeschwindigkeit eines Proteins ist #dem Molekulargewicht
des Proteins und der durch das Gewicht erzeugtdyuiRe abhéngig, so dass sie
der Gro3e nach aufgetrennt werden kdnnen. Die iRpptden wurden in einfach
konzentriertem SDS-Ladepuffer fur 10 Minuten befGrhitzt und je 2Ql in
die Geltaschen aufgetragen. Als Groienmarker dibhitimark (Invitrogen).
Die elektrophoretische Auftrennung der Proteirfelgte in einem 12%igen Bis-
Tris Polyacrylamid-Gel (Invitrogen) mit 10 oder IZeltaschen in MES bzw.
MOPS Laufpuffer ca. 30 Minuten bei 200 V.

3.2.5 Western Blot-Analysen

Mit Hilfe des ,.X Cell Il Blotting” Systems ist es adglich die im Polyacrylamidgel
aufgetrennten Proteine auf eine Proteinbindende Bd@mzu transferieren, um
sie z.B. einer Immunodetektion zu zufuhren. Zun&chsurde die

Polyvinylidendifluorid (PVDF)-Membran fur 15 Sekuenl in Methanol aktiviert
und anschlieBend zusammen mit der Nitrocellulos€){Membran und den
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bendtigten Filtern und Schwammen fir etwa 10 Minuten Transferpuffer
getrankt. Das Polyacrylamidgel wurde zwischen dizMembran und die PVDF-
Membran gelegt und fir 90 Minuten bei 30 V auf d®/DF-Membran
transferiert. Fur die Ubertragung der Proteine digf Nitrocellulosemembran

reichte das Auflegen der Membran auf das Gel aus.

3.2.6 Silberfarbung

Mit Hilfe der Silberfarbung war es moglich die adér Nitrozellulosemembran
gebundenen Proteine anzuschwérzen und so die ribhek@dlungsmengen der
einzelnen Taschen miteinander zu vergleichen.fiitievurde die NC-Membran
mit 10 ml der frisch hergestellten Silberldsung gB@adteile siehe Abschnitt
2.10.3) fur 1-2 Minuten unter standiger Bewegunged@rbt, mit destilliertem

H,O gewaschen und bei Raumtemperatur getrocknet.

3.2.7 Immunodetektion

Die PVDF-Membran mit den transferierten Proteinearde nach erfolgtem
Western Blot zunédchst 30 Minuten in einem Blockpuf(Bestandteile siehe
Abschnitt 2.10.3) bei RT rotierend inkubiert. Anbebtsend erfolgte die
Inkubation mit den unkonjugierten Primarantikbrp@mneiner Verdinnung von
1:1000 rotierend fur eine Stunde bei Raumtemperader tber Nacht bei 4 °C.
Nach dreimaligem Waschen mit Waschpuffer (0,05% &wg0 in 1x TBS) flr

funf Minuten erfolgte die Inkubation der PVDF-Merabr mit dem HRP-

gekoppelten Sekundar-Antikérper in Verdinnung nderstellerangabe rotierend
fur eine Stunde bei Raumtemperatur oder Uber Nheht4 °C. Nach einem
erneuten Waschgang von dreimalig finf Minuten gt®die Chemilumineszenz-
Detektion

3.2.8 Chemilumineszenz-Detektion und Autoradiograpie

Die Chemilumineszenz-Reaktion wurde mit dem "Enlednchemoluminescence
(ECL) Western blotting detection reagent” (Rochejyctgefuhrt. Die ECL-

Losung enthélt Luminol, welches durch Katalyse géorseradish-Peroxidase*
(HRP) in einer Reduktions-Oxidations-Reaktion uritexhtemission umgesetzt
wird. Die Lichtemission wurde an der Stelle des HjgRRoppelten Antikérpers

mittels eines lichtsensitiven Films detektiert. Fdie Entwicklung wurde die
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PVDF-Membran mit einem 1:1 Gemisch der Entwicklestanzen benetzt, mit
Plastikfolie umwickelt in eine Rontgenkassette gbkl und fiir wenige Sekunden
bis mehrere Minuten dem lichtempfindlichen Film errt. Der Film wurde in
der ,Fuji FPM 100 A*“ Entwicklungsmaschine entwitike Bei der
Autoradiographie wurde die PVDF-Membran in eing@asitionskassette geklebt
und ein Kodak Biomax MR Rontgenfilm aufgelegt. Bdm wurde dann fur zwei
bis sieben Tage bei —80°C exponiert und anschigkf3ender ,Fuji FPM

100A" Entwicklungsmaschine entwickelt. Die Stralgudles verwendeteff-

32
Strahlers P fuhrte zu einer Schwarzung des RontgenfilmsearStelle, an der
das radioaktiv markierte Protein auf der PVDF-Meambgeblottet war.

3.3 Methoden der Molekularbiologie

3.3.1 PCR-Primer Design und Zielgerichtete Mutagerse

Mit Hilfe der zielgerichteten Mutagenese war es hatigspezifische Argininreste
im TNF gezielt zu Lysin zu mutieren, um potentiedBP-Ribosylierungsstellen
im TNF auszuschalten. Es wurden fir jede Mutagengsegeils zwei
Mutationsprimer zur Klonierung von TNF designedmadementar zu der Region,
welche die Position des jeweiligen Arginins umfassDas Basentriplett, welches
fur die Arginine (R) kodierte (AGG, AGA, CGA, CG&GC oder CGT) wurde
zu einem fur Lysin (K) kodierenden Triplett umgewah (AAG oder AAA) (s.
Tab.2.4). Mit diesen Primerpaaren und dem pCMV.SPOR NF-Wildtyp-
Vektor als Matrize wurde die Mutagenese der TNFsiRide nach dem Protokoll
des ,QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit* @@®a) durchgefuhrt. Die
PCR wurde im Thermocycler T3 (Whatman, Biometratgefuhrt.

PCR-Mutageneseprogramm:

.95°C, 30 s

.95°C, 30 s

.55°C, 60 s

. 68°C, 7 min

. 18 Zyklen gehe zu 2.
. 68°C, 10 min

. auf 4°C halten

~NOoO b~ WNPE

Anschliel3end wurde das PCR-Produkt Bign | verdaut. Das Enzym schneidet

methylierte DNA, wodurch nur die methylierten Unspgsplasmide entfernt
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werden. Die Mutagenese-Ansatze wurden in XL10-Guittakompetente Zellen
transformiert (s. Abschnitt 3.3.5), ausplattiert BB-Agarplatten und nach Kultur
und Isolierung mittels Sequenzierung auf den Erfdigr Mutagenese hin
Uberprift (s. Abschnitt 3.3.6).

Ausgehend vom pCMV.SPORT.6-TNF-Vektor wurden diezeimutanten der
nicht konservierten Arginine von Iéslichem TNF (R8BR107K, R120K, R179K,
R207K, R214K) hergestellt. Desweiteren wurde dakltyfp-TNF-Insert und die
TNF-Einzelmutanten-Inserts (R82K, R107K, R120K, BA7/R207K, R214K) in
einen Kanamycin-Resistenzgen-tragenden pEGFP-Vektamniert, der innerhalb
der Arbeitsgruppe N-terminal mit einem HPag versehen wurde, und zwei
weitere TNF-Einzelmutanten der Stielregion herdegR60K, R65K).

3.3.2 Agarosegel-Elektrophorese

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten wurde 1%ige Aga; in TRIS-Acetat-
EDTA (TAE)-Puffer gelost, und mit 10ul Ethidiumbrain versetzt. Dieser
Farbstoff erhéht die Fluoreszenzintensitat unter-Widht durch Interkalation in
(Desoxy) Ribonukleinsédurehelices, so dass die DMAtlsar gemacht werden
kann. Die Agaroselosung wurde in eine Gelkammerogggn und nach
Abklhlung in eine mit TAE-Puffer geflllte Laufkammeesetzt. Die Proben
wurden jeweils mit einem Ladepuffer (6 x LoadingedyMBI Fermentas)
gemischt und in die vorgesehenen Geltaschen mpetéils DNA-Marker wurden
3 ul 1 kb DNA Ladder (Gene Ruler) verwendet. Die Agargel-Elektrophorese
fand bei 120 Volt statt. Danach wurden die aufgeiten DNA-Banden unter
UV-Licht betrachtet und mit der Geldokumentatiorlaga fotodokumentiert. Bei
Bedarf wurden die DNA-Banden aus dem 1%igen Agaesemit dem
»QIAquick Gel Extraktion Kit“ (Qiagen) nach Hersletangabe aufgereinigt und

eluiert.

3.3.3 Restriktionsenzymatischer Verdau von DNA-Framenten

Der restriktionsenzymatischen Verdau von PlasmidADMurde angewandt, um
ein Insert aus einem Expressionsvektor herauszaestdm Folgend war die
Klonierung des Wildtyp-TNF-Insert und der TNF-Eitmeatanten-Inserts in den
pPpEGFP.HA-Vektor méglich. Hierfur wurden die RestidkhsendonukleasedMA

I und NOT | verwendet, die nicht in der codierenden SequUé&nZ NF oder des
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HA-Tags schneiden. Ein 30 Ansatz bestand ausp3 10x NEBuffer, 0,5uXMA
l, 1 pl NOT I, 3 ul 10x BSA, HO und 2 pl pEGFP_hLKLF-Vektor. Der

Reaktionsansatz wurde fir zwei Stunden bei 37 °Kubiert. Entsprechend
wurden zur Amplifikation von TNF-Wildtyp und TNF-Bzelmutanten aus dem
pCMV.Sport6-Vektor Primer mit XMA und NOT als Stannkt gewanhlt.
Anschlie3end erfolgte die Gelelektrophorese unddnfgung der DNA-Banden.

3.3.4 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Verknupfung von amplifiziertem Insert und rédionsenzymatisch
verdautem Vektor erfolgte mit der T4 DNA-Ligase. sD&nzym katalysiert
hierbei in einem entsprechendem MischungsverhahmisPlasmid zu Insert eine
Phophodiesterbindung zwischen 5°-Phosphat- und y8rdéxylende zu einem
DNA-Strang. Ein Ligationsansatz wurde fur 16 Stuntei 14 °C inkubiert.

3.3.5 Transformation von Bakterien und Plasmidprapaation

Die Transformationen erfolgten Uber die Hitzescimoethode nach
Herstellerangabe. Hierzu wurde 1pl der Mutagenassifxe in XL 10 Gold
Ultrakompetent Zellen (Stratagene) transformiertansformierte Bakterien
wurden in SOC-Medium fur 1 Stunde bei 37°C und B%M inkubiert und auf
LB-Agarplatten mit dem entsprechenden Antibiotikuamsplattiert und Uber
Nacht bei 37°C inkubiert. Die Isolierung der PladfBNA aus transformierten
E.Coli Bakterien erfolgte je nach erwarteter Ausbeute Iriite des ,QIlAprep

Spin Miniprep Kits* (Qiagen) und ,Endofree Plasmifbaxi Kits“ (Qiagen) nach

Herstellerangabe. Nach erfolgter Isolierung dersiid-DNA wurde die DNA-

Konzentration mittels Photometrie bestimmt.

3.3.6 DNA-Sequenzierung nach Sanger

Die Basenfolge der Einzelmutanten-Konstrukte wurdeit Hilfe der
Sequenzierungsmethode nach Sanger mit Fluorochrarkienten
Didesoxynukleotiden ermittelt. Es wurde das ,BigDyeerminator Cycle
Sequencing Kit* (Applied Biosystems) verwendet. Baquenzieransatz bestand
aus 21 Plasmid-DNA (Ca. 500ng DNA aus Minipraparatiodyl ,Big dye
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terminator”, 2 Primer und 1l dest. Wasser. Die PCR wurde wie folgend

durchgeflhrt.

PCR-Sequenzierungsprogramm:

1. 96°C, 40 sec

2.50°C, 15 sec

3.60°C, 4 min

4. 28 Zyklen gehe zu 1.

5. auf 4°C halten

Nach der Sequenzierreaktion wurde die DNA mit 1@ Ethanol und 3M
Natriumacetat versetzt, 10min auf Eis gehalten 80chin bei 4°C und 13000
RPM zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 70%igem &tbl gewaschen und erneut
fur 10 Minuten bei RT und 13.000 RPM zentrifugiemd getrocknet. Die
Sequenzierung erfolgte Uber ddarvicelabor des Universitatsklinikums Eppendorf,
Hamburg.Die Sequenzalignments wurden mit der DNAstar Saw@ladison,

USA) erstellt.

3.4 ADP-Ribosylierungen

Zur Untersuchung der mono-ADP-RibosyltransferaseARTs) haben sich in
unserem Institut zwei Verfahren etabliert. Dazu dgeh Assays mit dem
monoklonalen Anti-etheno-Adenosin-Antikdrper (1G#)d der Nachweis ADP-
ribosylierter Proteine mittels radioaktiv markieneNADSs.

Wird Radioisotop™P markiertes NAD als Substrat der mART eingesé&tatnen
nach einem Western Blot die markierten Proteinedar anschliessenden
Autoradiographie sichtbar gemacht werden. Die r@ktie markierten Banden
entsprechen den ADP-ribosylierten Proteinen. Hiegegann der monoklonale
Maus-Antikorper 1G4 die etheno-Adenosin-Gruppe MA®-Analogons etheno-
NAD, welches in Form von etheno-ADP-Ribose ART-vitalt auf ein Protein
Ubertragen wird, detektieren. Beide Verfahren warte Rahmen dieser Arbeit
angewandt, um die Aktivitdt der hART 1 nachzuweised die Zielarginine der
hART1 zu identifizieren.
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3.4.1 Nachweis der etheno-ADP-Ribosylierung von eflober-

flachenproteinen im FACS und im Western Rit

1G4 ist ein monoklonaler Antikorper, der spezifiseh die etheno-Adenosin-
Gruppe, z.B. des NAD-Analogons etheno-NAD (eNADndet. Die mARTSs
konnen anstelle von NAD auch etheno-NAD als Substewenden und so
Zielproteine etheno-ADP-ribosylieren. Die an dell@wzerflache lokalisierte ART
reagiert mit dem zugefiihrten etheno-NAD, indemdas Nikotinamid abtrennt
und den etheno-Adenosin-Rest Uber ein Arginin aelpfoteine bindet. Die
etheno-ADP-Ribosylierten-Zelloberflachenproteine nkén mit dem 1G4-
Antikbrper und mit Fluoreszenz- oder Peroxidasekieaien Sekundéar-
Antikorpern detektiert werden. Das Verfahren l&ssh im Western Blot, der
Durchflusszytometrie und der Immunofluoreszenz-Mgkopie anwenden (s.
Abschnitt 1.3.4) [Krebs et al. 2003].

Zunachst wurden ca. 2xX30HEK293-Zellen auf eine 10cm Petrischale fiir
adharente Zellen gesaht. Nach 24 Stunden erfolggeKdtransfektion eines
Expressionsplasmids (TNF-Wildtyp, TNF-EinzelmutantehP2X7, hENPP2
(,Ectonucleotide pyrophosphatase/ phosphodieste2i3g und des hART1-
Expressionsplasmids. Am Folgetag wurden die Zeajjearntet. Die Inkubation
erfolgte je nach Versuchsreihe mit 10 uM bis 50 pNIAD und 1mM ADP-
Ribose, um NAD-Glycohydrolase-Aktivitaten, d.h. Betzung ungebundener
ADP-Ribose, entgegenzuwirken fur 30 Minuten bei G7°und unter
regelmassigem mixen. Um ungebundenes eNAD zu eetiewurden die Zellen
3x mit PBS oder RPMI gewaschen und in 1ml Volumesuspendiert. Je nach
Versuchsaufbau wurden die Zellen zum Nachweis tteene-ADP-ribosylierten
Proteine im FACS oder zur Immunprazipitation undmzuNestern Blot
verwendet. Die Anfarbung zur Durchflusszytometrigfolgte entsprechend
Abschnitt 3.2.1 mit einem gegen die etheno-Grupgrécteten und Floureszenz-
konjugierten Antikdrper in einer Verdinnung vonddlin 100ul PBS -/- und fur
30 Minuten bei 4°C. Ungebundene Antikorper wurdemrcd zweimaliges
Waschen entfernt. Fir den etheno-ADP-Ribosyliernagsweis im Western Blot
wurden die eNAD inkubierten Zellen lysiert und aGanzzelllysate und
Immunpréazipitat mit Protein G gekoppelten Magnetisedtr die SDS-Page
verwendet. Die 20ul Ganzzelllysate und in 20ul Lam$le Buffer

aufgenommenen Prézipitate wurden in einem 12% BsGel mit MOPS-
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Laufpuffer elektrophoretisch aufgetrennt und ansskkend auf eine NC- und
PVDF-Membran geblottet. Nach dem Blocken der PVDé&nidran erfolgte die
Inkubation mit dem unkonjugierten Maus-anti-ethéw®enosin Antikérper und
dem HRP-gekoppelten Sekundar-Antikoérper. Im Faiteerezweiten Anfarbung
erfolgte die Inkubation der PVDF-Membran nach gtet ECL-Detektion mit
800ul ,Re-Blot-plus-strong Solution* 10x und 7,28%6 Milchpulverldsung fir
20 Minuten. Die Farbungen wurden mit dem ECL-Syswetektiert und auf
mehreren Rontgenfilmen unterschiedlich lange ex@bnDie NC-Membranen

wurden fur die Silberfarbung verwendet.

3.4.2 ADP-Ribosylierung von Zelloberflachenproteine mittels

radioaktiv markiertem NAD *
Die mART Kkatalysiert die Bindung défP-ADP-Ribose vori’P-NAD auf einen
Argininrest des Zielproteins unter Abspaltung vorkdtinamid, so dass die
radioaktiv.  markierten  ADP-ribosylierte  Oberflacheoigine in  der
Autoradiographie sichtbar gemacht werden kénnetsachend Abschnitt 3.4.1
wurden ca. 2x10Zellen HEK293-Zellen auf 10cm Petrischalen gesaach 24
Stunden geerntet und Kkotransfiziert. Ein Filnftelr déellen wurde zur
Transfektionskontrolle im FACS verwendet. Der Rast Zellen wurde in 180ul
RPMI aufgenommen und mit 20l d&¥$-NAD-Ribosylierungspuffers fiir 30
Minuten bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Pro Ansatzde eine Aktivitat von 5
UCi *P-NAD berechnet. Danach erfolgten fiinf bis siebeas@ischritte, um
nicht gebundene Radioaktivitdt von den Zellen ztfeemen. Nach Pelletierung
wurde die Lyse det’P-ADP-ribosylierten Zellen in einem Volumen vonlj@Opu!
Lysepuffer fir 30 Minuten bei 4°C durchgefuhrt. 20er Ganzzelllysate wurden
direkt fur die SDS-Page und die restlichen 80ulr Hinmunprazipitationen
verwendet. Fur die SDS-Page wurden 12% Bis-TrieGelrwendet. Die 20l
Ganzzelllysate wurden mit MES-Laufpuffer elektroptsch aufgetrennt und
anschlieBend auf eine NC- und PVDF-Membran geblotizie in 20ul
1xSampleBuffer aufgenommenen Préazipitate wurdent MOPS-Laufpuffer
elektrophoretisch aufgetrennt und ebenfalls aué eNC- und PVDF-Membran
geblottet. Zunachst erfolgte nach dem Blocken di&ulbation mit einem
unkonjugierten Primarantikorpern und HRP-gekoppeltgekundar-Antikorper

und Chemilumineszenz-Detektion AbschlieBend wurden Roéntgenfilme
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unterschiedlich lange mit den PVDF-Membranen bé°&inkubiert. Die NC-
Membran wurde fur die Silberfarbung verwendet.

-42 -



4. Ergebnisse

Der Ergebnisteil ist in drei Abschnitte unterteiltn ersten Abschnitt wird die
Zelloberflachenexpression von TNF und hART1 mitteleerschiedener
Detektionsverfahren verifiziert und die GPI-Verankgg der hART1
nachgewiesen. Im zweiten Abschnitt werden HEK29BeBe transient mit
hART1 und TNF ko-transfiziert. TNF wird als Zietjjein der hART1 mittels
Durchflusszytometrie bestatigt. Im dritten Abschniterden die potentiellen
ADP-Ribosylierungsstellen im TNF n&her untersucBunachst erfolgt die
zielgerichtete Mutagenese der nicht-konserviertergimne (R82K, R107K,
R120K, R179K, R207K, R214K) von l6slichem TNF (sTNfa Lysin. Nach Ko-
Transfektion von TNF-Einzelmutanten und hART1 in KE®3-Zellen wird die
ADP-Ribosylierung von  Wildtyp-TNF-und TNF-Einzelnauten  mittels
radioaktiv markiertem NAD vergleichend untersucht. Des Weiteren erfolgt die
Klonierung der Einzelmutanten in einen HA-getagdisipressionsvektor und die
Zielgerichtete Mutagenese der zwei Arginine derl&gion (R60K, R65K).
Anschlieend wird die ADP-Ribosylierung von WildtyiNF und TNF-
Einzelmutanten mittels radioaktiv. markiertem NADund etheno-ADP-
Ribosylierung vergleichend untersucht.

4.1 Expression von hART1 und TNFauf HEK293-Zellen

In diesem Kapitel werden die Verfahren zur Detektimwn TNF und hART1
optimiert und etabliert. HEK293-Zellen wurden miNF oder hARTL1 transient

transfiziert und die Expression mit verschiedenacsheismethoden untersucht.

4.1.1 Expression und Detektion von TNF auf HEK293-&llen

Der folgende Abschnitt schildert den Nachweis deprEssion von TNF auf
HEK293-Zellen. Die Expression wurde nach transienf@ansfektion von
HEK293-Zellen mit TNF mittels FACS und Western Bletrifiziert

Nachweis der Expression mittels FACS

Die Expression von TNF auf HEK293-Zellen wurde iA@S untersucht. Dazu
wurden HEK293-Zellen transient mit TNF transfiziartd mit Antikrpern gegen
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TNF und Fluorochrom-gekoppelten Zweitantikbrpernkuipiert. Fir den
Nachweis von TNF wurden unterschiedliche monoklenahtikorper (mAb)
(Clone MADb1 (Nr.169); polyklonales Ziege-anti-TNNr(192)) verwendet. Als
Negativkontrolle wurden untransfizierte HEK293-2ellmitgefihrt. In Abb. 4.1
wird gezeigt, dass TNF auf HEK293-Zellen exprimimerirde. Beide Antikdrper
wiesen dabei eine differenzierte hohere mittlengofdszenzintensitat (MFI) auf
als die Negativkontrollen und wurden in der weitefgbeit verwendet.

.
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rel. Zellzahl

TNF

Abb.4.1: FACS-Analyse der Expression von TNF auf HEK293-Zellen nach
transienter Transfektion. HEK293-Zellen wurden entweder untransfiziert (gebglte
Linie) oder nach transienter Transfektion mit TNffaie Flache) mit TNF-spezifischen
Antikérpern und Fluorochrom-gekoppelten Zweitantpern inkubiert. Der Erfolg der
Transfektion bzw. die Spezifitdat der gegen TNF-gaeten Antikdrper wurde mittels
FACS-Analyse eruiertPanel 1: Anti-human-TNF-AntikOrpepus (Nr.169). Panel 2:
Anti-human-TNF-AntikOrpegiege (Nr. 192).

Nachweis der Expression mittels Western Blot

Die Expression von TNF auf HEK293-Zellen wurde #&8rn mittels

Immunodetektion untersucht. HEK293-Zellen wurderansient mit TNF

transfiziert, lysiert und per SDS-PAGE groRenfrakigrt. Nach der Ubertragung
der Proteine auf eine NC- und PVDF-Membran erfoldte Inkubation der
PVDF-Membran mit TNF-spezifischen Antikérpern undRIPrgekoppelten
Zweitantikorpern. Zur Negativkontrolle wurden umséizierte HEK293-Zellen

und hART1-transfizierte Zellen mitgefuhrt. In Abb2.A zeigt die Silberfarbung
den Nachweis einer gleichmafigen Proteinbeladung Speiren. TNF wurde
spezifisch mit beiden Antikdrpern nachgewiesen. begden Antikorper zeigten
ein differentes Bandenmuster (Abb. 4.2.B). Antil@riNr. 192 bindet sowohl
l6sliches TNF (sTNFL7 kDa) als auch transmembranares TMRFNF, 26 kDa).
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Hingegen bindet Antikdrper Nr. 189 nur mTNF. Umwieiteren Versuchen ein
maoglicherweise verandertes Bindungsverhalten derkémper an modifizierte
Formen von TNF darstellen zu konnen und sowohl sTNIS auch mTNF
detektieren zu kénnen, wurde fir die folgenden ®tudintikdrper Nr.192 in

Western Blot-Analysen weiter verwendet.
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Abb.4.2: SDS-PAGE und Immunoblot-Analyse mit TNF-sezifischen Antikorpern.
HEK293-Zellen wurden entweder untransfiziert (Spl: mit TNF(Spur: 2) oder mit
hART1 (Spur: 3) transient transfiziert. Die Zellemurden lysiert und per SDS-PAGE
groRenfraktioniert. Anschliel3end wurden die Membraaum einen einer Silberfarbung
(A) unterzogen, um die Proteinbeladung der Spubsclatzen zu kdnnen, zum anderen
wurde mittels Immunodetektion (B) das spezifisclemdenmuster der TNF-spezifischen
Antikdrper analysiert. 1: Detektion mit Anti-TNF-AROrper zege (Nr. 192). 2: Detektion
mit Anti-TNF-Antikorperyaus (Nr. 189). a: mTNF26 kDa. b: sTNF,17 kDa .

In einer weiteren Studie wurde per ImmunodetektahAntikbrper Nr. 192 das
Bandenmuster von TNF nach Lyse und Immunprazipitatvergleichend
untersucht (Abb. 4.3). Hierzu wurden HEK293-Zellenit TNF transient
transfiziert, lysiert, ein Teil der Lysate mit Ifimab-gekoppelten Magnetbeads
inkubiert und sowohl Lysate als auch Immunprazipitper SDS-PAGE
groRenfraktioniert und immunodetektiert. Infliximakdst ein chimarer
monoklonaler Antikdrper gegen TNF, der z.B. bei @berapie der rheumatoiden
Arthritis eingesetzt wird [Feldmann 2002]. Als Né&gkontrolle wurden Lysate
von transient mit P2X7 transfizierten HEK293-Zellenit den gekoppelten

Magnetbeads inkubiert und mitgefiihrt. Die Silbdstiarg zeigt den Nachweis
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einer gleichméaligen Proteinbeladung der Spuren .(ABb3.A). Die
Immunodetektion von TNRach Lyse und Immunpréazipitation zeigt ein
differentes Bandenmuster. Die Immunodetektion dgsats mit Antikorper Nr.
192 zeigt die erwarteten Banden von sTNF, 17 kDa& mTNF, 26 kDa (Abb.
4.3.B). Hingegen konnte nach Immunprazipitation iniiximab-gekoppelten
Magnetbeads sTNFEnTNFund eine zusatzliche Bande von 51 kDa detektiert
werden, die einem TNF-Trimer (tTNEntspricht (Abb. 4.3.C). Aus dem
Uberstand des TNF-Immunprazipitats konnte keine -A’Em nachgewiesen

werden, was flur eine spezifische Bindung und ad&gMenge des eingesetzten
Infliximab spricht.

33— 8
i 4
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Abb.4.3: SDS-PAGE und Immunoblot-Analyse von TNF-Lygat und -
Immunprazipitat. HEK293-Zellen wurden nach transienter TransfekiiohTNF (Spur:

1) oder P2X7 (Spur: 2) lysiert und ein Aliquot deesamtzelllysate direkt per SDS-
PAGE gréRRenfraktioniert. Der Rest der Lysate wurglelmmunoprazipitation mit einem
spezifischen an Magnetbeads gekoppelten Antikovpewendet. Die Membranen des
Western Blots wurden zum einen einer Silberfarbiéygunterzogen, zum anderen wurde
mittels Immunodetektion mit einem TNF-spezifischamtikorper das Bandenmuster der
Lysate (B) und Immunprazipitate (C) verglichen. Zuralyse der Bindungskapazitat der
an Magnetbeads gekoppelten Antikorper wurde derdidved des TNF-Préazipitats erneut
immunprazipitiert und aufgetragen (Spur: 3). B-Gaté&ktion mit Anti-TNF-Antikorper
Ziege (N1.192). a: tTNF, 51 kDa. b: mTNB6 kDa.c: STNF, 17 kDa.

-_—

SchlieBlich ist in dieser Studie, wie auch in folden mit erfolgter
Immunpréazipitation ein Hintergrundbandenmuster aufg von Antikdrperketten

und Protein G zu beachten.
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4.1.2 Expression und Aktivitat von hART1 auf HEK293Zellen
Der folgende Abschnitt schildert den Nachweis deprEssion der hART1 auf

HEK293-Zellen. Die Expression wurde nach transienf@ansfektion von
HEK293-Zellen mit hART1 mittels Durchflusszytometrverifiziert. Weiterhin
konnte die GPI-Verankerung der hART1 mittels PI-PB€handlung und

anschlielBender FACS-Analyse bestatigt werden.

Nachweis der Expression mittels FACS

Die Expression der hART1 auf HEK293-Zellen wurde iRACS-Assay
untersucht. Dazu wurden HEK293-Zellen transient iRT1 transfiziert und
mit spezifischen Antikérpern und Fluorochrom-gekelpgn Zweitantikdrpern
inkubiert. Fir den Nachweis der hART1 wurden urdeiedliche Antikérper
verwendet. Ein gegen hART1-gerichtetes aufgeregsiginmunserum aus dem
Kaninchen (Nr. K315) und ein FLAG-Tag spezifisch@ntikorper (M2-AK,
Nr.6). Das verwendete hART1-Konstrukt war mit ein€inAG-Tag versehen,
d.h. ein rekombinant eingefiigtes Epitop, das dieinung eines Proteins durch
einen spezifisch gegen dieses Epitop gerichtetetik@mper ermdglicht. Als
Negativkontrolle wurden untransfizierte HEK293-2elimitgefuhrt. Die Abb. 4.4
zeigt, dass die hART1 auf HEK293-Zellen exprimientirde. Beide Antikorper
wiesen eine hohere MFI auf als die Negativkontrolldedoch zeigte der FLAG-
Tag-spezifische Antikorper (Nr.6) eine deutlich&#éerenzierung der MFI von

negativen und positiven Zellen.

A 1 2

rel. Zellzahl

hART1

Abb.4.4: FACS-Analyse der Expression von hARTLnd der Bindungsfahigkeit von
hART1- und FLAG-tag-spezifischen Antikérpern auf HEK293-Zellen nach
transienter Transfektion. HEK293-Zellen wurden untransfiziert (gestricheliaig) und
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nach transienter Transfektion mit hART1 (graue R&amit Antikérpern gegen hART1
(Panel 1)FLAG-tag (Panel 2) und Fluorochrom-gekoppelten Zargikdrpern inkubiert
und im FACS analysiert. Um die Spezifitat des hARSritikérpers Nr. K315 zu
kontrollieren wurde ebenfalls ein Aliquot der mART1 transfizierten Zellen mit dem
Praimmunserum inkubiert (Panel 1: schwarze Linieanel 1: Anti-human-ART1-
Antikérper kaninchen(Nr. K315). Panel 2: Anti-FLAG-tag-Antikorpggus (Nr.6).

Nachweis der GPI-Verankerung der hART1 nach tramere

Transfektion

Die hART1 ist ein GPI-verankertes, membranstandigk®-Enzym [Okazaki
und Moss 1998]. Auf diese spezifische GPI-Verankgrbhin wurde die hART1
Uberprift. Dazu wurde ein Aliquot von transient HRIRexprimierenden
HEK293-Zellen mit Phosphatidylinositol-spezifisciHeinospholipase C (PI-PLC)
inkubiert, die die GPI-verankerten Proteine hydtisgh von der Zelloberflache
schneidet [Donelly et al. 1996]. Die transient hAR8xprimierenden HEK293-
Zellen wurden mit und ohne PI-PLC-Behandlung im FAG@uf die GPI-
Verankerung hin Uberprift. Als Negativkontrolle \an TNF-exprimierende
HEK293-Zellen mitgefuhrt. Zum Nachweis der hART1 rden ein gegen
hART1-gerichteter Antikorper (Nr. R19A3) und der A&-Tag spezifische
Antikorper (Nr.6) verwendet. Die Abb. 4.5 zeigt,sdadie hART1 und TNF auf
HEK293-Zellen exprimiert werden und die hART1 sfiszh durch PI-PLC von
der Zelloberflache abgespalten wird. Die PI-PLC-@&tlung von transient
hART1-exprimierenden HEK293-Zellen fihrte zu einelmutlichen Rickgang
der MFI im Vergleich zu transient hART1-exprimiaden HEK293-Zellen ohne
PI-PLC-Behandlung. Dies bestétigt GPI-Verankeruregy H4ART1. Hingegen
zeigte die Behandlung von TNF-exprimierenden Zelimit PI-PLC keine
Reduktion der MFI, da TNF ein Typ Ill-Transmembrapim ist und von
Metalloproteasen wie TACE von der Zelloberflichegedpalten wird. Im
Vergleich der Spezifitat des gegen hART1-gericimetmtikorpers (Nr. R19A3)
und des FLAG-Tag spezifischen Antikoérpers (Nr.6)igee der FLAG-Tag
spezifische Antikorper (Nr.6) eine deutlichere Br#nzierung der MFI von
transient hART1-exprimierenden HEK293-Zellen ohnadumit PI-PLC-
Behandlung.
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rel. Zellzahl

hTNF hART1

Abb.4.5: FACS-Assay der FLAG-getagten hART1 auf HEKR93-Zellen nach
transienter Transfektion. HEK293-Zellen wurden entweder untransfiziert (gebglte
Linie), nach transienter Transfektion mit hART1 1(BB2-3) und TNKPanell) mit PI-
PLC (graue Linie) oder ohne PI-PLC (schwarze Limdubiert, welches GPI-verankerte
Proteine von der Zelloberflache abspaltet. Die efellwurden anschlieBend mit
spezifischen Antikorpern gefarbt und im FACS anials Panel 1: Anti-human-TNF-

Antikoérperyaus (Nr.169). Panel 2: Anti-FLAG-tag-Antikorp&r.us(Nr.6). Panel 3: Anti-
human-ART1-Antikbrpegaie (Nr.R19A3).

4.2 Analyse von TNF als Zielprotein der hART1 auf
HEK293-Zellen

Nachdem im ersten Kapitel die Zelloberflachenexgioes von TNF und der
hART1 auf transient transfizierten HEK293-Zellenrifieiert werden konnte,
wird in diesem Kapitel die ADP-Ribosylierung des HMils Zielprotein der
hART1 untersucht.

4.2.1 Nachweis der ADP-Ribosyltransferase-Aktivitatton hART1
auf HEK 293-Zellen

Nachweis der etheno-ADP-Ribosylierung von OberBaghoteinen
mittels FACS

In diesem Abschnitt wird die ADP-Ribosylierungs-Adtiat der hAART1 bestatigt.
Dazu wurden transient TNF/ hART1-exprimierende HEBZellen mit etheno-
NAD inkubiert und die erfolgreiche etheno-ADP-Riglsrung mit dem
monoklonalen Antikorper 1G4 im FACS nachgewiesels. Rositivkontrolle der
ADP-Ribosylierungsaktivitait der hART1 wurden trargi P2X7/hART1-
exprimierende HEK293-Zellen mit dem gleichen Ver&ahauf die etheno-ADP-

Ribosylierung hin Uberprift. Die Zelloberflachenexgsion der Proteine wurde
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mit spezifischen Antikérpern im FACS nachgewieséids Negativkontrolle
wurden untransfizierte HEK293-Zellen mitgefuhrt.eDintersuchung (Abb. 4.6)
zeigte, dass hART1 und TNF auf HEK293-Zellen expnnwurden, wahrend
sich die Expression von P2X7 mit dem Anti-humanxP-Antikdrper Nr. 139
kaum nachweisen liel3. Hingegen wiesen TNF/hART Iriexprende Zellen eine
deutlich héhere MFI nach Inkubation mit Anti-TNF#korper Nr. 169 und
Anti-FLAG-tag-Antikdrper Nr.6 auf als die Negativkwolle bei jedoch geringer
Zellzahl. Obwonhl die Anfarbung mit dem 1G4-Antikérgkeine Aussage Uber die
Identitdt der modifizierten Zielproteine der etheldP-Ribosylierung machen
kann, deutet die hbhere Starke der 1G4-Fluoresretien mit TNF transfizierten
Zellen darauf hin, dass TNF modifiziert wurde. @igsnnahme wurde durch die

in den folgenden Abschnitten beschriebenen Immuipitationen bestatigt.
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rel. Zellzahl

eAdenosin >
Abb.4.6: Analyse der Aktivitat von hART1 nach trangenter Ko-Transfektion mit
TNF. HEK293-Zellen wurden entweder untransfiziert (gekelte Linie) oder mit TNF
und hART1 (Panel 1,3,5) bzw. P2X7 und hART1 (P&h4d|6) transient ko-transfiziert
(graue Flache). Die Zellen wurden mit eNAD inkubiamnd anschlieBend mit
spezifischen Antikdrpern angefarbt. Mittels FACSrdai der Erfolg der Transfektion,
sowie die Ribosylierungsaktivitat der hART1 anadysi Panel 1. Anti-human-TNF-
Antikorperyaus(Nr.169). Panel 2: Anti-human-P2X7-Antikorper gA#X.us (Nr.139/L4).
Panel 3-4: Anti-FLAG-tag-Antikorpeiaus (Nr.6). Panel 5-6: Anti-etheno-Adenosin-
Antikorper gAlexayaus (Nr.93/1G4)

4.3 Analyse von ADP-Ribosylierungsstellen im

sezernierten Teil des TNF

Dieses Kapitel widmet sich der zentralen Fragasigll dieser Arbeit, der

Identifizierung der ADP-Ribosylierungsstelle(n) TiINF. Die potentiellen ADP-
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Ribose-Akzeptorarginine im TNF wurden mittels zerighteter Mutagenese zu
Lysin verandert. Der Einfluss dieser MutationenTiMF auf die Bindungsaffinitat
spezifischer Antikérper und auf die ADP-Ribosyliegu von TNF wurde
vergleichend untersucht. Die Ergebnisse weisernuflsirg dass TNF an mehreren

Argininen ADP-ribosyliert wird.

4.3.1 ldentifikation der ADP-Ribosylierungsstelle wn TNF durch

zielgerichtete Mutagenese
In der Einleitung dieser Arbeit wurde bereits vatgdt, dass vorherige
Untersuchungen bestétigten, dass die hART1 speeedsch humanes TNF
ADP-ribosyliert [Laing S. 2005]. Aufgrund der Tatke, dass die hART1 eine
Arginin-spezifische ADP-Ribosyltransferase ist, dem durch Sequenzvergleich
von humanem und murinem ldslichem TNF sechs huneaifsgche Arginine
(R82K, R107K, R120K, R179K, R207K, R214K) identifi (s. Abschnitt 1.4),
die potentielle ADP-Ribosylierungsstellen darstellén der dreidimensionalen
Struktur von TNF liegen diese Arginine auf der Qldehe des Molekiils.
Basierend auf diesen Erkenntnissen schildert ddégemfole Abschnitt die
zZielgerichtete Mutagenese dieser sechs Argininee DNF-Einzelmutanten
wurden mittels FACS auf ihre Zelloberflachenexpi@ss und ihre
Antikorperbindungsfahigkeit hin Gberpruft. Des Véegn wurden HEK293-Zellen
mit TNF-Wildtyp oder TNF-Einzelmutanten und hARTlo-kansfiziert und
mittels radioaktivem Ribosylierungsassay auf ihréDPARibosylierung hin

untersucht.

4.3.1.1 Zielgerichtete Mutagenese nicht konserviest Arginine im TNF

Nachdem die sechs ADP-Ribosylierungsstellen ddickien TNF-Form (R82K,
R107K, R120K, R179K, R207K, R214K) aufgrund einesq®nzvergleichs
identifiziert wurden, wurden diese Arginine in ddmmanen TNF-Insert des
Vektors pCMV.Sport6 mutiert. Um an der Sekundard urertiarstruktur des
Molekils so wenig wie mdglich zu verandern, wurdgsih, als die konservativste
Austauschaminosaure, gewahlt. Um die Mutagenesehduitihren wurde das
Ursprungsplasmid mit dafir entworfenen Mutagenesepn, welches das flr
Arginin (R) kodierende Triplett zu einem fur Lys{iK) kodierendes Triplett

umwandeln, amplifiziert. AnschlieRend wurde die DMAs Ursprungsplasmids
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durch die Methylierungssensitive Endonukle&¥@n | verdaut. Der Erfolg der
Mutation wurde mittels Sequenzierung kontrollieRie Abb. 4.7 zeigt die
Linearisierung der erzeugten Vektoren nach erfather Amplifikation undDpn

I-Verdau.

Mlbpl 4 5 3 4 5 g  Mbel 5 53 4 ¢

5000 | 5000 —
gggg:! — . - 4000 ekt e ot

ok W

Abb.4.7: Klonierung von humanem TNF im pCMV.Sport6-Vektor. Das Konstrukt
pCMV.Sport6. TNF wurde jeweils mit Vorwarts- und Ridrtsprimern, welche ein fir
Arginin (R) kodierendes Triplett zu einem fir Lygi) kodierendes Triplett umwandeln,
in einer PCR-Reaktion amplifiziert. AnschlielRentblgte der Verdau mibpn | und die
elektrophoretische Auftrennung der neuen KonstrakteErfolgskontrolle. Die Vektoren
wurden inE.coli transformiert, ausplattiert und es wurde von j€l@en pro Platte eine
Vorkultur zur Plasmidpraparation angesetzt. Die ienten TNF-Inserts wurde zur
Kontrolle sequenziert. 1: R82K. 2: R107K. 3: R12AKR179K. 5: R207K. 6: R214K

4.3.1.2 Expression und Detektion der TNF-Einzelmutaten auf HEK293-
Zellen

Nachdem die Mutanten des TNF hergestellt und pegu&wierung kontrolliert

worden waren, wird in diesem Abschnitt die Zelldldehenexpression der TNF-

Einzelmutanten auf HEK293-Zellen verglichen und dlaswirkung der

Mutationen auf die Erkennung durch Antikérper niétt®urchflusszytometrie

Uberpraft.

Nachweis der Expression mittels FACS

Die Expression von Wildtyp-TNF und TNF-Einzelmutamtauf HEK293-Zellen
wurde im FACS-Assay untersucht. Dazu wurden HEKZ8Ben transient mit
Wildtyp-TNF oder TNF-Einzelmutanten transfiziert dunmit spezifischen
Antikérpern  gegen  humanen  TNF und  Fluorochrom-gpktipn
Zweitantikorpern inkubiert. Fir den Nachweis vonHNurden unterschiedliche
mMADb (Nr.44; Nr.169; Nr.189; Nr.206; Tab. 3.1) verwdet. Als Negativkontrolle
wurden untransfizierte HEK293-Zellen mitgefuhrt.eDintersuchung (Abb. 4.8)
konnte die Expression von Wildtyp-TNF und TNF-Eilmzetanten auf HEK293-
Zellen mit drei von vier spezifischen Anti-TNF-Akdirpern erfolgreich
nachweisen. Es lie3 sich im Vergleich zum Wildtygne bedeutsame Zu- oder
Abnahme der MFI der TNF-Einzelmutanten nachweisemzig Antikérper
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Nr.206 (Infliximab) wies eine einheitlich geringevé=I auf als andere Antikorper.
Die TNF_R107K Mutante war zum Zeitpunkt der Untetsung noch nicht fertig
gestellt und wurde in dieser Serie nicht analysiert

MFI

500

450

400

350

300

250

200

150

100

50

0

1 2 3 4

Abb.4.8: FACS-Analyse des Expressionsniveaus von Wtyp-TNF und TNF-
Einzelmutanten auf HEK293-Zellen nach transienter Tansfektion. HEK293-Zellen
wurden entweder untransfiziert oder nach transiehtansfektion mit TNF oder TNF-
Einzelmutanten mit spezifischen gegen TNferichteten AntikGrpern inkubiert. Die
Expression bzw. die Affinitat der Antikorper wurduttels FACS verglichen.
Balkendiagramm: Gelb: Untransfizierte Zellen; SchavaWildtyp-TNF; Orange:
TNF_R82K; Rot: TNF_R120K; Weiss: TNF_R179K; BraumNF_R207K; Blau:
TNF_R214K; 1: Anti-human-TNF-Antikorpefiays biot. (Nr.44). 2: Anti-human-TNF-
Antikorperyaus(Nr. 169). 3: Anti-human-TNF-Antikorpgfaus(Nr. 189). 4: Anti-human-
TNF-Antikorperyyman (Nr. 206).

Die Spezifitat und Affinitdt des Antikorpers Nr.206nd des verwendeten
Fluorochrom-gekoppelten Zweitantikbrpers wurde etstteiner weiteren FACS-
Analyse Uberprift (Abb. 4.9). Dazu wurden HEK293lete transient mit
Wildtyp-TNF oder der Variante TNF_R214K transfizieund mit dem
Antikorpern Nr.206 und zwei verschiedenen Fluoroamgekoppelten
Zweitantikdrpern inkubiert. Als Negativkontrolle wden untransfizierte
HEK293-Zellen mitgefuhrt. Es zeigte sich eine deb# Abnahme der MFI
sowohl bei Wildtyp-TNF, als auch bei TNF_R214K bBé&rwendung des PE-
gekoppelten Zweitantikorpers Nr. 62, der ebenfaits der vorherigen
Untersuchung verwendet worden war. Aus der Untérsug liel3 sich
schlussfolgern, dass die Abnahme der MFI sich ractiteine geringere Affinitat

des Antikorpers Nr.206 zurtckfuhren lasst, sondewf eine Fehlfunktion des
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verwendeten Zweitantikdrpers Nr. 62. Hingegen zegith bei Verwendung des
Zweitantikorpers Nr. 71 eine adaquat erhohte MFI iBegensatz zur
Negativkontrolle.

A 11 | 2

rel. Zellzahl

>
hTNF

Abb.4.9: FACS-Analyse der Bindungsfahigkeit des TN¥Fspezifischen Antikdrpers
Infliximab auf HEK293-Zellen nach transienter Transfektion. HEK293-Zellen
wurden entweder untransfiziert (gestrichelit@d) oder nach transienter Transfektion
mit TNF (schwarze Linie) oder TNF_R214K (graue Linie) mitndeAntikbrper
Infliximab und zwei Fluorochrom-gekoppelten Zweiiérpern inkubiert. und mittels
FACS analysiert. 1: Anti-human-TNF-Antikorpgiman (Nr. 206) > Anti-human-Ig-
Antikarper ziege FITC (Nr. 71). 2: Anti-human-TNF-Antikorpegman (Nr. 206) > Anti-
human-Ig-Antikorpegiege PE (Nr. 62)

4.3.1.3 ADP-Ribosylierung von TNF durch die hART1

In diesem Abschnitt wird die ADP-Ribosylierung dgotentiellen ADP-

Ribosylierungsstellen im sSTNF vergleichend untensucTNF-Wildtyp und

Einzelmutanten wurden jeweils mit hART1 auf HEKZB&len transient ko-
transfiziert, mittels FACS auf lhre Expression fkilberprift und zum Nachweis

der ADP-Ribosylierung wurde radioaktiv markierte&" verwendet.

Nachweis der ADP-Ribosylierung von TNF auf HEK2@8en

mittels radioaktiv markiertem NAD

Im folgenden Abschnitt werden zwei AutoradiograpAmalysen gezeigt. Zum
Zeitpunkt der ersten Analyse war die zielgerichtdtgagenese von TNF_R107K
noch nicht fertig gestellt und die Untersuchun@lgte ohne diese Variante.

Fur die erste Untersuchung wurden HEK293-Zellemsient mit hART1 und
Wildtyp-TNF bzw. TNF-Einzelmutanten transfiziertjti¥P-NAD" inkubiert und
mit einem TNF-spezifischen Antikdrper immunpréazgit. Als Positivkontrolle
der ADP-Ribosylierungsaktivitat der hART1 wurderartsient P2X7/hART1-
exprimierende HEK293-Zellen mit dem gleichen Ver&ah auf die ADP-
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Ribosylierung hin Uberprift. Zum Ausschluss einerspezifischen Bindung
wurden ebenfalls Protein G Magnetbeads ohne gekeppAntikorper mit den
Lysaten inkubiert und aufgetrennt. Die Immunprédai@ wurden mittels SDS-
PAGE groRRenfraktioniert und auf eine PVDF-Membrablgttet. Anschlie3end
folgte die Immunodetektion der PVDF-Membran mit esin TNF-spezifischen
Antikorper und von derselben Membran eine Autorgdiphie. Die
Untersuchung (Abb. 4.10) zeigt, dass sowohl die imodetektion als auch die
Autoradiographie der Protein G Magnetbeads ohnepmmiten Antikdrper nach
Inkubation mit den Lysaten keine unspezifischenddnbindungen eingehen und
keine ADP-Ribose binden. Wie bereits in vorherigariersuchungen weisen die
Protein G Magnetbeads im Western Blot ein eigeniegekrundbandenmuster
auf. Per Immunodetektion der Immunoprazipitate kéiRT1/ Wildtyp-TNF und
hART1/ TNF-Einzelmutanten konnte ihre Expressiostéiggt werden. Es wurde
jeweils ein Bandenmuster bei 17 kDa (sTNB6 kDa (mTNRFund 51 kDa
(tTNF) bei  Wildtyp-TNF, TNF_R82K, TNF_R120K, TNF_R179K und
TNF_R207K nachgewiesen. Die entsprechenden BandenTWF R214K und
P2X7 konnten nicht detektiert werden, am ehestefgrand fehlerhafter
Expression. Daher wurde in den weiteren AnalyserVorfeld die erfolgreiche
Transfektion  mittels FACS  dberpruft. Die  Autoradiaghie  der
Immunoprazipitate von hART1/ Wildtyp-TNF und hARTINF-Einzelmutanten
nach radioaktiver ADP-Ribosylierung mit*P-NAD" zeigt, dass die
untransfizierten HEK293-Zellen keine Radioaktivit@éikorporieren und somit
keine endogene Zelloberflachen-ADP-Ribosylierungsaét besitzen. Hingegen
konnte die ADP-Ribosylierung von Wildtyp-TNFNF_R82K, TNF_R120K,
TNF_R179K und TNF_R207K durch Immunodetektion b@gtéwerden. Es
wurden jeweils radioaktiv markierte Banden bei 1Dak(sTNF und 26 kDa
(mTNF) nachgewiesen Hierbei zeigte sich das Bandensignal von
transmembranarem TNF (mTNFa, 26 kDa) einheitliéirker als von I6slichem
TNF (sTNF, 17 KkDa), was vermuten lasst, dass mMTNF m&mP-
Ribosylierungsstellen besitzt und starker ADP-nfhest wird als sTNF. Im
Vergleich der Signalstarke der TNF-Einzelmutantezigie TNF_R82K die
qualitativ schwéchsten radioaktiv markierten Bangedoch zeigte Wildtyp-TNF
ebenfalls ein schwacheres Signal als TRE20K, TNF_R179K, TNF_R207K.
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P2X7 sollte als Positivkontrolle der ADP-Ribosyliag dienen und konnte in

dieser Analyse bei fehlender Expression nicht naaigsen werden.
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Abb.4.10: Analyse der ADP-Ribosylierung von WildtypTNF und TNF-Varianten
mit Einzelsubstitution der nicht konservierten Arginine. HEK293-Zellen wurden
jeweils mit hART1, sowie mit P2X7 oder Wildtyp-TNBzw. TNF-Einzelmutanten
transient ko-transfiziert. Nach einem Tag wurdesn Zkllen geerntet und fur 30 Minuten
bei 37°C mit je 5uCi **P-NAD" inkubiert. Nicht inkorporierte&?P-NAD* wurde durch
mehrere Waschgéange entfernt. AnschlieBend wurdenZdilen 30 Minuten bei 4°C
lysiert und mit einem TNF-spezifischen Antikdrpamiunprazipitiert (B). Zur Kontrolle
wurden ebenfalls Protein G Magnetbeads ohne gekeppAantikorper mit den Lysaten
inkubiert und aufgetrennt (A). Die Immunpréazipitateurden mittels SDS-PAGE
grolRenfraktioniert und auf eine PVDF-Membran gabtotZur Immunodetektion (obere
Bilderreihe) wurde die PVDF-Membran mit einem TNezifischen Antikorper
inkubiert. AnschlieRend wurde von derselben Membegare Autoradiographie (untere
Bilderreihe) durchgefihrt. A: Spur 1:P2X7+hART1;,  uB@n 2-7.
TNF_WT, 82, 120, 179, 207, 214+hART1; Spur 8: Unhtfiaierte HEK293-Zellen;
B: Spur 1-2: P2X7+hART1; Spuren 3-8:TNF_WT, 82, 1209, 207, 214+hART1;
Spur 9: Untransfizierte HEK293-Zellen; 1: Immunppitation mit Anti-P2X7-
Antikérper. 2: Immunprazipitation mit Anti-human-FNAntikorper yyman a: tTNF, 51
kDa. b: mTNF 26 kDa.c: STNF, 17 kDa.

Fur die zweite Autoradiographie-Analyse wurden HEBBzZellen transient mit
hART1 und Wildtyp-TNF bzw. TNF-Einzelmutanten tréimert, mit *P-NAD"

inkubiert und mit einem TNF-spezifischen Antikbrpenmunprazipitiert. Als
Positivkontrolle der ADP-Ribosylierungsaktivitat rdeBeART1 wurden transient
P2X7/hART1-exprimierende HEK293-Zellen mitgefihDie Immunprazipitate
und ein Aliquot der Ganzzelllysate wurden mitteBSSPAGE grol3enfraktioniert
und auf eine PVDF-Membran geblottet. Anschlieenaigté die
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Immunodetektion der PVDF-Membranen mit einem TNEzsfischen Antikorper
und von derselben Membran eine Autoradiographie. elle Aliquot der
Transfektanten wurde mittels FACS auf die Expression Wildtyp-TNF, TNF-
Einzelmutanten, P2X7 und hART1 hin erfolgreich {iéft. In Abb. 4.11 zeigt
die Silberfarbung der Gesamtzelllysate qualitative geringere Proteinbeladung
der Spur von Wildtyp-TNF. Dieses Ergebnis ist beer dAnalyse der
Autoradiographien zu beachten. Die Autoradiograptiée Ganzzellysate von
hART1/Wildtyp-TNF und hARTL/TNF_R82K, R107K, RIR0 R179K und
_R207K nach radioaktiver ADP-Ribosylierung nifiP-NAD" konnte jeweils
schwache radioaktiv-markierte Banden bei 26 kDaTNf) nachweisen. Die
Signalstarke der radioaktiv markierten Banden élmrte qualitativ mit der
Spurenbeladung der Silberfarbung.

Wie in der vorherigen Untersuchung konnte durch umadetektion der
Immunpréazipitate die Expression von hART1/ WildfjpH und hART1/ TNF-
Einzelmutanten bestatigt werden. Es wurden jevigalisden bei 17 kDa (sTNF
26 kDa (MTNFund 51 kDa (tTNFbei Wildtyp-TNFund TNF_R82K, R107K,
_R120K, R179K und _R207K nachgewiesen. Die entsigreden Banden von
TNF_R214K und P2X7 konnten wiederholt, trotz erfolgtExpressionsnachweis
im FACS, nicht detektiert werden.

Die Autoradiographie der Immunoprazipitate von hARTWildtyp-TNF und
hART1/ TNF-Einzelmutanten nach radioaktiver ADP-&iflierung mit *2P-
NAD® konnte die ADP-Ribosylierung von Wildtyp-TNFd TNF_R82K,
_R107K, _R120K, R179K und _R207K entsprechend Idenunodetektion
bestatigen. Es wurden jeweils radioaktiv markid@snden bei 17 kDa (sTNF
und 26 kDa (mTNJnachgewiesenTNF R107K zeigte hierbei sowohl in der
Immunodetektion, als auch in der AutoradiographéeRBhnden mit den starksten
Signalen und wies sogar eine 51 kDa (t)B&ndein der Autoradiographie auf.
Die Analyse bestatigte die Ergebnisse der vorhenggén Untersuchung, dass die
ADP-Ribosylierung von Wildtyp-TNEind TNF_R82K, R107K, _R120K,
_R179K und _R207K in léslicher und membrangebundé&oem stattfindet und
dass MTNF mehr ADP-Ribosylierungsstellen besitzs a&TNF. Trotz
regelrechtem Expressionsnachweis von TRE14K im FACS zeigt sich
wiederholt die ausbleibende Detektion der VariantéNestern Blot Analysen
nach Immunprazipitation. Moglicherweise erkennt derwendete Antikdrper
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sein Epitop nicht aufgrund von Strukturveranderunge Rahmen der erfolgten
Mutation. P2X7, als Positivkontrolle der ADP-Ribbeyung, konnte in dieser
Analyse bei fehlender Detektion bzw. Expressionnéddis nicht nachgewiesen

werden.
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Abb.4.11: Analyse der ADP-Ribosylierung von WildtypTNF und TNF-Varianten
mit Einzelsubstitution der nicht konservierten Arginine. HEK293-Zellen wurden
jeweils mit hART1, sowie mit P2X7 oder Wildtyp-TNBzw. TNF-Einzelmutanten
transient ko-transfiziert. Nach einem Tag wurden dellen geerntet und je ein Aliquot
mittels FACS auf die Expression von hART1, TNF w27 kontrolliert. Der Rest der
Zellen wurde fir 30 Minuten bei 37°C mit je BCi *P-NAD' inkubiert. Nicht
inkorporiertesP-NAD" wurde durch wiederholtes Waschen entfernt. Di¢eBelurden
lysiert, und ein Aliquot der Gesamtzelllysate wupmhy SDS-PAGE groRenfraktioniert.
Der Rest der Lysate wurde mit einem TNF-speziiscAntikdrper immunprazipitiert
und ebenfalls per SDS-PAGE aufgetrennt. Nach desnsfer auf eine PVDF-und NC-
Membran per Western Blot wurden die Membranen zumere einer Silberfarbung
unterzogen, zum anderen wurde mittels Immunodetektiit einem TNF-spezifischen
Antikérper die Expression Uberprift. AnschlieRemdrite inkorporierte Aktivitat mittels
Autoradiographie detektiert werden. A: Ganzzelltgsaoberes Bild: Silberfarbung,
unteres Bild: Autoradiographie. B: Immunprazipitatle Immunprazipitation mit Anti-
human-TNF-Antikdrpekuman 2: Immunprazipitation mit Anti-P2X7-Antikorper;beres
Bild: Immunodetektion, unteres Bild: Autoradiogra@mhA: Spur 1: Untransfizierte
HEK293-Zellen; Spur 2: P2X7+hART1; Spuren 3-9:
TNF_WT/82/R107K/120/179/207/214+hART1; B: Spur totein G Magnetbeads; Spur
2. Untransfizierte HEK293-Zellen; Spuren 3-4: P2KART1; Spuren 5-11:
TNF_WT,_82, R107K, 120, 179, 207, 214+hART1; Spud®transfizierte HEK293-
Zellen; a: tTNF, 51 kDa. b: mTNR6 kDa.c: sTNFE, 17 kDa.
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4.3.2 Analyse von ADP-Ribosylierungsstellen im
membranstandigen ,Stiel“ des TNF
Im Abschnitt 4.3.1 konnte die ADP-Ribosylierung voWildtyp-TNFund
TNF_R82K, R107K, _R120K, R179K, R207K bis aufArR214K sowohl in
den sezernierten 17 kDa (sTNEIs auch in den membranstadndigen 26 kDa
(mTNF) nachgewiesen werden
In diesem Abschnitt wird von der bisherigen Thedass es sich bei der ADP-
Ribosylierungsstelle um ein einzelnes humanspebhiéis Arginin handelt
abgewichen. Die zwei Arginine der Stielregion (R@65) werden in die
folgenden Mutationsanalysen einbezogen, da sowiehld kDa (sTNlals auch
die 26 kDa (mTNFADP-ribosyliert werden und die vorhergehenden Sudi
vermuten lassen, dass transmembranares TNF mehrRARI3ylierungsstellen
besitzt als l6sliches TNF. Der folgende Abschndtilslert die Klonierung der
Arginin-Mutanten in einen HA-getagten Expressiohksweund die zielgerichtete
Mutagenese der zwei Arginine der Stielregion. Atmliwie in Abschnitt 4.3.1.2
wurden die TNF-Einzelmutanten im FACS auf ihre @edrflachenexpression
und ihre Antikoérperbindungsfahigkeit Gberpruft. g@hd wurden HEK293-Zellen
mit TNF-Wildtyp oder TNF-Einzelmutanten und hARTlo-kansfiziert und
mittels radioaktivem Ribosylierungsassay und eth&bB®-Ribosylierungsassay
auf die ADP-Ribosylierung hin untersucht.
Durch die Verwendung eines HA-getagten Expressiekisvs konnten
alternative Antikérper zur Detektion und Immunppiiation verwendet werden,

um die Analyse von TNFR214K, sowie der Stielregion zu ermdglichen.

4.3.2.1 Klonierung von TNF in den peGFP.HA Vektor ad in vitro-

Mutagenese von Argininen des Stielbeohis
Aus den in Abschnitt 4.3.1.1. hergestellten pCM)$6-Konstrukten mit dem
Wildtyp und den Einzelmutanten (R82K/R107K/R120K/MK/R207K/R214K)
wurden die TNF-Inserts amplifiziert und in den p&GHRA-Zielvektor kloniert.
Des Weiteren erfolgte die zielgerichtete MutagerdeseArginine der Stielregion
(R60K/R65K) mit dafur entworfenen Mutageneseprimeider Erfolg der
Mutationen wurde mittels Sequenzierung kontrolliert
Die Abb. 4.12 und Abb. 4.1Zeigen die Klonierung von humanem TNF-Wildtyp
und —Einzelbasemutanteninserts in den pEGFP.HAdrekid die Linearisierung
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der Vektoren nach zielgerichteter Mutagenese nigoinservierter und

konservierter Arginine im peGFP.HA. TNF-Konstrukt.

A
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Abb.4.12: Klonierung von humanen TNF-Varianten in cen pEGFP.HA-Vektor. Zur
Klonierung von humanem TNF-Wildtyp und -Einzelmutn wurde jeweils die
gewunschte kodierende Sequenz aus dem pCMV.Spei&WK mittels zweier Primer
mit eingebauten Restriktionsschnittstellensequenteral am 5’ undNot | am 3’ Ende,
mittels einer PCR amplifiziert. AnschlieRend wurdier Zielvektor peGFP.HA.hLKLF
und das Amplifikat sequentiell miMot | (A) und Xmal (B) verdaut, und das gewlnschte
Insert bzw. der Zielvektor jeweils elektrophorefisaufgetrennt und aufgereinigt. Der
Vektor und die Inserts wurden abermals elektropisme aufgetrennt und mit dem
Programm KODAK Digital Science 1D wurden die Mengemaltnisse fur die Ligation
berechnet. Nach der Ligation wurden die VektoreR.ooli transformiert und ausplattiert.
Nach der DNA Plasmidpréparation erfolgte d@nal/ Not | Doppelverdau (C). Dieser
zeigte, dass vierzehn der sechzehn verdauten Rlasiparationen das richtige Insert (3-
5) trugen und zwei (1-2) das Insert des parentslektors (a). Die Basenfolge der
mutierten TNF-Inserts inklusive der Schnittstelearde zur Kontrolle sequenziert. A-B:
V: Zielvektor; 1-7: TNF-Wildtyp und TNF-Einzelmuttan-inserts (R82K, R107K,
R120K, R179K, R207K, R214K).
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Abb.4.13: Zielgerichtete Mutagenese nicht konserviter und konservierter Arginine

im peGFP.HA.TNF-Konstrukt. Das Plasmid peGFP.HA.TNF wurde jeweils mit den
entworfenen Vorwarts- und Ruckwartsprimern, welefe fir Arginin (R) kodierendes
Triplett zu einem fur Lysin (K) kodierendes Trigleimwandeln in einer PCR-Reaktion
amplifiziert. AnschlieBend erfolgte der Verdau rBipn | und die elektrophoretische
Auftrennung der neuen Konstrukte zur ErfolgskomérobDie Vektoren wurden ii.coli
transformiert, ausplattiert, und Vorkulturen zura$thidpraparation angesetzt. Die
Basenfolge der mutierten TNF-Inserts wurde zur kKallg sequenziert. 1: R60K. 2:
R65K. 3: R82K. 4: R120K. 5: R214K.

4.3.2.2 Expression und Detektion der TNF-Einzelmutaten auf HEK293-

Zellen
Nach erfolgter Herstellung der peGFP.HA-TNF-Konkteuund Kontrolle der
Sequenzen wurde ahnlich wie im Abschnitt 4.3.1e4Blloberflachenexpression
der TNF-Einzelmutanten auf HEK293-Zellen verglicherd die Auswirkung der
Mutation auf das Bindungsverhalten der verwendetemikorper mittels

indirekter Immunfluoreszenz Gberpruft.

Nachweis der Expression mittels FACS

Zum Nachweis der Expression von Wildtyp-TNF und THRiRzelmutanten
wurden HEK293-Zellen transient mit den peGFP.HA-TRIbhstrukten
transfiziert und mit spezifischen Antikérpern geg@&hNF und Fluorochrom-
gekoppelten Zweitantikbrpern inkubiert. Zur Detekti von TNF  wurden
unterschiedliche Antikdrper (Nr.169; Nr.192; Nr.20&b. 3.1) verwendet. Als
Negativkontrolle wurden untransfizierte HEK293-2ell mitgefihrt. In der
FACS-Analyse (Abb. 4.14) wurde erfolgreich die Eegsion von Wildtyp-TNF
und TNF-Einzelmutanten auf HEK293-Zellen mit dereidspezifischen Anti-
human-TNF-Antikdrpern nachgewiesen, wobei sich &diedeutsame Differenz
der MFI der TNF-Einzelmutanten im Vergleich zum ®Wp herausstellte. Es
zeigte sich isoliert eine geringere Bindungsaffihidles Antikorpers Nr. 169 zu
TNF_R107K, die moglicherweise auf eine verandertenfiirmation der
Antikdrperbindungsstelle zurtckzufiihren ist.

Des Weiteren wiesen die mit Antikbrper Nr.206 (iifhab) inkubierten Proben,
wie bereits inAbschnitt 4.3.1.2 aufgefallenlurchgéngig eine geringere MFI auf
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als die anderen beiden Antikdrper. Infliximab NO62wurde in den weiteren

Studien zur indirekten Immunfluoreszenz nicht medmvendet.
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Abb.4.14: FACS-Analyse des Expressionsniveaus von iMtyp-TNF und TNF-
Einzelmutanten auf HEK 293-Zellen nach transienterTransfektion. HEK 293-Zellen
wurden entweder untransfiziert oder nach transiehtansfektion mit TNF und TNF-
Einzelmutanten mit spezifischen gegen TNF gerielnteAntikdrpern inkubiert. Die
Expression bzw. die Affinitat der Antikorper wurdmittels FACS verglichen.
Balkendiagramm: Gelb: Untransfizierte Zellen; Scrava Wildtyp-TNF; Grun:
TNF_R60K; Blau: TNF_R65K; Orange: TNF_R82K; Grau:NA_R107K; Rot:
TNF_R120K; Weiss: TNF_R179K; Braun: TNF_R207K; Wé&u: TNF_R214K; 1:
Anti-human-TNF-Antikorpegaus (Nr. 169). 2: Anti-human-TNF-AntikOrpefege (Nr.
192). 3: Anti-human-TNF-Antikorpgyman (Nr. 206).

4.3.2.3 ADP-Ribosylierung von TNF durch die hART

Im folgenden Abschnitt wird die Lokalisation der teotiellen ADP-

Ribosylierungsstellen in der Stielregion von TETNF) bzw. von
transmembranarem TNF (MTNF) und l6slichem TNF (s)INfergleichend
untersucht. TNF-Wildtyp und -Einzelmutanten im p&QHfA-Vektor wurden
jeweils mit hART1 auf HEK293-Zellen transient kautisfiziert, mittels FACS auf
Ihre Expression hin Gberprift, und zum NachweisAlBP-Ribosylierung wurde
sowohl die radioaktive ADP-Ribosylierung mit raditim markiertem NAD als

auch der etheno-ADP-Ribosylierungsassay angewandt.

Nachweis der ADP-Ribosylierung von TNF auf HEK2@8en
mittels radioaktiv markiertem NAD

Im folgenden Abschnitt werden zwei AutoradiograpAigalysen gezeigt.
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Bei beiden Untersuchungen wurden HEK293-Zellen mRT1 und Wildtyp-
TNF bzw. TNF-Einzelmutanten transient ko-transfizieind die regelrechte
Expression im FACS Uberpriift. Nach Inkubation rfie-NAD" erfolgte die
Immunpréazipitation mit einem HA-Tag-spezifischen tikdrper. Die
Immunpréazipitate wurden mittels SDS-PAGE groRertfostkert und auf eine
PVDF-Membran geblottet. Die Immunodetektion der Fvidembranen erfolgte
mit einem HA-Tag-spezifischen Antikérper und vonnsielben Membranen
wurde eine Autoradiographie angefertigt.

Zum Ausschluss unspezifischer Bindungen von Rreteiund ADP-Ribose
wurden wie in den vorherigen Untersuchungen ProtirMagnetbeads ohne
gekoppelten Antikdrper mit den Lysaten inkubientiunitgeftihrt. Die Protein G
Magnetbeads wiesen im Western Blot ein  bekanntesgenes
Hintergrundbandenmuster auf. In beiden Untersuchar{é\bb. 4.15, Abb. 4.16)
konnte per Immunodetektion und -Prézipitation niiteen HA-Tag-spezifischen
Antikorper die Expression von Wildtyp-TNF und derNA-Einzelmutanten
(_R60K, _R65K, R82K, R107K, _R120K, _R179K, RROUnd _R214K)
nachgewiesen werden. Es zeigte sich jeweils eind&amuster bei 11 kDa
(stTNP und 26 kDa (mTN}: Die ADP-Ribosylierung von Wildtyp-TNEnd
TNF_R60K, R65K, R82K, R107K, R120K, R179K, ORR und _R214K
konnte in der dazugehdrigen Autoradiographie gréath bestatigt werden.

In der ersten Untersuchung zeigte sich ein Mustatioaktiv markierter Banden
bei 26 kDa (MmTNJFund ein sehr schwaches Signal bei 11 kDa (stTNR). |
Vergleich zu Wildtyp-TNF wiesen die mTNF-Banden d&utanten R65K, R82K,
R107K, R179K und R207K ein schwéacheres ADP-Ribesyhgs-Signal auf.
Eine Korrelation zwischen der Menge des detektehtemunprézipitats und der
Starke der ADP-Ribosylierung lie3 sich hierbei niamachvollziehen. Ein
Vergleich der ADP-Ribosylierungsstarke von stTNFrvioei sehr schwachem
Signal nicht mdglich. Das Ektoenzym ENPP2 (Ekto-Mokdpyrophosphatase/
Phosphodiesterase) konnte hier als Positivkontiddie ADP-Ribosylierung und
der Aktivitat der hART1 bestatigt werden.
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Abb.4.15: Analyse der ADP-Ribosylierung von WildtypTNF und TNF-Varianten
mit Einzelsubstitution der Arginine. HEK293-Zellen wurden jeweils mit hART1,
sowie ENPP oder Wildtyp-TNF bzw. TNF-Einzelmutanteamsient ko-transfiziert. Nach
einem Tag wurden die Zellen geerntet und je einqudt mittels FACS auf die
Expression von hART1, TNF und ENPP kontrolliererDRest der Zellen wurde fir 30
Minuten bei 37°C mit je HiCi **P-NAD" inkubiert. Nicht inkorporierte¥P-NAD* wurde
durch wiederholtes Waschen entfernt. Die Zellendear lysiert, und die Lysate mit
einem HA-Tag-spezifischen Antikdrper immunprazggiti Die Immunprézipitate wurden
per SDS-PAGE aufgetrennt. Zur Kontrolle wurden réalts Antikorper-gekoppelte
Protein G Magnetbeads aufgetragen. Nach dem Traasfeeine PVDF-Membran per
Western Blot wurde die Membran mittels Immunodetek{Oberes Bild) mit einem HA-
Tag spezifischen Antikérper auf die Expression fikdt. AnschlieBend konnte
inkorporierte Aktivitat mittels Autoradiographie fteres Bild) detektiert werden.
a:ENPP2, 99 kDa. b: tTNF, 51 kDa. c: mTN#6 kDa.d: sSTNF, 17 kDa. e: stTNF11
kDa.

Die zweite Untersuchung (Abb. 4.16) zeigte ebesfaih Muster radioaktiv-
markierter Bandemei 26 kDa (MTNJund ein schwacheres Signal bei 11 kDa
(StTNF). Im Vergleich zum Wildtyp wiesen die mTNFRuBden von RG65K,
R120K und R179K in Korrelation ein gleichstarkegyr&il auf. Die R60K
Mutante wies ein schwacheres Bandensignal auf, heslcjedoch mit der
Signalstarke seiner Immunodetektion korrelierte.inBe/ergleich der ADP-
Ribosylierungsstarke von stTNF zeigten R60K, R65Kd uR207K kein
nachvollziehbares Signal, wobei hier ebenfalls stewache Immunodetektion
der R60K Mutante zu beachten ist. ENPP2 konnté>atstivkontrolle der ADP-

Ribosylierung bestéatigt werden.
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Abb.4.16: Analyse der ADP-Ribosylierung von WildtypTNF und TNF-Varianten
mit Einzelsubstitution der Arginine. HEK 293-Zellen wurden jeweils mit hART1,
sowie mit ENPP oder Wildtyp-TNF bzw. TNF-Einzelmutian transient ko-transfiziert.
Nach einem Tag wurden die Zellen geerntet und feAdiquot mittels FACS auf die
Expression von hART1, TNF und ENPP kontrolliererIRest der Zellen wurde fir 30
Minuten bei 37°C mit je HCi **P-NAD" inkubiert. Nicht inkorporierte¥P-NAD* wurde
durch wiederholtes Waschen entfernt. Die Zellendear lysiert, und die Lysate mit
einem HA-Tag-spezifischen Antikdrper immunprazgaitiDie Immunprézipitate wurden
per SDS-PAGE aufgetrennt. Zur Kontrolle wurden réalts Antikorper-gekoppelte
Protein G Magnetbeads aufgetragen. Nach dem Traasfeeine PVDF-Membran per
Western Blot wurde die Membran mittels Immunodetek{Oberes Bild) mit einem HA-
Tag-spezifischen Antikérper auf die Expression fphgt. AnschlieBend konnte
inkorporierte Aktivitat mittels Autoradiographie fteres Bild) detektiert werden.
a:ENPP2, 99 kDa. b: tTNF, 51 kDa. c: mTN#6 kDa.d: sSTNF, 17 kDa. e: stTNF11
kDa.

Aufgrund der unterschiedlichen Bindungsmuster desliesen Untersuchungen
verwendeten HA-Tag-spezifischen Antikérpers und desAbschnitt 4.3.1.3
verwendeten TNF-spezifischen Antikorpers lasseh Sicesen zur Lokalisation
der ADP-Ribosylierungsstellen aufstellen. Anhandr dautoradiographie-
Analysen in Abschnitt 4.3.1.3 und der oben aufgd@ih Untersuchungen ist
festzustellen, dass TNF mindestens eine ADP-Ribmsyigsstelle in der
Stielregion als auch in sezernierter Form besbas Weiteren lasst sich eine

Summation der ADP-Ribosylierung von tmTNF anhandesi starkeren
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Autoradiographiesignals als von sTNRd stTNFnachvollziehen, was die These

von der Existenz mehrerer ADP-Ribosylierungsstdilestatigt.

Nachweis der ADP-Ribosylierung von TNF auf HEK2@8en mit
dem 1G4-Antikorper

Zum alternativen Nachweis und Bestatigung der ADIBBBYylierung aller TNF-
Einzelmutanten  wurde  nachfolgender  etheno-ADP-Rilmsingsassay
durchgefuhrt (Abb. 4.17). Hierfir wurden HEK293-lgel mit hART1 und
Wildtyp-TNF bzw. den TNF-Einzelmutanten transienb-tkansfiziert. Nach
Inkubation mit etheno-NAD erfolgte die Immunprazapion je eines Aliquots der
Lysate mit einem  Etheno-Adenosin-spezifischen  Anpler. Die
Immunpréazipitate und  Ganzzellysate  wurden  mittels DSSPAGE
gréRenfraktioniert und auf eine PVDF-Membran gdbtotDie Immunodetektion
der PVDF-Membranen erfolgte mit einem HA-Tag-speelien Antikorper.

Die Immunodetektion der Ganzzellysate bestatigée Eipression von Wildtyp-
TNF und TNF-Einzelmutanten. Es zeigte sich jeweds erwartete Bandenmuster
bei 11 kDa (stTNFund 26 kDa (mTNJ Die Silberfarbung der Ganzzellysate
zeigte eine qualitativ gleichmaRige ProteinbeladuAly Negativkontrolle der
Immunodetektion wurden untransfizierte Zellen nfiigpet. Nach Inkubation der
Zellen mit etheno-NAD wurden die Lysate mit einenthého-Adenosin-
spezifischen Antikdrper prazipitiert. Die prazipitien Proteine wurden mit einem
HA-Tag-spezifischen Antikorper detektiert. Mit deedMethode konnte die ADP-
Ribosylierung von Wildtyp-TNF und der Mutanten RGOR65K, R82K, R107K,
R120K, R179K, R207K und R214K dargestellt werddier zeigten sich ADP-
ribosylierte Banden nur bei 26 kDa (mTNFm Vergleich zum Wildtyp wiesen
die Banden von R82K, R107K, R120K und R207K eskmt abgeschwachtes
Signal auf. Das Signal von R179K liel3 sich in deséersuch nicht verwerten.
ENPP2 konnte als Positivkontrolle der ADP-Ribosyliey bestétigt werden.
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Abb.4.17: Analyse der etheno-ADP-Ribosylierung vonWildtyp-TNF und TNF-
Varianten mit Einzelsubstitution der Arginine. HEK293-Zellen wurden jeweils mit
hART1, sowie mit ENPP2 oder Wildtyp-TNF bzw. TNFaEelmutanten transient ko-
transfiziert. Nach einem Tag wurden die Zellen gastrund fir 30 Minuten bei 4°C mit
je 50 uM etheno-NAD inkubiert. Nicht inkorporiertes etheN&D wurde durch
wiederholtes Waschen entfernt. Die Zellen wurdesiely und je ein Aliquot der Lysate
mit einem Etheno-Adenosin-spezifischen AntikorpdiG4) immunprazipitiert. Die
Lysate und Immunpréazipitate wurden per SDS-PAGHgnfraktioniert. Zur Kontrolle
wurden ebenfalls Lysate von untransfizierten Zetbeler Antikdrper-gekoppelte Protein
G Magnetbeads (Spur 1) aufgetragen. Nach dem Tnaasf eine PVDF-Membran per
Western Blot wurden die Membranen mittels Immuneki&n mit einem HA-Tag
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spezifischen Antikorper auf die Expression (Bildi2w. mit einem Etheno-Adenosin-
spezifischem Antikoérper auf ADP-Ribosylierung (BiB) Uberprift. Die NC-Membran
der Ganzzellysate wurde einer Silberfarbung (Bildidterzogen, um die Beladung der
Spuren abschéatzen zu kdnnen. Bild 1: Silberfarpilgl 2: Ganzzellysate; Bild 3:
Immunprazipitate; a:ENPP2, 99 kDa. b: tTNF, 51 kbanTNF, 26 kDa.d: sTNF, 17
kDa. e: stTNF11 kDa.

ADP-ribosyliertesstTNF konnte mit dieser Methode nicht detektiertroea.
Moglicherweise ist die Bindungsfahigkeit des HA-Tgzezifischen Antikdrpers
in der Stielregion durch den bereits gebundenerreitAdenosin-spezifischen
Antikorper an etheno-ADP-Ribose in der Stielregiayestort. Dies gibt einen
zusatzlichen Hinweis auf eine ADP-Ribosylierungésten der Stielregion.
Hierbei stellt sich jedoch die Frage, warum dé-TFhg-spezifische Antikdrper
MTNF binden kann, welches vermutlich ebenfalls gebundétftbeno-Adenosin-

spezifischen Antikérper an etheno-ADP-Ribose inSkgzlregion tragt.
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5. Diskussion

Aufgrund seiner zentralen Rolle bei einer Vielzaimhmunregulatorischer
Mechanismen und der Anwendung von Anti-TNF-Therggauim Klinischen
Alltag steht TNF schon seit Jahren im Fokus der séfschaft. Die post-
translationalen Modifikationen dieses Zytokins simuth weitgehend ungeklart.
Vorangegangene Studien zeigten, dass TNF ein dielior der humanen ADP-
Ribosyltransferase 1 (hART1) darstellt. Im Rahmerser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass die extrazellulare Domane von TNF Bbwol6slicher als auch
membranstandiger Form bzw. in der Stielregion dudeh Arginin-spezifische
hART1 ADP-ribosyliert werden kann, und die extrbz#ére Doméane mehrere
ADP-Ribosylierungsstellen tragt. Der Aufbau der Kdission folgt dem Aufbau
des Ergebnisteils. Im ersten Teil wird die Untelsurgy der ADP-Ribosylierung
von TNF ex vivo und mdgliche funktionelle Konsequenzémsprochen. Im
zweiten Teil werden Erfolge und Probleme bei deentdikation der ADP-
Ribosylierungsstellen von TNF dargestellt und L@sworschlage besprochen.
Zum Schluss werden Perspektiven fur weiterfihreAdeeiten gegeben, die
zusatzliche Einblicke in die Interaktion zwischeART1 und TNF erlauben

kdnnten.

5.1 TNF als Zielprotein der hART1 auf HEK293-Zellen
Als Basis dieser Arbeit konnte die Zelloberflachgmression der hAART1 und von

humanem TNF mittels indirekter Immunfluoreszenz Widstern Blot bestétigt
werden. Die Western Blot Analysen zeigten, dads siittels Immunprazipitation
prozessiertes TNF (sTNF, 17 kDa), transmembranBids (nTNF, 26 kDa) als
auch TNF-Trimer (tTNF, 51 kDa) nachweisen lasseimgegen zeigte die
Immunodetektion der Ganzzellysate nur STNF und mTNF

Zur Untersuchung der ADP-Ribosylierung von TNF lyte die transiente Ko-
Transfektion von hART1 und TNF in HEK293-Zellen. o Verwendung von
chemisch (etheno-NAD) und radioaktiv markiertem NARonnte die ADP-

Ribosylierung von TNF durch die hART1 verifizierievden. Die eukaryotische
mono-ADP-Ribosyltransferase Ubertragt die ADP-Régpeppe von NAD

spezifisch auf Argininreste. Da die humane ART1 dBPIl-verankertes,
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membranstandiges Ektoenzyme [Okazaki & Moss 1988]liegt der Hauptfokus

der enzymatischen Aktivitat auf extrazellularen @Behenproteinen.

Das transmembranare TNF-Molekll besteht aus 23h8séuuren, von denen elf
Arginine sind. Zwei Arginine liegen in der Stielieg und neun Arginine in dem
sezernierten Teil. Ohne die dreidimensionale Stmukt beriicksichtigen, stehen
somit elf potentielle ADP-Ribosylierungsstellen de&XRT1 zur Verfigung, von

denen in dieser Arbeit zun&chst wie in der Einlggt\bschnitt 1.4 beschrieben
aufgrund des Sequenzvergleichs von humanem unchemrirNF zunéchst die
nicht-konservierten Arginine der sezernierten Faung im zweiten Teil aufgrund

der gewonnen Erkenntnisse zusatzlich die beideninfeg der Stielregion

untersucht wurden. Die Lokalisation der ADP-Rib@mylngsstellen konnte im

Rahmen dieser Arbeit eingegrenzt werden.

5.2 Lokalisation der ADP-Ribosylierungsstellen im NF

Der Hauptteil dieser Arbeit widmet sich der Chaeaisierung der ADP-
Ribosylierungsstelle in TNF. Der SequenzvergleichAbb. 1.5 (Abschnitt 1.4)
zeigt, dass in der Ektodomane von TNF elf Arginmeehanden sind. Davon sind
vier Arginine zwischen Maus und Mensch konservigrd sieben Arginine nicht
konserviert. Unter der Annahme, dass es sich une asvolierte ADP-
Ribosylierungsstelle und um ein nicht-konservierginin der I6slichen Form
von TNF handelt, erfolgte zunachst die zielgerizht®lutagenese der sechs
humanspezifischen Arginine (R82, R107, R120, R1R207, R214) von
l6slichem TNF zu Lysin. Da Lysin keine Ziel-Aminasa von ARTs darstellt,
sollten die Akzeptorstellen der ADP-Ribosylierung diese Weise ausgeschaltet
werden. Der Effekt der Mutation auf die TNF-Struksollte durch den Austausch
zu Lysin, als eine sehr konservative Mutation ggdehalten werden (die beiden
Aminosauren besitzen die gleiche Ladung und urtteiden sich in nur wenigen
Atomen voneinander). Diese nicht-konservierten Airgg befinden sich in der
trimeren loslichen TNF-Form auf der Molekuloberfigcund kommen somit als
potentielle ADP-Ribosylierungsstellen in Frage.

Der erste Teil der Mutationsanalysen (Abschnitt 43 mit dempCMV. Sport6.
TNF-Konstrukt zeigte, dass TNF sowohl transmembraté auch 16slich ADP-
ribosyliert wird und sTNF mindestens eine ADP-R{@sungsstelle besitzen
muss. Die ADP-Ribosylierung konnte nie vollstadndigch eine Einzelmutation
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unterdriickt werden. Eine quantitative Aussage (diee verminderte ADP-
Ribosylierung war aufgrund leichter Unterschiede inder
Zelloberflachenexpression und Proteinbeladung nadinitiv zu treffen. Die
Mutante TNF_R214K ist in den ersten beiden Muta#nalysen aufgrund
fehlender Immunodetektion zu vernachléassigen. Emwgis auf mehrere ADP-
Ribosylierungsstellen ergab sich u.a. aus der %tirtke der radioaktiv-
markierten Banden. mTNF zeigte reproduzierbar eérkeres Signal in der
Autoradiographie als sTNF, so dass man hier augreiSsummationseffekt der
radioaktiv-markierten gebundenen ADP-Ribose schhgf@ann. Alternativ ist eine
abgeschwachte Affinitat der hART1 zu sTNF denklube, zu einer geringeren
ADP-Ribosylierung fuhrt. Somit gaben die ersten &iginsanalysen Hinweise
auf die Lage und Menge der ADP-Ribosylierungsstellaufgrund der oben
diskutierten Ergebnisse rickten die beiden Arginoher Stielregion in den
zusatzlichen Fokus der Arbeit.

Die Mutationsanalysen des zweiten Teils (Abschniti3.2.3) mit dem
peGFP.HA.TNF-Konstrukt erfolgten weiterhin untemBg¢zug der sechs nicht
konservierten Arginine von sTNF, als auch einemsleovierten und einem nicht
konservierten Arginin (R60, R65) der StielregioresDNeiteren wurde ein neuer
Vektor mit HA-Tag verwendet, um die Stielregion telis HA-Tag-spezifischem
Antikorper detektieren zu kénnen. Im Rahmen di&adien wurde gezeigt, dass
TNF mindestens eine ADP-Ribosylierungsstelle in dezli®gion besitzen muss.
Per Autoradiographie konnte ADP-Ribosylierte TNkeBeégion (StTNF
nachgewiesen werden. Die Starke der ADP-Ribosylgreigte wiederholt einen
Summationseffekt der ADP-Ribosylierung von mTNBie ADP-Ribosylierung
konnte wie in den vorherigen Mutationsanalysen wvadistandig unterdrickt
werden. Es zeigte sich eine Abschwéachung der ADFes$ylierung von mTNF
und stTNF der TNF-Einzelmutanten, die nicht repmelbar war und variierte
und somit keinen Ruckschluss auf bestimmte ADP-&ilierungsstellen zu liel3.

Im Rahmen der Dissertationsarbeit von S. Laing 2018d u.a. der
massenspektrometrischen Untersuchungen wurden iArgi&2 und R108, eine
konservierte Aminosaure, als ADP-Ribosylierungésteim TNF identifiziert.

Die Mutation dieser beiden Arginine zu Lysin recriz die Modifikation (bei
membranstandiger ADP-Ribosylierung von TNF) dehtligerhinderte sie aber
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nicht vollig. Die Mutationsanalysen der vorliegendBissertation legen nahe,
dass es noch eine potentielle ADP-Ribosylieruneste der Stielregion (R60,
R65) von TNF gibt, die bisher noch nicht identiéizi wurde. Im Weiteren bleibt
zu untersuchen, ob alle ADP-Ribosylierungsstellem TNF gleichermal3en
modifiziert werden und ob die NAD-Konzentration iz substantiell ist.

Daruber hinaus bleibt noch zu untersuchen, in wieit vsich die ADP-

Ribosylierung auf die Bindungsaffinitat zu TNFR umdif die Struktur des

Proteins auswirkt.

5.3 Zusammenfassung und Ausblick

TNF spielt eine essentielle Rolle bei einer Vielzbiologisch-immunologischer
Funktionen. Neben der Apoptoseinduktion induziemd ureguliert TNF
proinflammatorische Antworten des Immunsystems. k&é#th die initiale TNF-
Produktion zu einer adaquaten inflammatorischenwaArtt fihrt, kann seine
systemische Freisetzung eine akute Schocksymptiommatvorrufen [Tracey et al.
1986; Beutler & Cerami 1988; Kumar et al. 1996]e Inadaquate Auschittung
des Zytokins wird mit Krankheitsbildern assoziievte Morbus Crohn [Aggarwal
B.B. 2003; Lin et al. 2008] und Rheumatoider Aitier Der Einsatz von Anti-
TNF-Therapeutika hat Einzug in den klinischen Alljt als eine etablierte
Behandlungsoption genommen. Die Therapeutika wirkegrster Linie Uber die
Neutralisierung von sTNF. Die posttranslationale odifikation und
Regulationsmechanismen von TNF sind noch weitgehendeklart. Die
Identifikation der ADP-Ribosylierungsstellen dies&gokins kdnnte in weiteren
Analysen Aufschluss Uber die Funktion seiner ADBeRylierung geben. So
fuhrt die ADP-Ribosylierung von Integrin a7  bei kmimolaren NAD-
Konzentrationen zu einer verstarkten Bindung ddsldTeterodimers an seinen
Liganden Laminin [Zolkiewska & Moss 1993]. Die vienkte Bindung des
modifizierten Lamininrezeptors an seinen Ligandeéellts ahnlich der P2X7-
Aktivierung, eine Reaktion ART-exprimierender Zellen Situationen dar, in
denen NAD vermehrt als Substrat zur Verfiigung steht. Bei &mwerletzungen
und Muskelerkrankungen geht die Plasmamembranitdegider Muskelzelle
verloren und NAD wird uber Zelllyse oder stimulierte intakte Zelle@rmehrt in
den Extrazellularraum freigesetzt. Die ADP-Ribosyiing fiihrt zur notwendigen

verstarkten Interaktion von Zelladhasionsmolekida dem Laminindimer und
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seinem Rezeptor. Die NAEKonzentration scheint nicht nur die Aktivitat der
hART1, sondern auch an ihre Spezifitit gekoppelt sain. Bei NAD-
Konzentrationen im unteren mikromolaren (<10) Bsheiist die ADP-
Ribosylierung von Integrin a7 auf einen bestimmten
Aminosauresequenzabschnitt beschrankt, bei holarerentrationen (75-100M)
kommt es zur zusatzlichen ADP-Ribosylierung in Bine anderen
Aminosauresequenzabschnitt [zusammengefasst inexigka A. 2005].

In gleicher Weise ist die NABKonzentrationsabhingige mono- und mehrfach-
ADP-Ribosylierung von TNF denkbar. Ebenso ist demk dass die ADP-
Ribosylierung das Bindungsverhalten von TNF an THMFEBnd TNFR2
beeinflusst.

TNF ist ein transmembranares Protein und ist imesehomotrimeren Form
biologisch aktiv. Hierbei kann TNF sowohl membramgeden als auch in
l6slicher Form interagieren. TNF steht mit TBIFn Konkurrenz um seine
Rezeptoren TNFR1 und TNFR2 [Hehlgans &Pfeffer 2005Pas
membrangebundene Trimer vermittelt z.B. B-Zellaktiung und Zytotoxizitat.
Das membranintegrierte TNF-Trimer kann proteolytisitirch Metalloproteasen
wie TACE von der Zelloberflache freigesetzt werd&earing et al. 1994; Black
et al. 1997]. Im unteren nanomolaren Bereich digsbzlas Trimer in seine TNF-
Monomere. Dies fuhrt zur Verminderung seiner Reazdgmdungsaffinitat und
Bioaktivitat [Smith&Baglioni 1987, Corti et al. 199

Zusammenfassend stellt die ADP-Ribosylierung vonFTHinen potentiell
bedeutsamen Regulationsmechanismus der posttianslen Modifikation dar.
Die in dieser Arbeit erhobenen Ergebnisse legerGdisdlage fur weiterflhrende
Untersuchungen zur Funktion der posttranslationdledifikation von TNF
durch hART1. Die Nutzung des DetektionsverfahrenisHa-Tag-spezifischem
Antikérper und radioaktiv markierten??P-NAD" hat sich als nitzliches
Analyseverfahren erwiesen.

Die potentielle ADP-Ribosylierungsstelle in dereBtgion sollte durch weitere
vergleichende Mutationsanalysen mit Einzel- und Nethmutanten identifiziert
werden z.B. durch gleichzeitige Mutation von ArgirR60, R82 und R108 im
Vergleich zu R65, R82 und R108. Nachfolgende Studellten klaren, ob der
Grad der ADP-Ribosylierung, bzw. die Affinitat d@ART1 zu bestimmten ADP-
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Ribosylierungsstellen von der NAD-Konzentration umdn der TNF-Form
(I6slich, transmembranar) abhangig ist.

Des Weiteren ware nach Identifizierung aller ADB®&ylierungsstellen von
gro3em Interesse, inwiefern die ADP-Ribosylieruran ViINF die Bindung an
seine Rezeptoren und deren intrazellulare Sigmaithaktionskaskaden

beeinflusst.
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6. Zusammenfassung

Dem Tumor-Nekrose-Faktor (TNF) wird eine zentridlale in der angeborenen
und adaptiven Immunantwort zugeschrieben. Bishdr vienig Uber die
posttranslationale Modifikation dieses pleiotropefytokins bekannt. In
vorgehenden Studien wurde gezeigt, dass humaner diéh humane ADP-
Ribosyltransferase 1 (hARTIh vitro speziesspezifisch ADP-ribosyliert wird.
Die ADP-Ribosylierung ist eine reversible postttatisnale Modifikation von
Proteinen mit immunregulatorischem Effekt. Die ABBosegruppe wird von
Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid (NAD) unter Freisetrg von Nikotinamid auf
eine spezifische Akzeptoraminosaure des Zielpretébertragen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden TNF und hART1 auf KI2E3-Zellen
exprimiert und die ADP-Ribosylierung von TNF migel SDS-PAGE/
Autoradiographie untersucht. Dabei lieRen sich MNkafionen sowohl der
Stielregion (stTNF), als auch von l6éslichem TNF N&J nachweisen.
Einzelmutationen der 6 nicht konservierten Argin(R) des sTNF (R82, R107,
R120, R179, R207, R214) verhinderten weder die ABbsylierung von TNF
in transmembranarer noch in I6slicher Form.

Auch Einzelmutationen unter Einbezug eines koneemm und eines nicht
konservierten Arginins der Stielregion verhindertécht die ADP-Ribosylierung
von stTNFund sTNF. Die vorliegende Dissertation zeigt, dadd= mehrfach
ADP-ribosyliert wird und jeweils mindestens eine RIRibosylierungsstelle in
der Stielregion (R60, R65) von TNF und sTNF (R820R R120; R179, R207,
R214) liegt.

Diese Ergebnisse sind wichtige Grundlage zur Ifigation aller ADP-
Ribosylierungsstellen in TNF und fur weiterfihren&tudien bezuglich der
Auswirkung der posttranslationalen Modifikation VONF auf seine Bioaktivitat

und sein Bindungsverhalten zu seinen Rezeptoren.
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6.1 Abstract

TNF plays a central role in the innate and adaptiv@une response. However,
little is known about the posttranslational modifion of this pleiotropic
cytokine. Preexisting studies indicated, that vitro human TNHs ADP-
ribosylated by human ADP-ribosyltransferase 1 (RAR ADP-ribosylation is a
reversible posttranslational protein modificatiothwan immuneregulatory effect,
whereby the ADP-ribose moiety fronicotinamide adenine dinucleotigdAD) is
transferred to a specific acceptor amino acid @afrget protein.

In the context of this thesis TNF and hART1 wexpressed on HEK293 cells ,
and the ADP-ribosylation of TNBy hART1 was analysed by SDS-PAGE/
Autoradiography. Modifications were found both talk region (stTNF) and in
soluble TNF (sTNF). Single mutations of the 6 nomserved arginines (R) of
STNF (R82, R107, R120, R179, R207, R214) did nevg@nt ADP-ribosylation.
Similarly, single mutations including one conservadd one non-conserved
arginine of the TNF-stalk did not completely pret/dre modification.

This thesis shows that TNF is ADP-ribosylated attiphe sites and that at least
one ADP-ribosylation site is located in the TNFHist€R60, R65) and sTNF
(R82, R107, R120; R179, R207, R214).

These results are an important basis for the ifieation of all ADP-ribosylation
sites in TNF and for continuing studies relating tioe effects of the
posttranslational modification of TNF to its bio&dy and its interaction with its

receptors.
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7. Anhang

7.1 Abktrzungen und Anglizismen

3D Dreidimensional

ADAM a-Disintegrin and Metalloproteinase

ADP Adenosin-5’-diphosphat

ADPR ADP-Ribose

AEBSF 4-(2-Aminoethyl)-benzensulfonylfluorid

AP Activator protein

ARH ADP-Ribosyl-Hydrolase

BSA Bovines Serumalbumit@vine serum albumjn
CD Nomenklatur fir Oberflachenantigen

(cluster of differentiation)

cDNA komplementare DNAdomplementary DNA

cFLIP Caspase-8 FLICE inhibitory Protein

CRD Cysteinreiche Domar{eysteine rich domain)

DcR Decoyrezeptor

DD Todesdoman@eath domain)

DISC Death inducing signaling complex

DMEM Dulbecco’s modified Eagle medium

DNA Desoxyribonukleinsaurelésoxyribonucleic acjd

dNTPs Mischung gleicher Stoffmengen der vier
Desoxynukleosid-Triphosphate fur die PCR

DT Diphterie-Toxin

DTT Dithiothreitol

ECL Enhanced Chemoluminescence

EDTA Ethylendiamintetraacetat

eEF Eukaryontischer Elongationsfaktor

eGFP Enhanced green fluorescent protein

eNAD etheno-NAD Nikotinamid-1,N6-Etheno-Adenin-
Dinukleotid)

ENPP2 Ectonucleotide pyrophosphatase/ phosphodiesterase 2

ETA Exotoxin A
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FACS
FADD
FCS

FGF

FITC
FLAG-Tag
FSC

GPI
GTP
GvHD
hART 1
HEK

HEPES
HNP
HRP
HVEM
IAP

IFN

1gG

IKK

JNK
kb
kDa
kit

LPS
LT
mADb
mADP
MAP

Fluorescence activated cell sorting

Fas associated DD protein

Fotales Kalberserurfe(al calf serum

basic fibroblast growth factor
Fluoresceinthiocyanat

Rekombinant eingeftigtes Epitop
Vorwartsstreuunddrward scatte): gibt bei
durchflusszytometrischen Analysen Aufschluss
Uber die GroR3e der Zellen
Glykosyl-Phosphatidyl-Inositol
Guanosintriphosphat

Graft versus Host Disease

Humane ADP-Ribosyltransferase 1

Humane embryonale Nierenzelllinie

(human embryonic kidney fibroblast-like cells)
4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonsau
Human neutrophile peptide
Horseradish-Peroxidase

Herpes virus entry mediator

Inhibitor of apoptosis

Interferon

Immunglobulin G

Inhibitor of NFB (IxB)-kinase-kinase
Interleukin

c-Jun-N-terminale-Kinase

Kilobase

Kilodalton
Vorgefertigtes Reagenzsystem

Ligand

Lipopolysaccharid

Lymphotoxin

Monoklonaler Antikbrpemonoclonal antibody)
Mono-Adenosindiphosphat

Mitogen-activated-protein
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MART
MEF
MES
MFI
MHC

MOPS
MRNA
MTNF
NacCl
NAD
NADase
NC
NFATp
NFkB
NICD
OPG
P2X7
PAGE
PARP
PBS
PCR
PDGF-BB
PE

pH

Pl
PI-PLC
PG
PVDF
RIP
RNA
RPM
RT

Mono-ADP-Ribosyltransferasen
Myocyte-specific enhancer factor
2-Morpholinoehansulfonsaure

Mittlere Floureszenzintensitat
Haupthistokompatibilitatskomplex

(major histocompatibility compléx
3-(N-morpholino)propane sulfonic acid
Boten-RNA (hessengeRNA)

Membranstandiges TNF

Kochsalz

Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid
NAD-Glykohydrolase

Nitrocellulose

Nuclear factor of activated T cells transcripticactor
Nuclear factor kappa B

NAD-induzierter Zelltod NAD-induced cell dea)h
Osteoprotegerin

Purinorezeptor
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Poly-ADP-Ribose-Polymerase
Phosphatgepufferte Salzlosplgosphate buffered saline)
Polymerase-Kettenreakti(polymerase chain reaction)
Platelet-derived growth factor-BB

Phycoerythrin

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

Propidiumiodid
Phosphatidylinositol-spezifische Phosphaea
Prostaglandin

Polyvinylidendifluorid

Receptor interacting protein
Ribonukleinsaureriponucleic acid

Rounds per minute

Raumtemperatur
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SA Streptavidin

SDS Natriumdodecylsulfatsodium dodecy! sulfate)

SSC Seitwartsstreuungide scattex. gibt bei
durchflusszytometrischen

Analysen Aufschluss Uber die Granularitat der Zelle

STNF Laslicher(soluble)TNF
StTNF TNF-Stielregion(Stalk)
TACE Metalloprotease, die TN¥on der Zelloberflache

abspaltet TNF-a converting enzyme

TAE TRIS-Acetat-EDTA

TAT Transactivator of transcription

THD TNF-homology domain

TIM TRAF interacting motifs

TNF Tumor-Nekrose-Faktor

TNFR TNF-Rezeptor

TRADD TNFR-associated protein with death domain
TRAF TNFR-associated factor

TRAPS TNFR-assoziiertes periodisches Syndrom
TRIS Tris(Hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)
tTNF TNF-Trimer

WT Wildtyp



7.2 Einbuchstaben-Bezeichnungen der Aminosauren

Alanin A
Arginin R
Asparagin N
Asparaginsaure D

@

Cystein
Glutamin
Glutaminséaure E
Glycin G
Histidin
Isoleucin
Leucin

Lysin
Methionin
Phenylalanin
Prolin

Serin
Threonin
Tryptophan
Tyrosin

<-<§_|u)'0_n§7<|——

Valin
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