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1 Einleitung

1.1 Die T Zell Immunglobulin- und Mucindoménen (TIM) Rezeptoren

Im Jahre 2001 wurden die TIM-Gene durch Positionsklonierung erstmalig als neue Allergie- und
Asthmarisikogene identifiziert (MclIntire et al., 2001). Die Bezeichnung TIM beruht darauf, dass die TIM
Proteine auf der Oberfliche von T Zellen exprimiert werden und eine variable Immunglobulin- sowie eine
Mucindomane besitzen. Die TIM Rezeptoren spielen eine wichtige und umfassende Rolle in der Immunantwort,
unter anderem sind sie an der Regulation von Allergien, Asthma, Transplantationstoleranz, Autoimmunitat,

Krebs und Abwehrreaktionen gegen virale Infektionen beteiligt (Freeman et al., 2010).

Wie in Abb. 1 zu sehen ist, gibt es acht murine TIM-Gene (mTIM-1-8) auf Chromosom 11B1.1 sowie drei
humane Gene (hTIM-1, hTIM-3 und hTIM-4) auf Chromosom 5g33.2 (Kuchroo et al., 2003; Mclntire et al.,
2004). Expressions-, Funktions- und Strukturanalysen ergaben, dass die Mausgene mTIM-1, mTIM-3 und
mTIM-4 Orthologe der humanen Gene hTIM-1, hTIM-3 und hTIM-4 sind. Das murine TIM-1 und TIM-2 sind
homolog (62 %) und vermutlich durch Genduplikation im Nagergenom entstanden, da nur TIM-1 in Primaten
vorkommt (Santiago et al., 2007a; Freeman et al., 2010). Die Sequenzidentitdt der N-terminalen Cystein-
reichen Region betragt innerhalb der TIM-Homologen etwa 40 %, wdhrend sie zwischen den murinen und

humanen Orthologen etwa 60 % ausmacht (Kuchroo et al., 2003).

Humanes Chromosom 5¢33.2

(

156,6

~ 32%
~~ . Ubereinstimmung ?O %
AN Ubereinstimmung

l |

i Y 1 1

N 1 1

46,8 47,2 MB
( )

Murines Chromosom 11B1.1

Abb. 1: Genomische Organisation der humanen und murinen T Zell Immunglobulin- und Mucindomédnen (TIM)-Gene.
Dargestellt ist die Anordnung der drei humanen TIM-Gene (grau) auf Chromosom 5 und der acht murinen TIM-Gene (blau)
auf Chromosom 11. Die Pfeile zeigen die Richtung der mRNA-Transkription an. Die murinen Gene TIM-5 bis TIM-8 sind
prognostizierte Gene. Die Sequenzidentitat zwischen mTIM-2 und mTIM-1 sowie hTIM-1 ist mit einer rot gestrichelten Linie
angezeigt.

Das erstbeschriebene Familienmitglied TIM-1 wurde urspriinglich als Rezeptor fiir das Hepatitis-A-Virus
(HAVCR1) identifiziert, 1996 in griinen Meerkatzen, einer Primatengattung (Kaplan et al., 1996) und dann 1998

im Menschen (Feigelstock et al., 1998). Nachfolgend wurde TIM-1 auch als KIM-1 (engl. kidney injury molecule)



bezeichnet, da Studien zeigen konnten, dass es nach einer Ischamie in Nierenepithelzellen hochreguliert wird
(Ichimura et al., 1998), ebenso bei Nierenzellkrebs (Vila et al., 2004) und der polyzystischen Nierenerkrankung

(Kuehn et al., 2002).

Alle TIM Rezeptoren besitzen als Typ | Transmembranproteine einen dhnlichen Aufbau, der durch eine variable
Immunglobulindomane (lgV), eine Serin-, Threonin- und Prolin-reiche Mucindoméane, eine transmembrane
Region und einen kurzen intrazelluldren Schwanzteil gekennzeichnet ist (siehe Abb. 2). Die N-terminale variable
Immunglobulindomane der TIMs weist sechs konservierte Cysteinreste auf und ist wichtig fir die Bindung der
TIM Rezeptoren an ihre Liganden (Thompson et al., 1998; Sabatos et al., 2003; Sanchez-Fueyo et al., 2003;
Meyers et al., 2005a). TIM-4 besitzt in seiner Immunglobulindomane ein integrinbindenes Motiv (RGD-Motiv).
Wie in Abb. 2 zu sehen ist, variiert die GroRe der Mucinregion zwischen den einzelnen Mitgliedern und
innerhalb dieser Domane gibt es unterschiedlich viele O- und N-assoziierte Glykosylierungsstellen. TIM-1, TIM-2
und TIM-3, jedoch nicht TIM-4, enthalten in ihrem intrazellularen Teil jeweils ein potentielles
Phosphorylierungsmotiv fiir Kinasen, das bei der transmembranen Signaltibertragung eine Rolle spielt (Kuchroo

et al., 2003; Meyers et al., 2005b; Santiago et al., 2007a; Rodriguez-Manzanet et al., 2009).

TIM-1 TIM-2 TIM-3 TIM-4
B Bindungsstelle fur
variable Phosphatidylserin
Immunglobulin- B
domine <= N-assoziierte

Glykosylierung

) O-assoziierte

. . Glykosylierun
Mucindomane  — L =

Tyrosinkinase
Phosphorylierungs-
motiv

@ RGD-Motiv
(fuir die Bindung
an Integrine)

Transmembran-
domaéne

intrazellulare {
Domane

Abb. 2: Struktur der murinen T Zell Immunglobulin- und Mucindominen (TIM) Proteine. Dargestellt ist der Aufbau der
murinen TIM Rezeptoren. Sie bestehen aus einer variablen Immunglobulindomane, einer Mucindomane, einen
transmembranen Bereich und einer intrazelluldren Region. Die genaue Erlauterung ist im Text unter 1.1 beschrieben.
Modifiziert nach (Freeman et al., 2010).

Interessanterweise ahnelt die Struktur der TIM Proteine sehr dem Aufbau des membranstdndigen CX3CL1
Chemokins (auch Fraktalkin im Menschen genannt), von dem bereits bekannt ist, dass es durch ADAM-
Proteasen prozessiert wird (Hundhausen et al., 2003). Dementsprechend war dies ein Indiz dafir, dass die TIM
Proteine auch durch Metalloproteasen gespalten werden kdnnten. Mehrere Studien belegen, dass TIM-1,
TIM-3 und TIM-4 als sogenannte Mustererkennungsrezeptoren, im Unterschied zu TIM-2, an Phosphatidylserin
(PtdSer) exprimierenden Zellen binden konnen (Kobayashi et al., 2007; Miyanishi et al., 2007; Santiago et al.,

2007a; Ichimura et al., 2008; DeKruyff et al., 2010). PtdSer ist normalerweise an der Innenseite der



Zellmembran (zytosolische Seite) von lebenden Zellen lokalisiert und wird von apoptotischen Zellen auf die
AuRenseite der Membran (Zelloberflache) transloziert (Fadok et al., 1992; DeKruyff et al., 2010). Trotz dieser
gemeinsamen Eigenschaft, PtdSer zu erkennen, unterscheiden sich TIM-1, TIM-3 und TIM-4 in ihrer
molekularen Struktur und in ihrem Expressionsmuster, was darauf hindeutet, dass sie verschiedene Funktionen

bei der Regulation von Immunreaktionen haben.

TIM-1 ist hauptsachlich auf CD4-positiven Th2 Zellen exprimiert und als costimulierendes Signal fir die
T Zellaktivierung und der daraus resultierenden erhohten Zytokinproduktion von Interleukin 4 (IL-4)
verantwortlich (Umetsu et al., 2005). AulRerdem ist TIM-1 im Menschen als Risikogen flr Allergien und Asthma
bekannt (Mclntire et al., 2003). Membranstandiges TIM-1 (KIM-1) kann durch die Matrix-Metalloprotease-3
(MMP-3) und die Membran-Typ 1 (MT1)-MMP geschnitten werden, sodass eine losliche TIM-1 Variante
nachweisbar ist (Bailly et al., 2002; Guo et al., 2012; Lim et al., 2012). Diese |16sliche TIM-1 Variante kann bei
Nierenerkrankungen verstarkt im Urin detektiert werden und gilt daher als Biomarker fiir Nierenschadigung
(zhang et al., 2007). Diesbeziiglich stellte sich die Frage, ob murines TIM-2 aufgrund der Homologie zu TIM-1,

ebenfalls gespalten wird.

Ein Schwerpunkt dieser Arbeit ist die Shedding-Analyse von TIM-2. Eine genaue Charakterisierung von TIM-2 ist

unter 1.2 aufgefihrt.

TIM-3 wird bevorzugt von CD4-positiven Thl Zellen sowie CD8-positiven T Zellen exprimiert und kann die
Thl-vermittelte Immunantwort hemmen, wodurch Immuntoleranz ausgelést werden kann (Sabatos et al.,
2003; Sanchez-Fueyo et al., 2003). Die TIM-3 Expression konnte auch auf Th17 Zellen nachgewiesen werden
(Nakae et al., 2007; Hastings et al., 2009). Einige dendritische Zellen exprimieren ebenso TIM-3 (Rodriguez-
Manzanet et al., 2009) und dort reguliert es die Phagozytose von apoptotischen Zellen sowie die
Kreuzprasentation von Antigenen (Nakayama et al., 2009). Zhu et al. (Zhu et al., 2005) zeigten, dass durch die
Bindung von TIM-3 an seinen Liganden Galectin-9 die Anzahl der Interferon-y (IFN-y) produzierenden Zellen
herabgesetzt wird und daher ein Zusammenhang mit Thl-abhdngigen Immunkrankheiten wie beispielsweise
der Multiplen Sklerose bzw. EAE (engl. experimental autoimmune encephalomyelitis) in der Maus besteht
(Minagar et al., 2002; Monney et al., 2002; Chan et al., 2003; Ohler et al., 2004; Koguchi et al., 2006; Anderson
et al., 2007).

Demgegeniber wird TIM-4 primar nur auf antigenprasentierenden Zellen (APC) wie Makrophagen und
dendritischen Zellen exprimiert. Es kann an TIM-1 binden und reguliert die T Zellaktivierung sowie die
Aufrechterhaltung der Immuntoleranz, indem es unter anderem die Phagozytose von apoptotischen Zellen

vermittelt (Meyers et al., 2005a; Kobayashi et al., 2007; Miyanishi et al., 2007).

Diese Daten zeigen, dass die TIM-Molekiile ein (iberraschend breites Funktionsspektrum aufweisen, die viele
immunologische Aspekte beeinflussen. Deshalb ist es besonders interessant und wichtig zu untersuchen, ob

|6sliche TIM Varianten existieren, wie sie entstehen und woran sie binden kénnen.



1.2 Das murine TIM-2 im Uberblick

Das murine TIM-2 hat kein strukturelles Ortholog im Menschen (Mclintire et al., 2001; Kuchroo et al., 2003).
Die Sequenzhomologie zwischen TIM-2 und murinem TIM-1 ist sehr groB, jedoch sind entscheidende
Aminosauren (Asparagin, Asparaginsaure) in der MILIBS (engl. metal ion-dependent ligand-binding site) Region
von TIM-2 nicht enthalten, die fir die Bindung von Metallionen und PtdSer wichtig sind (Santiago et al., 2007a).
Dadurch ist diese Bindungstasche sehr abgeflacht und kann nicht mit PtdSer interagieren (Kobayashi et al.,
2007; Miyanishi et al., 2007). Kristall- und Strukturanalysen zeigen, dass die IgV-Domanen von TIM-2
nicht-kovalente Dimere ausbilden konnen (Santiago et al., 2007b). Die obere Flache dieser Dimere ist
Glykan-frei und kann deshalb mit den TIM-2 Liganden Semaphorin4A (Kumanogoh et al., 2002; Kumanogoh &
Kikutani, 2003) oder H-Ferritin (Chen et al., 2005) gut interagieren. Die intrazellulire Domane von TIM-2 weist
eine putative Tyrosinkinase Phosphorylierungsstelle auf, die nach T Zellaktivierung phosphoryliert wird
(Kumanogoh et al., 2002). TIM-2 wird hauptsachlich auf differenzierten Th2 Zellen und aktivierten B Zellen
exprimiert

(Chakravarti et al., 2005; Rennert et al., 2006). AuBerdem ist die TIM-2 Expression auf Epithelzellen in der Niere
und der Leber beschrieben (Chen et al., 2005).

Wie Studien mit TIM-2 defizienten Mausen belegen, reguliert TIM-2 die Th2-vermittelte Immunantwort negativ
(Rennert et al., 2006; Fukushima et al., 2007). Durch Uberexpression von TIM-2 auf JURKAT oder D10
T Zelllinien wird die NFAT/AP-1 Transkriptionsaktivitat signifikant herabgesetzt (Knickelbein et al., 2006), womit
TIM-2 als negativer T Zellregulator bestdtigt wurde. Auf B Zellen beeinflusst TIM-2 sowohl die
B Zellproliferation als auch die Antikorperproduktion von B Zellen wahrend der frihen Phase der

Thl-abhangigen Collagen-induzierten Arthritis (CIA) (Kawamoto et al., 2011).

In vivo Studien in der Maus, zur antagonistischen Hemmung der TIM-2 Interaktionen mit seinen natdrlich
vorkommenden Liganden zeigten, dass nach der Injektion von l6slichem TIM-2-Fc eine erhohte T Zell-
hyperproliferation sowie verstarkte Produktion von Th-2 Zytokinen (IL-2, IL-4 und IL-10) gemessen wird. Wenn
Méuse diese |6sliche TIM-2-Fc Variante wahrend oder kurz vor dem Ausbruch der Krankheit EAE, ein
Thl-abhdngiges Immunkrankheitsmodel der humanen multiplen Sklerose, gespritzt bekommen, kann das
I6sliche TIM-2 den Krankheitsverlauf deutlich verbessern (Chakravarti et al., 2005). Eine weitere Studie konnte
zeigen, dass durch ein |6sliches TIM-2-Fc-Fusionsprotein die Th2-vermittelte Heilung einer Lungenentziindung
im Ovalbumin (OVA)-induziertem Asthma Modell verschlechtert wird (Rennert et al., 2006). Diese Ergebnisse
deuten daraufhin, dass auch eine natirlich vorkommende I6sliche TIM-2 Ektodoméne entscheidende

biologische Funktionen haben kénnte.



1.3 H-Ferritin der Ligand von TIM-2

Ferritin ist ein ubiquitdr vorkommender Proteinkomplex, der hauptsachlich fiir seine Rolle als Eisenspeicher
bekannt ist (Torti & Torti, 2002; Theil, 2003; Arosio et al., 2009). Ferritin wird primar intrazelluldr exprimiert
und kommt in den verschiedensten Kompartimenten vor, ist aber auch im Serum von Sdugern nachweisbar.
Bei Entziindungen oder Krebs steigt der Ferritinanteil im Serum an (Konijn et al., 1981; Arad et al., 1988;
Torti & Torti, 1994). Die Funktion von extrazellularem Ferritin ist bis heute weitgehend unklar. Rekombinant
hergestelltes Ferritin weist sowohl immunosuppressive als auch proinflammatorische Funktionen auf
(Matzner et al., 1979; Gray et al., 2001; Li et al., 2006; Coffman et al., 2009; Ruddell et al., 2009). Ferritin ist ein
Heteropolymer aus H (engl. heavy)- und L (engl. light)-Ketten. 24 dieser Untereinheiten bilden einen Apo-
Ferritinkomplex. Das Verhaltnis an H- und L-Ferritin unterscheidet sich je nach Gewebe und der Anwesenheit
von Eisen, Wachstumsfaktoren, Entziindungen oder Tumoren (Moss et al., 1992). Das H-Ferritin besitzt
Ferroxidaseaktivitdat und sorgt fir die Oxidation des Eisens zu Fe** (Clegg et al., 1980), wahrend die

L-Untereinheit am Aufbau des Eisenminerals im Inneren beteiligt ist.

H-Ferritin

H-Ferritin

Abb. 3: H-Ferritin, der natiirliche Ligand von TIM-2. (A) Das globuldre Protein Ferritin ist hier vereinfacht schematisch
dargestellt (grauer Kreis). Es setzt sich aus H-Ferritin (griin) und L-Ferritin (rosa) zusammen. Insgesamt 24 dieser
Untereinheiten bilden einen humanen/murinen Ferritinkomplex. In der VergréRerung ist H-Ferritin (griin) aufgefiihrt, das
aus vier geblindelten Helices und einer kleinen C-terminalen Helix besteht. (B) Modell Gber die spekulierte Bindung
zwischen H-Ferritin (griin) und zwei nicht-kovalent gebundene TIM-2 Molekiile (blau).

TIM-2 ist ein selektiver Rezeptor fir H-Ferritin, jedoch nicht fiir L-Ferritin. Durch die Bindung von TIM-2 an
H-Ferritin in der Leber und Niere (Chen et al., 2005; Recalcati et al., 2008) sowie auf Oligodendrozyten
(Todorich et al., 2008), spielt TIM-2 auch eine Rolle bei der Aufrechterhaltung der Eisenhomdostase. Zudem ist
beschrieben, dass Eisen ins Zellinnere von TIM-2 transfizierten, murinen Nierenzellen transportiert wird, durch
die Interaktion von TIM-2 mit H-Ferritin. Dementsprechend scheint TIM-2 am H-Ferritin-vermittelten
Eisentransfer beteiligt zu sein (Han et al., 2011). Es ist jedoch noch ungeklart, ob l6sliches TIM-2 auch dazu in
der Lage ist oder ob es lberhaupt an H-Ferritin binden kann, da die exakte Bindungsstelle bis jetzt nur in der

IgV-Region von TIM-2 vermutet wird.



1.4 Ektodomanen-Shedding als wichtiger immunregulatorischer
Mechanismus

Losliche, extrazelluldare Proteindomanen kénnen durch die Abspaltung membranstandiger Molekiile entstehen.
Dieser Vorgang wird auch als Ektodoméanen-Shedding bezeichnet und ist ein Schliisselmechanismus in der
Immunbiologie fiir die Funktionsregulierung verschiedenster Zelloberflachenproteine, wie beispielsweise fir
Rezeptoren und deren Liganden, Zelladhdsionsmolekiile (CAMs) oder Wachstumsfaktoren. Es wird
angenommen, dass bis zu 10 % aller Zelloberflichenmolekiile proteolytisch gespalten werden kodnnen

(Lewandrowski et al., 2009; Fong et al., 2011; Saftig & Reiss, 2011).

Die limitierte Proteolyse erfolgt durch bestimmte Metalloproteasen, die auch als Sheddasen bezeichnet werden
und zur Gruppe der Hydrolasen gehoéren, da sie ein Molekiil H,O an eine Peptidbindung anlagern, diese spalten,
und somit die Freisetzung der Ektodomane verursachen. Bei den prozessierten Molekiilen handelt es sich um
Transmembranproteine (Reiss & Saftig, 2009), deren Schnittstellen sich dicht an der &duReren
Membranoberfliche befinden (Hooper et al., 1997). Demzufolge flihrt Shedding einerseits zur Reduktion der
Proteine auf der Zelloberfliche und andererseits werden I6sliche Regulatorproteine mit den
unterschiedlichsten Eigenschaften in den extrazellularen Raum abgegeben, zu denen auch Zytokine sowie
deren Rezeptoren gehoren. Diese kénnen sowohl parakrine (auf benachbarte Zellen wirkende) oder autokrine
(auf die Zelle selbst zurtickwirkende) Signalwege initiieren oder inhibieren, um immunologische Prozesse zu
steuern. Ein Beispiel dafiir ist der l6sliche Interleukin-6 Rezeptor (IL-6R), der mit Interleukin-6 (IL-6) einen
Komplex bildet und Zellen agonistisch stimulieren kann, die keinen membranstandigen IL-6R exprimieren.

Dieser Mechanismus wird als trans signaling bezeichnet (Rose-John, 2012).

Bei einigen Proteinen, wie beispielsweise fiir Notch, fihrt die Spaltung in der juxtamembranen Region zur
Auslosung einer weiteren proteolytischen Prozessierung innerhalb der Membran, bei der ein Fragment ins
Zellinnere freigesetzt wird, welches intrazellulare Signale induzieren kann. Diese sequentielle Spaltung wird
auch als regulierte intramembranare Proteolyse (RIPing) bezeichnet (Steiner & Haass, 2000; Oswald et al.,
2001; Scheller et al., 2011a). Das Ektodomé&nen-Shedding spielt eine entscheidende Rolle bei wichtigen
Krankheiten, wie bei der Entstehung von Tumoren, Arthritis und Morbus Alzheimer (Dello Sbarba & Rovida,
2002; Lichtenthaler, 2006). Daher ist es unbedingt notwendig, diesen bedeutenden Prozess und dessen
Regulation nédher zu untersuchen. Eine Hauptgruppe unter den Proteasen, die Shedding-Aktivitat vermitteln,
sind die Disintegrin-dahnlichen Metalloproteinasen (ADAMs - A Disintegrin And Metalloproteinase), die im

folgenden Abschnitt vorgestellt werden.


http://de.wikipedia.org/wiki/Rezeptor
http://de.wikipedia.org/wiki/Zelladh%C3%A4sionsmolek%C3%BCl
http://de.wikipedia.org/wiki/Wachstumsfaktor_%28Protein%29
http://de.wikipedia.org/wiki/Disintegrin
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Abb. 4: Vereinfachte schematische Darstellung der proteolytischen Ektodomanen-Spaltung. Eine membranstindige
Protease (Sheddase, rosa) schneidet den extrazelluldren Teil eines Membranproteins (grau) ab, das dann als I6sliches
Protein vorliegt und an Rezeptoren (griin) auf der eigenen Zelle (autokrin) oder benachbarter Zellen (parakrin) binden kann.
Das membrangebundene Spaltprodukt verbleibt in der Zellmembran und kann weiter prozessiert werden.

1.5 Die Familie der Disintegrin-dhnlichen Metalloproteasen

Die ADAMs (A Disintegrin And Metalloproteinase) umfassen eine Familie mit transmembranen und
sekretorischen Proteinen, die etwa 750 Aminosduren lang sind, und sowohl bei der Zelladhasion als auch bei
der proteolytischen Prozessierung von Ektodomanen verschiedenster Zelloberflichenmolekiile eine wichtige
Rolle spielen. Es wird angenommen, dass das menschliche Genom flir 566 proteolytisch aktive Enzyme codiert.
Die ADAM-Proteasen bilden zusammen mit den ADAM-TS (l6sliche ADAMs mit einem Thrombospondin Motiv
Typ 1) und den Schlangengift-Metalloproteinasen (SVMPs) die Unterfamilie der Adamalysine, die wiederum zu
den Metzinkinen, eine Untergruppe der Zink-abhdngigen Proteasen, gehoren. Diese Superfamilie der
Metzinkine umfasst auch die Matrixine, die Astacine und die Serralysine (bakterielle Proteasen)
(Bode et al., 1993; Stocker & Bode, 1995; Boldt et al., 2001; Cawston & Wilson, 2006; Huxley-Jones et al.,
2007). Es besteht eine hohe Sequenzhomologie zwischen den ADAMs und den SVMPs. Von den Letzteren leitet
sich der Name ,,Disintegrine” ab, aufgrund ihrer urspriinglich entdeckten Funktion, die Integrin-vermittelte
Adhdsion zwischen Blutplattchen und Fibrin zu inhibieren (Gould et al, 1990; Blobel, 1997;
Schlondorff & Blobel, 1999).
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Abb. 5 Hierarchie der Zinkproteasen. Modifiziert nach Huxley-Jones et al. (Huxley-Jones et al., 2007). MMPs (Matrix-
Metalloproteinasen), SVMPs (Schlangengift-Metalloproteinasen), ADAMs (Disintegrin-dhnliche Metalloproteinasen),
ADAM-TS (I6sliche ADAMSs mit einem Thrombospondin Motiv Typ I).

Die ersten Vertreter der ADAM-Familie wurden zundchst unter der Bezeichnung PH-30 aufgefiihrt
(Primakoff et al., 1987). 1992, beim Screen fiir monoklonale Antikérper gegen Spermienoberflachenproteine,
erfolgte dann die Klassifizierung anhand ihrer Funktion (Blobel et al., 1992), sodass sie heutzutage als ADAM1
(Fertilin-a) und ADAM2 (Fertilin-B) bekannt sind. Mittlerweile wurden 40 ADAMs in den unterschiedlichsten
Lebewesen (Hefe, Fadenwurm, Menschen) nachgewiesen (Blobel, 2005; Huxley-Jones et al., 2007; Reiss &
Saftig, 2009). Die proteolytische Aktivitat ist jedoch nur bei etwa der Halfte aller ADAMs bekannt (White, 2003;
Blobel, 2005). Im Menschen sind beispielsweise nur 13 der 21 identifizierten ADAM-Enzyme aktiv. Essentiell fiir
die Proteaseaktivitat ist folgende konservierte Sequenz: HEXGHXXGXXHD (X steht fir eine beliebige
Aminosaure, D fur Asparaginsaure, E fir Glutaminsaure, G fir Glycin und H fiir Histidin) (Bode et al., 1993; Reiss
& Saftig, 2009). Die drei Histidine dieser Konsensussequenz koordinieren die Bindung des Zinkions (Zn*") und
bilden zusammen mit dem konservierten Methionin in der 1,4-B-Helixwendung (Met-turn genannt) die

Grundlage des aktiven Zentrums der ADAM-Proteasen (Stocker et al., 1995).

Ein weiteres wichtiges Charakteristikum der ADAM-Familie ist ihr typischer Aufbau. Es handelt sich um
glykosylierte Typ | Transmembranproteine, bestehend aus einem N-terminalen Signalpeptid, einer folgenden
Prodomane, an die sich die oben beschriebene katalytische Metalloproteasedomane anschliel3t, gefolgt von
der Disintegrin-dhnlichen Domane mit einer Cystein-reichen Region und den EGF (epidermal growth factor)-
dhnlichen Bereich, sowie der Transmembrandomane und dem intrazellularen Teil (siehe Abb. 6). Die
Prodomane inhibiert die Proteinasefunktion von ADAM10 und ADAM17 (Moss et al., 2007; Gonzales et al.,
2008) und wird wahrend des sekretorischen Signalwegs zur Zelloberflache durch Furinproteasen abgeschnitten,
um den inhibitorischen Effekt zu entfernen (Endres et al., 2003; Seals & Courtneidge, 2003). AuRerdem weist

die Prodoméane Chaperon-ahnliche Funktionen auf, da sie fiir die korrekte intramolekulare Faltung des Proteins
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verantwortlich ist (Roghani et al., 1999; Reiss & Saftig, 2009). Die Disintegrindomane kann in einigen Fallen mit
Integrinen interagieren und inhibiert auf diese Weise Zellkontake sowie Zelladhasionen (Edwards et al., 2008).
Es wird vermutet, dass die EGF-dhnliche Domane zusammen mit der Disintegrinregion auch fiir die Erkennung
der Substrate verantwortlich ist. Bis heute wurde keine spezifische Konsensussequenz innerhalb der Substrate
gefunden (Caescu et al.,, 2009). Shedding-Studien mit Antikérpern, die an Domé&nen des extrazelluldren
Bereichs von CD30 und HB-EGF binden und infolgedessen das stimulierte Shedding inhibieren, bestatigen die
Hypothese, dass die dreidimensionale Substratstruktur entscheidend ist fir die Substraterkennung und

Anlagerung der Proteasen I(Hansen et al., 2004; Hamaoka et al., 2010).

inaktives Zymogen aktives Enzym

Furinprotease Spaltung
R-V 1( K- R\

Prodoméane

Metalloproteasedoméne

Disintegrindoméne

Cystein-reiche Region
EGF-dhnliche Domane

Transmembrandoméne

zytoplasmatische Doméne

e

Abb. 6: Vereinfachte schematische Darstellung der Struktur von ADAM10/17. Beide ADAM-Proteasen werden als inaktives
Zymogen mit einer Prodomane synthetisiert. Mithilfe eines Cysteinrestes (Cys) interagiert die Prodomane mit dem Histidin
(His) im aktiven Zentrum und kann so die Bindung und Spaltung der Substrate verhindern. Furinproteasen schneiden
wdhrend der Prozessierung der ADAMs die Prodomane an der spezifischen Furinschnittstelle (R-V-K-R) ab. Danach sind die
Enzyme aktiv und die Metalloproteasedomédne mit dem Zinkion (zn™) bildet das aktive Zentrum der Proteasen.

Das ADAM-vermittelte Shedding ist wichtig fiir viele biologische Prozesse, wie unter anderem der neuronalen
Axogenese von Neuriten und Axonen, Zellmigration, Wundheilung, Herzentwicklung, Zellproliferation,
Apoptose und Angiogenese (Reiss & Saftig, 2009). An den meisten Shedding-Prozessen sind ADAM10 und
ADAM17 beteiligt (Edwards et al., 2008), deshalb werden sie und ihre physiologische Relevanz im nachsten

Unterpunkt ndher erlautert.
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1.6 ADAM10 und ADAM17 als bedeutende Shedding-Proteasen

1.6.1 ADAM17

ADAM17 wurde als erster Vertreter der ADAM-Familie mit Shedding in Verbindung gebracht, da zunachst
entdeckt wurde, dass die Metalloprotease ADAM17 membranstdndiges TNFa (Tumor Nekrose Faktor-a)
proteolytisch spalten kann. Dementsprechend ist ADAM17 auch als TACE (Tumor Necrosis Factor-a Converting
Enzyme) bekannt (Black et al., 1997; Moss et al., 1997). Inzwischen sind (iber 70 Substrate fir ADAM17
(Pruessmeyer & Ludwig, 2009) beschrieben. Eine bedeutende Rolle spielt ADAM17 bei der Regulation von
Entziindungsprozessen, hauptsachlich durch die Prozessierung von Zytokinen wie CX3CL1 und TRANCE, sowie
den Zytokinrezeptoren CD30, CD40, IL-1-Rezeptor-Il, IL-6-Rezeptor, IL-15-Rezeptor, TNF-Rezeptor | und
TNF-Rezeptor Il (Peschon et al., 1998; Garton et al., 2001; Becherer & Blobel, 2003; Black et al., 2003;
Contin et al., 2003; Hundhausen et al., 2003; Matthews et al., 2003a). Des Weiteren ist ADAM17 an der
Regulation von Wachstumsfaktoren und Wachstumshormonen beteiligt, indem es verschiedene Mitglieder der
EGF-Familie u.a. TGFa schneidet (Lee et al., 2003; Hinkle et al., 2004; Sahin et al., 2004; Blobel, 2005). Aufgrund
der Tatsache, dass ADAM17-knock-out Mause kurz nach der Geburt sterben, hat ADAM17 auch eine
elementare Bedeutung bei der Regulation der Embryogenese. So zeigten diese Mause Entwicklungsdefekte an
Epithelien und am Herzen (Peschon et al., 1998; Hinkle et al., 2004; Sahin et al., 2004). Inzwischen wurden
jedoch Mause generiert, die lebensfahig sind und in allen Geweben nur etwa 5 % an ADAM17 exprimieren
(Chalaris et al., 2010) oder konditionale knock-out Mé&use, die nur in bestimmten Geweben kein ADAM17

exprimieren. Daher ist es nun moglich in vivo Analysen zu ADAM17 in der Maus durchzufiihren.

1.6.2 ADAM10

ADAM10 wurde urspriinglich aus Rinderhirn isoliert und anfangs als ,myelin basic protein degrading enzyme*“
(MBP) bezeichnet (Chantry et al, 1989) und dann nach seiner Klonierung als ADAM10 klassifiziert
(Howard et al., 1996). In Drosophila melanogaster heillt das Ortholog Kuzbanian (KUZ) und vermittelt die
proteolytische Spaltung von Notch. Dadurch ist Kuzbanian u.a. bei der Entwicklung der Augen, der Fliigel sowie
an der Neurogenese von Drosophila melanogaster beteiligt (Rooke et al., 1996). ADAM10 ist ein ubiquitar
exprimiertes Protein, welches besonders stark im Gehirn nachweisbar ist (Seals & Courtneidge, 2003). Es sind
diverse Interaktionspartner bekannt, wie Evel (Tanaka et al., 2004), SAP97 (Marcello et al., 2007) und AP2
(Marcello et al., 2013), die mit der intrazellularen Domane von ADAM10 interagieren kdnnen. Des Weiteren
existiert im cytoplasmatischen Bereich ein Motiv, welches fiir die basolaterale Sortierung verantwortlich ist
(wild-Bode et al., 2006) und eine Arginin-reiche Sequenz, die fiir das Verlassen des Endoplasmatischen
Retikulums entscheidend ist (Marcello et al., 2010). Die Tatsache, dass ADAM10 selbst durch Proteasen
gespalten werden kann, ist besonders interessant. Denn ADAM9 und ADAM15 kénnen die extrazelluldre

Domane von ADAM10 freisetzen. Daraufhin ist der y-Sekretase-Komplex in der Lage, den intrazellularen Teil



von ADAM10 zu schneiden, sodass das abgespaltene C-terminale Fragment ins Zellinnere translozieren kann.
Dementsprechend weist ADAM10 nicht nur eine Metalloproteinasefunktion als membranstandiges Protein auf,
sondern stellt nach eigener Spaltung auch ein potentielles Signalmolekil dar (Tousseyn et al., 2009). Wahrend
der friihen Embryogenese ist ADAM10 von grolRer Bedeutung, da ADAM10-defiziente Mause schwerwiegende
Entwicklungsstorungen bei der Neurogenese, in den Somiten und im Kardiovaskularsystem aufweisen, die
vermutlich mit dem Notch-Signalweg in Verbindung stehen. Die Mause sterben dann bereits pranatal am
Embryonaltag 9,5 (Hartmann et al., 2002). Ferner scheint ADAM10 auch in pathophysiologischen Prozessen
involviert zu sein, denn Studien belegen, wenn ADAM10 verstarkt exprimiert wird, kann es zur
Tumorausbildung kommen (McCulloch et al., 2004; Gavert et al., 2007; Ko et al., 2007). Genau wie ADAM17 ist
auch die Metalloproteinase ADAM10 an vielen Shedding-Prozessen und Regulationsnetzwerken beteiligt
(Edwards et al., 2008). Uber 50 Substrate fiir ADAM10 wurden bestimmt, darunter Wachstumsfaktoren
(z.B. Betacellulin, EGF oder HB-EGF) (Sahin et al., 2004), Zytokine (z.B. CX3CL1 oder CXCL16) (Hundhausen et al.,
2003; Abel et al., 2004; Gough et al., 2004) und Adh&sionsmolekiile (z.B. N- und E-Cadherin) (Maretzky et al.,
2005a; Reiss et al., 2005; Reiss et al., 2006). AuBerdem schneidet ADAM10 auch den Immunglobulin E-Rezeptor
CD23 (Weskamp et al., 2006) sowie den IL-6-Rezeptor (Matthews et al., 2003a; Chalaris et al, 2011;
Garbers et al., 2011).

1.7 Mechanismen der Shedding-Regulation

1.7.1 ADAM17-vermitteltes Shedding

Mittlerweile ist bekannt, dass Shedding einer Ektodoméane durch verschiedene Stimulanzien gesteigert werden
kann. Daher unterscheidet man zwischen zwei Formen des Sheddings, einerseits das basale oder konstitutive
Shedding und andererseits das induzierte. Ein sehr starker Shedding-Induktor von ADAM17 ist Phorbol-12-
myristat-13-acetat (PMA). Dieser Phorbolester aktiviert die Proteinkinase C (PKC) und fihrt zur
Phosphorylierung von ERK (Extracellular-signal Regulated Kinase), denn das ADAM17-abhéngige Shedding kann
durch die Inhibition der PKC und/oder ERK gehemmt werden (Xu & Derynck, 2010). AuBerdem existieren
putative Phosphorylierungsstellen innerhalb der intrazellularen Domane von ADAM17, nicht nur fiir die PKC,
sondern auch fiur die p38-MAPK (Mitose Activated Protein Kinase ) (Fan & Derynck, 1999; Gechtman et al.,
1999; Diaz-Rodriguez et al., 2002). Wie Studien belegen, kommt es nach der Stimulation mit Anisomycin zur
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Phosphorylierung von ADAM17 an Thr'™" (ber p38-MAPK und zur Freisetzung von TGFa-Liganden, die

wiederum EGF-Signalwege anschalten kdnnen. Die Substitution von Thr’®

zu Alanin in einer generierten
ADAM17-Mutante hat dabei keinen Einfluss auf das PMA-vermittelte Shedding, hemmt jedoch das p38-MAPK-
aktivierte Prozessieren von TGFa. Ferner kann durch die Induktion der p38-MAPK die Expression von ADAM17
auf der Zelloberflaiche erhoht werden, unabhangig von der katalytischen Proteaseaktivitdt (Xu & Derynck,

2010). ADAM17 ist groBtenteils intrazellular gespeichert und der Transport zur Plasmamembran steigt nach der



Phosphorylierung am Thr’*® an (Soond et al., 2005). Innerhalb der Zellmembran befindet sich ADAM17 in
sogenannten lipid rafts (Tellier et al., 2006). Diese Membranbereiche sind besonders reich an Cholesterol
(Lingwood & Simons, 2010) und durch die Abnahme von Cholesterol durch Depletion kann ADAM17-

abhingiges Shedding induziert werden (Matthews et al., 2003a).

Einige Studien, mit einer ADAM17-Deletionsmutante ohne intrazelluldren Teil, beschreiben allerdings auch,
dass die zytoplasmatische Domadne von ADAM17 nicht essentiell ist fiir die PMA-stimulierte Spaltung von
ADAM17 Substraten (Reddy et al., 2000; Le Gall et al., 2010). Willems und seine Kollegen vertreten die These,
dass extrazellulare Protein-Disulfid-Isomerasen (PDIs) der Schlisselmechanismus fiir die PMA-vermittelte
ADAM17-Aktivierung ist. PMA induziert dabei die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS). Dadurch
verandert sich der Redoxzustand der Zelle und die PDIs werden inaktiviert, woraufhin sich das Muster der
Disulfidbriickenausbildung dndert und ADAM17 in eine aktive Konformation libergeht. AuRerdem scheint es
bei diesem Prozess auch zur Bewegung von ADAM17 und seinen Substraten in der Plasmamembran zu
kommen (Willems et al., 2010). Somit kann die Aktivierung von ADAM17 auch unabhéngig von intrazellularen
Signalwegen erfolgen. Ein weiterer ADAM17 Stimulus ist die Induktion von Apoptose, die zum Shedding von
L-Selectin (Wang et al., 2010) und humanen IL-6R (Chalaris et al., 2007) fihrt. Die durch Apoptose ausgeloste
Spaltung von hIL-6R erfolgt ohne die Aktivierung von ERK, PKC und p38-MAPK. Das ADAM17-vermittelte
Shedding von L-Selektin und TNFR1 zeigt aullerdem eine Beteiligung von toll-like Rezeptoren beim
Aktivierungsprozess (Morrison et al., 2010; Yu et al., 2011), wobei die Prozessierung des TNFR1 durch ADAM17
ebenfalls ohne p38-MAPK noch ERK Beteiligung abldauft. Zusammenfassend spielt ADAM17 eine
untergeordnete Rolle bei nicht-stimulierten, sogenannten konstitutiven Shedding-Prozessen und gilt eher als

induzierbare Protease (Zheng et al., 2002; Horiuchi et al., 2007).

1.7.2 ADAM10-abhangiges Shedding

ADAM10 gilt urspriinglich als hauptsachlich konstitutiv aktive Protease, obwohl fir sie auch induziertes
Shedding beschrieben ist (Maretzky et al., 2005b). So ist beispielsweise die ADAM10-abhangige Spaltung von
Cadherinen durch das lonophor lonomycin oder Agenzien wie Staurosporin oder Methylcyclodextrin (MCD)
stimulierbar (Maretzky et al., 2005a; Reiss et al., 2005). Studien zeigen, wenn ADAM10 in Membranbereichen
lokalisiert ist, die viele Tetraspanine wie CD9, CD81 und CD82 aufweisen, die die Spaltungsaktivitdt von
ADAM10 fir verschiedene Liganden des EGF-Rezeptors und TNFa regulieren (Arduise et al., 2008). AuRerdem
kann es nach der Bindung einiger Liganden an G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR) zum ADAM10-
vermitteltem Shedding von Liganden des EGF-Rezeptors kommen, wodurch wiederum EGF-Rezeptoren
benachbarter Zellen transaktiviert werden koénnen. Folglich werden dabei auch Ras und ERK induziert

(Yan et al., 2002; Blobel, 2005).

Ein entscheidender Regulationsmechanismus fir ADAM10 ist der Ca2+-Anstieg im Zellinneren. Das Calcium-

lonophor lonomycin (IM) ist ein bedeutender Stimulus, der die intrazellulare Ca’*-Konzentration erhéht und fiir



zahlreiche Analysen verwendet wird (Hundhausen et al., 2007). Da durch lonomycin auch ADAM17 in ADAM10-
defizienten murinen embryonalen Fibroblasten (MEFs) stimuliert werden konnte, weist das lonophor eine
gewisse Kreuzreaktivitdit mit ADAM17 auf (Le Gall et al., 2009) im Gegensatz zu PMA, von dem bis jetzt nur
bekannt ist, dass es ADAM17 und nicht ADAM10 aktiviert.

Eine weitere Moglichkeit, den intrazellularen Calciumspiegel in der Zelle zu erhéhen, ist die Ausbildung von
Membrankandlen durch Rezeptoren. So ist der P2X7-Rezeptor in der Lage, nach der Stimulation mit ATP
(Adenosintriphosphat) oder dem ATP-Analogon BzATP (2'(3')-O-(4-Benzoylbenzoyl)Adenosin-5'-Triphosphat),
eine nicht-selektive lonenpore zu generieren, die Na*, K* und Ca’* lonen, aber auch groRe hydrophile Stoffe
(bis 900 kDa) transportiert (North, 2002). Fir die Generierung solch einer Pore lagern sich vermutlich
(mindestens) drei P2X7-Rezeptoren zusammen. Ein einzelner P2X7-Rezeptor besteht aus zwei
Transmembrandomaénen, die Uber einen langen, extrazelluldren Teil miteinander verbunden sind. Das N- und
C-terminale Ende ragen dabei ins Zellinnere (Skaper et al., 2010). Dieser Aufbau ist charakteristisch fir alle
7 Vertreter der P2X-Unterfamilie, die zusammen mit den G-Protein-gekoppelten P2Y-Rezeptoren die Familie
der P2-Rezeptoren darstellt. Zahlreiche hamatopoetische Zellen wie u.a. Mastzellen, Erythrozyten, Monozyten,
dendritische Zellen, B und T Lymphozyten, exprimieren den P2X7-Rezeptor (Skaper et al., 2010). Aber auch auf
Astrozyten, Microglia und Schwannschen Zellen des zentralen Nervensystems (Ferrari et al., 1996; Collo et al.,

1997; Sim et al., 2004) ist der Rezeptor nachweisbar.

Der P2X7-Rezeptor stellt eine Art ATP-Sensor dar und wird erst aktiviert, wenn hohe ATP-Mengen in den
extrazelluldren Raum ausgeschiittet werden, beispielsweise durch sterbende Zellen (Dubyak & el-Moatassim,
1993) oder aktivierte Immunzellen (Filippini et al., 1990) und Makrophagen (Sikora et al., 1999), aber auch bei
Entziindungsreaktionen (Lazarowski et al.,, 2000). Die extrazelluldre ATP-Aktivierung des P2X7R kann zur
Freisetzung von IL-1B (Ferrari et al., 1997a; Ferrari et al., 1997b; Skaper et al, 2010), CD21
(Sengstake et al., 2006), CD23 (Gu et al, 1998; Sluyter & Wiley, 2002; Farrell et al., 2010), CD27
(Moon et al., 2006), L-Selectin/CD62L (Gu et al., 1998; Sengstake et al., 2006; Scheuplein et al., 2009), IL-6R
(Garbers et al., 2011) sowie zur Prozessierung des Amyloid Precursor Proteins (APP) (Delarasse et al., 2011)
fihren. Damit kann der P2X7-Rezeptor als molekulares Werkzeug genutzt werden, um durch Stimulation mit
BzATP die intrazellulare Ca**-Konzentration zu erhéhen und ADAM Proteasen zu aktivieren. Ein sehr wichtiger
intrazellularer Mediator, der bei den verschiedensten Calciumprozessen eine Rolle spielt, ist Calmodulin. Die

Bedeutung von Calmodulin beim Shedding wird daher im ndchsten Unterpunkt beschrieben.
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Abb. 7: Der P2X7-Rezeptor (P2X7R). Links ist ein einzelner P2X7R schematisch dargestellt. Er besteht aus zwei
Transmembrandomanen, die Gber einen langen extrazellularen Teil verbunden sind. Sowohl das N-terminale als auch das
C-terminale Ende ragen ins Zytoplasma. Rechts sind drei P2X7-Rezeptoren zu einem lonenkanal zusammen gelagert. Nach
einer BzATP (2'(3')-O-(4-Benzoylbenzoyl)Adenosin-5'-Triphosphat)-Anlagerung koénnen Calciumionen (Ca2+) durch die
P2X7R-Pore in die Zelle einstromen und beispielsweise ADAM10 aktivieren.

1.7.3 Shedding-Regulation durch Calmodulin und dessen Inhibitor W7

Calmodulin (CaM) ist ein ubiquitar exprimiertes, 148 Aminosduren langes Protein (17 kDa), welches vier
Calciumionen binden kann, die zu einer Konformationsdanderung innerhalb des CaM Proteins fiihren, sodass ein
hydrophober Bereich aufgedeckt wird, mit dessen Hilfe es an Endodomanen von Proteinen binden kann. Es ist
an vielen Calcium-abhdngigen Second-messenger-Prozessen beteiligt, wie z.B. Nervenwachstum,
Gedéachtnisprozesse, Apoptose, Entziindungen und Muskelkontraktionen (Persechini et al., 1989; James et al.,

1995; Rhoads & Friedberg, 1997).

Interessanterweise scheint CaM aber auch bei der Regulation von Shedding eine groRe Bedeutung zu haben.
So konnte bereits fur L-Selektin gezeigt werden, dass durch die Blockade der Interaktion von Calmodulin mit
L-Selektin, Shedding ausgel6st wird (Kahn et al., 1998). Dabei wird angenommen, dass durch die Calmodulin-
Bindung die extrazelluldre Konformation von L-Selektin sich dahingehend verdandert, dass ADAM17 nicht mehr
schneiden kann (Gifford et al., 2012). Die Spaltung von L-Selektin steigt an, wenn die CaM-L-Selektin-Bindung
durch Punktmutationen in der intrazelluliren Domadne von L-Selektin oder durch die Verwendung des

CaM-Inhibitors W7 unterbrochen wird (Matala et al., 2001).

W7 (N-(6-Aminohexyl)-5-chlor-1-naphthalinsulfonamid) ist eine organisch-chemische Verbindung, die natirlich
nicht vorkommt, sondern extra fiir Forschungszwecke synthetisch hergestellt wurde. Es ist in der Lage, mit der
hydrophoben Tasche von CaM zu interagieren und auf diese Weise die CaM-Bindung an Zielproteine

zu hemmen (Osawa et al, 1998). Deshalb wird W7 auch als Calmodulin-Antagonist bezeichnet.
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Die W7-vermittelte Shedding-Aktivierung von Membranproteinen kann sowohl Ca2+-abhéngig sein, aber auch
auf eine Ca™*- und PKC-unabhangige Weise erfolgen (Diaz-Rodriguez et al., 2000). Mittlerweile sind neben
L-Selectin auch zahlreiche andere Membranproteine, wie GPVI (Andrews et al, 2002;
Gardiner et al, 2005), Sema4D (Mou et al, 2013), APP (Canobbio et al, 2011) und PECAM-1
(Diaz-Rodriguez et al., 2000; Wong et al., 2004) bekannt, bei denen der CaM-Antagonist W7 eine ADAM-
abhidngige Spaltung induzieren kann. Viele von diesen Rezeptoren enthalten basische Reste in ihrer
zytoplasmatischen Region sowie ein CaM-Bindungsmotiv. Eine Ubersicht zur W7-Induktion von

CaM-vermittelten Shedding durch Metalloproteasen ist in Abb. 8 aufgefiihrt.

Substrat
W?7-Stimulation

ADAM10/17  Substrat 0.‘ ADAM10/17

X

Calmodulin

5®
>
® W7-Bindung
an Calmodulin

Abb. 8: Vereinfachte schematische Darstellung der hypothetischen Shedding-Regulation durch Calmodulin und W7.
Auf der linken Seite bindet Calmodulin (blau) an den transmembranen-intrazelluldren Bereich des Substrates (grau).
Dadurch kommt es vermutlich zu einer Konformationsdanderung des Substrates, durch die ADAM10/17 (rot) nicht mehr in
der Lage ist, das Substrat zu erkennen oder zu spalten. Auf der rechten Seite gelangt W7 (N-(6-Aminohexyl)-5-chlor-1-
naphthalinsulfonamid) durch die Membran in den intrazelluldren Raum und interagiert mit Calmodulin. Folglich I6st sich
Calmodulin von der Endodomane des Substrates und das Substrat verandert sich daraufhin so, dass die Protease es
erkennen und spalten kann. (Auf die Rolle von Calcium wurde in diesem Modell nicht eingegangen.)

1.7.4 Inhibition von ADAM10 und ADAM17

Ein natdrlicher Inhibitor flir ADAM17 ist das Protein TIMP-3 (Tissue Inhibitors of Metalloproteinases), welches
auch in der Lage ist, ADAM10 zu inhibieren (Amour et al., 1998). Das TIMP-1 Protein stellt einen weiteren
natirlichen Inhibitor fir ADAM10 dar, das aber nicht die ADAM17-Aktivitat beeintrachtigt (Amour et al., 2000).
Neben diesen natilrlich vorkommenden ADAM-Inhibitoren gibt es zahlreiche synthetisch hergestellte
Inhibitoren wie Batimastat und Marimastat, die ein breites Spektrum an Metalloproteasen
(ADAM10, 17 und MMP1, 3, 9, 13) hemmen. Um das Problem der Redundanz zwischen den Metalloproteasen

untersuchen zu konnen, wurde versucht chemische Molekiile auf Hydroxamat-Basis zu entwickeln,



die spezifisch fur bestimmte Zink-abhingige Proteasen sind (Kottirsch et al., 2002; Sawa et al., 2002).
GI254023X (Gl) und GW280264X (GW) sind zwei dieser spezifischen Inhibitoren. Dabei handelt es sich um
Chelatbildner, die das fur die protelytische Aktivitat bendtigte Zink im katalytischen Zentrum binden und so die
Metalloprotease inhibieren. Dieser Prozess der Hemmung ist reversibel. Gl gilt vorrangig als ADAM10-Inhibitor,
da es die ADAM10-abhangige konstitutive Spaltung des IL-6-Rezeptors sowie der Chemokine CX3CL1 und
CXCL16 hemmt, aber nicht das ADAM17-vermittelte Shedding dieser Substrate nach PMA-Stimulation.
AuRerdem zeigt Gl in kinetischen Inhibitionsanalysen eine mehr als 100-fach hohere Hemmung fir ADAM10 im
Vergleich zu ADAM17. GW kann dagegen sowohl das konstitutive als auch das PMA-induzierte Shedding der

Substrate inhibieren und ist somit fiir beide Proteasen spezifisch (Ludwig et al., 2005).

Eine andere Moglichkeit, die ADAM10 Proteaseaktivitat zu hemmen, ist die Verwendung der in E.coli
rekombinant hergestellten ADAM10 Prodomane (A10Pro), die kompetitiv und sehr spezifisch die katalytisch-
aktive Metalloproteasedomane von ADAM10 inhibiert (Moss et al., 2007). AuBRerdem wurden in dieser Arbeit
zur Shedding-Analyse murine embryonale Fibroblastenzelllinien (MEFs) aus ADAM10- und/oder ADAM17-
defizienten Mausembryonen verwendet, bei denen das jeweilige Gen zerstért wurde und damit keine

Proteaseaktivitat vorhanden war.

1.8 Fragestellungen

Im Rahmen dieser Arbeit sollte das proteolytische Ektodoméanen-Shedding von TIM-2 untersucht werden.
Ob eine l6sliche Variante von TIM-2 existiert, war zu Beginn der Arbeit noch vollkommen unklar. Ein Indiz fir
diese Spekulation bot jedoch die Tatsache, dass bereits eine I16sliche TIM-1 Variante beschrieben ist. Auerdem
ist TIM-2 strukturell sehr dhnlich aufgebaut wie das sogenannte Fraktalkin (membranstandiges CX3CL1
Chemokin), das durch ADAM10 und 17 prozessiert wird. Deshalb galt es zu Uberprifen, ob und welche
Metalloproteasen, in der Lage sind, TIM-2 zu schneiden. Dabei stellte sich auch die Frage, ob die bekannten
ADAM-Aktivatoren PMA, BzATP oder lonomycin fahig sind, eine Spaltung von TIM-2 zu vermitteln und ob eine
oder unterschiedliche Proteasen am konstitutiven oder/und induzierten Shedding beteiligt sind. ADAM-
Proteasen schneiden meistens ihr Substrat im extrazelluldren Raum nahe der Zellmembran. Daher sollte
mithilfe von TIM-2 Deletionsmutanten untersucht werden, wo die Proteaseschnittstelle lokalisiert ist
beziehungsweise welche Region einen Einfluss auf die Substraterkennung oder das Shedding-Verhalten hat.
Die Hypothese, dass l6sliches TIM-2 auch an den TIM-2-Liganden H-Ferritin binden kann, sollte mittels ELISA-
Assays und Immunoprazipitationen belegt werden. Ferner musste geklart werden, ob das Calcium-bindende
Protein Calmodulin oder dessen Inhibitor W7 eine Rolle beim TIM-2 Shedding spielt, da eine erhohte
Calciumkonzentration fir die Aktivierung von ADAM10 entscheidend ist. SchlieRlich stellte sich auch die Frage,

ob endogenes TIM-2 auf isolierten B Zellen (aus der murinen Milz) gespalten wird.



2 Material und Methoden

2.1 Materialien, Gerate und Losungen

2.1.1 Technische Gerate und Verbrauchsmaterialien

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten technischen Gerate und Verbrauchsmaterialien sind alphabetisch in

Tab. 1 aufgelistet.

Tab. 1: Verwendete technische Gerite und Verbrauchsmaterialien.

Gerit/Material
Alufolie
Autoklavierbeutel

Bakterieninkubator/-schittler innova4000
BDFACSCanto

Deckglaschen

Drigalski-Spatel

Einmalkanilen

Einmalspritzen (1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml)
Eismaschine

Elektrophorese-Zubehér fiir SDS-Mini-Gele
ELISA-Platte ,,Nunc Immuno“ (96-Loch)
Feinwaage

Filter (steril; 0,2 um, 0,4 um) , Filtropur S 0,2; S 0,45“
Fluoreszenzmikroskop

Gefrierschrank (-20)

Gefrierschrank (-80)
Gelelektrophoresekammern ,,Mini-Sub® Cell GT*
Heizblock , Thermomixer comfort”

Inverses Durchlichtmikroskop , TELAVAL 3“
Kamera und UV-Tisch ,Multilmage Light Cabinet”
Klvetten aus Polystyrol

MikroreaktionsgefalRe (0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml)
Multipipette

Neubauer-Zahlkammer ,,Neubauer improved”
Objekttrager

Parafilm

Pasteurpipetten

PCR-Reaktiongefalie

pH Meter ,766“

Photometer ,ELISA Reader SLT Rainbow Tecan”
Photometer ,,NanoDrop ND-1000"

Pipetten

Pipettierhilfe ,pipetus®-akku*
Stromversorgungsgerate ,,PowerPac 200/300“
Reinstwasseranlage , Milli-Q Academic System*

Hersteller

Carl Roth GmbH

Sarstedt AG & Co

New Brunswick Scientific
BD Biosciences Pharmingen
Thermo Fischer Scientific
Carl Roth GmbH

Carl Roth GmbH

Sarstedt AG & Co
Scotsman

Bio-Rad

Thermo Fischer Scientific
Sartorius, Gottingen
Sarstedt AG & Co
Olympus

Liebherr

Liebherr

Bio-Rad

Eppendorf

Zeiss

Alpha Innotech Cooperation
Carl Roth GmbH

Sarstedt AG & Co
Eppendorf
Glaswarenfabrik Karl Hecht
Thermo Fischer Scientific
Carl Roth GmbH

Sarstedt AG & Co
Sarstedt AG & Co
Calimatic

SLT Laborinstrumente
Thermo Fischer Scientific
Eppendorf

Hirschmann Laborgerate
Bio-Rad

Millipore



Roller ,Mixer SRT9“ Stuart

Schittler ,Vortex Genie 2” Scientific Industries Inc.
Steril-Arbeitsbank , Clean Air" Heraeus Instruments
Thermocycler ,PEQ STAR 96 Universal Gradient” PEQLAB Biotechnologie GmbH
Thermomixer ,,compact” Eppendorf

,Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell” Bio-Rad

Ultrazentrifuge , L7-65" Beckmann Coulter GmbH
Universal-Pipettenspitzen Sarstedt AG & Co
Vakuukzentrifuge “Speed-Vac Plus UVS400A- Savant

Waage Kern

Wasserbad Labotec
Zellkultruinkubator ,HeraCell CO,- Inkubator” Heraeus Instruments
Zellkulturflaschen/schalen Sarstedt AG & Co
Zellkulturplatten (6-, 12-, 24-, 96-Loch) Greiner bio-one
Zentrifuge ,5417R“ Eppendorf

Zentrifuge ,Megafuge 1.0“ Heraeus Instruments

2.1.2 Chemikalien und Reagenzien
Die verwendeten Chemikalien und Reagenzien sind in Tab. 2 alphabetisch aufgefiihrt.

Tab. 2: Verwendete Chemikalien und Reagenzien.

Chemikalie/Reagenz Bezugsquelle

4-nitrophenyl phosphate disodium salt hexahydrate Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Agar-Agar Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Agarose Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Ammoniumsulfat Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Ammoniumchlorid Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Ammoniumperoxidsulfat (APS) Merck KGaA, Darmstadt
Ampicillin Carl Roth GmbH, Karlsruhe
BM blue POD-Substrat Roche Diagnostics, Mannheim
Calmodulin-Sepharose 4B GE Healthcare Europe GmbH,
D-Glucose Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Dinatriumhydrogenphosphat Carl Roth GmbH, Karlsruhe
DMSO Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Essigsaure Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Ethanol 96 % vergallt Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Ethanol absolut Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Ethidiumbromid Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N’,N’- Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Glycerin Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Glycin Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Hefeextrat Carl Roth GmbH, Karlsruhe



HEPES

Isopropanol
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG)
Kaliumacetat

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhydrogenphosphat
Kanamycin
Magnesiumacetat-Tetrahydrat
Maltose

MES-Monohydrat

Methanol

Milchpulver

MOPS

Natriumacetat

Natriumazid

Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxid
Penicillin/Streptomycin 100 x
Polyvinylidenfluorid (PVDF) Transfermembran
Protease Inhibitor Complete Tabletten
Protein A/G Sepharose

Protogel Rotiphorese® Gel 30
Puromycin

Salzsaure (37 %ig)

Schwefelsaure

Sepharose 4B

Sodiumdodecylsulfat (SDS) Tabletten
R-Mercaptoethanol
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Trichloressigsaure (TCA)
Trishydroxymethylaminomethan (Tris)
Triton X-100

Trypsin/EDTA

Tryptone/Pepton aus Casein
TurboFect-Transfektionslosung
Tween 20

Zinkchlorid

pNPP

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Walter CMP GmbH, Kiel

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Walter CMP GmbH, Kiel

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
PAA Laboratories GmbH, Colbe
GE Healthcare Europe GmbH,
Roche, Mannheim

GE Healthcare Europe GmbH,
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
PAA Laboratories GmbH, Colbe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
GE Healthcare Europe GmbH,
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Life Technologies GmbH

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
PAA Laboratories GmbH, Colbe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Fermentas, St. Leon-Rot

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH




2.1.3 Zusammensetzung von Puffern und Lésungen

Alle bendtigten Puffer sind mit ihrer Zusammensetzung in Tab. 3 beschrieben.

Tab. 3: Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Lésungen.

Puffer/Ldsung Zusammensetzung

Alkalische Phosphatase (AP)-Puffer

Coomassie-Entfarbeldsung

Coomassie-Farbeldsung

DNS-Ladepuffer (Blau); 6 x

Erythrozytenlysepuffer (B Zellisolation)

FACS-Puffer
MACS-B Zellseparationspuffer (steril)

Laemmli-Probenpuffer fiir SDS-Gele; 5 x

Laufpuffer fiir SDS-Polyacrylamid-
gelelektrophorese

MACS-Puffer (B Zellisolation)

milder Lysepuffer

PBS-T
Phosphate Buffered Saline (PBS)

S1 Resuspensionspuffer
(DNS Mini-Praparation)

0,1 M Glycin
1 mM MgCl,
1 mM ZnCl,, pH 10,8

7 % (v/v) Eisessig
5 % (v/v) Methanol

0,05 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue R250
50 % (v/v) Methanol
10 % (v/v) Eisessig

60 % (v/v) Glycerin

0,15 % (w/v) Bromphenolblau
0,1% (v/v) Xylencyanol

60 mM EDTA

10 mM Tris-HCl, pH 7,4

150 mM NH,Cl
10 mM K,HCO;
100 nM EDTA

1% (w/v) BSA in PBS
0,5 % (v/v) BSA
2 mM EDTA in PBS

10 % (w/v) SDS

5 % (w/v) B-mercaptoethanol
50 % (v/v) Glycerin

13 % (w/v) Bromphenolblau
312 mM Tris-HCl (pH 6,8)

25 mM Tris
192 mM Glycin
0,1 % (w/v) SDS

0,5 % (w/v) BSA
2 mM EDTA in PBS (pH 7,2)

50 mM Tris, pH 7,5

150 mM Nacl

1 % (v/v) Triton X-100

pro 50 ml: 1 x Protease-Inhibitor Complete
Tablette

0,05 % (v/v) Tween-20 in PBS

140 mM Natriumchlorid

3 mM Kaliumchlorid

4 mM Dinatriumhydrogenphosphat
2 mM Kaliumdihydrogenphosphat

50 mM Tris-HCI (pH 8,0)
10 mM EDTA
100 pg/ml RNaseA



S2 Lysepuffer (DNS Mini-Praparation)

S3 Neutralisationspuffer
(DNS Mini-Praparation)

Sammelgel, 4 % (SDS-PAGE)

,Stripping“-Puffer (Western Blot)

TAE-Puffer

TBE-Puffer fiir Agarosegelelektrophorese

Transferpuffer fiir Western Blot

Trenngel, 10 % (SDS-PAGE)

Tris Buffered Saline (TBS)

Western Blot-Blockpuffer
ELISA-Blockpuffer

200 mM NaOH
1 % (w/v) SDS

2,8 mM Kaliumacetat (pH 5,1)

3,725 ml H,0

625 pl 0,5 M Tris-HCI (pH 6,8)
50 pl 10 % SDS

670 pl 30 % Polyacrylamid

5 ul TEMED

25 pl 10 % APS

62,5 mM Tris-HCl, pH 6,8
2 % SDS
0,1 % (v/v) B-Mercaptoethanol

40 mM Tris
0,11 % (v/v) Eisessig
1 mM EDTA (pH 8,0)

44,5 mM Borsaure
44,5 mM Tris-HCI
10 mM EDTA (pH 8,0)

40 M Tris-HCI
192 mM Glycin
20 % (v/v) Methanol

3,87 ml H,0

2,55 ml 1,5 M Tris-HCl (pH 8,8)
100 pl 10 % SDS

3,3 ml 30 % Polyacrylamid

10 ul TEMED

100 ul 10 % APS

10 mM Tris-HCl (pH 8,0)

150 mM Nacl

5% (w/v) Magermiclhpulver in PBS
1% (w/v) BSA in PBS




2.1.4 Antikorper

Die Bezeichnung der verwendeten Antikorper, ihre Verwendung und Gebrauchsverdiinnung, sowie Herkunft

sind in Tab. 4 aufgefiihrt.

Tab. 4: Antikorper.

Antikorper

erzeugt in

Verwendung

Bezugsquelle

a-Flag (M1)

o-PC (HPCA4)

POD-a-human Fc (IgG)

a-Flag (M2) IgG1

PE-a-Maus-TIM-2 IgG1k [F37-2C4]

PE-IgG1k Isotyp

a-CD16/32

FITC-a-Maus-CD45R/B220

FITC-lgG2ak Isotyp

a-Maus-IgM (F(ab’)2 Fragment,
K Kette-spezifisch

a-Maus/Rat CD40 (HM40-3)

a-placental alkaline phosphatase
(PLAP) IgG1 [H17E2]

POD-a-Maus

,ImmunoPure Peroxidase
Conjugated Goat Anti-Mouse IgG
(H+L)”

POD-a-Kaninchen
,ImmunoPure Peroxidase
Conjugated Goat Anti-Rabbit IgG
(H+L)”

APC-a-Maus-1gG (H+L; F(ab’)2
Fragment)

Kaninchen

Maus

Ziege

Maus

Maus

Maus

Ratte

Ratte

Ziege

Hamster

Maus

Ziege

(Gebrauchsverdiinnung)

Western Blot

(1 pg/ml)
Western Blot

(1 pg/ml)

ELISA, IP (1 pg/ml)

FACS (1 pg/100 pl)

FACS (1 pg/100 pl)

FACS (1 pg/100 pl)

Fcy-Rezeptor-Blockung

(1 pg/100 pl)
FACS

(1 pg/100 pli)
FACS

(1 pg/100 pl)

B Zellaktivierung
(Spg/ml)

B Zellaktivierung

(5 pg/ml)
IP (1 pg/ml)

Western Blot
(1 pg/5ml)

Western Blot
(1 pg/5ml)

FACS (1pg/100 pl)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen

Gabe von Dr. Inken Lorenzen,
Biochemisches Institut, CAU Kiel

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen

BiolLegend, San Diego, CA, USA
BioLegend, San Diego, CA, USA
BD Biosciences, San Jose, CA,
USA

BioLegend, San Diego, CA, USA

BioLegend, San Diego, CA, USA

Jackson ImmunoResearch
Laboratories, West Grove, PA,
USA

eBioscience San Diego, CA, USA

Abcam, Cambridge, UK

Thermo Fisher Scientific, Bonn

Thermo Fisher Scientific, Bonn

Dianova, Hamburg




2.1.5 Enzyme, GroRenmarker und Farbstoffe

Alle verwendeten PCR-, Ligations- und Restriktions-Agenzien (Polymerasen, T4 DNS Ligase,
Restriktionsendonukleasen, u.a.) stammten von Fermentas GmbH (St. Leon-Rot). Die verwendeten

GroRenmarker und Farbstoffe sind in Tab. 5 aufgefiihrt.

Tab. 5: Verwendete GroRRenmarker und Farbstoffe.

GroRenmarker/Farbstoff Hersteller

Brilliant Blau G250 Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Bromphenolblau Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
,GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder” (250-10.000 bp) Fermentas, St. Leon-Rot
,Page Ruler® Unstained Protein Ladder” Fermentas, St. Leon-Rot

,,PageRuIer© Plus Prestained Protein Ladder” (10-250 kDa) Thermo Fischer Scientific, Bonn
,Prestained Protein Molecular Weight Marker” (10-170 kDa) Fermentas, St. Leon-Rot

Trypanblau Merck KGaA, Darmstadt
X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-galactopyranosid) Carl Roth GmbH, Karlsruhe
2.1.6 Kits

Alle in dieser Arbeit verwendeten Kits sind in Tab. 6 aufgelistet.

Tab. 6: Verwendete Kits.

Name Verwendung Hersteller
BCA™ Protein Assay  Bestimmung von Thermo Fisher
Proteinkonzentrationen Scientific, Bonn
ECL Plus Detektion von Chemilumineszenz (WB) GE Healthcare,
Miinchen

NucleoSpin Extract I DNS-Extraktion aus Agarosegelen und  Macherey-Nagel GmbH

Reinigung von PCR-Produkten & Co. KG, Diren
CellTiter-Blue Cell Proliferationsassay Promega
Viability Assay GmbH, Mannheim
NucleoBond Xtra Midi-Praparation von Macherey-Nagel GmbH
Midi Kit Plasmid-DNS & Co. KG, Diiren
NucleoSpin®RNA I Praparation von RNS Macherey-Nagel GmbH

& Co. KG, Diiren

GenelET Plasmid Mini-Praparation von Thermo Fisher
Miniprep Kit Plasmid-DNS Scientific, Bonn
MACS Pan B Cell B Zellisolation Miltenyi Biotec GmbH,

Isolation Kit (Maus) Gladbach




2.1.7 Oligonukleotide, Plasmide

In Tab. 7 sind die verwendeten Oligonukleotide aufgelistet und in Tab. 8 alle verwendeten Plasmide.

Tab. 7: Verwendete Oligonukleotide.

Oligonukleotid
5'mTIM-2_Aflll

3'mTIM-2_Notl
3'mTIM2(+Stop)
Notl
5'Seq_pcDNA
3'Seq_pcDNA
5'deltalgV_Aflll
3'deltalCD_Notl
3'mut221-230A1
5'mut221-230A1
3'mut211-220A2
5'mut211-220A2
3'mut201-210A3
5'mut201-210A3
5'Linker-PC-
tag_BamHlI
3'Linker-PC-
tag_Xhol
5'H-Ferritin_Ndel

3'H-Ferritin
_BamHI
5'sTIM2_Hindlll
i3'sTIM2(EcoRl)
i5'hFc(EcoRl)

3'hFc_Notl

oligo-dT

Sequenz
5'-GACTCTTAAGCATACAGCAGTGCAGGGGCTGG-3’

5'-GACTGCGGCCGCGGACTCTTCTTCGGGGTAAGG-3’
5'-GACTGCGGCCGCGGACTCTTCTTCGGGGTAAGG-3’

5'-AAATTAATACGACTCACTATAGG-3’
5'-CCTTCCAGGGTCAAGGAAGGCACG-3’
5'-GATCCTTAAGATTTCCACGAGTCCACCAACAAGG-3’
5'-GACTGCGGCCGCGGTGATAACCATGGTGCTCAG-3’
5'-CATAGAAGCCAGGGATTACTTCAGTGTTAT-3’
5'-AGTAATCCCTGGCTTCTATGTTGGCATCTC-3’
5'-GCTTCTGTGGGTCATCTGAGGATGTCACAG-3’
5'-CTCAGATGACCCACAGAAGCCACAGAAAAACC-3’
5'-CATCCCAAGGGTCTGCAGGAGTAGAGGGTA-3’
5'-CCTGCAGACCCTTGGGATGATAACACTGAAG-3’
5'-GATCCAAGCTTGAAGACCAGGTCGATCCACGGCTGATC
GATGGCAAGTGAC-3’

5'-TCGAGTCACTTGCCATCGATCAGCCGTGGATCGACCTG
GTCTTCAAGCTTG-3’

5'-GATCCATATGACCACCGCGTCTCCCTCGCAAGTGCG-3’

5'-GATCGGATCCGCTCTCATCACCGTGTCCCAGGGTG-3’

5'-GATCAAGCTTCATACAGCAGTGCAGGGGCTGGC-3’

5'-GGTGTGGGTCTTGTCGAATTCCTTATTCAGGTTTTTCTG-3’

5'-GAAAAACCTGAATAAGGAATTCGACAAGACCCACA
CCTG-3

5'-GATCGCGGCCGCTCACTTGCCAGGAGACAG-3'

5-TTTTTTTTTTTTTITTITIT-3’

Projekt

Klonierung mTIM-2, AICD, A1,
A2, A3

Klonierung mTIM-2, A1, A2, A3
Klonierung AlgV

Sequenzierung
Sequenzierung
Klonierung AlgV
Klonierung AICD
Klonierung A1
Klonierung A1
Klonierung A2
Klonierung A2
Klonierung A3
Klonierung A3
Klonierung PC-Epitop,
C-terminal von H-Ferritin
Klonierung PC-Epitop,
C-terminal von H-Ferritin

Klonierung H-Ferritin

Klonierung H-Ferritin

Klonierung l6sliches TIM-2
Klonierung |6sliches TIM-2
Klonierung humanes Fc-Epitop,
C-terminal von sTIM-2

Klonierung humanes Fc-Epitop,
C-terminal von sTIM-2

Reverse Transkription von
mRNS




Tab. 8: Verwendete Plasmide.

Plasmid
PEGFP-N1

pcDNA3.1(+)

pcDNA6-hP2X7R

pcDNA3.1(+)
mTIM-2

p409mTIM-2

pcDNA3.1(+)
AP-mTIM-2

pcDNA3.1(+)
AP- mTIM-2 _AlgV

pcDNA3.1(+)
AP- mTIM-2 _AICD

pcDNA3.1(+)
AP- mTIM-2 _A1l

pcDNA3.1(+)
AP-mTIM-2 _A2

pcDNA3.1(+)
AP- mTIM-2 _A3

pcDNA3.1(+)
smTIM-2-hFc

Resistenz
Kan

Amp/Neo

Amp/Puro

Amp/Neo

Amp

Amp/Neo

Amp/Neo

Amp/Neo

Amp/Neo

Amp/Neo

Amp/Neo

Amp/Neo

Eigenschaft

Eukaryotischer Expressionsvektor fiir eine
mutierte Variante des griin-
fluoreszierenden Proteins (GFP), fiir eine
kraftige Fluoreszenz und hohe Expression;
aus der Qualle Aequorea victoria

Eukaryotischer Expressionsvektor fur
transiente und stabile Proteinexpression
in Sdugetierzellen

Expressionsvektor, dessen Insert flir
humanen P2X7-Rezeptor kodiert

Eukaryotischer Expressionsvektor mit
murinem TIM-2 als Insert (N-terminales
Flag-Epitop, C-terminales His-Epitop)

Eukaryotischer Expressionsvektor mit
murinem TIM-2 als Insert (N-terminales
Flag-Epitop, C-terminales His-Epitop)

Eukaryotischer Expressionsvektor mit dem
Fusionsprotein aus Alkalischer Phosphatase
und murinem TIM-2 als Insert
(N-terminales Flag-Epitop, C-terminales
His-Epitop)

Eukaryotischer Expressionsvektor mit dem
Fusionsprotein aus Alkalischer Phosphatase
und IgV-Domane von TIM-2 als Insert (N-
terminales Flag-Epitop)

Eukaryotischer Expressionsvektor fiir das
Fusionsprotein aus Alkalischer Phosphatase
und TIM-2 ohne intrazelluldre Domédne
(N-terminales Flag-Epitop, C-terminales
His-Epitop)

Eukaryotischer Expressionsvektor fiur das
Fusionsprotein aus Alkalischer Phosphatase
und der TIM-2-Mutante Al mit der
Deletion P221-K230 (N-terminales Flag-
Epitop, C-terminales His-Epitop)

Eukaryotischer Expressionsvektor fur das
Fusionsprotein aus Alkalischer Phosphatase
und der TIM-2-Mutante A2 mit der
Deletion P211-P220 (N-terminales Flag-
Epitop, C-terminales His-Epitop)

Eukaryotischer Expressionsvektor fiir das
Fusionsprotein aus Alkalischer Phosphatase
und der TIM-2-Mutante A3 mit der
Deletion W201-D210 (N-terminales Flag-
Epitop, C-terminales His-Epitop)

Eukaryotischer Expressionsvektor mit
I6slichem TIM-2 als Insert und
C-terminalem humanen Fc-Epitop

Quelle

Clontech, Mountain
View, CA, USA

Invitrogen, Karlsruhe

Zur Verfugung
gestellt von Prof. Dr.
Fritz Koch-Nolte
(UKE HH)

Eigene Klonierung

Eigene Klonierung

Eigene Klonierung

Eigene Klonierung

Eigene Klonierung

Eigene Klonierung

Eigene Klonierung

Eigene Klonierung

Eigene Klonierung



pet22b(+) Amp Prokaryotischer Expressionsvektor mit Eigene Klonierung

mH-Ferritin-PC H-Ferritin als Insert und C-terminalem
PC-Epitop
pcDNA_DEST40sgp Amp Als Template fur die Klonierung des War in der
130-hFc hFc-Epitops Arbeitsgruppe
vorhanden
pCRscript-AP-TGFa.  Amp Eukaryotischer Expressionsplasmid mit Agilent
AP-TGFa als Insert Technologies,
Waldbronn

2.1.8 Bakterien, Zellen und Mause

Zur Klonierung und Vermehrung der Plasmide wurde der Bakterienstamm Escherichia coli XL1-Blue (Stratagene,
La Jolla, USA) verwendet und fir die prokaryotische Proteinexpression der E.coli-Stamm BL21 (Stratagene, La

Jolla, USA). Die Bakterien wurden in folgenden Medien bei 37°C kultiviert:

Lysogeny-Broth-(LB)-Flissigmedium: 10 g NaCl
10 g Trypton/Pepton
5 g Hefeextrakt
ad 1000 ml H,0 (pH 7,0)

Lysogeny-Broth-(LB)-Agar-Platten: 10 g NaCl
10 g Trypton/Pepton
5 g Hefeextrakt
20 g Agar
ad 1000 ml H,0 (pH 7,0)
Die beiden Kulturmedien fir Bakterien wurden vor Benutzung autoklaviert und mit 100 mg/l Ampicillin oder 25

mg/| Kanamycin versetzt.

Nach einer Bakterientransformation (siehe 2.2.7.5) wurden die Bakterien fiir 1 h bei 37°C unter Schitteln im

SOC-Medium kultiviert.

SOC-Medium: 0,5 g NaCl
5 g Hefeextrakt
20 g Tryptone/Pepton
0,186 g KCl
0,952 g MgCl,
3,603 g Glukose
ad 1000 ml H,0 (pH 7,0)



Alle benutzten Zellkulturmedien, fetales Kalberserum (FKS) sowie Trypsin/EDTA wurden von PAA Laboratories
GmbH (Colbe) bezogen. Die in Tab. 9 aufgefiihrten Zelllinien wurden bei 37°C, 5 % CO, und 95 %

Luftfeuchtigkeit kultiviert.

Tab. 9: Verwendete Zellen.

Referenz /
ATCC-Nr.

HEK293 Immortalisierte humane DMEM™": Dulbecco’s modified Eagle’s ~ ATCC-Nr.:
embryonale Nierenzellen; Medium, high Glucose (4,5 g/l), with CRL-1573
etablierte Zelllinie fur transiente stable Glutamine
Transfektionen +10 % (v/v) fetales Kalberserum (FKS)

Zellen Eigenschaft

Kulturbedingungen

COSs-7 Nieren-Fibroblasten aus der DMEM"": Dulbecco’s modified Eagle’s  ATCC-Nr.:
afrikanischen Griinen Meerkatze Medium, high Glucose (4,5 g/1), with CRL-1651
Cercopithecus aethops, stable Glutamine
immortalisiert mit dem groRen +10 % (v/v) fetales Kalberserum (FKS)

SV40 T Antigen

MEFs ADAM10”  Immortalisierte embryonale DMEM"*: Dulbecco’s modified Eagle’s  Zur Verfligung
Mausfibroblasten, defizient fir ~ Medium, high Glucose (4,5 g/l), with gestellt von
die Metalloproteinase ADAM10 stable Glutamine Prof. Dr.

+ 10 % (v/v) fetales Kalberserum (FKS)  Karina Reiss
+1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin (Dermatologie,
Kiel)

MEFs ADAM177  Immortalisierte embryonale DMEM™": Dulbecco’s modified Eagle’s  Zur Verfligung
Mausfibroblasten, defizient fir ~ Medium, high Glucose (4,5 g/l), with gestellt von
die Metalloproteinase ADAM17  stable Glutamine Prof. Dr.

+10 % (v/v) fetales Kalberserum (FKS)  Karina Reiss
+1 % (v/v)Penicillin/Streptomycin (Dermatologie,
Kiel)

MEFs ADAM10”"  Immortalisierte embryonale DMEM™*: Dulbecco’s modified Eagle’s  Zur Verfligung

ADAM177" Mausfibroblasten, defizient fir ~ Medium, high Glucose (4,5 g/l), with gestellt von
die Metalloproteinasen stable Glutamine Prof. Dr.
ADAM10 und ADAM17 + 10 % fetales Kalberserum (FKS) Karina Reiss

+ 1 % Penicillin / Streptomycin (Dermatologie,
Kiel)

MEFs wt Immortalisierte embryonale DMEM""*: Dulbecco’s modified Eagle’s  Zur Verfligung

Mausfibroblasten Medium, high Glucose (4,5 g/l), with gestellt von
stable Glutamine Prof. Dr.
+10 % (v/v) fetales Kalberserum (FKS)  Karina Reiss

primdre murine B

Zellen

Isolation aus der Milz von Balb/c
und C57BL/6N Mausen

+1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin

RPMI™: RPMI 1640 Medium mit
L-Glutamin

+ 10 % (v/v) fetales Kalberserum (FKS)
+1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin

+ 50 uM B-Mercaptoethanol

(Dermatologie,
Kiel)

Eigene
Praparation




Alle fir diese Arbeit benétigten Balb/c Mause (Charles River Laboratories International, Inc.) wurden unter
sterilen Bedingungen in individuell bellfteten Kafigen (engl. individually ventilated cages, IVCs) des Victor-
Hensen-Hauses Kiel gehalten und die mikrobielle Belastung wurde in regelmaRigen Abstdnden geprift. Die
Temperatur in den Mausrdumen betrug 19-21°C und die Luftfeuchtigkeit 45-60 %. Es wurde ein Tag-Nacht-
Rhythmus von 12 Stunden (6-18 Uhr) Helligkeit und 12 Stunden Dunkelheit eingehalten. Die Tiere erhielten

Wasser und Trockenfutter ad libitum.

2.1.9 Stimulanzien und Inhibitoren

Die Wirkungsweise der eingesetzten Stimulanzien und Inhibitoren ist in Tab. 10 kurz beschrieben.

Tab. 10: Verwendete Stimulanzien und Inhibitoren mit ihrer Wirkungsweise.

Substanz Wirkung Konzentration Bezugsquelle
PMA Aktivator der 100 nm Sigma-Aldrich
Proteinkinase C (PKC) Chemie GmbH,
-> aktiviert ADAM17 Taufkirchen
BzATP Bindung an den P2X7R 500 uM Sigma-Aldrich
- aktiviert ADAM10 Chemie GmbH,
Taufkirchen
lonomycin Calciumsalz Calcium-lonophor 2,5 uM Sigma-Aldrich
- aktiviert ADAM10 Chemie GmbH,
Taufkirchen
GI254023X spezifischer ADAM10- 3uM Ludwig et al.
Inhibitor 2005
GW280264X Inhibiert ADAM10 und 17 3 uM Ludwig et al.
2005
ADAM10 Prodoméane  Blockiert spezifisch die 10 uMm Zur Verfigung
katalytische Doméane von gestellt von
ADAM10 Marcia L. Moss
w7 Calmodulin-Inhibitor 100 pM Sigma-Aldrich

Chemie GmbH,
Taufkirchen




Material und Methoden

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Isolation von RNS

Die Isolation von Gesamt-RNS aus Zellen oder Gewebe von Méausen erfolgte mit dem ,,NucleoSpin®RNA 11“ Kit
(Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren) nach dem Protokoll des Herstellers. Die Bestimmung der

RNS-Konzentration wurde wie unter 2.2.4 beschrieben durchgefiihrt.

2.2.2 Reverse Transkription (RT)

Fur die Umschreibung der isolierten Gesamt-RNS in c¢cDNS wurde das in Tab. 11 aufgefiihrte Protokoll

verwendet. AnschlieBend wurde 1 ul der entstandenen cDNS fiir die PCR (siehe 2.2.3) eingesetzt.

Tab. 11: Protokoll fiir die Reverse Transkription.

Komponente Konzentration/Volumen

Template-RNS 0,1-5 ug
oligo-dT-Primer 100 pmol
DEPC-H,0 add 13 pl

gut mischen und bei 70°C fiir 5 min inkubieren,

anschlieBend auf Eis 1 min abkihlen lassen

5 x Reaktionspuffer 4 ul
dNTP-Mix (10 mM jedes) 2 ul
RevertAid™ MMuLV 1ul
Gesamtvolumen 20 pl

gut mischen und bei 42°C fiir 60 min inkubieren,

stoppen der enzymatischen Reaktion bei 70°C fiir 10 min

2.2.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR (engl. polymerase chain reaction) dient der exponentiellen Amplifikation von spezifischen
DNS-Abschnitten. Grundlage fiir die Automatisierung dieser Technik ist die Entdeckung und Isolierung einer
thermostabilen DNS-Polymerase des thermophilen Bakteriums Thermophilus aquaticus (Taq) von Saiki et al.

(Saiki et al., 1988).

2.2.3.1 Standard-PCR

Es wurden zwei synthetische Oligonukleotide - sogenannte Startermolekile - (engl. Primer) konstruiert, die

gegenlaufig orientiert und zu den Randbereichen der zu amplifizierenden Sequenz komplementér sind. Nach
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der thermischen Denaturierung des DNS-Doppelstranges hybridisieren die Primer an die einzelstrangige
Nukleinsdurematrize der Template-DNS. AnschlieBend synthetisiert eine hitzestabile DNS-Polymerase
ausgehend vom 3’-Hydroxylende der Oligonukleotide das neue DNS-Doppelstrang-Fragment. Die Pfu DNS-
Polymerase (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot) verfligt Uber eine zusatzliche Korrekturlesefunktion (engl.
proofreading) und wurde deshalb fiir alle Klonierungen (siehe 2.2.7) verwendet. Zum rein qualitativem
Nachweis wurde die DreamTaq DNS-Polymerase ohne proofreading-Funktion (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot)

eingesetzt. Ein Standard-PCR-Protokoll unter Verwendung der Pfu oder DreamTagq ist in Tab. 12 aufgefiihrt.

Tab. 12: Pipettierschema einer Standard-PCR.

Komponente Amplifikat  Negativkontrolle
H,0wp (autoklaviert) X pl y ul

10x Puffer 5ul 5ul

dNTP-Mix (je 2 mM) 5ul 5 ul

MgSQO, (25 mM) 3ul 3ul

5'-Primer (100 pM) 1,5 pl 1,5 ul

3'-Primer (100 pM) 1,5 ul 1,5 ul
DNS-Template 10-100ng /

Pfu oder DreamTaq DNS-Polymerase (1 U/ul) 0,75 ul 0,75 ul

Gesamt 50 pl 50 pl

Das allgemeine PCR-Programm besteht aus 30-35 zyklischen Wiederholungen der Schritte: Denaturierung,
Anlagerung (Annealing) und Strangverlangerung (Elongation). Denaturiert wurde bei 96°C, danach wurde die
Temperatur auf die spezifische Primer-Hybridisierungstemperatur gesenkt. Diese liegt bei 100 %iger
Komplementaritat 5°C unter der Schmelztemperatur (T,,) der verwendeten Primer. Der Elongationsschritt
erfolgte bei 72°C, dem Temperaturoptimum der DNS-Polymerase. Die spezifische Elongationszeit ist von der
erwarteten Fragmentldnge abhangig und ist fir die Pfu DNS-Polymerase mit 2 min/1 kb und fiir die DreamTagq

mit 1 min/1 kb angegeben. Ein typisches PCR-Thermocycler-Programm ist in Tab. 13 aufgefiihrt.

Die erzeugten PCR-Amplifikate wurden mittels Agarosegelelektrophorese Uberprift und konnten unter
Nutzung des ,NucleoSpin Extract 11“-Kits (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren) aus dem Gel extrahiert

werden.



Tab. 13: Thermocycler-Programm fiir eine PCR.

Schritt-Nr.  Bezeichnung Temperatur  Zeit

1 initiale Denaturierung 96°C 3 min

2 Denaturierung 96°C 30 sec

3 Anlagerung Tm-5°C 30 sec

4 Verlangerung 72°C Pfu: 2 min/1kb

DreamTag: 1 min/1 kb

5 Wiederholung der Schritte 2-4; 34 x
abschlieBende Verlangerung 72°C 10 min
7 Kihlung und Halten 4°C oo

2.2.3.2 Anhdngen von DNS-Sequenzen

Flr viele Proteine gibt es keine oder nur unzureichend gut detektierende Antikérper zum Nachweis im Western
Blot oder in der durchflusszytometrischen Analyse. Mithilfe der unter 2.2.3.1 beschriebenen PCR kénnen DNS-
Sequenzen - sogenannte Tags - an Proteine fusioniert werden. Diese Epitope sind meistens kurze (ca. 10-15
Aminosduren lange) Abschnitte von viralen oder bakteriellen Proteinen, fiir die es sehr spezifische,
kommerzielle Antikdrper gibt. Die zum Fusionieren eines Tags bendtigten Primer miissen mindestens zu 50 %
an das Templategen binden und haben einen 5-Uberhang mit der DNS-Sequenz fiir das angehingte Peptid.
Meistens enthielt dieser Uberhang am 5-Ende noch die genetische Information fiir eine
Restriktionsschnittstelle fiir die spatere Klonierung. Mit dieser Methode des Primer-Uberhangs wurden auch
gezielt Restriktionsschnittstellen an DNS-Abschnitte angehangt, um diese beispielsweise in andere Vektoren zu

klonieren.

2.2.3.3 SOE-PCR

Um groRere DNS-Fragmente miteinander zu ligieren (siehe Abb. 9), fir die es keine passenden
Restriktionsschnittstellen gibt, wurde eine ,Splicing by Overlapping Extensions“ PCR (SOE-PCR) durchgefiihrt.
Dazu wurde zuerst eine PCR (siehe 2.2.3.1) in zwei getrennten Ansdtzen durchgefiihrt. Die beiden
entstandenen PCR-Fragmente wurden nach einer Reinigung in einer dritten PCR fusioniert. Da beide Produkte
im Fusionierungsbereich Uberlappen, konnen sie miteinander hybridisieren und werden dann verlangert.
Dieser {iberlappende Uberhang wurde wie in 2.2.3.2 beschrieben durch das Primer-Design geschaffen. Die
beiden inneren ,Fusions-Primer” sind revers komplementar und binden mit einem Teil am Ende bzw. Anfang
vom 5‘-Fragment und zum anderen Teil am Anfang bzw. Ende vom 3‘-Fragment. Fir die ersten beiden PCRs, in
getrennten Ansitzen, wurde jeweils ein flankierender Primer und ein innerer ,Fusions-Primer” verwendet.
In der dritten, eigentlichen Fusions-PCR, wurde der 5‘-Primer des 5‘-Fragments und der 3‘-Primer des

3‘-Fragments eingesetzt.



Material und Methoden

Mittels SOE-PCR wurden auch gezielte Deletionsmutationen in DNS-Abschnitte erzeugt, wodurch spezifisch
ausgewdhlte Aminosduren im codierten Protein entfernt wurden. Dazu wurden die inneren ,,Mutations-Primer”

so designt, dass sie die zu deletierende Sequenz nicht enthielten.

5‘Fusions-
Primer 2
o = Matrize 2
5‘-Primer 1 el E 3
o Matrize . =
5 — 3"Primer 2
‘ jons-
ii":e‘ " PCR 2
PCR 1 r
5‘-Primer 1 Produkt 2
—) [ |
Produkt 1 3'-Primer 2
Fusions-PCR
[ | |

Fusions-Produkt

Abb. 9: Prinzip der SOE-PCR. Die genaue Erlduterung befindet sich im Text unter 2.2.3.3.

2.2.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsdauren

Die Konzentration einer Nukleinsdureprdparation wurde durch die Absorptionsmessung bei 260 nm mit einem
Spektrophotometer (,NanoDrop“) ermittelt. Dabei entspricht eine Extinktion von 1 etwa 50 upg/ml
doppelstrangiger DNS. Zur Bestimmung der Reinheit der Nukleinsdurelosung wurde das Verhéltnis Ejgo/Ejso
ermittelt, um Verunreinigungen durch Proteine abzuschatzen. Zusatzliche Verunreinigungen von aromatischen

Resten veranderten den gemessenen Quotienten E,g/Ej30.

2.2.5 Agarosegelelektrophorese

Je nach Gr6Re der erwarteten DNS-Fragmente wurden 0,8-2 % Agarose (w/v) in der entsprechenden Menge
0,5 x TBE-Puffer gegeben und in der Mikrowelle mehrfach aufgekocht, bis sie vollstandig gel6st war.
Anschliefend wurde die fliissige Agaroseldsung luftblasenfrei in einen horizontalen Gelschlitten gegossen.
Nach dem Abkiihlen auf etwa 50°C wurde Ethidiumbromid dazugegeben (c; = 0,05 pug/ml) und ein Teflonkamm
fur die Probentaschen eingesetzt. Nach dem Polymerisieren des Gels (ca. 15-30 min) wurde der Gelschlitten in
die mit Puffer gefiillte Kammer eingesetzt und der Kamm vorsichtig entfernt. Die Proben wurden mit

6 x Ladepuffer versetzt und in die Geltaschen pipettiert. Als Langenstandard wurde der ,GeneRuler™ 1 kb DNA
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ladder” nach Gebrauchsanleitung von Fermentas verwendet. Die Trennung der DNS-Fragmente erfolgte je nach
GelgroRe bei 100-150 V. Die Dauer der DNS-Wanderung betrug etwa 15-50 min. AnschlieBend wurde das Gel
unter UV-Licht fotografiert oder es wurden spezifische DNS-Fragmente unter schwachem UV-Licht (366 nm) fir

die praparative Isolierung oder Reinigung herausgeschnitten.

2.2.6 Herstellung chemisch kompetenter Bakterien

Zur Erzeugung chemisch kompetenter Bakterien wurde die Calciumchlorid-Methode angewandt. Dafiir wurde
eine Bakterienvorkultur angesetzt und flir 16 h unter Schitteln bei 37°C inkubiert. Am darauffolgenden Tag
wurde 1 ml Bakterienvorkultur in 100 ml frisches Medium Gberfiihrt und unter identischen Bedingungen weiter
kultiviert. Das Zellwachstum wurde durch Trilbungsmessung bei 600 nm verfolgt, bis die optische Dichte
(ODggo) €inen Wert von 0,6 erreicht hatte. Daraufhin wurde die Bakterienkultur 5 min auf Eis gestellt und 10
min bei 3.000 g und 4°C zentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde anschlieRend in einer 50 mM CaCl,-Lésung
resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation wurde das Pellet in einer 50 mM CaCl,-Lésung mit 10 % Glycerin
resuspendiert und 15 min auf Eis inkubiert. Die kompetente Bakteriensuspension wurde in vorgekihlte 1,5 ml

Reaktionsgefalie aliquotiert, in flissigem Stickstoff schockgefroren, und bei -80°C gelagert.

2.2.7 Klonierung von DNS-Fragmenten in Plasmiden

2.2.7.1 Prdparative Restriktionsendonukleasebehandlung

Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, die an spezifischen Erkennungssequenzen die DNS schneiden. In zwei
getrennten 30 pl Ansdtzen wurden Vektor und Insert mit den gleichen Restriktionsenzymen bei 37°C fir 16 h
inkubiert. Der Reaktionsansatz enthielt neben den Enzymen (je 10 U) den spezifischen Puffer (1x) und
0,5-1,5 pug DNS. Nach der Spaltung wurde der Vektoransatz auf ein Agarosegel (0,8-1 %ig) aufgetragen und
anschlieBend die DNS-Bande des linearisierten Vektors unter schwachem UV-Licht ausgeschnitten. Die Elution
der linearisierten Vektor-DNS aus dem Gel erfolgte mittels des ,NucleoSpin Extract 11 Kits (Macherey-Nagel
GmbH & Co. KG, Diren) nach Anleitung des Herstellers. Die Reinigung des Inserts erfolgte ebenfalls mittels

,NucleoSpin Extract I1“.

2.2.7.2 Generierung von glatten Enden an linearisierten Plasmiden

Die Erzeugung von glatten Enden (engl. blunt ends) am linearisiertem Vektor (2.2.7.1) erfolgte mittels Klenow
Fragment (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot), welches 5’-lberstehende einzelstrangige DNS-Sequenzen aufflllt
und 3’-liberstehende einzelstrangige DNS-Sequenzen abbaut. Nach der Hitzeinaktivierung der

Restriktionsendonukleasen wurde der Ansatz mit 1 pl dNTP-Mix (2 mM), 10 U Klenow Fragment und dem



entsprechenden Klenow-Puffer (10 x) versetzt und fir 10 min bei 37°C inkubiert. Nach der Inaktivierung der

verwendeten Enzyme (10 min, 75°C) wurde die Plasmid-DNS in der Regel dephosphoryliert (2.2.7.3).

2.2.7.3 Dephosphorylierung

Im Anschluss an die Klenow-Reaktion (siehe 2.2.7.2) wurde die Plasmid-DNS durch Zugabe von 1 U FastAP
(Fermentas GmbH, St. Leon-Rot) in den Reaktionsansatz dephosphoryliert. Nach 1 h bei 37°C wurde die

Reaktion durch 15-mindtiges Erhitzen auf 65°C gestoppt.

2.2.7.4 ligation

Die Ligation von Vektor und Fragment erfolgte entweder bei 22°C fir 2 h oder bei 4°C tGber Nacht. Danach
schloss sich bei beiden Varianten eine Hitzeinaktivierung der Ligase bei 65°C fiir 10 min an. Fir die Ligation
wurden die T4-DNS-Ligase und der entsprechende T4-DNS-Ligase-Puffer (1x) verwendet. Vom linearisierten
Vektor wurden pro Ansatz 25 ng eingesetzt und die Berechnung der Masse des jeweiligen DNS-Inserts erfolgte

nach folgender Formel:

Lange (Fragment)[bp]
Liange (Vektor)[bp]

Masse (Fragment) [ng] =5 * Masse (Vektor) [ng] *

Tab. 14: Pipettierschema einer Standard-Ligation (unter Verwendung der T4-DNS-Ligase).

Komponente Ligation Religationskontrolle Verdaukontrolle
H,0 a.i. X X X

10 x ,,Buffer for T4-DNA-Ligase” 2 ul 2ul 2ul

Vektor 25 ng 25 ng 25 ng

Insert y ul / /

T4-DNS-Ligase 1l 1l /

Gesamt 20 pl 20 pl 20 pl

2.2.7.5 Transformation in E.coli

Pro Transformationsansatz wurden 50 pl kompetente, bei -80°C gelagerte Bakterien (E.coli XL-1Blue, BL21) auf
Eis aufgetaut und mit 20 pl Ligationsansatz (bzw. den Kontrollen) vorsichtig gemischt. Nach 30-mindtiger
Inkubation auf Eis folgte ein Hitzeschock bei 42°C fiir 90 sec mit anschlieBender Inkubation auf Eis flir 2 min.
Danach wurden 200 pl SOC-Medium zum Ansatz pipettiert und fir 1 h bei 37°C geschiittelt, bevor der gesamte
Ansatz auf vorgewdrmte LB-Selektionsplatten (LB-Agar + 100 mg/l Ampicillin oder 25 mg/l Kanamycin)

ausgestrichen wurde. Inkubiert wurden die Transformationsplatten im Brutschrank fiir maximal 17 h bei 37°C.

Zur Kontrolle ausgewahlter Klone durch Restriktionsanalyse (siehe 2.2.7.8) und Sequenzierung (siehe 2.2.8)
wurde mit einer sterilen Pipettenspitze Koloniematerial abgenommen, in ca. 7 ml LB-Selektionsmedium

gegeben und fur 16 h kultiviert (37°C, 220 rpm).



2.2.7.6 Mini-Praparation von Plasmid-DNS

Fir die Plasmid-DNS-Prdparation im kleinen Mafstab wurden zunéachst die Bakterien einer 16 h-Kultur (2-8 ml)
pelletiert (Zentrifugation 3.000 g, 3-5 min) und mit 200 pl Resuspensionspuffer S1 gemischt. Dann wurden
200 pl Lysepuffer S2 hinzu gegeben und vorsichtig 2-6mal geschwenkt. Nach maximal 5 min Inkubation bei RT
erfolgte die Neutralisation mit 200 pl Neutralisationspuffer S3 und eine anschlieBende Zentrifugation bei
15.000 g, 4°C fir 10 min. Der klare Plasmid-DNS-enthaltende Uberstand wurde in ein neues 1,5 ml
ReaktionsgefdR mit 800 pl 100 % EtOH uberfihrt und fir 5 min auf Eis inkubiert. Durch die folgende
Zentrifugation (15.000 g, 4°C, 10 min) wurde die Plasmid-DNS pelletiert und im Anschluss mit 500 ul 70 % EtOH
gewaschen. Nach der abschlieBenden Zentrifugation (15.000 g, 4°C, 10 min) wurde das DNS-Pellet durch eine

kurze Inkubation in der SpeedVac getrocknet und in 30 pl H,0 aufgenommen.

2.2.7.7 Midi-Praparation von Plasmid-DNS

Zur Gewinnung groRBer DNS-Mengen wurden 100 ml einer 16 h-Kultur pelletiert (Zentrifugation 3.000 g,
3-5 min). Die anschlieRende Plasmidpraparation im groRen Malstab erfolgte mit dem , NucleoBond Xtra Midi
Kit“ (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diren) nach Angaben des Herstellers. Die prazipitierte DNS wurde in

150 pl H,0 gel6st und die Konzentration mittels NanoDrop (siehe 2.2.4) bestimmt.

2.2.7.8 Restriktionsanalyse

Zur Kontrolle von Plasmiden oder auch zum Uberpriifen einer DNS-Fragmentinsertion wurden geeignete
Restriktionsenzyme ausgewahlt, die im Plasmid bzw. auch im Insert schneiden. Es wurden 100-250 ng Plasmid-
DNS eingesetzt und zusammen mit den Enzymen und dem dazugehorigen Puffer fiir 2 h bei 37°C inkubiert.

Die Analyse der erzeugten DNS-Fragmente erfolgte (iber Agarosegelelektrophorese.

2.2.8 Sequenzierung von DNS

Zur Kontrolle des richtigen Inserteinbaus wurden alle selbst klonierten Plasmide in ausgewahlten Bereichen von

der Firma GATC Biotech AG (Konstanz) sequenziert.



2.3 Zellbiologische Methoden

2.3.1 Kultivierung und Passagieren von adharenten Zellen

Die adhédrenten Zelllinien HEK293 und COS-7 wurden in DMEM Medium (+ 10 % FKS) kultiviert und bei
37°C, 5 % CO, und gesattigtem Wasserdampf inkubiert. Das Medium zur Kultivierung von MEFs enthielt noch
zusatzlich 1 % Penicillin/Streptomycin. Die Zellpassage erfolgte alle 3-4 Tage mittels Trypsin/EDTA. Trypsin
spaltet die Adhdsionsmolekile auf der Zelloberflache und |6st die Zellen vom Flaschenboden und voneinander.
Nach der direkten Zugabe von frischem FKS-haltigem Kulturmedium zur Inhibition von Trypsin wurden die
abgelosten Zellen resuspendiert und je nach Zellbedarf im Verhaltnis 1:2 bis 1:20 in eine neue 10 cm
Kulturschale Uberfiihrt und weiter gefiihrt. AnschlieRend wurden die passagierten Zellkulturen mit frischem

Kulturmedium aufgefillt.

2.3.2 Zellzahlung mittels Trypanblau

Zur Bestimmung der Zellzahl sowie zur Unterscheidung lebender und toter Zellen wurden diese mit einer
Trypanblaulésung gemischt. Die angefarbte Zellsuspension wurde sofort auf die Neubauer Zdhlkammer
aufgetragen und mindestens zwei GrofRquadrate (= 32 Kleinquadrate) ausgezahlt. Die Zellzahl konnte nach nach

folgender Formel berechnet werden:

Zellen Zellzahl
ml  Zahlder GrofRquadrate

* Verdiinnung x 104

Wahrend vitale Zellen den Farbstoff nicht aufnehmen und unter dem Lichtmikroskop hell leuchtend

erscheinen, werden abgestorbene Zellen tiefblau gefarbt.

2.3.3 Einfrieren und Auftauen von Zelllinien

Neben den in Zellkultur gehaltenen Zellen, wurden von allen Zelllinien Aliquote zur Aufbewahrung und
spateren Wiederverwendung eingefroren. Hierzu wurden die konfluenten Zellen in Suspension gebracht und
fir 5 Minuten bei 500 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet in 1 ml kaltem
Gefriermedium (10 % DMSO in vollstandigem Zellkulturmedium) pro wegzufrierender Probe resuspendiert und
in ein 1,5 ml Schraubdeckelr6hrchen lberfiihrt. Zunachst wurden die Zellen fir 24 Stunden im ,Gefrierrondell”

(Nalgene, Rochester, USA) bei -80°C gelagert. Dies gewahrte eine konstante Abkiihlung der Proben von -1°C pro

Minute. Zur langfristigen Aufbewahrung wurden die Zellen in flissigen Stickstoff (- 196°C) tberfihrt.

Die aufzutauenden Réhrchen wurden aus dem fliissigen Stickstoff entnommen und im 37°C Wasserbad fast

vollstandig aufgetaut. Unter der Sterilbank wurden die aufgetaute Zellsuspension moglichst schnell in ein 15 ml



Roéhrchen mit 10 ml Zellkulturmedium gegeben und fiir 5 Minuten bei 500 g zentrifugiert, um das im
Gefriermedium enthaltene DMSO zu entfernen. Der Uberstand wurde abgesaugt, das Zellpellet in 5 ml
Zellkulturmedium resuspendiert und zur Kultivierung in eine 10 cm Petrischale berfiihrt und Gber Nacht im
Brutschrank bei 37°C inkubiert. Am nachsten Tag wurde das Anwachsen der aufgetauten Zellen kontrolliert und

tote Zellen durch Mediumwechsel entfernt.

2.3.4 Transfektion von adhdrenten Zellen

Fir die Transfektion wurden die Zellen am Vortag so ausgesat, dass sie am darauffolgenden Tag zu 60-70 %
konfluent waren. Die Transfektion erfolgte mittels , TurboFect” (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot). Hierzu wurde
die Plasmid-DNS in der entsprechenden DMEM-Menge ohne FKS geldst und mit , TurboFect” versetzt. Nach
15-30 min Inkubation bei RT wurde der Transfektionsansatz zu den Zellen getropft. Vor dem Zutropfen des
Reaktionsansatzes wurde das alte Medium aus der Schale abgesaugt und vorsichtig durch frisches
Kulturmedium ersetzt. Der jeweilige Transfektionsansatz fur die verschiedenen Zellen und unterschiedlich

groBen Kulturschalen ist in Tab. 15 aufgefiihrt.

Zur Generierung stabil transfizierter HEK293 Zellen wurden 24 h nach der Transfektion das Kulturmedium
erneuert und mit Neomycin versetzt. Nach dem Anwachsen einzelner Klone wurden geeignete ausgewahlt,
weiter kultiviert und per Western Blot oder durchflusszytometrischer Analyse auf die Expression der

rekombinanten Proteine Gberprift.

Ein Ansatz mit dem Plasmid pEGFP-N1 diente als Transfektionseffizienzkontrolle fir HEK293 und COS-7 Zellen,
die Ublicherweise bei 80 % lag. MEFs wurden zusatzlich mit 1/10 peGFP-N1 Plasmid co-transfiziert zur

Uberpriifung der einheitlichen Transfektion.

Die Shedding-Experimente erfolgten, wie im Abschnitt 2.3.5 beschrieben, 48 h nach der transienten

Transfektion.

Tab. 15: Transfektionsansatze mit TurboFect fiir adh&drente Zellen.

Kultivierungs-Format DMEM” DNS-Menge TurboFect
HEK293, COS-7

10 cm Schale 1ml 5ug 10 pl
6-Loch-Platte 200 pl 1pug 2 ul
12-Loch-Platte 100 pl 0,5-0,6 ug 1-1,2 ul
MEFs

Loch-Platte 100 pl 2 ug 3ul




2.3.5 Shedding-Experimente mit adhdrenten Zellen

Um eine einheitliche Transfektionseffizienz fiir die einzelnen Shedding-Ansatze zu gewahrleisten, wurden 24 h
nach der Transfektion (2.3.4) die Zellen mit frischem Medium abgel6st, gepoolt, gezadhlt und anschlieRend
gleichmaRig auf neue Kulturkavitdten ausplattiert (siehe Tab. 16 ). Nach weiteren 24 h Inkubation wurden die
Zellen vorsichtig mit PBS gewaschen und mit der in Tab. 16 aufgefiihrten Menge an frischem Medium ohne FKS
aufgefullt. Daraufhin wurden die Stimulanzien zu den Zellen pipettiert. Die verwendeten Inhibitoren GI1254023X
(GI, ADAM10-spezifisch), GW280264X (GW, ADAM10- und ADAM17-spezifisch) und die rekombinante ADAM10
Prodomane (A10Pro) wurden 30 min vor der Stimulation mit PMA (fir 2 h), BzATP (fiir 30 min), lonomycin (fiir
30 min) oder W7 (fiir 1 h) auf die Zellen gegeben.

Tab. 16: Protokoll zur Stimulation von Shedding fiir unterschiedliche Kultivierungsformate.

Kultivierungsformat  ausplattierte Zellzahl 24 h  aufgefiillte Inhibitoren Stimulanzien
fiir die Stimulation nach der Transfektion DMEM”" Menge (Konzentration) (Konzentration)
6-Loch-Platte 7 x 10°/Loch 600 pl Gl (3 uM); PMA (100 nm);
GW (3 uM); BzATP (250 uM);
A10Pro (10 pM)  IM (2,5 uM);
W7 (100 pM)
12-Loch-Platte 3,5 x 10°/Loch 300 pl Gl (3 uM); PMA (100 nm);
GW (3 uM); BzATP (250 uM);
A10Pro (10 uM)  IM (2,5 uM);
W7 (100 pM)
24-Loch-Platte 1,5 x 10°/Loch 150 pl Gl (3 uM); PMA (100 nm);
GW (3 uM); BzATP (250 uM);
A10Pro (10 uM)  IM (2,5 pM);
W7 (100 uM)

Fir die die Stimulation mit BzATP mussten die HEK293 und COS-7 Zellen mit dem pcDNA6-hP2X7R Vektor

co-transfiziert werden.

Zur Bestimmung des konstitutiven Sheddings in MEFs wurde 24 h nach der Transfektion frisches DMEM”" (ohne

FKS) auf die Zellen pipettiert und fiir weitere 24 h inkubiert.

Nach der Shedding-Stimulation wurde sofort der Zelliiberstand abgenommen und fiir 5 min bei 10.000 g, 4°C
zentrifugiert, um eventuell vorhandene Zellen und Zelltrimmer zu entfernen. Der gekldrte Zentrifugations-
Giberstand wurde dann in ein neues 1,5 ml ReaktionsgefaR Uberfihrt und bei -20°C gelagert. Die in der
Kulturschale verbliebenden Zellen wurden 1 x mit kaltem PBS gewaschen, anschlieRend mit PBS abgel6st und

pelletiert (10.000 g, 4°C, 5min), um daraus ein Zelllysat zu erstellen (siehe 2.4.1).

Zur Analyse des Ektodomanen-Sheddings wurde die Menge an TIM-2 im Lysat und léslichem TIM-2 (sTIM-2) im
Uberstand via Western Blot detektiert oder per AP-Assay quantifiziert. Fiir eine bessere Western Blot Detektion

von sTIM-2 im Uberstand wurde dieser mittels ,Speed Vac” um die Hilfte eingeengt.



2.4 Proteinbiochemische Methoden

2.4.1 Lyse von Zellen

Fiir die Herstellung von Zelllysaten wurden die kultivierten Zellen 1 x mit kaltem PBS gewaschen, in kaltem PBS
aufgenommen und bei 10.000 g, 4°C fir 5 min zentrifugiert. Die pelletierten Zellen wurden, je nach Menge,
in 75-350 pl mildem Lysepuffer durch mehrfaches Auf- und Abpipettieren resuspendiert und fir 1 h bei 4°C
inkubiert. Im Anschluss wurde das Lysat zur Abtrennung von Zellkernen und Zelldebris bei 10.000 g, 4°C
fir 10 min zentrifugiert. Das Pellet wurde verworfen und vom Uberstand wurde in der Regel die

Proteinkonzentration (siehe 2.4.2) bestimmt.

2.4.2 Proteinbestimmung (BCA-Assay)

Zur Bestimmung des Proteingehalts von Zelllysaten wurde der BCA™ Protein Assay (Thermo Fisher Scientific,
Bonn) benutzt. Die Lysate wurden in der Regel im Verhéltnis 1:20 mit Lysepuffer verdiinnt. Zundchst wurde
vom Proteinstandard BSA eine Verdiinnungsreihe mit dem entsprechenden Puffer (z.B. Lysepuffer), in dem das
Protein geldst war, hergestellt. Dann wurde die Bradford-Stammlosung A mit dem Reagenz B im Verhéltnis 1:50
gemischt. AnschlieRend wurden pro Ansatz 200 pl Bradfordgemisch in die Kavitdten einer 96-Loch-Platte
vorgelegt und mit 25 pl der jeweiligen Probe (Standardverdiinnungsreihe, die zu bestimmende Probe bzw.
Probenverdiinnungen, Proteinpuffer als Leerwert) gemischt. Fir eine genauere Auswertung wurden jeweils
Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Nach der Inkubation der Proben im Dunkeln fir 30 min, wurden die
Proben resuspendiert und die Luftblasen entfernt, bevor die Messung der optischen Dichte bei 562 nm am
»,Tecan” Photometer erfolgte. Mit den gemessenen Werten der Standardverdinnungsreihe wurde eine
Eichkurve mit dem Computerprogramm Microsoft Office Excel erstellt und die Konzentration der zu

bestimmenden Proben berechnet.

2.4.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese dient der GroRenbestimmung von Proteinen. Durch den Zusatz der
anionischen Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) im Probenpuffer werden die Polypeptide denaturiert und
verlieren ihre Eigenladung. Die SDS—Molekiile lagern sich um die Proteine und es entstehen
SDS-Proteinmizellen. Diese kénnen im Polyacrylamidgel definierter Porenstruktur nach der GroRe ihres

Molekulargewichtes voneinander getrennt werden.



2.4.3.1 Herstellung des SDS-Polyacrylamidgels

Zur Herstellung der Gele dienten vertikale Minigel-GieBkammern ,,Mini-PROTEAN®3 Cell” von Bio-Rad. Je nach
GrolRe des zu untersuchenden Proteins wurden Trenngele mit einem Acrylamidanteil von 7, 10 oder 12,5 %
benutzt. Unter Rihren wurden die Komponenten fiir das Trenngel und das Sammelgel gemall dem Ansatz in
Tab. 17 gemischt. Zuerst wurde das Trenngel in die Gelkassette gefiillt und sofort mit Isopropanol (ca. 1 ml)
Giberschichtet. Dadurch bildete sich eine horizontale Grenzflache aus, wahrend das Trenngel 20-30 min bei RT
polymerisierte. Nach der vollstandigen Entfernung des Isopropanols wurde das fliissige Sammelgel bis zum
oberen Rand auf das Trenngel gegossen und eine Taschenschablone (10 Taschen-Kamm) eingesetzt. Die

Durchfiihrung der Elektrophorese erfolgte anschlieend nach etwa 20-30 min.

Tab. 17: Pipettierschema fiir SDS-Polyacrylamidgele.

Komponente Trenngel 10% Sammelgel

Tris 2M;pH8,8 3ml 0,5M;pH6,8 1ml
30 % RotiphoreseTMGeI 2 ml 280 pl
H,0ve 900 ul 700 pl
10 %iges SDS 50 ul 20 ul
10 %iges APS (4°C) 50 pl 20 ul
TEMED (4°C) 5ul 3ul

2.4.3.2 Elektrophorese

Die voneinander trennenden Proteinproben wurden mit 5 x Laemmli-Probenpuffer versetzt, 5-10 min bei 96°C
denaturiert und in die Geltaschen pipettiert. Zum Western Blot-Nachweis wurden 4 pl des GroRenmarkers
,Page Ruler™ Plus Prestained Protein Ladder” aufgetragen und zur Coomassie-Farbung 6 pl ,Page Ruler®
Unstained Protein Ladder”. Die Elektrophorese erfolgte bei 100-180 V, bis die Bromphenolblau-Front die
untere Trenngelkante erreicht hatte (ca. 50-80 min). AnschlieBend konnten die Proteine mittels Coomassie-

Farbung oder durch eine Western Blot-Analyse nachgewiesen werden.

2.4.4 Coomassie-Farbung

Eine Methode, um Proteine sichtbar zu machen, ist die von (Neuhoff et al., 1988) veréffentlichte Farbung durch
Coomassie Brilliant-Blue R-250. Die Nachweisgrenze dieser Methode liegt bei 0,1-2 pg Protein pro Bande.
Zunachst wurde das SDS-Gel nach vollendeter Elektrophorese in der Coomassie-Farbel6ésung unter Schiitteln
inkubiert (mind. 1 h) bis es blau eingefarbt war. AnschlieRend wurde das Gel in die Entfarbeldsung tGberfihrt

und solange darin geschwenkt, bis sich die blau gefarbten Proteinbanden vom Hintergrund deutlich abhoben.



2.4.5 Western Blot und immunochemische Proteindetektion

Zur immunochemischen Identifizierung einzelner Proteine wurden die Proteine nach der SDS-PAGE im
,Semi-Dry“-Verfahren geblottet. Bei diesem elektrophoretischen Transfer wurden die Proteine durch Anlegen
einer Spannung aus dem Gel auf eine proteinbindende Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran Ubertragen.
Das Blotverfahren erfolgte in einem ,Trans-Blot SD Semi-Dry-Transfer” System (Bio-Rad, Minchen) bei
konstanten 20 V fiir 60-90 min. War der gefarbte GréRenmarker auf der PVDV-Membran sichtbar, sollten die
Proteine ebenfalls auf die Membran transferiert sein. Die Membran wurde anschliefend fiir 2 h in Blockpuffer
inkubiert, um freie Proteinbindungsstellen abzusattigen. Dann wurde der Primarantikérper in der
entsprechenden Verdiinnung direkt zum Blockpuffer gegeben und die Membran fiir ca. 16 h bei 4°C weiter
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen der Membran mit PBS-T fir jeweils 10 min, erfolgte die Inkubation in
Sekundarantikorper-Blockpufferlésung (POD konjugiert) fiir etwa 2 h. Danach schloss sich erneut ein
dreimaliger Waschschritt mit PBS-T an und die Zugabe des Substrates fiir die Peroxidase (POD) erfolgte.
Zur Detektion des gebundenen Sekundarantikorpers wurde das ,,ECL-Plus-“, bzw. ECL-Advanced Western Blot
Detektionsreagenz der Firma GE Healthcare (Miinchen) verwendet. Die Peroxidase oxidiert das Substrat
Lumigen zu einem Acridiniumester. Durch eine weitere Reaktion mit Peroxid entsteht eine intensive
Chemilumineszenz. Diese wurde mit einer speziellen CCD-Kamera (LAS-3000, FujiFilm, Japan) detektiert und als

Bilddatei gespeichert.

2.4.6 ,,Stripping” von Western Blot Membranen

Das sogenannte ,Stripping” von Western Blots ermoglicht es, auf einer Membran mehrere Proteine
nacheinander nachzuweisen. Um die bereits gebundenen Antikérper von einer PVDF-Membran zu entfernen,
wurde diese mit ,Stripping“-Puffer fiir 30 min bei 60-70°C inkubiert und anschlieRend 5 x mit PBS-T gewaschen.
Daraufhin konnte die Membran erneut blockiert und zur Immundetektion eines weiteren Proteins mit einem

neuen primaren Antikorper inkubiert werden.

2.4.7 Alkalische Phosphatase (AP)-Assay zur Bestimmung der Spaltungseffizienz

Um zu untersuchen, ob ein Transmembranprotein von einer Protease prozessiert wurde, wurden die Proteine
an der extrazellularen Doméane mit einer Alkalischen Phosphatase (AP) fusioniert. Fiir die Messung der Aktivitat
der Alkalischen Phosphatase, die proportional zu der Menge an Fusionsprotein im Zellpellet oder Uberstand ist,
wurde eine Tablette p-Nitrophenyl Phosphat (pNPP, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen), nach Angaben
des Herstellers, in AP-Puffer gelost. In einer 96-Loch Mikrotiterplatte wurden die Proben in Triplikaten
vorgelegt. Vom Zellkulturiiberstand wurden jeweils 50 pl, vom Zelllysat 5 pl sowie zur Kontrolle 5 ul milder

Lysepuffer und 50 pl DMEM” eingesetzt. Das Zelllysat und der Lysepuffer wurden mit je 45 ulL DMEM™” auf



50 pL aufgefillt. Mit einer Multipipette wurden pro Kavitat 50 pL AP-Substratlésung (mit pNPP) zugeben und
die Absorptionen der Proben sofort bei 405 nm mittels ,Tecan” Photometer gemessen. Die gemessenen
optischen Dichten (OD) wurden gemittelt und die spezifische Spaltungseffizienz wurde mit der nachstehenden

Formel berechnet:

0D Zelliiberstand
(OD Zelliiberstand + OD Zelllysat)

Spaltungseffizienz =

Die berechnete Spaltungseffizienz gibt an, wieviel exprimiertes AP-Fusionsprotein durch die jeweilige Protease

prozessiert wurde.

2.4.8 Proteinexpression und Reinigung von H-Ferritin

Flr die Expression von H-Ferritin wurde der Vektor pet22b(+)mH-Ferritin-PC (siehe Abb. 32) generiert und in
E.coli BL21 Bakterien transformiert (siehe 2.2.7.5). In Vorbereitung auf die Expression wurden 8-20 ml
LB-Medium (100 pg/ml Ampicillin) mit dem E.coli-Expressionsstamm beimpft und fir 16 h unter Schiitteln bei
37°C kultiviert. 200 pl der Vorkultur wurden in 20 ml frischem Medium (bzw. fiir die praparative Expression
1 ml Vorkultur in 1 | Medium) Gberfiihrt und unter gleichen Bedingungen weitergefiihrt. Das Zellwachstum
wurde durch Tribungsmessung bei 600 nm verfolgt. Bei einer OD600 von 0,6-0,8 erfolgte die Induktion der
Proteinexpression durch Zugabe von IPTG (Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid) zu einer Endkonzentration von
1 mmol. Nach weiteren 2 h Inkubation wurden die Bakterien durch Zentrifugation (3.000 g, 4°C, 10 min)
pelletiert, in kaltem PBS resuspendiert und mittels Sonifikation lysiert. Der resultierende Uberstand enthielt das
murine H-Ferritin Protein und wurde bei 70°C fiir 15-20 min inkubiert. Aufgrund dieser hohen Temperatur
denaturierten fast alle im Uberstand enthaltenden Proteine, wodurch das relativ hitzestabile H-Ferritin Protein
angereichert wurde (Stefanini et al., 1996). Das H-Ferritin Protein wurde anschlieBend durch Zentrifugation bei

13.000 g, 4°C fiir 10 min von den denaturierten bakteriellen Proteinen getrennt.



2.5 Immunologische Methoden

2.5.1 Durchflusszytometrie

Mit der durchflusszytometrischen Analyse (FACS, engl. fluoreszenz activated cell sorting) erfolgte die
Charakterisierung der Oberflachenexpression verschiedener Proteine auf einzelnen Zellen. Zum Nachweis der
Oberflaichenmolekiile wurden spezifische Fluoreszenz-gekoppelte Antikérper verwendet. Dabei ist die
Intensitdt der Fluoreszenz proportional zur Menge an gebundenen Fluoreszenz-markierten Antikérpern und
somit zur Expression der Antigene. Zusatzlich konnten durch die Lichtbeugung und -streuung Informationen
Uber die ZellgroRe (im Forward-Scatter) und die Granularitdt der Zelle (im Sideward-Scatter) gewonnen
werden. Die isolierten primdren murinen B Zellen aus der Milz wurden vor der Fluoreszenzmarkierung mit
1 pg/100 pl anti-CD16/32 Antikorpern (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) fir 10 min auf Eis inkubiert, um
unspezifische Bindungen der Antikorper an Fcy-Rezeptoren zu verhindern. Pro Farbung wurden 0,5 bis 1 x 10°
Zellen mit 1 ml FACS-Puffer gewaschen, zentrifugiert (300 g, 4°C, 5 min) und mit 1 pg Priméarantikdrper in 100 pl
FACS-Puffer fiir 1 h auf Eis unter Lichtausschluss inkubiert. Daraufhin wurden die Zellen 2 x mit je 1 ml FACS-
Puffer gewaschen. War der Primarantikoérper nicht direkt Fluoreszenz-gekoppelt, mussten die Zellen weiterhin
mit einem fluoreszierenden Sekundarantikérper (im Verhaltnis 1:100) fir 1 h auf Eis unter Lichtausschluss
inkubiert und anschlieBend wieder 2 x mit FACS-Puffer gewaschen werden. Nach der FACS-Farbung wurden die
markierten Zellen in 200-400 ul FACS-Puffer resuspendiert, in ein FACS-Rohrchen tberfiihrt und bis zur
Messung in Dunkelheit bei 4°C inkubiert. Die Messung erfolgte mit dem ,FACSCanto” Durchflusszytometer

(Becton Dickinson, Heidelberg, Germany) und die Auswertung via ,, DIVA“ Software.

2.5.2 Co-Immunprazipitation von H-Ferritin mit I6slichem TIM-2Fc

Fir die Co-Immunoprézipitation (Co-IP) wurden HEK293 Zellen in einer 10 cm Petrischale (in 5-6 ml DMEM+/+)

mit dem Plasmid pcDNA3.1(+)smTIM-2-hFc oder dem Kontrollvektor pcDNA_DEST40sgp130-hFc transfiziert
(2.3.4) und fir 48 h im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Zur Prazipitation von loslichem TIM-2 (sTIM-2Fc) und
H-Ferritin wurde je 1 ml Zellkulturiiberstand der transient transfizierten Zellen mit 25 pl Protein-G-Sepharose
(Roche, Mannheim, Germany) versetzt, die vorher 2 x mit kaltem PBS gewaschen wurde. Nach der Inkubation
liber Nacht bei 4°C wurden die Immunkomplexe prazipitiert (1.500 g, 4°C, 3 min), 2 x mit PBS gewaschen und
mit 75 pl H-Ferritin Proteinlosung flir mindesten 6 h bei 4 °C inkubiert. Vorab wurde die H-Ferritin Suspension
mit der Protein-G-Sepharose vorinkubiert, um unspezifische Bindungen von H-Ferritin an die Sepharose-
Kigelchen zu vermeiden. Die Co-Immunoprazipitate wurden anschlieBend 3 x mit PBS gewaschen und in
30-50 pul Laemmli-Puffer bei 96°C fiir 10 min erhitzt. Nach der Probentrennung mittels SDS-Page (2.4.3) erfolgte
die Western Blot-Analyse (2.4.5) mit einen POD-anti-human-Fc- und einen murinen anti-PC-(HPC4) Antikorper.

Da die Bindung des anti-PC Antikorpers Caz+-abhéingig ist, wurden die Western Blot Puffer mit 4 mM CacCl,



versetzt. Fir die Input-Detektion wurde jeweils 1 ml Zellkulturiiberstand (sTIM-2Fc bzw. sgp130Fc) mit 40 %

(NH,),S0, prazipitiert und 75 ul H-Ferritin-Losung mittels ,SpeedVac” auf etwa 30 ul einkonzentriert.

2.5.3 ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

Als weitere Methode neben der in Abschnitt 2.5.2 beschriebenen Co-IP, zum Nachweis der Bindung zwischen
H-Ferritin und l6slichem TIM-2Fc, diente ein ELISA-Assay. Hierfur wurde H-Ferritin (10 pg/ml, 50 pl/Kavitat)
Giber Nacht bei 4°C an eine 96-Loch-Platte (Nunc, Greiner Microlon, Solingen) gebunden und die noch freien
Bindungsstellen auf der Platte anschlieBend durch Inkubation mit Blockpuffer fiir 1-2 h besetzt. Der
Kulturiberstand von sTIM-Fc bzw. sgpl30Fc transfizierten HEK293 Zellen wurde mit PBS verdiinnt. Nach
dreimaligem Waschen mit 200 ul PBS-T, um ungebundenes H-Ferritin von der Platte zu entfernen, wurden
100 pl der einzelnen Verdiinnungsstufen (1:10-1:1200) in Triplikaten in die Kavitdaten pipettiert und fir 2 h
unter Schitteln inkubiert. Nicht gebundenes Protein wurde wiederum durch dreimaliges Waschen mit PBS-T
entfernt und die Detektion von gebundenem sTIM-2 bzw. sgp130Fc erfolgte mit einem POD-gekoppelten
anti-humanen-Fc Antikorper (siehe Tab. 4). Nach 1 h Inkubation wurden die Kavitdten 2 x mit PBS-T und 1 x mit
PBS gewaschen. Zur Messung der enzymatischen POD-Reaktion wurden mit einer Multipipette je 100 pl
Substratlésung ,BM blue POD“ (Roche Diagnostics, Mannheim) pro Kavitdt pipettiert und die Platte
anschlieBend fiir 5-15 min im Dunkeln inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 50 ul 1,8 M H,SO,
gestoppt und die colorimetrische Auswertung bei einer Absorption von 450 nm mittels ,Tecan”

Plattenlesegerat (Tecan, Maennedorf, Schweiz) durchgefiihrt.

2.5.4 AP-ELISA

Um die Bindung zwischen H-Ferritin und AP-TIM-2, 16slichem AP-TIM-2 (sAP-TIM-2 im Uberstand nach der
Stimulation mit lonomycin (IM)) oder den AP-Mutanten (AP-TIM-2_A1, A2, A3, AlgV, AICD) zu analysieren,
wurde ein AP-ELISA etabliert. Im Unterschied zum allgemeinen ELISA (siehe 2.5.3) erfolgte hier die Detektion
der gebundenen Molekiile nicht mit einem POD-gekoppelten Antikérper, sondern mithilfe der Alkalischen
Phosphatase, die N-Terminal an die Proteine fusioniert war. H-Ferritin (10 pg/ml, 50 pl/Kavitat) wurde Gber
Nacht bei 4°C an eine 96-Loch-Platte gebunden. Nach der Blockierung mit Blockpuffer fir 1-2 h, wurden 10 ul
Lysat plus 90 pl PBS oder 100 pl Zellkulturiiberstand von transient transfizierten HEK293 Zellen (unstimuliert
oder stimuliert mit IM, GI, GW) fur 2 h dazugegeben. AnschlieRend wurden die Kavitaten der Platte 3-5 x mit
PBS gewaschen, bevor 100 puL AP-Substratlésung (1mg p-Nitrophenylphosphat (pNPP, Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen)/10ml AP-Puffer (siehe Tab. 3)) zugegeben wurden. Daraufhin erfolgte sofort die Messung
der Alkalischen Phosphatase-Aktivitat bei 405 nm an einem SLT Rainbow Plattenlesegerédte (, Tecan”), um die

Menge an gebundenen AP-Konstrukten nachzuweisen.



2.5.5 Kompetitiver AP-ELISA

Der kompetitive AP-ELISA erfolgte nach dem Prinzip des AP-ELISAs und diente auch dem Bindungsnachweis von
H-Ferritin mit l6slichem AP-TIM-2. Hierfir wurde ebenfalls eine 96-Loch-Platte mit H-Ferritin (10 pg/ml,
50 pl/Kavitat) tber Nacht bei 4°C beschichtet und anschlieBend freie Bindungsstellen mit Blockpuffer besetzt.
100 pl Zellkulturiberstand mit gespaltenem AP-TIM-2 (sAP-TIM-2) von transient transfizierten HEK293 Zellen
nach IM-Stimulation wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen an sTIM-2Fc oder sgp130Fc (als Kontrolle)
gemischt und fiir 10 min bei RT inkubiert. Je 100 pl der verschiedenen Verhéltnisse von sAP-TIM-2/sTIM-2Fc
bzw. sAP-TIM-2/sgp130Fc (im Verhaltnis von 1:3 bis 1:0,3125) wurden dann in die H-Ferritin beschichteten
Kavitaten gegeben und fiur 2 h inkubiert. Die Platte wurde mit PBS (3 x) gewaschen, um nicht gebundene
Proteine zu entfernen. Zur Bestimmung der Menge an gebundenen loslichen AP-TIM-2 wurden 100 pl
AP-Substratlésung (mit pNPP) zugegeben und sofort die Alkalische Phosphatase-Aktivitdt bei 405 nm via SLT

Rainbow Photometer (,, Tecan”) gemessen.

2.5.6 Calmodulin-Bindungs-Assay (CaM-IP)

Fir die Analyse der Calmodulin-Bindung wurden zuerst HEK293 Zellen in einer 10 cm Schale transient mit
AP-TIM-2, AP-TIM-2_A1 oder _AICD transfiziert und nach 48 h Inkubation im Brutschrank bei 37°C in 400 pl
eiskaltem, milden Lysepuffer lysiert. Zum Bindungsnachweis wurden 200 upl Calmodulin-gekoppelte
Sepharose 4B (in 650 pl milden Lysepuffer; GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg) mit 150 ul Zelllysat gemischt
und unter standiger Bewegung bei 4°C Gber Nacht inkubiert. Als Kontrolle wurden jeweils 150 ul Zelllysat mit
200 pl ungekoppelter Sepharose 4B unter identischen Bedingungen inkubiert. Nach fiinfmaligem Waschen mit
Lysepuffer wurden die immunoprazipitierten Proteine (AP-TIM-2, AP-TIM-2_A1 oder _AICD) in 50-80 pul
Laemmli-Puffer fiir 10 min bei 96°C erhitzt, via SDS-PAGE (siehe 2.4.3) voneinander getrennt und anschliefend

mit dem anti-Flag M1 Primarantikorper (siehe Tab. 4) im Western Blot (siehe 2.4.5) nachgewiesen.

2.5.7 Prdparation und Aktivierung von primdaren murinen B Zellen aus der Milz

Fur die Isolation von B Zellen aus muriner Milz wurden 8-12 Wochen alte Mause (Charles River Laboratories)
durch zervikale Dislokation getotet und die Milz entnommen. Die Milz wurde in ein 50 ml Falcon R6hrchen mit
10 ml eiskaltes PBS + 0,2 % BSA Uberfiihrt. Danach wurde die Milzsuspension durch ein Metallsieb passagiert
und bei 300 g, 4°C fir 10 min zentrifugiert. Um die Erythrozyten aus der Zellsuspension zu entfernen, wurde
das Pellet in 5 ml Erythrozytenlysepuffer (siehe Tab. 3) resuspendiert und flir 7 min auf Eis inkubiert. Die Lyse
wurde durch Zugabe von 20 ml PBS + 0,2 % BSA gestoppt. Nach 2 x Waschen (300 g, 4°C fiir 10 min) mit je
10 ml PBS + 0,2 % BSA wurden die Zellen in 5 ml PBS + 0,2 % BSA resuspendiert und die Zellzahl bestimmt

(siehe 2.3.2). Die anschlieBende Praparation von B Zellen aus den Milzzellen erfolgte mit dem ,MACS Pan B Cell



Isolation Kit” (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach) nach Angaben des Herstellers. Dabei handelte es sich
um eine Negativselektion d.h. alle nicht B Zellen wurden durch ein Gemisch an biotinylierten Antikérpern des
Herstellers markiert (20 min bei 4°C). Nach einem zweiten Inkubationsschritt, fir 20 min bei 4°C mit anti-Biotin-
gekoppelten, magnetischen Kiigelchen, wurden alle Zellen mit 2-10 ml MACS-B Zell-Separationspuffer
gewaschen. Die Zellen wurden anschlieBend in Puffer (108 Zellen/500 pl) resuspendiert und mittels
Separationsfilter vereinzelt, bevor sie iber eine MACS-S&dule sortiert wurden. Alle markierten Zellen waren
magnetisch und konnten an die Sdule im Magneten binden, wahrend die unbehandelten B Zellen durchflossen

und aufgefangen wurden.

Die gereinigten B Zellen wurden dann in RPMI 1640 Medium mit L-Glutamin (PAA Laboratories, Colbe,
Germany), 10 % FKS und 50 uM B-Mercaptoethanol (GIBCO) bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Zur Induktion
der TIM-2 Oberflachenexpression wurden die B Zellen mit anti-IlgM (5 ug/ml, eBioscience, San Diego, CA, USA)
und anti-CD40 (5 pg/ml, Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA, USA) Antikérpern fir 24-72 h
stimuliert. Daraufhin erfolgten die Shedding-Experimente (siehe 0) mit BzATP, IM und den spezifischen

Inhibitoren sowie eine FACS-Auswertung.

2.6 Statistische Auswertung

Zur statistischen Analyse und zum Erstellen der entsprechenden Diagramme wurde das Computerprogramm
Microsoft Office Excel verwendet. Soweit nicht anders angegeben, entsprechen die Werte dem berechneten
Mittelwert +/- der Standardabweichung (SD). Mit Hilfe des ,student’s unpaired t tests” erfolgte die Berechnung
der Signifikanzen. Ein p-Wert kleiner als 0,05 wurde hierbei als statistisch signifikant angesehen und mit einem

» ¥ gekennzeichnet.



3 Ergebnisse

3.1 Expression und in vitro Shedding-Analyse von TIM-2 nach Stimula-
tion mit PMA, BzATP und lonomycin

3.1.1 Generierung der TIM-2 Expressionsplasmide

Zuerst wurde der vollstindige, offene Leserahmen (ohne die Signalpeptidsequenz) des murinen TIM-2
Rezeptors in einer PCR (siehe 2.2.3.1) mit den beiden Oligonukleotiden 5’mTIM-2_Af/ll und 3’'mTIM-2_Notl aus
Thymus cDNS amplifiziert. Das erhaltene PCR-Produkt wurde gereinigt und mit den Restriktionsendonukleasen
Aflll und Notl behandelt (siehe 2.2.7.1). Der fir die Ligation verwendete Expressionsvektor pcDNA3.1(+) kodiert
fiir eine Signalpeptidsequenz der murinen kappa-Kette der Immunglobuline, ein aminoterminales Flag-Epitop
und ein carboxyterminales Histidin-Epitop. Dieser Vektor wurde ebenfalls mit Aflll und Notl behandelt und
anschlieBend gereinigt. Das Insert wurde in den Zielvektor subkloniert, Klone identifiziert und durch
Sequenzierung verifiziert. Das nach der Ligation entstandene Plasmid wurde pcDNA3.1(+)mTIM-2 genannt.
Flr eine hohere Expressionsrate wurde die TIM-2 Expressionskassette in den eukaryotischen Expressionsvektor
p409 kloniert. Dazu wurde die gesamte TIM-2 Expressionskassette aus den pcDNA3.1(+)mTIM-2 Vektor mit
Pmel ausgeschnitten und in den Pmel behandelten und dephosphorylierten p409 Vektor kloniert. Der

entstandene Vektor wurde im Folgenden p409mTIM-2 genannt.

Afill Notl

Thymus cDNS A Pmel

INAAVAY

A

Ampicillin

Afl - TIM-2 Notl
Hindill
Pmel

+ Pmel
PcDNA3.1(+)mTIM-2 — p409mTIM-2
(6333 bp) L (8718 bp)
Ligation
Ampicillin
Neomycin Pmel
Pmel
P409_Pmel

Ampicillin

Abb. 10: Konstruktion der Expressionsvektoren pcDNA3.1(+)mTIM-2 und p409mTIM-2. Die genaue Beschreibung ist unter
3.1.1 aufgefihrt.



3.1.2 Expression von TIM-2 auf der Zelloberflache von transfizierten HEK293 Zellen

Das fir die Shedding-Experimente verwendete TIM-2 Protein ist in Abb. 11A schematisch dargestellt. TIM-2 ist
ein Typ | Transmembranprotein (Santiago et al., 2007a) und die verwendete cDNS codiert fir eine N-terminale
variable Immunglobulindomane (IgV), gefolgt von einer Mucindomane, einer Transmembrandomaéne (TM) und
einer intrazellularen Doméane (ICD). Zur Detektion von TIM-2 im Western Blot und in der durchfluss-
zytometrischen Analyse wurde am N-Terminus ein Flag-Epitop und am C-Terminus ein Polyhistidin-Epitop (6 x)
fusioniert. Das aminoterminale Signalpeptid (SP) stammt von der murinen kappa-Kette der Immunglobuline

und ermoglicht den korrekten Transport des TIM-2 Proteins zur Zellmembran.

Fir die nachfolgenden Shedding-Experimente war es wichtig, dass TIM-2 korrekt auf der Zelloberflache
exprimiert wird. Deshalb wurde eine durchflusszytometrische Analyse (siehe 2.5.1) durchgefiihrt. Hierzu
wurden HEK293 Zellen mit der TIM-2 cDNS stabil transfiziert und mit einem anti-Flag (M2) Primarantikérper
und einen APC-gekoppelten Sekundarantikorper gefarbt. Die Auswertung der durchflusszytometrischen
Messung ist in Abb. 11B dargestellt. Es war deutlich eine Zunahme der Fluoreszenzintensitat fur die TIM-2
transfizierten Zellen (schwarze Kurve) detektierbar, was darauf schlieRen lasst, dass TIM-2 auf der

Zelloberflache exprimiert wurde.

B B untransfizierte HEK293

— TIM-2 transfizierte HEK293
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Abb. 11: Schematische Darstellung und Zelloberflichenexpression von TIM-2. (A) Das TIM-2 Protein, bestehend aus:
Signalpeptid (SP), Flag-Epitop, variable Immunglobulindomane (lgV), Mucindoméine, Transmembrandomane (TM),
intrazelluldre Domane (ICD) und Histidin-Epitop (His). (B) Durchflusszytometrische Analyse von TIM-2 auf HEK293 Zellen.
HEK293 Zellen wurden mit dem pcDNA3.1(+)mTIM-2 Vektor stabil transfiziert und fir die Durchflusszytometrie mit einem
anti-Flag M2 und einem APC-konjugierten Sekundarantikorper gefarbt. Als Kontrolle wurden untransfizierte HEK293 Zellen
identisch gefarbt. Dargestellt ist die Fluoreszenzintensitat der Zellen.

3.1.3 PMA-Stimulation fiihrt nicht zum Shedding von TIM-2 durch ADAM17

Nachdem TIM-2 korrekt auf der Oberflache von stabil transfizierten HEK293 Zellen detektiert wurde, war der
nachste Schritt die Western Blot-Analyse von TIM-2 im Zelllysat. Daflir wurden COS-7 Zellen mit dem
Expressionsplasmid p409mTIM-2 transient transfiziert und 48 h spater lysiert. Nach der Gelelektrophorese

erfolgte der Western Blot und TIM-2 konnte im Zelllysat mithilfe eines anti-Flag (M1) Priméarantikorpers



nachgewiesen werden. Abb. 12A zeigt das detektierte TIM-2 Protein als Doppelbande zwischen 55 und 80 kDa.

Die Doppelbande entstand wahrscheinlich auf Grund der unterschiedlichen Glykosylierung des TIM-2 Proteins.

Die nachste Frage war, ob TIM-2 proteolytisch freigesetzt wird. Dazu wurden HEK293 Zellen mit p409mTIM-2
transient transfiziert und fir 48 h kultiviert. Anschliefend erfolgte die Stimulation der Zellen fir 1 h mit 100 nM
Phorbol-12-acetat-13-myristat (PMA), welches die Prozessierung vieler unterschiedlicher Zelloberflachen-
proteine aktiviert (Scheller et al., 2011a). Zur Detektion von TIM-2 im Western Blot wurde der anti-Flag (M1)
Primdrantikorper verwendet. Wie in Abb. 12B dargestellt ist, konnte TIM-2 im Zelllysat von unstimulierten und
PMA-stimulierten HEK293 Zellen nachgewiesen werden. Im Zellkulturtiberstand dagegen war sowohl ohne als
auch mit PMA-Stimulation keine l6sliche TIM-2 (sTIM-2) Variante im Western Blot detektierbar. Da PMA
hauptsachlich ADAM17 aktiviert und nicht ADAM10 (Matthews et al., 2003b), deuteten die Ergebnisse an, dass
ADAM17 TIM-2 nicht schneidet. Deshalb wurde als Nachstes die Freisetzung von l6slichem TIM-2 durch
ADAM10 untersucht.
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Abb. 12: Western Blot-Nachweis und Shedding-Analyse von TIM-2 nach Stimulation mit PMA. (A) Western Blot. COS-7
Zellen wurden mit dem Expressionsplasmid p409mTIM-2 transient transfiziert und 48 h spater lysiert. Jeweils 40 pg
Gesamtlysat von transfizierten und nicht transfizierten Zellen wurde fiir die Western Blot-Analyse eingesetzt. Die Detektion
von TIM-2 erfolgte mit einem anti-Flag (M1) Primarantikorpers. (B) HEK293 Zellen wurden mit TIM-2 cDNS transfiziert und
48 h spater mit PMA (100 nm) fir 1 h stimuliert. Die Western Blot Detektion erfolgte mit einem anti-Flag (M1)
Primarantikorper. Oben wurde der Zellkulturiiberstand und unten das Zelllysat aufgetragen.

3.1.4 ADAMZ10 prozessiert TIM-2 nach Stimulation mit BzZATP oder lonomycin

Um herauszufinden, ob TIM-2 durch ADAM10 proteolytisch gespalten wird, wurden HEK293 Zellen mit
p409TIM-2 transient transfiziert und 48 h spater mit BzATP oder lonomycin (IM) fir 30 min in An- und
Abwesenheit des ADAM10 Inhibitors GI254023X (GI) stimuliert. BzZATP und IM aktivieren hauptsachlich die
Protease ADAM10 (Garbers et al.,, 2011) und der spezifische Inhibitor GI hemmt die ADAM10-Aktivitat
(Ludwig et al., 2005). Zur Western Blot Detektion von membranstiandigem TIM-2 im Zelllysat und l6slichem

TIM-2 (sTIM-2) im Zellkulturiiberstand wurde der anti-Flag (M1) Primarantikorper verwendet.



In Abb. 13A und B ist, anhand der aufgetragenen Zelllysate, zu erkennen, dass TIM-2 ohne und mit BzATP, IM
oder Gl etwa gleich stark exprimiert wurde. Nach der BzATP- oder IM-Stimulation war eine 16sliche TIM-2
Variante (siehe Pfeile) im Zellkulturiberstand detektierbar. Der spezifische ADAM10 Inhibitor Gl flhrte zur
Hemmung der BzATP- und IM-vermittelten limitierten Proteolyse von TIM-2, da kein sTIM-2 im Uberstand
nachweisbar war. Diese Ergebnisse deuteten eine Prozessierung von TIM-2 durch ADAM10 an. Um diese
Theorie zu stlitzen, wurden stabil transfizierte TIM-2 HEK293 Zellen mit IM in An- und Abwesenheit der
rekombinanten ADAM10 Prodoméane (A10Pro) stimuliert. Dieses Protein blockiert spezifisch die katalytische
Domane der humanen ADAM10-Protease (Moss et al., 2007). Das |6sliche TIM-2 wurde nach IM-Stimulation im
Western Blot nachgewiesen, aber durch die Zugabe der ADAM10 Prodomane war es nicht mehr im
Zellkulturiberstand detektierbar (siehe Abb. 13C). Demnach wurde die proteolytische Freisetzung von sTIM-2
durch ADAM10 vermittelt und konnte mit der ADAM10 Prodomadne gehemmt werden. Die Experimente zeigen,
dass TIM-2 durch die Protease ADAM10 und nicht durch ADAM17 prozessiert wurde, wodurch eine |6sliche
TIM-2 Variante im Zelliberstand detektiert werden konnte. Im Folgenden wurde das Shedding von TIM-2

genauer durch verschiedene in vitro Methoden untersucht und quantifiziert.
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Abb. 13: Western Blot-Analyse von ADAM10-induziertem TIM-2 Shedding nach Stimulation mit BzATP und IM. (A, B)
Western Blots. HEK293 Zellen wurden mit dem Expressionsplasmid p409mTIM-2 transient transfiziert. Fur die BzATP
Aktivierung wurden die Zellen co-transfiziert mit hP2X7R cDNS. Nach 48 h Inkubation folgte die Stimulation mit BzATP
(500 uM) oder lonomycin (IM, 2,5 uM) fiir 30 min. Der ADAM10-spezifische Inhibitor GI254023X (GI, 3 uM) wurde 30 min
vor der Stimulation zugegeben. Die Western Blot Detektion erfolgte mit einem anti-Flag (M1) Primarantikérper. Als
Kontrolle dienten untransfizierte HEK293 Zellen. (C) Western Blot. HEK293 Zellen wurden stabil mit der TIM-2 cDNS
transfiziert und mit IM (2,5 uM) fur 30 min stimuliert. Zur spezifischen Blockade von ADAM10 wurde die ADAM10
Prodomane (A10Pro) 30 min vor der Stimulation zugegeben. Die Western Blot-Analyse wurde, wie unter A beschrieben,
durchgefiihrt.

3.2 Die quantitative Shedding-Analyse via AP-Assay bestatigt ADAM10
als Protease von TIM-2

3.2.1 Generierung des AP-TIM-2 Expressionsplasmids

Fur die quantitative Shedding-Analyse war es notig, eine Alkalische Phosphatase (AP) N-terminal an das TIM-2

Protein zu fusionieren. Dazu wurde die plazentale Alkalische Phosphatase cDNA mit Hindlll aus dem Vektor



pCRscript-AP-TGFa ausgeschnitten, anschliefend gereinigt und in das Hindlll-verdaute, dephosphorylierte
Plasmid pcDNA3.1(+)mTIM-2 kloniert. AnschlieBRend wurde das korrekte Leseraster der Alkalischen
Phosphatase per Restriktionsendonuklease-Analyse und Sequenzierung Uberprift und der erhaltene Vektor

(far die Expression eines AP-TIM-2 Fusionsproteins) wurde pcDNA3.1(+)AP-mTIM-2 genannt.
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Abb. 14: Konstruktion des Expressionsvektors pcDNA3.1(+)AP-mTIM-2. Alle Details sind unter 3.2.1 beschrieben.
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3.2.2 Zelloberflaichenexpression von AP-TIM-2 auf transfizierten HEK293 Zellen

Um das Shedding von TIM-2 zu bestatigen und zu quantifizieren, wurde eine Alkalische Phosphatase an TIM-2
fusioniert. Das in Abb. 15 dargestellte AP-TIM-2 Fusionsprotein besteht aus einem Signalpeptid (SP),
der Alkalischen Phosphatase (AP), einem Flag-Epitop, dem TIM-2 Protein mit einer extrazellularen
Transmembran (TM)- und intrazellularen (ICD) Doméne sowie einem C-terminalen His-Epitop. Zum Nachweis
der Zelloberflachenexpression von AP-TIM-2 erfolgte eine durchflusszytometrische Analyse. Dafiir wurden
HEK293 Zellen mit der AP-TIM-2 cDNS stabil transfiziert und mit einem anti-Flag (M2) Priméarantikorper, gefolgt
von einem APC-gekoppelten Sekundarantikérper, markiert. In der durchflusszytometrischen Auswertung
(Abb. 15B) war eine Fluoreszenzzunahme (von 10”) fiir die AP-TIM-2 transfizierten Zellen detektierbar, und

demzufolge wurde AP-TIM-2 auf der Oberflache von HEK293 Zellen exprimiert.
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Abb. 15: Schematische Darstellung und Zelloberflichenexpression von AP-TIM-2 (A) AP-TIM-2 Protein mit Signal-
peptid (SP), Alkalischer Phosphatase (AP), Flag-Epitop, variable Immunglobulindomane (IgV), Mucindomane,
Transmembrandoméane (TM), intrazelluldre Domé&ne (ICD) und Histidin-Epitop (His). (B) Durchflusszytometrische Analyse
von AP-TIM-2 auf HEK293 Zellen. HEK293 Zellen wurden mit pcDNA3.1(+)AP-mTIM-2 stabil transfiziert und fur die
Durchflusszytometrie mit einem anti-Flag (M2) und einem APC-konjugierten Sekundarantikorper gefarbt. Als Kontrolle
wurden untransfizierte HEK293 Zellen identisch gefarbt. Angezeigt ist die Fluoreszenzintensitat der Zellen.

3.2.3 ADAML17 prozessiert nicht AP-TIM-2 nach Stimulation mit PMA

Durch die Fusion der Alkalischen Phosphatase (AP) an TIM-2 konnte die Alkalische Phosphatase-Aktivitdt von
membrangebundenem AP-TIM-2 im Zelllysat und I6slichem AP-TIM-2 (sAP-TIM-2) im Uberstand gemessenen
werden (siehe 2.4.7). Die daraus berechnete Spaltungseffizienz gibt das Verhéltnis von SsAP-TIM-2
(= AP-Aktivitdt im Uberstand) zur AP-TIM-2-Gesamtmenge (= AP-Aktivitit im Lysat + Uberstand) an und dient
somit als MaR fiur die Starke der TIM-2 Spaltung. Da das AP-TIM-2 Protein, zusatzlich zur extrazelluldaren
Alkalischen Phosphatase am zytoplasmatischen Ende ein Flag-Epitop enthalt, war es moglich, mit dem
anti-Flag (M1) Priméarantikérper sowohl das membrangebundene AP-TIM-2 als auch das I6slich AP-TIM-2 im
Western Blot nachzuweisen. Der untere Western Blot in Abb. 16A zeigt, dass AP-TIM-2 als Doppelbande
detektiert wurde, die aufgrund des fusionierten AP-Peptids zwischen 100 und 125 kDa lag. Im oberen Blot war
nach ADAM17-Stimulation mit PMA keine |6sliche AP-TIM-2 Ektodoméane (sAP-TIM-2) identifizierbar. Dadurch
wurde bestatigt, dass TIM-2 kein ADAM17 Substrat ist.

Fur den AP-Versuch wurden AP-TIM-2 transient transfizierte HEK293 Zellen mit PMA in An- und Abwesenheit
der spezifischen Inhibitoren stimuliert, anschlieRend lysiert und die AP-Aktivitdt bei 405 nm im Zelllysat sowie
Zelliberstand gemessen, um daraus die Spaltungseffizienz zu berechnen. In Abb. 16B sind die berechneten
Spaltungseffizienzen in einem Diagramm dargestellt. Es war kein Unterschied zwischen PMA-stimulierten und
unstimulierten Zellen zu erkennen. Nach der Zugabe der spezifischen Inhibitoren Gl und GW nahmen die
Spaltungseffizienzen minimal um etwa 0,05 ab. Folglich wurde AP-TIM-2 nicht durch ADAM17 nach Stimulation
mit PMA prozessiert. Um sicherzustellen, dass das verwendete PMA und die Protease ADAM17 in HEK293
Zellen richtig aktiv sind, wurden HEK293 Zellen mit dem Plasmid pCRscript-AP-TGFa transient transfiziert, mit
PMA stimuliert und die Spaltungseffizienzen mittels AP-Aktivitdtsmessung bestimmt. TGFa ist ein bereits
beschriebenes Substrat von ADAM17 (Lee et al., 2003; Sahin et al., 2004). Wie in Abb. 16C dargestellt ist, kam

es nach der Stimulation mit PMA zu einem hoch signifikanten Anstieg der TGFa-Spaltungseffizienz.



Dementsprechend war der verwendete Phorbolester funktionsfahig und konnte ADAM17-abhangiges Shedding
in HEK293 Zellen aktivieren. Da die berechneten Spaltungseffizienzen von AP-TIM-2 die Western Blot
Ergebnisse bestatigten, wurden im Folgenden weitere AP-Versuche zur quantitativen Shedding-Analyse

durchgefiihrt.
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Abb. 16: Western Blot Detektion und quantitativer AP-Assay von AP-TIM-2 nach Stimulation mit PMA. (A) Western Blot-
Nachweis. Zellen wurden mit AP-TIM-2 cDNS transient transfiziert und nach 48 h Inkubation mit PMA (100 nm) fir 2 h
stimuliert. Die Detektion von AP-TIM-2 im Zelllysat (unterer Blot) und I6slichen AP-TIM-2 (sAP-TIM-2, oberer Blot) im
ZellUiberstand erfolgte mit einem anti-Flag (M1) Primarantikorper. (B) AP-Assay von AP-TIM-2. HEK293 Zellen wurden wie
unter A beschrieben transfiziert und stimuliert. Die Inhibitoren G1254023X (Gl, 3 uM) und GW280264X (GW, 3 uM) wurden
30 min vor der Stimulation zugegeben. Nach der Messung der Alkalischen Phosphatase-Aktivitat von AP-TIM-2 im Zelllysat
und sAP-TIM-2 im Zellliberstand bei 405 nm wurde die Spaltungseffizienz (= AP-Aktivitdtgperstana/ (AP-AktiVitat ey +
AP-Aktivitatyperstang)) berechnet. Alle gemessenen Werte wurden dreifach bestimmt. Gezeigt sind die Mittelwert +SD eines
reprasentativen Experimentes (*=p<0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001). (C) AP-Assay von TGFa. HEK293 Zellen wurden mit
pCRscript-AP-TGFa transient transfiziert und 48 h spater mit PMA (100 nm) fiur 2 h stimuliert. Die Bestimmung der
AP-Aktivitat und Spaltungseffizienz fiir TGFa erfolgte, wie unter B beschrieben.

3.2.4 Stimulation mit BzZATP oder lonomycin fiihrt zum Shedding von AP-TIM-2
durch ADAM10

Zur Quantifizierung des Sheddings von TIM-2 durch ADAM10 nach BzATP und lonomycin-Stimulation wurde das
Fusionsprotein aus Alkalischer Phosphatase (AP) und TIM-2, wie oben bereits beschrieben, verwendet. HEK293
Zellen wurden mit AP-TIM-2 cDNS transient transfiziert und 48 h spater mit BzATP oder IM in An- und
Abwesenheit von GI, GW oder A10Pro stimuliert. Der Western Blot-Nachweis (Abb. 17A-C) zeigte die AP-TIM-2
Expression im Zelllysat anhand der spezifischen Doppelbande zwischen 110 und 125 kDa. Wie bereits schon fiir
TIM-2 nachgewiesen wurde, spaltet ADAM10 auch das AP-TIM-2 Protein in transfizierten HEK293 Zellen.
Eine 16sliche AP-TIM-2 Ektodomane (sAP-TIM-2) im Uberstand war nach BzATP- oder lonomycin-Stimulation
mittels Western Blot-Analyse detektierbar (siehe oberen Western Blots in Abb. 17A-C). Durch den spezifischen
ADAM10 Inhibitor Gl sowie den kombinierten ADAM10 und 17 Inhibitor GW wurde die sAP-TIM-2 Freisetzung
in den Zellkulturtiberstand blockiert. Auch durch die Zugabe der ADAM10 Prodoméadne wurde die Prozessierung
von AP-TIM-2 gehemmt, da keine l6sliche AP-TIM-2 Variante im Western Blot nachweisbar war.
Die Verwendung dieser spezifischen ADAM10-Hemmstoffe belegte, dass ADAM10 und nicht ADAM17 das

TIM-2 Protein schneidet.



Die in Abb. 17D-F aufgefiihrten AP-Assays bestatigten die Western Blot Ergebnisse. Es war ein hoch
signifikanter Anstieg der Spaltungseffizienzen (von 0,1 auf 0,6 bis 0,8) nach der Zugabe der ADAM10
Stimulanzien BzATP oder IM detektierbar und ein Rickgang der Spaltungseffizienzen (von iiber 70 %) wenn
zuvor die ADAMI10 Inhibitoren GI, GW oder die A1lOPro zugegeben wurden. Die Hemmung der
Spaltungseffizienz nach Gl Zugabe war noch starker als nach GW Zugabe. Dies spricht fir eine bessere ADAM10
Selektivitdt des ADAM10-spezifischen Inhibitors Gl im Vergleich zum kombinierten ADAM10 und 17 Inhibitor

GW.
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Abb. 17: BzATP- und IM-Stimulation induzieren ADAM10-abhingiges Shedding von AP-TIM-2. (A, B, C) Western Blots.
HEK293 Zellen wurden mit dem Expressionsplasmid pcDNA3.1(+)AP-mTIM-2 transient transfiziert. Fur die BzATP-
Aktivierung wurden die Zellen co-transfiziert mit hP2X7R c¢DNS. 48 h nach der Transfektion folgte die Stimulation mit BzZATP
(500 uM) oder lonomycin (IM, 2,5 uM) far 30 min, in An- und Abwesenheit von GI254023X (Gl, 3 uM, hemmt ADAM10),
GW280264X (GW, 3 uM, hemmt ADAM10 und ADAM17) oder der ADAM10 Prodoméane (A10Pro, 10 uM). Die Inhibitoren
wurden 30 min vor der Stimulation zugegeben. Die Western Blot Detektion erfolgte mit dem anti-Flag (M1)
Primarantikorper. (D, E, F) AP-Assay. Die AP-TIM-2 Transfektion und Stimulation der HEK293 Zellen erfolgte analog der
Western Blot-Analyse (unter A, B, C). Nach der Messung der Alkalischen Phosphatase-Aktivitat von AP-TIM-2 im Zelllysat
und sAP-TIM-2 im Zelliiberstand bei 405 nm wurde die Spaltungseffizienz (= AP-Aktivitatyperstana/(AP-AKtiVitdt sy +
AP-Aktivitatgperstang)) berechnet. Alle gemessenen Werte wurden dreifach bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte +SD
eines reprdsentativen Experimentes (*=p<0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001).

3.2.5 Shedding-Analyse von AP-TIM-2 in ADAM10- und ADAM17-defizienten
murinen embryonalen Fibroblasten (MEFs)

Im Folgenden wurden ADAM10- und ADAM17-defiziente murine embryonale Fibroblasten (MEFs) verwendet,
um die Rolle von ADAM10 als TIM-2-Sheddase unabhéngig zu verifizieren. Diese Zellen wurden sowohl aus
Wildtyp-Mausen als auch aus ADAM10-, ADAM17- und doppelt (ADAM10 und ADAM17)-defizienten Mausen

isoliert und immortalisiert. Dadurch ist spezifisch nur das Proteasegen bzw. die Proteasegenkombination in den



generierten MEFs ausgeschaltet und die jeweilige/n Protease/n nicht aktiv. Im Gegensatz dazu, ist die
Selektivitat der bisher verwendeten Hemmstoffe (Gl, GW, A10Pro) zum Teil sehr unterschiedlich, weil die

meisten Inhibitoren nicht nur eine Protease blockieren konnen (Ludwig et al., 2005).

Zur Untersuchung des konstitutiven Sheddings von TIM-2 wurden die MEFs mit der AP-TIM-2 cDNS transient
transfiziert und nach 24 stiindiger Inkubation erfolgte ein Mediumwechsel mit frischem DMEM ohne FKS. Nach
einer weiteren 24 h Inkubation wurde das Kulturmedium fiir die AP-Analyse abgenommen und die Zellen
lysiert. Im Anschluss folgte die Quantifizierung von AP-TIM-2 im Zelllysat und Zelliberstand per AP-Assay.
Das Diagramm in Abb. 18A zeigt die berechneten Spaltungseffizienzen fiir die verschiedenen MEFs.
Nach 24 stlindiger Kultivierung wurde AP-TIM-2 in Wildtyp MEFs und ADAM17”7" MEFs annihernd gleich stark
konstitutiv geschnitten, wahrend in den ADAM10”" MEFs und in den doppelt-defizienten MEFs nahezu kein

konstitutives TIM-2 Shedding nach 24 stiindiger Inkubation detektierbar war.

Im nachsten Schritt wurden die AP-TIM-2 transfizierten MEFs mit PMA oder lonomycin stimuliert. PMA fiihrte
in ADAM17”" MEFs erwartungsgemald nicht zur Proteolyse von TIM-2. Die berechneten Spaltungseffizienzen
nach PMA-Stimulation (siehe Abb. 18B) waren nahezu identisch mit denen der unbehandelten Kontrolle.
lonomycin hingegen stimulierte die Freisetzung von AP-TIM-2 in Wildtyp MEFs und ADAM177 MEFs, da die
Spaltungseffizienz auf 0,6 anstieg (siehe Abb. 18B). Dieser Anstieg war wiederum gehemmt in ADAM10”" sowie
ADAM10”"/ADAM17” doppelt-defizienten MEFs.

Zusammengefasst zeigen die Daten, dass ADAM10 konstitutiv TIM-2 spalten kann und durch lonomycin (aber

nicht PMA) diese ADAM10-vermittelte TIM-2 Prozessierung verstarkt wird.
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Abb. 18: Shedding-Analyse von AP-TIM-2 in WT, A107, A17” und A107/A17" MEFs. (A) AP-Assay. Wildtyp (WT),
ADAM10 (A107)-, ADAM17 (A177)- und doppelt (A107/A17")-defiziente MEFs wurden transient mit AP-TIM-2 cDNS
transfiziert. 24 h nach der Transfektion erfolgte ein Mediumwechsel mit DMEM”" und die Zellen wurden fiir weitere 24 h
inkubiert. Danach wurde der Zellkulturiiberstand abgenommen und die Zellen lysiert. Nach der Messung der Alkalischen
Phosphatase-Aktivitdat von AP-TIM-2 im Zelllysat und sAP-TIM-2 im Zelliiberstand bei 405 nm wurden die
Spaltungseffizienzen (= AP-Aktivitatyperstana/ (AP-AKtiVitdt e + AP-Aktivitdtyperstana)) berechnet. Dargestellt ist ein
reprasentatives Experiment mit den Mittelwerten einer Dreifachbestimmung +SD (n.s.=nicht signifikant, *=p<0,05,
**=p<0,01, ***=p<0,001). (B) AP-Assay. Die MEFs wurden wie unter A beschrieben transfiziert und 48 h nach der
Transfektion mit PMA (100 nm) fiur 2 h oder lonomycin (IM, 2,5 uM) fur 30 min stimuliert. Der AP-Assay und die
Bestimmung der Spaltungseffizienzen erfolgten analog zu Abb. A.



3.3 Shedding von endogenem TIM-2 in primaren murinen B Zellen

Nachdem in Zellkulturlinien durch TIM-2 Uberexpression gezeigt wurde, dass die Protease ADAM10 TIM-2
spaltet, sollte als Nachstes der endogene Shedding-Nachweis in primdren murinen B Zellen erfolgen. Es war
bereits beschrieben, dass B Zellen nach Stimulation mit anti-lgM und anti-CD40 Antikérpern endogen TIM-2
exprimieren (Chen et al., 2005; Kawamoto et al., 2011). Daher wurden B Zellen aus der Milz von Mé&usen
isoliert und mit anti-IlgM und anti-CD40 Antikérpern fir 0-72 h aktiviert. Zuerst wurde in der
durchflusszytometrischen Analyse anhand des B Zelloberflachenrezeptors CD45R/B220 die B Zellpopulation
bestimmt (sieche Abb. 19A). In diesen B Zellen wurde dann die TIM-2 Expression gemessen, die in Abb. 19B
dargestellt ist. Es war nach 48 und 72 h Inkubation mit anti-IgM und anti-CD40 Antikdrpern eine deutliche

Fluoreszenzzunahme und dementsprechend die endogene TIM-2 Expression auf B Zellen detektierbar.
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Abb. 19: Zelloberflichenexpression von endogenem TIM-2 auf primdren murinen B Zellen. (A) Durchflusszytometrische
Detektion der B Zellen. Primare murine B Zellen aus der Milz wurden fiir 72 h mit 5 pg/ml anti-lgM und 5 pg/ml anti-CD40
stimuliert und mit einem FITC-markierten anti-CD45R/B220 Antikorper gefarbt. Als Kontrolle wurden identische Zellen mit
dem FITC-Isotyp Antikorper markiert. Links im griinen ,Gate” ist die B Zellpopulation dargestellt und rechts die
dazugehorige Fluoreszenzintensitdt der Zellen. (B) Isolierte murine B Zellen aus der Milz wurden fir 0-72 h mit
5 pg/ml anti-IgM und 5 pg/ml anti-CD40 zur TIM-2 Expression aktiviert und fiir die Durchflusszytometrie mit einem
PE-anti-TIM-2 Antikérper markiert. Zur Kontrolle wurden Zellen mit einem PE-Isotyp Antikorper markiert. Dargestellt ist die
Fluoreszenzintensitat der Zellen.

Als Nachstes wurden die aktivierten B Zellen (nach 72 h Stimulation mit anti-lgM und anti-CD40) fir 30 min mit
BzATP oder lonomycin in An- und Abwesenheit des ADAM10-spezifischen Inhibitors Gl stimuliert. Durch die
Aktivierung von ADAM10 mit BzATP oder lonomycin wurde die endogene TIM-2 Zelloberflachenexpression auf
das Kontrollniveau des Isotyps reduziert (Abb. 20A, B). Allerdings verhinderte der ADAM10-spezifische Inhibitor
Gl diesen TIM-2 Verlust auf der Zelloberflache von B Zellen. Diese Ergebnisse deuten an, dass primare B Zellen

endogenes TIM-2 durch ADAM10 prozessieren kénnen.
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Abb. 20: Shedding-Analyse von endogenem TIM-2 auf primdren murinen B Zellen nach Stimulation mit BzZATP und IM.
(A, B) Primédre murine B Zellen aus der Milz wurden mit 5 pg/ml anti-lgM und 5 pg/ml anti-CD40 zur TIM-2 Expression
aktiviert und 72 h spater mit BzATP (500 uM) oder lonomycin (IM, 2,5 uM) fiir 30 min, in An- und Abwesenheit von
GI254023X (Gl, 3 uM, hemmt ADAM10) stimuliert. Fur die Durchflusszytometrie wurden die Zellen mit einem PE-anti-TIM-2
Antikorper markiert. Zur Kontrolle wurden Zellen mit einem PE-Isotyp Antikorper markiert. Dargestellt ist die
Fluoreszenzintensitat der Zellen.

3.4 Herstellung einer nicht-spaltbaren TIM-2 Variante

Eine Prognose der ADAM10-Schnittstelle im TIM-2 Protein war nicht moglich, weil keine eindeutige ADAM10-
Konsensussequenz existiert. Allerdings bevorzugt ADAM10 aliphatische Reste wie Alanin oder Threonin an der
P1 Position und Valin, Glutamin oder Leucin an der P1‘ Position (Caescu et al., 2009). AuRerdem befinden sich
viele ADAM-Schnittstellen in direkter Nahe zur Plasmamembran (Hooper et al., 1997; Scheller et al., 2011a).
Beispielsweise die Schnittstelle des Interleukin-6 Rezeptors (L-6R), ein Substrat von ADAM10 und ADAM17, ist
10 Aminosauren von der Transmembrandomaéne entfernt und liegt zwischen GIn357 and Asp358. Eine Deletion
von 10 Aminosduren im Bereich dieser Schnittstelle hemmte die ADAM17-vermittelte Spaltung des IL-6R nach

PMA-Stimulation (Miillberg et al., 1994), aber nicht das ADAM10-induzierte Shedding (Baran et al., 2013).

Interessanterweise beschreiben Zhang et al. eine nicht-spaltbare TIM-1 Variante, die eine Deletion von 7
Aminosauren in der Mucinregion vor der Transmembrandoméane enthalt (A278-283 FLEHSLL). Diese Deletion
fihrte zur Inhibtion der TIM-1 Proteolyse nach der Stimulation mit dem Tyrosinphosphatase Inhibitor
Pervanadat (Zhang et al., 2007). Dementsprechend wurden als nachstes jeweils 10 Aminosduren lange
Abschnitte im juxtamembranen Bereich der TIM-2 Mucindomane deletiert, um einen relevanten Bereich fir die

ADAM10-vermittelte TIM-2 Spaltung zu finden.



3.4.1 Generierung der Expressionsplasmide fiir die Deletionsmutanten
AP-TIM-2_A1, _A2 und _A3

Um gezielt 10 Aminosaduren im TIM-2 Protein zu deletieren, musste der spezifische Sequenzabschnitt mithilfe
einer SOE-PCR (siehe 2.2.3.3) aus der TIM-2 cDNS entfernt werden. Die dafiir verwendeten , Mutations-Primer*
enthielten nicht den zu deletierenden Sequenzbereich. Als Ausgangstemplate fir die ersten beiden
Amplifikationsschritte, mit jeweils einem duBeren TIM-2-Primer und einem ,Mutations-Primer” (siehe Tab. 7),
diente der Vektor pcDNA3.1(+)mTIM-2. Die beiden generierten Deletionsamplifikate wurden dann in einer
dritten PCR vereinigt, da die ,Mutations-Primer” so gewahlt wurden, dass sie zueinander komplementar
sind. Die finalen TIM-2 Mutationsprodukte wurden anschlieBend gereinigt und wie der Vektor
pcDNA3.1(+)AP-mTIM-2 mit Aflll und Notl geschnitten. Nach der Reinigung des Aflll und Notl gespaltenen
Plasmids folgte die Ligation zwischen dem jeweiligen TIM-2 Deletionsprodukt (A1, A2 oder A3) und dem
geoffneten Vektor. Die erzeugten Vektoren wurden per DNA-Sequenzierung lberprift und im Folgenden als

pcDNA3.1(+)AP-mTIM-2_A1, A2 und _A3 bezeichnet.
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Abb. 21: Konstruktion der Expressionsplasmide fiir die drei Deletionsmutanten AP-TIM-2_A1, _A2, und _A3. Die genaue
Generierung der Plasmide ist unter 3.4.1 beschrieben.



3.4.2 Die Deletionsmutanten AP-TIM-2_A1, A2 und _A3 werden auf der
Oberflache von HEK293 Zellen exprimiert

Die generierten Mutanten AP-TIM-2_A1, A2 und _A3 enthalten jeweils eine Deletion von 10 Aminosaduren
innerhalb der Mucindomane im juxtamembranen Bereich des TIM-2 Proteins. Die AP-TIM-2_Al Mutante
enthallt einen 10 Aminosauren langen Deletionsabschnitt im extrazelluldren Bereich von TIM-2, der direkt an
die Transmembrandomaéne grenzt. Die darauffolgenden 10 Aminosauren der TIM-2 Mucindomane wurden bei
der Mutante AP-TIM-2_A2 entfernt und die daran anschlieenden 10 Aminosauren fehlen bei der AP-TIM-2_A3
Mutante. Die genaue Lage der Deletionen und die exakten Aminosduresequenzen sind in Abb. 22A dargestellt.
Bis auf ihre Deletionen sind die Mutanten AP-TIM-2_A1, _A2 und _A3 mit dem AP-TIM-2 Protein identisch und
besitzen ebenfalls am N-Terminus ein Signalpeptid (SP), die Alkalischen Phosphatase (AP), ein Flag-Epitop sowie

ein C-terminales His-Epitop.

Fiir den Nachweis der Zelloberflaichenexpression der AP-TIM-2 Deletionsmutanten wurden HEK293 Zellen mit
pcDNA3.1(+)AP-mTIM-2_A1, _A2 oder _A3 transient transfiziert und via Durchflusszytometrie analysiert.
Wie in Abb. 22B dargestellt ist, war fiir alle drei Deletionsmutanten AP-TIM-2_A1, _A2 und _A3 eine
Fluoreszenzzunahme (von 105) detektierbar und demnach wurden die Deletionsmutanten AP-TIM-2_A1, A2
und _A3 auf der Oberflache von HEK293 Zellen exprimiert. Als nachstes galt es die proteolytische Spaltung der
Deletionsmutanten AP-TIM-2_A1, A2 und _A3 durch ADAM10 und ADAM17 zu lberprifen.
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Abb. 22: Schematische Darstellung und Zelloberflachenexpression der Deletionsmutanten AP-TIM-2_A1, _A2 und _A3.
(A) Ubersicht der AP-TIM-2_A1, _A2 und _A3 Proteine mit Signalpeptid (SP), Alkalischer Phosphatase (AP), Flag-Epitop,
variable Immunglobulindomane (IgV), Mucindomane, Transmembrandomane (TM), intrazellulire Domdane (ICD) und
Histidin-Epitop (His). (B) Durchflusszytometrische Analyse der Deletionsmutanten AP-TIM-2_A1, A2 und _A3 auf
HEK293 Zellen. HEK293 Zellen wurden mit pcDNA3.1(+)AP-mTIM-2_A1, _A2 oder _A3 transient transfiziert und fir die
Durchflusszytometrie mit einem anti-Flag (M2) und einem APC-konjugierten Sekundarantikorper gefarbt. Als Kontrolle
wurden untransfizierte HEK293 Zellen identisch gefarbt. Angezeigt ist die Fluoreszenzintensitat der Zellen.



3.4.3 Die Deletionsmutante AP-TIM-2_A1 wird nicht durch ADAM10 gespalten

Ziel dieser Mutagenesestudien war es, einen fir das ADAM10-vermittelte Shedding relevanten Bereich in der
Mucinregion des TIM-2 Proteins zu identifizieren. Deshalb wurde das Shedding-Verhalten der drei Deletions-
varianten AP-TIM-2_A1, _A2 und _A3 untersucht und quantifiziert. Fiir diese Analyse wurden HEK293 oder
COS-7 Zellen mit den Deletionsmutanten AP-TIM-2_A1, A2 oder _A3 transient transfiziert und 48 h spater mit
PMA, BzATP oder lonomycin stimuliert. Der Shedding-Nachweis erfolgte per Western Blot mit dem anti-Flag
Primdrantikérper M1 und zur Verifizierung Uber einen AP-Assay. Die Expression der Deletionsmutanten
AP-TIM-2_A1, A2 und _A3 in den Zelllysaten war mittels Western Blot-Analyse nachweisbar, aber eine |6sliche
Variante der drei Deletionsmutanten in den Zellkulturiberstanden nach der Stimulation mit PMA konnte nicht
detektiert werden (Abb. 23A). Sowohl ohne als auch mit PMA-Stimulation lagen die im AP-Assay gemessenen
Spaltungseffizienzen der Deletionsmutanten AP-TIM-2_A1, _A2 und _A3 bei 0 (Abb. 23B). Dementsprechend
wurden die untersuchten Deletionsmutanten AP-TIM-2_A1l, A2 und _A3, analog zu TIM-2, nach der
Stimulation mit PMA nicht durch ADAM17 prozessiert. Nach der ADAM10-Aktivierung mit BzATP oder
lonomycin wurden die Deletionsmutanten AP-TIM-2_A2 und _A3 geschnitten aber interessanterweise nicht die
Mutante AP-TIM-2_A1. Es konnte keine |6slich AP-TIM-2_A1 Variante im Zelkulturiiberstand nach BzATP- oder
IM-Stimulation per Western Blot detektiert werden (Abb. 23C, E). Die AP-Analyse verifizierte, dass die
Deletionsmutante AP-TIM-2_A1 nicht durch ADAM10 gespalten wird (Abb. 23).

Interessanterweise war die im Western Blot detektierte AP-TIM-2_A2 Proteinbande im Zellkulturiiberstand
nach der Stimulation mit BzATP oder IM deutlich schwécher als die Bandenintensitat der identisch behandelten
AP-TIM-2_A3 Mutante (Abb. 23C, E). AuRerdem fiihrte die Stimulation mit BzATP oder IM zu einem sehr
geringen Anstieg der Spaltungseffizienz von AP-TIM-2_A2 im AP-Assay (Abb. 23D, F). Die spezifischen
Inhibitoren GI (ADAM10-spezifisch) und GW (ADAM10- und 17-spezifisch) konnten das BzATP- oder lonomycin-
induzierte Shedding von AP-TIM-2_A2 und _A3 hemmen.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die ADAM10-vermittelte Spaltung von AP-TIM-2_A2 nach der
Stimulation mit BzATP oder IM deutlich geringer als die AP-TIM-2_A3 Prozessierung war und, dass die
Deletionsmutante AP-TIM-2_A1 nicht durch ADAM10 oder ADAM17 geschnitten wurde. Demnach kénnte die

221 ,,230

vermutete ADAM10-Schnittstelle im juxtamembranen Bereich des TIM-2 Proteins zwischen P**"-K*™" liegen.
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Abb. 23: Shedding-Analyse von AP-TIM-2_A1, _A2 und _A3 nach Stimulation mit PMA, BzATP oder IM. (A, C, E) Western
Blots. HEK293 (A, C) und COS-7 (E) Zellen wurden transient mit AP-TIM-2_A1, _A2 oder _A3 cDNS transfiziert. Fur die
BzATP-Aktivierung wurden die Zellen co-transfiziert mit hP2X7R cDNS. 48 h nach der Transfektion folgte die Stimulation mit
PMA (100 nM) fiir 2 h, mit BzATP (500 uM) oder lonomycin (IM, 2,5 uM) fir 30 min, in An- und Abwesenheit von G1254023X
(GI, 3 uM, hemmt ADAM10) oder GW280264X (GW, 3 uM, hemmt ADAM10 und ADAM17). Die Inhibitoren wurden 30 min
vor der Stimulation zugegeben. Die Western Blot Detektion erfolgte mit dem anti-Flag (M1) Primarantik6rper.
(B, D, F) AP-Assays. Hierzu wurden die Zellen, wie unter A beschrieben, transfiziert und stimuliert. Nach der Messung der
Alkalischen Phosphatase-Aktivitdten im Zelllysat und im Zelliberstand bei 405 nm wurden die Spaltungseffizienzen
(= AP-Aktivitatgperstana/ (AP-Aktivitdt ey + AP-AktiVitdtgperstana)) berechnet. Dargestellt ist jeweils ein représentatives
Experiment mit den Mittelwerten einer Dreifachbestimmung #SD (n.s.=nicht signifikant, *=p<0,05, **=p<0,01,
*¥**=p<0,001).

3.4.4 Shedding-Analyse der Deletionsmutanten AP-TIM-2_A1, A2 und _A3in
ADAM10- und ADAM17-defizienten MEFs

Zur unabhéangigen Verifizierung, dass ADAM10 die AP-TIM-2_A1 Mutante nicht prozessiert, wurde die
Shedding-Analyse in den bereits beschriebenden Protease-defizienten murinen embryonalen Fibroblasten
(MEFs) durchgefiihrt. Dazu wurden ADAM10-, ADAM17- und ADAM10/17-defiziente MEFs mit der
AP-TIM-2_A1, _A2 oder _A3 cDNS transient transfiziert und 48 h spater mit lonomycin stimuliert.
Die berechneten Spaltungseffizienzen nach der AP-Analyse sind in Abb. 24 dargestellt. Nach der Stimulation mit
lonomycin wurde die AP-TIM-2_A3 Deletionsmutante in Wildtyp sowie ADAM17-defizienten MEFs prozessiert,

jedoch nicht in ADAM10- und ADAM10/17-doppelt-defizienten MEFs. Die AP-TIM-2_A2 Mutante hingegen
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wurde in Wildtyp MEFs sehr schwach und in den Protease-defizienten MEFs nicht prozessiert.
ErwartungsgemaR sollte die AP-TIM-2_A2 Mutante auch in den ADAM17” MEFs durch ADAM10 gespalten
werden. Die AP-TIM-2_A1 Mutante wurde sowohl in den Wildtyp MEFs als auch in den ADAM-defzienten MEFs
nicht gespalten, da alle berechneten Spaltungseffizienzen unter 0,1 lagen. Dementsprechend legen diese Daten

nahe, dass die ADAM10-Schnittstelle zwischen P221 und K230 im TIM-2 Protein liegen kdnnte.

Als nachstes wurde der Einfluss der Immunglobulin- und der intrazellularen Domane auf das ADAM10-

vermittelte TIM-2 Shedding untersucht.
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Abb. 24: Shedding-Analyse von AP-TIM-2_A1, A2 und _A3 in WT, A107", A17” und A107/A17"7 MEFs. AP-Assay. Wildtyp
(WT), ADAM10 (A107)-, ADAM17 (A177)- und doppelt(A107/A177)-defiziente MEFs wurden transient mit
AP-TIM-2_A1, A2 oder _A3 cDNS transfiziert und 48 h spater mit lonomycin (IM, 2,5 uM) fur 30 min stimuliert. Nach der
Messung der Alkalischen Phosphatase-Aktivitditen im Zelllysat und im Zelliberstand bei 405 nm wurden die
Spaltungseffizienzen (= AP-Aktivitatyperstana/ (AP-AktiVitdt e + AP-Aktivitdtyperstang)) berechnet. Dargestellt ist ein
reprasentatives Experiment mit den Mittelwerten einer Dreifachbestimmung +SD (n.s.=nicht signifikant, *=p<0,05,
**=p<0,01, ***=p<0,001).

3.5 Die Immunglobulindomane und der intrazelluldre Teil von TIM-2
spielen keine Rolle fiir die Prozessierung durch ADAM10

3.5.1 Generierung der Expressionsplasmide fiir die Mutanten AP-TIM-2_AIgV und
AP-TIM-2_AICD

Flr die Mutation der Immunglobulindomane (AlgV) wurde eine PCR mit dem Primerpaar 5’deltalgV_Aflll und
3’'TIM-2(+Stop)_Notl (siehe Tab. 7) sowie dem pcDNA3.1(+)mTIM-2 Vektor als Template durchgefiihrt.
Zur Amplifikation des TIM-2 Proteins ohne zytoplasmatische Doméadne wurde das gleiche Template sowie die
Primer 5'mTIM-2_Aflll und 3’deltalCD_Notl fiir die PCR verwendet. Die erzeugten PCR-Produkte wurden jeweils
Uber Aflll und Notl in einen pcDNA3.1(+)AP-mTIM-2 Vektor kloniert und im Folgenden als
pcDNA3.1(+)AP-mTIM-2_AlgV und _AICD bezeichnet.
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Abb. 25: Konstruktion der Expressionsplasmide fiir die Deletionsmutanten AP-TIM-2_AIgV und _AICD. Die genaue
Beschreibung der Plasmid-Generierung ist unter 3.5.1 aufgefihrt.

3.5.2 AP-TIM-2_AIgV und _AICD werden auf der Oberflache von HEK293 Zellen
exprimiert

Zur weiteren Charakterisierung der ADAM10-induzierten Spaltung von TIM-2 sollte der Einfluss der
Immunglobulin (IgV)- sowie der intrazellularen Doméane (ICD) von TIM-2 untersucht werden. In Abb. 26A ist die
AP-TIM-2_AIgV Mutante ohne N-terminaler Immunglobulindomane grafisch dargestellt, wahrend Abb. 26B die
AP-TIM-2_AICD Mutante ohne C-terminalen intrazellularen Teil zeigt. Beide Deletionsmutanten besitzen am

N-Terminus ein Signalpeptid (SP), die Alkalischen Phosphatase (AP) und ein Flag-Epitop.

Zum Nachweis der Expression von AP-TIM-2_AlgV und _AICD auf der Oberflaiche von HEK293 Zellen wurden
diese mit pcDNA3.1(+)AP-mTIM-2_AlgV oder _AICD transient transfiziert und fiir die durchflusszytometrische
Messung mit einem anti-Flag (M2) Primarantikdrper gefolgt von einem APC-gekoppelten Sekundarantikorper
markiert. Fir beide Deletionsmutanten war eine deutliche Fluoreszenzzunahme (von 105) nachweisbar
(Abb. 26) und demnach wurden die Deletionsmutanten AP-TIM-2_AlgV und _AICD auf der Oberflache von
HEK293 Zellen exprimiert.
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Abb. 26: Schematische Darstellung und Zelloberflichenexpression von AP-TIM-2_AlgV und _AICD. (A) Ubersicht der
AP-TIM-2_AlgV Mutante mit Signalpeptid (SP), Alkalischer Phosphatase (AP), Flag-Tag, extrazelludrer Teil mit der
Mucindomine, Transmembrandoméne (TM), intrazelluldre Doméne (ICD). (B) Ubersicht der AP-TIM-2_AICD Mutante mit
Signalpeptid (SP), Alkalischer Phosphatase (AP), Flag-Epitop, extrazelludrer Teil mit der variablen Immunglobulin (IgV)- und
Mucindoméane, Transmembrandomane (TM) und Histidin-Epitop (His). (C) Durchflusszytometrische Analyse von
AP-TIM-2_AIgV und _AICD in HEK293 Zellen. HEK293 Zellen wurden mit pcDNA3.1(+)AP-mTIM-2_AlgV oder _AICD transient
transfiziert und fir die Durchflusszytometrie mit einem anti-Flag (M2) und einem APC-konjugierten Sekundarantikorper

gefarbt. Als Kontrolle wurden untransfizierte HEK293 Zellen identisch gefarbt. Angezeigt ist die Fluoreszenzintensitat der
Zellen.

3.5.3 Die Mutanten AP-TIM-2_AlgV und _AICD werden durch ADAM10 nach
Stimulation mit BzATP oder lonomycin prozessiert

Um zu untersuchen, ob die N-terminale Immunglobulindomane (IgV) von TIM-2 oder die C-terminale
intrazellulire Domé&ne (ICD) das ADAMI10-vermittelte Shedding von TIM-2 beeinflussen, wurden die
Deletionsvarianten AP-TIM-2_AlgV und _AICD generiert. Fir die Analyse der beiden Mutanten wurden HEK293

Zellen mit pcDNA3.1(+)AP-mTIM-2_AlgV oder _AICD transient transfiziert und 48 h spater mit PMA, BzATP oder
lonomycin stimuliert (Abb. 27).

ErwartungsgemaR kam es nach der PMA-Stimulation nicht zur Spaltung der Mutanten AP-TIM-2_AlgV und
_AICD durch ADAM17. Nach der Stimulation mit BzATP oder lonomycin wurden beide Mutanten wie das
Wildtyp-TIM-2 prozessiert. Dies konnte zum einen durch die Western Blot-Analyse (siehe Abb. 27A, C, E) und
zum anderen im AP-Assay (Abb. 27B, D, F) gezeigt werden. Durch die hemmende Wirkung der beiden
Inhibitoren GI und GW auf das stimulierte Shedding von AP-TIM-2_AlgV und _AICD wurde gezeigt, dass

ADAM10 fiir die Prozessierung beider Mutanten verantwortlich ist.
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Abb. 27: Shedding-Analyse von AP-TIM-2_AIgV und _AICD nach Stimulation mit PMA, BzATP oder IM. (A, C, E) Western
Blots. HEK293 Zellen wurden mit der AP-TIM-2_AlgV oder _AICD cDNS transient transfiziert. Flir die BzATP-Aktivierung
wurden die Zellen co-transfiziert mit hP2X7R cDNS. 48 h nach der Transfektion folgte die Stimulation mit PMA (100 nM)
fir 2 h und mit BzATP (500 uM) oder lonomycin (IM, 2,5 uM) fiir 30 min, in An- und Abwesenheit von GI254023X
(GI, 3 uM, hemmt ADAM10) oder GW280264X (GW, 3 uM, hemmt ADAM10 und ADAM17). Die Inhibitoren wurden 30 min
vor der Stimulation zugegeben. Die Western Blot Detektion erfolgte mit dem anti-Flag (M1) Primarantikorper.
(B, D, F) AP-Assays. Hierfir wurden die HEK293 Zellen, wie unter A beschrieben, transfiziert und stimuliert. Nach der
Messung der Alkalischen Phosphatase-Aktivitaiten im Zelllysat und im Zelliberstand bei 405 nm wurden die
Spaltungseffizienzen (= AP-Aktivitatgperstana/ (AP-Aktivitdt ys,e + AP-Aktivitatyperstang)) berechnet. Dargestellt ist jeweils ein
reprasentatives Experiment mit den Mittelwerten einer Dreifachbestimmung +SD (n.s.=nicht signifikant, *=p<0,05,
**=p<0,01, ***=p<0,001).

3.5.4 Shedding-Analyse der Deletionsmutanten AP-TIM-2_AIgV und _AICD in
ADAM10- und ADAM17-defizienten MEFs

Um sicherzustellen, dass ADAM10 die Prozessierung der Deletionsmutanten AP-TIM-2_AlgV und _AICD
vermittelt, wurden Protease-defiziente murine embryonale Fibroblasten (MEFs) mit der AP-TIM-2_AlgV oder
_AICD cDNS transient transfiziert und nach 48 h mit lonomycin stimuliert. Die berechneten
Spaltungseffizienzen sind in Abb. 28 grafisch dargestellt. Es wurde gezeigt, dass ADAM10 nach der Stimulation
mit lonomycin sowohl die AP-TIM-2_AlgV als auch die AP-TIM-2_AICD Mutante in Wildtyp und
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ADAM17-defizienten MEFs prozessiert. In den ADAM10-defizienten MEFs A107 und AlO‘/‘/A17'/' war kein

Shedding von AP-TIM-2_AlgV oder _AICD detektierbar, da die Spaltungseffizienzen deutlich unter 0,2 lagen.
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Abb. 28: Shedding-Nachweis von AP-TIM-2_AlgV und _AICD in WT, A10”", A17”" und A10”"/A17"" MEFs. AP-Assay. Wildtyp
(WT), ADAM10 (A107)-, ADAM17 (A177)- und doppelt (A107/A177)-defiziente MEFs wurden mit
pcDNA3.1(+)AP-mTIM-2_AIgV oder _AICD transient transfiziert. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen mit
lonomycin (IM, 2,5 uM) fir 30 min stimuliert. Nach der Messung der Alkalischen Phosphatase-Aktivitdaten im Zelllysat und
im ZellGberstand bei 405 nm wurden die Spaltungseffizienzen (= AP-Aktivitatyperstana/ (AP-AKtiVitdt  sae + AP-Aktivitdtyperstand))
berechnet. Dargestellt ist ein reprasentatives Experiment mit den Mittelwerten einer Dreifachbestimmung xSD
(n.s.=nicht signifikant, *=p<0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001).

3.6 Einfluss von Calmodulin auf das Shedding von TIM-2

3.6.1 Der Calmodulin-Antagonist W7 induziert Shedding von TIM-2

Eine Reihe von Studien zeigten, dass Calmodulin (CaM) das Shedding von Transmembranproteinen, wie zum
Beispiel L-Selektin (Kahn et al., 1998), APP (Canobbio et al., 2011) und SemaphorindD (Mou et al., 2013),
reguliert. Dabei bindet Calmodulin an die intrazelluldre oder auch transmembrane Region dieser Proteine und
die Blockade dieser Interaktion durch den Calmodulin-Inhibitor W7 fiihrte zur Induktion des ADAM-abhangigen
Sheddings. Wie die bisherigen Ergebnisse belegen, wurde TIM-2 nach Stimulation mit BzATP oder lonomycin
durch ADAM10 prozessiert. Deshalb sollte als Nachstes untersucht werden, ob der Calmodulin-Antagonist W7
ebenfalls die Spaltung von TIM-2 aktiviert. Hierzu wurden HEK293 Zellen mit TIM-2 cDNS transient transfiziert
und nach 48 h mit W7 (100 uM) fiir 1 h in An- und Abwesenheit der Inhibitoren Gl (spezifisch flir ADAM10) und
GW (blockiert ADAM10 und 17) stimuliert. Wie in der Western Blot-Analyse von Abb. 29A dargestellt ist, war
nach der Stimulation mit W7 I6sliches TIM-2 (sTIM-2) im Zellkulturiiberstand nachweisbar. Diese Spaltung von
TIM-2 wurde durch den ADAM10-spezifischen Inhibitor Gl oder durch den ADAM10/17-spezifischen Inhibitor

GW gehemmt. Identische Resultate zeigten sich fir AP-TIM-2 transient transfizierte HEK293 Zellen sowohl im
Western Blot (Abb. 29B) als auch im AP-Assay (Abb. 29C). Demzufolge scheint Calmodulin an der Regulation

der TIM-2 Freisetzung durch ADAM10 beteiligt zu sein.
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Abb. 29: Shedding-Analyse von TIM-2 und AP-TIM-2 nach der Stimulation mit W7. (A, B) Western Blots. HEK293 Zellen
wurden mit der TIM-2 oder der AP-TIM-2 cDNS transient transfiziert. 48 h nach der Transfektion folgte die Stimulation mit
W7 (100 uM) far 1 h in An- und Abwesenheit von GI254023X (GI, 3 uM, hemmt ADAM10) oder GW280264X
(GW, 3 uM, hemmt ADAM10 und ADAM17). Die Inhibitoren wurden 30 min vor der Stimulation zugegeben. Die Western
Blot Detektion erfolgte mit dem anti-Flag (M1) Primarantikorper. (C) AP-Assay. Hierfiir wurden die HEK293 Zellen, wie unter
A beschrieben, transfiziert und stimuliert. Nach der Messung der Alkalischen Phosphatase-Aktivitdt von AP-TIM-2 im
Zelllysat und sAP-TIM-2 im Zelliberstand bei 405 nm wurde die Spaltungseffizienz (= AP-Aktivitatgperstana/ (AP-Aktivitat, s, +
AP-Aktivitatyperstang)) berechnet. Dargestellt ist ein reprdsentatives Experiment mit den Mittelwerten einer Dreifach-
bestimmung +SD (*=p<0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001).

3.6.2 Shedding-Analyse der Deletionsmutanten AP-TIM-2_A1 und _AICD nach der
Inhibition von Calmodulin durch W7

Nach erfolgreichem Nachweis, dass der Calmodulin-Antagonist W7 Shedding von TIM-2 durch ADAM10
aktiviert, wurde als Nachstes die W7 induzierte Spaltung von AP-TIM-2_A1l, der Deletionsmutante ohne
potentielle ADAM10-Schnittstelle, untersucht. In Abb. 30 ist der dazugehdrige Western Blot (A) und AP-Assay
(C) dargestellt, die jeweils keine Spaltung der AP-TIM-2_A1 Mutante nach der Stimulation mit W7 zeigten.
Sowohl der ADAM10-spezifische Inhibitor Gl als auch der ADAM10/17-spezifische Inhibitor GW konnten die
W7-induzierte Freisetzung der Mutante AP-TIM-2_A1l hemmen. Dementsprechend war ADAM10 nicht in der

Lage nach der Calmodulin Inhibtion durch W7 die Deletionsmutante AP-TIM-2_A1 zu schneiden.

Da, wie bereits erlautert, W7 die Interaktion zwischen Calmodulin und den transmembranen/intrazelluldren
Teil eines Proteins blockiert, stellte sich die Frage, ob die intrazelluldre Doméane von TIM-2 das W7 induzierte
Shedding beeintrachtigt. Interessanterweise wurde die AP-TIM-2_AICD Mutante ohne intrazellulare Domane
nach der Stimulation mit W7 ebenfalls von ADAM10 geschnitten, was sowohl im Western Blot (Abb. 30B) als
auch im AP-Assay (Abb. 30C) nachgewiesen wurde. Die beiden Inhibitoren Gl und GW verhinderten die
W7-stimulierte Spaltung von AP-TIM-2_AICD durch ADAM10. Demzufolge scheint die Deletion der

intrazellularen Doméne von TIM-2 keine Bedeutung fir das W7-vermittelte Shedding durch ADAM10 zu haben.
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Abb. 30: Shedding-Analyse von AP-TIM-2_A1 und _AICD nach der Stimulation mit W7. (A, B) Western Blots. HEK293 Zellen
wurden mit pcDNA3.1(+)AP-mTIM-2_A1 oder _AICD transient transfiziert. 48 h nach der Transfektion folgte die Stimulation
mit W7 (100 uM) fur 1 h, in An- und Abwesenheit von GI254023X (Gl, 3 uM, hemmt ADAM10) oder GW280264X
(GW, 3 uM, hemmt ADAM10 und ADAM17). Die Inhibitoren wurden 30 min vor der Stimulation zugegeben. Die Western
Blot Detektion erfolgte mit dem anti-Flag (M1) Primarantikorper. (C) AP-Assay. Hierfir wurden die HEK293 Zellen wie unter
A beschrieben, transfiziert und stimuliert. Nach der Messung der Alkalischen Phosphatase-Aktivitdten im Zelllysat und im
Zelliberstand bei 405 nm wurden die Spaltungseffizienzen (= AP-Aktivitatiperstana/ (AP-AKtiVitdt  sor + AP-Aktivitdtyperstand))
berechnet. Dargestellt ist ein reprasentatives Experiment mit den Mittelwerten einer Dreifachbestimmung +SD (*=p<0,05,
**=p<0,01, ***=p<0,001).

3.6.3 Interaktion zwischen TIM-2 und Calmodulin

Falls Calmodulin direkt an der Shedding-Regulation von TIM-2 durch ADAM10 beteiligt ist, sollte Calmodulin an
TIM-2 binden. Deshalb wurde fiir das nachste Experiment Calmodulin (CaM)-gekoppelte Sepharose zur
Prazipitation der Fusionsproteine AP-TIM-2, AP-TIM-2_A1 und _AICD verwendet. In Abb. 33 ist dargestellt, dass
sowohl AP-TIM-2 als auch die AP-TIM-2-Deletionsmutanten _Al und _AICD durch die CaM-Sepharose
prazipitiert wurden, jedoch aber nicht durch die ungekoppelte Sepharose. Demzufolge interagiert AP-TIM-2

sowie die Mutanten AP-TIM-2_A1 und _AICD mit Calmodulin.
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Abb. 31: Prazipitation von AP-TIM-2, AP-TIM-2_A1 und _AICD mit Calmodulin-gekoppelter Sepharose. (A-C) Western
Blots. HEK293 Zellen wurden mit pcDNA3.1(+)AP-mTIM-2, pcDNA3.1(+)AP-mTIM-2_A1 oder _AICD transient transfiziert und
48 h spater erfolgte die Zelllyse. 150 pl Zelllysat wurden mit 200 ul Camodulin (CaM) Sepharose oder ungekoppelte
Sepharose liber Nacht bei 4°C inkubiert. Der Nachweis der prazipitierten Proteine erfolgte im Western Blot mit einem
anti-Flag (M1) Priméarantikorper.




3.7 Interaktion zwischen H-Ferritin und loslichem TIM-2Fc Protein

3.7.1 Vektorkonstruktion, schematische Darstellung und Expression von H-Ferritin

Flr die E.coli Expression von H-Ferritin, dem Liganden von TIM-2, wurde der Vektor pet22b(+)mH-Ferritin-PC
erzeugt. Zuerst erfolgte die H-Ferritin PCR-Amplifikation von muriner Leber c¢DNS mit den Primern
5’H-Ferritin_Ndel und 3’H-Ferritin_BamHI. Nach der Restriktion mit Ndel und BamHI| wurde das PCR-Produkt in
den ebenfalls geschnitten Vektor pet22b(+) (Novagen, Darmstadt) kloniert. Um am C-Terminus ein PC-Epitop zu
erhalten, wurde ein PC-Linker mit den beiden Primern 5’L-PC-Tag_BamHI| und 3’L-PC-Tag_Xhol generiert.
Nach der Anlagerung beider Oligonukleotide wurde der Linker in den BamHI und Xhol geschnittenen H-Ferritin-

Vektor kloniert.
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Abb. 32: Generierung des pet22(+)mH-Ferritin-PC Vektors. Unter 3.7.1 ist die exakte Erlauterung zur Plasmid-Konstruktion
beschrieben.

In Abb. 33A ist das H-Ferritin Konstrukt schematisch dargestellt. Es besteht aus der vollstdndigen kodierenden
Region fur das murine H-Ferritin und einem C-terminalen PC-Epitop. Zum Nachweis der Expression von
H-Ferritin wurde jeweils eine Probe vor und nach IPTG Zugabe mittels SDS-Page und anschliefender

Coomassie-Farbung analysiert. Hierfir wurde zuerst der E.coli-Stamm BL21 mit dem H-Ferritin



Expressionsvektor transformiert. Nach erfolgter Kultivierung der Bakterien und Induktion der Expression von
H-Ferritin durch [IPTG-Zugabe wurden die Bakterien lysiert und zentrifugiert. Der H-Ferritin-haltige
Bakterienliberstand wurde bei 70°C fiir 20 min erhitzt, um unspezifische Bakterienproteine zu denaturieren

und das hitzestabile H-Ferritin anzureichern.

In Abb. 33B (+ IPTG + 70°C) ist das exprimierte und gereinigte H-Ferritin als Proteinbande zwischen 20 und
25 kDa dargestellt. Das generierte H-Ferritin Protein wurde im Folgenden fiir Bindungsstudien mit |6slichem

TIM-2 verwendet.
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Abb. 33: Schema von H-Ferritin und dessen Expression in E.coli BL21. (A) Grafische Darstellung des murinen H-Ferritin
Proteins mit C-terminalen PC-Epitop. (B) BL21 Bakterien wurden mit dem Expressionsplasmid pet22b(+)mH-Ferritin-hPC
transformiert. Nach erfolgter Expression von H-Ferritin durch IPTG Induktion und Reinigung Uber Hitze erfolgte der
Expressionsnachweis via SDS-PAGE mit anschlieBender Coomassie-Farbung. Linke Spur: Bakterieniberstand vor der
IPTG-Induktion als Negativkontrolle. Rechte Spur: Exprimiertes H-Ferritin im Bakterienliberstand, nach 2 h IPTG-Induktion
und anschlieRender Reinigung durch Aufkochen bei 70°C fiir 20 min.

3.7.2 Vektorkonstruktion und schematische Ubersicht von sTIM-2Fc

H-Ferritin wurde als naturlicher Ligand von TIM-2 beschrieben (Chen et al., 2005; Todorich et al., 2008;
Han et al., 2011). Es konnte allerdings noch nicht gezeigt werden, ob H-Ferritin auch an I6sliches TIM-2 bindet.
Deshalb wurde eine TIM-2 cDNS, kodierend fiir sTIM-2, ohne Transmembran- und intrazellulaire Doméane, aber
mit C-terminalem Fc-Epitop generiert. Zur Fusionierung der extrazelluldren TIM-2 Domane mit humanem
Fc-Epitop wurde die bereits beschriebene SOE-PCR Strategie verwendet. Dementsprechend erfolgte in der
ersten PCR die Amplifikation von sTIM-2 mit den Primern 5’sTIM-2_Hindlll sowie i3’sTIM-2(EcoRI) und den
pcDNA3.1(+)mTIM-2 Vektor als Template. In einer zweiten PCR wurde die humane IgG1-Fc Domane amplifiziert
mit dem Primer-Paar i5’hFc(EcoRI) und 3‘hFc_Notl sowie dem Vektor pcDNA_DEST40sgp130-hFc(opt) als
Template. In der darauffolgenden finalen PCR wurden beide Konstrukte vereinigt, anschlieBend gereinigt und
wie der Vektor pcDNA3.1(+)mTIM-2 mit Hindlll und Notl geschnitten. Nach erfolgreicher Ligation entstand das
Plasmid pcDNA3.1(+)smTIM-2-hFc.



Ergebnisse
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Abb. 34: Generierung des pcDNA3.1(+)smTIM-2-hFc Vektors. Die genaue Beschreibung zur Plasmid-Konstruktion ist unter
3.7.2 aufgefiihrt.

In Abb. 35 ist das |6sliche TIM-2Fc Protein ohne Transmembran- und intrazelluldire Domane, aber mit dem
gesamten extrazellularen Bereich, bestehend aus N-terminaler Immunglobulindoméane sowie der Mucinregion,
grafisch dargestellt. AuBerdem enthalt das sTIM-2Fc Protein ein Signalpeptid (SP) am N-Terminus und ein

humanes IgG1-Fc-Epitop am C-Terminus.
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Abb. 35: Schematische Darstellung von sTIM-2-Fc. Am N-Terminus befindet sich ein Signalpeptid (SP), gefolgt vom
extrazelluldren Bereich (Immunglobulin (IgV)- und Mucindoméane) des TIM-2 Proteins, der die kodierende Region von
Aminosiure H*-K*** umfasst. Am C-Terminus ist ein humanes IgG1-Fc-Epitop fusioniert.
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3.7.3 Das losliche sTIM-2Fc Protein bindet an rekombinantes H-Ferritin

Da der Zelloberflachenrezeptor TIM-2 an H-Ferritin bindet, sollte als Nachstes untersucht werden, ob I6sliches
TIM-2 (sTIM-2Fc) in der Lage ist, an rekombinantes H-Ferritin zu binden. Wie der Western Blot in Abb. 36A
belegt, fiihrte die Prazipitation von sTIM-2Fc mit Protein-G-Sepharose in Anwesenheit von H-Ferritin zur
Co-Prézipitation von H-Ferritin. Im Uberstand des sTIM-2Fc Protein-G-Sepharose Sedimentes war kein
H-Ferritin und sTIM-2Fc nachweisbar. Dies deutet darauf hin, dass sTIM-2Fc vollstindig durch die
Protein-G-Sepharose prazipitiert wurde und H-Ferritin vollstdndig an sTIM-2 gebunden hat. Als
Negativkontrolle wurde gezeigt, dass das nicht verwandte Fc-Fusionsprotein sgp130Fc (Jostock et al., 2001)
nicht das H-Ferritin Protein co-prazipitieren konnte. Dementsprechend handelte es sich nicht, um eine

unspezifische H-Ferritin Bindung an das Fc-Epitop von sTIM-2Fc.

Als weitere Nachweismethode fiir die Bindung zwischen sTIM-2Fc und H-Ferritin sowie zur genauen
Quantifizierung von gebundenen sTIM-2Fc wurde ein ELISA etabliert. Dazu wurde H-Ferritin an eine ELISA-
Platte gekoppelt und mit unterschiedlichen Verdiinnungsstufen (1:10 bis 1:1200) von sTIM-2Fc (exprimiert in
HEK293 Zellen) oder sgp130Fc (als Negativkontrolle) inkubiert. Die Detektion von gebundenen Fc-Proteinen
erfolgte mit einem POD-anti-hFc Antikorper. Die in Abb. 36B dargestellten Messwerte zeigen, dass durch eine
Konzentrationsabnahme von sTIM-2Fc weniger sTIM-2Fc in der Lage war, an das Platten-gekoppelte H-Ferritin
zu binden. Bei der Analyse von sgl130Fc oder PBS (als Negativkontrollen) wurde erwartungsgemafll keine
Bindung an H-Ferritin gemessen. Dementsprechend scheint das generierte 16sliche TIM-2Fc Protein spezifisch

an rekombinantes H-Ferritin zu binden.
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Abb. 36: Bindungsnachweis von sTIM-2Fc mit H-Ferritin via Co-Immunoprazipitation und ELISA. (A) Co-IP.
Zellkulturtuberstand von sTIM-2Fc oder sgp130Fc (als Negativkontrolle) transient transfizierten HEK293 Zellen wurde mit
Protein-G-Sepharose Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Das H-Ferritin Protein (exprimiert in E.coli) wurde anschlieRend
co-prazipitiert mit dem sTIM-2Fc-Immuncomplex. Dargestellt ist ein Western Blot der immunprazipitierten Proteine. Die
Nitrocellulose Membran wurde auf der Hohe von 45 kDa zerschnitten, um im oberen Teil sTIM-2Fc bzw. sgp130Fc mittels
POD-anti-hFc Antikorper zu detektieren und im unteren Bereich erfolgte der H-Ferritin Nachweis mit dem
anti-PC Primarantik6rper. (B) ELISA (siehe 2.5.3). Die Platte wurde mit je 50 ul H-Ferritin Suspension (10 pug/ml) pro Kavitat
beschichtet. Nach dem Blocken freier Bindungsstellen wurden 100 pl der jeweiligen Verdiinnung von sTIM-2Fc oder
sgp130Fc (HEK293 Uberstand) zugegeben. Die Detektion der gebundenen Fc-Proteine erfolgte mit einem POD-anti-hFc
Antikorper bei 450 nm.



3.8 Bindung von H-Ferritin an ADAM10-gespaltenes losliches AP-TIM-2

Um zu analysieren, ob das vollstindige Transmembranprotein TIM-2 und das prozessierte TIM-2 (nach
lonomycin-Stimulation) an rekombinantes H-Ferritin binden kénnen, wurde ein AP-ELISA (siehe 2.5.4)
entwickelt. Hierflir wurde eine H-Ferritin beschichtete Platte mit Zelllysat oder Zelliiberstand von AP-TIM-2
cDNS transient transfizierten HEK293 Zellen inkubiert. Die Detektion der Alkalischen Phosphatase-Aktivitat
wurde dann genutzt, um die Menge an gebundenem Transmembranprotein AP-TIM-2 im Lysat oder
gebundenem, |6slichen AP-TIM-2 (sAP-TIM-2) im Uberstand nach erfolgter Proteolyse zu messen.
Wie in Abb. 37 dargestellt ist, konnte das nicht prozessierte Transmembranprotein AP-TIM-2 im Zelllysat an das
Platten-gekoppelte H-Ferritin binden, da die gemessenen optischen Dichten (sowohl mit als auch ohne
Stimulanzien) (iber 0,7 lagen. Ferner war zu erkennen, dass nach lonomycin Zugabe die Menge an gebundenen
SAP-TIM-2 im Zelliiberstand deutlich anstieg (ca. um das Doppelte) im Vergleich zur Menge an gebundenen
konstitutiven sAP-TIM-2. Durch die Zugabe von Gl (blockiert ADAM10) oder GW (hemmt ADAM10 und 17) sank
die H-Ferritin-Bindungsrate des prozessierten sAP-TIM-2 im Zelliiberstand auf unter 0,2 ab. Das Lysat und der
Uberstand von eGFP transient transfizierten HEK293 Zellen (als Negativkontrollen) zeigten keine Interaktion zu
H-Ferritin, denn die Bindungsraten lagen unter 0,1. Diese Ergebnisse belegten, dass nicht nur
membranstandiges TIM-2 in der Lage ist an H-Ferritin zu binden, sondern auch die Isliche TIM-2 Variante nach

lonomycin stimulierter Prozessierung durch ADAM10.
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Abb. 37: Interaktion von H-Ferritin mit AP-TIM-2 im Lysat und sAP-TIM-2 im Uberstand. HEK293 Zellen wurden mit
pcDNA3.1(+)AP-mTIM-2 transient transfiziert. 48 h nach der Transfektion folgte die Stimulation mit lonomycin (IM, 2,5 uM)
fir 30 min, in An- und Abwesenheit von GI254023X (GI, 3 upM, hemmt ADAM10) oder GW280264X
(GW, 3 uM, hemmt ADAM10 und ADAM17). Die Inhibitoren wurden 30 min vor der Stimulation zugegeben. Die Detektion
von gebundenen Transmembranprotein AP-TIM-2 im Lysat oder I8sliches AP-TIM-2 im Uberstand erfolgte per AP-ELISA
(siehe 2.5.4). Hierfiir wurden jeweils 10 ul Lysat oder 100 pl Uberstand auf eine H-Ferritin (10 pg/ml, je 50 ul pro Kavitit)
beschichtete ELISA Platte gegeben. Die Messung der gebundenen Proteine erfolgte bei 405 nm nach Substratzugabe fir die
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Zur weiteren Bestatigung, dass H-Ferritin auch an ADAM10-geschnittenes TIM-2 (nach Stimulation mit IM)
bindet, wurde ein kompetitiver AP-ELISA (siehe 2.5.5) durchgefiihrt. Wie in Abb. 38 dargestellt ist, konnte

durch die Reduktion der sTIM-2Fc Konzentration mehr sAP-TIM-2 an das Platten-gekoppelte H-Ferritin binden.



Bei der Inkubation mit dem Fc-Kontrollprotein sgp130Fc war keine kompetitive Hemmung der sAP-TIM-2
H-Ferritin Bindung feststellbar, da alle Messwerte bei 0,8 lagen. Die Negativkontrolle ohne sAP-TIM-2 in der
Ausgangslosung zeigte erwartungsgemaR keine Bindung an H-Ferritin. Diese Resultate stiitzen noch einmal die

Theorie, dass ADAM10-gespaltenes sTIM-2 an H-Ferritin binden kann.
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Abb. 38: Interaktion von H-Ferritin mit ADAM10-gespaltenem sAP-TIM-2. Kompetitiver AP-ELISA (siehe 2.5.5). HEK293
Zellen wurden mit pcDNA3.1(+)AP-mTIM-2 transient transfiziert. 48 h nach der Transfektion folgte die Stimulation mit
lonomycin (IM, 2,5 uM) fir 30 min. 100 pl Zellkulturiberstand mit sAP-TIM-2 (nach Stimulation mit IM) wurden mit
verschiedenen Konzentrationen an sTIM-2Fc oder sgp130Fc (als Negativkontrolle) von transient transfizierten HEK293
Zellen inkubiert. Je 100 ul der unterschiedlichen Verdiinnungslésungen von sAP-TIM-2/sTIM-2Fc oder sAP-TIM-2/sgp130Fc
wurden auf eine H-Ferritin beschichtete Platte gegeben und die AP-Aktivitdt von gebundenem sAP-TIM-2 wurde bei 405 nm

nach Substratzugabe gemessen.

3.9 Die Immunglobulindomane von TIM-2 vermittelt die H-Ferritin
Interaktion

Als Né&chstes sollte mittels AP-ELISA untersucht werden, ob die TIM-2 Deletionsvarianten an rekombinantes
H-Ferritin binden. Hierzu wurde eine H-Ferritin beschichtete Platte mit Zelllysat, von AP-TIM-2, AP-TIM-2_AlgV,
_AICD, _A1, A2 oder _A3 transient transfizierten HEK293 Zellen, inkubiert. Durch die Detektion der Alkalischen

Phosphatase-Aktivitdat konnten dann die gebundenen Proteine nachgewiesen werden.

Wie Abb. 39 zeigt, wurden fiir AP-TIM-2 sowie den Deletionsmutanten AP-TIM-2_AICD, _Al, _A2 und _A3
(HEK293 Lysate) eine OD4gs von Uber 0,7 gemessen. Dementsprechend konnten die Deletionsmutanten
AP-TIM-2_AICD, AP-TIM-2_A1, AP-TIM-2_A2 und AP-TIM-2_A3 wie auch AP-TIM-2 an das Platten-gekoppelte
H-Ferritin binden. Interessanterweise war jedoch keine Bindung der AP-TIM-2_AlgV Mutante an H-Ferritin
nachweisbar, da die gemessene optische Dichte genauso wie die Negativkonntrolle (Lysat von eGFP transient
transfizierten HEK293) unter 0,2 lag. Daraus lasst sich schlieRen, dass die Immunglobulindomane von TIM-2 die
Bindung an H-Ferritin vermittelt. Zur Expressionskontrolle wurde zusatzlich eine Western Blot-Analyse der

untersuchten Deletionsmutanten durchgefiihrt, die im unteren Teil von Abb. 39 dargestellt ist.
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Abb. 39: AP-ELISA zur Bindungsanalyse von H-Ferritin an die AP-TIM-2 Deletionsmutanten. HEK293 Zellen wurden mit
cDNS fur AP-TIM-2, AlgV, AICD, A1, A2, A3 und eGFP als Kontrolle transient transfiziert. Die Bindung der Mutanten an
H-Ferritin erfolgte per AP-ELISA (siehe 2.5.4). Dazu wurden jeweils 10 pl Lysat auf eine H-Ferritin (10 ug/ml, je 50 ul pro
Kavitat) beschichtete Platte gegeben. Die Messung der gebundenen Proteine erfolgte bei 405 nm nach der Substratzugabe
fur die AP. Zum Expressionsnachweis wurde eine Western Blot-Analyse mit dem anti-Flag (M1) Primarantikorper

durchgefihrt.



4 Diskussion

4.1 TIM-2 ist kein ADAM17 Substrat

Die TIM Proteine gehoren zur Gruppe der Typ | Transmembranproteine und spielen bei verschiedenen
Entziindungsreaktionen wie beispielsweise Asthma, Rheuma oder Autoimmunerkrankungen eine
entscheidende Rolle (Freeman et al., 2010). Das murine TIM-2 wird unter anderem auf ausdifferenzierten
Th2 Zellen exprimiert und der TIM-2 Signalweg scheint die Th2-vermittelte Zellantwort negativ zu regulieren

(Chakravarti et al., 2005; Rennert et al., 2006).

TIM-1, welches ebenfalls von Th2 Zellen exprimiert wird und homolog zu TIM-2 ist, wird dagegen als positiver
Th2 Zellaktivator beschrieben (Umetsu et al., 2005). AuRerdem konnte gezeigt werden, dass TIM-1 gesheddet
wird (Ichimura et al., 1998; Zhang et al., 2007) und dass die l6sliche TIM-1 Variante als Biomarker fir
Nierenerkrankungen sowie Nierenzellkarzinome im Menschen genutzt wird (Bonventre & Yang, 2010; Cuadros
et al., 2013). Neueste Studien beschreiben, dass humanes TIM-1, TIM-3 (Moller-Hackbarth et al., 2013) und
TIM-4 (Schweigert et al., 2013) sowohl durch ADAM10 nach lonomycin-Stimulation als auch durch ADAM17
nach PMA Induktion prozessiert werden. Da bis jetzt eine |6slich TIM-2 Variante noch nicht bekannt war, wurde

in der vorliegenden Arbeit das Shedding von TIM-2 untersucht.

Fiir das TIM-2-Homolog, TIM-1, wurde bereits gezeigt, dass ERK am konstitutiven Shedding beteiligt ist und
dass durch die Aktivierung der p38-MAPK die Spaltung gesteigert werden kann (Zhang et al., 2007). Sowohl ERK
als auch die p38-MAPK kénnen nach der Stimulation mit PMA zu einer AKtivierung von ADAM17 fiihren
(Xu & Derynck, 2010). Der Stimulus PMA vermittelt die Rekrutierung der Proteinkinase C (PKC) an die
Zellmembran und Ubernimmt somit die Funktion des natirlichen PKC-Aktivators Diacylglycerol
(Kraft & Anderson, 1983). So ist ADAM17 u.a. in der Lage TGFa zu schneiden nach Aktivierung des p38-MAPK-
Signalwegs (Xu & Derynck, 2010). Ferner kann ADAM17 auch direkt mit ERK-MAPK interagieren, wodurch es zu
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einer Phosphorylierung von ADAM17 am Thr' ™ kommt (Diaz-Rodriguez et al., 1999).

Zur Zeit sind (ber 70 Substrate flir ADAM17 bekannt. Darunter befinden sich sehr wichtige immun-
regulatorische Cytokine wie TNFa, aber auch Zelladhdsionsmolekiile wie L-Selektin oder ICAM-1, einige
Erb-Liganden und -Rezeptoren, und der IL-6R (Scheller et al., 2011a). Fir einige Shedding-Studien mit dem
humanen IL-6-Rezeptor wurden HEK293-Zellen verwendet, die nach PMA-Stimulation den hIL-6R spalten
(Lorenzen et al., 2012). Auf diesen Daten basierend wurden fiir die hier durchgefiihrten Shedding-Analysen
ebenfalls HEK293 Zellen verwendet, da davon ausgegangen werden konnte, dass sie ADAM17 exprimieren.

Dies konnte anhand der gezeigten Spaltung des ADAM17 Substrates TGFa noch einmal bestatigt werden.

Interessanterweise, wurde TIM-2 (exprimiert in HEK293-Zellen) nicht von der ADAM17-Protease nach PMA-
Stimulation prozessiert. Die Expression von TIM-2 konnte jedoch mittels Western Blot erfolgreich
nachgewiesen werden. Dabei war TIM-2 meistens als Doppelbande zwischen 55 und 85 kDa detektierbar,

vermutlich auf Grund der differentiellen Glykosylierung der Mucindoméane. Per Durchflusszytometrie konnte



die richtige Orientierung des TIM-2 Proteins auf der Zelloberfliche von HEK293 Zellen gezeigt werden.
Um eventuelle speziesspezifische Unterschiede der ADAM17-Protease auszuschlieRen, wurde das Shedding von
TIM-2 in murinen embryonalen Fibroblasten (MEFs) untersucht. Dazu wurden Wildtyp, ADAM10-, ADAM17-
oder doppelt (ADAM10 und 17)-defiziente MEFs mit mTIM-2 cDNS transient transfiziert und anschliefend mit
PMA stimuliert. Aber auch hier war keine I6sliche TIM-2 Variante detektierbar. Somit ldsst sich
zusammenfassend sagen, dass TIM-2 nach der Stimulation mit PMA nicht durch die murine oder humane

ADAM17 Protease gespalten wird.

4.2 ADAMI10-vermitteltes Ektodomanen-Shedding von TIM-2

Neben ADAM17 spielt auch ADAM10 eine wichtige Rolle im Immunsystem (Edwards et al., 2008), denn durch
die proteolytische Aktivitdt von ADAM10 werden viele biologische Funktionen wie beispielsweise die
Wundheilung, Herzentwicklung, Zellproliferation oder Apoptose beeinflusst (Reiss & Saftig, 2009).
Friihere Studien zeigten, dass nach PMA-Stimulation ADAM17 das membranstandige CX3CL1-Chemokin, auch
Fraktalkin genannt, spaltet. ADAM10 hingegen vermittelt das konstitutive Shedding dieses Fraktalkins
(Hundhausen et al., 2003). Besonders interessant war hierbei die Tatsache, dass das Fraktalkin in seinem
strukturellen Aufbau den TIM Proteinen sehr dhnlich ist und auch aus einer N-terminalen extrazelluldaren
Domane (beim Fraktalkin = Chemokin-dhnlich, bei den TIMs = Immunglobulin-dhnlich), einer hoch
glykosylierten Mucinregion, einer Transmembrandomane sowie einen intrazellularen Teil besteht.
Das konstitutive Shedding von TIM-2 wurde deshalb mithilfe der bereits beschriebenen MEFs analysiert.
Eine Spaltung von TIM-2 in Wildtyp- sowie ADAM17-defizienten MEFs war ohne Stimulation nach 24 Stunden
Inkubation nachweisbar, wohingegen TIM-2 nicht von den ADAM10- und doppelt (ADAM10 und 17)-
defizienten MEFs freigesetzt wurde. Daraus lasst sich schlieRen, dass ADAM10 (und nicht ADAM17) fur das

konstitutive Shedding von TIM-2 verantwortlich ist.

Ob diese TIM-2 Prozessierung durch ADAM10 auch induzierbar ist, war eine weitere Fragestellung dieser
Arbeit. Zum Beispiel werden die N-Cadherin Proteine ausschlieflich nur von ADAM10, sowohl konstitutiv als
auch nach Induktion, geschnitten (Maretzky et al., 2005a; Reiss et al., 2005). Dagegen werden viele weitere
Substrate wie beispielsweise das Prion-Protein (PrP) (Vincent et al., 2001) oder das Amyloid-Vorlduferprotein
APP (Buxbaum et al., 1998) sowohl durch ADAM17 als auch durch ADAM10 gespalten. Ein weiteres Beispiel fur
die Beteiligung beider ADAM-Proteasen stellt der humane IL-6-Rezeptor dar, dessen Prozessierung zum einen
nach PMA-Stimulation (Mullberg et al., 1992; Millberg et al., 1993) und zum anderen durch die Stimulanzien
lonomycin oder BzATP (Garbers et al., 2011) erfolgt, wobei PMA ADAM17 induziert und lonomycin sowie
BzATP ADAM10 aktivieren (Garbers et al., 2011). Experimente mit proTGFa (pro tumor growth factor a) haben
gezeigt, dass die intrazelluldren Signalwege der PKC und des Calcium-lonophors A23187 unabhingig

voneinander arbeiten (Pandiella & Massague, 1991). Demnach verlduft die ADAM10-Stimulation mit dem



Calcium-lonophor lonomycin wahrscheinlich ohne PKC Beteiligung ab, sondern wird durch den Ca2+-Anstieg im
Zellinnenraum ausgel6st. Die Aktivierung des purinergen P2X7R durch das ATP-Analogon BzATP fiihrt ebenfalls
zu einem Ca’*-Einstrom in die Zelle, was wiederum ADAMI10 aktiviert. Bekannte Membranproteine, die
ebenfalls nach P2X7R-Aktivierung gespalten werden, sind u.a. CD21, CD23 und CD62/L-Selektin. HEK293 Zellen
besitzen keinen P2X7R und wurden deshalb co-transfiziert mit TIM-2 und dem humanen P2X7R. Nach
erfolgreicher Transfektion wurden die Zellen mit BzATP stimuliert, woraufhin eine l6sliche TIM-2 Variante im
Uberstand der Zellen nachweisbar war. Dies bestétigte die Annahme, dass die Proteolyse von TIM-2 mit BzATP
induzierbar ist. Durch die Verwendung der spezifischen Inhibitoren Gl, welches ADAM10 blockiert, sowie GW,
das ADAM10 und 17 blockiert, wurde die Freisetzung von l6slichem TIM-2 gehemmt. Demzufolge scheint

ADAM10 die verantwortliche Protease fiir das P2X7R-vermittelte Shedding nach BzATP-Aktivierung zu sein.

AuRerdem wurde der Einfluss von lonomycin hinsichtlich einer TIM-2 Spaltung untersucht. Auch die
Stimulation mit dem Calcium-lonophor fihrte zu einer rapiden Freisetzung einer l6slichen TIM-2 Variante
innerhalb von 30 min, die sowohl nach GI- als auch nach GW-Pradinkubation nicht mehr nachweisbar war.
Somit stellt lonomycin einen weiteren Stimulus fur die ADAM10-vermittelte TIM-2 Prozessierung dar. Der
Shedding-Nachweis von TIM-2 nach BzATP- oder lonomycin-Stimulation konnte zum einen durch die
Akkumulation des l&slichen TIM-2 Proteins im Uberstand mittels Western Blot gezeigt werden und zum

anderen per AP-Analyse quantifiziert werden.

Da die Selektivitat der verwendeten Inhibitoren Gl und GW nicht vollstandig spezifisch ist (Ludwig et al., 2005),
wurde zur Blockade von ADAM10 auch die rekombinante ADAM10 Prodomane (Moss et al., 2007) verwendet,
mit deren Hilfe noch einmal die Beteiligung von ADAM10 am lonomycin-stimulierten Shedding von TIM-2
bestatigt wurde. Um ferner ein artifizielles Verhalten der humanen Zelllinie HEK293 auszuschlieRen, konnte in
den murinen embryonalen Fibroblasten (MEFs) gezeigt werden, dass TIM-2 nach lonomycin-Stimulation in
Wildtyp und ADAM17-defizienten MEFs prozessiert wurde, aber nicht in ADAM10- und doppelt (ADAM10
und 17)-defizienten MEFs. Demzufolge findet die lonomycin-vermittelte TIM-2-Spaltung speziesiibergreifend
durch humanes und murines ADAM10 statt. Es wurde auch keine Shedding-Kompensation durch ADAM17 in
den ADAM10-defizienten MEFs beobachtet, was bereits fir einige Substrate in bestimmten Zelllinien

beschrieben wurde (Le Gall et al., 2009).

TIM-2 wird in vivo nicht nur auf Th2 Zellen sondern auch auf B Zellen exprimiert (Kawamoto et al., 2011).
Zum Nachweis der physiologischen Relevanz der in vitro-Ergebnisse wurden Shedding-Experimente mit
primdren murinen B Zellen aus der Milz durchgefiihrt. Die Expression von TIM-2 nach der Aktivierung mit
anti-lgM und anti-CD40 monoklonalen Antikérpern sowie die proteolytische Freisetzung des endogenen TIM-2
Rezeptors durch murines ADAM10 nach BzATP- oder lonomycin-Stimulation konnte anhand einer
durchflusszytometrischen Analyse bestatigt werden. Insofern wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass nicht nur das
liberexprimierte TIM-2, sondern auch das endogene TIM-2 auf isolierten B Zellen von ADAM10 nach der
Stimulation mit BzZATP oder lonomycin gespalten wird. Eine Zusammenfassung Uber die Spaltung von TIM-2 ist

in Abb. 40 schematisch dargestellt.
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Abb. 40: Schematische Zusammenfassung der Shedding-Stimulation von TIM-2. TIM-2 wird sowohl konstitutiv als auch
nach der BzATP-Stimulation des P2X7R sowie nach der lonomycin- oder W7 (N-(6-Aminohexyl)-5-chlor-1-
naphthalinsulfonamid)-Stimulation durch ADAM10 gespalten. Die spezifischen Inhibitoren GI254023X und GW280264X
hemmen diese ADAM10-vermittelte Spaltung von TIM-2. ADAM17 kann TIM-2 nicht schneiden, auch nicht nach
PMA-Stimulation. (*) Die lonomycin-vermittelte TIM-2 Prozessierung wird durch die ADAM10 Prodomane inhibiert.
(**) In ADAM10-defizienten murinen embryonalen Fibroblasten (ADAMlO’/' MEFs) findet kein TIM-2 Shedding statt, sowohl
unstimuliert als auch nach lonomycin-Aktivierung.

4.3 Spekulation einer ADAM10-Schnittstelle im membranproximalen
Bereich von TIM-2

Nachdem gezeigt werden konnte, dass TIM-2 durch ADAM10 sowohl konstitutiv als auch induzierbar gesheddet
wird, sollte als nachstes die Schnittstelle fir ADAM10 im TIM-2 Protein ndher eingegrenzt werden. Eine
spezifische Konsensussequenz fiir ADAM10 existiert leider nicht und die Schnittstellen der einzelnen Substrate
unterscheiden sich sehr stark (Black et al., 2003; White, 2003). Bekannt ist jedoch, dass die Spaltung meistens
im membranproximalen Bereich der Substrate stattfindet (Hooper et al., 1997). Diese Annahme wiirde auch
erklaren, weshalb die I6sliche TIM-2 Variante im Western Blot fast auf gleicher Hohe wie die Proteinbande des
membranstandigen TIM-2 Proteins detektiert wurde. Denn die Transmembrandomane von TIM-2 umfasst
zusammen mit den intrazelluldren Bereich nur 76 Aminosauren und diese geringe Differenz von etwa 19 kD

kann mithilfe der Western Blot-Technik nicht genau aufgel6st werden.

Es wurden drei TIM-2-Mutanten (AP-TIM-2_A1, _A2, _A3) mit je einer 10 Aminosaduren langen Deletion in der
Mucinregion, N-terminal der Transmembrandomaiane, generiert. Die Shedding-Analyse dieser Deletions-
mutanten ergab, dass AP-TIM-2_A2 und _A3 nach Stimulation mit BzATP- und lonomycin von ADAM10
geschnitten werden. Interessanterweise wurde die AP-TIM-2_A1-Mutante, die direkt an die Transmembran-

domaéne angrenzt, nicht prozessiert. Dementsprechend wird das ADAM10-Spaltmotiv von TIM-2 innerhalb der



Position Prolin®*' und Lysin230 vermutet. Die nicht-spaltbare AP-TIM-2_Al1 Mutante belegt aulRerdem die
Hypothese, dass ADAM10 im membranproximalen Bereich des Proteins schneidet. Wahrscheinlich ist die
sterische Beschaffenheit im juxtamembranen Abschnitt der Substrate verantwortlich fiir die Zuganglichkeit und
Spaltung durch Proteasen. So beginnt im extrazellularen Bereich des TIM-2 Proteins kurz oberhalb der
Transmembrandomaéne die stark glykosylierte Mucinregion, die vermutlich keinen direkten Angriffspunkt flr

die Metalloproteinase ADAM10 bietet.

Um innerhalb der deletierten Al1-Region nach potentiellen ADAM10 Spaltungsmotiven zu suchen, wurde in der
sogenannten MEROPS-Datenbank recherchiert. In Abb. 41 ist die MEROPS-Tabelle flir ADAM10-Schnittstellen
dargestellt. Dabei geben die Zahlenwerte die bis jetzt ermittelte Haufigkeit bzw. Spezifikation der einzelnen
Aminosduren an der jeweiligen Position in der Schnittstelle an. Die anhand dieser Tabelle berechnete
Schnittstelle mit der groBRten Haufigkeit lautet: Ser-Ala-Gln-Ala-Val-Val-Ser-GIn (siehe Abb. 41 A, in rot
unterhalb der Tabelle aufgefiihrt). Innerhalb der deletierten Al-Sequenz fallen zwei potentielle Schnittstellen
mit hoher Spezifikation auf (siehe Abb. 41, S1 lilanes und S2 oranges Dreieck). Bei diesen beiden Spaltmotiven
wirde der Schnitt jeweils zwischen Prolin und Glutamin erfolgen. Da bei den durchgefiihrten Shedding-
Experimenten auffallig war, dass die AP-TIM-2_A2-Mutante etwas weniger prozessiert wurde als der Wildtyp
und die AP-TIM-2_A3-Mutante, konnte die vermutete Schnittstelle nahe der A2-Sequenz liegen.
Dementsprechend wiirde die potentielle Spaltungsstelle S1 (lila) zwischen der Position Val**® und GIn** in
Frage kommen, weil der Erkennungsbereich fiir diese Schnittstelle in die A2-Region hinein ragt. Die Deletion A2

verringerte vermutlich die Erkennung der ,unvollstandigen” Schnittstelle durch ADAM10.

Um die ADAM10-Schnittstelle im TIM-2 Protein genau zu identifizieren, wurde die I6sliche AP-TIM-2 Variante
aus dem Uberstand von lonomycin-stimulierten HEK293 Zellen immunoprézipitiert und per
Massenspektroskopie analysiert, die leider kein Ergebnis lieferte (nicht gezeigte Daten). Zur weiteren
Untersuchung der Schnittstelle misste die Massenspektroskopie wiederholt werden oder weitere Analysen

mittels Proteinsequenzierungstechniken erfolgen.

Wie auch die MEROPS-Tabelle wiederspiegelt, besitzt ADAM10 keine ausgesprochene Sequenzspezifitat.
Daher stellte sich die Frage, wie ADAM10 sein Substrat erkennt (Selektivitat) und ob sich eventuell die Schnitt-
von der Erkennungsstelle unterscheidet. AuRerdem scheint nicht die Primarsequenz sondern viel mehr die
sekunddre Struktur des extrazellularen Bereichs sowie die Zuganglichkeit einzelner Domdnen von
ausschlaggebender Bedeutung fiir die Substraterkennung und Ektodomdnen-Spaltung zu sein (Seals &
Courtneidge, 2003). Gestiitzt wird diese Hypothese durch Studien mit Antikérpern, die das Shedding von CD30
und HB-EGF inhibieren kénnen. Dabei wurde das Bindungsepitop dieser Antikdrper weit entfernt von der
eigentlichen Schnittstelle gefunden und demnach ist die extrazellulire Region entscheidend fir die
Substraterkennung durch die ADAM-Proteasen (Hansen et al., 2004; Hamaoka et al., 2010). Deshalb wurde
eine TIM-2-Mutante generiert, die keine N-terminale Immunglobulindoméne besitzt (AP-TIM-2_AlgV), um
deren Einfluss auf das ADAM10-vermittelte Shedding zu untersuchen. Auf Grund der Resultate, dass nach

BzATP- und lonomycin-Stimulation die AP-TIM-2_AlgV Mutante gleichermaBen von ADAMI10 wie das



Diskussion

Wildtyp-TIM-2 Protein gespalten wurde, scheint die Immunglobulindomane nicht fir die TIM-2 Erkennung oder

Prozessierung durch ADAM10 entscheidend zu sein.

A Aminosdure P4 P3 P2 P1 P1' P2' P3 P4’
Gly 4 1 1 2 1 1 6 0
Pro 2 4 : ; 7 < : 7 0 0 \ . / 0
Ala 0 8 10 1 3 2
val V 5 4 1 10 9 2 7
Leu 1 3 0 5 3 1 0
lle 0 < ;7 2 3 2 4 4 1
Met 0 2 7 3 0 al 0
Phe 0 2 0 0 1 0 2 3
Tyr 1 2 0 i 0 1 0 0
Trp 0 0 0 0 0 0 0 0
Ser 7/ 4 2 0 2 1 12 3
Thr 3 1 0 5 2 2 4 1
Cys 0 0 0 0 0 0 2 0
Asn 3 0 2 0 0 1 0 0
Gln 0 2 9 2 X ; 7 1 0 *v
Asp 1 0 1 0 0 1 2
Glu 2 1 A il 0 0 2
Lys 2 1 2 3 1 v 1 4
Arg 1 0 1 2 4 5 0 1
His 6 5 1 5 0 1 0 3

Ser-AIa—GIn-AIay_-VaI-VaI-Ser—GIn
B S1
\ )\ )\ )
Y Y Y
Deletion: A3 A2 Al Trans"membran-
W201_D210 P211_P220 P221_K230 domane

Abb. 41: Spekulation von potentiellen Schnittstellen fir ADAM10 im membranproximalen Bereich von TIM-2 mithilfe der
MEROPS-Datenbank. (A) Siehe unter http://merops.sanger.ac.uk/cgi-bin/pepsum?id=M12.210;type=P. In der Tabelle sind
links alle Aminosduren und oben die Position innerhalb der ADAM10-Schnittstelle aufgefiihrt. Die Protease schneidet
zwischen P1 und P1‘. Die Zahlenwerte geben an, wie haufig die jeweilige Aminosdure an den einzelnen Positionen der
Substratschnittstellen identifiziert wurde. Unter der Tabelle ist in rot die potentielle ADAM10-Schnittstelle aufgefiihrt, mit
der bis jetzt am hochsten ermittelten Spezifitit. (B) Dargestellt ist die Aminosduresequenz der drei TIM-2
Deletionsmutanten mit potentiellen ADAM10-Schnittstellen, die anhand der oben aufgeflihrten MEROPS-Tabelle ermittelt
wurden. Mogliche Schnittstellen (S1, S2) in der TIM-2 Sequenz sind mit ausgeflllten Dreiecken markiert, welche die gleiche
Farbe haben, wie ihre dazugehorige Spezifitat in der Tabelle unter A.

Als nachstes wurde untersucht, ob die Intrazellulaire Domane fiir das Shedding von TIM-2 eine Rolle spielt.
Betrachtet man beispielsweise L-Selektin, wurde bereits beschrieben, dass die intrazellulire Domane von
L-Selektin wichtig fir das ADAM-vermittelte Shedding ist (lvetic et al., 2004). Dahingegen wurde der
intrazellulare Teil des hIL-6R nicht fir das PMA-induzierte Shedding durch ADAM17 bendtigt
(Millberg et al., 1994). Die hier durchgefiihrten Experiemente mit der TIM-2-Mutante ohne intrazelluldre
Domane (AP-TIM-2_AICD) deuteten keine Beteiligung der intrazelluliren Domadne am Shedding von TIM-2
weder nach PMA-Stimulation von ADAM17 noch nach ADAM10-Aktivierung durch BzATP oder lonomycin an.
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4.4 Calmodulin-reguliertes TIM-2-Shedding

Das ADAM10-vermittelte Shedding von TIM-2 wird vermutlich durch den Calciumeinstrom in den Zell-
innenraum induziert. Ein wichtiger intrazelluldrer Mediator von verschiedenen Caz+-abhéngigen Vorgangen ist
Calmodulin (CaM) (James et al., 1995; Rhoads & Friedberg, 1997). CaM spielt bei der Regulation des Sheddings
ebenfalls eine wichtige Rolle. Kahn et al. fanden heraus, dass Calmodulin mit der Endodomane von L-Selektin
interagiert und somit die Spaltung von L-Selektin hemmt. Calmodulin-Inhibitoren (W7) kdnnen diese CaM-
Substratinteraktion blockieren. W7-behandelte Zellen zeigten eine starkere Spaltung von L-Selektin durch
ADAM17 (Kahn et al., 1998). Calmodulin ist auch wichtig fir die Kontrolle des Sheddings von Semaphorin4D
durch ADAM17 (Mou et al., 2013) sowie fiir die Prozessierung des Amyloid-Vorlauferproteins APP
(Canobbio et al., 2011).

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass nach Inhibition von Calmodulin durch W7 die
ADAM10-abhangige Spaltung von TIM-2 aktiviert wurde, ohne die Beteiligung anderer Stimulanzien. Demnach
kénnte Calmodulin ein eher genereller Shedding-Regulator sein. Die Wirkung der Hydroxamat-basierten
Metalloproteasen-Inhibitoren war bei dieser W7-vermittelten Shedding-Regulation nicht beeintrachtigt,
denn nach der Verwendung von Gl oder GW wurde die Spaltung von TIM-2 verhindert. Daraus lasst sich
schliefen, dass ADAM10 die verantwortliche Protease fiir die Prozessierung von TIM-2 nach der CaM-Inhibition

durch W7 ist.

Gardiner et al. zeigten, dass das Glykoprotein (GP) VI (aus der Familie der Immunglobulin-lmmunrezeptoren)
nach der Stimulation mit W7 nicht durch ADAM17 sondern durch ADAM10 prozessiert wird. Dabei ist das
Bluttplattchenprotein GPVI &dhnlich aufgebaut wie das TIM-2 Protein. Es besteht aus zwei extrazelluldren
Immunglobulindomanen, einer Mucin-dhnlichen Domane, einer Transmembrandomine, und einer
zytoplasmatischen Region (Clemetson et al, 1999). Anhand von Shedding-Analysen mit GPVI-basierten
synthetischen Peptiden wurde die ADAM10-Schnittstelle im membranproximalen Bereich des GPVI Rezeptors
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zwischen Arg242 und GIn"" identifiziert (Gardiner et al., 2007; Bender et al., 2010). Interessanterweise wurde in

der vorliegenden Arbeit ebenfalls die ADAM10-Schnittstelle im membranproximalen Bereich von TIM-2
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zwischen Pro??! und Gln vermutet, da die Deletionsmutante AP-TIM-2_A1l nach Stimulation mit W7

(BzATP, IM) nicht durch ADAM10 prozessiert wurde.

AuBerdem wurde die Interaktion zwischen Calmodulin und TIM-2 Uberprift, weil fir L-Selektin und
SemaphorindD bereits spekuliert wurde, dass nach der CaM-Bindung an die Endodomane der Proteine sich die
Konformation des extrazellularen Bereichs so verandert, dass die Protease nicht mehr in der Lage ist, ihr
Substrat zu erkennen bzw. die Schnittstelle verdeckt wird (Gifford et al., 2012; Mou et al., 2013). Wie hier
anhand von Immunprazipitationsanalysen mit CaM-gekoppelter Sepharose gezeigt wurde, interagiert CaM mit
TIM-2. Uberraschenderweise war auch eine CaM-Interaktion mit der TIM-2-Mutante ohne intrazelluldren
Abschnitt (AP-TIM-2_AICD) detektierbar. Da aber bereits fir L-Selektin beschrieben wurde, dass CaM mit der
Transmembranregion interagieren kann (Gifford et al.,, 2012), wurde innerhalb der TIM-2-Sequenz nach

potentiellen CaM-Bindungsstellen gesucht. Wie in Abb. 42 dargestellt ist, ragt das berechnete putative



CaM-Bindungsmotiv etwas in den transmembranen Bereich von TIM-2, was ein Indiz fiir die CaM-Bindung an
die Transmembrandomane ist. Ferner existiert innerhalb der Transmembrandoméne ein zweites potentielles

CaM-Bindungsmotiv mit einer sehr niedrigen Bindungserwartung (Score von 2).

Transmembrandomaéne Intrazellulare Domane
| A
[ \ )
..PQ ILMLLSTM VITRYVVMKR KSESLSFVAF PISKIGASPK KVVERTRCED QV..
.00 00000002 4447999999 9999999997 4442000000 0000000000 00

Abb. 42 Potentielle CaM-Bindungsstellen im transmembranen-intrazelluliren Bereich von TIM-2. Dargestellt ist ein
Ausschnitt der Aminosduresequenz der Transmembran- und intrazellularen Domane von TIM-2 sowie die putative
Calmodulin  (CaM)-Bindungsstelle (gelb hinterlegt). Eine zweite potentielle Bindungsregion fir CaM mit einer
niedrigen Bindungserwartung von 2 (grin) liegt in der Transmembrandomane. Das spekulierte CaM-Bindungsmotiv
wurde unter Beriicksichtigung bestimmter Kriterien mit einer Datenbank im Internet
(http://calcium.uhnres.utoronto.ca/ctdb/ctdb/sequence.html) berechnet. Die Zahlen 0-9 geben an, wie hoch die
Wahrscheinlichkeit ist, dass CaM an die jeweilige Position im TIM-2 Protein binden kann. Dabei entspricht 0 keine und 9 die
hochste Bindungserwartung.

Die Gruppe von Diaz-Rodriguez postulierte, dass eine Rezeptor-Tyrosinkinase (TrkA)-Mutante, ohne
zytosolische Region, nach Stimulation mit dem CaM-Inhibitor TFP gespalten wird. Uberdies vertreten sie die
Ansicht, dass die durch Calmodulin-Inhibitoren induzierte Spaltung von Transmembranproteinen nicht durch
den extrazeluliren Influx von Ca**-lonen ausgelost wird (Diaz-Rodriguez et al., 2000). Fir L-Selektin hingegen
wurde bereits eine intrazellulare Ca2+-Abh‘angigkeit bei der CaM-vermittelten Spaltung beschrieben
(Gifford et al., 2012). Auf Grund einer moglichen Rolle von Calcium bei der regulierten Substratfreisetzung
durch CaM-Inhibitoren, miissen noch weitere Experimente durchgefiihrt werden, um den Einfluss von CaM

beim W7-stimulierten TIM-2-Shedding besser verstehen zu kénnen.

4.5 Physiologische Relevanz des TIM-2-Sheddings

Die biologischen Folgen der hier erstmals beschriebenen ADAM10-vermittelten Ektodomanen-Spaltung von
TIM-2 sind noch groRtenteils unklar. Bei diesem Mechanismus wird TIM-2 von der Zelloberflache abgeschnitten
und liegt als 16sliche Form vor, was entscheidende Konsequenzen haben kann. Kawamoto et al. zeigten, dass
durch die Antikorper-vermittelte Blockade von TIM-2 der Verlauf einer Collagen-induzierten Arthritis (CIA) in
der Maus verschlechtert wird. Dabei aktivierten vermutlich TIM-2-Signale die B Zellproliferation und die
Antikorperproduktion wahrend der frilhen Phase der CIA, aber beeintrachtigten nicht die Induktion der
Th1 oder Th17 Zellen. AuRerdem deuteten in vitro Experimente an, dass H-Ferritin, der natrliche Ligand von
TIM-2, die Proliferation von TIM-2-exprimierenden B Zellen verstarkt (Kawamoto et al., 2011). Induziertes

Shedding von TIM-2 auf der Oberfliche von B Zellen kénnte die Interaktion von TIM-2 mit seinem Liganden
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H-Ferritin verhindern. Dementsprechend wiirde es zu keiner Signalinduktion kommen und zur Reduktion der
B Zellproliferation sowie zur verminderten Antikdrperproduktion, wodurch der Verlauf der CIA positiv

beeintrachtigt werden kénnte.

Einige Studien deuten an, dass TIM-2 wahrscheinlich inhibitorische Funktionen in der Th2-abhangigen
Immunantwort hat. Die Injektion von I6slichem TIM-2Fc in die Maus wahrend der Induktionsphase fiihrte zu
einer Verbesserung des Krankheitsverlaufs der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE). EAE ist
eine Thl-vermittelte Autoimmunkrankheit, die im Menschen der Multiplen Sklerose Erkrankung &dhnlich ist.
Das losliche TIM-2Fc scheint die Hyperproliferation von Th2 Zellen und die Th2-Cytokinproduktion in vivo
zu aktivieren, wodurch die EAE gelindert wurde (Chakravarti et al., 2005). Wie in dieser Arbeit gezeigt wurde,
wird TIM-2 im juxtamembranen Bereich durch ADAM10 gespalten und enthélt wie das in der Studie verwende
I6sliche TIM-2Fc die Immunglobulin- und Mucindomane. Daher kdnnte das Shedding von TIM-2 auch zu einer

Aktivierung von Th2 Zellen und Verbesserung der EAE fiihren.

Eine weitere Studie zeigte, dass losliches TIM-2Fc zu einer Verschlimmerung der Lungenentziindung im
Ovalbumin-induzierten Asthma-Modell fiihrt. Die Entwicklung von Asthma und anderen atopischen
Krankheiten wird durch Th2 Zellen und deren Cytokinproduktin vermittelt. TIM-2-defiziente Mause zeigten
ebenfalls einen negativen Verlauf der Lugenentziindung in diesem Asthmamodell. (Rennert et al., 2006). Diese
Daten deuten an, dass TIM-2 ein Schliisselkontrollpunkt fir die Effektor-T-Zellaktivitdt darstellt und
moglicherweise als negativer Th2-Regulator wirkt. Shedding von TIM-2 auf der Oberfliche von Th2 Zellen
kénnte deshalb auch den Verlauf der Lungenentziindung negativ beeintrachtigen. Andererseits kénnte durch
die Spaltung von TIM-2 auf Th2 Zellen eine intrazelluldre Signalkaskade angeschaltet werden, die wiederum
eine verstarkte Inhibition der Th2 Zellproliferation auslést und damit die Lungenenziindung positiv

beeintrachtigen wirde.

AufBlerdem ist flir einige Proteine bekannt, dass ihre I6slichen Varianten nach der Prozessierung vollkommen
neue Funktionen aufweisen. So ist fir TNFa (tumor nekrosis factor a) beschrieben, dass membranstdndiges
TNFa anti-inflammatorische Eigenschaften besitzt wohingegen das losliche TNFa nach der Spaltung durch
ADAM17 eines der starksten proinflammatorischen Cytokine ist (Alexopoulou et al., 2006 ). Auch die Aufgaben
des membranstandigen IL-6R unterscheiden sich stark vom |6slichen Rezeptor, der Zellen fiir IL-6 empfanglich

macht, die von sich aus nicht auf dieses Cytokin reagieren kénnen (Scheller et al., 2011b).

In diesem Zusammenhang ist es dulerst interessant, dass nicht nur das l6sliche TIM-2Fc Protein an H-Ferritin
binden konnte, sondern auch die durch ADAM10 prozessierte TIM-2 Variante nach lonomycin-Stimulation.
Demzufolge ist einerseits weniger TIM-2 auf der Zelloberflache, das mit H-Ferritin interagieren kann und
andererseit kann durch die prozessierte TIM-2 Variante die Bindung von H-Ferritin an das membranstandige
TIM-2 auf Zellen verhindert werden, sodass es wahrscheinlich bei einer hohen Shedding-Rate zu
Veranderungen in der Eisenhomodostase kommt, da TIM-2 in den H-Ferritin-vermittelten Eisentransport
involviert ist. Beispielsweise zeigten Han et al., dass der Eisentransport tUber die H-Ferritin Bindung an TIM-2

auf Nierenzellen sowie B Zellen erfolgt (Han et al., 2011). Endogenes TIM-2 wird von der Oberflache auf



B Zellen durch ADAM10 pozessiert. Dies konnte den Transport von Eisen hemmen, sodass dadurch die
Entwicklung oder Aktivierung der B Zellen beeintrichtigt wird. Ahnliche Auswirkungen kénnten auch fir die

Nierenzellen vermutet werden.

Ein weiteres wichtiges Beispiel fiir den Einfluss des TIM-2 Sheddings bei der Eisenhomdostasis ist der H-Ferritin-
abhangige Eisentransport in Oligodendrozyten, der (ber die Interaktion an TIM-2 vermittelt wird.
Oligodendrozyten exprimieren keinen Transferrin-Rezeptor und kénnen somit nicht tGber Tranferrin Eisen
aufnehmen. Dennoch enthalten Oligodendrozyten mehr Eisen als andere Zellen im zentralen Nervensystem, da
sie Eisen fiir die Produktion von Myelin benotigen (Todorich et al., 2008). Dementsprechend konnte die
Spaltung von TIM-2 auf Oligodendrozyten dazu fiihren, dass kein Eisen in die Zellen transportiert wird und die
Myelinisierung beeintrachtigt wird, was wiederum entscheidende Auswirkungen im zentralen Nervensystem

haben kénnnte.

Ferner ist H-Ferritin nicht nur flir den Eisentransport verantwortlich, sondern ist vielmehr ein multi-
funktionales Protein, welches proinflammatorisch (Ruddell et al., 2009) wirken kann aber auch die Proliferation
von B Zellen (Kawamoto et al., 2011) sowie die Tumorentwicklung (Alkhateeb & Connor, 2013) beeintrachtigen
kann. Studien zeigten, dass Ferritin-reiche Makrophagen die Entwicklung von Brustkrebs durch die Produktion
und Sekretion von Ferritin beeinflussen. Ferritin konnte dabei als Antioxidanz wirken und die Reaktion von
Chemotherapheutika, die reaktive Sauerstoffspezies (ROS) fir eine Aktivierung bendtigen, hemmen
(Alkhateeb & Connor, 2013; Alkhateeb et al., 2013). In Hinblick auf diese Daten und die Tatsache, dass
H-Ferritin die Eisenoxidation innerhalb des Ferritin Proteinkomplexes vermittelt, ist die Balance zwischen
membranstandigen und l6slichen TIM-2 von groBer Bedeutung. Zusamenfassend deuten die Daten zur
proteolytischen Freisetzung von TIM-2 auf eine sehr komplexe und wichtige Rolle dieses Proteins im

Immunsystem hin.

4.6 Ausblicke

Die vorliegende Arbeit beschreibt, dass TIM-2 sowohl konstitutiv als auch nach Stimulation mit BzATP und
lonomycin durch ADAM10 gesheddet wird. Dies ist somit ein weiteres Gegenbeispiel fiir die oft publizierte
Shedding-Einteilung in konstitutive ADAM10-vermittelte und induzierte ADAM17-vermittelte Prozessierung.
Ob noch andere Proteasen am TIM-2-Shedding beteiligt sind, miisste in der Zukunft noch ndher untersucht
werden. Da hier jedoch nach Calmodulin-Inhibition mithilfe von W7 auch ADAM10 als TIM-2-spaltene Protease

identifiziert wurde, scheint TIM-2 hauptsachlich von ADAM10 prozessiert zu werden.

Die Untersuchungen zum CaM-vermittelten W7-induzierten Shedding befinden sich erst am Anfang. Dabei
scheint Calmodulin an den transmembranen-intrazellularen Bereich von TIM-2 zu binden. Inwiefern diese

Bindung wirklich das Shedding durch ADAM10 verhindert, muss in weiteren Experimenten verifiziert werden.



Ferner ist es nétig, die Beteiligung von Calcium bei der CaM-TIM-2-Bindung sowie beim TIM-2-Shedding-
Mechanismus zu analysieren, da fiir L-Selektin bereits gezeigt wurde, dass eine erhohte Ca’*-Konzentration aus
intrazellularen Speichern zur CaM-Dissoziation vom Substrat fihrt und folglich die Spaltung von L-Selektin

resultiert.

Die durchgefiihrten Shedding-Experimente mit den drei generierten TIM-2 Deletionsmutanten (AP-TIM-2_A1,

_A2, _A3) zur Lokalisierung einer potentiellen ADAM10-Spaltstelle im membranproximalen Bereich von TIM-2,
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brachten den Hinweis, dass die ADAM10-Schnittstelle innerhalb der Region zwischen Prolin®** und Lysin23
liegen misste, da die erzeugte AP-TIM-2_Al-Mutante nach Stimulation mit BzATP oder lonomycin nicht
gespalten wurde. Mithilfe dieser Shedding-resistenten Variante AP-TIM-2_A1l konnte eine nicht-spaltbare

TIM-2 knock-in Maus erzeugt werden, um die Relevanz der TIM-2-Spaltung in vivo zu untersuchen.

Eine erste Massenspektroskopie vom prazipitierten, |6slichen AP-TIM-2 Konstrukt lieferte keine genauen Daten
(nicht gezeigte Daten). Deshalb sollte diese Analyse als ndchstes wiederholt werden, um die genaue ADAM10-
Schnittstelle zu identifizieren. Falls erneut keine eindeutigen Ergebnisse zustande kommen, miisste eventuell
das viel kleinere, vermutlich nicht-glykosylierte C-terminale TIM-2-Fragment fiir die Spektroskopie verwendet

werden oder andere Proteinsequenzierungsmethoden in Betracht gezogen werden.

Die intrazellulare Doméane (ICD) vom Substrat oder der Protease kann auch eine entscheidende Rolle beim
Ektodomanen-Shedding spielen. Im Fall von TIM-2, konnte hier allerdings gezeigt werden, dass die ICD des
Proteins keinen Einfluss auf die Spaltung durch ADAM10 hat. Allerdings enthélt die intrazelluldre Sequenz von
TIM-2 ein Phosphorylierungsmotiv fiir die PI3-Kinase (YXXM) (Chen et al., 2005) und TIM-2 kann nach
T Zellaktivierung phosphoryliert werden (Kumanogoh et al., 2002). Der genaue Aktivierungprozess, z.B. durch
TIM-2-Dimerisierung, ist allerdings noch unklar und misste in weiteren Arbeiten erforscht werden. AuRerdem
sollte die Signaltransduktion nach dem Shedding-Ereignis ndaher betrachtet werden. Ferner wurde hier auch
noch nicht untersucht, ob die ADAM10-Spaltung eine weitere intramembrane Proteolyse (RIPping) auslost,
sodass ein losliches C-terminales TIM-2-Fragment entsteht, welches ins Zellinnere oder sogar in den Zellkern

transloziert wird.

Nicht nur der intrazellulare Teil von TIM-2 nach der Spaltung kann groRe Bedeutung und Auswirkungen haben,
sondern auch der extrazellulare Abschnitt. So wurde in dieser Arbeit erstmalig die Interaktion des
prozessierten, loslichen TIM-2 mit H-Ferritin nachgewiesen. Ob die Bindung von H-Ferritin an ungeschnittenes
TIM-2 einen Einfluss auf das Shedding von TIM-2 hat, misste in weiteren Studien analysiert werden. Es besteht
noch viel Forschungsbedarf, um wirklich verstehen zu kdnnen, welche Rolle das gesheddete TIM-2 im
Immunsystem z.B. bei der H-Ferritin-regulierten Eisenhomoostasis hat. Sehr interessant ist allerdings das hier
gezeigte Resultat, dass endogenes TIM-2 auf der Oberfliche von aktivierten B Zellen durch ADAM10
geschnitten wird. Dies stellt eine entscheidende Grundlage fiir weitere ex vivo und in vivo Shedding-
Experimente in der Maus dar. Es ware beispielsweise denkbar, die Spaltung von TIM-2 in einer konditionellen
ADAM10-knock-out Maus ndher zu untersuchen. Ferner sollte ein TIM-2-ELISA etabliert werden, um auch die

Serumkonzentration von I6slichem TIM-2 unter normalen und pathophysiologischen Zustidnden messen zu



kénnen. AuRerdem stellt sich die Frage, unter welchen Umstanden wird in vivo mehr TIM-2 und ADAM10
produziert und ob es Gemeinsamkeiten in der Expressionsinduktion von Substrat und Protease gibt. Dies

koénnte ein weiterer Ansatzpunkt fiir in vivo Studien sein.



5 Zusammenfassung

Die genomischen Regionen der TIM (T Zell Immunglobulin- und Mucindomanen) Proteine stehen in Verbindung
mit zahlreichen Krankheiten, einschlieflich allergischen Reaktionen, Transplantationstoleranz, Autoimmun-
reaktionen und Krebs (Freeman et al., 2010). Es existieren acht murine TIM-Gene (mTIM-1 - mTIM-8), sowie
drei humane (hTIM1, hTIM-3, hTIM-4). Das murine TIM-2 Protein hat kein Ortholog im Menschen, weist aber
eine grofRe Sequenzhomologie mit mTIM-1 auf, welches nach erfolgter Proteolyse auch als |6sliche Variante
beschrieben wurde. Zahlreiche Transmembranproteine werden von der Zelloberfliche durch Proteasen
abgespalten, wodurch l6sliche Ektodomdnen entstehen, die es ermdglichen, immunologische Prozesse
einzuleiten, die Starke der Immunantwort zu regulieren und diese auch zu beenden. TIM-2 ist, wie alle TIM
Rezeptoren, ein Typ | Transmembranprotein und wird hauptsachlich auf differenzierten Th (T-Helfer)2 Zellen
sowie aktivierten B Zellen exprimiert. Der Aufbau der TIM Proteine ist dhnlich strukturiert wie der, des
membranstandigen CX3CL1 Chemokins (Fraktalkin), von dem bereits bekannt ist, dass es durch ADAM10 und
ADAM17 prozessiert wird. Darauf aufbauend wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob das murine
TIM-2 Protein ein Substrat von ADAM10 oder 17 ist. Fiir die Aktivierung von ADAM17 wurde der Phorbolester
PMA (Phorbol-12-myristat-13-acetat) als Stimulus verwendet und zur ADAM10-Induktion das lonophor
lonomycin sowie BzATP (2'(3')-O-(4-Benzoylbenzoyl)Adenosin-5'-Triphosphat). Mit Hilfe von spezifischen
ADAM10/17-Inhibitoren und der ADAM10 Prodomine konnte ADAM10, aber nicht ADAM17, als
Hauptprotease fur TIM-2 identifiziert werden. Weitere Experimente zum Shedding von TIM-2 in Wildtyp-,
ADAM10-, 17- oder doppelt (ADAM10 und 17)-defizienten MEFs (murinen embryonalen Fibroblasten)
bestatigten, dass TIM-2 durch ADAM10 gespalten wird. Interessanterweise fiihrte eine Deletion im
extrazelluldren Bereich von TIM-2 nahe der Transmembrandomane zu einer stark verminderten TIM-2-Spaltung
nach BzATP- oder lonomycin-Stimulation. Diese Ergebnisse deuten daraufhin, dass die ADAM10-Schnittstelle
im TIM-2 Protein innerhalb der Region zwischen Prolin®*" und Lysin”* liegt oder, dass dieser Bereich essentiell
fir die Substraterkennung durch ADAM10 ist. Weitere Untersuchungen mit TIM-2 Mutanten ohne die
Immunglobulindomane oder der intrazelluldren Region zeigten keinen Einfluss auf das TIM-2 Shedding. Studien
an L-Selektin, APP (Amyloid Precursor Protein) oder Semaphorin4D deuten an, dass das Calcium-bindende
Protein Calmodulin (CaM) ein negativer Shedding-Regulator ist. Dieses konnte auch hier fiir das Substrat TIM-2
gezeigt werden, da die Interaktion von TIM-2 mit Calmodulin das Shedding von TIM-2 negativ beeinflusst. CaM
interagiert vermutlich mit dem transmembranen-intrazelluldaren Bereich von TIM-2 und verhindert somit die
Prozessierung durch ADAM10. SchlieBlich konnte die BzATP- und lonomycin-vermittelte Spaltung von
endogenem TIM-2 auf primdren murinen B Zellen nach der Aktivierung mit anti-IgM und anti-CD40
monoklonalen Antikérpern nachgewiesen werden. AuRerdem war H-Ferritin, der natirliche Ligand von TIM-2,
nicht nur in der Lage an das membranstandige TIM-2 zu binden, sondern auch an die natdrlich, I6sliche TIM-2
Variante. H-Ferritin vermittelt den Eisentransport im Organismus und kann die Proliferation von B Zellen
steigern. Ob dementsprechend das hier erstmalig beschriebene ADAM10-abhdngige Shedding von TIM-2 in der
B Zellbiologie oder bei der Regulation der Eisenhomoostasis eine Rolle spielt, mlsste in weiteren Studien

untersucht werden.



6 Summary

TIM (T cell immunoglobuline and mucin domain) genomic regions are linked to multiple disease states including
allergy, asthma, transplant tolerance, autoimmunity and cancer (Freeman et al., 2010). There are eight
TIM genes in mice (MTIM-1 - mTIM-8), and three in humans (hTIM-1, hTIM-3, hTIM-4). The murine TIM-2
protein has no ortholog in humans but is highly homologous to the murine TIM-1, which is known to be
proteolytically cleaved. Many transmembrane proteins are cleaved from the cell surface by proteases, resulting
in the generation of soluble ectodomains, which can regulate different immune processes. TIM-2 is a
type | transmembrane glycoprotein and is expressed on late differentiated Th (T helper)2 cells or activated
B cells. The structure of the TIM proteins resembles that of fractalkine, which is a membrane bound CX3CL1
chemokine and is cleaved by ADAM10 and ADAM17. Here, ectodomain-shedding of TIM-2 by ADAM10 or 17
was analyzed. The phorbol-ester PMA (Phorbol-12-myristat-13-acetat) was used for the activation of ADAM17
and the ionophor ionomycin or BzATP (2'(3')-O-(4-Benzoylbenzoyl)Adenosin-5'-Triphosphat) were used to
induce ADAM10. With the help of ADAM10/17-specific inhibitors and the ADAM10 prodomain, ADAM10 but
not ADAM17 was identified as major sheddase of TIM-2. Further shedding experiments with ADAM10-,
ADAM17- or double (ADAM10 and 17)-deficient MEFs (murine embryonic fibroblasts) confirmed the cleavage
of TIM-2 by ADAM10. Interestingly, ionomycin- or BzZATP-induced shedding of TIM-2 was abrogated by deletion
of 10 juxtamembrane amino acids from the stalk region but not by deletion of two further N-terminally located
blocks of 10 amino acids, indicating a membrane proximal cleavage site within the region between proline®*!
and Iysinem. TIM-2 lacking the immunoglobulin domain or the intracellular tail was cleaved after ionomycin- or
BzATP-treatment, indicating that these domains were not involved in the regulation of ectodomain shedding.
Studies with L-selectin, APP (Amyloid Precursor Protein) or semaphorindD defined the basic calcium-binding
protein calmodulin (CaM) as a negative shedding-regulator of these substrates. In this study, the same was
shown for TIM-2, because TIM-2 cleavage by ADAM10 was enhanced after stimulation with the CaM-inhibitor
W7 (N-(6-Aminohexyl)-5-chlor-1-naphthalinsulfonamid). Therefore, it is possible, that the interaction of CaM
with the transmembrane-intracellular region of TIM-2 inhibits the ADAM10-mediated shedding of TIM-2.
Moreover, BzATP- and lonomycin-mediated shedding of endogenous TIM-2 was verified in primary murine
B cells activated with anti-IgM and anti-CD40 monoclonal antibodies. Furthermore, it was demonstrated, that
H-ferritin the natural ligand of TIM-2, interacts with recombinant soluble TIM-2 as well as with shed TIM-2
protein. H-ferritin is involed in the cellular iron-transport and can stimulate the proliferation of B cells.
Therefore, further analyses will have to show if the ADAM10-dependent TIM-2 shedding is involved in B cell-

biology or iron-homeostasis.
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8 Anhang
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