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Einleitung

1  Einleitung

1.1 Metalloproteasen und EktodomanersShedding

Proteasen, oder auch Peptidasen, katalysieren die hydrolytischen§paon Peptidketten
(Proteolyse). Sie sind fur alle Organismen lebensnotwendig und welerur Aktivierung
von anderen Proteinen, zur Prozessierung von Antigenen (unter andgsesonale
Proteasen) oder zum Abbau von nicht mehr bendétigten Proteinen (BnotBasteasen)
bendtigt.

Den Mitgliedern der Protease-Familie der Metzinkine kbnnen nebetJmtergruppe der
Serralysine, der Astazine und der Matrix-Metalloproteasen BP¥M Matrizine) die
Adamalysin-Proteasen zugeordnet werden. Die letzte Gruppe sindis Schlangengift-
Proteasen sowie die ADAM# Disintegrin And Metalloproteasg Diese zeigen vor allem in
ihrer Protease-Domane eine starke Homologie. Hier binden siaekiimen Zentrum ein
Zink**-lon tber die Histidinreste (H) des konservierten SequenzmosxHxxGxxH.
Glutamat (E) und Glycin (G) komplexieren nicht. Zusatzlich wirdeeidistinkte [3-
Faltblattstruktur im aktiven Zentrum gefunden, die durch Methioninkestaittelt wird und
wichtig fir die katalytische Aktivitat ist. Insgesamt bestekbch lediglich zu etwa 20% eine
Homologie der Aminosaurensequenz zwischen den Mitgliedern derr{dztzen. Die hier
naher betrachteten MMPs und ADAMs sind extrazellular auf odedles Plasmamembran
aktiv und spalten dort eine Vielzahl unterschiedlicher Molekiile. Die Hauptaufgabhvfes
besteht im Abbau und der Remodellierung der extrazellularenXM&#M), wodurch die
Vorraussetzung fir die Migrationsfahigkeit von Zellen im Gewgéschaffen wird, welche
auch zur Invasivitat von Tumoren beitragt (Kajgaal., 2001; Noeet al., 1997). Daruber
hinaus werden von den MMPs auch Wachstumsfaktoren und Adh&sionsmolekile @rozessi
Dies tragt zu so unterschiedlichen zellularen Aktivitdten wie Argiogenese, Entziindung
oder Differenzierung bei (Stefanidalkasal.,2006; Page-McCawt al.,2007; Fingletoret al.,
2007). Die ADAMs spalten Membranproteine, wodurch die Freisetzung deizetkléren
Doméanen von der Zelloberflache erreicht wird. Dieser Prozess agd,Ektodomain
Sheddinfbezeichnet (Jalkanest al.,1987).

ADAM-Metalloproteasen spalten unter anderem Adhasionsmolekile adbetine, Proteine
der Immunglobulin-Superfamilie und Selektine (Reetsal., 2006). Ebenso werden der

1



Einleitung

Signaliibertragung dienende endo- und parakrine Botenstoffe protdolyise der
Zelloberflache freigesetzt, so unter anderem Zytokine und demspieen im Rahmen einer
Entzindungsreaktion  (Mullberg et al., 2000; Rose-John et al., 2000).
Differenzierungsprozesse, bedeutsam vor allem in der Entwicklunggi@okomplexer
Organismen und der Krebsentstehung, beruhen zu einem gro3en Teilnalifil@gragungen
von Zelle zu Zelle durch Wachstumsfaktoren. An der Modulation auch dieser
Signaliibertragungswege sifstheddingProzesse z.B. im Falle de&pidermal Growth Factor
(EGF) oder desTransforming Growth Factor-alphgTGF-alpha) grundlegend beteiligt
(Blobel et al.,2005).

Nach der Freisetzung der extrazellularen Domane eines Membi@ngr wird der in der
Membran verbleibende Rest haufig einer weiteren Prozessierusgwvarfen, die in der
Spaltung innerhalb der Transmembrandoméane besteht. Dies wurde fduetas Amyloid
Precursor Protein (APP) und den Notch-Rezeptor gezeigt. Dieses Tgpdriembranprotein
wird nach der extrazellularen Spaltung durch den Presenilin-Kompiexhalb der Membran
geschnitten. Mitglieder der Familie der Signalpeptid-Peptidlasirken in vergleichbarer
Weise auf Typ Il Transmembranproteine. Diese sequentielle uBgaltvird in ihrer
Gesamtheit alsRegulated_htramembrane_iteolysis (Riping) bezeichnet (Steinest al.,
2000).

Man nimmt an, dass Stérungen in der strengen Regulation der Metabgeontbzw. des
Riping-Prozesses insgesamt an der Entstehung bedeutender Krankheiten vwKeelbsa.
Arthritis und Morbus Alzheimer beteiligt sind (u .a. Selketeal., 1998; Holmbecket al.,
1999; Mochizukiet al.,2007).
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Substrat

ADAM

aextrazellular

|-| . v -Sekretase

NN

Sen-
Expression

intrazellular %:

Abb. 1: Schematische Darstellung der Regulierten Intrammbrane Proteolyse

(, Riping“)

Viele Transmembranproteine werden einer sequestieProzessierung unterworfen. Zunéchst erfolgt ein

extrazellularer Schnitt, der zur Freisetzung eiBgtrazellularen Domane fuhrt. Nachfolgend wird derder
Membran verbleibende Rest innerhalb der Transmamlbradne prozessiert. Dadurch wird die intrazeleular
Domaéne (I1ZD) ins Zytoplasma freigesetzt. In vielgillen konnte fur diesen und /oder assoziiertedireteine
Translokation in den Zellkern nachgewiesen werdego, auf diese Weise die Transkription verschiedener

Zielgene moduliert werden kann.

1.2 Die Familie der Disintegrin-ahnlichen Metallopioteasen

Die ADAM-Proteasen sind Typ | Transmembranproteine, die an vi@ndsaure-Resten eine
N-Glykosylierung aufweisen und im Trans-Golgi Netzwerk sowiedan Plasmamembran
lokalisiert sind. Bereits inCaenorhabditis elegansind Drosophila melanogastewerden
ADAMs gefunden, jedoch nicht iBcherichia colj Saccharomyces cerevisiader Pflanzen
(Rooke et al, 1996; Wenet al, 1997; Seals and Courtneige, 2003).

Die zuerst identifizierte ADAM-Protease Fertilin (ADAM1)wurde auf der
Spermienoberflache des Meerschweinchens entdeckt (Bébkedl, 1992), wo sie Uber die
Bindung an Integrine auf der Oberflache der Eizellen esdefitialie Fusion von Spermium
und Eizelle zu sein scheint (Evaesal., 1995; Almeidaet al., 1995; Evanst al., 1997a;
Evanset al.,1997b). Aus diesem Grund wurde eine Funktion bei der Zell-Zell-Adhasion ftr
die ADAMs postuliert (Blobeét al.,2005)
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Eine Ubersicht tber die Familie der ADAM-Proteasen ist auf tigernet-Seite
http://people.virginia.edu/~jw7g/Table_of the ADAMs.html erhéltlich. Vom desher 40
identifizierten ADAMs zeigen lediglich 25 ein funktionelles Zink#hungsmotiv in der
Metalloprotease-Domane. Die ubrigen sind daher proteolytisch wamtschenicht aktiv.
Unter den proteolytisch aktiven sind ADAMS, 9, 10, 12, 15, 17, 19 und 28 als muysati
und/ oder pathophysiologisch besonders relevante ADAMs zu nennen. \DAMEA (u.a.
ADAM 8, 9, 10, 11, 12, 15, 17, 19, 22, 23, 28, 33) werden eher ubiquitdr im somatischen
Gewebe exprimiert. Andererseits finden sich etwa die él@lér ADAMs (u.a. ADAM 2, 7,
18, 20, 21, 29, 30) ausschlief3lich oder vorwiegend in den Hoden (Seals and Coutneidge,
2003).

Die Translokation der ADAMs an die Plasmamembran geht miAdspaltung einer relativ
grofen Prodomane durch Protein-Konvertasen wie Furin und Protein-Konvertaseer.
Dies stellt eine kontrollierte proteolytische Aktivierung desfBrm (Zymogen) dar (Mosst

al., 1997; Loechelet al., 1999; Anderset al., 2001). Dabei dissoziiert im sogenannten
Cystein-Wechsel €ystein switct) ein Cystein der Prodomane vom Zinkatom des aktiven
Zentrums (van Wart und Birkedal-Hansen, 1990; Mlial; 2006).

AlternativesSplicingwird fur einige ADAMs beschrieben, so z.B. ADAM22 (Saganheil.,
1998), ADAM29, ADAMS30 (Cerettet al., 1999) und ADAM33 (Powelkt al.,2004), ohne
dass eine funktioneller Unterschied der resultierenden Isoformen gefwidk In einigen
Fallen werden durch alternatives Splicing I6sliche Genprodukte generie. ADAM 9, 10,

12, 28), deren Funktion allerdings wenig untersucht ist (Gigdiral., 1998; Howardet
al.,2000; Robertet al.,1999; Yavariet al.,1998; Hotodeaet al.,2000).
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1.3 Die Domanen-Struktur der ADAM-Proteasen

Topologisch lassen sich die meisten ADAMs in mehrere Doméanertailger wie in Abb. 2
dargestellt ist (Seals and Courtneid2@03; Whiteet al.,2003; Bechereet al.,2003)

Die Prodoméne der ADAMs weist N-terminal eine Signalsequenzdaidie Protease dem
sekretorischen Transportweg zufiihrt. Neben ihrer bereits erwéimatetivierenden Funktion
scheint sie eine Chaperon-Funktion zu besitzen: Wird ein ADAM10-Konstwhkie
Prodomane exprimiert, ist es aufgrund nicht nativer Faltung inaktiBezug auf seine
Proteaseaktivitat. Die Koexpression der Prodomane fihrt hier zudevidierstellung der

Proteaseaktivitat , wie Andees al. 2001 zeigen konnten.

_Metalloprotease-
g Doméane

__. Prodoméane

Signal-Peptid

----- Disintegrin-Domane

cysteinreiche Doméane

-- EGF-ahnliche Domine

- Transmembrandomine

zytoplasmatische Domane

Abb. 2: Domanen-Struktur einer typischen ADAM-Metalloprotease

Die ADAMs umfassen in der Regel eine Prodomaneemigm N-terminalem Signalpeptid, die Metalloproteas
Doméne, eine Disintegrin-Doméane, eine cysteinreiddeméane, die Transmembrandoméne und eine
zytoplasmatische Domaéne. Einige Mitglieder der ADAsdmilie besitzen extrazellular zusatzlich

membranproximal eine EGF-&hnliche Doméne.

Durch Kristallisation der Metalloprotease-Domé&nen von ADAM17 (Maskad., 1998) und
ADAM33 (Orth et al., 2004) konnte der katalytische Mechanismus der Metzinkin-Proteasen
genauer definiert werden. Im aktiven Zentrum koordinieren drei ditiséiste und ein
Cysteinrest ein Zinkatom sowie Wassermolekiile. Dieses Stroétifir markiert also die
potentiell katalytisch aktiven ADAMSs.
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Die Disintegrindomane ist, teilweise in Kombination mit einesteiyreichen Doméne, an der
Regulation der katalytischen Aktivitat (Smigh al., 2002), der Substraterkennung (Reddy
al., 2000; Janest al., 2005) und der Entfernung der Prodoméane von der katalytischen
Domaéane (Millaet al., 1999) beteiligt. Die putative Rolle der Disintegrindomane bei der
Substraterkennung kénnte der Grund dafir sein, dass die Disintegrindomajenei@en
ADAMs zwischen verschiedenen Spezies relativ hoch konserviert Biaklahuraet al.,
2004). Neben den ADAMs besitzen auch die Schlangengift-Metalegmen eine etwa 90
Aminosauren grofRe Disintegrindomane. Takedaal konnten 2006 die Metalloprotease-
Domane der zu den ADAMs homologen Schlangengift-Protease Vaphmasamit deren
Disintegrindomane kristallisieren. In der resultierenden Struldgt die Disintegrindomane
aus der MP-Domane heraus und beschreibt einen C-férmigen Arm mit gelean@a
lonen. Die Disintegrin-Schleife djsintegrin-loog) ist durch die cysteinreiche Doméane
blockiert, so dass hier die Bindung an Integrinrezeptoren unwahrschestli Daher ist eine
Funktion der meisten ADAMs in der Zell-Zell-Adh&sion nicht anzunehmaniilir hinaus
wurde in dieser Arbeit in der cysteinreichen Domane, die durchngstkenservierte
Disulfidbriicken stabilisiert wird, eine sogenannte ,hypervari&adgion identifiziert. Durch

sie konnte ein grol3er Teil der spezifischen Substraterkennung vermittelt sein.

Ebenfalls innerhalb der cysteinreichen Doméne konnte durch daméstir ADAM10 ein
Interaktionsmodul fur die Erkennung des Sustratkomplexes ephrin-5A/EphA8fimert
werden. ADAM10 ist hier konstitutiv mit der Rezeptor-Tyrosin-Kin&gghA3 assoziiert.
Durch deren Bindung an den Ephrin-Liganden Ephrin-A5 wird durch ADAM10 dikuBpga
von Ephrin-A5 vermittelt, wofur dieses als ,hydrophobe Tasche“ bemete Modul
essentiell ist. Inwieweit andere Substrate der ADAMs durchsedie definierten
Sequenzabschnitt erkannt werden, ist bisher nicht detailliert uokérdVeiterhin kdnnte die
cysteinreiche Domane die Bindung von Proteoglykanen vermittelre(lala 2000).

Viele ADAMS, nicht aber ADAM10 und ADAM17 weisen dartber hinaus noch eine
Membran-proximal gelegene EGF-ahnliche Domane auf, deren Funktion unbekannt ist.
Die zytoplasmatischen Doméanen der ADAMs sind sowohl in Langawss Sequenz sehr
variabel. Hier finden sich haufig Phosphorylierungsstellen und Ski®- lfomology B
Protein-Binde-Motive. Eine Reihe von Adapterpoteinen binden am zytopiashem Teil
verschiedener ADAMs (Howaret al.,, 1999). Daher wurde postuliert, dass uber diese
Doméne die Reifung und Lokalisation sowie die regulierte Aktiwigimittelt wird (Seals
and Courtneige, 2003). Dies konnte jedoch in relativ wenigen Fallen klarggeverden
(siehe ,Regulation der ADAMSs").



Einleitung

1.4  Knock-out Studien zur Untersuchung der Funktionder
ADAM-Proteasen

Durch Analyse von Knock-out Mausen konntenidigivo Funktionen einiger ADAMs naher
eingegrenzt werden.

ADAM15 Knock-out-Mause zeigen verstarkte Ostearthritis im Aler dass dieser Protease
vor allem eine Rolle in der Homeostase von Knorpelgewebe zugespncikdeBohmet al.,
2005).

ADAM2- und ADAMS3- defiziente Mause sind trotz normaler Entwickuteyis (Choet al.,
1998, Nishimuraet al., 2001), was durch Defekte in der Spermienwanderung €Iled.,
1998) bzw. der Spermienfusion mit d&wna pellucidgShamsadiret al., 1999; Nishimuraet

al., 2001) erklarbar ist. ADAM8 und ADAM9" Mause zeigen dagegen keinen
offensichtlichen Phanotyp, obwohl diese Proteasen in vielen Geweben hpohiest
werden (Weskampt al., 2002). Der Grund hierfur durfte vornehmlich in einer beobachteten
Redundanz bzw. Kompensation der ADAM-Aktivitat im Bezug auf ein Substranlidapher
wurden verschiederKnock-out Mause hergestellt, die gleichzeitig fir mehrere ADAMs
defizient sind. So wurde durch die Herstellung von ADAM9/12/15-, ADAM9/12/15/19
ADAM9/19- und ADAM17/19-mehrfachdefizientenMausen eine redundante oder
kompensatorische Rolle fur verschiedene ADAMs in der Herzenwvigkihachgewiesen
(Horiuchiet al.,2005).

Die frihe postnatale Sterblichkeit von ADAM19-defizienten Mauseraustverschiedene
Entwicklungsdefizite des Herzens wie fehlgebildete Herzklappen unaneSeptumdefekt
zurtckzufiihren (Kuroharet al.,2004; Zhowet al.,2004).

Die perinatalen und embryonal letalen Effekte der DeletimenADAM17 bzw. ADAM10
deuten auf die essentiellen Funktionen dieser proteolytisch besaktieens ADAMSs bereits
bei der embryonalen Entwicklung hin (Blaekal., 1997, Peschoet al., 1998, Hartmanret

al., 2002). ADAM17-defiziente M&use sterben kurz nach der Geburt miadeh fir TGFe-

und EGF-Rezeptor defizienten Mausen charakteristischen Entwickldeksae an
Epithelien (getffnete Augenlider) und am Herzen (verdickte uniddbildete Herzklappen)
(Lee et al., 2003; Shiet al., 2003; Hinkleet al.,2004; Sahiret al.,2000; Peschoset al.,
1998a; Zhaet al.,2001; Jacksoet al.,2003). Der zugrundeliegende Mechanismus durfte in
einem Verlust der EGF- Rezeptor vermittelten Signaltransduktion liedebdlt al.,2005).
Mohammedet al. konnten 2004 die Bedeutung von ADAM17 fir die Regulation von
Zytokin-Netzwerken mit Hilfe von adulten Mausen zeigen, die defiignTIMP-3 (tissue



Einleitung

inhibitor of metalloproteinases}3sind. Das Ausschalten dieses endogenen Inhibitors von
ADAM17 (und zahlreicher MMPs) fuhrte in dieser Arbeit zu eindibbten ADAM17-
Aktivitat und damit zu einer verstarkten TNFProteolyse. Dies resultiert wiederum in einer
verstarkten Infiltration der Leber durch Lymphozyten und damit egsemder letaler
Leber-Nekrose.

Der frihen Tod von ADAM10-defizienten Mausembryonen am Embryonaltagudgsund

von Entwicklungsdefekten bei der Neurogenese, in den Somiten und im
Kardiovaskularsystem deutet einen weiten Wirkungsbereich diesexaBeobereits in der
Embryonalentwicklung an (Hartmaret al., 2002). Genauere Erkenntnisse tUber ADAM10-
abhangige embryonale Defekte wurden anhand von Untersuchungen aM18B2rtholog
Kuzbanian inDrosophila melanogastegewonnen: Die gestdrte Neurogenese sowie Defekte
in der Augen- Fligel- und Venenentwicklung konnte auf eine kritidgbdeutung der
ADAM10—katalysierten Spaltung des Notch-Rezeptors sowie desseanddg Delta
zuruckgefuhrt werden. Ektodoméan8heddingwurde so als ein notweniger Schritt in der
durch den Delta/Notch Signalweg gesteuerten Lateralinhibition fagerti (Rooke et al.,
1996; Sotilloset al., 1997; Paret al., 1997a; Hattoriet al., 2000; Schimmelpfennigt al.,
2001).

1.5 Regulation des Ektodoméaneitheddings

Auf der Zelloberflache existiert eine basale Metalloproteddastat, die einen stetigen
Umsatz von Proteinen vermittelt (,konstitutiveShedding). Dabei besitzt jede
Metalloprotease ein charakteristisches, mehr oder weniger V&itedtratspektrum. ADAMs
erkennen im Gegensatz zu vielen anderen Proteasen keine engrigefiSpaltsquenzen. Fir
die reine Substraterkennung scheint die cysteinreiche Doméane béastterigen
Untersuchungen die grof3te Rolle zu spielen (siehe ,Doméanenstruktur der ADAMs®)
Darlber hinaus kann eine Zelle durch Induktion Sleeddingselativ schnell auf bestimmte
aullere Einflisse reagieren (,induzier@&sedding). Die Aktivitdt von Metalloproteinasen
wird endogen unter anderem durch Zytokine, Wachstumsfaktoren, die der Aktivierung von G-
Protein gekoppelten Rezeptoren oder Veradnderungen in der intrazsllular
Kalziumkonzentration beeinflusst (Hoopet al., 1997; Subramaniaat al., 1997; Blobelet

al., 2000; Yaret al.,2002). Experimentell kann die Ektodomanenspaltung vieler Proteine wie
von CD44 (Nagano 2004) oder von Betacellulin durch lonomycin (vermitéddidn-Influx)

stimuliert werden. Eine weiteiia vitro Stimulation kann Uber Phorbolester wie Phorbol-12-
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Myristat-13-Acetat (PMA) erreicht werden: z.B. beim IL6-zZRptor (Matthewst al., 2003,
Arribas et al., 1996; Mulberget al.,1993), TGFe (Arribaset al.,1996; Zhenget al.,2004)
L-Selektin(Peschoret al.,1998; Arribaset al.,1996), APP (Arriba®t al., 1996, Buxbaunet
al.,, 1998), L1 (Maretzkyet al., 2006) oder CX3CL1 (Hundhausest al., 2003). Es ist
allerdings bisher weitgehend unbekannt, welche molekularen Mechanisneser di
Stimulation zugrunde liegen. Auch liegen teilweise fir identifizieSignalkaskaden
unterschiedliche Ergebnisse vor, wie z.B. im Falle des PMA-indaniepro-HB-EGF
Shedding Izumi et al.,(1998) schreiben hier der Proteinkinase C (BK€ine grundlegende
Rolle zu, wahrend Gechtmaat al., (1999) eine essentielle Beteiligung des MAP-Kinase-
Signalweges nachwiesen. Hier scheint eine Abhangigkeit vom Igewsitersuchten
Zellsystem gegeben zu sein.

Fir die Regulation der ADAM-Aktivitaten werden héaufig die werkgnservierten
zytoplasmatischen Domanen der ADAMs diskutiert. Sie sind sowohllange als auch
Sequenz sehr variabel. In einigen ADAMs werden in dieser Domane
Phosphorylierungsmotive gefunden. Fir daiseddingvon TrkA (Neurotrophinrezeptor)
wurde eine PKC/Erk vermittelte Phosphorylierung des’*fhin TACE als notwendig
beschrieben (Soondt al., 2005, Diaz-Rodriguezt al., 2003). Ebenfalls durch Erk wird
Sef?in TACE nach TGFa-Stimulation phosphoryliert, ohne dass hierfir allerdings eine
physiologische Konsequenz ermittelt wurde (Eaal.,2003).

Fur die ebenfalls haufig vorkommenden SH3-Bindemotife konnten tsdwei
Interaktionspartner identifiziert werden, die zum einen die Lokalisaund Transport der
entsprechenden ADAMs vermitteln (PACSIN2, alpha-Actininl und 2) undushb aur
Regulation der ADAM-Aktivitat beitragen kénnten. Besonders ADAM15stveine Vielzahl
von Interaktionspartnern auf, so die Adapterproteine Endophilinl, SH2PHIGRB2 und
drei Kinasen aus der Src-Familie (Src, Lck, Hck) (Howardl., 1999; Poghosyamet al.,
2002).

Eine relativ komplexe Form der ADAM-Regulation wird in den laizlahren anhand eines
Mechanismus deutlich, in dem G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GR{E2BR§hedding
bestimmter Substrate initieren (Hollbroet al., 2004). Dabei wird ein
Transaktivierungsmechanismus beobachtet, in dem tGber GPCR-AktivieruSgaliung von
EGF-Liganden durch ADAM-Metalloproteasen stimuliert wird (Daub 19% 2002). Es
werden hierfur Signalkaskaden, die Uber Rezeptor-Tyrosin-Kinasen undsahmeeliche

second messengaiie C&" oder ROS (feactive aygen pecie$) fiihren, diskutiert. Dariiber
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hinaus wird auch hier die Phosporylierung durch PKCs als bedeutddewranismus
angenommen (Ohtst al.,2006)

Die Aktivitdt von MPs wird endogen durch die vier strukturell sehr hogest TIMP-
Proteine (ssue_nhibitors of_netalloproteases) mittels Bindung an das katalytische Zinkion
der ADAMSs inhibiert (Brewet al., 2000) TIMP-1, -2, und -4 werden sezerniert, wahrend
TIMP-3 mit der extrazellularen Matrix assoziiert bleibto(@ez et al., 1997). TIMP-3
inhibiert ADAM17 (Amouret al.,2000) und ADAM12 (Loechedt al.,2000), ADAM10 wird
durch TIMP-1 und -3 inhibiert (Amouet al., 2000). TIMP3 scheint insgesamt auf die
meisten ADAMSs inhibitorisch zu wirken (ADAM12, 13, 17, 19, 28 und 33) (Arriegal.,
1996; Hargreavest al.,1998; Borlancet al.,1999; Fitzgeraleet al.,2000; Mohammeet al.,
2004). Lediglich fur die Metalloproteasen ADAM8 und ADAM9 wirken keirex dIMPs
inhibitorisch (Amouret al.,2002).

Synthetische Hydroxamat-basierende Inhibitoren wie BatimasthMarimastat ersetzen das
Zink-koordinierende Wassermolekll im katalytischen Zentrum und bl@kietadurch
zinkabhangige Proteinasen (Makses al., 1998). Uber die Breitband-Inhibitoren hinaus
wurde in letzter Zeit versucht, spezifischere Inhibitoren zu ekeMcKottirschet al.,2002;
Sawaet al., 2002), auch um das Problem der Redundanz zwischen den Metalloproteasen
naher analysieren zu konnen. Hier sind die ebenfalls Hydroxamadrtbasilnhibitoren
GI254023X und GW280264X zu nennen (Ludvagal., 2005). GI254023X blockiert das
konstitutive Sheddingdes IL-6-Rezeptors sowie der Chemokine CX3CL1 und CXCL16,
welches durch ADAM10 vermittelt wird. Der Inhibitor hat aber kaignflu? auf die PMA-
induzierbare Prozessierung dieser Substrate durch ADAM17. Daher&ia5d023X als
preferentieller ADAM10-Inhibitor angesehen werden. Kinetische Asealyzeigten eine mehr
als 100fach hohere Inhibiton von ADAM10 als von ADAM17 durch G1254023X (Luchig
al., 2005). Die PMA-induzierte sowie die konstitutive Freisetzung derrggea Substrate
dagegen kann durch den Inhibitor GW280264X blockiert werden, welcher dajesr lgeide

Proteasen wirksam ist.

1.6 ADAM10 und ADAM17

ADAM17 wurde zunachst als die Protease identifiziert, welche Tdenor-Nekrosefaktor
alpha (TNF-alpha) prozessiert, und wird daher auch als TAGEGr necrosis factorlpha
converting _@zymé bezeichnet (Gearinget al., 1994). Besondere Bedeutung kommt

ADAML17 bei der Regulation von Entziindungsprozessen zu, vor allem durchtdibgBag
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an der Prozessierung von Zytokinen wie dem Chemokin CX3CL-1 und Zytokeptezn
(CD30, CD40, IL-1-Rezeptor-Il, IL-6-Rezeptor, IL-15-Rezeptor, TNF-R&zel und TNF-
Rezeptor Il) (Peschoet al.,1998a; Gartoet al.,2001; Hundhauseet al.,2003; Matthewst

al., 2003; Blacket al.,2003; Bechereet al.,2003; Continet al.,2003; von Tresckowet al.,
2004; Budagiaret al., 2004). Uber die Regulation von Zytokinen und deren Rezeptoren
hinaus ist ADAM17 ebenfalls an der Regulation von Wachstumsfaktoren und
Wachstumshormonen beteiligt. So werden verschiedene Mitglieder E@G#-Familie
prozessiert (Blobett al.,2005).

Die Metalloprotease ADAM10 (SUP-XC/elegans KUZ, kuzbanian/D. melanogastgrist
dbiquitar exprimiert, wobei eine besonders hohe Expression im Gehirncbéstbaird. Sie
besitzt ein weites Substratspektrum und ist dadurch an sehr vielersammdlichen
Prozessen beteiligt. ADAM10, isoliert aus dem Rinderhirn, wurdesza¢s jmyelin basic
protein degrading enzyrhéeschrieben und spater als ADAM10 klassifiziert (Chaetrgl.,
1989).

Im adulten Organismus ist ADAM10, wie auch ADAM17, an verschied@&remessen und
Regulationsnetzwerken beteiligt, so u.a. an der Proteolyse achstumsfaktoren
Betacellulin, EGF und HB-EGF (Sahat al.,2004), des ImmunglobulinE-Rezeptors CD23
(Weskampet al.,2006) oder der Zytokine CX3CL1, CXCL16 und TNKAbel et al.,2004,
Goughet al., 2004). Als Zytokinrezeptor ist bisher nur der IL-6-Rezeptor als ADQB-
Substrat bekannt (Matthewes al.,2003). Des Weiteren werden durch diese beiden Proteasen
wichtige Adhesionsmolekile wie N- und E-Cadherin oder L1 prozessiert @a&ks2006).
Aufgrund der frihen Letalitdt von ADAM10- und ADAM17-defizienten Mauseraoben
wurden zahlreiche Substratanalysen mit aus diesen Tieren gewonf@n®blasten-
Zelllinien durchgefuhrt. In diesen Untersuchungen zeigte siclh diac ADAM10 und
ADAM17 eine hohe Redundanz gegenuber einer Vielzahl von SubstratenrdSp.Bvi APP

von beiden Proteasen prozessiert, wobei allerdings die Rolle von ADAMigschiedenen
Zellinien stark variiert (Hartmann 2002). In vielen Fallen voebbachtet, dal3 ADAM10 ein
bestimmtes Substrat konstitutiv spaltet, wahrend ADAM17 das gleRitmtein unter
bestimmten Stimulationsbedingungen, vor allem durch PMA-Stimulationegs@zt. Dieses
Prinzip findet man unter anderem bei diversen EGF-Liganden und denidwiraslekilen

E- und N-Cadherin. Dariber hinaus ist bei den letzteren Molekulendsei@paltung durch
ADAM10 uber das konstitutive Mal3 hinaus durch das lonophor lonomycin oder Agenzien
wie Staurosporin oder Methylcyclodextrin (MCD) stimulierbaraf®tzkyet al, 2005; Reifl

et al.,2005).
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1.7 Der Fas Ligand

Der Fas-Ligand (FasL) st ein aus 281 Aminosduren bestehendes!| Typl
Transmembranprotein. Schematisch ist der FasL in Abb.3 dargdssettizellular besitzt er
drei N-Glykosylierungsstellen sowie eine Selbstassemblierungstgm die eine
Trimerisierung des FasL vermitteln kann. Die Generierungl@#€hen FasL (IFasL) wird
durch die proteolytische Spaltung zwischen den Aminosauren 125-131 erfeichkéet al.,
1998; Schneideet al.,1998) Intrazellular wird eine einzigartige prolinreiche-DomarkeO)P

sowie ein potentielles Casein-Kinase-Motif (CKI) gefunden.

intrazellulare . .
extrazellulare Doméane

Domane
r N — —~
N=cki PRD SA F275 ‘—C

RN "

1 281
126-130
MP-S
N\ AN _
NTF1 (~ 18 kDa) I6slicher FasL (~ 26-29 kDa)
~— _

Volllangenprotein
(~ 40-42 kDa)

Abb. 3: Schematische Darstellung der FasL- Struktur

Der humane FasL ist 281 Aminosauren umfassendedITig@ansmembranprotein. Intrazellular findet sigin
Casein-Kinase Motif (CKI) und eine prolinreiche Déme (PRD), die Wechsewirkungen mit SH3 Doméanen
anderer Proteine vermitteln kdnnte. Extrazellulénd sSpaltstellen fiir eine oder mehrere Metallopsén
beschrieben. Diese liegen zwischen der Transmembrafine und einer Region, die fur die
Selbstassemblierung des FasL von Bedeutung istCRe&rminale Doméane ist homolog zu anderen Mitgliad

der TNF-Familie und weist C-terminal einen fur digotoxizitat kritisches Phenylalanin an Positiofb2auf.

Der Fas Ligand gehort zur Familie der TNF-Zytokine. DiespeBamilie besteht aus 19
Mitgliedern, die Uber die Bindung von insgesamt 29 Rezeptoren so untensti@dRiozesse
wie Immunantworten, Haematopoese und Morphogenese regulieren. Patblmgjgch sind
sie unter anderem an der Tumorgenese, Diabetes, RheumatoiddrsAutitiam septischem
Schock beteiligt (Aggarwal, 2003). Nach Bindung an den Rezeptor vémuieeMitglieder

12
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der TNF-Familie entweder Apoptose (TNF, LT, FasL, TRAIL, TWEAKd LIGHT),
Uberleben (TRANCE, BAFF), Differenzierung (TNF, TRANCE, ©Roder Proliferation
(TNF, CD27L, CD30L, CD40L, APRIL, BAFF) (siehe Aggarwait al., 2003, und
Referenzen darin)

Der FasL wird insbesondere von zytotoxischen T-Zellen (CTLs) untidridhen Killerzellen
exprimiert. Aber auch von Zellen der Schilddrise (Giordano 1997),iKersten (Gutierrez-
Steil et al., 1998), Neutrophilen (lileet al., 1996), Astrozyten (Choet al., 1999) oder
Mikroglia (Frigerioet al., 2000) wird der FasL exprimiert. Des Weiteren findet man FasL-
Expression in immunpreviligierten Geweben wie Gehirn, Hoden (Ballgtral., 1995) und
Auge (Griffith et al.,1995) sowie in manchen Tumoren (O Corgtedl.,1996).

Die Bindung von FasL an den Fas-Rezeptor induziert den programnietterd (Apoptose)
der Fas tragenden Zelle. Die Apoptose stellt eine entscheideodaussetzung fur die
Metamorphose, Differenzierung sowie flr die Homeostase einesi@mgss dar (Krammer
et al.,2007).

Apoptose kann intrinsisch Uber die Freisetzung von Cytochrom ¢ aus Mito@mgnezuim
Beispiel als Reaktion auf DNA-Schadigung, ausgelost werden. Durgenaonten
Todesrezeptoren aus der TNF-Rezeptorfamilie wird ein extrimsss apoptotisches Signal
ausgelost (Peteat al., 1999). Beide Signalwege resultieren in der sequentiellen Aktivierung
von Caspasen_(Steinyl-Aspartat_spzifischen Proteasgndie das kontrollierte genetische
Programm der Apoptose vermitteln (siehe Hengartd@®0 und Referenzen darin). Man
unterscheidet Initiatorcaspasen von den nachgeschalteten Caspasewmlurchie die
Initiatorcaspasen aktiviert werden. Ziele der nachgeschalteispaSen sind unter anderem
DNAsen, DNA-Reparaturenzyme und diverse Strukturproteine wie Aktin usdirle.
Dadurch werden die typischen Veranderungen der apoptotischen Zelle herfesrgdie sie
z.B. von einer nekrotischen Zelle unterscheidbar machen. Schon morpHolagjisdie
Apoptose an der Abschnirung sogenannter apoptotischer Vesikel éKair, 1972) zu
erkennen, wahrend bei der Nekrose Zytoplasma austritt. Biochekasohman den wahrend
der Apoptose auftretenden geordneten Abbau des Chromatins u.a. amustiéerder DNA
im Agarosegel nachweisen.

Fur den extrinsischen Weg stellt der Fas-Rezeptor (CD95) damtrrsuchten Prototyp der
apoptotisch aktiven TNF-Rezeptoren dar. Die Bindung von FasL fuhrt zuendess
Multimerisierung, was eine Rekrutierung der Caspase-8 Uber glid@edesdomanen im sog.
DISC (death_nducing_ggnaling compley bewirkt. Dies fuhrt zur autokatalytischen Spaltung

und damit Aktivierung der Initiatorcaspase-8. Diese Caspase aktduech Spaltung der

13



Einleitung

Proformen verschiedene nachgeschaltete Effektorcaspasen wpmas€a&s Aber auch
Caspasen wie Caspase-6 und Caspase-7, die einer Signalverstarkhnigrdaeessierung der
Caspase-8 vermitteln (Mederatal.,1997; Kischkekt al.,1995).

Fas Ligand

' Truncared b G \/
Procaspase-3

Cﬁorhmma c

i E% =

Apopiosnms =::.r—“g
Campase- i“j_; ';\

e
Procaspase-2
l laps

Todessubstrate

-_l BmacTIABLO

Abb. 4: Intrinsischer und extrinsischer apoptotischer Signalweg

Im intrinsischen Signalweg fuhrt z.B eine Schadmyaer DNA zur Freisetzung von Cytochrom c ins Zgtos
Dadurch lagert sich ein als Apoptosom bezeichndtdtiproteinkomplex zusammen, der unter anderemfApa
und Caspase-9 enthalt. Die nachfolgende SpaltumgEffektorcaspase-3 stellt die Schnittstelle mitmde
extrinsischen apoptoischen Signalweg dar. Diesed wurch Ligandenbindung an einen apoptoisch altive
Rezeptor aus der TNF-Superfamilie ausgeldst. Dstiedlt der Fas-Rezeptor den klassischen Todesi@zéat,

und die Bindung des Fas-Liganden fiihrt zu einem@risierung des Rezeptors. Der weitere apoptotische
Signalweg verlauft Uber die autokatalytische Aldrving der Caspase 8. Details siehe Text.

(nach Hengartner, 2000)

Die fur die Vermittlung des intrinsischen Signalwegs esseatiéllsammenlagerung des
sogenannten Apoptosoms wird durch die Freisetzung von Cytochrom c tachdvidrien
eingeleitet, wobei dies wiederum durch DNA-Schadigung ausgeltst werden kann.

Auch fur die erfolgreiche Ausfiihrung eines extrinsischen Todedsiggaan die Cytochrom

c-Freisetzung notwendig sein. Dies ist der Fall, wenn nur wenig Caspase-8QmdBI8tiert
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wird, so dass eine Aktivierung der Caspase-3 unterbleibt. Hier kaanSegnalverstarkung
durch die Caspase-8 vermittelte Spaltung von Bid und dadurch ausgélgsthrom c-
Freisetzung (Let al.,1998, Lucet al.,1998) erreicht werden, wodurch dann tber diesen Weg
doch noch die Caspase-3 aktiviert wird.

Im Immunsystem nimmt die Fas/FasL-vermittelte Auslésung dgroptose eine
Schlusselfunktion ein. So wird z.B. eine Virusinfektion durch Auslésung von -FasL
vermittelter Apoptose in infizierten Zellen bekampft (Rouweeral., 1993). Auch stellt der
FasL einen entscheidenden Vermittler der Tumorsuppression durcimdasmsystem dar
(Rensing-Ehlet al., 1995). Doch auch fur die effektive Gegenregulation einer T-Zell
vermittelten Immunantwort ist das Fas/FasL-System von entssigad Bedeutung.
Aktivierte, mature T-Zellen exprimieren gleichzeitig Fas unaslE und sind sensitiv
gegenuber FasL vermittelter Apoptose, wobei die Fas-Aktivieruny imuautokriner Weise
geschehen kann (Nagatal., 195; Brunneret al., 195; Dheinet al., 195, Scott, D. Wet

al., 1996) Dieses Phanomen wird als Aktivierungs-induzierter Zellto€€DAIbezeichnet
(Alderson et al., 1995). Entsprechend zeigen Mause, deren FasL aufgrund einer
Punktmutation (F275L) im C-terminalen Bereich Fas nicht binden kédeamnsogennannten
gld (generalised lymphoproliferative disexg$ghanotyp, der auch als Canale-Smith-Syndrom
beschrieben ist (Wat al.,1996; Rieux-Laucagt al.,2003). Dieser ist durch eine Anhaufung
von (autoreaktiven) T-Zellen charakterisiert (Coletral.,1991). Eine vollstdndige Deletion
des Fas Ligand-Gens verursacht dartiber hinaus, ebenso wie die Didstf@asRGens, eine
noch massivere Proliferation der Lymphozyten. Dies weist auf Rastaktivitat degld-
Alles hin (Karrayet al.,2004).

In Zellen des Immunsystems wird der FasL nach primérer Stilowlaxprimiert und in
spezialisierten Organellen, den sogenannten sekretorischen Lysosopecher (Blott und
Griffith, 2002). Nach Kontakt mit einer Zielzelle wird dieses HKumartiiment zur
immunologischen Synapse geleitet, so dass sich ihre zytotoxisaleésin® gegen die
Zielzelle richten kénnen (Bossi und Griffith, 1999).

Die Expression des FasL erfolgt im Rahmen der T-Zell-Aktivierung mérdrihen Aktivitat
von Src-Kinasen dber Stimulation des T-Zell-Rezeptors, und mehreassiddhe
Transkriptionsfaktoren wie NF-AT, NF-kB und c-myc binden am Hashmoter (Janssest

al., 2003). Durch den Entzug von Wachstumsfaktoren wird die Expression de&lfaasien
forkheadTranskriptionsfaktor stimuliert (Kavurnet al.,2003; Brunett al.,1999).

Die Expression des FasL tragt zur Aufrechterhaltung des immuihgierten Status der

entsprechenden Gewebe bei. In der Transplantationsbiologie werdeanallagd sogar
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xenogene, FaslL-exprimierende Transplantate von immunpreviligiertganén wie die
Cornea vom Empfangerorganismus nicht abgestol3en (Bekgral, 1995, Griffith, et al.,
1995). Die weiteren Untersuchungen brachten allerdings widerspriichiResiltate
hinsichtlich der Ubertragbarkeit dieses Phanomens auf die Transiplardaderer Gewebe
wie den Langerhans Inseln, die zur konstitutiven Expression von Fashcgehlvurden.
Wahrend auf diese Weise in einer Studie die Abstofiung von transpéantiemgerhans-
Inseln verhindert werden konnte (Latial., 1996), fiihrte die Uberexpression von FasL in der
anderen Untersuchung zu einer verstarkten Entziindungsreaktion (&Hiabr1997).

In analoger Weise zum Modell des Imunprevilegs wird fir eimglz&hl von Tumoren
angenommen, dafl sie sich durch FasL Expression einem Zugriff desnsysems
entziehen. Dieses Modell der FasL-vermittelten Deletion von riefignden Immunzellen
durch die Tumore wird algymor counterattack bezeichnet (O’Connekt al.,1996; Hahne
et al.,1996).

1.7.1 Die proteolytische Prozessierung des Fas Lig#en

Nachdem der FasL auf die Zelloberflache gelangt, wird eraffieggn Ausmald proteolytisch
abgespalten und l6slicher FasL (IFasL) sezerniert. Metallop®tahibitoren vermindern
die Menge an IFasL bei gleichzeitiger Verstarkung der FastH@ichenexpression (Tanaka
1999).

Die Identitat der FasL-prozessierenden Metalloprotease igiliddifiir spezielle Gewebe
oder durchin vitro Versuche bekannt (Powedt al., 2001; Mitsiadeset al., 2001; Vargo-
Gogolaet al., 2002a; Crawforcet al., 2002; Vargo-Gogolat al.,2002b). Fur Mausepithel-
Zellen wurde beschrieben, dass MMP7 die Spaltung von biologisch akizysmipxischen
FasL vermittelt (Powell 1999). Die Spaltstellen des humanah Wwasden fur Mauszellen an

der Position Lysitf*-Glycin'*

(Tanaka, 1998) kartiert, in humanen Zellen wird der hFasL
zwischen den Aminosauren SeéffhLeucin®’ geschnitten (Schneider 1998). Daher koénnte
der FasL in humanen bzw. murinen Zellen von unterschiedlichen Proteassssgpert
werden, oder die gleiche Protease nutzt unterschiedliche Spettdtelvitro kann der hFasL
durch MMP7 an diesen beiden Schnittstellen, sowie dartber hinaus nochnem ei
membranproximalen Sequenz der Aminosaurereste 109-115 (ELAELR) (Gagaaet al.,

2002a).
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Mdglicherweise konnten unterschiedliche Spaltstellen in verschiedeedgysfem die
beobachteten Unterschiede in der biologischen Aktivitdt des |FddBrer: In hohen
Konzentrationen kann der humane |6sliche FasL toxisch wirken, wie Tastakh mit
Uberstanden von hFasL-transfizierten Zellen zeigen konnten. Da baehriebenen
Spaltstellen auf3erhalb der fir die zytotoxische Aktivitat emslemt Selbstassemblierungs-
Domane liegen, ist diese Beobachtung plausibel (Orliretkal., 1997). In anderen
experimentellen Zusammenhangen wurde dem IFasL allerdingseauehantiapoptotische
Wirkung zugeschrieben, indem durch ihn die Bindung des membrangebundebem Feken
Fas-Rezeptor blockiert wird (Schneidstral., 1998). In erster Linie wird das Ektodomé&nen-
Sheddingdes FasL als Mechanismus zur Herunterregulation seiner Aktiaierpretiert, da
der membrangebundene, auf der Zelloberflache exponierte FasL geagekeildéslichen
Form ein hohere biologische Potenz aufweist (Schneitiat., 1998; Tanakeet al., 1998;
Sudaet al.,1997; Hohlbaunet al.,2000).

Des Weiteren besitzt der IFasL in geringeren Konzentrati proinflammatorische Wirkung,

indem er als Chemokin auf Neutrophile wirkt (Ottoneital.,1999).
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2  Wissenschaftliche Fragestellung

Im Rahmen dieser Arbeit sollten bisher nicht identifizierte Satesfir die Metalloprotease
ADAM10 gefunden werden.

Aufgrund der Literaturlage erschienen Mitglieder aus der kauhdr Tumor-Nekrosefaktoren
hierfir als aussichtsreich. Insbesondere sollte untersucht werdenDAMI® den Fas

Ligand protelytisch prozessieren kann.

Eine Analyse der physiologische Relevanz der ADAM10-verneitelproteolytischen

Prozessierung des entsprechenden Proteins sollte folgen.

Darlber hinaus sollten in dieser Arbeit molekulare Mechanismen,udi&ustratspezifitat
von ADAM-Proteasen beitragen, identifiziert werden. Des Weitemdlten ebenso Fragen zu

der Regulation der proteolytischen Freisetzung von ADAM-Substraten uctiexgerden.

Hierfur sollten chiméare Proteasen aus ADAM10 und ADAM17 herdestetden. Mit ihnen
sollten moglichst strukturelle Einheiten ermittelt werden, dievantlig und/oder hinreichend

fur die konstitutive oder stimulierte Aktivitat der beiden ADAM-Proteasad.si

Dazu sollten im Verlauf der Arbeit weitere Substrate idemift werden, die sich fur die
Chimérenanalysen eignen, da sie einer spezifischen Prozesstkmahg jeweils eine der

beiden ADAM-Proteasen unterliegen.
Basierend auf ADAM10/ADAM17-doppeldefizienten Mausfibroblasten, die in der

Arbeitsgruppe hergestellten worden waren, sollten auf diesem Wégdissthe Grundlagen

zur Untersuchung der Spezifitat und Regulation von ADAM-Proteasen aufgebdenwer
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3  Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Gerate

Agarosegeldokumentationsanlage Gel Jet Imager, Intas, Gottingen, D
Agarosegelkammer Modell H5, Bethesda Research Laboratories,

Gaithersburg, USA
Chemilumineszenzkammer

1000/LAS-1000 Fujifilm, Kanagawa, Japan
DNA-Photometer GeneQuant pro, Biochrom Ltd, Cambridge, UK
Elektroporationsgerat Gene PulserTM, BioRad, Munchen, D
Inkubatoren (Zellkultur) Heraeus, Hanau, D

(Bakterien) Memmert, Schwabach, D
96-well-Mikrotiterplattenleser Sunrise, Tecan, Crailsheim, D
Nass-Blot-Apparatur
(Trans Blot/Wet Blot) BioRad, Minchen, D
Nukleofektionsgerat Nucleofectdt AMAXA, Kéln, D
PCR-Cycler Perkin Elmer, USA
pH-Meter Krick, Langenselbold, D
SDS-PAGE Kammer Mini-Protean
3-Elektrophoresis-System, BioRad, Munchen, D
Spannungsquelle Powerpack 200/300 BioRad, Miunchen, D
Sterilbank danLAF VFR 1806 Claus Damm A/S, Humlebaek, DK
Thermoblock Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg, D
UV-Tisch Reprostar Camag, Muttenz, Ch
Mikroskope
Fluoreszenzmikroskop, Modell Axiovert  Zeiss, Jena, D
Fluoreszenzkamera, Axiovert 200M Zeiss, Jena, D
Fluoreszenzfilter — A350/A488/A594 Zeiss, Jena, D
Phasenkontrastmikroskop Leika

Zentrifugen:

Biofuge fresco Heraeus, Hanau, D
Tischzentrifuge 5415 C Eppendorf, Hamburg, D
Zellzentrifuge Universal 32, Typ1605 Hettich, Tuttlingen, D
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3.1.2 Verbrauchsmaterial

Zellkultur-Material
Kunststoffverbrauchsmaterial
Sterilfilter

PVDF-Membran
Whatmanpapier

Parafilm ,M*
Zentrifugenrdéhrchen

Protein-G-Sepharose

3.1.3 Chemikalien

30% Acrylamid/0,8% Bisacrylamid
Rotiphorese Gel 30
Agar-Agar, hochreine Qualitat
Agarose, Ultra-Qualitat
Ammoniumchlorid, 99,5%
Ampicillin

APS

BSA

Bromphenolblau
Calciumchlorid

CIAP

ConcanavalinA
L-Cysteinhydrochlorid
DABCO

DAPI

Dithiothreitol

DMSO

DNA-Auftragspuffer

Sarstedt, Nimbrecht, D
Sarstedt, Nimbrecht, D

Roth, Karlsruhe, D

Roth, Karlsruhe, D

Roth, Karlsruhe, D
American National CalY, Chicago, IL,

COREX", Du Pont Instruments, Wilmington, DE,
USA
Gibco, Paisley, Schottland

Roth, Karlsruhe, D
Roth, Karlsruhe, D
Roth, Karlsruhe, D
Roth, Karlsruhe, D
Melford Laboratories, Chelsworth, UK
Roth, Karlsruhe, D
Sigma Aldrich, Steinheim, D
Canalco, Bethesda, MD, USA
p.a., Merck, Darmstadt, D
Fermentas, St. Leon-Rot, D
Sigma Aldrich, Steinheim, D
ICN Biomedicals Inc., Aurora, Ohio, USA
Sigma Aldrich, Steinheim, D
Sigma Aldrich, Steinheim, D
Sigma Aldrich, Steinheim, D
Sigma Aldrich, Steinheim, D
6x Loading Dye, Fermentas, St. Leon-Rot, D

DNA 1kb Marker, DNA-Langenstandard Roche, Mannheim, D

DNA-Polymerasen Pfu
Taq

dNTPs

EBSS

EDTA

Eisessig, 99-100%

Ethanol, 99.8 %

Ethidiumbromidlésung,

Fotales Kalberserum (FKS)

Ficoll (1.077 g/ml)

Fugene6

Glycerol

Glycin

Fermentas, St. Leon-Rot, D
Fermentas, St. Leon-Rot, D
Fermentas, St. Leon-Rot, D
Gibco, Paisley, Schottland
Roth, Karlsruhe, D

Riedel-deHaen, Seelze, Germany

Roth, Karlsruhe, D

Roth, Karlsruhe, D

Biochrom, Berlin, D
Biochrom AG, Berlin
Roche, Mannheim, D
Sigma Aldrich, Steinheim, D
Roth, Karlsruhe, D
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Hefeextrakt, pulv., f.d. Bakteriologie
HEPES

Isopropanol

lonomycin

Kaliumchlorid

Kanamycin

2-Mercaptoethanol

Methanol

Magermilchpulver
Methyl-Cyclo-Dextrin (MCD)

Mowiol

Natriumazid
Natriumchlorid
Natriumhydrogenphosphat

Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat

Neomycin
4-Nitrophenyl-Phosphat Dinatrium
Hexahydrat (NBT)

NP-40

Paraformaldehyd, reinst
Penecillin/Streptomycin, 100x

Phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA)

Phytohemagglutinin (PHA)
Ponceau S-Loésung, 0,1%ig
Poly-D-Lysin

Pursept A

Restriktionsenzyme
rekombinantes huADAM10
rekombinantes humanes ADAM17

rekombinanter humaner Fas-Ligand

rekombinantes Interleukin-2 (rlL-2)

Staphylococcal enterotoxin superantigen

A, B,C,D,E(SEA B,C,D, E)
SDS

SulfoLink™ Coupling Gel
T4 DNA-Ligase

Temed, 99% fir SDS-PAGE
Tris

Triton X-100

Trypanblau, 0,4%
Trypsin/EDTA
Trypton/Pepton aus Casein
Tween-20

Roth, Karlsruhe, D
Roth, Karlsruhe, D
Roth, Karlsruhe, D
Sigma Aldrich, Steinheim, D
Roth, Karlsruhe, D
Sigma Aldrich, Steinheim, D
Roth, Karlsruhe, D
Roth, Karlsruhe, D
Roth, Karlsruhe,D
Research Biochemicals Interoasil (Natick,

MA, USA),
Calbiochem, Darmstadt, D

Sigma Aldrich, Steinheim, D
Roth, Karlsruhe, D

Roth, Karlsruhe, D

Roth, Karlsruhe, D
Gibco/Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Sigma Aldrich, Steinheim, D
Calbiochem, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
PAA-Laboratories, Linz, A
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Murex Biotech, England
Sigma Aldrich, Steinheim, D
Sigma Aldrich, Steinheim, D
Merz Pharma, Frankfurt a.M., D
Fermentas, St. Leon-Rot, D
R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt, D
R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt, D
Alexis Biochemicals, Lorrach, D
Chiron GmbH, Marburg, D

Toxin Technologies, FL, USA
Roth, Karlsruhe, D
Pierce, Rockford, IL, USA
Fermentas, St. Leon-Rot, D
Roth, Karlsruhe, D
Roth, Karlsruhe, D
Sigma Aldrich, Steinheim, D
Gibco/lnvitrogen, Carlsbad, CA, USA
PAA-Laboratories, Linz, A
pankreatisch verdaut, Roth, Karlsruhe, D
Sigma Aldrich, Steinheim, D
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3.1.4 Inhibitoren

AEBSF

Complete Proteaseinhibitor
G1254023X

GM6001

GW280264X

Lactacystin

PepstatinA

TAPI-1

Z\VAD-fmk

3.1.5 Verwendete Kits

Human Leukocyte Nucleofector
High Pure PCR Purification Kit
peqGold Plasmid Miniprep Kit |
Pure Yield Plasmid Midiprep Kit
Annexin V-FITC Apoptosis
Detection Kit

Quiaquick Gel Extraction Kit
Western Blotting Detektionskit

3.1.6 Vektoren

Als Basisvektor wurde fur

Sigma Aldrich, Steinheim, D
Roche, Mannheim, D
Professor Andreas Ludwig, RWTH Aachen
Calbiochem, Darmstadt, D
Professor Andreas Ludwig, RWTH Aachen
Calbiochem, Darmstadt, D
Sigma Aldrich, Steinheim, D
Calbiochem, Darmstadt, D
Bachem, Bubendorf, Ch

Amaxa, Koéln, D
Roche, Mannheim, D
Pequlab, Erlangen, D
Promega, Mannheim, D

BD Bioscience, Heidelberg, D
Quiagen, Hilden, D
Amersham, Braunschweig, D

alle Konstrukte, die verschiedene BA bzw.

ADAM10/ADAM17- Chimare Proteine exprimieren, pcDNA 3.1 von Invitrogemwendet.

FUr huFasL bzw. dessen generierte Mutanten wurde pcDNA3 p217 (Inwitregevendet.

pPcDNAS3.1 besitzten einen T7 Promotor und kénnen tber Ampicilin-Resistéhzoh XL-1

Blue selektiert und so amplifiziert werden.
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Name Insert Vektor Quelle
p217s humaner Fas Ligand pcDNA3.1 AG Janssen, CAU Kiel
mMADAM10 Maus ADAM10 pcDNA3.1 Thorsten Maretzky, Kiel
mMADAM17 Maus ADAM17 pcDNA3.1 Thorsten Maretzky, Kiel
ADAM10dn Maus ADAM10, MP deletiert pcDNAS.1 Athena Chalaris, Kiel
ADAM17dn Maus ADAM10, MP deletiert pcDNAS.1 Athena Chalaris, Kiel
Dynamin Dominant-negative  DynaminicpNA3.1 Stefan Lichtenthaler, Miinch
K44A-HA Mutante

NEI’]

3.1.7 Zellinien

Zelllinie Eigenschaften Kulturbedingungen Referenz
embryonale Mausfibroblasten, 0 0

PSI™* SV immortalisiert mit dem grofRen SV-4)DMEM’ 10% FKS, 1% D. Hartmann,_
Antigen Pen/Strep Leuven, Belgien

10" embryonale Mausfibroblasten, primaDMEM, 10 % FKS, 1%| eigene
oder spontan transformiert Pen/Strep Arbeitsgruppe
ADAM10-defiziente embryonale 0 0

36" Mausfibroblasten, immortalisiert mit Bgﬂnﬁg;elo % FKS, 1% Eé:\l/aerr:mggln’ien
dem grof3en SV-40 Antigen b » BEIY
ADAM10- defiziente embryonale 0 0

40" Mausfibroblasten, immortalisiert mit ggﬂnlfg;elo % FKS, 1% Eé:\l/aerrgmggln’ien
dem grof3en SV-40 Antigen P » BEl9
embryonale Mausfibroblasten, 0 0

ADAM9 - immortalisiert mit dem groRen sv-4pPMEM, 10 % FKS, 1% Carl Blobel, New
Antigen Pen/Strep York, USA
embryonale Mausfibroblasten, 0 0

ADAM15 ™" immortalisiert mit dem grofl3en SV-4)DMEM’ 10 % FKS, 1% Carll(BIobeI, New
Antigen Pen/Strep York, USA
embryonale Mausfibroblasten, 0 0

ADAM177" immortalisiert mit dem grofl3en SV-4)EQA§2A&€10 % FKS, 1% K.Reil3, Kiel, D
Antigen P

HEK-293T Menschliche epitheliale Zellinie aus| DMEM, 10 % FKS, 1% ATCC, etablierte
der embryonalen Niere Pen/Strep Zelllinien
Nieren-Fibroblasten ausercopithe- | \en; 10 04 FKS, 104 ATCC, etablierte

COS-7 cus aethopsmmortalisiert mit dem Pen/Stre Zalllinien
grof3en SV40 T-Antigen b

Hela menschliche epithelartige Zelllinie | DMEM, 10 % FKS, 1% ATCC, etablierte

aus einem Zervix-Karzinom

Pen/Strep

Zelllinien

Jurkat (E6-1)

Humane Leukamie-Zelllinie

RPMI1640, 5 % FKS,

1% Pen/Strep

ATCC, etablierte
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, . RPMI1640, 5 % FKS, :
K562 Humane Leukemie-Zelllinie 1% Pen/Strep David Kaplan
0,
KFL-9 Stabil FasL tranfizierte K562-Zellen RPMIL640 5% FKS, David Kaplan
1% Pen/Strep
T-Zellklon RPMI1640 5% FKS, | AG Jannsen
12603 CDA4+ T-Zellklon 1% Pen/Strep CAU Kiel
3.1.8 Antikorper
3.1.8.1.1.1 Antikorper erzeugt in IF wWB Herkunft
Primarantikorper
B-Actin Maus 1.5000 Santa Cruz
a- E-Cadherin (Klon36) Maus 1:300 1:1500 BD Bioscience
a-ADAM10 (B42.2) Kaninchen 1:10000 | Leuven
a-hFasL (Ab-3) Kaninchen 1:500 Calbiochem
a-hFasL (G247-4) Maus 1:2000 | BD Pharmingen
a-hFasL (Nok- 1) Maus BD Pharmingen
a-hFas (B10) Maus 1:500 Santa Cruz
a-HA (3F10) Ratte 1:300 1:1500 Roche
a-HIS (14/45/31-2) Maus 1:1000 Dianova
a-humanes c-Myc Epitop | Maus 1:5000 | Santa Cruz
(9E10)
a-Flag (M-2) Maus 1:2500 Sigma
Sekundarantikorper
a-Kaninchen, HPR- Esel - 1:10000 | Santa Cruz, Heidelberg|
konjugiert, sc2313
a-Maus, Schaaf -- 1:10000 | Santa Cruz, Heidelberg
HRP-konjugiert
a-Ratte, Esel - 1:10000 | Santa Cruz, Heidelbergd
HRP-konjugiert
a-Ratte AF488 IgG Esel 1:500 Molecular Probes
a-Maus AF594 F(ab) Ziege 1:500 Molecular Probes
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3.1.9 Oligonukleotide

Stealth si-RNAI (Invitrogen)
Fas Staelth RNAi: HSS100597, HSS100598, HSS100599
ADAM10 Stealth RNAi: HSS100165, HSS100166, HSS100167

Sequenzierungs-Primer

Humaner FasL

217_vec_fwd CGAGCTCGGATCCACTAG
217_vec_rev CTAGATGCATGCTCGAGC

3.1fwd TAATACGACTCACTATAGGG

3.1lrev TAGAAGGCACAGTCGAGGC

HAfwd ATGTACCCATACGATGTTCCAGATTAT
FasL-rev_91-73 GAAGAACTGTGCCTGGAG

FasL-fwd_740-758 CAGTGTTCAATCTTACCAG

Maus-ADAM10

m10p1-394 GGTGGCACGTTTTACATTGAG
m10P2-775 CAGACTACAGACTTCTCCGGA
m10P3-1248 CATCATGTATGCAAGAGCAAC
m10p4-1604 GGATATGCAATGGCTTCACAG
m10p5-2010 CATTGCTGAGTGGATTGTG
Maus-ADAM17

m17pl-351 TCATGTGGTTGGTGAGCC
m17p2-704 TTTATAAATACATGGGCC
m17p3-1051 GCTTACGTTGGTTCTCCC
m17p4-1415 GCGCAGCAACAAGGTGT
m17p5-1754 AGCAGGAGCTGGAGTCCTGC
ml1l7p6-2101 CAGTATGAATCCCTGTCT

Chiméren-Herstellung

10HA
GCTGGATCCTTAAGCATAATCTGGAACATCGTATGGGTACATGCGTCGCAGTGTCCCAT
TG

17HA
GCTGGATCCTTAAGCATAATCTGGAACATCGTATGGGTACATGCACTCTGTTCTTTGCT

KTTT (10/17)
10/17_1 (fwd) GTTGCCACACACCTTGTTGCCAGATTCAACAAAACAG

10/17_2 (rev) CTGTTTTGTTGAATCTGGCAACAAGGTGTGTGGCAAC

TKKK (17/10)
17/10_1 (fwd) GCTTCCAGGAGCGCAGCCAGCCTATCTGTGGAAACG

17/10_2 (rev) CGTTTCCACAGATAGGCTGGCTGCGCTCCTGGAAGC
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KKTT (AB)

A (fwd) TATGAAAACATTGCTGAGGTTGGGTCTGTTCTGGTT
B (rev) AACCAGAACAGACCCAACCTCAGCAATGTTTTCATA
KKKT (CD)

C (fwd) GCCCTGATCATGTTAATGTGTGTGGATAAGAAACTG
D (rev) CAGTTTCTTATCCACACACATTAACATGATCAGGGC
TTKK (EF)

E (fwd) TTCTGGCAGATAACATCTGGATTGTGGCTCACTGG
F (rev) CCAGTGAGCCACAATCCAGATGTTATCTGCCAGAAA
TTTK (GH)

G (fwd) TTCAGCATTCTTGTCCACGCTGGATTTATCAAGATTH
H (rev) AATCTTGATAAATCCAGCGTGGACAAGAATGCTGAA
KTKK (13)

| (fwd) TTTCTGGCAGATAACATCTGGATTGTGGCTCACTGG
J (rev) CCAGTGAGCCACAATCCAGATGTTATCTGCCAGAAA
TKTT (KL

K (fwd) TATGAAAACATTGCTGAGGTTGGGTCTGTTCTGGTT
L(rev) AACCAGAACAGACCCAACCTCAGCAATGTTTTCATA
KKTK

KKTKrev ATCTTGATAAATCCAGCGTGGACAAGAATGCTG
TTKTfwd CTGATCATGTTAATGTGTGTGGATAAGAAACTG
TTKT

TTKTrev CAGTTTCTTATCCACACACATTAACATGATCAGG
KKTKfwd AGCATTCTTGTCCACGCTGGATTTATCAAGATTTGC

|6sliches ADAM10 (sAD10)
sAD10 CA-GGATCC-TTA-AGCATAATCTGGAACATCGTATGGGTACAT-
CTCTATGAAAACATTGCT

ADAM10 mit deletierter zytoplasmatischer Doméane (AD10delCy)
AD10_delCy GCT-GGATCC-TAA-AGCATAATCTGGAACATCGTATGGGTACHK
TCCAGC-CATTAACATGATC

Humaner Fas Ligand- Kostrukte

FasL-HA N-term TATGGATCCCAGCAGCCCTTCAATTACC

D4 (del 111-131)
D4fwd CTTCCACCTACAGAAGGAGCCCAGTCCACCCCCTGAAAA
D4rev TTTTCAGGGGGTGGACTGGGCTCCTTCTGTAGGTGGAAG
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D5 (del 128-131)
Del_128-131_fwd CACACAGCATCATCTTTGGGCCACCCCAGTCCAC
Del_128-131_rev GTGGACTGGGGTGGCCCAAAGATGATGCTGTGTG

P206D

P206Dfwd TCAATCTTGCAACAACCTGGACCTGAGCCACAAGGTCTAC
P206Drev GTAGACCTTGTGGCTCAGGTCCAGGTTGTTGCAAGATTGA
F275L

F275Lfwd GAATCTCAGACGTTATTCGGCTTATAT

F275Lrev ATATAAGCCGAATAACGTCTGAGATTC

S126L/L127L

S126L/L127Efwd CACAGCATCAGAGGAGGAGAAGCAAATAGGCCA
S126L/L127Erev TGGCCTATTTGCTTCTCCTCCTCTGATGCTGTG

Del 40-80

del 40-80 fwd TCTGTGCCCAGAAGGCCTCTGTGTCTCCTTGTGATG

del 40-80 rev CATCACAAGGAGACACAGAGGCCTTCTGGGCACAGA

Del intra

del_intra_myc GTTGCCTCGAGATGGAACAAAAACTTATTTCTGAAG
AAGATCTGCTGTGTCTCCTTGTGATGTT

TTF

TTF fwd TGCTTGTTCCTCAGCCTCCTGTGTCTCCTTGTGATG

TTF rev TCACAAGGAGACACAGGAGGCTGAGGAACAAGC

FFT

FFT rev CCACGATCAGGAAGGAGAAGCCTGTGCTGTGGTTCCC

FFT_fwd AACCACAGCACAGGCTTCTCCTTCCTGATCGTGG

FTF

FTF fwd: TGCACTTTGGAGTGATCCAGCTCTTCCACCTACAG

FTF rev: CTGTAGGTGGAAGAGCTGGATCACTCCAAAGTGCAG

TFT

TFT_fwd: TGGGCCTGGGGATGTTTGGCCCCCAGAGGGAAG

FTF rev: CTTCCCTCTGGGGGCCAAACATCCCCAGGCCCA

Humaner FaslL

FasL_N-term myc_Xho_fwad:
GTTGCCTCGAGATGGAACAAAAACTTATTTCTGAAGAAGATCTGCAGCAGCCCTTCAATT
ACC

TNF_C-term Bam_rev:
TAAGGATCCTTAGAGCTTATATAAGCCGAAAAAC

Humaner TN

TNF_N-term myc_Xho_fwd:
GTTGCCTCGAGATGGAACAAAAACTTATTTCTGAAGAAGATCTGAGCACTGAAAGCATGA
TCC
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TNF_C-term Bam_rev:

TAAGGATCCTCACAGGGCAATGATCCCAAAG

3.1.10 Medien und Losungen

DMEM
RPMI-1640

Erythrozytenlysepuffer

FKS

LB-Medium

PBS

PBA
TBS
TBS-T TBS, 0,01 % Tween

Lysispuffer

Waschpuffer (Immunfluoreszenz)

Fixierlosung (Immunfluoreszenz)

PAA Laboratories, Linz, A
PAA Laboratories, Linz, A

0,16 M NgI, 0,01 M KHCQ, 0,1 mM Na-
EDTA, pH 7,4

PAA Laboratories, Linz, A; 30 min
hitzeinaktiviert bei 56°C

10 % Trypton/Pepton aus Casein, 5 % Hefe-
extrakt, 10 % NacCl, pH 7,0

137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 1,5 mM KRQ,,
8,1 mM NaHPQ,, pH 7,4

PBS, 0,5 % BSA, 0,02% NaN

137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 25 mM Tris, pH 7,4

ADAM10 (1% Triton-X-100, 5 mM Tris, 1 mM
EGTA, 250 mM Saccharose, pH 7,4)

RIPA (1% NP40, 0,1% SDS, 150mM NacCL,
10mM NaPO4, pH 7,2)

1% BSA (w/v) in PBS mit 0.1% waétriNm-
Azid (NaN3)

1% PFA (w/v) in PBS, store at 4°C in the dark
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3.2 Methoden

3.2.1 Zellkultur

Samtliche Zellen wurden bei 37°C in einer wasserdampfgeséttigimosphéare mit 5% GO
kultiviert. Die Kultivierung von adharenten Zellen erfolgte in DM®Medium,
Suspensionszellen wurden in RPMI-1640-Medium kultiviert. Den Medien wl8te

Penicillin/Streptomycin (v/v) und 10% FKS (v/v) zugesetzt.

3.2.1.1 Gewinnung und Kultivierung von primaren T-Zellen

PBMNZ (periphere mononucledre Blutzellen) wurden aus Eigenblut Isnitfécoll-
Dichtegradintenzentrifugation isoliert. Dazu wurde das mit Hepeaersetzte Blut Uber
Ficoll-Hypaque (Dichte 1,077) geschichtet und fur 20 min bei 2000 rpm ohemsB
zentrifugiert. Die PBMNZ, die sich entsprechend ihrer Dichtelen Interphase zwischen
Serum und Ficoll ansammeln, wurden abgenommen und mit PBS sowie nikadium
gewaschen. Die verbleibenden Erythrocyten wurden mittels Erytierotysepuffer entfernt,
wonach ein weiterer Waschschritt mit PBS folgte. Zur Héustg von PHA-Blasten wurden
diese Zellen in einer Dicht von 2.5%1th Gegenwart von 0.%ig/ml PHA fiir drei Tage
kultiviert. Lebende Zellen wurden mittels Ficoll-DichtegradienZemtrifugation von
Zelltrtmmern abgetrennt und in Gegenwart von riL-2 (10 U/ml) ilMRBR640 weiter

kultiviert. Die Zellen wurden nach weiteren 12-16 Tagen verwendet.

3.2.1.2 Passagieren von adhéarenten Zellen

Das Medium einer konfluent bewachsenen Schale wurde abgesaugglldire einmal mit
PBS gewaschen und mit Trypsin/EDTA LOsung bei 37°C bis zum Ablésen inkulah
Ablésung der Zellen wurde zur Inhibition des Trypsins serumhaltigesuvtezugegeben, die
Zellen hierin resuspendiert und in der gewtinschten Verdinnung in neue Zellkulamrsoita

frischem Medium ausgesat.
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3.2.1.3 Einfrieren von Zellen

Zur Aufbewahrung der Zellen in flissigem Stickstoff liel3 marzdi®m Einfrieren bestimmten
Zellen bis zu einer etwa 80 %igen Konfluenz in 100 mm Schalen wach&eh der

Trypsinierung (siehe 3.2.1.2) und der Aufnahme der Zellen in 5 ml Medurde die

Suspension 5 min bei 600 x g zentrifugiert (Universal 32, Typ 1605 cHgettuttlingen). Der

Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet in frischnem Zellkultdiome resuspendiert und
fur 10 min auf Eis gekuhlt. Anschlielend wurde die gleiche Mendae@eedium (20 %

DMSO (Dimethylsulfoxid) in vollstdandigem Zellkulturmedium) zugegebé&ml Aliquots

wurden in Schraubdeckelrdhrchen zunéchst fur 24 Stunden in Styroporirebéite80 °C

gelagert, bevor die Rohrchen zur langfristigen Aufbewahrung irsifjés Stickstoff bei

-196°C Uberflihrt wurden.

3.2.1.4 Auftauen von Zellen

Die aufzutauenden Rohrchen wurden bei 37°C im Wasserbad fast vollstandig aufgetut. U
der Sterilbank wurde nun die aufgetaute Zellsuspension in ein 15 mlHeahnoit 5 ml
Zellkulturmedium gegeben und fiir 3-5 min bei 600 x g zentrifugiest. berstand wurde
abgesaugt, das Zellpellet in 5 ml Zellkulturmedium resuspendrettzur Kultivierung in
einer 25 mma2-Flasche im Brutschrank inkubiert. Am nachsten Tagewdas Anwachsen der

aufgetauten Zellen kontrolliert. Tote Zellen wurden durch Mediumwechselmntfer

3.2.1.5 Ernten von eukaryotischen Zellen

Die mit den zu erntenden Zellen bewachsenen Zellkulturschalen waudétis gestellt und
die Zellen nach Absaugen des Mediums zweimal mit eiskaltem BBBaschen.
AnschlieRend wurden die Zellen mit einem biegsamen Zellschaber abgeschalit 2ixdrb

ml eiskaltem PBS in 1,5 ml EppendorfgefaRe Uberfuhrt. Die Epperdaidg wurden 5 min
bei 4 °C und 5000 rpm in einer Tischzentrifuge zentrifugiert. Dmar§tand wurde verworfen
und das Zellpellet entweder direkt weiterverwendet oder auf €mmi& abgekihlt und

anschliel3end bei -80 °C eingefroren.

3.2.1.6 Herstellung von Zelllysaten

Zelllysaten wurden hergestellt, indem das Zellpellet je nach3& in etwa 50-400 pl
Lysispuffer (1:25 mit Complete-Proteaseinhibitor) durch mehrfaguésund Abpipettieren
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resuspendiert wurde. Es folgte eine 10-30 minutige Inkubation aufy&isigt von einem
weiteren Resuspensionsschritt. Im Anschluss wurde das Lysat 5 niidd8® rpm bei 4°C
zur Abtrennung von Zellkernen und anderem Zelldebris in einer Tischugetaentrifugiert.
Der Uberstand wurde in ein neues Eppendorf-Réhrchen tiberfiihrt undratemgehalt
ermittelt (siehe unten). Das Lysat wurde je nach Konzentratibr2+#fiach konzentriertem,
reduzierendem SDS-PAGE Probenauftragspuffer (4x Stammldsung: 250 rmaMCIl pH

6,8; 9 % SDS; 40 % Glycin; eine Spatelspitze Bromphenolblau; 25 % &apteethanol in
H,O) versetzt und 5 min im Thermoblock bei 95°C erhitzt. Die Proben wwedemeder

direkt auf ein Polyacrylamidgel aufgetragen oder bei -20°C verwabhrt.

3.2.1.7 Transiente Transfektion von eukaryotischen Zellen

Fur die Transfektion wurden die Zellen bis zu einer Dichte von 6w&0% kultiviert und
vor der Transfektion mit neuem Zellkulturmedium versorgt. Fir die ¥edung der
transfizierten Zellen in der indirekten Immunfluoreszenz wurdenedsd Deckglaschen
kultiviert. Die Transfektion erfolgte mit FuGene6 (Roche, Heidglpddabei wurden 100 pl
DMEM ohne Serum mit 3 pul FuGene und 1,0 ug DNA in einem Eppendorfgefaischt
und fur mindestens 15- 45min bei Raumtemperatur inkubiert. Das lipophiggeiReaildet
mit der zu transfizierenden DNA einen Lipid-DNA-Komplex, der BINA-Aufnahme in die
Zellen und anschlie3ender Expression in diesen fuhren soll. Das ktarsfeeagenz blieb
fur 6 bis 24 Stunden auf den Zellen. Die Expression des transfizierten Gens achd&trbis
72 Stunden mittels Immunfluoreszenz ( 3.2.4.5), Immunoblot-Analyse ( 3.2.2.3 biBk
(3.2.4.7) untersucht.

3.2.1.8 siRNA

»RNA interference (RNAI) kann als posttranskriptionellergene silencing“Mechanismus
zur Herunterregulation der Genexpression in Protozoen, Pilzen, étlanad Tieren
nachgewiesen werden. Durch doppelstrangige RNA (dsRNA) wird digesespezifische
Degradation homologer mMRNA-Molekiile ausgelost.

Dabei wird im sogenannten Initiationsschritt zundchst doppelstrarigig@ durch die
Ribonuklease Dicer in short interfering RNAs (siRNAs), die eine Lange von 21-26
Nukleotiden aufweisen, prozessiert. Dadurch lagern sich hier holkét2roteine mit je
einem siRNA-Molekil zum ipnduced silencing compleXRISC) zusammen. Anschliel3end
kommt es zur Erkennung und Degradation der Ziel-mRNA. Die Erkenetioipt dabei
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durch die Ausbildung komplementérer Basenpaarungen zwischen der siRdlAdem
Zielmolekul. Die abschlieiende Degradation der mRNA wird durch eideneikleolytische
Aktivitat des RISCs katalysiert.

Dicer, Abb. 5: Schematische Darstellung der RNAi
dsRNA vermittelten Verhinderung der Genexpression
SiRMA - . R ..
duplex _&- Im Initiationsschritt werden doppelstrangige RNfolekiile

’@' durch die Ribonuklease Dicer imshort interfering RNAs
'@) f,;??é:c”t‘;‘f;‘ﬁg”nﬁ' (siRNAs) prozessiert, wodurch sich hier zusatzli¢hetein
'{L mit je einem siRNA-Molekul zumipduced silencing compléx

R M
22 E EE@[ E@[ 2 ITiargm recogenition (RISC) zusammenlagern.

Target Dadurch kommt es zur Erkennung und DegradationZikr

tleavage . . PP
mRNA. Die komplementarer Basenpaarungen vermiitgd

I I @mm\m deracation  Erkennung zwischen der siRNA und dem Zielmolekid €irhrt
4} zur Ausbildung dieses Komplexes. So kann durch.e
endonukleoftische Aktivitdét des RISCs die abschliel3e

Degradation der mRNA katalysiert werden.

no Protein expression

Zur Herunterregulation der endogenen ADAM10-Expression in humanen @rZ@HA-
Blasten) wurden folgende RNAI-Oligonukleotide (Stealth RNAI, hogen) verwendet:
HSS100165, HSS100166 und HSS100167. Als negative Kontrollle wurde unspezifische
RNAI mit einem niedrigen GC-Gehalt verwendet (Stealth™ RNAgétive Control LO GC
(12935-200)). Pro Transfektionsansatz wurden Bxmiit insgesamt 150 pMol einer
aquimolaren Mischung der drei Konstrukte transfiziert. Dazu wurdédagamm X-01 des
AMAXA Elektropoarationssystems entsprechend den Anweisungen destelléess
verwendet. Nach 6 Stunden Inkubation wurde das Medium erneuert und die Zellendi® weit
72 Stunden inkubiert. Nach Restimulation mit PMA und Ionomycin, wurde das
Konditionierte Medium geerntet und die Menge des freigesetztanhés| FasL mit ELISA
gemessen. Nachfolgend wurde die erfolgreiche HerunterregulatidxDaévi10-Expression

im Immunoblot kontrolliert.

Fur die Herunterregulation des FasR in Hela-Zellen wurden diealt&RNAI-
Oligonukleotide HSS100597, HSS100598 und HSS100599 verwendet und mittels Fugene in
die Zellen eingebracht. Dabei wurden pro 6-well 1ul Fugene und 20pMolagjnenolaren

Mischung der drei Oligos verwendet.
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3.2.2 Biochemische Methoden

3.2.2.1 Konzentrationsbestimmung von Proteinlésungen

Die Proteingehaltsbestimmung erfolgte nach der Bicinchoninsaure)(Befhode mit einem
Kit der Firma Pierce (Rockford, USA) im S@ell-Format. Es wurde die Extinktion bei
562nm gemessen. Als Standard dienten serielle BSA-Verdinnungen O d@tgma
Aldrich, Steinheim, D). Es wurden Dreifachwerte gemessen und tieiwért wurde fur die

Berechnung der Proteinkonzentration verwendet.

3.2.2.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Mittels der diskontinuierliche SDS-PAGE koénnen Proteine unabhangig von lihcking
nach ihnrem Molekulargewicht aufgetrennt werden. Dies geschielidilfgteines elektrischen
Feldes, das an ein Polyacryamidgel angelegt wird, sowie i haltigen Tris-HCI/Tris-
Glycin-Puffersystem nach Laemmli, 1977. Es wurde ein vertikalasi-Rfotean-3-
Elektrophoresis-System verwendet (BioRad, Hercules, USA). Drengro3e der 1,5 mm
dicken Trenngele wurde Uber den Acrylamidanteil festgelegt, wobedi&irAuftrennung
grof3er Proteine ein niedriger Anteil an Acrylamid (10%) verwemndatde, fur kleinere
Proteine, inbesondere die Spaltfragmente des FasL, wurden 15%geséd@endet. Als
Proteinstandard diente Precision Plus Protein Standard All BluekiMatgewichtsmarker
von BioRad (Munchen). Der Gellauf wurde mit einem Vorlauf von ca. itObei 80 V und
einem Gellauf bei 120-150 V durchgefuhrt. Durch eine Farbung mit Comféabelosung
(0,1 % Coomassie Brilliant Blue (w/v) (Sigma, Steinheim), 40 %higlieol, 10 % Essigséaure
in H,O) nach Weber & Osborn (1969) oder durch Immunoblotting (3.2.2.3) konnten die
aufgetrennten Proteine anschlie3end detektiert werden. Coomassi#eg&féle wurden in
5 % Methanol und 7,5 % Essigsaure entfarbt.

3.2.2.3 Immunoblot (Westernblot)

Der Transfer von elektrophoretisch aufgetrennten Proteinen aus ein@G&8Dauf eine
PVDF-Membran (Roti-PVDF, Roth, Karlsruhe) erfolgte mittelsxee Semi-Dry-Blot
Apparatur (Transblot SD, Bio-Rad, Muinchen). Zuerst wurde die PVDiriean mit
Methanol und Transferpuffer (192 mM Glycin; 25 mM Tris/HCI pH 8.5; 10(%)

Methanol) aquilibrierte, das SDS-Gel ebenfalls kurz in Trapaféer gespult und blasenfrei
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auf Membran gelegt. Beiderseits wurden je zwei Lagen Whatrpempder Starke 1,5 mm
angefugt. Bei einer Spannung von 20V wurde die Proteine fur 70 min agesir
anschlieBend konnten die transferierten Proteine mit Ponceau S-L&anugpdu S Solution,
Sigma Aldrich, Steinheim) auf der PVDF-Membran angefarbt arer&o wurde sowohl der
erfolgreiche Proteintransfer als auch eine gleichméfigedBetpder Spuren kontrolliert.
Nach dem Transfer der Proteine auf die PVDF-Membran wurdse dd® min mit 3 %
Magermilchpulver in TBS-T blockiert, um die direkte Bindung von Antikdrpam die

Membran zu verhindern. Die Inkubation mit dem Primé&rantikérper egfalgeinem 50 ml-

Rohrchen fir 1 h bei RT oder tber Nacht bei 4°C auf einem Rundumsclifigestent,

Sondheim). Die Antikérper wurden in 3 % Magermilchpulver in TBS-T verdiDiet

Membran wurde danach dreimal 10 min mit TBS-T gewaschen und fliGainde mit dem
HRP-gekoppelten Sekundéarantikdrper bei RT im 50 ml-Réhrchen auf einem Rwhditihes

inkubiert. Schlie3lich wurde die Membran erneut dreimal 10 min mit-TBjwaschen.
Durch eine Meerretichperoxidase-katalysierte Chemoluminesaitiome (ECLplus- bzw.

ECLadvanced Western Blotting Detection Systems, AmershamaunBchweig;

Durchfihrung nach Angaben des Herstellers) konnten die markiPrgeine Uber eine
Chemolumineszenzkamera (LAS-1000, Fujifilm, Kanagawa, Japan) visdalisnd die

Membran fotografiert werden (Expositionszeit zwischen 1 s und 30. ieben einer
qualitativen Auswertung erfolgte in einigen Fallen eine densitisobe Auswertung der
Banden mit der PCBAS (Version 2.09g).

3.2.2.4 Strippenvon Westernblots

Um verschieden Proteine nacheinander auf der gleich Membranveiaeh zu konnen,
wurden die gekoppelten Antikorper mittels einem&tisppenbezeichneten Verfahren durch
thermischer Energie, Detergenzien und Reduktionsmitteln entferntaidielie Membran
transferierten Proteine bleiben dabei weitgehend gebunden und kénnen. t&ktioDedes
nachsten Proteins wurde der Westernblot zweimal 10 min mit TB&iTwewaschen, um
restliches ECLplus-Reagenz von der Detektion des ersten Proteingentfernen.
Anschlie3end wurde die Membran 30 min BiitippingPuffer (62,5 mM Tris/HCI; 2 % SDS;
0,83 %p-Mercaptoethanol in $D) bei 70°C im Warmeschrank inkubiert, erneut zweimal 10
min mit TBS-T bei RT gewaschen und anschliel3end erneut mit Antikdrpern inkubiert.
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3.2.2.5 Fas Ligandn vitro Spaltungsversuch

Fur diesen Versuch wurden folgende rekombinante Proteine verwendetxtBRieelulare
Domane (Aminoséaurereste 103-281) des humanen FasL, die am N-Terminuiriiber
26Aminosauren langes Linker-Peptid an einen Flag-Tag fusionie(R3€t ng pro 30 pl
Reaktions-Mix) (Alexis Biochemicals, Heidelberg, Germany); huesa 10x Histidin-Tag-
markiertes ADAM10 und ADAM17 (R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstad{250 ng/30

ul Reaktions-Mix). Die Inkubation des FasL mit den beiden Proteagsgte fir 5 und 14
Stunden bei 37°C. Als Kontrolle fiur eine mogliche unspezifische Detypaddes FasL
wurde der FasL auch ohne Protease alleine im ADAM-Reaktionsg2§enM Tris, 0,005%
Brij-35; 2,5 uM ZnC}, pH 8,8) Uber 14 Stunden inkubiert. Vor dem Reaktionsstart wurde ein
Aliguot genommen, welches den intakten FasL reprasentiert. Nachardgrgebenen
Inkubationszeit wurde die Reaktion durch Zugabe von Laemmli-Pufféaopggsund die
Proben mittels SDS-PAGE und Immunoblot analysiert. Dazu wurderrlagtiuind anti His-
Antikorper verwendet.

3.2.2.6 Alkalische Phosphatase-Assay

Durch den Alkalische Phosphatase-Assay ist es mog@isbddingereignisse relativ einfach
nachzuweisen. Dabei werden Protease-Substrate, 8aesidinganalysiert werden soll, an
der extrazellularen Doméane mit der Alkalischen Phosphatase figiobie Aktivitat der
Alkalischen Phosphatase kann durch Umsatz des Substrats p-Nitrophenydphospp-
Nitrophenol nachgewiesen werden. Durch Vergleich der AktivitéZeftkulturiberstand mit
der Aktivitat, die mit dem Zellpellet assoziiert ist, kann SfeeddinegRate fur ein bestimmtes
Substrat berechnet werden.

100ul einer Losung des chromogenen Substrats p-Nitrophenylphosphat wurd&@Opmiit
passend verdinntem Zellkulturiiberstand oder Zelllysat versetzt. D#inBi von p-
Nitrophenol wurde tber die optischen Dichte bei einer Wellenlange von 40&rehISA-

Lesegerat vermessen.
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3.2.3 Molekularbiologische Methoden

Molekularbiologische Methoden wurden, soweit nicht anders angegeben, dech
Standardprotokollen von Sambrook, Fritsch und Maniatis (dritte Ausgabe, 2001)
durchgeflnhrt.

3.2.3.1 DNA-Gehaltsbestimmung
Durch photometrische Messung der optischen Dichte (OD) bei einée'\¥éelge von 260 nm

kann die Nukleinsaurekonzentration in einer L6ésung photometrisch bestimmienve
(GeneQuant pro, Biochrom, Cambridge, UK). Eine OD von 1,0 bei dieseeM&ige
entspricht einem Doppelstrang-DNA-Gehalt von 50 pg/ml. Die ReidleeiDNA, bzw. eine
Verunreinigung mit Protein, kann durch die Ermittlung des Verhalkmi<OD bei 260 nm zu
der OD bei 280 nm ermittelt werden. Reine Doppelstrang-DNA waerst Vierhaltnis
0OD260/0D280 von 1,8 auf. Das Verhaltnis sollte fur ausreichend saubere tiéosie
DNA zwischen 1,8 und 2,0 liegen.

3.2.3.2 Agarosegelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte mit 1-2%igen Agareleeg in einer
horizontalen Elektrophoresekammer mit TAE-Puffer (40 mM Tris/piEB,0; 1 mM EDTA;
0,11 % Essigsaure in,B) als Laufmittel. Die Proben wurden mit Auftragspuffer veatset
(Fermentas, St. Leon-Rot). Ein 1 kb-Molekulargewichtsmarker diefde Standard
(Fermentas, St. Leon-Rot), von dem 6 ul aufgetragen wurden. Die iwuitrg wurde fir ca.
30 min bei einer konstanten Spannung von 120 V durchgefuhrt. Sollten dradfri@ nicht
weiterverwendet werden, wurde die DNA durch das gebundene Ethidiumbro@nid
Beleuchtung mit UV-Licht der Wellenlange=312 nm sichtbar gemacht. Die beleuchteten
Gele wurden mit Hilfe der Geldokumentationsanlage Gel Jet iméges, Gottingen)
fotografiert und die Fotos ausgewertet. Sollte mit der DNA exgéarbeitet werden, wurde
das entsprechende Fragment zum Schutz vor UV-induzierten MutationennauSetidei
sehr schwacher UV-Bestrahlung isoliert (3.2.3.3), bevor das res@ieheur Auswertung
fotografiert wurde.
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3.2.3.3 Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Fur die Aufreinigung wurde das Gelstlick mit der erwiinschten BldAde mit Hilfe eines
Skalpells auf einem UV-Tisch bei Beleuchtung mit einer Wellegé von 366 nm
(Reprostar, Camag, Muttenz, Schweiz) aus dem Gel herausgescHiige/erwendung von
UV-Licht geringerer Intensitdt verminderte das Risiko der Motetentstehung. Die in den
Gelstliicken enthaltene DNA wurde mit dem Qiaquick Gelextraktior{€iagen, Hilden)

isoliert.

3.2.3.4 Herstellung elektrokompetenter Zellen

Aus einem bei -80°C gelagerten Aliguet coli XL1 blue wurde zunéchst ein Verdinnungs-
ausstrich auf einer LB-Agarplatte mit 50 ul Tetrazyklin ausgdsn und Uber Nacht bei
37°C inkubiert. Am nachsten Tag wurde mit einer Einzelkolonie von der Platte eine tdorkul
von 50 ml LB Medium mit 50 pl Tetrazyklin angeimpft und tber Nacht zogen. Aus der
Vorkultur wurden dann 20 ml abgenommen und zum Animpfen einer 1 | Kultur LdBivhe
(ohne Tetrazyklin) verwendet. Die Bakterienkultur wurde bis zu eildgpdavon 0,5 bis 0,6
bei 37°C geschuttelt und anschliel3end unter Schitteln auf Eis heruntergekihlt. Afiddalge
Arbeitsschritte wurden auf Eis durchgefihrt. Durch eine Zegaiion von 15 min bei 5000
rom und 4°C wurden die Zellen pelletiert. Nun wurde das Pellet zwamta250 ml
eiskaltem HO bidest gewaschen und anschlieBend in 50 ml eiskalter 10 %iger
Glycerinlésung resuspendiert. Es folgte ein erneuter Zenttitugschritt fir 20 min bei
3200 rpm und 4°C worauf das Zellpellet in 2 ml 10 %iger Glycerinldsungeaafmmen
wurde. Schlie3lich wurde die Bakteriensuspension zu 50 ul Aliquots inTaakeneis

gekuhlte Eppendorfgefalie gegeben und bei -80°C eingefroren.

3.2.3.5 Transformation durch Elektroporation

Vor der Elektroporation wurden die bei -80°C gelagetencoliBakterien des Stammes
XL1-Blue auf Eis aufgetaut. Die Bakterien wurden mit 1 pl Vektor-DNAetztund in einer
vorgekuhlten Elektroporationskivette transformiert. Die Elektroporatimiges bei 2,5 kV,

400 Q und 25 pF im Gene Pulser (BioRad, Hercules, USA). AnschlieRend wurden di
transformierten Bakterien in 1 ml antibiotikafreies LB-Mediumrtildat und fiir 30 min bei
37°C im Thermoblock geschuttelt. Nach der Inkubation wurde die Zellsuspehsnin bei
10000 rpm in einer Tischzentrifuge (Eppendorf) zentrifugiert. 750 st Uberstandes wurden

abgenommen und die pelletierten Bakterien in den restlichen 250 BaVedium
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resuspendiert. Schlie3lich wurde die Bakteriensuspension auf einecilanmaltigen LB-
Agarplatte ausgestrichen und tber Nacht bei 37°C fur 12-16 StunderurbBlasmid-

amplifikation inkubiert.

3.2.3.6 Plasmidamplifikation und —aufreinigung

Die Uber Nacht gewachsenen Kolonien der transformierten, aufAdaBplatten
ausgestrichenen Bakterien wurden mit sterilen Zahnstochern gepickiclddedarf wurden
3 ml oder 200 ml ampicillinhaltiges LB-Medium (50pg/ml Ampici)liangeimpft und tber
Nacht unter Schutteln (etwa 250 Umdrehungen pro Minute) bei 37°C inkubieflasmide
wurden bei 3 ml Ansétzen mit dem peqgGold Plasmid Miniprep Kit ¢lé®@, bei 200 ml
Ansatzen mit dem Pure Yield Plasmid Midiprep Kit (Promega) waxgfaben des Herstellers

aufgereinigt.

3.2.3.7 Einfuhrung von Punktmutanten durch zweifach rekombinante PCR

Um einzelne Aminosauren in Proteinen auszutauschen, wurden auf ED&l#e die ent-
sprechenden Basentripletts mutiert. Dies wurde mittels rekombmB@R (Higuchi, 1990)
erreicht. Das Prinzip ist in Abb. 6 verdeutlicht: In zwei getreni8&ndard-PCR Ansétzen
wurden Primer verwendet, die die zu mutierende Basensequenz emthaligrund von
flankierenden Basen wird eine ausreichende Hybridisierung errsichiass durch PCR—
Amplifizierung zwei Fragmente entstehen, die an ihren einem Emeleander homologe,
bereits mutierte Sequenzen aufweisen. In einem zweiten PCRtSchiti diesen
aufgereinigten Fragmenten, die sich quasi gegenseitig amselPrbenutzen, kann der
vollstédndige, nun mutierte Doppelstrang wieder hergestellt welderch Benutzung von
flankierenden Primern, die Schnittstellen fir Restriktopnsenzymee@én oder gegebene
Restriktionsschnittstellen mit einschliel3en, kann das enstanderextenéiragment in einen

gewunschten Vektor kloniert werden.
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Abb. 6: Schematische Darstellung der Herstellung einer Piktmutante durch zweifach
rekombinante PCR.

(A) In zwei separaten Reaktionen werden Uberlappedeljuenzabschnitte mit jeweils einem genspezdisch
und einem Mutageneseprimer amplifiziert. (B,C) imee dritten PCR Reaktion binden die beiden Fragmén
Uberlappenden Bereich (B) und werden verléangert. eBtstandene, rekombinierte Fragmente werden in

derselben Reaktion durch spezifische Primer ausvéfnehrt (C). (D) Nach der PCR wird das Fragmeitt m
zwei Restriktionsenzymen geschnitten, um es irP&ismid zu legieren.

3.2.3.8 Erzeugung von Proteinfusionen und chiméaren Proteinen durch rekormante
PCR

Das Aneinanderfigen zweier beliebiger cDNA-Sequenzen wurde adlsenflurch
rekombinante PCR erreicht. Analog zu Kabitel 3.2.3.8 wurden in beiden Sequeweds
die Bereiche amplifiziert, die die Fusionsstelle spater flaakiesollten. Es wurden an der
Fusionstelle Uber 18-24 Nukleotide Uberlappende Primer eingesetzt untaddar® PCR-
Protokoll gemafl} Kapitel 3.2.3.7 verwendet.
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3.2.4 Immunologische Methoden

3.2.4.1 Durchflusszytometrie

Durch FACS-Analyse_(lsorescenceivated_ell sorting) kbnnen Grol3e, Granularitat, und
Expressionstarke spezifischer Proteine in einer Vielzahl @iezefellen charakterisiert
werden. Bei der FACS-Messung werden die gefarbten Zellen inimeelzellsuspension an
einem gebindelten Laserstrahl geeigneter Wellenlange vorbeigaBstetxakter Anregung
der Elektronen des Fluoreszenzfarbstoffes durch den monochromatiscleestraht werden
diese auf ein hoheres Energieniveau gehoben. Nach dem Laserpuls éali#gektionen unter
Abgabe von Energie auf ihr Ursprungsniveau zuriick. Die emittifre@onenkonzentration
wird durch einen Photodetektor registriert. Zusatzlich werden durchichitbeugung und —
streuung Informationen Uber die ZellgroRe (iForward-Scattef) und die Granularitat der

Zelle (im ,Sideward-Scattéy gewonnen.

3.2.4.2 Immunfarbung fir die Durchflusszytometrie

Bei der FasL-Farbung wurden FasL exprimierende KFL-Zellen ege@Gwart von DMSO
oder verschiedenen MP-Inhibitoren fur einen Zeitraum von 30-60 Mirvatdrehandelt. Die
Farbungen wurden in 96-well Rundbodenplatten durchgefihrt. Es wurden zunamhst pr
Farbung 5 x 10— 1 x 1§ Zellen fiir 5 min. bei 1100 rpm und 4°C zentrifugiert und
nachfolgend mit kaltem Waschpuffer gewaschen. Nach der Zugaflealeszenzmarkierten
anti FasL- Antikérpers (NOK-1) oder einer geeigneten Isotypkontralielen die Zellen fur

15 min unter Lichtausschluss auf Eis inkubiert. AnschlielRend wurden den zeleimal mit
kaltem PBS gewaschen, mit 1% PFA fixiert, in Réhrchen Uberfihrbismdur Messung in
Dunkelheit auf Eis gehalten.

3.2.4.3 AnnexinV- Farbung

Die Translokation des normalerweise asymmetrisch verteiltelosgholipids
Phosphatidyserin auf die Zelloberflache ist ein friher Marker apsgher Zellen Nartin et
al., 1995). Das Protein AnnexinV besitzt eine naturliche Affinitat fir Phosphatrdylse

Im AnnexinV-Test werden lebende Zellen mit FITC-konjugiertenmnéxinV sowie

Propidiumjodid inkubiert. So kodnnen sowohl frih-apoptotische (AnnexinV-positiv,
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Propidiumjodid-negativ) als auch spat-apoptotische Zellen  (AnnexinV-positi
Propidiumjodid-positiv) von lebenden Zellen unterschieden werden.

Es wurde das ,AnnexinV-FITC Apoptosis Detection Kit* der Firmia Bioscience erwendet.
Hierbei wurden durch Zentrifugation pelettierte Zellen in Annexinitd? resuspendiert und
mit AnnexinV-FITC und Propidiumjodid 15 Minuten im Dunkel inkubiert. Nach Auéil
mit 500ul Annexin-Puffer wurden die Zellen durchflusszytometrisch untersucht.

Im Durchflusszytometer (FACSscan, Beckton Dickinson, Franklin Lak&sJUSA) wurden
pro Ansatz 10000 lebende Zellen aquiriert. Die Auswertung erfolgtederi Software
CellQuest (BD Bioscience).

3.2.4.4 Zellzahlbestimmung

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte in einer Neubauer-Zahtikar. Um die Zellzahl einer
Zellsuspension zu bestimmen, wurden die Zellen zunéchst 1:1 mit @4%igpanblau-
Losung gemischt und in die Zahlkammer pipettiert. Die durchschnittAcizahl von Zellen

in einem GroRquadrat x iCentspricht der Zellzahl pro ml. Trypanblau ist ein saurer
Farbstoff, dessen Anion an Zellproteine bindet. Er dringt durch defeltimeinbranen toter
Zellen in das Zytosol und farbt diese Zellen tiefblau. Bei Aleszahlung wurden nur die
lebenden Zellen bertcksichtigt, wobei der Anteil an lebenden Zatleriner intakten

Zellkultur groRer als 95% sein sollte

3.2.4.5 Indirekte Immunfluoreszenz an Zellkulturzellen

Die Lokalisation von Proteinen in der Zelle kann mittels der inddrekinmunfluoreszenz
erfolgen. Dabei werden gegen das Zielprotein gerichtete, mirAatikbrper verwendet.
Diese werden dann mit fluoreszenzmarkierten sekundaren Antikorpern detékésrerlaubt
eine hohere Sensivitat als die direkte Immunfluoreszenz, in deredzenzmarkierte primare
AntikOrper eingesetzt werden.

Fur die Betrachtung aller fluoreszenzgefarbten Zellen wurde xiovért 200M (Carl Zeiss,
Jena, D) verwendet, das mit der Axio Vision 4.1 beta Version 08.2003 &oftvedient
wurde. Die Bilder wurden mit dem Axio Vision Viewer LE Rel. 4hd mit der Adobe
Photoshop Version 7.0 Software bearbeitet.

Mit Hilfe eines Apotoms, das die Erstellung ,optischer Schnitig'th Fluoreszenzpraparate
erlaubt, konnten Kolokalisierungsstudien durchgefihrt werden. Bei dieskndlegie wird
das Prinzip der ,Streifenprojektion’ umgesetzt, indem eine Gittdatsir mit definierter
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Gitter-streifenbreite mit Hilfe eines Apotomschiebers in Elene der Leuchtfeldblende des
Auflicht-strahlenganges des Mikroskops eingebracht wird. Die Edend.euchtfeldblende
ist konjugiert zu der Fokusebene, so dass bei dem Blick durch die Oklaar&itter
Uberlagert mit der Probe gesehen werden kann. Uber &ganningMechanismus im
Apotomschieber wird die Gitterstruktur in der Praparatebene ind#feierten Schritten
verschoben, wobei an jeder Gitterposition ein digitales Bild aufgenanvarel. Die drei
Rohbilder werden von dem Computer zu einem Ergebnisbild verrechndieainete Bild
stellt einen optischen Schnitt durch die Probe dar.

Die auf Deckglaschen 13 mm) kultivierten Zellen Zellen wurden einmal kurz mit PBS
gewaschen und fir 30 min mit 4 % PFA in PBS fixiert. Nach deefting wurden die Zellen
zweimal mit PBS gewaschen, um das Fixativ zu entfernenZBlien konnten nun bis zur
Antikorperfarbung bei 4°C in PBS gelagert werden. FiUr die Immunfarbwnglen die
fixierten Zellen 5 min mit 0.1 % Triton X-100 in PBS permealslis wonach eine
Absattigung der freien Aldehydgruppen fir 10 min mit 0.12 % GlyoirPBS erfolgte.
Zwischen den Schritten wurde jeweils einmal mit PBS gelwaasc Um unspezifische
Proteinbindungen zu verhindern, wurden die Zellen 15 min mit 3 % BSA inbR&Riert.
Zur Bindung des Primarantikérpers wurden 30 pl der Antikorperverdinnung iBSAauf
Parafilm pipettiert und die Deckglaschen, mit der Zellseiie Losung gewandt, auf das
Parafilm gelegt. Nach einer Inkubationszeit von 1-2 Stunden in einenhttsn Kammer bei
Raumtemperatur wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschentluoeeszenzmarkierte
Sekundarantikérper wurde auf die gleiche Weise wie der Prinigigogr fir 60 min bei RT
inkubiert. Vor der Einbettung der Zellen wurden die Deckglaschemdremit PBS und
einmal mit ddHO gewaschen sowie kurz auf Zellstoffpapier abgetupft. Anschlieerden
die Deckglaschen in einem Gemisch aus Mowiol, DABCO (17 % Moad®Fko Glycerin, 50
mg/ml DABCO) eingebettet. DABCO enthalt AntibleichmitteGtabilisatoren und
Signalverstarker. Sollten auch die Zellkerne der Zellen angeféebtien, wurde dem
Mowiol/DABCO-Gemisch noch 1 ul einer 1 pug/ml DAPI-L6sung in DM3@esetzt. Die
auf den Objekttragern fixierten Deckglaschen wurden bei 4°C oder -#08°Ounkeln

gelagert.

3.2.4.6 Chrom'—Freisetzungs-Versuche

In immunologischen Experimenten werden haufig Versuche zur toxiséiekung von
Zellen auf andere Zellen durchgefihrt. In diesem Zusammenhangnaaieleytotoxischen
Zellen, haufig T-Zellen, als Effektorzellen bezeichnet, die in Ki@inkubation Zielzellen
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absterben lassen. Hier wurden die zytotoxische Wirkung des FaslsugfterJurkat-Zellen
wurden fir 1 Stunde mit 100 uCi N&Cr]O, (Amersham-Buchler, Braunschweig, Germany)
radiomarkiert und dann dreimal gewaschen. $Zdlen wurden fiir jeden Ansazt verwendet
und mit einem 15 fachen Uberschuss an FasL-exprimierenden KFLeh Zigt 20 Stunden
koinkubiert Jede experimentelle Bedingung wurde in Triplikaten atmjedPie Freisetztung
des Chromium wurde durch Messung im Szintillationszahler ermitigimittelt. Der
P7rozentsatz an spezifischer Lyse wurde mittels der Formel (bpdx Versuchsansatze -
cpm spontane Freisetzung) / (cpm maximale Freisetzung — cpm spdirEsetzung). (cpm
= counts per minute) Die spontane Freiseztung in markierten Zaile® Koinkubation war
gewodhnlich kleiner als 10% der maximalen Freisetzung, die durch aralige Lyse der

markierten Zellen mit Detergenz ermittelt worden war.

3.2.4.7 ELISA

Vor der analytischen, quantitativen FasL Detektion wurde konditi@siekiedium einer
Ultrazentrifugation unterworfen (100000 x g fur 2 Stunden). Zellpelletglevum Triton -
basierendem ADAM10- oder RIPA- Lysispuffer lysiert. Da dewsikguffer die Antigen-
Epitop-Bindung etwas reduzierte (<10%), wurde der FasL-Standardid¢iiAnalyse der
Zellpellets ebenfalls Tritonpuffer in entsprechendem Anteil geig¢, wahrend der FasL-
Standard fiir die Analyse der Uberstande in Medium verdiinnt wurdeF&@3asELISA Kit
(R&D Systems, Minneapolis, MN) wurde entsprechend den Angaben destellées
verwendet. Eine 96-well Platte (Microlon; Greiner, Frickenhau§srmany) wurde Uber
Nacht mit 360 pg/ml Maus anti-FasL Antikdrper beschichtet. Deeier ELISA-Platte
fixierte sog. Capturing-Antikorper, fangt loslichen hFasL aus Zellkultur-Uberstand oder
Zelllysat heraus, der dann durch einen zweiten, biotinylierten DatekAntikOrper
nachgewiesen werden kann. Der Nachweis erfolgt dabei GUbektigt# einer Streptavidin-
gekoppelten Meerrettich-Peroxidase, die an den Detektions-Antikdrper bindet.

Am né&chsten Tag nach dreimaligem Waschen mit PBS-T fur eine Stun@i&rBiSA in PBS
blockiert. Nach drei weiteren Waschschritten mit PBS-T wurdenvdrschiedenen Proben
sowie der FasL-Standard zugegeben und die Platte bei RaumtemgérafurStunden
inkubiert. Der gebundene FasL wurde detektiert, indem biotinylierteFasti Antikérper (9
pg/ml in PBS mit 1% BSA) fur 1-2 Stunden und nachfolgend nach weitdtaschschritten
100 mU/mI Streptavidin-Peroxidase Konjugat (Roche) in PBS-T mit BA Bir 20 min

zugegeben wurde. Die chromogene Reaktion wurde durch Mischen mitSQ0) Hestoppt

43



Material und Methoden

und die optische Dichte bei 450 nm, korrigiert mit der Absorbtion bei 540wurde
gemessen.

Die Produktion von léslichem FasL in Gegenwart oder Abwesenheit viathredenen
Inhibitoren wurden die PHA-Blast-Zellen einmal mit PBS gewascund fir eine Stunde mit
den Inhibitoren in der angegebenen Konzentration inkubiert. Nachfolgendnadied&ellen
mit 5 pg/ml of ConA restimuliert und die IFasL-Menge, die Uba&blf Stunden gbildet
wurde, mittels ELISA gmessen.

3.2.4.8 Messung des Aktivierungs-induzierten Zelltods

CD4" T-Zellen (Klon12603, AG Janssen; CAU Kiel) wurden mit Metallopase-Inhibitoren
oder dem Loésungsmittel DMSO behandelt. Nach Vorinkubation von 30 Minuten wdielen
Zellen 18 Stunden mit Staphylokokken Enterotoxin A (0,5 ng/ml) oder ohne zBusét
inkubiert. Nachfolgend wurde der Anteil toter Zellen mittels Propigaind-Farbung
bestimmt. Zur Korrelation des Aktivierungs-induzierten Zelltods nder FasL-
Oberflachenexpression wurde diese durchflusszytometrisch mit Alaikorper NOK-1

bestimmt.
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4  Ergebnisse

4.1  Analysen zum Fas Ligandshedding

Der humane Fas Ligand (hFasL) ist ein Typ Il-Transmembranprated besteht aus 281
Aminosaureresten. Im Immunoblot nach SDS-Gelelektrophorese ist esd&eGrolie von 40
kDa durch verschiedene Antikérper nachweisbar. Dabei wird haurfig Boppelbande
detektiert, die auf eine differenzierte Glykosylierung zurickz@ftitsein konnte (Schneider
et al.1997; Tanakat al., 1995). Der Volllangen-Fas Ligand (VL-FasL, VL) wird durch die
Aktivitat einer Metalloprotease (MP) prozessiert. DieSégddingEreignis resultiert in der
Generierung einer etwa 25 kDa grof3en l6slichen Form (IFasL)k@respondierenden N-
terminalen Spaltfragmente (NTFs), die mit der Membran verbundeibebl haben ein

Molekulargewicht von etwa 15 kDa.

c c Abb. 7: Schematische Darstellung de
=275 b humanen FasL

FasL ist ein Typ Il Transmembranprotein
einer Grol3e von 40 kDa. Durch die Aktivitat el

- 206 Metalloprotease  (MP) im  Bereich «

ca

" 25 kDa Aminosaurereste 11131 (dargstellt durch d

G2474 grauen Kasten) wirdein ca. 25 kDa grof3

\ ca I6sliches Fragment abgespalten (IFasL). D

-_

L 132 40 kDa IFasL kann durch den Antikdrper G-247-
MP%< — detektiert werden. Der Antikorper A

— 110 wurdedurch  Immunisierung  gegen ¢

— ‘15ch Peptidsequenz der intrazellularen hF&simant
a

- generiert und kann daher owohl da
/ Volllangenprotein (VL) als auch Mkerminale
o R Spaltfragmente erkennen. Phenylalaffinunc

Ab3 M [

Prolir?® sind kritisch firr die Bindung des hFe

In Abb. 7 sind schematisiert sowohl daiseddingdes hFasL als auch die Bindungsstellen der
in dieser Arbeit verwendeten Antikorper dargestellt. Des Waeitesend bedeutende
Aminosaurereste gezeigt, die entweder mit der apoptotischen Akibd&i demShedding

des hFasL im Zusammenhang stehen: Eine Mutation der Aminosaeiiehesylalanit® zu
Leucin und Prolif® zu Tyrosin fiihren zu einer starken Verminderung der Fas-Rezeptor-
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Bindung (Hahneet al., 1995, Schneideet al.1997). Auf diese Weise mutierte Molekile
zeigen keine apoptotische Aktivitat. Tanak&h al beschrieben 1998 eine humane FasL-
Mutante, die eine Deletion der Aminosaurereste 111 bis 131 aufwedse Diutante ist nicht
mehr durch Metalloproteasen spaltbar, wie durch fehlende Immunpréaipitan l6slichen
hFasL aus dem Uberstand von Mauszellen (1A12) gezeigt wurde. laui/eer Arbeit
wurden diese und weitere Mutanten generiert und in Bezug aubhkddingVverhalten

analysiert.

4.1.1 Verifizierung und Testung der verwendeten Ankorper

Der Antikorper Ab3 wurde in weiten Teilen dieser Arbeit verwendatl detektiert
membrangebundene Volllangen-FasL (VL) und N-terminale Spgitfeate (NTFs). Des
Weiteren wurde Antikorper G247-4 zur Detektion des extrazellularéslicthen
Spaltfragments eingesetzt (IFasL). Mit diesem Antikorpeltesain Verlauf der Arbeit der
Volllangen-FasL und der |6sliche FasL nachgewiesen werdenAiéwrper NOK-1 wurde
fur FACS (luorescence ativated_ell sorting)-Analysen zur Oberflachenexpression des FasL
verwendet und erkennt ebenfalls die Ektodoméane des hFasL. Weiterhin malvele den
erwahnten Antikorpern ein ELISA-System benutzhZ¥#me-Inked Immuno®srbant_agsay),
das auf der Verwendung eines Antikorperpaares beruht, das gegerralzelknire Domane
des hFasL gerichtet ist. Abb. 8 zeigt die durch die Verwendungbdefen hFasL-
spezifischen Antikérper Ab3 und G247-4 im Immunoblot detektierbare SigiNdeh
Expression der hFasL cDNA in embryonalen humanen 293T Nierenepligrelaend
anschlieBender Separierung der hergestellten Zelllysass#iDS-Gelelektrophorese ist das
Volllangenprotein wie erwartet bei einer Grof3e von etwa 40-42 kDdmmunoblot
detektierbar. Dabei wird, wie sowohl in Abb. 8a und Abb. 8b erkennbar, diatetsva
Doppelbande durch beide Antikorper detektiert. Der Antikbrper Ab3 wugdergein Peptid
generiert, das dem N-Terminus des hFasL entspricht. Im gezdigteunoblot erkennt Ab3
durch die Bindung an den N-Terminus des hFasL 4 N-terminale Sgaidrae, die bei etwa
15-18 kDa detektierbar sind. Beide Antikorper erkennen dartber hinaus nockediere
Bande. Diese tritt bei der Verwendung von Ab3 bei etwa 25 kDa auf, GaéieHKtiert eine
zusatzliche Bande bei etwa 28 kDa. Die Identitat dieser Banden ist unklar.
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Durch die Verwendung eines ELISA-System, das die extrazelllddméne des hFasL
erkennen kann, wird sowohl Zellpellet-assoziierter FasL (ZR)Faach Lyse mit 1%igem
TritonX-100 Lysepuffer als auch Islicher FasL im konditioniertendiM detektiert. Dies
ist in Abb. 8c zu erkennen. Sowohl im ELISA als auch bei der Verwendandpalden
Antikdrper G247-4 und Ab3 ist nur ein sehr geringes Hintergrundsignabgeg&as die

hohe Spezifitdt der verwendeten Antikdrper widerspiegelt.

a £ b ; C
s 3 s 37
kDa 35 < kDa S €
10000 ELISA
B 7P-FasL
Y VL
37+ 37- ‘: VL 8000 | [ ] |Fasl L
|
E = 6000
ﬁ - +* ol E
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20- . NTF1 20- i
- 2000
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o [ |
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Abb. 8: Prozessierung des hFasL in embryonalen humanen N@mepithelzellen 293T-
Zellen)

Die cDNA des humanen FasL wurde in 293T-Zellen (anem Zellen des Nierenepithels mit embryonalem
Ursprung) transfiziert. 6 Stunden nach der Trarigfakwurde das Medium gewechselt und die Zellendeaor
fur weitere 18 Stunden inkubiert. Nach der Erntedeudas Zelllysat von transfizierten oder untrareften
Zellen in einer SDS-PAGE (SDEblyacrylamidgel_lelektrophorese) mittels eines 15%igen Gels aufgetrennt
Nach Ubertrag der Proteine auf eine Nitrocellulosatoran im Westernblot-Verfahren wurde der hFasL mit
spezifischen Antikdrpern detektiert. Dazu wurdéadh der gegen ein N-terminales Epitop gerichteték&inper
Ab3, in (b) der gegen die extrazellulare Doméaneegente Antikdrper G247-4 verwendet. (c) Die hFadenge
der Zelllysate und Uberstande transfizierter undramsfizierter Zellen wurde mittels hFasL-spezifism
ELISA bestimmt.

Auffallig ist, dass ein grol3er Teil der Gesamtmenge des datekt FasL im konditionierten
Medium (KM) zu finden ist. Diese Beobachtung ist in Ubereinstimgn mit den
Immunoblot-Signalen, die durch die Verwendung des Ab3 entstehen: Die Bliatma N-
terminalen Spaltfragmente bei 15 bis 18 kDa sind weitaus stadaitidebar als Volllangen-
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hFasL. Dies deutet auf eine sehr effiziente Abspaltung des \Faslder Zelloberflache in
293T-Zellen hin. Es kdnnte zusatzlich auch eine relativ lange Hetkzed der N-terminalen

Fragmente gegeben sein.

4.1.2 Prozessierung des humanen Fas Ligand in humamund murinen

Zellen

Bisherige Untersuchungen zum FaSheddingbeschreiben eine etwas unterschiedliche Art
der Prozessierung des humanen FasL in humanen im Vergleich memZellen: Tanaka et
al. identifizierten 1998 durch Edmann-Sequenzierung des loslichen hFdsExjaession in
murinen 1A12-Zellen (FasL-Transformanten von WR19L) die Spaltstelisschen den
Aminosauren Lysitf® und Glutamif®®. Schneideet al. exprimierten 1998 hFasL in humanen
293T- Zellen und fanden durch massenspektrometrische Analyse diesteBpattvischen
Serin®®Leucin?’. Entsprechende Mutanten dieser putativen Spaltstellen fiihrten sendie
Untersuchungen zu einem Verlust der Spaltfahigkeit des FaskseDwvoneinander
abweichende Befunde konnten unter anderem auf eine unterschiedlicheatiddetit
jeweiligen Protease hindeuten. Aber auch eine lediglich leichtaahiedliche Spezifitat der
jeweiligen Protease gegeniber dem hFasL kdnnte gegeben sein.

Da in dieser Studie die Prozessierung des hFasL sowohl in humarerchlmurinen Zellen
untersucht wurde, sollte zunachst das Fakkddingn beiden Systemen verglichen werden.
Dafur wurde als erstes ein unspaltbares FasL-Protein konstrdésteine weitreichende
Deletion der Aminoséurereste 111-131 aufweist (Tamdlka., 1998). Diese Mutante wurde
mit dem Wildtypprotein in Bezug auf seiSheddingMuster in Mausfibroblasten und
humanen 293T-Nierenepithelzellen mittels ELISA und Immunoblot verglichen.

Diese, wie auch die nachfolgend beschriebenen Mutanten des hFasL, mitiede PCR-
basierender Mutagenese hergestellt. In dieser Methode werdeer&kemplementéare, etwa
40bp lange Primer benutzt, die in etwa ihrer Mitte die entbprete Mutation aufweisen.
Nach zwei PCR-Reaktionen mit entsprechenden Vektor-Primern wetitkenbeiden
enstandenen Fragmente in einer weiteren PCR-Reaktion fusiobebei dienen die
Fragmente gleichzeitig als Primer (siehe Material und Methoden).

Die quantitative Analyse der Menge an l6slichem FasL, die Uinen eZeitraum von 3

Stunden im Verhéltnis zu membrangebundenem FasL gebildet wird,A&ti.9 dargestellt.
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Sowohl in Maus- als auch in humanen Zellen ist durch die Deletio8heddingnicht mehr

maoglich.
1.2 ELISA Abb. 9: hFasL wird in menschlichen unc
1.0 . W 2937 Zellen murinen Zellen zwischen den Aminosaure
ﬁ 0.8 ] Wildtyp MEFs 110 und 132 geschnitten.
E Die unspaltbare hFasMutante tragt eine Deletion ¢
g 06 Aminosauren 111 bis 131; dieser Bereich umfasshei
E 0.4 beschriebene Spaltstellen. Diese Mutante sowie tyild
FasL wurden in 293%ellen und murinen Fibroblasi
0.2 transfiziert. Die FaslMenge im konditionierten Mediu
0 — (KM) und die Menge an Zelrellet assoziertem FasL
hFasL WT &1“1':13‘_91';1 jeweiligen Ansatz wurden mittels ELISA gemessen.

unterschiedliche Trandfgonseffizienzen normalisieren

kénnen, wurden jeweils die FasL-Sheddingrate alghdtis aus IFasL zu ZPasL ausgedrickt. C
Akkumulation an ldslichem Fasim KM uber einen Zeitraum von 3 Stunden wurde rtseht. In beide
Zelltypen ist die IFaslFreisetzung im Falle der Mutante deutlich herabigesgés sind die Durchschnittswerte |

Standardabweichungen aus drei voneinander unalijgingixperimenten gezeigt.

Nachfolgend wurden die beiden in der Literatur beschriebenen hFafusgsanutanten D5
(delta 128-131; Tanakat al., 1998) bzw. S126E/L127E (Schneidet al., 1998) mittels
Fusions-PCR mit entsprechenden Primern hergestellt. Die erhlmltémastrukte wurden
wiederum in Mausfibroblasten und Nierenepithelzellen exprimiert Ubdrstande sowie
Zelllysate wie oben beschrieben analysiert. Wie in Abb. 10 zu emkehag¢te die Deletion
der Aminosduren 128-131 weder in murinen noch in humanen Zellen einen sigariika
EinfluR auf dieSheddingRate. Die Mutation von Sefiff und Led?’ zu Glutamat-Resten
(S126E/L127E) fuhrte hingegen in beiden Zelltypen zu einer Reduktion d&r-Nenge

gegenuber der ZP-FasL-Menge. Dabei fiel allerdings in den muZieken dieser Effekt mit
einem Rilckgang von 70% starker aus als in den 293T-Zellen. Hierledlich ein

Ruckgang um etwa 40% zu verzeichnen.
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Abb. 10: Vergleich der Prozessierung von hFasL Spaltungs-Manten in humanen wnd

murinen Zellen.

Die beiden hFasL Mutanten tragen eine SubstituienAminosatiren Seriff und Lysirt*’ durch Glycin bzw
eine Deletion der Aminosaren 128-131. (a) Lysatetdmsfizierten Zellen wurden mittels Westerbiotalyse
untersucht. Der Nachweis des hFasL erfolgte mit dettikdrper Ab3, der gegen den Nerminus des hFa:
gerichtet ist. Dadurch wurden sowohl das Volllangertein (VL) als auch die Nerminalen Spaltfragmer
detektiert. Es zeigte sich, dass beide Spaltungsmen ein abgeschwéchtes Signal fur dastéMminals
Spaltfragment 1 (NTF1) geben. (b) Das Verhaltnis kislichem zu Zellpelleassoziiertem hFasL wurde mit
ELISA-Analyse bestimmt. Beide Mutanten zeigten,Ubereinstimmung mit der Immunobldnalyse, ein
ahnliche Reduktion deBheddingRate, wobei diese Beobachtung zumindest qualitati#bhéngig von di

untersuchten Zelltypen ist.

Diese Befunde weisen darauf hin, dass die endogene Spaltstefasiesvie von Schneider

et al. 1998 beschrieben, zwischen den Aminosaure $erimd Leucit?’ liegen koénnte.
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Insbesondere zeigen diese Analysen, dass kein qualtitativer ¢imeéeksin der Art der
Prozessierung zwischen den verwendeten humanen und murinen Zellen zu erkennen ist:
Analog zu einer Reduktion des IFasL kann in der S126E/L127E Mutante in Zatigpen
auch eine Verminderung des grof3ten N-terminalen Fragments dételdrelen. Aufgrund
dieser Korrelation kénnte dieses NTF1 dem nach Abspaltung deddtkéine in der
Membran verbleibenden Spaltfragment entsprechen. Daraus folgt, idassgeschwachtes

Signal fur das NTF1 mit einer Reduktion von ldslichem FasL korreliert.

4.1.3 Untersuchungen zur ldentifizierung der Fas Lgand prozessierenden

Protease

Seit 1995 ist bekannt, dass der FasL von der Oberflache von FasL exendaen Zellen
abgespalten wird und in l6slicher Form auch im menschlichen Serumgtdiienaka 1995,
Tanakaet al., 1996). Obwohl erhdhte Werte von IFasL mit Krankheiten wie Rheumatoide
Arthritis, verschiedenen Krebs-Formen und immunologischen Leid&zigst sind (Mountz

et al., 1996, Suzuket al.,1998; Jannsseet al.,2003, Ghicet al.,2000), ist die Identitat der
FasL-Sheddasaicht bekannt (Itai, 2001).

4.1.3.1 Pharmakologische und biochemische Hinweise auf eine Rolle von ADAM10 im
Fas Ligand-Shedding

Um die FasL-prozessierende Protease zu charakterisieren, wundehgt die IFasL-
Freisetzung aus hFasL-transfizierten 293T-Zellen in Gegémnwa verschiedenen Protease-
Inhibitoren analysiert. Dazu wurde die Menge an |oslichem Fadtomditioniertem Medium
der Zellen mittels ELISA quantifiziert. Um auszuschliel3en, dasntuell FasL-enthaltene
Exosomen detektiert werden (Tayktr al, 2005; Martinez-Lorenzet al, 1999), wurde der
Uberstand zuvor einer Ultrazentrifugation unterworfen. Wie in Abb. 1larkennen ist,
haben die Substanzen PepstatinA (Aspartat-Protease-Inhibitor) undFAESR8N-Protease-
Inhibitor) keinen signifikanten EinfluR auf die Menge des abgespalteash. Biese wird
dagegen von den Breitband MP-Inhibitoren GM6001 und TAPI deutlich vermindert.
Weiterhin wurden die zwei kirzlich beschriebenen spezifischeremokiyahat-basierenden
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MP-Inhibitoren GW280264X und GI1254023X verwendet (Ludeigl.,2005). Diese beiden
Substanzen unterscheiden sich in ihrer Fahigkeit, die beiden Dramkéegtalloproteasen
ADAM10 und ADAM17 zu inhibieren: Wahrend GW280264X auf beide Proteaseohglei
stark wirkt, inhibiert G1254023X ADAM10 mit einer mehr als 100fdciheren Affinitat als
ADAM17 und wirkt daher relativ spezifisch auf ADAM10. Beide Inhibitoneerringern das
FasLSheddingstark. Durch die deutliche Inhibition des Fa&Sheddingdei Inkubation mit
dem ADAM10-spezifischen Inhibitor GI254023X wurde ein erster Hinweisognnen, dass
ADAM10 an der Freisetzung von IFasL beteiligt sein konnte.
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Abb. 11: Behandlung von hFasL transfizierten 293T-Zellen miverschiedenen Protease-
Inhibitoren

293T-Zellen wurden mit hFasL transfiziert. 6 Stumaech der Transfektion wurde das Medium gewechiselt
DMSO oder verschiedene Protease-Inhibitoren inefodten Konzentrationen zugesetzt: PepstatinA (1 pM),
AEBSF (100 puM), TAPI (50 uM), GM 6001 (10 uM), GWB4 (5uM), GI254023 (5uM). Nach weiteren 12h
wurden die Prozessierung des hFasL mittels ELISAI@ Immunoblot (b) analysiert. Uberstande wurden
ELISA-Analyse ultrazentrifugiert.

Zuatzlich wurden die entsprechenden Zellysate mittels Immunobldyssert (Abb. 11Db).
Dabei kann eine ahnliche Transfektionsrate aufgrund eines vergleichBmyeals fir den
Volllangen-FasL festgestellt werden, so dass die absolutenNastgen im Uberstand, die

durch ELISA-Analyse ermittelt worden waren, untereinander vergleichigr si
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Im Bereich von etwa 15-18 kDa findet man ein Ineinanderlaufen deal8ifjir die 4ANTFs,
die in der Abb. 8 deutlich zu erkennen sind. Eine solch unscharfe Auftredeunger NTFs
wurde im Laufe dieser Arbeit haufig beobachtet. Durch die Verwenduteyschiedlicher
Gelsysteme konnte hier keine Verbesserung erzielt werden. Elvangine Behandlung der
Zelllysate mit Alkalischer Phosphatase zur Entfernung moglicReoshatreste am
zytoplasmatischen Teil des hFasL nicht erfolgreich (Daten nichtgiezei

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus der ELISA-Analyse konnte tratasidrarfen
Auftrennung der N-terminalen Spaltfragmente eine deutliche Ilabioe zwischen
Generierung von IFasL und der Signalstarke der NTFs festjestetien. In den Ansatzen
mit MP-Inhibitoren fehlen N-terminale Fragmente, die in den DMQM@troll- sowie den
PepstatinA und AEBSF Ansatzen deutlich bei der GroRe des zu emerte
Molekulargewichts zu erkennen sind.

Diese Befunde deuten wiederum auf eine Bedeutung von ADAM10 bPirdeessierung der
FasL Ektodomane hin

Die nahere Betrachtung des Bandenmusters der NTFs zeigt miénenanderlaufen der
Banden. Dennoch wird, besonders in der Spur GM6001, deutlich, dass das gréfite
Spaltfragment bei einer Grél3e von etwa 18 kDa am ehestemmnitReeduktion des IFasL im
Uberstand der Zellen korrellierbar ist. Es wird daher in dégehden Analysen in erster
Linie betrachtet und als NTF1 bezeichnet.

Itai et al. beschrieben 2001, dass die Koexpression von hFasL mit einer dominantemegat
ADAM17-Mutante (dnADAML17), deren Metalloprotease-Doméne deletiestden ist, in
293T-Zellen zu einer verminderten hFasL-Freisetzung fuhre, obwehlfin den hFasL,
anders als fur hTNI&, keine Interaktion mit ADAM17 nachgewiesen werden konnte.

Zur Uberprifung dieses Befundes sowie weiteren EingrenzungFdsk-abspaltenden
Protease wurde der hFasL zusammen mit den hergestelltenniDal mit einem myc-Tag
fusionierten dominant-negativen Mutanten von ADAM10 und ADAM17 (ADAM10dn-myc
und ADAM17dn-myc) in 293T-Zellen koexprimiert. Die Freisetzungsrate |FasL wurde
mittels ELISA (Abb. 12a), die korrespondierend NTFs im Immunoblot (Abb. 12b) analysiert
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Abb. 12: Die Kotransfektion von humanem Fas Ligand mit einer donmant-negativen

Mutante von ADAM10 reduziert dessenSheddingRate
293T-Zellen wurden mit dem hFasL und einer inaktiutante von ADAM10 und ADAM17 transfiziert.

Diese Mutanten besitzen eine Deletion der Prodomérk der katalytischen Doméne. (a) Mittels ELISA-
Analyse wurde eine deutliche Reduktion d&greddingRate des hFasL durch Kotransfektion mit dominant
negativem (dn) ADAM10 ermittelt, wohingegen dnADANMier keinen deutlichen Effekt zeigte. (b) Die
korrespondierenden Zellysate wurden mittels Immiotolmit dem Antikdrper Ab3 analysiert. Eine Redokti
des NTFL1 ist bei Koexpression von hFasL mit dnADAMAu beobachten, wohingegen inaktives ADAM17
keine Auswirkung zeigte.

Durch die Koexpression von ADAM10dn-myc konnte sowohl eine Reduktion des &l$F1
auch eine verminderte FasL-Freisetzungsrate erreicht werdech Qi Koexpression von
hFasL mit ADAM17dn-myc hingegen konnte hier keine signifikante Reolukérreicht
werden, obwohl die Expression von ADAM17dn gegeniber ADAM10dn starker waerDie
Befund ist als weiterer Hinweis auf die mogliche Rolle voDAM10 in der FasL-
Prozessierung anzusehen.

Die Mdglichkeit der FasL-Prozessierung durch ADAM10 wurde\Weseren in einem zell-
freien System analysiert (Abb. 13). Durch einen solchen Verkach man vor allem die
theoretische Maoglichkeit minimieren, dass die pharmakologische ftimmbion ADAM10
oder die Koexpression von ADAM10dn auf indirekte Weise die FasL-Freisetzung vertminde
In dem in vitro Spaltungsversuch wurden rekombinantes ADAM10 oder ADAM17 mit
rekombinantem humanen FasL fir 5 und 14 Stunden koinkubiert. Das rekombinante FasL-
Protein umfasst die gesamte Ektodomane des humanen Fas-Liganden @&Aneinos03-

281), welche Uber ein 10 Aminosauren langes Linker-Peptid an ElagrTag fusioniert

54



Ergebnisse

vorliegt. Ebenso umfassen die rekombinanten Proteasen die jewekigdoEmane der
maturen Form, fusioniert an einen 10x Histidin-T&pwohl das Volllangenprotein des
rekombinanten hFasL als auch Spaltfragmente konnten aufgrund desibaten Flag-Tags
nachgewiesen werden. Die beiden Proteasen wurden Uber die DetelgémiNiterminalen

Histidin-Tags mit anti-Histidin Antikbrpern nachgewiesen.

Abb. 13: Rekombinanter hFasL wird in vitro

durch rekombinantes hAADAM10 gespalten

Rekombinanter hFasL wurde mit rekombinar

: humanem ADAM10 (rek. hAD10) oder ADAM17 (r

S s 2 hAD17) in Reaktionspuffer inkubiert. Vor dt
Reaktionsstart wurde eine Kontrollprobe mit intah
“ | I l hFasL genommen. Nach 5 und 14 Stunden wi
7 m v weitere Alquots genommen, ebenso mit Laemmlipt
versetzt und alle Proben einer SPSGE (15%
154 — < NTFs unterzogen. Im Immunoblot wurden rekombina

ADAM10 und rekombinantes ADAM17 mit einem &

His-Antikdrper und Flagnarkierter rekombinant

hFasL + hAD10D hFasL + hADAT

::
il
L2

rek. hFasL (0h)
rek. hFasL (14 h)
rek. hAD10 (14h)
rek. AD17 (14h)

=
=

kDa

Flag
FaslL

Ny — __:.l-—'-—--—

His
AD10M7

hFasL mit einem anti Flagntikorper detektiert. Ma
erkennt, dass rek. ADAM10, nicht aber rek. ADAN

unter den gegebenen Pufferbedingungen den rek.

prozessieren kann.
NTFs = Mterminale Spaltfragmente von hFasL; VL =

Volllangen-FasL; rek. = rekombinant

Die Inkubation von rekombinantem hFasL mit ADAML17 fihrte zu keiner fkgmten
Prozessierung. Dagegen konnten nach Koinkubation mit ADAM10 nach 5 Stunden ein, und
nach insgesamt 17 Stunden zwei Spaltfragmente detektiert werdese Beobachtung legt
nahe, dald der FasL spezifisch mit ADAM10 interagieren kann, und elassdaraus
resultierende Prozessierung an mindestens zwei unterschiedlichksteBpa stattfinden
konnte. Dies ist in klarer Ubereinstimmung mit den bisherigen kdalir-basierten

Ergebnissen zu sehen.
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4.1.3.2 Genetische ldentifizierung von ADAM10 als prinzipielle FasiSheddase

Um die Rolle der ADAMs im MP-vermittelten Fastheddinggenauer analysieren zu
kénnen, wurden verschiedene Zelllinien embryonaler Mausfibroblasten {MiERsendet,
die fur eine definierte ADAM-Protease defizient sind (Margtekal., 2005). Diese Analyse
ist besonders in Anbetracht der hohen Redundanz innerhalb des ADAM-System
Bedeutung, aufgrund der eine Reihe von ADAM-Substraten durch mehri@aVig
geschnitten werden kdnnen. Hier sollte so untersucht werden, obaldr éFentuell auch in

geringerem Ausmal} von einer anderen Protease prozessiert werden kdnnte.
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Abb. 14: Reduktion von Ioslichem FasL im konditionierten Medum von ADAM10™
Maus-Fibroblasten

hFasL wurde in verschiedene Maus-Fibroblasten ididh transfiziert, die fur jeweils eine distinkéeDAM-
Metalloprotease defizient sind. Nach 6 Stunden wudds Medium gewechselt und nach weiteren 12 Stunde
das konditionierte Medium sowie die Zell-Pelletalgsiert. Fir die ELISA-Messung wurde die |FasLeBihg
Uber 12 Stunden gemessen

(@) Daten aus drei voneinander unabhéngigen Expesten wurden zur Berechnung der
Standardabweichungen herangezogen. (b) Die Bildumg IFasL im KM untransfizierter MEFs sowie
transfizierter Wildtyp- und ADAM10-defizienter Matfiisroblasten wurde mittels Immunoblot analysiertofe
vergleichbarer FasL-Expression, erkennbar am SifjmaVolllangen-FasL (VL), konnte IFasL nur im Kow
FasL-transfizierten Wildtyp-Zellen mittels des Adtipers G-247-4, der gegen ein extrazelluldres ofpit
gerichtet ist, nachgewiesen werden (oberes Pabid) Expression von ADAM10 und Lade-Kontrolle simd i

den unteren beiden Panels gezeigt.

Die ADAM-defizienten Zellen wurden mit hFasL transfiziert utié Menge an loslichem
FasL im Verhaltnis zu ZP-FasL nach 12 Stunden bestimmt. WahrendinwAdb. 14a
ersichtlich, in den ADAM17-, ADAM9-, und ADAM15-defizienten Zellen dieeisetzung
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von loslichem FasL nicht beeintrachtigt, sondern eventuell sayautieguliert war, konnte
im Uberstand von ADAM10-defizienten Zellen so gut wie kein I6slidRasL detektiert
werden. Die reduzierteSheddingFahigkeit dieser Zellen von hFasL wurde mittels
Immunoblot-Analyse fur zwei unterschiedliche Zelllinien mit deleém ADAM10 bestatigt.
Nur im konditionierten Medium der Wildtypzellen ist der lI6slicheslEaletektierbar, nicht
aber im Uberstand der ADAM10- defizienten Zellen (Abb. 14b).

Um zu untersuchen, ob eine Retransfektion von ADAM10-cDNA in die ADAM10-
defizienten Zellen zur Wiedererlangung der Fahigkeit zur Fasllti$hg fuhrt, wurden diese
Zellen mit einem ADAM10- und zur Kontrolle mit einem ADAM17-cDNfonstrukt
transfiziert. Dies fuhrte fur ADAM10 zu einer Wiederherstejjues FaslShedding was
durch ELISA- (Abb. 15a) und Immunoblot-Analyse (Abb. 15b) festgestelld@&usowohl
die Menge an loslichem FasL als auch die Generierung von kdrirge wieder auf ein mit
Wildtypzellen vergleichbares Niveau gebracht werden. In den Mesansatzen mit
ADAM17-transfizierten Zellen konnten keine solchen Effekte erkanntdeve was die

wichtige Rolle von ADAM10 in diesem Zusammenhang verdeutlicht.
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Abb. 15: Retransfektion von ADAM10 in ADAM10-defiziente MEFs stellt das FasL-

Sheddingwieder her.

(a) hasL-ransfizierte ADAM10-defiziente MEFs wurdemt ADAM10 oder ADAM17 retransfiziert und mit
Wildtyp- oder ADAM10" MEFs in Bezug auf die IFasL-Freisetzung mittls §Al verglichen. Daten dreier
voneinander unabhangiger Experiment sind dargegie)lEntsprechend wurden hFasL transfizierte ADIAN
MEFs mit ADAM10 oder ADAM17 retransfiziert und dieasL-Freisetzung mit Wildtyp- sowie ADAM10
MEFs verglichen. Die Immunoblots zeigen hFasL, Harkiertes ADAM10 und ADAM17 und [3-Aktin.
Lediglich durch die Retransfektion mit ADAM10 koendasSheddingzon hFasL wieder hergestellt werden.
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4.1.3.3 Fas Ligand wird auch in endogen FasL-exprimierenden Zellen durédhDAM10

proteolytisch prozessiert

Die Prozessierung des hFasL durch ADAM10 wurde bisher durch iEhgee gezeigt, in
denen der hFasL durch Transfektion der entsprechenden cDNA Uberexpvinnide. Da
solche Versuche prinzipiell, u.a. aufgrund der unnatirlich starken Bxgmedes jeweiligen
Proteins, anfallig fir eine Bildung von Artefakten sein kbnnen, wurden allen&erwendet,
die eine endogene Expression des hFasL zeigen. Es sollte so unteesaient, oo ADAM10
auch in diesen Zellen essentiell an der FasL-Prozessierung beseiligt i

Der FasL ist ein wichtiges Effektormolekll von T-Zellen unddwon diesen nach ihrer
Aktivierung stark exprimiert (Sudat al., 1995). Zusatzlich ist der Phanotyp von FasL-
defizienten Mausen durch eine Hyperproliferation von T-Zellen charsiki¢y da es
aufgrund eines Defektes im Fas/FasL vermittelten Aktivierumdgzierten Zelltod
(Activation Induced_ @Il Death,AICD) zu einer Anhaufung von autoimmun reagierenden T-
Zellen kommt.

Auf Grund der besonderen Bedeutung der FasL-vermittelten Funktiotebéiomdostase
von zytotoxischen T-Zellen wurde in dieser Arbeit eine Betgiggvon ADAM10 im FasL-
Sheddingzunéchst in diesem Zelltyp Gberprift.

Hierfir wurden T-Zellen aus Eigenblut mittels Ficoll-Dichtegestienzentrifugation
gewonnen und durch Phytohdmagglutinin- (PHA-) induzierte ProliferatidA-Blasten
hergestellt. Nach Kultivierung in Gegenwart von Interleukin-2 fir lgeNaurden die Zellen
mit ConcanavalinA, einem Lektin aus der Jackbohne, restimuliert. M2illoprotease-
vermittelte Generierung von l6slichem FasL (ber 12 Stunden wurde gen@art
verschiedener Substanzen mit bekannter inhibitorischer Wirkung auhieztene Proteasen
mittels hFasL-spezifischem ELISA analysiert. Um Untemsd&iin der FasL-Expressionsrate
zu kompensieren, wurde auch hier die Menge an gebildetem I6slicheninF&8&zug zur
Zellpellet assoziierten FasL-Menge gesetzt.

Wahrend lonomycin und Methyl-B3-Cyclodextrin (MCD) nur leicht dideddingRate
heraufsetzten, fiihrte die Anwendung von Metalloprotease-Inhibitoren rer starken
Reduktion der IFasL-Bildung. Dieser Effekt war auch und sogar besodedetisch fir den
praferentiellen ADAM10-Inhibitor GI254023 und den ADAM10/ADAM17-Inhibitor
GW280264 erkennbar (Abb. 16). Dies deutet darauf hin, daf3 ein Grof3teil deSheddings

in diesen Zellen ADAM10 vermittelt sein kdnnte.
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Abb. 16: ADAM10-Inhibierung fuihrt zu reduzierter Freisetzung von loslichem FasL in
endogen FasL exprimierenden T-Zellen

PHA aktivierte periphere mononukleére BlutzelleBNZ) wurden fir eine Stunde in Medium mit DMSO,
TAPI (50 uM), GI1254023 (5 uM), GW280264 (5 uM), tmycin (20 ng/ml) und MCD (10 mM) vorinkubiert.
Die Zellen wurden mit ConcanavalinA (5pg/ml) restliart und die IFasL-Produktion Uber einen Zeitravom

12 Stunden mittels ELISA gemessen. Um Unterschiedier FasL Expression normalisieren zu kénnendewur
die Rate der FasL-Spaltung als Quotient aus IdsticfrasL zu Zellpellet-assoziiertem FasL dargestelirch
die Zugabe von Metalloprotease-Inhibitoren kanre @iferminderung deSheddingRate erreicht werden. Der
vornehmlich auf die ADAM10-Aktivitat wirkende Inhilor G1254023 zeigt dabei einen deutlichen Effekt.
Standardabweichungen wurden aus Dreifachwertenheres.

Der Fas Ligand wird von aktivierten T-Zellen in sogenannten tmisehen Lysosomen
gespeichert. Diese enthalten neben FasL auch die zytotoxisctedmoEholekile Perforin
und GranzymB. Der Inhalt dieser Organellen wird nach Restimulaliwoh Fusion der
Lysosomen mit der Plasmamembran auf die Zelloberflache gebicksi und Griffith,
1999; Blottet al., 2001). Die Restimulation kanim vitro mittels verschiedener Agenzien
erfolgen. Neben verschiedenen Lektinen kénnen T-Zellen auch durch Endotpeziéssh
mit Anti CD3 Antikorpern lber den T-Zell-Rezeptor oder unter Umgehueg T Zell-
Rezeptors mittels PMA und lonomycin stimuliert werden. In den nachidien
Experimenten zum FasBheddingin T-Zellen sollte die Restimulation mit PMA und
lonomycin erfolgen. Da dieser Stimulationsweg auch AuswirkungerdiauProzessierung
von ADAM10 und/oder dessen Expression haben konnte, wurde zunachst eine

Expressionskinetik von ADAM10 in T-Zellen unter Stimulation mit PhiAd Restimulation
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mit PMA und lonomycin aufgenommen. Dabei wurden sowohl das Expregsiehals auch
die Maturierung von ADAM10 mittels Immunoblot analysiert.

Es konnten, wie in Abb. 17 zu erkennen ist, keine signifikanten Unterscimeder
ADAM10-Expression durch die beschriebene Behandlung der Zellen fiediigegerden.
Allenfalls ist moglicherweise eine Hochregulation von ADAMA40bis 7 Tage nach der
Aktivierung gegeben. Dabei muss allerdings bedacht werden, dass&hobna dieser Zeit
die Zusammensetzung der Zellkultur &ndert und der Anteil an TrZellech die PHA-
induzierte Proliferation zunimmt. Bedeutsamer ist, dass die AD®ANenge sowie das
Verhaltnis von Proform zu maturer Form nicht durch die PMA/IO-Behandhasgnflusst
werden, was direkte Auswirkungen auf das F8bleddingnach Restimulation mit diesen
Substanzen haben kodnnte.

Abb. 17: ADAM10-Expression ir

MEFs aktivierten und restimulierten T-Zellen

. PHA.Blasten o -
5 E PHA (Tage) PMA/lono (min) Lysate von unstimulierten, PHAktivierten (5 ng/m
WDg S 201 4 6 7 20 40 60 120 sowie mit PMA (10 ng/ml) und lonomycin (5

ng/ml) restimulierten T-Lymphoten wurden mitte
10%iger SDS-PAGE aufgetrennt und die ADAM10
Expression mit dem  ADAM1@pezifische

- -« P
754
so-| ™ g A

ADAM10

Antikdrpern 42.2 im Immunoblot nachgewies
Durch die Aktivierung und Restimulation wurde
ADAM10-Expression nicht in signifikanter We
beeinflusst.

P = Proform, M = mature Form

Eine spezifischere Eingrenzung von ADAM10 als die entscheidendeaBeptwelche in T-
Zellen endogen exprimierten FasL prozessiert, sollte nun mi®tBIBM10 spezifischer
SiRNA erfolgen. Hierzu wurde das stealth RNAiI System dean&imvitrogen verwendet. In
diesem System werden kurze Oligonukleotide in die Zellen gebraeht sie unter
Ausnutzung der Aktivitat des Proteinkomplexes RISNA-induced 8encing ompley zur
Degradation der entsprechenden mRNA fuhren (Elbastat, 2001). Im Falle von T-Zellen
erfolgte die Transfektion der Oligonukleotide mittels Elektroporatinter Verwendung von
Transfektionsreagenz der Firma AMAXA. Nicht gezeigt ist\heausgegangene Austestung

der verwendeten drei unterschiedlichen Oligonukleotiden HSS100165, HSS100166 und
HSS100167 (Invitrogen). In diesen Vorversuchen stellte sich heraiss entes aquimolare

Mixtur aus drei unterschiedlichen Oligos die ADAM10-Expression nochewserringern
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kann als die isolierte Verwendung der einzelnen Oligos. So konnte sendikante
Herunterregulation der ADAM-Expression auf Proteinebene erreicht wehthén 18, Inlet).
Unter Umgehung des T-Zell-Rezeptors wurden die Zellen midMMrestimuliert. Die so
ausgeloste Freisetzung des Fas-Liganden durch mit RNAI behandelten wurde mittels
ELISA bestimmt. Wahrend nicht-transfizierte Zellen sowie neinem Kontroll
Oligonukleotid transfizierte Zellen einen vergleichbaren Anstieddr IFasL Konzentration
im konditionierten Medium zeigten, stieg die IFasL-KonzentrationUberstand der mit
RNAiI gegen ADAM10 behandelten Zellen deutlich langsamer. Die kdiwe der
verminderten FasL-Freisetzung mit der spezifisch herunterretgmli@dDAM10-Expression
spricht sehr stark fur die essentielle Rolle von ADAM10 in delLfa®zessierung in T-
Zellen.
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Abb. 18: ADAM10 siRNA- Behandlung reduziert die Freisetzug von l6slichem FasL in

priméaren T-Zellen

Das Medium von untransfizierten, mock- transfizeroder ADAM10 siRNA transfizierten priméaren T-Zsl|
wurde 72 Stunden nach der Transfektion gewechB@tZellen wurden dann mit lonomycin (500ng/ml) und
PMA (10ng/ml) stimuliert, die Uberstande nach vhiedenen Zeitpunkten geerntet und der IFasL-Gehalt
ELISA analysiert. Die ADAM10-Expression wurde migelmmunoblot analysiert (Inlet). Die erfolgreiche
Herunterregulation der ADAM10-Expression resulidr einer verminderten Sezernierung von loslicliesl

in den Zellkultur-Uberstand.

Die Oberflachenexpression des FasL nach PMA/lonomycin venrarttétestimulation
aktivierter T-Zellen folgt einem biphasischen Muster (Letgtual., 2004): Ein erstes
Maximum wird duch Degranulation (d.h. Verschmelzung der granularen Vesikeder
Plasmamembran) erreicht, ein zweites Maximum ist dann aufgiemBlasL- Neusynthese zu

beobachten. Um den EinfluR einer spezifischen Metalloprotease-Inhibéidn die
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biphasische FasL-Oberflachenexpression in der klonalenZBinie (Klon 12603, AG
Jannssen, Immunologie CAU Kiel) zu untersuchen, wurden die Zelledemnitinhibitoren
GI254023 und GW280264 vorbehandelt und die FasL Oberflachenexpression zu
unterschiedlichen Zeitpunkten nach PMA/IO Restimulation mittel€&MAnalyse bestimmt
(Abb. 19). Hierbei war zu erkennen, dass eine GI1254023-vermittelte spbeifADAM10-
Inhibition Uber den gesamten Untersuchungszeitraum die FasL-@berixpression
stabilisieren konnte. Die bei den Kontrollansatzen beobachteten beigess&rnsmaxima
nach etwa 30 und 120 Minuten wurden aufgrund der inhibieBaeddingAktivitat
annaherend ausgeglichen. Es erfolgte hier zu keinem Zeitpunkt eine AdbrddintasL
Menge auf der Zelloberflache. Allenfalls war eine Stagnatiamschen ca. 50 und 90
Minuten zu erkennen, denn hier erfolgte eine Herunterregulation del. Fas
Oberflachenexpression in den Kontrollansatzen. Uber diesen Zeitvaumochte es der
Inhibitor GW280264 nicht, die Metalloprotease-vermittelte FasL Reisg zu inhibieren,
ein Effekt dieses Inhibitors wurde erst durch die Stabilisationzdesten Maximums der
FasL Oberflachenexpression nach etwa 120 Minuten erkennbar. Diese Bdéauide klar
darauf hin, dass ADAM10 die FasL-Oberflachenexpression auch in ndiegaltyp

kontrolliert.

—+ medium & DMSO
22+~ GW280264 - GI254023 Lo -+

rel. FasL Expression (geo mean)

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
t [min]

Abb. 19: Biphasische FasL Oberflachenexpression in klonalen T-4eh ist ADAM10
abhangig

Stimulierte klonale T-Zellen (Klon12603) wurden 80 min. mit den Inhibitoren fir ADAM10 (G1254028hd
ADAM10/17 (GW280264) vorinkubiert. Die FasL-ObedléEnexpression wurde dann durch Behandlung mit
PMA (10 ng/ml) und lonomycin (500 ng/ml) induzierhd mittels FACS-Analyse mit unbehandelten Zellen
Uber einen Zeitraum von 180 min verglichen. DiedB&bn des auf der Oberflache der Zellen exprirai&asL

erfolgte mittels Nok-1 Antikorper, der ein extrdméires Epitop des hFasL erkennt.
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Die FasL-Prozessierung nach PMA/IO-Restimulation wurde in @Gege des ADAM10-
Inhibitors GI254023 oder dem L&ésungsmittel DMSO auch mittels Immunaiitgrsucht
(Abb 20a). Das Volllangenprotein wurde mit dem Antikorper G247-4 detektiert, die INIEFs
dem Antikérper Ab3. Durch Restimulation der FasL-exprimierenden rZefig PMA und
lonomycin fusionieren die sekretorischen Lysosomen mit der Plasmianae, und der FasL
wird auf der Zelloberflache exprimiert, von wo er abgespalteerden kann.
Dementsprechend kann fir die Kontrollansatze, denen kein Metallogrotdaisitor
zugesetzt wurde, nach 20 Minuten eine Verstarkung von Signalen furte2mihale
Spaltfragmente gezeigt werden. Nach 40 Minuten besalien diese i#&atien detektierbaren
Volllangen-FasL mehr. Aufgrund der gleichzeitigen Induktion der Fasiishinthese war hier
nach 60 Minuten wieder Volllangen-FasL nachweisbar, doch auch diesee wurdh
Sheddingvieder abgebaut, wie aufgrund der Verstarkung der NTF-Signateli2@cMinuten
erkennbar ist. Dieser Abbau konnte durch den ADAM10-Inhibitor GI254023 nahezu
vollstandig inhibiert werden. Erst nach 120 Minuten traten in den so belandelten NTFs
auf, und die Menge des Volllangen-FasL nahm in Gegenwart von GI254023déiber
gesamten Beobachtungszeitraum zu.

Die Uberstande der in Abb. 20a untersuchten Zellen wurden mittelsAEAUSihren IFasL
Gehalt hin untersucht. Auch hierbei zeigt sich die starke Inhilgjedes FaslSheddings
durch GI254023 (Abb. 20b). Zuséatzlich wurden auch die FasL-Mengen der Zelliggtels
ELISA gemessen. Hierbei wurde interessanterweise deutlich,ddad$denge an Zellpellet-
assoziiertem-FasL in den Ansatzen mit G1254023 nicht in dem Mafdenmt, in dem die
Generierung von IFasL durch Zugabe von GI1254023 abnimmt. Lediglich eineaduoaw
Zunahme des zellassoziiertetnFasL gegentber nicht mit Metalloprotease-Inhibitor
behandelten Anséatzen ist hier messbar.

Insgesamt liefern diese Experimente deutliche Hinweise, daggd@chlich ADAM10 fir die

Freisetzung des IFasL im endogen FasL- exprimierenden System veraciwsit|
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Abb. 20: FasL-Sheddingin klonalen T-Zellen ist ADAM10-abh&ngig

(a) Aktivierte klonale T-Zellen (Klon 12603) wurdemit PMA und lonomycin restimuliert und das FasL-
Sheddingdurch G1254023-behandelte Zellen mit unbehandétdien (DMSO) verglichen. Das Faslh&iding
wurde Uber einen Zeitraum von 120 min zu 4 versidnen Zeitpunkten untersucht. Zur Detektion der N-
terminalen Fragmente des FasL wurde der AntikoAle verwendet, das Volllangenprotein wurde mit G247
nachgewiesen. (b) ELISA-Analyse der entsprechendleerstande zu den im Immunoblot analysierten Zellen
zeigte eine deutliche Reduktion der Menge an Ibsliec FasL in GI254023-behandelten Zellen. (c) Diendyte

an Zell-assoziiertem Fasl wurde ebenfalls mittdltSA nachgewiesen.

Standardabweichungen in (b) und (c) wurden audikaten errechnet.
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4.1.4 Funktionelle Relevanz des ADAM10-vermittelte Fas Ligand-
Sheddings

Nach der biochemischen, pharmakologischen und genetischen Charakiggisvon
ADAM10 als vornehmlicher FasL-Sheddase sollte nun untersucht mardevelcher Weise
sich die ADAM10 vermittelte Prozessierung auf die biologischevitti des FasL auswirkt.
Dabei wurde vor allem die Beeinflussung der zytotoxischen Aktigigd hFasL durch dessen

Sheddinguntersucht.

4.1.4.1 Regulation der apoptotischen Aktivitat von Fas Ligand-exprimierenden KE
Tumorzellen durch ADAM10

Der FasL besitzt in seiner membrangebundenen Form eine weieHdib&rgische Aktivitat

als der losliche FasL Eine Stabilisierung der FasL-Expressibdex Oberflache von FasL
exprimierenden Zellen fuhrt zu einer verstarkten zytotoxischekuy auf Zellen, die durch

die Expression des Fas-Rezeptors sensitiv fir diesen ligandenmeluzagpoptotischen
Signalweg sind (Tanakat al.,1998).

Hier sollte nun untersucht werden, ob durch die Inhibierung von ADAM10 durch GI1254023
eine FasL verminderte Abspaltung auch von stabil mit FasL traarséiz K562 Zellen (KFL-

9) erreicht werden kann, und dies dann mit einer verstarkten Zyttédxauf Jurkat-
Zielzellen einhergeht. Zunachst wurde, wie in Abb. 2la dargestellt, durch
durchflusszytometrische Analyse nachgewiesen, dass die BehandluK§&ld® Zellen mit
verschiedenen Metalloprotease-Inhibitoren zu einer deutlichen Yensth der FasL
Oberflachenexpression auf diesen Zellen fihrt. Auf den Zellen ams DBMSO-
Kontrollansatz konnte so gut wie kein FasL detektiert werden. Dadigten TAPI und
GW280264 einen vergleichbar deutlichen Effekt, GI254023 konnte sogar die FasL-
Expression auf der Oberflache der Zellen noch deutlicher stei@gem. durch FACS-
Analysen ermittelten Daten entsprechen auch ELISA-Analysenm piveiligen
Zellkulturuberstande, denn es findet sich hier weniger I6slicher askonditionierten
Medium der mit Metalloprotease Inhibitoren behandelten Zellen (Abb. 2iich hier zeigte

der praferentielle ADAM10-Inhibitor G1254023 den deutlichsten Effekt.
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Abb. 21: Erhbhte Zytotoxizitdt von KFL-9-Zellen durch Stabilisierung der FasL

Oberflachen-Expression nach Inhibition von ADAM10

KFL-9-Zellen sind stabil mit FasL transfizierte K&Zellen (Erythroleukamie-Zelllinie). (a) Die
Oberflachenexpression wurde nach einer 2-stindigemandlung mit DMSO oder den Inhibitoren TAPI-1,
G1254023 und GW280264 mittels FACS-Analyse (Antpér NOK-1) untersucht. (b) Die Freisetzung von
I6slichem FasL in die Uberstéande der behandeltélerzevurden mittels ELISA untersucht. Die gezeigiarte
stammen aus einem Einzelexperiment, daher sindekd&tandardabweichungen angegeben. (c) FasL-
exprimierende KFL-9 Zellen wurden im Verhaltnis 1L5nit Chromiuni’- markierten, FasL- sensitiven Jurkat-
Zellen gemischt und in Gegenwart von DMSO oder Bietalloprotease-Inhibitoren TAPI-1, GW280264 und
GI1254023 fur 20 Stunden ko-inkubiert. Die durch [Fasrmittelte Zytotoxizitat wurde durch Freisetzungn
Chromium aus den markierten Jurkat-Zellen ermitt8iandardabweichungen wurden aus drei unabhéngig

voneinander durchgefuhrten Experimenten berechnet.

Nachfolgend wurde die Zytotoxizitat der KFL-9 Zellen auf Faslnstive-Jurkat-Zellen in
Gegenwart verschiedener Metalloprotease-Inhibitoren untersucht. Redemdurkat-Zellen
mit Cr' markiert, mit KFL-9 Zellen koinkubiert und die jeweilige FasLwaitelte Lyse
durch Messung der Menge an freigesetzter! @mittelt. Wie in Abb.21c dargestellt, fiihrte
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eine Zugabe der Metalloprotease-Inhibitoren zu einer deutlichengefteg der

FasL-vermittelten Zelllyse. Der durchschnittlich starkstetigsder Zytotoxizitat wurde hier
bei dem Ansatz, dem G1254023 zugesetzt worden war, erreicht. DiegerdBorrelliert mit

der stark erhohten FasL-Oberflachenexpression auf den KFL-9 Zedeh GI1254023
Behandlung (Abb 14a).

4.1.4.2 ADAMI10 vermitteltes FasLSheddingbeeinflusst den Aktivierungs-induzierten
Zelltod (AICD) von T-Zellen

Die besondere physiologische Relevanz der FasL-Expression dureh ded Immunsystems
ist in der Vermittlung des Aktivierungs-induzierten Zelltods zehen. Dieser
immunregulatorische Prozess kann zellautonom ablaufen, was einsimvdfanittelten
Suizid einer aktivierten T-Zelle oder NK-Zelle entspricht. Btes untersucht werden, ob
eine Zugabe von Metalloprotease Inhibitorenirzwitro AICD-Versuchsansatzen zu einer
beschleunigten/verstarkten Induktion des AICD in einer klonalen*AB2elllinie (Klon
12603) fuhrt. Dieser Versuch wurde in enger Zusammenarbeit mituslarettau (AG
Jannssen, Immunologie, CAU Kiel) durchgefiihrt. Die aktiviertenedefurden zur AICD-
Induktion fir 18 Stunden mit SEASaphylococcusEnterotoxin _A restimuliert und der
Anteil toter Zellen wurde mittels Propidium-lodid Aufnahme etetit In der graphischen
Darstellung der Versuchsergebnisse (Abb. 22) ist zu erkennenhamsdie Zugabe von
GI254023 oder GW280264 zur verstarkten FasL-Oberflachenexpression und damit
korrelierend erhéhten AICD-Induktion flhrte. Dieses Ergebnis zeigt, Al2gd/110 auch im

physiologisch besonders relevanten Kontext des AICD eine regulatoRstibespielt.
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Abb. 22: Verstarkter AICD in T-Zellen durch MP- Inhibitoren vermittelte

Stabilisierung der FasL Oberflachenexpression

Aktivierte CD4 T-Zellen (Klon 12603) wurden zur Induktion des AIGDr 18 Stunden mit Superangig
behandelt. Die Auswirkung des Zusatzes von DMSO.hder Metalloproteaseinhibitoren G1254023
Gl254023 auf die FasDberflachenexpression von stimulierten und unsiengn Zellen wurd
durchflusszytometrisch bestimmt. (a) Zur FasL-Fabwurde der Antikdrper NOK- verwendet. (b) To

Zellen wurden mit Propidium-lodid (PI) detektiert.

4.1.4.3 ADAMI1O0 setzt apoptotisch aktiven hFasL frei

In der Literatur sind widersprichliche Angaben beziglich déstayischen Aktivitat des
l6slichen hFasL zu finden. Wahrend erste Untersuchungen der seeerni@tm eine
Apoptose-auslésende Wirkung zuschrieben (Tamdlad., 1995, Powelkt al.,1999), zeigten
andere Gruppen keine oder antiapoptotische Aktivitdten des l6slichen(TFasakaet al.,
1998, Schneideet al., 1998). Die Trimerisierungsdomane, welche fir die Wirksamkeit des
FasL essentiell ist, wird durch die beschriebenen, weiter membramal gelegenen
potentiellen Spaltstellen des FasL nicht betroffen. Da die hislieEorm des hFasL auch
tatséchlich trimerisiert (Schneider al.,1998), ist eine Apoptose-Aktivitat der |6slichen Form
des FasL denkbar. Da aber dennoch die Zytotoxizitat des loslichervéiasler Spaltstelle
und somit eventuell der FasL-prozessierenden Protease abhéamgigysnte (Hohlbaunet
al., 2000, Vargo-Gogolat al.,2002a), wurde hier die Aktivitat des exklusiv durch ADAM10

prozessierten hFasL untersucht.
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Dazu wurden ADAM10-defizienten Zellen mit hFas alleine oder zosammit ADAM10
transfiziert und die zytotoxische Aktivitat der konditionierten Madierglichen. Hierbei
wurden FaslL-sensitive Jurkatzellen als Zielzellen benutzt und degil Aan apoptotischen
Zellen nach einer Inkubationszeit von 6 Stunden mittels AnnexinV-Fgrbun
durchflusszytometrisch quantifiziert.

In Abb. 23 ist das Ergebnis dieses Experiments dargestellt.ifdsdwch den Anteil der
AnnexinV-positiven Jurkatzellen deutlich, dass die Koexpression von hiRa#ADAM10 in
ADAM10™ Zellen die Zytotoxizitat des Zellkulturiiberstands der MEFs einf mit dem
Uberstand von hFasL-transfizierten Wildtyp-MEFs vergleichbarégedd steigt. Dieser
Anteil betragt im gezeigten Experiment 34,3 bzw. 29,0 Prozent. Derstdhd von
ADAM10™ Zellen zeigt mit lediglich 4,8 Prozent apoptotischer Jurkatzekaum

zytotoxische Aktivitat.
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Abb. 23: Durch ADAM10 freigesetzter l6slicher FasL wirkt apogotisch auf Jurkat-

Zellen

hFasL wurde in WT- und ADAMI0 Maus-Fibroblasten transfiziert. Nach 30 Stundendeudas konditionierte
Medium ultrazentrifugiert, 10fach ankonzentrierduiir 6 Stunden auf Fas-sensitive Jurkat-Zellerebeg. Die
Apoptoserate wurde durch Annexinfarbung und FACSi¢se ermittelt. Lediglich im konditionierten Mediu
von WT-MEFs konnte deutliche apoptotische Aktivigmittelt werden. Dagegen war diese Aktivitat im
konditionierten Medium von ADAM10 Zellen sehr gering. Die Retransfektion von ADAMihOADAM10™-

MEFs stellte auch die apoptotische Aktivitat im diionierten Medium dieser Zellen wieder her.
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4.1.5 Regulatorische Aspekte des Fas Ligartsheddingsdurch ADAM10

Durch die bisher beschriebenen Experimente konnte die kritische\®ollADAM10 in der

Prozessierung des FasL fiur verschiedene Zelltypen klar gemeigien. Sowohl in den
Experimenten, in denen der hFasL Uberexprimiert wurde, als alddrauchen mit Zellen,
die den FasL endogen exprimieren, wurde ADAMI10 als prinzipielle lnBagddase
identifiziert. Die Bedeutung flir die Regulation der zytotoxisch&hviat wurde sowaohl fir
T-Zellen als auch in einem Tumor-Modell nachgewiesen. Im folged@@ndieser Arbeit

sind Experimente beschrieben, die darliber hinaus zum Verstandnis dé&tiRegles FasL-
Sheddingdurch ADAM10 beitragen soll.

4.1.5.1 Wird der Fas Ligand bei Inhibition desSheddingsendozytiert?

Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass die Inhibition des $astidings durch
Metalloproteasen zu einer Verminderung der Menge an I6slicresh Fn Uberstand der
Zellen fuhrt. Es konnte ebenso gezeigt werden, dass die Metadapesinhibition eine
verstarkte Oberflachenexpression des FasL zur Folge hat. vidiede, wie unter 4.1.4
ausgefuhrt, sowohl fir T-Zellen als auch fir KFL-9 Zellen deutlicleréssanterweise jedoch
ergeben sowohl Immunoblot-Analysen, als auch quantitative ELISA-Aeralggne unklare
Situation in Bezug auf den Verbleib eines grol3en Anteils des albg@spaltenen FasL nach
Metalloprotease-Inhibition: Zum Beispiel wird in Abb.20 ersichtliafass durch die
Inhibition der ADAM10-Aktivitat aufgrund der Zugabe des Inibitors GI1254028euT-Zell
Kultur die Menge an l6slichem FasL im konditionierten Medium stamkickgeht. Dennoch
steigt die Menge an Zellpellet-assoziiertem FasL niamtgieichen Ausmafld an. Es war
lediglich eine leichte Zunahme an zellassoziiertem FasL nach GI224G#$e im Vergleich
zu den Ansatzen, denen kein Metalloprotease-Inhibitor zugegeben worden zw
detektieren. Auch in anderen Versuchen wurde anhand der Immunoblgsémait dem
Antikorper Ab3 und/oder G247-4 keinerlei Zunahme des Volllangen-FasL nachtimrhibi
deutlich (vergl. z.B. Abb. 11).

Insgesamt ist unklar, aus welchem Grund keine Akkumulation des zellagsm FasL nach
Metalloprotease-Inhibition festgestellt werden kann. Ngugeral untersuchten 2001 die

Regulation der FasL-Expression durch T-Zellen wahrend des Aktivierndgsierten
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Zelltods. Sie zeigten, dass der FasL in gro3em Ausmald von T-Lyniphoggdozytiert
werden kann. Daher untersuchten wir, ob eine Inhibition der Endozytoseehizgitiger
Metalloprotease-Inhibition zu einer Zunahme der Menge an zellassoziiemsniifrt.

Fir dieses Experiment wurde eine dominant-negative Mutante der &tattein-abhangigen
Endozytose beteiligten GTPase Dynamin-2 verwendet. Der Austausdtysiofi’ zu Alanin

schaltet die GTPase-Aktivitat von Dynamin-2 aus und vermindert lathrih-abh&ngige
Endozytose (van der Bliedt al, 1993).

Die Immunoblot- sowie ELISA-Analyse nach Koexpression von Dynanid£A mit hFasL

in 293T-Zellen ist in Abb. 24 dargestellt. Hier ist zu erkennen, dekskeine signifikanten
Anderungen in der hFasL-Prozessierung ergeben. Die Meng¥alléngen-FasL nimmt
durch die Koexpression der Dynamin-2 K44A Mutante nicht zu (Abb. 24b), urd diac
SheddingRate wird nicht in signifikanter Weise beeinflusst im \eigh zu Zellen, die den

hFasL alleine exprimieren (Abb 24a).
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Abb. 24: Nicht abgespaltener Fas Ligand unterliegt nicht derDynamin-abhangigen
Endozytose

293T-Zellen wurden mit hFasL transfiziert. Zur Aysg einer mogliche FasL-Endozytose bei inhibiertem
Sheddingwurden die Zellen mit der Dynamin-Mutante K44A taotsfiziert und/oder mit dem Breitband-
Proteaseinhibitor TAPI behandelt. Das Fadte&lingwurde im Immunoblot analysiert und mittels ELISA

quantifiziert. Die gewonnenen Daten deuten nictiteaimen Abbau durch Dynamin-abhéngige Endozytose be
inhibierter Metalloprotease-Aktivitat hin.
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4.1.5.2 Istdie Fas Ligand-Prozessierung abhangig von der Fas-Rezeptorbindun

Es sind in der Literatur einige Mutanten des humanen FasL basehridie aufgrund von
Punktmutationen in der extrazellularen Domane nicht mehr an den Eapt&®ebinden
kénnen. Ein Austausch von Phenylalanin zu Leucin in der Position 275 (F2@gt)dém
gld-Phé&notyp zugrunde (Schneidet al., 1997). Der in dieser Weise mutierte FasL ist
aufgrund seiner Unfahigkeit, den FasR zu binden, apoptotisch inaktiv. In ahilhse
fuhrt der Austausch von Proffffi zu Aspartat zu einer starken Verminderung der
Rezeptorbindung und damit zur reduzierten apoptotischen Aktivitat dieser Mutante.

Beide hFasL-Mutanten wurden durch PCR-basierende-Mutageneseegeng&us zwei
Grunden sollten sie auf il8heddingverhalten hin analysiert werden: Zum einen ist fir eine
Reihe von Proteinen, z.B. fir den IL-6-Rezeptor (Chalatisal., 2007), E-Cadherin
(Steinhuseret al., 2001), CD46 (Hakulinert al., 2006) oder L-Selektin (Walcheakt al.,
2006) beschrieben, dass eine Induktion der Apoptose ein verstdskiedding der
verschiedenen ADAM-Substrate zur Folge hat. Im Falle von Lk8eJeCD46 und IL-6-R
sind hierfir ADAM-Proteasen verantwortlich gemacht worden. Zum andeplite die
Verwendung von apoptotisch inaktiven FasL-Mutanten eine mdgliche Apoposételte
Beeinflussung der FasL-Prozesierung ausschlielen und eine Verwedésingpoptose-
Inhibitors z-VAD in den Zellkultur-Ansatzen erubrigen.

Wildtyp hFasL und die hFasL-Mutanten F275L und P206D wurden in 293T-Zellen
exprimiert und die entsprechenden Zelllysate im Immunoblot mit Aatikorper Ab3 nach
SDS-PAGE analysiert. Das Ergebnis dieser Untersuchung isblin 26a dargestellt. Hier
wird eine Korrelation der Fas-Bindungsfahigkeit der beiden Mutantérden Signalstarke
der N-terminalen Spaltfragmente deutlich. Fur die F275L-Mutantkeiserlei NTF-Signal
detektierbar, Gbereinstimmend mit der zerstérten Fas-BindungsfahigieeR2D6D-Mutante,
fur die noch einer schwache Bindung an den FasR beschrieben wonde®igtaauch noch
ein schwaches Signal fur die N-terminalen Fragmente im Immunoblot.

Ebenso fihrt die Anbringung eines Hamagglutinin-Tags (HA-Tag) anCd€éarminus des
hFasL zu einer starken Reduktion der Generierung von NTFs, wie in Ablzu2&txennen

ist.
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Abb. 25: ReduziertesSheddingvon humanen Fas Ligand Rezeptor-Bindungsmutanten

(a) 293T Zellen wurden mit humanem Wildtyp-FasL #oden FasR Bindungsmutanten F27gld{Mutante)
und P206D transfiziert. Warend fir die drei Prote@ine vergleichbare Menge Volllangenprotein (Vi) #0
kDa detektiert werden konnte, waren die N-termiritedding~ragmente bei P206D stark reduziert und bei
F275D abwesend. (b) Auch die Anbringung eines HAsTan das extrazellulare Ende des FasL vermindage

FasL Shedding. * = Bande mit unbekannter Identitd§TF = N-terminales Fragment.

Keine der hier verwendeten Varinaten des hFasL konnte mitté®AEAnalyse néher auf die
Generierung von loslichen Spaltprodukten im konditionierten Medium untersactién, da
sie vom verwendeten hFasL-spezifischen ELISA-System nichhetrk@erden (Daten nicht
gezeigt). Dies konnte durch eine Zerstérung des entsprechenden Epitops bntheshzdtiven
FasL-Molekuls fur eine oder beide der im ELISA verwendeten Antikgegeben sein.
Aufgrund der in den bisherigen Experimenten gezeigten Korrelation T€$ bei ca.18 kDa
mit der Generierung von loslichem FasL kann jedoch angenommen weatendie hier
verwendeten hFasL-Varianten ein verandertes Verhalt&heddingaufweisen.

Nun sollte versucht werden, die Ursache fir SieddingDefekte der hFasL-Mutanten, die
den Fas-Rezeptor nicht binden, einzugrenzen. Zunachst wurde untersucht, oldidurch
Zugabe einer rekombinanten |6slichen Form des humanen Fas-Rezdiptora die Bindung
des Wildtyp-hFasL an den zellgebundenen Fas-Rezeptor konkurr@hen dasShedding
dieser hFasL-Varianten beeinflusst werden kann. W&hrend der Ewpprefss hFasL in
293T-Zellen wurde l6slicher Fas-Rezeptor, gekoppelt an einen AntikBopéeil (FasFc), in

verschiedenen Konzentrationen ins Kulturmedium gegeben. In Abb. 26 wigduad der
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gezeigten Immunoblot-Analyse mit dem Antikdrper Ab3 ersichtlich, désse Behandlung

keinen signifikanten Einfluss auf die FasL-Prozessierung zu haben scheint.

FasFc

Abb. 26: Keine Beeinflussung der FasL-

Unbeh.
8 pgimil
16 pg/ml

kDa

E
g Prozessierung durch Zugabe von FasFc
8 Stunden nach der hFasL-Transfektion in 2%&ller
q VL

a7 g-? wurde FasFc zur Blockierung der FaBlndung au
membrangebundenen FBegzptor in  verschieden

f' ! | Untransf.

FasL

-

25 - Konzentrationen zugegeben. Die Zelllysate wurder

20+ <1 NTF1 Immunoblot mit dem Antikérper Ab3 analysiert. Esnkie
-t - P y

15 — keine Beeinflussung des Prozessierungsmusters rd

werden.
293T-Zellen

Zur genaueren Analyse, welchen Einflusses die Bindung des hFastirem Rezeptor auf
sein Sheddinghaben kdnnte, wurde der FasR in Hela-Zellen mittels RNAIi-Techieolog
herunterreguliert. Nach Expression des hFasL wurde dessen Pmaressieso behandelten
Zellen mit der Prozessierung in unbehandelten Zellen oder Zellemitlieinem Kontroll-
Oligonukleotid transfiziert worden waren, verglichen. Sowohl| die Immunohblstauch die
ELISA-Analyse der Zelllysate und der konditionierten Medien sind in Abb. 27 deliges
Obwohl die Herunterregulation der Fas-Rezeptor-Expression erfdignac, konnte keine
Verminderung in der Freisetzungsrate von loslichem hFasL naokggwwerden. Die N-
terminalen Spaltfragmente erschienen in der Immunoblot-Analys&el#tysate mit dem
Antikorper Ab3 in dem Ansatz mit herunterreguliertem Fas-Rezeptonindert (Abb. 27a).
Dennoch ergab die quantitative Analyse mittels FaslL-spezifisdBlef8A eine niedrigere
Transfektionsrate flr diesen Ansatz, i.e. weniger Zell-Pedisbaierten FasL im Vergleich
zu den zwei Kontrollansatzen. Diese Aussage lasst sich ausnteomoblot nicht ablesen,
da hier kein Signal fiir das Volllangen-Protein detektiert werden konnte.

Die Berechnung deBheddingRate ergab sogar eine Erhéhung der Menge an I6slichem FasL
im konditionierten Medium im Verhaltnis zum zellassoziierten Fgdbb. 27b). Dies ist ein
Hinweis darauf, dass das FaSheddingnicht durch dessen Bindung an seinen Rezeptor

vermittelt sein konnte.
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Abb 27: Die Herunterregulation des Fas-Rezeptors fihrt nilst zu einem verminderten

Fas Ligand-Shedding
Hela-Zellen wurden mit gegen den Fas-Rezeptor lgieie RNAI oder Kontroll-RNAi behandelt und nach 48

Stunden mit hFasL transfiziert. Nach weiteren 1@n8en wurde das Medium gewechselt und Rate der FasL
Prozessierung Uber eine Zeitraum von 12 Stundechda) ELISA-Analyse ermittelt. (b) Die Generierudgs
NTF1lwurden mit dem Antikdrper Ab3 im Immunoblot hgewiesen. Im gleichen Immunoblot wurde die FasR-
Expression in den verschiedenen Proben analydiartch die erfolgreiche Herunterregulation der FasR-

Expression konnte keine negative Beeinflussung-dst-Shedding erreicht werden,

Nachdem die Rezeptorbindung des hFasL an den Fas-Rezeptor ni¢btralsssetzung fur

das Sheddingdes FasL ausgemacht werden konnte, wurde untersucht, ob die durch FasL-
Bindung vermittelte Auslosung der Apoptose in den Fas-tragendiem im Zusammenhang

mit dem Sheddingdes hFasL stehen konnte. Fir diese Analysen wurden der Wildtyp-hFasL
und die hFasL-Variation F275L in 293T-Zellen transfiziert. Durch Behagdimit dem
Alkaloid Staurosporin, das die Bindung von ATP an verschiedene Kinasenthemmde in

den Zellen Apoptose induziert (Ruegg al., 1998). Unter anderem fir N-Cadherin wurde
eine Staurosporin-vermittelte Induktion des ADAM10-abhangifeeddingsyon N-Cadherin
gezeigt (Reisst al.,2005)

Die Immunoblot-Analyse, dargestellt in Abb. 28, zeigte allerdingsekelnterschiede in dem
Muster der hFasL-Prozessierung durch apoptotische oder nicht-apd@o®98T-Zellen.

Dies konnte bedeuten, dass die Regulation des h&hstdings nicht an
Signaltranduktionswege gekoppelt ist, die durch die Staurosporin-vetenitgloptose

beeinflusst werden.
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Abb. 28: Untersuchung einer mogliche
hFasL Wt hFasL F275L
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werden.

4.1.5.3 Untersuchung der Stimulierbarkeit des Fas Ligan&heddings

Fir eine grofRe Anzahl von Proteinen, die von ADAM-Proteasen prozesereien, wurden
unterschiedliche Substanzen gefunden, die d&bkedding stimulieren konnen.
Klassischerweise werden dabei vor allem Phorbolester wie FRbarpol-12-Myristat-13-
Acetat) und lonophore wie lonomycin verwendet. Fur ADAM17-Substratenissielen
Zusammenhangen eine Stimulierbarkeit durch PMA gezeigt wordeist 3am Beispiel das
ADAM17-vermittelte Sheddingvon hTNFa oder L1 in hdufig starkem Ausmalfd durch PMA
induzierbar. DasSheddingeiner Reihe von Substraten wie E@&pifermal Gowth Factor),
Betacellulin (Blobelket al, 2005) oder E- und N-Cadherin (Reetsal., 2005; Maretzkyet al.,
2005a durch ADAM10 kann dagegen mittels lonomycin stimuliert werden.

Hier wurde die Stimulierbarkeit der FasL-Spaltung in verschiedendésy&men untersucht.
Dazu wurde zunéchst eine genaue zeitkinetische Analyse des 8Radtlingsunter Zusatz
von PMA und lonomycin durchgefihrt. Die Abb. 29 gezeigte Auswertung dieser
Untersuchung zeigt, dass das hF&ieddingin schwacher Weise durch PMA stimulierbar
sein konnte. Allerdings ist die Menge des durch PMA-Zugabe Zigatzeigesetzten
l6slichen hFasL lediglich leicht erhdht, wahrend im Vergleich BIMA-Stimulation des
hTNF-a-Sheddingswveit deutlicher ausfallt. Besonders wird hier die sehr schirskktion
bereits in einem Zeitraum von 20 Minuten nach PMA-Zugabe deutlich,ngegen die

leichte Stimulation des Fasthedding®rst etwa ab Minute 70 deutlich wurde.
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Abb. 29: hFasL-Sheddingist in Cos7-Zellen nicht signifikant stimulierbar

(a) 14 Stunden nach der Transfektion von hFasL 98T2Zellen wurde das Medium gewechselt und die
SheddingRate Uber einen Zeitraum von 3 Stunden ermitidtzu wurden nach 15, 45, 90 und 150 Minuten
Aliquots entnommen und digheddinegRate zu den verschiedenen Zeitpunkten durch ELABAlse ermittelt.
Nach erneutem Mediumwechsel wurde je ein Ansat2iiA 500ng/ml oder lonomycin (5uM) versetzt und die
SheddingRate in gleicher Weise ermittelt. Es ist kein #figanter Unterschied in der Generierung von sFasL
zwischen unbehandelten und stimulierten Zellenrerkar. (b ) Als Kontrolle im Stimulationsexperimemntrde

die Generierung von loslichem hTNFin gleicher Weise untersucht. Hier wird eine Stiembarkeit durch
PMA deutlich.

Nachfolgend wurde untersucht, ob der leichten PMA-StimulierbadesithFasLlSheddings
eine Aktivierung von ADAM10 oder einer anderen Protease zugrunde Dagu wurden
hFasL- transfizierte Wildtyp- bzw. ADAM10-defiziente Mausbtbtasten mit PMA
behandelt. Die Menge an freigesetztem loslichen hFasL im Meshaum zellassoziierten
hFasL wurde mittels hFasL-spezifischer ELISA-Analysetibvest. Wie in Abb. 30 zu
erkennen, konnte das FaSheddingn ADAM10-defizienten Zellen durch PMA in geringer
Weise stimuliert werden. Daher muss die beobachtete leidii&-Rimulierbarkeit des
hFasLSheddingsuf der Aktivitat einer anderen Protease als ADAM10 beruhen.
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Aufgrund des aulBerst geringen AusmalRes der PMA-StimulierbarkeibFlest Shedding
wurden in diesem Zusammenhang keine weiteren Untersucheungen, etidarzilét der

zugrundeliegenden Protease, unternommen.

6 Abb  30: Stimulation der FaslL-
ELISA . .
5 | Prozessierung in Wt- und ADAM--
a unh. PMA 10 i
n Mausfibroblasten
4
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" 2 Stunden nach der Transfektion wurde das Me
e l
- gewechselt und die Bildung von ldslichem Fasl
11 Zellkulturiberstand Uber einen Zeitraum von
0 . _Il - Stunden mittels ELISAdnalyse vermessen. Dani
Wt AHDS':' t ﬂ*}?é':' Wt A}E‘;” wurde das Medium wiederum gewechselt, und
IFasL-Gehalt in unstimulierten oder PM#ew.
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Freisetzungsrate des IFasL wurdes dem Quotie

[
I

4 Std. stimuliert )
von IFasL und Zellpellet-assoziiertem hFasL {ZP

FasL) berechne

Allerdings war es von Interesse, ob eine Stimulation ddseddings der Fas-
Bindungsmutanten mdglich ist. Theoretisch kénnten andere Signale, aleseiisirch FasL
ausgelosten apoptotischen Signalwegs, durch die Bindung von FasL arselRezEator die
Abspaltung der FasL-Ektodoméne auslésen. Da sowohl PMA als auch lgnostgrk in
eine Vielzahl von zellularen Signalwegen eingreifen, wurde versucittdiesen beiden
Substanzen eine Stimulation d&keddingsder hFasL-Varianten zu erreichen, die unter
normalen Bedingungen sehr wahrscheinlich nicht abgespaltenennwétide wurde neben
der oben beschriebenen F275L-Variante ein Konstrukt des Wildtyp-hFaglinertan den C-
Terminus fusiononierten Alkalischen Phosphatase verwendet. Auch dureim dieg wird
die Generierung von N-terminalen Spaltfragmenten, wie auch vddreh die Anbringung
eines HA-Tags (siehe Abb. 25b) sehr stark reduziert.
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Abb. 31: Untersuchung einer moglichen Induzierbarkeit deSheddingsder hFas Ligand
Rezeptor-Bindungsmutanten

Hier wurde untersucht, ob die Prozessierung detL-Ragtanten, die ein verringertes Ausmafd @hedding
Aktivitat zeigen, induziert werden kann. Dabei kaonm einen Staurosporin als Apoptose-induzierendgen?a
als auch PMA (PKC-Aktivierung) und lonomycin (Cailai-Influx) zum Einsatz.

WT-hFasL sowie die Rezeptor-Bindungsmutante F275%icden in Cos7-Zellen exprimiert und d&kedding
nach Behandlung mit Staurosporin (1uM) fir 6 Semin Immunoblot untersucht. b) Cos-7 Zellen wurden
WT-hFasL, der Fas-Bindungsmutante F275L sowie einextrazellular AP-markierten hFasl-Konstrukt
transfiziert. Im Immunoblot wurde das FaSheddinghach Behandlung mit PMA (200 ng/ml) oder lonomycin
(5uM) analysiert. In beiden Experimenten wurdem&elnzeichen fir eine Induktion der FasL-Prozeasigr
durch die verschiedenen Substanzen gefunden. &Xahtrolle fir die AP-Analyse wurde das stimuliem

Sheddingeines hTNFa AP-Konstrukts vermessen.

In Abb. 31la ist die Immunoblot-Analyse der im SDS-Gel aufgetren@&iysate von
unbehandelten oder stimulierten 293T-Zellen gezeigt, die den Wit-fealdr eine
entsprechende Variante exprimieren. Es sind keine signifikanterddhtede in der
Signalstarke der generierten N-terminalen Fragmente aufgrundimhetegion zu erkennnen.
FUr das Konstrukt hFasL-AP konnte zudem unter Ausnutzung der PhosphktiggétAler
C-terminal an den FasL fusionierten AP eine eventuelle Frarsgtzler extrazellularen

Doméne des hFasL unter Stimulationsbedingungen in den Zelliiberstand unterestazht.
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Dazu wurde den abgenommenen Zellkulturiiberstanden 4-Nitrophenyphosphatzzugese
das gebildete Reaktionsprodukt bei 405nm photometrisch quantifiziert (2hahg2002).

In Abb. 31b wird deutlich, dass kein l6slicher, mit Alkalischer Phosphatase fustomeasL

im Uberstand durch Messung der AP-Aktivitat detektiert werden konate<@ntrolle wurde

der gleiche Experiment mit einem hTNFKonstrukt durchgefiihrt, das ebenso einen C-
terminalen AP-Tag aufweist. Die bekannte PMA-Stimulierbarkiss Sheddingsdieses
Konstrukts durch PMA konnte dagegen, wie in Abb.31c dargestellt, deutlich gezeigt werden.
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4.2  Chiméarenanalysen zum humanen Fas Ligand- und
humanem TNF-a-Shedding

Es sind durch einige Gruppen Untersuchungen durchgefuhrt worden, die zifizldeuig

von strukturellen Bereichen, die funktionell an der proteolytischen A&tider ADAM
Proteasen beteiligt sind, fuhrten. Haufig wurden hierfir chiméaraMiProteasen und/oder
chimare ADAM-Substrate erzeugt (u.a. Re@dwl.,2000, Smithet al.,2002; Horiuchiet al.,
2006, Forset al.,2001; Cheret al., 1995). Durch den systematischen Austausch einer oder
mehrerer Domanen einer bestimmten Protease gegen entsprechentined einer
homologen Protease, die ein bestimmtes Substrat nicht prozekei@mten so Bereiche
bestimmt werden, die fir Spaltung des betrachteten Substrathemwd und/oder notwendig

sind. Analog dazu wurden auch daseddingchimarer Substratmolkile analysiert.

4.2.1 Herstellung und Charakterisierung der ADAM10ADAM17-

Chiméaren

Im folgenden sind Experimente beschrieben, die zum Verstandnis dprdaien des
SubstratSheddingsdurch ADAM-Proteasen beitragen sollen. Fir diese Analysen wurden
chimare Konstrukte aus ADAM10 und ADAM17 hergestellt. Mittelsiéis-PCR wurden,
wie unter Material und Methoden beschrieben, DNA-Abschnitte aausggt, die fur die
unterschiedlichen Domé&nen der beiden Proteasen (Metalloprotease-DiviRidmane),
Disintegrin-/cysteinreiche Domane, Transmembrandomane (TMD)esawtbplasmatische
Doméane) kodieren.

Dabei sollte dasSheddingdes FasL im Mittelpunkt stehen. Dartber hinaus wurde das
Shedddingvon hTNFa néher analysiert, da er einige Homologien mit dem FasL aufweis
jedoch auch durch ADAM17 prozessiert werden kann. Von besonderem latevassn
diesem Zusammenhang die Tatsache, dass der bhThd#ben dem konstitutiveBhedding
einem PMA-stimulierbarerSheddingunterliegt (Unglaubet al.; 1987). Die molekularen
Grundlagen dieser Stimulation sind in weiten Teilen unverstanden, urehsidiher in dieser
Arbeit ndher untersucht werden.

In Abb. 31 sind die auf diese Weise hergestellten Mischprotehesrstisch dargestellt. Die
Bezeichnung der Konstrukte benutzt die Buchstaben K (ADAM10Ozbknian) und T
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(ADAM17, TACE), in der Reihenfolge Metalloprotease-Domane, Disintegristéayreiche
Domane, Transmembrandoméane und zytoplasmatische Domane. Alle Konstnottés am

C-Terminus mit einem HA-Tag fusioniert.
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Abb. 32: Schematische Darstellung der ADAM/ADAM17 Chiméaren

Die verschiedenen hier schematisch dargestelltem&bk aus ADAM10 und ADAM17 wurden durch Fusions-
PCR hergestellt. Intrazelluldr ist ein HA-Tag fusirt (grin dargestellt). Die Bezeichnungen mit den
Buchstaben T und K lehnen sich an die alternathamen fiir ADAM10 und ADAM17 an: ¥zbanian und
TACE. Sie sind in der Reihenfolge Prodoméane/Metatigase-Domane, Disintegrin-/cysteinreiche Domane,
Transmembrandoméne (TMD), zytoplasmatische Domdsehgieben. Zur leichteren Orientierung sind die
Transmembrandomé&nen sowohl im Buchstabencode @fsimuSchema grau hinterlegt.

Zunachst wurde die Expression sowie die Maturierung der chimB@reteasen durch
Immunoblot-Analyse mit dem gegen den HA-Tag gerichteten monoklonalekbfer 3F10
analysiert. Es stellte sich hierbei heraus, dass diejenigastkikte, die die Metalloprotease-
Doméane von ADAM17 besitzen, etwa zehnfach starker exprimiert watddtonstrukte, die
die ADAM10-Metalloprotease-Domane aufweisen (Daten nicht g8zeiUm eine
Vergleichbarkeit der Aktivitditen der Chimaren beim hFasL- odeNFd@-Sheddingzu
gewahrleisten, wurde in den Experimenten, in denen die ADAM10/17-Génmdit hTNFe

oder hFasL koexprimiert wurden, die transfizierte DNA-Menge entsprechend asigepa
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Auch die Zellen, deren Lysate im dargestellten Immunoblot aealysiurden, waren in
dieser Weise transfiziert worden (Abb. 33). Hier ist neben desreichten vergleichbaren
Transfektionsstarke zu erkennen, dass die chimaren ADAM10/ADAM1éd&en eine
leicht unterschiedliche Maturierung zeigen. Dies wird durch ein datmtunterschiedliches
Verhdltnis von der grolReren Proform zu der kleineren maturen Formelschiedenen
Chimaren ersichtlich. Dartber hinaus war eine leichte VarianZarhéltnis von Proform zu
maturer Form bei der Expression der Chiméaren in Cos7- und 293T-Zell®obachten. Aus
diesem Grund sind zwei reprasentative Immunoblots gezeigt.

Fur alle chimaren Proteasen konnte eine mature Form detektielérwéDies deutet darauf
hin, dass alle Konstrukte vom Golgiapparat/Transgolgi-Netzwerk anZdiloberflache
transportiert werden, denn dieser Translokalisationsschritt gélslemdurch die Abspaltung
der Prodoméane charakterisierten Maturierung der ADAM-Proteaséere(Anderset al,
2001). Dies weist darauf hin, dass alle Proteasen potentieluramtersuchenden Substraten

auf der Zelloberflache interagieren kénnen.
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Abb. 33: Immunoblot-Analyse der ADAM10/17-Chimaren-Expression inCos7- und

293T-Zellen

Cos7- und 293T-Zellen wurden mit den chiméaren ADANMDAM17-Konstrukten transfiziert. Nach 72
Stunden wurde die Expression der HA-getaggten aeimBroteasen im Immunoblot nach SDS-PAGE mit dem
HA-spezifischen mmonoklonalen Antikérper 3F10 (Rectkontrolliert. Die unterschiedlichen Grolen der
Chiméren sind in erster Linie mit der grol3eren plasmatischen Doméne von ADAM17 gegeniber ADAM10
zu erklaren. Insgesamt konnte fir jedes chimareyfBprotein eine mature Form gezeigt werden. Im
Buchstabencode fir die verschiedenen Chimareruisechteren Orientierung die Transmembrandoméaaa g

hinterlegt. P= Proform; M= mature Form
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Die subzellulare Lokalisation der ADAM10/ADAM17-Chimaren wurde tehst
Immunfluoreszenzanalyse untersucht. Von besonderem Interesse war, ahirdéren
Proteasen zur Zelloberflache gelangen kodnnen, oder offensichtlichetdafe ihrer
Sortierung und Lokalisation aufweisen. Dies wirde auf eine mogliohktivitat einer
bestimmten chiméren Protease hinweisen.

E-Cad HA Uberlagerung  Ausschnitt

Abb. 34: Immunfluoreszenz-Analyse der ADAM10/ADAM17-Chiméaren Lokalsation in
Cos7-Zellen
Cos7-Zellen wurden mit den chimaren ADAM10/ADAM1bi#strukten transfiziert. Nach 72 Stunden wurde

die Lokalisation der Uberexprimierten Proteine durmmunflourszenz-Analysen nachgewiesen. Zur Anféagb
des Oberflachenmarkers E-Cadherin wurde ein Antigdder Firma BD Bioscience (Klon36) verwendet. Die
HA-getaggten Chiméare wurden mit dem HA-spezifiscAeikorper 3F10 detektiert. Als Zweitantikdrpernka
der AF594-gekoppelte Zieggkaninchen IgG-Antikorper (rot) bzw. der AF488-gebkefie ZiegeaRatte 1gG
Antikorper (gruin) zum Einsatz. Fur die Chiméaren KK@ind TTKT sind keine Abbildungen gezeigt.
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Abb. 34 zeigt die Immunfluoreszenz-Analyse der chimaren Proteas@uos7-Zellen drei

Tage nach Transfektion der entsprechenden Konstrukte. Eine verbdsdemamung der

Zellgrenzen wurde durch die gleichzeitige Anfarbung von E-Cadhergnzal@inem grol3en
Teil auf der Zelloberflache lokalisiert ist, erreicht.

Insgesamt konnte fir die meisten Chimaren eine mit den Wildtygserevergleichbare
Lokalisation ermittelt werden. Die Chimaren TTTK und KTKK lokerten in etwas anderer
Form als die Wildtyp-ADAMs. Sie zeigten eine intrazellul&erteilung, die eine verstarkte
Lokalisation im Endoplasmatischen Retikulum andeutet. Doch auch heer éskennen, dass

ein Teil der exprimierten chimaren Protease an der Zelloberflachesliekaist.

4.2.2 Chimarenanalysen zum Fas Ligan&hedding

Die Analysen zu der Frage, welche chimaren Proteasen derpFasdssieren kbnnen, wurde
analog zu dem in Abb. 15 gezeigten Experiment durchgefihrt. Hiedew bereits
nachgewiesen, dass ADAM10-defiziente Mausfibroblasten keinen IgsliElasL in den
Zellkulturuberstand abgeben. Eine Retransfektion von ADAM10, nicht jedoch ADAM
fuhrte hier zu einer Wiederherstellung der Fahigkeit diesereZelloslichen hFasL zu
generieren.

Durch den Austausch verschiedener Domanen von ADAM10 gegen die emnéspiec
Domé&nen von ADAM17 sollte die Bedeutung der jeweiligen Domé&nen von ADDANIr das
FasLSheddingermittelt werden. Dazu wurden ADAM10-defiziente Mausfibroldasmit
Wildtyp FasL und den verschiedenen Chimaren transfiziert. 18-20 Stundén deac
Transfektion wurden Zellen und Uberstand geerntet und die FasL-Meitigds rFasL-
spezifischem ELISA bestimmt. Um Unterschiede in der Transfeseffizienz des hFasL-
Konstrukts auszugleichen, wurde die hF&leddingRate aus dem Verhéltnis von Iéslichem
zu Zellpellet-assoziiertem hFasL berechnet. Die Expressiomrderschiedlichen chiméaren
Proteasen in den drei voneinander unabhangigen Experimenten, digéhdddingDaten
zugrundeliegenden, ist im Immunoblot mittels HA-spezifischem monoldon@ntikérper
kontrolliert worden.

Die Auswertung von drei unabhangig voneinander durchgeflihrten Experimishtém
Abb. 35 dargestellt. Sowohl die Gesamtauswerung der ELISA-Amalgde auch die
Expression der ADAM10/ADAM17-Chimaren ist gezeigt. Zur besserergichbarkeit der
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unterschiedlichen Experimente wurde jeweils d&heddingRate des Ansatzes als

Bezugsgrofe verwendet, in dem Wildtyp-ADAM10 mit dem hFasL koexprimiert wavde
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Abb. 35: Wiederherstellung des konstitutiven FasLSheddingsin ADAM10-defizienten

Mausfibroblasten

ADAM10-defiziente Mausfibroblasten wurden mit Fastder FasL zusammen mit den hergestellten
ADAM10/ADAM17 Chiméaren fur etwa 18-20 Stunden koerpert. Die hFasLSheddingRate wurde mittels
einer ELISA-Quantifizierung des Idslichen (IFaslowsée des Zellpellet-assoziierten hFasL-Proteins-F&BL)
ermittelt. Mittelwerte wurden aus drei voneinanderabhéngigen Experimenten gewonnen. Die jeweilige
Expression der Chiméaren in den drei zugrundeliegenBxperimenten wurde durch Immunoblot Analyse
mittels dem gegen den HA-Tag gerichteten monokEmaintikdrper 3F10 (Roche) nachgewiesen (obere drei
Panels). Es zeigte sich nur bei der Koexpressioigesi Kostrukte eine Wiederherstellung der hFastidatzung
(siehe Text). Zur leichteren Orientierung ist imcBstabencode die Transmembrandoméane grau unterlegt.
IFasL= l6slicher FasL; ZP-FasL = Zellpellet-assexzér FasL; HA = Hamagglutinin

Insgesamt wird aus den Untersuchungen deutlich, dass vor allem dukbedigression der
Konstrukte KKKT und KKK eine signifikante Wiederherstellung des shF&heddings
erreichbar ist. Dennoch konnten auch diese chiméaren Proteasen, dieAastausch bzw.
eine Deletion der zytoplasmatischen Domane aufweisen, ledigheh58 Prozent des durch
Wildtyp-ADAM10 vermittelten hFaslSheddingerreichen. Des Weiteren konnte eine sehr

geringe Wiederherstellung des Fa&Sheddingsdurch die Koexpression von hFasL mit den
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Konstrukten TKKK, KTTT und KKKT gemessen werden. Die anderen ADAMDXM17-
Chimare zeigten keine deutliche Wiederherstellung des Basddings.

Durch den Vergleich der hFastheddingAktivitat der Konstrukte KKTT und KKKT wird
des Weiteren eine mogliche Beteiligung der ADAM10-Transmembraade am hFasL-
Sheddingangedeutet. Wahrend die Koexpression der Chimare KKTT das [gFesiding
lediglich in geringem Umfang wiederherzustellen vermochte, dihite zusatzliche
Anwesenheit der ADAM10-Transmembrandoméane im Konstrukt KKKT zuneieiéizienten
hFasL- Sheddingin ADAM10-defizienten Mausfibroblasten. Diese Beobachtung deutet
darauf hin, dass der ADAM10-Transmembrandomane eine kritische Badeum hFasL-
Sheddinggukommt.

Der aus diesen Befunden ableitbaren Hypothese, die zytoplasmatsnhie die
Transmembrandomé&ne kdnnten einen Beitrag zur Spezifitdt des BRaddingsleisten,
wurde weiter nachgegangen, indem untersucht wurde, ob auch die gytafpleghe Domane
bzw. die Transmembrandomane des hFasL in gleicher Weise flr afimitifung eines
effizienten FasL notwendig sein konnten. Hierzu wurden verschiederst-Kéastrukte
hergestellt. Zum einen wurde die Sequenz fur die zytoplasmatidomane von hFasL, bzw.
die Sequenz fur die Aminosauren 40-80, die die prolinreiche Doméne desbdsadireiben,
deletiert.

Des Weiteren wurden chimare Proteine aus hFasL und hTNEérgestellt, in denen die
zytoplasmatische Domane bzw. die Transmebramndomdne des hFasL degen
entsprechende Domane des humanen hd@NRusgetauscht wurde. Mithilfe dieser
Mischproteine sollte in erster Linie der Beitrag der Transmandomane des hFasL zur
Spezifitat des hFasBheddingsintersucht werden.

Auch dasSheddinglieser Konstrukte wurde mittels hFasL-spezifischer ELISA-ys®hach
Expression in 293T-Zellen untersucht.

In Abb. 36a ist zu erkennen, dass eine vollstandige Deletion der zytapisshen Domane
des hFasL zu einer Reduktion der hFaSheddingRate um etwa 50 Prozent flihrte.
Interessanterweise hatte die Deletion der prolinreichen Dongihglith eine schwache
Auswirkung auf das hFasBhedding Dies deutet auf eine Funktion der Aminoséauren 1-40
der zytoplasmatischen Domane des hFasL in der Vermittlung @ffektiven hFasL-
Sheddings$in.

Die Analyse desSheddingverhaltens der hTNE/hFasL Chimare in 293T Zellen ist in
Abb. 36b dargestellt. Es zeigt sich eine sehr starke Beeingéchtder Freisetzung der

l6slichen Ektodomane des hFasL, wenn die zytoplasmatische Domane aaler di
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Transmembrandomé&ne des hFasL gegen die entsprechenden Domanen vom hTNF-
ausgetauscht sind. Dies zeigt, dass auch die Transmembrandomanastiesiié Bedeutung

fur das Sheddingdurch ADAM10 haben kodnnte. Die Reduktion d&lseddingsdurch den
Austausch der zytoplasmatischen Domane des hFasL gegen die désa hfléN weit
deutlicher aus als die einfache Deletion der zytoplasmatischen Doméne sles hFa

Fur keines der beiden hFasL/hTFMischproteine konnte ein PMA-stimuliert&hedding
ermittelt werden. Dies hatte eventuell erwartet werden konnen, daTdd-o selbst in

PMA-stimulierbarer Weise gesheddet wird.
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Abb. 36: ELISA-Analyse des Sheddingsvon hFasL-Mutanten mit Deletionen in der
zytoplasmatischen Domane

(a) Schematische Darstellung der hergestelltersiiRanstrukte bzw. die hTNE/hFasL Chimare. Die
trunkierte hFasL-Variante (del intra) wurde mittBlER hergestellt. Die DNA-Konstrukte fir del40-&0b fir

die hFasL/hTNFa-Chiméaren wurden mittels Fusions-PCR hergestdlit.dte chimaren Konstrukte wurden die
fur die extrazellulare, die Transmembran- oder Zjtoplasmatische Doméne vom hFasL (blau) bzw. dem
hTNF-a (rot) codierenden DNA-Abschnitte gegeneinandegataischt. Alle hergestellten Konstrukte wurden
am 3’-Ende mit einer Sequenz, die fir einen Myc-d@agjert, fusioniert (orange dargestellt).

(b) 293T Zellen wurden mit WT-hFasL oder hFasL-Mitigm transfiziert, die eine Deletion der Prolinhain
Doméne (del 40-80) oder eine Deletion der intrad#@en Doméane (del intra) aufweisen. Nach 20 Stande
wurden Zellen und Uberstande geerntet. BieeddingRate dieser Mutanten wurde mittels hFasL-spetiéisc
ELISA-Analyse bestimmt.
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4.2.3 Chimarenanalysen zum humanen TN&Shedding

Nachdem die unterschiedlichen ADAM10/ADAM17-Chimére auf ihre Fahiggetestet
wurden, das hFasEheddingn ADAM10-defizienten Zellen wiederherzustellen, wurde ihre
Aktivitdt gegeniber dem humanen hTMFanalysiert. Der hTNFEr wird durch ADAM17
konstitutiv und in PMA-stimulierbarer Weise prozessiert. Bislarde beschrieben, dass
ADAM10 den hTNFe in vitro spalten kann (Rosendakt al., 1997). Ein ADAM10-
vermitteltes Shedding konnte in zellbasierten Untersuchungen nicht festgestellt werde
(Zhenget al, 2004).

In einem Vorversuch wurde die konstitutive sowie die PMA-stimigidtreisetzung von
l6slichem hTNFa durch Cos7-Zellen, 293T-Zellen, Wildtyp-Mausfibroblasten sowie
Mausfibroblasten, die fur ADAM10, ADAM17 oder beide Proteasen defizgnd,
untersucht.

Wie in Abb. 37 dargestellt, fihrte eine Defizienz von ADAM17 zu eingiistandigen
Verlust des durch PMA stimulierten hTNFSheddingsund einer Verminderung der
konstitutiven hTNFa-Freisetzung. Dagegen erscheint in ADAM10-defizienten Zellen das
hTNF-a-Shedding nicht beeintrachtigt. ADAM10/ADAM17-doppeldefiziente
Mausfibroblasten setzen weder konstitutiv noch nach PMA-StimulatidicHés hTNFe
frei, was die ausschlief3liche Bedeutung der beiden in diesemnsysttersuchten ADAM-
Proteasen im hTNE-Sheddingunterstreicht.

Die Retransfektion von ADAM10 in ADAM10/ADAM17-doppeldefiziente Mausfibasien
stellte die F&higkeit zum konstitutiven hTNFShedding wieder her, wahrend durch
Retransfektion von ADAM17 beideSheddingArten, konstitutiv und PMA-stimuliert,
wiederhergestellt werden konnte (Abb. 37). Daher konnten mit diedésn £e Struktur-
Funktionsanalysen zum hTNEShedding die auf chimaren ADAM10/ADAM17-Proteasen

beruhen, durchgefiihrt werden.
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hTNF-a transfiziert
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Abb. 37: ELISA-Analyse der hTNF-a Freisetzung in verschiedenen Zellen

Verlust des konstitutiven und stimulierten hTWHF-Sheddingsin ADAM10/ADAM17-doppeldefizienten
Mausfibroblasten. 293T-Zellen, Cos7-Zellen sowiesehiedene Mausfibroblasten-Zelllinien (Wildty (WT)
ADAM10-, ADAM17- und ADAM10/ADAM17-doppeldefizienteMEFs) wurden mit hTNFEx oder hTNFe
und den verschiedenen ADAM10/ADAM17-Chimaren traisft. 24 Stunden nach der Transfektion wurde das
Medium gewechselt. Nach weiteren zwei Stunden wdedeMedium wiederum gewechselt und 500ng/ml PMA
zugesetzt. Die hTNE-Freisetzung Uber zwei Stunden unter konstitutived PMA-stimulierten Bedingungen
wurde mittels hTNFa-spezifischem ELISA ermittelt. Di€heddingRate ist als Verhéltnis von Idslichem zu
Zellpellet-assoziiertem hTNE- ausgedrickt (InTNE/ZPhTNF«). (b) Retransfektion von ADAM10 und
ADAM17 in ADAM10/ADAM17 doppeldefizienten Mausfibtdasten stellt das konstitutive bzw. stimulierte
hTNF-o Sheddingwieder her. In gleicher Weise wie unter a bestieiewurde mittels hTNIB-ELISA der
Effekt der Retransfektion von ADAM10 oder ADAM17 inADAM10/ADAM17-doppeldefiziente

Mausfibroblasten analysierAD10/AD17 dKO = ADAM10/ADAM17-doppeldefizient; rete retransfiziert

Zur Struktur-/Funktionsanalyse wurde das hTélBHeine oder zusammen mit den chimaren
Proteasekonstrukten in ADAM10/ADAM17-doppeldefizienten Zellen exprimigtwa 20
Stunden nach der Transfektion wurde das konstitutive sowie das PMAeartdulailr NFer-
Sheddingliber einen Zeitraum von jeweils 2 Stunden mittels htiNgpezifischem ELISA
analysiert. In Abb. 38 ist das Ergebnis von zwei voneinander unabh&ngigennienten

dargestellt.

90



Ergebnisse

ADAM10/ADAM17 dKO
kDa
?51 I, ppe—— _;_—1
anti
HA ?5{ e T s —— W~ ‘
4
ELISA
3 <
L
Z
i
& 2
£
T
0 L]
= K » & - intraz.
S & 5" ———
¥ € O X F ¥ ¥ FFFXF ¥ extraz.

hTNF-a -transfiziert

Abb. 38: Wiederherstellung des konstitutiven und stimulierten hNF-a-Sheddings

in ADAM10/ADAM17-doppeldefizienten Mausfibroblasten
ADAM10/ADAM17-doppeldefiziente Mausfibroblasten vdean mit hTNFe oder hTNFer zusammen mit den
hergestellten ADAM10/ADAM17-Chiméaren flr etwa 24uBtlen koexprimiert. Zur Bestimmung der hTNF-
SheddingRate wurde dann die Freisetzung von léslichem h@NEber einen Zeitraum von jeweils zwei
Stunden unter konstitutiven oder PMA-stimulierteedBigungen analysiert. Dazu wurde die Menge an
I6slichem in Bezug zu Zellpellet-assoziiertem hTdrittels ELISA quantifiziert. Die Analyse ergab,sdanur
bestimmte Chimére das konstitutive und/oder PMAslierte hTNFei-Sheddingn den ADAM10/ADAM17-
defizienten Mausfibroblasten wiederherstellen kennfsiehe Text). Mittelwerte wurden aus zwei voaeder
unabhéngigen Experimenten gewonnen (Versuche mKTTTnd KKTK nur einmal durchgefiihrt). Die
Transmembrandomane ist im Buchstabencode grauegtter

Die dargestellten Immunoblots (obere zwei Panetluthentieren die Expression der ADAM10/ADAM17-

Chimére in den beiden Experimenten, die den gezeigt.ISA-Daten zugrunde liegen.

In den durchgeflihrten Experimenten zur Wiederherstellung derFhiFRreisetzung in
ADAM10/ADAM17-doppeldefizienten Mausfibroblasten wurde die ExpressionCiemare
durch Immunoblot-Analyse mittels dem gegen den HA-Tag gerichtatgikorper 3F10
(Roche) nachgewiesen. Hierbei wird eine vergleichbare Expresate der verschiedenen
ADAM10/ADAM17-Chimaren in den dargestellten Experimenten deutlich (Abb. 38).

Durch Ermittlung defSheddingRate in den jeweiligenVersuchsansatzen wird erkennbar, dass
die einzelnen chiméaren ADAM10/ADAM17 Proteasen in unterschiedlichafie fahig
waren, das hTNE-Sheddingviederherzustellen.
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Zunachst scheint es fur das hTNFsheddingunerheblich zu sein, ob die MP-Doméane von
ADAM10 oder ADAM17 stammt. Darliber hinaus wird deutlich, dass detatssh sowie
die Deletion der zytoplasmatischen Domane von ADAML17 keinerlei Aksng auf das
konstitutive oder PMA-stimuliert8heddingzon hTNFe  hat.

Differenzierter als im FasSheddingerscheint die Bedeutung der Transmembrandomane
sowie der Disintegrin-/cysteinreichen Domane, da hier untedicitie Bedeutungen dieser
Doménen fir das konstitutive bzw. das PMA-stimulierifineddingzu beobachten sind. So
kann durch Koexpression des Konstrukts TTKK, das die Transmembrandomane von
ADAM10 aufweist, lediglich das konstitutive hTNEShedding vermittelt werden.
Demgegeniuber wurde durch TTTK, in dem lediglich die zytoplascteti Domane von
ADAM17 gegen die entsprechende Domane von ADAM10 ausgetauscht righ,T Né&-a
sowohl in konstitutiver als auch in PMA-stimulierter Weise pssEst.
Zusammengenommen zeigt dies, dass durch die Kombination von ADAM17-
Transmembrandoméane mit ADAM17-Disintegrin-/cysteinreicher Domddes PMA-
stimulierbareSheddingron hTNFa vermittelt werden konnte.

Die Spezifitat und Regulation des ADAM10- und ADAM17-vermittelt®heddingsvon
hTNF-a konnte daher teilweise durch die Transmembrandoméane von ADAM17 vérmitte
sein. Wie oben beschrieben, kann ADAM17 den hFasL in Mausfibroblasterkarddtttutiv

und lediglich in geringem Ausmal} PMA-stimuliert proteolytischsé&ten. Daher wurden
zur Analyse, ob auch die Transmembrandomane von hif Bléwie dessen zytoplasmatische
Doméane zur Regulation des hTN#FSheddings beitragen, chimare hTN&hFasL-
Konstrukte mittels Fusions-PCR hergestellt. In Abb. 39a sind digmistal mit einem myc-
Tag fusionierten Konstrukte schematisch dargestellt.

Nach Transfektion in 293T-Zellen wurden die Konstrukte fur etwa 24 Stuexigmmiert,
wonach das konstitutive sowie das stimuliédteeddingtiber einen Zeitraum von jeweils 2
Stunden mittels hTNE~spezifischem ELISA analysiert wurde.

In Abb. 39b ist zu erkennen, dass durch den Austausch der Transmembrandontérgron

a gegen die des hFasL (TFT) dalseddingdes hTNFa stark beeintrachtigt wird. Dabei sind
sowohl das PMA-stimulierte als auch das konstitusheddingoetroffen, welches um etwa
75% bzw. 50% zurlckgeht.

Das Konstrukt TTF, in dem die zytoplasmatische Domé&ne von hiNfegen die
zytoplasmatische Domé&ne des hFasL ausgetauscht ist, wurde durch &@siTaflerdings
kaum noch, weder konstitutiv noch PMA-stimuliert, proteolytisch in den rdidned

freigesetzt. Dies konnte darauf hindeuten, dass auch der zytopta$rmaDomane von
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hTNF-a eine Funktion in der Vermittlung der Spezifitat und eventuell auchRdgulation

des hTNFe-Sheddingzukommt.

a b 293T-Zellen
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Abb. 39: Analyse desSheddingsvon chimaren hFasL/ hTNFa- Proteinen durch 293T-
Zellen

TNF
TTF

293T-Zellen wurden mit Wildtyp-FasL, Wildtyp-hTNé- oder den chimaren hTNé&HasL-Konstrukten
transfiziert. Durch Quantifizierung der Zellpellessoziierten bzw. l6slichen Molekile mittels gegdie
jeweiligen Ektodomanen gerichtete ELISAs wurde jdigeilige SheddingRate bestimmt. Dabei wurde sowohl
das konstitutive als auch das PMA-induziesteeddingiber einen Zeitraum von 2 Stunden verfolgt. Awfsei
Weise konnte der unterschidliche Einfluss der Doendnsammensetzung auf die Freisetzung der Ektodaman
verfolgt werden (Details siehe Text).
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5 Diskussion

5.1 Charakterisierung desSheddingsdes humanen Fas
Liganden

Der Fas Ligand (FasL) ist durch sein Potential, in Fas+tidaye Zellen Apoptose auszulosen,
von entscheidender Bedeutung in einer Vielzahl von physiologischen und
pathophysiologischen Prozessen.

Seit langerem ist bekannt, dass der FasL durch Metalloprotease&speozwird (Kayagaki

et al.1995). Obwohl die apoptotische Aktivitat des loslichen FasL seitdem sichéer
geklart werden konnte, hat sich herausgestellt, dass eine protgw@yfibspaltung des FasL
von der Zelloberflache mit dem Fas/FasL-System interfefigittell et al.2002; Tanakaet
al.,1998). Dabei wird die Abspaltung des FasL von der Zelloberflachesteretinie als
Mechanismus angesehen, der zur Herunterregulation der zellukash-Zytotoxizitat
beitragt.

Das Serumlevel von loslichem FasL ist positiv korreliert mit agymptomatischen Phase
einer HIV-Infektion (Hosakeet al., 1998), Rheumatoider Arthritis (Nozawet al.1997),
Leukamie (Tanakaet al.1996), Myokarditis (Toyozaket al.1998) sowie einer Reihe von
malignen Krebserkrankungen (unter anderem: Kaizal.2004, Tanakat al.1996, Satcet
al.,1996, Owen-Schauét al.2000). Dennoch konnte die FasL-prozessierende Protease bisher
nur in speziellen Zelltypen identifiziert werden (Matswetaal.2001; Mitsiadeset al., 2001;
Powell et al., 1999; Vargo-Gogolat al., 2002b). In diesen Studien wurden, hauptsachlich
durch in vitro Analysen, Mitglieder der Matrix-Metalloproteasen identifizieDa jedoch
verschiedene TIMPs (tissue inhibitors of Metalloproteases) keltfegkt auf das FasL
Sheddingzeigten, wurde ein Mitglied der ADAM-Familie als méglicherse entscheidende
Protease diskutiert (Ethedl al.,2002).
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5.1.1 Prozessierung potentieller Spaltungsmutanteshes humanen Fas

Liganden in verschiedenen Zelltypen

In dieser Arbeit sollten die molekularen Aspekte der Freisetzunpdichen FasL analysiert
und die FasL-spaltende Protease fur relevante Zelltypen idemtifimeden.

Durch Immunoblot-Analyse mit dem Antikdrper Ab3, der ein intrazellsldEpitop des
humanen FasL (hFasL) erkennt, konnte das Prozessierungsmuster desah&bsiert
werden. Dieser Antikorper detektiert neben dem VolllAngenprotein Mderminale
Spaltfragmente des hFasL.

Allerdings wird durch den Antikdrper G247-4, der die Ektodomane des hF&shner
lediglich eine Bande bei ca. 28 kDa nachgewiesen, die den l6slichsh r#préasentiert. Dies
spricht dafirr, dass der membrangebundene hFasL an nur einer 3paitsteéssiert wird.
Die drei Ubrigen durch den Antikorper Ab3 detektierten Banden kdnnten gla@fRen mit
einer weiteren proteolytischen Degradierung des initialenriNit@len Fragments (NTF1)
oder auch einer unterschiedlichen posttranslationalen Modifikation ein uisellmkas N-
terminalen Fragments  erklarbar  sein. Durch das Vorhandensein einer
Phospohorylierungsstelle fir eine Casein-Kinase am N-Terminuszytpolasmatischen
Doméne des hFasL ware in diesem Zusammenhang eine Phosphgytreigiich. Allerdings
fuhrte hier eine ausgedehnte Inkubation der Zelllysate mit AtitedisPhosphatase auch nach
mehreren Stunden zu keiner Veranderung im Bandenmuster der N-fermiragmente
(Daten nicht gezeigt). Dies stimmt mit der in einer anderebeif veroffentlichten
Beobachtung tiberein, in der keine Phosphorylierung von hFasL nach Ubsséxpri
293T-Zellen oder Cos7-Zellen detektiert werde konnte (Batiral., 2005). Daher ist eine
weitere sequentielle proteolytischen Prozessierung des enitibl-terminalen Fragments
anzunehmen (siehe unten).

Auch durch die Verwendung eines hFasL-spezifischen ELISA-Syskemste die FasL-
Prozessierung unter unterschiedlichen experimentellen Bedingungetiietde analysiert
werden. Daneben mussten zunachst auch die verwendeten Zellsystgimehre
Vergleichbarkeit bei der FasL-Prozessierung untersucht werden.

Die Analysen von Schnittstellenmutanten zeigen die Theorie zu \agdar dass der hFasL
durch Mauszellen und humane Zellen an unterschiedlichen Stellen geschwiird
(Schneideret al., 1998). Die Spaltungsmutane S126E/L127E, die durch Schretidgr in
humanen Zellen als nicht spaltbar beschrieben worden ist, eingemtel®heddingRate in

humanen als auch murinen Zellen. Fir eine durch Tartkad 1998 als ebenfalls nicht
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spaltbar beschriebene Deletionsmutante (del128-131) wurde dagegenein Atiesit eine
normale, mit dem Wildtyp hFasL vergleichb&eeddingRate ermittelt.

So konnte zunachst geklart werden, dass der hFasL in murinen und hunelieen iz
vergleichbarer Weise, wahrscheinlich zwischen den Aminosauren 126 und G2&sgpert

wird. Dies kodnnte auf die Spaltung des FasL durch eine homologe, hochkonserviert
Metalloprotease hinweisen. Die Adamalysin-Metalloprotease ADAMurde im Verlauf

dieser Arbeit als die Protease identifiziert, die die Genang des |oslichen FasL sowohl in
murinen als auch humanen Zellen in kritischer Weise vermiagfAM10 zeigt mit einer
Sequenzhomologie von 96 Prozent auf der Ebene der Aminosduren zwischen der murinen und
der humanen Form eine sehr starke Konservierung. Dies sprichtlichsd@tfir, dass in

Zellen aus verschiedenen Séaugerorganismen der FasL in gleicherphézsssiert wird.

5.1.2 Identifizierung von ADAM10 als Fas Ligand spliende Protease

Im Verlauf dieser Arbeit konnten durch verschiedene methodischi#zZ:n8DAM10 sowohl
in murinen als auch humanen Zellen als FasL-prozessierende seradeatifiziert werden.
Auch und im Besonderen konnte eine kritische Funktion von ADAM10 bei der Zrgige
von loslichem FasL durch Lymphocyten, die den Fas-Liganden endogaimiexen,
nachgewiesen werden.

Metalloprotease-Inhibitoren zeigten eine starke inhibitorischekWg auf das FasL-
Sheddingin hFasL-transfizierten 293T-Zellen und auch primaren T-Lymphozyiees
konnte sowohl durch eine ELISA-Analyse als auch durch Immunoblot-Analysedem
Antikorper Ab3 gezeigt werden. Da auch der preferentielle ADAM1bitdr GI254023 die
Generierung von loslichem hFasL einschranken konnte, wurde durch dieseriexpe ein
Hinweis auf ADAM10 als FasSheddasgewonnen.

Analog zu der Inhibition deSheddigs von humanem TNF-a (hTNF-a) bei Koexpression
einer dominant-negativen Mutante von ADAM17 (l&di al., 2001; Solomoret al., 1999)
konnte dominant-negatives ADAM10, das in 293T-Zellen mit dem hFasL kosgpr
wurde, die Freisetzung von loslichem hFasL hemmen. Der zugrundelieyEathanismus
ist hierbei unklar; eine inhibitorisch wirkende Interaktion der ADAMMGtante sowohl mit
endogener Protease als auch mit dem Fas Liganden kdonnte zur RedukEasld&iseddings

fuhren.
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Eine Interaktion des hFasL mit Wildtyp-ADAM10 oder der dominant-tregga ADAM10-
Mutante konnte mittels Koimmunprezipitation nicht gezeigt werdesitgd nicht gezeigt).
Dennoch kann durch direkte und transiente Interaktion von ADAM10 mit demdessen
Spaltung erreicht werden. Dies konnte durohvitro Spaltungsexperimente, in denen
rekombinantes ADAM10 mit der rekombinanten Ektodoméne des hFasL koinkwhrele,
gezeigt werden. Dabei treten nach 14 Stunden Koinkubation zwei Spakinée auf. Dies ist
auch in Ubereinstimmung mit den pharmakologischen Untersuchungeleném im Zell-
basierten System Protease-Inhibitoren zu hFasL-transfiziertenZ288h gegeben wurden.
Die Intensitat der durch Immunoblot-Analyse detektierten Banden dégrniNnalen
Spaltfragmente wurde hier durch Metallorotease-Inhibitoren reduZide Zugabe des
preferentiellen ADAM10-Inhibitors GI1254023 fuhrte dabei zu einem naklelatandigen
Verlust aller vier Banden. Daher wurde angenommen, dass ADAM10 HesL han
verschiedenen Stellen schneidet. Es liegt nahe, dass es sich nemseguentielle
Prozessierung handelt, da fur den I6slichen hFasL nur eine Bande detektient koencke.

Die herausragende Bedeutung von ADAM10 fir das Fakkeddingwird besonders in
Experimenten deutlich, in denen genetisch definierte Zelllinien Wausfibroblasten
Verwendung finden, die fur jeweils eine bestimmte ADAM-Protekeszient sind. Lediglich
Zellen, in denen ADAM10 ausgeschaltet ist, geben keinerlech#&si Fas-Ligand in den
Zellkulturiberstand ab. Eine Retransfektion von ADAM10 cDNA, nicht abarADAM17,
stellt auch die Fahigkeit der Zellen wieder her, l6slichen kgaAd freizusetzen. Dies
beweist die entscheidende Bedeutung von ADAM10 in der Freisetzung von I6slicklem Fa
Weder die Deletion von ADAM17 noch von ADAM9 oder ADAM15 reduzieren diedée
an loéslichem FasL. Im Falle von ADAM9- und ADAM15-defizienten &ellerscheint die
SheddingRrate sogar noch heraufgesetzt. Eine Erklarung fur diese Beahgckonnten
Untersuchungen vonCisseet al. liefern: Sie zeigten eine Beeinflussung der Prozessierung
des Prion-Proteins durch ADAM10 bei Uberexpression von ADAM9 (Géssal., 2005).
Hier wird, im Gegensatz zu den in dieser Arbeit erhaltendnnBlen, desseBheddingRrate
heraufgesetzt. Der Grund hierfir liegt in der Beobachtung, dash &ADAM9-Expression
im verstarkten Malle ADAM10 gesheddet wird, und diese l8sliche FormPADAM10 das
ebenfalls I6sliche Prion-Protein spalten kann. Fur die Prozessierung von
membrangebundenem TNF-muss ADAM17 auch membrangebunden vorliegen, die
Expression der l6slichen Form hat wahrscheinlich keine Bedeutungg$urNFea-Shedding
(Itai et al, 2001; und Reddgt al, 2000). Dies ist in Analogie mit in dieser Arbeit gewonnen

Daten aus Experimenten, in denen die Koexpression des FasL zusaninegner l6slichen
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Form von ADAM10 nicht zur Generierung von lslichem hFasL fiuhrteh{raezeigt). Imn
vitro Spaltungsexperiment mit rekombinanten Proteinen konnte losliches ADAdHO
rekombinanten hFasL spalten. Allerdings war selbst nach 14 SturmiekuKation nur ein
kleiner Teil des hFasL gespalten, was darauf hindeutet, das<lintaen System mit
membrangebundenem Enzym/Substrat-Paar eine weit schnelldten§glanetik vermittelt
wird. Daher kann angenommen werden, dass eine verringerte Abspaltund>»dlA in
ADAMB9-defizienten Zellen gegeben ist, und daher mehr ADAM10 fiir diedasierung von
FasL zur Verfugung steht. Diese Annahme wird durch Untersuchugegtitzt, die eine
proteolytische Prozessierung von ADAM10 durch die Aktivitat von ADAM9 uiltAM15

beschreibt (Dieter Hartmann, Karina Reiss, Paul Saftig; personlicheilivity).

5.1.3 ADAM10 vermittelt die Freisetzung von I6slicem Fas Ligand in T-

Zellen

Endogen wird der FasL von NK-Zellenaturalk kller cells) (Bossiet al.,1999), Monozyten
(Kiener et al., 1997) sowie verschiedenen Krebszellen exprimiert. Im physiologisc
Kontext von besonderer Bedeutung ist die FasL-Expression alleidiaggvierten T-Zellen.
Hier wird der FasL sowohl von CD4-Zellen (Thil-Zellen) als auch CDg-Zellen
(zytotoxische T-Zellen) exprimiert.

Es konnte durch Elektroporation priméarer T-Lymphozyten mit ADAM10 $§ipehen
SsiRNA-Oligonukleotiden die ADAM10-Expression stark herunterregulestden. Die so
behandelten Zellen zeigten nach Restimulation ein vermindertes BHRasiding.Somit
konnte die essentielle Bedeutung von ADAM10 dieser Protease in dmsetZung von
|6slichem hFasL aus T-Zellen nachgewiesen werden.

Genauere kinetische Untersuchungen der FasL Prozessierungemk&nalen CD4T-
Zelllinie bauten auf veréffentlichten Untersuchungen von Ledtaai., (2004) auf. Dort wird
erstmals eine biphasische Oberflachenexpression des Fasdeiyauf verschiedenen T- und
NK- Zellen beschrieben. Unter Umgehung des T-Zell-RezeptarMA und lonomycin
restimulierte Zellen zeigen bereits nach wenigen Minuten einkeszunahme der FasL
Oberflachenexpression, wie mittels durchflusszytometrischesly8an bestimmt werden
konnte. Nach der Abnahme dieses hohen FasL-Levels folgt ab ca. 4Gi6teMwieder ein

Anstieg der FasL-Oberflachenexpression, die in einem zweiteimian mindet. Dies wird
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nach etwa 120 Minuten erreicht, wiederum gefolgt von einer Reduktion dgk- F
Oberflachenmenge.

Die zugrundeliegenden Mechanismen dieses Expressionsmusters wurderiettavet al
mithilfe von pharmakologischen Substanzen untersucht, die in den intramsilul
Vesikeltransport und in die Proteinbiosynthese eingreifen (Ledtaal., 2004). Dadurch
konnte dem ersten Maximum eine Abhangigkeit von der Aktinpolymerisatidrsomit von
oben beschriebenen Degranulationsprozessen nachgewiesen werdenPirsse sind
durch Zugabe von Cytochalasin D und Latrunculin A inhibierbar. Zur Ausbildiesy
zweiten Maximums wird dagegen eine intakte Proteinsynthesekif@sie und der
unbeeintrachtigte Proteintransport vom Endoplasmatischen Reticulum bplgrAPRparat
bendtigt, wie durch Inhibition dieser Prozesse mit Cycloheximid iBrefeldin A gezeigt
werden konnte. Neben Degranulationsprozessen scheint zur Ausbildung ziesiéesn
Maximums auch der direkte Transport zur Zelloberflache eine Rallspielen. Der neu
synthetisierte FasL vermittelt zusammen mit den anderenoxydoh Effektorproteinen die
Eliminierung benachbarter Zellehystander killing (Isaaz.et al, 1995). Diese zeitliche und
raumliche FasL-Expressionskontrolle kdnnte zur selektiven Ausschaltusgmiveer
Zelltypen beitragen.

In enger Kooperation mit Marcus Lettau (AG Jannssen, ImmunolGdib), Kiel) wurde in
dieser Arbeit der Effekt von Metalloprotesae-Inhibitoren auf die bipbtlas FasL-
Oberflachenexpression analysiert. Durch Zugabe von Metallopretgaibéoren, auch des
preferentiellen ADAM10-Inhibitors GI1254023, wurde eine StabilisierurigdseMaxima der
FasL-Oberflachenexpression erreicht. Besonders in der zweitdraseP der
Oberflachenexpresion wurde dieser stabilisierende Effekt deutlich.

Zu einem hiermit tUbereinstimmenden Ergebnis fihrten auch die ImmunabtELISA-
Analysen von aktivierten CD4T-Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten nach
PMA/lonomycin-Stimulation. Der Inhibitor G1254023 verringerte hier, agatur erhéhten
Oberflachenexpression, die Freisetzung von loslichem FasL. Bigstd darauf hin, dass die
Ausbildung beider Maxima der FasL Oberflachenexpression in BZellirch die Aktivitat
von ADAM10 herunterreguliert wird. Somit besitzt ADAM10 eine wigetiregulatorische
Funktion in der FasL-Oberflachenexpression in restimulierten T-Lymphocyten.

Obwohl keine detaillierten Untersuchungen zur Stabilitat der Nutaen Fragmenten
durchgefuhrt wurden, deutete sich an, dass diese relativ schgebaut werden: bereits nach
20 Minuten waren die N-terminalen Fragmente, verhinderte man durch Zugabe von GI1254023

in die T-Zellkultur deren Neubildung, nicht mehr im Immunoblot detektierBaf3erdem
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wurde hier deutlich, dass der hFasL auch in nicht mit PMA und lononmgstimulierten T-
Zellen gesheddet wird. Hier kénnte es sich sowohl um die Aktieitégjer aktivierter Zellen

als auch um konstitutives FaSlheddinghandeln. Eine tiefergehende Analyse dieses basalen
FasLSheddingsn der T-Zellkultur wurde in dieser Arbeit nicht durchgefuhrt.

Regulierte _htramembran-Pteolyse (RIPing) ist flir eine Reihe von Typ I-
Transmembranproteinen als grundlegend fir Signaltransduktionsprozesskeneén die
freigesetzte intrazellulare Doméne eine genregulatorisah&tibn erfiillt, beschrieben (de
Strooper, 1999). So transloziert die intrazellulare Domé&ne von Notdhn seguentieller
Spaltung durch ADAM-Proteasen und Presenilin in den Zellkern, wodurch ein
genregulatorisches Signal erreicht wird (Strahlal, 1999). Neuere Untersuchungen legen
nahe, dass auch Typll-Transmembranmolekile einer sequentiellen ntegulRroteolyse
durch die Aktivitat von §nalpeptid Reptidasen (SPPs) unterliegen kénnten (Mortogiial.,
2003). Als erstes Molekul, das aufgrund der Prozessierung durch eiheitter SPPL-
Protease-Familie _(SPlikke proteases) ein reverses Signaling vermittelt, wurde a@NF-
identifiziert (Fluhreret al, 2006; Friedmanet al., 2006).

Dem hFasL wird auch eine Bedeutung als kostimulatorisches Mplg&sildie Proliferation
von T-Zellen unterstitzt, zugeschrieben (tmal, 2006; Suzuket al, 1998; Suzuket al,
2000, Desbaratset al, 1998). Hierfir kommt der zytoplasmatischen Domane eine
entscheidende und hinreichende Bedeutung zu €Bah, 2006). Kirkinet al. zeigen, dass
ADAM10-prozessiertes N-terminales hFasL-Spaltfragment von_agraBReptid-Reptidase
SPPL2a geschnitten wird (Kirkiet al., 2007). Dort ist beschrieben, dass dieser innerhalb der
Plasmamembran lokalisierte Schnitt zur Freisetzung der @llwizen Doméne des hFasL
fuhrt. Eine nachfolgende Lokalisation der intrazellularen Domane nnNi&kleus, die die
Vorraussetzung zur Beeinflussung der Genexpression darstellt, koenéégtgwerden.
Eigene Experimente, die unter Verwendung von 293T-Zellen, die s&isithiedene SPPL-
Proteasen uberexprimieren, durchgefuhrt wurden, deuteten ebenfamauProzessierung
des hFasL durch SPPL2a hin. Allerdings wurden diese Befunde aufgrursttdechten
Reproduzierbarkeit sowie der Unwirksamkeit des SPP-Inhibitors (Zé&ton auf ein
maoglicherweise durch die Aktivitdit von SPPL2a generiertegriinale Fragment in den
entsprechenden 293T-Transfektanden nicht weiterverfolgt.

Die physiologische Relevanz der experimentellen Befunde kirkat al ist unklar, da sich
die intrazellulare Domane in den dort gezeigten Experimentesehlsinstabil erweist, und
sie lediglich unter Inhibierung des proteasomalen Abbaus mittelstacystein im
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Immunoblot nachgewiesen werden konnte. Dartiber hinaus wurden durcheKikinkeine
Zielgene dieses potentiellen reversen Signalweges des FasL beschriebe

Dennoch konnte die FasL-Prozessierung durch ADAM10 einen entscheidendéh ifchr
retrograden FasL-Signaling darstellen. Es ware in digdegammenhang denkbar, dass nicht
das NTF1, sondern ein durch ADAM10 degradiertes Produkt des NTF1lutbasred flr
SPPL2a darstellt, so dass hierdurch eine zeitliche Verzdgetas reversen FasL-Signals
erreicht werden konnte. Zur Analyse dieser Hypothese waren gen&ieedsche
Untersuchungen der FasL-Degradierung, zum Beispiel mipglse-chaseExperimenten,

notig.

5.2 Physiologische Relevanz des ADAM10-vermitteltefas
Ligand Sheddings

In der Literatur ist beschrieben, dass eine Metalloproteasaittete Abspaltung des
membrangebundenen Fas Liganden in einer Herunterregulation der mgbesxiAktivitat
der FaslL-tragenden Zelle resultiert (Schneidéeral, 1998). In diesem Zusammenhang
wurden Zytotoxizitatsexperimente mit FasL-exprimierenden Lymphtartes Zellen (K562)
und Chromium‘-markierten FasL-sensitiven Jurkatzellen durchgefiihrt. Der Zusah
Metalloprotease-Inhibitoren in Kokultur-Ansétze resultierte in eusgstarkten Lyserate der
Jurkat-Zielzellen. Dabei hatte auch der ADAM10-spezifische Mgtease-Inhibitor
G1254023 einen signifikanten Effekt.

Es sind eine Reihe von FasL-exprimierenden Tumorzelllinien bebehridNach dem sog.
»tumor-counterattackModell entziehen sich solche Tumore durch Eliminierung
infiltrierender T-Zellen dem Zugriff des Immunsystems, indgein den Fas-sensitiven T-
Zellen Apoptose auslésen. Damit verschaffen sie sich, ahnlich dem Hodsrgyellen oder
der Cornea (Fergusoet al, 2002) unter zu Hilfenahme des Fas/FasL-Systems einen
immunprevelligierten Status. Eine Herunterregulation der ADAMI10-Atiéivin FasL-
exprimierenden Tumorzellen wiirde deren Zytotoxizitat gegeniber T-Zetigest.

Inwieweit ein solcher Mechanismus in Tumorzellen, aber auch &eiHomdostase von
immunpreviligiertem Gewebe, gegeben ist, kdnnte Gegenstand weitererddhtargen sein.
Dartber hinaus ist in diesem Zusammenhang ein weiterer intete@sddechanismus
beschrieben, durch den sich Tumore in Fas/FasL-System abhéngigee Wem

Immunsystem entziehen kdnnten. So zeigen Untersuchungen von Halleemaln2004),
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dass gerade die Bindung von l6slichem, autokrin sekretiertem Fastlem FasR der
Tumorzellen diese vor der FasL- vermittelten ZytotoxizitatTd&ellen schitzt. Nach diesem
Modell wiirde gerade ein erhohtes F&eddinglas Uberleben der Tumore fordern.

Auf diese beiden Mechanismen wurde in dieser Arbeit in experitfegnté/eise in
begrenztem Umfang eingegangen, indem die zytotoxische Aktivitatlcddishen FasL
analysiert wurde. Hierzu sind in der Literatur unterschiedl&hgaben zu finden: Insgesamt
ist ein Modell akzeptiert, in dem der losliche FasL gegenibemdearbrangebundenen Form
eine geringere Zytotoxizitat aufweist, und der |6sliche Fasiamptotisch wirken kann.
Interessanterweise konnte eine sekundare Aggregation des loslicheurdseksen Aktivitat
beitragen: Der l6sliche FasL bieid aks Trimer an seinen Rezeptor, weist aber in der
hexameren Form eine erhdhte apoptotische Aktivitat auf (Schregidér 1998, Holleret al,
2003). Daruber hinaus scheint die Aktivitat eine Abhangigkeiten von Mikrebuorgy,
Spaltstelle oder der Konzentration aufzuweisen (Hohlbauat, 2000, Vargo-Gogolat al,
b).

In dieser Arbeit durchgefuhrte Untersuchungen mit ultrazentafteg Zellkulturiiberstanden
ergaben eine zytotoxische Aktivitat der ausschlie3lich durch MD®@ prozessierten,
l6slichen hFasl-Form. Eine genauere Titration der Konzentrationsgigké&it der
apoptotischen und maglicherweise antiapoptotischen Aktivitdt ging abediggielsetzung
dieser Arbeit hinaus.

Duch die Restimulation von aktivierten T-Zellen Uber den T-Zellrez&pD3-Komplex wird
neben der FasL-Expression auch die Expression von Fas gest€igentt(al.,1993). Durch
Bindung des FasL wird dann in diesen Zellen im Rahmen des sogemahktivierungs-
induzierten Zelltods (AICD) Apoptose ausgelost. Dieser Prozess d@mohl in autokriner
als auch parakriner Weise angestol3en werden (Suizid/Fia(iNagateet al., 195; Brunner
et al., 195; Dheinet al., 195, Scott, D. W.et al., 1996). Auf diese Weise tragt das
Fas/FasL-System in grundlegender Weise zur Beendigung einasriantwort und damit zu
T-Zell Homoostase bei. Da eine verstarkte FasL-Oberflasipeession das zytotoxische
Potential der Zelle erhoht, konnte eine Zugabe von Metalloprotebggtbren
Auswirkungen auf den Aktivierungs-induzierten Zelltod haben.

Zur Untersuchung dieser Hypothese wuriewitro kultivierte, aktivierte CD4 T-Zellen mit
bakteriellem Superantigen restimuliert, wobei in Gegenwart vonlriMiitoren die FasL-
Oberflachenexpression gesteigert werden konnte. Damit korreliereim in diesen
Ansatzen der Anteil an toten Zellen zu, wobei auch der ADAM1O-lwdnibG] einen

102



Diskussion

deutlichen Effekt zeigte. Daraus kann geschlossen werden, dassaslieprozessierende

Aktivitdt von ADAM10 eine Einfluss auf den Aktivierungs-induzierten Zelltod austiben kann.

Chemotaxis Hage

sekundire

— t‘ Aggregation ?
T i

léslicher
FasL

Zielzelle

1Z0
Fas Ligand-tragende | Apoptose

reverse
Zelle Signaliibertragung (?)

Abb. 40: Die physiologische Bedeutung des Fas Ligargheddings

Loslicher Fas Ligand kann unter bestimmten Umsténdpoptose auslosen und wirkt chemotaktisch auf
Makrophagen. Der membrangebundene Fas Ligand vedist hohere apoptotische Aktivitat gegeniber
Zielzellen auf als der I6sliche Fas Ligand. Dahédvdurch die Aktivitat von ADAM10 die Zytotoxizitédes
Fas Liganden herunterreguliert.

Dartber hinaus konnte die Fas Ligand-Prozessiedurgh ADAM10 den initialen Schritt flr eine reverse

Signaltibertragung durch die intrazellulare Domé&ie 8ZD) darstellen.

5.3 Regulatorische Aspekte des Fas Ligan8heddings

In dieser Arbeit konnte die besondere Bedeutung von ADAM10 bei der Regulats FasL-
Ektodoméanersheddingsund der daraus resultierenden Beeinflussung der Zytotoxizitat der
FasL-exprimierenden Zellen nachgewiesen werden. Daran anschlwGedeh Experimente
durchgefuhrt, die zum Verstandnis der molekularen Mechanismeagd®itisollten, die der
Regulation sowie der Spezifitat des ADAM10-vermittelten F8skeddingzugrunde liegen.

5.3.1 Untersuchung zur Endozytose des humanen Faghnden

Zunachst wurde der Frage nach dem Verbleib von nicht abgaspaltFasL bei Inhibition
seinesSheddingsdurch Metalloprotease-Inhibitoren nachgegangen: Zwar kann, waerbis
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durch eine Reihe von Experimenten gezeigt wurde, die FasL-Qifernfléxpression durch
Zugabe von Metalloprotease-Inhibitoren deutlich gesteigert \wertie einer Reihe von
Experimenten wurde jedoch auffallig, dass die absolute zusat#fiabe Menge, die bei
reduziertem FaslISheddingmit dem Zellpellet assoziiert bleibt, bei weitem nicht desnige
entspricht, die unter normalen Zellkulturbedingungen in den Zellkilléusiiand abgegeben
worden ware. Dies wird besonders nach der Quantifizierung durch deh-spezifischen
ELISA deutlich. Doch auch die Intensitat der das Volllangenprotg@rasentierenden Bande
in der Immunoblot-Analyse nimmt bei Inhibition des F&heddingsicht in signifikanter
Weise zu.

Untersuchungen von Nuyget al. deuten an, dass Endozytoseprozesse zur Degradation des
hFasL beitragen kénnten. Daher wurde in dieser Arbeit untersucht, lobahigespaltener
FasL endozytiert wird. Dies wirde die Vorraussetzung fir gis@sbmale Degradation des
FasL bilden, die den anscheinenden Verlust an Zellpellet-asseii@ifasL nach Inhibition
desSheddingerklaren kénnte.

Die meisten der beschriebenen Endozytoseprozesse sind abhangig &driPdee Dynamin-

2 (McNiven et al, 1998; Henley, et al, 1998), welche die Abschnirung von
(endozytotischen) Vesikeln vermittelt.

Da einige der mit FasL interagierenden Proteine, so CIP4, FBRt/ PACSIN1-3
(personliche Mitteilung Marcus Lettau) mit Dynamin interagie (Itho 2005, Tsujita 2006,
Kessels und Qualmann, 2004, Modregegeral, 2000), ware eine Anbindung der FasL-
Expressionsregulation an die Dynamin-abhangige Endozytose denkbar.

Die Uberexpression einer dominant-negativen Dynamin-2 Mutante blb&Kiathrin- und
viele Lipid Raft abhangige Endozytosewege (Laja@t al, 2007 und Referenzen darin).
Durch Koexpression dieser Dynamin-Mutante mit dem hFasL in 293&rZkbnnte jedoch
keine Beeinflussung des FaSlheddingsrreicht werden. Allerdings sind fur einige Proteine
auch Dynamin-2 unabhangige endozytotische Prozesse beschrieben (aden et al,
2005; Kirkhamet al, 2005). Daher kann nicht vollstdndig ausgeschlossen werden, dass der
FasL bei Inhibition seineSheddingan Dynamin-2 unabhangiger Weise endozytiert wird.
Hier ware ein Zusammenhang mit deipid Raftabhéngigen, Dynamin-unabhangigen
Endozytose (Nicholst al, 2003) denkbar.

Ebenfalls ist zu bedenken, dass der FasL in T-Zellen aufgrund @eeslsierten Sets an
Adapterproteinen andersgearteten endozytotischen Transportprozessenmortenersein
konnte als in nicht-hAmatopoetischen Zellen.
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5.3.2 Besteht ein Zusammenhang zwischen Rezeptordimg und Fas
Ligand-Shedding?

Der Notch Rezeptor muss, um effizient von der Zelloberflache phljes zu werden, an
seinen Liganden Delta binden (Schroederl., 1998). Einige Befunde wahrend der Analyse
der proteolytischen Prozessierung der apoptotisch inaktiven hFasiot®liia75L, deuteten
darauf hin, dass der FasL-Proteolyse einem ahnlichen Mechanismus zugrunde liegen konnt
In Immunoblot-Analysen von hFasL-Mutanten, die aufgrund definierter Punkionga
nicht mehr oder stark eingeschrankt an den FasR binden (Scheteadle1 997), wurden eine
starke Reduktion der N-terminalen Spaltfragmente gefunden. Irdatesseise korrelierte
dabei die Intensitat dieser Banden mit der Fahigkeit zur Rezeptorbindurigf-&ike-Mutante
F275L bindet nicht mehr an den Rezeptor und zeigt einen nahezu vollstAveidaest der
N-terminalen Fragmente. Die hFasL-Mutante P206D, die noch enbwache
Rezeptorbindung besitzt, zeigt auch noch schwache Signale firNderminalen
Spaltfragmente im Immunoblot. Ebenso fiihrte die Anbringung eines &5-Dder eines
Alkalische Phosphatase-Tags an den C-Terminus des hFasL zu eamkist \der Apoptose-
Induktion (Daten nicht gezeigt) und vermindert die BandenintensitatNderminalen
Spaltfragmente.

Allerdings konnten fir ein Uber die Rezeptorbindung vermitteltes $taeiidingkeinerlei
Hinweise gefunden werden. Weder eine Storung der Interaktion dek Fuis
membrangebundenen Fas Rezeptor durch Zugabe von loslichem Fas-Rebpeptadie
Herunterregulation der Fas-Expresion mittels Fas-spezifissRMA scheinen das hFasl-
Sheddingn signifikanter Weise zu beeinflussen.

Des Weiteren sprechen Befunde von Henlkdéral, die auf eine hohe Stabiltdt von
supramolekularen Fas-FasL-Clustern hindeuten, gegen ein rezeptorirdi&iestidingvon
FasL. Vielmehr bleiben Zellen tUber den Fas/FasL-Komplex Ulmenmeé@ngeren Zeitraum
miteinander verbunden (Henklet al,, 2005). Diese Beobachtung sprache fur eine Inhibition
des FasBheddingsiurch Bindung an den Fas-Rezeptor.
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5.3.3 Ist das Fas Ligandsheddingan intrazellulare Signalwege

gekoppelt?

Die Aktivierung des Fas Rezeptors Uber die Bindung des FaskitistSignalkaskade aus,
die einen apoptotischen Zelltod bewirkt. Dabei ist die schrittweéik&vierung von
verschiedenen Caspasen besonders charakteristisch. Es ware denkher &asL lediglich
durch Zellen, in denen apoptotische oder damit verknipfte Signalwegesektj gesheddet
wird. Eine Apoptose-induzierte Aktivierung von ADAM10 oder einer anderen
Metalloprotease, die den FasL prozessieren konnte, ware moglicheik@irReihe von
Substraten konnte eine Induktion d8keddingsdurch Auslésung von Apoptose gezeigt
werden. Zum Beispiel wird der IL-6-Rezeptor nach Behandlung von HepB2rZmit
agonistischem Fas-Antikorper verstarkt freigesetzt. Diesusteine verstéarkte, Caspasen-
abhangige und PKC-unabh&ngige Maturierung von ADAM17 zurtickzufiihren (Gathti
2006).

Zur Untersuchung der Abhéngigkeit des F&eddingvon apoptoischen Prozessen wurde
in 293T-Zellen, die mit der apoptotisch inaktiven hFasL-Variante F2d%,dem gld-
Phanotyp zugrunde liegt transfizierten waren, mittels Stauraspdpioptose induziert.
Staurosporin ist ein potenter Kinase-Hemmer. Durch Staurosporinbehandérdgn die
grundlegenden Mechanismen der Apoptose ausgelost (Bedtaid 1994, Jacobseet al.,
1996). Dennoch konnte durch Staurosporinbehandlung von Zellen, die die Wildtyp hFasL
oder dessen Variante F275L exprimieren, Immunoblot keine Zunahme damidlen
Spaltfragmente nachgewiesen werden.

Dieser Befund ist in Ubereinstimmung mit der Beobachtung, dasbistasr beschriebene
FasL-Prozessierungsmuster nicht durch Verhinderung der Apoptose wélereWir-FasL-
Expression in 293T-Zellen mittels des Caspase-Inhibitors zVAD-fmekinflussbar ist.
Wurden hFasL-transfizierte 293T-Zellen mit diesem Apoptose-Inhilledrandelt, steigt
zwar, sehr wahrscheinlich aufgrund der erhohten Vitalitat der eZell die
Gesamtexpressionsrate des hFasL. Allerdings blieb das \reshétin den detektierten N-
terminalen Spaltfragmente zum Volllangenprotein hiervon unberthregDatht gezeigt).
Diese Befunde sprechen gegen ein verstarktes $astldinglurch apoptotische Zellen.

Die Fas-vermittelte Apoptose wird durch eine Vielzahl untersidibleer Mechanismen
kontrolliert (Wajantet al., 2003). Neben der Vermittlung von apoptotischen Signalen wurde
in den letzten Jahren eine nichtapoptotische SignalUbertragung durckRadeRezeptor

nachgewiesen. Einige der Fas-spezifischen Apoptose reguliarédidehanismen konnten
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auch nicht-apoptotisches Fas-Signaling vermitteln (Wagtngl, 2003; Parket al, 2005),
das wiederum einen Einfluss auf das F&leddinchaben kénnte.

Im nicht apoptotische Fas-Signaling kann es zu einer AktivierungEdesSSignalweges
(Desbarat®t al, 2003; Ahnet al, 2001), oder Jun Kinasen (Cardaeteal, 1997) kommen.
Wird die Apoptose geblockt, kann auch NB-durch Fas aktiviert werden (Mandet al,
1996, Wajantt al, 2003).

Ob im Zuge der Aktivierung solcher nichtapoptotischen Signalwegd-de Rezeptors auch
das FaslLShedding betroffen ist, wurde durch Verwendung von pharmakologischen
Substanzen untersucht, die auf der Ebenesdeond messangeterschiedene Signalwege
aktivieren. lonomycin vermittelt den Einstrom von extrazellularesfi.(Eine Erhéhung des
zytosolischen C& Spiegels hat EinfluR auf verschiedene Signalwege. Klassisckerwet
durch diese Behandlung eine Aktivierung der CaM-Kinase sowie Pratas&iC erreicht.
Dariiber hinaus bindet Calmodulin im “gebundenem Zustand an den Fas-Rezeptor bei
dessen Aktivierung (Cheat al, 2007). Der Phorbolester PMA weist eine stimulatorische
Wirkung auf PKCs auf. Auch die Aktivierung von PKC ist, wie obemaant, fur das nicht-
apoptotische Fas-Signaling beschrieben worden.

Daher kdnnten durch die lonomycin- oder PMA-Stimulation Signalwege @afggswerden,
die nach Aktivierung des Fas-Signaling &heddingdes FasL herbeiftihren. In diesem Fall
wirden auch FasL-Mutanten, die wegen fehlender oder reduziertept®&nedung keine
Aktivierung von Fas-Signalwegen vermitteln kdnnen, proteolytisch freigesatdéme

In den dazu durchgefiihrten Experimenten wurde deutlich, dass wed&ugide von
lonomycin noch PMA daSheddingdes Wildtyp-FasL noch der hFasL-Varianten F275L oder
FasL-AP, die wahrscheinlich keine Bindung an den FasR zeigen, Inesief Daher scheint
es insgesamt, dass weder das Wildtyp- Fakeddingnoch die Prozessierung von FasL
F275L durch Signalwege beeinflusst werden, die die Aktivierung von Bk, Caspasen,
MAP-Kinasen oder Calmodulin-abhangige Signallibertragung beinhalten.

Ein alternativer Erklarungsansatz fir die beobachteten Defekt&Sheddingder FasL
Rezeptorbindungsmutanten kdnnte von der Charakterisierung der dem F275iteMiutech
Schreiberet al. (1997) ausgehen. Sie zeigen eine mit dem Wildtyp-FasL vergleechba
Glykosylierung von FasL F275L. Interessanterweise weisen sleche Defekte in der
Trimerisierung der l6slichen Form der F275L-Mutante nach (Schn&@f). Dadurch wird
allerdings nicht die Oberflachenexpression dieser Mutante beeintrdthdigteet al, 1995).
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Insgesamt sprechen die Befunde daher dafiir, dass die von Scletealebeschriebene
Konformationsdnderung, die zu Defekten in der Trimerisierung ldessL fihrt, die
ADAM10/FasL Interaktion stort.

Es ware interessant zu untersuchen, inwieweit dabei die Konformatiogich oder eine
Verhinderung der Trimerisierung der beeintrachtigten FasL-Prozessg zugrunde liegen
wurde.

In allen in dieser Arbeit verwendeten Zelltypen wurde der WilditifasL in hohem Mal3e
konstitutiv von der Zelloberflache abgespalten. Durch Reagenzien moeni@in oder dem
cholesteroldepletierendem Methyl-Cyclodextrin, flr die in vielusammenhangen eine
stimulatorische Wirkung auSheddingEreignisse beschrieben worden ist, konnte flr FasL
keine Beeinflussung deSheddingserreicht werden. Der Phorbolester PMA hatte lediglich
eine sehr geringe stimulatorische Wirkung auf die Prozessierung von WWHdsp

Die entscheidende regulatorische Ebene der FasL-Expressiogtatoxasschen T-Zellen
konnte daher der kontrollierter Transport der sekretorischen Lysomsaor Zelloberflache

sein.

5.4  Untersuchungen zur Substratspezifitdt und Regation von
ADAM10 und ADAM17

Es ist in weiten Teilen unklar, auf welche Weise ADAM-Prateashre spezifischen
Substrate erkennen und welche molekularen Mechanismen der Regulatien
proteolytischen Aktivitat zugrunde liegen.

Bisher konnten keinerlei Konsensussequenz im Bereich der Spaltsiell&bDAM-Substrate
gefunden werden. Daher missen Bereiche entfernt der Spaltisli&ubstrats bzw. des
aktiven  Zentrums der Protease zur Regulation und Spezifitat deeolytachen
Substratfreisetzung beitragen (Seals und Courtneige, 2003).

Zur Eingrenzung von Bereichen unterschiedlicher ADAM-Proteasamdem durch
verschiedene Gruppen chimdre ADAM-Proteasen und/oder chimare ABAdidtrate
erzeugt (u.a. Reddst al, 2000; Smithet al, 2003; Horiuchiet al, 2006; Forst al, 2001;
Chenet al, 1995).

In dieser Arbeit wurden zur Durchfiihrung solcher Analysen da@nmaNA-Konstrukte
hergestellt, die aus Sequenzen bestehen, die fir definierte DoméneADAM10 und
ADAML17 kodieren.
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Fur alle in 293T oder Cos7-Zellen exprimierten chimaren Protdaserie eine mature Form
detektiert werden. Hierbei sind leichte Unterschiede im Varisavon Proform zu maturer
Form zwischen den Chimaren zu erkennen. Daher kénnten solche chimaeaséhratine
Beeintrachtigung ihrer Reifung zur maturen Form und damit Aktivitat aufieise
Beispielweise wurde fiur das Konstrukt TTTK, in dem die zytoplasctag Domane von
ADAM17 gegen die entsprechende Domane von ADAM10 ausgetauscht wordesowahl
ein relativ schwaches Signal fir die mature Form in der Immundéllalyse, als auch eine
abweichende Lokalisation in der Immunfluoreszenz gezeigt. Dennoch kametejnten
naher erlautert, eine mit ADAM17 vergleichbare proteolytischktiviiat gegentber
TNF-alpha fur diese chimare Protease gezeigt werden.

Weiterhin zeigten alle chiméren Proteasen eine ahnliche, wennnélthvollig gleiche
Lokalisation in der Immunofluoreszenz-Analyse nach Uberexpresionsi-Zellen. Fir alle
Uberexprimierten Chimare konnte zumindest ein kleiner Anteil an Zddloberflache
lokalisiert werden. Daher kann insgesamt davon ausgegangen werskealdaénergestellten
chimaren ADAM- Proteasen zur Zelloberflache transportiert wekdimnen und potentiell

aktiv sind.

5.4.1 Chimarenstudien zur Regulation der Fas LigandProteolyse

Der Austausch definierter Doméanen von ADAM10 oder des hFasLng@BAM17 bzw.
hTNF-a haben unterschiedlich starke Auswirkungen auf die FRdsddingRate. So kann
die Metalloprotease-Doméane von ADAM10 nicht durch die MetalloprotBasedne von
ADAML17 ersetzt werden, was eine Spezifitat der ADAM10-Mefabtease-Domaéane fur den
FasL zeigt. Diese Spezifitat wird allerdings nicht alleituech die Metalloprotease-Doméne
vermittelt. Weiterhin muss die erzeugte Chiméare die Disrmégysteinreiche Domane und
Uberraschenderweise auch die Transmembrandomane von ADAM10 zusammeer mi
Metalloprotease-Domane besitzen. Sind diese drei Domanen vorhandgrdewiFasL im
Vergleich zu Wildtyp-ADAM10 mit etwa der halben Rate freiget. Zur Erreichung der
vollen Aktivitat scheint auch die zytoplasmatische Doméane von ADAM10 beizutragen.
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5.4.2 Die mdgliche Rolle der zytoplasmatischen Domé von ADAM10 im
Fas Ligand-Shedding

War die zytoplasmatische Domé&ne von ADAM10 deletiert (KonstridK)Xoder durch die
zytoplasmatische Doméane von ADAM17 ausgetauscht (Konstrukt KKKT), woudesine
halbmaximale Freisetzungsrate von loslichem FasL erreichGégensatz dazu spielte die
zytoplasmatische Domane von ADAML17 fur das hTédSheddingeine Rolle, weshalb hier
wahrscheinlich ein FasL-spezifischer Effekt vorliegt. Zusétzlileutet auf die spezifische
Bedeutung der zytoplasmatischen Doméne von ADAM10 im Bezug aufashsSRedding
der Befund, dass ein Austausch der zytoplasmatischen Domane von ADANg&0 die
zytoplasmatische Doméne von ADAM17 nicht das konstituBleeddingvon hTNF«
beeintrachtigte. Daher kann angenommen werden, dass dieses Kongtzigtghrieine volle
Aktivitat erreichen kann.

Darlber hinaus fuhrte auch die Deletion der zytoplasmatischen Domérieasle zu einer
Halbierung der hFasL-Freisetzungsrate. Der Austausch dieserari2ongegen die
zytoplasmatische Domane von hTNHFaat eine noch starkere Beeintrachtigung des hFasL-
Sheddingzur Folge.

Interessanterweise ist die Expression des ADAM10-Konstrukts etierter
zytoplasmatischer Doméne (KKK) in jeglichen Koexpressiongaxgaten mit
Mausfibroblasten unter der Nachweisgrenze im Immunoblot gebliekemdah wurde die
gleiche hFaslSheddingAktivitat erreicht wie durch das Konstrukt KKKT (Austausch der
zytoplasmatischen ADAM10-Doméane gegen die zytoplasmatische Donwo&nADAM17).
Diese Chimére zeigte eine sehr gute, mit Wildtyp-ADAM10 \atofbare Expression. Auch
wenn eine inhibitorische Wirkung der zytoplasmatischen Doméne von ADAMIf das
hFasLSheddingnicht ausgeschlossen werden kann, sprechen diese Befunde dafigindas
relativ geringe Proteasemenge eine hohe Freisetztungsrefellolgtsats erreichen kann. Eine
ahnliche Beobachtung im Bezug auf d&beddingvon EGF-Liganden wird in einer
Veroffentlichung von Horiuchet al. (2006) in gleicher Weise diskutiert.

Die zytoplasmatischen Domanen von ADAM10 als auch des hFasLzdresBH3-
Bindedomanen. Ein SH3 Bindemotif in der intrazellularen Doméane von ADAM10
(Positionen 708-715) wurde als basolaterales Sortierungsmotif in qefn epithelialen
Zellen identifiziert, ohne dass die dieser Beobachtung zugrundeliegendikularen
Mechanismen analysiert wurden (Wild-Boeteal., 2006).
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Der hFasL bindet tber seine prolinreiche Doméne eine Reiheigoal@oteinen mit SH3-
und WW-Doméne (Janssen al, 2003; Ghadimet al, 2002; Wenzeét al, 2001; Lettatet
al., 2006; Baunet al, 2005; Qiaret al, 2006; Thornbillet al, 2007). So ist unter anderem
eine Interaktion mit Proteinen wie den Src-verwandten Kinasen FgiK, und Fgr oder
Adapterproteine wie Nckl Grb-2, FBP17, CD2BP1 und PACSIN1-3, beschriebnisH
ihre Beteiligung an der regulierten Lokalisation des Faslekmnetorischen Lysosomen sowie
den Transport in die imunologische Synapse gezeigt.

Interessanterweise scheint PACSIN3 auch die zytoplasmafisminéne von ADAM10 Uber
seine SH3-Domane zu binden (Metial, 2003). Daher ware u.a. eine PACSIN3-vermittelte
Lokalisation beider Proteine in den in dieser Arbeit verwendeten -Z88&n und
Mausfibroblasten denkbar.

Das Adapterprotein Eve-1 enthéalt einige SH3 Domanen und bindet, wie durch
Koimmunprezipitationsversuche herausgefunden wurde, die zytoplasmatidom&men von
ADAMY, 10, 12, 15 und 17, wobei diese Bindung das Phorbolester-stimBieedingvon
TGF-a, HB-EGF, Amphiregulin und Epiregulin positiv beeinflusst (Tanakaal, 2004).
Auch dieses Protein kdnnte daher das effiziente ADAM10-vertait&heddingvon FasL
vermitteln.

Eine direkte Interaktion von ADAM10 und dem FasL Uber ihre zytoplaschatisDomanen
erscheint unwahrscheinlich: Neben dem Fehlen offensichtlicherakti@nsmotive konnte
auch keine ADAM Protease bei der Identifizierung von Interaktiotisgan der prolinreichen
Doméne des FasL gefunden werden (Ghadimal., 2002; Baunet al, 2005)
Interessanterweise zeigten sowohl Jagtoal (2005) fur ein FasL-Konstrukt, das eine
Deletion der Aminosauren 2-33 tragt, als auch Zuceatal (2007) fur FasL-Mutanten mit
mutierten N-terminalen Tyrosinresten eine starke Erhohung derfl&iwenexpression.
Obwohl dies durch Zuccatet al. mit einer Beeintrachtigung der Sortierung des FasL erklart
wird, ware es interessant zu untersuchen, ob ein Zusammenhaohewier intrazellularen
Phosphorylierung des FasL und dessBhedding besteht. Hierbei kdnnte ein nicht
identifiziertes Adapterprotein sowohl mit zytoplasmatisch lokatish, potentiell
phosphorylierbaren Tyrosinresten des FasL als auch mit der prdiemneibomane im
zytoplasmatischen Bereich von ADAM10 interagieren.

Zwar konnte das hFas&heddingnicht in groRem Umfang durch PMA oder lonomycin
stimuliert werden. Dennoch wére es denkbar, dass einige chirgteasen durch Austausch
bestimmter Doméanen von ADAM10 und ADAM17 die Fahigkeit zur PMA-induzrert
proteolytischen Prozessierung des FasL erlangen. Es wurde gereerdffentlichungen
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diskutiert, dass durch die Phosphorylierung von Thrédhim der zytoplasmatischen
Doméane von ADAML17 eine Stimulation deSheddingserreicht werden kann (Diaz-
Rodruigezet al, 2002; Soonekt al, 2005). Hierbei wurde ein Zusammenhang zwischen der
Erk-abhéngigen Phosphorylierung von Thredftinnd der Maturierung durch Induktion des
Transports zur Zelloberflache hergestellt (Soendl, 2005).

Daher wurde untersucht, ob durch Zugabe von PMA eine Stimulation dePFastssierung

bei Koexpression der ADAM10/17-Chimare erreichbar ist. Doch auchesediAnalyse war
keine signifikante Beeinflussung der hFaSheddingRate durch PMA erkennbar (Daten
nicht gezeigt). Ebenso konnten durch Immunoblot-Analysen keine PMA-induziert
Maturierung der Chimare nachgewiesen, da sich das VerhaltnBretorm zu maturer Form
nicht signifikant durch PMA Zugabe zu den mit den chiméaren Protdesesfizierten 293T-
oder Cos7-Zellen anderte. Ebenso konnte in der Immunfluoreszenz keine Andienun
Lokalisation der Chimé&ren durch PMA-Stimulation erreicht werden (Datengeakigt).

5.4.3 Die mdgliche Rolle der ADAM10-Transmembrandom@ne im Fas
Ligand-Shedding

Von besonderer Bedeutung fir das F&ledding durch ADAM10 scheint
Uberraschenderweise die Transmembrandomane zu sein. Sowohl ein @&usters
Transmembrandoméne von hFasL gegen die Transmembrandoméne von IE\#tch der
Transmembrandoméne von ADAM10 gegen die ADAM17-Transmembrandomane
(Konstrukt KKTT und KKTK) fuhren zu einem fast vollstandigen Verldsts hFaslL-
Sheddings.

Eine Erklarung fur die Bedeutung der Transmembrandoméne konnterys@malder
Prozessierung des Wachstumshormonrezepgn®vth hormone receptprGHR) bringen
(Yang 2007): Der Wachstumshormonrezeptor liegt schon vor Bindung des
Wachstumshormons dimerisiert vor, die Bindung des Liganden fihrt zuviékking der
zytoplasmatisch GHR-assoziierten Janus Kinase 2. Der Austdasdransmembrandomane
gegen die Transmembrandomane dasw, Density Lipoprotein Rezeptdid.DLR) hat keine
Auswirkung auf die Dimerisierung, und auch die Antwort auf Stimutatidurch
Wachstumshormon bleibt vergleichbar. Interessanterweise jedoch konni®IRGHR-
Chiméare weit weniger stark durch ADAM17 nach PMA Induktion gesheadsten.
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Dariber hinaus konnte die Stimulation des LDLR/GHR-Chiméare durchenei
Konformations-sensitiven inhibitorischen anti-Wachstumshormonrezeptor-Apgikdweit
weniger stark herunterreguliert werden als im Falle des Ygi#fachstumshormonrezeptor.
Die Autoren diskutieren, dass sich die Konformation oder Orientiedengextrazellularen
Domane im Juxtamembranbereich in Abhangigkeit von der Transmembraneo@randern
kbnnte, was zu einer Veranderung @&seddingvusters fihrt. Die Transmembrandoméne
von ADAM10 konnte in ahnlicher Weise die Konformation der Juxtamembramredgs
Enzyms beeinflussen und auf diese Weise Stasddingbeeinflussen. Es kénnte sein, dass
schon eine kleine Anderung der Konformation oder Orientierung diBsgion der
extrazellularen Domé&ne nach Austausch der Transmembrandoméane daSheédding
beeinflusst.

In diesem Zusammenhang sind auch die Veroffentlichungen von Takeala(2006) und
Igarashiet al (2007) zu bertcksichtigen. Durch Lésung der Kristallstruktur der MDA
homologen Schlangengiftprotease VAP1 wurde eine sogenanntevéyakle Region
identifiziert, die aufgrund ihrer Lage und Zusammensetzung als ifrRretein-
Interaktionsregion fur die spezifische Substraterkennung durch ADPAdasen
angenommen wird. Sie liegt in der C-férmig gefalteten Ektodong@gentiber dem aktiven
Zentrum und weist bei verschiedenen ADAM Proteasen in Zahl und Aetsghtedliche
Aminosaurereste auf, die die Substratbindung vermitteln kénnen. Auels etaal (2005)
beschreiben den gleichen membranproximalen Bereich von ADAM10 aufgrumglésten
Kristallstruktur der ADAM10-Disintegrin/cysteinreichen Domane waérantwortlich fir die
Substratbindung.

Auch der Austausch der Transmembrandoméne des hFasL gegen di@pdkatieende
Domane des hTNE- reduziert das hFas&heddingsehr stark. Hier koénnte ebenfalls
angenommen werden, dass die korrekte Konformation des membranproximamitibs
des hFasL, die eine Vorraussetzung fur eine Erkennung durch die duyalele Region von
ADAM10 ist, von der Transmembrandoméne des hFasL abh&ngt.

Eine weitere prinzipielle Mdglichkeit zur Regulation d&iseddinggdes FasL kdnnte durch
dessen Lokalisation ihipid Rafts gegeben sein. Diese cholesterol-und sphingolipidreiche
Mikrodoméanen spielen, wie kirzlich entdeckt wurde, eine wichtige RollddyeRegulation
desSheddingvon APP (Kojroet al, 1998) CD30 (von Tresckoet al, 2004), Interleukin-6-
Rezeptor (Matthewet al, 2003) oder L-Selektin (Phongt al, 2003). Die Aktivitdt von
ADAM19 ist mit Lipid Raftsassoziiert (Wakatsuldt al, 2004).
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Eine Lipid RaftLokalisation wird fir den FasL zum Grof3teil durch die intrazétiil
prolinreiche Doméane vermittelt (Cahuzetal., 2006).Thiel et al zeigten 2007 eine starke
Ankonzentration der maturen Form von ADAM17 in der Detergenz-unloslidRaft
Fraktion, wohingegen fur ADAM10 bisher keine LokalisationLipid Rafts beschrieben
worden ist. ADAM10 und 17 unterscheiden sich stark in der Lange und Sequenz de
zytoplasmatischen Domanen, und auch die Transmembrandomanen weiserst&adiae
Konservierung auf. Daher wurde untersucht, ob durch Depletion von Cholesidtels
Methycyclodextrin, was zu einer Zerstorung Mdpid Raftsfuhrt, eine Induktion des FasL-
Sheddingsmaoglich ist. Sollten die Metalloprotease-Domane und Transmembrandamiéne
ADAM10 die Spezifitdt fur den FasL vermitteln, Transmembandoméane oded/
zytoplasmatische Doméane von ADAM17 jedoch zu einer differentiéltkalisation inLipid
Raftsfuhren, kdnnte die Cholesteroldepletion eine Interaktion von Protease uncaSubdtr
damit dasSheddingwiederherstellen. Eine Zugabe von Methylcyclodextrin fuhrte jedoc
nicht zu einer verstarkten hFasL-Prozessierung durch irgendeinesntischiedlichen
Konstrukte bei Koexpression in ADAM10-defizienten Mausfibroblasten gianicht
gezeigt).

Insgesamt muss in Bezug auf die Lokalisation und Interaktion von FaslADAd10
bedacht werden, dass die gewonnenen Ergebnisse durch Uberexpressioneaigen
Mausfibroblasten und 293T-Zellen gewonnen wurden. In hamatopoetischen Zeliden
allerdings spezifische Sets von Adapterproteinen und Kinasen eggricie mit ADAM10
und dem FasL interagieren konnten. Im Besonderen verlauft die Sortierungsties &@sen
Zellen aufgrund seiner Speicherung in sekretorischen Lysosomen galictsaders als in
anderen Zelltypen (Blo#t al,, 2001). Daher kdnnen die in dieser Arbeit erbrachten Befunde
nicht ohne weiteres auf Zellen aus der hAmatopoetischen Reihe tibertragen werde
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Fas Ligand

ADAM10

Plasmamermbran

_,_.dl‘"".- ahe
Adapterproteine ADAM17-TMD

Abb. 41: Schematische Darstellung des hFas Ligan8hedding durch ADAM10

(a) Die in dieser Arbeit gewonnen Erkenntnisse &as LigandSheddingdeuten auf eine essentielle Funktion
der Metalloprotease-Domane(MP), der Disintegrindeen@DIS) zusammen mit der cysteinreichen Domane
(Cys), und der Transmembrandomane (TMD) hin. Zlis& kdnnten nicht identifizierte Adapterprotejriie

an den zytoplasmatischen Doméanen (ZPD) bindengaeffizienten Interaktion oder einer &hnlichent®oung

von ADAM10 und dem Fas Ligand beteiligt sein. Unegmbrannahe Sequenzen innerhalb der cysteinreichen
Domane, die zwischen verschiedenen ADAMs wenig é&onert sind, ist wahrscheinlich ein Teil der
spezifischen Substraterkennung vermittelt. (b) EMeréanderung der Transmembrandoméne koénnte die
Orientierung und/oder Konformation der extrazellefda Doméanen beeinflussen, so dass der hFasL nieht m
erkannt wird. Dies wiirde die Inaktivitdt von ADAM16as die Transmembrandomane von ADAM17 enthalt,

erklaren.

5.4.4 Chimarenstudien zur Regulation der TNF-Protelyse durch
ADAM17

In weiteren Experimenten wurde versucht, Domanen von ADAML17 und T Nde-
identifizieren, die das konstitutive und stimulieBieeddingzon hTNFea vermitteln.

In Vorversuchen konnten die bekannten Erkenntnisse reproduziert werderADias17

den hTNFe sowohl konstitutiv als auch PMA-stimulierbar nach dessen Uberssipn aus

Mausfibroblasten freisetzten kann. In dieser Arbeit konnte dariiber hgemesgt werden,
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dass ADAM10 kein PMA-induziertes, jedoch ein effizientes konststhTNFe-Shedding
vermitteln kann.

In den Analysen kamen neben ADAM10- bzw. ADAM17-defizienten Mausfibrténasuch
ADAM10/ADAM17-doppeldefiziente  Mausfibroblasten zum Einsatz, die in der
Arbeitsgruppe durch Kreuzung von heterozygoten ADAMI@it ADAM17*"-Mausen
generiert worden waren. Da diese Zellen weder konstitutiv nocAMA-stimulierbarer
Weise hTNFa sheddenkonnten, bildeten sie eine ideale experimentelle Grundlage flur die
Analyse des hTNE-Sheddingsnittels ADAM10/ADAM17-Chiméren.

In den in erster Linie auf hTN&-spezifischen ELISA-Analysen basierenden Versuchen
stellte sich heraus, dass es fir das hDNGheddingunerheblich zu sein scheint, ob die
Metalloprotesedoméane von ADAM10 oder ADAM17 stamiies ist plausibel, da beide
Proteasen prinzipiell hTNE-shedderkdénnen. Die Méglichkeit des konstitutiven und/oder
stimulierten hTNFa-Sheddingsschien dagegen durch nachfolgende Doménen bestimmt.
Dies steht im direkten Gegensatz zu einer Veroffentlichung von Retddly (2000), in der
ahnliche Experiment beschrieben sindier konnte die Metalloprotease-Domane von
ADAM10 nicht die Metalloprotease-Domane von ADAM17 ersetzten. Esdevalort die
Grenze der Metalloprotease-Domane von ADAM10 drei Aminoséauren rw@&terminal
definiert. Dieser kleine Unterschied kdonnte Auswirkungen auf die Aktivigi Chimare
haben. Die durchgeflihrten Analysen, die in Redtyal., (2000) gezeigt werden, sind bei
weitem nicht so umfangreich wie die in dieser Arbeit beschreghefo wurde zum Beispiel
nicht das unstimuliert8heddingder dort benutzten ADAM10/ADAM17-Chimére untersucht.
Die Deletion der zytoplasmatischen Domane von ADAM17 hatt in diddeeit keinerlei
Auswirkung auf beid&heddingArten von hTNFe. Dies ist in Ubereinstimmung mit Reddy
et al. (2000) und Faret al., (2003). Auch Horiuchiet al wiesen 2007 nach, dass die
zytoplasmatische Domane von ADAML17 nicht notwendig fir das PMA-iedigZshedding
von TGF4 ist.

Wie im Falle des hFasBheddingsdurch ADAM10 scheinen auch hier die Disintegrin-
/cysteinreiche Domane und die Transmembrandomane von ADAM17 eine ohailldi
Einheit zu bilden. Allerdings besteht die Funktionalitat nicht in erster Linierivelemittiung

des konstitutiverSheddingsVielmehr mussen beide Domé&nen, weitgehend unabhangig von
der Identitat der Metalloprotease-Domane, in einer chimarenaBmteereint sein, um neben
dem konstitutiven hTNE-Sheddingauch ein PMA-stimulierbares hTNi&Sheddingzu

erreichen.
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Man konnte hier im Zusammenhang mit der Bedeutung der Transmembémral@men
zugrundeliegenden Mechanismus diskutieren, der sich an oben erwéhiiteigsgye aus der
Veroffentlichung von Yanget al, anlehnt (Yanget al, 2007). Wie dort beschrieben, kénnte
auch hier, allerdings auf der Seite von ADAML17, eine Uber die Tram&mandoméne
vermittelte Konformationsanderung oder Orientierung der exttddeth Doméne, die durch
PMA-Stimulation erreicht wird, die Vorraussetzung fir das PMduizierte TNFa-Shedding
durch ADAM17 sein. Durch den Austausch der Transmembrandomane von ADAM1Y gege
die Transmembrandomé&ne von ADAMI10 konnte die extrazellular membranptoxim
gelegene hypervariable Region von ADAM17 durch PMA-Stimulation nioehr die
Konformation oder Orientierung einnehmen, um den DNR-verstarktem MalRshedderzu
kénnen.

Auf der Seite des TNBE- scheint der Austausch der Transmembrandomane von kTNF-
gegen die Transmembrandomane des hFasL sowohl konstitutives als aucstiPMlfertes
Sheddingnegativ zu beeinflussen. Dies gilt noch starker fur den entsprechéustausch
der zytoplasmatischen Domane. Dies ist ebenfalls ein UberrakahBefund, denn fur viele
ADAM-Substrate konnte gezeigt werden, dass ihr PMA-induzi&teddinglediglich von
der extrazellularen Domane bestimmt wird (Brakebusttal, 1994; Chenet al, 1995;
Mullberg et al, 1994, Sisodiat al, 1992; Sadhukhaet al, 1998). Zur Verifizierung einer
Bedeutung der zytoplasmatischen Domane von @Nfew dessenSheddingmisste die
proteolytische Freisetzung eines TNF-Konstrukts mit deletieytoplasmtischer Doméne

analysiert werden.
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6  Zusammenfassung

Der Fas Ligand ist als Apoptose-induzierendes Molekul auf der l@tieef von T-und NK-
Zellen, einigen Tumorzellen sowie Zellen immunpreviligierterw&ges beschrieben. Die
proteolytische Freisetzung des humanen Fas Liganden tragtegativen Regulation der
apoptotischen Aktivitat dieses Todesliganden bei.

Obwohl ein erhohtes Serumlevel des Il6slichen Fas Liganden mit \exieokn
Krankheitsbildern assoziiert erscheint, ist die Fas Ligandefmade Protease bisher nicht
identifiziert worden.

In dieser Arbeit konnte durch pharmakologische, biochemische und genétisalysen die
Metalloprotease ADAM10 als diejenige Protease identifizierdes, die in kritischer Weise
das Sheddingdes Fas Liganden vermittelt. Dabei konnte die essentielteeuBeng von
ADAM10 als Fas Ligand Sheddase sowohl in Mausfibroblasten als audtunmanen
epithelialen und hdmatopoetischen Zellen gezeigt werden.

Eine Verstarkung der Fas Ligand-vermittelten Zytotoxizitdt vbamorzellen durch
spezifische ADAM10-Inhibition konnte nachgewiesen werden. Somit kodnnte eine
Fehlregulation der ADAM10-Aktivitat in Tumorzellen eine Rolle imgenannten tyumor
counterattack spielen. Dartber hinaus konnte durch ADAM10-Inhibition im Fas Ligand-
abhéangigen aktivierungsinduzierten Zelltod von T-Zellen eine erhOptptAserate erreicht
werden. Daher konnte die ADAM10-Aktivitat einen bedeutsamend@gitur Regulation des
aktivierungsinduzierten Zelltods leisten.

Aufgrund von Untersuchungen zur Regulation &®ddingsdes Fas Liganden erscheinen
eine Abhangigkeit des Fasktheddings/on der Fas-Rezeptorbindung sowie die Endozytose
von Oberflachen-FasL unwahrscheinlich. Dafur legt das Prozesgsmuster von inaktiven
humanen Fas Ligand-Mutanten nahe, dass der Fas Ligand als Trimsepaitege werden
konnte.

Analysen zur Vermittlung der Substratspezifitat wurden mitfeHivon chimaren
ADAM10/ADAM17 Proteasen durchgefihrt, in denen verschiedene DomameADAM10
gegen die entsprechenden Domé&nen der homologen Protease ADAM17 (TREEEn
FasL nicht proteolytisch prozessieren kann, ausgetauscht wurde. éigte =mich eine
Beteiligung aller Domanen von ADAM10 an der spezifischen proteohgn Prozessierung
des humanen Fas Liganden. Dabei sind die extrazellular gelegesme&dnBn sowie die
Transmembrandoméne essentiell, die zytoplasmatische Doméne von AD¥égt@diglich

einen Teil zur Spezifitdt des Fas LigaBdedding®bei.
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Des Weiteren konnte in dieser Arbeit mithilfe von ADAM10/ADAM17 ddgpézienten

Mausfibroblasten gezeigt werden, dass ADAM10 den humanendr Bffektiv konstitutiv,

nicht jedoch PMA-stimulierbar freisetzen kann. Die UntersuchungenRegulation und
Spezifitat des humanen TNFSheddingsmit Hilfe der ADAM10/ADAM17 Chiméaren
fuhrten zu der Identifizierung einer funktionellen Einheit aus Trangmm@ndomane und
Disintegrin-/cysteinreicher Domé&ne von ADAM17, die das PMA-stientd Sheddingdes

humanen TNFx vermittelt.

In dieser Arbeit wird erstmals die mogliche Rolle der Tramsbrandoméanen von ADAM10
und ADAM17 bei der Vermittlung der Regulation und Spezifitat Sleeddingdeschrieben.
Einen moglichen Einfluss der Transmembrandomane auf die Konformatio®@adetierung

der cysteinreichen Doméane, die in vielen Untersuchungen als notwemddyef Substrat-
erkennung durch ADAMs beschrieben worden ist, ware denkbar. Die zubyegeteen

molekularen Mechanismen sind allerdings noch unklar und sollen Gegenstatedemv

Untersuchungen sein.

119



Summary

/  Summary

The Fas Ligand is descibed as an apoptosis inducing moleculeeikptessed on the surface
of T-cells, NK-cells, some tumor cells as well as cefishe immunprivileged tissue. The
proteolytic release of Fas Ligand contributes to the negativelategn of the apoptotic
activity of this death ligand.

Although increased serum levels of soluble Fas Ligand were bledcrior many
pathophysiological conditions, the Fas Ligand-releasing proteaseohget been identified.
In this work, using pharmacological, biochemical and genetic analyseEgical involvement
of the disintegrin metalloprotease ADAM10 for the shedding of Eagmnd was
demonstrated. The essential role of ADAM10 was shown in mouse fibteldad human
epithelial and hematopoietic cells.

Furthermore, an upregulation of cell-mediated FasL cytotoxi¢ityraor cells by ADAM10-
inhibition could be demonstrated. Therefor, a dysregulation of ADAMfiGitgacould play a
role in the “tumor counterattack” mechanism.

Importantly, the specific inhibition of ADAM10 activity increased thas Ligand dependent
activation induced cell death of T-cells. The experiments sudgasADAM10 might play a
major role in the regulation of this death pathway.

The investigation of the regulatory aspects of Fas Ligand shedtith not reveal a
dependency of Fas Ligand shedding on receptor binding or on endocytosisact dtas
Ligand. The processing pattern of inactive human Fas Ligand muaggests that the
trimeric form of Fas Ligand is a substrate for ADAM10.

Experiments using chimeras in which domains of ADAM10 were excldaagainst the
corresponding domains of the homologue ADAM17 (TACE), which is not abtbed Fas
Ligand, showed a participation of all domains in determining subspateficity. Here, the
extracellular domain and the transmembrane domain appear dicspaportance, whereas
the cytoplasmic domain contibuted only partially to Fas Ligand shedding.

Using mouse ADAM10/ADAM17 double deficient fibroblasts it was show AAM10
can mediate an effective constitutive, but not PMA-induced shedding ofoTNF-

Analysing the regulation and specificity of TMFshedding using the ADAM10/ADAM17
chimeric proteases, a functional unit consisting of the transnagmband cystein rich
domains could be identified, which mediates the PMA-inducibility of TN$hedding.
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Summary

In this work a possible role of the transmembrane domains of ADAM10A&#M17 in

mediating regulation and specificity of shedding events is destror the first time. A
possible influence of the transmembrane domain on the conformation cldtesn rich
domain, which is needed for the substrate recognition by ADAMsuggested. The

underliing molecular mechanisms are subject to further studies.
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