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1. Zusammenfassung

ADP-Ribosyltransferasen (ARTs) kénnen die Funktion von Proteinen mastylier
indem sie ADP-Ribose von Nikotinamid-Adenindinukleotid (NAD) auf einen
spezifischen Aminosaure-Rest ihres Zielproteins Ubertragerdidser Arbeit wird
gezeigt, dass das humane Zytokin Tumor-Nekrose-Faktor (TNF) elpr@ein der
humanen ARTL1 ist, und dass die ADP-Ribosylierung von TNF dosisabhamngidnlso
die Bindung an seine Rezeptoren als auch seine biologischen Funkieeiaflusst.

Die Modifikation hemmte die Bindung von TNF an beide TNF-Rezept(T&lFRS) in
verschiedenen experimentellen Systemen. Dabei waren Starkeeargtorselektivitat
des Effekts in den einzelnen untersuchten Systemen stark vom Kontext de
Rezeptor/Liganden-Interaktion abhangig. Ebenso hemmte die ADP-Rérasyg die
biologischen Wirkungen von TNF auf Zielzellen, wie den Zellto& Aktivierung
primarer humaner Granulozyten, und, als molekulares Korreiagrs@ktivitat, die
Aktivierung des NF«B-Signalweges.

In Bezug auf zwei der untersuchten TNF-Effektorfunktionen, den TNF-eden
Zelltod einer humanen T-Lymphom-Zelllinie, sowie die Induktion d&B62L-
Sheddings auf Granulozyten, zeigte die ADP-Ribosylierung unterschiegllich
Auswirkungen: niedrige NAD-Konzentrationen (4 uM) hemmten den &kllie3en
aber das CD62ISheddingunbeeinflusst. Diese beiden Effektorfunktionen zeigten auch
beim Einsatz von anti-TNF-Rezeptor-Antikbrpern unterschiedlichakfResmuster.
Sowohl TNFR1- als auch TNFR2-spezfische Antikérper hatten eineiegend
antagonistische (TNF-blockierende) Wirkung auf den Zelltod, jedoch siakke
agonistische Wirkung auf das CD638hedding Diese Beobachtungen zeigen, dass
beide TNF-Rezeptoren an der Vermittlung beider Effektorfunktidmeeiligt sind, und
deuten darauf hin, dass die Wirkung der ADP-Ribosylierung von Tidht
rezeptorspezifisch ist, sondern vom zellularen Kontext, in dermtdieaktion von TNF
mit seinen Rezeptoren stattfindet, abhangt.

Durch massenspektrometrische Untersuchungen wurden zwei ArgirinendR R32,
als ADP-Ribosylierungsstellen im TNF identifiziert. Mutetsanalysen bestatigten die
Identitdt dieser beiden Zielarginine, zeigten jedoch die Existeimmestens einer
weiteren ADP-Ribosylierungsstelle auf. Untersuchungen mit WNEnten zeigten,
dass die Mutation von R32 zu Lysin die Bindung an TNFR2 sowie die Buaektivon
TNF beeinflusste, und dass die ADP-Ribosylierung an der Positioir 2Ref Wirkung
auf das TNF-induzierte CD628heddingunktionell relevant ist.

Die ADP-Ribosylierung stellt einen bisher unbekannten, \hé&btigen Mechanismus
zur Regulation des TNF/TNFR-Systems dar. Die vorgelegteitAdgt den Grundstein
fir weitere Untersuchungen, in denen es darauf ankommen wirdyialagischen
Situationen zu definieren, in denen dieser Regulationsmesrhasiwirksam wird.



1.1 Abstract

ADP-ribosyltransferases (ARTs) modulate the function of pmetdiy transferring an
ADP-ribose moiety from nicotinamide adenine dinucleotide (N&Da specific amino
acid residue of a target protein. This thesis shows thahdingan cytokine tumor
necrosis factor (TNF) is a target protein for ADP-ribosglatoy human ART1, and that
this modification affects the binding of TNF to its receptorsigbiological functions
in a dose-dependent manner.

The modification blocked the binding of TNF to both TNF-receptors (T$YFAR
different experimental systems. The intensity of the effand their receptor selectivity
differed in the experimental sytems investigated, and weylelyndependent on the
context of the receptor/ligand interaction. In addition, ADP-ritaigyn blocked the
biological effects of TNF on target cells, such as cedith, the activation of primary
human granulocytes, and, as a molecular correlate of itstacthe activation of the
NF-kB signalling.

ADP-ribosylation showed different effects on two functions of THii€, induction of
cell death in a human T-lymphoma cell line and the inductioB@82L-shedding on
granulocytes, in that low concentrations of NAD (4 uM) blockell death, but left
CD62L-shedding unaffected. These two functions were affectedragiffe by anti-
TNF-receptor-specific antibodies. Both TNFR1- and TNFR2-sgeaifitibodies had
predominantly antagonistic effects on cell death, but highly aoeifects on CD62L-
shedding. These observations show that both TNF-receptors are thuwolagediating
both effector functions, and suggest that the effects of ADPyliditaen of TNF are not
receptor-specific, but depend on the cellular context in which teeaction of TNF
with its receptors takes place.

Two arginines, R6 and R32, were identified as ADP-ribosylatites é.1 TNF by mass
spectrometry. Mutational analysis confirmed the identity ofehe® target arginines,
but showed the existence of at least one more ADP-ribosykitan

The conservative mutation of R32 to lysin affected both the bindidfgNéfto TNFR2
and its functions. In addition, it was shown that ADP-ribosylatibR32 is necessary
and sufficient for the effect of the modification on TNF-indu€b2L-shedding.
ADP-ribosylation constitutes a so far unknown, complex mechanisnhdaregulation
of the TNF/TNFR system. This dissertation lays the foundation further
investigations to define the biological situations, in which teigulatory mechanism
may be effective.



2. Einleitung

2.1 Tumor-Nekrose-Faktor und seine Rezeptoren

2.1.1 Die Rolle von TNF im Immunsystem

Das Immunsystem ist das korpereigene Abwehrsystem von Organigmgen
eingedrungene Pathogene. In Vertebraten wird zwischen dem angeborenen
Immunsystem, das eine erste, schnelle Verteidigungslinieetitstd dem erworbenen
Immunsystem, das langsamer, aber spezifischer reagiértiessen besondere Rolle in
der Ausbildung eines immunologischen Gedachtnisses liegt, unexteohi Das
erworbene Immunsystem besitzt aufgrund von DNA-Neuanordnungen (sdraeatisc
Rekombination) ein groRes Repertoire an T- und B-Zellrezeptdiergine Vielzahl
verschiedener Antigene hochspezifisch erkennen. Wird eine T-Bedele Uber ihren
spezifischen Antigen-Rezeptor durch ein passendes Pathogen, untesefiit von
ko-stimulatorischen Molekllen aktiviert, proliferiert die Zellad Ubt, abhangig von
der Zellart (T-Helferzelle, zytotoxische T-Zelle, B-Rteezelle) verschiedene Effektor-
funktionen aus, die schlief3lich zur Eliminierung des Pathogens fllbesnangeborene
Immunsystem dagegen erkennt konservierte, invariante Merkmale vino-M
organismen Uber Keimbahn-codierte Rezeptoren, die als Pp&®r( recognition
receptory zusammengefasst werden. Die Aktivierung Uber die PRRs kaekt dir
Lyse oder Phagozytose der Pathogene fihren. Aul3erdem werden |¢slitioeen
ausgeschiittet, die u.a. weitere Zellen sowohl des angeborénancla des erworbenen
Immunsystems rekrutieren und aktivieren. Eine wesentliche Rpilelt hierbei die
Klasse der Zytokine, zu denen neben Interferonen (IFN), Interlaukihg kolonie-
stimulierenden Faktoren (CSF) und Chemokinen, die Tumor-NekroserFakiF)-
Familie gehort [1].

Das TNF selbst wurde im Jahr 1975 aufgrund seiner Fahigkeit, elieode von
Tumorzellen auszulésen, identifiziert und charakterisiert [2ht& zeigte sich, dass die
Hauptfunktion des TNF nicht zytotoxischer, sondern pro-inflammateersblatur ist.
TNF ist ein pleiotropes Molekil, das abhéngig vom Zell-Typ jeleeiligen Umgebung
und der Dauer des Signals eine Vielzahl unterschiedlicher, gedgensatzlicher
Wirkungen vermittelt [3, 4]. TNF wird vor allem von aktiien Makrophagen aber
auch von vielen anderen Zellen hematopoetischen und nicht-hematopetisch
Ursprungs, wie Monozyten, T- und B-Zellen, NK-Zellen, Neutraphil Astrozyten,
Endothelzellen, Fibroblasten und glatten Muskelzellen, als dmtauf Entziindungen,
Infektionen, Verletzungen und andere Stressfaktoren exprimiert TNF besitzt
wiederum Effekte auf fast alle Zellarten, in denen es @ikaktivierung, den Zelltod
oder die Expression pro-inflammatorischer Gene induzieren kasm @ 1).

Viele der pro-inflammatorischen Wirkungen von TNF kénnen durch die Effeliee
TNF auf das GefaRendothel und die Wechselwirkung von Endothelzellen und
Leukozyten besitzt, erklart werden [6]. Als Antwort auf TNEzea Endothelzellen
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Chemokine frei und &ndern das Expressionsmuster ihrer Adhasionsmoleléleur
Rekrutierung bzw. verstarkten Bindung verschiedener Leukozytenpopulatonéie
GefaRwande fuhrt und die Extravasation ins Gewebe erleicher8][ AulRerdem
sensitiviert TNF Endothelzellen fur VEGRa&scular endothelial growth factpund
induziert die Expression von Cyclo-Oxygenase 2 (Cox-2), die die Produktion v
Prostaglandinen anregt, was wiederum zu einer Permeablisienadngrweiterung der
Blutgefal3e fuhrt [9, 10]. Somit tragt TNF durch den erhdhten Bkgflund das
erleichterte Einwandern von Leukozyten in das entziindete Gewebe lokdére
typischen Merkmalen einer Entziindung (R6tung, Wéarme, Schwellung, 8&9hbe
[6].

TNF besitzt eine wichtige Rolle in der Verteidigung gegenrsoteedliche Pathogene,
wie M. tuberculosis, S. aureus und L. monocytogenes [11-13]. Studien i
Mausinfektionsmodellen mit unterschiedlichen Mykobakterien haben gieziziss in
TNF-defizienten Mausen die Granulombildung wesentlich beeintracigtgf14].
Granulome, hauptséachlich bestehend aus aktivierten T-Zellen unaphaigen, stellen
eine Mikroumgebung dar, die essentiell fur die Beschrankung des nky&aobben
Wachstums ist. Es wurde gezeigt, dass TNF die Chemokin- undsiddbenolekiil-
Produktion stimuliert, was zur Rekrutierung von inflammatorischeme@alnd zur
festen Granulombildung fihrt [15]. TNF erhoht aulerdem die Fahigkeit
Makrophagen, die Mykobakterien zu phagozytieren und zu téten [16], und eegt di
Differenzierung spezifischer T-Zellen an, die wiederum diegreeten T-Helferzellenl
(TH1)-Zytokine sekretieren [17].

TNF ist auch an der Herunterregulation des Immunsystems naeh exfolgreichen
Antwort beteiligt [18] und kann unter bestimmten Bedingungen Immunarmmwetier
supprimieren als stimulieren [19]. AuBerdem spielt TNF eine Rwoléer Entwicklung
und Organisierung der sekundaren lymphatischen Organe, in denenwdidesre
Immunantwort initiiert wird [20].

Die pleiotrope Wirkung von TNF zeigt sich nicht nur anhand der Reihdiahi&r
Effekte fur den Organismus, sondern auch in den zahlreichen akltenischen und
Autoimmun-Erkrankungen, die mit einer Dysregulation von TNF assozimat So ist
TNF, systemisch verabreicht, an der Auslosung des septisSithocks und, bei
andauernden, niedrigen Konzentrationen, an der Ausbildung der Kadbepeidigt
[21]. Wahrend bei Autoimmunerkrankungen wie der rheumatoiden Asthhtorbus
Crohn und Psoriasis die Behandlung mit TNF-neutralisierenden Molekilen z
therapeutischen Erfolgen fuhrt [22-25], geht bei der multiplen r&de und beim
systemischen Lupus Erythematosus die Neutralisierung von TNF eaimér
Verschlechterung des Krankheitsbildes einher [26]. TNF ist ameGezerstérungen,
wie beispielsweise in der Leber beteiligt, obwohl TNF dieetig wichtig fur die
Proliferation von Hepatozyten in der Leber-Regeneration ist [N vermittelt nicht
nur den Zelltod von Tumorzellen, sondern férdert auch Tumorentwicklungy eure
direkte Wachstumsstimulation bestimmter Tumorzellen und vomaleirch seine
starken pro-inflammatorischen Aktionen [28, 29].

-4-
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TNF
1l

physiologische Wirkungen

Gen-Expression

pathologische Wirkungen

toxischer Schock Zytokine/Chemokine pro-inflammatorische
Aktivitaten
Adhasions- || Wachstums-
molekle faktoren Modulation der angeborenen
Autoimmunerkrankungen anti-apopiotische Faktoren und erworbenen Immunitat
Gewebeschidigungen pro-apoptotische Faktoren Schutz vor Pathogenen
Transplantat- Entwicklung und Erhalt
abstossung sekundarer lymphatischer Organe
Zelltberleben | | Zelltod

s

Abb. 2. 1 Ubersicht der biologischen Wirkungen von TNF

2.1.2 Strukturelle Eigenschaften von TNF

TNF wurde im Jahr 1984 kloniert und zeigte 30 % Sequenzhomologie zu Lymphotoxi
(LT) [30, 31]. Die spatere Klonierung anderer Zytokine hatte ggzéass TNF und LT
zu einer grol3en Familie mit 19 Mitgliedern gehort, deren Nesgneber das TNF wurde
(TNF-Ligandenfamilie) [32]. Die charakteristische Gememkait der Familien-
mitglieder ist die konservierte extrazellulare TNF-Hom@egomane (THD), die den
Aufbau in homotrimere Molekile und die Rezeptor-Bindung vermittelt. TdBE-
Monomer besteht aus zwei antiparallelen beta-Faltblattetnantiparallelen beta-
Strangen, die eine so genannfelly-roll* beta-Struktur formen, die typisch fir die
TNF-Ligandenfamilie ist, aber auch in viralen Hullproteinen vorkdni33, 34]. Das
Einzelkopien-Gen von TNF, dass sich beim Menschen auf dem Chrongoismrarhalb
des MHC-Lokus Kajor-Histocompatibility-Complexbefindet, ist ungefahr 3 kb grof
und enthalt 4 Exons, die durch drei Introns getrennt sind. Mehr als @& %eifen
TNF-Sequenz liegt im Exon 4, wobei Exon 1 und Exon 2 hauptséchlichediger
Peptid-Sequenzen enthalten [35].

TNF wird zunachst als Typ-ll Transmembranprotein produziert, heslcstabil als
Homotrimer vorliegt (IMTNF, Monomer: 233 Aminosauren, 26 kDa) und bioagtiv
[36-38]. Die Transmembran-Domane (TM) des Pro-TNF wird von demégéiuren -
44 bis -26 und der kurze zytoplasmatische Teil von den Aminosauren -780biker
TNF-Presequenz gebildet [39]. Lésliches TNF (sTNF; 157 Aminosaunérg durch
die Metalloprotease TACE TNF-adpha @nverting @zyme auch als ADAM17
bezeichneta disintegrin and netalloproteinasg proteolytisch von der Zelloberflache
freigesetzt [40, 41] (s. Abb. 2. 2). ADAM17 stellt die Hayptheddasedar, aber auch
andere Mitglieder der ADAM-Familie kénnen TNF von der Zellbldehe spalten
(ADAM10, 9, 8) [42]. STNF, dessen Kiristallstruktur 1989 aufgek¥éutde [43, 44],
liegt unter physiologischen Bedingungen stabil als nicht-kovaleknupftes Trimer,
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mit einer molaren Masse von ca. 52 kDa vor und stellt die jRezbindende und
biologisch aktive Form des TNF dar. Erst unterhalb des nanomoBeeeichs

dissoziiert TNF in seine 17 kDa groRen Monomere und verlierti debee Bioaktivitat

[45, 46]. Das mTNF wird an einem spezifischen Cystein-Restemintrazellularen
Doméne von TNF palmitoyliert [47]. Zuséatzlich wird ein SeriniRes der

intrazellularen Doméane von mMTNF phosphoryliert [48]. Diese postimtionalen
Modifikationen (PTMs) konnten fur die Regulation der mTNF-Funktion wgckein

[49]. PTMs von l6slichem TNF sind bisher nicht bekannt.

Ldsliches und membranstéandiges TNF vermittelt seine zahéneigVirkungen tber die
Wechselwirkung mit zwei Rezeptoren: den p55 TNF-Rezeptor (TNER120a) und
den p75 TNF-Rezeptor (TNFR2; CD120b) [50, 51]. Wahrend der TNFR1 Hdigih-,

Affinity-Rezeptor” fur I6sliches TNF (STNF) darstellt und zalehnei Funktionen durch
die Bindung von STNF ausgelost werden [52], wird der TNFR2 effektkech

membran-gebundenes TNF (mTNF) aktiviert [53] (s. Abb. 2. 2heDhesitzen STNF
und mTNF wahrscheinlich unterschiedliche Wirkungen [49].

2.1.3 Die TNF-Rezeptoren

TNFR1 und TNFR2 gehoren zu der 29 Mitglieder starken Familid@ dérRezeptoren,
die die Wirkungen der einzelnen Mitglieder der TNF-Ligandenfanwdiamitteln [3].
Bei dieser Rezeptorfamilie handelt es sich um Typ-1-Trandmreeproteine, die als
charakteristisches Merkmal eine bis sechs Cystein-reidbmanen (CRD; ca. 40
Aminosaure-Reste), die typischerweise jeweils drei Didlitticken ausbilden, in ihrer
Liganden-bindenden, extrazellularen Doméne besitzen. [54, 55].

TNFR1 und TNFR2 zeigen ca. 28 % Sequenzhomologie vor allem in ihrer
extrazellularen Doméne [56]. Der humane TNFR1 besteht aus 434 AiireResten,
der TNFR2 aus 439 Resten. TNFR1 und TNFR2 liegen beide N-glyedsydr, aber
nur der TNFR2 ist O-glycosyliert [57]. Beide Rezeptoren besjegeails vier CRDs in
ihrer extrazellularen Domane und haben eine langliche GeBialth eine Sequenz
(PLAD; pre-ligand binding assembly domaim der distalen CRD im TNFR1 und
TNFR2 liegen die Rezeptoren auch in Abwesenheit eines Ligandddoahotrimere
vor [58]. Die Bindung ans TNF erfolgt an den lateralen Vertiefardgs trimeren TNF,
die an der Grenze zwischen zwei der drei TNF-Monomere eeatst&h, 59, 60] (s.
Abb. 2. 2). Die Aktivierung der Rezeptoren wird wahrscheinlich durgarden-
induzierte Konformationsdnderungen innerhalb des Rezeptor-Trimevsrderufen
[21].

Beide TNF-Rezeptoren konnen, wie das TNF, durch die Aktivitait V&CE
(ADAM17) von der Zelloberflache freigesetzt werden, wobei defFRN zusatzlich
durch ADAMS8 und der TNFR2 durch ADAM9 gespalten werden kann [42, 61, &]. D
l6slichen TNFR haben neutralisierende bzw. modulierende WirkungfelNE [63]
und sind die bisher einzig bekannten natirlichen Molekile, die die #ttiwon TNF
beeinflussen.
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Wahrend der TNFR1 ubiquitéar auf beinahe allen Zellen (aufRer Brytien und
unstimulierten Lymphozyten) exprimiert wird, ist die Expression d&d-R2 auf
hamatopoetische Zellen und Endothelzellen begrenzt [21].

Zytosol

ﬁﬁ @ @@ s

NH,
NH,
B—NH,

mTNF

TNFR1 TNFR2 l >< l EZR
YEVE D) (=20 EYreelEl

sTNFR1

Signaltransduktion

Abb. 2. 2 schematische Darstellung von TNF und sein  en Rezeptoren: Das homotrimere
TNF wird zunachst als Typ2-Transmembranprotein exprimiert und durch die Aktivitdt von
Metalloproteinasen, wie das TNF-alpha converting enzyme (TACE), von der Zelloberflache
freigesetzt. Sowohl ldsliches als auch membranstdndiges TNF aktiviert seine beiden TNF-
Rezeptoren (TNFR1 und TNFR2), wobei die Aktivierbarkeit des TNFR2 Uber l6sliches TNF
schwaécher ist (gekennzeichnet durch den dinneren Pfeil). Die Bindung von TNF an die TNFR
erfolgt Uber die lateralen Vertiefungen, die an den Interaktionsflachen von je zwei TNF-
Monomeren enstehen. Durch ihre pre-ligand assembly domain (PLAD) liegen beide TNFR
bereits vor TNF-Bindung pra-assoziiert vor. In ihrem extrazellularen Teil besitzen die TNFR vier
Cystein-reiche Doméanen (als Kugeln dargestellt), Uber die der Kontakt zum TNF hergestellt
wird. Die TNFR besitzen in ihrem intrazellularen Teil unterschiedliche, fur die
Signalweiterleitung verantwortliche Doméanen. Der TNFR1 hat eine death domain (DD) und der
TNFR2 ein TRAF-interacting motif (TIM). Beide TNFR werden als Typl-Membranproteine
exprimiert, kdnnen aber auch durch die Aktivitat von Metalloproteinasen von der Zelloberflache
freigesetzt werden und Isliches TNF neutralisieren.

2.1.4 TNFR1-Signaltransduktionswege

Der gut charakterisierte TNFR1 spielt in den meisten bekannkéfvErmittelten
Wirkungen, wie der Proliferation, der Differenzierung und der Apsptvon Zellen
eine Schlusselrolle. Die durch den TNFR1 vermittelten Sigege wurden ausgiebig
untersucht. Nach Bindung von TNF wird das Adapterprotein TRADODIFR-
associated death domain protgidurch die homotypische Bindung der DD beider
Proteine an den Rezeptor rekrutiert [64, 65]. TRADD dient d&tférm, um
unterschiedliche Downstream-Adapterproteine zu rekrutieren, dien dzu ver-
schiedenen Signalkaskaden fuhren. Zu diesen Adapterproteinen gehoAdf2 TR
(TNFR-associated factor)2RIP1 ¢eceptor interacting protein)lund FADD Eas-
associated death domain protgidie weitere Schlisselmolekiile rekrutieren, die fur die
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Aktivierung des Transkriptionsfaktors NB (nuclear factor kappa B von MAPK
(mitogen-activated protein kinagesder Caspasen verantwortlich sins (s. Abb. 2. 3).
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Abb. 2. 3 schematische Darstellung der TNFR1-Signal transduktionswege: s. unten
stehenden Text

TNFR1-vermittelte NFB-Aktivierung
Die pro-inflammatorische Wirkung von TNF ist hauptsachlich aufAdigvierung von

NF- B zuriickzufihren. Bei NFB handelt es sich um eine Gruppe von homo- und
hetero-dimeren Transkriptionsfaktoren, die in Sdugetieren funf Kltgti umfasst (NF-
Bl (p50), NF-B2 (p52), c-Rel, RelA (p65) und RelB). Die Mitglieder der N&-
Familie besitzen als strukturelle Gemeinsamkeit die RRBI fomology domajndie

die Dimerisierung, die DNA-Bindung, die nukledre Lokalisierung und die
Wechselwirkung mit den inhibitorischenB-Proteinen ifihibitor of Bs) vermittelt
[66]. NF- B Proteine sind fur die Transkriptionsaktivierung einer Vielzahl
unterschiedlicher, an inflammatorischen und Entwicklungs-Prozessahgben Genen
verantwortlich, auBerdem wird die Transkription verschiedemndi-apoptotischer
Faktoren ausgeldst [67].

Im unstimulierten Zustand wird NFB durch die Bindung an B inaktiv im
Zytoplasma zurlickgehalten. Die TNF-induzierte Aktivierung von BFiber den
TNFR1 wird durch die Rekrutierung des so genannten Komplex 1, bestehend aus
TRADD, TRAF2 und RIP1, an den TNFRL1 initiiert [68]. Fur die-NB-Aktivierung ist
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eine Translokation von TNFRL1 lipid rafts nach Liganden-Bindung nétig [69]ipid
rafts sind cholesterinreiche Mikrodomanen in Zellmembranen, in def@n esne
Vielzahl von signalweiterleitenden Molekulen treffen [70]. Naclidig des
Komplex | kommt es zur Rekrutierung und Aktivierung des IKKB(lkinasg-
Komplexes, die zur Phosphorylierung vomI(P-l1 B) an zwei Serin-Resten (S32/S36)
fuhrt [71]. Durch die Phosphorylierung wird die Ubiquitinylierung deB eingeleitet,
was schlie3lich zu seinem Abbau fihrt [72]. Das freigesdiifte B gelangt dann
aufgrund seiner Kernlokalisations-Sequenz in den Zellkern und aktivdest
Transkription seiner Zielgene.

TNFR1-vermittelte MAPK-Aktivierung
MAPK (mitogen-activated protein kingse sind Serin/Threonin-Kinasen, die

intrazellulare Signallibertragungen vermitteln, die an Zaiferation, Differenzierung,
Uberleben und Zelltod beteiligt sind. Die Saugetier-MAPK-Familesteht aus den
Mitgliedern p38MAPK, ERK éxtracellular regulated kinageund JNK €-Jun NH2-
terminal kinasg [73, 74]. Jeder Signalweg beinhaltet mindestens drei Komponenten,
eine MAPK Kinase Kinase (MAP3K), eine MAPK Kinase (MAP2k)d eine MAPK.
MAP3Ks phosphorylieren und aktivieren MAP2Ks, welche wiederum M#&PK
phosphorylieren und aktivieren [75]. MAPK-Signalwege werden alswéutt auf
unterschiedliche Stimuli, wie pro-inflammatorische Zytokine odeltularem Stress
aktiviert [73, 74].

Der an den TNFR1 rekrutierte Komplex 1, der die Aktivierung von BFauslost, kann
auch zur Aktivierung aller drei MAPK-Kaskaden (p38, ERK und JNKirén. In den
meisten Zellarten ist JNK jedoch die Uberwiegend durch TNiviake MAPK [21].
Die TNF induzierte Aktivierung von JNK kann sowohl zu Signalen, di dberleben,
als auch zu solchen, die den Tod von Zellen beginstigen, fuhresthiggtene Studien
haben gezeigt, dass die transiente JNK-Aktivierung mit Zelkiben assoziiert ist,
wahrend die andauernde JNK-Aktivierung zur TNF-induzierten ApoptoseNmleose
fuhren kann [76-80].

TNFR1-vermittelter Zelltod
TNF kann sowohl den apoptotischen als auch den nekrotischen ZelltédesusDie

Apoptose ist ein geordneter Mechanismus zur Elimination von Zdbeindem die
Integritat der Plasmamembran erhalten bleibt. Im Gegensatr kdanmt es bei der
Nekrose zu einem Platzen der Plasmamembran mit unkontrollienésetzung des
zytoplasmatischen Inhalts [81]. Eine Schlisselrolle bei der Apepsselt die
Proteasefamilie der Caspasewpdteinyl-aspartate-specific proteinagedie als inaktive
Pro-Enzyme (Zymogene) produziert werden. Am Anfang einera3asiaskade stehen
Initiator-Caspasen (z.B.Caspase8/9/10), die nach einem enespdech Todessignal
autokatalytisch aktiviert werden, woraufhin sie Effektor-Caspa&.B. Caspase3/7)
spalten und aktivieren. Die Effektor-Caspasen spalten viglezellulare Substrate, die

zu den charakteristischen morphologischen Merkmalen der Apoptose, wie der

-9-
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Chromatin-Kondensation, DNA-Fragmentierung, Externalisierung von Phiydha
serin, Membran-Austilpungen und der Bildung von apoptotischen Vesikeln fiihien [82
die von Phagozyten ohne Freisetzung des zytosolischen Inhaltalisiert werden.

Die TNF-induzierte Apoptose wird tUber den Komplex I, bestehend ausDDR
FADD und Caspase8 initiiert [68]. TRADD und FADB4gs-associated death domain
protein) interagieren Uber ihre DD Doménen [83], FADD wiederum reknutiee
Initiator-Caspase Pro-Caspase8 Uber die homotypische WechselwitkengDEDs
(death effector domajn[84]. Die Pro-Caspase8 wird autoproteolytisch gespalten,
wodurch die Caspase-Kaskade gestartet wird [85].

Neben diesem extrinsischen Apoptoseweg wird durch TNF auch der igthias
Apoptoseweg induziert, der Uber die aktivierte Caspase8 zur Spaltdniktiierung

von Bid (einem pro-apoptotischen Bcl-2-Familienmitglied) f{i8éq.

Im Vergleich zu den TNF-vermittelten inflammatorischen Pseea spielt der TNF-
induzierte Zelltod eine eher untergeordnete Rolle. Der Grundihigst, dass die
Aktivierung von NFkB die Apoptose (iberlagert und hemmt. Diese Uberlagerung ist
durch die Bildung zweier zeitlich und raumlich verschiedenerRINBignal-Komplexe

zu erklaren, bei denen zunachst NE&{Komplex 1) und dann Caspasen (Komplex II)
sequentiell aktiviert werden [68, 87]. Durch die initiale Aldiang von NF-B (durch
Komplex 1) wird die Transkription von Genen, die fur anti-apoptotischaeteme
kodieren, stimuliert. TNF bewirkt die Apoptose daher nur, wenn dieidsynthese
oder der NFkB-Signalweg gehemmt ist.

TNF kann durch die Produktion von Sauerstoffradikalen (R€gtive oxygen species
tber den TNFR1 auch zu einem Caspase-unabhangigen, programmieited Zel
fuhren. Dieser wird aufgrund seiner Morphologie als nekrotischdtoddbezeichnet,
obwohl unter der klassischen Nekrose urspriinglich ein passiver, nigrepmmierter
Zelltod, der durch schwere Gewebsschadigung hervorgerufen wistavegen wird
[88]. Zusatzlich vermag TNF durch die Produktion desond messenge@eramid via
Aktivierung von neutraler und saurer Sphingomyelinase (SMase) dditodZe
auszuldsen [89].

2.1.5  TNFR2-Signaltransduktionswege

Die meisten bekannten TNF-induzierten Effekte wurden vormalidem TNFR1
zugeschrieben und die Rolle des TNFR2 wurde lange untersch&zGrDnde liegen
vor allem in der weniger starken Verbreitung des TNFR2, in dekeyen Regulation
der TNFR2-Expression und darin, dass der TNFR2 effektiver durchhraestandiges
TNF aktiviert wird und viele Laborversuche mit I6slichem TNFathgefihrt werden
[90]. AuRerdem wird angenommen, dass beide TNFR in der Sigiteieitung

kooperieren, wie in TNFR1- oder TNFR2-defizienten Mausen fur éie B und JNK-

Aktivierung gezeigt wurde [91] und es weiter unten fir den TNFR2wtlten Zelltod

beschrieben wird.

-10-
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Mittlerweile gibt es immer mehr Hinweise darauf, dass TdFR2 unabhangig vom
TNFR1 eine wichtige Rolle in immunologischen und entzindlichen Regtti spielt.
Dabei wurden die Aktivitdten des TNFR2 hauptséachlich auf T-ZeltehThymozyten
beschrieben [92-95].

Die Bedeutung des TNFR2 wird weiter unterstrichen durch die &#wbng, dass
Polymorphismen im TNFR2-Gen mit einem erhdhten Risiko fur die rhisidea
Arthritis, den systemischen Lupus erythematosus und Morbus Crohnieigsozd [96-
98].

Die Signaltransduktionswege des TNFR2 sind weniger gut charadteass die des
TNFR1 (Abb. 2. 4). Grundsatzlich aktiviert der TNFR2 dieselben ditarliche
Signaltransduktionswege wie der TNFR1: Aktivierung von NBFund MAP-Kinasen,
sowie Auslosung des ZelltodBie exakte Funktion von Signalproteinen, die fir die
TNFR2-vermittelten Signalkaskaden verantwortlich sind, issdifiiver zu ermitteln, da
viele dieser Signalproteine auch in die TNFR1-vermitte8&gnalwege involviert sind.

TNFR2-vermittelte NFB- und JNK-Aktivierung
Der TNFR2 kann nach Liganden-Bindung unabhéngig vom TNFR1 dieBNRnd

JNK-Signalwege aktivieren, wobei die Aktivierung auch hier (hemRekrutierung von
TRAF2 initiiert wird [99]. Anders als beim TNFR1, bei dem dRekrutierung von
TRAF2 Uber das Adapterprotein TRADD ablauft, rekrutiert der TRIFRRAF2 direkt
Uber das zytoplasmatische TRAF-interagierende Motiv (TIM). KbereVergleiche
zwischen der TNFR1- und TNFR2-induzierten NB- bzw. JNK-Aktivierung haben
gezeigt, dass der TNFR1 beide Signalwege starker aktialertder TNFR2, was
vermutlich auf eine hdhere Bindungsaffinitat zwischen TRADD ORIAF2 als
zwischen TNFR2 und TRAF2 zurtckzufiuhren ist [90, 100].

TNFR2-vermittelter Zelltod
Die Rolle, die der TNFR2 in der Auslésung der Apoptose spielt] Waontrovers

diskutiert. Verschiedene Untersuchungen weisen darauf hin, dasblBR2, der keine
DD besitzt, nur Gber den TNFR1-Signalweg die Apoptose auszulesenag. Es
wurden verschiedene Mechanismen vorgeschlagen, bei denen dien bENFR
kooperieren und der TNFR2 den TNFR1-vermittelten apoptotischen Signalweg
verstarkt. i) Durch die Aktivierung von TNFR2 wird die Produktion \emogenem
TNF induziert, welches wiederum autokrin oder parakrin den TNR®iext [101]. ii)
Der hoher exprimierte TNFR2 bindet TNF und tbergibt das TNF an deigavestark
exprimierten TNFR1, der dann fir die Signalweiterleitung verarttiwh ist Ligand-
PassingMechanismus) [102]. iii) Die Stimulation des TNFR2 fuhrt zukiR&erung
und anschlieBender Degradierung von TRAF2 [103], was dieBNEktivierung durch
den TNFR1 verhindern und zur verstarkten Bildung des Komplex 2 (TRADPL,
FADD) am TNFRL1 fuhren wirde [104].

Verschiedene Untersuchungen mit agonistischen anti-TNFR-Antikirgeezeptor-
spezifischen TNF-Mutanten oder TNFR-k.0.-M&usen haben jedaotiggedass der
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TNFR2 auch unabhéangig vom TNFR1 den Zelltod auszulésen vermag [105AbB6]
2. 4).

Abb. 2. 4 schematische Darstellung der TNFR2-Signal transduktion und der apoptotische
Crosstalk zwischen beiden TNFR: s. oben stehenden Text

2.2 ADP-Ribosyltransferasen

2.2.1 Die ADP-Ribosylierungsreaktion

Die ADP-Ribosylierung von Proteinen ist ahnlich der Phosphorylierimgreversible
posttranslationale Modifikation (PTM) mit regulatorischer Funktidierbei wird die
ADP-Ribosegruppe von Nikotinamid-Adenindinukleotid (NAD) unter Freisggzvon

Nikotinamid auf Akzeptormolekile uUbertragen. Die Reaktion wird durok &lasse
von Enzymen, den sogenannten ADP-Ribosyltransferasen kataly3&st.Substrat
NAD wird von den ADP-Ribosyltransferasen in einer bestimmtemerferung

gebunden, so dass ein nukleophiler Angriff des Akzeptormolekils aub-tie

glykosidische Bindung zwischen Nikotinamid und dem C1’-Atom der Ribosegruppe

ermdglicht wird [107-109]. Die Bildung der neuen glykosidischen Bindfirgt zu
einer Konformations-Inversion am C1’-Atom der Ribosegruppe vonbderur a-
Konformation. Abhangig von der Spezifitdit der ADP-Ribosyltransksmakonnen
Arginin, Cystein, Asparagin, Glutaminsdure oder Diphthamid (eiadifiziertes
Histidin) als Akzeptoraminosauren fungieren, wobei die meisteriebi@ten-ARTS
Arginin-spezifisch sind [110].

-12-
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Abb. 2. 5 Schematische Darstellung einer Argignin-s  pezifischen ADP-Ribosylierungs-
reaktion. ADP-Ribosyltransferasen binden das Substrat NAD in einer Konformation, die den
nucleophilen Angriff eines der beiden terminalen N-Atome der Guanidino-Gruppe von Arginin

auf die b-N-glykosidische Bindung zwischen Nikotinamid und dem C1’-Atom der Ribosegruppe
ermoglicht. Unter Freisetzung von Nikotinamid ensteht eine -N-glykosidische Bindung
zwischen dem C1’-Atom der Ribosegruppe und der Guanidino-Gruppe des Proteins. Abgeleitet
von der 3D-Struktur von Ratten-ART2 (pdb: 10G3) werden ARTs oft mit einem Pacman-
Cartoon dargestellt.

Durch die enzymatische Reaktion von ADP-Ribosylhydrolasen (AR3is)ie ADP-
Ribosylierungsreaktion prinzipiell vollstandig reversibel, dasvaaProtein wird unter
Freisetzung von ADP-Ribose zuriickerhalten [111, 112]. Eine teilviiifernung der
ADP-Ribosegruppe kann durch Phosphodiesterasen, die die Phosphodiesterbindung
zwischen Adeninmononukleotid (AMP) und Phosphoribose des ADP-ribosylierten
Proteins hydrolysieren, erreicht werden. Der Phosphoribose-Bdselt am Protein,
wahrend AMP freigesetzt wird. Dieser Mechanismus der D&A&ibosylierung wurde

fur die reversible ADP-Ribosylierung von Integern/ auf Skelettmuskelzellen gezeigt
[113]. Fur einen vollstandigen ADP-Ribosylierungzyklus musste der Paatein
verbleibende Phosphoriboserest durch ein bisher unbekanntes Enzym abgespalten
werden.

2.2.2 ADP-Ribosyltransferasen

Die ADP-ribosylierenden Enzyme lassen sich in zwei Gruppenilemtddie Mono-
ADP-Ribosyltransferasen (ARTs) Ubertragen jeweils nur eingigg ADP-Ribose-
Einheit auf ihre Zielproteine, wahrend Poly-ADP-Ribosyltrarefen (alternativer
Name: Poly-ADP-Ribosylpolymerasen (PARPS)) verzweigtettdte von ADP-
Ribosegruppen an einem Zielprotein erzeugen [112].

Die bekanntesten Vertreter der Mono-ADP-Ribosyltransferaserbaktdrielle Toxine.
Erstmals wurde die mono-ADP-Ribosylierung als Wirkmechanismus dés
Diphtherie-Toxin (DT) 1968 von Honjet al. beschrieben [114]. Das Diphtherie-Toxin,
wie auch das Exotoxin A auPseudomonas aeruginosADP-ribosylieren einen
Diphthamidrest im Elongationsfaktor 2 (EF2), was zur Blockadd’d&einbiosynthese
und zum Tod der eukaryotischen Wirtszelle fuhrt. Andere bakterigbdene wie
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Cholera-Toxin VYibrio cholerg, das hitzelabile EnterotoxinE(coli), Pertussistoxin
(Bordetella pertuss)s Exotoxin S Pseudomonas aerugingsaind C3 EXxotoxin
(Clostridium botulinum ADP-ribosylieren heterotrimere G-Proteine oder kleine G-
Proteine wie Ras und Rho, was die Signaltransduktion in der Zielzetent. SpvB
(Salmonella enteridaund das C2 ToxinQlostridium botulinurh ADP-ribosylieren
wiederum das Strukturprotein Aktin, was die Organisation des Zyaitkbeeinflusst
[115, 116].

Eukaryotische Mono-ADP-Ribosyltransferasen
Die erste in Vertebraten identifizierte Mono-ADP-Ribosylsferase wurde im

Skelettmuskel von Kaninchen nachgewiesen (RABNAART, spaA®T1) [117].
Seitdem wurde eine ganze Familie verwandter ARTs kloniexi.d8r Maus sind 6
funktionale Mitglieder bekannt (ART1, ART2.1, ART2.2, ARTRM, ART5), wobei
die zwei ART2-Gene wahrscheinlich durch Genduplikation entstanden 8do(
Sequenzhomologie) [118, 119]. Der Mensch verfugt hingegen nur Ubdunigionale
ART-Gene (ART1, ART3, ART4, ART5), bei dem ART2-Gen handelsieB um ein
Pseudogen, das durch drei vorzeitige Stop-Codons inaktiviert ist]128,Die ART-
Orthologe von Maus und Mensch zeigen eine Sequenzhomologie von 75-83 %,
wahrend die ART-Paraloge (innerhalb einer Spezies) eine Sequeviphm@zwischen
28 und 40 % aufweisen [118, 120].

Bis auf die ARTS5, die konstitutiv sezerniert wird, werdete éaugetier-ARTs als
Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-verankerte Ekto-Enzyme auf deltoberflache
exprimiert [121, 122]. Fir mART2 wurde gezeigt, dass ARTs durcle&en von der
Zelloberflache als l6sliche, aktive Enzyme freigesettden kénnen [123].

ART1, ART2 und ARTS5 ubertragen die ADP-Ribosegruppe spezifisch agihiA-
reste ihrer Zielproteine, fir ART3 und ART4 konnte bisher keinel ARtivitat
festgestellt werden. Einige ARTS, wie die Ratten-ART2 urau$1ARTS5 kdnnen die
ADP-Ribose-Einheit aus NAD auf Wassermolekile Ubertragen undzéessomit
neben der Transferase-Aktivitat eine NAD-Glykohydrolase (Ngd)aktivitat [124].
Im Gegensatz zu prokaryotischen ARTS, die meist eine hohe &wsbstzifitat
aufweisen, modifizieren die eukaryotischen ARTs wie ART1 und'ZARine Reihe
unterschiedliche Zelloberflachenproteine.

murine ADP-Ribosyltransferase 2 (MART2)
Die am besten untersuchte Vertebraten-ART ist die Maus ARTAER{T2). mART2

wird hauptséchlich auf naiven T-Zellen exprimiert und spielt eirghtige Rolle im
murinen Immunsystem. Ein wichtiges Zielprotein der mART2 ist @®2X7
Purinorezeptor. Dieser ist ein Liganden-gesteuerter Kationehkkmanach Stimulation

fur K*, Na” und C&" selektiv permeabel ist und besonders stark in Zellen des Immun-
systems exprimiert wird [125]. Durch dauerhafte Stimulatiordwdie Bildung einer
nicht-selektiven Pore induziert, die schlie3lich den Zelltod bewil26, 127]. Die
ADP-Ribosylierung von P2X7 auf murinen T-Zellen fuhrt zu seinerviddung und
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kann bei Anwesenheit von extrazellularem NADe schnelle Apoptose der T-Zellen
induzieren[128]. Dieser NAD-induzierte Zelltod (NICD) konnte eiriehtige Rolle in

der Modulation der Immunantwort und beim Schutz des Organismus vor
Autoimmunreaktionen spielen [128, 129]. Andere identifizierte Zugépne von
MART2 sind CD11a, CD27, CD43, CD44 und CD45, deren Modifikation die Aalmasi
Proliferation, Zytokinsekretion und die Zytotoxizitat von T-Zellensehrankt [130,
131].

Da ART2 beim Menschen ein Pseudogen ist [118, 119], ist es derddss einige
immunmodulatorische Funktionen von ART2 beim Menschen von ART1 Ubernommen
sein konnten.

2.2.3 humane ADP-Ribosyltransferase-1 (hART1)

Das humane ART1-Gen wurde erstmals 1994 aus Muskelgewebe k[aSi2Jt Bei
dem hART1-Gen handelt es sich um ein Einzelkopiegen, welche€taoinosom
11p15 lokalisiert wurde [133].

ART1 wird hauptsachlich im Herz- und Skelettmuskel exprimiert [12&i3erdem
wird hART1 auf der Oberflache von Epithelzellen und neutrophilean@ozyten
exprimiert [134, 135]. Die Expression von ART1 auf PMNs ist sehwach, sie wird
aber durch Stimulation mit verschiedenen Chemoattraktoren sclest#igert. Dies
lasst vermuten, dass ARTL1 in intrazellularen Kompartimemgespeichert werden
kdnnte.

Das erste Zielprotein von ARTs, d&s vivo nachgewiesen werden konnte, ist das
humane Defensin HNP-1hgman neutrophil peptide}1[136]. Defensine, die von
aktivierten Neutrophilen freigesetzt werden, sind kleingidin-reiche kationische
Peptide mit breiter antimikrobieller und zytotoxischer Wirkung umielsn eine
wichtige Rolle im angeborenen Immunsystem des Menschen. Es gerd&t, dass
durch die ART1-katalysierte ADP-Ribosylierung bei HNP-1 die aitiofiielle und
zytotoxische Aktivitat herabgesetzt wird, die Fahigkeit zire@oattraktion von T-
Zellen aber erhalten bleibt [136]. Weiter vitro identifizierte Zielproteine von ART1
sind die Wachstumsfaktoren FGF-2ibfoblast-growth factor-2 und PDGF-BB
(platelet-derived growth factor-BB[137, 138]. Aufgereinigtes ADP-ribosyliertes
PDGF-BB zeigte eine verminderte Signallibertragungsfahigkeitumanen glatten
Muskelzellen.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die ADP-Ribosylierungldstinohen
Faktoren und Botenstoffen ein neuartiges und wichtiges Prinzip in der a@Regul
physiologischer Prozesse sein konnte. Die vorliegende Arbeit uckerdieses Prinzip
am Beispiel der Modifikation des TNF, und zeigt die Komplexidieses
Regulationsmechanismus auf.
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3. Materialien

3.1 Laborgerate
Analysenwaage
Autoklav

Bakterienbrutschrank
Brutschrank/C@Inkubator
Cooler
Durchflusszytometer
ELISA-Reader
Erlenmeyerkolben
Feinwaage
Filmentwicklungsmaschine
Folienschweil3gerat
Geldokumentation
Glasflaschen

Heizblock
Kontaminationsmonitor

Laminar air flowim PCR-Labor

Laufkammern flr die
Agarose-Gelelektrophorese

Laufkammern fir die

SDS-PAGE und den Elektroblot

Magnetrihrer
Massenspektrometer

Mikro-Pipetten
Mikroskop
Mikrowellenofen
Neubauer-Zahlkammer
Pipettierhilfe

Photometer
Rontgenfilmkassetten
Schattelinkubator
Sicherheitswerkbank
Stickstofftank
Strahlenschild aus Plexiglas

Analytical Plus
Modell 2540 EK,
Varioklav

B6060
Thermicon T
Stratacooler

FACS Cantoll
Victot

versch. Gréfzen

Typ 1412

Curix60

vacufix electronic

Ohaus
Tuttnauer
H+P Labortechnik
Heraeus
Heraeus
Stratagene
BDBiosciences
PerkinElmer
Schott, Simax
Sartorius
AGFA
Petra electric

Edas290 + Kamera DC290 Kodak

versch. GrofRen

Thermomixer kompakt
Contamat FHT 111 M
Gelaire Class 100

Modell 40-0708

Xcell 1I- MiniCell

RCT S 26

QTOF Premier Tandem
Mass Spectrometer

Typ,Research®
M 637 EC
~EXpress*

Ultrospec 2000
Suprema
Ecotron/Unitron
BSB4

K series
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Schott
Eppendorf
Eberline

Gelman

PEQLAB
Biotechnologie

Invitrogen
Omnilab/IKA-
Labortechnik

Micromass
Eppendorf
Zeiss
Miele
Labor Optik
Falcon/BD
Biosciences

Pharmacia Biotech

Dr. Goos
Infors
GELAIR
Taylor-Wharton
Stratagene
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Spannungsgerat fur die
Agarose-Gelelektrophorese
Spannungsgerat fur die

SDS-PAGE und den Elektoblot

SPR-System
Thermocycler
Thermocycler
Tischzentrifuge
UPLC-Saule

UV-Transilluminator
Vortex

Wasserbad

Zentrifuge

Modell BIO105 LVD

Power Pac 200
Biacore 3000
TGradient
Progene
5415D

C18, 180mm x 200mm;

C18, 100pm x 100mm
Typ TI1

»press to mix*“
Typ 1007

Rotanta 460 R

3.2 Verbrauchsmaterialien

Aktivkohlebeutel
Einwegpipetten, steril
Einwegspritzen
FACS-RoOhrchen

Filmentwicklungslosung
Filmfixierungslosung
Gel-Blotting-Papier
Hyperfilm ECL

Kanulen

Kodak Biomax Roéntgenfilm
Kryoréhrchen
Kulturflaschen
Kulturschalen
Nitrozellulose-Hybond-C
NuPage-Polyacrylamid-Gele
Polypropylenréhrchen, steril
Polyvinyldendifluorid-
ImmobilonP (PVDF)
Pipettenspitzen
Pipettierhilfe

Reaktionsgefalie

Destaining Bags
versch. GrélRen
versch. Gréf3en
5mtoundbottom

,GB 003"

versch. GréRen
MS
1ml
T25, T75
10 cm; 25 cm
Porengrosse 0,45 pm
10 %ig; 12 %ig
15 ml, 50 ml

Porengrosse 0,45 um
versch. GréRen
~EXpress*

Safelock, versch. Grofen
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Biometra

BioRAD
Biacore
Biometra
Techne
Eppendorf
Waters

Biometra
Neolab
Gesellschaft
far Labortechnik
Hettich

Amresco
Falcon
Braun
Falcon/BD
Biosciences
AGFA
AGFA
Schleicher & Schuell
Amersham
Biosciences
Braun
Kodak Company
Nunc
Greiner/Nunc
Greiner/Nunc
Schleicher & Schuel
Invitrogen
Greiner

Millipore

Sarstedt
Falcon/BD
Biosciences
Eppendorf
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Slide-A-Lyzer Dialyse-
Kassetten
Sterilfiltrationsapparaturen
Untersuchungshandschuhe
96 well ELISA-Platte

96 well Mikrotiterplatten

96 well Mikrotiterplatten, steril
Zentrifugenréhrchen, steril

3.3 Chemikalien
ADPR

AEBSF

Aqua ad iniectabilia
Beta-Mercaptoethanol (50 mM)
BSA

Dimethylsulfoxid (DMSO)
DMEM-Medium

DNA Typing Grade Agarose
dNTPs (10 mM)

ECL Western blotting
detection reagent

Eisensulfat

Ethanol, reinst, getrocknet
Ethanol, vergallt

ethenoNAD

Ethidiumbromid (10 mg/mL)
Eisen(ll)sulfat

Fotales Kalberserum (FCS)
G418

Gel-DryQ Drying Solution
GeneRuled 1 kb-DNA-Ladder
GeneRuled 100 bp-DNALadder
HEPES (1 M)

IL-2 (10.000 U/mL)

jetPEM Transfektionsreagenz
Kaleidoscop&' Precision

Plus Protein Standard
Kaliumchlorid

L-Glutamin (200 mM)

Volumen: 0,5 -3 mL;

PorengroRRe: 3,5 kDa Pierce
Steriflip, Stericup Molbire
Safeskin® Kimberly-Clark
“C&tarwell Maxi Nunc
V bottom Greiner
Nunc
15 mL, 50 mL Falcon/BD
Biosciences
Sigma
MP Biomedicals
Braun
Gibco
PAA
Sigma
Gibco
Gibco
Invitrogen

Amersham Biosciences
Merck
Merck
Walter CMP GmbH
Sigma
Molecular Probes
Merck
Biochrom
Gibco
Invitrogen
MBI Fermentas
MBI Fermentas
Gibco
Roche
Polyplus-transfection

BioRAD
Merck
Gibco
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Loading Dye6x

Lysozym

M2-Sepharose (50 %ige Suspension)
Magermilchpulver

Methanol

MultiMark® Multi-Colored Standard
NAD

Natriumchlorid

Natriumcitrat

Natriumpyruvat (100mM)

NEB Puffer3

Nicht-essenzielle Aminosauren, 100x
NOVEX® Colloidal Blue Staining Kit
NP-40

NuPage Antioxidant

MBI Fermentas

Roche

Sigma
Carl Roth
Walter GmbH

Invitrogen
Sigma

Merck

Merck

Gibco

New England Biolabs
Gibco

Invitrogen

Sigma
Invitrogen

NuPagesample reducing agedOx (DTT) Invitrogen

NuPage SDSample bufferdx
Paraformaldehyd

PBS

PMA

Propidiumiodid

Invitrogen

Merck
Gibco

Sigma

BD Biosciences

Protein G-Sepharose (50 %ige Suspension) Amersham Biosciences

Rekombinantes TNF
Rekombinantes TNFR1-Fc-
Fusionsprotein
Rekombinantes TNFR2-Fc-
Fusionsprotein
RPMI-Medium
Schwefelsaure (0,5 M)
Silbernitrat

TAE (TRIS-Acetat-EDTA-Puffer) (50x)
TMB-Substratldsung

Triton X-100

Tween20

a-*?P-NAD, 10 mCi/mL

R&D Systems
R&D Systems

R&D Systems
Gibco

Merck
Merck

Gibco

Sweden Diagnostics
Sigma

ICI Americas
PerkinElmer
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3.4 Puffer, Losungen, Medien

Medien fur die Zellkultur
Die fur die Medien verwendeten Zusatze wurden sterilfiltriPdrengréRe 0,22 pum).

Fotales Kéalberserum (FCS) wurde zur Inaktivierung von Kompledoten vor der
Verwendung fur 30 min bei 56 °C erhitzt.

RPMI-Komplettmedium 1640 RPMI (Roswell Park Memorial Institute), 10 % FCS,
2mM L-Glutamin,1 mM Natriumpyruvat

RPMI(+IL-2)-

Komplettmedium 1640 RPMI, 10 % FCS, 2mM L-Glutamin,
1 mM Natriumpyruvat, 10 U/mL IL-2,
50 uM beta-Mercaptoethanol

DMEM-Komplettmedium DMEM, 10 % FCS, 2mM L-Glutamin,
1 mM Natriumpyruvat, 1 x nicht-essenzielle Aminoséauren,

10 mM HEPES-Puffer

Trypsin-Lésung (1x) 0,05 % Trypsin, 0,02 % ED%Na, 0,085 % NaCl in
PBS (Gibco)

Einfrier-Medium
flr Suspensionszellen RPMI, 20 % FCS, 10 % DMSO

Einfrier-Medium
fur Adhasionszellen DMEM, 20 % FCS, 10 % DMSO

Medien fur die Bakterienkultur

LB-Agar 1,5 % Agar, 1 % Casein, 0,5 % Hefeextraki5®o NacCl

(Formulierung nach Miller) (BD Biosciences)

LB-Medium

(Formulierung nach Miller) 1 % Pepton, 1 % NaCl, 0,5 % Eefi@akt (Invitrogen)

SOC-Medium 2 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 8,6 mM Na,r@M
KCI, 20 mM MgSQ, 20 mM Glukose (Gibco)

Antibiotikum 100 pg/ml Kanamycin (Stammlésung: 50 mg/ml; Rdche

Lésungen fiir die jetPEY-Transfektion
Isotone Natriumchlorid-

Lésung 154 mM NacCl (Braun)
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Puffer zur Herstellung von Zelllysaten
Lysepuffer flr den 1G4/

Radioaktiv-Assay 1% Triton X-100, 1ImM AEBSF in PBS
Lysepuffer fur
den NF- B-Assay 1% NP-40, 1mM AEBSF in PBS

Puffer fur die SDS-PAGE

MOPS-Laufpuffer 50 mM MOPS, 50mM TrisBase, 3,5 mM SDS,
1 mM EDTA,; pH 7,7 (NuPage/Invitrogen)

MES-Laufpuffer 50 mM MES, 50 mM TrisBase, 3,5 mM SDS,
1 mM EDTA,; pH 7,3 (NuPage/Invitrogen)

SDS-Ladepuffer NuPage SBample buffefix, NuPagesample reducing
agentlx (1 mM DTT) in dHO

Massenmarker 100 ng/pL BSA, 150 ng/pL monoklonaler Antikérper, 10

ng/uL Lysozym in PBS

Silberfarbungslésung
Silberfarbungslésung 9 mL dB, 0,5 mL Natriumcitrat-Lésung (40%ig),

0,1 mL Silbernitrat-Lésung (20%ig),
0,8 g Eisensulfatheptahydrat

Puffer/Lésungen fur Western-Blot und Immunodetektio

1xTransferpuffer 3,027 g TrisBase + 14,4 g Glycin + 20 % Metha

pH 8,3 (Nupage/Invitrogen)
1xBlotpuffer 5 % Transferpuffer, 10 % Methanol, 0,1 % Antioxidans
1XTBS 8 g NaCl, 0,2 g KClI, 3 g TrisBase, pH7,4
Blocklésung 1XTBS, 5 % Magermilchpulver (w/v)
Antikérperverdinnungs-
L6sung 1XTBS, 0,5 % Magermilchpulver, 0,1 % Tween 20
Waschlésung 1xXTBS, 0,1 % Tween 20

Puffer fur die Affinitatschromatographie
Elutionspuffer 100 mM Glycin-HCI, pH 3,5 in PBS

Neutralisationspuffer 1 M Tris-HCI, pH 8,0 in PBS

Puffer fir den ELISA

CoatingPuffer 100 mM Carbonat/Bicarbonat Puffer, pH 9,6
Block-Puffer 1% BSA in PBS
Waschpuffer 0,01 % Tween in PBS
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Fixier-/Erythrozytenlyse-Puffer zur Isolierung ganerer Blutleukozyten
Fix/Lyse-Puffer 5 % Diethylenglykol, 1 % Formaldehyd in,@H

(,BD Multitest™-IMK Kit “, BD Biosciences)

Losungen fur FACS-Messungen
Fixierldsung 2% PFA in PBS

Losungen fir die ADP-Ribosylierung von TNF
TNF-Stamml6sung 50 pg/mL rekombinantes TNF, 0,1 % BSA in PBS

Lésung Negativkontrolle 0,1 % BSA in PBS

3.5 Reagenzsysteme (Kits)

Plasmid-Praparation QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen
Endofree Plasmid MaxXit Qiagen
Sequenzierreaktionen BigDye Terminator Cycle Applied Biosystems

Sequencing Kit

3.6 Antikorper/Streptavidin-Konjugate

Tabelle 3. 1 unkonjugierte Antikdrper

o Konz. . N
Antikorper Klon Einsatz, Verdiinnung Hersteller
(mg/mL)
i -a- FACS: 1:200
Kaninchen-a AG Haag/Nolte
Hum.TNFR2; Serum IP: 2uL
Kaninchen-a-I B L35A5 WAB: 1:1000 Cell Signaling
Maus-a-ethenoAdenosin -, 1,2 WB: 1:1.000 AG Haag/Nolte
lgG2a
Maus-a-Hum.TNF 1gG1 FACS: 1:100 Immunotools
NP ELISA: LXY
Maus-a-Hum.TNF IgG1 MADb1 0,5 IP: 1ug eBioscience
Maus-a-HUm.TNFRL 1398 05 FACS: 1:100 Alexis Biochemicals
lgG2a
* Maus-a-V5 IgG2a FACS: 1:100 Invitrogen
Maus-a-P-1 B 5A5 WAB: 1:1000 Cell Signaling
Ratte-a-Hum.ART1 FACS:
R19A3 1 AG Haag/Nolte
lgG2b Hybridomuberstand 1:1 g
Ziege-aHUMTNF; Serum FACS: 1:100 R&D Systems

* als Isotypkontrolle eingesetzter Antikdrper
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Tabelle 3. 2 konjugierte Antikorper/Streptavidin

Konz. Einsatz;
Antikorper Klon z I s z Hersteller
(mg/mL) Verdunnung
Esel-a- L .
Hum.IgG(H+L)F(ab’),"™ 15 FACS: 1: 200 Dianova
Esel-a- .
MauslgG (H+L)F(ab), 0,5 FACS: 1: 100 Dianova
can IgGE(;‘:’r"L‘;': (), 05 FACS: 1: 100 Dianova
Esel-a- .
RattelgG(H+L)F(ab)," 0,5 FACS: 1: 100 Dianova
Esel-a-
Kan.lgG(H+L)F(ab’),- WB: 1:2.500 GE-Healthcare
HRP
Esel-a- .
ZiegelgG(H+L)F(ab)," 0,5 FACS 1:100 Dianova
Maus'a}ég”lTE‘CDllb ICRF44 FACS: 1:20 BD Pharmingen
Maus';'gf;‘;-%ﬂ DREG-56 0,1 FACS: 1:5 BD Pharmingen
Maus-a-Hum.TNF 05 FACS: 1:100 IMMUNOLools
lgG1%°™ ’ ELISA: 1:1000
Ratte”'a';':;ag 961 3r10 WB: 1:500 Roche
SC';E(‘;;;Mﬁ‘:F')gG WB: 1:2.500 GE-Healthcare
-
. Amersham
Streptavidin-HRP ELISA: 1:1000 . .S
Biosciences
StreptavidinpE 0,5 FACS: 1:100 Dianova
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3.7 Primer/Vektoren
Primer (MWG, Ebersberg) fur die Mutagenese-PCR von TNF:

Tabelle 3. 3 Primer fur die Mutagenese-PCR von TNF

Name Primersequenz
TNF(R6K)-F: 5-GCAGTCAGATCATCTTCTaaAACCCCGAGTGACAAGC-3’
TNF(R6K)-R: 5-GCTTGTCACTCGGGGTTttAGAAGATGATCTGACTGC-3'

TNF(R31K)-F:
TNF(R31K)-R:

TNF(R32K)-F:
TNF(R32K)-R:

TNF(R44K)-F:
TNF(R44K)-R:

TNF(R103K)-F:
TNF(R103K)-R:

TNF(R131K)-F:
TNF(R131K)-R:

TNF(R138K)-F:
TNF(R138K)-R:

5-CTCCAGTGGCTGAACaagCGGGCCAATGCCC-3’
5-GGGCATTGGCCCGCcttGTTCAGCCACTGGAG-3'

5-CAGTGGCTGAACCGCaaGGCCAATGCCCTCC-3
5-GGAGGGCATTGGCCttGCGGTTCAGCCACTG-3'

5-CAATGGCGTGGAGCTGAaAGATAACCAGCTGG-3’
5-CCAGCTGGTTATCTITCAGCTCCACGCCATTG-3'

5-GAGCCCCTGCCAGAaGGAGACCCCAGAGGG-3’
5-CCCTCTGGGGTCTCCITCTGGCAGGGGCTC-3’

5-GCTGGAGAAGGGTGACaaACTCAGCGCTGAGATC-3’
5-GATCTCAGCGCTGAGTHGTCACCCTTCTCCAGC-3

5-CAGCGCTGAGATCAATaaGCCCGACTATCTCGAC-3’
5-GTCGAGATAGTCGGGCHATTGATCTCAGCGCTG-3

Primer (MWG, Ebersberg) fur die Sequenzierungen der hergestéINF-Mutanten:

CMV-F: 5-GGCGTGTACGGTGGGAGG-3’
KS: S-TTGTAACCATTATAAGCTGC-3’
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Tabelle 3. 4 Vektoren

Name

Bezug

pME/hART1-Vektor:
(1,5 pg/pL)

pDisplay/TNFR1 gcD:

(1,5 pg/mL)

pDisplay/TNFR2 @cD:
(1,1 pg/mL)

pCMV.SPORT6/TNFR2 FL:

(2,3 pg/mL)

PEGFP/TNF
(1,5 pg/mL)

* CMV.SPORT®6/hIL-15
(1,45 pg/mL)

Die kodierende Sequenz des humanen ART1 wurde aus
humaner Skelettmuskel-cDNA (Clontech) amplifiziert und in
den pME-Expressionsvektor (DNAX Research Institute, Palo
Alto, USA) kloniert. Der Vektor enthalt einen N-terminalen
FLAG-Tag. (AG Koch-Nolte)

Die kodierende Sequenz der extrazellularen Doméane des
TNFR1 (AS 24-205) wurde aus einem kauflich erworbenen
Klon (Imagenes) aus dem pOTB7-Vektor in einen innerhalb
der Arbeitsgruppe abgewandelten pDisplay-Vektor
(Invitrogen) umkloniert. Das klonierte Konstrukt enthélt N-
terminal eine CD8-Leadersequenz und einen FLAG-Tag, C-
terminal einen C-myc-Tag und die Transmembran- und eine
trunkierte zytoplasmatische Doméne des PDGF-Rezeptors
(AS 513-561). (AG Haag)

Die kodierende Sequenz der extrazellularen Doméne des
TNFR2 (AS 25-255) wurde aus einem kauflich erworbenen
Klon (Imagenes) aus dem CMV.SPORT6-Vektor in einen
innerhalb der Arbeitsgruppe abgewandelten pDisplay-Vektor
(Invitrogen) umkloniert. Das klonierte Konstrukt enthalt N-
terminal eine CD8-Leadersequenz und einen FLAG-Tag, C-
terminal einen C-myc-Tag und die Transmembran- und
zytoplasmatische Doméne des PDGF-Rezeptors (AS 513-
661) (AG Haag)

Imagenes

Die kodierende Sequenz des im Vektor CMV.SPORT6
enthaltenen, kauflich erworbenen TNF (Imagenes) wurde in
den pEGFP-Vektor mit N-terminalem HA-Tag kloniert. (AG

Haag)

Imagenes

* als Transfektionskontrollvektor eingesetzt

3.8 Enzyme

Phosphatidylinositol-spezifische Phospholipase C

PI-PLC

Molecular Probes (100 U/mL)

Rekombinante murine ART2.2

rek. mART2.2

AG Haag/Nolte (0,34 mg/mL)
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Restriktionsenzyme

BamH New England Biolabs (20.000 U/mL)
Dpnl New England Biolabs (20.000 U/mL)
Xho New England Biolabs (20.000 U/mL)

DNA-Polymerase

PfuTurbo Roche (2.500 U/mL)
Proteasen

Trypsin Promega
V8-Protease Roche

3.9 Zelllinien und Bakterienstamme

Zelllinien

Tabelle 3. 5 untransfizierte Zelllinien

Name Herkunft Bezug
DC27.10 murine Lyphomzelllinie Prof. Dr. B. Fleischer, BNI Hamburg
HEK293 Humane embryonale Nierenzelle im Labor etabliert

KIT225 humane T-Lymphoblasten ATCC

Tabelle 3. 6 stabil-transfizierte Zelllinien

Name Bezug

DC27.10.hART1 Die Zelllinien wurden in unserer Arbeitsgruppe durch Transfektion mit

KIT225 hART1 Expressionskonstrukten fir ART1 im Expressionsvektor pME hergestellt.
Die Konstrukte enthalten einen N-terminalen FLAG-Tag und ein C-
terminales GPI-Verankerungssignal.

Bakterienstamme
Zur Transformation wurden ultrakompetente XL10-Gold oder XL2-Blue Ba&kterdn

Stratagene benutzt.
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4. Methoden

4.1 Proteinbiochemische und immunologische Methoden

4.1.1 Immunprazipitation

Mithilfe der Immunprazipitation (IP) kdnnen Proteine bzw. Proteinilene aus
Proteingemischen aufkonzentriert und isoliert werden. In diesbeitAwurden an
Protein G-Sepharose-gekoppelte spezifische Antikdrper zur Immupipatian von
TNF bzw. dem TNFR2 fir den Nachweis der ADP-Ribosylierung imAs&ay
(Abschnitt 4.4.1) verwendet. Protein G, ein Zelloberflachenprotidr Gruppe G
Streptokokken, ist ein Fc-Rezeptor des Typs lll, der an diRdgionen von 1gGs
bindet

Die Protein G-Sepharose wurde zunadchst zweimal mit PBS gesvag2 Minuten,
1.400 rpm), bevor jeweils 40 ul der Protein G-Sepharose Suspensidnugitines
monoklonalen Maus-anti-TNF-Antikdrpers (Klon: MAbl) bzw. 2 puL eines
polyklonalen Kaninchen-anti-TNFR2-Antiserums durch einstindiges Rdileirrr °C
gekoppelt wurden. Im Anschluss wurde die Sepharose zweimal mig@B&chen, um
nicht gebundene Antikorper zu entfernen. Die Inkubation der Antikdrper-gekeppel
Protein G-Sepharose mit den zu prazipitierenden Proteinlésungenesftoldt Stunde
unter Rollern bei 4 °C. Nach Ablauf der Inkubation wurde die Sephawmsienal mit
PBS gewaschen und in 15-25ul 1x SDS-Ladepuffer (enthielt 1mM DTT)
aufgenommen.

4.1.2 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE ist eine Methode, bei der Proteine anhand Modskulargewichts
aufgetrennt werden. Das zugesetzte SDS lagert sichhglaidgig an Proteine an und
denaturiert diese. Sie erhalten eine hohe negative Ladungedreadeine nur aufgrund
ihrer molaren Masse und nicht aufgrund ihrer Eigenladung, mit ehteddicher
Geschwindigkeit durch das elektrische Feld wandern lasstekiigitkonnen intra- und
intermolekulare Bindungen wie Disulfidbricken durch Zugabe von reduzierende
Substanzen, wie z.B. Dithiothreitol (DTT) entfernt werden.

Die Auftrennung von Proteinen erfolgt in einem Polyacrylamidgedrbei erreicht die
Verwendung eines diskontinuierliches Systems (DISC-Gelelektroggorbestehend

aus Sammel- und Trenngel, die sich in pH-Wert und Porengrdf3e voneinander
unterscheiden, eine verbesserte Auftrennung. Im oberen Saehmvelglen die Proteine
zunachst in dinne Scheibediscy aufkonzentriert, um die Trennscharfe zu erhéhen
und eigentliche Trennung erfolgt im unteren Trenngel.
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In dieser Arbeit wurde das Xcell 1I-MiniCell System vernwet. Die Proteine wurden
der diskontinuierlichen SDS-PAGE unter denaturierenden Bedingungengen@art
von SDS unterzogen [139]. Die Proteinproben wurden in 1x konzentriertera SDS
Ladepuffer aufgenommen und fiir 10 Minuten bei 70°C erhitzt. Die Probestew bei
13.000 rpm zentrifugiert, und 15-30 pl der Uberstande in die Geltascifigetragen.
Weiterhin wurden zur Bestimmung der apparenten Molekulargewichtdd¢eine
10 bzw. 4 ul GroBenmarker (MultiMa(?kMuIti-Colored Standard Invitrogen bzw.
Kaleidoscop&' Precision Plus Protein StandardBioRAD) aufgetragen. Zur
Konzentrationsabschéatzung der aus PI-PLC-Uberstanden aufgeneid@RT1 (s.
Abschnitte 4.3.7 und 4.1.7) wurde ein in der Arbeitgruppe selbst getmis
Massenmarker, bestehend aus verschieden grol3en Proteingefimierter Masse,
aufgetragen (s. Abschnitt 3.4). Es wurden entsprechend der GréRezuder
untersuchenden Proteine kauflich erworbene 10 %ige bzw. 12 %igériBiGele
(Invitrogen) mit 10 oder 12 Geltaschen verwendet (Laufpuffer: BIOBv. MES). Die
elektrophoretische Auftrennung der Proteine nach ihrem Molekulacgeesfolgte bei
200 V bis die Front des im SDS-Ladepuffer enthaltenen Bromphenolldabirate des
Gels erreichte (ca. 40 Minuten).

4.1.3 Coomassie-Farbung

Coomassie ist ein Triphenylmethanfarbstoff, der sich an basisSb#enketten von
Aminosauren anlagert. Dieser Farbstoff kann eingesetzt wende aufgetrennte
Proteine nach der SDS-PAGE im Polyacrylamidgel unspezifiszufarben.

In dieser Arbeit wurde die Coomassie-Farbung angewendet, um dely Eer
Aufreinigung von ART1 aus PI-PLC-Uberstanden zu iberprifen und mithiifes e
Massenstandards die Konzentration der gewonnen ART1 abzuschéatzeardésdas
NOVEX® Colloidal Blue Stain Kit von Invitrogen eingesetzta®Polyacrylamidgel
wurde mindestens zwei Stunden in der Farbeldsung (55@| 20 ml Methanol, 20 ml
Stain A, 5 ml Stain B) geschwenkt. Nach einer mehrstindigenrBuatfg in Wasser
mithilfe eines Aktivkohlebeutels wurde das Gel fur ca. zehn Mimuin der
Trocknungslésung (Gel-D€y Drying Solution Invitrogen)geschwenkt, zwischen zwei
Blatter Zellophanfolie in einen Trockenrahmen eingespannt undNamt getrocknet.

414 Western-Blot

Um die mittels SDS-PAGE aufgetrennten Proteine fur einemniMais mit spezifischen
Antikorpern zuganglich zu machen, wurden die im Gel vorhanden Proteiregonal
zur Auftrennungsrichtung auf eine proteinbindende Membran Ubertrag&seDi
Verfahren wird als Western-Blot bezeichnet [140]. In diestxeA wurden die Proteine
mit Hilfe des Nass-Blot-Verfahrens ("X Cell Il Blotting'System, Invitrogen)
transferiert. FUr einige Versuche wurde ein Zweirichtungshiathgefihrt, bei dem die
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Proteine nacheinander auf zwei unterschiedliche Membranen agertivurden. Fir
die Immunodetektion (s. Abschnitt 2.1.6) wurde eine Polyvinyldiflu¢f¥DF) -
Membran, fir die Silberfarbung (s. Abschnitt 2.1.5) eine Nittolmsemembran
verwendet.

Die Proteine aus den Polyacrylamidgelen wurden durch Elektrotgdigi 30 V fir 90
Minuten auf PVDF-Membranen, die vor der Verwendung zur Aktivierfimgca. 1
Minute in Methanol getrankt wurden, Ubertragen. Fir die Ubertragungrdeeine auf
die Nitrozellulosemembran reicht das Auflegen der Membuénlas Gel aus.

4.1.5 Silberfarbung

Die Silberfarbung stellt einen hochempfindlichen Nachweis vateiren dar. Dabei
werden Silber(l)-lonen, welche mit Aspartat-, Cystein- undit@hat-Resten von
Proteinen komplexiert sind, zu Silberkeimen reduziert und die Protelehasomit
sichtbar. Da aber Silberionen je nach Aminosaurekonstitution aghiediich gut

gebunden werden, eignet sich diese Methode nur eingeschrankt zurfiiaeumg von

Proteinen.

Zur Durchfuhrung der Silberfarbung wurde die Nitrocellulosemembran mL1@iner

frisch angesetzten Silberlosung (s. Abschnitt 3.4) schwenkendbgefdis die

Proteinbanden gut sichtbar wurden (1-5 Minuten). Im Anschluss wurdegletigran

zweimal mit dHO gewaschen und luftgetrocknet.

4.1.6 Immunodetektion

Fur die Immunodetektion der Proteine wurde die aus dem WesterreBiaitene
PVDF-Membran mit den transferierten Proteinen zunachst 30 Minute® #igem
Magermilchpulver (w/v) in TBS bei RT rollernd inkubiert, um Prot&eie Bereiche

der Membran abzuséttigen. Im Anschluss wurde mit den unkonjugiertem
Primarantikérpern (Verdinnung 1:1000 in Antikdrperverdinnungslésung; s. Abschnitt
3.4) bzw. mit dem direkt HRP-konjugiertemagspezifischem Antikérper (hier:
anti-HA, Verdiinnung 1:500 in Antikérperverdiinnungslésung) in einem Volumen von
5 mL fur 1 Stunde bei RT rollernd inkubiert. Nach dreimaligem 3mieritig¢Vaschen

mit Waschpuffer (TBS-Tween) bei RT wurde die Membran mit ¢#RP-markiertem
Sekundarantikorper (Verdinnung 1:2.500 in Antikdrperverdinnungslésung) in einem
Volumen von 5mL fir 1 Stunde bei RT unter Rollern inkubiert. Nach e¥neut
dreifachem Waschen (je 3 Minuten) wurde die PVDF-Membrarfriath angesetzter
ECL (enhanced chemoluminescentéysung fur 5 Minuten inkubiert. Die ECL-L6sung
enthalt Luminol, welches mit 1@, durch Katalyse der HRP unter Lichtemission
umgesetzt wird. Die Lichtemission wurde mittels eines liwiptendlichen Films
(Hyperfilm™ECL™) detektiert. Die Belichtungszeit betrug 1-50 Minuten. Der Film
wurde mittels des automatischen Film-Entwicki€rsix60 von AGFA entwickelt.
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4.1.7 Affinitdtschromatographie

Die Affinitatschromatographie stellt eine  hochspezifische thdde der
Proteinaufreinigung dar, die auf den selektiven Wechselwirkungestizen Proteinen
und ihren Liganden basiert. Bei diesen Liganden kann es sich z.B.amoklonale
Antikorper oder um Rezeptorproteine handeln, die Gber einen Linkeae dviadrix der
Chromatographiesaule gebunden sind.

In dieser Arbeit wurde M2-Sepharose (Sigma) zur Aufreinigung vonJARTwendet.
ART1 wurde aus stabil transfizierten DC27.10-Zellen durch InkubatidnPirPLC
gewonnen (ca. 5 mL PI-PLC-Uberstand). Der M2-Antikrper bindet degesannten
FLAG-Tag der sich am N-Terminus von ART1 befindet. Da alle anderen
Begleitproteine nicht gebunden werden und somit durch die Saule lavgeten bei
der anschlie3enden Elution der gebundenen Proteine sehr reinerfenalerhalten.

Zur Vorbereitung der M2-Sepharose-Séule wurde das Séulenmédiétial PI-PLC-
Uberstand-Volumen, 50 %ige M2-Sepharose) zunachst mit dem 20fadhwix-
Volumen PBS gewaschen. Der PI-PLC Uberstand wurde auf die §égeben, der
Durchfluss aufgefangen und nochmals auf die Séaule gebrachtaDlie \Burde dreimal
mit dem 10fachen Saulenvolumen PBS gewaschen. Eluiert wurde mitsteehen
Saulenvolumen 0,1 M Glycin-HCI (pH 3,5), und das Eluat wurde in DhltO
Saulenvolumen Neutralisationspuffer (1 M Tris-HCI, pH 8,0) ekemen Eppendorf-
Gefal3en in 5 Fraktionen aufgefangen. Ein Aliquot (20 pL) jederiBratturde fur die
SDS-PAGE aufbereitet und die Proteine mittels Coomassie-Faiburigel sichtbar
gemacht. Die ART1-enthaltenen Fraktionen wurden vereinigt und dRI1A
Proteinlésung wurde mittels Dialyse umgepuffert, um die hohen Salzkoatzenen zu
entfernen. Die reine ART1-L6ésung wurde mit BSA (Endkonzentratiarfd(w/v))
versetzt und bis zu ihrer Verwendung bei 4 °C gelagert.

4.1.8 Dialyse mittels Slide-A-Lyzer -Dialyse-Kassetten

Durch das Prinzip der Dialyse lassen sich Proteinlésungen umpuifenm Prinzip der
Dialyse liegt der Durchtritt niedermolekularer Substanzen deimch semipermeable
Membran zugrunde. Die Triebkraft ist der Ausgleich des osmotis€heckes, der
aufgrund von Konzentrationsgeféllen besteht. Aufgrund der Semipéititéeaber
Membran werden gré3ere Molekile, wie Proteine zuriickgehalten, ldeihelekile
wie Salzionen kénnen jedoch in Richtung ihres Konzentrationsgefélles dliec
Membran diffundieren, bis das Konzentrationsgleichgewichicbrtrest.

Das Dialyse-Verfahren wurde in dieser Arbeit zur VerringerdegSalzkonzentration,
der fur die ADP-Ribosylierung von TNF verwendeten ART1 aus dereeaifggten PI-
PLC-Uberstanden eingesetzt. Die verwendeten Dialyse-KassdSlide-A-Lyzer,
Pierce) hatten eine Molekulargewichts-Ausschlussgrenze (RYW©n 3.5 kDa.

Die Eluate aus der M2-Affinitats-Saule wurden mittels ei8pritze in die Slide-A-
Lyzer-Dialyse-Kassette injiziert. Die Dialyse erfolgteter Ruhren tGiber Nacht bei 4 °C
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in 1 L PBS. Die umgepufferten Proteinlésungen wurden mit 0,1 % B$#etz¢ und
bei 4 °C aufbewahrt oder direkt fir die ADP-Ribosylierungsreaksoi\pschnitt 4.4)
eingesetzt.

4.1.9 ELISA

Der ELISA Enzyme-linked Immunoabsorbent Agsagt ein immunologisches
Nachweisverfahren [141], das auf einer enzymatischen Fatlmmedasiert. Mithilfe
Enzym-gekoppelter spezifischer Antikorper werden biologische Swstia in
Losungen nachgewiesen bzw. deren Konzentrationen bestimmt. In Aresérwurde
das TNF-spezifische ELISA-Kit der Firma Immunotools einggseum die
Konzentration der produzierten TNF-Mutanten aus HEK293-Zellkulturidvedsh zu
bestimmen (s. Abschnitt 4.3.6).

Der TNF-spezifisch€oatingAntikdrper wurde 1:1000 i€oatingPuffer verdinnt und
je 100 pL der Antikorperldsung wurde in die Napfe einer 96 well-ELPb#tte
gegeben. Nach Uber Nacht Inkubation bei 4 °C wurden die Platten 6PBS
gewaschen und mit 200 pl 1% (w/v) BSA in PBS (Blocklosung) prd Napl Stunde
bei RT blockiert. Im Anschluss wurden die Platten 5x mit Wasitap (0,01 %
Tween20 in PBS) gewaschen. 100 pl verdinnte Zellkulturiberstandevedéiinnte
ADP-Ribosylierungsansatze  (in DMEM-komplettmedium) wurden ie dlapfe
gegeben und eine doppelte Standardreihe zur spateren Quantifizogpertgert. Die
Platte wurde fir 1 Stunde bei RT inkubiert und danach 5x mit Waschpeffexschen.
Der biotinylierte Detektionsantikdrper wurde 1:1000 mit DMEM-Komphettiium
verdinnt und 100 pl Antikorperlésung in die jeweiligen Népfe pipetti&rth 1 Stunde
Inkubation bei RT wurden die Platten erneut 5x mit Waschpuffer géwwasEs folgte
die Zugabe von 100 pl verdunnter Streptavidin-Peroxidase-Losung (1:1000EMD
Komplettmedium) und eine 30mindtige Inkubation bei RT. Die Platterlevubx mit
Waschpuffer gewaschen. Fur die Nachweisreaktion wurden pro Napfil10MB-
Enzymsubstratldsung pipettiert und die Farbreaktion nach ca. 5+tévimit jeweils
50 pl 0,5 M Schwefelsédure gestoppt. Zur Auswertung wurde die Eximkgi 450 nm
gemessen und die Daten mit der (Microsoft) Software Exealdeitet.

4.2 Molekularbiologische Methoden

4.2.1 Transformation von Bakterien

Die Transformationen in chemisch kompetente Bakterien &8eae) erfolgten nach
Herstellerangaben durch einen Hitzeschock.

Es wurde 1 pL der Mutagenese-Ansatze in XL2-Blue oder XL10-GolkteBan
transformiert. Fir Retransformationen wurde ca. 1 ng Plasnkidnipetente XL2-Blue
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Bakterien transformiert. Transformierte Bakterien wurderbgil87 °C und 240 rpm in
SOC-Medium inkubiert und anschlieRend auf LB-Agarplatten mit despexthenden
Antibiotikum ausgestrichen.

4.2.2 Zielgerichtete Mutagenese

Die zielgerichtete Mutagenese ist eine molekularbiologischéhddie [142], bei der
mithilfe von Primern, die (mindestens) eine Mutation beinhaltengd einer zu
mutierenden, rekombinanten DNA als Vorlage unter Einsatz deymieochse-
Kettenreaktion golymerase chain reactioi?CR) eine zielgerichteten Veranderung von
DNA in vitro erreicht werden kann.

Die zielgerichtete Mutagenese wurde in dieser Arbeit e@tgesum spezifische
Argininreste im TNF gezielt zu Lysinresten zu mutieren, potentielle ADP-
Riboslyierungsstellen im TNF auszuschalten mit der Absichdrimétionen Uber die
Ziel-Arginine von ART1 zu erhalten.

Ausgehend vom WT TNF, das innerhalb der Arbeitgruppe in dem Kanamyci
Resistenzgen-tragenden pEGFP-Vektor kloniert und N-terminal mémeiHA-Tag
versehen wurde (s. Tabelle 3. 4), wurde in Zusammenarldilaneike Pilz eine Reihe
von TNF-Einzelmutanten (R6K, R31K, R32K, R44K, R103K, R131K, R138K)
hergestellt. Eine Doppelmutante, das TNF(R6/32KK) wurde ausgelmnder TNF-
Einzelmutante TNF(R6K) hergestellt. Die Mutagenese der-PkBEmide wurde nach
dem Protokoll de®uikChange Site-Directed Mutagenesis {Qiagen) durchgefinhrt.
Die Tabelle 4. 1 zeigt die Zusammensetzung der PCR-Axsatz

Tabelle 4. 1 Zusammensetzung der Mutagenese-Anséatz e

Bestandteil Volumen Bemerkung
Vorwartsprimer (10 pM) 1,25 pl 250 nM Endkonzentration
Ruckwartsprimer (10 puM) 1,25 pl 250 nM Endkonzentration

dNTP-Mix, je 10 mM 1l je 200 uM Endkonzentration
PfuTurbo Reaktionspuffer (10x) 5ul
PfuTurbo 1l 25U

Plasmid-DNA X ul Gesamtmasse: 25 ng

demineralisiertes Wasser ad 50 pl

Die eingesetzten Primer sind in Tabelle 3. 3 aufgelistee Herstellung der
Mutangenese-PCR wurde mit dem in folgender Tabelle angegebeneRrB@@mm
durchgeflhrt.
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Tabelle 4. 2 PCR-Programm fir die Mutagenese von Pl asmiden

Temperatur Dauer Zykluszanhl
95 <C 30s 1x
95 C 30s
55 C 1 min } 17 x
68 C 7 min
68 C 10 min 1x
4<C ¥ 1x

Nach der PCR wurde dem Ansatz 10pnl (20 U) zugesetzt, um den Matrizenstrang
zu verdauenDpnl, eine Typll-Restriktionsendonuklease schneidet nur das methylier
Ursprungs-Plasmid, neu synthetisierte, unmethylierte DNARGE bleiben unversehrt.
Es wurde flr 2 Stunden bei 37 °C inkubiert.

Es wurde 1pl der Mutagenese-Ansatze in XL2-Blue oder in XLalGFG
ultrakompetente Zellen (Stratagene) transformiert und aufAg&platten mit
Kanamycin ausgestrichen. Aus Einzelkolonien wurden 4 mL-KulturerBiMEedium
mit Antibiotikum angeimpft. Am néchsten Tag wurde die Plasmid-Dbsidliert und
durch Sequenzierung wurde der Erfolg der Mutagenese bestatigt

4.2.3 DNA-Gelelektrophorese

Fur die Auftrennung von DNA-Fragmenten wird die DNA-Gelelektropleres
verwendet. DNA wandert aufgrund ihrer negativen Nettoladung iktreslehen Feld
zur Anode. Aufgrund der Proportionalitat von Ladung und Masse der DNAendies
allein keine Auftrennung von DNA-Fragmenten nach ihrer Gro3e erch@gl. Erfolgt
die Auftrennung allerdings in einer Matrix mit definierter PoréfRgr (meist Agarose),
werden je nach Porengrof3e die langeren Fragmente starkiex kiszeren behindert, je
groRer also die Fragmente desto langsamer wandern sie in Riohtaag. Durch
Anderung der Agarosekonzentrationen kénnen unterschiedliche PorengréRRen itnd dam
Trennbereiche der Gelelektrophorese erzielt werden. Durch ZasstzFarbstoffs
Ethidiumbromid, der in (Desoxy)-Ribonukleinsédurehelices interkaliad in diesem
Komplex unter UV-Licht fluoresziert, kann die DNA sichtbar gehtaverden.

Die Agarose wurde durch Aufkochen in TRIS-Acetat-EDTA (TAE)-Butfelost. Nach
kurzem Abkuhlen wurde 100 ng/mL Ethidiumbromid zugesetzt Die Agaroselésung
wurde in einen Geltrager mit Gelkamm gegossen und geliertdebedbkihlung. Das

Gel wurde in eine mit TAE-Puffer gefiillte Laufkammer tberflibie aufzutragende
DNA-Probe wurde mit Ladepuffet¢ading Dye6x; MBI Fermentas) versetzt und in
die Geltaschen pipettiert. Die Elektrophorese erfolgte bei 10@ngchlie3end wurde

mit der Geldokumentationsanlage ein invertiertes Photo der Bamstietit.
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4.2.4 Praparation von Plasmid-DNA

Minipraparationen wurden mit Hilfe de@lAprep Spin Miniprep Kit{Qiagen) aus
4 mL LB-Bakterienkultur durchgefihrt. Die Elution erfolgte in 30 Rlutionspuffer
(10 mM TRIS, pH 8,5). Maxipraparationen wurden mit Hilfe daslofree Plasmid
Maxi Kits (Qiagen) aus 150 mL LB-Bakterienkultur durchgefiuihrt. Diei&fuerfolgte
mit 500 pL Elutionspuffer (10 mM Tris-Cl, 1 mM EDTA, pH 8,0). Obarchfihrung
erfolgte nach Herstellerangaben.

4.2.5 DNA-Sequenzierung

Sequenzierungen erfolgten nach der Sanger-Methode mit fluorochr&martear
Didesoxynukleotiden [143]. Es wurde dage-TerminatorSequenzierungskiB{gDye
Applied Biosystems) eingesetzt. Die vorgeferti|@@DyeReaktionslésung enthielt
Enzym, Desoxynukleotide und die vier mit unterschiedlichen Fluorochromen
markierten Terminatoren. Die Sequenzieransatze wurden ausPfaginid-DNA (aus
den Mini-Praparationen, ca. 500 ng DNA), 1,5 pL des BigDyektesmixes, 6,5 puL
BigDyePuffer und 1 pM Sequenzierungsprimer in einem Gesamtvolumen vph 20
zusammengesetzt. Die Sequenzierreaktion wurde in 28 Zyklen neilget® Sekunden

bei 96 °C, 15 Sekunden bei 50 °C und 4 Minuten bei 60 °C durchgefihrt

Im Anschluss wurde die DNA mit Ethanol geféllt. Dazu wurden BOgbsolutes
Ethanol und 2 uL 3M Natriumacetat in einem Eppendorfreaktionsgef@f@legt, die
Sequenzierprobe dazugegeben und gemischt. Es wurde 10 Minuten anitubiert
und anschlieRend bei 13.000 rpm fir 30 Minuten bei 4 °C zentrifugiertUBenstand
wurde verworfen und das erhaltene DNA-Pellet wurde mit 170 pL igéréoEthanol
bei RT gewaschen. Es wurde bei 13.000 rpm 10 Minuten bei RT fagrdrt, der
Uberstand verworfen und das Pellet bei RT getrocknet. Die Atiswgeerfolgte auf
demDNA-Sequencing Systdvtodell 370A (Applied Biosystems) des Servicelabors des
Universitatsklinikums Eppendorf, Hamburg.

4.3 Methoden der Zellkultur

4.3.1 Allgemeine Bedingungen der Zellkultur

Die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien sind in Tabelle53und Tabelle 3. 6
aufgefiihrt. Die Zellen wurden in Zellkulturmedium im Brutschranik3e°C und unter
5 %iger CQ-Atmosphéare Kkultiviert. Alle Zellkultur-Arbeiten wurden untermnei

Sterilbank durchgefihrt. Alle Labormaterialien und Zellkulturmedidie in der

Zellkultur eingesetzt wurden, wurden zuvor fur 20 Minuten bei 121 ({f©kéaviert

bzw. steril filtriert.
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Die Suspensionszellen DC27.10 und KIT225 wurden (Ublicherweise in RPMI-
Komplettmedium bzw. in RPMI(+IL-2)-Komplettmedium (KIT225) in &
Zellkulturschalen kultiviert. Zur Passagierung dieser Zellendeugin Aliquot der
Zellsuspension in eine neue Kulturschale tberfuhrt und je nachfBeBdis 1:20 mit
frischem Medium verdinnt. Zur Selektion von stabilen Transfektantedeal mg/mL
Geneticin (G418) zugesetzt.

Die adharent wachsenden HEK293-Zellen wurden in T25 ZellkulturflasoHeMEM-
Komplettmedium kultiviert. Zum Passagieren wurden die ZellenRBIS gewaschen
und durch Zugabe von Trypsin und kurze Inkubation bei 37 °C abgeldst. Die
Inaktivierung des Trypsin erfolgte durch Gabe von DMEM-Komplettmediie
Zellen wurden gewaschen und die Subkultivierung erfolgte je nachriBeda
Verhéltnis 1:2 bis 1:20.

Alle Zentrifugationen eukaryotischer Zellen erfolgten, wenn naiders angegeben,
fir 5 Minuten bei 1.600 rpm und 4 °C. Die Zelldichte wurde nstidér Neubauer
Zahlkammer bestimmit.

4.3.2 Auftauen und Einfrieren eukaryotischer Zellen

Zellen kdénnen durch Einfrieren in flissigem Stickstoff (-196 °C)diige Zeit gelagert
werden, um bei Bedarf wieder aufgetaut und kultiviert zu werldendie intrazellulare
Ausbildung von Eiskristallen, die zur mechanischen Zerstérung déenZéihren
konnten, zu verhindern, wurde ihnen durch Zugabe des stark hygroskopischen
Dimethylsulfoxid (DMSO) langsam Wasser entzogen. Dazu wurde® T05-Zellen
geerntet, in 1 mL kaltem Einfriermedium (siehe Abschnid) 3esuspendiert und in
Kryordhrchen Uberfuihrt. Die Zellen wurden direkt fir 24 Stunden bei -80 °C
eingefroren und erst anschlieRend bei -196 °C endgelagert.

Eingefrorene Zellen wurden schnell bei 37 °C aufgetaut und soiorit0 mL 37 °C
warmen RPMI- bzw. DMEM-Medium versetzt, abzentrifugiert umit frischem
Kulturmedium versehen, um das zelltoxische DMSO zu entferRén.transfizierte
Zelllinien wurde das Selektionsmedium erst 24 Stunden nach déau&n zugegeben.

4.3.3 Transiente Transfektion eukaryotischer Zellen

Die in dieser Arbeit durchgefihrten transienten Transfektionen va{2BiEZellen mit

eukaryotischen Expressionsplasmiden (s. Abschnitt 3.7, Tahe#¢ Burden mittels
des jetPE™-Transfektionssystems (Polyplus) nach Herstellerangabe durchigeBihr
dem Transfektionsreagenz jetPEIl handelt es sich um ein ImPafgethylenimin, das
die DNA in positiv geladene Partikel verdichtet, was die entdodizghe Aufnahme der
DNA durch die Zellen ermdglicht.

Die fur Einzel-Transfektionen und Ko-Transfektionen eingesetzten eEsjons-

konstrukte, die eingesetzten DNA-Mengen der Maxipraparationen uridireireis auf
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den Einsatz der jeweiligen HEK293-Transfektanten sind der TaheBlleu entnehmen.
Zur Kontrolle erfolgte die Transfektion mit einem irrelevantenn#oll-Konstrukt

(hIL-15). Die Durchfuihrung der Transfektion erfolgte nach Herstaligaben. 24 bzw.
48 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen geerntet und fir ehiespdec

Experimente eingesetzt.

Tabelle 4. 3 Tranfektionsansatze

. . DNA-Menge ) )
(Ko-) Transfektion mit ] Einsatz in
(in pg)
ART1 + TNFWT 1+4
ART1 + TNFR2 FL 2+2
1G4-Assays
* ART1 + hiL-15 1+4 )
S. Abschnitt 4.4.1
* ART1 + hiL-15 2+2
* hlL-15 + TNFR2 FL 2+2
ART1 + TNF WT / TNF-Mutanten 1+4 . .
Radioaktiv-Assay
* ART1 + hiL-15 1+4 )
s. Abschnitt 4.4.2
*hlL-15 + TNFWT 1+4
TNFR1 @cD 5
TNFR2 @cD 5 TNF/Mutanten-Bindungsassays
TNFR2 FL 5 S. Abschnitt 4.5.2
* hiL-15 5
ART1+TNF 25+25 _
TNFR-Fc-Bindungsassays
* ART1 5 )
s. Abschnitt 4.5.3
*TNF 5
TNF WT / TNF-Mutanten 5 Produktion von TNF-Mutanten
* hlL-15 5 s. Abschnitt 4.3.6
TNF WT / TNF-Mutanten 5 Expressionsnachweis der
ART1 + TNF WT / TNF-Mutanten 25+25 TNF-Mutanten
* hlL-15 5 s. Abschnitt 4.3.5

* Kontrollansatze

4.3.4

Herstellung von Zelllysaten

Zur Herstellung der Zelllysate fur den Radioaktivitats- baven 1G4-Assay (s.
Abschnitte 4.4.1 und 4.4.2) wurderl@ der zuvor mit radioaktiv-markiertefiP-NAD
bzw. mit ethenoNAD inkubierten HEK293-Transfektanten in 200 pl 1% ¥-100

(w/v) in PBS eingesetzt.

Zur Herstellung von Zelllysaten fiir den NB-Assay (Abschnitt 4.5.6) wurden12?
der zuvor mit TNF inkubierten KIT225-Zellen in 100 pL 1% NP-40 (witv)PBS

eingesetzt.
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Beide Lysepuffer enthielten zusatzlich zum Detergenz 1 mNB®¥E zur Hemmung
von Proteinasen. Die Zellen wurden fur 15-20 Minuten bei 4 °C inkubiach

Zentrifugation bei 2.000 rpm fur 5 Minuten bei 4 °C wurde der Ubeds
abgenommen, um Proteine von Zellkernen und nicht lysierten Zallenemnen. In
einem zweiten Zentrifugationsschritt wurde der Uberstand be&0@3rpm fur 20
Minuten bei 4 °C zentrifugiert, um grof3ere Proteinaggregaemifarnen.

Die Lysate wurden entweder fur die Immunprazipitation (s. Abschriitll) eingesetzt
oder direkt (Gesamtzelllysate) fur die SDS-PAGE vorbdreite

4.3.5 “Fluorescence Activated Cell SortiftgFACS) -Analysen

Die Durchflusszytometrie ermoglicht das Zahlen und die Analgse Partikeln, wie
z.B. Zellen, in einem Flussigkeitsstrom. Die zu untemsaden Zellen werden mit Hilfe
einer sehr diinnen Kapillare einzeln an einem Laserstrahl vofideigdDas Gerat misst
dann fir jede Zelle die Parametdobryward scattet (FSC), der eine Aussage Uber
Partikelgrof3e erlaubt, undigle scatter (SSC), der eine Aussage Uber die Granularitat
d. h. innere Komplexitat eines Partikels ermoglicht. Weiterkbnnen je nach
technischer Ausstattung des Gerats noch ein oder mehrere E@rafesbstoffe
angeregt und nachgewiesen werden. Dadurch kdnnen eine VielzaglihemZellen
anhand ihrer Grol3e (FSC), ihrer Granularitat (SSC) und z.BR:hdusrangehender
Markierung  mit  Fluoreszenz-markierten  Antikbrpern  gegen  spezifische
Oberflachenmolekile, anhand ihrer Zelloberflachenbeschaffung umtsten werden.
Das Argon-Laserlicht fluhrt dabei zu einer Anregung der Fluore$adbstoffe, die
wiederum Fluoreszenzlicht emittieren. Diese Fluoreszenz kanch degrschiedene
Photozellen detektiert werden.

In dieser Arbeit wurden FACS-Analysen an transfizierten und wnsfizerten
Zelllinien-Zellen und an humanen peripheren Blutzellen durftimge

Wenn nicht anders angegeben wurden alle Anfarbungen nach folgendemaSc
durchgefuhrt. Die Farbungen wurden in WéH Platten (Vbotton) mit jeweils
510°-110° Zellen pro Ansatz durchgefiihrt. Fiir alle Wasch- und Inkubationsschritte
wurde PBS verwendet. Die Zellen wurden 5 Minuten bei 1.600 rpm ur@ 4°
abzentrifugiert, der Uberstand wurde abgekippt, und die Zellen wordetem Primér-

und dem Sekundar-Antikdrper fir jeweils 30 Minuten im Dunkeln bei 4 °€riam
Reaktionsvolumen von 100 pl inkubiert. Innerhalb vieler Versuchsreihedewwenn
moglich, eine Negativkontrolle mitgefiuihrt, um eine eventuefispezifische Bindung
der Antikdrper ausschlieBen zu kdnnen. Als Negativkontrolle diebteingig vom
Versuch, entweder der Einsatz eines irrelevanten Antikorplens,dem Isotyp des
relevanten Antikorpers entsprach und aus der gleichen Tierart gewonmda, was
Pra-Immunserum bei Einsatz von polyklonalen Antiseren oder die uiitiarie
Zelllinie. AuRerdem wurde in einigen Versuchen, in denen ein Sékwrtikorper
verwendet wurde, eine Probe nur mit Sekundéar-Antikdrper, aber ohne rPrima
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Antikorper inkubiert. Nach jeder Inkubation erfolgte ein WaschscHrité Proben
wurden in FACS-Réhrchen mit dem Durchflusszytometer (FACS Qanioter der
Verwendung der dazugehorigen Software (BD FACS Diva) geme3s#a. Zellen
wurden durch die ScatterEigenschaften identifiziert und von der Analyse
ausgeschlossen. Wenn die Proben nicht am gleichen Tag gemeassiem,wvurden
diese nach dem letzten Waschschritt mit 100 pl Fixierlosung REAGin PBS) versetzt
und bei 4 °C im Dunkeln verwahrt.

Expressionsnachweis der TNF-Mutanten
Um die Oberflachenexpression der TNF-Mutanten (s. Abschniftau3d 4.2.2) nach

Transfektion in HEK293-Zellen zu Uberprifen, wurden die Zellen 24 Stundeh
Transfektion geerntet und mit einem monoklonalen Maus-anti-TNF-Antik@ip&00;
Immunotools) bzw. einem monoklonalen biotinylierten Maus-anti-TNFk&nper
(1:200; Immunotools) und einem PE-konjugierten Esel-anti-Maus-Antik@pe. mit
PE-konjugiertem Streptavidin angefarbt. Fir einige Versuche wortdeRT1 und dem

WT TNF bzw. der R6/32KK-Doppelmutante ko-transfiziert (je 2g5[PNA) und je
110° HEK293-Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen NAD (20, 100,
500 uM) oder ohne NAD fiur 30 Minuten bei 37 °C inkubiert und im Anschluss
gewaschen. Die Zellen wurden halbiert und jeweils mit den monoklorMbus-anti-
TNF-Antikdrpern (Immunotools) wie oben beschrieben angefarbt.

Oberflachenmolekulfarbungen von peripheren Bluiteyken
Die Oberflachenmolekilfarbungen von PBLs erfolgte mit VollbluEACS-Rohrchen.

100 pL Vollblut wurden nach oder ohne vorherige TNF-Stimulation (s. Abgsehhib)

mit dem unkonjugierten Primar-Antikbrper oder einem direkt Fluorochrom
konjugierten Antikérper fur 30 Minuten bei 4 °C inkubiert. Die Erythremytvurden
unter gleichzeitiger Fixierung der Probe durch 10minitige InkubatioRDenit 1 mL
Fix/Lyse-Puffer der Firma BD lysiert. Nach Ablauf der Zeiurden die Proben mit

2 mL PBS versetzt und abzentrifugiert. Die PBLs wurden mi§ R@waschen und
gegebenenfalls wurde mit dem Fluorochrom-konjugierten Sekundarantikbrper im
Dunkeln bei 4°C in einem Reaktionsvolumen von 200 pL inkubiert. Die
Unterscheidung der Blut-Subpopulationen in Granulozyten, Monozyten und
Lymphozyten erfolgte im FACS anhand der sich deutlich voneinandescinéédenden
ScatterEigenschaften der einzelnen Subpopulation.

Die Analyse derScatterEigenschaften wurde auch eingesetzt, um Veranderungen in
der Granulozyten-Morphologie nach Stimulation mit TNF zu verfolgenApschnitt
4.5.5).

Die eingesetzte stabile KIT225-Transfektamterden innerhalb dieser Arbeitsgruppe
hergestellt (s. Tabelle 3. 6). Die eingesetzten transiansfizierten HEK293-Zellen
wurden in dieser Arbeit mittels des Transfektionsreagenz jBfPErhalten (s.
Abschnitt 4.3.3).
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Die eingesetzten Konzentrationen der verwendeten Antikorper gomrggspezifischer
Oberflachenmolekile kdénnen der Tabelle 3. 1 und Tabelle 3. 2 (Absché)tt 3
entnommen werden.

4.3.6 Proteinproduktion I6slicher TNF-Mutanten

Die léslichen TNF-Mutanten, bei denen einzelne Arginine zu Lysmetiert wurden
(s. Abschnitt 4.2.2), wurden durch die konstitutive Freisetzung dés ih den
Zellkulturiberstand durch HEK293-Transfektanten erhalten.

Zwei Tage nach Transfektion mit den entsprechenden Expressionskomstrakiden
die Zellkulturiiberstande (4 mL DMEM-Komplettmedium) der transfieie HEK293-
Zellen (s. Abschnitt 4.3.3) geerntet. Die Konzentrationen TdéiF-Mutanten in den
erhaltenen Uberstanden wurden mittels ELISA (s. Abschni®yokstimmt. Die TNF-
Mutanten wurden fur unterschiedliche Funktionsassays eingesetZRositsvkontrolle
wurden Zelliberstande von HEK293. TNF WT-Zellen eingesetzt. Agatiiéontrolle
wurde der Uberstand von HEK293-Zellen, die mit einem irrelerakbntrollkonstrukt
(hIL-15) transfiziert wurden, verwendet.

4.3.7 Proteinproduktion von loslicher ART1

Die Phosphatidylinositol-spezifische Phospholipase C (PI-PLC) si#ineden
Lipidanteil GPI (Glykosylphosphatidylinositol)-verankerter Zellok#fienproteine ab
[144].

PI-PLC wurde in dieser Arbeit dazu verwendet, um die lUber derAGKdr in der
Plasmamembran verankerte ART1 in nicht-zellgebundener, lGskdren zu erhalten
(,P1-PLC-Uberstande®).

Zur Herstellung der PI-PLC-Uberstande aus DC27.10.hART1 wurdéh Zellen/mL

mit 0,1 U/mL PI-PLC fir zwei Stunden bei 37 °C inkubiert. Der &nswurde
mehrmals vorsichtig invertiert. Nach Ablauf der Zeit wurde éinem ersten
Zentrifugationsschritt fir 5 Minuten bei 1.600 rpm vorsichtig abzZeigigrt, um eine
grobe Trennung von Zellen und Uberstand zu erreichen. In einem eaweit
Zentrifugationsschritt wurde der Uberstand fiir 20 Minuten bei 13.000 rpm
abzentrifugiert, um restliche Zellfragmente und groRere Paggregate aus dem
Uberstand zu entfernen. Der ART1-haltige Uberstand wurde t@iaufbewahrt oder
direkt aufgereinigt (s. Abschnitt 4.1.7).
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4.4 ADP-Ribosylierungen

4.4.1 1G4-Assay zum Nachweis ethenoADP-ribosylierter

Proteine im Western-Blot
Die ADP-Ribosylierung von Proteinen durch ARTs kann mit Hilfe de34-
Antikoérpers (Maus-anti-ethenoAdenosin) nachgewiesen werden. Dieoéttienosin-
Gruppe ist in dem NAD-Analogon ethenoNAD vorhanden, welches einiegtties
Substrat fur ARTs darstellt und von diesen auf Zielproteine tlgertravird. Dadurch
ist es moglich, ADP-Ribosylierungen von Proteinen u.a. im We8kt
nachzuweisen [145].
Immobilisierung von ART1 )
Zur Immobilisierung von ART1 wurde die aus PI-PLC-Uberstandeflschnitt 4.3.7)
erhaltene l6sliche, das FLAG-Epitop tragende ART1 an M2-Semha(Bfggma)
gekoppelt. 25 pl PI-PLC-Uberstand (entspricht 15 Zellen) wurden mit 5 pl M2-
Sepharose (50 %ige Suspension) 2 Stunden bei 4 °C unter Rollern inkOgert.
Sepharose wurde zweimal mit RPMI gewaschen und bis zum Elreiag °C gelagert.

ethenoADP-Ribosylierung von loslichem TNF durch atilisierte,

|6sliche und zellstdndige ART1
Es wurde die ADP-Ribosylierung von léslichem TNF durch immobitisieART1,

l6sliche ART1 (aus PI-PLC-Uberstanden) bzw. ART1 auf vitalehed (mit hART1
tranfizierte DC27.10-Zellen) verglichen. Dazu wurden1Z5DC27.10.hART1-Zellen,
25 pl PI-PLC-Uberstand (entspricht 28 Zellen) und 5 pl hART1 gekoppelte
Sepharose jeweils mit 50 uM ethenoNAD, 1 mM ADP-Ribose und 2 lug/m
rekombinantem TNF (R&D Systems) in einem Reaktionsvolumen von %0 RPMI
fur 4 Stunden bei 4 °C gerollert. Die Zugabe von ADP-Ribose dietge
Produkthemmung eventuell vorhandener NADasen/ADP-RibosylzyklaserCidgs.
Nach Ablauf der Inkubationszeiten wurden die Proteine mittels &fHANntikdrpers
gekoppelter Protein G-Sepharose (Abschnitt 4.1.1) immunprazipitieransahlie3end
durch die SDS-PAGE (10 %iges Gel, MES-Puffer) aufgetrenntctb&ilberfarbung
wurden Gesamtproteine nachgewiesen, und ethenoADP-ribosyliexelk®s wurden
im Western-Blot mittels des 1G4-Antikérpers (1,2 pg/mL) und andgdifider
Inkubation mit HRP-konjugiertem anti-Maus-1gG-Antikorper (1:2.500% kiert.

ethenoADP-Ribosylierung von membranstandigem TNéhdu

zellverankerte ART1
Die ADP-Ribosylierung von zellstandigem TNF durch zellveramkekRT1 wurde

mithilfe von HEK293-Zellen, die mit ART1 und TNF im Verhaltnis transient ko-
transfiziert wurden (s. Abschnitt 4.3.3), untersucht. Zur Spé&zikontrolle wurden
HEK293-Transfektanten untersucht, die mit ART1 und einem Kontrollkaktstr
(hIL-15) ko-transfiziert wurden. Die HEK293-Zellen wurden 24 Stunden nach
Transfektion geerntet, mit PBS gewaschen umt’Zellen wurden fiir 30 Minuten bei
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37 °C mit 50 uM ethenoNAD in einem Reaktionsvolumen von 500 pL inkubrart
Anschluss wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen w8l Zellen wurden mit
200 pL 1 % TritonX-100 lysiert (s. Abschnitt 4.3.4). Die erhalte@esamtzelllysate
(GZL) wurden fur die SDS-PAGE aufbereitet und 25 pL der GZL wuraeiein
Polyacrylamidgel aufgetragen (entspricht ‘205 Zellen). Nach Auftrennung der
Proteine durch die SDS-PAGE (10 %iges Gel, MES-Puffer) wudierethenoADP-
ribosylierten Proteine im Western-Blot wiederum mittelss d&éG4-Antikdrpers
(1,2 pg/mL) und anschlieBender Inkubation mit HRP-konjugiertem Mautis-1gG-
Antikorper (1:2.500) detektiert.

ethenoADP-Ribosylierung des TNFR2 durch zellverarkART1
Es wurde die ADP-Ribosylierung des TNFR2 durch ART1 untersuclau Rairden

HEK293-Zellen, die mit ART1 und dem Vollangen-TNFR2 (TNFR2 FL)Merhaltnis

1:1 ko-transfiziert wurden (s. Abschnitt 4.3.3), 24 Stunden nachsfektion geerntet
und fir 30 Minuten bei 37 °C mit 50 uM ethenoNAD bzw. ohne ethenoh#Dbiert.

Zur Kontrolle wurden HEK293-Zellen nur mit ART1 oder nur mit dem TRRRd
einem Kontrollkonstrukt (hlL-15) ko-transfiziert. Nach 3maligem Wen wurden
210° Zellen mit 200 pL 1 % TritonX-100 lysiert. Vor Einsatz in d&@SPAGE wurde

der TNFR2 mit Kaninchen-anti-TNFR2-Protein G-Sepharose immummitiazi (s.
Abschnitt 4.1.1). Es folgten SDS-PAGE (12 %iges Gel, MOBf$eB, Western-Blot
und Imundetektion mit dem 1G4-Antikérper (1,2 pg/mL) und dem HRP-konjugierten
Schaf-anti-Maus-1gG-Antikorper (1:2.500).

4.4.2 TNF-Mutationsanalysen mit radioaktiv markiertem NAD

Der in dieser Arbeit durchgefiihrte Radioaktivassay mit radioaktrkiertem NAD
(**P-NAD) ist eine sensitivere Alternative zum Nachweis Afil®sylierter Proteine als
die Immunodetektion mittels des 1G4-Antikorpers. Er wurde hier etgesim die
ADP-Ribosylierung von TNF-Mutanten (s. Abschnitt 4.2.2) durch AR testen.
HEK293-Zellen wurden mit ART1 und verschiedenen TNF-Mutanten (RE3QKR
R6/32KK oder R31K) oder dem TNF WT jeweils im Verhéltnis 1:mdfeiert (s.
Abschnitt  4.3.3). Zusatzlich wurden HEK293-Zellen mit ART1 und rmine
Kontrollkonstrukt (hIL-15) ko-transfiziert. 24 Stunden nach Transfektamden die
Zellen geerntet und-10’ Zellen/mL wurden mit 10 uM NAD, 500 uM ADPR und
5 uCi 3P_NAD fiir 20 Minuten bei 37 °C in PBS in einem Reaktionsvolumen von
100 pL inkubiert. Die Zellen wurden 6x mit je 1 mL 500 uM ADPR BSRyewaschen,
und durch TritonX-100-Lyse wurden Gesamtzelllysate (100 ul je Anbatgpestellt (s.
Abschnitt 4.3.4). 25 uL der GZL wurden in die Taschen eineyaBollamidgels
(12 %ig) aufgetragen (entspricht 2@ Zellen) und die Proteine wurden durch die
SDS-PAGE (MES-Puffer) aufgetrennt. Nach Ubertragung auf BEMBF-Membran
wurde zunéchst mit einem HRP-konjugierten anti-HA-Antikorper (1:$6Rennt den
N-terminal an die TNF-Proteine angehangten T8 immunodetektiert. Zur
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Detektion wurde das ECL-System (Amersham) verwendet (s. Alischdi6). Im
Anschluss wurde die PVDF-Membran 5x mit TBS-T gewaschen, ure@asReagenz
zu entfernen. Die Membran wurde getrocknet und fir 7 Tage beiC-88irfem
Rontgenfilm (Kodak) exponiert. Der Film wurde mittels des autwohén Film-
Entwicklers Curix60 von AGFAntwickelt.

4.4.3 Herstellung ,pra-ADP-ribosylierter TNF-Proben

Um den Einfluss der ADP-Ribosylierung von TNF auf seine Wirkung zersuthen,
wurde eine Reihe von Bindungs- und Funktions-Assays mit pra-ADPyliéxdem
TNF durchgefunhrt.

Pra-ADP-ribosyliertes TNF wurde, wenn nicht anders angegeéect) Inkubation von

25 pg/mL rekombinantem TNF (R&D Systems) mit 1 pg/mL auigager ART1

(s. Abschnitte 4.3.7 und 4.1.7) und unterschiedlichen KonzentratiamremN&D (4-
1000 pM) in PBS (mit 0,1 % BSA (w/v)) Uber Nacht bei 4 °C untelidr erhalten.
Das BSA wurde al€arrier-Protein zugesetzt, um eine unspezifische Bindung des TNF
an die ReaktionsgefaBwéande zu reduzieren. Zur Kontrolle wurde gbagall TNF-
Ansatz ohne Gabe von NAD, aber mit ART1 inkubiert (,unmodifieie TNF").

Fur die massenspektrometrischen Analysen (s. Abschnitt 4.7)seiatge pra-ADP-
ribosylierte und unmodifizierte TNF-Proben wurden wie gerade besehi durch
Inkubation von rekombinantem TNF mit 1 pg/mL ART1 und 1 mM NAD bzw. ohne
NAD erhalten. Zusatzlich wurden TNF-Proben in der MS untersudiat, durch

10 pg/mL im Institut rekombinant i&.coli produzierte mART2 (s. Abschnitt 3.8) und
1 mM NAD unter ansonsten gleichen Bedingungen pra-ADP-riboswiaden.

Fur einige Untersuchungen wurden aus transfizierten HEK293-Zellkultstébden
gewonnene TNF-Mutanten (s.Abschnitt 4.3.6) in pra-ADP-ribosylierkarm
eingesetzt. Fur die Pra-ADP-Ribosylierung wurden je 10 ng/mITNé+Mutanten mit
50 ng/mL ART1 und 1 mM NAD bei 4 °C Uber Nacht unter Rollakubiert.

Alle TNF-Proben wurden bis zu ihrem Einsatz bei -20 °C vertvahr

Die rekombinanten, pra-ADP-ribosylierten TNF-Proben wurden fur iBiesatz in den
unterschiedlichen Assays zwischen 1:2.500 und ca. 1:2.500.000 miteP@Bnt. Die
pra-ADP-ribosylierten TNF-Mutanten bzw. der TNF WT aus den HEK293
Zellkulturuberstanden wurden 1:10 mit PBS verdinnt.
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4.5 Bindungs- und Funktions-Untersuchungen

45.1 Blockade der TNF-Rezeptoren

Zur Untersuchung der TNF-Rezeptor-Anteile an der Auslosung einzelNé- T
induzieter Effekte wurden die untersuchten Zellen vorab mit Thip€Zifischen
Antikérpern pra-inkubiert.

110° KIT225-Zellen oder 100 pL Vollblut wurden mit einem monoklonalen Mauis-ant
TNFR1-Antikdrper (5 pg/mL, Klon: H398) und bzw. oder mit einemyklainalem
Kaninchen-anti-TNFR2-Antiserum (1:200) fur 20-30 Minuten bei 4 °C oder Bei R
vorinkubiert. Wenn nicht anders angegeben, blieb die Antikdrperlésungemdiloier
Durchfihrung der Assays auf den Zellen.

Fur den TNF-Zelloberflachenbindungs-Assay (s. Abschnitt 4.5.2) wunibdnt
gebundener Antikérper nach Ablauf der Inkubationszeit 2x mit PBS von dénZe
gewaschen.

45.2 TNF-Zelloberflachenbindungsassay

Um den Einfluss der ADP-Ribosylierung von TNF oder von Punkt-MutatiameTNF
(s. Abschnitt 4.2.2) auf die Bindung an seine TNFR zu untersucherdewdie
Zelloberflachenbindung von loslichem TNF an KIT225-Zellen oder andent TNFR
(TNFR1 @cD, TNFR2 @cD oder TNFR2 FL) transient transfieie HEK293-Zellen
(s. Abschnitt 4.3.3) durchflusszytometrisch untersucht.

Bindungsassays mit ,pra-ADP-ribosyliertem TNF* umtllF-Mutanten
510°-110° KIT225-Zellen oder 40 transfizierte HEK293. TNFR-Zellen (24 Stunden

nach Transfektion) wurden mit verschiedenen Konzentrationen (0,3-1Q)ngn
rekombinantem, unbehandeltem TNF (R&D Systems) oder mit 10 ng/éHAPP-
ribosyliertem (4-500 uM NAD) bzw. unmodifiziertem TNF (s. Absthidi.4.3) flr
10 Minuten bei 4°C in einem Volumen von 100 pL inkubiert. Um die
Oberflachenbindung der TNF-Mutanten zu untersuchen, wurden die KIT 25 Zeld
die tranfizierten HEK293-Zellen mit 10 ng/mL TNF-Mutanten (R&381K, R32K oder
R6/32KK) und TNF WT, die aus transfizierten HEK293-Zelluberstangewonnen
wurden (s. Abschnitt 4.3.6), ebenso behandelt. Als Negativkonttidigen PBS bzw.
Zellkulturiberstande aus HEK293-Kontroll-Transfektanten.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde freies TNF durch zweifachasctden mit je
100 uL PBS entfernt. Das zelloberflachengebundene TNF wurde méme
polyklonalem Ziege-anti-TNF-Serum (R&D Systems) (1:100 verdunnt) undme
Phycoerythrin (PE)-konjugierten Esel-anti-Ziege-IgG-Sekund&@mer im FACS
detektiert.
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Um den Anteil der TNFR an der TNF-Oberflachenbindung an KIT22%# zu
bestimmen, wurden die Zellen vor der TNF-Inkubation mit TNFR-§igeken
Antikérpern flr 20 Minuten bei 4 °C pra-inkubiert (s.Abschnitt 4.5.1hgchliel3end
gewaschen und mit 10 ng/mL rekombinantem TNF oder ohne TNF (PBS-Kentrol
inkubiert.

Bindungsassay mit ,.ko-ADP-ribosyliertem TNF*
Um den Einfluss der ADP-Ribosylierung durch membranstandige ART#li@ufNF-

Oberflachenbindung zu untersuchen, wurdeif®1stabil transfizierte KIT225.ART1-
Zellen mit 100 uM oder 1 mM NAD fir 1 h bei 37 °C vorinkubiert und eater mit
5 ng/mL rekombinantem TNF fur weitere 10 Minuten bei 4 °C ko-inktilnider nach
der NAD-Vorinkubation 1x mit PBS gewaschen und mit 5 ng/mL TNF redldiir
10 Minuten bei 4 °C inkubiert. Zur Kontrolle wurden parallel untriareste KIT225-
Zellen mit 1mM NAD und 5ng/mL TNF Kko-inkubiert. Transfiziertend
untransfizierte KIT225-Zellen wurden auch ohne NAD-Inkubation, mit 5 bglikF
bzw. ohne jede Behandlung (PBS-Kontrolle) inkubiert. Nach Ablaulnd@ibationszeit
wurde 2x mit PBS gewaschen und das oberflachengebundene TNF wurde wie obe
beschrieben mit dem Ziege-anti-TNF-Antiserum und dem PE-konjagidtsel-anti-
Ziege-Antikorper durchflusszytometrisch detektiert.

45.3 TNFR-Fc-Zelloberflachenbindungsassay

Um den Einfluss der ADP-Ribosylierung von zellstdndigem TNF ldasdlverankerte
ART1 auf die Bindung zum TNFR1 und zum TNFR2 zu untersuchen, wurden HEK293-
Zellen, die mit ART1 und TNF im Verhéltnis 1: 1 ko-transfizieuurden (s. Abschnitt
4.3.3), 24 Stunden nach Transfektion geerntet, gewaschen uridj&dllen wurden

mit 500 uM NAD oder ohne NAD fur 30 Minuten bei 37°C in einem
Reaktionsvolumen von 100 pL inkubiert. Zur Kontrolle wurden HEK293-Zellen, die
jeweils einzeln mit ART1 oder TNF transfiziert wurden, pafalintersucht. Nach
Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellen 2x mit PBS gewaschied mit

2,5 pug/mL TNFR1-Fc- bzw. TNFR2-Fc-Fusionsprotein (rekombinaftéf-Rezeptor

mit humanem Fc-Teil fusioniert, R&D Systems) in PBS fur 2@Wen bei 4 °C
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen 2x mit PBS gewaschen ued di
oberflachengebundenen TNFR-Fc-Proteine wurden mit einem FITC
(Fluoresceinisothiocyanat)-konjugierten Esel-anti-Human-lgG-Ampigrim  FACS
detektiert.
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454 Zytotoxizitatsassay

Der in dieser Arbeit eingesetzte Zytotoxizitdtsassay beatatguf, dass tote Zellen mit
Propidiumiodid (PIl) angefarbt werden, das von lebenden Zellen niégeraommen
wird. Der Zytotoxizitdtsassay wurde hier verwendet, um den ussflder ADP-
Ribosylierung von TNF oder von Punkt-Mutationen im TNF (s. Abschr2) auf
seine zytotoxische Wirkung auf KIT225-Zellen zu untersuchen

Zytotoxizitatsassay mit ,pra-ADP-ribosyliertem TNEHhd TNF-Mutanten
KIT225-Zellen wurden mit RPMI-Komplettmedium (ohne IL-2) gewaschnd in die

Napfe einer 96 well-Zellkulturplatte (Nunc) in RPMI-Komplettmeadiyohne IL-2)
ausgesat. Die Zellen wurden in einer Zelldichte vadg®1Zellen/mL mit verschiedenen
Konzentrationen (16-10.000 pg/mL) von rekombinantem, unbehandeltem TNF
(R&D Systems) oder mit 1 ng/mL pra-ADP-ribosyliertem (4-500 (NVAD) bzw.
unmodifiziertem TNF (s. Abschnitt 4.4.3) fiir 24 Stunden bei 37 °C uri®igbr CQ-
Atmosphére im Brutschrank inkubiert. Zur Kontrolle wurden KIT225-Zelgt PBS
inkubiert. Fur die Untersuchung des Einflusses der PunktmutationeNknatlif den
Zelltod wurden die KIT225-Zellen mit 5 ng/mL TNF-Mutanten (R6K31R, R32K
oder R6/32KK) bzw. wildtyp TNF aus Zellkulturiberstanden von entspneleme
HEK293-Transfektanten (s. Abschnitt 4.3.6) fur 24 Stunden bei 37 °C #rkubi
Zellkulturiberstande aus HEK293-Kontroll-Transfektanten dienten aégaiv/-
kontrolle. Am nachsten Tag wurden die Zellen geerntet und mg@BL PI fur 15
Minuten bei RT im Dunkeln inkubiert und im FACS vermessen.

Um den Anteil der TNFR an dem TNF-induzierten Zelltod der KIFZ28en zu
bestimmen, wurden die Zellen vor der TNF-Inkubation mit TNFR-§igeken
Antikérpern fur 20 Minuten bei RT in RPMI-Komplettmedium (ohne IL{@8a-
inkubiert (s. Abschnitt 4.5.1) und anschlie3end mit 0,2 ng/mL rekomtzma TNF
oder ohne TNF (PBS-Kontrolle) fur 24 Stunden ko-inkubiert.

Zytotoxizitatsassay mit ,,ko-ADP-ribosyliertem TNF*
Um den Einfluss der ADP-Ribosylierung durch membranstéandige ARTldiau

Zytotoxizitat von TNF zu untersuchen, wurdeh( stabil transfizierte KIT225.ART1-
Zellen in 200 pL RPMI-Komplettmedium (ohne IL-2) mit 1 ng/mL rekonanitem
TNF und verschiedenen NAD-Konzentrationen (4-500 uM) fir 24 Stunden & 37
ko-inkubiert. KIT225.ART1-Zellen wurden parallel mit den verschiedehgD-
Konzentrationen ohne TNF-Gabe bzw. mit 1 ng/mL TNF und ohne NAD inkuBiart
Kontrolle wurden 20° untransfizierte KIT225-Zellen mit 100uM NAD und 1 ng/mL
TNF fur 24 Stunden bei 37 °C ko-inkubiert, oder nur mit TNF bzw. nur NAD
inkubiert. Fur beide Zelllinien wurde aul3erdem eine PBS-Kontrollendefahrt. Nach
Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellen mit 0,2 ug/mL Rkubiert und
durchflusszytometrisch analysiert.
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4.5.5 Aktivierungsassay peripherer Granulozyten

Zur Bestimmung des Einflusses der ADP-Ribosylierung von TNF oderPuorkt-
Mutationen im TNF (s. Abschnitt 4.2.2) auf die TNF-induzierte ii&tung von
Granulozyten, wurden humane periphere Blutleukozyten (PBLS) nacll&tiiom mit
TNF auf ihre Oberflachenexpression von CD62L und CD11b im FACS untdrs
Zusatzlich wurde die Anderung in der Granulozyten-Morphologie durchfluss-
zytometrisch analysiert.

Das fur die Versuche eingesetzte Blut wurde von Freiwilligaus unserer
Arbeitsgruppe gespendet. Als Gerinnungshemmer wurde Heparin erigeDat
Stimulation und Antikdrper-Farbung wurde, wenn nicht anders angegeab¥ollblut
durchgefuhrt.

Je 100 pL humanes Vollblut wurden mit verschiedenen Konzentrationen (8-1.000
pg/mL) von rekombinantem, unbehandeltem TNF (R&D Systems) ode833ipg/mL
pra-ADP-ribosyliertem (4-500 uM NAD) bzw. unmodifiziertem TNBE. Abschnitt
4.4.3) fur 1 Stunde bei 37 °C unter 5 %iger£Xdmosphare im Brutschrank inkubiert
und fur CD62L angefarbt.

Fir die CD11b-Expressionsuntersuchungen wurden 100 pL Vollblut mit 200 pg/mL
pra-ADP-ribosyliertem (ImM NAD) oder unmodifiziertem TNFeelso behandelt.
AuBerdem wurden 100 pL Vollblut mit 1 ng/mL unmodifizierten oder pEZRA
ribosylierten TNF-Mutanten (R6K, R32K oder R6/32KK) bzw. TNF Wdieke
Abschnitt 4.4.3) fur 1 Stunde bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.

Als Negativkontrolle wurde Vollblut mit PBS bzw. Zellkulturiiberstamadeis HEK293-
Kontroll-Transfektanten (s. Abschnitt 4.3.6) unter gleichen Bedingumgkubiert. Als
Aktivierungskontrolle wurde mit 100 ng/mL PMA (Phorbol 12-Myristat 18efat, ein
Phorboldiester) fir 1 Stunde bei 37 °C im Brutschrank inkubiert [146].

Im Anschluss wurde mit einem monoklonalem, PE-konjugiertem MausC®@PL-
Antikdrper (1:5) oder einem monoklonalem, PE-konjugiertem Maus-anti-GD11b
Antikoérper (1:100) fur 30 Minuten bei 4 °C inkubiert. Nach Ablauf deril&mper-
Inkubationszeit wurden die Erythrozyten unter gleichzeitiger Rixigrder Proben
lysiert (Fix/Lyse Puffer von BD, s. Abschnitt 4.3.5). Dieukezyten wurden 1x mit
PBS gewaschen und im FACS analysiert. AnhanddatterEigenschaften wurden die
Leukozyten-Subpopulationen (Granulozyten, Monozyten, Lymphozyten) unterschieden
und getrennt voneinander analysiert.

Um den Anteil der TNFR an der TNF-induzierten Aktivierung dern@lazyten zu
bestimmen, wurden 100 pL Vollblut vor der TNF-Inkubation mit TNFRz8sehen
Antikorpern fir 30 Minuten bei 4 °C pra-inkubiert (s. Abschnitt 4.9\Hch Ablauf der
Inkubationszeit wurde das Vollblut mit 100 pg/mL rekombinantem TNF oldee TNF
(PBS-Kontrolle) fur 1 Stunde bei 37° C ko-inkubiert und wie zuvor besohn weiter
verfahren.
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Zusatzlich zu ihrer Oberflachenmolekilexpression wurden die Granelgzgite mit
333 pg/mL unmodifiziertem oder verschieden stark pra-ADP-ribasgtie TNF und
den anti-TNFR-Antikérpern inkubiert wurden, anhand if8eatterEigenschaften auf
die Veranderung ihrer Morphologie analysiert (s. Abschnitt 4.3.5).

4.5.6 NF- B-Aktivierungsassay

Durch Aktivierung der TNFR wird das NMB-inhibierende Protein B phosphoryliert
und anschlieend abgebaut, der Transkriptionsfaktor BN4rd freigesetzt und kann
in den Zellkern wandern, um die Transkription seiner Zielgene zwiexdem (s.
Abschnitt 2.1.4). Innerhalb dieser Arbeit wurde der Einfluss AlBP-Ribosylierung
von TNF auf die TNF-induzierte Aktivierung der NB-Signalkaskade mittels
Nachweis von phosphoryliertemB und Nachweis des B-Proteins durch spezifische
Antikdrper im Western-Blot untersucht.

NF- B-Aktivierungsassay mit ,pra-ADP-ribosyliertem TNF*
210° KIT225-Zellen wurden mit PBS gewaschen und mit 5, 1 oder 0,2 ng/@L pr

ADP-ribosyliertem (500 uM NAD) bzw. unmodifiziertem TNF (sbgehnitt 4.4.3) oder
ohne TNF (PBS-Kontrolle) fur 1 Stunde bei 37 °C unter 5 %iges-A@osphére im
Brutschrank in einem Volumen von 200 pL inkubiert. AnschlieRend wurden denZel
2x mit PBS gewaschen und mit 100 pL Lysepuffer (1 % NP-40 (¥mM AEBSF in
PBS) fur 15 Minuten bei 4 °C lysiert (s. Abschnitt 4.3.4). Dies@&tze wurden fir die
SDS-PAGE vorbereitet und zwei 10 %ige Polyacrylamidgele wumejeweils 25 pL
der Gesamtzelllysate (entspricht® Zellen) beladen. Nach Auftrennung der Proteine
in der SDS-PAGE (MOPS-Puffer) wurden phosphoryliertds bzw. | B einzeln im
Western-Blot mittels monoklonalem Maus-anti-B4Antikorper bzw. Kaninchen-anti-
Human-I B-Antikdrper (beide in der Verdinnung 1:1000) und anschlie3ender
Inkubation mit HRP-konjugierten anti-lgG-Antikbrpern  (Schaf-anti-May(G-|
Antikérper bzw. Esel-anti-Kaninchen-lgG-Antikorper; je 1:2.500) dixtetk

NF- B-Aktivierungsassay mit ,ko-ADP-ribosyliertem TNF*
Um den Einfluss der ADP-Ribosylierung durch membranstandige ART@li@ufNF-

induzierte Aktivierung von NFB zu untersuchen, wurden1e’ stabil transfizierte
KIT225.ART1-Zellen mit 1 ng/mL rekombinantem, unbehandeltem TNF. bzwne
TNF (PBS-Kontrolle) und 1 mM NAD bzw. ohne NAD fir 1 Stunde bei 37ub@er

5 %iger CQ-Atmosphare in einem Reaktionsvolumen von 200 pL inkubiert. Die Zellen
wurden 2x mit PBS gewaschen und mit 100 uL Lysepuffer (1 % NP-40 (vid 1mM
AEBSF in PBS) fur 15 Minuten bei 4 °C lysiert. Es folgten wien beschrieben SDS-
PAGE (je 25 pL der GZL), Western-Blot und Immunodetektion mit deausvianti-P-

| B-Antikorper bzw. Kaninchen-anti-HumanB-Antikdrper und entsprechenden HRP-
konjugierten anti-lgG-Antikdrpern.
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4.6 Oberflachen-Plasmon-Resonanz Spektroskopie

Die Oberflachen-Plasmon-Resonanz (SPR) Spektroskopie ist eine
Biosensortechnologie, die genutzt wird um biomolekulare Wechselwirkunge
unterschiedlichster Art zu untersuchen. Das in dieser Arbeiterglete System zur
Detektion der SPR stammte von der Firma Biacore (,Biacore 300&")als erste die
SPR-Technologie kommerziell verfigbar machte [147]. Einer dedebe zu
untersuchenden Analyten wird kovalent an einen Sensorchip gebunden und der
(potentielle) Interaktionspartner wird mittels FlieRinjekteystems Uber den Chip
geleitet. Dabei wird die Anderung des Brechungsindexes (wird inpgReg Units®,

RU angegeben) verfolgt, die sich proportional zur Menge des gebundenen
Interaktionspartners verhalt.

Innerhalb dieser Arbeit wurde die SPR-Spektroskopie eingesetzt, uwm di
Bindungseigenschaften von pra-ADP-ribosyliertem TNF (s. AbscHnitt3) an die
beiden TNFR zu untersuchen. Dazu wurden rekombinante TNFR1-Fc- uriRIZFNG
Fusionsproteine (R&D Systems) kovalent an jeweils eine Mirfiagszelle eines CM5-
Sensorchips (GE-Healthcare) gekoppelt und rekombinantes TNF wurgl&-#DP-
ribosylierter bzw. unmodifizierter Form (s. Abschnitt 4.4.3) teht eines
FlieRinjektionssystems (iber den Chip geleitet, und die Bindung wnittids Anderung

des Brechungsindexes detektiert.

Die Biacore-Experimente wurden mit Hilfe von Dr. Christian Sebwom Zentrum flr
Molekulare Neurobiologie, Hamburg an dem dort vorhandenen Biacore 3000-Gera
durchgefuhrt. Zunachst erfolgte die Aktivierung der Carboxylgruppen der
carboxylmethylierten Dextran-Matrix des CM5-Sensorchips durch Inkubation de
Flusszellen mit 0,2 M N-ethyl-N’-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimind 0,5 M N-
Hydroxysuccinimid in db=O mit einer Flussrate von 5 pL/min fir 7 Minuten. Direkt im
Anschluss wurden 25 pug/mL des TNFR1-Fc- bzw. TNFR2-Fc-Fusiongprotei

10 mM Natriumacetatpuffer (pH 5,0) mit einer Flussrate vorullfnin Uber die
Flusszellen geleitet, bis der Anstieg dBesponse UnitsNerte zwischen 100 und 200
RU erreichte. Die Kopplung erfolgt tber freie Amine im Pratedor Blockierung
verbleibender aktivierter Carboxylgruppen wurde der Sensorchigdl idit Ethanol-
aminhydrochlorid (pH 8,5) fir 7 Minuten mit einer Flussrate von Snib/inkubiert.
Anschlieend wurden steigende Konzentrationen (1,25 nM — 20 nM) von pra-ADP
ribosyliertem (NAD-Konzentration pro Versuch zwischen 150 und 500 pkAy.
unmodifiziertem TNF mit einer Flussrate von 10 pL/min nach tdteation kinetic
Methode analysiert. Fur die Interaktionen wurden Proben fur jeniitM injiziert und

die Dissoziation fur 2 bzw. 20 Minuten verfolgt. Die Sensorober@awurde durch
alternierende Injektion von 1 mM NaOH und 1 M NaCl in PBS megert. Die
Bindung von TNF an den TNFR1 oder den TNFR2 wurde durch Detektion der
Anderung des SPR-Signals verfolgt.
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4.7 Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie ist ein Verfahren, um die MasseTeilchen zu bestimmen.
Die zu untersuchende Substanz wird dazu in die Gasphase uberfuhohisnerti Die
ionisierten Teilchen werden durch ein elektrisches Feld bescteuim einem
Massenanalysator nach dem Masse-zu-Ladung-Verhalis aufgetrennt und
detektiert. Die Massenspektrometrie wurde innerhalb dieseiitAtaeu eingesetzt, die
ADP-Ribosylierungsstellen im TNF zu identifizieren.

TNF, das, katalysiert durch humane ART1 oder murine ART2, miMLNAD pra-
ADP-ribosyliert wurde (s. Abschnitt 4.4.3), wurde mit Trypsin rod8-Protease oder
mit beiden zusammen verdaut und die erhaltenen Peptide wurden imeit e
Kombination aus Flissigkeitschromatographie (LC) und Massenspe kitienigtS)
unter fragmentierenden und nicht-fragmentierenden Bedingungen untersusf:C
und LC/MS-Methode). Zur Kontrolle wurde unmodifiziertes TNF, dasART1 oder
ART2, aber ohne NAD-Gabe behandelt wurde, ebenso proteolytisclaute Der
Verdau der Proben und die MS-Untersuchungen selber wurden von Dridarigdck,
Institut fir Klinische Chemie (UKE-Hamburg) durchgefihrt.

Zunachst wurden die TNF-Proben in 50 mM MMEO; mit 0,1% RapiGest SF
surfactant (Waters) fir 10 Minuten bei 80 °C inkubiert, um dietefte dem
proteolytischen Verdau zuganglich zu machen. Zur Reduktion dedfidiBriicken
wurde nach Gabe von 5 mM DTT (Dithiothreitol) fir weitere 10 Ménubei 60 °C
inkubiert. Die reduzierten Cysteine wurden durch Inkubation mit 15 mM tedaanid
(30 Minuten bei RT) carbamidomethyliert. Schlie3lich wurde(®) Eiotease(n) in
einer Endkonzentration von 5 ng/pL zugesetzt und die TNF-Proben wurdeNadier
bei 37 °C verdaut. ART1 modifiziertes TNF wurde mit Trypsin M&deinzeln verdaut,
ART2 modifiziertes TNF wurde dem Doppelverdau mit Trypsin und V8 motgm.
Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der pH-Wert durch Gabe von korereatr
Salzsaure auf unter 2 gesenkt; dadurch wurde das zugesetzatgeBetm unldsliche
Komponenten gespalten. Die Proben wurden bei 13.000 rpm abzentrifugierBymnid 1
wurden fur einen LC/MS-Lauf eingesetzt.

Die erhaltenen Peptide wurden mit einem an ein TrennsystenoYRdC (ltra
Performance Liquid Chromatograpp$ystem, Waters) gekoppelten Massen-
spektrometer (QTOF Premier, Micromass) analysiert. Digbéh wurden auf eine
Sammel-Saule (nanoAquity UPLC-Séaule, C18, ik 20mm; Waters) aufgetragen
und fur 10 Minuten mit 5% Acetonitril/0,1% Ameisensdure gewas¢h pL/min). Die
Proben wurden mit 400 nL/min eines Gradienten (A: 0,1% AmeisensBur@,1%
Ameisensaure in Acetonitril, 5%-50% B in 30 Minuten) von einer THeRhC-Saule
(nanoAquity UPLC-Séaule, C18, 100pm x 100mm; Waters) eluiert.

Die Eluate der an ein Massenspektrometer (QTOF Premiemtandess spectrometer,
Micromass) gekoppelten UPLC-Saule wurden kontinuierlich massenspektisioh
analysiert. Die Elektrospray-lonisation wurde mit einem Sgahitter (1.D. 30 um,
Proxion, Odense) mit einer Kapillarspannung von 2,6 kV durchgefuhrt. Zu jedem
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Zeitpunkt der Elution wurden zwei Massenspektren, eines unter fragneelen
(MSF), eines unter nicht-fragmentierenden Bedingungen aufgenomméenSpKtren
wurden mit einer CID dollision induced dissociatigrSpannung von 28 V
aufgenommen.
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5. Ergebnisse

Die vorliegende Arbeit hat die strukturellen und funktionellen Konsequetee ADP-
Ribosylierung des pro-inflammatorischen Zytokins Tumor-Nekrose-Faktba (TNF)
durch humane ADP-Ribosyltransferase-1 (ART1) zum Thema. BRjebBisse werden

in zwei Bereiche unterteilt. Der erste Teil beschafsgth mit der Auswirkung der
ADP-Ribosylierung von TNF auf seine Funktion. Die Experimente schliel3en
Bindungsstudien von ADP-ribosyliertem TNF an die beiden TNF-Rezeptonel
Untersuchungen zur biologischen Wirkung auf Zielzellen ein. Der zw&ég
beschaftigt sich mit der Identifizierung der ADP-Ribosylierstgiée(n) im TNF-
Molekil. Dazu wurden massenspektrometrische und Mutationsanalysgmgefihrt.

5.1 Funktionelle Konsequenzen der ADP-Ribosylierung
von TNF durch ADP-Ribosyltransferase-1

51.1 ADP-Ribosylierung von TNF durch ADP-Ribosyltransferase-

1
In meiner Diplomarbeit hatte ich gezeigt, dass rekombinantes nrasmaNF von
l6slicher ART1 ADP-ribosyliert werden kann. Es stellte sielmer zunachst die Frage,
ob dies auch fur endogenes, von menschlichen Zellen produziertegill,NiRd ob die
Modifikation auch unter anderen topologischen Bedingungen stattfinden &awohl
TNF als auch ART1 koénnen im Organismus sowohl in zellgebundenemelts ia
l6slicher Form vorkommen. Das Zytokin TNF wird zunachst alsegirales
Membranprotein auf der Zelloberflache exprimiert, von der eshddiee Aktivitat der
Metalloprotease TACETNF-alpha converting enzymabgeschnitten wird. ART1 ist
ein GPI-verankertes Oberflachenenzym, das vermutlich abkemh aktiver Form von
der Zelle abgeschnitten werden kann.
Zunachst wurde untersucht, ob rekombinantes, losliches TNF von ART> unte
unterschiedlichen topologischen Bedingungen (l6slich, immobilisizet)standig)
modifiziert werden kann (Abb. 5. 1 A). Dazu wurde I6sliche ART1 klurkubation
von DC27.10.ART1.GPI-Zellen mit PI-PLC (Phosphatidylinositol-sipgzhie Phospho-
lipase C), welche GPIl-verankerte Proteine von der Zelldmd spaltet, erhalten.
Immobilisierte ART1 wurde durch Inkubation des PI-PLC-Uberstandes Ma2-
Sepharose (Sigma) hergestellt. Der M2-Antikérper (anti-FLAG-bindet dabei an das
in der ART1 enthaltene N-terminale FLAG-Epitop. Als Quelle \amilstandigem
ART1 wurden DC27.10.ART1.GPI-Zellen verwendet. Die ADP-Ribhesyhg von
TNF durch ART1 wurde mit Hilfe des fir ethenoAdenosin spezifisch&-
Antikorpers nachgewiesen [145]. Dazu wurde TNF in Gegenwart von AR dlem
NAD-Analogon 1,6-ethenoNAD inkubiert. Der Einbau von ethenoADP-Ribosesn da
Protein wurde anschlieend im Western-Blot mit Hilfe des 1G4kduters detektiert.
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In dem in Abb. 5. 1 A dargestellten Versuch wurde rekombinariiskcies TNF in
Gegenwart von 50 uM ethenoNAD mit l6slicher (Spur L), an Pro&iSepharose
immobilisierter (Spur 1), oder zellstandiger (Spur Z) ARTkubiert. Das TNF wurde
durch Immunprazipitation aufgereinigt, und die Prazipitate wurden dsib®-PAGE
aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran Ubertragen. ethenoADP-riéxsyfroteine
wurden mit Hilfe des 1G4-Antikorpers detektiert

Alle drei Prazipitate enthielten eine deutliche Bande mit reinapparenten
Molekulargewicht von ca. 17 kDa, welches der vorhergesagten @g#3eingesetzten
rekombinanten TNF (17,5 kDa, R&D Systems) entspricht. Die zmesatzlich
auftretenden Banden in Spur I, die auch in den beiden anderen Spunéeeznen sind,
konnen der schweren (ca. 50 kDa) bzw. leichten (ca. 25 kDa) Kettezute P
eingesetzten anti-TNF-Antikdrpers zugeordnet werden. In den Spwrad £ ist noch
eine Vielzahl weiterer Banden sichtbar, die kontaminierendederan ADP-
ribosylierten Proteinen entsprechen, jedoch in einem hoheren kiMee
gewichtsbereich liegen und den Nachweis von ethenoADP-ribosglieftdF nicht
storen.

In einem weiteren Versuch wurde untersucht, ob neben rekombinant&@akterien
hergestellten TNF auch endogenes, von menschlichen Zellen teéitgesTNF von
ART1 modifiziert werden kann. Da bakteriell hergestelltes iggbeatz zu endogenem
TNF nicht glykosyliert ist, sollten diese Versuche auchildar Aufschluss geben, ob
die ADP-Ribosylierung von TNFRn vivo eventuell durch die Glykosylierung des
Molekuls blockiert sein kann.

Um diese Frage zu untersuchen, wurden TNF und ART1 in HEK293-Zkden
transfiziert. Am néchsten Tag wurden die Zellen geerntet undbOnitM ethenoNAD
inkubiert. Nach wiederholtem Waschen wurden die Zellen lysiéut. Kontrolle
wurden HEK293-Zellen nur mit ART1, ohne TNF transfiziert. WWleen beschrieben
wurden die Proben durch SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine PVDF-Meitilbeaimagen,
und ethenoADP-ribosylierte Proteine wurden mit Hilfe des 1G4-AntikérjgG4)
immunodetektiert.

A B

Abb. 5. 1. ethenoADP-Ribosylierung von TNF durch immobilisiert e, losliche und
zellstdndige ART1. A ) 100 ng rekombinantes TNF (in 0,1% BSA in PBS) wurde mit

-52-



Ergebnisse

unterschiedlichen Formen von ART1, 50 uM eNAD und 1 mM ADPR fir 4 h bei 4C inkubiert.
Das TNF wurde mit Maus-anti-TNF-Protein G-Sepharose (Klon: MAbl) immunprazipitiert. Es
folgten SDS-PAGE, Western-Blot und Silberfarbung bzw. Immunodetektion. Spur | = 5 pL
ART1-M2-Sepharose, Spur L = 25 pL ART1-PI-PLC-Uberstand (entspricht 2,5 x 10°
Zellaguivalenten), Spur Z = 2,5 x 10° DC-27.10.ART1.GPI-Zellen. Als ProteingréRenstandard
wurde der MultiMark® Multi-Colored Standard (Invitrogen) verwendet (10 pL). B) HEK293-Zellen
wurden mittels des JetPEI™ Transfektions-Systems (Polyplus-transfection) mit ART1 und TNF
ko-transfiziert (Spur 1). Zur Kontrolle wurden HEK293-Zellen nur mit ART1 transfiziert (Spur 2).
24 h nach Transfektion wurden die Zellen geerntet und fir 30 min bei 37 T mit 50 uM eNAD
inkubiert. Nach wiederholtem Waschen wurden 10”/mL Zellen mit 1 % TritonX-100 lysiert, 25 uL
der GZL wurden aufgetragen (entspricht 2,510° Zellen). Es folgten SDS-PAGE, Western-Blot
und Immunodetektion. Als ProteingréRenstandard wurde der KaleidoscopeTM Precision Plus
Protein Standard (BioRAD) eingesetzt (4 pL). A+B) Immunodetektion: 1G4-Antikorper
(1,2 pg/mL) und Schaf-anti-Maus-IlgG-HRP (Amersham, 1:2.500). Zur Detektion wurde das
ECL-System (Amersham) verwendet.

In Abb. 5. 1 B weisen die Lysate der HEK293.ART1/TNF-Ko-Transfekta (Spur 1)
eine deutliche Bande bei einem apparenten Molekulargewicht vdi#8ddda, was der
erwarteten GroRRe des zellstandigen, unprozessierten TNEgiamtg25,6 kDa). Die
Lysate der Kontrollzellen, die nur mit ART1 transfiziert wurdeveisen auf dieser
Hohe keine Bande auf (Spur 2). Auch in diesem Blot ist einkzadhéweiterer Banden
zu sehen, die anderen ADP-ribosylierten Proteinen entsprecheapetieauf Grund
ihres hoheren Molekulargewichts den Nachweis des modifizi&itdts nicht stbren.
Zusammengenommen zeigen die in diesem Abschnitt dargestelltesucWer dass
rekombinantes TNF gleichermal3en von l6slicher, immobilisiedder zellstandiger
ART1 modifiziert werden kann. Dabei erscheint die Modifizierungchkuldsliche
ART1 relativ gesehen am effizientesten. Weiterhin wurdeiggzdass auch endogenes,
von humanen Zellen produziertes, und damit normal glykosyliertes Vbif
zellstéandiger ART1 effizient ADP-ribosyliert wird.

5.1.2 Einfluss der ADP-Ribosylierung von TNF auf die Binding an

beide TNF-Rezeptoren

Da durch die ART-katalysierte Reaktion eine sehr grof3arigee(ca. 540 Da) und
zusatzlich zweifach negativ geladene ADP-Ribosegruppe in ddBE-Molekil

eingebracht wird, ist davon auszugehen, dass diese posttran$alitaafikation nicht

ohne Auswirkung auf das TNF bleibt. Als erstes wurde untersucht, olADR:

Ribosylierung die Bindung von TNF an seine Rezeptoren beeinfludgt.vErmittelt

seine Wirkung durch Bindung an zwei verschiedene TNF-RezeptoreRRINind

TNFR2. In diesem Abschnitt wurden zwei unterschiedliche Methodgeveendet, um
das Bindungsverhalten von ADP-ribosyliertem TNF zu den Rezeptorstudieren.
Die erste untersucht die Bindung von ADP-ribosyliertem vs. unmagtiem TNF an
der Oberflache der T-Lymphom-Zelllinie KIT225, die zweite nuig Oberflachen-
Plasmon-Resonanz Spektroskopie (Biacore Methode), um die molekechsel-
wirkung von ADP-ribosyliertem und unmodifizierten TNF mit seinen dpéaren zu
Uberprufen.
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Oberflachenbindung an KIT225-Zellen
Die humane T-Lymphomzelllinie KIT225 wurde in dieser Arbeit fimtersuchungen

zu unterschiedlichen TNF-induzierten Effekten eingesetzt. So auaenr&influss der
ADP-Ribosylierung von TNF auf die Bindung an Zelloberflachen zu wuntbesn. Dazu
wurde zunéchst das Expressionsniveau beider TNF-Rezeptoremakif T#25-Zellen
untersucht. Abb. 5. 2 zeigt, dass beide TNF-Rezeptoren auf debeté&ache von
KIT225-Zellen exprimiert wurden, wobei das Signal fur den TNFRgksr war als das
fur den TNFRL1.

Abb. 5. 2 Oberflachenexpression von TNFR1 und TNFR2 auf KIT225-Zellen: Je 10°
KIT225-Zellen wurden mit einem monoklonalen Maus-anti-TNFR1-Ak (1:100) oder einem
polyklonalen Kaninchen-anti-TNFR2-Serum (1:200) fiir 30 min bei 4C inkubiert und mit einem
entsprechendem PE-konjugierten Sekundar-Antikérper (1:100) angeféarbt. Die Zellen wurden im
FACS analysiert. Anhand der Scatter-Eigenschaften wurden vitale von toten Zellen
unterschieden und nur die vitalen Zellen wurden analysiert. Die Histogramme zeigen die
mittleren Fluoreszenzintensitaten der vitalen Zellen fir TNFR1 und fir TNFR2 (schwarze
Linien). Isotyp-Antikbrper (anti-V5-IgG2a) bzw. Pra-Immunserum (grau-geftllt) und
Anfarbungen ohne Primar-Antikorper (gestrichelt) wurden zur Spezifitdtskontrolle eingesetzt.

Danach wurde untersucht, ob die Bindung von TNF an die TNF-Rezeptoiretera
Oberflache dieser Zellen nachgewiesen werden konnte. Dazu wkif@i2@5-Zellen
mit I6slichem TNF inkubiert, und anschlieBend mit einem TNF-figehen Ziegen-
Antiserum und PE-konjugiertem anti-Ziege-lgG-Antikdrper gefarbt.

A

KIT: TNF-Oberflachenbindung
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Abb. 5. 3: Oberflachenbindung von TNF auf KIT225-Z ellen: Jeweils 10° KIT225 Zellen
wurden mit verschiedenen TNF-Konzentrationen (0,3; 0,6; 1,2; 2,5; 5 und 10 ng/mL) in PBS und
ohne TNF fur 10 min bei 4 T inkubiert und gewasche n. Das oberflachengebundene TNF wurde
mit einem Ziege-anti-TNF-Serum und einem PE-konjugierten Esel-anti-Ziege-Ak detektiert. A)
Dotblot-Darstellung der TNF-Bindung gegen Side Scatter (SSC) fiir die TNF-Konzentrationen 0;
0,6; 2,5 und 10 ng/mL, die Zahlen geben die % TNF-bindender Zellen wieder. B) Diagramm-
Darstellung der mittleren Fluoreszenzintensitats- (MFI-) Werte von TNF gegen die TNF-
Konzentration (ng/mL), in logarithmischer Skalierung aufgetragen.

Die Dotblots in Abb. 5. 3 A zeigen einen deutlichen Anstieg der mittleren
Fluoreszenzintensitaten der KIT225-Zellen mit steigender TNF-&unation. Die
Zahlen geben die Prozentzahl der Zellen an, deren TNF-Bindung ubem ein
bestimmten Schwellenwert liegt. Ohne Zugabe von TNF liegen #urddr Zellen
oberhalb des Schwellenwerts, nach Gabe von 10 ng/mL TNF sind. 6856 der
Zellen. Die Abb. 5. 3 B zeigt die dasselbe Ergebnis mereanderen Darstellung. Hier
wurde die MFI gegen die TNF-Konzentration logarithmisch aufgetra Das
Anstiegsmaximum der TNF-Bindung liegt in dem Bereich um 1 hgbier Sattigungs-
bereich setzt bereits bei ca. 2,5 ng/mL TNF &iie KIT225-Zellen eignen sich also,
um die Oberflachenbindung des TNFs eindeutig und konzentrationsabhangig
nachzuweisen.

Um nun den Einfluss der ADP-Ribosylierung des TNFs auf seirefl@thenbindung

an KIT225-Zellen zu untersuchen, wurde verschieden stark pra-AloBytiertes TNF
auf die Zellen gegeben, und das auf der Zelloberflache gebumtiheurde wie oben
beschrieben detektiert. Das unterschiedlich stark pra-ADP-libasy TNF wurde
durch Uber Nacht Inkubation von 25 pg/mL TNF und gereinigter ART1 mit
verschiedenen NAD-Konzentrationen (4 - 500 uM) (s. Abschnitt gheRyestellt. Alle
TNF-Praparationen wurden in einer Konzentration von 10 ng/mL TN$g ah
anfanglichen Sattigungsbereich der Bindung eingesetzt (Abb. ®eB)Einfluss der
ADP-Ribosylierung von TNF auf die Zell-Oberflachenbindung ist in .Abl# gezeigt.

TNF-Oberflachenbindung
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Abb. 5. 4 Einfluss der ADP-Ribosylierung von TNF au f die Oberflachenbindung an

KIT225-Zellen: Pré&-ADP-ribosyliertes TNF wurde durch UGN Inkubation von 25 pg/mL
rekombinantem TNF (in 0,1 % BSA in PBS) mit 1 pg/mL ART1 und unterschiedlichen
Konzentrationen von NAD (4; 20; 100; 500 uM) bei 4 < erhalten. Das unmodifizierte TNF
wurde genauso behandelt wie das pra-ADP-ribosylierte, jedoch ohne Zusatz von NAD. Jeweils
10° KIT225 Zellen wurden mit 10 ng/mL pra-ADP-ribosyliertem bzw. unmodifiziertem TNF und
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ohne TNF fur 10 min bei 4 T inkubiert und gewasche n. Das oberflachengebundene TNF wurde
mit einem Ziege-anti-TNF-Serum und einem PE-konjugierten Esel-anti-Ziege-Ak detektiert. Das
Balkendiagramm zeigt die MFI-Werte der einzelnen TNF-Préparationen. Die Analyse schlief3t
tote Zellen aus.

Wie im vorherigen Versuch bereits gezeigt, kann die Bindung des unmerdén TNF

(schwarzer Balken) an KIT225-Zellen durch einen deutlichen égstier mittleren
Fluoreszenzintensitat gegenuber dem Ansatz ohne TNF-Inkubation iftezsBalken)

nachgewiesen werden Die grauen Balken zeigen die Bindung an KZENRSH- mit

unterschiedlich stark pra-ADP-ribosylierten TNF-Proben. Es istlide zu erkennen,
dass mit steigendem Grad an Pra-ADP-Ribosylierung (steigeAdkeKdnzentration

bei der Vorinkubation des TNF) die Bindung von TNF an die KIT225 Zelmmmt.

Fur den mit 500 uM NAD maximal ADP-ribosylierten TNF-Ansaehgder MFI-Wert

beinahe auf den Wert des Ansatzes ohne zugesetztes TNF adigi&indung wird

also durch die ADP-Ribosylierung fast vollstandig blockiert. Wheitezeigt sich, dass
selbst die ADP-Ribosylierung mit niedriger NAD-Konzentration 4 NAD) schon

ausreicht, um eine leichte Reduktion der TNF-Oberflachenbindung zzeleer. Die

Ergebnisse zeigen also eindeutig, dass die TNF-Oberflactiemy an KIT225-Zellen
durch ADP-Ribosylierung von TNF blockiert wird, und dass dieser Effiektdem

Grad der ADP-Ribosylierung des TNFs korreliert.

Oberflachen-Plasmon-Resonanz Spektroskopie (Biacore
Eine andere Mdglichkeit, die Bindungseigenschaften von TNF arbelgen TNF-

Rezeptoren zu untersuchen, stellt die Oberflachen-Plasmon-ResBpeakizoskopie
(SPR) dar (s. Abschnitt 4.6). Es handelt sich hierbei um eiogeBsortechnologie, die
genutzt wird, um biomolekulare Wechselwirkungen unterschiedlichste¢r zu
untersuchen. TNFR1- und TNFR2- (als Fc-Fusionsproteine; R&DBe@g3twurden an
jeweils eine Miniaturflusszelle eines CMb5-Sensorchips katalegekoppelt.
Aufsteigende Konzentrationen von pra-ADP-ribosyliertem (25 pg/ekombinantes
humanes TNF; 1 pg/mL aufgereinigte ART1; 150 uM NAD; 0,1 %AB&N; 4 °C)
oder unmodifiziertem TNF (derselbe Ansatz, aber ohne NAD) wurdéelsneines
automatisierten FlieBinjektionssystems Uber die FlusszellegiteggelBiacore). Die
Bindung der TNF-Proben an den TNFR1 oder den TNFR2 wurde durch Detektion de
Anderung des SPR-Signals verfolgt. Dieser Messwert, aediegktes MaR fiir die
Menge des gebundenen TNFs an seinen Rezeptor ist, wifldesppnse Units RU
angegeben und in Abhangigkeit von der Zeit dargestellt.
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Abb. 5. 5 Oberflaichen-Plasmon-Resonanz Spektroskopi e (Biacore): Rekombinantes
TNFR1-Fc-Fusionsprotein (A) oder TNFR2-Fc-Fusionsprotein (B) wurden an jeweils eine
Miniaturflusszelle eines Sensorchips (CM5) kovalent gekoppelt. Steigende Konzentrationen
(1,25 nM — 20 nM) von pra-ADP-ribosyliertem bzw. unmodifiziertem TNF wurden mittels eines
FlieRinjektionssystems (iber den Chip geleitet, und die Bindung wurde mittels Anderung des
Brechungsindexes detektiert. Die Angabe dieser Anderung erfolgte in ,Response Units* (RU)
und wird in Abhangigkeit von der Zeit (s) dargestellt. Pra-ADP-ribosyliertes TNF wurde durch
Inkubation von 25 pg/mL TNF mit 1 pg/mL ART1 und 150 uM NAD 0N bei 4 T hergestellt.
Unmodifiziertes TNF wurde gleich behandelt, jedoch ohne Zugabe von NAD.

Die beiden Graphen in Abb. 5. 5 zeigen die Bindung von ADP-ribosiernd
unmodifiziertem TNF an TNFR1 (A) und TNFR2 (B). Die jeweiligerve fur das
unmodifizierte TNF (schwarze Kurven) zeigt die zu erwartelsmahme der
~Response Unitgproportional zur Menge an gebundenem TNF) mit steigender TNF-
Konzentration. Dabei ist die Assoziationsgeschwindigkeit von TNF beiden
Rezeptoren &hnlich, wohingegen die Dissoziation von TNF von denRZNEhneller
erfolgt, als es fir TNFR1 der Fall ist.

Die grauen Kurven zeigen die Bindung von ADP-ribosyliertem TNF anedieiligen
Rezeptoren. Das ADP-ribosylierte TNF wurde in gleichen Konagatren wie das
native TNF eingesetzt (1,25 - 20 nM). Es ist zu erkennes, @ash bei hoheren TNF-
Konzentrationen kein wesentlicher Anstieg der RU zu vehrain ist.

Aus der Messung wurden unter Annahme eines 1:1-Bindungsmodells die
Assoziationsraten (ka), Dissoziationsraten (kd) und Dissoziateiokgewichts-
konstante (I§) mit Hilfe der BlAevaluation3.0 Software (Biacore) fur @edung von
TNF an beide Rezeptoren bestimmt (s. Tabelle 5. 1). Désd2iationskonstante fK
Wert) fur das ADP-ribosylierte TNF war fur die Bindung an derFRNl um das ca.
sechsfache, fur den TNFR2 um das ca. 20fache im Vergleioh K>-Wert des
unmodifizierten TNF erhoht. Damit war der blockierende Effektr d&DP-
Ribosylierung auf die Bindung an TNFR2 deutlich starker als aufBthedung an
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TNFR1. Bei der Interpretation der absoluten Zahlen muss jedodleksichtigt werden,
dass zum einen die Stochiometrie der beiden Interaktionsp@rtdErund TNFR) nicht
klar ist, und zum anderen sich die ADP-ribosylierte Probe veichwlis verschiedenen
Spezies unterschiedlich stark ADP-ribosylierter TNF-Molekilesammensetzt (s.
Diskussion, Abschnitt 6.1.1)

Tabelle 5. 1 Assoziationsraten (ka), Dissoziationsraten (kd) und Dissoziationskonstanten (Kp)
aus Abb. 5. 5 fir die Bindung von unmodifiziertem bzw. ADP-ribosyliertem TNF an TNFR1 und
TNFR2.

ka kd Ko

M's™] [s™] M]
unmod TNF und TNFRL 3310° 6,610 2,010%°
ADPr TNF und TNFRL1 1110 1,410" 1,310°
unmod TNF und TNFR2 8,810° 2,210° 2,510°
ADPr TNF und TNFR2 3210° 2,0107 5510°

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der Biacore Messungsndiela8DP-
Ribosylierung von TNF die Bindung zu beiden TNF-Rezeptoren deutlichflussie,
der Effekt auf den TNFR2 war dabei starker als auf den TNFRiteMd=xperimente,
die den Einfluss der ADP-Ribosylierung von TNF differenziertdéin TNFR1 und den
TNFR2 untersuchen, werden in Abschnitt 5.1.6 beschrieben.

5.1.3 Einfluss der ADP-Ribosylierung von TNF auf den TNF-

vermittelten Zelltod
TNF kann durch die Bindung an seine Rezeptoren TNFR1 und TNFR2 eirmahViel
unterschiedlicher Effekte auf verschiedenen Zielzellen 6aasl Eine der ersten
entdeckten Wirkungen von TNF war das Auslésen des Zelltodes in Turearf&ll Da
im vorherigen Abschnitt die Bindung von TNF an die Oberflache vor2&biZellen
gezeigt werden konnte, wurde diese Zelllinie verwendet, um deR-ifduzierten
Zelltod und den mdoglichen Einfluss der ADP-Ribosylierung auf diesdektEkzu
untersuchen.
Bei der humanen T-Lymphomzelllinie KIT225 handelt es sich um ¢ifgedbhangige
Zelllinie [148]. Voruntersuchungen hatten gezeigt, dass TNF neistirkeren
induzierenden Effekt auf den Zelltod unter Abwesenheit von IL-2 Daher wurden
alle Experimente beziglich des Zelltods in IL-2-freiem Meddurchgefihrt.
Zunachst wurde die Abhangigkeit des Zelltods von der Konzentration des
unmodifizierten TNFs festgestellt. KIT225-Zellen wurden mit2Hreiem Medium
gewaschen und mit unterschiedlichen Konzentrationen von rekombinanterfiil R4
Stunden bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Um die Zahl toter Zelle bestimmen
wurde den Proben am folgenden Tag Propidiumiodid (Pl) zugesetztdiRromdid
dringt unspezifisch in Zellen ein, wird aber nur von vitalen efelhktiv wieder nach
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aulRen transportiert. Zellen die sich mit Pl anfarben lassen ké&oneib als tote Zellen
definiert werden. Die Zellen wurden nach 10minitiger Inkubation
durchflusszytometrisch gemessen, die Ergebnisse sind in ABlzussehen.

A

Abb. 5. 6 TNF-induzierter Zelltod von KIT225-Zellen : 10° KIT225-Zellen/mL (96 well) wurden
in RPMI-Komplettmedium (& IL-2) mit verschiedenen Konzentrationen TNF (0; 16; 80; 400;
2.000 und 10.000 pg/mL) 24 h bei 37 T unter 5 %ige r CO,-Atmosphéare inkubiert. Die Zellen
wurden geerntet, 0,2 pg/mL Propidiumiodid (Pl) wurde zugesetzt, und die Zellen wurden im
FACS vermessen. Die Abbildung zeigt in Form von Dotblots zwei unterschiedliche Arten, den
TNF-induzierten Zelltod zu analysieren: A) Tote Zellen und Zelltrimmer wurden aufgrund ihrer
SSC/FSC-Eigenschaften identifiziert, B) anhand der MFI-Werte wurde auf Pl-positive Zellen
(tote Zellen) gegated. Die Zahlen geben die Anzahl der Zellen innerhalb eines Gates in %
wieder.

Die Abb. 5. 6 zeigt zwei unterschiedliche Mdglichkeiten, derFdiNluzierten Tod der
KIT225-Zellen darzustellen. In der Reihe A wurden die toten undnkdn Zellen
anhand ihreiScatterEigenschaften definiert. Es ist zu erkennen, dass sicEelien
mit zunehmenden TNF-Konzentrationen besonders beziglich ihrer GroRsafd
Scatte), aber auch in ihrer Granularitdbifle Scattgr verdndern. Die abnehmende
ZellgroRRe ist auf die Zunahme von toten Zellen und von Zelltrimmaniickzufihren.
Es ist deutlich zu erkennen, dass die Zahl toter Zellen abh&mgigder TNF-
Konzentration zunimmt. Die Zahl der Zellen, die sich in derkisg&en Region, die die
toten Zellen und die Zelltrimmer definiert, steigt von 14 % ohNE&-Gabe auf Uber
40 % in dem letzten Ansatz, der mit 10.000 pg/mL TNF inkukverde, an.

In der Reihe B wurden dieselben Zellen analysiert wie in RejheuAwurde die PI-
Fluoreszenz gegen den SSC-Wert aufgetragen, urdagenuf die Pl-positiven Zellen
gesetzt. Auch mit dieser Form der Auswertung ist klar zu erkertzess der Zelltod in
KIT225-Zellen durch TNF ausgeltst werden kann, und dass dieser abhangaenv
TNF-Konzentration ansteigt. Die Zahl Pl-positiver Zellenigiteron ca. 2 % im
Kontrollansatz ohne TNF auf beinahe 10 % nach Gabe der hochsten TNF-
Konzentration von 10.000 pg/mL TNF an. Das hier gesdBatte beinhaltet nur die
stark Pl-positiven Zellen, Zelltrimmer, die Pl-negativ simdirden nicht analysiert.
Dies erklart auch den groRen Unterschied in den Prozentzdidieler Gating
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Strategien (14 % tote Zellen in A und 2 % in B fur den Kontrofltmshne TNF-
Gabe).

Unabhangig von den unterschiedlichen Prozentzahlen zeigen beide Metleskibe
Tendenz beziglich des dosisabhéngigen TNF-vermittelten ZelléodsIn allen
folgenden Versuchen, die den TNF-vermittelten Zelltod behaneeirde dieGating
Strategie von Abb. 5. 6 B, die tote Zellen tber die AufnahomeRI definiert, gewabhilt.
Als néachstes wurde der Einfluss, den die ADP-Ribosylierung voir BENf die
Ausldsung des Zelltods in KIT225-Zellen hat, untersucht. Dazu wurd€a2stZellen
wie zuvor mit TNF 24 h bei 37 °C in IL-2-freiem Medium inkubieRra-ADP-
ribosyliertes und unmodifiziertes TNF wurde in einer Konzentration 1 ng/mL
eingesetzt. Die unterschiedlich stark pra-ADP-ribosyliert&#-Proben wurden wie
unter Abschnitt 4.4.3 beschrieben durch Inkubation von rekombinantem TiNMERML
und verschiedenen NAD-Konzentrationen hergestellt.

KIT: Zelltod

% PIl-positive Zellen
»
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Abb. 5. 7 Einfluss der ADP-Ribosylierung von TNF au  f den TNF-induzierten Zelltod von
KIT225-Zellen: 10° KIT225-Zellen/mL (96 well) wurden in RPMI-Komplettmedium (& IL-2) mit
1 ng/mL unterschiedlich stark pra-ADP-ribosyliertem TNF (25 pg/mL rTNF, 1 pg/mL ART1 und
4; 20; 100 oder 500 pM NAD, 0N, 4 €C) oder mit unmo difiziertem TNF (selber Ansatz, ohne
NAD) oder ohne TNF (PBS) 24 h bei 37 C unter 5 %ig er CO,-Atmosphére inkubiert. Die Zellen
wurden geerntet, 0,2 pug/mL Pl wurde zugesetzt und die Zellen wurden durchflusszytometrisch
analysiert. Das Balkendiagramm zeigt den Anteil Pl-positiver Zellen (s. Abb. 5. 6 B). Es wurden
Doppelbestimmungen durchgefihrt.

Der Einfluss der ADP-Ribosylierung von TNF auf den TNF-vemtigh Zelltod ist in
Abb. 5. 7 dargestellt. Unmodifiziertes TNF (schwarzer Ba)K&hrte zu einem Anstieg
von ca. 1 % in dem Ansatz ohne TNF-Gabe (gestreifter Batkeinlingefahr 7 % PI-
positiver Zellen. Die grauen Balken zeigen die unterscloiediiark ADP-ribosylierten
TNF-Proben. Es ist zu erkennen, dass, je starker das TNA-rbDsyliert wurde, desto
weniger Zellen positiv fir Propidiumiodid sind. Der TNF-Ansaler, mit 500 uM NAD
ADP-ribosyliert wurde zeigte noch gerade 2 % PIl-positivieAewas nur geringfligig
uber dem Kontrollwert ohne TNF entspricht (1 % Pl-postive Zell&®reits der
Ansatz, der mit nur 4 uM NAD ADP-ribosyliert wurde, zeigiae deutliche Reduktion
des TNF-induzierten Zelltods gegeniber dem unmodifizierten TNRigereals 5 %
gegenuber 7 % Pl-positiver Zellen). Die ADP-Ribosylierung vorr Tiesitzt demnach
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einen protektiven Effekt gegeniber TNF auf die KIT225 Zellen, dersteigendem
ADP-Ribosylierungsgrad des TNFs zunimmt.

5.1.4 Einfluss der ADP-Ribosylierung von TNF auf die

Aktivierung humaner peripherer Blutleukozyten (PBLS)
Neben seiner zytotoxischen Wirkung bewirkt TNF eine Aktivierung oebtter
Granulozyten. Unter anderem bewirkt TNF auf diesen Zellen digp&tung von
CD62L (L-Selektin) von der Zelloberflache (CD68hedding die Heraufregulation
der Oberflachenexpression von CD11b (alpha-Ketteadé@&?2 Integrins, Mac-1) bei
Granulozyten und Monozyten, sowie eine Veranderung der Morphologie.

Einfluss der ADP-Ribosylierung von TNF auf die Eegsion von CD62L

auf Granulozyten
Zunachst wurden humane periphere Blutleukozyten (PBLs) auf ihre RTNF

Oberflachenexpression untersucht. Dazu wurde Vollblut ohne vorhezfugredion der
einzelnen Subpopulationen (Granulozyten, Monozyten, Lymphozyten) mit deitsbe
fir die Untersuchung der TNFR-Expression auf KIT225-Zellen eingese
Antikorpern fur TNFR1 und TNFR2 (Abschnitt 5.1.2) inkubiert. Nach etéolg
Erythrozyten-Lyse wurden die Gesamt-PBLs mit entsprechendekoRugierten
Sekundar-Antikorpern angeféarbt. Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten kdnnen
durch ihre unterschiedlicheScatterEigenschaften Qotblot, Abb. 5. 8) getrennt
voneinander analysiert werden. Die in Abb. 5. 8 dargestelltgabBisse zeigen, dass
sich der TNFR1 (obere®ane) weder auf Granulozyten noch auf Lymphozyten
nachweisen lasst, wahrend er von Monozyten sehr schwach exprimidrt Dar
TNFR2 (unteresPane) konnte hingegen auf allen drei Leukozytenpopulationen
deutlich nachgewiesen werden, wobei die Expression auf Monozytetéaksten und
auf Lymphozyten am schwéchsten war.

Abb. 5. 8 Oberflachenexpression von TNFR1 und TNFR2  auf humanen PBLs: Je 100 pL
humanes Vollblut wurden mit einem monoklonalem Maus-anti-TNFR1-Ak (1:100) oder einem
polyklonalem Kaninchen-anti-TNFR2-Serum (1:200) fur 30 min bei 4T inkubiert. Die
Erythrozyten wurden unter gleichzeitiger Fixierung der Proben lysiert (Fix/Lyse Puffer von BD).
Nach Waschen wurden die Zellen mit einem entsprechenden PE-konjugierten Sekundar-
Antikdrper (1:100) angefarbt und im FACS analysiert. Anhand der Scatter-Eigenschaften
wurden die PBL-Subpopulationen voneinander unterschieden und getrennt voneinander
analysiert. Die Histogramme zeigen die mittleren Fluoreszenzintensitaten von Granulozyten,
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Monozyten und Lymphozyten fir den TNFR1 und den TNFR2 (schwarze Linien). Isotyp-
Antikdrper bzw. Pra-Immunserum (grau-gefillt) wurden als Ak-Spezifitdtskontrolle eingesetzt.

Trotz der starken Expression von TNFR2 konnte keine (Granulozyten und
Lymphozyten) oder nur eine sehr geringe (Monozyten) Oberflachenbindumd@NF

auf den humanen PBLs detektiert werden (nicht gezeigt).

Dennoch konnte eine Wirkung des TNF auf die Aktivierung von Granulozyten und
Monozyten gezeigt werden. Da die Aktivierung von Granulozyten durclir TN
besonders deutlich war und die TNF-induzierte Aktivierung von Grantaiozfiir
verschiedene humanpathologische Effekte relevant ist, wurden idélrfothenden
Experimenten nur die Ergebnisse der Granulozyten gezeigt.

A

Granulozyten: CD62L-Expression
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Abb. 5. 9 TNF-induzierte Abnahme der CD62L-Oberflac  henexpression auf Granulozyten:
Je 100 pL humanes Vollblut wurden mit verschiedenen TNF-Konzentrationen (0; 8; 40; 200;
und 1000 pg/mL) fur 1 h bei 37 T unter 5 %iger CO ,-Atmosphére inkubiert und mit einem
monoklonalem, PE-konjugiertem Maus-anti-CD62L-Ak (1:5) fir 30 min bei 4C inkubiert. Im
Anschluss wurden die Erythrozyten unter gleichzeitiger Fixierung der Proben lysiert (Fix/Lyse
Puffer von BD). Nach Waschen wurden die Zellen im FACS analysiert. Anhand der Scatter-
Eigenschaften (Dotblot A) wurden die PBL-Subpopulationen unterschieden und getrennt
voneinander analysiert. Es wurden Doppelbestimmungen durchgefuhrt. A) Die Dotblots zeigen
die MFI-Werte einer Einzelmessung von Granulozyten fir CD62L gegen den Side-Scatter
aufgetragen. Die Zahlen geben die % CD62L-negativer Zellen wieder. B) Diagramm-
Darstellung der MFI-Werte von CD62L von Granulozyten gegen die TNF-Konzentration (pg/mL)
in logarithmischer Skalierung aufgetragen.
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Abb. 5. 9 zeigt die TNF-induzierte Abspaltung von CD62L von deloBetflache von
Granulozyten. Frisch enthommenes humanes Vollblut wurde mit unteticingsn
Konzentrationen TNF fur eine Stunde bei 37 °C inkubiert und anschliefligrainem
PE-konjugierten anti-CD62L-Antikdrper angefarbt. Die PBLs wurderhacse der
Erythrozyten im FACS gemessen. Granulozyten wurden anhand Suatter
Eigenschaften getrennt von den restlichen PBLs analysiert.bim B. 9 A ist zu
erkennen, dass die meisten Granulozyten im Kontrollansatz ohnénkbiFation stark
positiv fur CD62L waren. Nur ca. 6 % der Granulozyten wiesee eiedrige CD62L-
Expression auf. Die Behandlung mit TNF bewirkte eine Abnahme Gl282L-
Fluoreszenz. Die Inkubation mit 8 pg/mL rekombinantem TNF flhrteitsezu einer
Zunahme auf ca.13 % CDG62L-negativer Zellen. Bei der hdchsteeseitaen TNF-
Konzentration von 1000 pg/mL hatten fast alle Granulozyten (ca%)94hr
Zelloberflachen-CD62L verloren. Abb. 5. 9 B zeigt das beschmeliggebnis in Form
eines Diagramms, in dem die MFI-Werte in Abhangigkeit von d¢ff-Konzentration
logarithmisch dargestellt sind. Die Konzentration der halbmaxim@leékung auf die
CD62L-Abnahme lag bei ca. 60 pg/mL TNF.

In einem folgenden Versuch wurde Uberprift, ob die ADP-Ribosylierung TR
einen Einfluss auf das TNF-vermitteleddingron CD62L hat. Der Versuchsaufbau
war wie oben beschrieben. Humanes Vollblut wurde mit unterschestick pra-ADP-
ribosyliertem TNF fur eine Stunde bei 37 °C inkubiert, und fur CD&ggefarbt. Fur
die TNF-Inkubation wurde eine Konzentration von 333 pg/mL gewahlt, wlie i
beginnenden Sattigungsbereich fur diesen Effekt liegt. Die Erggdbsind in Abb. 5.
10 dargestelit.

Granulozyten: CD62L-Expression
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Abb. 5. 10 Einfluss der ADP-Ribosylierung von TNF a  uf die TNF-induzierte Abnahme der

CD62L-Oberflachenexpression auf Granulozyten: Je 100 pL humanes Vollblut wurden mit
333 pg/mL unterschiedlich stark pra-ADP-ribosyliertem TNF (25 pg/mL rhTNF, 1 pg/mL ART1
und 4; 20; 100 oder 500 uM NAD, 0N, 4 T) oder mit unmodifiziertem TNF (selber Ansatz, ohne
NAD) oder ohne TNF (PBS) 1 h bei 37 C unter 5 %iger CO,-Atmosphére inkubiert. Der
Phorboldiester PMA (100 ng/mL) wurde als Aktivierungskontrolle eingesetzt. AnschlieRend
wurden die Proben mit einem monoklonalen, PE-konjugierten Maus-anti-CD62L-Ak (1:5) fur
30 min bei 4C gefarbt. Die Erythrozyten wurden unter gleichzeitiger Fixierung der Proben
lysiert (Fix/Lyse Puffer von BD), und nach Waschen mit PBS wurden die Zellen
durchflusszytometrisch analysiert. Die PBL-Subpopulationen wurden anhand ihrer Scatter-
Eigenschaften (s. Abb. 5. 9) voneinander unterschieden und getrennt analysiert. Die Balken-
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diagramme zeigen die MFI-Werte fur die CD62L-Anfarbung von Granulozyten. Es wurden
Doppelbestimmungen durchgefiihrt.

In diesem Versuch wurde als Positivkontrolle fur die Vollstandigkler CD62L-
Abspaltung Phorbol-Myristat-Acetat (PMA) eingesetzt. PMA aétiv direkt die
Proteinkinase C (PKC), welche die TACE aktiviert und danstSfseddingzon CD62L
von der Zelloberflache bewirkt (Abb. 5. 10, gepunkteter Balken).litkabation mit
333 pg/mL TNF (schwarzer Balken) fiihrte zu einer fast vollstgiamiAbspaltung von
CD62L von der Oberflache von Granulozyten. Der Einsatz der prai#ioBylierten
TNF-Proben zeigte, dass auch die Aktivierung von Granulozyten duschADP-
Ribosylierung von TNF beeinflusst wird (graue Balken). Mit stedgr NAD-
Konzentration und damit zunehmendem ADP-Ribosylierungsgrad des TNF dierde
Induktion des CD62LSheddingzunehmend gehemmt. Dabei zeigte sich ein Effekt der
ADP-Ribosylierung erst bei NAD-Konzentrationen um 20 puM. Selbstait 500 pM
NAD in diesem Versuch maximal pra-ADP-ribosylierte TNF-Prébante das TNF-
induzierte CD62LSheddingnicht vollstandig unterdriicken

Einfluss der ADP-Ribosylierung von TNF auf die TiN8uzierte Anderung

der Granulozyten-Morphologie
Neben der Abspaltung von CD62L bewirkt TNF auch eine Veranderung der

Morphologie von Granulozyten, die sich aufgrund von Veranderungen iSiderund
Forward-ScatterEigenschaften durchflusszytometrisch bestimmen lasst [149].

A
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Granulozyten: veranderte Morphologie
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Abb. 5. 11 Einfluss der ADP-Ribosylierung von TNF a  uf die TNF-induzierte Anderung der
Granulozyten-Morphologie:  Die in Abb. 5. 10 dargestellten Granulozyten wurden anhand ihrer
Scatter-Eigenschaften analysiert. A) Dotblot-Darstellung eines Einzelexperiments. Die Region
R1 beinhaltet Granulozyten mit normaler Morphologie, die Region R2 zeigt Granulozyten mit
veranderter Morphologie. Die Zahlen unterhalb der Regionen-Beschriftung geben den
prozentualen Anteil der Zellen in der jeweiligen Region wieder. B) Das Balkendiagramm zeigt
den prozentualen Anteil der Granulozyten mit veréanderter Morphologie (R2). Es werden die
Mittelwerte von Doppelbestimmungen dargestellt.

In Abb. 5. 11 A zeigt der obei®otblot die ScatterEigenschaften aller PBLs. Es wurde
eine grol3zlgige Region um die Granulozyten-Population definiert, um die
Granulozyten allein, aber unter gleichzeitiger Beriicksichtigiegstarken Anderung
ihrer ScatterEigenschaften analysieren zu kénnen. Die untere Reihe diteficatter
Eigenschaften der Granulozyten innerhalb der gesetzten RegioNatdr.Inkubation
mit TNF war eine starke Veranderung in der Morphologie der Graytelozim
Vergleich zu den unstimulierten Granulozyten zu erkennen. Die Gratetowurden
gréRBer (anhand deBorward-Scattersablesbar) und verloren gleichzeitig ihre hohe
Granularitat (definiert durch derSide-Scattgr Zwei weitere Regionen wurden
innerhalb der Granulozyten-Population definiert, um die Granulozytémaonmaler
(R1) und mit veranderter (R2) Morphologie zu erfassen. Die Zahtgearhalb der
Regionen-Bezeichnung geben den prozentualen Anteil der Zellen irnedeal
jeweiligen Region an, bezogen auf die Gesamtzahl der Granetoz@thne TNF-
Inkubation befanden sich 91 % der Granulozyten in R1 und nur 4 % in R2. Nach
Inkubation mit unmodifiziertem TNF dagegen befanden sich nur noch 21R4 und
mehr als 60 % in R2. Wurde mit pra-ADP-ribosyliertem TNF inkub&y zeigte sich,
dass die durch TNF induzierte Formveranderung der Granulozyten miiraendem
ADP-Ribosylierungsgrad von TNF sukzessiv abnahm. Bei der é@mksttn ADP-
ribosylierten TNF-Probe (500 uM NAD) war die Formverédnderung geéind
unterdrickt (nur 14 % der Zellen in R2), erreichte aber nicht gmz Wert der
unstimulierten Granulozyten (4 % der Zelle in R2). Abb. 5. 11 B fliesErgebnisse in
einem Balkendiagramm zusammen. Insgesamt besitzt dieRibdsylierung von TNF
also, wie bei anderen durch TNF vermittelten Effekten aunbnehemmenden Einfluss
auf die TNF-induzierte Anderung der Granulozytengestalt, der jedach bei dem
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hdchsten erzielten ADP-Ribosylierungsgrad die Wirkung von TNF abstienaaber
nicht vollig unterdricken kann.

Einfluss der ADP-Ribosylierung von TNF auf die TiN&uzierte

Expressionszunahme von CD11b
Als letzter untersuchter Parameter, um den Einfluss der RibBsylierung von TNF

auf seine Wirkung auf Granulozyten zu untersuchen, wurde die Qitemiéxpression
von CD11b gewahlt, das nach Aktivierung auf Granulozyten verstépkingert wird
[150]. Dazu wurde humanes Vollblut mit rekombinantem, unmodifiziertemn pide
ADP-ribosyliertem (1 mM NAD) TNF inkubiert, und fur CD11b angbfa

Granulozyten: CD11b-Expression
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Abb. 5. 12 Einfluss der ADP-Ribosylierung von TNF a  uf die TNF-induzierte Zunahme der
CD11b-Oberflachenexpression auf Granulozyten: Je 100 pL humanes Vollblut wurden mit
200 pg/mL TNF, entweder unmodifiziert (schwarzer Balken) oder pra-ADP-ribosyliert (25 pg/mL
rhTNF, 1 pg/mL ART1 und 1 mM NAD, UN, 4 C; grauer Balken) bzw. ohne TNF (PBS;
gestreifter Balken) 1 h bei 37 T unter 5 %iger CO ,-Atmosphére inkubiert. AnschlieBend wurden
die Proben mit einem monoklonalen, PE-konjugierten Maus-anti-CD11b-Ak (1:100) gefarbt. Die
Erythrozyten wurden unter gleichzeitiger Fixierung der Proben lysiert (Fix/Lyse Puffer von BD)
und nach Waschen mit PBS wurden die PBLs im FACS analysiert. Es wurden
Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Die PBL-Subpopulationen wurden anhand ihrer Scatter-
Eigenschaften voneinander unterschieden und getrennt analysiert. Die Balkendiagramme
zeigen die MFI-Werte fir CD11b von Granulozyten fir die einzelnen TNF-Ansétze.

Humane Granulozyten weisen unter Ruhebedingungen eine niedrige Express

CD11b auf ihrer Zelloberflache auf (gestreifter Balken; Abbl12). Nach Stimulation
mit rekombinantem TNF wurde eine deutliche Zunahme (ca. unfindiache) der
CD11b-Oberflachenexpression auf den Granulozyten beobachtet (sahBafizen).

Durch ADP-Ribosylierung von TNF wurde die Heraufregulation von CDddllich

gehemmt (grauer Balken).

Somit weisen alle untersuchten Aktivierungsparameter (CCE#tdding Form-
veranderung von Granulozyten, Hochregulation von CD11b) dieselbe Tendammauf
fihren zu dem Schluss, dass die TNF-induzierte Aktivierung humaneul@zgten
durch die ART1-katalysierte ADP-Ribosylierung von TNF, abhangig varad der
Modifikation blockiert wird.
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5.1.5 Einfluss der ADP-Ribosylierung von TNF auf die

Aktivierung der NF- B-Signalkaskade
TNF 10st viele seiner Effekte tber die Aktivierung des Tkaipsionsfaktors NF-B
aus. NF-B ist ein ubiquitar exprimierter Transkriptionsfaktor, der von grof3er
Bedeutung fur eine Vielzahl von Zellprozessen, wie beispielswéisdie Regulation
von Zellproliferation, Zelltod und Immunantworten ist. Die Akdung der NF-B-
Signalkaskade  durch  verschiedene (meist extrazellulare) Biglekiile
(Wachstumsfaktoren, virale/bakterielle Antigene und Zytokine)t fir Translokation
des normalerweise im Zytosol lokalisierten NBs in den Zellkern, wo es die
Transkription unterschiedlicher Gene aktiviert. Im unstimulie#astand wird das im
Zytosol befindliche NF-B durch Bindung von inhibitorischen B-Proteinen (1B) an
der Translokation in den Zellkern gehindert. Nach Stimulation dée #eid eine | B-
Kinase (IKK) aktiviert, die zwei spezifische Serin-Re der regulatorischen Domane
von | B phosphoryliert (S32/S36), was zur sofortigen Freisetzung desBNid zu
einer anschlieBenden Ubiquitinierung desB Imit darauf folgendem Abbau im
Proteasom fihrt (s. Abschnitt 2.1.4).
Um den Effekt der ADP-Ribosylierung von TNF auf molekuld&bene zu verfolgen,
wurde die TNF-induzierte Aktivierung der NB-Signalkaskade untersucht. Diese
Aktivierung kann durch Nachweis der Phosphorylierung dBsuhd gleichzeitig durch
Nachweis der zunehmendenBFDegradation mithilfe von Antikdrpern beobachtet
werden, die das phosphorylierte bzw. das GesabBijdweils spezifisch erkennen.
Dazu wurden KIT225-Zellen mit drei verschiedenen Konzentrationenl(sund
0,2 ng/mL) von pra-ADP-ribosyliertem (Reaktion mit 500 pM NAD widT1) bzw.
unmodifiziertem TNF fir eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Dielefelwurden
gewaschen und lysiert. Nach Auftrennung der Proteine mittels F3li8= wurde
phosphoryliertes B und das Gesamt-B-Protein im Western-Blot nachgewiesen.

A B

Abb. 5. 13 Einfluss der ADP-Ribosylierung von TNF a  uf die TNF-induzierte Aktivierung

der NF- B-Signalkaskade: 210° KIT225-Zellen wurden mit den angegebenen Konzentrationen
von ADP-ribosyliertem (A) oder unmodifiziertem (U) TNF bzw. ohne TNF (&; PBS) fir 60 min
bei 37 T unter 5 %iger CO ,-Atmosphére inkubiert. ADP-ribosyliertes TNF wurde durch UGN
Inkubation von 25 pg/mL rekombinantem hTNF (in 0,1 % BSA in PBS) mit 1 pg/mL ART1 und
500 uM NAD bei 4 T erhalten. Die Zellen wurden gew aschen und mit 100 L Lysepuffer (1 %
NP-40, 1 mM Na3VvO4, 1mM AEBSF in PBS +/+) fir 15 min bei 4 T lysiert. Es folgten SDS-
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PAGE, Western-Blot und Immunodetektion mit A) Maus-anti-Human-P-I B-mAk (1:1000) und
Schaf-anti-Maus-IgG-HRP (1:2500) bzw. B) Kaninchen-anti-human-I B-mAk (1:1000) und Esel-
anti-Kaninchen-lgG-HRP  (1:2500). Zur Detektion wurde das ECL-System (Amersham)
verwendet. Je Spur wurden 25 pL GZL aufgetragen, als ProteingroRenstandard (4 pL) wurde
der Kaleidoscope™ Precision Plus Protein Standard (BioRAD) verwendet.

Der Western-Blot in Abb. 5. 13 A zeigt die Ergebnisse zurF-imnluzierten
Phosphorylierung von B (P-1 B). Alle Spuren zeigen, neben einer Vielzahl
unspezifischer Banden im oberen Molekulargewichtsbereich (> 5)) ke deutlich
abgesetzte Bande bei ca. 40 kDa, was dem apparenten Molekutdngeomn | B
entspricht (38 kDa). Die Intensitdten der phospl®Banden unterscheiden sich
jedoch deutlich voneinander. Wéahrend die phospBeBande des Kontrollansatzes
(@) eine nur sehr geringe Intensitéat aufweist (Basis-Phospéwanyty von 1B), zeigen
die Banden der mit unmodifiziertem TNF (U) inkubierten Ansater viel héhere
Intensitaten auf. Die Banden der Anséatze mit 1 oder 5 ng/mL unmiedidm TNF
zeigen die gleiche Intensitat, und sind etwas starker aldedidAnsatzes mit 0,2 ng/mL
TNF. Die Banden der Proben dagegen, die mit ADP-ribosyliefitsifa (A) inkubiert
wurden, weisen fir alle drei TNF Konzentrationen eine ahnlichensitat auf, die
kaum hoher ist als die Bandenintensitat des Kontrollansatzes, undnitarhiber dem
Basisniveau der B-Phosphorylierung liegt.

Neben der Phosphorylierung wurde auch die durch TNF induzierte Degradation
| B untersucht (Western-Blot der Abb. 5. 13 B). Die Aktivierung dF- B-
Signalkaskade korreliert in diesem Fall mit einer Abnahme ded&dntensitat. Alle
Spuren weisen jeweils eine einzige Bande bei ca. 38 kDa aufjedie apparenten
Molekulargewicht von IB entspricht. Die Intensitat der Bande im Kontrollansatz (J)
zeigt eine vergleichsweise hohe BlExpression. Im Vergleich dazu sind die
Bandenintensitéaten in den Anséatzen mit unmodifiziertem TNF (Wjlide reduziert
(man beachte die trotz niedrigereBtExpression erhdhten phosphdtSignale). Die
Bandenintensitéaten in den Ansatzen mit ADP-ribosyliertem TN} dagegen sind
wieder vergleichbar mit derjenigen des Kontrollansatzes.

Insgesamt zeigen die Western-Blot-Analysen zur TNF-induziegPteosphorylierung
und Degradation von B das gleiche Ergebnis: Die ADP-Ribosylierung von TNF
hemmt die TNF-induzierte Aktivierung der NIB-Signalkaskade.

Bisher kann zusammenfassend festgehalten werden, dass sowohl nstamoliges als
auch prozessiertes TNF durch humane ARTL, in zellstandiger mdiéslicher Form,
ADP-ribosyliert werden kann (Abschnitt 5.1.1). Die Einbringung e@é&ativ grof3en und
negativ geladenen ADP-Ribosegruppe(n) in das TNF-Molekl infolg#ddifikation
hat einen deutlich blockierenden Einfluss auf seine Funktion. So \gamiégt, dass die
Bindungsfahigkeit von TNF an seine Rezeptoren auf Zelloberfla¢ti@2Z5) und an
Matrix-gekoppelte Rezeptoren (Oberflachen-Plasmon-Resonanz Spekte)skgk
von der Modifikation beeintrachtigt wird (Abschnitt 5.1.2). DiarkMng von ADP-
ribosyliertem TNF auf Zielzellen, wie der TNF-induzierlltod von humanen
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KIT225-Zellen und die TNF-vermittelte Aktivierung von humanen Granutzyt
gezeigt haben, ist gegenltber der Wirkung des unmodifizierten TNkcHenetduziert.

Die blockierenden Einflisse der ADP-Ribosylierung von TNF auf sé&imektion
nehmen dabei sukzessiv mit dem Grad der ADP-Ribosylierunglacknitte 5.1.3 und
5.1.4). AuRerdem konnte der hemmende Einfluss der ADP-Ribasyi von TNF
auch auf molekularer Ebene bestétigt werden, wie die Versimh@&NF-induzierten
Aktivierung der NF-B-Signalkaskade gezeigt haben (Abschnitt 5.1.5). Unklar bleibt,
ob die Modifikation die Bindung an beide TNF-Rezeptoren gleichermalie
beeintrachtigt, oder ob die Interaktion mit einem der beidezeReren praferenziell
betroffen ist.

5.1.6 Welcher TNF-Rezeptor wird durch die ADP-Ribosylierung

von TNF beeinflusst?
Bisher wurde gezeigt, dass die ADP-Ribosylierung von TNF aterken Einfluss auf
seine Rezeptor-Bindung und Funktionalitat besitzt. Im Folgenden sadrsucht
werden, welcher der beiden TNF-Rezeptoren durch die ADP-Ribasyl in seiner
Signalubermittlung am starksten beeinflusst wird. TNF Gbt dligde Wirkungen auf
Zellen aus durch Interaktionen mit zwei Rezeptoren, TNFR1 und ZNRRbei die
einzelnen Wirkungen in der Regel jedoch nicht eindeutig der Signafidpeng durch
einen bestimmten Rezeptor zugeordnet werden kdnnen. In den in didssrhniit
beschriebenen Experimenten wurden verschiedene Methoden angewenddgnum
Einfluss der ADP-Ribosylierung von TNF auf die Interaktion min deeiden TNF-
Rezeptoren getrennt betrachten zu kdnnen. Dabei wurden Zellen mit1¥NFR
TNFR2-Expressionskonstrukten transfiziert, rekombinante TNFR1- DNFER2-Fc-
Fusionsproteine eingesetzt, sowie TNFR1- bzw. TNFR2-spezifisthgkorper
verwendet.

TNF-Oberflachenbindung auf TNFR-transfizierten HRBZellen
Um den Einfluss der ADP-Ribosylierung von TNF auf die Zellobehigbindung

einem der beiden TNF-Rezeptoren zuordnen zu kdnnen, wurden zun&chst humane
HEK293-Zellen, die endogen keinen der beiden TNF-Rezeptoren zu eimém
Antikorpern nachweisbaren Grad exprimieren, mit ExpressionskonstruktaiNFR1
oder TNFR2 transfiziert. Dazu wurden eukaryotische Expressionskomsiretgestellt,
die nur fur den extrazellularen, TNF-bindenden Teil von TNFR1 BN#R2 kodieren.
Der relativ grol3e zytoplasmatische Teil der Rezeptoren wdeletiert und die
Transmembrandomane durch eine trunkierte Variante des PDGpBtR®zersetzt (s.
Abschnitt 3.7). Die Deletion der zytoplasmatischen Domane bé-Hezeptoren, die
fur die TNF-Signalweiterleitung notwendig ist, sollte vengi, dass die
Bindungsstudien nicht durch etwaige rezeptorspezifische Effad®ny werden. Zum
Vegleich wurde ein Konstrukt, das fiir das native Volllangen RRHProtein kodiert,
eingesetzt.
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HEK293-Zellen wurden mit den beschriebenen TNFR-Expressionskonstruktemitind
einem Kontroll-Konstrukt transfiziert und am néchsten Tag geerR@allel dazu
wurden KIT225-Zellen, fur die der blockierende Einfluss der ADIBeBylierung von
TNF auf die TNF-Oberflachenbindung gezeigt wurde (Abschnitt 5.@r2@rsucht. Die
Zellen wurden mit unmodifiziertem oder pra-ADP-ribosyliertem TMfelches durch
Inkubation mit ART1 und unterschiedlichen Konzentrationen an NAD (27 uM-
1000 uM NAD) erhalten wurde, zehn Minuten bei 4 °C inkubiert.esrdiNF wurde
weggewaschen und das zelloberflachengebundene TNF mit dem polykl@ieden-
anti-TNF-Serum im FACS nachgewiesen.

A B
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Abb. 5. 14 Einfluss der ADP-Ribosylierung von TNF a uf die Oberflachenbindung an
TNFR-transfizierte HEK293-Zellen: HEK293-Zellen wurden mittels des JetPEI™
Transfektions-Systems mit verschiedenen TNF-Rezeptor-Expressionskonstrukten oder mit
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einem Kontroll-Expressionskonstrukt (je 5 ug DNA) transfiziert. 24 h nach Transfektion wurden
die Zellen geerntet. Je 510° HEK293-Zellen oder KIT225-Zellen wurden mit 10 ng/mL pra-ADP-
ribosyliertem (25 pg/mL rhTNF, 1 pg/mL ART1 und 27; 90 und 1000 uM NAD, 0N, 4 ) oder
unmodifiziertem TNF (selber Ansatz, ohne NAD) bzw. ohne TNF (PBS) fir 10 min bei 4 C
inkubiert und gewaschen. Das oberflachengebundene TNF wurde mit einem Ziege-anti-hTNF-
Serum und einem PE-konjugierten Esel-anti-Ziege-Ak detektiert. Die Analyse schlie3t tote
Zellen aus. Die Balkendiagramme zeigen die MFI-Werte von TNF fur A) KIT225-Zellen, B)
HEK293-Zellen transfiziert mit TNFR1 ohne cytoplasmatische Doméne (TNFR1 @cD), C)
HEK293-Zellen transfiziert mit TNFR2 ohne cytoplasmatische Doméane (TNFR2 @cD), D)
HEK293-Zellen transfiziert mit nativem full-length TNFR2 (TNFR2 FL) und E) HEK293-Zellen
transfiziert mit einem Kontroll-Konstrukt (hIL-15). Das Balkendiagramm F) zeigt die relative
Bindung von mit 90 uM NAD ADP-ribosyliertem zu unmodifiziertem TNF fur A-D. Die MFI-Werte
fur den unmodfizierten TNF-Ansatz wurden dabei jeweils fir die einzelnen Zellarten auf 100 %
gesetzt.

Abb. 5. 14 zeigt, dass die Oberflachenbindung von unmodifiziertem aiMFallen
HEK293.TNFR-Transfektanten (Diagramme B-D) nachzuweisendetv@ze Balken),
was an dem Anstieg der mittleren Fluoreszenzintensitaten gegedébeAnsatzen
ohne TNF-Inkubation (gestreifte Balken) abzulesen ist. Die HEK298+Zelie mit
einem Kontroll-Konstrukt transfiziert wurden (Diagramm E) wiekeinen Anstieg in
der Fluoreszenzintensitdt nach TNF-Inkubation auf. Fir die mit denFRIN
transfizierten HEK293-Zellen war eine deutliche Abnahme der BMBung durch
ADP-Ribosylierung des TNFs mit bereits 27 uM NAD zu erkennee, dlirch
steigenden ADP-Ribosylierungsgrad aber nicht weiter zunahm (Diagr8, graue
Balken). ADP-ribosyliertes TNF hat demnach eine reduziertdinisft zum
zellstandigen TNFR1. Dabei ist anzumerken, dass sich fir diglsn insgesamt nur
sehr geringe MFI-Werte ergaben, was auf ein niedriges Eiprssiveau des TNFR1
hinweist. HEK293-Zellen die mit TNFR2 transfiziert wurden, mighthere MFI-
Werte (Diagramm C). Auffalig war jedoch die geringe Abnahnaer
Fluoreszenzintensitaten nach Behandlung der Zellen mit ADP-ribasyhh TNF, auch
bei hoher NAD-Konzentration (1 mM). Die KIT225-Zellen zeigtee bereits in Abb.
5. 4 dargestellte Abnahme der TNF-Oberflachenbindung mit zunehmeAdd#n
Ribosylierungsgrad (Diagramm A), und dienten damit gleichzaltgontrolle fir die
Qualitat der ADP-Ribosylierungsansétze.

Dass der nur schwache Effekt der ADP-Ribosylierung auf die BingdongTNF an
HEK293.TNFR2-transfizierte Zellen durch die Deletion der zytop&tischen Doméane
bedingt sein konnte, wurde durch den Vergleich mit HEK293-Zellen, diedem
nativen  Volllangen = TNFR2-Konstrukt transfiziert ~waren, ausglessen
(Diagramm D).

Das Balkendiagramm F der Abb. 5. 14 gibt die relative Bindungrie80 uM NAD
ADP-ribosylierten in Verhéltnis zu unmodifiziertem TNF wiedsgbei der MFI-Wert
des unmodifizierten TNF jeweils auf 100 % gesetzt wurdee Deschriebenen
Unterschiede in der Sensitivitdt gegentber der ADP-RibosylievongTNF werden
dadurch besonders anschaulich. Die Ergebnisse zeigen, dass tdi@NRR1
transfizierten HEK293-Zellen sowie die KIT225 Zellen eine besandehe Sensitivitat
gegenuber der Modifikation zeigen, wahrend die mit TNFR2 trandBaeHEK293-
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Zellen nur eine geringe Sensitivitat aufweisen. Wahrend &igve Bindung von ADP-

ribosylierten TNF fur KIT225-Zellen unter 10 % des Wertes fiur unnmoeifes TNF

liegt, werden bei den HEK293.TNFR2-Transfektanten durch ADP-ritested TNF

noch uber 50 % der Fluoreszenzintensitaten erreicht.

Dieser Befund ist insofern erstaunlich, als die Untersuchun&xaessionsdichte der
beiden TNF-Rezeptoren auf KIT225 Zellen gezeigt hatte, daksliesen Zellen die
Expression des TNFR2 sehr viel hoher als die des TNFR1 ist (Akb). Wartber

hinaus konnte in Versuchen, die im folgenden Abschnitt dargestelltewegezeigt
werden, dass die Vorbehandlung der Zellen mit TNFR2-spezifiséinéikorpern die

messbare Bindung von TNF fast vollstandig unterdriickt (Abb. 5. E6niss daher
der Schluss gezogen werden, dass die in diesem Assay geenBagsgung von TNF an
KIT225-Zellen fasst ausschliel3lich auf Bindung an den TNFR2 zurtickaufist: Die

Ergebnisse zeigen also, dass die Bindung von TNF zumindest an NIER2T
unterschiedlich sensitiv gegenuber der ADP-Ribosylierung istagddem, in welchem
zellularen Kontext sie stattfindet (z.B. auf einer HEK298eZeder auf einer KIT225-
Zelle).

Oberflachenbindung von rekombinanten TNFR1-Fc- TINBR2-Fc-

Fusionsproteinen an TNF und ART1 ko-transfizieflKR93-Zellen
Als weitere Mdoglichkeit, den Einfluss der ADP-Ribosylierumgn TNF auf seine

Bindung an die Rezeptoren TNFR1 und TNFR2 getrennt zu analysierederwur
rekombinante TNFR1-Fc- und TNFR2-Fc-Fusionsproteine eingesetBR Tisioniert

mit dem Fc-Teil des humanen 1gG, R&D Systems). Dabei wande im Vergleich zu

den vorherigen Versuchen umgekehrte Strategie angewandt, indedliehifmdung

von zellstandigem TNF durch l6sliche TNF-Rezeptoren untersucht wiideh Ko-
Transfektion von Zellen mit TNF und ART1 kann, wie in Abb. 5. 1 Beggt, die ADP-
Ribosylierung von zellstandigem TNF erzielt werden. Die Binduieg I0slichen
TNFR-Fc-Fusionsproteine an zellgebundenes TNF kann durch Anfarbung mit
Fluorochrom-markierten anti-human-1gG Antikdrpern sichtbar gemaetdemn.
HEK293-Zellen wurden mit TNF und ART1 ko-transfiziert, nach 24 Sturgdsmntet,

und mit 500 uM NAD oder ohne NAD fur 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Zur
Kontrolle wurden HEK293-Zellen nur mit ART1 transfiziert und ebenso gl Im
Anschluss wurden die Zellen mit dem TNFR1-Fc- bzw. TNFR2-F@sRaprotein
inkubiert. Nicht gebundene TNFR-Fc-Proteine wurden weggewaschen und
zelloberflachengebundenes Fc-Fusionsprotein  mit einem FITC-koripigieanti-
Human-lgG-Antikorper gefarbt. Die Ergebnisse der FACS-Analgsashin Abb. 5. 15

zu sehen.
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A
HEK. TNF/ART1: HEK. TNF/ART1:
TNFR1-Oberflachenbindung TNFR2-Oberflachenbindung
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Abb. 5. 15 Einfluss der ADP-Ribosylierung von zells  tandigem TNF auf die Bindung von
TNFR1-Fc- und TNFR2-Fc-Fusionsproteinen:  HEK293-Zellen wurden mittels des JetPEI™
Transfektions-Systems mit TNF und ART1 ko-transfiziert (je 2,5 ug DNA) bzw. mit ART1 ohne
TNF transfiziert (5 g DNA). 24 h nach Transfektion wurden die Zellen geerntet. Je 10°
HEK293-Zellen wurden mit 500 uM NAD (graue Balken) oder ohne NAD (schwarze Balken) fir
30 min bei 37 € inkubiert und gewaschen . Die Zellen wurden mit 2,5 pg/mL TNFR1-Fc- bzw.
TNFR2-Fc-Fusionspotein (rekombinanter TNF-Rezeptor mit humanem Fc-Teil fusioniert, R&D
Systems) fur 20 min bei 4 T inkubiert, gewaschen u nd die oberflachengebundenen TNFR-Fc-
Proteine  mit einem  FITC-konjugierten  Esel-anti-Human-lgG-Ak  detektiert.  Die
Balkendiagramme zeigen die MFI-Werte fur A) das TNFR21-Fc-Fusionsprotein und B) das
TNFR2-Fc-Fusionsprotein. Die Analysen schlie3en tote Zellen aus.

Die Ergebnisse zeigen, dass beide TNFR-Fc-Fusionsproteindtransfizierte, nicht
aber an untransfizierte HEK293-Zellen binden (Abb. 5. 15, Diagrasmed B). Die
vorherige ADP-Ribosylierung von TNF mit 500 uM NAD hat keinen lEsg auf die
Bindung des TNFR1-Fc-Fusionsproteins (Diagramm A). Im Gegenseatz wird die
Bindung des TNFR2-Fc-Fusionproteins eindeutig durch die Oberflachén-AD
Ribosylierung des TNF um ca. ein Drittel gesenkt (DiagnaB).

Insgesamt haben die Untersuchungen, die die Auswirkung der ADP-Reloosy von

TNF auf die Bindung an die einzelnen Rezeptoren TNFR1 und TNFR2 kein
einheitliches Bild erbracht. Vielmehr deuten die Ergebnisseud hin, dass die
Bindung von TNF an seine beiden Rezeptoren sehr vom Kontext abhangigdsm
diese Bindung stattfindet. Auf diesen Punkt wird in der Diskussibemgingegangen.

Anteil der TNF-Rezeptoren an der Oberflachenbindumg TNF an
KIT225-Zellen
Die Bindung von TNF an KIT225-Zellen wird durch die ADP-Ribosylierurarkst

gehemmt (s. Abb. 5. 4). Diese Zellen exprimieren beide TREeRtoren endogen (s.
Abb. 5. 2). Um den jeweiligen Anteil der beiden Rezeptoren an TéF-
Oberflachenbindung festzustellen, wurden die KIT225-Zellen mineim®noklonalen
anti-TNFR1-Antikorper und einem anti-TNFR2-Kaninchenserum einzeln oder
zusammen fur 20 min bei 4 °C vorinkubiert und im Anschluss mit rekomigimaTNF
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versetzt. Nach 10-minutiger Inkubation wurden die Zellen gewaschedasmduf der
Zelloberflache gebundene TNF wurde mittels des polyklonalen arkidiBgenserums
und eines anti-Ziegen-PE-Konjugats im FACS detektiert.

KIT: TNF-Oberflachenbindung
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Abb. 5. 16 Anteil der TNF-Rezeptoren an der gemesse nen TNF-Oberflachenbindung auf
KIT225-Zellen: Je 10° KIT225-Zellen wurden mit einem monoklonalem Maus-anti-TNFR1-Ak
(1:200) und einem polyklonalem Kaninchen-anti-TNFR2-Serum (1:200) einzeln bzw. zusammen
fur 20 min bei 4 T inkubiert. Zur Kontrolle wurden Zellen ohne Behandlung mit a-TNFR-Ak
untersucht. Die KIT225-Zellen wurden mit 10 ng/mL rekombinantem TNF (schwarze Balken)
und ohne TNF (gestreifte Balken) fir 10 min bei 4 °C inkubiert und gewaschen. Das
oberflaichengebundene TNF wurde mit einem Ziege-anti-TNF-Serum und einem PE-
konjugierten Esel-anti-Ziege-Ak detektiert.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Vorinkubation mit dem anti-TN&RkOrper keinen
Einfluss auf die messbare Bindung von TNF hat. Dagegen bewlikéorinkubation

mit dem anti-TNFR2-Antikérper einen deutlichen Riuckgang der TNF-
Oberflachenbindung, welcher nicht weiter durch den gemeinsamenzZuesdér anti-
TNFR-Antikdrper verstarkt wurde (Abb. 5. 16). Diese Ergebnisggene dass die an
KIT225-Zellen gemessene Oberflachenbindung von TNF fast vollstandiBiadéing

an den TNFR2 zurtickzufiihren ist.

Anteil der TNF-Rezeptoren an dem TNF-induziertdhadevon KIT225-
Zellen
Der durch TNF ausgeldste Zelltod lasst sich nicht eindelgigAktivierung eines der

beiden TNF-Rezeptoren zuordnen. In einer Vielzahl von Berichted @ér TNF-
induzierte Zelltod dem TNFR1, der intrazellular die so genanatie§-Doméne (DD)
besitzt, zugeschrieben (s. Einleitung). Es gibt aber auch emldslikation, die die
Zelltod-auslésende Wirkung des TNF dem TNFR2 oder der synechistisAktivitat
beider Rezeptoren zuschreiben (s. Einleitung). So ist peeise KRussage uber den
TNF-Rezeptor mdglich, auf den sich die in Abb. 5. 7 gezeigte AbnaleaeK|225-
Zelltodes in Abhéangigkeit vom ADP-Ribosylierungsgrad zurtckzufihe®&e!

Daher wurde untersucht, ob der in KIT225 durch TNF induzierte Zelltochderé-
Inkubation mit den TNFR-spezifischen Antikérpern beeinflusst wekaemte. Dazu
wurden KIT225-Zellen mit dem anti-TNFR1-Antikérper und dem anti-TNFRA+S
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einzeln oder zusammen fir 20 Minuten bei Raumtemperatur vorinkubigrlann mit
rekombinantem TNF fir 24 Stunden ko-inkubiert. Am nachsten Tag wurdetelibe
mit Propidiumiodid versetzt und die Zahl toter Zellen im FA&Stimmt.
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Abb. 5. 17 Anteil der TNF-Rezeptoren am TNF-induzie rten Zelltod von KIT225-Zellen:  10°
KIT225-Zellen/mL (96 well) wurden in RPMI-Komplettmedium (& IL-2) mit einem monoklonalem
Maus-anti-TNFR1-Ak (1:100, Klon H398) und einem polyklonalem Kaninchen-anti-TNFR2-
Serum (1:200) einzeln bzw. zusammen fir 20 min bei RT vorinkubiert. Zur Kontrolle wurden
Zellen ohne anti-TNFR-Ak Pra-Inkubation untersucht. Die Zellen wurden mit 0,2 ng/mL
rekombinantem TNF (schwarze Balken) oder PBS (gestreifte Balken) versetzt und 24 h bei 37
T unter 5 %iger CO ,-Atmosphare inkubiert. Die Zellen wurden mit 0,2 pg/mL PI inkubiert und
am FASC vermessen. Anhand der MFI-Werte wurde auf Pl-positive Zellen (tote Zellen) gegated
(s. Abb. 5. 6 B). Die Zahlen geben die Anzahl der Zellen innerhalb des Gates in % wieder. Die
Daten sind reprasentativ fiir zwei unabhéangig durchgefihrte Versuche.

Die Ergebnisse sind in Abb. 5. 17 zusammengefasst. Die Betradgudqséatze ohne
Zugabe von TNF (gestreifte Balken) zeigt, dass alleinldk&bation mit dem anti-
TNFR1-Antikdrper schon zu einer geringen Zunahme des Zelltods fllsd, dieser
Antikérper also einen partiell agonistischen Effekt aufweBies ist fur das anti-
TNFR2-Serum nicht der Fall. Die Ko-inkubation der Zellen miidée Antikdrpern
hebt den agonistischen Effekt des anti-TNFR1-Antikérpers auf. lilkabation der
Zellen mit TNF (schwarze Balken) fiihrt zu einer deutlichenahme des Zelltods in
Abwesenheit der Antikorper. Dieser Effekt wird durch beide iKirper blockiert.
Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass beide TNF-Rezeptorem aiN&einduzierten
Zelltod in KIT225-Zellen beteiligt sind, und lassen daher keinek&ikdiisse zu,
welcher der beiden TNF-Rezeptoren fur die in Abb. 5. 7 gezéipireahme des
Zelltodes durch ADP-Ribosylierung des TNFs verantwortlich ist.

Anteil der TNF-Rezeptoren an der TNF-induziertetivideung von

Granulozyten
Als nachstes wurden die anti-TNF-Rezeptor-AntikGrper eingesetrilie Beteiligung

der beiden Rezeptoren an dem durch TNF induzierten C36@dding auf
Granulozyten zu untersuchen. Dazu wurden 100 uL humanes Vollblut zunathst mi
dem anti-TNFR1-Antikérper und dem anti-TNFR2-Serum einzeln oder znsanfir
30 Minuten bei 4 °C vorinkubiert, dann mit rekombinantem TNF vetsahd nach
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einstindiger Inkubation mit einem anti-CD62L-PE-Konjugat angefatdach
Erythrozyten-Lyse wurden die Zellen durchflusszytometresadiysiert.

Granulozyten: CD62L-Expression
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Abb. 5. 18 Anteil der TNF-Rezeptoren an der TNF-ind uzierten Abnahme der CD62L-
Oberflachenexpression auf Granulozyten: Je 100 pL humanes Vollblut wurden mit einem

monoklonalen Maus-anti-TNFR1-Ak (1:100, Klon: H398) und einem polyklonalen Kaninchen-
anti-TNFR2-Serum (1:200) einzeln bzw. zusammen fur 30 min bei 4 € vorinkubiert. Zur
Kontrolle wurden Zellen ohne a-TNFR-Ak-Pré-Inkubation untersucht. Die Ansatze wurden mit
0,1 ng/mL TNF (schwarze Balken) und ohne TNF (gestreifte Balken) fur 1 h bei 37 < unter
5 %iger CO,-Atmosphére inkubiert und mit einem monoklonalem, PE-konjugiertem Maus-anti-
CD62L-Ak (1:5) fur 30 min bei 4C inkubiert. Im Ans chluss wurden die Erythrozyten unter
gleichzeitiger Fixierung der Proben lysiert (Fix/Lyse Puffer von BD). Nach Waschen wurden die
Zellen im FACS analysiert. Anhand der Scatter-Eigenschaften (s. Abb. 5. 9) wurden die
Granulozyten von den restlichen PBLs unterschieden und getrennt analysiert. Es wurden
Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Das Balkendiagramm zeigt die MFI-Werte von CD62L auf
Granulozyten fir die einzelnen anti-TNFR-Ak-Ansatze.

Die Ergebnisse sind in Abb. 5. 18 dargestellt. Hier zeidt sioe starke agonistische
Wirkung sowohl des anti-TNFR1-Antikdrpers als auch des anti-TNFRAARSs, wobei
beide Antikdrper zusammen einen synergistisch-agonistischen t Eéfafkveisen
(gestreifte Balken). Bei den Ansatzen, die mit TNF inkubwurden (schwarze
Balken), zeigt das anti-TNFR2-Serum zusatzlich zu seinem lodsshriebenen starken
agonistischen einen leichten antagonistischen Effekt, indem esdudh TNF-
induzierte Abnahme der CD62L-Expression gegeniber dem Ansatz ohh@rpeti
abschwacht.

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse darauf hin, dass, ahnlichi we&m TNF-
induzierten Zelltod in KIT225-Zellen, beide Rezeptoren an dem TdEzierten
Sheddingvon CD62L auf Granulozyten beteiligt sind. Auch dieser Versudt aBo
nicht zur Klarung der Frage bei, welcher TNF-Rezeptor durclADie-Ribosylierung
von TNF préaferenziell beeinflusst wird. Bei der Bewertungsete Versuches muss
allerdings berticksichtigt werden, dass es nicht sicher ausgesehlwerden kann, dass
bakterielle Verunreinigungen in den Antikdrperlosungen moglicherweis@tmahme
der CD62L-Expression beigetragen haben, da Granulozyten in Beziugyea@D62L-
Expression sehr empfindlich auf Stimulanzien wie LPS reagier
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In denselben Ansatzen wurde auch die Anderung der Granulozyten-Morphaeiegie
Abschnitt 5.1.4 beschrieben analysiert. Die Ergebnisse sind hbb. A. 19
zusammengefasst.

Granulozyten: veréanderte Morphologie
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Abb. 5. 19 Anteil der TNF-Rezeptoren an der TNF-ind uzierten Anderung der
Granulozyten-Morphologie:  Die Granulozyten der Abb. 5. 18, die mit den a-TNFR1-Ak
und/oder dem a-TNFR2-Antiserum vorinkubiert wurden und mit 0,1 ng/mL TNF ko-inkubiert
(schwarze Balken), bzw. ohne TNF inkubiert wurden (gestreifte Balken), wurden anhand ihrer
Scatter-Eigenschaften analysiert. Das Balkendiagramm zeigt die % der Granulozyten mit
veranderter Morphologie aus R2, wie in Abb. 5. 11 A. Es wurden Doppelbestimmungen
durchgefuhrt.

In den Ansétzen ohne Zugabe von TNF (gestreifte Balken) zeaftengederum ein
starker agonistischer Effekt des anti-TNFR1-Antikdrpers, der d€ieeimkubation mit
dem anti-TNFR2-Serum noch gesteigert wurde. Mit ca. 25 % Grayteh in R2 nach
Inkubation erreichte der anti-TNFR1-Antikérper beinahe den Wert, dlech
Inkubation mit TNF erzielt wurde (ca. 27 %, linker schwarzetk®g. Der anti-
TNFR1-Antikdrper zeigte keinerlei antagonistischen Effekt dief Formveranderung
der Granulozyten. Im Gegenteil, wurden die anti-TNFR1-Antikdrpenabeelten
Zellen zusatzlich mit TNF inkubiert, stieg der Anteil von Graayten mit veranderter
Morphologie noch weiter an. Das anti-TNFR2-Serum zeigte dagdgsEnen
agonistischen Effekt auf die TNF-Wirkung (vgl. ersten und drigiestreiften Balken),
aber einen starken antagonistischen (vgl. ersten undchdsittevarzen Balken).

Auch dieses Ergebnis weist darauf hin, dass beide Rezeptorenr alurde TNF
ausgeldsten Anderung der Morphologie von Granulozyten beteiligt siacdeirtliche
Hemmung des Effekts durch das anti-TNFR2-Serum zeigt eineilig@tg von
TNFR2, aber die agonistische Wirkung des anti-TNFR1-AntikOrpelistveeich auf
eine Beteiligung von TNFR1 hin.

Die Untersuchungen dieses Abschnitts zeigen, dass beide TiadptReen an allen
untersuchten Wirkungen von TNF beteiligt sind. Der TNF-induzigghtod konnte
sowohl durch Einsatz des monoklonalen anti-TNFR1-Antikorpers, als desh
polyklonalen anti-TNFR2-Antiserums ganz bzw. teilweise blockieverden
(antagonistischer Effekt). Die Aktivierung von Granulozyten wuddgegen durch
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Inkubation mit dem anti-TNFR1-Antikorper und dem anti-TNFR2-Antiseausgeldst
(agonistischer Effekt). Damit lassen sich fur diese Effdddine Rickschlisse auf den
durch die ADP-Ribosylierung von TNF beeinflussten TNF-Rezeptor zieBie
eindeutige Zuordnung war nur fir die Bindung von TNF an die KIT225-Zeflabke
moglich, diese wird hauptsachlich durch den TNFR2 vermittelt. Digtrdie in Abb. 5.

4 gezeigte reduzierte Bindung des ADP-ribosylierten TNF an did@22g-
Zelloberflache auf die verminderte Bindungsaffinitét von modiferar TNF zum
TNFR2 zurtickzufuhren.

5.1.7 Einfluss der ADP-Ribosylierung auf Zelloberflachenvon

Zielzellen auf TNF-induzierte Effekte
Die bisherigen Untersuchungen hatten die Wirkung von I6slichem, pR+AD
ribosyliertem TNF auf Zielzellen, die selber keine ART-Alktt besitzen, zum
Gegenstand. In diesem Abschnitt soll eine weitere topologisarest&llation, die
Modifikation von ldslichem TNF durch eine auf der Zielzelldbse befindliche,
zellstandige ART1, untersucht werden. Die beiden Situationen cimégden sich
sowohl in raumlichen als auch in zeitlichen Aspekten voneinander.eidilim ersten
Fall TNF zeitlich vor dem Auftreffen des TNFs auf seinelztlle, unabhangig von
dieser und mdoglicherweise raumlich entfernt von der ZielzeldAibosyliert wird
(,endokriner* Effekt der ADP-Ribosylierung), trifft bei der ziben Mdglichkeit noch
unmodifiziertes TNF auf eine Zelle, die es bei Anwesenheit vAD Nelbst ADP-
ribosylieren kann (,autokriner* Effekt der ADP-Ribosylierung).

Einfluss der ADP-Ribosylierung auf Zelloberflachem Zielzellen auf die

TNF-Bindung
Um den Effekt der ADP-Ribosylierung durch eine zellstandigd ARf die Bindung

von TNF an die ART-exprimierende Zelle zu untersuchen, wurder228¥ellen
stabil mit humaner ART1 transfiziert (KIT225.ART1). Trangfite und nicht-
transfizierte Zellen wurden mit und ohne TNF und NAD in verschiedene
Kombinationen inkubiert (Abb. 5. 20). Um herauszufinden, ob die ADP-Rikosyg
anderer Zelloberflachenproteine einen Einfluss auf die Bindung ™MeR nimmt,
wurden die KIT225.ART1-Zellen zur Kontrolle mit NAD pra-inkubiert und \ar
TNF-Behandlung gewaschen. Anschlie3end wurde das oberflachengebiindenge
gewohnt detektiert.
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Abb. 5. 20 Einfluss der ADP-Ribosylierung durch KIT  225.ART1-Zellen auf die
Oberflachenbindung von TNF: A ) 10° KIT225-Zellen, die mit ART1 stabil transfiziert wurden,
wurden mit NAD (100 uM 1 mM NAD) fur 1 h bei 37 T vorinkubiert und entweder mit 5 ng/mL
rekombinantem TNF fur weitere 10 min bei 4 T ko-in kubiert (graue Balken) oder nach der
NAD-Vorinkubation gewaschen und mit TNF allein fir 10 min inkubiert (grau-karierte Balken).
B) Zur Kontrolle wurden untransfizierte KIT225-Zellen nach NAD-Vorinkubation mit TNF ko-
inkubiert. A+B) Zellen wurden auch ohne NAD-Inkubation (schwarze Balken) bzw. ohne jede
Behandlung (gestreifte Balken) untersucht. Das oberflachengebundene TNF wurde mit einem
Ziege-anti-TNF-Serum und einem PE-konjugierten Esel-anti-Ziege-Ak detektiert. Das
Balkendiagramm zeigt die MFI-Werte der einzelnen TNF-Préparationen. Die Analyse schlief3t
tote Zellen aus.

Die Ergebnisse fir KIT225.ART1-Zellen sind in Abb. 5. 20 A dardkstBei
Vorinkubation der Zellen mit NAD und Gabe von TNF unter Bedingungetgr denen

es selber nicht mehr ADP-ribosyliert werden kann, zeigte side leichte, aber
deutliche Reduktion der TNF-Bindung in Abhangigkeit von der NAD-Dosisufgra
karierte Balken), die durch die Modifikation anderer Zelloberiéfgnoteine (wie z.B.
TNFR2, s. Abb. 5. 23) bedingt sein konnte. In den Ansatzen wo NAD TiNf
gleichzeitig gegeben wurden, nahm die TNF-Bindung vergleichswatéger und
ebenfalls NAD-dosisabhangig ab (graue Balken). Dabei konnte diesteteingesetze
NAD-Konzentration (1 mM) die TNF-Bindung nicht ganz vollstandig hemnDieser
Rickgang in der TNF-Zelloberflachenbindung ist abhangig von ART1, da
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untransfizierte Zellen keine Reduktion der Oberflachenbindung von TNk nac
Inkubation mit NAD zeigen (Abb. 5. 20 B).

Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass losliches TNF vasténeiger ART1 bei
Anwesenheit von NAD modifiziert wird, und dass dies die Bindung dels il die
Zelloberflache hemmt (s. letzten Punkt dieses Abschnitts isdiitt 6.5).

Einfluss der Zelloberflachen-ADP-Ribosylierung dah TNF-induzierten

Zelltod
Als nachstes wurde der Einfluss der Zelloberflachen-ADP-Rilersylg auf den TNF-

induzierten Zelltod von KIT225.ART1-Zellen untersucht. Dazu wurden KIT2RF KA
und untransfizierte KIT225-Zellen mit oder ohne 1 ng/mL rekombinani&® in
Anwesenheit unterschiedlicher NAD-Konzentrationen flr 24 Stunden @fieiem
Medium inkubiert, und anschlieRend wie in Abb. 5. 6 beschrieben auf deih thtee
Zellen analysiert.
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Abb. 5. 21 Einfluss der ADP-Ribosylierung durch KIT  225.ART1-Zellen auf den TNF-
induzierten Zelltod: 10° KIT225-Zellen/mL (96 well) die A) mit ART1 stabil transfiziert wurden
oder B) untransfiziert waren, wurden in RPMI-Komplettmedium (@ IL-2) mit 1 ng/mL rhTNF
(schwarze Balken) bzw. ohne TNF (gestreifte Balken) und unterschiedlichen NAD-
Konzentrationen (4; 20; 100 oder 500 uM NAD) oder ohne NAD UN bei 37 T unter 5 %iger
CO,-Atmosphare inkubiert. Die Zellen wurden geerntet, 0,2 pg/mL Pl wurde zugesetzt und die
Zellen wurden durchflusszytometrisch analysiert. Das Balkendiagramm zeigt die % Pl-positiver
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Zellen, die aufgrund der MFI-Werte fir Pl erhalten wurden (s. Abb. 5. 6 B). Es wurden
Doppelbestimmungen fir die KIT225.ART1-Zellen durchgefihrt.

Die Ergebnisse sind in Abb. 5. 21 A zu sehen. Die Ko-Inkubation vo228d’ART1-
Zellen mit TNF und NAD flhrte zu einer Abnahme der toten ZelteAbhangigkeit
von der NAD-Konzentration (schwarze Balken). Die hochste NAD-Kptration
(500 uM) bewirkte eine fast vollstandige Hemmung des TNF-inderiezelltods.
Interessanterweise fihrte die Inkubation mit NAD auch in den nictt TNiF
behandelten Ansétzen zu einer leichten Reduktion des Zelltodé=ifte8alken). Die
beschriebenen Effekte waren von der ART1-katalysierten ADP-Ribnsg
abhangig, da NAD keinen Effekt auf untransfizierte KIT225-Zelldatte
(Diagramm B).

Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass KIT225.ART1-Zellen dwedhkdvitat der auf
ihrer Zelloberflache exprimierten ART1 sich vor dem TNF-induereZelltod effektiv
schitzen kénnen.

Einfluss der Zelloberflachen-ADP-Ribosylierung dig TNF-induzierte
Aktivierung der NF-B-Signalkaskade

Als néchstes wurde der Einfluss der Zelloberflachen-ADP-Rilmosylg auf die
Aktivierung der NF-B-Signalkaskade durch TNF untersucht (s. Abschnitt 5.1.5).
KIT225.ART1-Zellen wurden mit oder ohne TNF und NAD fur eine Stunde béC37
inkubiert, und die Aktivierung von NkB wurde durch Nachweis der Phosphorylierung
und Degradation von B wie in Abb. 5. 13 nachgewiesen.

A B

Abb. 5. 22 Einfluss der ADP-Ribosylierung durch KIT = 225.ART1-Zellen auf die TNF-
induzierte Aktivierung der NF-  B-Signalkaskade: 210° stabil transfizierte KIT225.ART1-
Zellen wurden mit 1 ng/mL TNF bzw. ohne TNF (&; PBS) und 1 mM NAD bzw. ohne NAD fur
60 min bei 37 T unter 5 %iger CO ,-Atmosphére inkubiert. Die Zellen wurden gewaschen und
mit 100 pL Lysepuffer (1 % NP-40, 1 mM Na3vVO4, 1mM AEBSF in PBS +/+) fir 15 min bei
4 C lysiert. Es folgten SDS-PAGE, Western-Blot und Immunodetektion mit A) Maus-anti-
Human-P-I B-mAk (1:1000) und Schaf-anti-Maus-lgG-HRP (1:2500) bzw. B) Kaninchen-anti-
human-l B-mAKk (1:1000) und Esel-anti-Kaninchen-IgG-HRP (1:2500). Zur Detektion wurde das
ECL-System (Amersham) verwendet. Je Spur wurden 25puL GZL aufgetragen, als
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ProteingroRenstandard (4 pL) wurde der Kaleidoscope™ Precision Plus Protein Standard
(BioRAD) verwendet.

Die Ergebnisse sind in Abb. 5. 22 gezeigt. Wie erwartet ficheidnkubation mit TNF
zu einer Zunahme des phosphorylierterB (vgl. Spuren 2 und 3 in Blot A). Wurden
die KIT225.ART1-Zellen zuséatzlich mit NAD inkubiert, so war jedd&etine Abnahme
der Intensitat der phosphoB-Bande im Vergleich zu dem Ansatz ohne NAD zu
verzeichnen (vgl. Spuren 1 und 2 in Blot A). Parallele Ergebnisselen durch
Detektion des IB-Proteins erhalten (Blot B). Die Inkubation mit TNF fuhrte ee
Abnahme des B-Proteins (vgl. Spuren 2 und 3), die durch die zusatzliche Inkubation
mit NAD nicht verhindert wurde (vgl. Spuren 1 und 2).

Somit zeigen die Ergebnisse, dass die ADP-Ribosylierung von diEh eine
zellstandige ART nicht ausreicht, um die Aktivierung des BFSignalweges zu
unterdriicken, obwohl, wie im vorangegangenem Experiment gezeigt,TNE-
induzierte Zelltod sehr wohl beeinflusst wird (s. Diskussidmschnitt 6.5).

ADP-Ribosylierung von TNFR2 durch ART1
Die in Abb. 5. 20 dargestellten Untersuchungen an KIT225.ART1-Zellderhdie

Mdglichkeit angedeutet, dass TNF-Rezeptoren Zielproteine flinudigane ART1 sein
kénnten. Um dem nachzugehen, wurden HEK293-Zellen mit Expressionskonstrukte
fur ART1 und den TNFR2 (TNFR2 FL) ko-transfiziert. Die Zellearden 24 Stunden
nach Transfektion geerntet, mit ethenoNAD behandelt, und nach meamal
Waschen lysiert. Der TNFR2 wurde mittels eines an Rrd@@eBepharose gekoppelten
Kaninchen-anti-TNR2-Antiserums immunprazipitiert. Nach SDS-PABH Western-
Blot wurden ethenoADP-ribosylierte Proteine mit Hilfe des Mauts-ethenoAdenosin-
Antikorpers (1G4) und anschlieBender Inkubation mit anti-Maus-lgG-édRé&ktiert.

Abb. 5. 23 ethenoADP-Ribosylierung von TNFR2: HEK293-Zellen wurden mittels des
JetPEI™ Transfektions-Systems (Polyplus-transfection) mit 2ug ART1 und 2pg TNFR2 FL
(Spur 2) ko-transfiziert. Zur Kontrolle wurden HEK293-Zellen nur mit ART1 oder nur mit dem
TNFR2 transfiziert. 24 h nach Transfektion wurden die Zellen geerntet und fir 30 min bei 37 T
mit 50 uM eNAD inkubiert. Nach wiederholtem Waschen wurden 10’ Zellen/mL mit 1 % TritonX-
100 lysiert. Der TNFR2FL wurde mit Kaninchen-anti-TNFR2-Protein G-Sepharose
immunpréazipitiert. Es folgten SDS-PAGE, Western-Blot und Immunodetektion. Als
ProteingroRenstandard wurde der Kaleidoscope™ Precision Plus Protein Standard (BioRAD)
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eingesetzt (4 pL). Immunodetektion mit 1G4-Antikorper (1,2 pg/mL) und Schaf-anti-Maus-1gG-
HRP (1:2.500).

Wie dem Ergebnis der Abb. 5. 23 zu entnehmen ist, weist die HEREBR2/ART1-

Ko-Transfektante (Spur 2) eine deutliche Bande bei einem appardwolekular-

gewicht von ca. 74 kDa auf, was dem Molekulargewicht des TNFR&prstit

(75 kDa). Die Kontroll-Ansatze ohne TNFR2 (Spur 1) oder ohne ART1 (Bzeigen

auf dieser Hohe keine Banden. Der TNFR2 stellt somit ein ideutifiziertes

Zielprotein von ART1 dar. Die in allen drei Spuren auftretendeatzlishen 2 Banden
mit einem apparenten Molekulargewicht von 25 bzw. 50 kDa entsprechdsiateen

bzw. schweren Kette des zur Immunprézipitation eingesefatgkorpers.

Uber den Einfluss der ADP-Ribosylierung des TNFR2 auf seine unigt bisher
nichts bekannt. Der hemmende Effekt der Zelloberflachen-ADP-Ribasng auf

KIT225-Zellen auf den TNF-induzierten Zelltod (s. Abb. 5. 21) kdonnbglimherweise
auf die Modifikation des TNFR2 zurlickzufiihren sein.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse dieses Abschnitts, dass Bid&ribbDsylierung durch
eine zellstandige ART1 die Bindung von TNF hemmen und die Zelle vorTdeF-
induzierten Zelltod schiitzen kann. Interessanterweise hatteObleflachen-ADP-
Ribosylierung aber keinen hemmenden Effekt auf die TNF-induzietiwiérung der
NF- B-Signalkaskade. Damit zeigt sich, dass es Unterschibdewgschen der aktiven
Modulation der TNF-Wirkung durch eine ART-tragende Zelle und der Konfionta
anderer, nicht ART-tragender Zellen mit durch l8sliche ART Ekiterormodifiziertem
TNF. Weiterhin wurde gezeigt, dass der TNFR2 selber von hun/aR&l ADP-
ribosyliert werden kann. Wie sich diese Modifikation des Rezeptuf seine
Signalubertragung auswirkt, bleibt zukinftigen Untersuchungen vorbehalte

5.2 Bestimmung der ADP-Ribosylierungsstelle(n) im
TNF-Molekdl

Dieser Abschnitt beschaftigt sich mit der strukturellen Cttarassierung der ADP-
Ribosylierung von TNF. Mit Hilfe der Massenspektrometrie undhitationsanalysen
sollten die ADP-Ribosylierungsstellen im TNF-Molekdl identifizieverden. Im
weiteren Verlauf wurden Bindungsassays und Untersuchungen zu den blatogisc
Wirkungen von TNF-Mutanten durchgefiihrt, um die im Abschnitt 5.1 beswmmen
blockierenden Effekte der ADP-Ribosylierung von TNF der Modifdatbestimmter
Ziel-Arginine zuzuordnen.
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5.2.1 Massenspektrometrie

Um die ADP-Ribosylierungsstelle(n) im TNF-Molekll zu identdizn, wurde das
Verfahren der Massenspektrometrie eingesetzt. Eukaryotische -ADRe

Ribosyltransferasen lbertragen die ADP-Ribosegruppe von NAD fispbziauf

Argininreste. Prozessiertes TNF (157 Aminosauren) enthalt negmideste, die
potentielle ADP-Ribosylierungsstellen darstellen. Die Aminasseguenz von
humanem, prozessiertem TNF ist in Abb. 5. 28 dargestellt.

Die massenspektrometrischen Untersuchungen wurden von Dr. Friedig&h IBstitut

fur Klinische Chemie am UKE durchgefihrt. Um das Verhalt@m ADP-ribosylierten
Peptiden im Verlauf massenspektrometrischer Verfahren zu uctiersu wurden
zunachst Vorversuche mit dem Modell-Peptid ,Kemptide“ durchgefiibimem

Heptamer, das von anderen Gruppen als artifizielles SubstraféiRibosylierung
beschrieben worden war [151, 152]. Diese Vorversuche zeigten, dassDR-

Ribosegruppe bei hoher Fragmentierungsenergaligion induced fragmentation
CID) vom Argininrest des Peptids abgespalten wird, und sichuslagan eindeutiges
Muster aus vier Fragmenten (,ADPR-Fragmente") ergibt,ddie ADP-Ribosegruppe
zugeordnet werden konnen (Tabelle 5. 2). Zeitgleich mit unserele&kung dieses
spezifischen ,Fingerabdrucks* der ADP-Ribosegruppe unter CID-Bedgen wurde
die gleiche Methode von Hengell al. veroffentlicht [153].

Tabelle 5. 2 Fragmentierungsmuster der ADP-Ribosegruppe

ADP-Ribose-Fragment Theoretische Masse (in Da)
Adenosin-Diphosphat 428,04
Adenosin-Monophosphat 348,07
Adenosin (-18) 250,09
Adenin 136,06

Durch Kopplung von Flissigkeitschromatographie mit Massenspektrenfe@/MS)
kann dieser ,Fingerabdruck” der ADP-Ribosegruppe genutzt werdem komiplexen
Protein- oder Peptid-Mischungen die Fraktion, die ein ADP-ribosgtielProtein bzw.
Peptid enthalt, zu identifizieren. Die detaillierte Vorgeherise ist schematisch in
Abb. 5. 24 wiedergegeben.
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Abb. 5. 24 schematische Darstellung der LC/MS-Analy  se von TNF: Die TNF-Proben werden
proteolytisch verdaut und die erhaltenen Peptide werden Uber eine Flussigkeits-
chromatographie(LC)-Saule aufgetrennt. Fir jede eluierte Fraktion werden alternierend
Massenspektren (MS) unter CID (collision induced fragmentation)-Bedingungen (hohe Frag-
mentierungsenergie) und unter Nicht-CID-Bedingungen (niedrige Fragmentierungsenergie)
aufgenommen. Unter CID-Bedingungen wird die ADP-Ribosegruppe vom Peptid abgespalten
und in kleinere Fragmente zerlegt (,ADPR-Fragmente“). Zunachst werden die unter CID-
Bedingungen erhaltenen Chromatogramme der bekannten Massen der ADPR-Fragmente (s.
Tabelle 5. 2) extrahiert und analysiert (Schritt 1). Bei der Fraktion (Elutionszeit A), bei der alle
Massen der vier ADPR-Fragmente gleichzeitig eluieren, handelt es sich aller Wahrscheinlichkeit
nach um die Fraktion, die das urspriinglich intakte ADPr-Peptid enthdlt. In einem 2. Schritt
werden dann die Massenspektren dieser bestimmten Fraktion (Elutionszeit A), die unter Nicht-
CID-Bedingungen fur das ADPr- bzw. unmodifizierte TNF erhalten wurden, analysiert und
verglichen. Das Auffinden von Massen, die nur in der ADP-ribosylierten TNF-Probe, nicht aber
in der unmodifizierten TNF-Probe vorhanden sind und den Massen ADP-ribosylierter Peptide
zugeordnet werden kénnen, wird somit erheblich erleichtert.

Die fur die massenspektrometrischen Untersuchungen eingesazinibosylierten
TNF-Proben wurden durch Inkubation von humanem rekombinantem TNF (25 pg/mL
in PBS mit 0,125 % BSA) mit 1 mM NAD und 1 pg/mL aufgergiar ART1 oder
10 pg/mL muriner ART2 Uber Nacht bei 4 °C hergestellt (s. Absc4.4.3). ART2
wurde eingesetzt, da es sich besser als ARTR ieoli rekombinant produzieren Iasst.
Parallelanséatze, die ohne NAD inkubiert wurden, lieferten dieodifinierten TNF-
Proben. Die TNF-Proben wurden proteolytisch entweder mit Trypsitghe® nach
Arginin- oder Lysinresten schneidet, oder mit der Proteiné&sdaus Staphylococcus
aureug, welche nach Glutaminsdureresten schneidet, oder mit beidéombination

in Peptide zerlegt. Die Peptidmischung wurde mittels einerWlahG-Anlage Ultra
Performance Liquid ChromatographyVaters), die ,on-line“ an ein QTOF Tandem-
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Massenspektrometer (Micromass) gekoppelt war, aufgetrennt. \éon etlierten
Peptiden, die durch Elektrospray lonisierung (ESI) ionisiert wurdenyden
alternierend MS-Spektren mit niedriger und hoher Fragmentierungsen@tD)
aufgenommen (MSMethode) [154]. Dadurch wurden in einem Durchgang zwei
Chromatogramme erhalten, von denen eines den Vorlaufer-Peptidiodegines den
fragmentierten lonen der Vorlaufer-Peptidionen entspricilds. 5. 24).

Aus dem fragmentierten lonen-Chromatogramm der tryptisch verdaAf@R-
ribosylierten TNF-Probe wurden die lonen-Chromatogramme fir diesdviader in
Tabelle 5. 2 aufgefihrten ADP-Ribose-Fragmente extrahiefbs 5. 24, Schritt 1).

Abb. 5. 25 extrahierte LC/MS E-Chromatogramme der Massen der ADP-Ribosegruppe
zugeordneten Fragmente: Nach tryptischem Verdau (5 ng/pLTrypsin, UGN, 37 €C) von ADP-
ribosylietem TNF wurden die Peptidfragmente Uber eine UPLC-Saule aufgetrennt und
massenspektrometrisch analysiert. Dargestellt sind die aus dem fragmentierten lonen-
Chromatogramm extrahierten lonen-Chromatogramme (EIC = extraxted ion current) fur die
Massen der ADP-Ribose-Fragmente ADP, AMP, Adenosin und Adenin (s. Tabelle 5. 2). Die
roten Pfeile weisen auf die Elutionszeit hin (ca. 20,75 min), bei der alle vier Massen eluiert
wurden. Die unmodifzierte TNF-Probe wurde nicht gezeigt.

Die Fragmentionen-Chromatogramme der fur die ADP-Ribosylieruagndstischen
Massen 428 Da, 348 Da, 250 Da und 136 Da sind in Abb. 5. 25 zu sehes.zHs i
erkennen, dass jeweils mehrere Fragmente mit diesen Massarergchiedenen
Zeitpunkten von der UPLC-Saule eluiert wurden. Eine Aussage uUbdfraktion, die
das ADP-ribosylierte Peptid enthalt, ist aus einem einzelneon@tiogramm also nicht
abzulesen. Werden jedoch die Chromatogramme gemeinsam betiiathtegrkennen,
dass nur zum Zeitpunkt 20,7 min alle vier Massen des ADP-Rilpesfischen
Fragmentierungsmusters gleichzeitig eluiert wurden, wasliaufirspriinglich in dieser
Fraktion enthaltene ADP-Ribosegruppe und damit auf das VorhandenseADées
ribosylierten Peptids schlie3en I&sst.

Als nachstes wurde das uber den Zeitbereich (20,75 - 20,8 min), indde®DP-
Ribose-Fragmente im MSChromatogramm detektiert wurden, kombinierte MS-
Spektrum (niedrige Fragmentierungsenergie) von ADP-ribosyliell&fR mit dem
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kombinierten MS-Spektrum des unmodifizierten TNF verglichen (s. BbB4, Schritt
2).

Abb. 5. 26 Kombinierte LC/MS-Spektren (Elutionszeit bereich 20,75 - 20,8 min) der

unmodifizierten und ADP-ribosylierten TNF-Proben: Nur Ausschnitte der MS-Spektren, die
bei niedriger Fragmentierungsenergie, aufgenommen wurden, wurden dargestellt. In der ADP-
ribosylierten TNF-Probe (unteres Massenspektrum) wurde ein Signal mit m/z = 646,62 (3x
geladenes Vorlaufer-lon) detektiert (roter Pfeil), das in der unmodifizierten TNF-Probe nicht
erscheint (oberes Massenspektrum).

Die Abb. 5. 26 zeigt wegen der besseren Ubersichtlichkeit nuredevanten Teil der
erhaltenen Massenspektren (m/z = 580-690). Bei m/z = 646,6 wurddidUADP-
ribosylierte TNF-Probe ein Signal einer dreifach-geladenerssMadetektiert (rot
markiert), das in dem LC/MS-Spektrum der unmodifizierten TNF-Proieht
vorkommt.

Um die Korrelation dieses dreifachgeladenen m/z = 646,6 Masdengdea LC/MS-
Spektrums mit den ADP-Ribosylierungs-Fragmenten deS®&t8omatogramms (Abb.
5. 25) zu bestatigen, wurde das Elutionsprofil der identifaeMasse (m/z = 646,6)
extrahiert als Chromatogramm dargestellt. In Abb. 5. 27 sinflidigas unmodifizierte
und flr das ADP-ribosylierte TNF erhaltenen extrahierten LC/M$®@htogramme
(bei niedriger Fragmentierungsenergie) gezeigt.
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Abb. 5. 27 Extrahierte LC/MS-Chromatogramme von Vor  laufer-lonen mit m/z = 646,62 +/- 3
von unmodifziertem TNF (oberes Chromatogramm) und A DP-ribosyliertem TNF (unteres
Chromatogramm): In der ADP-ribosylierten TNF-Probe (unteres Chromatogramm) wurde ein
Signal bei 20,75 min detektiert (roter Pfeil), das in der unmodifizierten TNF-Probe nicht
erscheint (oberes Chromatogramm). EIC = extraxted ion current

Das in Abb. 5. 27 dargestellte Elutionsprofil des dreifach gelen Vorlaufer-lons
(ohne CID) mit m/z = 646,6 zeigt, dass fur die ADP-ribostdieFNF-Probe (unteres
Chromatogramm) ein lon dieser Masse bei ca. 20,75 min el(ietée Pfeil), das in der
unmodifizierten Probe nicht erscheint und genau mit dem Elutionsmtefil ADP-
Ribose-Fragmente nach der CID korrelierte (Abb. 5. 25). Die andgignale in dem
Chromatogramm korrelierten nicht mit den Signalen der ADP-RH#s@agmente und
wurden auch in der unmodifizierten TNF-Kontrolle detektiert.

Zusammen liefern die Daten einen klaren Beweis fur die AD#@gylierung eines
Peptids mit der neutralen, monoisotopischen Masse von 1936,86 D&,@x68xH),
das dazugehdrige unmodifizierte Peptid hat eine kalkuliertestaon 1395,80 Da
(1936,86 Da - 541 Da (ADP-Ribosegruppe)), und kann dem tryptischenPe&piid
RANALLANGVELR (Aminosauren 32-44) zugeordnet werden (Abb. 5. 28). Da
Trypsin nach ADP-ribosylierten Argininresten nicht schneidet (muinelliglitteilung
von Fritz Buck und s. unten), ist davon auszugehen, dass der C-terdrgainrest
keine ADP-Ribosegruppe tragt und das N-terminale Arginin (R32) AlxP-
Ribosylierungsstelle fur ART1 darstellt.

Die nach Spaltung mit der Protease V8 (durch ART1 ADP-ribasgliENF-Probe) und
nach Doppelverdau (Trypsin und V8; durch murine ART2 ADP-ribosyli@-
Probe) erhaltenen MS-Spektren und Chromatogramme sind im Anhbaghrit 8.1
zu sehen. Die MS-Analyse des Einzelverdaus mit der V8-Peoteasitifizierte ein
ADP-ribosyliertes Peptid, das zwei Argininreste enthielt (R8 R6; s. Abb. 5. 28,
grine unterstrichene Sequenz), und daher eine eindeutige Bestinoesndiel-
Arginins nicht erlaubte. Durch den Doppelverdau mit V8-Proteaseltypsin wurde
ein um die zwei N-terminalen Aminosauren verklrztes Peptid, dias ADP-
Ribosegruppe enthielt, detektiert (Abb. 5. 28, schwarz uritdrstre Sequenz). Damit
wurde das Arginin 6 als weitere ADP-Ribosylierungsstellatifiziert.

Dieser Befund liefert zusatzlich die Bestéatigung, dass Tmypach ADP-ribosylierten
Argininresten nicht spaltet, da sonst nach dem Doppelverdau dieggsd nicht
erhalten worden ware (s. oben).
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Die Ergebnisse aller MS-Untersuchungen sind in Abb. 5. 28 zuesagefasst.

1 VRSSS RTPSDKPVAHVVANPQAEGQLQWLN

31 R RANALLANGVELRDNQOLVVPSEGLYL lYS
61 QVLFKGQGCPSTHVLLTHTISRIAVS YQTK
91 VNLLSAIKSPCQRETPEGAEAKPW YEPIYL

121 GGVFQLEKGDRLSAEINRPDYLDF AESGQV

151 YFGIIAL

Abb. 5. 28 Aminosduresequenz von humanem TNF: ADP-ribosylierte Arginine sind
fettgedruckt. Unterstrichene Sequenzen zeigen die ADP-ribosylierten Peptide aus dem
Trypsinverdau (rot) bzw. dem V8-Verdau (grtin). Das aus dem Doppelverdau (Trypsin und V8)
erhaltene Peptid ist schwarz unterstrichen.

5.2.2 Identifikation der Ziel-Arginine im TNF durch

Mutationsanalysen
Zur Bestétigung der Ergebnisse der massenspektrometrischesughtargen wurden
die identifizierten Argininreste R6 und R32 durch zielgerichtetgalgenese jeweils
einzeln bzw. gemeinsam durch Lysinreste (K) ersetzt. Edev@ine moglichst
konservative Mutation gewahlt, die die mutierten Positionen al®P-A
Ribosylierungsstellen ausschalten sollten ohne die native Fales@roteins zu sehr
zu verandern. Die ADP-Ribosylierung der TNF-Mutanten wurde duioBaE von
radioaktivem {?P]-NAD als Substrat verfolgt.
Als Ausgangspunkt fur die Klonierungs- und Mutationsexperimente daagen dem
Expressionsvektor pCMV.SPORT6 erhaltene Gen fur das wildtyp TIRNF (VT)
(Imagenes, Berlin). Durch Einsatz geeigneter Restriktionsemzyunde das TNF-Gen
in den Expressionsvektor pEGFP-N1 unter Fusion einesTatfsan das N-terminale
Ende von TNF kloniert. Der angefligte HAg sollte die Aufreinigung erleichtern und
den Vergleich des Expressionsniveaus der einzelnen TNF-Mutantenlielratg Mit
Hilfe der PCR wurden die Primer-gesteuerten Punktmutatiometas wildtyp TNF-
Gen eingebracht (s. Abschnitt 4.2.2). Der Erfolg der Mutatiomemde durch
Sequenzierung uberpruft.
Wildtyp TNF und die Mutanten TNF(R6K), TNF(R32K) und TNF(R6/32KIspwie
eine weitere TNF-Mutante, bei der das dem R32 benachbarte R3mtiert wurde,
wurden untersucht. Die TNF-Varianten wurden jeweils mit ART1 EKBO3-Zellen
ko-transfiziert, mit®?P-NAD inkubiert und nach griindlichem Waschen lysiert (s.
Abschnitt 4.4.2). Zur Kontrolle wurden TNF bzw. ART1 jeweil®ale transfiziert. Die
Proteine wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-Membr
Ubertragen. Zunéchst wurde die Spurenbeladung der einzelnen TNF-Mutkmtd
Immunodetektion mit einem HRP-konjugierten anti-HA-Antikérper GberpiNtich
mehrmaligem Waschen der Membran wurdéR-ADP-ribosylierte Proteine durch
Exposition der PVDF-Membran mit einem Rdntgenfilm (Kodak) detektie
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Abb. 5. 29 Autoradiographie der TNF-Mutanten:  HEK293-Zellen wurden mittels des JetPEI™
Transfektions-Systems mit 1ug ART1 und mit 4 pg wildtyp TNF (WT; Spur 3) bzw. den TNF-
Mutanten ko-transfiziert (Spuren 4-7). Zur Kontrolle wurden HEK293-Zellen mit TNF WT ohne
ART1 (Spur 1) bzw. ohne TNF mit ART1 (Spur 2) jeweils mit einer Kontroll-DNA (hIL-15)
transfiziert. 24 h nach Transfektion wurden die Zellen geerntet und 10” Zellen/mL wurden mit
10 uM NAD und 5 pCi *P-NAD fiir 20 min bei 37 T inkubiert. Die Zellen wu rden 5x gewaschen
und mit 1 % TritonX-100 firr 30 min bei 37 T lysiert (10’ Zellen/mL). 25 pL der GZL wurden fir
die SDS-PAGE aufgetragen (entspricht 2,5'1OSZeIIen) und die aufgetrennten Proteine wurden
auf eine PVDF-Membran ubertragen. A) Es wurde mit einem HRP-konjugierten anti-HA-
Antikdrper (1:500) (erkennt den N-terminal an die TNF-Proteine angehéngten HA-Tag)
immunodetektiert. Zur Detektion wurde das ECL-System (Amersham) verwendet. B) Die PVDF-
Membran wurde mehrmals gewaschen, getrocknet und fur 7 Tage bei -80 C einem
Roéntgenfilm (Kodak) exponiert. Der Film wurde mittels eines automatischen Film-Entwicklers
entwickelt. Als ProteingroBenstandard wurde der Kaleidoscope™ Precision Plus Protein
Standard (BioRAD) eingesetzt (4 pL).

Die Ergebnisse der Immunodetektion und der Autoradiographie sind in Abb. 5. 29
dargestellt. Die Immunodetektion des HAgsder TNF-Proteine zeigte bei allen mit
TNF transfizierten Ansatzen eine deutliche Bande bei eiapparenten Molekular-
gewicht von ca. 27 kDa (Spur 1; Spuren 3-7; Blot A), was dem Rdtaegewicht des
unprozessierten, membranstandigen TNF entspricht (25,6 kDa). DaeBaviesen fur
die TNF WT-Anséatze, ohne und mit ART1, fir die TNF-Doppelmutante
TNF(R6/32KK) und die TNF-Einzelmutante TNF(R31K) ahnlich hohensitéten auf,
die beladenen TNF-Mengen zwischen diesen Ansatzen waren atgteictbar
(Spuren 1, 3, 6 bzw. 7). Die Bandenintensitaten der beiden EinzebtentaNF(R6K)
bzw. TNF(R32K) waren dagegen etwas schwécher (Spur 4 bzw. Spur 5)

Die Autoradiographie der Abb. 5. 29 B zeigte in den Ansatzen, digi und ART1
ko-transfiziert wurden (Spuren 3-7), eine Bande bei ca. 27 kDa, idi dem
Kontrollansatz, der nicht mit TNF transfiziert wurde, feh{Spur 2), und die daher
eindeutig deni?P-ADP-ribosylierten TNF zugeordnet werden konnte.

Die Einzelmutanten TNF(R6K) und TNF(R32K), bei denen jeweilseme der beiden
identifizierten ADP-Ribosylierungsstellen verandert wurde, eeigeweils eine geringe
Abnahme im ADP-Ribosylierungsgrad gegentber dem Wildtyp TNF. eDiear
allerdings nicht eindeutig zu beurteilen, da fir diese Mutanteh diec Menge des
geladenen TNF-Proteins geringer war (Abb. 5. 29 A). Dagegeigtez die
Doppelmutante TNF(R6/R32KK) gegeniiber dem Wildtyp TNF eine deutidhzierte
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Bandenintensitat (vgl. Spur 6 mit Spur 3), obwohl beide Ansétzgleiiehe Beladung
aufwiesen (s. dieselben Spuren in Abb. 5. 29 A). Demnach wirdiiRibosylierung
des TNF durch Veranderung der beiden Arginine R6 und R32 deutlich reddesr
Ergebnisse weisen jedoch darauf hin, dass es mindestens eiteye wADP-
Ribosylierungsstelle im TNF-Molekil geben muss.

5.2.3 Bindung und biologische Wirkung der TNF-Mutanten

In diesem Abschnitt wurde der Einfluss der Mutationen aufBilelungsaffinitat und
biologische Wirksamkeit von TNF untersucht, um herauszufinden, oblaigtierende
Effekt der ADP-Ribosylierung von TNF (s. Abschnitte 5.1.21-.%). einer bestimmten
Modifikationsstelle zugeschrieben werden kann. Als Kontrolle wurdenanchen
Versuchen die Einzelmutante TNF(R31K) untersucht, weil R31 disxktLel-Arginin
R32 benachbart ist, aber vermutlich selber nicht von ART1 ractif wird.

Zelloberflachenbindung der TNF-Mutanten
Zunachst wurde die Bindung der TNF-Mutanten an die Oberflache Vi22E-Zellen

dberpruft. Wildtyp TNF und die vier TNF-Mutanten (R6K, R32K, R6/32KiKd

R31K) wurden aus Zellkulturiberstanden transfizierter HEK293-Zej®monnen (s.
Abschnitt 4.3.6). Die Konzentrationen wurden mittels eines Tifzifischen ELISA-
Kits (Immunotools) bestimmt und angeglichen. KIT225-Zellen wurdendeyit TNF-
Uberstanden in einer Endkonzentration von 10 ng/mL inkubiert. Als Negantrolle

diente der Uberstand von HEK293-Zellen, die mit einem Kontrollkons{iikt15)

transfiziert worden waren. Der Nachweis des zellgebundenen érftigte wie in
Abschnitt 5.1.2 beschrieben.

KIT: TNF-Oberflachenbindung
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Abb. 5. 30 Affinitat der TNF-Mutanten zu der Oberfl &che von KIT225-Zellen: 10° KIT225-
Zellen wurden mit 10 ng/mL TNF WT oder den TNF-Mutanten fiir 10 min bei 4 < inkubiert. TNF
WT bzw. die TNF-Mutanten wurden nach Transfektion von HEK293-Zellen durch Sammeln der
Zellkultiberstanden nach 2 Tagen erhalten (s. Abschnitt 4.3.6). Die Konzentration von TNF in
den Uberstanden wurde mittels ELISA (Immunotools) bestimmt. Zelliberstande aus HEK293-
Kontroll-Transfektanten wurden als Negativkontrolle eingesetzt (@ TNF). Das Oberflachen--
gebundene TNF wurde mit einem Ziege-anti-TNF-Serum und einem PE-konjugierten Esel-anti-
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Ziege-Ak detektiert. Die Analyse schliel3t tote Zellen aus. Die Balkendiagramme zeigen die MFI-
Werte von TNF.

In Abb. 5. 30 wird die Bindung der TNF-Varianten an KIT225-Zellen
zusammengefasst. Erstaunlicherweise zeigte weder die RiB2KhButante noch die
R6/32KK-Doppelmutante eine detektierbare Bindung. Obwohl es sichinenrelativ
konservative Mutation handelt, fuhrt also der Austausch von Argimibysin an der
Position 32 (R32K) zu einer vollstandigen Blockade der Bindung von TNF en di
KIT225-Zelloberflache. Die Bindung der beiden anderen Mutanten R6K B84K
wurde durch den Aminosaureaustausch nicht beeinflusst.

Da die R32K Mutation die TNF-Zelloberflachenbindung an die KIT225enebereits
vollstandig hemmte, konnte nicht untersucht werden, ob die ADP-Ribasyielieser
Mutante zu einer weiteren Reduktion der Bindung fuihrt. Die ADBbRilierung der
R6K-Mutante bewirkte eine ahnliche Abnahme der Oberflachenbindungliwieles
Wildtyps (nicht gezeigt), woraus geschlossen werden kanns dhs ADP-
Ribosylierung an dieser Stelle fur die Bindung nicht funktionedivaht ist.

Die Bindung der R32K-Mutante an mit den TNFRs transfizierte PlEKZellen wurde
ebenfalls untersucht. Die TNF(R32K)-Variante und wildtyp TFL0 ng/mL) aus den
Zellkultur-Uberstanden wurden auf die HEK293.TNFR-Transfektantenebgey

gewaschen, und das Oberflachen-gebundene TNF wurde wie beschrigbdamm
TNF-spezifischen Antiserum detektiert.

A B
HEK.TNFR1 @cD: HEK.TNFR2 @cD:
TNF-Oberflachenbindung TNF-Oberflachenbindung
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Abb. 5. 31 Affinitat der R32K-TNF-Mutante zu der Ob  erflache TNFR-transfizierter HEK293-
Zellen: HEK293-Zellen wurden mittels des JetPEI™ Transfektions-Systems mit verschiedenen
TNFR-Expressionskonstrukten (je 5 pg DNA) transfiziert. 24 h nach Transfektion wurden die
Zellen geerntet. Je 510° HEK293-Zellen wurden mit 10 ng/mL TNF WT oder der TNF(R32K)-
Mutante fir 10 min bei 4 C inkubiert (s. Abb. 5. 30). Zelloberflaichen-gebundenes TNF wurde
wie unter Abb. 5. 30 beschrieben detektiert. A) HEK293-Zellen transfiziert mit TNFR1 ohne
cytoplasmatische Doméane (TNFR1 @cD) und B) HEK293-Zellen transfiziert mit TNFR2 ohne
cytoplasmatische Doméane (TNFR2 @cD)

Im Gegensatz zu KIT225-Zellen, bei denen die Bindung der TNF(RBRK3nte
vollstdndig blockiert war, gab es in der Bindung an TNFR1- oderTAFR2-
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transfizierte HEK293-Zellen keinen Unterschied zwischenR82K-Mutante und dem
Wildtyp (Abb. 5. 31, Diagramme A und. B).

Damit zeigt sich fur die R32K-Mutante ebenso wie fur Allisyliertes TNF (s. Abb.
5. 14) ein unterschiedliches Bindungsverhalten an den TNFR2,clede@, ob die
Bindung auf HEK293-Zellen oder KIT225-Zellen stattfindet. Insgesgpregelt die

R32K-Mutante jedoch nicht den Phanotyp von ADP-ribosyliertem TNF wikedie

HEK293.TNFR1-Transfektante interessanterweise eine hohetiSiggisgegeniber der
ADP-Ribosylierung, nicht jedoch gegentber der R32K Mutation a&sfwi

In den folgenden Experimenten wurde untersucht, welchen Einflussudaidhen auf
verschiedene Funktionen von TNF haben.

Einfluss der TNF-Mutationen auf den Zelltod
Zunachst wurde der Einfluss der Mutationen auf den TNF-induziertelitod

untersucht. Dazu wurden KIT225-Zellen mit 5 ng/mL Wildtyp TNF atiar vier TNF-
Mutanten (R6K; R32K; R6/32KK und R31K) fir 24 Stunden bei 37 °C inkublent.
nachsten Tag wurden die Zellen geerntet, mit Propidiumiodid inkubredtder Anteil
Pl-positiver Zellen wurde durchflusszytometrisch bestimmt.

KIT: Zelltod
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Abb. 5. 32 Einfluss der Mutationen im TNF auf den T NF-induzierten Zelltod: 10° KIT225-
Zellen/mL (96 well) wurden in RPMI-Komplettmedium (& IL-2) mit 5 ng/mL TNF WT und den
TNF-Mutanten UGN bei 37 T unter 5 %iger CO ,-Atmosphéare inkubiert. TNF WT und die TNF-
Mutanten wurden wie in Abb. 5. 30 erhalten. Zelliberstdande aus HEK293-Kontroll-
Transfektanten wurden als Negativkontrolle eingesetzt (& TNF). Die Zellen wurden geerntet, mit
0,2 pg/mL Pl inkubiert und am FACS gemessen. Das Balkendiagramm zeigt die % Pl-positiver
Zellen, die aufgrund der MFI-Werte fur Pl durch Setzen eines Gates erhalten wurden (s. Abb. 5.
6 B). Es wurden Doppelbestimmungen durchgeftihrt.

Die Abb. 5. 32 zeigt, dass die Mutation R32K auch einen starkenugsn#iuf die
Induktion des Zelltods durch TNF nimmt. Wahrend durch Inkubation mit wildtyp T
ca. 10 % tote Zellen erhalten wurden, waren es fur TNF(RBRK)TNF(R6/32KK) nur
ca. 4 %. Der Kontrollansatz, der ohne TNF inkubiert wurde, ®i&s tote Zellen auf.
Somit blockiert die R32K-Mutation den TNF-induzierten Zelltod wditged, aber
nicht vollstandig (vergleiche dagegen die vollstandige Blockadeddeektierbaren
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TNF-Oberflachenbindung an KiT225-Zellen durch dieselbe Mutation) Migationen
R6K und R31K zeigten dagegen keinen Einfluss auf den TNF-induziéeféod.

Einfluss der TNF-Mutationen auf die CD62L-Oberfléobxpression von

Granulozyten
Als weiterer Funktionstest wurde der Einfluss der Mutationendagf TNF-induzierte

Sheddingron CD62L auf Granulozyten wie in Abb. 5. 10 beschrieben wrdbts

Granulozyten: CD62L-Expression
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Abb. 5. 33 Einfluss der Mutationen im TNF auf die T  NF-induzierte Abnahme der CD62L-
Oberflachenexpression auf Granulozyten: Je 100 pL humanes Vollblut wurden mit 1 ng/mL
(schwarze Balken) verschiedener TNF-Varianten (TNF WT; TNF(R32K); TNF(R6/32KK)) 1 h bei
37 T unter 5 %iger CO ,-Atmosphére inkubiert. TNF WT und die TNF-Mutanten wurden wie in
Abb. 5. 30 erhalten. Zelliberstande aus HEK293-Kontroll-Transfektanten wurden als
Negativkontrolle eingesetzt (@ TNF). Anschlielend wurden die Proben mit einem mono-
klonalen, PE-konjugierten Maus-anti-CD62L-Ak (1:5) fur 30 min bei 4C gefarbt. Die
Erythrozyten wurden unter gleichzeitiger Fixierung der Proben lysiert (Fix/Lyse Puffer von BD)
und nach Waschen mit PBS wurden die Zellen durchflusszytometrisch analysiert. Die PBL-
Subpopulationen wurden anhand ihrer Scatter-Eigenschaften (s. Abb. 5. 9) voneinander
unterschieden und getrennt analysiert. Die Balkendiagramme zeigen die MFI-Werte fir CD62L
von Granulozyten fir die einzelnen TNF-Ansatze. Es wurden Doppelbestimmungen
durchgefihrt.

Die Abb. 5. 33 zeigt die Wirkung der Mutanten auf das CDSReddingvon
Granulozyten. Wildtyp TNF bewirkt eine starke Abspaltung von CDG62L, igie
Vergleich bei beiden TNF-Mutanten, bei denen R32 zu Lysinertutiurde, deutlich
reduziert ist. Die Mutation hebt die Fahigkeit, &weddingvon CD62L zu induzieren,
teilweise, aber nicht vollstandig auf (vgl. schwarzegettreiftem Balken).

Die Mutation von R32 zu Lysin, welche die ADP-Ribosylierung an edieStelle
unmoglich macht, sollte zur Klarung der Frage dienen, ob die Nadidn an dieser
Stelle ausreicht, um die Hemmung der TNF-Wirkung durch ADP-RIii@oapg zu
erklaren, oder ob weitere Modifikationen an zusatzlichen Stelleaudieser Wirkung
beitragen. Fur die Oberflachenbindung sowie fur die Induktion desodedit an
KIT225-Zellen hatte jedoch diese (konservative) Mutation bereiteimem voélligen
Wirkungsverlust des mutierten TNFs gefiuihrt. Dies war im Eall Induktion des
CD62L-Sheddingsnders. Hier zeigten die beiden Mutanten R32K und R6/32KK einen
zwar abgeschwachten, aber dennoch deutlich sichtbaren incaisargffekt.
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Daher wurde in einem folgenden Experiment untersucht, ob die ADP-Réasyg
dieser Mutanten zu einem zusatzlichen Wirkungsverlust fuhrteu @arden Wildtyp
TNF und die Mutanten TNF(R6K) und TNF(R6/32KK) aus den Uberstanden v
entsprechenden HEK293-Transfektanten tber Nacht mit 50 ng/mLhié&sk|RT1 und

1 mM NAD ADP-ribosyliert (s. Abschnitt 4.4.3). Zur Kontrolle vden unmodifizierte
Uberstande eingesetzt.

Granulozyten: CD62L-Expression
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Abb. 5. 34 Einfluss der ADP-Ribosylierung der TNF-M utanten auf die TNF-induzierte
Abnahme der CD62L-Oberflachenexpression auf Granulo  zyten: Die PBLs wurden wie in
Abb. 5. 33 mit verschiedenen TNF-Varianten aus HEK293-Zelliberstdanden behandelt, fiir
CD62L angefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. Hier wurden TNF WT, TNF(R6K) und
TNF(R6/32KK) eingesetzt (je 1 ng/mL), die durch UN-Inkubation bei 4 € mit 50 ng/mL ART1
und 1 mM NAD ADP-ribosyliert wurden (graue Balken). Parallel wurden die unmodifizierten
TNF-Zelliberstande eingesetzt (schwarze Balken).

Die Ergebnisse der Abb. 5. 34 zeigen, dass die ADP-RibosyliemmdMildtyp TNF
und der R6K Mutante jeweils zu einer deutlichen Abschwachung des CBi&&ddings
fuhren. Im Gegensatz dazu bewirkt die ADP-Ribosylierung der Doppeairte
R6/32KK keine nennenswerte zuséatzliche Hemmung des CB62ddings Diese
Ergebnisse sprechen dafir, dass die ADP-Ribosylierung von ildRderen Stellen als
R6 und R32 keine Auswirkung auf das TNF-induzierte CD82eddinghat, und dass,
zumindest fur die Induktion des CD6&heddingsdie Modifikation an der Stelle R32
notwendig und ausreichend fur die Hemmung der TNF-Wirkung ist.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass das Arginin aionP@&3t eine
entscheidende Wirkung fur die Funktion des TNFs hat. Selbst diekeabervative
Mutation von Arginin zu Lysin an dieser Position bewirkt einen ¥édigen Verlust
der messbaren Bindung an die Oberflache von KIT225-Zellen, undceleéress fast
vollstdndige Hemmung der Induktion des Zelltods in dieser ZelllMig.in Bezug auf
das TNF-induziert&heddingron CD62L auf Granulozyten konnte eine noch messbare,
wenn auch reduzierte, biologische Wirksamkeit der TNF(R6/32MKjante gezeigt
werden. Die Ausschaltung von R6 als ADP-Ribosylierungsstelle duafation zu
Lysin hatte keinen Einfluss auf die Sensitivitat des TNFegéber der ADP-
Ribosylierung, und zeigte somit, dass die Modifikation an dieseleSfiur die
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Wirksamkeit des TNF keine Bedeutung hat. Demgegeniber bewdikteusatzliche
Ausschaltung von R32 als ADP-Ribosylierungsstelle in der R6/32KK-Doyipste
einen fast vollstdndigen Verlust der Sensitivitat der Mutayggeniber der ADP-
Ribosylierung, und zeigte damit, dass die Modifikation an diesetidtoentscheidend
fur den Verlust der TNF-Wirkung ist.

524 Hinweise auf eine weitere ADP-Ribosylierungsstellien TNF-
Molekdl
Wie die unter Abschnitt 5.2.2 durchgefuhrten TNF-Mutationsanalysengjdzasiten,
kann neben den massenspektrometrisch identifizierten Ziel-Argirit€rund R32
mindestens ein weiteres Arginin im TNF von ART1 ADP-ribosyliserden. Durch
den Einsatz weiterer TNF-Mutanten, die von Mareike Pilz augrans Institut im
Rahmen ihrer Doktorarbeit hergestellt wurden, haben sich igutdihweise auf die
madgliche ldentitat eines zusatzlichen Ziel-Arginins ergeben
Im Rahmen eines Versuches, bei dem Uberprift werden sollte, Bomizentration von
ADP-ribosyliertem TNF im ELISA bestimmt werden kann, wurdere dieiden
Antikorper eines TNF-spezifischen ELISAs (Immunotools) eingésatz zellstandiges
TNF nach ADP-Ribosylierung durchflusszytometrisch nachzuweiseau Dairden
HEK293-Zellen mit ART1 und TNF Kko-transfiziert und mit unterschiddic
Konzentrationen NAD oder ohne NAD inkubiert. Die Zellen wurdenejisvmit den
ELISA-Antikorpern (,Coatindg-Antikérper und biotinylierter ,Detektions“-Antikdrper,
beide aus der Maus) und dem PE-konjugierten Sekundarantikdrper bzw. PE-
konjugiertem Streptavidin angefarbt.

A B
HEK. TNF/ART1: aTNF-mAk HEK.TNF/ART1: aTNF-mAk
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Abb. 5. 35 Erkennung von ADP-ribosyliertem TNF auf ~ der HEK293-Oberflache durch zwei

verschiedene monoklonale anti-TNF-Antikdrper: HEK293-Zellen wurden mittels des
JetPEI™ Transfektions-Systems mit ART1 und WT TNF ko-transfiziert (je 2,5 ug DNA). 24 h
nach Transfektion wurden die Zellen geerntet. Je 10° HEK293-Zellen wurden mit verschiedenen
Konzentrationen NAD (20, 100, 500 pM; graue Balken) oder ohne NAD (schwarze Balken) fir
30 min bei 37 € inkubiert und gewaschen. Die Zellen wurden A) mit einem monoklonalen
Maus-anti-TNF-Ak (1:100) und einem PE-konjugierten Esel-anti-Maus-Ak (1:100) bzw. B) mit
einem monoklonalen biotinylierten Maus-anti-TNF-Ak und PE-konjugiertem Streptavidin
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angefarbt. Untransfizierte Zellen wurden zur Kontrolle mit den Antikérpern geféarbt. Die Analyse
schlief3t tote Zellen aus. Die Balkendiagramme zeigen die MFI-Werte von TNF.

Die Ergebnisse der Abb. 5. 35 zeigen, dass die Bindung @eating-Antikorpers
durch die ADP-Ribosylierung des TNF deutlich beeintrachtigt wubdagtamm A),
wahrend die Bindung der ,Detektions-Antikbrpers keine Veranderungden
Oberflachenexpression des TNF nach und vor ADP-Ribosylierung desatifikes
(Abb. 5. 35, Diagramm B).

Beide ELISA-Antikdrper wurden auch auf ihre Fahigkeit die TNFBRBK)-Mutante
auf der Oberflaiche von HEK293.ART1/TNF-Transfektanten vor und nack-AD
Ribosylierung zu binden, getestet. Es zeigte sich, dass auch Wggnahme der
beiden massenspektrometrisch identifizierten Ziel-ArginiR6 (und R32), der
»Coatind-Antikorper noch sensitiv auf die ADP-Ribosylierung reagigbb. 5. 36,
Diagramm A), was das Vorhandensein weiterer ADP-Ribosylisstatien im TNF
bestéatigte.
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Abb. 5. 36 Erkennung von ADP-ribosylierter TNF(R6/3
Oberflache durch zwei verschiedene monoklonale anti

wurden mit der TNF(R6/32KK)-Mutante und ART1 ko-transfiziert (je 2,5 ug DNA) und wie unter
Abb. 5. 35 beschrieben behandelt.

2KK)-Mutante auf der HEK293-
-TNF-Antikdrper:  HEK293-Zellen

Die beiden ELISA-Antikdrper wurden auch auf ihre Erkennung verscheedBENF-
Mutanten untersucht. Dazu wurden die TNF-Einzelmutanten R6K, R31K, A3,
R131K und die Doppelmutante R6/32KK einzeln in HEK293-Zellen transfizrattdie
Zellen wurden mit den beiden ELISA-Antikorpern und dem PE-konjugierten
Sekundarantikorper bzw. PE-konjugiertem Streptavidin angefarbt. Zamtridle
wurden untransfizierte HEK293-Zellen und mit dem TNF WT transizi&lEK293-
Zellen untersucht.

-97-



Ergebnisse

A
HEK.TNF: aTNF-mAk
("Coating")

. 80000
L
2 60000
S 40000
'_
T 20000
= 0

& & & o ¢ K

&éq@ (5'\/(5']/ b‘b‘ o_;\rq;l—&é

& QT Qp\'b ®

HEK-TNF: aTNF-mAk
("Detektion")

R
SO SISO PSRN A
o Q‘&&@”‘Q&@%"/ o

Q~

Abb. 5. 37 Erkennung verschiedener TNF-Mutanten auf
zwei verschiedene monoklonale anti-TNF-Antikdrper:

JetPEI™ Transfektions-Systems mit den verschiedenen TNF-Mutanten oder TNF WT bzw. mit
einem Kontrollkonstrukt (je 5 pg DNA) transfiziert. 24 h nach Transfektion wurden die Zellen
geerntet. Je 10° HEK293-Zellen wurden A) mit einem monoklonalen Maus-anti-TNF-Ak (1:100)
und einem PE-konjugierten Esel-anti-Maus-Ak (1:100) bzw. B) mit einem monoklonalen
biotinylierten Maus-anti-TNF-Ak und PE-konjugiertem Streptavidin angefarbt. Die Analyse
schlief3t tote Zellen aus. Die Balkendiagramme zeigen die MFI-Werte von TNF.

der HEK293-Obe

rflache durch

HEK293-Zellen wurden mittels des

Hierbei ergab sich, dass die Mutante TNF(R44K) nicht vdDoatindg-Antikérper
erkannt wurde (Abb. 5. 37, Diagramm A), wahrend die Anfarbung aein
.Detektions“-Antikérper zeigte, dass diese Mutante auf der f@lobe exprimiert
wurde (Diagramm B). Alle anderen Mutanten wurden von beiderkdmprn &hnlich

gut erkannt.

Der ,Coatind-Antikorper erkennt demzufolge im TNF ein Epitop in der Nahe vom
Arginin 44. Zusammen mit den Ergebnissen zur Bindung des AntikOrpe/sD&-
ribosyliertes wildtyp TNF bzw. an die TNF(R6/32KK) Mutante ergi#ith die
Hypothese, dass R44 (oder ein raumlich in der Nahe gelegegesnArie R131) eine
weitere ADP-Ribosylierungsstelle darstellt (s. Diskussidrgchnitt 6.3).
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Das Zytokin TNF spielt eine Schlusselrolle in einer Vielaaithunologischer Prozesse
und ist von groRem therapeutischem Interesse. Die Mechanismierjenen die
Wirkungen von TNF reguliert werden sind Gegenstand intensiver Wotersgen.
Dazu gehoren z.B. die regulierte Freisetzung von TNF von der Zdlitiee, das
Sheddingder beiden TNFR, sowie die Regulation der mRNA-Stabilt8t B3, 155].
Posttranslationale Modifikationen (PTMs), die eine entscheideRdie bei der
Steuerung der biologischen Aktivitat einer Vielzahl von Proteimeglen, wurden far
TNF bisher nur in der unprozessierten, membranstandigen Form tgeireider
intrazellularen Domane wird TNF mit bisher unbekannten Auswirkupgémitoyliert
und phosphoryliert [47, 48, 156]. Bisher gibt es keine Hinweise aNfsRmn TNF in
|6slicher Form.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass diezelildre Doméane des
TNF, sowohl in loslicher als auch membranstédndiger Form, dureh Adginin-
spezifische ART1 ADP-ribosyliert werden kann (Abb. 5. 1) und diktionellen und
strukturellen Auswirkungen dieser Modifikation wurden charaktetisier

6.1 Der Einfluss der ADP-Ribosylierung von TNF auf die
TNFR-Bindung

Da der Einbau einer ADP-Ribose-Gruppe eine grof3e lokale Vetiamygaer Bezug auf
Masse und Ladung bedeutet, war es eine nahe liegende Hypothssediel ADP-
Ribosylierung von TNF die Bindung an einen oder beiden der Rezeptoren
beeintrachtigt. Um diese Hypothese zu uberprifen, wurden Bindunggstadt
verschiedenen experimentellen Systemen durchgefihrt. Im Vediasker Studien
stellte sich heraus, dass die Auswirkungen der ADP-Ribosylieauhglie Bindung je
nach dem Kontext der Interaktion zwischen TNF und seinen Rezept®br
unterschiedlich sein konnten. Insgesamt wurde die Bindung in vier iegueellen
Systemen untersucht, von denen zwei rekombinante TNFR-Fc-Fousitgiee in
unterschiedlichen Konfigurationen als Bindungspartner verwendeten, ueid digv
Bindung an TNFRs auf der Oberflache von Zellen untersuchten.neelgen wurden
folgende Systeme untersucht:

1. l6sliches TNF - immobilisiertes TNFR-Fsyrface plasmon resonancePR)

2. membranstandiges TNF - I8sliches TNFR-Fc

3. l6sliches TNF - membranstandige TNFRs (KIT-Zellen)

4. l6sliches TNF - membranstandige TNFRs (transfizierte HieKen)
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6.1.1 Interaktion von TNF mit rekombinanten TNFR-Fc-

Fusionsproteinen
Eine sensitive und quantitative Methode, die Bindung von Rezeptor unddLiga
untersuchen, stellt die Oberflachen-Plasmon-Resonaunda¢e-plasmon-resonarce
SPR) Spektroskopie dar. Diese Methode wurde eingesetzt miZiéénden Effekt der
ADP-Ribosylierung auf die Bindung von TNF an seinen beiden Rezeptinzeln
madglichst quantitativ erfassen zu kénnen.
Die Bindungskurven fir unmodifiziertes TNF zeigen fir beide Rezept@iee
ahnliche Kinetik der Assoziation (Steilheit des Anstiegs), &loefNFR2 eine deutlich
schnellere Dissoziation als fur TNFR1 (schnellerer Abfall #erven nach der
Bindung) (s. Abb. 5. 5). Anhand der unter Annahme eines 1:1-Bindungsmodell
berechneten Werte fir die Assoziationsraten (ka) und Dissoziaienstkd) wird
dieser Effekt ebenso sichtbar (s. Tabelle 5. 1). Die Ergebrstehen im Einklang mit
ahnlichen Untersuchungen von Shibaga al, die vergleichbare Werte fir die
Assoziations- und Dissoziationskinetiken von TNF an beide TNFR @mgehatten
[157]. Nur fur die Dissoziationsrate von TNF und dem TNFR1 weidrt tder
bestimmte Wert deutlich von dem von Shibataal. ermittelten Wert ab, wofir es
bisher keine greifbare Erklarung gibt.
Die Bindungskurven fir das ADP-ribosylierte TNF zeigen eine éutleduzierte
Affinitdt zu beiden Rezeptoren im Vergleich zum unmodifiziertd NF, damit
bestétigten die SPR-Untersuchungen die Hypothese, dass die ADsARiIhmg die
Bindung von TNF an seine Rezeptoren hemmt (Abb. 5. 5). Die bexttechiVerte fir
die Dissoziationsgleichgewichtskonstantepkzeigen, dass der Einfluss der ADP-
Ribosylierung auf den TNFR2 (ca. 20-fache Abnahme der Affirstéitker war als auf
den TNFR1 (ca. sechsfache Abnahme der Affinitat) (s. Tabellg. In einer weiteren
Biacore Messung wurden zwar unterschiedliche Absolutwerte fur die
Dissoziationskonstanten erhalten, das Verhaltnis geWWiérte von unmodifiziertem vs.
ADP-ribosyliertem TNF blieb aber fir beide TNFR ahnlich, undidigge, dass die
ADP-Ribosylierung in diesem System die Bindung an den TNFRRestéeeinflusst
als an den TNFRL1.
Die fur das ADP-ribosylierte TNF erhaltenen Absolutwertel $§edoch unter Vorbehalt
zu betrachten, da unbekannt ist, wie vollstandig die ADP-Rilemaylg war. Da es
mindestens drei Modifikationsstellen im TNF gibt, ist es waheinlich, dass die Probe
eine Mischung aus gar nicht bis dreifach modifizierten TNF-Molekilarstellt. Da
daruber hinaus TNF unter physiologischen Bedingungen als Trimer viorkarmd an
seinen Rezeptor bindet, ist es denkbar, dass die einzelnen M@namses Trimers
unterschiedlich stark ADP-ribosyliert sein kdnnen. Bei sehr mjedrKonzentrationen
(sub-nanomolar) zerféllt TNF in seine Monomere [46]. Es iskbar, dass auch die
ADP-Ribosylierung die Monomerisierung bzw. Trimerisierung beaasin konnte.
Dagegen liegen die TNFR-Fc-Fusionsproteine als Dimere vor, siist daher unklar,
mit welcher Stochiometrie die Bindung von TNF an seine Rezepitoidiasem System
gemessen wird. Ohne genaue Kenntnis der Stochiometrie deakiida ist jedoch
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weder eine zuverlassige Quantifizierung noch eine Aussagedidgrhysiologische
Relevanz der gemessenen Werte mdglich.

Insgesamt zeigten die Ergebnisse der SPR-Untersuchungen, dassADdR-
Ribosylierung die Bindung an beide TNF-Rezeptoren beeinflussen #ass,aber die
Hemmung der Bindung an TNFR2 stéarker ist als an TNFR1.

Dieses Ergebnis wurde auch in einem anderen System bediétigiem die Bindung
von TNF an TNFR-Fc-Fusionsproteine untersucht wurde. In diesemwkeaten
HEK293-Zellen mit TNF und ART1 ko-transfiziert, und durch Zugabe N&D wurde
das auf der Zelloberflache befindliche TNF ADP-ribosylieiie Bindung der l8slichen
TNFR-Fc-Fusionsproteine an das membrangebundene TNF wurde genhesiesem
System fuhrte die ADP-Ribosylierung von TNF zu einer Hemmung defuBg an
TNFR2-Fc, nicht jedoch an TNFR1-Fc (Abb. 5. 15).

Obwohl in diesem Experiment fir die ADP-Ribosylierung eine hohe NAD-
Konzentration (500 uM) eingesetzt wurde, wurde unter diesen Bedingumugezine
partielle Blockade der Bindung an TNFR2 und keine Blockade der Bindangen
TNFR1 erzielt. Dies steht im Gegensatz zu der Bindung vorAPR-ibosyliertem
TNF an die immobilisierten TNFR-Fc-Proteine in der SPR (Abls). Der Unterschied
kann daran liegen, dass die ADP-Ribosylierung auf der Zellobkel@eniger effizient
ablauft als die Modifikation in Losung (s. Abschnitt 6.5).

Insgesamt zeigten die Bindungsstudien mit TNFR-Fc-Fusionsproteinendeutlich
hemmende Wirkung der ADP-Ribosylierung auf die Bindung von TNF an TNEHRR,

je nach Kontext eine schwachere oder keine Wirkung auf die BinduAgN&R1. Da
die Expression als rekombinante Fusionsproteine jedoch die Rezeptordnein e
unphysiologische Konformation zwingen, ist die UbertragbarkeiediBsobachtungen
auf die Bindung von TNF an seine Rezeptoren auf der Oberflach£allen unklar.

6.1.2 TNF-Oberflachenbindung an KIT225-Zellen

Wegen der Interpretationsprobleme aufgrund der unklaren stdchiomeltrisc
Verhéltnisse bei der Bindung von TNF an die TNFR-Fc-Fusionsproteimde die
Bindung zusatzlich in einem ,natdrlichen” System gemessengdeim die TNF-
Rezeptoren auf der Oberflache von Zellen exprimiert wurdenMAldellsystem wurde
die humane T-Lymphomzelllinie KIT225 [148] eingesetzt. DiesHliZie exprimiert
auf ihrer Oberflache beide TNFRs, wobei die Expressionsdichte M&iiRZ sehr viel
hoher ist als die von TNFR1 (Abb. 5. 2). Nach Inkubation mit I6slich&R konnte
seine Bindung an die Zelloberflache mit Hilfe eines polyklonal@gezanti-TNF-
Serums in der Durchflusszytometrie nachgewiesen werden (Abb. Bie3)n diesem
System detektierbare Bindung ist fast ausschlielich auf Bindumglen TNFR2
zurlickzufiuhren (Abb. 5. 16).
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Die ADP-Ribosylierung von TNF bewirkte mit zunehmendem ADBeRylierungsgrad
eine sukzessive Abnahme der Oberflachenbindung (Abb. 5. 4). Diesghe war
nicht auf einen Verlust der Bindung des anti-TNF-Antiserums an i&ifh der ADP-
Ribosylierung zurtickzufihren, da dasselbe Antiserum ADP-ribogidiNF auf der
Oberflache von mit TNFR2 transfizierten HEK293-Zellen erkansteApb. 5. 14,
Diagramme C und D). Der Einfluss der ADP-Ribosylierung auf (I&FR2-

vermittelte) Bindung an KIT225-Zellen war grof3er, als aufBirelung des TNFR2-Fc-
Fusionsprotein an membranstandig modifiziertes TNF (vgl. Ab@. ind Abb. 5. 15,
Diagramm B). Zum einen kdnnte der Grund hierfir in einer wergffesienten ADP-

Ribosylierung des TNF auf der Zelloberflache liegen. Zum andestnes

wahrscheinlich, dass Unterschiede in der Konformation und/oder Stoéchemet

zwischen dem zwangsdimerisierten TNFR2-Fc-Fusionsprotein und detogen
exprimierten TNFR2 auf den KIT225-Zellen den Bindungskontakt zum vié\&ndern.

Insgesamt zeigen die Bindungsstudien auf KIT225-Zellen einautliche
dosisabhangige Hemmung der Bindung von TNF an TNFR2 durch ADP-Rérasyg.

6.1.3 TNF-Oberflachenbindung an TNFR-transfizierte HEK293-

Zellen
Um ein differenziertes Bild Gber den Effekt der ADP-Ribosyligy auf die Bindung an
die einzelnen TNF-Rezeptoren auf Zelloberflachen zu erhalterdeneder der beiden
Rezeptoren auf der Oberflache von HEK293-Zellen exprimiert. FEUTNFRs wurden
Expressionskonstrukte verwendet, bei denen die transmembran- und
zytoplasmatische Doméanen durch entsprechende heterologe Domérien veosgen
waren, die keine Signale ins Zellinnere vermitteln konnten.
Nach Inkubation mit l6slichem TNF (pra-ADP-ribosyliert oder unmadgift) wurde
seine Bindung an die Zelloberflache mit Hilfe des polyklonalenezagi-TNF-Serums
in der Durchflusszytometrie detektiert. Erstaunlicherweise év@ TNF-Bindung auf
TNFR2-transfizierten HEK293-Zellen viel resistenter gegem ADP-Ribosylierung
(Abb. 5. 14, Diagramm C) als die Bindung auf die ebenfald~R2-vermittelte
Bindung an KIT225-Zellen (s. Abb. 5. 4). Bei letzteren bewirkte @&DP-
Ribosylierung von TNF einen Rickgang der detektierbaren Bindungaauf0% des
Ausgangswertes. Im Vergleich dazu wurde die Bindung an HEK293&RPMNtellen nur
schwach (auf ca. 50 bzw. 60 % des Ausgangswertes) gehébimtg. 14, Diagramm
F) (vgl. auch die Bindungsstudien mit der TNF(R32K)-Mutante, Ab#ichi2.3).
Die Grunde fur diese Unterschiede sind unklar. Die Deletionzgeplasmatischen
Doméane im TNFR2 konnte als Ursache ausgeschlossen werddBK@93-Zellen, die
mit dem nativen Voll-Langen-TNFR2-Expressionskonstrukt transfiziaten, sich
ahnlich verhielten (Abb. 5. 14, Diagramm D). Es ist ehevemumuten, dass sich die
Konformation des Rezeptors in den zwei verschiedenen Kontexten uniges¢hach

die

Uberexpression in HEK293 Nierenzellen oder endogen exprimiert in KIT225
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Lymphomzellen). Die unterschiedlichen Zellsysteme koénnten sidd. zarin
unterscheiden, ob und inwieweit die TNF-Rezeptoren in speziglEmbran-
Mikrodoménen (sodipid rafts) rekrutiert sind. Fir den TNFR1 wurde gezeigt, dass der
Rezeptor in verschiedenen Zellarten unterschiedliclipid rafts rekrutiert wird, und
dass die Rekrutierung fur die Auslésung von TNF-Wirkungen wie die BF-
Aktivierung oder den Zelltod notwendig ist [158].

Im Gegensatz zu den TNFR2-transfizierten HEK293-Zellen besvidgi TNFR1-
transfizierten HEK293-Zellen erstaunlicherweise bereits diePAlibosylierung von
TNF mit niedrigen NAD-Konzentrationen eine starke Verminderungréé-Bindung
(Abb. 5. 14, Diagramm F), obwohl die Bindung von TNFR1-Fc durch diP-A
Ribosylierung von membranstandigem TNF auf HEK293-Zellen nichtniesst
wurde, die Bindung von TNFR2-Fc aber schon (vgl. Abb. 5. 15, DiageA und B).
Damit wird in der ersten Studie die Bindung an TNFR1, in dertewelie Bindung an
TNFR2 starker gehemmt. Es ist anzunehmen, dass diese dgeljgmsd Wirkungen
auf die Rezeptorselektivitat einerseits auf Unterschiederiicdemetrie der Rezeptor-
Liganden-Interaktion in den beiden Situationen, sowie moglichervegiteine andere
Auswahl der ART1-Ziel-Arginine bei loslicher vs. Zelloberti@n-ADP-Ribosylierung
zurtickzufihren sind.

Werden zusétzlich die Daten der SPR-Untersuchungen hinzugezogeref) weisen
die Ergebnisse insgesamt darauf hin, dass sich die untelistie® Bindungsassays
wahrscheinlich nicht miteinander vergleichen lassen. Die y&ssaterscheiden sich
sowohl bezlglich der Stochiometrie als auch bezliglich der Konfanmder TNFR.
Auf der Zelloberflache exprimierte TNFRs liegen bereits der TNF-Bindung durch
ihre PLAD (pre-ligand assembly domairin einem unbekannten stdchiometrischen
Verhaltnis pra-assoziiert vor [58], und binden ihren Liganden alseFeénDie bei den
SPR-Untersuchungen bzw. den Bindungsstudien auf HEK293.TNF/ART1-
Transfektanten eingesetzten TNFR-Fc-Fusionsproteine liegerDialgfid-Briicken-
verknlpfte Dimere vor, und es ist unbekannt, mit welcher Stochiemgte ihren
Liganden binden. Es ist daher denkbar, dass in den verschiedenato&én jeweils
unterschiedliche Seitenketten des TNF den Kontakt zu dem jesveillBNFR
vermitteln, und dass daher die ADP-Ribosylierung einer besgmi@eitenkette in den
verschiedenen Rezeptor-Ligand-Konformationen unterschiedliche Auswen hat.

6.1.4 Zusammenfassung der Bindungsstudien

In der Tabelle 6. 1 werden die Ergebnisse zur Bindung von ADPyfiedem TNF
und der TNF(R32K)-Mutante an den TNFR1 und den TNFR2 zusammeng&iasst.
ADP-Ribosylierung hat in den meisten, aber nicht in allen untetsnd<onstellationen
der Interaktion zwischen TNF und seinen Rezeptoren einen Einflubsdia
Bindungsstarke. Die GroRe dieses Einflusses ist aber jdn r&anstellation
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unterschiedlich stark, und lasst sich auch nicht der Bindung ram aler beiden
Rezeptoren zuordnen. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dassndiasmdgverhalten
des TNF zu den TNFR wesentlich durch die Konformation und/oder die Ghoetnie

der TNFR beeinflusst wird, die sich aus der Versuchsanordnung R-F¢F

Fusionsprotein, transfizierter Rezeptor, endogen exprimierteipReyeder der Zellart
(KIT225 vs. HEK293) ergibt.

Tabelle 6. 1 Hemmender Effekt der ADP-Ribosylierung auf die Bindung von TNF an seine
Rezeptoren in unterschiedlichen Systemen

. . TNFR-Fc TNFR-Fc HEK?293.
Bindung an: | spRr.chip) | (6slich) KIT225 TNFR
nicht
TNFR1 + . +++
@ bestimmbar
TNFR2 +++ + +++ +
+ + + starker Effekt + leichter Effekt @ kein Effekt

Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass konformationelle Venagda von TNF wie
die ADP-Ribosylierung haufig keine eindeutige Rezeptorselektitiiteisen, sondern
dass ihre Wirkung vom Kontext der Begegnung zwischen TNF und seineptBen
abhangt. Diese Hypothese wird durch Bindungsstudien mit TNF-Mutant&er we
unterstutzt (s. Abschnitt 6.4). Insbesondere legen die Ergebnissedass Studien, die
die Rezeptorselektivitat von TNF-Mutanten vor allem anhand von8&ungen an
immobilisierten TNFR-Fc-Fusionsproteinen belegen, kritischbetrachten sind.

6.2 Die funktionellen Konsequenzen der ADP-
Ribosylierung von TNF

Die im vorigen Abschnitt diskutierten Bindungsstudien haben gezeigs, dia ADP-
Ribosylierung die Affinitat des TNF zu seinen Rezeptoren in sciédlichen
Zellsystemen unterschiedlich stark beeinflussen kann. Ergdnzedéwixperimente
durchgefiihrt, um den Einfluss der ADP-Ribosylierung von TNF auf ¢ealegischen
Funktionen zu untersuchen. Dass das Einbringen der relativ groRefRibDsegruppe
in Zielproteine nicht ohne Auswirkung auf die Funktion der Proteinétble/urde
vielfach fur andere Zielproteine der ARTSs, wie beispielsediir die Integrine LFA-1
und Integrin 7, das Defensin HNP-1 oder den purinergen Membranrezeptor P2X7
gezeigt [128, 130, 136, 159]. Um eventuelle immun-modulatorische Funktidee
ADP-Ribosylierung von TNF aufzuklaren, wurden unterschiedliche bmxdbgi
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Wirkungen des TNF auf Zielzellen untersucht. Gegenliber den Bindungsdsstgn
die Aktivitatsassays zusatzlich den experimentellen Vortlsibs sie unabhangig von
eventuellen Anderungen der Antikorper-Affinitat zum TNF infolge d&DP-
Ribosylierung sind.

6.2.1 Auswirkung der ADP-Ribosylierung auf TNF

Effektorfunktionen

Der Einfluss der ADP-Ribosylierung von TNF auf seine biolduggstVirkung wurde
zunédchst in Hinblick auf die TNF-vermittelte Zytotoxizitat usterht. Der TNF-
induzierte Zelltod kann, wie in der Einleitung beschrieben, durdénjesinzelnen der
beiden TNFR, als auch durch beide TNFR gemeinsam vermiiteiden. Da
untransfizierte HEK293-Zellen keine Oberflachenbindung von TNF asémi¢Abb. 5.
14, Diagramm E), erschien diese Zelllinie zunéchst geeidnsth die Einbringung von
TNFR1 oder TNFR2 den Einfluss der ADP-Ribosylierung auf die TiMieZierte
Zytotoxizitat fur die beiden TNFR differenziert zu untersucliecloch konnte weder in
den mit TNFR1 oder TNFR2 einzeln transfizierten, noch in den miehelTNFR ko-
transfizierten HEK293-Zellen der Zelltod durch Inkubation mit rekombimanié&F
ausgelost werden (nicht gezeigt). Obwohl TNF urspriinglich durcte $&ihigkeit, in
Tumorzellen den Zelltod auszultsen, identifiziert wurde [2]kiMgs nur auf wenige
Tumorzelllinien zytotoxisch. Die meisten Zelllinien sind insendieziglich des TNF-
induzierten Zelltodes, obwohl die TNFRs auf diesen Zellen exprinvienden [2, 160].
Wie in der Einleitung beschrieben, Uberlagert in den meistdenFdile TNF-induzierte
NF- B-Aktivierung, die zur Proteinsynthese verschiedener anti-apsgher und anti-
nekrotischer Faktoren fiihrt, den TNF-induzierten Zelltod.

Untersuchungen an KIT225-Zellen zeigten, dass diese Zeldansitiv auf den TNF-
induzierten Zelltod reagierte (Abb. 5. 6), obwohl eine andere i&drappe
gegenteilige Befunde fir die KIT225-Zellen publiziert hatte [16BEi der T-
Lymphomzelllinie KIT225 handelt es sich um eine IL-2-wachstumsahgérZelllinie
[148]. Eigene Voruntersuchungen hatten gezeigt, dass der TNFtedtentelltod nur
in IL-2 freiem Zellkulturmedium effektiv induziert wurde (nichezgigt), dagegen
hatten Higuchiet al. die TNF-Zytotoxizitats-Analysen unter Anwesenheit von IL-2
durchgeflihrt. Da der Entzug von IL-2 bei KIT225-Zellen zu einerdanagrten Status
im Zellzyklus fiahrt [162], und die Anfélligkeit fir die TNF-verratte Zytotoxizitat
durch den Zellstatus beeinflusst wird [163], kdnnten die Unterschiadelen
Ergebnissen beziglich des TNF-induzierten Zelltodes von KIT228+Zdihmit erklart
werden.

Die Pra-ADP-Ribosylierung von TNF durch ART1 zeigte einemdeitigen,

schitzenden Effekt vor dem TNF-induzierten Zelltod auf die KIT22&ZgAbb. 5.
7). Bereits die ADP-Ribosylierung von TNF mit niedriger NAD+#entration (4 pM)
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zeigte eine deutlich reduzierte Zytotoxizitat des TNF, diet reieigendem
Modifikationsgrad weiter reduziert wurde und bei hoher NAD-Konzeotg®00 puM)
zu einer beinahe vollstandigen Aufhebung des zytotoxischen EffektENF fuhrte.

Einfluss der ADP-Ribosylierung auf die TNF-indutaehktivierung

peripherer Blutleukozyten
In weiteren Experimenten wurde der Einfluss der ADP-Ribosylierunglixfh auf die

Aktivierung peripherer Blutleukozyten (PBL) untersucht. Besonder$feinduzierte
Aktivierung von neutrophilen Granulozyten ist fur die Entstehung auto-
immunologischer GefalRentzindungen (Vaskulitiden) von Kklinischer Relevanz.
Granulozyten werden bereits durch niedrige TNF-Konzentrationen aktigeg.
Priming) und exprimieren Auto-Antigene, die im unstimulierten Zustand der
Granulozyten in intrazellularen Vesikeln gespeichert sind,daufZelloberflache. Die
Bindung dieser Auto-Antigene, wie z.B. der Proteinase-3, durcBamm vorhandene
Auto-Antikdrper (ANCA = anti-neutrophil cytoplasmic antibodiediihrt zur vollen
Aktivierung der Zellen und der Freisetzung von Entziindungsmedidttgéh

Eine der wesentlichen pro-inflammatorischen Wirkungen des TN#asteranderung
des Expressionsmusters von Adhasionsmolekilen auf Blut- und Endothelggll€o [
wird nach Aktivierung auf neutrophilen Granulozyten u.a. das L-Sel€D62L von
der Zelloberflache gespaltenSheddingvon CD62L), und CD11b (die alpha-Kette des
alphaM/beta2-Integrins Mac-1) heraufreguliert, was zur feBiadung ans Endothel
fuhrt und das Eindringen der Zellen an den Ort der Entziindungheesi[150, 165].

Fur Granulozyten konnte daSheddingvon CD62L und die Hochregulierung von
CD11b nach Stimulation mit TNF durchflusszytometrisch gezeigteve(Abb. 5. 9
und Abb. 5. 12, schwarze Balken). Sowohl das CD$Bkddingals auch die
Hochregulation von CD11b wurden auf Granulozyten durch die ADP-Ribosylidesg
TNF deutlich reduziert (Abb. 5. 10 und Abb. 5. 12, graue Balken).

Als weiteren Parameter fur die Aktivierung von Granulozytendeutie Veranderung
in der Morphologie von Granulozyten nach Stimulation mit TNF untersadi®j.[ TNF
bewirkt bei Granulozyten eine Zunahme an GréR3e (ablesbar als ZenbdsForward-
Scatter)bei gleichzeitiger Abnahme der Granularitat (ablesbar alsaAme desSide-
Scatte), die vermutlich durch eine Degranulation der Granulozyten venfursaird
(Abb. 5. 11, schwarzer Balken). Auch diese Wirkung von TNF wurdehdliecART1-
katalysierte ADP-Ribosylierung von TNF in Abhangigkeit vom ADP-
Ribosylierungsgrad gehemmt (Abb. 5. 11, graue Balken).
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Einfluss der ADP-Ribosylierung auf die TNF-indutger

NF- B-Aktivierung

Um die Wirkung der ADP-Ribosylierung auf die TNF-vermitteltigr@libertragung
auf molekularer Ebene darzustellen, wurde die Aktivierung des BNBignalweges
durch TNF untersucht. Wie in der Einleitung beschrieben (Abscihittd und 2.1.5),
fuhrt die Bindung von TNF an seine Rezeptoren uber eine Signalleaskad
Phosphorylierung und dem daraus resultierenden Abbau desB NRibitorischen
Proteins 1B, was die Translokation des NB- in den Zellkern und die Transkription
seiner Zielgene ermdglicht. Die Aktivierung von NB-lasst sich im Western-Blot
durch den Nachweis von phosphoryliertenB Isowie des Abbaus desB-Proteins
mithilfe spezifischer anti-IB-Antikdrper verfolgen (Abb. 5. 13 A und B; Banden ,U").
Die ADP-Ribosylierung von TNF zeigte auch hier einen deutlichrhenden Einfluss
sowohl auf die Phosphorylierung als auch auf den Abbau d&#roteins in den
KIT225-Zellen (Abb. 5. 13 A und B; Banden ,A"). Somit wurde schiigf8lauch die
direkte Blockierung des fir eine Vielzahl der Effekte (besonders pmle-
inflammtorischen) von TNF verantwortlichen NB-Signaltransduktionsweges durch
die ART1-katalysierte ADP-Ribosylierung von TNF gezeigt.

6.2.2 Charakterisierung der Effektorfunktionen mit Hilfe TNFR-

spezifischer Antikorper
Um zu untersuchen, in welchem Ausmal? jeder der beiden Rezepitoden Auslésung
eines bestimmten TNF-induzierten Effektes beteiligt war, wullRR-spezifische
Antikdrper eingesetzt. Dafur wurden ein kommerziell erhaltlicimeonoklonaler
Antikorper gegen TNFR1 (Klon H398), der von der Firma als ,inhibitbris
bezeichnet wurde, sowie ein funktionell noch nicht naher charaktesipolyklonales
anti-TNFR2 Kaninchenserum, das in unserer eigenen Arbeitsgruppe dunetisgae
Immunisierung hergestellt worden war, verwendet.
Fur KIT225-Zellen konnte die Oberflachenexpression beider TNFR giezerden (s.
Abb. 5. 2), wahrend auf Granulozyten nur die Expression von TNFR2 nacsgewi
werden konnte (s. Abb. 5. 8). Da bekannt ist, dass der TNFR1 tigquif beinahe
allen Zellen schwach exprimiert wird [21], lag die Antikofpadung fir den TNFR1
auf Granulozyten vermutlich unterhalb der Nachweisgrenze.

Die Pra-Inkubation von KIT225-Zellen mit den beiden TNFR-spezifisé&raikorpern
zeigte, dass beide TNFR einen Beitrag zu dem TNF-induziehtditod leisteten, da
jeder der Antikorper eine Verringerung in der TNF-induzierten Zytaitai hervorrief
(Abb. 5. 17, schwarze Balken). Die Ergebnisse wurden jedoch da#lancpliziert,
dass beide eingesetzte Antikorper neben ihren blockierendmrbaffauch agonistische
Wirkungen vermitteln konnten. So fihrte die Inkubation der Zellen it deti-
TNFR1-Antikdrper auch ohne Gabe von TNF zu einem leichten Anistidgr Anzahl
toter Zellen (teil-agonistische Wirkung) (Abb. 5. 17, gestrdfadken). Der Antikorper
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konnte aber dennoch den durch Ko-Inkubation mit TNF induzierten Zelltodaraligt

blockieren (schwarze Balken). Die Préa-Inkubation mit dem antiRNAntiserum

zeigte keine vollstandige, aber dennoch eine deutliche Redulléibrzytotoxischen
Wirkung von TNF auf die KIT225-Zellen (antagonistische Wirkung). Bigebnisse
zeigen, dass die TNF-induzierte Zytotoxizitat in KIT225-Zellangtsachlich durch die
Aktivierung des TNFR1 vermittelt wird, der TNFR2 aber eir@operativen Effekt
ausubt (s. Einleitung, Abb. 2. 4).

Fur die Aktivierung von Granulozyten zeigte sich, dass sowohlatéi-TNFR1-

Antikorper, als auch das anti-TNFR2-Antiserum auch ohne zusazBeline von TNF
eine starke agonistische Wirkung auf die Induktion des CCE2tddingsauf

Granulozyten hatte (Abb. 5. 18, gestreifte Balken). Die Ko-Inkobhabeider anti-
TNFR-Antikorper wies eine synergistisch-agonistische Wirkungf, adie zum
vollstandigen Verlust der CD62L-Zelloberflachenexpression fihrte. Ergebnisse
dieses Versuches weisen also darauf hin, dass auch an Eendidierten Aktivierung
der Granulozyten beide TNFR beteiligt sind.

Ahnlich wie bei der CD62L-Expression zeigte der anti-TNFR1-Anfikdrauch fir die
Anderung der Granulozyten-Morphologie eine starke agonistische, labiee

antagonistische Wirkung. Im Gegensatz dazu wies das anti-TNRRZAIM eine
starke blockierende, aber keine agonistische Wirkung auf (Abb. )5.0i® Ko-

Inkubation mit beiden anti-TNFR-Antikorpern wies jedoch wie bei d&621-

Expression eine synergistische agonistische Wirkung auf, die dibewirkung des
TNF selbst hinausging. Die Ergebnisse deuten also darauf hig, adeh an der
Wirkung von TNF auf die Granulozyten-Morphologie beide Rezeptoreiligesind.

Insgesamt zeigten die Pra-Inkubationen mit den Rezeptor-spdeifi Antikorpern fur
jede der drei untersuchten Wirkungen von TNF (Zelltod, CD&Bedding
Formverédnderung von Granulozyten) eine Beteiligung beider Rezetofedie Art
der Beteiligung der beiden Rezeptoren schien dabei jedoch untersathiedlisein
(Tabelle 6. 2). Grob gesehen konnen zwei unterschiedliche ,Muatsgemacht
werden. Auf den Zelltod in KIT225-Zellen wirkten beide Antikdrper viegend
antagonistisch mit einem kleinen agonistischen Anteil (Abb.1B. ,Musterl®).
Umgekehrt verhielt es sich bei den Effekten auf prim&en@ozyten. Hier berwogen
die agonistischen Wirkungen der Rezeptor-spezifischen Antikdrpeveieim (Abb. 5.
18, ,Muster2").

In dieser Hinsicht spiegeln die Wirkungen der Rezeptor-spezifistimkorper die
fundamentale Zweiteilung der TNF-Effekte irde@th domairvermittelte) pro-
apoptotische und (NFB-vermittelte) anti-apoptotisch/pro-inflammatorische Effekte
wider, und untermauern, dass beide Rezeptoren an beiden Wirkungéigtbgind.
Jedoch auch innerhalb der pro-inflammatorischen Wirkungen auf [Begten gibt es
feine Unterschiede in der Wirkung der Antikérper. Das anti-TRHSRrum wirkt auf
das CD62LSheddingstark agonistisch, auf die Veranderung der Morphologie jedoch
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nur antagonistisch. Einen Uberblick liber die verschiedenen uciées Effekte der

anti-TNFR-Antikorper gibt Tabelle 6. 2.

Tabelle 6. 2 agonistische, antagonistische und synergistische Wirkungen der anti-TNFR-

Antikérper auf verschiedene Effekte

Zelltod CD62L Morphologie
agon. antagon. agon. antagon. agon. antagon.
anti-TNFR1 + ++ +++ %) +++ )
anti-TNFR2 %] ++ +++ ) %) ++
beide %) ++ synerg. %) synerg. %)

| + + + starke Wirkung

++ mittlere Wirkung

+ leichte Wirkung

@ keine Wirkung

6.2.3 Zusammenfassung des Abschnitts 6.2

Fur alle untersuchten Effekte des TNF konnte deutlich gezeigtewedass die ART1-
katalysierte Modifikation von TNF seine biologischen Wirkungen aidizgllen
hemmte.

Es ist naheliegend, dass sich die Hemmung der TNF-Effekté &D®-Ribosylierung
auf eine Hemmung der Bindung an einen oder beide TNF-Rezeptorerkfidhréa
lasst. Dazu sind mehrere Modelle vorstellbar. TNF liegteunhysiologischen
Bedingungen als nicht-kovalent verknupftes Trimer vor. Denkbar wass, die ADP-
Ribosylierung zu einer Monomerisierung des TNF und damit zu einetnsteeiner
biologischen Aktivitat fihren kénnte. WB-Analysen von ethenoADP-ribedgn
TNF-Proben, welche unter nicht-reduzierenden Bedingungen in der &0E8-P
aufgetrennt wurden, weisen aber darauf hin, dass die AD&sRierung nicht zu einer
Ent-Trimerisierung des TNF fuhrt, da sich auch TNF-Trimered&in ethenoAdenosin-
spezifischen 1G4-Antikbérper im WB nachweisen lassen (nicht g@zei
Wabhrscheinlicher ist es daher, dass die groBe und zweiféelegen ADP-
Ribosegruppe zu einer sterischen Hinderung der Rezeptorbindung fiihrt.

Obwohl die ADP-Ribosylierung einen hemmenden Effekt auf alle durclF TN
vermittelten Funktionen hatte, war die Starke der Wirkung auf leeze
Effektorfunktionen unterschiedlichVird der Einfluss der ADP-Ribosylierung auf den
Zelltod von KIT225-Zellen mit dem Einfluss auf die Aktivierung voma@ulozyten
verglichen, so wird deutlich dass die ADP-Ribosylierung den Zelteskntlich starker
hemmte, wahrend die Wirkung auf das CD&eddingund auf die Anderung der
Granulozyten-Morphologie relativ schwach war (s. Abb. 6. 1).
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KIT225/Granulozyten: Zelltod/CD62L-
Abnahme/Morphologie- Anderung ausgelost durch
ADPr-TNF relativ zum unmod. TNF

120 4
100 4 ]

80 4

60 -

40 - E Zelltod von KIT225

201 E‘—’—\ W CD62L-Abnahme auf
0 \

‘ ‘ Granulozyten
unmod 4 uMNAD 20 uM 100 uM 500 uM
TNF NAD NAD NAD

% relativer Zelltod/
% relative CD62L-Abnahme/

% relative Morphologie-Anderunc

W Anderung der Granulozyten-
Morphologie

Abb. 6. 1 Vergleich zwischen dem Einfluss der ADP-R ibosylierung von TNF relativ zum

unmodifiziertem TNF auf den TNF-induzierten Zelltod in KIT225-Zellen und auf die TNF-

induzierte Aktivierung/Morphologie-Anderung von Gra nulozyten: Das Balkendiagramm
zeigt den relativen Effekt von ADP-ribosyliertem zu unmodifiziertem TNF fir den TNF-
induzierten Zelltod von KIT225-Zellen der Abb. 5. 7 (1 ng/mL TNF, graue Balken), dem TNF-
induzierten CD62L-Shedding auf Granulozyten der Abb. 5. 10 (333 pg/mL TNF, gestreifte
Balken) und der Anderung der Granulozyten-Morphologie der Abb. 5. 11 (333 pg/mL TNF,
karierte Balken). Die % Pl-positiver Zellen bzw. die MFI-Werte fur CD62L bzw. die %
Granulozyten mit verandererter Gestalt fur die unmodfizierten TNF-Ansétze wurden dabei
jeweils nach Abzug der Basalwerte (Ansétze ohne TNF) auf 100 % gesetzt. (schwarzer Balken).

Dieser Unterschied geht parallel mit der Einteilung der TFMRktionen in zwei
verschiedene “Muster”, die durch die agonistischen bzw. antagohestisEffekte der
anti-TNFR-Antikorper sichtbar wurden. Diese lassen darauflieften, dass die
Konformation der Rezeptoren, die durch die Bindung eines Liganden bemirckt

unterschiedliche Folgen fur unterschiedliche Wege der Signsituktion hat. Die
Bindung des gleichen Liganden (in diesem Fall die Antikdrper) bewiirktdlen einen
Signalpfad eine Hemmung und fuhrt fur den zweiten zur Induktion. Diéfeeedzielle

Wirkung zeigt sich auch fur die ADP-Ribosylierung. Besonders lemdrigen NAD-

Konzentrationen (niedriger Grad an ADP-Ribosylierung) ist diekMvig auf Effekte,
die das “Muster 1" (vorwiegend antagonistische Effekte detikArper) aufweisen,
stark (Zelltod), wahrend die Wirkung auf Effekte, die das “Mugé (vorwiegend

agonistische Effekte der beiden Antikorper) aufweisen, schwstcliGranulozyten-
Aktivierung). Der Effekt der ADP-Ribosylierung auf die NB-Aktivierung konnte

noch nicht in dieses Muster eingeordnet werden, da im Rahmem Aixst weder

eine Dosis-Wirkungsbeziehung zur NAD-Konzentration hergestellt, h nate

(ant)agonistischen Effekte der anti-TNFR-Antikdrper unterswehtien konnten.
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6.3 Strukturelle Konsequenzen der ADP-Ribosylierung
von TNF durch ART1

In den vorangegangenen Abschnitten wurden die Auswirkungen der ART1-
katalysierten ADP-Ribosylierung von TNF auf die Bindung an seinefe=zn und

auf seine Funktionen diskutiert. In diesem Abschnitt sollen die stelldn
Auswirkungen der Modifikation im Zusammenhang mit bereits verfiggbar
Erkenntnissen Uber fur die Rezeptorbindung relevante Aminosaure-&ekteiert
werden.

6.3.1 Identifikation der Ziel-Arginine im TNF

Wie in der Einleitung beschrieben Ubertragt ART1, wie andekargotische mono-
ADP-Ribosyltransferasen, die ADP-Ribosegruppe von NAD spelifisauf
Argininreste. Das losliche TNF-Molekil besteht aus 157 Aminoséwan denen neun
Arginine sind. Die dreidimensionale Struktur des trimeren TNHtzedass alle
Aminosauren mit Ausnahme des Arginin 82 auf der Oberflache desexpihiert und
somit zuganglich fur die ART1 sind (Abb. 6. 2, Oberflachendadusigén A-C). Damit
sind im TNF-Molekul acht potentielle ADP-Ribosylierungsstellen flie ART1-
katalysierte Reaktion verfligbar.

Massenspektrometrische Analyse

Die massenspektrometrische Analyse von chromatographisch (HfPaki)onierten
Peptiden, die durch proteolytischen Verdau ADP-ribosylierter Prebealten werden,
ist eine geeignete Methode, ADP-Ribosylierungsstellen inePrext zu identifizieren
[109, 136, 166]. In den anfanglichen MS-Untersuchungen stellte sich hdemsssich
die ldentifizierung ADP-ribosylierter Peptide selbst ausigg&komplexen Mischungen
als schwierig gestaltete. Daher wurden eigene Voruntersuchungeainam ADP-
ribosylierten Modell-Peptid (Heptamer, ,Kemptide* von Promegagestellt. Diese
zeigten auf, dass die ADP-Ribosegruppe unter Q@aligion induced dissociatign
Bedingungen von der Seitenketten abgespalten wird, dass aladereis des fur die
ADP-Ribosegruppe spezifischen Fragmentierungsmusters (,Fingackbdr die
Identifikation von ADP-ribosylierten Peptiden méglich macht (sbdlle 5. 2). Diese
Vorgehensweise wurde von Hengel al. zeitgleich mit unseren Untersuchungen
veroffentlicht [153]. Die mit Hilfe dieser Methode durchgefénrt massen-
spektrometrischen Analysen des ADP-ribosylierten rekombinanter fliNrten zur
positiven Identifikation der beiden Argininreste R6 und R32 als PAD
Ribosylierungsstellen im TNF, wobei die Existenz weiterelPARIbosylierungsstellen
dadurch nicht ausgeschlossen werden kann.
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Mutationsanalysen
Um die aus den massenspektrometrischen Analysen erhaltenebniEsg zu

bestéatigen, wurden die identifizierten Argininreste (R6 und R32)hdmielgerichtete
Mutagenese zu Lysin mutiert. Da Lysin keine Ziel-Aminosawe RRTs darstellt,
sollten die Akzeptorstellen der ADP-Ribosylierung auf diese sé&/eusgeschaltet
werden. Der Austausch zu Lysin wurde gewahlt, weil er eeabr konservative
Mutation darstellt (die beiden Aminosduren besitzen die gleichdung und
unterscheiden sich in nur wenigen Atomen voneinander). Dadurch dmiltffekt der
Mutation auf die TNF-Struktur und damit die Rezeptorbindung mogligesing
gehalten werden. Die Analyse der Mutanten konnte die Zielrhrgibestétigen: die
Mutation beider Reste (R6/32KK) verminderte das Ausmald der RibBsylierung
deutlich (Abb. 5. 29). Gleichzeitig deuteten die Mutationsanalysdoch darauf hin,
dass es noch mindestens eine weitere ADP-RibosylierungsstellslF geben kdnnte,
da selbst in der R6/R32KK Doppelmutante keine vollstandige Unterdridam@DP-
Ribosylierung stattfand (Abb. 5. 29). Obwohl diese ADP-Ribosyliestetis noch
nicht eindeutig identifiziert werden konnte, so konnten bereits Hgenvaif ihre Lage
gewonnen werden (s.u.).

Weitere ADP-Ribosylierungsstellen
Einen Hinweis auf die Identitat einer weiteren ADP-Ribosylgsstelle(n) im TNF

lieferte einer der im ELISA-Kit verwendeten monoklonalen -@iNF-Antikorper
(, Coatind'-Antikorper). Dieser Antikorper verlor die Fahigkeit, membrandiges
TNF auf der Oberflache von mit TNF und ART1 ko-transfiziertdeKR193-Zellen in
Abhangigkeit von der eingesetzten NAD-Konzentration zu erkennen (AbB5,5.
Diagramm A). Dieser Antikorper reagierte ahnlich sensitivdie ADP-Ribosylierung
der R6/32KK TNF-Mutante, bei der die beiden bekannten ADP-Rilevaylgsstellen
mutiert worden waren (Abb. 5. 36, Diagramm A). Dies bedeuttdss die ADP-
Ribosylierung eines anderen Argininrestes fur den Verlust getuBg verantwortlich
sein musste. Es zeigte sich ferner, dass derselbe Antikdipp&44K-Mutante selektiv
nicht erkannte (Abb. 5. 37, Diagramm A).

Daher liegt die Schlussfolgerung nahe, dass sich eine ADP-Rédrasgsstelle im
TNF in der Nahe des Epitops befindet, das von @aatingAntikorper erkannt wird,
namlich in der Gegend um R44. Die Analyse der 3D-Struktur von EWt, -dass sich
in der direkten Nachbarschaft zum Arginin 44 ein weiteres Argmder Position 131
befindet (s. Abb. 6. 2; braun dargstellte Reste). Damikstelie Argininreste R44 und
R131 potentielle ADP-Ribosylierungsstellen dar.
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6.3.2 Die an der TNFR-Bindung beteiligten Aminosaure-Res im

TNF
Mit der Identifikation der Ziel-Arginine im TNF ergibt sictie Moglichkeit, die
beobachteten Auswirkungen der ADP-Ribosylierung auf die Funktion von TNF mit
seiner Struktur in Beziehung zu setzen. Die Kristallstruktur TeB-Trimers wurde
bereits 1989 geldst (pdb-Kode: 1TNF) [43]. Bisher gibt es keine tffertugangliche
Struktur von TNF in Komplex mit einem seiner beiden Rezeptgeeloch wurde die
Kristallstruktur von TNFR1 in Komplex mit Lymphotoxin (pdb-Kode: 1TNR)
publiziert [59]. Lymphotoxin ist ein Mitglied der TNF-Ligandenféisn mit ca. 30 %
Sequenzhomologie zu TNF [30]. Aus dieser Struktur lassen sich Maddelldie
Bindung von TNF an seine Rezeptoren ableiten. Die beiden TNF®eze weisen in
ihren extrazellularen Liganden-Bindungsdoménen mit jeweils vigsteth-reichen
Domanen (CRDs) untereinander groRe Ahnlichkeiten auf. Es wird davgagaungen,
dass beide TNF-Rezeptoren das trimere TNF in den latevadiefungen, die an der
Grenze zwischen zwei TNF-Monomeren entstehen, binden [167biis.2A 2).
Die 3D-Struktur von TNF zeigt, dass sich die zwei in diesteh identifizierten Ziel-
Arginine R6 und R32 in der Nahe der Monomer-Interaktionsflache undt darder
Néhe der vermuteten TNFR-Bindungsstelle befinden (Abb. 6. 2, dllargj A-E, rot
hervorgehobene AS). Aufgrund der N-terminalen flexiblen PositionAdgisins 6 ist
jedoch die genaue Orientierung dieses Restes nicht bestinfaalsaR6 stellt den ersten
Aminosaure-Rest dar, der in der Kristallstruktur aufgelidstde). Weiterhin sind in
Abb. 6. 2 die potentiellen ADP-Ribosylierungsstellen R44 und R13a&bgmn) braun
hervorgehoben. Diese beiden Aminosdure-Reste befinden siclv raltttg im TNF-
Molekail.
Zusatzliche Informationen tber die Bindung von TNF an seine Rezeptorden aus
Studien mit TNF-Mutanten erhalten. Als Assaysystem wurde bi@sen
Untersuchungen in aller Regel die Bindung an TNFR-Fc-Fusionsprotemenaet.
Eine Reihe verschiedener Einzel-Mutationen im TNF weidarauf hin, dass die
Kontakte zu den TNFRs vornehmlich durch die Aminosaurereste in Nahe der
Positionen 30, 80 und 140 des TNF hergestellt werden [106, 168-170]icKiratten
Mukai et al aufgrund dieser vorhergesagten Bindungsstellen randomisiert¢éidviata
des TNF in diesen Bereichen eingefiihrt, und mithilfe der Phaggsia+ Technologie
eine Reihe von TNF-Mutanten isoliert, die in ihrer Bindung &pezifitat entweder flr
TNFR1 oder TNFR2 aufwiesen [171]. Es zeigte sich, dass did&RIMElektiven TNF-
Varianten Mutationen in der N&dhe des Aminosaure-Restes 30eaafw wahrend die
Reste in der Nahe der Position 140 konserviert waren. Fur die Zi8&Rktiven
Mutanten ergab sich ein umgekehrtes Bild (konservierte Restéha ter Position 30;
mutierte Reste in Nahe der Position 140). In der Abb. 6. 2 @larsgy F und G)
wurden die Aminosaure-Reste, die nach diesen Untersuchungen anlaktivese
Bindung zu einem der beiden TNFRs beteiligt sind, in der Kristaktur von TNF
farbig hervorgehoben (griin: an der Bindung zu TNFR2 beteiligte AS; blawder
Bindung zu TNFR1 beteiligte AS).
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Interessanterweise gehoért R32 zu den Resten, dessen Mutatiomezudeutlich
verminderten Bindung vor allem an TNFR2-Fc fuhrt. Die voreFal. durchgeflihrten
Modell-Strukturanalysen zur Bindung von TNF an jeden der beiden TNER&sns
vorher, dass R32 konservierte Wasserstoffbriicken-Bindungen mifisgean Serin-
Resten in beiden TNF-Rezeptoren eingeht, und dass die Eliminiediesger
Wechselwirkungen zu einer reduzierten Bindung an beide TNFR fuhrt [167].
Verschiedene Mutationen des R32 wurden in der Literatur beschrigtee8ubstitution
zu Tryptophan (R32W) bewirkt eine selektive Abnahme der Bindung an ZHER
aber Mutationen zu anderen Aminosauren, inklusive der in diebeitAreschriebenen
R32K-Mutante, beeinflussten auf die Bindung an beide Rezeptoren 1706,172-
174]. Diese Daten sind im Einklang mit der in dieser Arbemaehten Beobachtung,
dass die ADP-Ribosylierung von TNF an der Stelle R32 die Bindungsiostere an
TNFR2, aber auch an TNFR1 beeinflusst.

In der Abb. 6. 2 wurde zusétzlich das Tyrosin 87 (Y87) in orange heivobgn.
Mutationen dieses Restes flhrten zu einer beinahe vollstandigeraBéder Bindung
zu beiden TNFRs, er scheint also fir die Bindung an beide TNFRatadl zu sein
[169]. Die Abbildung zeigt, dass sich die an der TNFR-Bindung illggéan
Aminosaure-Reste allesamt in der Nahe der TNF-Monomer-Iniengkfichen
befinden. AuBerdem wird deutlich, dass, trotz der allgemeimetichkeit der Bindung
von TNF zu seinen beiden Rezeptoren [167], unterschiedliche AmindR&ste am
Kontakt zu jedem der beiden Rezeptoren beteiligt sind [171].

Es bleibt anzufligen, dass auch Mutationen von TNF-Aminosaure-ReéstenRerhalb
der lateralen Vertiefungen liegen und von denen daher angenommen vassesiel
nicht an der Rezeptorbindung beteiligt sind, die Affinititeden Rezeptoren deutlich
beeinflussen kbénnen. So wurde gezeigt, dass die Mutation deslS&rmu Glycin oder
Threonin eine sehr starke Hemmung der Bindung an die TNFRs zur hrailge{169].
Somit kénnte auch die potentielle ADP-Ribosylierung der Arginine R44 Bd&d
einen Einfluss auf die Rezeptorbindung nehmen.
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Abb. 6. 2 Kristallstruktur von humanem TNF: Dargestellt sind unterschiedliche Ansichten des
TNF-Trimers (pdb 1TNF) [43]. Die ersten finf Aminosaure-Reste (AS 1-5) wurden in der
Kristallstruktur nicht aufgeldst. Zu beachten ist die variable Lage von R6 in den drei TNF-
Monomeren aufgrund der endsténdigen Flexibiltat dieses Arginins. Die abgebildeten Strukturen
wurden mit Hilfe des Pymol Programms erstellt. Die einzelnen TNF-Monomere sind
unterschiedlich farbig dargestellt. Die vorhergesagte TNFR-Bindung entlang der lateralen
Vertiefungen, die zwischen zwei TNF-Monomeren entstehen, wurde durch einen schwarzen
Pfeil gekennzeichnet. A-C) Oberflachendarstellung des TNF-Trimers, jeweils um 30 ° im
Uhrzeigersinn langs der Y-Achse rotiert. Der N-Terminus befindet sich oben. Die beiden
identifizierten ADP-Ribosylierungsstellen (R6, R32) sind rot hervorgehoben, die zwei
potentiellen ADP-Ribosylierungsstellen (R44 und R131; s. Text) braun. Die restlichen im TNF
vorhandenen Argininreste (bis auf R2, welches nicht aufgel6st wurde) wurden in schwarz
dargestellt. D) Cartoon-Darstellung der in A) gezeigten Orientierung mit den in rot und braun
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dargestellten identifizierten bzw. potentiellen ADP-Ribosylierungsstellen. E) wie in D), aber um
90 ° entlang der X-Achse nach vorne gedreht (Aufsic ht). F, G) In der Oberflachen- (F) bzw.
Cartoon-Darstellung (G; im Verhaltnis zu F um 90 °entlang der X-Achse gedreht) sind die an
der TNFR-Bindung beteiligten, durch Mutationsanalysen bekannten Aminosdure-Reste (AS)
farblich hervorgehoben. Mutationen der in blau dargestellten Aminosauren (AS 145-147) fuhren
zu TNFR2-spezifischen TNF-Varianten, der Austausch grin hervorgehobener Reste (AS 29,
31, 32) fuhrt zu TNFR1-spezifischen TNF-Mutanten [171]. Das orange markierte Tyrosin (Y87)
ist fur die Bindung beider TNFR essentiell [169].

6.3.3 Zusammenfassung des Abschnitts 6.3

Durch massenspektrometrische Untersuchungen von in Losung ADP-rilbtesyliEXF
wurden die Argininreste R6 und R32 als ADP-Ribosylierungsstellen TinF
identifiziert. Die Mutation dieser beiden Arginine zu Lysidugierte die Modifikation
(bei membranstandiger ADP-Ribosylierung von TNF) deutlich, wedrte sie aber
nicht vollig. Dies weist darauf hin, dass zumindest in membiadgy ADP-
ribosyliertem TNF noch weitere Argininreste modifiziert werd&bnnen. Erste
Hinweise auf die Lage einer zusatzlichen ADP-Ribosylieruetieswurden durch das
Bindungsverhalten eines Antikdrpers erhalten. Dieser erkennt eiopEdass den Rest
R44 umschlie3t, reagiert jedoch noch sensitiv auf die ADP-Ribosyg der
R6/32KK-Mutante, bei der die beiden Zielarginine R6 und R32 nicht nacetifi
werden kénnen. Insgesamt sind die in dieser Arbeit erhobenen Dateimkiang mit
publizierten Beobachtungen, die eine wichtige Rolle des R32 fiBiddung des TNF
an beide Rezeptoren aufzeigen.

Zu bestimmen bleibt, ob alle ADP-Ribosylierungsstellen im TNe€&icgermalien
modifiziert werden. Fur andere ADP-ribosylierte Proteine wueteigt, dass vor allem
bei niedrigen NAD Konzentrationen bestimmte Argininreste besgiranodifiziert
werden [122, 175, 176]. Mdglich ist auch, dass die Auswahl déAZggnine im TNF
von der Topologie der Modifikation abhéngt. Denkbar ist, dass, bedimgh den
fixierten Abstand zur Zellmembran die zellstandige ART1 in &snzellstandigem
TNF andere Ziel-Arginine erkennt als die I0sliche ART1 inidti@m TNF.

6.4 Struktur-Funktions-Untersuchungen durch
Mutationen der Ziel-Arginine

Um die Bedeutung der ADP-Ribosylierung an den beiden Modifikatidlesst®6 und
R32, auf die Wirkungen von TNF zu untersuchen, wurden TNF-Mutantereben
diese Ziel-Arginine gegen Lysin ausgetauscht waren, eingeBeilzei sollte durch die
konservative Mutation von Arginin zu Lysin die Struktur des Zytokingestyehend
erhalten bleiben, die ADP-Ribosylierung an der mutierten Sjetlech verhindert
werden.
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6.4.1 Die Mutation von R6

Die Mutation des Ziel-Arginins R6 zeigte keinen Unterschiedh 2Vildtyp in Bezug
auf die TNF-Oberflachenbindung an KIT225-Zellen (Abb. 5. 30). Die ADP-
Ribosylierung fuhrte bei der R6K-Mutante in gleicher Weise wimbWildtyp zu einer
Hemmung der Bindung an KIT225-Zellen (nicht gezeigt). Auch in Hinbdiok die
biologischen Funktionen von TNF verhielt sich die R6K-Mutante wie/digtyp. Die
Mutation selber hatte keinen Einfluss auf den TNF-vermitteftelitod (Abb. 5. 32)
oder die Induktion des CD628heddings(Abb. 5. 34), und in Bezug auf letztere
Funktion zeigte auch die ADP-Ribosylierung dieser Mutante die lgleRensitivitat
gegenuber der Modifikation wie der Wildtyp (Abb. 5. 34).

Daher ist anzunehmen, dass die Modifikation an R6 fir die Effdkre ADP-
Ribosylierung auf Bindung sowie Effektorfunktionen von TNF keineeBéahg hat.

6.4.2 Die Mutation von R32

Einfluss der R32K Mutation auf die Bindung von TafFseine Rezeptoren
Erstaunlicherweise bewirkte bereits die konservative Mutat@mn R32 zu Lysin, im
Gegensatz zu der Mutation von R6, eine vollstindige Hemmung ddf- TN
Oberflachenbindung an KIT225-Zellen (s. Abb. 5. 30). Dies untechtrdie Bedeutung
der Interaktion von R32 mit dem TNFR2 in diesem Zellsystem, uid isteEinklang
mit von anderen Arbeitsgruppen publizierten Daten zu Mutationerdigininrestes
[106, 173]. Da die R32K-Mutante nicht an den TNFR2 auf den KIT22%Zell
gebunden hat, konnte in diesem System nicht untersucht werden, oRADéie
Ribosylierung dieser Mutante zu einer weiteren Abnahme der Bindurtgdtiiin ob die
ADP-Ribosylierung an anderen Stellen einen Einfluss auf aiduBg ausibt.
Interessanterweise zeigte die R32K-Mutante im Vergleich wildtyp TNF Gberhaupt
keine Reduktion der Bindung an TNFR2, wenn dieser auf transfiziel#<293-Zellen
exprimiert wurde (s. Abb. 5. 31, Diagramm B). Dies unterisiit noch einmal, dass die
Geometrie der Interaktion von TNF mit seinen Rezeptoren in saftiedlichen
Zellsystemen (z.B. KIT225 vs. HEK293) verschieden sein kanmutéich aufgrund
unterschiedlicher Rezeptor-Konformationen. Die R32K-Mutation teeigbenfalls
keinen Einfluss auf die Bindung von TNF an HEK293. TNFR1-Transfedtafs. Abb.
5. 31, Diagramm A). Ob die Mutation die Bindung an endogen exptenidNFR1
auf anderen Zellen beeinflusst, konnte in dieser Arbeit nichtsuulet werden, da wir
uber kein geeignetes Zellmodell verfugten.

Insgesamt spiegelt die R32K-Mutante in Bezug auf die Bindung dR2skZellen
ziemlich genau die Wirkungen der ADP-Ribosylierung wider, wahrendafibut und
ADP-Ribosylierung unterschiedliche Auswirkungen auf die Bindung von TNF a
transfizierte HEK293. TNFR-Zellen haben (Tabelle 6. 3).
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Tabelle 6. 3 Hemmender Effekt der ADP-Ribosylierung und der R32K-Mutation auf die Bindung
von TNF an seine Rezeptoren in unterschiedlichen Zell-Systemen

Bindung von: ADPr-TNF TNF(R32K)
auf: KIT225 H'EEI%SF? KIT225 HEEE?
TNFR1 bes?iin:::bar T besgirf]rr;t]bar @
TNFR2 +++ + 4+ %)
| + + + starker Effekt + leichter Effekt @ kein Effekt |

Einfluss der R32K Mutation auf TNF-vermittelte Fuoken

Wahrend die R6K Mutation keinen Einfluss auf die Induktion desagkdlt in KIT225-
Zellen hatte, zeigten die beiden Mutanten, in denen R32 mutiert(mR&2K und
R6/32KK), im Vergleich zum Wildtyp eine starke Verminderung d&hi§keit, den
Zelltod auszulésen (Abb. 5. 32). Es ist aus den vorliegenden Ergabnissit mdglich,
mit Sicherheit zu sagen, ob die Wirkung der R32K-Mutation aufAdisiosung des
Zelltods sich uber einen Einfluss auf die Bindung an TNFR1 BN&R2 vermittelt.

Da alleine die Mutation von R32K zu einem fast volligen Funktiohssevon TNF in
diesem System gefuhrt hatte, wurde keine ADP-Ribosylierungerdidsitante mehr
durchgeflihrt, um eventuelle zusatzliche Effekte durch Modifikatioaratleren Stellen
zu detektieren.

Auch in Bezug auf das von TNF induzierte CD62heddingzeigte die R32K-Mutante
im Vergleich zum Wildtyp einen deutlichen Funktionsverlust (s. Abl33). Anders als
im Fall des TNF-induzierten Zelltodes war dieser aber nutiglarDaher wurde
untersucht, ob eine ADP-Ribosylierung der R32K Mutante die Induktion dé2ICD
Sheddingsoch zusatzlich hemmen konnte. Wahrend die Wirkung von Wildtyp-TNF
und der R6K-Mutante gleichermaf3en durch ADP-Ribosylierung gehemrdewfihrte
die zusatzliche Einfuhrung der R32K Mutation in die R6K Mutante/JREK) zum
Verlust der Sensitivitdt gegeniber der ADP-Ribosylierung (Abl84%. Daraus kann
geschlossen werden, dass fur die Hemmung des TNF-induziStieddingsvon
CD62L die ADP-Ribosylierung an der Stelle R32 funktionell relevantwéhrend die
Modifikation an der Stelle R6 keine Bedeutung hat.

6.4.3 Zusammenfassung des Abschnitts 6.4

Die Bindungsstudien mit der R32K-Mutante zeigen, dass dem Arginird&2,als
Zielaminosaure der ADP-Ribosylierung identifiziert wurde, diesondere Rolle fur
die Interaktion TNF - TNFR2 in dem den TNFR2 endogen exprimierende@2R8T
Zellsystem zukommt. Bereits die konservative Mutation didsgminrestes zu Lysin
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blockiert die Bindung an TNFR2. Zumindestens fur das CD62L-Shedding kons&e die
ADP-Ribosylierungsstelle als die funktionell relevante idenéfizaverden.

6.5 Topologische Aspekte der ADP-Ribosylierung von
TNF durch ART1

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die ADP-Ribosylierung von divEh ART1 in
unterschiedlichen topologischen Konstellationen geschehen kann, dischigdliche
biologische Konsequenzen nach sich ziehen kénnen. Zwei mdgliche Smesiade
dabei zu unterscheiden:

1. lI6sliches TNF wird von léslicher ART1 modifiziert (,endokridéirkung®)

2. losliches oder membranstandiges TNF wird von membranstandig&d
auf der Oberflache der Zielzelle modifiziert (,autokrine rkMing“). Das
modifizierte membranstandige TNF kann entweder von der Zellggabgn
werden, oder seine Wirkungen als membransténdiges Zytokin entfalten

Das erste Szenario wurde durch die Pra-ADP-Ribosylierung vondlikgh Inkubation
mit NAD und I6slicher ART1 simuliert, so wie es in den meistéersuchen
durchgefiihrt wurde. Das zweite Szenario wurde durch die Versuphiseatiert, in
denen die Wirkung von TNF auf ART1l-exprimierende KIT225-Zellen untétsu
wurde.

In beiden Szenarien fiihrte die ADP-Ribosylierung von TNF durch ART Ekiger
deutlichen Reduktion der Oberflachenbindung von TNF an KIT225-Zellen in
Abhéngigkeit von der zur ADP-Ribosylierung eingesetzten NAD-I€atration (Abb.
5. 4 und Abb. 5. 20). In Abb. 5. 4 ist die Wirkung von l6slich pra-ADP-yilbedem
TNF, in Abb. 5. 20 die Wirkung von unmodifiziertem TNF auf stabil ART1
transfizierten KIT225-Zellen in Gegenwart und Abwesenheit von exoggesetztem
NAD dargestellt.

Ein Vergleich der beiden Szenarien zeigt, dass der blockiereéimfleiss der ADP-
Ribosylierung auf die TNF-Oberflachenbindung fur die pra-ADP-ribeggn Proben
groRer war als fur die Ansatze, in denen das TNF ersderuDberflache der Zielzelle
modifiziert wurde. (Abb. 5. 20, Diagramm A bzw. Abb. 5. 4)e®kdnnte daran liegen,
dass bei gleicher NAD-Konzentration die Modifikation in Losung einéheren ADP-
Ribosylierungsgrad erzielte als die Modifikation auf der Zefirbean (vgl. in Abb. 5.
1, Western-Blot A, Spuren L und 2).

Auch der TNF-induzierte Zelltod von KIT225-Zellen zeigte Untersihién seiner
Sensitivitdét gegentber der ADP-Ribosylierung in den beiden Seandn beiden
Fallen wurden die KIT225-Zellen in Abhéngigkeit von der zur ADP-Ribesyng
eingesetzten NAD-Konzentration vor dem TNF-induzierten Zelltoscly@zt (vgl.
Abb. 5. 7 und Abb. 5. 21). Dabei zeigte sich, dass bei nigdheD-Konzentrationen
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der schitzende Effekt der ADP-Ribosylierung bei pra-ADP-rilbedgin TNF gréRer
war als bei an der Zelloberflache modifiziertem. Bei hamedAD-Konzentrationen
wurde dieser Effekt jedoch ausgeglichen.

Interessanterweise zeigte sich ein deutlicher Unterschigdclzen den beiden
Szenarien in Bezug auf die TNF-induzierte Aktivierung von BFDiese wurde durch
die Modifikation von TNF durch ART1 auf der Oberflache von KiT225-¢ll
uberhaupt nicht beeinflusst (Abb. 5. 22), wahrend die pra-ADP-Ribasytjaron TNF
die Aktivierung dieses Signaltransduktionsweges eindeutig redriziétib. 5. 13).
Diese Diskrepanz kénnte durch zeitliche Aspekte erklart weldienAktivierung des
NF- B-Signalweges erfolgt in einem Zeitfenster von Minuten nach Iniabahit
TNF. Im Falle der ADP-Ribosylierung auf der Zelloberflachiget das TNF zunédchst
im unmodifizierten Zustand auf die ART1-transfizierten KIT225-Zell®o es direkt an
seine Rezeptoren binden und den NB=Signaltransduktionsweg sofort aktivieren
konnte. Dagegen ware die Bindung des pra-ADP-ribosylierten TNEia® Rezeptoren
von vorneherein blockiert. Dass die zytotoxische Wirkung des TN alucch
Zelloberflachen-ADP-Ribosylierung gehemmt wurde (s. oben), kdnntet dakiért
werden, dass die Induktion des Zelltods eine langer dauernde titeradn TNF mit
seinen Rezeptoren erfordert [68], in deren Verlauf die Modibkatiurch ART1 auf der
Zielzelle wirksam werden konnte.

6.5.1 Zusammenfassung des Abschnitts 6.5

Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass die biologischen Konsequetezschiedlich
sind, je nachdem, ob die ADP-Ribosylierung zeitlich vor (,endokritszs‘nario) oder
zeitgleich mit (,autokrines® Szenario) dem Auftreffen von TNIF aeine Zielzellen
stattfindet. Wahrend im ersten Fall alle Effekte stark rifkesst werden, werden im
zweiten Fall die kurzzeitigen Wirkungen (z.B. Oberflachenbindung uikd BN
Aktivierung) wenig oder gar nicht gehemmt, die langfristige.(ZNF-vermittelte
Zytotoxizitat) jedoch gleich stark oder starker.

Ob die ADP-Ribosylierung des TNF allein oder zuséatzlich die Aidsylierung der
TNFR (s. Abb. 5. 23), oder auch die Modifikation weiterer bisimrekannter Faktoren
auf der Zelloberflache an der Hemmung des TNF-induziertenodebt beteiligt sind,
bleibt zu bestimmen.

6.6 Zusammenfassung und Ausblick

Das pleiotrope Zytokin TNF spielt eine zentrale Rolle bei reattien
inflammatorischen Prozessen im Korper, wie die eindrucksvollersétian Erfolge der
anti-TNF-Therapie bei chronisch entziindlichen Erkrankungen wie der dteialen
Arthritis belegen. Uber die Regulationsmechanismen seingwuvden ist bisher wenig
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bekannt. Die in dieser Arbeit beschriebene ADP-Ribosylierung Wi durch ART1

stellt einen bisher unbekannten, aber potenziell bedeutsamen tRepmeechanismus
durch posttranslationale Modifikation von TNF dar.

Ob und in welchem (patho)physiologischen Szenario die ADP-Ribosylidiundie
Regulation der TNF-Funktiom vivo eine Bedeutung hat, kann durch die in dieser
Arbeit vorgestellten Experimente nicht beantwortet werdennkbBer ist, dass dieser
Mechanismus im Rahmen von Gewebeschadigungen und Entziindungsprozessen zum
tragen kommen kénnte. Unter diesen Bedingungen werden sowohl TNF und NAD von
Zellen freigesetzt [5, 129], als auch ART1 mdglicherwesestéarkt an der Oberflache
exprimiert [135]. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass bei N&idzentrationen, die
unter entzundlichen Bedingungen physiologisch relevant sind (untekeomalarer
Bereich), die ADP-Ribosylierung von TNF eine deutliche Hemmungyetoxischen
Wirkung von TNF bewirkt, aber keinen Einfluss auf die (pro-infizatorische)
Aktivierung von primaren Granulozyten hat.

In dieser Arbeit wurden zwei mdgliche topologische Konstellatidmescthrieben, in
denen die ADP-Ribosylierung von TNF wirksam werden kénnte (Abb. @n3jem

einen Szenario konnte freigesetzte ART1 durch Modifikation voncliesth TNF die
Fernwirkungen dieses Zytokins auf Zielzellen beeinflussen (,enagkiVirkung). In

dem anderen wirde eine Zelle sich durch Expression von ART1 voytdépxischen
Wirkung von TNF schitzen (,autokrine® Wirkung).

Abb. 6. 3  Hypothetische Szenarien der ADP-Ribosyli erung von TNF und der
Auswirkungen auf seine Funktionen: s. oben stehenden Text

Die Frage, ob eines dieser beiden Szenariervo eine Rolle fur die Regulation der
TNF-Wirkung hat, wird hypothetisch bleiben, solange ADP-ribestids TNF nicht aus
menschlichen Korperflussigkeiten oder Gewebeproben vivo isoliert oder
nachgewiesen wurde. Gegenwartig ist der Nachweis ADP-rileowyi Proteine in
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komplexen Proben noch schwierig. Methodische Fortschritte vor allemder

Massenspektrometrie, wie der Nachweis des ADP-Ribose fEhdeicks” ([153] und
diese Arbeit) und die Anreicherung von ADP-ribosylierten Peptdiegnh Bindung an
Titan-Dioxid-Matrices [177], sowie die Entwicklung spezifischer ikdtper gegen
ADP-ribosylierte Proteine [178] lassen dieses Ziel jedoch &iZdkunft als realistisch
erscheinen [122].
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8. Anhang

8.1 Massenspektrometrische Daten

Ergebnisse der LC/MS-Untersuchungen von V8-verdautem rekombinantem,
unmodifiziertem bzw. ADP-ribosylietem TNF (ART1-katalysierteADP-
Ribosylierung).

Abb. Al extrahierte LC/MS F-Chromatogramme der Massen der ADP-Ribosegruppe
zugeordneten Fragmente: Nach V8-Verdau (5 ng/pLV8, UN, 37 ) von ADP-ribos yliertem
TNF  wurden die Peptidfragmente (Ober eine UPLC-Saule aufgetrennt und
massenspektrometrisch analysiert. Dargestellt sind die aus dem fragmentierten lonen-
Chromatogramm extrahierten lonen-Chromatogramme (EIC = extraxted ion current) fir die
Massen der ADP-Ribose-Fragmente ADP, AMP und Adenosin (s. Tabelle 5. 2). Die roten Pfeile
weisen auf die Elutionszeit hin (ca. 17 min), bei der alle drei Massen eluiert wurden. Die
unmodifzierte TNF-Probe wurde nicht gezeigt.

- 135-



Anhang

Abb. A2 Kombinierte LC/MS-Spektren (Elutionszeit ca . 17 min) der unmodifizierten und

ADP-ribosylierten TNF-Proben: Nur Ausschnitte der MS-Spektren, die bei niedriger
Fragmentierungsenergie, aufgenommen wurden, wurden dargestellt. In der ADP-ribosylierten
TNF-Probe (unteres Spektrum) wurde ein Signal mit m/z = 744,74 (4x geladenes Vorlaufer-lon)
detektiert (roter Pfeil), das in der unmodifizierten TNF-Probe nicht erscheint (oberes Spektrum).

Abb. A3 Extrahierte LC/MS-Chromatogramme von Vorlau  fer-lonen mit m/z = 744 +/- 3 von
unmodifziertem TNF (oberes Chromatogramm) und ADP-r  ibosyliertem TNF (unteres
Chromatogramm): In der ADP-ribosylierten TNF-Probe (unten) wurde ein Signal bei ca.17 min

detektiert (roter Pfeil), das in der unmodifizierten TNF-Probe nicht erscheint (oben).
EIC = extraxted ion current

Ergebnisse  der LC/MS-Untersuchungen von  V8/Trypsin-doppelverdautem
rekombinantem, unmodifiziertem bzw. ADP-ribosyliertem TNFR{R-katalysierte
ADP-Ribosylierung).

Abb. A4 extrahierte LC/MS S-Chromatogramme der Massen der ADP-Ribosegruppe
zugeordneten Fragmente: Nach V8/Trypsin-Dopelverdau (je 5 ng/uLV8 und Trypsin, 0N,
37 C) von ADP-ribosyliertem TNF wurden die Peptidfragmente (ber eine UPLC-Saule
aufgetrennt und massenspektrometrisch analysiert. Dargestellt sind die aus dem fragmentierten
lonen-Chromatogramm extrahierten lonen-Chromatogramme (EIC = extraxted ion current) fur
die Massen der ADP-Ribose-Fragmente ADP, AMP und Adenosin (s. Tabelle 5. 2). Die roten
Pfeile weisen auf die Elutionszeit hin (ca. 16,5 min), bei der alle drei Massen eluiert wurden. Die
unmodifzierte TNF-Probe wurde nicht gezeigt.
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Abb. A5 Kombinierte LC/MS-Spektren (Elutionszeit ca . 16,5 min) der unmodifizierten und
ADP-ribosylierten TNF-Proben: Nur Ausschnitte der MS-Spektren, die bei niedriger
Fragmentierungsenergie, aufgenommen wurden, wurden dargestellt. In der ADP-ribosylierten
TNF-Probe (unteres Spektrum) wurde ein Signal mit m/z = 906,72 (3x geladenes Vorlaufer-lon)
detektiert (roter Pfeil), das in der unmodifizierten TNF-Probe nicht erscheint (oberes Spektrum).

Abb. A6 Extrahierte LC/MS-Chromatogramme von Vorlau  fer-lonen mit m/z = 906,72 +/- 3
von unmodifziertem TNF (oberes Chromatogramm) und A DP-ribosyliertem TNF (unteres
Chromatogramm):  In der ADP-ribosylierten TNF-Probe (unten) wurde ein Signal bei

ca.16,5 min detektiert (roter Pfeil), das in der unmodifizierten TNF-Probe nicht erscheint (oben).
EIC = extraxted ion current
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8.2 Abkirzungen und Anglizismen

3D Dreidimensional

Abb. Abbildung

ADAM a disintegrin and metalloproteinase

ADP Adenosin-5’-diphosphat

ADPR ADP-Ribose

ADPr ADP-ribosyliert

AEBSF 4-(2-Aminoethyl)-benzensulfonylfluorid

Ak Antikorper

AMP Adenosin-5’-monophosphat

ANCA anti-neutrophil cytoplasmic antibodies

Arg Arginin

ARH ADP-Ribosylhydrolase

ART ADP-Ribosyltransferase

ATF2 Activating transcription factor 2

ATP Adenosin-5'-triphosphat

Bid BHS3 interacting domain death agonist
BSA Rinderserumalbumirbévine serum albumjn
Caspase Cysteinyl-aspartate-specific proteinase

cD zytoplasmatische Doméaney{oplasmatic domajn

Nomenklatur fir Oberflachenantigene

CD . -

(Cluster of Differentiatioh
cDNA komplementére DNAgomplementary DNA
cFLIP cellular FLICE inhibitory protein

Mechanismus, der in der Massenspektrometrie angewandt
CID wird, um Molekul-lonen in der Gasphase zu fragmentieren
(collision induced dissociatign

Coating Beschichtung
Cox-2 Cyclo-Oxygenase 2
CRD Cystein-reiche Doménen
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CSF
CT
Da
DD
DED
dH,O
DMEM
DMSO
DNA
dNTPs
DT
DTT
E. coli
ECL
EDTA
EF2
eGFP
EIC
ELISA
eNAD
ERK
ExoS
EZR
Fab
FAD
FADD
Fc
FCS
FGF-2
FITC
FL

colony-stimulating factor

Cholera-Toxin au¥ibrio cholerae

Dalton

death domain

death effector domain

destilliertes Wasser

Zellkulturmedium Dulbecco’s modified Eagle mediyim
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaurelésoxyribonucleic ac)d
2’-Desoxyribonukleotid-5'-triphosphate
Diphtherie-Toxin au€orynebacterium diphtheriae
Dithiothreitol

Escherichia coli

Enhanced Chemoluminescence
Ethylendiamintetraacetat

Elongationsfaktor 2

Enhanced green fluorescent protein

extrahiertes lonen-Chromatogramaxtfacted ion current
Enzyme-linked immunosorbent assay
ethenoNAD

extracellular regulated kinase

Exoenzym S auseudomonas aeruginosa
Extrazellularraum

Antigen-bindendes Fragment
Flavin-Adenin-Dinukleotid

Fas-associated death domain protein

Fragment mit konstanten Teilen eines Antikorpers
fotales Kéalberserurfefal calf serum
Fibroblast-growth factor-2

Fluoresceinthiocyanat

full length
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FSC Vorwartsstreuundgrward scattey

GPI Glykosylphosphatidylinositol

GZL Gesamitzelllysat

HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonsaure
:E]Zhégf(f)i?ity— hochaffiner Rezeptor

hiL-15 humanes Interleukin-15

HNP-1 human neutrophil peptide

HRP Horseradish PeroxidasgMeerrettich Peroxidase)
IFN Interferon

IgG Immunglobulin G

IKK inhibitor of B kinase

IL Interleukin

IP Immunprézipitation

| B inhibitor of Bs

JNK c-Jun NH2-terminal kinase

K.o. knockout

ka Assoziationsrate

Kb Dissoziationsgleichgewichtskonstante

kd Dissoziationsrate

kDa kilo Dalton

L. monocytogenes  Listeria monocytogenes

LC Flussigkeitschromatographikg(iid chromatography

LeaderSequenz Leitsequenz

LFA-1 Lymphocyte function-associated antigen 1

lipid rafts (?hplesterinreiche Mikrodoménen in Zellmembranen werden
lipid rafts genannt

LPS Lipopolysaccharid

LT Lymphotoxin

M. tuberculosis Mycobakterium Tuberculosis

m/z Masse zu Ladung-Verhaltnis
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MAP2K
MAP3K
MAPK
MES

MHC

MOPS
MS
MTNF
MWOC
NAD
NADase
NC

NF- B
NICD
NK
nSMase
NP-40
PAGE
PARP
PBL

PBS

PCR

Pdb

PDGF-BB
PE

PEI

PFA

MAPK Kinase
MAPK Kinase Kinase
Mitogen-aktivierte Proteinkinase
2-Morpholinoehansulfonsaure
Haupthistokompatibilitatskomplex
(major histocompatibility compléx
3-Morpholinopropansulfonsaure
Massenspektrometrie
membranstandiges TNF
molekulare Ausschlussgrenzedlecular weight cut Off
b-Nikotinamidadenindinukleotid
NAD-Glykohydrolase
Nitrocellulose
nuclear factor kappa B
NAD induzierter Zelltod JAD induced cell deajh
Naturliche Killerzellen

neutrale Sphyngomyelinase
Nonyl-Phenoxypolyethoxylethanol
Polyacrylamid-Gelelektorphorese
Poly-ADP-Ribosylpolymerase
Periphere Blutleukozyten

Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung
(phosphate buffered salipe

Polymerase-Kettenreaktiqmo{ymerase chain reactiyn

Datenbank fir 3D-Strukturdaten von Proteinen
NukleinsaurenFrotein Data Bank

platelet-derived growth factor-BB
Phycoerythrin
Polyethylenimin

Paraformaldehyd

- 141-

und



Anhang

pH

Pl
PI-PLC
PLAD
PMA
PMN

Priming

PRR

PTM
RHD
rhTNF
RIP1
ROS
Rpm

RPMI

RT

RU

Rzpd

S

SA

S. aureus

second messenger

SDS
Shedding

SMase
SPR

pH-Wert: negativ dekadischer Logarithmus der Konzentration
an HO"-lonen

Propidiumiodid

Phosphatidylinositol-spezifische Phospholipase C
pre-ligand binding assembly domain
Phorbol-12-myristat-13-acetat, ein Phorbolester
Polymorphnukleére Zellen

Als Priming wird die Voraktivierung von Zellen bezeichnet,
die dadurch leichter/besser auf weitere Stimulation anspreche

Rezeptor des angeborenen Immunsystems, der konservierte
Strukturen von Pathogenen erkenmpatfern recognition
recepto)

Posttranslationale Modifikation

Rel homology domain

rekombinantes humanes TNF

receptor interacting protein 1

reactive oxygen species

Umdrehungen pro Minutedtations per minute

Zellkulturmedium benannt naclRoswell Park Memorial
Institute

Raumtemperatur
Response Units

Ressourcenzentrum Primardatenbank
Svedberg sedimentation coefficient
Streptavidin

Staphylococcus aureus
sekundéarer Botenstoff
Natriumdodecylsulfas¢dium dodecyl sulfate

alsSheddingwird die Enzym-katalysierte Abspaltung von
Zelloberflachenmolekulen bezeichnet

Sphyngomyelinase

Oberflachen-Plasmon-Resonawrface-plasmon-resonarjce
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SpvB Salmonella enteric&pvB Toxin

SSC Seitwartsstreuungide scattex

STNF |6slichesgolublg TNF

TACE TNF-a converting enzyme

TAE Tris-Acetat-EDTA

tBid truncatedBid

TBS Tris-gepufferte Kochsalzlosungi$ buffered saling

THl T-Helferzellenl

THD TNF-Homologie-Doméne

TIM TRAF-interagierendes Motiv

™ Transmembran

TMB Tetramethylbenzidin

TNF Tumor-Nekrose-Faktor

TNFR TNF-Rezeptor

TRADD TNFR-associated death domain protein

TRAF TNF-receptor associated factor

Tris Tris(Hydroxymethyl)-aminomethan

U Unit

UuN uber Nacht

UPLC Hochleistungsflissigkeitschromatographie mit gesteigerter
Leistung Ultra Performance Liquid Chromatography)

uv ultraviolett

viv Volumen pro Volumen

VEGF Vascular endothelial growth factor

wiv Masse pro Volumeneight per volumpe

WB Western-Blot

WT Wildtyp
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8.3

Alanin

Arginin
Asparagin
Asparaginsaure
Cystein
Glutamin
Glutaminsaure
Glycin

Histidin
Isoleucin
Leucin

Lysin
Methionin
Phenylalanin
Prolin

Serin

Threonin
Tryptophan
Tyrosin

Valin
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