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Zusammenfassung

GARP (Glycoprotein A Repetitions Predominant) ist ein Oberflichenrezeptor auf regu-
latorischen T—Zellen (TRregs), der den latenten TGF-f ( Transforming Growth Factor-{3)
bindet. Ein Funktionsverlust von TRregs hat gravierende Autoimmunerkrankungen wie
das Immunodysregulation Polyendocrinopathy Enteropathy X-linked Syndrome (IPEX),
Multiple Sklerose (MS) oder Rheumatoide Arthritis (RA) zur Folge. GARP stellt tiber
eine Erhéhung der Aktivierbarkeit von TGF-f den regulatorischen Phanotyp von Tgegs
sicher und inhibiert die Ausbreitung von autoreaktiven Ty17 Zellen.

In dieser Arbeit stand die Regulation von GARP selbst im Mittelpunkt. Es konnte
gezeigt werden, dass es sich innerhalb der kiefertragenden Vertebraten um ein strikt
konserviertes Protein handelt. Datenbankanalysen machten deutlich, dass es zuerst in
basalen Knochenfischen zusammen mit anderen Komponenten der adaptiven Immun-
antwort auftritt. Ein 3D-Modell, welches {iber Homologiemodellierung erstellt wurde,
gab Aufschluss iiber die Struktur des Rezeptors und mogliche intramolekulare Disul-
fidbriicken. Fiir in vitro Versuche wurde eine 16sliche Variante von GARP durch einen
Austausch der Transmembrandoméne durch C—terminale Meprin & Doménen konstru-
iert. Diese Variante wurde in der eukaryotischen Zellkultur zuverlissig in den Uberstand
sezerniert und konnte chromatografisch gereinigt werden. Mit diesem rekombinanten
GARP wurden Prozessierungsversuche mit Autoimmunpathogenese assoziierten Pro-
teasen durchgefithrt. Dabei zeigte sich, dass die Serinproteasen Trypsin, Neutrophile
Elastase und Plasmin, sowie die Metalloprotease MMP2 in der Lage sind, GARP voll-
standig zu degradieren. In TGF—{3 sensitiven Proliferationsuntersuchungen stellte sich
heraus, dass die entstandenen Fragmente immer noch in der Lage waren die Aktivier-
barkeit von TGF- zu erhohen. Neben der Degradierung durch die oben genannten
Proteasen konnte ebenfalls beobachtet werden, dass MMP9 und Ovastacin in der Lage
sind GARP spezifisch zu schneiden. Ovastacin mRNA wurde in dieser Arbeit das erste
Mal auflerhalb der Oocyte, in T—Zellen beschrieben. Mit GARP wurde zudem das zweite
Proteinsubstrat, neben dem Zona Pellucida Protein 2 identifiziert. Das durch MMP9 er-
zeugte N-terminale Fragment besitzt zwar die Eigenschaft, an TGF—3 zu binden, kann
aber die Aktivierbarkeit von TGF-f nicht mehr wie das intakte GARP erleichtern.

Diese Arbeit zeigte, dass GARP durch Proteolyse reguliert wird, wobei die entstehen-
den Fragmente unterschiedlichen Einfluss auf die Aktivierbarkeit von TGF—f3 haben.
Dieses Wissen bildet die Grundlage fiir weitere Untersuchungen im translationalen For-
schungsbereich, um die gewonnenen Erkenntnisse zur Immunmodulation in der Therapie
verschiedener Krankheiten einsetzen zu kénnen.
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1. Einleitung

Abbildung 1.1.:
Hippokrates von Kos
Begriinder der modernen,
westlichen  Medizin.  Ca.
460 bis 370 v. Chr. Aus:
,2Baumeister: Denkméler des
klassischen Altertums. 1885.
Band I., Seite 694

Bis in die jingere Vergangenheit wurden Krankheiten oft
als ,,Geiflel Gottes* angesehen, obwohl schon um das Jahre
460 v. Chr. unter Hippokrates von Kos die Grundlagen der
modernen, westlichen Medizin (Abb. 1.1) entwickelt wor-
den waren. Er stellte das Handeln des Arztes in den Mittel-
punkt der medizinischen Behandlung und léste das Schick-
sal des Patienten vom Einfluss der Gotter. Obwohl {iber die
Jahrhunderte neue Erkenntnisse iiber Anatomie und Phar-
makologie gewonnen wurden, dauerte es nach Hippokrates
iiber 2000 Jahre bis der Mensch im Stande war, sich vor ei-
ner Erkrankung praventiv zu schiitzen. 1796 gelang es Ed-
ward Jenner, bei Dritten durch die gezielte Infektion mit
einem Laborstamm des Kuhpockenvirus (Orthopoxis vacci-
nia) Immunitét gegen die oft todlich verlaufende Infektion
mit echten Pocken (Orthopozvirus variola) zu erlangen. Es
sollten jedoch weitere 100 Jahre vergehen bis die Media-
toren der Immunitit, die Antikérper, erstmals von Emil
von Behring und Shibasaburo Kitasato beschrieben wur-
den. Zur gleichen Zeit, 1882, wurden von Ilja Metschnikow
in Seesternen Zellen beobachtet, die an der Phagocytose
von Fremdkorpern beteiligt waren. Die homologen Zellen

der Vertebraten werden heute als Makrophagen und Neu-

trophile Granulozyten bezeichnet. Sie sind elementare Bestandteile des Immunsystems,

und dienen der Erkennung und Abwehr von Pathogenen.
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1. FEinleitung

1.1. Das Immunsystem

Zusammen mit den mechanischen und physiologischen Barrieren des Korpers wird der
Verband von Zellen, die den Kérper vor Infektionen schiitzen allgemein als Immunsystem
bezeichnet. Dabei bildet die Haut als grofites menschliches Organ durch ihre Hornschicht
eine massive Barriere fiir Krankheitserreger jeglicher Art. Empfindlichere Epithelien wer-
den durch antimikrobielle Substanzen wie zum Beispiel Lysozym in der Tranenfliissigkeit

oder im Speichel geschiitzt.

Die zelluldre Immunabwehr fufit auf zwei unterschiedlichen Mechanismen, die miteinan-
der eng verzahnt sind. Diese zwei Reaktionswege werden als angeborene und adaptive
Immunantwort bezeichnet. Bei der angeborenen Immunantwort werden eindringende
Pathogene anhand universeller Merkmale, sogenannter ,, Pathogen associated molecular
patterns* (PAMPs) wie Zellwandbestandteilen von Bakterien oder Pilzen sowie DNA-
Motiven erkannt und bekdampft. Hierzu steht den Zellen der angeborenen Immunantwort
eine Vielzahl molekularer Mechanismen zur Verfiigung (Abb. 1.2). Neutrophile Granulo-
zyten und Makrophagen, die den Hauptanteil der Zellen des angeborenen Immunsystems
ausmachen, kénnen eindringende Pathogene phagocytieren und intrazellular abbauen.
Auflerdem sezernieren vor allem Neutrophile Granulozyten und die weniger haufig vor-
kommenden Basophilen— und Eosinophilen Granulozyten cytotoxische und degradieren-
de Enzyme in den extrazelluldren Raum. Dadurch sind sie in der Lage, die Verbreitung
und Vermehrung von Pathogenen einzudammen. Des Weiteren sind Mastzellen zusam-
men mit den Granulozyten fiir die Einleitung der Entziindungsreaktion verantwortlich.
Die Mastzellen spielen bei der allergischen Sofortreaktion eine fundamentale Rolle. Sie
setzen Mediatoren frei, die zu einer lokalen oder systemischen Erhohung der Kérpertem-
peratur (Fieber), sowie zur Erweiterung der Blut— und Lymphgefifie der entziindeten
Korperregion fiihren. Eine besondere Rolle erfiillen die natiirlichen Killerzellen (Ng-—
Zellen). Sie stammen von Vorlduferzellen ab, aus welchen sich auch die verschiedenen
Zelltypen der adaptiven Immunantwort differenzieren. Im Gegensatz zu diesen sind sie
aber nicht pathogenspezifisch, sondern erkennen stattdessen entartete oder mit Viren in-
fizierte Zellen. Sie konnen deren Apoptose auslésen und so die Ausbreitung der Krankheit

eindammen.

Als Schnittstelle zwischen der angeborenen und der adaptiven Immunantwort fungieren
die Dendritischen Zellen (DCs). Sie werden mit den Makrophagen und den B—Zellen als
Antigen prasentierende Zellen (APCs) zusammengefasst. Im Gegensatz zu den Makro-
phagen sind sie jedoch als einziger Zelltyp in der Lage, T—Zellen zu aktivieren. Diese
wiederum initiieren die Reifung der B— zur Plasmazelle und der anschlieBenden Antikor-
perproduktion (Abb. 1.2).
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1.1. Das Immunsystem

Makrophage B-Zelle Plasmazelle

Mastzelle =
‘ . '
: &
o
o
Granulozyte
° id o
® o

(Eosino-, Baso- und
Neutrophile)

Natiirliche
Killerzelle (N -Zelle)

T-Helfer (T,)

Zelle 4
cytotoxische T-

(T, Zelle

Dendritische
Zelle (DCQ)

Abbildung 1.2.: Zelltypen der Immunantwort

Die verschiedenen Zelltypen die der angeborenen (links, gelb) und adaptiven (rechts, blau) Immu-
nantwort angehoéren. Ng—Zellen und Tcy¢—Zellen kénnen befallene Zellen direkt attackieren und
Apoptose induzieren. Makrophagen und DCs nehmen Pathogene auf und présentieren Antigene
auf ihrer Oberflaiche. Ty—Zellen binden an DCs und werden aktiviert. Aktivierte Ty2-Zellen
wiederum initiieren die Reifung von B— zu Plasmazellen. Plasmazellen sezernieren Antikérper
und Granulozyten sind in der Lage, antimikrobielle Substanzen zu produzieren. Mastzellen sind
an der allergischen Immunantwort beteiligt und sezernieren Histamin nach ihrer Stimulation.
Zusammengefasst aus ACHA-ORBEA ET AL. (2012, IN JANEWAY’S IMMUNOBIOLOGY).

Haben DCs oder Makrophagen in der Peripherie Antigene eines Pathogens aufgenom-
men, so wandern sie liber die lymphatischen Gefafle in die Lymphknoten oder die Milz.
Dort treffen sie auf naive T— und B—Zellen und initiieren deren Aktivierung. Naive T—
Zellen (Tn—Zellen) konnen direkt von DCs zur Reifung angeregt werden. Dabei hangt der
Phénotyp der reifen T—Zellen von den Cytokinen ab, die wahrend der Reifung im umge-
benden Milieu vorherrschen. T—Zellen werden nach ihrer Reifung in zwei Grofigruppen
unterteilt, die durch Oberflachenmarker (CD, cluster of differentiation) definiert wer-
den, Ubersicht von ACHA-ORBEA ET AL. (2012, IN JANEWAY’S IMMUNOBIOLOGY).
Man unterscheidet T—Zellen, die CD8 positiv sind von solchen, die positiv fiir CD4 sind.
Die CD8" Zellen werden auch als cytotoxische T—Zellen (Tcyt) bezeichnet. Sie docken
antigenspezifisch an koérpereigene, mit Viren infizierte Zellen an und leiten Apoptose
ein, bevor sich das Virus in grofien Mengen replizieren kann. Unter den CD4" T-Zellen
lassen sich wiederum Effektor T-Zellen (Tgg) und regulatorische T-Zellen (Tgeg) un-
terscheiden. Alle diese T—Zellen sind positiv fiir CD4, unterscheiden sich aber in den
exprimierten Transkriptionsfaktoren und Oberflichenmarkern. Die Tgg lassen sich auf-

grund der vorherrschenden Transkriptionsfaktoren in Untergruppen einteilen. T—Zellen,
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1. FEinleitung

die den Transkriptionsfaktor T—bet (T-box expressed in T—cells) exprimieren werden als
Tyl Zellen bezeichnet (SzZABO ET AL. 2000). Sie sind in der Lage Makrophagen zu
aktivieren und deren intrazelluliren Bakteriolyse zu steigern. T2 Zellen exprimieren
den Transkriptionsfaktor GATA-3 und sind vor allem in der mukosalen Immunantwort
involviert (OUYANG ET AL. 2000). Sie konnen eine allergische Reaktion einleiten, wo-
bei sie auch an der Rekrutierung von Eosinophilen Granulozyten beteiligt sind. Zudem
bewirken sie die Reifung von B— zu Plasmazellen und einen Klassenwechsel in der An-
tikorperproduktion. Ty17-Zellen sind durch den Transkriptionsfaktor RORYT (retinoic
acid-related orphan receptor gamma T') gekennzeichnet (IVANOV ET AL. 2007) und set-
zen vor allem Interleukin 17 frei, das die Rekrutierung von Neutrophilen Granulozyten
bewirkt. Die Tregs stellen in der Familie der CD4™ Zellen eine Sonderstellung dar. Sie
beteiligen sich nicht an der Pathogenabwehr oder Aktivierung von B—Zellen, sondern
sind vielmehr ein Teil des korpereigenen Immunregulationsmechanismus (s. Regulatori-
sche T—Zellen, S. 7). Thre regulatorischen Fahigkeiten korrelieren mit der Expression des
Transkriptionsfaktors FoxP3 (forkhead box protein 3) und sind unter den CD4™" Zellen
charakteristisch (HORI ET AL. 2003).

1.2. Immunologische Regulation

Die Fahigkeit des Immunsystems zwischen Selbst und Fremd zu unterscheiden ist die
Grundvoraussetzung einer erfolgreichen Abwehr von Pathogenen, ohne dem eigenen Kor-
per zu schaden. Im Falle des angeborenen Immunsystems wird dies dadurch erreicht, dass
die Rezeptoren ausschlieflich PAMPs erkennen. Diese Merkmale von Pathogenen sind
hochgradig konserviert und treten in keiner Weise im Wirtsorganismus auf, sodass von
den Zellen des angeborenen Immunsystems keine Gefahr fiir den eigenen Organismus

ausgeht.

Bei B—und T—Zellen ist dies anders. Sie durchlaufen in ihrer Entwicklung mehrere Stadi-
en im Knochenmark und Thymus wahrend derer die Genregionen, die fiir die B—, bezie-
hungsweise T—Zellrezeptoren kodieren, eine somatische Rekombination erfahren. So kann
dieses Gen in mehreren Millionen Variationen vorliegen, wodurch Rezeptoren mit unter-
schiedlichen Antigenspezifitdten gebildet werden. Diese VDJ-Rekombination ist duflerst
effektiv, da sie dem Korper prinzipiell fiir jedes Antigen einen Rezeptor beziehungsweise
Antikorper zur Verfiigung stellt, Ubersicht in BEVAN ET AL. (2012, IN JANEWAY’S IM-
MUNOBIOLOGY). Auf der anderen Seite birgt diese Art der Antigenrezeptor—Entstehung
auch die Gefahr, dass Rezeptoren mit einer Spezifitit gegeniiber korpereigenen Proteinen

entstehen.
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1.2. Immunologische Regulation

Zellen, die mit solchen Rezeptoren ausgestattet sind,
sind in der Lage massive Autoimmunreaktionen her-
vorzurufen und den Koérper extrem zu schidigen. Um
das zu verhindern besitzt der Korper zwei Regula-
tionsmechanismen. Zum einen die Selektion der B—
Zellen im Knochenmark oder der T—Zellen im Thy-
mus. Die B—Zellen durchlaufen im Knochenmark ei-
ne sogenannte positive Selektion, in der sicherge-
stellt wird, dass ein funktioneller B—Zell Rezeptor
gebildet werden kann. Zusétzlich werden wéahrend
der Reifung der T—Zellen im Thymus neben Ty
auch Tgegs gebildet. Sie verhindern in der Periphe-
rie des Korpers ein Ausbrechen und Ausufern von
(Auto)Immunreaktionen. Da sich diese Arbeit vor al-
lem mit den regulatorischen Mechanismen auf T—Zell
Ebene befasst, soll im Folgenden besonders auf die
Regulation und Entwicklung der T—Zellen eingegan-

gen werden.

1.2.1. T-Zell Reifung

T—Zellen entstehen wie die B—Zellen im Knochen-
mark. Im Gegensatz zu B—Zellen wandern die T—
Vorlauferzellen jedoch aus dem Knochenmark in den
Thymus aus. Sie durchlaufen dort in mehreren Schrit-
ten eine komplexe Rekombination der Gene, die fiir
ihre T-Zell Rezeptoren (TCR), welche aus einer o—
und B—-Kette bestehen, codieren. Im Zuge dieses Rei-
fungsprozesses kommt es zu einer exzessiven Zellpro-
liferation. Es sterben jedoch ca. 98 % dieser Zel-
len durch Apoptose, da sie keinen funktionellen oder
einen autoreaktiven TCR ausgebildet haben. Die ein-
zelnen Phasen der T—Zellreifung werden durch das
Auftreten und Verschwinden der beiden TCR Core-
zeptoren CD4

T-Vorlaiifer
Zelle

DN
CD4/CD8

DN 1+2
CD4/CD8
RAG1/2+

DN3
CD4/CD8
RAG1/2

DN 4
CD4/CD8
Prolifeation

DP
CD4+/CD8*
RAG1/2*

SP
CD4* oder CD8*
RAG1/2

Y4

af-Linie

" e

&

¢

"o

)

yd-Linie

CD3-praTCR

Komplex

CD3-TCR
mitCD4 &8
Corezeptoren

Abbildung 1.

3.:

Die Reifung der T—Zellen
Die Stadien der T—Zell Reifung von
der T-Vorlduferzelle (oben) bis zur

»single positve* Tgg—Zelle (unten).
Alle Stadien laufen dabei im Thy-
mus ab. Erstellt nach BEVAN ET AL.
(2012, IN JANEWAY’S IMMUNOBIO-

LOGY).
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1. FEinleitung

und CD8 definiert. Die erste Phase wird als ,double negative“ (DN) bezeichnet, da
hier weder CD4 noch CD8 exprimiert werden. Auflierdem fehlt zu diesem Zeitpunkt auch
der fir T—Zellen charakteristische Oberflachenmarker CD3. Diese Zellpopulation enthélt
Vorléuferzellen zweier verschiedener T—Zelllinien, die spéater unterschiedliche TCR expri-
mieren werden. Dies sind zum einen die y6T—Zellen, welche ihren TCR aus der y— und
d—Kette bilden. Diese Zellen verlassen den Thymus direkt und wandern in die Peripherie
(BEVAN ET AL. 2012). Ihre Funktion ist bisher noch nicht geklért. Es wird vermutet,
dass sie eine Rolle bei der Vernetzung des angeborenen mit dem adaptiven Immunsystem
(HoLTMEIER UND KABELITZ 2005, BORN ET AL. 2006) spielen. Diese Zellen machen
aber nur einen sehr geringen Teil der heranreifenden T—Zellen aus. Der Grofiteil wird
am Ende der Reifung die a— und —Kette des TCR exprimieren und dementsprechend
als o T—Zellen bezeichnet werden. Die weiteren Schritte werden in vier Stadien unter-
teilt und als DN1-4 bezeichnet. In DN1 und 2 werden die Rekombinasen RAG1 und 2
(Recombination—Activating Protein) exprimiert. Sie leiten die Rekombination der V, D
und J Segmente des Gens der —Kette des TCR ein. Wenn durch die Rekombination
der einzelnen Gensegmente keine funktionelle 3—Kette zu Stande kommt, wird die Zelle
durch Apoptose vernichtet. Kann eine funktionelle 3—Kette gebildet werden, paart sie
sich mit der noch nicht rekombinierten o—Kette (pra—o—Kette) an der Zelloberflache und
bildet den pra—TCR Komplex. Dieses Stadium wird als DN3 beschrieben. Zu diesem Zeit-
punkt wird auch der intrazellulire Abbau der Rekombinasen RAG1 und 2 eingeleitet und
die Rekombination der 3—Kette beendet. Dies geht einher mit der Expression von CD3,
welches an der Oberfliche den pra—TCR Komplex bindet und eine massive Zellprolifera-
tion einleitet. Der anschlieflende Zeitraum von ca. 3 bis 4 Tagen wird als DN4 bezeichnet.
Am Ende der Proliferationsphase beginnt die Zelle die beiden Corezeptoren CD4 und
CD8 zu exprimieren, sodass ab diesem Zeitpunkt von einer ,,double—positive* (DP) Popu-
lation gesprochen wird. Ab jetzt werden erneut RAG1 und 2 exprimiert um den Genlocus
der a—Kette des TCR neu zu rekombinieren. Dies geschieht solange, bis ein funktioneller
TCR aus reifer o— und B—Kette in der Lage ist ein MHC(magjor histocompatibility com-
plex)—Eigenpeptid—-Komplex zu binden. Die MHC-Eigenpeptid—Komplexe werden von
DCs, Makrophagen oder epithelialen Zellen innerhalb des Thymus gestellt. Gelingt eine
Interaktion zwischen TCR und MHC-FEigenpeptid—-Komplex nicht, wird Apoptose in der
entsprechenden Zelle eingeleitet. Dieser Vorgang wird als positive Selektion bezeichnet,
da nur Zellen iiberleben, die positiv fiir die Erkennung von MHC-FEigenpeptid Komple-
xen sind. Zu diesem Zeitpunkt entscheidet sich zudem, ob sich die DP T—Zellen zur CD4
oder CD8 Linie differenzieren. Ist ihr TCR in der Lage an den MHC I zu binden wird
die Expression von CD4 herunter reguliert und die von CD8 verstérkt. Die Zelle verldsst
den Thymus als CD8 ,single—positive“ (SP) Tcyi—Zelle. Bindet der TCR an den MHC
IT so wird das CD4 Signal verstirkt und die Zelle entwickelt sich in Richtung der Ty—
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1.2. Immunologische Regulation

Linie. Sollte jedoch wihrend dieser Phase eine zu starke Bindung vom TCR zum MHC
auftreten, fiihrt dies ebenso zu einer Induktion von Apoptose, als héitte keine Bindung
stattgefunden. Dieser Vorgang wird negative Selektion genannt und dient zur Elimi-
nation von autoreaktive T—Zellen, da sie das Potential besitzen, Autoimmunreaktionen
hervorzurufen. Eine dritte Variante, ndmlich eine mittelstarke Interaktion vom TCR zu
einem MHC II-Eigenpeptid—-Komplex, fiihrt zur Expression des Transkriptionsfaktors
FoxP3. Dieser Transkriptionsfaktor bindet an die Konsensussequenz GTAAACAA und
induziert iiber seine Zielgene einen regulatorischen Phinotyp in diesen CD41 T-Zellen
(Wu ET AL. 2006, SADLON ET AL. 2010). Zudem wird der Oberflichenmarker CD25
stark hochreguliert und die Zelle als natiirlicher Treg (nTReg) bezeichnet, nachdem sie

den Thymus verlassen hat.

1.2.2. Regulatorische T-Zellen (Tregs)

T—Zellen mit einer immunsuppressiven Funktion wurden bereits in den 70er Jahren
des 20. Jahrhunderts beschrieben (CANTOR ET AL. 1976). Dabei wurden verschiedene
Zelltypen mit unterschiedlichen Markern als T—Suppressorzellen diskutiert. Darunter
waren eine Vielzahl an Zelltypen, wie CD8", CD4 CD8 und y8T-Zellen. Da in den
folgenden Jahren trotz intensiver Forschung keine schliissigen Marker zur endgiiltigen
Definition gefunden wurden, konnte ihre Existenz schliellich nicht belegt werden. Anfang
der 80er Jahre wurde unter der Leitung von SHIMON SAKAGUCHI (1982) die Existenz von
TRegs in der CD4T T—Zellpopulation von Méusen nachgewiesen; auBerdem konnten diese
Zellen als CD41tCD25% Zellen identifiziert werden (SAKAGUCHI ET AL. 1995). Dabei
stellte sich heraus, dass TRegs mafigeblich an der Aufrechterhaltung der Selbsttoleranz
beteiligt sind und eine wichtige Rolle bei der Priavention von Autoimmunerkrankungen

spielen (SAKAGUCHI ET AL. 1985).

Die rezessiv vererbte Mausmutante ,,Scurfy® stellt fiir das Verstdndnis der Immunregu-
lation ein hervorragendes Beispiel dar. Im homozygoten Zustand erleiden die betroffenen
Tiere 16-25 Tage nach der Geburt Entziindungsreaktionen in den verschiedensten Or-
ganen und sterben. Diese starken Autoimmunreaktionen werden durch den kompletten
Verlust von Tgegs ausgelost. Eine genetische Analyse dieser Mutante zeigte eine loss—of-
function Mutation im Gen FoxP3 (BRUNKOW ET AL. 2001). Das menschliche Aquivalent
zum Scurfy—Phénotyp ist die angeborene Autoimmunerkrankung IPEX (immunodysre-
gulation polyendocrinopathy enteropathy X-linked syndrome). Auch hier ist eine loss—of-
function Mutation im FoxP3 Gen fiir das vollstdndige Fehlen von Tregs verantwortlich
(WILDIN ET AL. 2001). Die besondere Bedeutung von FoxP3 fiir den regulatorischen

Phénotyp wurde durch die retrovirale Transfektion von FoxP3 in Tn—Zellen bestétigt.
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Die ektopische Expression von FoxP3 erzeugte in diesen Zellen einen regulatorischen
Phénotyp. Somit kann Foxp3 als mafigeblicher Transkriptionsfaktor in Tregs bezeichnet
werden (HORI ET AL. 2003). Durch Inkubation von Tx—Zellen mit Interleukin-2 (IL-2)
und dem transforming growth factor f (TGF—f) war es ebenso moglich eine Expression
von FoxP3 und einen regulatorischen Phénotyp zu induzieren (CHEN ET AL. 2003).
Zudem stabilisiert IL-2 und TGF-f den regulatorischen Phanotyp in nTRegs. Es muss
somit zwischen zwei Spezies von TRegs unterschieden werden. Dies sind zum einen die
bereits im Thymus aktivierten, natiirlichen nTRegs und die in der Peripherie durch Cy-
tokine induzierten iTRegs (LAURENCE ET AL. 2007). Beide Gruppen sind unabhéngig
voneinander in der Lage den Scurfy—Phénotyp zu retten (FONTENOT ET AL. 2003, Hu-
TER ET AL. 2008). TReg Transferversuche mit nTRegs und iTRegs im Zusammenhang mit
induzierter Colitis sprechen zudem fiir unterschiedliche, beziehungsweise sich ergdnzen-
de Regulationsmechanismen (HARIBHAI ET AL. 2009). Ahnliches konnte in Tumoren
gezeigt werden, in denen TRegs die Tumortoleranz induzieren. Hier tragen beide Tgeg
Populationen unabhéngig zur Tumortoleranz bei (ZHOU UND LEVITSKY 2007). Gene-
rell spielt eine verminderte regulatorische Kapazitét von Tgegs nachweislich bei Psoriasis
(SuGryAMA ET AL. 2005), Diabetes Typ 1 (LINDLEY ET AL. 2005), Multipler Sklerose
(HAaAs ET AL. 2005), Rheumatoider Arthritis (EHRENSTEIN ET AL. 2004), Systemi-
schem Lupus Erythematosus (ALVARADO-SANCHEZ ET AL. 2006) und dem Autoimmu-
nen Polyglandulidren Syndrom Typ 2 (KRIEGEL ET AL. 2004) eine Rolle.

Um auf zelluldrer Ebene ihre suppressive Funktion ausfiihren zu kénnen sind Tgegs auf
direkten Zell-Zell Kontakt angewiesen (JONULEIT ET AL. 2001). Dabei nehmen sie
neben Tgg—Zellen und DCs auch direkten Einfluss auf den Aktivierungsgrad und die
Vitalitdt von B—, Nx— und Mastzellen (LU ET AL. 2006, ZHAO ET AL. 2006, GIROUX
ET AL. 2007). Das allgemein giiltige Modell der Tge, vermittelten Inhibition schliefit
eine Interaktion zwischen TReg, DC und Tgg—Zelle mit ein. In diesem Szenario binden
TRegs und TggZellen an derselben DC. Durch die héhere Affinitdt des Tgreg ~TCR
zu seinem spezifischen MHCII-Peptidkomplex ist fiir eine Aktivierung eine 10—-fach ge-
ringere Peptidkonzentration nétig (TAKAHASHI ET AL. 1998). Hierdurch erhalten TRegs
einen Vorsprung bei der Aktivierung. Sie kénnen so die DCs an der Reifung hindern oder
bindende Tgg—Zellen an der Proliferation beziehungsweise Ty—Zellen bei der Reifung
storen. Auf welche Weise TRregs dabei mit den Zielzellen interagieren ist umstritten. Es
haben sich jedoch im Laufe der Zeit vier Modelle etabliert: Die Inhibition durch Cyto-
kine, durch Membranlyse, durch metabolische Stérung oder durch die Modulation von
DCs.

Im Zuge der Modulation von DCs scheint der inhibitorische Oberflichenrezeptor

CTLA4 eine mafigebliche Rolle zu spielen. Ein knockout dieses Rezeptors induziert in
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Méusen einen Scurfy—dhnlichen Phénotyp (WATERHOUSE ET AL. 1995). Dabei wird
die Expression von costimulatorische Faktoren auf der Oberfliche der DCs inhibiert
(ODERUP ET AL. 2006). Durch Modulation des Tyrosin-Stoffwechsels und Induktion
der Expression des Enzyms Indolamin-2,3-Dioxygenase werden T—Zell cytotoxische Mo-
lekiile produziert (FALLARINO ET AL. 2003). Auler CTLA4 wurden weitere Cytokine
identifiziert, die die Aktivierung von Ty—Zellen an DCs beeinflussen. Unter diesen Cyto-
kinen befinden sich vor allem IL-10 und TGF-f3 (MISRA ET AL. 2004), die spéter unter
dem Abschnitt der ,inhibitorischen Cytokine“ néher erliutert werden. Ein weiteres von
TRegs sezerniertes und DCs modulierendes Protein ist LAG3. Es zahlt aber nicht, wie
TGF- oder IL-10 zu den Cytokinen sondern ist ein Transmembranprotein, homolog
zu CDA4. Es ist in der Lage an MHCII-Komplexe zu binden und so die Aktivitdt von
DCs negativ zu beeinflussen (LIANG ET AL. 2008).

Der Mechanismus der metabolischen Storung lésst sich in zwei Abschnitte auftei-

len. Einerseits konkurrieren TRegs mit Trg—Zellen um IL-2. Da jedoch Tgegs wWesentlich

A) Modulation von DCs B) Metabolische Stérung
intrazelluldres

CD80/86 - CTLA4
Komplex

CD25

MHCII - LAG3 Komplex

Komplex extrazellulédres
— Adenosin & IL-2
S ¢0°% /e
DC O o © o CD39/73 " o5 o ©
IDO # ° Komplex
C) Membranlyse ° D) Inhibitorische Cytokine
Perforin
Monomere Poren
o o
- e

-

-
.\ -8
Membran-gebundenes
Granzyme .
TReg A oder B Zielzelle TGF-B

Abbildung 1.4.: Immunsuppressive Mechanismen der Tgegs

A) Tgeg CTLA4 (orange) bindet an den CD80/86 Komplex und LAG3 (pink) an den MHC
1T der DC. Dadurch wird das Enzym Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) exprimiert, welches im-
munsuppresive Substanzen synthetisiert. B) Tgegs kénnen durch den CD39/73 Komplex (griin)
extrazelluldres Adenosin produzieren. Zusétzlich kénnen sie tiber Gap—Junctions (grau) cAMP
in die Zielzelle leiten. Beides fithrt zu einer Stérung des Stoffwechsels. Auflerdem vermindern sie
durch die starke Expression des Interleukin—2 Rezeptors CD25 den IL-2 Spiegel. C) Durch die
Expression von Perforin als auch der Granzyme A und B kénnen Tregs ihre Zielzellen lysieren und
durch intrazelluldre Degradation Apoptose einleiten. D) Tgegs sind in der Lage inhibitorische
Cytokine, wie IL-10 und IL35 zu sezernieren. Zusétzlich besitzen sie membrangebundenes, laten-
tes TGF—f, das bei Kontakt mit der Zielzelle aktiviert wird. Verdndert nach VIGNALI (2008).
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frither aktiviert werden und den IL-2 Rezeptor (CD25) iiberexprimieren, konnen sie den
IL-2 Spiegel lokal senken (FONTENOT ET AL. 2005). Durch die Verringerung der IL—2
Konzentration ist die Proliferation von Tgg—Zellen gehemmt und die Vitalitdt der Zel-
len nimmt ab. Andererseits wird cAMP gebildet, ein intrazelluldrer second-messenger
fiir viele G-Protein gekoppelte Rezeptoren. Tgregs sind in der Lage iiber die Oberfla-
chenmarker CD39 und 73 (Ectonukleosid Triphosphat Diphosphohydrolase 1 und 5—
Nukleotidase) die Bildung von Adenosin zu katalysieren (DEAGLIO ET AL. 2007). Zum
anderen wird cAMP direkt iiber Gap—Junctions in das Cytoplasma der Zielzelle geleitet
und inhibiert so als second-messenger die Reifung zur Tgg—Zelle (Bopp ET AL. 2007).

Aufler in die Aktivierungs— und Erhaltungsvorgidnge von Tgg—Zellen einzugreifen sind
TRegs auch in der Lage, Membranlyse und proapoptotische Enzyme zu induzieren.
Hierfiir sezernieren sie die Proteasen Granzym A und B, sowie das porenbildende Perforin
(GROSSMAN ET AL. 2004). Perforin lagert sich an die Membran der Zielzellen an und
bildet dort Poren aus. Durch diese Poren gelangen die Granzyme A und B in die Zelle und
leiten dort Apoptose ein. Tregs kOnnen zudem durch die Expression von TRAIL (tumor
necrosis factor-related apoptosis inducing ligand superfamily member 10) an den Death-
Receptor 5 auf den Zielzellen andocken und so einen Signalweg auslésen, der ebenfalls
zur Apoptose fithrt (REN ET AL. 2007). Ein dritter Weg zur Induktion von Apoptose
ist die Sekretion von Galectin—1. Dieses Protein kann {iber die Bindung an CD45, CD43
und CD7 einen Zellzyklus—Stopp einleiten, was schlussendlich zur Apoptose der Zielzelle
fithrt (GARIN ET AL. 2007).

Der letzte fiir Tregs beschriebene Inhibierungsmechanismus wird durch die Ausschiit-
tung inhibitorischer Cytokine hervorgerufen. Eine besondere Bedeutung kommt den
Cytokinen IL-10, IL-35 und TGF-f zu. Inwieweit diese Cytokine zur Tgeg vermittelten
Immunregulation beitragen wird kontrovers diskutiert. So ist publiziert, dass in wvitro
der Einsatz von 1L-10, beziehungsweise TGF—3 neutralisierenden Antikérpern keinen
Einfluss auf die supprimierende Aktivitét von Tgegs hat (JONULEIT ET AL. 2001). In
vivo konnte jedoch eine Beteiligung von IL-10 an der Immunregulation gezeigt werden.
Es ist an der Regulation von T—Zell induzierter Colitis (ASSEMAN ET AL. 1999), der
Tumortoleranz (LOSER ET AL. 2007) und dem Mausmodell fiir MS, der experimentellen
autoimmunen Encephalitis (EAE) (MANN ET AL. 2007) beteiligt. Bei IL-35 handelt es
sich um einen erst im Jahr 2007 beschriebenes Interleukin der IL-12 Familie. IL-35 ist fiir
die maximale suppressive Aktivitat von Tregs n0tig und ist bei Etablierung der Toleranz
gegeniiber Tumoren wichtig (COLLISON ET AL. 2007). Ebenfalls spielt es wie IL-10 bei
Autoimmunerkrankungen des Darms (COLLISON ET AL. 2010) und bei rheumatoider
Arthritis (RA) (NIEDBALA ET AL. 2007) eine Rolle.
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TGF-p ist ein ubiquitir exprimierter Wachstumsfaktor, dessen knockout in der Maus ei-
nem Scurfy—&hnlichen Phénotyp induziert (SHULL ET AL. 1992). Trg—Zellen, die einen
knockout fiir die TGF—3 Signaltransduktion tragen, sind zudem nicht in der Lage, auf
die supprimierenden Signale von Tregs zu reagieren (FAHLEN ET AL. 2005). Dies un-
terstreicht die besondere Bedeutung von TGF—f3 in der Immunregulation. Wenn TGF-
3 eine mafigebliche Rolle in der Immunregulation spielt, ergibt sich jedoch die Frage,
warum TRegs auf einen Zell-Zell Kontakt angewiesen sind. TGF-3 sollte als 16sliches,
sezerniertes Cytokin keinen Zell-Zell Kontakt fiir seine Wirkung benétigen. Ty—Zellen,
die durch TRgegs supprimiert wurden, zeigen auf mRNA-Ebene das gleiche Expressi-
onsprofil wie solche, die mit rekombinantem TGF-f behandelt wurden. Und dies ob-
wohl im Uberstand der Zellen aus der Cokultur kein reifes TGF-f3 detektiert werden
konnte (STOCKIS ET AL. 2009A). Die Erklarung dieses Phdnomens lieferte NAKAMU-
RA ET AL. (2001), die zeigten, dass latentes TGF-f nicht von Tgegs aktiviert und in
den extrazelluliren Raum sezerniert wird. Stattdessen wird es von einem damals noch
unbekannten Oberflachenrezeptor auf der Zelloberfliche gebunden und gespeichert und
erst spater an der Zielzelle aktiviert. Dieser Oberflaichenrezeptor ist heute unter dem
Namen glycoprotein A repetitions predominant (GARP) bekannt. Die Bedeutung der
TGF-f vermittelten Immunregulation wurde inzwischen anhand verschiedener Krank-
heitsbilder verifiziert. TRegs inhibieren iiber TGF- zum Beispiel Nx—Zellen und andere
TggZellen in der Tumormikroumgebung (LI ET AL. 2007, STRAUSS ET AL. 2007).
AuBerdem konnte der Einfluss auf CD8" Tcyi—Zellen in Diabetes Typ I gezeigt werden
(GREEN ET AL. 2003).

1.3. Glycoprotein A Repetitions Predominant (GARP)

GARP steht fiir ,,glycoprotein A repetitions predominant* und gehort zur Familie der
wleucin—rich repeat (LRR) containing proteins®. Es wird alternativ auch als LRRC32
(leucine—rich repeat containing protein 32) bezeichnet. Das GARP—Gen wurde 1994 ent-
deckt. Es liegt in der Genregion 11q13—q14, die bei Brustkrebs oft amplifiziert vorliegt.
Eine Analyse der DNA—-Sequenz zeigte, dass das Gen aus zwei Exons besteht und die
resultierende mRNA ein 80 kDa grofles Transmembranprotein codiert (OLLENDORFF
ET AL. 1994). GARP besteht auf Proteinebene aus einem Signalpeptid, 20 LRRs, einer
LRR C-terminal flankierenden Doméne, einem Transmembranbereich und einer intra-
zelluldren Doméne (Abb. 1.5). Die extrazelluldren Doménen bilden eine fiir aus LRR—
Proteine typische Hufeisenform (PROBST-KEPPER ET AL. 2009B). Diese Form kommt
durch die LRRs zustande, die durch ihren spulenartigen Aufbau eine Kriimmung der

Peptidkette erzeugen. Der Radius und Winkel des Hufeisens héngt dabei mafigeblich
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1. Einleitung

von der Anzahl und dem Aufbau der einzelnen LRRs ab (BELLA ET AL. 2008). In situ
Hybridisierungsstudien und die Northern—Blot Analysen zeigten eine Lokalisation von
GARP-RNA in Plazenta, Lunge, Niere, Herz, Leber, Skelettmuskel, Pankreas, Haut,
Megakaryocyten, sowie in weiteren Organen wahrend der Organogenese bei Mensch und
Maus (OLLENDORFF ET AL. 1994, ROUBIN ET AL. 1996). Auf Proteinebene konnte
GARP erst viel spater und nur auf Thrombocyten (MACAULAY ET AL. 2007) und Tgregs
(WANG ET AL. 2008) nachgewiesen werden. Ein Morpholino knock-down von GARP
im Zebrabérbling (Danio rerio) zeigte nach Laser—induzierter, arterieller Verletzung eine

vermindertes Thrombuswachstum (O’CONNOR ET AL. 2009).

A)
Chromosom 11 q13-14
reverse strand
5‘-Ende
3’-Ende
(76.381.000) (76.368.570)
|
bp 239 88 3.984
q . Proteinkodierender Transkriptliange:
. Untranslatierter Bereich . Bereich 4311 bp

B)

Prolin-reiche Region

Signalpeptid Transmembran Molekulargewicht:
gnaipep Domine 80 kDa
Leucine Rich Repeat Leucme' Rich Rep ed t
C-terminale Doméne

Abbildung 1.5.: Die GARP—Doméinenstruktur auf DNA und Proteinebene

A) Das menschliche GARP Gen liegt auf Chromosom 11 im Abschnitt q13-14. Es besteht aus
3 Exons, von denen 2 fiir das Protein codieren. Das Gesamttranskript hat eine Lénge von ca.
4.4 kbp. B) Auf Proteinebene besteht GARP aus einem Signalpeptid, 20 LRRs, einer LRR
C-terminalen Doméne und einem Transmembranbereich. Zwischen LRR 10 und 11 ist eine pro-
linreiche Region zu finden. Das funktionelle Protein hat in vivo ein Molekulargewicht von 80
kDa.
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1.3. Glycoprotein A Repetitions Predominant (GARP)

1.3.1. GARP auf der Oberfliche von Tgegs

Da GARP aufler von Tgegs nur von Thrombocyten exprimiert wird, eignet er sich als bo-
na fide Marker. Aber nicht alle TRregs exprimieren GARP. In iTRegs konnte bisher GARP
nicht nachgewiesen werden, sodass mit GARP-spezifischen Antikérpern nur nTRregs de-
tektierbar sind. Zusétzlich stellen GARPT Tpgegs eine Zellpopulation dar, die sich in
vitro durch eine besonders hohe Stabilitdt und immunsuppressive Kapazitiat auszeich-
nen (TRAN ET AL. 2009, WANG ET AL. 2009). Die transgene Uberexpression von
GARP unter dem Promoter von CD2 (GARP wird somit in allen T-Zellen exprimiert)
fiihrt zu einer starken Reduktion der T—Zellen wéhrend ihrer Entwicklung im Thymus.
Zusitzlich kommt es zu einer Anhiufung von FoxP3™ TRegs in der Peripherie (Zuou
ET AL. 20134). Die Expression von GARP fiithrt somit zur Induktion des Treg spezifi-
schen Phénotyps. Auch in vitro fithrt eine ektopische Expression von GARP in Ty— und
Tn—Zellen zur Induktion von FoxP3 und einem identischen Phénotyp (PROBST-KEPPER
ET AL. 2009B, WANG ET AL. 2008). Im Gegenzug ist aber auch eindeutig belegt, dass
die Expression von GARP durch FoxP3 induziert wird (WANG ET AL. 2009). Um diese
Kontroverse aufzuldsen wurde eine positive Riickkopplungsschleife vorgeschlagen, bei der
GARP und FoxP3 sich gegenseitig stimulieren und durch weitere downstream Elemen-
te den regulatorischen Phénotyp von Tgegs aufrechterhalten. Fiir diesen Mechanismus
spricht, dass der knock-down von GARP mittels siRNA in TRegs und in FoxP3 transge-
nen T-Zellen zu einer Reduktion ihrer suppressiven Kapazitit auf 40-50 % fiihrt (WANG
ET AL. 2008, 2009). Des Weiteren wird GARP auch auf vielen Tumorzelllinien iiberex-
primert und in vitro Experimente zeigen, dass es die Proliferationsrate von HeLa—Zellen
positiv beeinflusst. Neben einer regulatorischen Funktion wird daher auch eine Rolle
als Onkogen diskutiert (ZHOU ET AL. 2013B). Auf molekularer Ebene ist eine solche
Funktion schwer zu erklaren, da die Deletion des intrazelluldren Teils von GARP, kei-
ne bekannte Signalfunktion, beziehungsweise Signalweiterleitungsfunktion beeintrachtigt
(WANG ET AL. 2008).

1.3.2. GARP ist ein Rezeptor fiir latenten TGF—[3

Die einzige, bisher bekannte Funktion von GARP besteht darin, TGF—{ in seiner laten-
ten Form zu binden (STOCKIS ET AL. 20098, TRAN ET AL. 2009). TGF-f wird als
Proprotein, bestehend aus dem reifem Wachstumsfaktor und seinen Propeptid (LAP, la-
tency associated peptide) in das Lumen des Endoplasmatischen Retikulums (ER) trans-
latiert. Uber Disulfidbriicken dimerisiert proTGF-3 durch Cysteine im LAP als auch
im reifen Wachstumsfaktor. Auf dem sekretorischen Weg bindet das proTGF—3 Dimer
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dann an den ebenfalls in das ER exprimierte GARP. Auch hier wird eine kovalente Bin-
dung zwischen den Proteinen iiber ihre Cysteinreste hergestellt (WANG ET AL. 2012).
Im trans—Golgi wird das TGF— Dimer von der Serinprotease Furin geschnitten. Dem-
zufolge liegen LAP und reifen TGF—f anschlielend nicht mehr kovalent verbunden vor
(DuBOIS ET AL. 1995), bleiben jedoch iiber nichtkovalente Bindungen verkniipft und bil-
den den small latent complex (SLC), der einer weiteren Aktivierung zur Freisetzung des
aktiven Wachstumsfaktors bedarf. GARP verstéarkt bei diesem Prozess die Effizienz der
proteolytischen Prozessierung von TGF-{, bindet aber selbst nicht an Furin (GAUTHY
ET AL. 2013). Der knockout von TGF-{ fiithrt zu gravierenden Autoimmunreaktionen
in verschiedenen Organen (KULKARNI UND KARLSSON 1993).

Neben GARP existieren noch weitere TGF—3 bindende Proteine. Das am besten unter-
suchte ist das ,latent TGF-3 binding protein“, kurz LTBP. Es ist ebenso wie GARP
und TGF—f3 ein sezerniertes Protein, das iiber das ER und den Golgi—Apparat aus der
Zelle geschleust wird. Dabei bindet TGF—{ &hnlich wie im GARP TGF—-3 Komplex iiber
Disulfidbriicken an LTBP (GLEIZES ET AL. 1996). Der Komplex aus LTBP und TGF-
B wird als Gegeniiberstellung zum SLC als ,large latent complez* (LLC) bezeichnet.
Werden LTBP und GARP in derselben Zelle coexprimiert, besitzt GARP die hohere
Affinitdt zum SLC und bindet es bevorzugt (WANG ET AL. 2012). Liegt TGF—f an
LTBP gebunden vor bindet der LLC an Proteine der extrazellularen Matrix (ECM), wie

Fibrillin oder Fibronectin.

1.3.3. Nicht—proteolytische Aktivierung von TGF-(

Aufgrund seines grundlegenden Einflusses auf die Homo6ostase wird TGF—3 auf mehreren
Ebenen strikt reguliert, und muss in mehreren Schritten aktiviert werden. Der erste
Schritt beinhaltet die Prozessierung des proTGF—f3 zu LAP und reifem TGF- (SLC)
durch Furin (s.o.). Die weiteren Schritte gliedern sich in drei Stufen: Die Aktivierung
durch physikalische Extreme, die Aktivierung durch Konformationsdnderung und die

Aktivierung durch Proteolyse.

In vitro kann durch physikalische Extreme eine Denaturierung des LAP induziert
werden, sodass der reife TGF—3 aus dem SLC gelost und somit aktiviert wird. Der reife
TGF—3 ist hierbei wesentlich stabiler als das LAP und iibersteht die Prozedur ohne
selbst denaturiert zu werden. In der Praxis haben sich extrem saure oder basische pH-
Werte (<4 und >11) mit anschlieBender Neutralisation als Aktivierungsbedingungen
etabliert. Auch die Inkubation des SLC bei Temperaturen >60 °C aktivieren den SLC
(BROWN ET AL. 1990).
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1.3. Glycoprotein A Repetitions Predominant (GARP)

Ein weiterer Mechanismus, der zu einer Aktivierung des SLC fiihrt, verlduft Uber ei-
ne Konformationsinderung im LAP. Der reife TGF—3 wird darauf aus dem Kom-
plex entlassen und kann an seine Rezeptoren binden. Solch ein Mechanismus ist fiir
die Aktivierung durch Thrombospondin I und Integrine beschrieben. Thrombospondin
I bindet iiber das Ky30RFKy33 Motiv die Aminosduren LssSKLs7; des LAP (RIBEIRO
ET AL. 1999). Der knockout von Thrombospondin I in M&usen fithrt zu Entziindungen
in Lunge, Leber, sowie im Pankreas und spiegelt somit partiell den TGF—3 knockout wie-
der (CRAWFORD ET AL. 1998). Jedoch ist fiir die Lunge gezeigt, dass dieser Phanotyp
nicht mit verdnderten TGF—f3 Konzentrationen korreliert (EzzIE ET AL. 2011). oy g
Integrin kann auf einem dhnlichen Weg TGF-f aktivieren (MUNGER ET AL. 1999). Es
bindet LAP jedoch an einer anderen Stelle, dem Rs44GDsgg Motiv. Fiir diese Art der
Aktivierung muss der SLC aber an LTBP gebunden vorliegen (ANNES ET AL. 2004).
Notig ist hierbei ndmlich eine mechanische Kraft von mehr als 40 pN, die auf den SLC
ausgelibt werden muss. Das an der ECM gebundene LTBP fungiert hier als Anker und
kann die Aktivierung zusétzlich regulieren (BUSCEMI ET AL. 2011). Auf der Zelloberfla-
che von TRegs kann GARP diese Ankerfunktion tibernehmen. Der an GARP gebundene
TGF- wird in diesem Fall von oy 3g—Integrinen aktiviert, die auf der Zielzellmembran
verankert sind (WANG ET AL. 2012). ayps—Integrin ist ebenfalls in der Lage an das
RGD-Motiv des LAP zu binden, was aber alleine nicht zu einer Aktivierung fiithrt. Es
benotigt zusétzlich die membrangebundene Matrix—Metalloprotease 14 (MMP14) (Mu
ET AL. 2002). Eine Punktmutation der RGD Sequenz des LAP zu RGE fiihrt zu ei-
nem Phénotyp, der dem kompletten TGF-3 knockout gleicht (YANG ET AL. 2007).
Dies lasst vermuten, dass Integrine, mit oder ohne anschliefende Proteolyse, in vivo in

groflem Umfang fiir die Aktivierung von TGF—f3 verantwortlich sind.

1.3.4. Proteolytische Aktivierung von TGF-f

Wie im vorigen Abschnitt bereits erwdhnt, sind auch Proteasen an der Aktivierung von
TGF-3 beteiligt. Die erste Protease, die fiir die Aktivierung von TGF—{ beschrieben
wurde, war Plasmin (SATO UND RIFKIN 1989). Plasmin ist eine Serinprotease, die am
Abbau von Fibrin beteiligt ist. Die Theorie besagt, dass Plasmin nach einer Verletzung
fiir die langsame Freisetzung von TGF—-f aus Thromben verantwortlich ist (GRAINGER
ET AL. 1995). Jedoch zeigen Plasmin knockout Méuse keinen gemeinsamen Phénotyp
mit TGF-p knockout Tieren, sodass eine in vivo Rolle fiir Plasmin bei der TGF—-f3
Aktivierung fraglich ist (BUGGE ET AL. 1995). Eine weitere Serinprotease, die in der
Blutgerinnungskaskade eine Rolle spielt, ist Thrombin. Fiir Thrombin wird ein &hnli-

cher TGF—3 Aktivierungsmechanismus vorgeschlagen. Ebenso ist aber hier die in vivo
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Relevanz fraglich (TAIPALE ET AL. 1992). Zwei weitere Serinproteasen, die spezifisch
im Immunsystem vorkommen, sind die von Mastzellen und Neutrophilen sezernierten
Enzyme Chymase und Elastase. Beide sind zwar nicht in der Lage TGF-3 direkt
zu aktivieren, konnen jedoch den LLC aus der ECM l6sen. Somit steht dieser Komplex
weiteren Aktivatoren auf der Zelloberfliche, wie Integrinen, zur Verfiigung (TAIPALE
ET AL. 1995). Der knockout von Neutrophiler Elastase, beziehungsweise deren spezi-
fischen Inhibitor SLPI (secretory leukocyte protease inhibitor) fiihrt zu verringerten,
beziehungsweise erhohter TGF-f Aktivitat in vivo (CHUA ET AL. 2007, ASHCROFT
ET AL. 2000).

Neben Serinproteasen sind auch einige Metalloproteasen, vor allem solche der MMP—
Familie, dafiir bekannt, TGF—3 zu aktivieren. Von besonderer Bedeutung scheint hier
die membranstindige MIMP14 zu sein. Sie colokalisiert mit oy g Integrinen auf der
Zelloberflache und schneidet LAP (Mu ET AL. 2002). avfg Integrin fungiert hierbei
als Vermittler, welcher fiir den Transport des SLC nétig ist und die Schnittstelle fiir
die MMP14 présentiert. Ein spezifischer knockout von oy s Integrin in DCs fithrt zu
schweren Autoimmunerkrankungen. Dies zeigt die besondere Relevanz der oy g Inte-
grin/MMP14 vermittelten TGF—3 Aktivierung in vivo (TRAVIS ET AL. 2007). Ob auch
andere MMPs auf diesem Wege in der Lage sind TGF—3 zu aktivieren ist unklar. Fiir
MMP9 ist allerdings belegt, dass es in der Lage ist TGF—3 und die verwandten Wachs-
tumsfaktoren TGF-f3 2 und 3 zu aktivieren. Die proteolytische Spaltung ist hier nur
fir TGF- 2 gezeigt. Zudem ist die gemessene TGF—f3 Aktivierung nach MMP9 In-
kubation im Vergleich zu TGF—-3 2 nur gering (YU UND STAMENKOVIC 2000). Fiir
MMP2 ist eine Prozessierung von LAP jedoch beschrieben, aber nur im Kontext mit
einer anderen Metalloprotease der Astacin Familie. Bei dieser Protease handelt es sich
um BMP1. BMP1 ist fiir das Losen des LLC von der ECM durch Prozessierung von
LTBP am N— und C—Terminus verantwortlich. Zudem kénnen BMP1 und MMP2, nur
wenn sie zusammen vorliegen LAP schneiden. Der zugrunde liegende Mechanismus sowie
die Schnittstellen sind noch nicht bekannt (GE UND GREENSPAN 2006).

1.4. Proteasen

Proteasen spalten Peptidbindungen hydrolytisch und funktionieren je nach Spaltungsort
als Endo— oder Exopeptidasen. Exopeptidasen sind in der Lage Proteine von ihren En-
den her abzubauen, Endopeptidasen schneiden innerhalb des Peptidstranges. Eine wei-
tere Moglichkeit der Charakterisierung besteht darin Proteasen nach der Beschaffenheit

ihres katalytischen Zentrums zu klassifizieren. Man unterscheidet zwischen Aspartat—,
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Glutamat—, Cystein—, Serin—, Threonin— und Metalloproteasen. Bei Cystein—, Threonin
und Serinproteasen greift die namensgebende Aminosiure selbst die Peptidbindung nu-
kleophil an. Bei den restlichen Proteasen wird zuvor ein Wassermolekiil aktiviert, welches
als Nukleophil wirkt.

Proteasen iibernehmen in vivo mannigfaltige Funktionen. Sie sind genauso an der Ver-
dauung und Degradierung von Proteinen beteiligt, wie an der Aufrechterhaltung der
Homoostase, dem Auf— und Umbau der ECM oder der Organogenese. Oftmals sind Pro-
teasen an der Prozessierung, beziehungsweise Aktivierung von Cytokinen, Rezeptoren
und Oberflichenmolekiilen beteiligt. Somit spielen sie eine mafigebliche Rolle in der Im-
munregulation. Viele pathologische Defekte des Immunsystems sind auf proteolytische
Fehlregulation zuriickzufithren oder korrelieren mit erhohten Proteasespiegeln, rezensiert

von LOPEZ-OTIN UND BOND (2008).

1.4.1. Serin— und Metalloproteasen

Das menschliche Genom enthélt insgesamt 569 Gene, die fiir Proteasen codieren. Dar-
unter sind sowohl Proteasen, die im Inneren der Zelle verbleiben, als auch solche die
ausgeschleust werden. Diese extrazelluldren Proteasen sind fiir die im vorigen Abschnitt
genannten Vorginge mafigeblich verantwortlich. Den grofiten Anteil an extrazellulé-
ren Proteasen haben Serin— (49 %) und Metalloproteasen (43 %) (LOPEZ-OTIN UND
MATRISIAN 2007).

Serinproteasen zeichnen sich durch eine {iber Wasserstoffbriicken verkniipfte kata-
lytische Triade aus den Aminosduren Aspartat, Histidin und Serin aus. Die dadurch
bewirkte starke Polarisierung der OH-Bindung in der Seitenkette des Serins ermog-
licht den nukleophilen Angriff der zu spaltenden Peptidbindung. Die Serinproteasen
lassen sich in mehrere Gruppen einteilen, deren groite die Trypsin/Chymotrypsin dhnli-
chen Proteasen ausmachen (Merops—Datenbank; www.merops.sanger.ac.uk). Proteasen
des Trypsin/Chymotrypsin Typs besitzen zwar alle eine sehr &hnliche Tertidrstruk-
tur, ein doppeltes ,3-barrel“ (Abb. 1.6 A & B), lassen sich aber aufgrund ihrer Sub-
stratspezifitit in weitere Fraktionen unterteilen. Dies sind auf der einen Seite die tryp-
sinartigen Serinproteasen. Sie spalten ihre Substrate ausschlieBlich auf der carboxy-
terminalen Seite der Aminosduren Arginin oder Lysin; P1-Position nach SCHECHTER
UND BERGER (2012, ORIGINAL: 1967) auf. Dem gegentiber stehen die Serinproteasen
vom Chymotrypsin—Typ, die eine Substratspezifitit fiir grofle hydrophobe Aminosau-
ren (Abb. 1.6 C), wie Phenylalanin, Tryptophan und Tyrosin in P1-Position aufweisen
(PAGE uND D1 CERA 2008).
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Metalloproteasen enthalten in ihrem aktiven Zentrum fast ausnahmslos ein zwei-
fach geladenes Zinkkation. Es ist fiir die Polarisierung eines am Zinkion gebundenen
Wassermolekiils mitverantwortlich. Die gréfite Superfamilie der Metalloproteasen sind
die Metzinkine, die durch die zinkbindende Konsensussequenz HExxHxxGxxH (Ein—
Buchstabencode siehe (S. 129)) und einen so genannten Methionin—Turn (Met—Turn)
gekennzeichnet sind. Die drei Histidine (H) der Konsensussequenz koordinieren das kata-
lytische Zinkion (Zn) und der Glutamatrest (E) ist an der Polarisierung des katalytisch
aktiven Wassermolekiils beteiligt. Das Methionin des Met—Turns steht nicht direkt mit
dem Zinkanion in Kontakt. Ihm wird vielmehr eine stabilisierende Wirkung auf die drei
Histidine der Konsensussequenz zugeschrieben (Abb. 1.7 A & B) (BODE ET AL. 1993).
Die Metzinkine teilen sich weiter in mindestens sechs Proteasefamilien auf. Dies sind
die Adamalysine, Astacine, Leishmanolysine, Matrix—Metalloproteasen, Serralysine und
Snapalysine. Sie besitzen zwar untereinander nur geringe Sequenzidentitédten, &hneln sich

in ihrer dreidimensionalen Struktur aber signifikant. Die Struktur der Metzinkine be-

A) : B)
N
C
9]
Trypsin (13768 Substrate) Chymotrypsin (1057 Substrate)
cleavage site sequence logo cleavage site sequence logo
4 4
% K 2 -
e} o
: R : =
- v a4 o s v © ~ ® - - & ® T v © ~ ®
N Cc N Cc
wedogo bereley adu wedogo betaley sty

Abbildung 1.6.: Eigenschaften der Serinproteasen

A) Rontgenkristallstruktur von Trypsin aus dem Schweinepancreas (PDB Id: 4DOQ). -
Faltblédtter in Violett und o—Helices in Gelb dargestellt. Horizontal zentral befindet sich das
aktive Zentrum mit der katalytischen Triade aus Histidin, Aspartat und Serin. B) Architektur
der Sekundérstrukturelemente. Gelb = N—terminales S—barrel, violett = C—terminales S—barrel.
In Rot: Die drei Aminosduren der katalytischen Triade. C) Spaltspezifitit von Trypsin und
Chymotrypsin. Abgerufen von www.merops.sanger.ac.uk (26.12.2013).
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steht aus einer ,oberen“ und ,unteren“ Subdoméne. Dazwischen liegt das katalytische
Zentrum. Die obere Subdoméne besteht aus fiinf f—Faltblattern und zwei o—Helices. Die
untere Subdoméne enthélt relativ wenig Sekundérstrukturelemente, lediglich eine kon-
servierte o—Helix (Abb. 1.7) (Gomis-RUTH 2003). Auf zwei Familien der Metzinkine
soll im Folgenden néher eingegangen werden, da sie in der vorliegenden Arbeit Untersu-

chungsgegenstand waren. Dies sind die Astacine und die Matrix—Metalloproteasen.

1.4.2. Proteasen der Astacin—Familie

Namensgebend fiir diese Familie ist die Metalloprotease ,Astacin® aus dem Edelfluss-
krebs Astacus astacus (STOCKER ET AL. 1988). Es war die erste eukaryotische Protease
der Metzinkin—Superfamilie, deren Struktur aufgeklart werden konnte (BODE ET AL.

1992). Im menschlichen Genom codieren sechs Gene fir Astacinproteasen. Diese lassen
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Abbildung 1.7.: Eigenschaften der Metzinkine

A) Rontgenkristallstruktur von Astacin aus dem Magen des Edeflusskrebses (Astacus astacus)
(PDB Id: 1AST). p-Faltbldtter in Violett und o—Helices in Gelb dargestellt. Horizontal in der
Mitte befindet sich das aktive Zentrum mit dem katalytischen Zinkion, das von drei Histidinen
komplexiert wird. Dazu das fiir die Polarisierung des Wassers wichtige Glutamat und das Methio-
nin des Met-turns. B) Architektur der Sekundérstrukturelemente der Astacine. Gelb = a—Helices,
violett = f—Faltbliatter. In Rot: die Aminosduren des katalytischen Zentrums C) Spaltspezifitit
von Meprin # und MMP9. Abgerufen von www.merops.sanger.ac.uk (26.12.2013).
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sich durch ihren Multidom&nen—Aufbau in drei Untergruppen einteilen. Mit drei Ge-
nen sind die Tolloide vertreten und die Meprine mit zwei weiteren. Ein Gen codiert fir
eine Protease, die eine bisher unbekannte C—terminale Erweiterung besitzt. Aufgrund
ihrer Sequenzidentitdt zu den embryonalen Hatching—Enzymen basaler Wirbeltiere wird
sie zu dieser am Schliipfvorgang beteiligten Proteasegruppe gezihlt und aufgrund ihres
Vorkommens in den Eizellen von Wirbeltieren als Ovastacin bezeichnet (Gomis-RUTH
ET AL. 2012). Allen Astacinen gemein ist, dass sie als inaktive Zymogene exprimiert
werden und nachtraglich durch andere Proteasen aktiviert werden miissen. Dabei bin-
det ein im Propeptid vorhandener Aspartatrest an das Zinkion des aktiven Zentrums.
Das Propeptid verlduft dabei in umgekehrter Orientierung eines Substrates durch den
katalytischen Spalt und sorgt fiir die Latenz der Protease (GUEVARA ET AL. 2010).
Durch massenspektrometrische Untersuchungen wurde die Spaltspezifitit der Astacine
ermittelt. Sie zeigen eine starke Préferenz fir saure Aminosduren in der P1’—Position.
Befindet sich jedoch ein Prolin in P2’ werden in P1’ keine sauren Aminosiduren, sondern
kleine ungeladene Reste bevorzugt (Abb. 1.7 C) (BECKER-PAULY ET AL. 2011).

Tolloide besitzen C—terminal der Proteasedoméne noch weitere CUB (complement sub-
components Clr/Cls, uegf, and bone morphogenic protein 1) und EGF (epidermal growth
factor)-Doménen. Die am besten untersuchte Protease der Tolloid—Untergruppe stellt
BMP1 dar. Es ist die kurze Spleifivariante des BMP1 Gens und enthélt neben der Pro-
teasedoméne drei CUB— und eine EGF-Doméne. Die langere Spleifivariante, mammali-
an Tolloid und die beiden anderen humanen Tolloide mammalian Tolloid—like 1 und 2
besitzen zusétzlich zwei weitere CUB— und eine zuséatzliche EGF-Doméne. Diese Domé-
nen vermitteln die Substratspezifitit und —regulation (HINTZE ET AL. 2006, WERM-
TER ET AL. 2007, BERRY ET AL. 2009). Aktiviert werden die Tolloide bereits im
Golgi—Netzwerk durch die Serinprotease Furin. Die Hauptaufgabe der Tolloide in wvi-
vo ist die Prozessierung, beziehungsweise Aktivierung von Prokollagenen, Proteinen der
Basalmembran, Wachstumsfaktoren und kleiner LRR-haltiger Proteine. Daraus resul-
tieren wichtige Rollen im Aufbau und Erhalt der ECM, des Muskelwachstums, sowie der
Embryo—, Neuro— und Angiogenese; zusammengefasst von HOPKINS ET AL. (2007).

Meprine besitzen als einzige Vertreter der Astacine eine Transmembrandoméne, wo-
bei im reifen Zustand nur Meprin 3 membrangebunden vorliegt. Sowohl Meprin o« und
B besitzen neben der Proteasedoméne noch weitere Doménen, die als MAM (meprin,
A5 protein, tyrosine phosphatase p), TRAF (tumour necrosis factor—receptor associa-
ted factor)— und EGF-Doméne bezeichnet werden. Meprin « besitzt zusitzlich noch
einen weiteren Proteinabschnitt (inserted-domain), der eine Furinschnittstelle enthélt,
sodass Meprin « noch wahrend der Sekretion prozessiert wird. Da die inserted—domain

N-terminal der Transmembranregion liegt hat diese Prozessierung die Freisetzung der
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Protease von der Zellmembran zur Folge. Aber auch humanes Meprin 3 kann nach
Phosphorylierung seines cytosolischen Teils von der Membran durch die Metallopro-
tease ADAM17 solubilisiert werden (HAHN ET AL. 2003). Die Meprine liegen entweder
als grofle, l16sliche Homomultimere aus Meprin « oder als membrangebundene Dimere
vor. Die Dimere bestehen entweder aus je einer Meprin « und 3 Untereinheit oder zwei
3 Untereinheiten, zusammengefasst von BOND UND BEYNON (1995). Meprine werden
vornehmlich von Serinproteasen wie Trypsin, Plasmin oder Kallekreinen extrazellular
aktiviert (BECKER ET AL. 2003, OHLER ET AL. 2010). Die fiir Meprin « und 3 identi-
fizierten Substrate sind unter anderem Cytokine, Matrixproteine, Proteasen und deren
Inhibitoren (JEFFERSON ET AL. 2013).

Ovastacin, das jiingste Mitglied der humanen Astacinfamilie, wurde in vivo bislang nur
in der Eizelle nachgewiesen (QUESADA ET AL. 2004) und scheint dort fiir den lang-
samen Block gegen Polyspermie verantwortlich zu sein. Es schneidet, nachdem es kurz
nach der Befruchtung aus den Cortikalgranula ausgeschleust wurde, ZP2 (zona pellucida
protein 2). Dies fithrt zu einer Verhartung der Zona Pellucida, sodass das Eindringen
weiterer Spermien verhindert wird (BURKART ET AL. 2012). Ein endogener Inhibitor
fiir Ovastacin ist das Plasmaprotein Fetuin-B, welches die Zona Pellucida vor friihzei-
tigem Aushérten schiitzt. Ein knockout von Fetuin—B fithrt zu Infertilitat, da Ovastacin
in der unbefruchteten Eizelle bereits in kleinen Mengen die Zelle verldsst, aber nicht
durch Fetuin—-B gehemmt werden kann. Es kommt zur frithzeitigen Verhértung der Zo-
na Pellucida, sodass eine Befruchtung nicht mehr moglich ist (DIETZEL ET AL. 2013)
Des Weiteren gibt es Indizien dafiir, dass Ovastacin auch auflerhalb der Eizelle gebil-
det wird. Massenspektrometrische Untersuchungen detektierten Ovastacin Fragmente im
Serum, der Leber und in Herzmuskelzellen (ZGODA ET AL. 2009, YIN ET AL. 2010).

1.4.3. Matrix—Metalloproteasen (MMPs)

Auf Proteinebene wurden 23 verschiedene humane MMPs gefunden. Wie die Astaci-
ne besitzen auch MMPs ein N-terminales Propeptid, das aber im Gegensatz zu den
Astacinen tiber ein Cysteinrest das Zink im aktivem Zentrum bindet (VAN WART UND
BIRKEDAL-HANSEN 1990). Die Aktivierung der MMPs verlduft dhnlich, wie die der
Astacine liber proteolytische Spaltung des Propeptids. Die Familie der MMPs kann auf
zwei Wegen weiter unterteilt werden. Zum einen iiber ihre préferierten Substrate und Do-
ménenzusammensetzung, oder iiber bioinformatische Analyse der Priméarstruktur. Die
erste, dltere Nomenklatur teilt die MMPs in Kollagenasen, Gelatinasen, Stromelysine,
Matrilysine, membrangebundene MMPs und ,,iibrige MMPs“ ein. In der zweiten, neueren

Nomenklatur werden die Untergruppen A bis F unterschieden. Fiir mehr Informationen
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zur neuen Einteilung siehe HUXLEY-JONES ET AL. (2007). Im Weiteren soll in dieser

Arbeit die zuerst genannte Nomenklatur verwendet werden.

Aus der Minimalstruktur der MMPs (Signalpeptid, Propeptid und katalytischer Do-
méne) bestehen die Matrilysine. Zu ihnen zéhlen MMP7 und MMP26. MMP7 ist an
der Bildung von antibakteriellen Peptiden im Darm beteiligt und kann als Sheddase
Zelloberflichen—Proteine freisetzen. MMP26 ist an der Prozessierung einer Vielzahl an
ECM Proteinen beteiligt; zusammengefasst von PARKS ET AL. (2004). Die Gruppe der
Kollagenasen beinhaltet die Proteasen MMP1, 8 und 13. Sie besitzen neben der Mi-
nimalstruktur zusétzliche eine Hemopexindoménen. Diese Domaéne ist fiir die Bindung
von triplehelikalem Kollagen verantwortlich. Sie sorgen fiir dessen partielle Entwindung,
sodass die Kollagenasen die einzelnen Peptidstrange der Kollagen—Triplehelix spalten
konnen (MANKA ET AL. 2012). Zu den Stromelysinen zihlen die MMPs 3, 10 und 11.
Sie besitzen den gleichen Doménenaufbau wie die Kollagenasen, weisen aber ein anderes
Substratspektrum auf. Sie spalten vor allem Proteine der ECM, aufler Kollagen, wobei

MMP11 aber nur eine geringe Aktivitat aufweist(MURPHY ET AL. 1993).

Membrangebunde MMPs sind entweder iiber einen Glycosylphosphatidylinositol(GPI)—
Anker oder eine Transmembrandoméne an der Zelloberfliche verankert. Zu ihnen zéhlen
die MMPs 14 bis 17, sowie 24 und 25. MMP17 und 25 sind mit einen GPI-Anker ver-
sehen, wogegen die restlichen eine Transmembrandoméne besitzen. Alle diese MMPs
besitzen eine Schnittstelle fiir Furin in ihrem Propeptid und werden somit bereits intra-
zellular aktiviert. Sie sind fiir die Aktivierung anderer MMPs, wie zum Beispiel MMP2
verantwortlich. Von den membrangebundenen MMPs ist MMP 14 die einzige Kollagenase
(ENGLISH ET AL. 2001, OHUCHI ET AL. 1997). Zu den Gelatinasen zéhlen MMP2
und MMP9, welche alternativ als Gelatinase A und B bezeichnet werden. Sie besitzen als
Besonderheit in ihrer katalytischen Doméne eine Insertion von drei Fibronektin—Typ 2
dhnlichen Wiederholungen. MMP2 ist nur geringfiigig, MMP9 hingegen {iberhaupt nicht
in der Lage, triplehelikales Kollagen zu spalten (AIMES UND QUIGLEY 1995). Vielmehr
degradieren sie die Spaltprodukte der Kollagenasen weiter zu kleineren Fragmenten. Das
gespaltene Kollagen denaturiert ndmlich schon bei Kérpertemperatur und wird dadurch
zum Substrat fiir viele nachfolgende Proteasen (MURPHY ET AL. 1985). Die restlichen

sieben MMPs werden in der Gruppe der ,,iibrigen MMPs* zusammengefasst.

1.4.4. Die Rolle von Metalloproteasen in der Autoimmunitat am Beispiel
der Gelatinasen und Rheumatoider Arthritis (RA)

Zu den am besten untersuchten Metalloproteasen im Immunsystem gehéren die Gelatina-

sen MMP2 und 9. Thnen wird eine mafigebliche Rolle in Autoimmunerkrankungen wie
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der Rheumatoiden Arthritis (RA) zugeschrieben. Knockout Studien an Mausen zeichnen
fiir diese beiden Proteasen ein unterschiedliches Bild. Der knockout von MMP9 fithrt zu
einem milderen Verlauf von induzierter autoimmuner Arthritis. Im gleichen Krankheits-
modell hat der knockout von MMP2 einen umgekehrten Effekt (ITOH ET AL. 2002).
Somit scheint MMP9 den Ausbruch und den Verlauf von RA negativ, MMP2 dage-
gen positiv zu beeinflussen. Die Rolle von MMP9 wurde daher intensiv im Zusam-
menhang mit Autoimmunerkrankungen untersucht. MMP9 wird in grofem Mafle von
Neutrophilen Granulozyten und Makrophagen sezerniert (GRILLET ET AL. 1997). Aber
auch T-Zellen kénnen die beiden Gelatinasen nach Stimulation sezernieren (LEPPERT
ET AL. 1995). Ein Schliisselmediator fiir die Zerstérung des Gelenkknorpels wiahrend der
RA ist Interleukin—17, das von autoreaktiven Ty 17—Zellen sezernierte Signalcytokin. Es
wirkt proinflammatorisch und is an der Rekrutierung von Neutrophilen Granulozyten
beteiligt. Der knockout des IL-17 Rezeptors fithrt in Tieren, in denen experimentell RA
induziert wurde, zu einer verminderten MMP9 Expression und geringerer Zerstérung des
Gelenkknorpels (KOENDERS ET AL. 2005). Im Gegenzug fithrt der knockout oder die
Inhibition von MMP9, nicht aber von MMP2, in T—Zellen zu einer erhéhten Expression
von FoxP3 (BENSON ET AL. 2011). Somit scheint es, als sei MMP9 an der Unter-
driickung von Tgegs beteiligt. Ein gesicherter Zusammenhang zwischen MMP9 und RA
besteht in der Produktion von autoimmunogenen Epitopen aus dem Kollagenabbau. Das
unterliegende Prinzip wird auch als REGA (remnant epitopes generate autoimmunity)
Modell beschrieben (OPDENAKKER ET AL. 2006). In diesem Modell wandern nach einem
Ausloser, zum Beispiel einer bakteriellen Infektion, Neutrophile Granulozyten in die Ge-
lenkkapsel ein. Die Ausschiittung von MMP8 als Kollagenase und MMP9 als Gelatinase
fithren zum Abbau des Kollagens Typ 2. MMP9 degradiert aufgrund seiner Spaltspezi-
fitdt (Abb. 1.7 C) dabei das Kollagen derart, dass immundominante Epitope erhalten
bleiben. Diese konnen dann auf dem MHC-II Komplex préisentiert werden, was zu einer
Aktivierung von autoreaktiven T—Zellen fithrt, die schlieSlich die Entztindungsreaktion
im Gelenk chronisch manifestiert (VAN DEN STEEN ET AL. 2002).

Dieser Mechanismus ist nicht nur fiir RA gezeigt. Ahnliche Vorgéinge sind auch bei
Multipler Sklerose (MS) beobachtet worden. Hier zeigte der knockout von MMP9, dass
in Jungtieren gar keine EAE induziert werden kann (DUBOIS ET AL. 1999). Bei der
Multiplen Sklerose, beziehungsweise der EAE spaltet MMP9 zwei Proteine, die an der
Entstehung und Manifestation der Autoimmunreaktion beteiligt sind. Zum einen ist
dies das myelin basic protein (GIJBELS ET AL. 1993) zum anderen aB-Crystallin.
Fir aB-Crystallin konnte gezeigt werden, dass die durch die MMP9 Prozessierung ent-
standenen Epitope mit denen in der EAE vorkommenden iibereinstimmen (STARCKX
ET AL. 2003).
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1.5. Zentrale Fragestellung dieser Arbeit

Autoimmunerkrankungen sind immer noch schwer bis gar nicht behandelbar. Die géngi-
gen Therapieformen begrenzen sich auf die Behandlung der Symptome. Dies liegt vor al-
lem daran, dass die genauen Vorgénge, die zum Ausbruch und Fortbestand der Krankheit
beitragen weitgehend unbekannt sind. Eine Aufklarung der zugrunde liegenden zellulé-
ren und molekularen Prozesse ist daher seit vielen Jahren ein Forschungsschwerpunkt
der Immunologie. Regulatorische T—Zellen werden seit geraumer Zeit als aussichtsrei-
ches Target eingestuft. In einem Review—Artikel von PROBST-KEPPER ET AL. (2009A)
wurden ausfiihrlich die Moglichkeiten einer Treg basierten T-Zell Therapie erlautert.
Mogliche Einsatzgebiete sind Transplantationen oder die Behandlung von Autoimmun-
reaktionen generell. Zudem unterstreicht der Artikel die Bedeutung von GARP im Erhalt

der regulatorischen Fahigkeit.

GARP beeinflusst in diesem Zusammenhang iiber den TGF—3 Signalweg das immunolo-
gische Gleichgewicht. Durch Freisetzung von TGF—f wird der regulatorische Phéanotyp
von TRegs gestirkt und die Proliferation, sowie Ausbildung von Ty17 Zellen inhibiert.
Auf welche Weise die TGF—3 Freisetzung reguliert wird ist nur ansatzweise bekannt.
Besser untersucht ist die Regulation von extrazellular vorliegendem TGF-[3. Hier spie-
len Proteasen eine mafigebliche Rolle. Sie sind in der Lage TGF—3 Adapterproteine wie
Decorin, Biglycan oder LTBP zu schneiden und so das TGF-3 Signal zu modulieren.
dabei sind vor allem zwei Proteasefamilien beteiligt. Dies sind zum einen Serinproteasen
und zum anderen Metalloproteasen vom Typ der Astacinproteasen und Matrix Metal-
loproteasen (s. S. 15 und 16). Hieraus ergibt sich die Frage ob und inwieweit Proteasen
auch an der Regulation der GARP vermittelten TGF—f Freisetzung beteiligt sind.

Um die moéglichen Auswirkungen einer Prozessierung durch Proteasen abschétzen zu kon-
nen ist ein detailliertes Wissen iiber die strukturellen und biochemischen Eigenschaften
von GARP wichtig. Hierfiir soll zunéchst die Phylogenie des GARP untersucht werden
um mogliche Homologe zu erkennen, die eventuell besser charakterisiert sind. Zudem
kénnen Modellierungsversuche Aufschluss dariiber geben, ob bestimmte Bereiche be-
sonders fiir Proteolyse anfillig sind und wie sich eine Spaltung auf moégliche TGF—3

Bindungsstellen auswirkt.

Die Expression von Proteasen in Tgegs ist bisher nicht untersucht. Es soll eine cDNA
Bank angelegt werden, um die Transkription von Proteasen—-mRNA zu untersuchen und

mit nativen T—Zellen zu vergleichen.

Schliefllich sollen verschiedene Proteasen, die mit Autoimmunerkrankungen und oder mit

der TGF-f Freisetzung in Verbindung stehen daraufhin getestet werden, ob sie in der
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Lage sind GARP zu prozessieren. Anschlieflend ist geplant, die Auswirkung der GARP

Prozessierung auf das TGF—f3 Signal zu untersuchen.
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2. Material und Methoden

Falls nicht anders beschrieben, wurden die verwendeten Materialien von folgenden An-
bietern bezogen: Chemikalien iiber Applichem oder Carl-Roth; Medien und Reagenzien
fiir die eukaryotische Zellbiologie von Life Technologies (Invitrogen, bzw. Gibco) und
die Kulturbehélter von Sigma—Aldrich (Nunc). Die Anschriften aller hier genannten
Produzenten finden sich im Anhang G auf Seite 155. Alle Losungen, falls nicht anders
beschrieben, wurden in HoOpeinst. (Milli-Q Anlage, Merck Millipore) als Losungsmittel

angesetzt.

2.1. Gentechnische Methoden

In diesem Abschnitt werden die in dieser Arbeit verwendeten Methoden erldutert, die
zur Anfertigung der Expressionsvektoren verwendet wurden. Auflerdem finden sich hier
die Anweisung zur Vermehrung von Plasmiden, sowie die Kultivierungsbedingungen der

verwendeten Bakterienstamme.

2.1.1. Verwendete Plasmide

In Tabelle 2.1 sind alle in dieser Arbeit verwendeten Plasmide verzeichnet. Ubersichts-
karten und eine genaue Beschreibung des Plasmidaufbaus sind im Anhang (S.147) zu
finden.

2.1.2. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR (polymerase—chain—reaction) ist eine in vitro Methode zur Vervielfaltigung
definierter DNA-Abschnitte (SAIKI ET AL. 1985). Sie beruht auf dem repetitivem Ab-
wechseln zweier Schritte. Zunéchst wird die doppelstringige Ursprungs—DNA bei hoher
Temperatur in die Einzelstrange getrennt. Anschliefend wird die Temperatur so weit ge-

senkt, dass kurze Oligonukleotide als sogenannte Primer an definierte Zielsequenzen der
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Tabelle 2.1.: Verwendete Plasmide
Alle in dieser Arbeit verwendeten Plasmide samt ihrer Grofle, sowie enthaltene Resistenzgene,
die entweder unter pro— oder eukaryotischen Promotoren stehen.

NAME GROSSE RESISTENZEN QUELLE
(bp) (prokaryotisch)  (eukaryotisch)
pGEM-T 3000 Ampicillin - Promega
pCMV-Sport6 4396 Ampicillin - ImaGenes
pBluescriptR 2998 Ampicillin - ImaGenes
Zeocin
pIRES-neo2 5295 Ampicillin Neomycin Life Technologies
pFastBacl 4775 Ampicillin - Life Technologies
Gentamicin

Einzelstrang DNA anlagern kénnen (Annealing). Die Primer erméglichen der zugesetz-
ten hitzestabilen DNA-Polymerase, den definierten DNA Abschnitt zu synthetisieren.
Nach einer vorgegebenen Elongationsdauer wird durch Temperaturerhohung der nachs-
te Zyklus eingeleitet. In Tabelle 2.2 ist der Ablauf des PCR—Programms aufgefiihrt, das
standardisiert in dieser Arbeit verwendet wurde. Hierbei handelt es sich um eine klassi-
sche zwei-Stufen PCR, bei der die Annealing—Temperatur und die Elongationszeit auf
das jeweilig verwendete Primerpaar angepasst wurde. Die Annealing—Temperatur betrug
in der Regel 62 °C und die Elonginationszeit 1 Minute pro angefangene 1000 Basenpaare.
Fiir die PCR wurde der ,,OneTaq—Polymerase 2x Master-Mix“ (New England Biolabs)
verwendet. Dieser enthielt bereits, Polymerase, Puffer und Nukleotide, sodass lediglich
die Primer und die Template DNA hinzugefiigt werden musste. Alle Primer wurden von
der Firma Biomers.net bezogen und in einer Endkonzentration von 1 uM eingesetzt. Die
genaue Sequenz und die Lokalisation der ,, Tag“—Sequenzen (spezielle Aminosidureabfolge
zur spéteren affinitdtschromatografischen Reinigung), sowie der Restriktionsschnittstel-

len sind auf Seite 149 im Anhang E zu finden.

2.1.3. Agarose Gelelektrophorese

Zur Analyse von Nukleinsduren wurde die Agarose Gelelektrophorese verwendet, bei
der sie aufgrund ihres negativ geladenen Phosphatriickgrates im elektrischen Feld zur
Anode wandern. Lineare DNA-Fragmente kénnen so voneinander getrennt und ihre
Grofle bestimmt werden. Um die DNA im Agarose—Gel sichtbar zu machen, wurde dem
Gel Ethidiumbromid zugesetzt, das zwischen die Basen der DNA interkaliert und bei
Anregung im ultravioletten (UV) Spektralbereich fluoresziert.
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Tabelle 2.2.: Standardisiertes PCR—Programm
Ein standardisiertes PCR-Programm, welches zur Amplifikation der rekombinanten cDNA der zu
exprimierenden Proteine verwendet wurde. Annealing—Temperatur und Elonginationszeit wur-
den individuell an das verwendete Primerpaar angepasst.

SCHRITT TEMPERATUR [°C] DAUER [§] ‘
Initiale Denaturierung 96 120
Denaturierung 96 30
Annealing 62 30 f) x 30
Elongation 72 je kbp 60
Finale Elongation 72 490

Zur Herstellung des Agarosegels wurde eine 1 %ige Agaroselosung in TAE-Puffer (2,5
mM EDTA; 40 mM TRIS/Essigsédure pH 8,5) hergestellt. Als Laufpuffer wurde ebenfalls
der TAE-Puffer verwendet. Die aufzutrennenden Proben wurden mit 10x Probenpuffer
(50 % (v/v) Glycerin; 0,25 % (w/v) Bromphenolblau; 1 mM EDTA) gemischt. Die
Proben wurden anschlieend bei 120 V im Agarose—Gel aufgetrennt und anschliefend

unter UV-Licht analysiert.

2.1.4. Klonierung von DNA-Fragmenten

Den Vorgang, ein DNA-Fragment in ein Zielplasmid einzubringen, um es anschliefend
in Bakterienzellen zu vermehren, nennt man molekulares Klonieren. Dazu miissen zu-
erst Vektor und DNA—Fragment in einer linearen Form vorliegen und kompatible Enden
aufweisen. Fiir die Klonierung von PCR—Produkten wurde hier der pGEM-T Vektor
(Promega) verwendet. Durch Thymidin, bzw. Adenin Uberhiinge an den Enden von
Vektor und PCR-Produkt kann ohne weitere Zwischenschritte kloniert werden. Bei allen
anderen Klonierungen werden die Ziel-DNA und der Vektor mit kompatiblen Restrikti-
onsenzymen (New England Biolabs) geschnitten. Der Vektor wurde, um eine Religation
zu verhindern, mit Antarctic Phosphatase (New England Biolabs) behandelt. Die so-
mit linearisierten Fragmente wurden durch eine Agarose Gelelektrophorese (2.1.3) mit
anschlieBender Gelextraktion mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) ge-

reinigt.

Die Menge der DNA wurde photometrisch {iber die Absorption der DNA-L6sung bei 260,
280 und 320 nm bestimmt. Dabei wird der 320 nm Wert zur Korrektur verwendet und
von den beiden anderen Werten abgezogen (SAMBROOK ET AL. 1989). Die DNA-Menge
errechnet sich wie folgt (Gl. 2.1):
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cpNA = ODogonm - 50 ng/ul - Verdinnungsfaktor (2.1)

Zusétzlich kann tber den Quotienten ODagonm/ODagonm die Reinheit der Probe be-

stimmt werden. Eine reine DNA-LGsung besitzt einen Quotienten von 1,8 .

Fiir die abschlieende Ligation wurde T4-Ligase (New England Biolabs) verwendet. Sie
verbindet freie 3’ und 5-Enden unter ATP—Verbrauch. Die fiir die Reaktion einzuset-

zenden Mengen wurden nach Gleichung 2.2 berechnet.

Vektor (ng) - Insert (bp)
Vektor (bp)

Insert (ng) = -4 (2.2)

Wenn nicht anders beschrieben wurde nach den Angaben der Hersteller gearbeitet.

2.1.5. Transformation von Bakterien

Bei Bakterienzellen wird der Vorgang der Plasmidaufnahme allgemein als Transforma-
tion bezeichnet. In vitro kann dieser Vorgang iiber verschiedene Wege, wie chemische
Agenzien, elektrischen Strom oder Hitze exogen induziert werden. In dieser Arbeit wur-
de ausschliefllich die Hitzeschocktransformation angewendet. Dazu wurden 50 pul kom-
petente Escherichia coli Zellen vom Stamm JM109 (Promega) mit 2,5 bis 5 pl (£ 100
ng) Plasmidlésung vermischt. Darauf folgten eine Inkubation von 30 min auf Eis und ein
anschlieflender Hitzeschock von 1 bis 2 min bei 42 °C im Wasserbad. Nach einer zweimi-
niitigen Inkubation auf Eis wurde der Ansatz mit 1 ml SOC-Medium (10 mM MgCly;
10 mM MgSOy; 40 mM Glucose; 2 % (w/v) Trypton; 0,5 % (w/v) Hefeextrakt; 0,06 %
(w/v) NaCl; 0,05 % (w/v) KCI; mit NaOH auf pH 7,5) gemischt und fiir 3 h bei 37 °C
und 180 rpm im Inkubator geschiittelt. Danach wurden die Zellen bei Raumtemperatur
(RT) und 2000 x g fiir 2 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet in 100 ml SOC-Medium resuspendiert. Die Bakteriensuspension wurde schliellich
auf einer ampicillinhaltigen LB—Agarplatte (1 % (w/v) Trypton; 0,5 % (w/v) NaCl; 0,5
% (w/v) Hefeextrakt; mit NaOH auf pH 7,5; dazu 1% Ampicillin—-Stocklésung (10 %
(w/v) steril filtriert) und 1,5 % (w/v) Agar Agar) ausgestrichen und iber Nacht bei 37
°C inkubiert. Die Lagerung der Platten erfolgte bei 4 °C, um das weitere Wachstum der

Bakterien zu unterdriicken.
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2.1.6. Plasmidisolation aus Bakterienkulturen

Um Plasmide aus Bakterienzellen zu isolieren wurde das Kit Nucleo Spin Quick Pure
(Macherey—Nagel) verwendet. 10 ml ampicillinhaltiges LB-Medium (1 % (w/v) Tryp-
ton; 0,5 % (w/v) NaCl; 0,5 % (w/v) Hefeextrakt; mit NaOH auf pH 7,5; dazu 1 %o
Ampicillin—Stocklésung (10 % (w/v) steril filtriert) wurden mit den entsprechenden Bak-
terien beimpft und ber Nacht bei 180 rpm und 37 °C im Bakterienschiittler inkubiert.
Die anschliefende DNA-Aufreinigung erfolgte nach Anweisung des Herstellers. Einzig
die Elution wurde mit zweimal 30 pl auf 70 °C erwéarmten Elutionspuffer durchgefiihrt.

Die DNA Menge und Reinheit wurden wie unter 2.1.4 beschrieben, bestimmt.

2.1.7. lIsolation und reverse Transkription von RNA

Ob ein gewisses Protein in einer speziellen Zellpopulation exprimiert, wird lasst sich am
schnellsten und einfachstem tiber die Analyse der mRNA bestimmen. Hierbei werden die
zu untersuchenden Zellen lysiert und die RNA isoliert. Es wurde fiir diesen Schritt das
Kit PeqGold Total RNA von (Peglab) verwendet und nach den Angaben des Herstellers
vorgegangen. Anschliefend wurde die isolierte mRNA mittels poly—dT Primern (Roth)
und der M-MuLV reversen Transkriptase (New England Biolabs) in cDNA umgeschrie-
ben. Fir die reverse Transkription wurden 455 ng Gesamt RNA eingesetzt; berechnet
nach (GI. 2.1), Umrechnungsfaktor ODagonm = 40 ng/ul. Ansonsten wurde nach den An-
gaben des Herstellers verfahren. Die so gewonnene cDNA Bibliothek kann anschliefend
tiber eine PCR (2.1.2) auf das Vorhandensein von Transkripten der zu untersuchenden
Gene analysiert werden. Als Annealing—Temperatur wurde der durchschnittliche Tm-—

Wert des Primerpaars (Tab. E.2) weniger 2 °C eingestellt.

2.2. Eukaryotische Zellbiologie

Im Abschnitt ,Eukaryotische Zellbiologie“ werden die Haltungsbedingungen fiir die in
dieser Arbeit verwendeten Sduger— und Insektenzelllinien beschrieben. Zudem finden
sich hier die Anweisung zur Durchfilhrung von Transfektionen und einem Assay zur
Bestimmung der TGF—-3 Aktivitét.

2.2.1. Verwendete Zelllinien

In Tabelle 2.3 sind die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien sowie die Zusammenset-

zung der benutzten Ndhrmedien beschrieben. Zusétzlich finden sich dort Angaben wie
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oft und in welchem Verhéltnis die Zellen gesplittet wurden. Allen Nahrmedien wurde 1 %
(v/v) einer Penicillin/Streptomycin (10000 U/ml) Stocklésung zugesetzt. Die Saugerzell-
linien wurden bei 37 °C, 5 % COs und Wasserdampf gesittigter Atmosphére gehalten.
Die Insektenzellen wurden bei normaler Luftzusammensetzung und 25 °C (SF9) und 28
°C (BTI-Tn-5B1-4, im Folgenden als Hi5—Zellen bezeichnet) gehalten.

Tabelle 2.3.: Verwendete Zelllinien

Alle in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien samt dem verwendeten Ndhrmedium, sowie An-
gaben zur Kultivierungsdauer, dem Splittungsverhéaltnis und der Bezugsquelle. HEK = human
embryonic kidney cells, Mv1Lu = mustela vision 1 lung cells, DMEM = Dulbecco’s modified eagle
medium, FCS = fetal calf serum, NEAA = non essential amino acids.

ZELLLINIE NAHRMEDIUM SPLITTING VERHALTNIS QUELLE ‘

HEK293 H DMEM + 10 % (v/v) FBS 3-4d 1:3 Life Technologies

MvlLu DMEM + 10 % (v/v) FBS 2-3d 1:3 Friedrich-Loffler
+ 1% (v/v) NEAA Institut

SF9 Grace’s Medium 3-4d 1:3 Friedrich-LofHer
+ 10 % (v/v) FCS Institut

BTI-Tn Express Five 3-4d 1:6 Friedrich-Loffler
5B1-4 (Hib) Medium Institut

2.2.2. Splitten der Zellen

Das Umsetzen von Zellen in ein neues Kulturgefdf8 mit einhergehender Verminderung
der Zellzahl wird als Splitten bezeichnet. Adhérent wachsende Zellen miissen von der
Zellkulturschale abgelost werden. Hierzu wird der Zellrasen zweimal mit PBS gewaschen
und anschliefend mit einer 0,05 %igen Trypsin/EDTA Fertiglosung iiberschichtet. Unter
mikroskopischer Beobachtungen wurden die Zellen so lange inkubiert, bis sie sich abzu-
kugeln begannen. Darauf folgend wurden sie mit frischem Nihrmedium von der Schale
gespiilt und im in Tabelle 2.3 beschriebenen Verhiltnis in eine neue Zellkulturschale
iberfithrt. Eine Ausnahme bildeten hier die SF9 und Hi5 Insektenzellen. Sie mussten
nicht mit Trypsin behandelt werden, sondern konnten direkt, nach der Abnahme des
verbrauchten, mit frischem Ndhrmedium abgespiilt und in ein neues Gefaf iiberfithrt

werden.

2.2.3. Einfrieren und Auftauen von Saugerzellen

Um Zellklone fiir ldngere Zeit zu konservieren kénnen sie eingefroren und in fliissigem

Stickstoff gelagert werden. Die einzufrierenden Zellen wurden falls nétig trypsiniert und
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anschlieBend bei 100 x g fiir 5 min bei RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde verwor-
fen und die Zellen mit Einfriermedium (40 % (v/v) DMEM, 50 % (v/v) FCS und 10
% (v/v)DMSO) auf eine Zelldichte von 4 - 10° Zellen eingestellt. Es wurden je 1 ml der
Zellsuspension in ein Schraubdeckel-Einfrierréhrchen iiberfithrt und mit einer Abkiihlge-
schwindigkeit von 1 °C/min eingefroren. Hatten die Cryogefifie -80 °C erreicht, konnten

sie in fliissigen Stickstoff umgelagert werden.

Zum Auftauen wurden die Zellen aus dem fliissigen Stickstoff entnommen und so schnell
wie moglich bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut. Nach dem Auftauen wurde die Zellsus-
pension in einem 10 ml Schraubdeckelgefafl iiberfithrt und auf 10 ml mit PBS aufgefiillt.
Nach einer 5 miniitigen Zentrifugation bei 100 x g bei RT wurde der Uberstand verwor-
fen und das Zellpellet im entsprechenden Nahrmedium resuspendiert und in einer TC

75 Zellkulturflasche ausgesét.

2.2.4. Transfektion von Saugerzellen

Als Transfektion wird der Vorgang bezeichnet, indem zusétzliche DNA in die Zielzelle
eingeschleust wird. Hierfiir wurde das Transfektionsreagenz ,Extreme Gene HP* von
Roche verwendet. 0,8 - 10° Zellen wurden am Vorabend der Transfektion in ein Well
einer 6—Well Platte ausgesdt. Am néchsten Tag wurde das Medium abgenommen und
durch 1,8 ml frisches Nahrmedium ersetzt. Es wurden 2 pg Plasmid DNA mit 200 ul
FCS freiem Nahrmedium gemischt und anschlieend 6 pl Transfektionsreagenz hinzuge-
geben. Der Ansatz wurde kurz geschiittelt und dann fiir 30 min bei RT inkubiert. Nach
der Inkubation wurden die 200 pl komplett auf die 6-Well Platte pipettiert und durch

vorsichtiges Schwenken mit dem vorhandenen Ndhrmedium gemischt.

Fiir eine transiente Expression wurde nach 48 h das Medium komplett entfernt, die
Zellen zweimal vorsichtig mit PBS gewaschen und 2 ml Expressionsmedium (DMEM, 1
% (v/v) NEAA, 1 % (v/v) Insulin-Transferrin Losung) hinzu pipettiert. Nach weiteren
48 h konnte der Uberstand abgenommen, beziechungsweise die Zellen fiir weitere Analysen
mit RIPA (Radioimmunoprecepitation assay) Puffer (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM
NapEDTA, 1 % (v/v) Triton X-100, 1 % (w/v) Na—Deoxycholat, 0,1 % (w/v) SDS)

lysiert werden.

Fiir die Generierung von stabilen Klonen wurde ausschliellich das Plasmid pIRES—neo2
verwendet (s. Tab. 2.1 und Abb. D.4). Um die Integrationsrate des Vektors in das Genom
zu erhéhen wurde dieser zuvor mit dem Restriktionsenzym Nrul (New England Biol-
abs) linearisiert. Da durch das Plasmid pIRES-neo2 ein Resistenzgen (Aminoglykosid-

Phosphotransferase) zusammen mit dem Wunschgen coexprimiert wird, sind alle Zellen,
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die das Plasmid erfolgreich in ihr Genom integriert haben resistent gegen das Antibio-
tikum Geniticin (G418). Nach der 48 stiindigen Transfektionsdauer wurde das Medium
komplett gegen neues Ndhrmedium ersetzt, welches 500 pg/ml Geniticin enthielt. Im
Lauf der néchsten 5 Tage starben alle untransfizierten Zellen ab und es bildeten sich
Zellinseln. Wenn gewiinscht konnten diese isoliert und so monoklonale Zelllinien eta-

bliert werden.

2.2.5. TGF-3 Aktivitatsassay

TGF- wird als inaktiver Komplex aus dem reifen Wachstumsfaktor und seinem eige-
nen Propeptid exprimiert. Es kann iiber verschiedene Aktivatoren aus dem latenten in
seinen aktiven Zustand iiberfithrt werden (1.3.2 ff.). TGF—f besitzt die Eigenschaft auf
bestimmte, sensitive Zelllinien proliferationsinhibierend zu wirken. Eine solche Zelllinie
sind die Mv1Lu Zellen, die aus der Lunge des nordamerikanischen Nerzes (Neovison
vison, frither: Mustela vison) etabliert wurden (TUCKER ET AL. 1984, HENDERSON
ET AL. 1974). Die Proliferation der Zellen kann durch Quantifizierung des DNA Ge-
halts mittels einer Farbung mit Methylenblau berechnet werden (FINLAY ET AL. 1984).
Diese Methode kann genutzt werden um die Menge an aktivem TGF-{3 bis zu einer
Konzentration von 0,3 ng/ml zu bestimmen. In diesem Konzentrationsbereich arbeitet
diese Methode genauso sensitiv wie die gidngige Prozedur mit radioaktiv markiertem
Thymidin, ohne jedoch radioaktiven Abfall zu verursachen (ABSHER ET AL. 1991).

2,5-10* Mv1Lu Zellen wurden in 100 ul DMEM mit 1 % (w/v) FCS, 1 % NEAA in ein
Well einer 96-Well Platte gegeben und fiir 2 h zum Anwachsen im Inkubator gestellt.
Nach 2 h wurde der Analyt hinzugegeben und die Zellen fiir weitere 48 h inkubiert.
Um die Zellen zu quantifizieren wurden sie mit einer 10 %igen Formalin—Lésung 30 min
fixiert und anschlieend mit einer Methylenblau-Loésung (1 % (w/v) Methylenblau, 10
mM Borax pH 8,5) 30 min gefirbt. Die nachfolgenden Waschschritte wurden vier Mal
in einer mit Borat—Puffer (10 mM Borax pH 8,5) angefiillten Schale durchgefiihrt. Die
96-Well Platten wurden komplett in den Puffer eingetaucht, sodass ein gleichmafiges
Waschen aller Wells gewéhrleistet war. Danach wurden die Wells umgekippt und ausge-
leert. Die Platte wurde anschlieend getrocknet. An die DNA gebundenes Methylenblau
wurde durch 100 pl einer 1:1 Mischung aus Ethanol und 0,1 M HCI gelést und anschlie-
Bend die Absorption bei 658 nm gemessen. Die Absorption verhélt sich hierbei linear
proportional zur Zellzahl im Well. Die Ergebnisse wurde mittels des Shapiro-Wilk Tests
auf eine Normalverteilung getestet. Lagen sie normalverteilt vor, wurden Proliferations-

unterschiede mittels eines einseitigen, gepaarten t—Tests iiberprift. Waren die Werte
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nicht normalverteilt wurde der Mann—Whitney U Test verwendet. Zwei Gruppen wur-
den als signifikant unterschiedlich eingestuft, wenn der Signifikanzwert « kleiner als 0,05

war.

2.3. Proteinexpression und Reinigung

In diesem Teil der Arbeit wird beschrieben, wie die rekombinanten Proteine exprimiert
und gereinigt wurden. Alle Proteine wurden mit Hilfe des Baculovirus Expressionssys-
tems in Hi5 Insektenzellen hergestellt und mittels einer zweistufigen Chromatografie

gereinigt.

2.3.1. Das Baculovirus Expressionssystem

Das Baculovirus Expressionssystem (Life Technologies; Invitrogen) beinhaltet die Ge-
neration und Amplifikation von rekombinanten Baculoviren in Sf9, sowie der Infektion
und anschliefender Expression in Hi5 Zellen. Die rekombinanten Zielgene GARPrg und
TGF-B strep wurden mittels Restriktion und Ligation in den pFastBac Vektor kloniert
und durch Hitzeschock in DH10Bac—Zellen transformiert. In diesen Zellen findet die
Transposition der Expressionskassette des pFastBac—Vektors in das Virusgenom statt.
Aus diesen Zellen wurde das rekombinante Baculovirusgenom isoliert, in Sf9 Zellen trans-
fiziert und anschliefend bis zum Quartarvirus amplifiziert. Mit den Quartérviren wurden
400 ml Hi5 Suspensionskultur (1,2 — 1,4 - 10° Zellen/ml) infiziert und 96 h lang inku-
biert.

Alle Schritte wurden geméfl dem Handbuch ,,Bac-to—Bac Expression System® von Inwvi-

trogen durchgefihrt.

2.3.2. Vorreinigung des konditionierten Mediums

Da das Medium zur Proteinexpression (Express Five), Substanzen wie Biotin oder De-
tergenzien enthélt, welche die affinitdtschromatografische Reinigung der Wunschproteine
storen, wurde eine Vorreinigung durchgefiithrt. Hierfir wurde das Sdulenmaterial Affi—
Gel Blue (Biorad) verwendet. Es bindet sowohl {iber ionische, als auch hydrophobe

Wechselwirkungen an Proteine verschiedener Art.

Das konditionierte Express Five Medium wurde mit einer 1 M Na—Acetat Stocklosung
auf 20 mM Acetat und anschlieffend mit Eisessig auf einen pH-—Wert von 5,5 eingestellt.

Die Zellen wurden durch Zentrifugation bei und 4 °C fiir 15 min entfernt. 25 ml des
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Affi-Gel Blue Sdulenmaterials wurden mit Auftragspuffer (150 mM NaCl, 20 mM Ace-
tat/Essigsiure pH = 5,5) equilibriert und mit dem Uberstand gemischt. Die Proteine
aus dem Uberstand wurden iiber Nacht unter stindiger Rotation im Batch—Verfahren an
die Sdulenmatrix gebunden. Am néchsten Tag wurde der Batch in eine Séaule (,,Econo
Column“; Biorad) gefillt und der Durchlauf gesammelt. Es wurde so lange mit Auf-
tragspuffer gewaschen bis die ODsgonm, unter 0,05 lag. Dann wurde die Elution mit Elu-
tionspuffer (2 M NaCl, 50 mM Tris/HCl pH = 8,0) eingeleitet. Es wurde solange eluiert,
bis die ODagonm unter 0,1 fiel. Alle Fraktionen mit einer OD > 0,1 wurden vereinigt und
iiber Nacht gegen 100 mM NaCl, 50 mM Tris/HCl pH = 8,0 dialysiert.

Nach der Elution wurde die Affi-Blue Sdulenmatrix regeneriert. Dazu wurde mit dem
fiinffachen S&ulenvolumen einer 2 M Guanidinium Hydrochlorid Lésung gewaschen. In
diesem Puffer wurde auch das Sdulenmaterial gelagert. Vor einer erneuten Reinigung
wurde dann das Material erneut mit jeweils dem fiinffachen Volumen des Elutionspuffers

und anschliefend mit Auftragspuffer equilibriert.

2.3.3. Affinitatschromatografische Reinigung von GARP{s mittels einer
Ni-NTA Saule

Das Konstrukt GARPrg wurde im zweiten Reinigungsschritt iiber seinen His—Tag af-
finitdtschromatografisch gereinigt. Dazu wurde das Dialysat aus 2.3.2 mit einer 1 M
Imidazol/HC1 pH = 8,0 Losung auf eine Konzentration von 25 mM Imidazol eingestellt.
2 ml Ni-NTA Séulenmaterial (Qiagen) wurde mit 100 mM NaCl, 25 mM Imidazol, 50
mM Tris/HCl pH = 8,0 equilibriert. Das eingestellte Dialysat wurde mit einer Flussrate
von maximal 1 ml/min einmal iiber die Sdule gegeben. Anschlieend wurde die Saule
mit dem Waschpuffer (100 mM NaCl, 50 mM Imidazol, 50 mM Tris/HCl pH = 8,0)
gewaschen, bis die ODoggnm unter einen Wert von 0,02 sank. GARP1g wurde dann mit
dem Elutionspuffer (100 mM NaCl, 100 mM Imidazol, 50 mM Tris/HCI pH = 8,0) von
der Saule gelost. Die Elutionsfraktionen mit dhnlicher ODogonm wurden vereinigt und
gegen 150 mM NaCl, 5 mM CaCly, 0,05 % (w/v) Brij-35 und 50 mM Tris/HCI pH =
8,0 dialysiert. Das gereinigte GARPTg wurde in 100 pl Aliquots bis zur weiteren Ver-
wendung bei -20 °C gelagert. Die Konzentration der Aliquots wurde tiber die ODaggnm
bestimmt (2.4.1).
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2.3.4. Affinitatschromatografische Reinigung von TGF- g, mittels einer
Strep-Tactin Saule

Fiir die finale Reinigung von TGF- s¢rep wurde das Dialysat der Affi-Blue Reinigung
(2.3.2) einmal mit einer Flussrate von maximal 1 ml/min {iber 4 ml Strep-Tactin Sau-
lenmatrix (IBA Lifesciences) gegeben, die zuvor mit Dialysepuffer (s. 2.3.2) equilibriert
wurde. Gewaschen wurde ebenfalls mit Dialysepuffer bis die ODagonm, unter einen Wert
von 0,02 sank. Fiir die Elution wurde dem Dialysepuffer D-Desthiobiotin (IBA Lifes-
ciences) auf eine Endkonzentration von 2,5 mM zugegeben. Elutionsfraktionen mit a4hn-
licher ODsgonm wurden vereinigt und in 100 pl Aliquots aufgeteilt und bei -20 °C fiir die
weitere Verwendung gelagert. Die Konzentration der Aliquots wurde tiber die ODagonm
bestimmt (2.4.1).

2.4. Proteinbiochemie

Im Abschnitt ,,Proteinbiochemie* werden die in dieser Arbeit verwendeten Methoden né-
her erldutert, die benutzt wurden, um den GARP—Rezeptor und dessen Interaktion mit
TGF—-f zu analysieren. Des Weiteren wird erldutert wie die proteolytische Prozessierung
des GARP—Rezeptors untersucht wurde.

2.4.1. UV /Vis—Spektroskopie

Licht, das durch eine wassrige Losung féllt, wird abhéngig von der Wellenldnge un-
terschiedlich stark absorbiert. zusétzlich besitzen geloste Substanzen charakteristische
Absorptionsmaxima. Dies wird unter anderem bei der photometrischen Konzentrations-

bestimmung von DNA (s. 2.1.4) und Proteinen genutzt.

Aromatische Aminosiduren absorbieren Licht maximal bei einer Wellenldnge von 257
nm (Phe), 274 nm (Tyr) und 280 nm (Trp). Wobei von diesen drei Aminoséuren die
Absorption von Tryptophan iiberwiegt, da die Quantenausbeuten der anderen beiden
oft sehr gering ist (WINTER UND NOLL 1998).

Mit Hilfe des Gesetzes von LAMBERT-BEER (Gl. 2.3) kann so die Proteinkonzentration
(¢) in Losung bestimmt werden. Oft ist die Pfadlénge der Probe (d) auf 1 cm normiert,

sodass statt von der Absorption (A) von der optischen Dichte (OD) gesprochen wird.

Ay=lg —=¢€-c-d (2.3)
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Der proteinspezifische Extinktionskoeffizient (¢) errechnet sich dabei aus der Zusam-

mensetzung der aromatischen Aminosauren und Disulfidbriicken des Proteins. Fiir die

in dieser Arbeit verwendeten Proteine wurde der molare Extinktionskoeffizient tUber
die Web—Applikation ,,ProtParam* des SIB EXPASY Bioformatics Resources Portal

(www.expasy.org/protparam/) errechnet.

2.4.2. Natrimdodecylsulfat—Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Tabelle 2.4.: Puffer fiir die SDS—-PAGE

Puffer, die fiir die SDS-PAGE verwendet wurden,
verdndert nach Laemmli (1970). Je nachdem ob
unter reduzierenden oder nicht reduzierenden Be-

dingungen gearbeitet werden soll, wurde dem 3x

Probenpuffer Dithiothreitol (DTT) zugesetzt.

PUFFER ZUSAMMENSETZUNG
0,5 M Tris/HC1 pH = 6,8
Sammelgel—
0,4 % (w/v) SDS
1,5 M Tris/HCl pH = 8,8
Trenngel-

0,4 % (w/v) SDS

25 mM Tris/HCl pH = 8,3
Lauf- 192 mM Glycin
0,02 % (w/v) SDS

200 mM Tris/HCI pH = 6,8
10 % (w/v) SDS

3x Proben— 25 % (v/v) Glycerin

+ 120 mM DTT

0,25 % (w/v) Bromphenolblau

Wiéhrende der Gelelektrophorese wan-
dern Proteine je nach Eigenladung un-
terschiedlich schnell entweder zur Anode
oder Kathode. Sollen alle Proteine einer
Losung aber quantifizierbar nach Grofie
aufgetrennt werden, miissen sie alle eine
vergleichbare Konformation und Ladung
aufweisen. In der SDS-PAGE iibernimmt
dies das Detergenz SDS. Es denaturiert
die Proteine und versieht sie mit einer
ihrer molekularen Groéfle proportionalen
negativen Ladung. Sie wandern so stets
zur Anode. Um die Trennschéarfe zu erho-
hen ist das Polyacrylamidgel aus einem
niederprozentigem Sammel- und einem
hochprozentigem Trenngel aufgebaut, die
unterschiedliche pH—Werte besitzen. Die
verwendeten Puffer sind in Tabelle 2.4
notiert und wurden geméfl Tabelle 2.5 fiir
die Polyacrylamidgele gemischt. Fiir das
GieBlen der Gele und den Elektrophore-
selauf wurde das ,,Mini Protean* System

von Biorad verwendet. Die aufzutrennen-

den Proteinlésung wurde 2:1 mit 3x Probenpuffer gemischt und 5 min bei 95 °C dena-

turiert. Fir die Fokussierung im Sammelgel wurde eine konstante Spannung von 80 V

und zur Auftrennung im Trenngel 120 V angelegt.
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Tabelle 2.5.: Zusammensetzung der SDS-Gele
Volumina der Loésungen, die fiir das Ansetzen der Polyacrylamidgele verwendet wurden

TRENNGEL SAMMELGEL

POLYACRYLAMID: 7,5 % 10 % 14 % 3.8 %
Sammelgelpuffer F — - 1 ml
Trenngelpuffer F 2 ml - —
HOgest. 4,12ml 321 ml 2,15 ml 2,44 ml
Rotiphorese 30 (Roth) 2ml 2,66 ml 3,73 ml 0,5 ml
TEMED 10 % (v/v)  F 60 ul . 30 ul
APS 10 % (w/v) + 60 ul . 30 pl

2.4.3. Farbung von Polyacrylamidgelen mit Coomassie Brilliant Blau

Per SDS—Gelelektrophorese aufgetrennte Proteinbanden wurden mit dem Farbstoff Coo-
massie Brilliant Blau gefarbt (KANG ET AL. 2002).

2.4.4. Farbung von Polyacrylamidgelen mit Silbernitrat

Eine sensitivere Féarbemethode als die
mit Coomassie Brilliant Blau ist die Far-
bung mit Hilfe von Silbernitrat. Dabei
binden die Silberionen vor allem an die
basischen und schwefelhaltigen Amino-
sduren der Proteine. Wahrend der Ent-
wicklung werden die Silberionen im ba-
sischen zu elementarem Silber reduziert.
Die Nachweisgrenze dieser Farbemetho-
de liegt bei bis zu 0,1 ng pro Proteinban-
de.

Nach der Gelelektrophorese wurde das
Gel zweimal fiir 15 min in Fixierlésung
geschwenkt. Danach wurde die Fixierlo-
sung durch zweimaliges Waschen, fiir je

15 min in HoOreinst. entfernt. Das Gel

Tabelle 2.6.: Puffer der Silberfarbung
Puffer, die fir die Farbung von Polyacrylamidge-

len mit Silbernitrat verwendet wurden.

Losuna ZUSAMMENSETZUNG
40 % (v/v) Ethanol
Fixier—
10 % (v/v) Essigsidure
Wasch— 30 % (v/v) Ethanol
Sensitizer— 0,02 (w/v) % NagS203
100 mM AgNOj3
Silber—
0,02 % (v/v) Formaldehyd
2 % N a;,CO
Entwickler— b (w/v) N azCO;
0,04 % (v/v) Formaldehyd

wird nun fiir die Silberfirbung sensibilisiert, indem es fiir 1 min in Sensitizerlésung

inkubiert wurde. Danach folgen zwei weitere Waschschritte fiir je 30 s in HoOyeingt.. Fiir

weitere 20 min wurde das Gel in der Silberlésung inkubiert, bevor es erneut dreimal fiir
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Tabelle 2.7.: Verwendete Antikorper
Antikorper, die in dieser Arbeit verwendet wurden. Angegeben sind die eingesetzten Konzentra-
tionen und Hersteller. MP = Magermilchpulver, BSA = Bovines Serumalbumin, TBS = 150 mM
NaCl, 10 mM TRIS/HCI pH 7,4, TBS-T = 500 mM NaCl, 20 mM Tris/HCl pH=74, 0,05 %
(v/v) Tween 20, 0,2 % (v/v) Triton X-100

’ ANTIKORPER ANTIGEN VERDUNNUNG GELOST IN HERSTELLER ‘
aStrep—AK SAWSHPQFEK 1:1000 3 % BSA in TBS-T Qiagen
oHis—AK HHHHH 1:1000 3 % BSA in TBS Qiagen
aTGF-p AK LAP 1:1000 1 % MP in TBS RnD Systems
aMaus—AK  Maus IgG Fc—Region 1:7500 10 % MP in TBS Dianova

je 15 s in HoOyeinst. gewaschen wurde. Abschliefend wurde das Gel mit der Entwicklerlo-
sung entwickelt. Die Reaktion kann gestoppt werden, indem das Gel kurz mit HoOyejnst.

gespiilt und anschliefend in eine 5 %ige Essigsdurelosung tiberfithrt wird.

2.4.5. Western—Blotting und Immundetektion

Durch Western—Blot werden Proteine aus ei-

nem SDS-Polyacrylamidgel mittels elektri-

Anode scher Spannung auf eine Membran transfe-

4x Chromatografiepapier 6_) riert. Hier wurde das Semi—Dry Verfahren
(Anodenpuffer)
nach KYHSE-ANDERSEN (1984) verwendet.

PVDF-Membran = Oft wird diese Methode in Kombination mit

SDS-Gel

einer Immundetektion durchgefiihrt. Dabei

4x Chromatografiepapier werden einzelne Proteine auf der Membran

i thiodenpuffer) @ durch spezifische Antikérper markiert. Ein
Kathode zweiter Antikorper, der gegen die Fc—Region

des ersten gerichtet ist, dient dann als Re-

Abbildung 2.1.: porter, da er entweder an einen Fluoreszenz-

Aufbau des Blot—Sandwichs

4 Lagen in Kathodenpuffer (40 mM Glycin,
20 % (v/v) Ethanol, 25 mM Tris/HCl pH
8,0) getrankte Chromatografiepapiere, das Po-
lyacrylamidgel, die PVDF-Membran und 4 in
Anodenpuffer (20 % (v/v) Ethanol, 300 mM Ser setzt ein Substrat (Roti-Lumin, Roth)
Tris/HC1 pH=10,4) getrinkte Chromatogra- unter Emission von Licht um, das wiederum

farbstoff, eine alkalischen Phosphatase oder
Peroxidase gekoppelt ist. In dieser Arbeit
wurde ein Peroxidase—gekoppelter, sekun-

dérer Antikorper als Reporter gewéhlt. Die-

fiepapiere. auf einem Rontgenfilm (Hyperfilm ECL, GE

Healthcare) detektiert werden kann.
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Das so genannte ,,Blot—Sandwich“ wird wie in (Abb. 2.1) gezeigt aufgebaut. Dabei sind
die Chromatografiepapiere (3 MM Chr, GE Healthcare) in Anoden— (20 % (v/v) Etha-
nol, 300 mM Tris/HCIl pH = 10,4) und Kathodenpuffer (20 % (v/v) Ethanol, 40 mM
Glycin, 25 mM Tris/HCl pH = 8,0) getrankt. Die PVDF-Membran (Merck Millipore)
wurde zur Aktivierung fiir 30 s in 100 % Ethanol getrankt. Der Transfer fand bei einer
konstanten Spannung von 20 V fiir 2 h statt. Fiir die Immundetektion wurden die in
Tabelle 2.7 aufgefiihrten Antikoérper wie angegeben angesetzt und verwendet. Nach dem
Transfer wurde die Membran fiir 1 h in 3 %igen (w/v) bovinem Serumalbumin (BSA)
in TBS—Puffer (137 mM NaCl, 10 mM Tris/HCI pH 7,5) geblockt. Danach folgte die
Inkubation mit dem ersten Antikorper fiir mindestens 1 h bis {iber Nacht. Anschliefend
wurde die Membran einmal kurz und einmal fiir 10 min mit TBS-T Puffer (500 mM
NaCl, 0,05 % (v/v) Tween 20, 0,2 % (v/v) Triton X-100, 20 mM Tris/HCI] pH = 7,5)
gewaschen. Es folgte die gleiche Prozedur mit TBS. Die abschliefende Inkubation mit
dem sekundéren Antikorper dauerte 1 h, wonach ungebundener, sekundérer Antikoérper
durch erneutes Waschen mit TBS-T Puffer (1x kurz, 1x 10 min) entfernt wurde. Vor der
Detektion wurde die Membran erneut einmal kurz mit TBS-Puffer gewaschen und in
diesen iiberfiihrt. Die Belichtungszeit variierte je nach aufgetragener Proteinmenge und
Affinitdt der Antikdrper zwischen 30 s und 30 min.

2.4.6. Prozessierung von proTGF—f mit Furin

Nach Expression und Reinigung liegt TGF- etwa zu gleichen Teilen in seiner pro-
und latenten Form vor. Da fiir ausgewéhlte Experimente aber eine reine Proteinfraktion
aus latentem TGF-f3 notig ist, wurde das vorhandene proTGF-f in vitro mit Furin

prozessiert.

Eine gereinigten TGF—-f3 Fraktion wurden mit einer zehnfach konzentrierten Stocklosung
auf 0,5 % (v/v) Triton X-100, 1 mM CaClz, 1 mM p-Mercaptoethanol und 100 mM
Hepes/NaOH pH = 7,5 eingestellt. Es wurde 1 U rekombinantes Furin (New England
Biolabs) hinzugegeben und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.4.7. Circulardichroisumus (CD)-Spektroskopie

Da alle proteinogenen Aminoséuren, bis auf Glycin, ein Chiralitdtszentrum besitzen, sind
sie in der Lage, die Drehrichtung von polarisiertem Licht zu &ndern. Neben dieser int-
rinsischen optischen Aktivitdt besitzen Proteine zusétzlich auch eine induzierte optische
Aktivitdt. Diese entsteht durch die Kopplung mehrerer optischer Zentren innerhalb der

Protein—eigenen Sekundérstruktur und ihrer rdumlichen Anordnung zueinander. Diesen
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Umstand macht sich die CD-Spektroskopie zu nutze. Durch die differenzielle Absorp-
tionsmessung von links und rechts zirkuldr polarisiertem Licht kann die Wellenldngen
abhéngige Elliptizitat 0 bestimmt werden. Aus dem so gewonnenem CD—-Spektrum kon-
nen Riickschliisse auf die Sekundarstrukturelemente gezogen, oder die Faltungszustinde
eines Proteins bestimmt werden, Uberblick in GREENFIELD (2006).

Die zu untersuchende Proteinlosung wurde mittels Amicon Ultra-0.5 ml 10 K (Merck
Millipore) Filtereinheiten nach Angaben des Herstellers in CD-Puffer (100 mM NaF, 50
mM NaHyPOy4 pH = 7.4) umgepuffert und auf die gewiinschte Konzentration eingestellt.
150 pl der Proteinlosung wurde in eine 1 mm CD-Spektroskopie Kiivette (Hellma) gefillt
und in einem Jasco J-810 CD-Spektrometer gemessen. Es wurde ein Spektralbereich
von 300 bis 185 nm mit einer Geschwindigkeit von 1 nm/s gemessen. Alle Messungen
wurden fiinfmal durchgefithrt und der Mittelwert aus den Einzelmessungen errechnet.
Die gemessene Elliptizitdt 0, wurde anschlieBend tiber Gleichung 2.4 in die relative

molare Elliptizitdt pro Aminosdure 0,;rr umgerechnet, die aus historischen Griinden

die Einheit d%gr;fEQ tragt und sowohl die Kiivettenlidnge (d.q), als auch die Konzentration

(Cmoly1) und Anzahl der Aminoséuren berticksichtigt (Nas).

102 - Oeq
cm ° C'Mol/l - Nas

6 = 24
MRE = — (2.4)

2.4.8. In vitro Kopplung von GARP und TGF-f} iiber Disulfidbriicken

Um GARP und TGF-{ in vitro kovalent aneinander zu koppeln wurde ein Puffer ver-
wendet der das Redoxpotential des ERs imitiert. Der rekombinante GARPr1g wurde
dafiir mit TGF-f strep gemischt, sodass die Bindung der Proteine stattfinden konnte.
Durch die Zugabe von Cystein und oxidiertem Glutathion (2 mM und 0,5 mM Endkon-
zentration) wurde ein Redoxpotential eingestellt, dass etwa dem des ERs von ungefihr
-0,16 V entspricht (JOCELYN 1967, HWANG ET AL. 1992). Pro Ansatz wurden je 800
ng GARPrs und 400 ng TGF-f strep iiber Nacht inkubiert.

2.4.9. Pull-Down Assay

Um die Bindung zweier Proteine aneinander nachzuweisen kann ein Pull-Down Assay
durchgefiihrt werden. Dabei wird versucht mit einem Protein, ein anderes aus einer
Lésung zu fischen®. Um in diesem Fall die Bindung von GARPrg und TGF—3 nachzu-
weisen wurden je 400 pg beider Proteine miteinander gemischt und iiber Nacht bei RT
inkubiert. Da GARPrg iiber seinen N-terminalen His—Tag in der Lage ist an Ni-NTA
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Agarose zu binden, wurden diese gekoppelt an magnetische Beads (Qiagen) verwendet
um GARPrg aus der Losung zu fischen. 100 ul der 5 %igen Losung wurden mit dem
Ansatz fiir 3 h bei 4 °C unter Rotation bei 60 rpm inkubiert. Die Kiigelchen wurden
zundchst mit einem Magneten im Reaktionsgefifl fixiert und nach dem Entfernen des
Uberstands zweimal mit 200 ul 150 mM NaCl, 25 mM Imidazol, 50 mM Tris/HC1 pH =
7,4 gewaschen. Die gebundenen Proteine wurde mit 20 ul 8M Harnstoff, 150 mM NaCl, 20
mM Acetat/Essigsdure pH = 4,5 von den Kiigelchen gel6st und mittels der SDS-PAGE
(2.4.2) mit anschlieendem Western—Blot und Immundetektion (2.4.5) analysiert.

2.4.10. Proteinprazipitation mit Trichloressigsaure und
Natrium—Desoxycholat

Um Proteine zu konzentrieren, kénnen sie mit Hilfe des schwachen Detergens Natrium—
Desoxycholat (DOC) und der starken Saure Trichloressigsaure (TCA) gefillt werden. Das
DOC lagert sich an die Proteine an und wirkt als Prazipitationsverstéarker, was die Menge
an gefilltem Protein erhéht. Die TCA entzieht wihrend der Féllung der Protein-DOC
Mischung die Hydrathiille, sodass die Proteine ausfallen. Wahrend der Féllungsprozedur
wird jedoch die native Struktur der Proteine irreversibel zerstort, sodass diese Art der

Konzentrierung nicht im Vorfeld funktioneller Analysen verwendet werden kann.

Die zu féllende Proteinlésung wurde zuerst im Verhéltnis 100:1 mit 2 %iger (w/v) DOC—
Losung gemischt und 1 h auf Eis inkubiert. Danach wurde im Verhéltnis 10:1 100 %ige
TCA-Losung (angesetzt nach SAMBROOK ET AL. (1989)) hinzugefiigt und fiir mindes-
tens eine weitere Stunde auf Eis inkubiert. Anschliefend wurde der Ansatz 15 min bei 4
°C und 16000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Proteinpellet
mit 100 %igem Aceton (-20 °C) gewaschen. Es folgt ein weiterer Zentrifugationsschritt
bei 4 °C und 16000 x g fiir 10 min. Der Uberstand wurde erneut verworfen und das
Proteinpellet bei RT getrocknet. Anschlieflend konnte es zur weiteren Verwendung in

dem vorgesehenen Puffer aufgenommen werden.

2.5. Bioinformatik

Im Abschnitt ,Bioinformatik“ werden die in dieser Arbeit verwendeten Datenbanken
und Programme néher erldutert, die zur bioinformatischen Charakterisierung von GARP
genutzt wurden. Darunter fallen die evolutionére systematische Einordnung des GARP—

Rezeptors in der LLR—Proteinfamilie und die Erstellung eines 3D-Modells.
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2.5.1. Datenbanksuche nach GARP Genen in anderen Spezies

Um zu untersuchen in welchen Spezies des GARP—Gen vorkommt wurde die Datenbank
,Ensembl Genome Browser® (www.ensembl.org; EMBL-EBI / Wellcome Trust Sanger
Institute) durchsucht. Per Basic Local Alignement Search Tool-Suche (BLAST) wur-
den alle annotierten Genome nach der GARP-Sequenz durchsucht. Dazu wurde mit
der menschlichen Proteinsequenz von GARP in der genomischen DNA gesucht. Fir
die Datenbanksuche wurde der Algorithmus TBLASTN benutzt und dieser fiir ,,Near—
Ezact-Matches* optimiert. Alle Gene, welche den gleichen Intron/Exon Aufbau und die
gleiche Doméanenzusammensetzung wie das menschliche GARP—-Gen aufwiesen wurden
als GARP—-Gen identifiziert.

2.5.2. Erstellung von Sequenz—Alignements

Fir die Erstellung der Sequenz—Alignements wurde das Programm ClustlX, Version
1.8.3 (www.clustl.org) verwendet. Fiir die Berechnung des Alignements wurden die von
ClustlX als Standardparameter gewédhlten Einstellungen verwendet und aus der GARP—
Sequenz die Aminosduren 35 bis zum C—Terminus beriicksichtigt. Fiir die Erstellung von
molekularen Stammb&dumen wurde das Alignement in das NEXUS-Format exportiert.

Die Sequenzen sind im Anhang B.2 auf Seite 136 verzeichnet.

2.5.3. Generierung molekularer Stammbdume

Fiir die Erstellung molekularer Stammbé&ume wurde die Software ,MrBayes 3.0B4“ ver-
wendet. Das Programm beruht auf einer hierarchischen Bayes Analyse, welche die like-
lthood Funktion nutzt um in einem , Markov Chain Monte Carlo“—Verfahren Stamm-
baume mit einer moglichst hohen Wahrscheinlichkeit zu ,sammeln“ (HUELSENBECK
UND RONQUIST 2001). Dabei werden per Iteration mehrere neue Stammbédume aus
dem Ausgangsalignement gebildet und deren Wahrscheinlichkeit in einem a posterio-
ri—Verfahren bewertet. Der Stammbaum mit der héchsten Wahrscheinlichkeit dient als
Ausgang der néchsten Iterationsrunde. Konvergiert die Wahrscheinlichkeitsverteilung
kénnen die Stammbédume fiir einen Konsensusbaum verwendet werden. Der erstellten
NEXUS-Datei wurden folgende Zeilen am Ende hinzugefiigt:
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BEGIN MRBAYES;

log start filename=filename.log.txt;

set autoclose=yes;

prset aamodelpr=fixed( WAG);

showmodel;

mcme ngen=500000 samplefreq=100 printfreq=10 nchains=4 savebrlens=yes;
log stop;

END;

Nach der Simulation wurde mit der folgenden Kommandozeile der Konsensusbaum er-
stellt und die ersten 25 % der errechneten Baume (nicht in der stationdren Wahrschein-

lichkeitsverteilung) verworfen:

sumt filename.nxs.t contype=allcompat burnin=125000

Die Darstellung des Konsensusbaums erfolgte mit dem Programm ,,Dendroscope” (HUSON
UND SCORNAVACCA 2012).

2.5.4. Modellierung des GARP Rezeptors

Um ein dreidimensionales Modell von GARP zu erstellen wurde das Programm ,, Modeller
9v8“ (ESWAR ET AL. 2006) verwendet. Es beruht auf der so genannten Homologie—
Modellierung. Dabei wird aus einem Alignement zwischen Zielprotein und einem Protein
mit &hnlicher, bereits aufgeklarter Struktur ein Modell erstellt, das sich an der Struktur

des bekannten Proteins orientiert.

Als Vorlage fiir die Ektodoméne des GARP Rezeptors dienten die LRRs des varia-
blen Lymphocyten Rezeptors (VLR) aus dem Neunauge Petromyzon marinus (PDB
ID = 29RU). Fiir den Transmembranbereich wurde der Integrin «IIf3 Transmem-
brankomplex genutzt (PDB ID = 2K9J). Das genaue Alignement ist im Anhang B.3,
S. 143 verzeichnet. Die erstellte PDB—Datei wurde {iber den Webserver ,PDBsum®
(www.ebi.ac.uk/pdbsum/, EMBL-EBI) auf ihre Integritdt tiberpriift und Bereiche die
als ,,generously allowed“ und ,,disallowed* angezeigt wurden mittels Modeller und dem

Befehl ,refine.loop®“ neu berechnet.
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3.1. Bioinformatische Analyse von GARP

Um Informationen iiber die strukturellen Eigenschaften von GARP zu erlangen wurde

zunachst versucht GARP bioinformatisch zu charakterisieren.

3.1.1. Verbreitung des GARP—-Gens

Uber den molekularen Ursprung von GARP ist bisher wenig bekannt. Weder wann es
evolutiondr entstanden ist, noch ob es auf Proteinebene ein ,Vorlaufer—-GARP“ gibt. Die
Genomdatenbank ,, Ensembl* wurde nach GARP—Genen durchsucht. In den 50 unter-
suchten Spezies konnte in 30 ein GARP-Gen identifiziert werden. In Phyla unterteilt
konnte kein GARP—Gen in Invertebraten entdeckt werden. Auch das einzige Genom der
Agnathen (Petromyzon marinus) wies kein GARP-Gen auf. Die identifizierten GARP—
Gene konnten wie folgt den verschiedenen Phyla zugeordnet werden: Vier in Teleostiern,
finf in der Gruppe der ,Lissamphibia und Sauropsida“, drei in der Grofigruppe der
Pro— und Metatheria, sowie 18 Genome unter den untersuchten Placentalia wiesen ein
GARP-Gen auf (Tab. 3.1). Ein Grofiteil der identifizierten Gene wurde bereits in sili-
co als GARP—Gen beschrieben, einige jedoch nicht. Diese waren zu diesem Zeitpunkt
(7.10.2011) noch als ,uncharacterized protein“ annotiert. Dies wird ebenfalls in Tabelle
3.1 durch ein Stern® deutlich gemacht. Die zu den Genen korrespondierenden Protein—

Identifikationsnummern wurden im Anhang, in Tabelle B.1 verzeichnet.
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Tabelle 3.1.: Nach einem GARP—-Gen durchsuchte Genome
Alle Genome, die nach dem Vorhandensein eines GARP-Gens durchsucht wurden. Zusétz-
lich angegeben ist der Anteil an gleichartigen (&) und identischen (=) Aminosduren zur
GARP-Sequenz des Homo sapiens. Bei den mit einem Stern* gekennzeichneten Spezies war
das identifizierte GARP-Gen noch als ,, Uncharacterized Protein® annotiert. Das Raute#
Symbol markiert Spezies, bei denen zwar ein GARP—Gen identifiziert werden konnte, aber

die Sequenz nicht komplett und so nicht fiir die Stammbaumrekonstruktion zu verwenden

war. v'zeigt das Vorhandensein, X das Fehlen eines GARP—Gens an.

DT. NAME WwIss. NAME GARP ~ =
Rotkehlanolis Anolis carolinensis v 62 % 43 %
Grofler Panda* Ailuropoda melanoleuca v 90 % 85 %
Rind* Bos taurus v 90 % 85 %
Fadenwurm Caenorhabditis elegans X

Zweifinger Faultier Choloepus hoffmanni X

Seescheide Ciona intestinalis X

Meerschweinchen Cavia porcellus v 89 % 84 %
Zebrabirbling Danio rerio v 58 % 40 %
Fruchtfliege Drosophila melanogaster X

Giirteltier Dasypus novemcinctus X

Kangururatte® Dipodomys ordii v

Hauspferd* Equus caballus v 91 % 87 %
Igel Erinaceus europaeus v 85 % 76 %
Igeltenrik Echinops telfairi X

Hauskatze Felis cattus v 90 % 84 %
Stichling Gasterosteus aculeatus v 46 % 29 %
Huhn* Gallus gallus v 63 % 46 %
Mensch Homo sapiens v 100 % 100 %
Elefant Lozxodonta africana v 89 % 83 %
Truthahn* Meleagris gallopavo v 63 % 46 %
Spitzmausbeuterlratte ~ Monodelphis domestica v 72 % 57 %
Kanguru Macropus eugenii X

Mausohrfledermaus Myotis lucifugus v 90 % 83 %
Hausmaus Mus musculus v 89 % 80 %
Weilwangen—Gibbon Nomascus leucogenys v 98 % 98 %
Schnabeltier Ornithorhynchus anatinus X

Kaninchen Oryctolagus cuniculus v

Reisfisch* Oryzias latipes v 46 % 28 %
Pfeithase Ochotona princeps X

Urang Utan Pongo abelii v 98 % 98 %

Fortsetzung auf der néchsten Seite
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Tabelle 3.1 — Fortsetzung

DT. NAME wiss. NAME GARP ~ =
Klippschliefer Procavia capensis X

Neunauge Petromyzon marinus X

Schimpanse Pan troglodytes v 99 % 99 %
Flughund Pteropus vampyrus v 90 % 83 %
Wanderratte Rattus norvegicus v 88 % 81 %
Spitzmaus Sorexr araneus X

Bierhefe Saccharomyces cerevisiae X

Beutelteufel Sarcophilus harrisii v 73 % 59 %
Hausschwein Sus scrofa v 89 % 84 %
Ziesel Spermophilus tridecemlineatus X

Tupaia Tupaia belangeri X

Zebrafink* Taeniopygia guttata v 64 % 46 %
Kugelfisch Tetraodon nigroviridis X

Fugu Takifugu rubripes v 56 % 3T %
Grofler Tiimmler Tursiops truncatus v 91 % 86 %
Vikunja Vicugna pacos X

Krallenfrosch Xenopus tropicalis v 58 % 41 %

Neben GARP konnten keine weiteren Gene identifiziert werden, die fiir ein Protein
codieren, das die gleiche Doméanenzusammensetzung besitzt und so ein Homolog, eine
Genduplikation oder einen Vorldufer darstellen kénnte. Die dhnlichsten LRR Proteine
sind die Toll-dhnlichen Rezeptoren 8 und 9, sowie das LRRC Protein 33 . Die Toll-
dhnlichen Rezeptoren 8 und 9 besitzt extrazelluldr drei, beziehungsweise vier LRR-
und intrazelluldr eine zuséatzliche ,, Toll Interleukin—1 Rezeptor—ahnliche“ Doméne. Im
Fall des LRRC 33 ist lediglich eine extrazellulire LRR—Doméne mehr vorhanden, wo
hingegen die LRRC—terminale Doméne fehlt. Auflerdem fehlen allen drei Proteinen die
charakteristischen Merkmale der prolinreichen Region und des Cystein—loops (vergleiche
Abb. 3.2). Mit den anderen Toll-&hnlichen Rezeptoren oder LLR Proteinen wies GARP

nur eine geringe Ahnlichkeit auf.

3.1.2. Stammbaumrekonstruktion durch die GARP—Proteinsequenz

Aus den in Tabelle 3.1 identifizierten GARP-Genen (auer Dipodomys ordii und Oryc-
tolagus cuniculus s.0.) wurde mittels des Programms ,MrBayes“ und den abgeleiteten
Proteinsequenzen ein molekularer Stammbaum errechnet (Abb. 3.1). Generell sammeln
sich die GARP—Proteine aus Spezies dhnlicher Phyla auch in gemeinsamen Gruppen. Die

vier Teleostier GARP-Proteine (blau) zweigen basal am Stammbaum ab und bilden zwei
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Abbildung 3.1.: Konsensusbaum des GARP—Proteins ausgewihlter Spezies
Zirkuldres Kladogramm der GARP-Proteinsequenzen ausgewéhlter Spezies. Farbung der Aste
nach dem Zeitpunkt ihrer Differenzierung (nach den Spektralfarben, blau = frithe Differenzie-
rung, Rot = spétere Differenzierung. Fiir die grafische Darstellung wurde das Programm , Den-
droscope* (HUSON UND SCORNAVACCA 2012) gewédhlt. Abbildungen der Tiere aus ,Brehms
Thierleben* 2. Auflage, 1883-1887

getrennte Aste. Einen gemeinsamen Ast bilden auch die GARP-Proteine der Lissamphi-
bien und Sauropsiden (griin bis gelb). Die Sdugetiere bilden zusammen einen weiteren
Ast, der sich gut in weitere Untergruppen aufteilen liasst (orange bis dunkelrot). Es
stehen hier die Marsupilia (orange) am basalen Ende und dem einzigen Insectivora (Er-
inaceus europaeus) am nichsten. Die restlichen Séuger teilen sich in zwei Grofigruppen

auf. Dies sind zum einen Laurasiatherie (Carnivora, Chiroptera, Cetartio— und Perisso-
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dactyla) und der Grofigruppe aus Primaten und Rodentia, in der sich basal auch der
afrikanische Elefant (Lozodonta africana) einordnet. Bis auf wenige Ausnahmen werden
alle Verzweigungen sehr gut (,,credibility score® > 0,95) bis gut (,,credibility score® >
0,75) unterstiitzt. Lediglich zwei Gabelungen innerhalb der Gruppe der Laurasiatheria

werden mit ,, credibility“—Werten von 0,6 und 0,55 nur méfig unterstitzt.

3.1.3. Modellierung des GARP—Rezeptors

LRR1-10

2

A
N-Terminus
LRRCT
Prolin reiche

Trans- Y Region
membran
Helix Cystein

.S?. loop

C-Terminus
frei
Y 22722
05 Y PSP 8 S
I I Wi Ul

Abbildung 3.2.: 3D—Modell und Doménenzusammensetzung von GARP

A) In der Membran verankertes GARP-Modell. Das 3D-Modell wurde in einen Phospholipid—
Bilayer (pope.pdb; (Hub et al. 2010)) eingepasst und die fiir Wasser zugéngliche Oberfliche
(grau) angezeigt. Farbung der Tertidrstrukturelemente: Faltblatter = violett, Helices = gelb. B)
3D-Modell mit zugeordneten Doménen und wichtigen Bereichen. LRR = Leucin reiche Region,
LRRCT = LRR C-terminale Doméne, Farbung der Sekundirstrukturelemente siche A). C)
Doménenzusammensetzung mit den sich aus dem Modell ergebenden Disulfidbriicken. Zahlen
geben die Position der verantwortlichen Cysteine an. Klammern zeigen die verbundenen Cysteine.
Farbung der Doménen: weifl = Signalpeptid, blau = LRR-Doméne, orange = LRRCT-Doméne,
gelb = Transmembranregion.

Fir die Modellierung des GARP—Rezeptors wurden seine Doménen wie folgt aligniert.
Als Vorlage fiir die LRRs der Ektodoméne diente die Datei 206Q.pdb (KiM ET AL.
2007), welche die kristallografische Struktur des Neunaugen VLRs enthélt. Fiir die
Transmembranregion wurde die Datei 2K9J.pdb gewéahlt (Tab. B.3). Mit diesem Ali-
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gnement wurde dann, wie unter 2.5.4 beschrieben ein 3D-Modell erstellt. Die Transmem-
brandoméne des Modells wurde anschlieend manuell in die Datei pope.pdb (Phospolipid—
Bilayer) eingepasst (Abb. 3.2 A) (HuB ET AL. 2010). Die modellierte Struktur wies die
fiir LRR typische Hufeisenstruktur auf. Dabei sind die f—Faltblatter parallel auf der In-
nenseite des Hufeisens angeordnet. Auf der Auflenseite befinden sich helikale Strukturen
mit unterschiedlicher Lange. Die Transmembrandoméne besteht aus einer durchgingi-
gen o—Helix. Der Bereich der prolinreichen Region und des Cystein—loops konnten, da
ein Template fehlte, nicht modelliert werden (Abb. 3.2 B). Die Position der Cysteine lief§
sieben extrazelluldre Disulfidbriicken vermuten. Diese kénnen zwischen den Cysteinen
26 und 35, 211 und 227, 342 und 364, 425 und 436, sowie zwischen 575, 576, 600 und 618
auf Grund ihrer rdumlichen Ndhe und Ausrichtung zueinander gekniipft werden. Dies
gilt nicht fiir die letzten vier Cysteine der LRRC—terminalen Doméne. Hier konnte ihre
Verkniipfung nicht aus dem Modell bestimmt werden (Abb. 3.2 C). Cystein 342 schien
frei zu sein. Die vermutete Disulfidbriicke der Cysteine 425 und 436 (Cystein—loops) war
ebenfalls nicht in der Struktur aufgeldst. Diese beiden Cysteine sind nur durch 11 Amino-
sduren getrennt. Ihre Abfolge findet sich nicht in den PDB-Datenbanken, sodass ihr kein
eindeutiges Sekundéarstrukturelement zugewiesen werden kann. Dies legt den Verdacht
nahe, dass es sich um eine relativ flexible loop—Struktur handelt, die eventuell durch die
beiden Cysteine iiber eine Disulfidbriicke stabilisiert wird. Die LRRC—terminale Doméne
sitzt im Modell der Membran auf. Der Innendurchmesser des ,Hufeisens“ (Gly133 bis
Lys541) betriigt 57 und der Auendurchmesser (Gly119 bis Ala531) 86 A. Daraus ergibt
sich fiir die Bogenparameter nach Enkhbayar et al. (2004) ein R-Wert von 29 A und ein
d—Wert von 253°.

3.2. cDNA Screening von stimulierten und unstimulierten
T—-Zellen

Da ich eine proteolytische Regulation der GARP vermittelten TGF—3 Aktivierung ver-
mutete, wurde das Proteaseprofil von stimulierten und unstimulierten T—Helferzellen,
sowie regulatorischen T—Zellen bestimmt. Dabei riickten vor allem Astacinproteasen in
den Fokus. Von einzelnen Vertretern ist bekannt, dass sie iiber TGF—f und TGF-3—
dhnliche Wachstumsfaktoren an der Regulation des Knochenwachstums, des Muskel-
wachstums und der Dicke, sowie der Elastizitdit der Dermis beteiligt sind. Uber die
Rolle dieser Proteasen im adaptiven Immunsystem existieren bisher keine Daten. Fiir
die Matrix—Metalloproteasen, die ebenfalls mit der Aktivierung von TGF—f3 Signalwegen

in Verbindung gebracht werden sind bereits Daten in der Fachliteratur vorhanden.
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3.2. ¢cDNA Screening von stimulierten und unstimulierten T—Zellen

Zusétzlich wurden die Proteasen ADAM 10 und 17
als Referenz mit in die Studie einbezogen. Es ist labelle 3.2.: cDNA Screening
gezeigt, dass in T—Zellen auf RNA Ebene ADAM Z;sNazlrr;engefasste Er;gre b;u;se l\c/lles
i — . it
17 gut und ADAM 10 nicht detektiert werden ¢ Cr?emngs ans erett ) '
Plus (+) sind Proteasen gekennzeich-
kann (BRI1SO ET AL. 2008). RNA wurde aus den

oben genannten Zellen, wie in 2.1.7 beschrieben,

net, fiir die mit spezifischen Primern
ein Signal auf der vorhergesagten
extrahiert und in cDNA umgeschrieben. Die zu- ProduktgréBe  detektiert  werden

vor durchgefithrte Sortierung der Zellen und die konnte.

anschliefende Stimulation wurde von der Arbeits-

gruppe um Helmut Jonuleit aus der Dermatolo- PROTEASE ERGEBNIS

gie der Universititsmedizin Mainz durchgefiihrt ADAM 10 -

(JONULEIT UND SCHMITT 2005). ADAM 17 +
BMP-1

Das Ergebnis der PCR mit Astacin oder ADAM +
mTolloid +

spezifischen Primern ist in Tabelle 3.2 und die zu-

gehorigen Agarose—Gele in Abbildung 3.3 darge- mTolloidlike 1 )

stellt. Die Primer gegen ADAM10 und 17 dienten mTolloid-like 2 -
als Referenz. Meprin o -
Meprin 3 -

In Abbildung 3.3 A und B sind die beiden Kontrol-
len zu sehen. ADAM 10 ¢cDNA wird nicht detek-
tiert, wogegen sich bei ADAM 17 Banden auf der
erwarteten Hohe abzeichneten. Sowohl bei naiven
T-Zellen (CD4" CD25°) als auch bei Tgegs (CD4T CD251) waren die Signale in den
stimulierten Zellen starker. Bei den unstimulierten Tgregs trat eine zusitzliche Bande im
Bereich von 450 bis 500 bp auf. Im Fall von BMP1 und mTolloid war das Bild differenzier-

ter. Bei diesen beiden Proteasen handelt es sich um unterschiedlich lange Spleifivarianten

Ovastacin +

desselben Gens. Fiur BMP1 konnten keine Primer erstellt werden, die nicht auch mTol-
loid ¢cDNA detektieren. Die Primer fiir mTolloid dagegen kénnen nicht an die BMP1
c¢DNA binden. Die Signale die mit den BMP1 Primern produziert wurden waren in bei-
den T-Zellpopulation zu sehen und wurden nach Stimulation der Zellen stérker (C). Fiir
mTolloid war dies nicht der Fall. In naiven T-Zellen war das Signal stiarker als in Tgegs
aber es dnderte sich nach Stimulation in beiden Populationen nicht (D). Fiir Ovastacin
zeichnete sich ein dhnliches Bild, wie fir BMP1 ab. In beiden Zellpopulationen lielen
sich Signale auf der erwarteten Hohe detektieren, die nach Stimulation stirker wurden
(E). Die GAPDH Kontrolle zeigt bei allen Proben die gleiche Signalintensitét.
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3. Ergebnisse

A) ADAM 10 NS B) ADAM 17

&L \\o\\z
s s
CD4* CD25 CD4*CD25* ,b\‘l' & CD4* CD25 CD4* CD25* ’b‘\& o
&
ns. S Nns. S N < ns. S nNns. S N <
900 bp 900 bp
700 bp 700 bp
500 bp 500 bp
C) BMP1 D) mTolloid e
’\0\\% «0\\@ \‘o\\ éo\\e
S E s & &
CD4* (D25 CD4* D25+ & & & CD4* CD25" CD4* CD25* RN
> O & Q' & o’
ns. s ns s Y & ns. s. ns. s &R

E) Ovastacin @ F) GAPDH NS

X )
CD4'CD25 CD4'CD25" & oF CD4' D25 D4 D25 N o
n.s. S. n.s. S. <

n.s. S. n.s. S.

Abbildung 3.3.: Agarose Gele des cDNA Screenings

Die PCR Amplifikate des cDNA Screenings wurden in einem 1,5 %igem Agarosegel aufgetrennt.
Als Marker diente der 100 bp Marker (New England Biolabs). CD4" CD25 = naive T-Zellen,
CD4" CD25% = nTRegs, n.8. = unstimuliert, s. = mit «CD3 und a«CD28 Antikorper fir 24 h
stimuliert. Als negativ Kontrolle wurde statt cDNA HoOyeinst. €ingesetzt, als positiv Kontrolle
(wenn vorhanden) 100 ng eines Vektors, der die entsprechende cDNA enthilt. Erwartete Frag-
mentgroBe fur: ADAM 10 = 600 bp, ADAM 17 = 586 bp, BMP1 = 559 bp, mTolloid = 237 bp,
Ovastacin = 363 bp und GAPDH = 700 bp.

3.3. Klonierung der fiir die Arbeit bedeutenden Gene

3.3.1. Das Konstrukt ,,GARP ohne Transmembranregion* (GARP A1y)

Die Klonierung einer GARP—Variante ohne Transmembrandoméne und intrazelluldrem

Teil (GARPaTy) wurde von Hagen Westphal wihrend seines ,,Fortgeschritttenen Prak-
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3.3. Klonierung der fiir die Arbeit bedeutenden Gene

tikums 2: Synthese von Vektoren zur rekombinanten Expression von BMP1, TGF-3,
LTBP und LRRC32 (GARP) in Sdugerzellen“ durchgefithrt. Dazu wurde das GARP
Konstrukt (Aminoséure 1 bis 627) um einen His—Tag C—terminal erweitert und iiber die
Restriktionsschnittstellen fiir Nhel und BamHI in den pIRES-—neo2 Vektor kloniert.

3.3.2. Das Konstrukt ,,GARP full-length* (GARPg,)

Da die kommerziell kduflichen Antikérper gegen GARP in ihrer Spezifitdt zumindest
fraglich sind wurde eine GARP—Variante erstellt, die zusétzlich einen intrazelluldren
Strep—Tag (im Folgenden GARPpy, genannt) fiir eine spétere Detektion tragt (Abb. 3.4
C). Hierzu wurden die in Tabelle E.1 verzeichneten Primer GARP 5" UTR* und ,,C—
terminus“ in einer PCR nach 2.1.2 verwendet. Das PCR-Produkt (Abb. 3.4 B links)
lief auf der erwarteten Hohe von ca. 2100 bp. Es wurde nach dem Schema in Abbil-
dung 3.4 A erst iiber TA-Uberhénge in den pGEM-T Vektor und aus diesem mit Hilfe
der Restriktionsenzymen Nhel und BamHI herausgeschnitten und in den pIRES-—neo2
Vektor eingefiigt. Mittels FcoRI konnte die korrekte Insertion des Fragments in den Ex-

A)
Klonierung in den Klonierung in den B) PCR Marker Restriktion (EcoRI)
PCR PGEM-Vektor pIRES-neo2 GARP,  [bp]  pIRESneo2 GARP
® @
Nhel
EcoRI
pPGEM pIRES-neo2
/\/\/ GARP,, BamHI GARP,,
2,1 kbp 5,2 kbp 7,4 kbp
Q)
Protein:

Abbildung 3.4.: Klonierungsschema des Konstrukts GARPpy,

A) Ubersicht iiber die einzelnen Klonierungsschritte. Die rekombinante cDNA wurde mittels
PCR amplifiziert und iiber TA-Uberhinge in den pGEM-T Vektor inseriert. Danach folgte die
Umklonierung in den Vektor pIRES-neo2 mit Nhel und BamHI. Der Erfolg wurde iiber eine
Restriktion mit EcoRI nachgewiesen. B) 1 %iges Agarosegel des GARPr;, PCR-Ansatzes (links)
und Uberpriifung zweier Klone, die das Konstrukts pIRES-neo2 GARPgy, tragen sollten (rechts),
Marker: ,,1 kbp Marker“ (New England Biolabs) C) Doménenstruktur des kodierten Proteins:
weifl = Signalpeptid, blau = LRR-Doméne, rot = LRRC-Doméne, gelb = Transmembrandomé-

ne.
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3. Ergebnisse

pressionsvektor pIRES-neo2 nachgewiesen werden (Abb. 3.4 B rechts). Dabei schneidet
das Restriktionsenzym entweder einmal in der MCS oder, wenn GARP inseriert wurde,
in der cDNA. Die EcoRI Schnittstelle der MCS wurde in diesem Fall durch die vorige
Restriktion mit Nhel und BamHI entfernt (vgl. D.4). Somit handelt es sich bei Klon 1
um den Leervektor (5,3 kbp) und bei 2 um den pIRES—neo2 mit GARPyy, Insert (7,4
kbp). Der Expressionsvektor enthélt 3’ der GARPpy, ¢cDNA ein synthetisches Intron,
eine IRES Struktur und eine Neomycinresistenz. Durch die simultane Expression von
GARPpgy, und der Neomycinresistenz kénnen relativ schnell und einfach, durch Zugabe
des Antibiotikums G418 in das Nahrmedium, stabile Klone selektiert und anschliefend

isoliert werden.

3.3.3. Das Konstrukt ,,GARP tail-switch* (GARP+s)

Das Konstrukt GARP AT\ wurde in Expressionsstudien nicht sezerniert (s. 3.4.1). Daher
musste ein anderer Weg gewéhlt werden, um eine 16sliche, sezernierte GARP—Ektodoméne
zu erhalten. Marion Leuck begann im Rahmen ihrer Masterarbeit unter dem Titel ,,He-
terologe Expression des humanen GARP-Rezeptors mit einem angehédngten Meprin o-
tail“ mit der Klonierung eines entsprechenden Konstrukts. Es wurde die Ektodoméne
des GARP-Rezeptors (Aminosaure 1 bis 627) mit fiinf zusitzlichen Histidinen zwischen
Q(19) und H(20) und dem C-terminalen Teil von Meprin « (Aminosduren 605 bis 746)
verbunden. Als Linker zwischen den beiden Teilen wurde das Peptid ,WSHPQFEKLE“
verwendet, welches die Sequenz des Strep—Tags beinhaltet (Abb. 3.5 C). In der Arbeit
von Marion Leuck konnte das beschriebene Konstrukt amplifiziert und in den pGEM—
T Vektor kloniert werden. In der vorliegenden Arbeit wurde das Konstrukt aus dem
pGEM-T Vektor in die Expressionsvektoren pIRES—neo2 und pFastBac umkloniert.
Fiir die Klonierung wurden die Restriktionsenzyme Nhel und BamHI (pIRES-neo2)
oder Spel und Sphl (pFastBac) gewéhlt (Abb. 3.5 B). Ein praparativer Ansatz ist ex-
emplarisch fiir die Restriktion mit Spel und Sphl in Abbildung 3.5 A Mitte gezeigt.
Die Restriktion mit Nhel und BamHI sah aufgrund der dhnlichen Fragmentgrofien ver-
gleichbar aus. Der lineare pFastBac (griines Dreieck) lief bei den erwarteten 4,8 kbp. Die
c¢DNA des GARPpg mit 2,6 kbp (hellblaues Dreieck) und der pGEM-T mit 3 kbp (vio-
lettes Dreieck) liefen als Doppelbande, wobei die untere der beiden Banden der GARPg
c¢DNA entspricht. Die entsprechenden Fragmente wurden extrahiert und ligiert (2.1.4).

Der Erfolg der Ligation wurde im Fall der Klonierung in den pIRES—neo2 mit Nhel al-
lein oder zusammen mit BamHI (Abb. 3.5 A links) und in den pFastBac mit Xhol oder
BamHI iiberpriift (Abb. 3.5 A rechts). Im Falle des Konstrukts plRES—neo2 GARPg

schneidet Nhel einmal, was zu einer Linearisierung des Vektors fiihrt, welches auf der
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3.3. Klonierung der fiir die Arbeit bedeutenden Gene

A) Marker Restriktion Restriktion (Spel & Sphl) Restriktion
b IRES-neo2 GARP. FastBac GARP.
fpl P N pFastBac ~ pGEM GARP_, P TS
Nhel Nhel & BamHI BamHI Xhol
10000 =
6000
4000
3000
2000
1500
1000
B) Klonierung in den PGEM GARP_ Klonierung in den BamHI
pIRES-neo2 pFastBac o
Nhel Spel
pIRES-neo2 pPGEM pFastBac pFastBac
GARP_ BamHI GARP Sphl GARP GARP_
Q) 7,9 kbp 5,6 kbp 7,4 kbp
Protein:
G extis [T TH I HITTTH Fstep-I1

Abbildung 3.5.: Klonierungsschema des Konstrukts GARP g

A) 1 %iges Agarosegel zur Uberpriifung des Konstrukts pIRES-—neo2 GARPts mit Nhel und
BamHI (links); Praparatives Gel zur Klonierung der GARP1g ¢cDNA aus dem pGEM-T in den
pFastBac Vektor mit Spel und Sphl (mitte); Uberpriifung der Insertion der GARPrg ¢cDNA in
den pFastBac mit BamHI und Xhol (rechts), Marker: 1 kbp Marker® (New England Biolabs) B)
Ubersicht iiber die einzelnen Klonierungsschritte C) Doménenstruktur des kodierten Proteins:
weil = Signalpeptid, blau = LRR-Doméne, rot = LRRC-Doméne, braun = EGF-&hnliche
Doméne (Meprin), gelb = Transmembrandoméne (Meprin).

GrofBle des Gesamtkonstrukts von knapp unter 8 kbp lduft. Nhel und BamHI zusam-
men 16sen das Insert komplett aus dem Vektor heraus. Die Fragmente entsprechen dem
Restvektor pIRES-neo2 (5,3 kbp) und dem Insert GARPtg (2,6 kbp). Ahnlich verhilt
es sich mit dem Konstrukt pFastBac GARP1g. Hier wurden jedoch die Restriktions-
enzyme Xhol und BamHI gewahlt. BamHI besitzt wie zuvor gezeigt eine Schnittstelle
und linearisiert das Konstrukt (7,4 kbp). Xhol schneidet zweimal im Insert und 16st ein
Teil aus dem Vektor (4,9 kbp 0 restvektor; 2,5 = Insert). Somit konnte gezeigt werden,
dass es sich tatsdchlich um das Konstrukt GARP7g handelt. Alles in allem zeigen die
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3. Ergebnisse

Gelbilder in Abbildung 3.5 den Erfolg der Klonierungsarbeiten.

3.3.4. Das Konstrukt ,, TGF—3 mit Strep—Tag" (TGF—{ strep)

Fiir das Konstrukt TGF-f s¢rep sollte ein Strep-Tag zwischen Signalpeptid und LAP
kloniert werden (Abb. 3.6 C). Dazu wurde eine PCR mit Primern durchgefiihrt, die eine
interne Fsel Schnittstelle an der Grenze von Signalpeptid und LAP ausniitzen (Tab. E.1).
Das Klonierungsschema ist in Abbildung 3.6 B zu sehen. Der erste Primer fiigte zwi-
schen die Aminosauren S(31) und T(32) die Strep-Tag Sequenz ein. Das PCR-Produkt

konnte im Agarosegel bei ca. 1,1 kbp detektiert und extrahiert werden. Das Fragment

A) Marker PCR Restriktion (Fsel & Notl) Restriktion (EcoRl)
[bp] TGF,,., PGEM-TGF, pCMV-Sport6 - TGF O ©®
10000 '
6000 {
4000
3000
2000
1500
1000
B) Klonierung in den Klonierung in den
PCR pGEM-Vektor pCMV-Sport6 EcoRl
Fsel
/\/\J pCMV-Sport6 pCMV-Sport6
Notl
Fsel
(]
Q) 1,1 kbp 4,1 kbp oMot ¢ o kbp
Protein:
[T strep [ )

Abbildung 3.6.: Klonierungsschema des Konstrukts TGF—3 sicp

A) 1 %iges Agarosegel des TGF—f sirep PCR-Ansatzes (links), praparatives Gel zur Erstellung
des Vektors pCMV—Sport6 TGF—f sirep aus dem pGEM-T Vektor mit Fsel und Notl (Mitte)
und Uberpriifung von zwei Klonen mit EcoRI (rechts), Marker: ,,1 kbp Marker® (New England
Biolabs) B) Ubersicht iiber die einzelnen Klonierungsschritte C) Doménenstruktur des kodierten
Proteins: weifl = Signalpeptid, blau = LAP, rot = reifes TGF-f3.
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3.3. Klonierung der fiir die Arbeit bedeutenden Gene

wurde iiber seine TA-Uberhinge in den pGEM-T Vektor kloniert. AnschlieBend konnte
die Region ohne Tag (Aminosduren G24 bis S390), durch die mit Tag ersetzt werden.
Hierzu wurden beide Vektoren mit den Restriktionsenzymen Fsel und Notl geschnitten.
Die Fragmente in Abbildung 3.6 A Mitte wurden wie in Abbildung 3.6 B gezeigt, ausge-
tauscht. Dabei entsprechen die Farben der Dreiecke in Abbildung 3.6 A der Fragment-
farben aus B. Der Erfolg wurde iiber eine Restriktion mit FcoRI tiberpriift. Abbildung
3.6 rechts zeigt zwei ausgewdhlte Klone. Klon @ wird zweimal mit EcoRI geschnitten
und trigt somit das rekombinante Fragment. Klon (2) zeigt lediglich ein Fragment auf 6
kbp. Das auf diese Weise erstellte Konstrukt wurde aulerdem in den pFastBac—Vektor
kloniert (nicht gezeigt). Hierzu wurden die Restriktionsenzyme Sall (5-Ende) und Notl
(3'-Ende genutzt).

3.3.5. Transposition von GARP+ts und TGF-f3 g, in Bacmide

Um Proteine in Insektenzellen mit dem Baculovirus Expressionssystems herzustellen
muss die cDNA in das Virusgenom eingebracht werden. Dies geschieht durch Transposi-

tion in speziellen E.coli Zellen (DH10Bac, Invitrogen). Nach Préparation der Bacmide

A) B) Bacmid PCR Marker Bacmid PCR
Bacmid GARPTS [bp] TGanep
® @ 60 @® ®© @06 6
pFastbac
cDNA
PCR Produkt Transposition

=300 bp

PCR Produkt
=2300 bp + cDNA rekombinanter

Bacmid
TGFS"EP: 3900 bp

GARP,: 5100 bp

Abbildung 3.7.: Uberpriifung der Transposition von TGF—§ Strep und
GARPrs cDNA

A) Schema der Transposition der cDNA aus dem pFastBac Vektor in das Bacmid. Die gezeig-

ten Vorginge laufen in FE.coli des Stamms DH10Bac ab. B) 1 %iges Agarosegel auf dem die

PCR-Produkte aus der Bacmid PCR aufgetragen wurden. GARPrg Bacmide links, TGF—f s¢rep

rechts, Marker: ,1 kbp Marker“ (New England Biolabs)
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3. Ergebnisse

kann die Transposition mittels einer PCR iiberpriift werden. Je nachdem ob das Ziel-
gen erfolgreich eingebracht wurde, werden unterschiedlich grofie Fragmente amplifiziert
(Abb. 3.7). Handelt es sich um ein ,leeres* Bacmid entsteht ein PCR-Fragment von 300
bp. Bei einer korrekten Transposition entsteht ein Fragment von 2300 bp + die Grofle
der cDNA (Gesamtgrofie von TGF-f ggrep = 3900 bp; GARP1g = 5100 bp). Signale
die auf eine korrekte Transposition hindeuten sind somit in Abbildung 3.7 B) Klon (2)
(links) bei 5,1 kbp und (1) + (4) bei 3,9 kbp zu sehen. Die Klone (2) und (3) enthielten

eine leeren Expressionskassette (300 bp).

3.4. Expression der Konstrukte in HEK 293H Zellen

Nachdem alle Expressionsvektoren fiir die Konstrukte TGF—f sirep , GARPaATM , GARPFY,
und GARPrg , wie in 3.3 beschrieben, hergestellt wurden, sollte deren Exprimierbarkeit
in HEK 293H Zellen untersucht werden. Hierfiir wurden HEK 293H Zellen transfiziert.

Zuséatzlich wurden Lysate und Zelliiberstdnde auf die Expression der Zielproteine hin

GARP,, GARP, GARP

ATM

Abbildung 3.8.: Expression der GARP—Varianten in HEK 293H Zellen

HEK 293H Zellen wurden mit den Konstrukten fiir GARPgr,, GARP1s und GARPATM trans-
fiziert (4). 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen auf Expressionsmedium gesetzt und
weitere 48 h spiter das Medium abgenommen und Zelllysate pripariert. Der gefillte Uberstand
und das Lysat wurden im 10 %igen SDS—Polyacrylamidgel aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran
geblottet und mit einem «Strep—, beziehungsweise aHis—Antikorper beprobt. Die Detektion er-
folgte tiber Chemielumineszenz. Als Standard wurde der XP-Marker (Invitrogen) verwendet.
Spezifische Banden der transfizierten Zellen sind mit einem Stern (*) gekennzeichnet.
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3.4. Expression der Konstrukte in HEK 293H Zellen

untersucht (2.2.4).

3.4.1. Expression der verschiedenen GARP—Varianten

Abbildung 3.8 zeigt das Ergebnis der Immundetektion von Zelllysaten und der konzen-
trierten Uberstinde transfizierter HEK 293H Zellen. Generell erzeugten die Antikorper
eine starke Hintergrundfirbung sowohl im Zelllysat, als auch im Uberstand. Jedoch wa-
ren nach Transfektion und anschliefender, transienter Expression spezifische Banden (*)

in den Proben der transfizierten Zellen gegeniiber der Negativkontrolle zu erkennen.

Im Fall des Konstrukts GARPgy, detektierte der aStrep—Antikérper das in der Zellmem-
bran vorliegende GARP im Zelllysat (L) knapp unterhalb der 80 kDa Markerbande. Im
Fall von GARP1g wurde das rekombinante Protein mit dem aStrep—Antikoérper sowohl
im Zelllysat (L), als auch in sezernierter Form im Uberstand (U) auf einem Molekular-
gewicht von knapp iiber 80 kDa detektiert, da es zuerst in die Zellmembran integriert
und anschlieBend von Furin 16slich gemacht wurde. Anders verhielt es sich mit dem Kon-
strukt GARP ATy - Diese Variante sollte in den Zelliiberstand sekretiert werden. Daher
fehlt diesem Konstrukt eine Transmembrandoméne, sodass es erst so in das Lumen des
ERs exprimiert und anschliefend tiber den sekretorischen Weg aus der Zelle transpor-
tiert werden sollte. Im Uberstand der Zellen (U) war jedoch kein Unterschied zwischen
transfizierten Zellen (4) und Negativkontrolle (-) zu erkennen. Im Zelllysat fand sich
hingegen eine Bande zwischen 70 und 80 kDa, die nur in der Probe der transfizierten
Zellen vorkam, sodass der Schluss nahe liegt, dass dieses Konstrukt nicht korrekt aus
der Zelle transportiert werden kann. Von den Konstrukten fiir GARPgr, und GARPrg
konnten durch Selektion mit 500 pg/ml G418 Zelllinien etabliert werden, welche die

Varianten des GARP—Rezeptors stabil {iberexprimierten.
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3. Ergebnisse

3.4.2. Expression des Konstrukts TGF—f3 g,cp,

In Abbildung 3.9 ist das Ergebnis der transienten Expression von TGF-3 giep darge-
stellt. Im Zelllysat fand sich eine spezifische Bande auf einer Hohe von ca. 50 kDa (<),
was dem ProTGF-f entspricht. Im Uberstand fanden sich neben dem ProTGF-{ Signal
eine mit circa 12 kDa kleinere Bande (<1). Sie war von stérkerer Intensitat als die des
ProTGF—3 und entspricht aufgrund ihrer molekularen Gréfle und der Lokalisation der
Tag—Sequenz dem LAP. Alle drei Banden waren in den Negativkontrollen von Zelllysat

und Uberstand (-) nicht nachweisbar.

3.4.3. Coexpression von TGF—f3 g, und GARPg,

Nach der Coexpression von GARPgr, und TGF-f grep wurden die Lysate der Zellen in
der nicht reduzierenden 7,5 %igem SDS-PAGE untersucht (Abb. 3.10). Nach Western—
Blot und Immundetektion mit dem aStrep—Antikérper konnten zum einen Signale fiir
ProTGF-f («) und GARPypy, (<) detektiert werden. Das ProTGF—f lag hierbei sowohl
als Monomer (50 kDa) oder als Dimer vor. Die dimere Form war jedoch nur schwach zu
erkennen. Des Weiteren fanden sich undeutliche TGF—-3 Signale zwischen 120 und 220
kDa, die keinem bekannten Komplex zugeordnet werden konnten. Im Falle der Coex-
pression von GARPgr, und TGF-f sirep trat eine zusitzliche Bande im hochmolekularen
Bereich iiber 220 kDa auf, bei der es sich vermutlich um den GARP-TGF—3 Komplex
handelte (o).

+ - + -
kDa L U

Abbildung 3.9.: TGF-f siep Expressi- 220 - G | )
on in HEK 293H Zellen . '
HEK 293H Zellen wurden mit dem Konstruk- 100- 1 1
ten fiir TGF—f girep transfiziert (4). 48 h nach 80— - : "
der Transfektion wurden die Zellen auf Expres- I 1

. i . . 60— M— T N
sionsmedium gesetzt und weitere 48 h spéater das | <4
Medium abgenommen und Zelllysate prapariert. e : - :
Der gefillte Uberstand und das Lysat wurden . 1 1
im 10 %igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt, “- - — : > : <
auf eine PVDF-Membran geblottet und mit ei- 30 - . "
nem «aStrep—Antikorper beprobt. Die Detektion 1 1
erfolgte tiber Chemielumineszenz. Als Standard : :
wurde der Magic Mark XP-Marker (Invitrogen) 20 _- ! ! -
verwendet. ProTGF—f3 ist mit einem <« gekenn-
zeichnet und latentes TGF—f mit <. aStrep
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3.5. Reinigung von GARPts und TGF-f girep aus Hi5Uberstianden

GARP, - + + -

TGF-ﬁStrep

kDa
220 -

120 -=
100 -

80 - .

60 -

50 -4

aStrep

Abbildung 3.10.: Coexpression von GARPg1, und TGF-f s¢p in HEK 293H
Zellen

HEK 293H Zellen wurden mit den Konstrukten GARPpy, und TGF-f gyrep transfiziert (+). 48
h nach der Transfektion wurden die Zellen auf Expressionsmedium gesetzt und weitere 48 h
spater Zelllysate prapariert. Das Lysat wurde in der 7,5 %igen nicht reduzierenden SDS-PAGE
aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran geblottet und mit einem «Strep—Antikérper beprobt. Die
Detektion erfolgte iber Chemielumineszenz. Als Standard wurde der Magic Mark XP-Marker
(Invitrogen) verwendet. Banden auf der erwarteten molekularen Grofle sind mit einem Stern (<,
< und ¢) gekennzeichnet.

3.5. Reinigung von GARPts und TGF-{ g, aus
Hi5—Uberstinden

Nach der Infektion von Hi5—Insektenzellen mit Baculoviren (2.3.1), wurde der Zelliiber-
stand, wie in 2.3.2 beschrieben, aufbereitet und die Proteine an das Affi-Blue Sdulen-

material gebunden.

Von der Saule konnten mit Hilfe des Hochsalzpuffers zwischen 30 und 40 mg Gesamt-
protein eluiert werden, welche die rekombinanten Konstrukte enthielten. Die gepoolten
Elutionsfraktionen wurden weiter wie in 2.3.2 beschrieben fiir Ni-NTA, beziehungsweise

Strep—Tactin Affinitdtschromatografie dialysiert.
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Abbildung 3.11.: Vorreinigung von GARPts und TGF-f g¢;¢, durch Affi-Blue
Chromatografie

Der zellfreie und auf pH 5,5 eingestellte Hi5-Uberstand wurde iiber Nacht an das Affi-Blue Séu-
lenmaterial gebunden. Es wurde mit 150 mM NaCl, 20 mM Acetat/AcOH pH 5,5 (---) gewaschen
und im Anschluss mit 2 M NaCl, 50 mM Tris/HCI pH 8,0 eluiert (—).

3.5.1. Ni-NTA Affinitatschromatografie von GARP+s

Nach der Dialyse wurde GARPrg wie in 2.3.3 beschrieben durch Ni-NTA Chromatogra-
fie gereinigt (Abb. 3.12). Im Elutionsprofil (A) sind zwei markante Peaks zu erkennen.
Der erste Peak erschien bei einer Imidazolkonzentration von 50 mM und der zweite Peak
eluierte bei 100 mM Imidazol. Die Intensitat des zu erst eluierten Proteinpeaks war stets
starker als die des zweiten. Eine gelelektrophoretische Analyse mit anschliefender Coo-
massie Brilliant Blau-Farbung ist in Abbildung 3.12 B zu sehen. Im Ausgangsmaterial
(SM) und im Durchlauf (DL) war eine starke BSA Bande zu erkennen. Die Fraktionen,
die mit 100 mM Imidazol (F24-28) eluiert wurden wiesen eine relativ reine Bande bei ei-
nem Molekulargewicht von 80 kDa auf. Diese Grofle korrelierte mit der erwarteten Grofle
des GARPrg Konstrukts. Insgesamt konnten so aus 1 1 konditioniertem Hi5~Uberstand

insgesamt 1,6 mg rekombinantes GARPTg gewonnen werden.
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Abbildung 3.12.: Ni-INTA Affinitdtschromatografie von GARPrg

A) Elutionsprofil der Ni-NTA Affinitdtschromatografie. Die optische Dichte bei 280 nm wurde
gegen das Elutionsvolumen aufgetragen. Es wurde nacheinander mit Puffern gewaschen, die in
aufsteigender Reihenfolge 25 (---), 50 (---) und 100 mM Imidazol (—) enthielten. B) 20 ul des
Ausgangsmaterials (SM), des Durchlaufs (DL) und der Elutionsfraktionen (F ml) wurden im 10
%igem SDS-Gel aufgetrennt und anschlieBend mit Coomassie Brilliant Blau gefirbt. <t markiert
GARPTs

3.5.2. Strep—Tactin Affinitatschromatografie von TGF—f3 g,

Ahnlich wie GARPts wurde TGF-B giyep tiber Strep-Tactin Affinitédtschromatografie
(2.3.4) gereinigt (Abb. 3.13). Nachdem die Elutionsfraktionen eine ODasgg ny, nahe Null
erreicht hatte, wurde durch die Zugabe von 2,5 mM D-Desthiobiotin eluiert. Die Analyse
der Fraktionen mittels Immundetektion (B, links) zeigte in den Elutionsfraktionen bei
10 und 12 ml Signale fiir Pro— und latentes TGF—f (4, <0). Durch Coomassie Brilliant

Seite 65



3. Ergebnisse

A)
0,3
1
1
‘ — 100 mM NadCl,
0.2 ) 50 mMTris/HCI pH 8,0
£ |
& 1 100 mM Nacl,
8 1 mmmmm 2,5 mM D-Desthiobiotin,
0,1 ‘ 50 mMTris/HCI pH 8,0
S
Camm
0 2 4 6 8 10 12 14
Elutionsvolumen [ml]
B)
SM DL F(4) F(8) F(10) F(12) F(9) F(10) F(11) F(12)
kDa 212
-~ 158
50 - — - 116
P — | o7
40 - — . 66
> - - - a6
30- — - h a3
- <35
20- e
- 27
== = e i

Abbildung 3.13.: Strep—Tactin Affinitdtschromatografie von TGF—f s¢rcp

A) Elutionsprofil der Strep—Tactin Affinitdtschromatpgrafie. Die optische Dichte bei 280 nm wur-
de gegen das Elutionsvolumen aufgetragen. Es wurde mit Dialysepuffer (---) gewaschen und die
Elution durch die Zugabe von 2,5 mM D-Desthiobiotin (—) eingeleitet. B) 20 ul des Ausgangs-
materials (SM), des Durchlaufs (DL) und der Elutionsfraktionen (F ml) wurden im 10 %igem
SDS—Gel aufgetrennt und geblottet. Die Immundetektion erfolgte mit dem aStrep—Antikérper
(links). Zusétzlich wurden 100 pl der Elutionsfraktionen TCA-DOC gefillt und in einem wei-
teren SDS—Gel mit Coomassie Brilliant Blau gefirbt (rechts). Das « markiert Pro— und das <
latentes TGF-f3

Blau-Farbung (B, rechts) konnte der Nachweis erbracht werden, dass sich in den TGF—
[3 positiven Fraktionen keine weiteren Proteine befanden. Insgesamt konnten 240 ug

rekombinantes TGF- girep aus 1 1 konditioniertem Hi5 Uberstand gereinigt werden.
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3.6. CD-Spektroskopie von GARP und TGF—[3

Der Faltungszustand und die thermische Stabilitéit der rekombinanten Proteine GARP g
und TGF-f girep wurden CD-spektroskopisch iiberpriift. Die Proteine wurden alleine

oder nach Coinkubation bei verschiedenen Temperaturen gemessen.

£ 30 _/‘
20 ® 25 ’.’. = 20°C
o [ DN i
&€ 20 b = 37°C
_ 10 =
1) 10 30 50 70 41°C
= Temperatur [°C]
g o 0,
o 45°C
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Abbildung 3.14.: CD—Spektroskopie von GARPrg

CD-Spektren (300185 nm) von 7,5 uM GARP~g in 100 mM NaF, 50 mM NaH,PO, pH = 7,4
bei verschiedenen Temperaturen. 20 °C (blau), 37 °C (griin), 41 °C (gelb), 45 °C (orange), 55 °C
(rot), 65 °C (dunkelrot).

Das CD—Spektrum von GARPrg (7,5 pM) wies typische Charakteristika auf (Abb. 3.14).
Es besafl ein Maximum bei 193 nm und ein Minimum bei 208 nm. Die mittlere relative
Elliptizitat (MRE) stieg bei 193 nm bis auf einem Wert von 21000 0 und fiel auf —25000
0 bei 208 nm im Temperaturbereich bis 41 °C ab (blau bis gelb). Bei einer Tempera-
turzunahme auf bis zu 65 °C (orange bis dunkelrot) stieg die MRE bei 193 nm weiter
bis auf 35000 (4+10000) 6 (Abb. 3.14 oben rechts). Die MRE bei 208 nm &nderte sich
nur leicht um 2000 O ins Negative. Eine weitere Besonderheit wiesen die Spektren im
Bereich unter 190 nm auf. Dort fiel das Spektrum steil ins Negative ab, was sehr sel-
ten bei CD-Messungen beobachtet wird. Ahnliche CD-Spektren sind auch fiir andere,
sekretierte LRR—Proteine, wie Decorin (KRISHNAN ET AL. 1999) oder Leureptin (ZHU
ET AL. 2010) beschrieben, was eine native Faltung nahe legt.

TGF-B gtrep (Abb. 3.15) zeigte ein CD-Spektrum mit deutlich geringerer MRE Intensi-
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Abbildung 3.15.: CD—Spektroskopie von TGF—f grep
CD-Spektren von 9,3 pM TGF- ggrep in 100 mM NaF, 50 mM NaH,PO, pH = 7,4 bei ver-
schiedenen Temperaturen. 20 °C (blau), 37 °C (grin), 41 °C (gelb), 45 °C (orange), 55 °C (rot).

tat als das von GARPrg . Die Maximalwerte betrugen fiir TGF— girep lediglich 410000
0 bei 190 nm und —20000 6 bei 209 nm. Bei Erhéhung der Temperatur bis auf 55 °C
anderte sich die MRE nur geringfiigig (Abb. 3.15 oben rechts). Das Spektrum war ab ei-
ner Wellenlénge von unter 190 nm stark verrauscht, sodass keine weiteren Informationen

aus dem Spektralbereich kiirzerer Wellenldnge gewonnen werden konnten.

Die CD—-Spektren zur Untersuchung des Komplexes aus TGF—f3 und GARPg sind in
Abbildung 3.16 dargestellt. Die blaue Kurve stellt dabei das Spektrum von GARPg
alleine und die griine Linie die des TGF—f3 s¢rep allein dar. Die theoretische MRE einer
Proteinlésung aus GARPtg und TGF-f ggrep (MRE aus der Summe der Elliptizitdten
der Einzelmessungen) ist in orange, die gemessene in rot dargestellt. Offensichtlich wei-
chen beide Kurven voneinander ab. Wéhrend das errechnete Spektrum unter 190 nm
stark ins Negative fiel, war dies fiir den gemessenen Komplex nicht zu beobachten. Hier
weist das gemessene Spektrum eine Schulter auf und blieb im positiven MRE-Bereich.
Zudem war der Peak von 193 (errechnet) nach 196 nm (gemessen) verschoben. Im Spek-
tralbereich von 200 bis 250 nm stimmte das theoretische Spektrum mit dem gemessenen
iiberein. Diese Unterschiede zwischen theoretischem und gemessenen Spektrum deuten

auf eine Interaktion der Proteine hin.
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Abbildung 3.16.: CD—Spektroskopie des GARP TGF—3 Komplexes
CD-Spektren des GARP (7,5 uM) und TGF-f (9,3 uM) in CD-Assay Puffer (2.4.7) sowohl
allein (blau fiir GARP7g und griin fir TGF-f) als auch im Komplex (rot). Zusétzlich ist mit
orange die MRE der Summe der Einzelspektren gezeigt. Die Spektren wurden zwischen 185 und
300 nm aufgenommen und der Spektralbereich von 185 bis 250 nm gezeigt. Die Messungen fanden
bei 25 °C statt.

3.7. Bindung von GARP an TGF-j3

Die Expressionsstudien (3.4), sowie die CD-spektroskopischen Untersuchungen (3.6) von
GARP und TGF-f legen eine Bindung der beiden Proteine nahe. Von Interesse ist in
diesem Fall, ob die Bindung von GARP und TGF-f3 das zelluldre Redox—Mileu benétigt
oder ob eine Bindung auch in wvitro stattfinden kann. Um dies zu iiberpriifen wurden
die Ansétze wie in 2.4.8 beschrieben mit und ohne Cystein/Glutathion inkubiert. Am
Folgetag wurden die Anséitze gesplittet und aus einem Teil wie in 2.4.9 beschrieben ein
GARPrs pull-down durchgefiihrt (Abb. 3.17 A und B).

Nach dem pull-down lielen sich nach Analyse des erhaltenen Komplexes Banden auf
der spezifischen Hohe von GARPtg («) und dem latenten TGF—f strep (<) detektieren,
da beide einen Strep—Tag tragen. Dabei fand sich GARPrg in allen Ansétzen, in denen
es hinzugegeben wurde und TGF—f nur dann, wenn auch GARPrg vorhanden war. Es
spielte hierbei keine Rolle, ob die vorige Ubernachtinkubation in Anwesenheit des Redox—
Puffers stattfand oder nicht (Abb. 3.17 A). Im nicht reduzierenden Zustand (Abb. 3.17
B) war zu erkennen, dass die TGF—3 Dimere (pro und latent) auf der gleichen Hohe
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Abbildung 3.17.: In wvitro
Kopplung von GARPTg
und TGF— sirep

A) GARPTS und TGF*B Strep
wurden iiber Nacht bei RT mit
oder ohne Redox—Puffer inkubiert.
Die Proben wurden anschliefend
fir 1 h bei 4 °C mit magnetischen
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GARP und mogliche GARP-
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wie GARP laufen (o). Wurde der Redox—Puffer verwendet, so bildeten sich hochmole-
kulare Komplexe iiber 220 kDa (¢). Um die Bildung von unspezifische Disulfidbriicken
zu vermeiden wurde ein Redoxpotential eingestellt, das dem des ER entspricht. Unter
diesen Umstéanden bleiben stabile Disulfidbriicken intakt und nur reaktive werden akti-
viert. Diese konnen dann zwischen GARP und TGF—f3 neue Disulfidbriicken ausbilden,
die stabiler sind als die Ausgangsbriicken. Die beobachtete Bande eines latenten TGF—f3
Monomers im nicht reduzierenden SDS—Gel war ein Artefakt der Behandlung mit dem
Redox—Puffer. Das enthaltene freie Cystein war anscheinend in der Lage beim Erhit-
zen der Proben latentes TGF—3 aus dem Dimer in seine Monomer Form zu reduzieren.

Latentes TGF—f3 scheint daher leichter zu reduzieren zu sein, als die Proform.
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3.8. Prozessierung von GARP

Das Hauptaugenmerk dieser Arbeit galt der
Untersuchung der proteolytischen Prozes-

) ] ) Tabelle 3.3.:
sierbarkeit von GARP. Das rekombinante Proteasescreening GARP g

GARP Konstrukt GARPrg wurde daher Das Konstrukt GARPtg wurde in vitro auf die
zuerst in vitro mit den Proteasen Tryp- Prozessierbarkeit durch die rechts angegebe-
sin, Neutrophiler Elastase, Plasmin, MMP2, nen Proteasen getestet. Degradation ist durch
MMP9, Ovastacin, BMP1, Meprin « und -, limitierte Proteolyse durch | und keine
Meprin B inkubiert (Tab. 3.3). Fiir die Pro- Prozessierbarkeit durch — gekennzeichnet.

teasen Trypsin, Plasmin, Elastase, MMP2,
PROTEASE PROTEOLYSE

MMP9 und Ovastacin konnte eine Proteo-

lyse nachgewiesen werden. Auf diese posi- Trypsin HHH
tiv getesteten Proteasen wurde im Folgen- Neutrophile Elastase HHH
den naher eingegangen. Dabei wurde ein be- Plasmin HAH
sonderer Fokus auf MMP9 und Ovastacin MMP2 W
gelegt, da es sich hier um limitierte, selek- MMP9 {
tive Proteolyse handelt, nicht um komplette Ovastacin N
Degradation (Abb. 3.21, Abb. 3.26). Die In- BMP1 —
kubation von jeweils 600 ng GARPrg mit Meprin « —
Meprin 3 (1 uM, 37 °C) fiir verschiedene Meprin B -

Zeitpunkte zeigt die Resistenz des Rezeptors
gegen die Metalloprotease (Abb. 3.18).

Um eine proteolytische Aktivitdt des fiir die Aktivierung eingesetzten Trypsins auszu-
schlieBen wurde eine Inkubation mit 5 mM 1,10-Phenanthrolin durchgefiihrt. Die Aktivi-
tét von Meprin wurde seperat mit einem fluoreogenen Substrat tiberpriift (nicht gezeigt).
In keiner der Proben war eine Abnahme der Ausgangsintensitiat von GARP, oder das

Erscheinen einer neuen Bande zu erkennen.

3.8.1. Degradierung von GARP

Im Gegensatz zu Meprin wird GARPrg durch die Proteasen Neutrophile Elastase, Tryp-
sin, Plasmin und MMP2 vielfach gespalten (Abb. 3.19). Dabei konnten fiir Neutrophile
Elastase, Trypsin und Plasmin keine Fragmente im Silber gefarbten SDS—Gel detektiert
werden. MMP2 degradierte die 3 ug GARPrg nicht komplett. Bei einer Inkubation ei-
ner groferen Menge GARPpg (5 png) traten im Coomassie gefirbten SDS—Gel mehrere
Abbaubanden im Bereich zwischen 60 und 35 kDa auf (6). Dabei konnten die Banden
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Abbildung 3.18.: Inkubation von GARPrg und Meprin f3

Pro Spur wurden 600 ng GARPrg mit Meprin « (1 uM) bei 37 °C fiir die angegebene Dauer
inkubiert. Die Proben wurden in einem 10%igem SDS—Gel aufgetrennt und anschlieBend auf eine
PVDF-Membran iibertragen. Die Immundetektion erfolgte iiber einen aStrep—Antikorper. * =
Inkubation mit 5 mM 1,10-Phenanthrolin. Full-length GARP~ g ist durch ein ¢ gekennzeichnet.
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Abbildung 3.19.: Degradierung von GARPg

In Spur @ bis @ wurden jeweils 3 g GARPrg mit den Proteasen (50 nM) Neutrophile Elaste
(2), Trypsin (3), Plasmin (4) und MMP2 (5) iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. In Spur (6) wurden
5 ug GARPrg mit 20 nM MMP2 fiir 7 h bei 37 °C inkubiert. Die Probe nach dem Gellauf mit
Coomassie gefirbt. In Spur (7) und wurden 600 ng GARPrg mit 20 nM (7) und 150 nM
nM MMP2 fiir 7 h bei 37 °C inkubiert. Anschlieflend erfolgte die Auftrennung im SDS—Gel
und danach der Transfer auf eine PVDF-Membran. Die Detektion erfolgte mit dem oStrep—
Antikorper.
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im Molekularbereich zwischen 60 und 43 kDa noch mit dem C—terminalem Strep—Tag
spezifischen Antikorper detektiert werden (7) (). Durch eine Erhohung der Protease-
konzentration auf 150 nM verschwanden diese Fragmente nahezu komplett (8). Lediglich

ein Schatten auf der Hohe von circa 38 kDa wurde detektiert.

3.8.2. Die Prozessierung von GARP durch MMP9

Abbildung 3.20 =zeigt das Ergeb-
nis der in wvitro Prozessierung von
GARP1g (600 ng) und MMP9 (50
nM, 37 °C). In A) ist zu erken-
nen, dass mit fortschreitender Inkuba-
tionsdauer die Bande des full-lenght
GARPrg verschwindet (¢) und da-
fiir eine Doppelbande bei einer rela-
tiven Masse von circa 40-43 kDa er-
schien (<1). Durch Zugabe von 1,10
Phenanthrolin (5 mM) kann die Pro-
zessierung des GARP—Rezeptors un-
terbunden werden. Die Untersuchung
der gleichen Proben mit dem oHis—
Antikorper zeigte bei kurzer Belich-
tungszeit lediglich den Verlust des Si-
gnals fur den full-length GARPPg.
Bei ldngerer Entwicklungsdauer des
Blots (C) erschienen jedoch ebenfalls
Doppelbanden auf einer Héhe von 35—
38 kDa («). Zu Beginn der Prozessie-
rung traten noch weitere C—terminale
Banden bei circa 60 kDa auf. Die-
se wurden aber mit der Zeit auch
zu den prominenten 40-43 kDa Frag-
menten prozessiert. Ein korrespondie-
rendes N—terminales Fragment konnte

nicht detektiert werden.

MMP 9 + -
R
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- —116
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Abbildung 3.21.

Spaltung von GARPtgs durch MMP9 - Sil-
berfiarbung

5 ug GARPrg wurden iiber Nacht mit (4) und ohne
(-) MMP9 (50 nM) bei 37 °C inkubiert. Die Proteine
wurden in einem 10 %igem SDS-Gel aufgetrennt und
anschlieBend mit Silbernitrat gefarbt. Full-length
GARPrg ist durch ein ¢, die N-terminalen Frag-

mente durch ein > und die C—terminalen Fragmente

durch ein » gekennzeichnet.

Durch die verwendeten Tag—Antikorper konnte zwischen N— und C—terminalen Fragmen-

ten unterschieden werden. Die mit dem oHis—Antikorper detektierten Fragmente (Abb.
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Abbildung 3.20.: Spaltung von GARPrs durch MMP 9 — Immundetektion
Pro Spur wurden 600 ng GARPrg mit MMP9 (50 nM) bei 37 °C fiir die angegebene Dauer in-
kubiert. Die Proben wurden in einem 10 %igem SDS-Gel aufgetrennt und anschlieBend auf eine
PVDF-Membran tibertragen. Die Immundetektion erfolgte tiber einen aStrep— (A), beziehungs-
weise oHis—Antikorper (B+C). Der mit dem aHis—Antikorper inkubierte Blot wurde einmal fiir 5
min (B) und einmal fiir 20 min (C) entwickelt. UN = Inkubation iiber Nacht, UN* = Inkubation
iiber Nacht mit 5 mM 1,10-Phenanthrolin. Full-length GARPrg ist durch ein ¢, die N-terminalen
Fragmente durch ein <1 und die C—terminalen Fragmente durch ein <« gekennzeichnet.

Seite 74



3.8. Prozessierung von GARP

3.20 C) entsprachen hierbei N-terminalen und die in (Abb. 3.20 A) gezeigten Fragmente
C—terminalen Spaltprodukten. Die Prozessierung von GARP in 2 Fragmente die jeweils
als Doppelbande vorliegen implizierte, dass MMP9 an zwei benachbarten Stellen schnei-
den kann. Sobald es jedoch einmal geschnitten hat, konnte die andere Schnittstelle unzu-
gianglich sein. Wére sie weiter fiir die Protease zu erreichen, wéren keine Doppelbanden
zu detektieren, sondern es wiirden nur die kleineren Fragmente iibrig bleiben. Eine wei-
tere Erklarung fir das Zustandekommen der Doppelbanden kénnte eine unterschiedliche
Glykosylierung sein. Dabei kann jedoch nicht die Gesamtanzahl der Glykosylierungen
den Unterschied ausmachen, da der full-length GARPTg als eine einzige homogene Ban-
de vorliegt, sondern die Position der Glykosylierungsstellen. Unter der Annahme, dass
es nur eine Schnittstelle fiir MMP9 gibt miisste eine Glykosylierungsstelle in Variante
eins N-terminal und in der zweiten Variante C-terminal der Schnittstelle liegen. Bei
einem Groflenunterschied von 3 kDa pro Glykosylierungsstelle erscheint auch diese Er-
klarung moglich. Abbildung 3.22 zeigt schematisch die beiden méglichen Erklarungen

des Zustandekommens der Doppelbanden.

Im néchsten Schritt wurde tiberpriift, ob diese Fragmente auch ohne Antikérper im
SDS—Gel sichtbar gemacht werden kénnen. Dies war notwendig, um spéter die genaue
Schnittstelle iiber Edman—Sequenzierung zu ermitteln. 5 ug GARPrg wurden tiber Nacht
mit MMP9 (50 nM, 37 °C) komplett geschnitten und im 10 %igem SDS-Gel aufgetrennt,
sowie anschliefend mit Silbernitrat gefarbt (Abb. 3.21). Die anschlieBende Edman—
Sequenzierung lieferte wiederholt kein Ergebnis, da anscheinend der neo N—Terminus
blockiert vorliegt. Fine solche Blockade kénnte durch eine der vermuteten Glykosylie-

rungsstellen gegeben sein (Abb. 3.22, B)

Nach 24 stiindiger Inkubation mit MMP9 war die full-length GARPrg Bande (¢) ver-
schwunden. Dafiir entstanden Doppelbanden mit relativen Molekiilmassen von 40-43
kDa () und 35-38 kDa (»). Bei dem Konstrukt GARPTg handelte es sich um eine
l6sliche Variante des GARP—Rezeptors. In vivo liegt der Rezeptor aber membrangebun-
den vor, was die Prozessierbarkeit beeinflussen kénnte. Um zu untersuchen ob auch der
membrangebundene GARP—Rezeptor von MMP9 prozessiert wird, wurden HEK 293H
Zellen, die das Konstrukt GARPyy, stabil exprimieren auf 6-Well Platten ausgesét. Die
Kontrollzellen wurden ohne MMP9, die anderen mit MMP9 (125 nM) fiir die angegebene
Zeit inkubiert. Zelllysate wurden wie unter 2.2.4 beschrieben hergestellt, im SDS—Gel
aufgetrennt und mit dem aStrep—Antikérper detektiert (Abb. 3.23).

In den Kontrollzellen (Kontrolle) blieb die Signalintensitédt des GARPyy, Konstrukts bei
circa 80 kDa unverdndert (>>). Nach der Inkubation mit MMP9 (+ MMP9) trat nach

circa einer Stunde ein C—terminales Fragment mit ungefdahr 45 kDa auf, was dem oberen
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Fragment der in vitro Prozessierung entsprach (Abb. 3.20). Nach fiinfstindiger Inku-
bation verschwand sowohl das Signal des full-length Proteins und des C-terminalen
Fragments. Vermutlich wurde der gesamte GARP abgebaut und das membrangebunde-
ne C-terminale Spaltprodukt endocytiert und degradiert. Nach einer einstiindigen der
MMP2 Inkubation ist nur eine schwache Bande auf Hohe des kompletten GARP bei
80 kDa zu sehen. Diese Bande ist bei den Proben der drei und fiinf Stundeninkubation
nicht mehr sichtbar. Zudem sind keine C-terminalen Abbaubanden zu sehen. Bei den
Serinproteasen zeigt die Neutrophile Elastase die geringste Aktivitdt. Hier ist ein Signal
fiir den intakten GARP {iber den gesamten Zeitraum zu erkennen, wobei das Signal nach
fiinf Stunden deutlich schwécher ist. Bei allen drei Proteasen sind diverse Abbauban-
den zu erkennen. Die Signale aus der Plasmin und Trypsin Inkubation zeigen beide ein

starkes Signal nach einer Stunde und nur noch ein schwaches nach drei Stunden.

N L
A) \f aHis-Antikérper aStrep-Antikorper ﬁ/
/ \
35 kDa 43 kDa
38 kDa 40 kDa
B) ﬂ/ﬂ
! u!

35 kDa # 43 kDa
38 kDa 4 40 kDa
N-terminale Fragmente C-terminale Fragmente

. Leucine Rich Repeat Molekulargewicht:
. fSilite Rich Repeat . C-terminale Doméne 80 kDa
x Schnittstelle CP Glykosylierung

Abbildung 3.22.: Schema der Fragmentierung von GARP1g durch MMP9
Schematische Darstellung der Fragmentierung von GARPrg durch MMP9. A) GARPrg wird
zweimal in der prolinreichen Region geschnitten, sodass zwei unterschiedlich prozessierte Vari-
anten entstehen konnen. B) MMP9 schneidet nur einmal aber der GARPrg kann sowohl C— als
auch N-terminal der Schnittstelle glykosyliert sein.
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Abbildung 3.23.: Spaltung von GARPyy, in HEK 293H Zellen durch MMP9,
MMP2, Neutrophile Elastase, Plasmin und Trypsin

GARPpyy, tiberexprimierende HEK293H Zellen wurden mit den Proteasen MMP9, MMP2, Neu-
trophile Elastase (N. Elastase), Plasmin oder Trypsin; je 125 nm, sowie ohne Protease (Kontrolle)
fiir ein bis fiinf Stunden inkubiert. Die Zellen wurden im Anschluss lysiert und die Proteine im
10 %igem SDS-Gel aufgetrennt. Anschliefflend wurden die Proben auf eine PVDF-Membran
iibertragen und mit dem oStrep—Antikérper detektiert. Full-length GARPpy, ist mit dem >, das
prozessierte C—terminale Fragment mit » gekennzeichnet.
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3.8.3. Prozessierung des GARP-TGF—3 Komplexess durch MMP9

Da GARP in vivo mit TGF—f coexprimiert wird und dabei sowohl latentes, als auch
ProTGF-f kovalent bindet (WANG ET AL. 2012), sollte im néchsten Schritt untersucht
werden ob MMP9 auch in der Lage ist, diesen GARP-TGF—-3 Komplex zu schneiden.
Dazu wurden wie unter 3.7 beschrieben GARPtg und TGF-f gtrep kovalent gekoppelt
und anschliefflend mit MMP9 prozessiert. Die Proben wurden im 7,5 %igem SDS-Gel
aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Anschlielend erfolgte die Im-
mundetektion mit den Tag—Antikérpern aStrep (GARP1g C—terminus, sowie simultan
das TGF—B strep Konstrukt) und oHis (nur GARPrg N-terminus) (Abb. 3.24).

Die mit den beiden Tag—Antikorpern behandelten Membranen zeigten ein identisches
Bild. Die Signalstirke war jedoch bei der mit dem oStrep—Antikérper behandeltem
Membran generell stirker. Zur besseren Ubersicht wurde fiir die Abbildung nur der Mas-
senbereich iiber 100 kDa gewéhlt. Hier sind nur die im Komplex vorliegenden GARP
und TGF—-f Proteine zu sehen. Daher sind die Kontrollspuren, in denen nur GARP oder
TGF-{ alleine vorliegen leer. Wurden beide Proteine zusammen im Redoxpuffer aus 2

mM Cystein und 0,5 mM oxidiertem Gluthation vorinkubiert bildet sich eine charakte-

GARP + + - + + + -
TGF-B - + + + - + +

MMP9 - - - + kDa - - -

.
:
:
— 220
T - | = -
—

120

100

aHis aStrep

Abbildung 3.24.: Spaltung des GARP TGF—f§ Komplexes durch MMP 9

Pro Spur wurden 600 ng GARPrg, 300 ng TGF—3 gtrep oder der Disulfid-gekoppelte Komplex
aus beiden Proteinen mit oder ohne MMP9 (50 nM) bei 37 °C iiber Nacht verdaut. Die Proben
wurden in einem 7,5 %igem SDS-Gel unter nicht-reduzierenden Bedingungen aufgetrennt und
anschlieBend auf eine PVDF-Membran tibertragen. Die Immundetektion erfolgte iiber einen
aStrep— (links), beziehungsweise aHis—Antikorper (rechts). Das schwarze, beziehungsweise weifle
Dreieck, markieren den Komplex aus GARP mit Pro—(»), bezichungsweise latentem TGF—-f ().
Der von MMP9 prozessierte Komplex aus GARP und latentem TGF-f ist mit ¢ gekennzeichnet.
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Abbildung 3.25.: Spaltung des Komple-
xes aus latentem TGF—f3 und GARP

durch MMP9

Pro Spur wurden 600 ng GARPrg, 300 ng la- GARP * * * i
tentes TGF—f girep 0der der Disulfid-gekoppelte TGF-B * * ) *
Komplex aus beiden Proteinen mit oder ohne MMP9 = ’ . "
MMP9 (50 nM) bei 37 °C tiber Nacht verdaut. I;I;;_ ‘

Die Proben wurden in einem 7,5 %igem SDS— &

Gel unter nicht-reduzierenden Bedingungen auf- > -

getrennt und anschlieBend auf eine PVDF- ‘
Membran iibertragen. Die Immundetektion er- O

folgte iiber einen oHis—Antikoérper. Das > mar- 120—

kiert den Komplex aus GARP mit latentem

TGF-. Der von MMP9 prozessierte Komplex 100 Y

aus GARP und latentem TGF-{ ist mit ¢ ge- aHis
kennzeichnet.

ristische Doppelbande wie in Abbildung 3.17, rechts gezeigt. Durch Prozessierung der
Komplexe mit MMP9 verschwand die obere der beiden Banden. Stattdessen erschien ein

zusdtzliches Signal auf einer Hohe von ungefahr 130 kDa.

Da die vorigen Untersuchungen nahe legen, dass nur der Komplex aus GARP und la-
tentem TGF—f, nicht aber der von GARP und ProTGF—f3 von MMP9 geschnitten wer-
den kann, wurde ein weiterer Prozessierungsversuch durchgefiihrt. Vor der Kopplung
von GARP und TGF- wurde das TGF—3 durch Furin komplett in die latente Form
iiberfithrt (2.4.6). Danach erfolgte wie im vorigen Versuch die Kopplung an GARP und
anschliefende Spaltung des Komplexes durch MMP9.

In Abbildung 3.25 ist zu erkennen, dass sich bei Kopplung von ausschliefllich latentem
TGF-f lediglich eine Bande im hochmolekularen Bereich bildet (). Diese Bande wird
auch im Zuge der MMP9 Prozessierung komplett in die bereits in Abbildung 3.24 gezeigte

Bande umgewandelt ().

3.8.4. Prozessierung von GARP durch Ovastacin

Da eine erhohte Menge an Ovastacin mRNA in stimulierten T—Zellen (naiv und regu-
latorisch) detektiert wurde (Abb. 3.3), sollte auch diese Protease auf ihre Fahigkeit,
GARP zu schneiden, getestet werden. Das zur Verfligung stehende Ovastacin besitzt
lediglich eine geringe Halbwertszeit, sodass es zeitlich nur begrenzt aktiv ist. Daher wur-
den zwei Ansétze verfolgt um eine Prozessierung von GARP zu untersuchen. Zum einen
wurden identische Versuchsbedingungen wie bei den bereits vorgestellten Proteasen ver-
wendet (600 ng GARPTg und 50 nM aktive Protease, Abb. 3.26 A). Zum anderen sollte
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eine komplette Umsetzung des Substrates GARPrg erreicht werden, wozu die Substrat-
menge auf 300 ng reduziert und die Proteasekonzentration auf 100 nM erhéht wurde
(Abb. 3.26 B). Im ersten Ansatz (Abb. 3.26 A) ist zu erkennen, dass bei fortschreiten-
der Inkubationsdauer sowohl mit dem N-terminal bindenden «His— als auch mit dem
C—terminal bindenden aStrep—Antikérper neue Banden detektiert werden kénnen. Da-
bei lief das N—terminale Fragment entsprechend einer Masse von circa 20 kDa, wogegen
das C-terminale eine relative Masse von circa 60 kDa aufwies. Durch Erhéhung der
Proteasekonzentration und Verringerung der Substratmenge konnte auch mit Ovasta-
cin eine komplette Umsetzung von GARPTg innerhalb von 2 Stunden erreicht werden
(Abb. 3.26 B). Durch Zugabe des Metalloprotease Inhibitors 1,10-Phenanthrolin wurde

die Prozessierung von GARPTg durch Ovastacin unterbunden.

Zeit [h] 0 0,5 1 0 0,5 1
A) kDa
80_‘? ol L5
60 — v - <
50—
.
40 —
30 —
ol | <
aHis aStrep
B)
Zeit[min] O 15 30 45 M 60 920 90*
CcdDED - - . -
aStrep

Abbildung 3.26.: Spaltung von GARP durch Ovastacin

A)Pro Spur wurden 600 ng GARPrg und circa 50 nM aktives Ovastacin (Plasmin aktiviert)
bei 37 °C fiir die angegebene Dauer inkubiert. Die Proben wurden in einem 10 %igen SDS-Gel
aufgetrennt und anschliefend auf eine PVDF-Membran {ibertragen. Die Immundetektion erfolg-
te tiber einen aStrep— (rechts), beziehungsweise aHis—Antikorper (links). Full-length GARPg
wird durch ein ¢, N-terminale Fragmente durch ein € und C-terminale Fragmente durch ein
> gekennzeichnet. B) Vollstandige Umsetzung des GARPrg durch die Inkubation von 300 ng
GARPrsg in ca. 100 nM aktivem Ovastacin (Plasmin aktiviert). Die Proben wurden wie unter A
beschrieben aufbereitet und mit dem «Strep—Antikérper detektiert.
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3.9. Einfluss von GARP und TGF-f3 auf die Zellproliferation

TGF-3 hemmt iiber den SMAD Signalweg in vivo die meisten Immunzellen an der
Proliferation und ist in der Lage in naiven T—Zellen einen regulatorischen Phénotyp
zu induzieren. Eine Moglichkeit die Aktivitdt von TGF- in wvitro zu messen ist, die
Proliferation von Mv1Lu Zellen zu untersuchen. Diese Zellen verbleiben bei aktivem
SMAD Signal in der G1 Phase und stoppen ihre Proliferation (Wu ET AL. 1996).

Zuerst wurden Mv1Lu Zellen mit verschiedenen Konzentrationen an latentem TGF-
B strep fiir 48 h inkubiert. Abbildung 3.27 zeigt das Ergebnis des Proliferationsassays,
welcher durch eine Methylenblau-Farbung nach FINLAY ET AL. (1984) bestimmt wurde.
Bei hohen Konzentrationen an latentem TGF-f von 500 ng/ml und 250 ng/ml konnte
keine Proliferation mehr festgestellt werden. Im Gegenteil, die Zellen starben und 16sten
sich von der Zellkulturschale ab. Bei TGF— Konzentrationen von 100 ng/ml und 50
ng/ml war eine signifikante Reduktion der Proliferation der Mv1Lu Zellen zu erkennen.
Im Gegensatz dazu konnte bei einer Konzentration von 25 ng/ml latentem TGF-{ keine

signifikante Anderung der Proliferationsrate festgestellt werden.

In folgendem Versuch sollte getestet werden ob sich GARPrg ebenfalls negativ auf

p <0,01 n.s.
100 - I
— 80 -
9
c
0
s 60 -
&£
e
a 40 -
20 -
. — W
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TGF-B Konzentration [ng/ml]

Abbildung 3.27.: Einfluss von TGF—f3 auf die Mv1Lu—Zellproliferation

2,5-10* Mv1Lu Zellen wurden fiir 48 h mit verschiedenen Konzentrationen an latentem TGF-
B strep (dunkelgrau) oder ohne TGF—f girep (hellgrau) inkubiert. Anschlieend wurde die Zell-
proliferation iiber eine Methylenblaufarbung nach FINLAY ET AL. (1984) quantifiziert. Signifi-
kanzwerte beziehen sich auf die Negativkontrolle (hellgrau).
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die Zellproliferation von Mv1Lu Zellen auswirkt. Dazu wurden die Zellen mit GARP—
Konzentrationen von 200 ng/ml, 400 ng/ml und 800 ng/ml inkubiert und anschlieflend
die Proliferationsrate bestimmt. Abbildung 3.28 zeigt, dass erst ab einer Konzentration
oberhalb von 400 ng/ml GARPrg eine signifikante Abnahme der Zellproliferation zu
beobachten ist.

In vivo liegt GARP stets an latentes TGF—[3 gekoppelt vor, wodurch die Aktivierbarkeit
des Wachstumsfaktors erhoht wird (WANG ET AL. 2012). Jedoch war es in dieser Studie
nicht moglich, diesen Effekt mit einer 16slichen GARP Variante zu erzielen. Daher wurden
in der vorliegenden Arbeit 60 ng/ml latentes TGF—f iiber Nacht nicht kovalent mit
verschiedenen GARP1g Konzentrationen gekoppelt. Anschliefflend wurden die Komplexe
auf die Zellen gegeben und 48 h spéter die Proliferation bestimmt (Abb. 3.29). Die
Inkubation der Zellen mit 60 ng/ml latentem TGF-@ fiihrt in dieser Versuchsreihe nur
zu einer milden, hier nicht signifikanten, Reduktion der Proliferationsrate. Wird das
latente TGF—3 jedoch zuvor an GARP gebunden kann eine signifikante Reduktion der
Proliferationsrate bis zu einer Kombination von 60 ng/ml TGF—f und 15 ng/ml GARPg
beobachtet werden. Im Ansatz mit 60 ng/ml TGF— und 10 ng/ml GARPrg ist keine

signifikante Anderung der Proliferation zu sehen.

n.s. n.s. p <0,01

100

80 7

60

Proliferation [%]

40

20 -

0
GARP [ng/ml] - 200 400 800

Abbildung 3.28.: Einfluss von GARP auf die Mv1Lu—Zellproliferation
2,5-10* Mv1Lu Zellen wurden fiir 48 h mit verschiedenen Konzentrationen an GARPrg (dun-
kelgrau) oder ohne GARPrg (hellgrau) inkubiert. Anschlieend wurde die Zellproliferation tiber

eine Methylenblaufarbung nach FINLAY ET AL. (1984) quantifiziert. Signifikanzwerte beziehen
sich auf die Positivkontrolle (hellgrau).
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Abbildung 3.29.: Einfluss von GARP auf die TGF—-f Aktivitat

2,5-10* Mv1Lu Zellen wurden fiir 48 h mit verschiedenen Konzentrationen an latentem TGF-
B strep (dunkelgrau) oder ohne TGF—f (hellgrau) inkubiert. Das TGF—f girep wurde zuvor fiir
mindestens 4 h bei RT mit GARPtg in verschiedenen Konzentrationen inkubiert (schwarz).
AnschlieSend wurde die Zellproliferation iiber eine Methylenblaufarbung nach FINLAY ET AL.
(1984) quantifiziert. Signifikanzwerte beziehen sich auf die Positivkontrolle (hellgrau).

Aus den vorigen Versuchen ergab sich die Frage, warum der in dieser Arbeit verwendete
l6sliche GARP in der Lage ist die Aktivierung von TGF-f zu steigern, wahrend dieses
bei Wang et al. (2012) nicht der Fall war. Ein Grund hierfiir kénnte sein, dass bei Wang
et al. (2012) coexprimierte GARP-TGF-3 Komplexe genutzt wurden, die ausschliefllich
kovalent verbunden sind. Um dies zu iiberpriifen wurden TGF-3 g¢;¢p und GARPTg ko-
valent iiber Disulfidbriicken (Redoxpuffer) miteinander verkniipft. TGF— gtrep wurde
entweder alleine (weif}) oder zusammen mit GARPrg in verschiedenen Konzentrationen
in kovalent (schwarz) oder nicht kovalent (dunkelgrau) gebundener Form auf die Zel-
len gegeben und anschliefend die Proliferationsrate bestimmt. Abbildung 3.30 zeigt das
Ergebnis des Experiments. Die Inkubation der Zellen mit TGF—{ alleine zeigte eine leich-
te Reduktion der Proliferation. Die Zugabe von GARPrg in nicht kovalent gebundener
Form erniedrigte die Proliferationsrate wie bereits in Abbildung 3.29 gezeigt. Wurde aber
GARP kovalent, bedingt durch den verwendeten Redoxpuffer an das TGF—3 gekoppelt,
so verschwand der Effekt der Aktivitédtssteigerung im Fall von 60 ng/ml TGF-f strep
und 30 ng/ml GARPrg komplett, oder war bei der Konzentration von 120 ng/ml TGF—
B strep und 60 ng/ml GARPtg weniger stark ausgeprégt. Der Redoxpuffer alleine hatte

keine Auswirkungen auf die Mv1Lu—Zellproliferation.
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Abbildung 3.30.: Einfluss der kovalenten Bindung von TGF—3 an GARP auf
die Mv1Lu—Zellproliferation

2,5 -10* Mv1Lu Zellen wurden fiir 48 h mit verschiedenen Konzentrationen an latentem TGF-
B strep und GARP1g oder ohne (hellgrau) inkubiert. Das TGEF—f girep wurde entweder alleine
(weifl) oder in Kombination mit GARP, welches fiir mindestens 4 h bei RT mit TGF-— strep
inkubiert wurde, auf die Zellen gegeben. Dabei fand die die Bindung der beiden Proteine entweder
in Abwesenheit (dunkelgrau) oder Anwesenheit eines Redoxpuffers (schwarz) statt. Dadurch lag
das TGF— siep entweder kovalent (Redoxpuffer) oder nicht kovalent gebunden am GARP vor.
Anschliefend wurde die Zellproliferation iiber eine Methylenblaufarbung nach FINLAY ET AL.
(1984) quantifiziert. Signifikanzwerte beziehen sich auf die jeweilige TGF—f3 Kontrolle (weif).

3.9.1. Auswirkung der Proteolyse von GARP auf die Aktivierbarkeit von
TGF-$

Unter Abschnitt 3.8 konnte gezeigt werden, dass die Serinproteasen Neutrophile Elasta-
se, Plasmin und Trypsin, sowie die Metalloprotease MMP2 in der Lage sind GARP, in
kleine Fragmente zu degradieren. Im Folgenden wurde untersucht, ob die Spaltung zu
einem Funktionsverlust von GARP fiithrt. Dies war nur fiir die Serinproteasen moglich,
da das APMA aktivierte MMP2 und MMP9 selbst einen groflen Einfluss auf die Zell-
proliferation hat (nicht gezeigt) (YU UND STAMENKOVIC 2000). Abbildung 3.31 zeigt
das Ergebnis dieser Proliferationsuntersuchungen. Die Proliferation der Mv1Lu Zellen
wurde wie bereits zuvor gezeigt durch die Zugabe von 60 ng/ml TGF—f leicht ver-
mindert (weifl). Wie zuvor in Abbildung 3.29 gezeigt fiihrt eine Coinkubation von 60
ng/ml TGF—f und 30 ng/ml GARP zu einer weiteren Verminderung der Proliferati-
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Abbildung 3.31.: Einfluss der Spaltung von GARP auf die Aktivierbarkeit
von TGF-f

2,5-10* Mv1Lu Zellen wurden fiir 48 h mit verschiedenen Konzentrationen an latentem TGF-
B Strep allein (weil) oder zusammen mit prozessiertem (schwarz) oder unprozessiertem GARPrg
(dunkelgrau) inkubiert. Das TGF—f gyep wurde fiir mindestens 4 h bei RT mit GARP inku-
biert. Unbehandelte Mv1Lu Zellen dienten dabei als Kontrolle (hellgrau). AnschlieBend wurde
die Zellproliferation tiber eine Methylenblaufdrbung nach FINLAY ET AL. (1984) quantifiziert.
Signifikanzwerte beziehen sich auf die Probe aus unprozessiertem GARP und TGF-f (dunkel-
grau).

onsrate (dunkelgrau). Wurden anstatt intaktem GARP, gespaltene, niedermolekulare
GARP Fragmente mit TGF—3 vorinkubiert, so zeigte sich ebenfalls eine Inhibition der
Proliferation, die sich nicht signifikant von den Werten mit intaktem GARP unterschie-
den. Die Proteasen alleine dnderten die Proliferationsrate der Zellen nicht (Abbildung
C.1, Anhang Seite 145).

Auch die direkte Wirkung von degradiertem GARP auf die Mv1Lu Zellproliferation wur-
de untersucht. Dazu wurde GARP in hoher Konzentration (800 ng/ml) alleine auf die
Zielzellen gegeben (Abbildung 3.32, dunkelgrau). Dies fithrte bei nativem GARP zu einer
Reduzierung der Zellproliferation auch ohne die zusétzliche Zugabe von TGF—f3 (Abb.
3.28). Wurden das Konstrukt GARPrg zuvor mit den Proteasen Neutrophile Elastase,
Plasmin und Trypsin gespalten und die Fragmente ebenfalls mit einer Endkonzentration
von 800 ng/ml auf die Mv1Lu Zellen gegeben, so zeigte sich immer noch eine vermin-
derte Proliferationsrate (schwarz). Dieses Ergebnis dhnelt jenem in Abbildung 3.31, wo

ebenfalls ein Effekt mit degradiertem GARPrg erzielt wurde, der zuvor mit intaktem
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Abbildung 3.32.: Einfluss der Spaltung von GARP auf die
Mv1Lu—Zellproliferation

2,5-10* Mv1Lu Zellen wurden fiir 48 h mit oder ohne (hellgrau) 800 ng/ml GARPs inkubiert.

Der GARPtg wurde entweder komplett (dunkelgrau) oder durch die angegebenen Proteasen

degradiert (schwarz) auf die Zellen gegeben. Anschliefend wurde die Zellproliferation tiber eine

Methylenblaufarbung nach FINLAY ET AL. (1984) quantifiziert. Signifikanzwerte beziehen sich

auf die Negativkontrolle (hellgrau).

GARPTg zu beobachten war. Jedoch ist auch zu erkennen, dass die Verminderung der
Proliferationsrate bei degradiertem GARPrg nicht ganz das Niveau der intakten Kon-

trolle erreicht (dunkelgrau).

Wie in Abschnitt 4.5.2 und 4.5.3 gezeigt, sind die Proteaesen MMP9 und Ovastacin in
der Lage GARP spezifisch zu spalten. Wegen des oben schon erwidhnten Einflusses von
MMP9 auf den Zellstoffwechsel, konnten die direkt behandelten Proben Proben nicht im
Proliferationsassay eingesetzt werden. Daher wurde das N—terminale Fragment iber ma-
gnetische Ni-NTA Affinitétskiigelchen isoliert (2.4.9). Das N—terminale Fragment wurde
in equimolaren Konzentrationen wie das full-length GARP mit TGF—3 inkubiert und
flir 48 h auf die Mv1Lu Zellen gegeben. Das Ergebnis des Proliferationsassays ist in
Abbildung 3.33 zu sehen. Wie in den vorherigen Versuchen verringerte eine TGF—f3
Konzentration von 60 ng/ml die Proliferation um circa 20 %. Eine Vorinkubation mit
30 ng/ml (£ 0,35 nM) verringert die Proliferationsrate um weitere 20 %. Dies war nicht
der Fall, wenn statt dem full-length GARP lediglich die isolierte N—terminale Sequenz in

gleicher molarer Konzentration, 11 ng/ml £ 0,35 nM, mit TGF-{ vorinkubiert wurde.
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3.9. Einfluss von GARP und TGF-[3 auf die Zellproliferation
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Abbildung 3.33.: Einfluss des GARP N—terminus auf die Aktivierbarkeit von
TGF-f

2,5-10* Mv1Lu Zellen wurden fiir 48 h mit (weif) oder ohne (hellgrau) 60 ng/ml latentem TGF—
3 inkubiert. Das TGF-f wurde zuvor mit 30 ng/ml GARPrg (dunkelgrau) alleine, geschnitten
durch 50 mM Ovastacin oder einer equimolaren Menge (11 ng/ml) MMP9 prozessiertem GARP
N-terminus (schwarz) inkubiert. AnschlieBend wurde die Zellproliferation {iber eine Methylen-
blaufarbung nach FINLAY ET AL. (1984) quantifiziert. Signifikanzwerte beziehen sich auf die
TGF-f Kontrolle (weif}).

Wurde GARP anstatt von MMP9 mit Ovastacin prozessiert zeigte sich ein anderes
Ergebnis (Abb. 3.33). Trotz der Spaltung von GARP durch Ovastacin zeigte sich ei-
ne ahnliche Aktivitatssteigerung von TGF—f3 und somit eine Inhibition der Mv1Lu—

Zellproliferation wie sie mit dem full-length GARP erzielt werden konnte.
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Der TGF-3 Signalweg ist an der Steuerung verschiedenster biologischer Prozesse betei-
ligt. Die Regulation erfolgt dabei auf verschiedenen Ebenen. Im Fall der immunologischen
Homoostase liegt TGF— an der Oberfléche von Tgegs gebunden vor. Als Adapterprotein
fungiert GARP, ein Protein der LRR—Familie. Von anderen TGF- Adapterproteinen
ist bekannt, dass sie von Proteasen geschnitten werden und so die TGF—f3 Signalstérke
variiert werden kann. Ob eine Regulation des TGF—3 Signalwegs iiber Proteolyse von
GARP stattfindet war bisher nicht bekannt und wurde in dieser Arbeit ndher unter-

sucht.

4.1. Bioinformatische Charakterisierung von GARP

4.1.1. GARP evolvierte simultan mit dem adaptiven Immunsystem

Die Datenbanksuche ergab, dass ein GARP—Gen ausschliefilich in Vertebratengenomen
zu finden ist. Eine Ausnahme ist das Neunauge (Petromyzon marinus), in dessen Ge-
nom kein GARP—Gen identifiziert werden konnte. Dies ist insofern von Bedeutung,
da das adaptive Immunsystem der Agnathen im Vergleich mit jenem der kiefertra-
genden Wirbeltiere noch sehr rudimentér entwickelt ist. Bei den Neunaugen erfolgt
die Erkennung von Fremdantigenen nicht {iber MHC, B— und T-Zellrezeptoren, die
aus Immunglobulin—-dhnlichen Doménen aufgebaut sind, sondern aus variablen Lym-
phocyten Rezeptoren (VLR), die, dhnlich wie GARP, aus LRRs bestehen (Uberblick in
(RAsST UND BUCKLEY 2013). Dies zeigt, dass es sich bei GARP um einen relativ jungen
Spross einer sehr alten Proteinfamilie handelt. Im erst kiirzlich entschliisselten Genom
der Pflugnasenchimére (Callorhinchus milii) konnte, wenn auch nicht die gesamte cDNA
des GARP—Gens, das dritte Exon mit den Sequenzabschnitten fiir die Ektodomé&nen und
die Transmembrandoméne gefunden werden. Es befindet sich im contig 42911 im Bereich
2641 bis 4596. Es konnten alle GARP—spezifischen Merkmale, wie Anzahl der LRRs, die

prolinreiche Region und der Cystein—loop nachgewiesen werden, wobei letzterer um 20

Seite 89



4. Diskussion

Aminoséuren verlingert ist (Tabelle B.4, Anhang Seite 144). Somit kann die Entste-
hung des GARP—Gens auf einen relativ engen Zeitraum zwischen 500 und 420 Millionen
Jahren datiert werden. Da es sich bei dem Genom der Pflugnasenchiméren um das am
langsamsten evolvierende Vertebratengenom handelt (VENKATESH ET AL. 2014), diirf-
te der GARP—Aufbau dieses Tieres am ehesten dem des ,,Ur—-GARPs“ entsprechen. In-
teressanterweise konnten andere spezifische Marker der adaptiven Immunantwort, bzw.
seiner Regulation wie CD4, IL—4, -5, -9, —13, =21 und FoxP3 nicht nachgewiesen werden
(VENKATESH ET AL. 2014). Dies impliziert, dass GARP ein basales Element in der Ma-
schinerie der adaptiven Immunantwort darstellt und schon vor vielen anderen Elementen
vorhanden war. Da die VLRs den Knorpelfischen bereits fehlen, besteht die Moglichkeit,
dass sie oder ein anderer gemeinsamer Vorldufer der Ursprung des GARP—Gens ist. Das
GARP-Gen konnte aus einer Rekombination eines dieser Gene hervorgegangen sein.
Dies wiirde erkliaren, warum GARP eine einzigartige Doménenzusammensetzung be-
sitzt. Als nédchste Verwandte wurden in 3.1.1 die Membranproteine LRRC33, sowie die
Toll-dhnlichen Rezeptoren 8 und 9 identifiziert. Sie unterscheiden sich jedoch in ihrem
Domaénenaufbau und ihrer Funktionalitat. Die einzige, erst kiirzlich beschriebene Funk-
tion des LRRC 33 besteht darin, an andere Toll-dhnliche Rezeptoren zu binden und ihre
Signalwirkung zu modulieren (L1U ET AL. 2013). Die Toll-&hnlichen Rezeptoren 8 und
9 sind als endosomale Rezeptoren dazu in der Lage, fremde DNA und RNA Molekiile
zu binden und so ein proinflammatorisches Signal auszulésen(HE ET AL. 2013). Fiir
GARP konnte weder die Interaktion mit anderen Toll-dhnliche Rezeptoren noch eine

Bindungsaffinitdt zu Nukleinsduren nachgewiesen werden.

Dass GARP nicht in allen untersuchten Spezies gefunden werden konnte, kann damit
erklart werden, dass nicht alle Genome bisher vollstindig sequenziert wurden. Es ist
also sehr wahrscheinlich, dass in diesen Féallen GARP auf einem noch nicht sequenzier-
tem Genomabschnitt liegt. Die Stammbaumrekonstruktion der iibrigen GARP—Proteine
(Abb. 3.1) legt genau dies nahe, da ansonsten aus allen Phyla dieser Genfamilie Vertre-
ter gefunden wurden. Die tatséchlich entdeckten GARP—Gene bestétigen sehr gut die
gangige Aufteilung der Vertebraten nach molekularen Markern (Abb. 4.1). Trotzdem
ist die Stellung einiger Spezies zu diskutieren. Die Stellung des Xenopus tropicalis an
der Basis der Sauropsiden widerspricht der allgemein géngigen Systematik. Nach ihr
miisste er als Vertreter der Lissamphibia in einer Schwestergruppe zu den restlichen
Amnioten stehen. Da aber nur ein Vertreter der Lissamphibien komplett sequenziert
wurde, ist es generell kritisch, daraus auf die Stellung der ganzen Gruppe im Stamm-
baum zu schlieffen. Im weiteren Stammbaum ist auch die Stellung des afrikanischen
Elefanten (Lozodonta africana) aus den eben genannten Griinden anzuzweifeln, da er

aus der Gruppe der Afrotheria der einzige Vertreter ist. Die Gruppierung der Rodentia
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Abbildung 4.1.: Molekularer Stammbaum der Wirbeltiere
Nach WESTHEIDE UND RIEGER (2003) erstellter Stammbaum aufgrund molekularer Daten. Die
Farbung entspricht der in Abb. 3.1 verwendeten

mit den Primaten entspricht der Gliederung im klassischen molekularen Stammbaum.
In der anderen Grofigruppe befinden sich nur Vertreter, die als Laurasiatheria bekannt
sind. Die vermeintlich falsche Stellung des Wildschweins (Sus scrofa) am basalen Ende
Carnivoren kann durch den niedrigen Bootstrap—Wert von 0,6 erklirt werden. Dieser
gibt an dieser Stelle an, dass nur 60 % der generierten Stammbédume diese Aufteilung
unterstiitzen. Ebenso verhélt es sich mit der Stellung des Pferdes (Equus caballus). Nur
55 % der errechneten Badume unterstiitzt diese Position. Im Gegensatz zum Wildschwein
stimmt aber die Positionierung mit der ,Lehrmeinung” {iberein. Die Positionierung der

Huftiere wird also nicht gut aufgelost.

Fir den GARP Rezeptor bedeutet dies, dass es sich bei seiner Entstehung um ein einma-
liges Ereignis gehandelt haben diirfte. Er stellt also eine Autapomorphie der Gnathosto-
mata dar. Da in allen Tiergruppen ein oder mehrere Vertreter gefunden werden konnten,
die das GARP—-Gen tragen, scheint es zu keiner Zeit zu einer Deletion, bzw. einem Ver-
lust des Gens gekommen zu sein, was fiir seine wichtige Rolle in der Immunregulation

sprechen wirde.
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4.1.2. GARP besitzt mehrere fiir Proteolyse zugangliche Regionen

Durch das erstellte GARP—Modell lassen sich bestimmte Aminosdureabschnitte zu struk-
turellen Einheiten zusammenfassen. Dies sind die beiden LRR-Blécke aus LRR 1-10 und
11-20, sowie die prolinreiche Region und der Cystein—loop. Vergleicht man das Modell
mit den elektronenmikroskopischen (EM) Aufnahmen von Probst-Kepper et al. (2009b)
so fallt auf, dass hier die beiden Blocke aus LRR 1-10 und 11-20 kein gleichméfiges
Oval bilden. Vielmehr befindet sich dort ein Knick in der Struktur. Der Grund hierfiir
koénnte in der prolinreichen Region zwischen den LRRs 10 und 11 liegen. Es konnte sich
hier um eine ausgedehnte, oder mehrere kurze Polyprolin—Helix/Helices handeln, die ein
molekulares Scharnier bilden und dem Protein Flexibilitdt verleihen. Somit kann das
Modell mit den EM—Aufnahmen in Einklang gebracht werden. Der Cystein—loop scheint
die Gesamtstruktur des Rezeptors nicht zu beeinflussen. In den EM—Aufnahmen ist an

der korrespondieren Stelle nichts Auffélliges zu beobachten.

Ob das errechnete GARP—Modell die tatsdchliche Struktur des Rezeptors widerspiegelt
ist, ohne die Rontgenkristallstruktur zu kennen, schwierig abzuschéitzen. Trotzdem gibt
es Moglichkeiten abzuwéagen, ob das Modell realistisch ist. Fiir das Modell spricht, dass
sich die einzelnen Aminosduren zu der fiir LRR-Proteinen typischen Hufeisenstruktur
modellieren lassen. Dabei liegen die Faltblatter stets im Inneren. Die auf der Auflenseite
liegenden helikalen Strukturen sind enorm divers und unterschiedlich ausgepragt. Dies ist
sogar charakteristisch fiir LRR—Proteine, da sich auf der Auflenseite diverse Helixtypen

(ot—, 310~ und Polyprolin-Helices) finden lassen (BELLA ET AL. 2008).

Die weiterhin ermittelten Parameter (R— und ¢—Werte nach Enkhbayar et al. (2004))
lassen sich sehr gut mit denen anderer LRR—Proteine vergleichen. Diese sprechen fiir
ein grofles LRR-Protein, mit einem relativ weit geschlossenen Bogen. Dabei ldsst sich
GARP am besten mit dem Toll-d&hnlichen Rezeptor 3 vergleichen. Er besitzt einen R-
Wert von 24 A und ist mit einem ¢-Wert von 282° etwas weiter geschlossen. Generell
miissen diese Werte fir GARP mit Vorsicht betrachtet werden, da der Einfluss der
GARP eigenen prolinreichen Region, bzw. die Auswirkung einer Ligandenbindung grofie

Auswirkungen auf sie haben kénnen.

Zusammenfassend stellt das Modell fiir die Uberpriifung der Zugénglichkeit von mégli-
chen Protease—Schnittstellen eine gute Basis dar. In der Primérstruktur finden sich insge-
samt drei diacide Aminosduresequenzen die bevorzugt von Astacinproteasen geschnitten
werden (BECKER-PAULY ET AL. 2011). Die Aminosiuresequenzen liegen in LRR 6, dem
vermutlich exponierten Cystein—loop und der C—terminalen Doméne (vgl. Abb. 4.4) Ein
Vergleich mit den nachst Verwandten LRR—-Proteinen zeigt, dads diese durch Proteolyse

reguliert werden. Fiir die Toll-dhnlichen Rezeptoren 3 und 9 ist eine Regulation iiber
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Cathepsine beschrieben (QI ET AL. 2012, EWALD ET AL. 2008). Diese lysosomalen und
endosomalen Proteasen schneiden im Fall des Toll-dhnlichen Rezeptor 3 innerhalb eines
LRRs und im Fall des Toll-dhnlichen Rezeptor 9 innerhalb einer Aminosduresequenz,
die dhnlich der prolinreichen Region von GARP zwei LRR-Blocke separiert und einen
hohen Anteil an Prolin aufweist. Als besonders proteolyseanfillic werden demnach die

drei diaciden Sequenzmotive und die prolinreiche Region eingestuft.

4.2. Herstellung der fiir die Arbeit bedeutenden Proteine

Die Verfiigbarkeit von rekombinantem Protein und den zugehorigen Expressionsvekto-
ren war eine unverzichtbare Grundlage dieser Arbeit. Um die exprimierten Proteine in
komplexen Proteingemischen, wie Zelliiberstdnden oder —lysaten zu identifizieren und
detektieren sind spezifische Antikérper notig. Fiir GARP sind solche Antikérper schwer
zu generieren, da der extrazelluldre Teil fast ausschlielich aus LRR-Doménen besteht
und sich diese in vielen anderen Proteinen, wie Toll-dhnlichen Rezeptoren, oder ECM—
Strukturproteinen wiederfinden. So ist ein hohes Mafl an Kreuzreaktivitit zu erwarten.
GARP spezifische Antikorper werden vor allem fir immunhistochemische oder FACS—
Féarbungen verwendet (TRAN ET AL. 2009, WANG ET AL. 2009). Einen Nachweis von
GARP mittels Immunoblot in einem Zelllysat ist bislang nicht publiziert worden. Die
Kreuzreaktivitat ldsst sich daher schwer bis gar nicht abschétzen. Aus diesem Grund
wurde allen Konstrukten eine Tag—Sequenz angehéngt, um spéter mit hochspezifischen,

monoklonalen Tag—Antikorpern arbeiten zu kénnen.

Um die GARP-Ektodoméne allein zu exprimieren wurde ein Fusionsgen aus GARP-
Ektodoméne und dem C—terminalen Teil des Meprin « Gens generiert. Der Vorteil einer
solchen Konstruktion liegt darin, dass das Konstrukt wie der full-length GARP zuerst
am rauen ER synthetisiert und mit der Transmembranregion in die Membran eingebaut
wird. Hier erfolgen die posttranslationalen Modifikationen wie die Bildung der Disul-
fidbriicken oder die Glykosylierungen. Auf dem sekretorischen Weg gelangt der Rezep-
tor in den Golgi—Apparat. Ab hier kénnen, im Gegensatz zum Wildtyp, Furin—-dhnliche
Proprotein—Convertasen in der Sequenz G(683)QPS|/RQKR(690) des Konstrukts schnei-
den. Ein solcher Schnitt resultiert in der Freisetzung des Ektodoméne von der Membran,
sodass sie nach der Sekretion im Uberstand zu finden ist. Fiir die membrangebundene
Protease Meprin 3 war ein solcher ,tailswitch® bereits erfolgreich durchgefiithrt worden
(BECKER ET AL. 2003). Durch die unterschiedlichen Tag-Sequenzen am reifen N— und
C—terminus sind verschiedene Reinigungsstrategien moglich. Zusétzlich kann bei Pro-

zessierungsversuchen zwischen N— und C—terminalen Fragmenten unterschieden werden.
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Dies erlaubt die Beurteilung ob es sich um limitierte Proteolyse oder einfache Degrada-
tion handelt. Zudem kann iiber eine Groflenbestimmung der Fragmente ein Riickschluss

auf die Lokalisation der Schnittstelle gezogen werden.

Im Falle von TGF—3 war die Platzierung der Tag—Sequenz nicht trivial, da zum Beispiel
eine C—terminale Positionierung die posttranslationale Prozessierung verhindert und da-
mit die Aktivierbarkeit (WAKEFIELD ET AL. 1991). Die Platzierung innerhalb des LAP
wiederum barg die Gefahr, dass das translatierte TGF—f sich nicht richtig gefaltet und
nicht sezerniert werden konnte, beziehungsweise nicht aktiviert wiirde. Generell sollte
eine Modifikation moglichst nahe am reifen N—Terminus die Biostabilitdt am wenigsten

beeinflussen (SHA ET AL. 1991).

Beide Konstrukte konnten erfolgreich in Hi5 Insektenzellen exprimiert und aus dem Zell-
iiberstand in ausreichender Menge und Reinheit isoliert werden. Die korrekte Faltung,
sowie die Funktionalitét konnten iiber CD—spektroskopische Untersuchungen (3.6), sowie
eines TGF- sensitivem Proliferationsassays (3.9) bestéitigt werden. Die bei verschiede-
nen Temperaturen aufgenommenen CD—Spektren von GARPrg zeigen, dass das Protein

im physiologischen Temperaturbereich stabil ist.

Das rekombinante TGF-f giep zeigt in den CD-spektroskopischen Analysen die be-
schriebene Temperaturstabilitidt von bis zu 60 °C (BROWN ET AL. 1990). Zudem ist
der Graph identisch mit den bereits von MCMAHON ET AL. (1996) publiziertem CD—
Spektrum. Aktives TGF-3 wirkt dosisabhéngig proliferationsinhibierend auf Mv1Lu
Zellen (TUCKER ET AL. 1984). Mit dem rekombinanten TGF-f girep konnte ebenfalls
eine lineare Abhédngigkeit von TGF-f s¢rp Konzentration zu MvlLu—Zellproliferation
gezeigt werden (Abb. 3.27), was ebenfalls ein Hinweis auf eine potentiell korrekte Faltung

des rekombinanten Proteins ist.

4.3. Charakterisierung des GARP-TGF—3 Komplex

Die Expressionsstudien in HEK 293H Zellen (3.4.1) zeigen fiir alle drei GARP—Varianten
einen Unterschied zwischen der errechneten und der ermittelten relativen Molekiilmasse
von circa 8 kDa. Dieser Massenunterschied kann durch multiple Glykosylierungsstellen
erklirt werden, was in Ubereinstimmung mit Ergebnissen von OLLENDORFF ET AL.
(1994) steht, die insgesamt 5 N—-Glykosylierungsstellen in der Ektodoméne des GARP—
Rezeptors voraussagten. Computergestiitzte Untersuchungen am ,NetNGly 1.0 Server®
(www.cbs.dtu.dk) indizierten drei dieser Stellen als ,,wahrscheinlich® Dies sind N(203),
N(271) und N(345), vergleiche Tabelle F.2. Bei einer durchschnittlichen Gréfie von 2,5 bis
4 kDa stimmt diese Anzahl gut mit der beobachteten Zunahme des Molekulargewichts
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iiberein, sodass die Vermutungen von OLLENDORFF ET AL. (1994) bestédtigt werden.
HAHN ET AL. (2013) berichteten, dass GARP in Konzentrationen von 1 pug/ml inhibie-
rend auf die Proliferation von CD4" T—Zellen wirkt. Auch auf Mv1Lu Zellen wirken hohe
GARP Konzentrationen von 800 ng/ml proliferationshemmend (Abb. 3.28). Dies kann
auf zwei Wegen erklart werden. Zum einen kénnte GARP direkt und ohne zusétzliches
TGF-f auf die Mv1Lu Zellen wirken. Ein denkbares Szenario konnte sein, dass GARP
an Zelloberflichenrezeptoren bindet. In diesem Zuge kénnte es zu einer Stabilisierung
des Rezeptor-Ligand Komplexes kommen, was zu einer verldngerten Signaltransduktion
fithren wiirde. Ein &hnlicher, positiver feedback—loop zwischen GARP und FoxP3 war be-
reits fiir T-Zellen beschrieben. Die Uberexpression von GARP fiihrt in T-Effektorzellen
zu einer Expression von FoxP3 und umgekehrt (PROBST-KEPPER ET AL. 2009B). Die
genauen Mechanismen dieses feedback—loops sind bisher noch nicht geklart. Jedoch kann
in beiden Féllen eine Beteiligung von endogenem TGF—f3 nicht ausgeschlossen werden.
Zum Anderen besteht die Moglichkeit, dass Mv1Lu Zellen selbst TGF—f produzieren
und sezernieren. GARP koénnte dann an das freie, latente TGF—f3 binden und seine

Aktivierung begiinstigen.

GARP und TGF-f liegen auf Tgegs iiber Disulfidbriicken aneinander gekoppelt vor
(WANG ET AL. 2012). In der nicht reduzierenden SDS-PAGE laufen sie als hochmole-
kularer Komplex (GAUTHY ET AL. 2013). Daher wurde untersucht, ob die rekombinan-
ten Konstrukte GARPgr, und TGF-f girep in der Lage sind, wie die Wildtyp Proteine
aneinander zu binden und intrazelluldr iber Disulfidbriicken miteinander verbunden zu
werden (Abb. 3.10). Die GroBle des GARP-TGF-f Komplexes von 220 kDa spricht
fiir eine Stéchiometrie von einem TGF— Dimer, welches an zwei GARP—Proteine bin-
det. Ein mogliches Szenario wére die Verkniipfung des Cysteins 41 (siehe Tab. F.1) des
LAP, welches auch die Verkniipfung an das LTBP vermittelt (GLEIZES ET AL. 1996),
an das freie Cystein 350 von GARP. Dies wiirde zu einem Komplex von ca. 260 kDa
fithren, der bereits von WANG ET AL. (2012) beobachtet wurde. Cystein 350 ist im
GARP Rezeptor hoch konserviert (siehe Tab. B.2), sodass an jeweils ein Cystein 41 des
TGF- Dimeres an je ein GARP binden koénnte. Die Spaltungsexperimente mit Pro-
teasen (Abb. 3.24) sprechen aber gegen die Bindung an Cystein 350 von GARP, da
die vermutete MMP9 Schnittstelle N-terminal des Cysteins 350 liegt, aber das TGF—3
am N—terminalen GARP-Fragment gebunden ist. Das Cysteinpaar 211 / 227 erscheint
hier plausibler. Das N—terminale GARP-TGF—f Komplexfragment lduft auf einer Hohe
von ca. 135 kDa. Diese relative molekulare Masse passt zu der beobachteten Grofle der
Einzelfragmente, 70 kDa fiir das latente TGF—f3 Dimer und zweimal das N-terminale
GARP-Fragment von je 35 kDa. Zudem impliziert dieses Modell, dass TGF—3 an eines

der beiden konservierten Cysteine der Disulfidbriicke zwischen Cystein 211 und Cystein

Seite 95



4. Diskussion

227 bindet. Das jeweils andere Cystein kdnnte zusétzlich die zwei GARP—Untereinheiten

intermolekular verbriicken und so den Komplex stabilisieren.

Die Bindung von TGF-3 an eines der beiden Cysteine wird von den Prozessierungs-
versuchen unterstiitzt. Sowohl fiir Cystein 211 und 350 wurde bereits gezeigt, dass eine
Mutation zu Serin die Translokation des GARP-TGF—3 Komplexes an die Zelloberfliche
verhindert (WANG ET AL. 2012). Ob dies durch eine Fehlfaltung des GARP-Rezeptors
zu Stande kommt, oder direkt mit dem Fehlen der Cysteinreste zusammenhéngt konnte
aber nicht gezeigt werden. In vitro Kopplungsversuche (3.7) zeigten ebenfalls die Bil-
dung des GARP-TGF-f3 Komplexes. Diese stimmen mit den von WANG ET AL. (2012)
und GAUTHY ET AL. (2013) bereits beschriebenen Komplexen tiberein. Das Auftreten
von Komplex—Doppelbanden dhnlich der Doppelbanden aus ProTGF—f und latentem
TGF-f Dimer impliziert, dass GARP sowohl die ProTGF-f3 als auch die latente Form
des TGF—{ binden kann und Disulfidbriicken ausbildet. Das nichtreduzierende Gel zeigt
die Banden fiir den Komplex aus GARP und Pro—, beziechungsweise latentem TGF—f3
mit gleicher Intensitét, was fiir eine etwa gleiche Affinitdt der beiden Proteinspezies vor

der Kopplung spricht.

Die CD-spektroskopischen Experimente (Abb. 3.16) zeigen, dass das theoretische Sum-
menspektrum vom Spektrum des Gemisches abweicht. Diese Abweichung kénnte durch
eine Konformationsinderung im GARP-Rezeptor und oder im TGF— Dimer zu Stan-
de kommen. Die Abweichung der CD-Spektren kann auf eine rdumliche Anderung der
beiden LRR-Blocke (1-10 und 11-20) zueinander oder zum Beispiel der Exposition des
RGD Motivs fiir die Integrin—vermittelte TGF—3 Aktivierung zuriickgefithrt werden.
Zusammen mit der Erkenntnis, dass das N—terminale Spaltprodukt der MMP9 Prozes-
sierung (LRR 1-10) an TGF-{ bindet (Abb. 3.24) aber die Aktivierbarkeit von TGF-
 nicht steigert (Abb. 3.33) kann folgendes Modell fiir den GARP-TGF- Komplex
aufgestellt werden: Zuerst bindet TGF—f am ersten LRR-Block (LRR1-10). Dort wer-
den noch intrazelluldr die Disulfidbriicken zwischen den Cysteinen 211, beziehungsweise
227 von GARP zu Cystein 41 des TGF—-3 Dimers gekniipft. Unabhéngig von der Di-
sulfidverbriickung wird, nach der Umwandlung von proTGF—f3 zum SLC durch Furin,
eine Konformationsénderung des Komplex induziert, sodass die RGD Bindungsstelle des
TGF-f Dimers freilegt werden (Abb. 4.2). Die Hauptaktivatoren von TGF-f aus dem
GARP-TGF- Komplex, oy g Integrine (EDWARDS ET AL. 2014), kénnen nun auf der
Zelloberfliche TGF—f3 mit hoherer Effizienz aktivieren.

Proliferationsuntersuchungen (3.9) mit unterschiedlichen GARP und TGF-f3 Konzen-
trationen zeigen, dass die TGF—f3 Aktivitdt abhidngig von der GARP Konzentration

ist. Eine maximale Steigerung ist etwa bei einem stochiometrischen Verhéltnis von 1
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4.3. Charakterisierung des GARP-TGF—3 Komplex

Mol GARP zu 1,8 Mol TGF—f zu erkennen. Dieser Effekt tritt nur auf, wenn GARP
nicht—kovalent gekoppelt an TGF—3 vorliegt. In den Untersuchungen von WANG ET AL.
(2012) zeigte der Komplex aus latentem TGF—f und léslicher GARP-Ektodoméne kei-
nen Einfluss auf die Proliferation der Mv1Lu Zellen. Ein Effekt konnte nur beobachtet
werden, wenn GARP membrangebunden vorlag. Bei dem Komplex aus 16slichem GARP
und TGF—f handelte es sich in dieser Studie jedoch um kovalent gebundene Komple-
xe, da sie coexprimiert wurden. Somit decken sich die Beobachtungen aus dieser Arbeit
mit jenen von WANG ET AL. (2012) insofern, dass bei einer kovalenten Bindung von
GARP und TGF-f keine Aktivierungssteigerung zu beobachten ist. Der Umstand, dass
kovalent an GARP gebundenes TGF—3 nicht aktiviert werden kann, lasst sich durch
das TGF-B Aktivierungsmodell am LTBP (BusceMI ET AL. 2011) erkldren, welches
auch auf GARP ausgeweitet werden kann (WANG ET AL. 2012). In diesem Modell ist
eine feste Verankerung des TGF-f3 Adapterproteins (LTBP oder GARP) in der extrazel-
luldren Matrix, beziehungsweise Zellmembran nétig. oy 3¢ und oy g Integrine kénnen
an die RGD Sequenz des kovalent gebundenen TGF—{3 binden und einen mechanischen
Zug auf das LAP des latenten TGF—f3 Komplexes ausiiben, was zur Freisetzung des
reifen Wachstumsfaktors fithrt. In ungebundener Form kann solch ein Zug nicht auf-
gebaut werden, wodurch es zu keiner Aktivierung von TGF—f kommt. Versuche, die
Aktivierung von TGF—3 aus dem nicht kovalenten, 16slichen GARP-TGF-3 Komplex

Furin
GARP  proTGF-B RGD RGD
Assoziation Konformationsanderung
Furinprozessierung Prasentation der RGD Sequenz

Abbildung 4.2.: Schema Bindung von TGF—3 an GARP

GARP bindet mit den Doménen LRR 1-10 intrazelluldr ein proTGF—f Dimer und wird mit
diesem {iber Disulfidbriicken verkniipft. Furin schneidet das proTGF—f3 Dimer, sodass TGF—-f3
als small latent complex (SLC) vorliegt. Durch eine Konformationsinderung in GARP werden
die Bindungsstellen fiir oy g Integrine im SLC présentiert, sodass sie besser zugénglich sind.
Orange = Transmembrandomine GARP, hellblau = LRR-Doménen GARP, griin = LAP, gelb
= reifes TGF—f
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mit RGD-Peptiden zu unterbinden, scheiterten, da bereits RGD-Peptidkonzentrationen
unterhalb der von WANG ET AL. (2012) eingesetzten cytotoxisch wirkten (Abb. C.2).
Dies ist auch in Einklang mit anderen Studien, die die Toxizitdt von RGD—Peptiden
auf die Aktivierung von Caspase—3 zuriickfithren (BUCKLEY ET AL. 1999). Auf diese
Weise kann nicht festgestellt werden, ob Integrine auch an der beobachteten Aktivierung
von nicht kovalent an GARP gebundenen TGF—f3 beteiligt sind. Eine Moglichkeit dies
zu Uberpriifen, wére in den verwendeten Mv1Lu Zellen ein knock—out, beziehungswei-
se einen knock—down fiir die entsprechenden Integrine durchzufithren. Das Modell der
Aktivierung von TGF—f3 durch mechanischen Zug ist aber nicht universell giiltig und
widerspricht Beobachtungen von GE UND GREENSPAN (2006 ), die zeigten, dass die Frei-
setzung von LTBP aus der ECM durch die Protease BMP1 zu einer erhéhten TGF—[3

Aktivitdt fithrt. Es scheinen also noch weitere Aktivierungswege zu existieren.

4.4. Proteasekandidaten einer moglichen GARP Prozessierung

Die Untersuchungen von T-Zell mRNA sollte Aufschluss dariiber geben ob Proteasen
der Astacinfamilie nachgewiesen werden koénnen, da sie oft an der Aktivierung von
TGF—-f &hnlichen Wachstumsfaktoren beteiligt sind (HOPKINS ET AL. 2007, SCHUTTE
ET AL. 2010). Neben BMP1 (GE UND GREENSPAN 2006) sind auch die beiden Meprine
in der Lage das TGF—f bindende LTBP zu prozessieren (JEFFERSON ET AL. 2013).
Die auf massenspektrometrischen Daten beruhende Prozessierung von LTBP durch die
Meprine konnte von LEUCK (2013) in ihrer Masterarbeit (angefertigt in unserer Ar-
beitsgruppe) durch in vitro Experimente mit rekombinanten Proteinen verifiziert wer-
den. Es konnte die Transkription von zwei Astacingenen, ndmlich BMP1 und Ovastacin,
in T-Zell mRNA nachgewiesen werden 3.2.Von BMP1 sind mehrere Spleifivarianten be-
kannt (JANITZ ET AL. 1998), wovon BMP1 und mTLD die Haupttranskripte darstellen.
Dabei handelt es sich bei BMP1 um die kurze und bei mTolloid um die lange Spleifiva-
riante. Das Primerpaar, welches zur Detektion von BMP1 genutzt wurde, bindet inner-
halb der N—terminal gelegenen Proteasedoméne. Mit diesem Primerpaar war es folglich
nicht moéglich, zwischen BMP1 und mTolloid zu unterscheiden. Daher wurde ein zweites
Primerpaar verwendet, das in den DNA—-Abschnitt der Doménen bindet, die nicht im
BMP1-, dafiir aber im mTolloid-Gen zu finden sind (Cub4-Cub5). Da beide Primer
ein unterschiedliches Ergebnis lieferten ist auch von einer unterschiedlichen Regulation
auszugehen. BMP1 wurde dhnlich wie die anderen Proteasen nach Stimulation in beiden
Populationen hochreguliert, wogegen dies bei mTolloid nicht der Fall war. Bei mTolloid
dnderte sich die Signalstirke nicht, sodass auch von keiner Anderung der Transkriptions-

rate auszugehen ist. Jedoch ist auffillig, dass in Tregs generell weniger mTolloid cDNA
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zu finden war. Diese Ergebnisse legen eine Regulation auf der Ebene des Spleifivorgangs
nahe. Es scheint so, als wére die Transkription des BMP1 Gens nach der Stimulation
der T-Zellen erhoht (stidrkere Banden mit den BMP1 Primer, Abb. 3.3 C). Aber durch
vermehrtes Spleiflen der pra—mRNA bleibt die Menge an mTolloid mRNA konstant,
wéahrend die von BMP1 erhoht vorliegt. Bei mTolloid und BMP1 koénnte es sich dhn-
lich, wie bei den Gelatinasen A und B (MMP 2 und 9), um eine konstitutiv exprimierte
(mTolloid) und eine regulierte Form (BMP1) handeln. Dabei stellt BMP1 die etwas un-
spezifischere und aktivere Protease dar (SCOTT ET AL. 1999, WERMTER ET AL. 2007).
Der Grund hierfiir kénnte in der unterschiedlichen Anzahl nicht—proteolytischer Domé-
nen liegen. Diese sind fiir die Substratselektivitdt und Substrataffinitat verantwortlich
(HINTZE ET AL. 2006) und regulieren tiber eine Calcium—-abhéngige Dimerisierung die
Zugénglichkeit der Substrate zum aktiven Zentrum (BERRY ET AL. 2009). Solch ein
Mechanismus konnte fiir aktivierte T—Zellen unter Umstdnden wichtig sein. Sie miis-
sen zum Beispiel fiir eine erhéhte Mobilitdt, auch iiber eine vergréflerte proteolytische

Aktivitat verfligen.

Ovastacin, eine bislang nur in Oocyten gefundene Protease, konnte ebenfalls detektiert
werden. Thre mRNA wurde ebenfalls nach Aktivierung der Zellen vermehrt gebildet. Dass
Ovastacin nicht streng Oocyten spezifisch ist, untermauern massenspektrometrische Da-
ten. So wurden Ovastacin Proteinfragmente in Serum, der Leber oder dem Herzmuskel
nachgewiesen (ZGODA ET AL. 2009, YIN ET AL. 2010). Die fiir diese Arbeit durchge-
fiihrte mRNA Analyse ist die erste, die Ovastacin in T—Zellen nachweisen konnte und
zeigte, dass es der Regulation durch den T—Zellrezeptor unterliegt. Somit liegt eine Funk-
tion im Immunsystem nahe und Ovastacin kommt neben BMP1 als Kandidat fiir die

selektive Proteolyse und Regulation von GARP in Frage.

Von den beiden anderen getesteten Metalloproteases, ADAM 10 und ADAM 17, konnte
ADAM 10 nicht, aber ADAM 17 sowohl in naiven und regulatorischen T—Zellen nach-
gewiesen werden. Die Signalverstdrkung nach Stimulation deckte sich mit der von Briso
et al. (2008) beobachteten.

Zudem wurden die bei der TGF— Aktivierung beteiligten Proteasen Plasmin, Neutro-
phile Elastase, MMP2 und MMP9 untersucht werden. Das Verdauungsenzym Trypsin
fungierte in dieser Versuchsreihe als Positivkontrolle. Fiir das Plasmaprotein Plasmin
wurde lange Zeit ein Rolle in der TGF-f Aktivierung diskutiert (siehe 1.3.4). Neutro-
phile Elastase, MMP2, MMP9 sind drei Proteasen, die von neutrophilen Granulocyten
exprimiert und sekretiert werden. Alle drei sind an der Ausbildung und dem Voranschrei-
ten von autoimmuner RA beteiligt, die durch ein Verlust der supprimierenden Wirkung

von Tgegs und einer iibersteigerten Immunantwort gekennzeichnet ist und durch ei-
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ne iibersteigerte, beziehungsweise verminderte TGF—f Aktivierung beeinflusst werden
kann (siehe 1.4.4).

4.5. Prozessierung von GARP und die Auswirkungen auf die
TGF—3 Aktivierbarkeit

TRegs sind wie in 1.2.2 ausfiihrlich beschrieben mafigeblich an der Aufrechterhaltung der
Selbsttoleranz beteiligt. Inwieweit und auf welche Weise diese Zellen selbst reguliert wer-
den ist zu diesen Zeitpunkt nicht bekannt. Neueste knockout und Uberexpressionsstudien
von GARP in der Maus zeigen, dass GARP nicht direkt an der Suppression von T—Zellen
beteiligt ist, sondern vielmehr den Phanotyp der Tgegs manifestiert und die Differenzie-
rung zu Ty17 Zellen verhindert (EDWARDS ET AL. 2013, ZHOU ET AL. 2013A). Somit
kann eine Prozessierung von GARP auf der Oberfliche von Tgegs einen Einfluss auf
die Stabilitat des regulatorischen Phanotyps haben oder die Differenzierung von naiven

T—Zellen hin zu autoreaktiven Ty17 Zellen férdern.

Die spaltenden Proteasen konnen grob in zwei Gruppen unterteilt werden. Die erste
Gruppe besteht aus Proteasen, die GARP vollstdndig abbauen, sodass im SDS—Gel keine,
beziehungsweise multiple und unspezifische Fragmente nachgewiesen werden kénnen. Die
andere Gruppe schneidet GARP nur begrenzt sodass distinkte Fragmente identifiziert

werden. Hierbei handelt es sich um so genannte limitierte Proteolyse (Tab. 3.3).

4.5.1. Degradierung von GARP durch die Proteasen Trypsin, Neutrophile
Elastase und Plasmin

Das Verdauungsenzym Trypsin degradiert GARP vollstiandig. Dies entspricht auch den
Erwartungen, da Trypsin zwar sehr spezifisch nur nach Lysin und Arginin schneidet
(vergleiche Abb. 1.6 C), aber dafiir nicht sehr selektiv ist, sodass wiahrend des Degra-
dationsvorgangs an nahezu jeder moglichen Position geschnitten wird. Eine in vivo re-
levante Rolle dieser Degradierung ist jedoch zweifelhaft, da Trypsin und GARP keinen
Kontakt zueinander haben. Die einzige Situation in der Trypsin eventuell mit Tregs in
Beriihrung kommen konnte, besteht moglicherweise im Rahmen einer Pankreatitis. Hier
diirfte jedoch die Degradierung von GARP im Vergleich mit den sonst auftretenden Sym-
ptomen wie der Zerstérung umliegender Organe oder starkem Fliissigkeitsverlust durch
Einblutungen in das umliegende Gewebe, einen eher geringen Einfluss auf den Verlauf

der Erkrankung haben. Es gibt jedoch gewebsspezifische Serinproteasen mit tryptischer
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Spaltspezifitiat, die mit GARP auf der Oberfliche von TRregs interagieren kénnten. Bei-
spiele hierfiir waren die im folgenden getesteten Proteasen Plasmin und Neutrophile

Elastase.

Auch die Neutrophile Elastase degradiert das Konstrukt GARPtg komplett (Abb. 3.19).
Auch im Zellkultur Modell konnte eine, wenn auch im Vergleich zu den anderen ge-
testeten Proteasen schwache Aktivitdt gegeniiber GARP gezeigt werden (Abb. 3.23).
Ubermiflige proteolytische Aktivitit von Neutrophiler Elastase wird mit der Chronic
Obstructive Pulmonary Disease (COPD) in Verbindung gebracht. COPD ist ein Sam-
melbegriff fiir eine Vielzahl chronischer Lungenerkrankungen, die durch eine erhohte
Anzahl an Neutrophilen, Makrophagen und T—Zellen gekennzeichnet ist und vor allem
durch Zigarettenrauch hervorgerufen wird (BARNES UND STOCKLEY 2005). Da auch
hier die regulatorischen Mechanismen des Immunsystems versagen, wird mittlerweile
von &dhnlichen Mechanismen wie bei Autoimmunerkrankungen ausgegangen. Die Zahl
der TRegs ist in COPD Patienten reduziert, und dafiir die Anzahl an Ty17 erhoht,
was ein typischer Indikator fiir eine Autoimmunerkrankung ist. Ein eindeutiges (Au-
to)Antigen konnte bisher nicht ermittelt werden. Es sind zum einen Proteinfragmente
aus dem Tabakrauch oder auch Elastinfragmente in der Diskussion (STEFANSKA UND
WALSH 2009). Interessanterweise spielen auch MMPs; dhnlich der Situation in der RA
eine Rolle bei der Manifestation der Erkrankung (BELvVISI UND BOTTOMLEY 2003),
sodass eine Unterscheidung von Elastase bedingter Degradierung oder z.B. MMP9 in-

duzierter Spaltung schwer moglich ist.

Bei Plasmin handelt es sich um ein Plasmaprotein, welches die Fibrinolyse, also den
Abbau von Fibringerinseln katalysiert. Plasmin ist eine Serinprotease, die in der Leber
als Vorstufe (Plasminogen) synthetisiert wird. Im Plasma unterliegt es einer strikten
Regulation durch Aktivatoren und Inhibitoren (SCHALLER UND GERBER 2011). Eben-
so wie Trypsin degradiert Plasmin GARP vollstandig. Interessanterweise ist dabei im
Zellkulturmodell eine dhnliche Aktivitdt zu beobachten. In vitro ist Plasmin weit weni-
ger affin und bis zu einem Faktor von 500 langsamer bei der Umsetzung verschiedener
synthetischer Substrate als Trypsin (PLAuT 1978). Auf der Zelloberfliche kénnte es
aber zu einer Akkumulation von Plasmin, nicht aber von Trypsin kommen, sodass die
geringere Aktivitat von Plasmin kompensiert wird (GONZALEZ-GRONOW ET AL. 1989).
Die Rolle von Plasmin im Zusammenhang mit Autoimmunerkrankungen wird kontrovers
diskutiert. Zwar ist eine proinflammatorische Wirkung von Plasmin beschrieben, dieser
wird aber einer Wirkung auf Monocyten und vor allem Makrophagen zugeschrieben. Auf
TRegs 0der andere Lymphocyten ist bisher kein Einfluss bekannt. In Autoimmunmodel-
len von RA kann der Einfluss von Plasmin nicht eindeutig geklirt werden, da je nach

Modell Plasmin entweder das Fortschreiten und die Schwere der Erkrankung positiv
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oder negativ beeinflusst(HAMILTON 2008). Ob die gezeigte Degradierung von GARP

eine physiologische Rolle spielt, muss also in Frage gestellt werden.

Die von den Serinproteasen erzeugten Peptidfragmente sind sowohl in der Lage die Ak-
tivierbarkeit von TGF-f zu steigern, (Abb. 3.31) als auch alleine die Proliferationsrate
von MvlLu—Zellen zu supprimieren (Abb. 3.32). Diese Ergebnisse zeigen, dass fiir die
im vorigen Abschnitt beschriebenen Eigenschaften von GARP (Inhibition der Mv1Lu—
Zellproliferation in Kombination mit TGF—f oder allein in hohen Dosen) nicht das ge-
samt Protein in seiner nativen Struktur nétig ist. Vielmehr scheint es so, als ob sowohl
fiir die Aktivierbarkeitssteigerung von TGF—{3, als auch fiir die Wirkung auf die Ziel-
zellen direkt, ein tryptisches Fragment von GARP ausreicht um die volle Aktivitdt zu

erreichen.

Fiir einen moglichen therapeutischen Ansatz von rekombinantem GARP stellt dies wohl
die bedeutsamste Erkenntnis dar. Sollte bestatigt werden, dass auch posttranslationale
Modifikationen, wie zum Beispiel die Glykosylierung fiir die GARP-Funktionen nicht
notwendig sind, kénnten auf eine relativ schnelle und kostengiinstige Weise ein funk-
tioneller TGF—{ Verstéarker produziert werden. Hierfiir muss zuerst das verantwortliche
Peptid, oder die Peptide, identifiziert werden. Anschliefend kénnten im prokaryotischen
Expressionssystem oder durch chemische Synthese relativ grole Mengen des Zielpeptids
fiir weitere translationale Untersuchungen zur Verfiigung gestellt werden. Mit Hilfe eines
solchen Peptids konnte die Aktivierbarkeit von intrinsischem, latentem TGF—-{ in vivo
erhoht werden. Einsatzgebiete fiir solch ein Peptid kdénnten Erkrankungen sein, bei denen
eine temporire Suppression des Immunsystems von Vorteil ist. Zusétzlich darf jedoch
ein erhohter TGF—f3 Spiegel nicht kontraproduktiv wirken. Denn eine erhéhte Konzen-
tration an aktivem TGF-f birgt die Gefahr von fibrotischen Verédnderungen in Haut,
Leber, Lunge, Muskel und Niere (BIERNACKA ET AL. 2011). Somit miissen Nutzen und
Nebeneffekte untersucht und gegeneinander abgewogen, sowie eine lokale Applikation

sichergestellt werden.

4.5.2. Spaltung von GARP durch MMP2 und MMP9

Die Spaltung von GARPrg durch MMP2 verlduft anders als der zuvor gezeigte und
beschriebene Abbau von Trypsin, Plasmin oder Neutrophiler Elastase. MMP2 schneidet
GARP sukzessive in Peptidfragmente unterschiedlicher Gréfle. Es entstehen dabei keine
distinkten Fragmente, wie bei der Prozessierung durch MMP9. Ein Vergleich der zeitauf-
gelosten Spaltung von GARP durch MMP9 und MMP2 zeigt, dass die ersten Schnitte

aufgrund identischer molekularer Fragmentmassen gleich zu sein scheinen. MMP2 stoppt
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jedoch nicht nach dem ersten Schnitt, sondern spaltet das Protein weiter. Der Grund hier-
fiir konnte sein, dass durch die partielle Entwindung der Polypeptidkette neue Schnitt-
stellen freigelegt werden an denen MMP2, nicht aber MMP9 schneiden kann. Durch
seine Fahigkeit alle ,,monocyte chemoattractant proteins* (MCPs) N—terminal zu schnei-
den und somit zu inaktivieren, wirkt MMP2 besonders antiinflammatorisch und wird
daher in vivo als Weichensteller verschiedener entziindlicher Signalwege bezeichnet, Zu-
sammenfassung in DUFOUR UND OVERALL (2013). Besonders in Asthmamodellen fiihrt
ein Fehlen von MMP2 zu einem erhéhten Chemokinspiegel, und zu einer massiven Ak-
kumulation von proinflammatorischen Zellen in der Lunge (CORRY ET AL. 2002). Eine
antiinflammatorische Rolle von MMP2 wird auch von knockout Studien gestiitzt, die
im Falle eines MMP2 knockout im RA—Modell einen gravierenderen Krankheitsverlauf

zeigen als die Kontrollgruppe mit intaktem MMP2 (siehe 1.4.4).

Die Prozessierungsversuche mit MMP9 3.8.2 zeigten, dass MMP9 in der prolinreiche
Region zwischen LRR 10 und 11 schneidet. Diese Region wurde bereits von OLLENDORFF
ET AL. (1994) als besonders flexibel und geeignet fiir Proteolyse beschrieben. Bei der
Prozessierung des GARP-TGF—3 Komplexes entsteht ebenfalls ein distinktes Fragment.
Liegt GARPrg im Komplex vor werden zudem nur die GARP—Proteine geschnitten, die
an latentes TGF—f gekoppelt vorliegen. Nach der Spaltung liegt das TGF-f3 gekoppelt
am N—terminalen Teil von GARP vor. Die Prozessierung von MMP9 wird dabei durch
die Bindung von ProTGF—3 gehemmt. Scheinbar blockiert die Proform des TGF-f3 die
Prozessierung entweder durch die Induktion einer Konformationsénderung innerhalb von
GARP, sodass die Schnittstelle nicht mehr zugénglich ist, oder es blockiert sie selbst.
Hier wére dann der strukturelle Unterschied innerhalb des TGF—f fiir die Blockade der

Schnittstelle verantwortlich.

MMP9 gilt als ein Hauptmediator von Autoimmunerkrankungen, wie RA und MS (siche
1.4.4). Eine mafigebliche Rolle wird dabei der Produktion von Autoantigenen zugespro-
chen. Die Prozessierung von GARP stellt dabei den ersten Hinweis dar, dass MMP9
einen direkten Einfluss auf regulatorische Mechanismen des Immunsystems haben kann.
Ein besonderer Fokus kommt den gebildeten N-terminalen Fragmenten zu, da sie von
der Zellmembran ,,geshedded” werden und so weitere Funktionen erfiillen konnen. Der
C—terminale Teil wird anscheinend endocytiert und intrazelluldr abgebaut. Von GAU-
THY ET AL. (2013) wurden bereits 16sliche GARP-TGF— Komplexe im Uberstand von
TRegs und GARP transfizierten Jurkat-Zellen gezeigt. Die dort identifizierten Komple-
xe weisen aber ein anderes Molekulargewicht auf als die in dieser Arbeit durch MMP9
produzierten. Bei GAUTHY ET AL. (2013) ist zudem kein GroSenunterschied zwischen
den l6slichen und membrangebundenen GARP-TGF—3 Komplexen zu erkennen. Dies

spricht gegen die Theorie, dass diese Fragmente durch Proteolyse entstehen, da sonst
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mindestens ein Groflenunterschied von 5 kDa fiir den Verlust der Transmembrandoméne
und des intrazelluldren Teils zu beobachten wére. Viel wahrscheinlicher ist, dass mem-
brangebundene GARP-TGF—-3 Komplexe durch Exosomen oder Zellmembranfragmente
nicht vom Zelliiberstand abgetrennt wurden und so die Signale in die Proben der Zell-
iiberstande gelangten. In vivo konnten bisher keine 16slichen GARP-TGF—f Komplexe
identifiziert werden. Solche Komplexe kénnten zumindest in zwei Situationen von patho-
logischer Relevanz sein. Zum einen wéren dies Autoimmunerkrankungen wie RA oder
MS, die durch hohe MMP9 Spiegel gekennzeichnet sind und zum anderen die bereits
fir die Neutrophile Elastase diskutierte COPD. In beiden Situationen kénnten die 16sli-
chen GARP-TGF-f3 Fragmente von Immunzellen, wie Neutrophilen Granulocyten oder
T—Zellen selbst durch MMP9 Sezernierung gebildet werden.

Am Beispiel der RA und den beiden Gelatinasen MMP2 und MMP9 konnte gezeigt wer-
den wie sich im Fall von GARP ein Degradierung (3.8.1), beziehungsweise eine spezifische
Spaltung (3.8.2) auf den Verlauf der Erkrankung auswirken konnte. MMP9 beschleunigt
und verschlimmert, MMP2 verzogert und verbessert dabei den Verlauf. Ein Grund fiir
den progressiven Verlauf der Erkrankung liegt unter anderem in einem Funktionsverlust
von regulatorischen T—Zellen. Die Proliferationsuntersuchungen und Pull-Down Versu-
che mit dem durch MMP9 erzeugten N-terminalem Fragment zeigten, dass dieses Frag-
ment zwar in der Lage ist TGF—{ zu binden, aber das fiir GARP typische, verstirkte
TGF- Signal ausbleibt. Der Grund hierfiir kénnte sein, dass die TGF—{ Bindungsstelle
auf dem N-terminalem Fragment liegt, aber die Sequenz fiir die TGF—f3 Aktivitatsstei-
gerung auf dem C—terminalem Fragment. Das C—terminale Fragment wird jedoch wie in
Zellkulturversuchen gezeigt wahrscheinlich internalisiert und abgebaut (Abb. 3.23). Dies
hétte zur Folge, dass in vivo nach MMP9 Prozessierung Komplexe aus TGF—f3 und dem
GARP N-Terminus vorhanden wéren, diese aber nicht verstarkt aktivierbar wiren, was
zwangsldufig zu einem TGF-f3 Signalverlust fithren wiirde. Dieser Verlust kénnte eine
Ursache fiir den in der RA beobachteten Funktionsverlust von Tgegs sein. Der Umstan-
de, dass MMP2 generierte GARP Fragmente genauso wie tryptische Fragmente in der
Lage sind, volle GARP—Funktionalitdt zu vermitteln, kénnte erkldren, warum MMP2
in dem erlauterten Szenario einen positiven Einfluss haben kann. MMP9 und MMP2
teilen sich zwar die eine erste gemeinsame Schnittstelle, MMP2 degradiert jedoch nach
dem ersten Schnitt GARP komplett. Dabei kénnten die fiir die spéter nétige TGF—f3
Aktivierungssteigerung nétigen Peptidsequenzen von der regulatorischen T—Zelle gelost
werden, bevor sie internalisiert und abgebaut werden kénnen (Abb. 4.3). Somit wiirde
MMP2 einen Beitrag zur Aufrechterhaltung des immunregulatorischen Status im Gelenk

beitragen.

Ein Moglichkeit dieses Modell zu verifizieren, beziehungsweise einen therapeutischen
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4.5. Prozessierung von GARP und die Auswirkungen auf die TGF—3 Aktivierbarkeit

Ansatz zu entwickeln, wére die Synthese von spezifischen Stoffen, die gezielt die erste
Schnittstelle von MMP9 in GARP schiitzen und so die Proteolyse verhindern. Solch ein
Stoff wére zum Beispiel der Fab—Teil monoklonaler Antikérper gegen die prolinreiche
Region des GARP, wie sie bereits von PROBST-KEPPER ET AL. (2009A) fiir FACS—
Versuche verwendet wurden. Diese Fab—Fragmente kénnten an der Schnittstelle binden
und so der Protease den Zugang verwehren. Als Tiermodell bietet sich die in der Maus

etablierte Kollagen induzierte Arthritis an.

TGF-B

unaktivierbarer Komplex aus
GARP N-terminus und TGF-3

=

MMP9

endocytierter

GARP C-terminus
GARP

TGF-
g TGF-B bleibt durch gebundene

GARP-Fragmente aktivierbar

<

7=\ o®
8 @y

MMP2

Nur die Transmembrandoméne
wird endocytiert

GARP

Abbildung 4.3.: Spaltung des GARP-TGF—f Komplexes durch MMP2 oder
MMP9

Der GARP-TGF—-f3 Komplex wird durch MMP9 gespalten, so dass der N-terminale Teil am
TGF-f gebunden bleibt, der C-terminale aber endocytiert wird. Das GARP-TGF-f Fragment
ist nicht weiter aktivierbar (oben). Der GARP-TGF—f3 Komplex wird durch MMP2 degradiert, so
dass sowohl Fragmente des N—terminalen, als auch des C—terminalen Teils am TGF—f3 gebunden
bleiben und das TGF—f weiterhin aktivierbar bleibt(unten). Orange = Transmembrandoméne
GARP, hellblau = LRR-Doménen GARP, griin = LAP, gelb = reifes TGF—f3
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4. Diskussion

4.5.3. Prozessierung von GARP durch Ovastacin

Ovastacin ist ebenso wie MMP9 in der Lage GARP einmalig an einer definierten Stel-
le zu schneiden. Dieser Schnitt trunkiert GARP N-terminal um etwa 20 kDa. Da die
Séugerastacine ein sehr spezifisches Schnittmuster besitzen, ldsst sich eine Schnittse-
quenz vermuten. Die bisher untersuchten Sidugerastacine favorisieren in der primed—side
(SCHECHTER UND BERGER 2012) eine diacide Aminosduresequenz (BECKER-PAULY
ET AL. 2011). Auch das bisher einzige fiir Ovastacin beschriebene in vivo Substrat
ZP2 tragt solch eine Sequenz an der Schnittstelle S(164)RLA | DENQ(171) (BURKART
ET AL. 2012). In der GARP-Ektodoméne finden sich insgesamt drei solcher diaciden
Motive. Sie liegen an den Positionen Glutamat 189 / Aspartat 190, Aspartat 429 /
Glutamat 430 und Glutamat 606 / Glutamat 607. Durch das entstandene, N-terminale
20 kDa Fragment kommt nur die erste der drei Sequenzen als Schnittstelle in Frage. Die
relative molekulare Masse dieses Fragmentes betriagt 20 kDa, was mit der gemessenen
Grofle iibereinstimmt. Auch das Isoleucin in der P1-Position stimmt mit der Préferenz
flir Astacinproteasen, die dort vor allem aliphatische Aminosduren bevorzugen, iiberein.
Die beiden anderen potentiellen Schnittstellen wiirden zu weit gréfleren N—terminalen

Fragmenten fiihren (Abb. 4.4) und besitzen beide ein fir Astacinproteasen ungiinsti-

N P
\f aHis-Antikorper aStrep-Antikorper \/
4 \

Ovastacin ED DE EE

20 kDa mE——— 60 kDa

52 kDa e 28 kDa
70 kDa e 10 kDa
N-terminale Fragmente C-terminale Fragmente

" . Leucine Rich Repeat Molekulargewicht:
. §RHEls Rich Repeat . C-terminale Doméane 80 kDa

x Schnittstelle

Abbildung 4.4.: Schema der Fragmentierung von GARPtg durch Ovastacin
Schematische Darstellung der Fragmentierung von GARPrg durch Ovastacin. GARPrg besitzt
drei diacide Aminosduresequenzen innerhalb der Ektodoméne, die potentiell von Ovastacin ge-

schnitten werden konnten. Die daraus resultierenden Fragmente beinhalten neo N-termini von
20 kDa, 52 kDa und 70 kDa.
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4.6. Einfluss auf zukiinftige Arbeiten und Ausblick

ges Prolin in der P1-Position. GARP ist somit das zweite fiir Ovastacin beschriebene
Proteinsubstrat, das in vitro prozessiert wird. Die Schnittstelle liegt dabei vermutlich
in der Sequenz L(195)MDI | EDGA(192). Von besonderem Interesse konnte dabei in
Zukunft sein, dass diese Sequenz rein Ovastacin spezifisch ist und von keinem anderen
Astacin durchgefihrt wird. Dies konnte genutzt werden, um hochspezifische Sonden oder

Inhibitoren zu synthetisieren, die nur ein Minimum an Kreuzreaktivitdt aufweisen.

4.6. Einfluss auf zukiinftige Arbeiten und Ausblick

Die in dieser Arbeit gewonnen Erkenntnisse iiber den GARP-TGF-3 Komplex und seine
Spaltung kénnen auf verschiedenen Wegen einen Einfluss auf die zukiinftige Forschung
haben. Die Identifikation der fiir die Bindung und Aktivierbarkeitssteigerung von TGF-
3 verantwortlichen Fragmente sollten im Mittelpunkt zukinftiger Arbeiten stehen. Diese
Peptide kéonnten rekombinant in translationalen Studien genutzt werden um zu unter-
suchen ob eine Immunsuppression in vivo erzielt werden kann. Ein mogliches Anwen-
dungsgebiet waren die Behandlung von graft—versus—host disease, wie sie bereits fiir den
full-length GARP durchgefithrt wurden (HAHN ET AL. 2013). Weitere Szenarien wéren
der Einsatz von GARP—Peptiden bei tiberschieenden Immunreaktionen oder Autoim-
munerkrankungen. Hier konnte GARP als Ergénzung oder Ersatz klassischer Immun-
suppressiva eingesetzt werden, welcher spezifischer wirkt und weniger Nebenwirkungen

verursachen konnte.

Ein weiterer potenzieller Ansatzpunkt wére die Prozessierung von GARP durch MMP9,
einem Hauptmediator rheumatoider Arthritis. Es besteht die Moglichkeit, dass die MMP9
vermittelte Generation von loslichen N-terminalen GARP-Fragmenten am Verlust der
regulatorischen Eigenschaften von Tregs in RA beteiligt ist. Dies miisste in einem in
vivo Modell verifiziert werden um anschliefSend spezifische und angepasste Inhibitoren

zu generieren und deren Wirksamkeit zu testen.

Abschlieflend kénnte die fiir Ovastacin detektierte Schnittstelle untersucht werden. Sie
konnte von keiner anderen Astacinprotease geschnitten werden. Ein synthetisches Sub-
strat, welches die Aminosduresequenz der Ovastacin Schnittstelle triagt, konnte als spe-
zifische Sonde fiir Ovastacin fungieren. Ovastacin wird in verschiedenen Ovarialkarzino-
men exprimiert (QUESADA ET AL. 2004). Ein spezifisches Substrat birgt die Moglichkeit

Ovastacin als Marker fiir diese Tumorentitat zu nutzen.
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A. Abkiirzungen

Ein— und Drei-Buchstaben Code der Aminosauren

Alanin A Ala
Arginin R Arg
Asparagin N Asn
Aspartat D Asp
Cystein C Cys
Glutamin Q Gln
Glutamat E Glu
Glycin G Gly
Histidin H His
Isoleucin I Ile
Leucin L Leu
Lysin K Lys
Methionin M Met
Phenylalanin F Phe
Prolin P Pro
Serin S Ser
Threonin T Thr
Tryptophan W% Try
Tyrosin Y Tyr
Valin \% Val

=

beliebige Aminosiure Xxx
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A. Abkiirzungen

Verwendete Einheiten

Angstrém A
Basenpaare bp
Dalton Da
Erdbeschleunigung Xg
Grad Drehrichtung deg
Gramm g
Liter 1
Meter m
Minuten min
Molar M
Revolutions Per Minute rpm
Sekunden S
Stunden h
Tage d

Seite 130



Verwendete Abkiirzungen im Text

Ammoniumpersulfat
Antigen—présentierende Zelle

Per Basic Local Alignment Search Tool
Bone Morphogenetic Protein 1

Bovines Serumalbumin

Monocyte chemoattractant protein
Chronic Obstructuve Pulmonary Disease
Circular Dichroismus—Spektroskopie
Cluster of Differentiation

Complement Subcomponents Clr/Cls, Uegf,
and Bone Morphogenic Protein 1
Cytotoxische T—Zelle

Dendritische Zellen

Dithiothreitol

Double Negative

Double Positive

Dulbecco’s Modiefied Eagle Medium
Elektronenmikroskop

Endoplasmatisches Retikulum

Epidermal Growth Factor
Experimentelle Autoimmune Encephalitis
Fetal Calf Serum
Glycosylphosphatidylinositol

Human Embryonic Kidney Cells
Induzierte Regulatorische T—Zelle
Interleukin—2

Interleukin—10

Interleukin—35

Immunodysregulation Polyendocrinopathy

Enteropathy X-linked Syndrome

APS

APC

BLAST

BMP1

BSA

MCP

COPD
CD—Spektroskopie
CD

CUB

Ty Zelle
DC
DTT
DN

DP
DMEM
EM

ER
EGF
EAE
FCS
GPI
HEK
TReg
IL-2
IL-10
1L-35
IPEX
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A. Abkiirzungen

Interne Ribosomale Entrittsstelle IRES
Extrazellulare Matrix ECM
Fluorescence Activated Cell Sorting FACS
Forkhead Box Protein 3 FoxP3
Large Latent Complex LLC
Latency Associated Peptide LAP
Latent TGF-f Binding Protein LTBP
Leucine—Rich Repeat LRR
Magermilchpulver MP
Magjor Histocompatibility Complex MHC
Matrix—Metalloprotease MMP
Meprin, A5 Protein, Tyrosine MAM
Phosphatase p

Methionin—Turn Met—Turn
Mittlere relative Elliptizitéat MRE
Multiple Cloning Site MCS
Multiple Sklerose MS
Mustela Vison 1 Lung cells Mv1Lu Zellen
Naive T—Zellen Tn—Zelle

National Centers for Biotechnology Information Ng—Zelle
Natiirliche Killerzelle

Natiirliche Regulatorische T—Zelle nTReg
Non Essential Amino Acids NEAA
Optische Dichte oD
Pathogen Associated Molecular Pattern PAMP
Raumtemperatur RT
Rheumatoide Arthritis RA
Radioimmunoprecepitation Assay RIPA
Recombination—Activating Protein RAG
Regulatorische T—Zelle TReg
Remnant Epitopes Generate Autoimmunity REGA
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Retinoic Acid—Related Orphan

Receptor gamma T
Sodiumdodecylsulfat—Polyacrylamid
Gelelektrophorese

Secretory Leukocyte Protease Inhibitor
Small Latent Complex

T-box Expressed in T cells
N,N,N’N’-Tetramethylethylendiamin
T—Helfer Zelle

Transforming Growth—Factor

Tumor Necrosis Factor—Related Apoptosis
Inducing Ligand Superfamily Member 10
Tumour Necrosis Factor—Receptor
Associated Factor

T—Zell Rezeptor

Variabler Lymphocyten Rezeptor

Zona Pellucida protein 4

RORyT

SDS-PAGE

SLPI
SLC
T-bet
TEMED
Tu—Zelle
TGF-f3
TRAIL

TRAF

TCR

VLR
7ZP4
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B. Alighnments

Tabelle B.1.: ID der identifizierten GARP—-Gene

Die ID der GARP—Gene, die mittels Datenbanksuche als solche identifiziert wurden. Abkiirzun-
gen der Spezies = 1. Buchstabe des Gattungsnamen 2. und 3. Buchstabe des Art—Zusatzen, Bsp.:
Danio rerio = DRE, vgl. Tabelle 3.1

KUrzerL ProtTeEIN ID KUrzeL. PROTEIN ID

ACA ENSACAP00000016827 | MLU ENSMLUP00000009194
AME ENSAMEP00000017855 | MMU ENSMUSP00000133205
BTA ENSBTAP(00000001716 | NLE ENSNLEP00000020411

CPO ENSCPOP00000004211 | OCU ENSOCUP00000013219
DER OTTDARP00000034092 | OLA ENSORLP00000008188
DOR ENSDORP00000005380 | PAB ENSPPYP00000004228
ECA ENSECAP00000017335 | PTR ENSPTRP00000007033
EEU ENSEEUP00000009083 | PVA ENSPVAP00000016666
FCA ENSFCAP00000011137 | RNO ENSRNOP00000020520
GAC ENSGACP00000024206 | SHA ENSSHAP00000008625

GGA ENSGALP00000001190 | SSC ENSSSCP00000015789

HSA ENSP00000260061 TGU ENSTGUP00000013969
LAF ENSLAFP00000016680 | TRU ENSTRUP00000030497
MAG ENSMGAP00000016259 | TTR ENSTTRP00000012613
MDO ENSMODP00000006507 | XTR ENSXETP00000042101
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B. Alignments

Tabelle B.2.: Alignment der Vertebraten GARP—Proteine
Das fiir die Erstellung des GARP-Stammbaum verwendetes Alignemnt der mittels Datenbank-

analyse ermittelten GARP—Proteinen. Abkiirzungen der Spezies = 1. Buchstabe des Gattungs-
namen 2. und 3. Buchstabe des Art-Zusatzen, Bsp.: Danio rerio = DRE, vgl. Tabelle B.1

DRE LRRC32 CSSLSLRRVPAPLPSSIRLLDLSQNLLQONLTLQDLPSRSSLRRLDLHHNQ
TRU LRRC32 CRDLNLRAAPLNLPQGIHMLDLSHNQVQNLTEETLAYHTGFRRLNLQANK
HSA LRRC32 CQVLGLLQVPSVLPPDTETLDLSGNQLRSILASPLGFYTALRHLDLSTNE
PTR LRRC32 CQGLGLLQVPSVLPPDTETLDLSGNQLRSILASPLGFYTALRHLDLSTNE
PAB LRRC32 CQGLGLLQVPSVLPPDTETLDLSGNQLRSILASPLGFYTALRHLDLSTNE
NLE LRRC32 CQGLGLLQVPSVLPSDTETLDLSGNQLRSILASPLGFYTALRHLDLSTNE
CPO LRRC32 CQGLGLHQVPSLLPLDIKTLDLSGNQLRNVLASPLGFYIALRHLDLSTNE
FCA LRRC32 CQGLGLFQVPSMLPLDIEALDLSGNQLQRILASPLGFYTELRHLDLSTNE
AME Uncharacterized | CQGLGLLQVPSMLPRDIEALDLSGNQLRSILASPLGFYTALRHLDLSTNE
BTA Uncharacterized | CQGRGLLQVPSVLSRDIEVLNLSRNQLRSILALPLGFYTALRHLDLSANE
TTR LRRC32 CRGLGLLQVPSVLPRDIEVLDLSGNQLRSILASPLGLYTALLHLDLSANE
SSC LRRC32 CQGLGLLQVPSMLARDIEALDLSGNQLRSIPASPLGFYVALRRLDLSANE
ECA Uncharacterized | CQGLSLLQVPSGLPRDIEALNLSGNQLRSILASPLGFYTAIRHLDLSTNE
MLU LRRC32 CQFLGLVQVPSVLPRDIEALDLSGNQLQSILASPLGLYTALRHLDLSSNE
PVA LRRC32 CQGLGLLQVPSVLPRDIKVLDLSENQLWRILALPLGFYTALRHLDLSFNE
LAF LRRC32 CQGLGLPQVPSMLPLDIEVLNLSGNQLRSILASPLVFYTALRHLDLSTNE
MMU LRRC32 CHGLGLLQVPSVLSLDIQALYLSGNQLQSILVSPLGFYTALRHLDLSDNQ
RNO LRRC32 CHGLSLLQVPSVLSLDIQALYLSGNRLQSILVSPLSFYTALRHLDLSDNE
EEU LRRC32 CQGLGLLQVPSLLPLDIEALDLSGNQLQRLLVSPLSLYTGLHHLDLSSNQ
MDO RRC32 CHNRGLLQIPAVLHADSKALDLSHNQLQSVLETPLIFYPALQHLDLSSNQ
SHA LRRC32 CHSRGLLQIPAVLHADSKALDLSQONQLQSILETPLIFYTALRRLDLSSNQ
GGA Uncharacterized | CHNKELRQIPRELHPNVNKIDLSGNLIQSIPDMPLPFYTSLQCLDLSSNQ
MGA Uncharacterized | CHNKDLHQIPRELHPNVNKIDLSGNLIQSIPEMPLPLYSSLQCLDLSSNQ
TGU Uncharacterized | CHNKDLHQIPRELYPNVKKIDLSGNLIQSISEMSSSFYTSLQCLDLSSNQ
ACA LRRC32 CNSRNLDQIPPALHQNVNKIVLSENKLQNITERPLTFYTSLRHLDFNSNH
XTR LRRC32 CHNKSLQQVPLDLPPGIQTLDLSHNDLENITEDHLMKYSFLESLDLSSNQ
GAC LRRC32 WSNQNLYSVPLDLDVRLRRLDLSNNFIRQLHPLALPN---LQQLDLSSNQ
OLA Uncharacterized | WKNRNLSSVPPDLGGDLRELDLSSNFIRQLHTLALPY---LEQLDLSSNQ
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DRE
TRU
HSA
PTR
PAB
NLE
CPO
FCA
AME
BTA
TTR
SSC
ECA
MLU
PVA
LAF
MMU
RNO
EEU
MDO
SHA
GGA
MGA
TGU
ACA
XTR
GAC
OLA

DRE
TRU
HSA
PTR
PAB
NLE
CPO
FCA
AME
BTA
TTR
SSC
ECA
MLU
PVA
LAF
MMU
RNO
EEU
MDO
SHA
GGA
MGA
TGU
ACA
XTR
GAC
OLA

LRRC32

LRRC32

LRRC32

LRRC32

LRRC32

LRRC32

LRRC32

LRRC32
Uncharacterized
Uncharacterized
LRRC32

LRRC32
Uncharacterized
LRRC32

LRRC32

LRRC32

LRRC32

LRRC32

LRRC32

RRC32

LRRC32
Uncharacterized
Uncharacterized
Uncharacterized
LRRC32

LRRC32

LRRC32
Uncharacterized

LRRC32

LRRC32

LRRC32

LRRC32

LRRC32

LRRC32

LRRC32

LRRC32
Uncharacterized
Uncharacterized
LRRC32

LRRC32
Uncharacterized
LRRC32

LRRC32

LRRC32

LRRC32

LRRC32

LRRC32

RRC32

LRRC32
Uncharacterized
Uncharacterized
Uncharacterized
LRRC32

LRRC32

LRRC32
Uncharacterized

IQFLQPGLFRDLLHLEDLDLSGNALDLYAALHT--PLGPLPALRRLDLSG
THFIQPGLFKDMTDLKVLDLSRNHLNVFALSKT--NIGPLTTVESLDLSS
ISFLQPGAFQALTHLEHLSLAHNRLAMATALSA-GGLGPLPRVTSLDLSG
ISFLQPGAFQALTHLEHLSLAHNRLAMATALSA-GGLGPLPHVTSLDLSG
ISFLQPGAFQALTHLEHLSLAHNRLAMATALSA-GGLGPLPRVTSLDLSG
ISFLQPGAFQALTHLEHLSLAHNRLAMATALSA-GGLGPLPRVTSLDLSG
ISFLQPGVFQALPHLENLNLAHNRLAVGTALSV-GGLGPLPHVTSLDLSG
ISFLQTGVFQALPHLEHLNLAHNRLAVGTVLSA-PGLGPLPHVTSLDLSG
ISFIQTGVFQALPHLEYLNLAHNHLAAGTVLSA-PGLGPLPRVTSLDLSG
ISFLQPGVFQALPHLEHLNLAHNHLAVGTALNT-GGLGPLLHLTSLDLSG
ISFLQPGVFQALPHLEHLNLAHNRLAVGTALST-GGLGPLPHLTSLDLSG
ISSLQPGAFQALPHLEHLNLAHNRLAQGMALGA-GGLGPLPHLTALDLSG
ISFLQPGVFQALPHLEHINLAHNRLAVGTALST-GGLGPLPHVLSLDLSG
ISFVQPGVFEALSHLEHLNLAHNRLAL----ST-GGLGPLLHVKSLDLSG
ISFLQPGVFQALSHLEHLNLAHNRLAL----ST-GGLGPLLHVTSLDLSG
ISFVQPGVFQALPHLEHLNLAHNHLAVG--—--- TGLGPLLHMTSLDLSG
ISFLQAGVFQALPYLEHLNLAHNRLATGMALNS-GGLGRLPLLVSLDLSG
ISFLQPGVFQALPYLEHLNLAHNRLAAGMALNS-GGLGRLPLVVSLDLSG
ISFLQPGVFQALPLLQHLNLAHNHLGVDPALNG-GGLGLLPRVTTLDLSG
ISFIQPGIFTSLSQLEHLNLSQNRLGRALPHSGHGGIGRLPRVTTLDLSG
ISFIQPGIFTSLPQLEYLNLARNRLGRASPONGNGGIGRLPHVATLDLSG
ISFITPGVFAHMTSLLEINLANNNLYE-LAQTGTEGIGFLPKVEILDLSH
ISFITPGVFAHMTSLLEINLANNNLYE-LAQIGTEGIGLLPKVEILDLSH
ISFITPGVFAHMKSLLEINLANNHLYE-LAQNGTEGIGLLPKVEVLDLSH
IGFIKPGIFSSLRSLEETHLANNQLYR-MAQS-NLWVGLLPHVRTLDLSR
LSFIQPHSFRKMHKLKEINLSGNDLDS-FVHHRVSGIGVLPYVQTLDLSR
LDLIYEGAFEELAQLEELNLSRNLLSKDIGNNG-KALQSIIRLKSLDISM
LDLISEEAFEKLARLEHLNLSRNELNINLDSNS-KALQSLGRLKSLDISM

NGLFTDMSDYFLSDAPALTNLSLDGNSITKISRTTFNGSQALQNIDLHNN
NGLYTGMSDFFLSESPSLESVSLSSNSITKIAQNTFGGSSSLTKINLHNN
NSLYSGLLERLLGEAPSLHTLSLAENSLTRLTRHTFRDMPALEQLDLHSN
NSLYSGLLERLLGEAPSLHTLSLAENSLTRLTRHTFRDMPALEQLDLHSN
NSLYSGLLERLLGEAPSLHTLSLAENSLTRLTRHTFRDMPVLEQLDLHSN
NSLYSSLLERLLGEAPSLHTLSLAENSLTRLTRHTFRDMPALEQLDLHSN
NSLYSGLVERLLGEAPRLRTLSLAENSLTRLSRHTFWGLPALEQLDLHSN
NSLYSGLVERLLGEAPALRTLSLAENSLTRLARHTFWGTPVLERLDLHSN
NSLYSGLAERLLGEAPALRTLSLAENSLTRLARHTFWGTPALERLDLHSN
NSLYSGLVEQLLGEAPALRTLSLAENSLTRLGRRTFLSTPALERLDLHSN
NSLYSGLAERLLAEAPALRSLSLAQNSLTRLGRHTFWGTPALERLDLHSN
NSLYSGLAEQLLGEAPALRTLSLAENSLTRLARHTFRGAPALEWLDLHSN
NSLYSGLVERLLGEAPALRSLSLAENSLTRLARHTFGGTPALERLDLHSN
NSLYSGLVEQLLGEAPALRTLALAENSLTRLARQTFWGTPALERLDLHSN
NSLYSGLMERLLGEAPALRTLVLAENSLTHLARQTFWGMPALERLDLHSN
NSLYNGLVERLLGEAPALRTLSLAENSLTHLARRTFRGMPALERLDLHSN
NSLHGNLVERLLGETPRLRTLSLAENSLTRLARHTFWGMPAVEQLDLHSN
NSLHGSLVERLLGEAPRLRTLSLAENSLTRLARHTFWGMPAMEQLDLHSN
NSLHSGLVERLLGQAPALRSLSLAQNSLMHLAHHAFWGTPALEWLDLHSN
NGLYNSMAEAFLKDAPALLTLSLAENSLTRISRWTLQGVPALEELDLHSN
NGLYNGLAEAFLEDAPDLLSLSLAENSLTRISRWTLQGVPALEELDLHSN
NSLYNGMAEYFIKRAPALRYLSLAGNSIIMISHKMFQGSPNLVEIDLQSN
NSLYNGMAEYFIKRAPALRYLSLAGNSIIMISHKMFQGSPSLVEIDLQSN
NNLYNGMAEYFIKEAPALQYLSLADNSITIMISQKMFEGSPNLVEIDLQSN
NRLYNGMAEHFLHKAPSLQYLSLAENSITEISQKTFQGSPSLIEVNLHSN
NSLYNDMIGYFLQEAPRLQYLSLHENSITTISSDLFQGSPLLAEVDLHNN
NDLGDDAVELYLRNKPSLDQLKMTGNALTTLSPNLFKESKGLRAITIDDN
NGLSNHAAELYLRNKSALHQLKMTGNALIRLSHSLFRESKGLQIITIDKN
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B. Alignments

DRE LRRC32 VIIEIEEGAFEFLTELSELDLSVNSISCITDFNLVQLRTLNLSRNSLTNF
TRU LRRC32 VILEIEDGAFDSLSHLTELDLSKNSIACIMDFNLCHLKVLNLSKNSVEMF
HSA LRRC32 VLMDIEDGAFEGLPRLTHLNLSRNSLTCISDFSLQOQLRVLDLSCNSIEAF
PTR LRRC32 VLMDIEDGAFEGLPRLTHLNLSRNSLTCISDFSLQQLRVLDLSCNSIEAF
PAB LRRC32 VLMDIEDGAFEGLPRLTHLNLSRNSLTCISDFSLQQLRVLDLSCNSIEAF
NLE LRRC32 VLMDIEDGAFEGLPRLTHLNLSRNSLTCISDFSLQQLRVLDLSCNSIEAF
CPO LRRC32 VLMDIEDGAFEALPHLGHLNLSRNSLTCISDFSLQQLRVLDLSCNSIEAF
FCA LRRC32 VLMDIEDGAFEALPHLAHLNLSRNSLTCISDFSLQQLRVLDLSCNSIEAF
AME Uncharacterized | VLMDIEDGAFDALPRLAHLNLSRNSLTCISDFSLQQLRILDLSCNSIEAF
BTA Uncharacterized | VLMDIEDGAFEALPRLVHLNLSRNSLTCISDFSLQQLRVLDLSCNSIEAF
TTR LRRC32 VLMDIEDGAFEALPHLAHLNLSRNSLTCISDFSLQQLRVLDLSC-SIEAF
SSC LRRC32 VLMDIEDGAFEALPRLAHLNLSRNSLTCISDFRLQQLRVLDLSCNSIEAF
ECA Uncharacterized | VLMDIEDGAFDALPRLAHLNLSRNSLTCISDFSLQQLRVLDLSCNSIEAF
MLU LRRC32 VLMDIEDGAFEAMPHLTHLNLSRNSLTCISDFSLQQLRVLDLSCNSIEAF
PVA LRRC32 VLMDIEDGAFEALPHLTHLNLSRNSLTCISDFSLQQLRVLDLSCNSIEAF
LAF LRRC32 VLMDIEEGAFEALPHLAHLNLSRNSLTCISDFSLQQLQVLDLSCNSIEAF
MMU LRRC32 VLMDIEDGAFEALPHLTHLNLSRNSLTCISDFSLQQLQVLDLSCNSIEAF
RNO LRRC32 VLMDIEDGAFEALPQLTHLNLSRNSLTCISDFSLQQLQVLDLSCNSIETF
EEU LRRC32 VLMDIEDGAFEALPHLAHLNLSRNSLTCISDFSLQHLQVLDLSCNSIEAF
MDO RRC32 VIMEIEEGAFEALPHLARLNLSMNSITCISDFSLPQLQVLDLSRNSIETF
SHA LRRC32 VIMEIEEGAFDDLPRLTRLNLSMNSITCISDFSLPQLRFLDLSRNSIETF
GGA Uncharacterized | IIMEIEEGAFETLLNLSRLNLSMNSITCISDFNLRQLEILDLSRNSIESF
MGA Uncharacterized | IIMEIEEGAFETLLNLSRLNLSMNSITCISDFNLRQLEILDLSRNSIESF
TGU Uncharacterized | IIMEIEEGAFETLVSLSKLNLSKNSITCISDFNLRHLEILDLSRNSIETF
ACA LRRC32 MIMEIEEGAFESLSQLSKLNLSMNSLTCIAGFDLKQLRILDLSRNSIEIF
XTR LRRC32 IIMDIEEGSFEYLKHLSMIDLSMNSITCISDFNLRQLKVLNLSKNSIKTF
GAC LRRC32 HISVIEEGTFEPLRQLELLNLARNNLAHICDFKLHQVKYLNLSRNSVEFF
OLA Uncharacterized | LISETAPGTFEPLMHLEMLNLAKNNLEHICDFKLHQVKYLNLSKNSLEFF
DRE LRRC32 QSL-DMEDEFQLQHLDLRENKLLYFPVLPQRNRLMYLDLSRNLLRSVNCS
TRU LRRC32 QSA-RSTDPYKLVSLDLSENKLSHFPLLPWKNILEHLDISRNRIQSVNVT
HSA LRRC32 QTASQPQAEFQLTWLDLRENKLLHFPDLAALPRLIYLNLSNNLIRLPTGP
PTR LRRC32 QTASQPQAEFQLTWLDLRENKLLHFPDLAALPRLIYLNLSNNLIRLPTGP
PAB LRRC32 QTASQPQAEFQLTWLDLRENKLLHFPDLAALPRLIYLNLSNNLIRLPTGP
NLE LRRC32 QTASQPQAEFQLTWLDLRENKLLHFPDLAALPRLIYLNLSNNLIRLPTGP
CPO LRRC32 QVASEPQAEYQLAWLDLRENKLLHFPDLAALPRLTYLNMSNNLIRFPTGP
FCA LRRC32 QTAPEPQAEYQLAWLDLRENRLLHFPDLAALPRLIYLNVSNNLIRLPAEP
AME Uncharacterized | QTAPEPQAEYQLAWLDLRENKLLHFPDLAALPRLIYLNVSNNLIRLPAGP
BTA Uncharacterized | QTA-EPRAEYQLAWLDLRENKLLHFPDLSALPRLIYLNASNNLIRLPAEP
TTR LRRC32 QTA-RSRAQYQLAWLDLRENKLLHFPDLAALPRLIYLNVSNNLIRLPAGP
SSC LRRC32 QTAPEPPAEYQLAWLDLRENRLLHFPDVTALPRLVYLNVSNNLIRLPEGP
ECA Uncharacterized | QTAPEPRAEYQLTWLDLRENKLLHFPDLAALPRLTFLNVSNNLIRLPAGP
MLU LRRC32 QMAPESQAVYQLTWLDLRENKLLHFPDLAALPRLIYLNVSSNLISLPAGP
PVA LRRC32 QTAPEPQAGYQLTWLDLRENKLLHFPDLDALPRLIYLNVSNNLIRLPVGP
LAF LRRC32 QTAPEPRADYQLTWLDLRENKLLHFPDLAALPRLSYLNVSNNLIRLPVGP
MMU LRRC32 QTAPEPQAQFQLAWLDLRENKLLHFPDLAVFPRLIYLNVSNNLIQLPAGL
RNO LRRC32 QTAPESQAQFQLAWLDLRENKLLHFPDLAMFPRLIYLNVSNNLIQLPTGL
EEU LRRC32 RTAPGPGAEYQLTWLDLRDNKLLHFPDLAALTRLRYLNVSNNLIQLPMGL
MDO RRC32 QTIATDEE-YQLSWLDLRENKLSQFPDLPQHNRLIYLNVSNNLIQMHPAS
SHA LRRC32 QTAPSDQE-YQLHWLDLHENKLSQFPDLPRHNQLVYLNVSNNLIQMRPTS
GGA Uncharacterized | HTT-ESDDEYSLKCLDLSENKLLRFPVFPQVNKLVTLNLSKNLIQLTAES
MGA Uncharacterized | HTT-ASDDEYSLRCLDLSENKLLRFPVFPQVNKLVTLNLSKNLIQLTAES
TGU Uncharacterized | HTT-KSDDEYSLRCLDLSENKLFHFPVFPQVNKLVTLNLSKNLIQLTAES
ACA LRRC32 HST-ESKDEFNLIWLDLSENKLLHFPVLPQVNKLAFLNLTKNILQSVLVE
XTR LRRC32 HTP-DSEDEYLLEKVDLSHNKLSSFPQLPRVNNVIFIDLSKNYIHLGTET
GAC LRRC32 VTR-EDDQLYRLEILDLSHNKLLYFPIVPKMNRLKYLHLQNNLVGALNSE
OLA Uncharacterized | FTS-EDDHLYSLEILDLSYNKLLYFPIVPKLNRLRYLHLQNNLLGTLNSE
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LRRC32
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GPLE-ELESLRESGYLLTAHDKPLTLCANERQQELGRLLYLDLSFNQLKT
SSPE-TRT------————————————————- KVVLTQLKYLDMSYNQLRS
PQDS-KGIHAPSEGWSALPLSAPSG---NASGRPLSQLLNLDLSYNEIEL
PQDS-KGIHAPSEGWSALPLSAPSG---NASARPLSQLLNLDLSYNEIEL
PQDS-KGIHAPSEGWSALPLSTPSW---NASARPLSQLLNLDLSYNEIEL
PQDS-KGIHAPSEGWSALPLSTPSG---NASSRPLSQLLNLDLSYNEIEL
LQGS-DGIHMPSEDWSASPLFSPSW---NASTNALSLLSNLDLSNNEIEL
PRGG-EGIHAPSEGWSASPFSNPSR---NSSTHPLSQLLDLDLSYNEIEL
ARGS-EGIHAPSEGWSALPFSDPSR---NASAHPLSQLLNLDLSYNEIEL
PRGGAEGLHAPSEGWSSLPLSNPSR---NTSTQPLSQLLNLDLSYNEIEL
PQGG-EGLHAPSEGWSALPFSHPGR---NASTQPLSQLLNLDLSYNEIEL
PQGG-EGIHAPSEGWAALPASNPGR---NASTPPLSQLLNLDLSYNEIEL
PPGG-EGLHAPSEGWSALPLLNPSR---NASAHPLSQLLNLDLSYNEIEL
PQGG-EAIYAPSEGWSASPLSNPSR---NASTHPFSQLLNLDLSYNEIEL
PQGG-EATIHAPSEGWSALPLSNPTR---NSSTHPLSQLLNLDLSYNEIDF
PRGS-KGVHAPSEGWSALPLSNPSW---NTSTHPLSQLLNLDLSYNEIEH
PRGS-EDLHAPSEGWSASPLSNPSR---NASTHPLSQLLNLDLSYNEIEL
PQDS-EDLHAPSEGWSASLLSNPSR---NASTHPLSQLLNLDLSYNEIEL
APDR-GDIKASSDGWSALPTSSPGW---NASTCSLSQLLNLDLSYNELEL
SLSD-ESPGVKDWPGGLHQAPDPSG---NDSSMALSRLLVLDLSYNEIEA
SLGD-RGPGTEAWA---KEPTDPSA---NDSSSALAHLLFLDLSYNEIES
SRNKMNYMENEWLDAPFHLLDQKQS--RNKSSLNLSHLAYLDLSYNETIKS
SHNKMDYMENEWLDAPFHLLDQKQS--RNKSSLNLSQLVYLDLSYNETIKS
PHNKMDYVKNEWLNASFHLLDQKQS--RNRSSLYLSQLVYLDLSYNEIKS
SLG--EDEDYNWEDPSLPLLGQDQK--SNASSPHLPELLHLDLSYNEIKS
PGE-——-—- DPDWMNYSFQLEFEEQNP-KNISTVPLPKLNHLDLSYNSIKS
VAMVSEANALYSEIMSEKIVRKNNL----HSNWRLMPLIYIDLSYNHFRS
ATMVSEANSLYNQIVGEERVLRNRL----HSNWRLMPLIYIDLSYNHFRA

LSSSFFSSMAALESLNISNNCLQSFSVDS---LRSLKTLDLSFNNLQNLS
LPESFFYCMLSLRVLKVSNNCISSFSVTSEYFLNMVKIMDLSYNSLQSLT
IPDSFLEHLTSLCFLNLSRNCLRTFEARRLGSLPCLMLLDLSHNALETLE
IPDSFLEHLTSLCFLNLSRNCLRTFEARRSGSLPCLMLLDLSHNALETLE
IPDSFLEHLTSLCFLNLSRNCLRTFEARRSGSLPCLMLLDLSHNALETLE
IPDSFLEHLTSLCFLNLSRNCLRTFEARRSGSLPCLMLLDLSHNALETLE
IPDSFLKTLTSLRFLNLSRNCLQAFGAQHIGSLPCLVLLDLSHNVLEALE
VPEGFLEPLSSLRFLNLSRNCLRAFEVRRAGFLPCLVYLDVSHNALETLE
VPEGFLEPLTSLRFLNLSRNCLRAFAVPHAGFLPCLVHLDVSHNALETLA
VPEGFLEPLTSLRSLNLSRNCLRAFEAQ-PGSLPCLTLLDISHNALETLE
VPEGFLEHLTSLRFLNLSRNCLRAFEARRVGSLPCLALLDMSHNALETLE
VPEGFLEHLTSLRFLNLSRNCLQAFRAWGAGSLPCLMRLDISHNALEKLE
IPQGFLEHLTSLRFLNLSRNCLRAFEAQRAGSLPCLVLLDVSHNALEMLE
VPEGFLGHLTSLRFLNLSRNCLKAFEARSAGSLPCLVLLDISHNALKTLE
IPEGFLDHLTSLRFLNLSRNCLRAFEAQRASSLPCLVLLDISHNVLETLE
IPEGFLEPLTSLRFLNLSRNCMRAFEARHVGSLPCLVLLDLSHNALQALE
VPASFLEHLTSLRFLNLSRNCLRSFEARQVDSLPCLVLLDLSHNVLEALE
VPAGFLEHLTSLRFLNLSRNCLRSFEARRAGSLPCLVLLDLSHNVLEALE
IPEGFLEHLTSLRFLNLSRNCLRAFGAQRAGSLPSLVLLDLSHNALETLE
IPEGFFDPMTSLQFLNLSRNCLRNFEVKQEHSLPSLDILDVSHNDLQSFA
IPQGFLDPMTSLQFLNLSRNCLRTFEAKWERALPSLDTLDVSHNDLQGFA
IPDEFFESMFSLHTLNLSKNCLQTFEVTSDSTLVSLTVLDLSYNALQSLL
IPDEFFESMMSLHTLNLSKNCLQTFEVTSDSTLVSLSVLDLSYNALQSLL
IPEEFFESMLSLHTLNLSKNCLQAFAVNYDSALISLTVLDLSYNALQSLL
IPSDFFTSMSNLQFLNLSKNCLQTFVAN--SELVSLAVLDISSNSLQDLE
IPDDFFLTMPSLTFLNLSKNCIQVLSLGHFSGLSSLATLDLSANSIQNLS
FPLETLSLLTSLETLNFSFNCLONIAWNIRHDDESGISRQLFFP-——---
FPLETLSLLSSLKTMNFSFNCLONISWKIRHYSSSGNTRQLFFP-———--
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B. Alignments

DRE LRRC32 FSGGALPALEVLLLQGNALHLLDAHIFSSLPSIRSLHLQQNLLSICADP-
TRU LRRC32 FGKNALKSLEELHLQGNNLATVDHQIFQRLPNLKHLQLQQNNLEICSSGP
HSA LRRC32 LGARALGSLRTLLLQGNALRDLPPYTFANLASLQRLNLQGNRVSPCGGPD
PTR LRRC32 LGARALGSLRTLLLQGNALRDLPPYTFANLASLQRLNLQGNRVSPCGGPD
PAB LRRC32 LGARALGSLRTLLLQGNALRDLPPYTFANLASLQRLNLQGNRVSPCGGPD
NLE LRRC32 LGARALGSLRTLLLQGNALRDLPPYTFANLASLQRLNLQGNRVSPCGGPD
CPO LRRC32 LGARALASLQMLFLQDNALQDLPPYTFSNLASLQRLNLQGNRVIPCGGPA
FCA LRRC32 LGPRALGSLRTLLLQDNALQDLPPDTFASLASLQKLNLQGNQIRPCGGPG
AME Uncharacterized | LGSRALGSLRTLLLQANALQDLPPYTFASLASLQRLNLQGNRVRPCGGPG
BTA Uncharacterized | LGARALGSLRTLLLQDNALRDLPLYTFTSLASLQRLNLQGNRLSPCGGPA
TTR LRRC32 LGARALGSLQTLLLQDNALRDLPPYTFAGLASLQRLNLQGNRVSPCGGPG
SSC LRRC32 LGAGALGSLRTLLLQDNALWDLPPYAFASLASLQRLNLQGNRISPCGGPG
ECA Uncharacterized | LGARALGSLRTLLLQDNALRDLPPYTFAGLVSLQRLNLQGNRVSPCGGPG
MLU LRRC32 LGTSALGSLRTLLLQHNALQDLPPHTFAGLASLQRLNLQGNRVIPCGGPG
PVA LRRC32 LHNRALGSLRTLFLQDNALQDLHPYTFAGLASLQSLNLQGNRVSPCGRPG
LAF LRRC32 LGARALGALRTLLLQGNTLQGLPPYTFANLASLQKLNLQGNQVNPCGGPG
MMU LRRC32 LGTKVLGSLQTLLLQODNALQELPPYTFASLASLQRLNLQGNQVSPCGGPA
RNO LRRC32 LGTKVLGSLKTLLLQDNTLRELPPYTFAGLASLQRLNLQGNQVSPCGGQA
EEU LRRC32 TGTQALGALRTLSLQHNALQDLPLATFSGLASLHDLNLQGNRVRVCLGPS
MDO RRC32 VGIHALASLRWLYLQYNALAALPPLTFSRLPKIQWVDLQRNWIHLCGTPH
SHA LRRC32 VGLRGLASLRQLFLQHNALTALPPLTLASLPKIQRVDLHRNWVRPCGAPR
GGA Uncharacterized | LHADTLLNLKELYIQNNHLQVLQFDIFSRLTSLRWLNLQSNNITLCSMYS
MGA Uncharacterized | LHADTLWNLKELYIQNNHLQILQFDIFSRLPSLRWLNLQSNNITLCSMYS
TGU Uncharacterized | LDAGALSNLKELYIQNNYLQTLQFDIFSNLPSLRLLNLQSNNISLCSI--
ACA LRRC32 VDVNTLGNLQEFYLQENYLQALRSDIFKGLPHLWLLNLRSNNLSLCSFQS
XTR LRRC32 LGANSLPSLQRLYLQHNQLRLLEPRIFQRLESIVLLHLQGNHVGPCMAGL
GAC LRRC32 | ——=———= SLKYLNLQSNGLAFISPLFLNALTQIETLNLQDNSVQPCASID
OLA Uncharacterized | -~ ————-- SLKHLNLQSNGLVHISPLFFKALTQIRTLNLEDNLVKLCTATD
DRE LRRC32 | ———————= QISSGCVHLSDIPSLTYLYLSENSLSSIPDGAFKGSPLLILD
TRU LRRC32 NH--——--—-—- QDHTDCVSFTSIPSLNFLNLSENNLRALPANAFTDTPLTSLD
HSA LRRC32 EPG——————- PSGCVAFSGITSLRSLSLVDNEIELLRAGAFLHTPLTELD
PTR LRRC32 EPG-——————- PSGCVAFSGITSLRSLSLVDNEIELLRAGAFLHTPLTELD
PAB LRRC32 EPG-———-—- PSGCVAFSGITSLHSLSLVDNEIELLRAGAFLHTPLTELD
NLE LRRC32 DPG-—-—----- PSGCVAFSGITSLRSLSLVDNEIELLRAGAFLHTPLTELD
CPO LRRC32 EPT-————— LPGCVAFSGIPTLRVLNMAGNEVEMLRAGAFLHTPLTELD
FCA LRRC32 EPG-———-——- PSGCVAFSDISSLRILNLADNEMEVLRPGAFLHTPLTELD
AME Uncharacterized | EPG——————- PLGCVAFSGISSLRFLNLVDNEMERLRAGAFLHTPLTELD
BTA Uncharacterized | EPG————--- PSGCVAFSGISSLRVLNLADNEMEILQAGAFLHTPLAELD
TTR LRRC32 EPG-—————- PVGCVAFSGVSSLRVLNLADNEMETLRAGAFLHTPLTELD
SSC LRRC32 EPG-—-——---- PSGCVAFSGISSLRFLNLVDNKVETLRAGAFLHTPLTELD
ECA Uncharacterized | EPG——=——-—- PPGCVAFSGISSLRILNLVDNEMEMLRAGAFLHTPLTELD
MLU LRRC32 GPG—————-- PSGCVDFSGISSLRSLNLVDNELETLWAGAFLHTPLTELD
PVA LRRC32 ESG-——————-—- LSGCVAFSGISSLRILNLVNNEMEMLRAGAFLHTPLTELD
LAF LRRC32 EPA-—————- PSGCVAFSRMSSLRILNLVDNAIEKLRAGAFLHTPLTELH
MMU LRRC32 EPG-————--—- PPGCVDFSGIPTLHVLNMAGNSMGMLRAGSFLHTPLTELD
RNO LRRC32 EPG-—-——---- PPGCVDFSGIPTLHFLNMAGNSMETLRAGSFLHTPLTELD
EEU LRRC32 QPGS----PAPPGCVAFSGLSSLRSLNLVDNELETLPAGAFLHTPLAELD
MDO RRC32 DLSE----SAVSGCIVFSSIPSLRTLNLAGNTMQRLPSGAFLHTPLATLD
SHA LRRC32 ALVE----PAASGCLALSNIPSLRALNLAGNALQRLPEGTFLQTPLVTLD
GGA Uncharacterized | GLAKQRLAGEENGCISFVDAPALQHLSLADNMLSILPAHTFFKTSLIFLD
MGA Uncharacterized | GLAKQRLAGEENGCISFVDAPALQHLFLADNMLSILPAHTFFKTSLIFLD
TGU Uncharacterized | - ———-- LAGEESGCVSFVNSPSLQYLFLADNMLNILPAYSFYKTPLVVLD
ACA LRRC32 RLARQRPAAEEDGCISFVDVPELQHLYLSDNKLKSIPVYGFYRTQLVALD
XTR LRRC32 GKAKRRTHAEEYRCVEFFNIPTLQHLNLRENMIQRIPASAFWGTSLKVLD
GAC LRRC32 RSTQ-QIH-LNTSCVVIGQLRTLKHLNLKENNIKMLQPNTFLNTALVSLN
OLA Uncharacterized | NMTS-FYSTQNASCVAFEHLTTLKHLNLKENNMEMLKPNTFLRNPLVSLN
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LSLNPGVDITAASLSGVETSLTHLSLRGNQLHSLSIDFRVFQKLRSLDVS
LSQONLGLHMAEGSLSGLEDSLVDLQLRENNISRLNTDLSSLRSLKHIDLS
LSSNPGLEVATGALGGLEASLEVLALQGNGLMVLQVDLPCFICLKRLNLA
LSSNPGLEVATGALGGLESSLEVLALQGNGLMVLQVDLPCFICLKRLNLA
LSSNPGLEVATGALGGLEASLEVLALQGNGLTVLQVDLPCFICLKRLNLA
LSSNSGLEVATGALGGLEDSLEVLALQGNGLTVLQVDLPCFICLKRLNLA
LSANPGLEVATGALAGLEASLEVLALQGNGLTVLQVDLPYFSCLKRLNLS
LSANPGLDVATGALAGLEASLEVLALQGNGLAILQVDLPCFSCLKRLNLA
LSVNPGLDVVSGALAGLEASLEVLALQGNGLAVLLVDLPCFSCLKRLNLA
LSSNPGLDVAPGALAGLEGSLEVLALQGNGLAVLQVDLPCFSCLKRLNLA
LSANPGLDVATGALAGLEGSLEVLALQGNGLAVLQVDLPCFSCLKRLNLA
LSANPGLDVATGALAGLEGSLEVLALQGNGLATLQVDLPCFSCLKRLNLA
LSANPGLDVAIGALAGLEASLEVLALQGNGLAVLQVDLPCFSCLKRLNLA
LSSNPGLDVATGALVGLEASLEVLALQGNGLEVLQVDLPYFSCLKQLNLA
VSANPGLDVATGALAGLESSLEVLALQGNGLEVLQVDLPCFSCLKQLNLA
LSANPGLDVTTGALAGLETSLEVLELQGNGLTILQVDLPCFSCLKELNLA
LSTNPGLDVATGALVGLEASLEVLELQGNGLTVLRVDLPCFLRLKRLNLA
LSANPGLDVATGALVGLEASLEVLELQGNGLVVLRVDLPCFRRLKRLNLA
LSANPGLEVAPGALAGLEASLEVLALRGNGLAELLVDLPCFSCLKQLNLA
LSANPGLGIMPGALAGLESSLEVLRLQENGLAALHVDLPRFTRLKQLNLS
LSANPGLEVVPGALAGLEASLEVLQLQGNGLDALHVDLPRFTRLKQLNLS
LSMNPGLTVEVNALSGLEQSLEYLHLHGNSLIELNIDLPCFSHLRHLNLS
LSMNPGLTIEVNALSGLEQSLEYLHLHGNSLIELNIDLPCFSHLRHLNLS
LSMNPGLKIELKALSGLEKSLECLYLYGNSLIDLNIDLPCFSHLKHLNLS
LSMNWGLHIDAESLSGLELSLEYLDFHGNGMTTLNVNFPLFPNLKYLNLS
LSMNLGIKVKPNALFGLEKTLEVLFMEGNGLPSLNVDLPLFTHLKYLNLS
LAGNSHMVVGRDALEGVQETLQSLIISEMNMTSSDLSLPCMPALTQLNIS
LAKNQHMVLHEGALEGAQTTLQSLILSEINMSSSGLSLPCMPALTHINIS

VNRLSGVSPWSEDS-SVEILNLONNRVEALGS---ALLQGRLRTLYVGWN
TNQLTSLPTWNKES-SIESLNLONNNLVTLDYSTMLTLERSLKTLYMGSN
ENRLSHLPAWTQAV-SLEVLDLRNNSFSLLPGSAMGGLETSLRRLYLQGN
ENRLSHLPAWTQAV-SLEVLDLRNNSFSLLPGSAMGGLETSLRRLYLQGN
ENRLSHLPAWTQAV-SLEVLDLRNNSFSLLPGSAMGGLETSLRRLYLQGN
ENRLSHLPAWTQAV-SLEVLDLRNNSFSLLPGSAMGGLETSLRRLYLQGN
ENRLSHLPAWTQAV-SLEVLDLRNNSFSLLPGSAMGGLETSLRRLYLQGN
ENRLSRLPAWTQAV-SLEVLDLRNNSFSLLPGSAMGGLETSLRRLYLQGN
ENRLSRLPAWTQAV-SLEVLDLRNNSFSLLPGSAMGGLEASLRRLYLQGN
ENRLSRLPAWTQAV-SLEVLDLRNNSFSLLPGSAMGGLENSLRRLYLQGN
ENRLSRLPTWTQAV-SLEVLDLRNNSFSLLPGSAMGGLETSLRRLYLQGN
ENRLSRLPAWTQAV-SLEVLDLRNNSFSLLPGSAMGGLETSLRRLYLQGN
ENRLSRLPAWTQAV-SLEVLDLRNNSFSLLPGSAMGGLETSLRRLYLQGN
ENRLSRLPAWTQAV-SLEVLDLRNNSFSLLPSSAMGGLETSLRRLYLQGN
ENRLSHLPAWTQAV-SLEVLDLRNNSFSFLPGSAMGGLETSLRRLYLQGN
ENRLSHLPAWTQAV-SLEVLDLRNNSFSLLPGSAMGGLETSLRRLYLQGN
ENQLSHLPAWTRAV-SLEVLDLRNNSFSLLPGNAMGGLETSLRRLYLQGN
ENRLSHLPAWTRAV-SLEVLDLRNNSFSLLPGNAMGGLETSLRRLYLQGN
ENRLNRLPAWTQAV-SLEVLDLRNNSFSLLPGSAMGALEASLRRLYLQGN
ENQLSWLPAWTRQA-SLEELDLRNNSFSYLQSHDMSGLEGTLQRLYLAGN
ENQLSWLPAWTREA-SLEKLDLRNNSFSHLESRGMSGLEGSLRRLYLAGN
ENQLSWLPKWGSGS-PLEVLDLRNNRFSTLONSNILALENSLKNLYLTGN
ENQLSWLPKWGSGS-PLEVLDLRNNRFSTLQNSNILALENSLKNLYLTGN
ENQLNWLPKWSSDS-PLEVLDLRNNRFSTLONSNILALENSLKNLYLTGN
DNQLSWLSPWTEGCCALEVLDLQYNSFSNLKNSKIPALENNLRNLYLAGN
GNQLSELPEWNSDC-RLETLDLSLNSFTGLEVSNIPVLENTLKTLSLYGN
GNRLDLLPSSLSCS-PLTEVDIRNNHFESLNESLILDLSVRLNIMYISGN
NNRFNEIPLSLACS-PLKSIDISNNAFLTLNHSLIRILSKRLLLMFIAGN
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B. Alignments

DRE LRRC32 PLSCCRNPQLLDLLQQERLHVPDLAAATCWY-SGDVEQVEVSVSAALPEL
TRU LRRC32 PLSCCQNLGFLHMVQHSAVVVPDIETVTCIH-EEYSEPVNIEK--VTQEM
HSA LRRC32 PLSCCGNGWLAAQLHQGRVDVDATQDLICR----FSSQEEVSLSHVRPED
PTR LRRC32 PLSCCGNGWLAAQLHQGRVDVDATQDLICR----FSSQEEVSLSHVRPED
PAB LRRC32 PLSCCGNGWLAAQLHQGRVDVDATQDLICR----FSSQEEVSLSHVRPED
NLE LRRC32 PLSCCGNGWLAAQLHQGRVDVDATQDLICR----FSSQEEVSLSHVRPED
CPO LRRC32 PLSCCGNGWLTAQLHQGRVDVDATQDLICR----FGSQAEVSLSHVRPED
FCA LRRC32 PLSCCGNGWLAAQLHQGRVDVDATQDLTCR----FGSREEVSLSHVRPED
AME Uncharacterized | PLSCCGNGWLAAQLHQGRVDVDPTQELTCR----FGSQEEVALSHVRPED
BTA Uncharacterized | PLSCCGNGWLAAQLHQGRVDVDATQDLICR----FGSQEEVSLSHVRPED
TTR LRRC32 PLSCCGNGWLAAQLHQGRVDVDATQDLICR----FGSQEEVSLSHVRPED
SSC LRRC32 PLSCCGNGWLAAQLHQGRVDVDATQDLTCH----FGSQEAVSLSHVRPED
ECA Uncharacterized | PLSCCGNGWLASQLHQGRVDVDATQDLICR----FGSQEEVSLSHVRPED
MLU LRRC32 PLSCCGNGWLAAQLHQGRVDVDATQDLICR----FDSQEEVFLSHVRPED
PVA LRRC32 PLSCCGNGWLAAQLHQGRVDVDATQDLICR----FSSREEVSLSDVRPED
LAF LRRC32 PLSCCGNGWLAAQLHQGRVDVDATQDLICR----FGSQEEVSLSHVRPED
MMU LRRC32 PLSCCGNGWLAAQLHQGRVDVDATQDLICR----FGSQEELSLSLVRPED
RNO LRRC32 PLSCCGNGWLAAQLHQGRVDVDATQDLICR----FGSQEEVSLSLVRPED
EEU LRRC32 PLSCCGNGWLATQLHQGRMDVDATQDLVCR----FGSHEEVALSHVRPED
MDO RRC32 PLVCCGNSWLAAVIQRGSVDIASLENLTCRHSKDFSSQEEILFLQIRPED
SHA LRRC32 PLACCGNGWLAAVIQRGSVDIANLEQLMCRHSKDFSSQEDVPFLHVRPED
GGA Uncharacterized | PLNCCGNMWLSLMIQNKNVQISNVEHLTCQYTQNFGYQEEMHIGNIRPED
MGA Uncharacterized | PLNCCGNIWLSLMIQNKNVQISNIEHLTCQYTQNFGYQEEVHIGNIRPED
TGU Uncharacterized | PLNCCGNIWLSSMIQNKNVQIPNVEHLT----PNFGYQDKMHIRNIRPED
ACA LRRC32 PLSCCGNIWLSHMIHKATVEIPNLDLVKCQH----- EEEEMHVVNIRPED
XTR LRRC32 PLSCCANTWISHMIRRTAVTIVALNATTCN--ISKLYEGEMLVEQMDPDI
GAC LRRC32 HFNCCDSSWLLILDG-LKMKLPDANDVVCFT---IDRSIAMREYLRNPSG
OLA Uncharacterized | PFHCCDSTWLKNLN--ETTELPDINETKCYT---NIKNVMIREYLKSPSL
DRE LRRC32 CSSADSRVLWVSLMVALALGLALVLTVSLKLCHSRKHRFKRGFK

TRU LRRC32 CHQESIQNYTIVILMTLVL-LTITLGLLIKYFHSRRQKHSRSFS

HSA LRRC32 CEKGGLKNINLIIILTFILVSAILLTTLAACCCVRRQKFNQQYK

PTR LRRC32 CEKGGLKNINLITIILTFILVSAILLTTLATCCCVRRQKFNQQYK

PAB LRRC32 CEKGGLKNINLIIILTFILVSAILLTTLATCCCVRRQKFNQQYK

NLE LRRC32 CEKGGLKNINLITIILTFILVSAILLTTLATCCCVRQQKFNQQYK

CPO LRRC32 CEEGGLKNINLITIILTFTLALATLLTTLAACCCVRRQKFNQQYK

FCA LRRC32 CEKGGLKNVNLIIILTFALVSAVLLTTLATCCCVRRQKFNQQYK

AME Uncharacterized | CEKGGLKNVNLIIILTFALISAILLTTLATCCCVRRQKFSQQYK

BTA Uncharacterized | CEKGGLKNINLIIILTFAVVSAILLTTLATCCCVRRQKFSQQYK

TTR LRRC32 CEKGGLKNVNLIIILTFALVCAILLTTLAACCCVRRQKFNQQYK

SSC LRRC32 CEKGGLKNVNLVIILTFALVAAVLLTTLATCCCVRRQKFSQQYK

ECA Uncharacterized | CEKGGLKTVNLIIILTFTLVAAILLTTLATCCCVRRQKFNQQFK

MLU LRRC32 CEEGGLKNVNLIIILTFTLVSAIVLTMLATCCCVRQQRFNQQYK

PVA LRRC32 CEKGELKNVNLIIILTVAVVSAVVLTTLATCCCVRWQKFNQQYK

LAF LRRC32 CEKGGLKNVNLIIILTFALVSAILLTTLATCCYFRRHTFNQQYK

MMU LRRC32 CEKGGLKNVNLILLLSFTLVSAIVLTTLATICFLRRQKLSQQYK

RNO LRRC32 CEKGGLKNVNLITIILSFTLVSAIVLTTLATCCFLRRQKLSQQYK

EEU LRRC32 CEQGGLGTVNLILLLTFALVSLILLTTLATCCCVRRQKFSQQYK

MDO LRRC32 CEKEGLKKINLLIILIFALVLSILLVGLALFCCFCRQDQYITPR

SHA LRRC32 CEKEGLKKINVLILLIVVLVLSVLLIGVALFCCFCRQEFNQHFK

GGA Uncharacterized | CEKEDLKKINFLIILTVVLVLSVIIIGVGSFFCFRRQNFSQQFK

MGA Uncharacterized | CEKEDLKKINFLIILTVVLVLSVIITIAVGSFFCFRRONFSQQFK

TGU Uncharacterized | CEKEDLKKINFLIILTFVLVLSVIIIGVGSFFCFRROQNFSHQFK

ACA LRRC32 CEKEDRKKMSVLILLAVALLLSLVVIGVAVFCCYRRHIAYNVIQ

XTR LRRC32 CEK-DWKKVN--VIVTLVLVLLVIAIGICFFFCFCRNRLSRKYK

GAC LRRC32 YCLFHTKAQEINFGTMIVIVLFVTVILTVLIIFTRKRGYCHSVR

OLA Uncharacterized | YCLDK-DSEKVHLGQMVIIVLFIVVLSATLIVFIRKL-CCLKIS
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Tabelle B.3.: Alignment fiir die Modellierung von GARP
Das fiir die Erstellung der GARP—Struktur verwendete Alignemnt. Das Template wurde aus den
PDB-Dateien 206Q und 2K9J erstellt./ = Unterbrechung der Polypeptidkette im Template

Template | CETVTGCTCNEGKKEVDCQGKSLDSVPSGIPADTEKLDLQSTGLATLSDA
GARP --HQDKVPCKMVDKKVSCQVLGLLQVPSVLPPDTETLDLSGNQLRSILAS

Template | TFRGLTKLTWLNLDYNQLQTLSAGVFDDLTELGTLGLANNQLA---SLPL
GARP PLGFYTALRHLDLSTNEISFLOPGAFQALTHLEHLSLAHNRLAMATALSA

Template | GVFDHLTQLDKLYLGGNQLKSLPSGVFDRL----TELGTLGLANNQLASL
GARP GGLGPLPRVTSLDLSGN---SLYSGLLERLLGEAPSLHTLSLAENSLTRL

Template | PLGVFDHLTQLDKLYLGGNQLKSLPSGVFDRLTKLKELRLNTNQLQSIPA
GARP TRHTFRDMPALEQLDLHSNVLMDIEDGAFEGLPRLTHLNLSRNSLTCI--

Template | GAFDKLTNLQTLSLSTNQLQSVPHK--———-———-- LDLQSTGLATLSDA
GARP -SDFSLQQLRVLDLSCNSIEAFQTASQPQAEFOLTWLDLRENKLLHFPD-

Template | TFRGLTKLTWLNLDYNQLQTLSAGVFDDLTELGTLGLANNQLASLPLGVF
GARP -LAALPRLIYLNLS-NNLIRLPTGPPODSKGIHA---PSEGWSALPLSAP

Template | D-———-- HLTQLDKLYLGGNQLKSLPSGVFDRLTKLKELRLNTNQLQSIP
GARP SGNASGRPLSQLLNLDLSYNEIELTPDSFLEHLTSLCFLNLSRNCLRTFE

Template | AGAFDKLTNLQTLSLSTNQLQSVPHGADHLTQLDKLYLGGNQLKSLPSGV
GARP ARRLGSLPCLMLLDLSHNALETLELGARALGSLRTLLLQGNALRDLPPYT

Template | FDRLTKLKELRLNTNQLQSIPAGAFDKLTNLQTLSFRGLTKLTWLNLDYN
GARP FANLASLQRLNLQGNRVS--PCGGPDEPGPSGCVAFSGITSLRSLSLVDN

Template | QLQTLSAGVFDDLTELGTLGLANNQLASLPLGVFDHL-TQLDKLYLGGNQ
GARP EIELLRAGAFLH-TPLTELDLSSNPGLEVATGALGGLEASLEVLALQGNG

Template | LKSLPSGVFDRLTKLKELRLNTNQLQSIPAFDDLTELGTLGLANNQLASL
GARP LMVLQVDL-PCFICLKRLNLAENRLSHLPAWTQAVSLEVLDLRNNSFSLL

Template | PLGVFDHL-TQLDKLYLGGNQLKSLPSGVFDRLTKLKELRLNTNQLQSIP
GARP PGSAMGGLETSLRRLYLQGNPLSCCGNGWL--AAQLHQGRVDVDATQDLI

Template | AGAFDKLTNLQTLSLSTNQLQSG-——----—- LVIAGILFILGILIVLSRRC
GARP C-RFSSQEEVSLSHVRPEDCEKGGLKNINLITIILTFILVSAILLTTLAAC

Template | RC-—--KFNQQQRT
GARP CCVRRQKFNQQYKA
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B. Alignments

Tabelle B.4.: Alignment der GARP—-Ectodomine aus H.sapiens und C.milli
Die Sequenzen wurde mit ClustlX und den Standardeinstellungen alignt. Die Grenzen der H.
sapiens Doménen sind oberhalb der Seequenz markiert. Konservierte Cysteine sind blau und
nicht konservierte rot markiert.

F LRR 1 -+ LRR 2
. milii CQDRDLQRIPKGLPLDIRRLNLSVNRIQSLTIDNLTQYSSVHYLNLRSNG
sapiens | CQVLGLLQVPSVLPPDTETLDLSGNQLRSILASPLGFYTALRHLDLSTNE

LRR 2 -1 F LRR 3 - - LRR 4
C. milii LEFVQPGTFTNLSRLEVLDLADN----FLDLSQRGLGSIPHLRRLELGGN
H. sapiens | ISFLOPGAFQALTHLEHLSLAHNRLAMATALSAGGLGPLPRVTSLDLSGN

LRR 4 n + LRR & 4 F LRR 6
C. milii SLYNGVVEAFLQGALQLHHLSLARNSLTKLTASTFQGCPSLTHLDLQHNI
H. sapiens | SLYSGLLERLLGEAPSLHTLSLAENSLTRLTRHTFRDMPALEQLDLHSNV

LRR 6 -4 F LRR 7 - LRR 8
C. milii ITEIESGAFSSLPNLSTLDLAMETNSITCVVNFSLTQLQVLNLSRNSIES
H. sapiens | LMDIEDGAFEGLPRLTHLNLS--RNSLTCISDFSLQQLRVLDLSCNSIEA

LRR 8 F LRR 9 - LRR 10
C. milii FQVADS-VEEHQLRWLDLSTNNLLHLPLFPHRNRLEHLDLSRNSIQDFSG
H. sapiens | FQTASQPQAEFQLTWLDLRENKLLHFPDLAALPRLIYLNLSNNLIRLPTG

— FProlinreiche Region- F LRR 11
C. milii RPSTLDTEQLDTANRTQPPTPPPPPPLQOVY-FPKLLHLEMETSYNEITAL
H. sapiens | PP--QDSKGIHAPSEGWSALPLSAPSGNASGRPLSQLLNLDLSYNEIELT

LRR 11 —- LRR 12 - LRR 13
C. milii PPDLFLRMETPRLVFLNLSNNCLDDFSLEAGAGLDALTVLDLSSNSLVNL
H. sapiens | P-DSFLEHLTS-LCFLNLSRNCLRTFEARRLGSLPCLMLLDLSHNALETL

- LRR 14 4 F LRR 15
C. milii TLAPGSLPHLRLLYLQENRLHSVPHNAFRGLHSLYILSLQSNSISICGGG
H. sapiens | ELGARALGSLRTLLLOGNALRDLPPYTFANLASLQRLNLQGNRVSPCGG-

mQ

LRR 15 - Cystein loo — F LRR 16
C. milii LGPSEGGLEPGSGRSRGLGGVPQPSSDCLAFHGMETRTLRYLYLKDNGIQ
H. sapiens | --PDE----PGP-—-------———- SGCVAFSGITS--LRSLSLVDNEIE
LRR 16 H F LRR 17 — F LRR 18

C. milii SVPALAFLHTPLSVLDLSINPGLRLHPTSLDGLEVTLTRLSLRGNGLSSL
H. sapiens | LLRAGAFLHTPLTELDLSSNPGLEVATGALGGLEASLEVLALQGNGLMVL

- - LRR 19 - LRR 20
C. milii PLDLAWFPGLRVLDASENHLSELVVGGPGAALEHLQLSNNNFQALGQAWL
H. sapiens | QVDLPCFICLKRLNLAENRLSHLPAWTQAVSLEVLDLRNNSFSLLPGSAM

— F LRRC-T
C. milii GRLNATLRTLTLQGNPFNCCQAAWLHC---LERVQVLDRPLVQCRYPGNK
H. sapiens | GGLETSLRRLYL(GNPLSCCGNGWLAAQLHQGRVDVDAT(QDLICRFSSQE

LRRC-T = FTransmembran Bereich

C. milii EEMHRLFDSDSHLGPASGLCMASSSPEWSRWNVLGLALACAAFLAAATLG

H. sapiens | E-—————- VSLSHVRPED--CEKGGLKNINLIIILTFILVSAILLTT--LA
4|

C. milii TYLLWRRKVGLLFVHHVKA
H. sapiens | ACCCVRRQK---FNQQYKA
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C. Zusatzliche Daten

100 T
p < 0,005 n.s.

80 - T

60 -

Proliferation [%]

40 -

20 -

0 .
TGF-B [ng/ml] - | 60 |
GARP [ng/ml] - - 30 - - -

Protease - - - Elastase Plasmin Trypsin

Abbildung C.1.: Kontrolle der Proteasen Elastase, Plasmin und Trypsin auf
die TGF—-f3 Aktivierbarkeit

2,5-10* Mv1Lu Zellen wurden fiir 48 h mit verschiedenen Konzentrationen an latentem TGF-
B strep allein (weifl), sowie zusammen mit GARP (dunkelgrau) oder mit den Proteasen Elastase,
Plasmin und Trypsin inkubiert (Schwarz). Das TGF—3 gyyep wurde hierbei fiir mindestens 4 h bei
RT mit GARP oder den fiir den Versuch aus Abbildung 3.31 verwendeten Proteasekonzentratio-
nen inkubiert. Unbehandelte Mv1Lu Zellen dienten dabei als Kontrolle (hellgrau). Anschlieflend
wurde die Zellproliferation iiber eine Methylenblaufirbung nach FINLAY ET AL. (1984) berech-
net. Signifikanzwerte beziehen sich auf die Probe aus TGF-f alleine (weif).
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C. Zuséatzliche Daten

100 - I

80 -
p<0,01

60 -

Proliferation [%]

40 -

20 -

0
RGD [uM] - 50 100

Abbildung C.2.: Kontrolle des Einflusses von RGD—Peptiden auf die
Proliferation von Mv1Lu Zellen

2,5 - 10* MvlLu Zellen wurden fiir 48 h alleine (hellgrau) oder mit 50, beziehungsweise 100

uM des RGD-Peptides (RGDS, Sigma-Aldrich) inkubiert (dunkelgrau). Anschlieflend wurde

die Zellproliferation iiber eine Methylenblaufairbung nach FINLAY ET AL. (1984) berechnet.

Signifikanzwerte beziehen sich auf die Zellkontrolle (hellgrau).
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D. Plasmidkarten

Replikations-
ursprung
(2365-2820)

Ampicillin
Resistenz
(1322-2182)

pGEM-T
3000 bp
LacZ Gen
(165-2821)

SV40 polyA-Signal
(3975-3856)

- Nhel (4359)
Ampicillin
Resistenz

(2977-2117)

pCMV-Sport6
4396 bp

CMV-Promotor
(855-351)

Replikations-
ursprung
(1301-1920)

Apal (14)
Aatll (20)
Sphl (26)
BstZ1 (31)
Ncol (37)
Sacll (46)
Spel (55)
Notl (62)
BstZI1 (62)
Pstl (73)
Sall (75)
Ndel (82)
Sacl (94)
BstX1 (103)
Nsil (112)

Milul (61)
Hindlll (67)
Apal (73)
Xhol (79)
Xbal (91)
Notl (97)
Eagl (98)
Spel (107)
Sall (119)
EcoRV (125)
Xmal (130)
EcoRI (135)
Rsrll (141)
Agel (144)
Kpnl (147)

Abbildung D.1.:
pGem—T Vektor

PCR Produkte koénnen
direkt iiber ihre Thymi-
din Uberhéinge kloniert
werden. Das Insert liegt
zwischen dem T7 (2984-
3) und SP6 Promoter
(143-124) und kann mit
entsprechenden Primern
sequenziert werden (grii-
ne Dreiecke). Bei der
Klonierung wird ein LacZ
Gen unterbrochen, sodass
ein Blau-Weifl Selektion
moglich ist.

Abbildung D.2.

pCMV—-Sport6 Vektor
DNA Abschnitte kénnen
mittels des  Gateway
Klonierungssystems  re-
kombiniert werden. Die
Ziel-DNA liegt in der
MCS innerhalb der attB
Erkennunssequenzen

(orange Dreiecke, 36-60
und 157-153). Zuséatzlich
kann die DNA auch
konventionel iiber den
integrierten CMV Pro-
motor in eukaryotischen
Zellen exprimiert werden.
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D. Plasmidkarten

Abbildung D.3.
pBluescriptR Vektor
In diesem Vektor kénnen
DNA-Abschnitte mittels
der M13 Primerpaare
(griine  Dreiecke,  for-
ward Primer: 600-616,
reverse Primer: 863-845)
sequenziert werden.

Abbildung D.4.
PIRES—meo2 Vektor
Bei dem pIRES-neo2
Vektor handelt es sich um
einen eukaryotischen Ex-
pressionsvektor, bei dem
eine  Neomycinresistenz
mit dem Wunschprotein
coexprimiert wird. Dies

wird von einer IRES
Struktur im Vektor
bewerkstelligt.

Abbildung D.5.:

pFastBacl Vektor
cDNA, die in den pFast-

Bacl Vektor kloniert
wurde kann in das Ge-
nom eines Baculovirus
(AcMNPV) transponiert
werden. Mit Hilfe die-
ser Viren kann dann
das Wunschgen in In-
sektenzellen  exprimiert
werden.

Ampicillin
Resistenz
(2870-2010)

pBluescriptR
2998 bp

Replikationsursprung
(1839-1251)

Nrul (206)
CMV-Promotor
(309-810)

Ampicillin Resistenz
(4961-4302)

Replikations-
ursprung
(4150-3522)
pPIRES-neo2
5295 bp

Intron
(1015-1310)

Neomycin Resistenz
(1951-2747)

Xhol (3041)
BGH polyA-Signal
(2785-3012)

Xbal (2763)

Gentamycin Resistenz
(3335-2802)

Tn7R-Signal
(2386-2721)

Replikations-
ursprung

(1604-2223) Polyhedrin-Promotor

(3906-3994)
pFastBac-1
4775 bp

SV40 polyA-Signal
(4269-4400)

BstXI (655)
Sacll (658)
Notl (666)
EcoRI (733)
Sall (739)
Xhol (744)
BamHlI (753)
Apal (787)

Ampicillin
Resistenz
(589-1449)

Tn7L-Signal
(4776-4416)

Kpnl (793)

EcoRV (912)
Nhel (927)
Aflll (934)
Stul (938)
Hpal (944)
Agel (948)
BsiWI (954)
Acclll (962)
BstBI (968)
EcoRI (971)
BamHlI (977)
Notl (983)
BstXI1 (1004)

IRES Struktur
(1336-1949)

BamHI (4032)
Rsrll (4038)
BssHII (4047)
EcoRI (4054)
Stul (4062)
Sall (4070)
Sacl (4076)
Spel (4082)
Notl (4089)
BstBI (4098)
Xbal (4104)
Pstl (4112)
Xhol (4119)
Sphl (4125)
Kpnl (4131)
HindIll (4137)
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E. Primer

Tabelle E.1.: Sequenzen der verwendete Primer
Alle in dieser Arbeit verwendeten Primer zur Erstellung rekombinanter Expressionsvektoren mit
ihrer Sequenz, enthaltenen Restriktionsschnittstellen und Tag—Sequenzen. Restriktionsschnitt-
stellen sind unterstrichen, Tag-Sequenzen unterschléingelt.

BEZEICHNUNG SEQUENZ (5'-3")
GARP
5 UTR GCT AGC AGC TGA GCG GCC TGC TCC TCC TCG
C-Terminus TCG GAT CCT ATT TTT CGA ACT GCG GGT GGC TCC

AGG CTT TAT ACT GTT GGT TAA ACT TC

TGF-B

Signalpeptid GGC CGG CCG GCC GCG GGA CTA TCC TGG AGC CAC
CUG CAG TTC GAA AAA ACC TGC AAG ACT

C-Terminus GAG AAT TCT AGC TGC ACT TGC AGG AGC GCA CGA
TCA TGT TG

Bacmid—Primer
pUC/M13 sense CCC AGT CAC GAC GTT GTA AAA CG
pUC/M13 antisense AGC GGA TAA CAA TTT CAC ACA GG
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E. Primer

Tabelle E.2.: Primersequenzen des mRNA Screenings
Die Sequenz aller in dieser Arbeit fiir das mRNA Screening verwendeten Primer mit ihrer
Schmelztemperatur und Produktlange.

PROTEIN SEQUENZ (5°-3") Tm [°C] PRODUKTLANGE
ADAMI10
sense CCC TGT GCT CTT CTG CTT CAC TCA 60 600 bp
antisense CCA AGC CAG ACC AAG TAC GCC A 61
ADAM17
sense TCT GGC CGC TGT GTG CCC TA 61 586 bp
antisense TTC TGG CGA CCG GAT GGT CC 61
BMP1
sense CGT GAG AAC ATC CAG CCA GG 55 559 bp
antisense CAA CCC AAT TGC TGC TGC TG 55
GAPDH
sense GTT GCC ATC AAT GAC CCC TTC ATT G 59 700 bp
antisense GCT TCA CCA CCT TCT TGA TGT CAT C 59
Meprin o
sense AAG TCG CAC ACA TCT CCA GC 55 579 bp
antisense GAT CAC CAT GCC CAG GAC AC 55
Meprin 3
sense CAC TGG GAG CTG GCA ACTTT 55 534 bp
antisense GTT CCA TAG CCC CCA CCT CT 55
mTLD
sense GGC ACC GGG TCA AGC TGA cCC 61 937 bp
antisense CGC ACT CTG TGG CGT GGG AG 61
Ovastacin
sense CAA CAA ATG GCC CAT GGG TGG TA 60 363 bp
antisense ~ GGC AGG ATC TCG TTC CAG TTG ACA C 62
TLL1
sense AAA TCA GCG CCA CTC CCG GC 63 506 bp
antisense TGG TGG CCC GGA TCC ACA GA 63
TLL2
sense GGA GTT CCG CAG CAG CAG CA 61 455 bp
antisense TGG TGG CCC GGA TCC ACA GA 61
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F. DNA- und Proteinsequezen

Tabelle F.1.: DNA— und Proteinsequenz des Konstrukts TGF—f s¢rep

i M PPS GLURLULLU LU LTV LU®PULILWILIULUVULTPGR
1 ATGCCGCCCTCCGGGCTGCGGCTGCTGCTGCTGCTGCTACCGCTGCTGTGGCTACTGGTGCTGACGCCTGGCCGG
26 P A AGL S WS HPQFEI KT CI KTTIUDMETL VK
76 CCGGCCGCGGGACTATCCTGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAAACCTGCAAGACTATCGACATGGAGCTGGTGAAG
5 R K R I EATIU RGN QTIU LS KU LU RILASUPZP S Q G E
151 CGGAAGCGCATCGAGGCCATCCGCGGCCAGATCCTGTCCAAGCTGCGGCTCGCCAGCCCCCCGAGCCAGGGGGAG
76 v P P G P L P EAVLALYNZ ST RIDU RV A GE S
226 GTGCCGCCCGGCCCGCTGCCCGAGGCCGTGCTCGCCCTGTACAACAGCACCCGCGACCGGGTGGCCGGGGAGAGT
101 A E P E P E P EADY Y A KEVTHRVLMVETH
201 GCAGAACCGGAGCCCGAGCCTGAGGCCGACTACTACGCCAAGGAGGTCACCCGCGTGCTAATGGTGGAAACCCAC
126 N E I Y D K F K Q 8 T H S8 I YMVF F N TS EL R E
276 AACGAAATCTATGACAAGTTCAAGCAGAGTACACACAGCATATATATGTTCTTCAACACATCAGAGCTCCGAGAA
151 AV P E P V L L S R A EL R L UL RULIKIULI KV E Q H
351 GCGGTACCTGAACCCGTGTTGCTCTCCCGGGCAGAGCTGCGTCTGCTGAGGCTCAAGTTAAAAGTGGAGCAGCAC
176 vV E L Y Q K'Y S N NS WRYUL S NI RTULTILAPS DS
426 GTGGAGCTGTACCAGAAATACAGCAACAATTCCTGGCGATACCTCAGCAACCGGCTGCTGGCACCCAGCGACTCG
200 P EWULSPFDVTSGVVRQWI LS SI RSGS GETITEGF
501 CCAGAGTGGTTATCTTTTGATGTCACCGGAGTTGTGCGGCAGTGGTTGAGCCGTGGAGGGGAAATTGAGGGCTTT
226 R L S A HCS CDSU RDUNTULI QVDTINSGT FTT G
576 CGCCTTAGCGCCCACTGCTCCTGTGACAGCAGGGATAACACACTGCAAGTGGACATCAACGGGTTCACTACCGGC
251 R R GDL ATTIHGMNDNZ BRPYFILTILTLMATU®PIULER
651 CGCCGAGGTGACCTGGCCACCATTCATGGCATGAACCGGCCTTTCCTGCTTCTCATGGCCACCCCGCTGGAGAGG
276 A Q HLQ S SRHURT®RALDTWNYTCTVFS S S TEIKN
726 GCCCAGCATCTGCAAAGCTCCCGGCACCGCCGAGCCCTGGACACCAACTATTGCTTCAGCTCCACGGAGAAGAAC
301 ¢ C VRQULYIDVF RI KU DI LSGWI KWTIUHEUPIKGY
801 TGCTGCGTGCGGCAGCTGTACATTGACTTCCGCAAGGACCTCGGCTGGAAGTGGATCCACGAGCCCAAGGGCTAC
326 H AN F CLGPCUPYTIWSULUDTUZ QY S K VUL AL
876 CATGCCAACTTCTGCCTCGGGCCCTGCCCCTACATTTGGAGCCTGGACACGCAGTACAGCAAGGTCCTGGCCCTG
351 Y N Q H N P G A S A A PCCV?PQALEU?PTLUZPTIWV
951 TACAACCAGCATAACCCGGGCGCCTCGGCGGCGCCGTGCTGCGTGCCGCAGGCGCTGGAGCCGCTGCCCATCGTG
376 Y Y V G R K P K V EQ L S NMTIVURSCZ KT CS -
1026 TACTACGTGGGCCGCAAGCCCAAGGTGGAGCAGCTGTCCAACATGATCGTGCGCTCCTGCAAGTGCAGCTAG
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F. DNA- und Proteinsequezen

Tabelle F.2.: DNA— und Proteinsequenz des Konstrukts GARPgy,

1

1651

1876
651
1951

M RPQ I LLULTULALTULTULSGTLAAQHA QDI KVP
ATGAGACCCCAGATCCTGCTGCTCCTGGCCCTGCTGACCCTAGGCCTGGCTGCACAACACCAAGACAAAGTGCCC
c X M VDK K Vs CcCQ vL GLU L QQV?PS VL PP D
TGTAAGATGGTGGACAAGAAGGTCTCGTGCCAGGTTCTGGGCCTGCTCCAGGTCCCCTCGGTGCTCCCGCCAGAC
T ETULDU LS GDNQUL R STITULASUZPILGTFYTATL
ACTGAGACCCTTGATCTATCTGGGAACCAGCTGCGGAGTATCCTGGCCTCACCCCTGGGCTTCTACACGGCACTT
R HLDULSTNETIS ST FILI QPG GATFIQATLTHTLE
CGTCACCTGGACCTGAGCACCAATGAGATCAGCTTCCTCCAGCCAGGAGCCTTCCAGGCCCTGACCCACCTGGAG
HL SULAHNU RTLAMA AT AL SAGS GTULGU?PTUL PR
CACCTCAGCCTGGCTCACAACCGGCTGGCGATGGCCACTGCGCTGAGTGCTGGTGGCCTGGGCCCCCTGCCACGC
v TSULDU LSGDNSULY S GULTLEU RTILTILTGEAP S
GTGACCTCCCTGGACCTGTCTGGGAACAGCCTGTACAGCGGCCTGCTGGAGCGGCTGCTGGGGGAGGCACCCAGC
L B TLSULAENZ STU LTI RILTRHTTFI RUDMPATL
CTGCATACCCTCTCACTGGCGGAGAACAGTCTGACTCGCCTCACCCGCCACACCTTCCGGGACATGCCTGCGCTG
EQLDULHSNVLMDTIEUDSGATFETSGTLU®PZRTLT
GAGCAGCTTGACCTGCATAGCAACGTGCTGATGGACATCGAGGATGGCGCCTTCGAGGGTCTGCCCCGCCTGACC
HLDNU LS SI RNS STULTT CTISDUVFSULQQULI RV L DITL
CATCTCAACCTCTCCAGGAATTCCCTCACCTGCATCTCCGACTTCAGCCTCCAGCAGCTGCGGGTGCTAGACCTG
S ¢C N S I EAVFQTASO QPQAEV FQLTWULDL
AGCTGCAACAGCATCGAGGCCTTTCAGACGGCCTCCCAGCCCCAGGCTGAGTTCCAGCTCACCTGGCTTGACCTG
R ENKLULUHUPFPDULAALPU RILTIVYTU LNI L SNN
CGGGAGAACAAACTGCTCCATTTCCCCGACCTGGCCGCGCTCCCGAGACTCATCTACCTGAACTTGTCCAACAAC
L I RLPTSG?®PU©PQDSI KGTIHAPZSETS GU WS AL
CTCATCCGGCTCCCCACAGGGCCACCCCAGGACAGCAAGGGCATCCACGCACCTTCCGAGGGCTGGTCAGCCCTG
pPL S APSGNASGR?PLSQULTLNTULUDT LS YN
CCCCTCTCAGCCCCCAGCGGGAATGCCAGCGGCCGCCCCCTTTCCCAGCTCTTGAATCTGGATTTGAGCTACAAT
E I ELTIPDSU FULEHT LT STU LU CT FILINIZLSIZ RNDNTC
GAGATTGAGCTCATCCCCGACAGCTTTCTTGAGCACCTGACCTCCCTGTGCTTCCTGAACCTCAGCAGAAACTGC
L RTVFEARIRLSGSTLU®PT CLMTZLTLUDTULSHNATL
TTGCGGACCTTTGAGGCCCGGCGCTTAGGCTCCCTGCCCTGCCTGATGCTCCTTGACTTAAGCCACAATGCCCTG
E TLEVLGARALG SIU LU RTU LIULI LI QS GNATLT RTD
GAGACACTGGAACTGGGCGCCAGAGCCCTGGGGTCTCTGCGGACGCTGCTCCTACAGGGCAATGCCCTGCGGGAC
L pPYTV FANTLASTL LA QRLIDNILA QG GNU RV S P C
CTGCCCCCATACACCTTTGCCAATCTGGCCAGCCTGCAGCGGCTCAACCTGCAGGGGAACCGAGTCAGCCCCTGT
G GPDEPGPSGCVATFSGTIT ST LU RS STUL S L
GGGGGGCCAGATGAGCCTGGCCCCTCCGGCTGTGTGGCCTTCTCCGGCATCACCTCCCTCCGCAGCCTGAGCCTG
vDDNETIZETLT LI RAGAFTLMHTU®PILTETLTDTIL S S
GTGGATAATGAGATAGAGCTGCTCAGGGCAGGGGCCTTCCTCCACACCCCACTGACTGAGCTGGACCTTTCTTCC
NP GLEV ATSGALTGSGTLEASTLEUVTLATLZR QG
AATCCTGGGCTGGAGGTGGCCACGGGGGCCTTGGGAGGCCTGGAGGCCTCCTTGGAGGTCCTGGCACTGCAGGGC
N GLMVLQVDLU®PT CT FTIT CLI KU RILIDNTILATENR R
AACGGGCTGATGGTCCTGCAGGTGGACCTGCCCTGCTTCATCTGCCTCAAGCGGCTCAATCTTGCCGAGAACCGC
L S HLPAWTA QAV SLEV VLU DTLU RNNSZSTF S L
CTGAGCCACCTTCCCGCCTGGACACAGGCTGTGTCACTGGAGGTGCTGGACCTGCGAAACAACAGCTTCAGCCTC
L PGS AMGGTLETS SU LI RRLYTLUOQGNUPTL S C
CTGCCAGGCAGTGCCATGGGTGGCCTGGAGACCAGCCTCCGGCGCCTCTACCTGCAGGGGAATCCACTCAGCTGC
Cc G NGWULAAQULHQGRUYVDVDATT QDT LTISC
TGCGGCAATGGCTGGCTGGCAGCCCAGCTGCACCAGGGCCGTGTGGACGTGGACGCCACCCAGGACCTGATCTGC
R F S S Q EEV S LS HVZRPEUDTGCET KT GG GTU L KN
CGCTTCAGCTCCCAGGAGGAGGTGTCCCTGAGCCACGTGCGTCCCGAAGACTGTGAGAAGGGGGGACTGAAGAAC
I NL I I I LTV F¥TIULV S A ITULTLTTTLAATCTCSC
ATCAACCTCATCATCATCCTCACCTTCATACTGGTCTCTGCCATCCTCCTCACCACGCTGGCCGCCTGCTGCTGC
VRRQI K FUDNQQY K A WS HUPQF E K -
GTCCGCCGGCAGAAGTTTAACCAACAGTATAAAGCCTGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAATAG
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Tabelle F.3.: DNA— und Proteinsequenz des Konstrukts GARP g

1

1201
1276
1351

476
1426

501
1501
1576

1651

2326

M RPQTITU LT LU LTULALTU LTIV LSGILAAQHUHHHHH
ATGAGACCCCAGATCCTGCTGCTCCTGGCCCTGCTGACCCTAGGCCTGGCTGCACAACACCATCACCATCACCAT
L EQ DK VPCIKMVDI K I KV S CQVLGLTL
CAACTCGAGCAAGACAAAGTGCCCTGTAAGATGGTGGACAAGAAGGTCTCGTGCCAGGTTCTGGGCCTGCTCCAG
vepSsSvVLPPDTETIULDILSSGNI QLI RZSTITL A S
GTCCCCTCGGTGCTCCCGCCAGACACTGAGACCCTTGATCTATCTGGGAACCAGCTGCGGAGTATCCTGGCCTCA
pPLGPFYTALU RUHLIDILSTNDNETIS ST FTULI QPG A
CCCCTGGGCTTCTACACGGCACTTCGTCACCTGGACCTGAGCACCAATGAGATCAGCTTCCTCCAGCCAGGAGCC
F Q ALTHLEU HTLS ST LAHNI RILAMMATATL S A
TTCCAGGCCCTGACCCACCTGGAGCACCTCAGCCTGGCTCACAACCGGCTGGCGATGGCCACTGCGCTGAGTGCT
G GL GPULUPRVYVTSULDILSSGNS STILYS GLL E
GGTGGCCTGGGCCCCCTGCCACGCGTGACCTCCCTGGACCTGTCTGGGAACAGCCTGTACAGCGGCCTGCTGGAG
R L L GEAPJ SILUHTIU LS ST LAENJ ST LTI RILTRH
CGGCTGCTGGGGGAGGCACCCAGCCTGCATACCCTCTCACTGGCGGAGAACAGTCTGACTCGCCTCACCCGCCAC
T F RDMPALEN QULUDILUHSNDNUVILMMDTIETDTG A
ACCTTCCGGGACATGCCTGCGCTGGAGCAGCTTGACCTGCATAGCAACGTGCTGATGGACATCGAGGATGGCGCC
F EGLPURLTHILNDNILS S RNZSILTT CTISDTF S L
TTCGAGGGTCTGCCCCGCCTGACCCATCTCAACCTCTCCAGGAATTCCCTCACCTGCATCTCCGACTTCAGCCTC

LRVLDILSTZ CNS STIUEW ATFI QT ASIUGQPAQAE
CAGCAGCTGCGGGTGCTAGACCTGAGCTGCAACAGCATCGAGGCCTTTCAGACGGCCTCCCAGCCCCAGGCTGAG
FQLTWIULUDU LU RENDNI KT LTLUHTFU®PDILAATLUPIR RIL
TTCCAGCTCACCTGGCTTGACCTGCGGGAGAACAAACTGCTCCATTTCCCCGACCTGGCCGCGCTCCCGAGACTC
I YyL N LS NUNU LTIU RILU®PTSG?PU®PQDS K GTIHA
ATCTACCTGAACTTGTCCAACAACCTCATCCGGCTCCCCACAGGGCCACCCCAGGACAGCAAGGGCATCCACGCA
P S EGWS A LUPILSAPSGNASGRUPILS QL
CCTTCCGAGGGCTGGTCAGCCCTGCCCCTCTCAGCCCCCAGCGGGAATGCCAGCGGCCGCCCCCTTTCCCAGCTC
LNLDU L SYNZETITETLTIU®PUDS ST FILEIHTLTSL C
TTGAATCTGGATTTGAGCTACAATGAGATTGAGCTCATCCCCGACAGCTTTCTTGAGCACCTGACCTCCCTGTGC
FLNILJ SI RNZ CLU RTY FEWART BRLTSGS ST LU®PU CTULMTL
TTCCTGAACCTCAGCAGAAACTGCTTGCGGACCTTTGAGGCCCGGCGCTTAGGCTCCCTGCCCTGCCTGATGCTC
L DL SHNALETULETLTSGARALSGS ST LT RTTILL
CTTGACTTAAGCCACAATGCCCTGGAGACACTGGAACTGGGCGCCAGAGCCCTGGGGTCTCTGCGGACGCTGCTC
LQ GNALURDTILU®PZPYTT FANTLASTU LI QR RTLNTL
CTACAGGGCAATGCCCTGCGGGACCTGCCCCCATACACCTTTGCCAATCTGGCCAGCCTGCAGCGGCTCAACCTG

G NR VS P CGG?PDEZPGPSGCV A F S G I
CAGGGGAACCGAGTCAGCCCCTGTGGGGGGCCAGATGAGCCTGGCCCCTCCGGCTGTGTGGCCTTCTCCGGCATC
T S LRSULSULVDNIETIETLI LU RASGATFILIHTP
ACCTCCCTCCGCAGCCTGAGCCTGGTGGATAATGAGATAGAGCTGCTCAGGGCAGGGGCCTTCCTCCACACCCCA
L TELDILS SS SNPGILEVATSGATLTGTGTLE A S
CTGACTGAGCTGGACCTTTCTTCCAATCCTGGGCTGGAGGTGGCCACGGGGGCCTTGGGAGGCCTGGAGGCCTCC
L EVLALAQGNGLMVLAQQVDILUPZ CTFTITC CTLK
TTGGAGGTCCTGGCACTGCAGGGCAACGGGCTGATGGTCCTGCAGGTGGACCTGCCCTGCTTCATCTGCCTCAAG
R L NLAEIDNU RILSUHLUPAWTI QA AV SLEUVILTD
CGGCTCAATCTTGCCGAGAACCGCCTGAGCCACCTTCCCGCCTGGACACAGGCTGTGTCACTGGAGGTGCTGGAC
LRNDNSVFSLULUPGSAMSGSGTLET STU LU RIZBRTILY
CTGCGAAACAACAGCTTCAGCCTCCTGCCAGGCAGTGCCATGGGTGGCCTGGAGACCAGCCTCCGGCGCCTCTAC
LQ GNPLSCOCGNSGT WILAAQLUHAQGT RV DYV
CTGCAGGGGAATCCACTCAGCTGCTGCGGCAATGGCTGGCTGGCAGCCCAGCTGCACCAGGGCCGTGTGGACGTG
D ATQDULTIUCRYPFSSQEEVSLSHVRUPETD
GACGCCACCCAGGACCTGATCTGCCGCTTCAGCTCCCAGGAGGAGGTGTCCCTGAGCCACGTGCGTCCCGAAGAC
C EKGGULIKNTINILEWS SUHPA QTFEI KUPTIK G K
TGTGAGAAGGGGGGACTGAAGAACATCAACCTCGAGTGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAACCCACTAAAGGCAAA
R LS PQGLTIULQSGQEQQV S EETGSGI KAM
AGACTGAGCCCCCAAGGCCTCATTCTCCAAGGCCAGGAGCAGCAGGTCTCCGAAGAAGGTTCGGGAAAGGCCATG
L EEALUPV SLSQGQP SRQKU RSV ENTG
TTAGAGGAAGCCCTACCTGTCAGCCTGAGCCAGGGGCAGCCCAGCCGACAGAAGCGGTCGGTGGAGAACACAGGC
PLEDUHNWPA QY FIRDUP CDUPNDNUPU CI QNDGTI
CCCCTGGAGGACCATAACTGGCCACAGTACTTCAGAGACCCATGTGACCCAAACCCTTGCCAAAATGACGGCATC
c vNVKGGMASU CRT CTISGHATFT FYTSGETRTC
TGTGTGAACGTGAAGGGGATGGCGAGCTGCAGGTGCATCTCTGGACATGCTTTCTTCTACACGGGGGAGCGCTGT
AV Q VHGS VL GMVIGSGTAGVTIVFTULTF
CAGGCCGTGCAGGTGCACGGCAGTGTCCTGGGCATGGTGATCGGAGGCACGGCTGGCGTGATCTTCTTGACCTTC
S I I A I L S Q R P R K -
TCCATCATCGCCATCCTTTCCCAAAGGCCAAGGAAGTGA
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