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1 Einleitung

1.1 Shedding als physiologisch wichtiges regulatorisches

Element

Fiir viele biologische Vorginge ist die Expression bestimmter Proteine auf der Zel-
loberflache von grofser Bedeutung. Einen besonderen Regulationsmechanismus stellt
hierbei die proteolytische Ektodoménenspaltung durch Proteasen, auch kurz Shedding
genannt, dar. Proteasen gehoren der Enzymklasse der Hydrolasen an, d. h. sie konnen
diese durch Addition eines Molekiils H,O an eine Peptidbindung spalten. Sie werden
daher hdufig auch einfach als Sheddasen bezeichnet. Bei der limitierten Proteolyse wer-
den somit die extrazelluliren Domédnen von Membranproteinen in eine 16sliche Form
uberfiihrt, wobei der Schnitt in der Ndhe der Zellmembran stattfindet (HOOPER, KAR-
RAN & TURNER, 1997). Dadurch wird nicht nur die Expression des Proteins auf der
Zelle reduziert, vielmehr kann das gebildete 16sliche Protein autokrine und parakrine
Prozesse auslosen (siehe Abbildung 1.1). Auf diese Weise gebildete 16sliche Zytokinre-
zeptoren wirken oftmals antagonistisch, indem sie ihren natiirlichen Liganden binden
und somit mit den membranstindigen Rezeptoren konkurrieren. Sie konnen aber auch
agonistisch wirken, wie dieses fiir den Komplex aus Interleukin-6 und dem loslichen
Interleukin-6 Rezeptor beschrieben ist (trans-signaling).

Fiir das menschliche Genom sind 566 proteolytisch aktive Enzyme vorhergesagt, Pro-
teasen machen zwischen 1% und 5% aller Gene in Eukaryoten aus. Diese Proteine
haben wichtige Funktionen in vielen physiologischen Prozessen wie z.B. bei der Blut-
gerinnung und dem Zelltod. Sie spielen ebenso entscheidende Rollen in pathophysiolo-
gischen Prozessen wie Entziindung, Tumorentstehung und verschiedenen Infektions-
krankheiten. Es wird angenommen, dass bis zu 10 % der auf der Zelloberfldche vorhan-
denen Proteine durch proteolytische Ectoménenspaltung prozessiert werden kénnen
(LEWANDROWSKI etal., 2009; FONG etal., 2011), wobei dies bislang vorwiegend fiir
Typ-1 und Typ-II Transmembranproteine sowie GPI-verankerte Proteine gezeigt wer-
den konnte.

14



1 Einleitung

Protease

s » |6slich

Substrat CTF

Abbildung 1.1: Vereinfachte schematische Darstellung der proteolytischen Ektodomanen-
spaltung. Eine membranstidndige Protease (gelb) schneidet den extrazelluldren
Teil eines Membranproteins (blau) ab, das nun als 16sliches Protein vorliegt.
Das c-terminale Fragment (CTF) verbleibt in der Zellmembran und kann wei-
ter prozessiert werden.

Das nach dem Shedding in der Membran verbleibende Fragment wird oftmals ein wei-
teres Mal proteolytisch prozessiert. Dieser als RIPping (regulierte intramembranére Pro-
teolyse) bezeichnete Vorgang fiihrt in einigen Fillen zur Freisetzung eines Fragments
in die Zelle, das im Falle von Notch-1 in den Zellkern transloziert und dort die Expres-
sion verschiedener Zielgene bewirken kann (OSWALD etal., 2001).

Zusammen genommen handelt es sich bei der limitierten Proteolyse durch Proteasen
um eine irreversible posttranslationale Proteinmodifikation, die sie in ihrer Unumkehr-
barkeit von anderen bekannten Modifikationen wie Phosphorylierung, Glykosylierung
oder Ubiquitinylierung unterscheidet. Da diesem Prozess entscheidende Bedeutung
z.B. in der Regulation des Immunsystems und in der Krebsentstehung zukommt, ist
die Untersuchung der zugrunde liegenden biochemischen Vorgiange unabdingbar.

1.2 Interleukin-6 und der Interleukin-6 Rezeptor

1.2.1 Das pleiotrope Zytokin Interleukin-6

Interleukin-6 (IL-6) wurde erstmals 1986 als antigen-unspezifischer Differenzierungs-
faktor identifiziert, der B-Zellen aktivieren und T-Zell unabhingig die Produktion von
Immunglobulinen veranlassen kann (HIRANO etal., 1986, MURAGUCHI et al., 1988). IL-
6 erfiillt jedoch dariiber hinaus eine grofie Bandbreite biologischer Funktionen, z. B.
bei Immunreaktionen (vergleiche CHALARIS etal. (2011)). Durch die Ausschiittung

15



1 Einleitung

von IL-2 und die verstdrkte Expression des Interleukin-2 Rezeptors (IL-2R) induziert
es das Wachstum von T-Zellen und die Differenzierung zu cytotoxischen T-Zellen
(OKADA etal., 1988). Zusammen mit TGFf sorgt es fiir die Differenzierung von naiven
CD4* T-Zellen zu T},17-Zellen (HIROTA, MARTIN & VELDHOEN, 2010). Auflerdem ist
IL-6 an der Differenzierung von Makrophagen (NICOLA etal., 1983), Megakaryozyten
(ISHIBASHI etal., 1989), T-Zellen (DOMINITZKI etal., 2007, ATREYA etal., 2000; OKA-
DA etal., 1988) und Neutrophilen (WALKER et al., 2008) beteiligt.

IL-6 wird von einer Vielzahl verschiedener Zelltypen sezerniert, darunter Immunzellen
wie T- und B-Zellen, Makrophagen und Monozyten, aber auch Fibroblasten, Endothel-
zellen und Adipozyten (KISHIMOTO etal., 1995). Die Expression unterliegt dabei einer
strengen Regulierung, die dazu fiihrt, dass IL-6 unter normalen, nicht-pathologischen
Bedingungen kaum detektiert werden kann. Gemeinsam mit Interleukin-1 (IL-1) und
Tumor Necrosis Factor a (TNFa) 16st IL-6 Fieber und Leukozytose aus, was zu einer
beschleunigten Elimination von Pathogenen fiihrt (CHEN etal., 2006; ROSE-JOHN &
NEURATH, 2004).

Unter pathologischen Bedingungen kann es zu einem chronisch erhéhten Serumspie-
gel von IL-6 kommen. Dieses konnte z. B. bei Patienten gezeigt werden, die an Darm-
krebs erkrankt waren (BECKER etal., 2005; CHUNG & CHANG, 2003). Auch im Tiermo-
dell konnte die entscheidende Rolle von IL-6 bei der Entstehung verschiedener Krank-
heiten durch Untersuchungen an IL-6 defizienten Madusen belegt werden. Diese sind
sowohl gegen Kollagen-induzierte Arthritis, ein Modell fiir rheumatoide Arthritis im
Menschen (ALONZI etal., 1998), als auch gegen die Ausbildung von Experimentel-
ler Autoimmun-Encephalomyelitis (EAE), einem murinen Modell Multipler Sklerose
(SAMOILOVA etal., 1998; OKUDA etal., 1998), geschiitzt.

Die Zytokine der IL-6-Familie, zu der neben IL-6 selbst auch virales IL-6, IL-11,
IL-27, Neuropoeitin, CNTF, Cardiotrophin-1, OSM, LIF und CLC gehoren, verwenden
das Glykoprotein 130 (gp130) als signaltransduzierenden Teil des Rezeptorkomplexes
(HIRANO, MATSUDA & NAKAJIMA, 1994). Sie alle haben den gleichen strukturellen
Aufbau, der aus vier langen a-Helices besteht (BRAVO & HEATH, 2000). Unterschiedlich
ist die Zusammensetzung des spezifischen Rezeptorkomplexes, in dem aber in jedem
Fall ein Molekiil gp130 vorhanden ist. Die einzige Ausnahme bildet hierbei IL-31, das
iiber den heterodimeren Rezeptorkomplex aus IL-31 Rezeptor A und OSM Rezeptor

signalisiert.
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O IL-6

PM

2p130 IL-6R gp130

Abbildung 1.2: Vereinfachte schematische Darstellung des Interleukin-6 classic-signaling.
IL-6 bindet zundchst an den membranstandigen IL-6Rx. Nach Rekrutierung
von zwei Molekiilen gp130 ist der vollstindige Rezeptorkomplex vorhanden,
der fiir die Signaltransduktion in die Zelle verantwortlich ist. Abbildung modi-
fiziert nach CHALARIS etal. (2011).

1.2.2 Signaltransduktion und struktureller Aufbau des Interleukin-6
Rezeptors

Die Interleukin-6-vermittelte Signaltransduktion kommt durch den IL-6 bindenden
Interleukin-6 Rezeptor «a (IL-6R, CD126, gp80), ein 80 kDa grofies Glykoprotein (Typ-I-
Transmembranprotein) zustande. Nach Bindung des Zytokins werden zwei Molekiile
des signaltransduzierenden Glykoproteins gp130 (CD130) rekrutiert, das auf allen Zel-
len exprimiert wird. Der IL-6R wird nur von wenigen Zellenarten exprimiert. Hierzu
zdhlen Hepatozyten, Monozyten, Makrophagen, Neutrophile, B-Zellen und einige T-
Zell-Subpopulationen (OBERG et al., 2006; ROSE-JOHN etal., 2006; SCHELLER & ROSE-
JOHN, 2006). Die Entscheidung, ob eine Zelle responsiv fiir IL-6 ist, wird somit durch
die Expression des membranstandigen IL-6R determiniert. Zellen, die nur gp130, aber
keinen IL-6R exprimieren, sind nicht in der Lage, auf IL-6 allein zu reagieren (siehe Ab-
bildung 1.2).

Der extrazelluldre Teil des IL-6R besteht aus einer Immunglobulin-dhnlichen Do-
méine und zwei modifizierten Fibronectin-Typ III-Doménen. Sie bilden gemeinsam
das cytokine binding module (CBM) und besitzen neben dem Zytokin-Bindemotiv
(W-5-X-5-W) vier konservierte Cysteine (SPRECHER etal. (1998), siehe auch Abbil-
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1 Einleitung

dung 1.4). Aus der Kristallstruktur (BOULANGER etal., 2003) ergibt sich ein hexamerer
Komplex der Zusammensetzung (IL-6/IL-6Ra /gp130),. Die Bindung von IL-6 erfolgt
hierbei durch drei konservierte Epitope (sites I, II und III), wobei site I an die Doma-
nen D2 und D3 des IL-6Ra bindet. Nur dieser heterodimere Komplex aus IL-6 und IL-
6Ra ist in der Lage, die Rekrutierung von zwei Molekiilen gp130 auszuldsen. Hierbei
kommt es zu Interaktionen durch site II und site III mit gp130 (WIESINGER et al., 2009).
Auf das CBM folgen im IL-6R ein langer, flexibler Stalk-Bereich, eine Transmembran-
doméne und eine intrazelluldre Doméne (ICD). Die ICD ist an der Signaltransduktion
nicht beteiligt, da sie tiber die beiden Molekiile gp130 ablduft. Die genaue Funktion der
ICD ist noch nicht bekannt, es konnten jedoch zwei Motive identifiziert werden, die
tir die basolaterale Sortierung in polarisierten Zellen essentiell sind (MARTENS etal.,
2000).

Die nach der IL-6-Bindung erfolgte Dimerisierung von gp130 sorgt fiir Aktivierung von
Rezeptor-assoziierten Tyrosinkinasen, die zur Familie der Janus Kinasen (JAK) geho-
ren, und durch Phosphorylierung aktiviert werden (GUSCHIN etal., 1995). In der cyto-
plasmatischen Doméne von gp130 befinden sich sechs Tyrosine, von denen fiinf durch
JAKs phosphoryliert werden konnen. Entscheidend sind hierbei die vier distalen Tyro-
sine, deren Aktivierung zur Rekrutierung und Aktivierung von STAT-Proteinen fiihrt
(Signal Transducer and Activator of Transcription) (GERHARTZ etal., 1996). Nach Bin-
dung von IL-6 kommt es zu einer Aktivierung von STAT3 und STAT1 (ZHONG, WEN
& DARNELL, 1994; HEINRICH etal., 1998), die dabei selbst phosphoryliert werden,
Homo- und Heterodimere bilden und in den Zellkern translozieren. Dort binden sie an
spezifische DNA-Bindungsstellen in den Promotoren ihrer Zielgene (SEKIMOTO etal.,
1997). Beschrieben ist dies z.B. fiir Akut-Phase-Proteine wie das C-reaktive Protein
(WEGENKA etal.,, 1993) oder das Lipopolysaccharid-Binde-Protein (SCHUMANN etal.,,
1996), aber auch fiir Transkriptionsfaktoren wie c-myc (KIUCHI etal., 1999).

Die durch IL-6 ausgeloste Aktivierung der STAT-Proteine ist nur transient, da sie durch
verschiedene Mechanismen wieder inaktiviert werden kann. Die verschiedenen Wege,
die teilweise nebeneinander ablaufen, stellen dabei einen wichtigen Regulationsmecha-
nismus dar, um eine dauerhafte Aktivierung des Systems zu verhindern. Ein Beispiel
hierfiir sind die SOCS-Proteine (Suppressor Of Cytokine Signalling) (YOSHIMURA, NA-
KA & KUBO, 2007), die Teil eines negativen Feedback-Loops sind. Ihre Expression kann
direkt durch IL-6 induziert werden. Sie interagieren dabei direkt mit den JAKSs, was
die Tyrosin-Phosphorylierung von gp130 und STAT3 effektiv unterbindet (STARR etal.,
1997, ENDO etal., 1997). PIAS3 (Protein Inhibitor of Activated STAT3) stellt ein an-
deres regulatorisches Protein dar, das an phosohoryliertes STAT3 binden kann und
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sowohl dessen Bindung an die DNA als auch die Expression der Zielgene verhindert
(CHUNG etal., 1997).

Neben der transienten Aktivierung des JAK-STAT-Signalwegs ist mittlerweile auch
beschrieben, dass es durch Uberexpression des Sphingosine-1-phosphat Rezeptors 1
(51PR1) in Tumoren zu einer konstanten Aktivierung von STAT3 kommen kann. Auch
hier scheint IL-6 eine zentrale Rolle zu spielen (LEE etal., 2010).

1.2.3 Entstehung des I6slichen Interleukin-6 Rezeptors

Aufler der membranstindigen Form des IL-6R, deren Aufbau und Funktion im vor-
herigen Abschnitt beschrieben wurde, existieren zwei 16sliche Isoformen. Beiden ist
gemein, dass ihnen die Transmembran- und die cytoplasmatische Doméne fehlen, ge-
bildet werden die beiden Isoformen jedoch durch unterschiedliche Prozesse (ROSE-
JOHN etal. (1995), siehe unten). Im Plasma gesunder Erwachsener findet sich 16slicher
IL-6R (sIL-6R) in Konzentrationen von 25-35ng/ml (HONDA etal., 1992). Der 16sliche
Rezeptor bindet seinen Liganden IL-6 mit der gleichen Affinitit wie der membrange-
bundene Rezeptor (MULLER-NEWEN etal., 1996; YASUKAWA etal., 1992). Eine Beson-
derheit ist die Tatsache, dass der so gebildete Komplex aus IL-6/sIL-6R agonistisch auf
Zellen wirkt, die nur gp130, aber keinen membranstidndigen IL-6R exprimieren. Dieser
Prozess wird trans-signaling genannt, wahrend die IL-6 vermittelte Signaltransdukti-
on iiber den membrangebundenen IL-6R als classic-signaling bezeichnet wird (PETERS,
MULLER & ROSE-JOHN, 1998; ROSE-JOHN & HEINRICH, 1994). Mittels trans-signaling
konnen somit prinzipiell alle Zellen aktiviert werden, wahrend classic-signaling auf die
wenigen Zelltypen beschriankt ist, die den IL-6R exprimieren. Auch fiir andere Zytokine
sind 16sliche Rezeptoren beschrieben, wie z. B. fiir Interleukin-1 (IL-1); sie wirken aller-
dings antagonistisch, d. h. sie inhibieren den eigentlichen Effekt ihrer Zytokine (ROSE-
JOHN & HEINRICH, 1994).

Die beiden unterschiedlichen Wege, die zur Generierung von loslichem IL-6R fiih-
ren, sind alternatives Splicen und Ektodoméanen-Shedding. Das alternative Splicing
der mRNA fiihrt durch Auslassung des fiir die Transmembrandoméne kodierenden
Exons zu einer Verschiebung des Leserahmens und dadurch zu einem verdnderten
C-terminalen Ende der Aminosduresequenz (GSRRRGSCGL). Einen Einfluss auf die
biologische Aktivitédt scheint diese geringe Varianz der Sequenz jedoch nicht zu haben
(HORIUCHI etal., 1994). Losliche Rezeptoren, die durch alternatives Splicing entste-
hen, sind auch fiir andere Zytokine beschrieben, wie z. B. LIF oder CNTF (ROSE-JOHN
& HEINRICH, 1994). LIF-Rezeptor findet sich in einer Konzentration von 10ng/ml
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im menschlichen Plasma. Auch die signaltransduzierende Untereinheit des IL-6R-
Komplexes, gp130, exisitiert in einer l6slichen Form (sgp130). Sie entsteht ebenfalls
durch alternatives Splicing, nicht aber durch limitierte Proteolyse (MULLBERG etal.,
1993a).

sIL-6R O ||.-5/S||.-6R
IL-6 Komplex

. —
N
/ A o 4 sgp130Fc

PM

alternatives

Splicin
IL-6R P &

Abbildung 1.3: Vereinfachte schematische Darstellung des IL-6 trans-signaling. Hierbei bin-
det IL-6 an den 16slichen IL-6R, der entweder durch Ektodomé&nen-Shedding,
z.B. durch ADAM17, oder durch alternatives Splicing entsteht. Der entstande-
ne Komplex aus IL-6 und sIL-6R kann nun Zellen stimulieren, die selbst kei-
nen membrangebundenen IL-6R exprimieren oder Zellen, die den IL-6R bereits
geshedded haben und/oder ihn selbst exprimieren. Das IL-6 trans-signaling
kann spezifisch durch das Protein sgp130Fc inhibiert werden. Auf das classic-
signaling hat es keinen Einfluss. Abbildung aus CHALARIS etal. (2011).

sgp130 kann in Konzentrationen von 100-400 ng/ml im menschlichen Plasma detek-
tiert werden (MONTERO-JULIAN, 2001) und wird als natiirlicher Inhibitor des IL6/IL-
6Ra vermittelten IL-6 trans-signalings angesehen (JOSTOCK etal., 2001; MULLER-
NEWEN etal., 1998; NARAZAKI etal., 1993). Durch diesen Befund konnte ein Designer-
protein namens sgp130Fc entwickelt werden, das den kompletten extrazelluldren Teil
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von gp130 fusioniert mit der Fc-Region eines humanen IgG1 enthilt. Durch die Dime-
risierung ist es zehnfach effizienter darin, IL-6 trans-signaling zu blockieren, als es das
monomere sgp130 wire (ATREYA etal., 2000; JOSTOCK etal., 2001). IL-6 classic-signaling
wird durch sgp130Fc nicht inhibiert (siehe Abbildung 1.3). Einen weiteren natiirlichen
Inhibitor stellt gp130-RAPS dar, eine verkiirzte Form von gp130 mit einem Molekular-
gewicht von 50 kDa. Sie entsteht ebenfalls durch alternatives Splicen der gp130 mRNA
und weist eine verdnderte Aminosduresequenz des C-terminalen Endes auf (NIASF).
In Patienten, die an rheumatoider Arthritis erkrankt sind, wurden Autoantikorper ge-
gen gp130-RAPS gefunden (TANAKA etal., 2000).

Auch der zweite Weg, das Ektodoménen-Shedding des membrangebundenen Rezep-
tors, fithrt zu einer 16slichen Form des Rezeptors. Der proteolytische Schnitt erfolgt
hierbei in der unmittelbaren Ndhe der Plasmamembran (MULLBERG etal., 1992, MULL-
BERG etal., 1993b) und es bleibt ein C-terminales Fragment (CTF) zurtick. Es wird im
Anschluss weiter vom 7y-Sekretase-Komplex prozessiert, der einen weiteren proteoly-
tischen Schnitt innerhalb der Plasmamembran ausfiihrt. Im Gegensatz zu z. B. Notch,
bei dem das CTF anschlieffend in den Zellkern migriert, um dort die Transkription ver-
schiedener Zielgene zu aktivieren (OSWALD etal., 2001), konnte dem CTF des IL-6R
noch keine biologische Funktion zugewiesen werden (CHALARIS etal. (2010b)). Ge-
zeigt werden konnte die limitierte Proteolyse des IL-6R bislang durch die Metallopro-
teasen ADAM10 (MATTHEWS etal., 2003) und ADAM17 (ALTHOFF etal., 2000) (sie-
he Abschnitt 1.3). Es wird angenommen, dass ADAMI0 fiir das konstitutive Shed-
ding verantwortlich ist, wahrend ADAM17 nach Stimulation den IL-6R prozessiert
(MATTHEWS etal., 2003). Auch viele andere Transmembranproteine werden durch li-
mitierte Proteolyse in ihre l6sliche Form tiberfiihrt; eine Ubersicht der Substrate findet
sich in den Abschnitten 7.3 (ADAM10) und 7.4 (ADAM17).

Neben den schon genannten membrangebundenen ADAM-Proteasen kann der IL-6R
auch von 16slichen Proteasen, die von Bakterien sezerniert werden, prozessiert werden.
Die Serratia marcscens Metalloprotease (SMP) ist in der Lage, sIL-6R von humanen Mo-
nozyten freizusetzen. Die bakterielle Protease verwendet hierfiir eine andere Schnitt-
stelle, als es ADAM17 tut (VOLLMER etal., 1996), sie wurde aber noch nicht genauer
charakterisiert. Es konnte aufserdem gezeigt werden, dass aktivierte Neutrophile grofse
Mengen der Serin-Protease Cathepsin G freisetzen, die daraufhin IL-6R shedden kann
(BANK etal., 1999). Loslicher IL-6R entsteht auch durch Behandlung der Osteoblasten-
dhnlichen Zelllinie MG63 mit TNFx und IL-18 (FRANCHIMONT etal., 2005), was nahe-
legt, dass dieser Stimulus auch in vivo an der Entstehung des Serumspiegels von sIL-6R
beteiligt ist. Ein weiterer natiirlicher Stimulus, der zur Entstehung des shIL-6R in vivo
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fihrt, ist Apoptose. Bei dieser Form der programmierten Zelltodes kommt es zur Ak-
tivierung von ADAM17 (siehe Abschnitt 1.3.2), die anschlieffend den humanen IL-6R
shedded (CHALARIS etal., 2007).

1.3 Die Familie der ADAM-Proteasen

Die ADAM-Proteasen (A Disintegrin And Metalloprotease) gehoren zur Superfami-
lie der Zink-abhdngigen Proteasen, die auch als Metzinkine bezeichnet werden. Die
Metzinkine werden anhand von Sequenzenhomologien und verschiedener strukturel-
ler Gemeinsamkeiten wiederum in vier Unterfamilien eingeteilt: Die Adamalysine, zu
denen neben den ADAMs die Schlangengift-Metalloproteinasen (SVMPs) gehoren, die
Astacine, die Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) und die Serralysine (bakterielle Pro-
teasen) (STOCKER etal., 1995). SVMPs und ADAM-Proteasen weisen eine grofle Se-
quenzhomologie zueinander auf (BLOBEL, 1997).

Die ADAMs sind glykosylierte Typ-I Transmembranproteine mit einer durch-
schnittlichen Grofse von rund 750 Aminosduren, die aus verschiedenen Domi-
nen aufgebaut sind: Einem N-terminalen Signalpeptid folgen eine Prodoméne,
eine katalytische/Metalloproteinase-Domaéne, eine Disintegrin-Doméne, eine EGF-
dhnliche/Cystein-reiche Doméne, eine einzelne Transmembrandoméne sowie eine in-
trazelluldare Domaéne (siehe Abbildung 1.4). Die Prodomé&ne weist inhibitorische Funk-
tionen auf (MOss etal., 2007; GONZALES, GALLI & MILLA, 2008) und wird im Ver-
lauf des sekretorischen Pathways auf dem Weg an die Zelloberfliche von intra-
zelluldren Pro-Protein Konvertasen, wahrscheinlich Furin-Proteinasen, abgeschnitten
(ENDRES etal., 2003; SEALS & COURTNEIDGE, 2003). Ihr wird aufferdem eine Rolle
als intramolekulares Chaperon zugeschrieben, das fiir die korrekte Proteinfaltung zu-
standig ist (ROGHANTI etal., 1999). Bei einigen Vertretern der ADAM-Proteinfamilie
konnte gezeigt werden, dass die Disintegrin-Doméne mit Integrinen interagiert und
dadurch Zelladhasion sowie Zell-Zell-Kontakte beeinflusst (EDWARDS, HANDSLEY &
PENNINGTON, 2008). Auflerdem wird eine Rolle der Disintegrin- und/oder der EGF-
dhnliche Doméne bei der Substraterkennung angenommen, da keine Konsensusse-
quenz in den Substraten auszumachen ist (CAESCU, JESCHKE & TURK, 2009). Die-
ses wird durch Untersuchungen von Antikorpern gestiitzt, die gegen Substrate von
ADAM17 gerichtet sind und das Shedding durch ADAM17 inhibieren kénnen. Deren
Epitope liegen in Bereichen, die von der Schnittstelle weit entfernt sind und es somit
wahrscheinlich machen, dass die dreidimensionale Struktur des Substrats wichtig fiir
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die Erkennung durch die Protease ist (HANSEN etal., 2004).
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Abbildung 1.4: Vereinfachte schematische Darstellung von gp130, ADAM10/17 und dem IL-

6R. gp130 (dargestellt in griin) besteht aus einer Ig-dhnlichen Domane (Ig), den
Cytokine Binding Modules (CBM), den Fibronectin Typ-IlI-dhnlichen (FN III)
Doménen, einem Stalk (S), einer Transmembran- (TM) und einer intrazellula-
ren Domane (ICD). ADAM10/17 besteht aus einer katalytischen Doméne (CD),
einer Desintegrin-Doméne (DD) einer EGF-dhnlichen (ED) Doméne, ebenfalls
gefolgt von Transmembran- (TD) und einer intrazelluliren Doméne (CD). Der
IL-6R, in blau dargestellt, setzt sich aus einer Ig-dhnlichen (Ig) Doméne, den
Cytokine Binding Modules (CBM), dem Stalk (S) und der Transmembran- (TM)
sowie der intrazelluldren (ICD) Doméne zusammen. Die roten Pfeile stellen die
Schnittstellen fiir ADAM10/17 sowie die abweichende Schnittstelle der Serratia
marcscens Metalloprotease (SMP) dar.

Von den 21 identifizierten humanen Vertretern konnte nur fiir 13 eine tatsidchliche Pro-

teaseaktivitdt gezeigt oder vorhergesagt werden. Determiniert wird die proteolytische
Aktivitat durch das konservierte Motiv HEXXHXXGXXH in der katalytischen Doméane
(BODE, GOMIS-RUTH & STOCKLER, 1993), wobei die drei Histidine und ein Wassermo-
lekiil fiir die Koordination des notwendigen Zinkions im katalytischen Zentrums des

Enzyms zustdndig sind (STOCKER etal., 1995). Inhibiert werden konnen die Proteasen

vollstandig und selektiv durch chemische Molekiile, die auf Hydroxamat-Basis synthe-
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tisiert worden sind (LUDWIG etal., 2005).

Fiir viele bislang beschriebene proteolytische Prozesse sind ADAM10 und ADAM17
verantwortlich (EDWARDS, HANDSLEY & PENNINGTON, 2008). Auf sie wird in den
beiden folgenden Unterpunkten ndher eingegangen.

1.3.1 ADAM10

Die Metalloprotease ADAM10 wurde zuerst 1996 als Protein in Drosophila beschrie-
ben, das essentiell fiir die Entwicklung von neuronalen und nicht-neuronalen Zellen im
zentralen und peripheren Nervensystem ist. Es wurde zunéchst als Kuzbanian bezeich-
net (ROOKE etal., 1996). Wahrend viele ADAM-Proteasen nur in bestimmten Gewe-
ben, wie z. B. den Keimdriisen, vorkommen, ist ADAM10 ubiquitadr exprimiert (SEALS
& COURTNEIDGE, 2003). Ein vollstandiger Knockout von ADAMI10 in der Maus fiihrt
zum Tode wahrend der Embryonalentwicklung an Tag E9.5 (HARTMANN etal., 2002).
Die Anzahl der Substrate, die von ADAMI10 umgesetzt werden, ist mittlerweile auf
tiber 40 angewachsen. Eine Ubersicht findet sich in Abschnitt 7.3. Der Nachweis einer
Relevanz in vivo fiir die Spaltung der meisten beschriebenen Substrate steht noch aus.
Der grundsitzliche Aufbau der Protease entspricht dem unter Abschnitt 1.3 beschrie-
benen. Fiir die cytoplasmatische Doméne sind verschiedene Interaktionspartner be-
schrieben, darunter Evel (TANAKA etal., 2004) und SAP97 (MARCELLO etal., 2007).
Auch gibt es in der intrazelluldren Doméne ein Motiv, das fiir die korrekte basolatera-
le Sortierung zustandig ist (WILD-BODE etal., 2006). Ein Motiv, das fiir das Verlassen
des Endoplasmatischen Retikulums wichtig ist, konnte ebenfalls identifiziert werden
(MARCELLO etal., 2010).

Interessanterweise kann ADAM10 selbst durch Proteasen prozessiert werden. Der ex-
trazelluldre Bereich kann dabei sowohl durch ADAMS9 als auch durch ADAM15 frei-
gesetzt werden, das CTF wird anschlieffend durch die y-Secretase weiter proteolytisch
gespalten, was zur Entstehung eines ICD fiihrt (TOUSSEYN etal., 2009). Als ein wich-
tiger Regulationsmechanismus von ADAM10 wird die Lokalisation in Membranberei-
chen angesehen, die reich an Tetraspaninen sind, insbesondere CD9, CD81 und CD82.
Dieses fiihrt zu einem erhdhten Shedding von Substraten wie TNFa und verschiedener
Liganden des EGF-Rezeptors (ARDUISE etal., 2008).

Die Bindung bestimmter Liganden an G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCR) fiihrt
zur Proteolyse von Liganden des EGF-Rezeptors durch ADAMI10, was eine Transak-
tivierung von EGF-Rezeptoren auf benachbarten Zellen auslost (YAN, SHIRAKABE &
WERB, 2002). Hierbei kommt es in der Folge zu einer Aktivierung von Ras und ERK.
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Ein wichtiger Stimulus, der zur Aktivierung von ADAMI0 fiihrt, ist die Erhohung
der intrazelluliren Konzentration von Ca?*-lonen. Dieses kann in Zellkultur-Assays
durch den Ionophor Ionomycin erreicht werden, der in vielen Studien eingesetzt wird
(HUNDHAUSEN etal., 2007). Allerdings stellt es keinen ausschliefdlichen Aktivator von
ADAMI0 dar, da zumindest in ADAM10-defizienten murinen embryonalen Fibroblas-
ten (MEFs) auch ADAM17 mittels Ionomycin aktiviert werden konnte (LE GALL etal.,
2009), wiahrend der Phorbolester PMA ausschliefSlich ADAM17 aktiviert und keine
Kreuzreaktivitit zu ADAMI10 bekannt ist (siehe Abschnitt 1.3.2). ADAM10 gilt eher als
konstitutiv aktive Protease, wahrend man annimmt, dass ADAM17 hiufig erst nach
Induktion durch verschiedene Stimuli aktiv ist (MARETZKY etal., 2005b).

Natiirliche Inhibitoren von ADAMIO0 stellen die Proteine TIMP-1 und TIMP-3 dar
(AMOUR etal., 2000).

1.3.2 ADAM17

Die Metalloprotease ADAM17 wird auch als TACE (Tumor Necrosis Factor-a Conver-
ting Enzyme) bezeichnet, da sie zuerst 1997 als das Enzym beschrieben wurde, wel-
ches in der Lage ist, membran-gebundenes TNFx in seine 16sliche Form zu tiberfiihren
(Moss etal., 1997; BLACK etal., 1997). Mittlerweile ist die Liste der Substrate auf iiber
70 angewachsen, eine Ubersicht findet sich in Abschnitt 7.4. Die grole Zahl an Sub-
straten unterstreicht die enorme physiologische Bedeutung, die ADAM17 zukommt.
Allerdings wurde die iiberwiegende Menge der Daten in Zellkulturexperimenten ge-
wonnen und es ist unklar, welche Rolle diese Substrate tatsachlich in vivo spielen.

ADAM17 wird in praktisch allen Zellen und Geweben exprimiert. Die fundamentale
Bedeutung von ADAM17 zeigt sich an der Tatsache, dass Mduse, bei denen das Gen
fiir ADAM17 deletiert ist, schon vor der Geburt sterben (PESCHON etal., 1998). Mitt-
lerweile wurden jedoch Méuse erzeugt, die in allen Geweben nur rund 5% ADAM17
exprimieren und lebensfahig sind, so dass sich die Rolle von ADAM17 nun auch in vivo
in der Maus untersuchen lisst (CHALARIS etal., 2010a). Uber die physiologischen Me-
chanismen, die zur Aktivierung von ADAM1Y fiihren, ist noch sehr wenig bekannt. Mit
Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) gibt es einen starken, nicht-physiologischen Ak-
tivator der Proteinkinase C (PKC), der zum Shedding von ADAM17-Substraten fiihrt.
Die cytoplasmatische Domédne von ADAM17 enthilt putative Phosphorylierungsstel-
len fiir p38 MAPK und PKC (GECHTMAN etal., 1999; DiAZ-RODRIGUEZ etal., 1999),
was die Moglichkeit fiir Regulationsmechanismen bietet. Allerdings gibt es Untersu-
chungen, die zeigen, dass ein ADAM17-Konstrukt, bei dem die komplette intrazellu-
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lare Doméne fehlt, ebenso wie das komplette ADAM17 durch PMA zum Shedding
seiner Substrate angeregt werden kann, die cytoplasmatische Domé&ne somit fiir das
PMA-induzierte Shedding nicht benétigt wird (REDDY et al., 2000; LE GALL etal., 2010).
Das gleiche wurde fiir die intrazelluldre Doméne des IL-6R gezeigt (MULLBERG etal.,
1994). Dieses legt nahe, dass die Aktivierung von ADAM17 auch unabhédngig von in-
trazelluldren Signalwegen erfolgen kann. Unterstiitzt wird dies durch eine Untersu-
chung, die zeigt, dass PMA das Shedding von ADAM17 durch Inaktivierung extra-
zellularer Protein-Disulfid-Isomerasen (PDIs) aktiviert (WILLEMS etal., 2010). Es wird
spekuliert, dass PMA die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) auslost und die-
ses den Redox-Status der Zellen dndert, was zur Inaktivierung der PDIs und einer ak-
tiven Konformation von ADAM17 durch Anderungen der Disulfidbriicken und zur
Bewegung von ADAM17 und seinen Substraten innerhalb der Plasmamembran fiihrt.
ADAM17 befindet sich innerhalb der Membran in lipid rafts (TELLIER etal., 2006), d. h.
in Bereichen der Zellmembran, die besonders reich an Cholesterol sind (LINGWOOD &
SIMONS, 2010). IThre Auflosung durch Depletion von Cholesterol fithrt zur Aktivierung
des ADAM17-mediierten Sheddings (MATTHEWS etal., 2003).

Nach der Aktivierung der PKC fiihren Phorbolester zur Phosphorylierung von ERK.
Durch die Blockade von PKC und/oder ERK konnte das ADAM17-vermittelte Shed-
ding inhibiert werden (XU & DERYNCK, 2010), was wiederum fiir die Beteiligung intra-
zelluldrer Signalwege spricht. Zudem ist der grofste Teil des endogenen ADAM17 intra-
zellular gespeichert und wird erst nach Phosphorylierung an Thr”*> an die Zelloberfla-
che gebracht (SOOND etal., 2005). Hierzu passt eine Untersuchung, wonach das Anti-
biotikum Anisomycin, das die Proteinsynthese hemmen und Stress-induzierte Kinasen
stimulieren kann, die p38 MAPK aktivieren und diese ADAM17 an Thr”3®> phospho-
rylieren kann (XU & DERYNCK, 2010). Dieses fiithrt zum Shedding von TGF« und an-
schlieBender Aktivierung des EGF-Rezeptors. Eine ADAM17-Mutante, bei der Thr”°
durch Alanin ausgetauscht war, konnte nicht durch p38 MAPK aktiviert werden, wih-
rend PMA-induziertes Shedding nicht betroffen war. Die Stimulation der p38 MAPK
fiihrte aufierdem zu einer erhchten Expression von ADAM17 an der Plasmamembran,
unabhéngig von der katalytischen Aktivitdt (XU & DERYNCK, 2010).

Shedding des TNFR1 durch ADAM17 erfolgte aufierdem nach Aktivierung von Toll-
Like Rezeptor 3 (TLR3), wobei sowohl Caspase-vermittelte Apoptose als auch die
Produktion von ROS durch das NADPH-Oxidase-Analogon DUOX2 beteiligt war
(YU etal., 2011). Interessanterweise waren hierbei weder p38 MAPK noch ERK betei-
ligt, was auf einen neuen Weg der Aktivierung von ADAM17 schliefsen ldsst. Es konnte
schon vorher gezeigt werden, dass Apoptose Shedding von L-Selectin (WANG etal.,
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2010) und dem humanen IL-6R (CHALARIS etal., 2007) durch ADAM17 auslost. Letzte-
res war ebenfalls unabhédngig von der Aktivierung von ERK, PKC und p38 MAPK. Be-
schrieben ist ebenso durch TLRs ausgelostes Shedding von L-Selectin (MORRISON etal.,
2010). Die Aktivierung von purinergen Rezeptoren durch extrazelluldres ATP fiihrt so-
wohl zu Apoptose als auch zur Aktivierung von DUOX (YU etal., 2011; BOOTS etal.,
2009). Auch Shedding von verschiedenen Substraten nach Stimulation des purinergen
Rezeptors P2X7 ist beschrieben (siehe Abschnitt 1.4).

Einen nattirlichen Inhibitor von ADAM17 stellt das Protein TIMP-3 (AMOUR etal.,
1998) dar.

1.3.3 Substratspektrum von ADAM10 und ADAM17

ADAM17 ‘) ADAM10

Abbildung 1.5: Substratspektrum von ADAM17 und ADAM10. Fiir ADAM17 sind bisher 75
Substrate beschrieben (linker, nicht-ausgefiillter Kreis), fiir ADAM10 48 Sub-
strate (rechts, dunkelgrauer Kreis). 23 Substrate werden von beiden Metallo-
proteasen prozessiert (hellgrauer Uberlappungsbereich).

Zum Zeitpunkt dieser Arbeit sind fiir die Metalloprotease ADAM10 48 Substrate be-
schrieben, fiir ADAM17 sind es 75 Substrate (fiir eine vollstindige Liste siehe die
Abschnitte 7.3 und 7.4 im Anhang). Neben Adhésionsmolekiilen machen den grof3-
ten Teil der Substrate beider Proteasen Zytokine/Wachstumsfaktoren und Rezeptoren
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aus. Auffillig ist, dass es einen groSen Uberlappungsbereich im Substratspektrum gibt,
d.h. 23 Substrate werden von beiden Proteasen gleichermaflen prozessiert (siehe Abbil-
dung 1.5). Allerdings ist bei vielen Proteinen, die als Substrat nur einer der beiden Pro-
teasen beschrieben worden sind, nicht gezeigt, dass sie von der jeweils anderen nicht
auch prozessiert werden. Es kann daher davon ausgegangen werden, dass der Uber-
lappungsbereich im Substratspektrum noch weitaus grofSer ist, als bisher beschrieben.

1.4 Der P2X7 Rezeptor

Alle Zellen exprimieren Rezeptoren, die extrazelluldre Nukleotide binden konnen. Die
unter dem Namen P2-Rezeptoren zusammengefassten 15 Proteine werden dabei in
zwei Unterfamilien eingeteilt, die G-Protein-gekoppelten P2Y-Rezeptoren und die P2X-
Rezeptoren. Letztere stellen ATP-abhédngige nicht-selektive Ionenkanile dar, die durch-
lassig fiir Na*, K* und Ca?* sind. Allen sieben Mitgliedern der P2X-Rezeptorfamilie ist
der gleiche strukturelle Aufbau gemein, bestehend aus zwei Transmembrandoménen,
zwischen denen ein grofser extrazelluldrer Loop spannt, der zehn Cysteine und Glyko-
sylierungsstellen enthélt. N- und C-Terminus befinden sich im Cytoplasma der Zelle
(siehe Abbildung 1.6) (SKAPER, DEBETTO & GIUSTI, 2010).

P2X7

CaZ*, Na*

P2X7

PM
Kationenkanal

NH, COOH K

Abbildung 1.6: Schematische Topologie des P2X7-Rezeptors. Auf der linken Seite einzelner
Rezeptor, bestehend aus zwei Transmembran-Doménen und einem grofien ex-
trazelluldren Loop. Sowohl N- als auch C-Terminus befinden sich im Cytoplas-
ma. Auf der rechten Seite ein Kationenkanal, gebildet aus einem P2X7-Trimer,
der fiir den Einstrom von Ca®*-Ionen in die Zelle sorgt.

Abbildung modifiziert nach GARCIA-MARCOS et al. (2006).
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Bei der Funktion nimmt der P2X7-Rezeptor eine Sonderstellung ein. Nach Aktivierung
durch ATP bildet der P2X7-Rezeptor eine Pore in der Plasmamembran aus. Neben den
tiblichen Ionen ist die Zelle auf diese Weise in der Lage, auch grofie hydrophile Stoffe
(bis 900 Da) aufzunehmen (NORTH, 2002). Es wird angenommen, dass fiir die Aus-
bildung der Pore drei Rezeptoren bendtigt werden. Durch Aktivierung verschiedener
Signalwege wie Phospholipase A,, Mitogen-aktivierter Proteinkinase (MAPK), Extra-
cellular signal-regulated kinases (ERK1/2) und von NF-«B (AGA etal., 2002; POTUCEK,
CRAIN & WATTERS, 2006) stellt der P2X7-Rezeptor einen wichtigen Faktor dar, der es
der Zelle ermoglicht, in vielfdltiger Weise auf externe Stimuli zu reagieren.
P2X7-Rezeptoren werden auf einer Vielzahl von Zellen des hamatopoetischen Systems
exprimiert, wie z. B. Mastzellen, Erythrozyten, Monozyten, dendritische Zellen sowie
B- und T-Lymphozyten (SKAPER, DEBETTO & GIUSTI, 2010). Im zentralen Nervensys-
tem finden sich funktionale Rezeptoren sowohl auf Microglia und Schwannschen Zel-
len als auch auf Astrozyten (COLLO etal., 1997; FERRARI etal., 1996; SIM etal., 2004).
Laut SKAPER, DEBETTO & GIUSTI (2010) ist die am besten charakterisierte Funktion
des P2X7-Rezeptors ist seine Rolle bei der Freisetzung von Interleukin-18 von Lipo-
polysaccharid (LPS)-behandelten Makrophagen (FERRARI etal., 1997a; FERRARI etal.,
1997b). In Makrophagen aus P2X7-defizienten Mausen fehlte diese Funktion vollig
(SOLLE etal., 2001).

Der einzige bislang bekannte physiologische Aktivator des P2X7-Rezeptors ist ATP
(CHAKFE etal., 2002). Diese Aktivierung spielt unter normalen Bedingungen keine Rol-
le, da extrazelluldres ATP nur in sehr geringen Konzentrationen vorkommt. Hingegen
sind u. a. aktivierte Immunzellen (FILIPPINI etal., 1990), Makrophagen (SIKORA etal.,
1999) und sterbende Zellen (DUBYAK & EL-MOATASSIM, 1993) in der Lage, grofse ATP-
Konzentrationen in den extrazelluldren Bereich abzugeben (SKAPER, DEBETTO & GI-
USTI, 2010). Zudem sind ATP-Konzentrationen auflerhalb von Zellen bei Entziindungs-
reaktionen signifikant erhoht (LAZAROWSKI, BOUCHER & HARDEN, 2000). Auch pro-
entziindliche Zytokine wie Interleukin-6 sind in der Lage, die Expression des P2X7-
Rezeptors und damit die Empfindlichkeit gegentiber extrazelluldirem ATP zu erhohen
(HUMPHREYS & DUBYAK, 1998; NARCISSE etal., 2005).

Der P2X7-Rezeptor wird auch als Sensor verstanden, iiber den z. B. der Untergang gro-
Berer Zellpopulationen wahrgenommen werden kann (SKAPER, DEBETTO & GIUSTI,
2010). Fiir diese Annahme sprechen sowohl die zelluldre Verbreitung als auch die Tatsa-
che, dass grofie Mengen ATP zu seiner Aktivierung erforderlich sind. Seine Beteiligung
an vielen Erkrankungen wie sensorischen Neuropathien (SPERLAGH etal., 2006), Mul-
tipler Sklerose (WITTING etal., 2006) und Rheumatoider Arthritis (LABASI etal., 2002)
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lasst den P2X7-Rezeptor als lohnendes therapeutisches Ziel erscheinen, fiir das momen-
tan an selektiven Inhibitoren geforscht wird (DONNELLY-ROBERTS etal., 2009; HONO-
RE etal., 2009).

Bisher konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung des P2X7-Rezeptors zum
Ektodoménen-Shedding von CD21 (SENGSTAKE, BONEBERG & ILLGES, 2006),
CD23 (GU, BENDALL & WILEY, 1998; SLUYTER & WILEY, 2002; FARRELL etal., 2010),
CD27 (MOON et al., 2006) und L-Selectin/CD®62L (GU, BENDALL & WILEY, 1998; SENG-
STAKE, BONEBERG & ILLGES, 2006; SCHEUPLEIN etal., 2009) sowie zur Prozessierung
des Amyloid Precursor Proteins (APP) (DELARASSE etal., 2011) fiihrt.

1.5 Die Proteinfamilie der p38 MAPK

Die verschiedenen Signalwege, an denen Mitglieder der Proteinfamilie der p38 MAPK
(Mitogen-Activated Protein Kinase) beteiligt sind, stellen fiir die Zelle ein wichtiges Werk-
zeug dar, um auf eine Vielzahl verschiedener externer Stimuli addquat zu reagie-
ren (CUADRADO & NEBREDA, 2010). Ein wichtiger Aktivator dieser Signalwege ist
Zellstress, sie spielen aber auch wichtige Rollen im Rahmen von Immunantworten
(NEBREDA & PORRAS, 2000).

Laut CUADRADO & NEBREDA (2010) wurde das erste Mitglied der Familie der p38
MAPK als ein 38 kDa grofies Protein beschrieben, das durch Stimulation mit Lipopoly-
sacchariden (LPS) an einem Tyrosine phosphoryliert wurde (HAN etal., 1994). Mitter-
weile wird es systematisch als p38a bezeichnet. Es ist in den meisten Zelltypen detek-
tierbar, wihrend die anderen Mitglieder p38p, p38y und p38J gewebespezifisch ex-
primiert werden. Interessanterweise interagiert p38y u.a. mit den beiden Proteinen
PTPH1 (HOU etal., 2010) und SAP97 (SABIO etal., 2005), die wiederum beide als In-
teraktionspartner von ADAM17 beschrieben sind (ZHENG, SCHLONDORFF & BLOBEL,
2002; PEIRETTI etal., 2003).

Aktiviert werden MAPKs durch Phosphorylierung an einem flexiblen Bereich, dem ac-
tivation loop. Diese Phosphorylierungen induzieren die Aktivierung durch Anderun-
gen der rdumlichen Konformation der Kinase. Bei oxidativem Stress spielt die Apop-
tosis Signal-regulating Kinase 1 (ASK1) eine wichtige Rolle in der Aktivierung der p38«
(DOLADO etal., 2007). Da auch in diesem System nur eine transiente Aktivierung ge-
wiinscht ist, erfolgt die Inaktivierung tiber verschiedene Phosphatasen.

Es sind mittlerweile eine Reihe von Substrate der p38 MAPK beschrieben worden, wo-
bei viele Informationen durch Experimente mit chemischen Inhibitoren auf Pyridinyl-
Imidazol-Basis wie SB203580 gewonnen wurden, die zu einer effektiven und voll-
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stindigen Blackade der Kinase durch kompetetive Inhibition der ATP-Bindungstasche
fithrt (KUMAR, BOEHM & LEE, 2003). Obwohl in Tiermodellen entziindlicher Erkran-
kungen durchaus vielversprechend, haben klinische Studien aufgrund von Nebenwir-
kungen bislang nicht zum Erfolg gefiihrt.

Ein interessantes Substrat der p38a ist ADAM17, das nach Aktivierung der Kina-

se durch verschiedene Stimuli an Thr’%®

in seiner cytoplasmatischen Domaéne
phosphoryliert wird. Diese Aktivierung von ADAMI17 fithrt zum Ektodoménen-
Shedding von Liganden der TGFa-Familie (XU & DERYNCK, 2010). Zudem wird p38a
allgemein als Tumorsupressor in vivo angesehen (VENTURA etal., 2007). Dartiber hin-
aus besteht auch mit Interleukin-6 ein Zusammenhang. Die Promotoren verschiede-
ner pro-inflammatorischer Zytokine, darunter IL-6, IL-8 und MCP-1, zeigen eine p38
MAPK-abhingige Anreicherung der Phosphorylierung von Histon H3 in myeloiden
Zellen, die mit LPS stimuliert wurden (SACCANI, PANTANO & NATOLI, 2002; CUADRA-
DO & NEBREDA, 2010). Dariiber hinaus sind die p38 MAPKSs in verschiedene zelluldre
Signalwege eingebunden, darunter ERK, NK-«B und Wnt (CUADRADO & NEBREDA,

2010). Uber die tatsichlichen Funktionen in vivo ist trotz allem noch wenig bekannt.

1.6 Ziel dieser Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, das Ektodoménen-Shedding des Interleukin-6 Re-
zeptors in der Maus durch die beiden Metalloproteasen ADAM10 und ADAM17 zu
untersuchen.

Alle bisher veroffentlichten biochemischen Studien haben sich mit der proteolytischen
Freisetzung des humanen IL-6R entweder in humanen oder murinen zellbasierten Sys-
temen beschaftigt (siehe z. B. MATTHEWS etal. (2003) und CHALARIS etal. (2007)) und
dabei zeigen konnen, dass fiir das induzierbare Shedding hauptsidchlich ADAM17, fiir
das konstitutive Shedding hingegen vornehmlich ADAM10 verantwortlich ist. Unter-
suchungen, ob der IL-6R in der Maus analog von den beiden Sheddasen prozessiert
werden kann, fehlen bislang. Eine genauere Betrachtung erscheint allerdings umso
wichtiger, als der 16sliche IL-6R in vielen Krankheitsmodellen eine Rolle spielt und die
Maus das am haufigsten genutzte Labortier ist, um diese Erkrankungen zu erforschen.
Eine direkte Ubertragbarkeit auf den Menschen wird zwar immer angenommen, ist
aber nicht nachgewiesen.

Zweites Ziel der Arbeit ist es, weitere Stimuli zu identifizieren, die zum Shedding des
IL-6R fiihren. Obwohl schon verschiedene Ausloser des IL-6R Shedding bekannt sind,
ist fraglich, in welchem Mafle diese physiologische Stimuli darstellen, die nattirlich vor-
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kommende Prozesse abbilden. Die Identifikation weiterer, das Shedding auslosender
Substanzen, die in stirkerem Mafe physiologisch wirken, ist daher notwendig.
Untersucht werden soll die Fragestellung dabei in humanen und murinen Zelllini-
en, in denen sowohl humaner als auch muriner IL-6R {iberexprimiert wird. Analog
wird mit MEFs verfahren, die defizient fiir die Proteasen ADAM10 und ADAM17
sind. Zusatzlich sollen die gewonnenen Erkenntnisse mit Primérzellen aus Wildtyp-
und geeigneten Knockout-Méausen verifiziert werden. Die Unterscheidung zwischen
ADAM10 und ADAM17 erfolgt dabei durch die Auswahl geeigneter Stimuli sowie ver-
schiedener Inhibitoren, fiir die eine Selektivitit zwischen den beiden Proteasen bereits
gezeigt werden konnte.
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2.1 Material

2.1.1 Antibiotika

Ampicillin Carl Roth GmbH, Karlsruhe f.c. 100 pg/ml
Kanamycin Carl Roth GmbH, Karlsruhe f.c.25ng/ml
Puromycin PAA Laboratories GmbH, Ctlbe f.c.1,5ng/ml

2.1.2 Antikorper

2.1.2.1 Priméare Antikorper

a-humaner IL-6R monoklonaler Antikorper aus der Maus (Klon 4-11); bindet
ein Epitop auf Doméne 1 des extrazelluldren Teils des
hIL-6R; Herstellung beschrieben in CHALARIS etal. (2007).
Konzentrationen: 1:1000 (Western Blot, ELISA), 1:100 (FACS)

a«-humaner IL-6R monoklonaler Antikoérper aus der Maus (Klon 14-18); bindet
ein Epitop auf Doméne 3 des extrazelluldren Teils des
hIL-6R; Herstellung beschrieben in CHALARIS etal. (2007).
Konzentration: 1:1000 (Western Blot)

a-humaner IL-6R biotinylierter polyklonaler Antikoérper aus der Ziege
(BAF227, R&D Systems); gewonnen nach Immunisierung
mit rekombinantem hIL-6R (Leu20-Asp358).
Konzentration: 1:1000 (ELISA)
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a-muriner IL-6R polyklonaler Antikorper aus der Ziege (AF1830, R&D
Systems); gewonnen nach Immunisierung mit
rekombinanter extrazelluldrer Doméane des mIL-6R.
Konzentrationen: 1:1000 (Western Blot), 1:250 (ELISA)

a-muriner IL-6R biotinylierter Antikorper aus der Ziege (BAF1830, R&D
Systems); gewonnen nach Immunisierung mit

rekombinanter extrazelluldrer Domane des mIL-6R.
Konzentration: 1:250 (ELISA)

a-muriner IL-6R PE-gekoppelter Antikorper aus der Ratte (Klon D7715A7,
BioLegend);
Konzentration: 1:100 (FACS)

a-muriner CD62L FITC-gekoppelter Antikorper aus der Ratte (Klon MEL14,
BD Biosciences);
Konzentration: 1:100 (FACS)

a-muriner CD3e PerCP-gekoppelter Antikorper aus der Ratte (Klon 17A2,
BioLegend);
Konzentration: 1:100 (FACS)

a-B-actin monoklonaler Antikdrper aus der Maus (C4, sc-4778, Santa
Cruz Biotechnology); erkennt u.a. humanes und murines
B-actin.
Konzentration: 1:1000 (Western Blot)

2.1.2.2 Sekundire Antikorper

x-Maus ImmunoPure Peroxidase Conjugated Goat Anti-Mouse IgG
(H+L) (Thermo Fisher Scientific, Perbio Science
Deutschland, Bonn, Germany).
Konzentration: 1:5000 (Western Blot)

a-Ziege ImmunoPure Peroxidase Conjugated Rabbit Anti-Goat IgG
(H+L) (Thermo Fisher Scientific, Perbio Science
Deutschland, Bonn, Germany).
Konzentration: 1:5000 (Western Blot)
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2.1.3 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien wurden bei Carl Roth GmbH (Karlsuhe), Merck KGAa
(Darmstadt) oder Sigma-Aldrich Chemie (Taufkirchen) erworben.

2.1.4 Enzyme

Alle verwendeten Enzyme (Restriktionsenzyme, Polymerasen u. a.) stammten von Fer-

mentas GmbH (St. Leon-Rot).

2.1.5 GroRenmarker

Fiir die Groflenbestimmung von DNA-Fragmenten wurde der GeneRuler 1 kb DNA lad-

der (250 — 10.000 bp) verwendet. Die Grofienbestimmung von Proteinen erfolgte mit

Hilfe des prestained molecular weight marker (25 — 120 kDa); beide von Fermentas GmbH

(St. Leon-Rot).

2.1.6 Kits

Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende Kits verwendet:

Bestimmung von

Proteinkonzentrationen
Detektion von Chemilumineszenz

DNA-Extraktion aus
Agarosegelen und Reinigung von
PCR-Produkten

Proliferationsassay

Midi-Praparation von
Plasmid-DNA

Praparation von RNA

BCA Protein Assay (Thermo Fisher Scientific,
Perbio Science Deutschland, Bonn)

ECL Plus (GE Healthcare, Miinchen)

NucleoSpin Extract II (Macherey-Nagel GmbH &
Co. KG, Diiren)

CellTiter-Blue Cell Viability Assay (Promega
GmbH, Mannheim)

NucleoBond Xtra Midi (Macherey-Nagel GmbH &
Co. KG, Diiren)

NucleoSpin RNA II (Macherey-Nagel GmbH & Co.
KG, Diiren)
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2.1.7 Kulturmedien

2.1.7.1 Bakterien

Lysogeny-Broth-(LB)-Medium

Lysogeny-Broth-(LB)-Platten

10g NaCl

10 g Pepton

5g Hefeextrakt
ad 1000 ml

10g NaCl

10 g Pepton

5 g Hefeextrakt
20g Agar

ad 1000 ml

Die Zusammensetzung der Medien wurde BERTANI (1951) enthommen.

2.1.7.2 Zellkultur

DMEM (-/-)

DMEM (+/+)

IMDM (+/+)

RPMI 1640

Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM),
high Glucose (4,5 g/1), with Stable Glutamine

Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM),
high Glucose (4,5 g/1), with Stable Glutamine,
ergdnzt mit 10 % fotalem Kélberserum (FCS) und
1 % Penicillin/Streptomycin

Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium with
L-Glutamine, ergdnzt mit 30 % fotalem
Kalberserum (FCS), 50 pM B-mercaptoethanol und
1 % Penicillin/Streptomycin

RPMI 1640 without L-Glutamine, ergdnzt mit 10 %
fotalem Kalberserum (FCS), L-Glutamin und
B-mercaptoethanol
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Alle benutzten Medien sowie Trypsin/EDTA waren von PAA Laboratories GmbH (C6-
Ibe). Alle benétigten Plastikwaren fiir die Zellkultur wurden von Sarstedt AG & Co.
(Niirnbrecht) bezogen.

2.1.8 Oligonukleotide

Die fiir diese Arbeit benotigten Oligonukleotide wurden von der Metabion GmbH
(Miinchen) bezogen. Sie sind in Tabelle 2.1 aufgefiihrt.

2.1.9 Plasmide

pEGFP-N1 Expressionsplasmid von Clontech Laboratories, Inc.
(Mountain View, CA, USA) fiir eine mutierte
Variante des griin-fluoreszierenden Proteins (GFP),
die fiir eine kraftige Fluoreszenz und hohe
Expression in Sdugetierzellen optimiert ist.

pcDNA3.1(+) Vektor fiir transiente und stabile Proteinexpression
in Sdugetierzellen von Invitrogen (Carlsbad,
California, USA).

pcDNA3.1-hIL6R-GFP Expressionsvektor, dessen Insert fiir humanen
IL-6R kodiert, der c-terminal mit
griin-fluoreszierendem Protein (GFP) fusioniert ist;
zur Verfiigung gestellt von Dr. Athena Chalaris
(CHALARIS etal., 2010Db).

pcDNA3.1-mIL6R-GFP Expressionsvektor, dessen Insert fiir murinen IL-6R
kodiert, der c-terminal mit griin-fluoreszierendem
Protein (GFP) fusioniert ist; zur Verfiigung gestellt
von Prof. Dr. Jiirgen Scheller (Universitat
Diisseldorf).

pcDNA6-hP2X7R Expressionsvektor, dessen Insert fiir humanen
P2X7-Rezeptor kodiert; zur Verfligung gestellt von
Prof. Dr. Fritz Koch-Nolte (UKE Hamburg).

pcDNA6-mP2X7R Expressionsvektor, dessen Insert fiir murinen
P2X7-Rezeptor kodiert; zur Verfiigung gestellt von
Prof. Dr. Fritz Koch-Nolte (UKE Hamburg).
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pPMOWS Expressionsvektor fiir die retrovirale Transduktion
von Sdugetierzellen; enthélt Resistenzgene fiir die
Selektion mittels Ampicillin und Puromycin

(KETTELER etal., 2002).
2.1.10 Puffer und Ldsungen
Annexin V-Puffer (10x) 0,1M Hepes (pH?7,4)
(FACS) 1,4M NaCl
25mM CaCl,
Blocking Puffer 5% Milchpulver in TBS-T
(Western Blot)
Erythrozyten-Lysepuffer 150 mM NH4Cl
(T-Zell-Isolation) 10 mM K, HCO;3
100nM EDTA
DNA-Probenpuffer (6x) 20 % (m/V) Glycerol in TBE-Puffer
(Agarosegele) 0,1 % (m/V) Bromphenolblau
0,1 % Xylencyanol
FACS-Puffer 1% (m/V) BSA in PBS
(FACS)
Laemmli-Puffer (2x) 4% (m/V) SDS
(SDS-PAGE) 5% (m/V) B-mercaptoethanol
20 % (m/V) Glycerol
0,13 % (m/V) Bromphenolblau
125 mM Tris-HCl (pH 6,8)
Laemmli-Puffer (5x) 10 % (m/V) SDS
(SDS-PAGE) 5% (m/V) B-mercaptoethanol

50 % (m/V) Glycerol
0,13 % (m/V) Bromphenolblau
312 mM Tris-HCl (pH 6,8)
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Lysis Puffer
(Zelllyse)

MACS-Puffer
(T-Zell-Isolation)

NaCl-Puffer
(T-Zell-Stimulation)

Phosphate Buffered Saline
(PBS)

PBS-T

Proteaseinhibitoren

S1 Puffer
(DNA Mini-Priip)

S2 Puffer
(DNA Mini-Priip)

S3 Puffer
(DNA Mini-Priip)

2 Material und Methoden

150 mM NaCl

2mM EDTA

50 mM Tris-HC1 (pH 7 4)
1% (m/V) Triton X-100
1% (m/V) NP-40

1 mM Na3V04

1 mM NaF
Proteaseinhibitoren

0,5% (m/V) BSA
2mM EDTA

in PBS (pH7,2)
140 mM NacCl
5mM KCl

10 mM HEPES
10 mM Glucose

150 mM NacCl
8 mM Na,HPO, (pH7,4)
1,7 mM NaH,PO4 (pH?7 4)

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

COMPLETE Tabletten, Roche (Mannheim)
eine Tablette gelost in 2 ml PBS ergibt eine 25fache
Stocklosung

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

200 mM NaOH
1% SDS

2,8 mM Kaliumacetat (pH5,1)
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Sammelgel (4 %)
(SDS-PAGE)

SDS Laufpuffer
(SDS-PAGE)

Stripping Puffer
(Western Blot)

TBE
(Agarosegele)

Transferpuffer
(Western Blot)

Trenngel (10 %)
(SDS-PAGE)

Tris Buffered Saline

(TBS)
TBS-T

2 Material und Methoden

3,725ml H,O

6251l 0,5M Tris-HCl (pH 6,8)
501l 10 % SDS

670l 30 % Polyacrylamid
5ul TEMED

251l 10 % APS

25mM Tris-HCI (pH 8,3)
192 mM Glycin
0,1% (m/V) SDS

62,5 mM Tris-HC1 (pH 6,8)
2% (m/V) SDS
0,1 % B-mercaptoethanol

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

25mM Tris-HCI (pH 8,3)
192 mM Glycin
20 % (V/V) Methanol

3,87 ml H,O

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

3,3 ml 30 % Polyacrylamid

10 ul TEMED

100l 10 % APS

10 mM Tris-HCl (pH 8,0)
150 mM NaCl

1% (V/V) Tween-20 in TBS
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Tabelle 2.1: Ubersicht {iber die verwendeten Oligonukleotide

Name Nukleotidsequenz

pcDNA3.1-FP 5-CTCTGGCTAACTAGAGAAC-3

pcDNA3.1-RP/1 5-CAAACAACAGATGGCTGGC-3’

oligo-dT 5-TTTITTTTTTTTTITTTITT-3’

RT-mIL-6R-fwd 5-AGAGAATGGACTACCACAGG-3

RT-mIL-6R-rev 5-CTGCTGAGAATACTGACAGG-3
RT-GAPDH-fwd 5-CAAGGTCATCCCAGAGCTGAA-3’
RT-GAPDH-rev 5-TGTGAGGGAGATGCTCAGTG-3
IL6R-dICD-GFP-fwd 5-AGGCACGTGGTGCAGCTTCG-3’
IL6R-dICD-GFP-rev 5-GGTGGATCCCGCAGAACAATGGCAATGCA-3
hIL-6R-fwd 5-AGAAGACGTGGAAGCTGCGGGCTC-3’
hIL-6R-rev 5-GCATGCGGCCGCTTATCTGGGGAAGAA-3’
mIL-6R-fwd 5-GATCGGTACCATGCTGACCGTCGGC-3’
mlIL-6R-rev 5-GTACGCGGCCGCTTATCTGGGGAATAA-3’

Vi-1 5-GATCGGTACCATGCTGGCCGTCGGC-3’

V1-2 5-GGGCTCCTCTGGGGGAACATCCACCAGCAA-3
V1-3 5-GTGGATGTTCCCCCAGAGGAGCCCAAGCTC-3’
Vi1-4 5-AGGTGGATCCGGCTGCACCATTTT-3’

V2-1 5-TGAGGCAGCTCAGCGAC-3’

V2-2 5-GGGCTCCTCGGGGGGAACATCCACCAGCAA-3’
V2-3 5-GTGGATGTTCCCCCCGAGGAGCCCCAGCTC-3’
V2-4 5-AGGTGGCTGCAAGATTCCACA-3’

V3-1 5-CAGCCGCCTGCCAAC-¥

V3-2 5-GGGCTCTGCTATCCAAGGCGTGCCCATGGC-3
V3-3 5-GGCACGCCTTGGATAGCAGAGCCCAGGACC-3’
V3-4 5-TCGATTATCTGGGGAA-3’

V5-1 5-CAGCCACCTGCCAACCTTGTG-3

V5-2 5-CCTGGATTCTGTCCAAGGAGTGCCCGTGAC-3’
V5-3 5-GGCACTCCTTGGACAGAATCCAGGAGTCCT-3
V6-2 5-GGAATCTTGCACTGGGGCGAGGAC-3’

Ve-3 5-CAAGATCATGTCCCTG-3’

V7-2 5-GTGGGCAGGGATACTGAAGAAGAATCTTG-3’
V7-3 5-CTTCAGTATCCCTGCCCACATTCC-3’

hT-2 5-TGTGGGCAGTGGCATGCTCGAGGATTC-3’

hT-3 5-TCTGCATTGCCATTGTCCTGAGACTCAAG-3’
hT-4 5-ACTGCCCACATTCCTGGTTGCTGG-3’

hT-5 5-GCAATGCAGAGGAGCGTTCCGAAG-3’

hI-2 5-CTTGAACCTCAGAATGATGAAGACAC-3’

hI-3 5-ATCATTCTGAGGTTCAAGAAGACG-3’
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2.1.11 Rekombinante Proteine

Hyper-IL-6

humanes IL-6

murines IL-6

2.1.12 Zelllinien

Ba/F3-gp130

Ba/F3-gp130-hIL-6R

HEK293

MEF ADAM107/~

MEF ADAM17/-

MEF ADAM10/- ADAM17/~

MEF wt

2 Material und Methoden

Fusionsprotein aus humanem IL-6 und humanem
16slichen IL-6R. Wurde in unserer Arbeitsgruppe
routineméfsig wie in SCHROERS et al. (2005)
beschrieben produziert; vergleiche auch

FISCHER etal. (1997).

Routineméfiig produziert wie in VAN
DAM etal. (1993) beschrieben.

Gekauft bei R&D Systems GmbH
(Wiesbaden-Nordenstadt).

Murine pra B-Zelllinie, stabil mit cDNA fiir
humanes gp130 transduziert; kann somit in

Abhiéngigkeit von humanem IL-6 und 16slichem
IL-6Ra bzw. Hyper-IL-6 wachsen.

Ba/F3-gp130-Zellen, stabil mit cDNA fiir humanen
IL-6R transduziert; konnen somit in Abhangigkeit
von humanem IL-6 wachsen; beschrieben in
FISCHER etal. (1997); VOLLMER etal. (1999).

Immortalisierte humane embryonale Nierenzellen;
etablierte Zelllinie fiir transiente Transfektionen
(ATCC-Nummer: CRL-1573).

Immortalisierte embryonale Mausfibroblasten,
defizient fiir die Metalloproteinase ADAM10.

Immortalisierte embryonale Mausfibroblasten,
defizient fiir die Metalloproteinase ADAM17.

Immortalisierte embryonale Mausfibroblasten,
defizient fiir die Metalloproteinasen ADAM10 und
ADAM17.

Immortalisierte embryonale Mausfibroblasten.
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NIH3T3 Immortalisierte embryonale Mausfibroblasten;
etablierte Zelllinie fiir transiente Transfektionen
(ATCC-Nummer: CRL-1658).

Phoenix-Eco Verpackungszelllinie (HEK293T), stabil mit cDNA
transfiziert, die fiir Antigen, Polymerase und
Hiillproteine fiir ecotrope murine Retroviren
kodiert (KETTELER etal., 2002); zur Verfiigung
gestellt von Garry P. Nolan (Stanford University,
Palo Alto, CA, USA).

2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden
2.2.1.1 Bestimmung von DNA- und RNA-Konzentrationen

Die Bestimmung erfolgte spektrometrisch unter Verwendung eines NanoDrop ND-
1000 (Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen). Die Reinheit der Nukleinsdureprépa-
ration wurde durch Uberpriifung des Absorptionsverhiltnisses Aagp/Asgo festgestellt,
das fiir DNA 1,8 oder hoher und fiir RNA 2,0 oder hoher war.

2.2.1.2 Dephosphorylierung von Plasmid-DNA

Nach dem Schneiden der DNA durch Restriktionsendonukleasen (siehe Ab-
schnitt 2.2.1.14) wurde die Plasmid-DNA durch Zugabe von 1U FastAP (Fermentas
GmbH, St. Leon-Rot) in den Reaktionsansatz dephosphoryliert. Nach 1 h bei 37 °C wur-
de die Reaktion durch Zugabe von DNA-Probenpuffer gestoppt.

2.2.1.3 DNA-Gelelektrophorese

DNA-Fragmente wurden mit Hilfe von Agarosegelen (1-2 %ig, abhdngig von der Grofse
der DNA Fragmente) in horizontalen Elektrophoresekammern (Bio-Rad Laboratories
GmbH, Miinchen) voneinander getrennt. Die Agarose (Biozym Scientific GmbH, Hess.
Oldendorf) wurde dafiir in 0,5x TBE-Puffer aufgekocht, mit 0,001 % Ethidiumbromid
versetzt, in Schlitten ausgegossen und nach dem Erkalten mit den Proben beladen, die
vorher mit 6 x DNA-Probenpuffer versetzt worden waren. Die Elektrophorese erfolgte
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mit konstanter Spannung von 120V, die Gele wurden mit Hilfe eines Gel Doc 2000-
Systems (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen) dokumentiert.

2.2.1.4 Erzeugung von glatten Enden an linearisierten Plasmiden

Nach dem Schneiden der DNA durch Restriktionsendonukleasen wurden mittels Kle-
now Fragment (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot) 5’-iiberstehende einzelstrangige DNA-
Sequenzen aufgefiillt und 3’-tiberstehende einzelstrangige DNA-Sequenzen abgebaut,
um glatte Enden (blunt ends) zu erzeugen. Hierfiir wurde der Restriktionsansatz mit 1 ul
dNTP-Mix (10mM) und 10U Klenow Fragment versetzt. Nach Inkubation fiir 10 min
bei 37 °C und Inaktivierung der verwendeten Enzyme (10 min, 75 °C) wurde die DNA
mit Hilfe des Kits NucleoSpin Extract II (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren)
nach Herstellerprotokoll gereinigt.

2.2.1.5 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Um DNA-Fragmente zu isolieren wurden Proben, wie unter Abschnitt 2.2.1.3 beschrie-
ben, mittels Ethidiumbromid gefarbten Agarosegelen voneinander getrennt und auf
einem UV-Tisch visualisiert. Die gewiinschten Fragmente wurden mit einem sauberen
Skalpell ausgeschnitten und die Agarosestiicke in ein 2 ml-Reaktionsgefdfs tiberfiihrt.
Die Isolierung der DNA erfolgte mit dem Kit NucleoSpin Extract II (Macherey-Nagel
GmbH & Co. KG, Diiren) nach Herstellerprotokoll.

2.2.1.6 Isolation von RNA

Zur Isolation von RNA wurden ~ 1 x 107 Zellen (entspricht einer 10 cm-Zellkulturschale)
nach Herstellerprotokoll mit Hilfe des Kits NucleoSpin Extract II (Macherey-Nagel
GmbH & Co. KG, Diiren) aufgearbeitet. Die RNA-Konzentration wurde wie unter Ab-
schnitt 2.2.1.1 beschrieben bestimmt.

2.2.1.7 Ligation von DNA-Fragmenten

Geschnittener und dephosphorylierter Vektor und geschnittenes Insert wurden im
molaren Verhiltnis 1:3 zusammen mit 1U T4 DNA Ligase (Fermentas GmbH, St.
Leon-Rot) und 2 pl Ligasepuffer eingesetzt (20 ul Gesamtansatz, sticky end-Klonierung).
Die anschlieffende Inkubation erfolgte fiir 1h bei Raumtemperatur. Fiir blunt end-
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Klonierungen wurden 2 U Ligase und zusétzlich 2 ul einer 50 %igen (m/V) PEG 4000-
Losung eingesetzt. Die Inkubation erfolgte tiber Nacht bei 4 °C.

2.2.1.8 Plasmid-DNA Mini-Praparation

Fiir Mini-Praparationen von Plasmid-DNA wurde LB-Medium mit dem entsprechen-
den Antibiotikum versetzt. 2ml Medium wurde mit einer einzelnen Kolonie einer
LB-Platte angeimpft und tiber Nacht inkubiert (37 °C, 900 rpm). Nach Zentrifugation
(15.000 g, 1 min) wurde das Pellet in 200 pnl S1 Puffer resuspendiert, 200 ul S2 Puffer zu-
gegeben und die Mischung fiir eine Minute bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zu-
gabe von 200 pl S3 Puffer und Invertieren der Suspension wurde zentrifugiert (15.000 g,
15min, 4 °C) und der Uberstand in ein neues 2 ml- Reaktionsgefaf3 tiberfiihrt. Nach Zu-
gabe von 1200 pl Ethanol 100 % wurde die Plasmid-DNA durch Zentrifugation pelle-
tiert (15.000 g, 4 °C, 10 min) und anschliefsend mit 500 pl Ethanol 70 % gewaschen. Nach
der abschlieflenden Zentrifugation (5 min, 15.000 g, 4 °C) wurde das DNA-Pellet in 30 ul
ddH,O aufgenommen.

2.2.1.9 Plasmid-DNA Midi-Praparation

Zur Gewinnung grofier DNA-Mengen wurden 100 ml LB-Medium mit dem passenden
Antibiotikum versetzt, mit einer einzelnen Kolonie von einer LB-Platte angeimpft und
tiber Nacht bei 37 °C und 200 rpm inkubiert. Am ndchsten Morgen wurde die Bakteri-
ensuspension zentrifugiert (4000 g, 4 °C, 10 min) und das Plasmid aus dem Bakterien-
pellet mit dem NucleoBond Xtra Midi Kit (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren)
isoliert. Nach Losen der DNA in 120 ul ddH,O wurde die Konzentration wie unter Ab-
schnitt 2.2.1.1 beschrieben bestimmt.

2.2.1.10 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur Amplifikation spezifischer DNA-Sequenzen wurde die Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) verwendet. Fiir Klonierungen wurde hierbei die Pfu Polymerase (Fermen-
tas GmbH, St. Leon-Rot) verwendet, da sie iiber eine Korrekturlese-Funktion (proof-
reading) verfiigt; bei rein qualitativem Nachweis war eine solche Fahigkeit nicht not-
wendig, hier kam daher die DreamTaq (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot) zum Einsatz.
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Ublicherweise wurde der folgende Ansatz fiir alle PCRs verwendet:

Template 100 ng Plasmid
5’-Primer 10 pM
3’-Primer 10 pM

dNTPs jeweils 10 mM

PCR Puffer (10x) 5ul
Polymerase 1U
ddH,0 ad 50 ul

Fiir die PCR wurde tiblicherweise das folgende Temperaturprogramm verwendet:

95°C 2 min

95°C 1 min

68 °C 1 min 30 Zyklen
72°C 0,5min - 2,5min

72°C 10 min

Die Elongationszeit (vierte Zeile des Programms) wurde abhdngig von der Grofie des
Amplifikats und der verwendeten Polymerase gewéhlt.

Um zwei oder mehr einzelne PCR-Fragmente miteinander zu ligieren, wurde eine Spli-
cing by Overlapping Extensions PCR (SOE-PCR) durchgefiihrt. Hierfiir wurden jeweils
1pl der einzelnen PCR-Ansitze als Template in dem oben gezeigten Ansatz verwen-
det.

2.2.1.11 Reverse Transkription (RT)

Zur Erzeugung von cDNA wurden 2 ug RNA mit 100 uM oligo-dT-Primer versetzt und
auf ein Gesamtvolumen von 13 ul mit ddH,O aufgefiillt. Nach einer Inkubationszeit
von 10min bei 70 °C und Abkiihlen auf Raumtemperatur wurden 1nl RevertAid M-
MuLV Reverse Transcriptase (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot), 2 pl des entsprechenden
Puffers und 4 ul dNTP-Mix (1 pl) hinzugefiigt. Der Ansatz wurde fiir 90 min bei 37 °C
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und abschliefSiend noch einmal fiir 10 min bei 70 °C inkubiert. Fiir die anschlieflende
PCR wurde 1 pl der entstandenen cDNA eingesetzt.

2.2.1.12 Sequenzierung von DNA

Alle selbst erstellten Plasmide wurden von der Firma GATC Biotech AG (Kon-
stanz) sequenziert. Hierfiir wurden die firmeneigenen Primer pcDNA3.1-FP und
pcDNA3.1-RP/1 verwendet.

2.2.1.13 Transformation von chemisch kompetenten Escherichia coli

Ein 25nl-Aliquot chemisch kompetener Escherichia coli XL-1 Blue wurde auf Eis fiir
20 min aufgetaut und mit 10 ng Plasmid-DNA oder 20 pl Ligationsansatz versetzt. Nach
5min Inkubation auf Eis erfolgte die Hitzeschock-Transformation (30 sec, 42 °C). Nach
weiteren 5min auf Eis wurden die Bakterien vorsichtig in 500 pul angewadrmten LB-
Medium resuspendiert und anschliefSend fiir eine Stunde inkubiert (37 °C, 700 rpm).
100 pl der Bakteriensuspension wurden schliefilich auf einer LB-Platte, die das passen-
de Antibiotikum zur Selektion enthielt, ausgestrichen und tiber Nacht bei 37 °C inku-
biert.

2.2.1.14 Enzymatische Spaltung von DNA

Die Spaltung von Plasmid-DNA oder PCR-Fragmenten erfolgte mit Restriktionsendo-
nucleasen. Fiir praparative Arbeiten wurden 10 ng Plasmid-DNA mit 10 U des entspre-
chenden Enzyms mit passendem Puffer in einem Gesamtansatz von 100 ul fiir 3h oder
tiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe einer entsprechen-
den Menge DNA-Ladepuffer beendet und die DNA-Fragmente auf einem Agarosegel
voneinander getrennt. Mit PCR-Produkten, die fiir die Ligation in einen Expressions-
vektor gedacht waren, wurde analog verfahren.

Bei analytischen Arbeiten wurde 1pg Plasmid-DNA aus einer Mini-Prdparation ver-
wendet. Der Ansatz mit einem Gesamtvolumen von 20 pl wurde fiir mindestens 2 h bei
37 °C inkubiert.

Waren fiir einen Restriktionsansatz zwei verschiedene Enzyme notwendig, wurde der
vom Hersteller empfohlene Puffer verwendet, in dem beide Restriktionsendonucleasen
die hochste Aktivitdt zeigten.

47



2 Material und Methoden

2.2.2 Zellkultur
2.2.2.1 Kultivierung von adhirenten Zellen

Alle verwendeten adhidrenten Zelllinien wuchsen in DMEM (+/+) und wurden bei
37°C in einem Inkubator NuAire US Autoflow (NuAire, Inc., Plymouth, USA) mit
5% CO, kultiviert. Ublicherweise wurden sie alle drei Tage (Konfluenz ~80 %) mit 2 ml
Trypsin-EDTA abgelost und im Verhéltnis 1:20 in eine neue 10 cm-Schale mit 10 ml Kul-
turmedium tiberfiihrt.

2.2.2.2 Kultivierung von Suspensionszellen

Ba/F3-gp130 wurden in DMEM (+/+) kultiviert, das mit 10 ng/ml Hyper-IL-6 versetzt
war. Sie wurden analog zu den adhérenten Zellen in 10 cm-Schalen bei 37 °C in einem
Inkubator NuAire US Autoflow (NuAire, Inc., Plymouth, USA) mit 5 % CO; kultiviert
und standardmaéfig alle fiinf Tage im Verhéltnis 1:1.000 passagiert. Stabil mit cDNA
tiir humanen oder murinen IL-6R transduzierte Ba/F3-gp130-Zellen wuchsen statt mit
Hyper-IL-6 mit 10 ng/ml humanem IL-6.

2.2.2.3 Transfektion von HEK293 und Phoenix-Eco

Zur Transfektion von HEK293-Zellen wurden 2x10° Zellen in eine 10 cm-Schale mit
10 ml DMEM (+/+) ausgesit. Die Transfektion erfolgte am nédchsten Tag mittels Turbo-
fect (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot). Hierfiir wurden 5ng Plasmid-DNA und 10ul
TurboFect in 1000 ul DMEM (-/-) gemischt und zu den Zellen getropft. Shedding-
Experimente erfolgten wie in den Abschnitten 2.2.2.9 und 2.2.2.10 beschrieben 48 h nach
Transfektion.

Phoenix-Eco-Zellen wurden am Tag vor der Transfektion in einer Dichte von 8x10°
Zellen/well in einer 6-well-Platte mit 2ml DMEM (+/+)/well ausgesit. Die Trans-
fektion erfolgte mit einer Mischung aus 1pg Plasmid-DNA und 2ul TurboFect in
200 ul DMEM (-/-), die zu den Zellen getropft wurde. Nach einer Inkubationszeit von
6h wurde das Medium gegen IMDM (+/+) ausgetauscht. Dieser Uberstand wurde am
ndchsten Tag zur retroviralen Transduktion von Ba/F3-gp130-Zellen benutzt (siehe Ab-
schnitt 2.2.2.6).

Ein Ansatz mit pEGFP-N1 als Plasmid diente als Kontrolle der Transfektionseffizienz,
die iiblicherweise bei 80 % in beiden Zelllinien lag.
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2.2.2.4 Transfektion von murinen embryonalen Fibroblasten (MEFs)

Zur Transfektion von sowohl NIH3T3-Zellen als auch den ADAM10- bzw. ADAM17-
defizienten MEFs wurden 2x10° Zellen in eine 10 cm-Schale mit 10 ml DMEM (+/+)
ausgesdt. Die Transfektion erfolgte am nachsten Tag mittels Turbofect (Fermentas
GmbH, St. Leon-Rot). Hierfiir wurden 5pug Plasmid-DNA und 15pul TurboFect in
1000 ul DMEM (-/-) gemischt. Vor dem Zutropfen des Reaktionsansatzes wurde das
Medium aus der Schale abgesaugt und durch 4ml frisches DMEM (+/+) ersetzt.
Shedding-Experimente erfolgten wie in den Abschnitten 2.2.2.9 und 2.2.2.10 beschrie-
ben 48 h nach Transfektion.

Ein Ansatz mit pEGFP-N1 als Plasmid diente als Kontrolle der Transfektionseffizienz,
die tiblicherweise bei 70 % in allen verwendeten Zelllinien lag.

2.2.2.5 Doppeltransfektion von Plasmid-DNA und siRNA

Zur Herunterregulation von spezifischen Genen in NIH3T3-Zellen wurden 2 x 10° Zel-
len in eine 10 cm-Schale mit 10 ml DMEM (+/+) ausgesit. Die Doppeltransfektion von
Plasmid-DNA und siRNA erfolgte am nédchsten Tag mittels Turbofect siRNA Trans-
fection Reagent (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot). Hierfiir wurden 5 pg Plasmid-DNA,
jeweils 3 ul der drei spezifischen siRNAs bzw. unspezifischen Kontroll-siRNAs (Invitro-
gen, Carlsbad, California, USA) und 15 ul TurboFect in 1000 pl DMEM (-/-) gemischt.
Vor dem Zutropfen des Reaktionsansatzes wurde das Medium aus der Schale abge-
saugt und durch 4ml frisches DMEM (+/+) ersetzt. Shedding-Experimente erfolgten
wie in den Abschnitten 2.2.2.9 und 2.2.2.10 beschrieben 48 h nach Transfektion.

2.2.2.6 Retrovirale Transduktion von Ba/F3-gp130-Zellen

Zur retroviralen Transduktion von Ba/F3-gp130-Zellen wurde Uberstand von
Phoenix-Eco-Zellen verwendet, die mit pMOWS-Plasmiden transfiziert wurden
(KETTELER et al. (2002), sieche Abschnitt 2.2.2.3). Der retrovirale Uberstand wurde durch
einen Filter der Porengrofie 0,45 pm (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) gegeben und hier-
von 250 pl mit 50 nl Ba/F3-gp130-Zellen (entsprechen 1 x 10° Zellen) vermischt und 3 ul
Polybren (f.c. 8 ug/ml) hinzugegeben. Nach einem Zentrifugationsschritt (300g, 2h,
25°C) wurden die Zellen fiir 48 h in 6-well-Platten mit jeweils 5ml DMEM (+/+) kul-
tiviert, das mit 10ng/ml Hyper-IL-6 versetzt war. Anschlieffend wurde zur Selektion
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Puromycin (1,5png/ml) fiir mindestens zwei Wochen zugesetzt. Ba/F3-gp130-Zellen,
die stabil mit IL-6R transduziert worden waren, wurden danach auf 10ng/ml huma-
nes IL-6 umgestellt.

2.2.2.7 Durchflusszytometrie (FACS)

Zur Bestimmung der Oberflichenexpression verschiedener Proteine auf Zellen wurde
die Durchflusszytometrie (Fluorescence Activated Cell Sorting, FACS) verwendet. Hier-
fiir wurde eine geeignete Anzahl Zellen mit 1 ml FACS-Puffer gewaschen, zentrifugiert
(300 g, 5min, 4 °C) und mit dem passenden Primarantikorper in 100 pl FACS-Puffer fiir
1h auf Eis unter Lichtausschluss inkubiert. Nach einem Waschschritt mit 1 ml FACS-
Puffer und einer weiteren Zentrifugation (300 g, 5 min, 4 °C) wurden die Zellen - wenn
notig — mit einem passenden Sekundarantikorper in 100 pl FACS-Puffer wiederum fiir
1h auf Eis unter Lichtausschluss inkubiert. Nach einem finalen Waschen mit 1 ml FACS-
Puffer wurden die Zellen noch einmal zentrifugiert (300 g, 5 min, 4 °C), in 500 ul FACS-
Puffer resuspendiert und analysiert (FACSCanto und FACS DIVA Software, beides von
BD Biosciences, Heidelberg).

2.2.2.8 Proliferationsassay

Retroviral transduzierte Ba/F3-gp130-Zellen wurden dreimal mit sterilem PBS gewa-
schen, gezdhlt und in DMEM (+/+) in einer Konzentration von 5 x 10® /100 ul resuspen-
diert. Nach Zugabe der entsprechenden Zytokine wurden jeweils 100 ul/well in eine
96-well-Platte pipettiert und fiir zwei Tage inkubiert. Die Proliferation der Zellen wur-
de mit Hilfe des CellTiter-Blue Cell Viability Assay (Promega GmbH, Mannheim) nach
Protokoll des Herstellers bestimmt und auf einem Lambda Fluoro 320 Fluorimeter (ex-
filter 530/25, em-filter 590/35) gemessen. Die nach 60 min gemessenen Werte wurden
durch Substraktion der nach 0 min gemessenen Werte normalisiert und als RLU (Rela-
tive Light Units) angegeben. Alle Werte wurden durch Dreifachbestimmung ermittelt.

2.2.2.9 Analyse des Ectodomanen-Shedding (6well-Format)

Zur Bestimmung, welche absolute Menge des IL-6R und der erstellten Chimaren sich
im Uberstand und welche sich im Zelllysat nach Stimulation mit Phorbol-12-myristat-
13-acetat (PMA, von Calbiochem, Merck KGaA, Darmstadt) befindet, wurden trans-
tizierte HEK293- oder NIH3T3-Zellen 24 h nach Transfektion mit 2ml Trypsin-EDTA
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abgelost, zentrifugiert (5 min, 1.500 g), gezdhlt und in 6-well-Platten mit einer Zellzahl
von 7x10°/well in 2ml DMEM (+/+) ausgesit. Am nichsten Tag wurde das Medium
abgesaugt und durch 1 ml DMEM (-/-) ersetzt. Nach Zugabe von Inhibitoren wurden
die Zellen 30 min inkubiert, nach Zugabe des ADAM17-Aktivators PMA weitere 2 h.
Der Uberstand wurde anschliefend in 1,5 ml-Reaktionsgefdfse tiberfiithrt und zentrifu-
giert (10min, 8.000 g, 4°C), um Zellen und Zelltriimmer zu entfernen. Aus den in der
6-well-Schale verbliebenen Zellen wurde ein Zelllysat erstellt (siehe Abschnitt 2.2.3.1).
Die Menge des enthaltenen IL-6R in Uberstand und Lysat wurde entweder mittels ELI-
SA (siehe Abschnitt 2.2.3.7) quantifiziert oder per Western Blot (siehe Abschnitt 2.2.3.5)
analysiert, wobei der losliche Rezeptor hierfiir vorher aus dem Uberstand prazipitiert

wurde.

2.2.2.10 Analyse des Ectodoméanen-Shedding (24well-Format)

Fiir alle weiteren Untersuchungen zum Ectodoménen-Shedding wurden transfizierte
Zellen 24h nach Transfektion mit 2ml Trypsin-EDTA abgeldst, zentrifugiert (5 min,
1.500 g), gezahlt und in 24-well-Platten mit einer Zellzahl von 1,5x10°/well in 500 pl
DMEM (+/+) ausgesdt. Am ndchsten Tag wurde das Medium abgesaugt und durch
2001l DMEM (-/-) ersetzt. Nach Zugabe von Inhibitoren wurden die Zellen 30 min
inkubiert, das Medium dann abgesaugt und durch 200 pl neues DMEM (-/-) ersetzt,
dem die identischen Inhibitoren und die das Shedding auslésenden Substanzen zuge-
setzt waren. Mit BZATP wurden die Zellen 30 min, mit Ionomycin 60 min stimuliert.
Anschlieend wurde der Uberstand in 1,5 ml-Reaktionsgefédfse tiberfiithrt und zentrifu-
giert (10min, 8.000g, 4°C), um Zellen und Zelltriimmer zu entfernen. Die Menge des
enthaltenen IL-6R in Uberstand wurde mittels ELISA (siehe Abschnitt 2.2.3.7) quantifi-

ziert.

2.2.3 Protein-biochemische Methoden
2.2.3.1 Lyse von Zellen

Die Zellen wurden in 1 ml eiskaltem PBS abgekratzt, in ein 1,5 ml-Reaktionsgefafs tiber-
fiithrt und zentrifugiert (15sec, 15.000 g, 4 °C). Das Pellet wurde in Lysis Puffer resus-
pendiert (6-well-Platte: 75 ul; 10cm-Schale: 300 pl) und fiir 60 min unter permanenter
Bewegung bei 4°C inkubiert. Nach einer weiteren Zentrifugation (30 min, 15.000g,
4 °C), um unlosliche Bestandteile abzutrennen, wurde das Zelllysat in ein neues 1,5 ml-
Reaktionsgefaf3 pipettiert. Anschlieflend wurde der Proteingehalt bestimmt.
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2.2.3.2 Bestimmung des Proteingehalts (BCA-Assay)

Zur Bestimmung des Proteingehalts von Zelllysaten wurde der BCA Protein Assay
(Thermo Fisher Scientific, Perbio Science Deutschland, Bonn) benutzt. Die Lysate wur-
den im Verhaltnis 1:10 mit Lysispuffer verdiinnt. Der Assay mit den verdiinnten Proben
und BSA in verschiedenen Konzentrationen zur Erstellung einer Eichgerade wurde in
einer 96-well-Platte nach Protokoll des Herstellers durchgefiihrt. Nach einer Inkuba-
tionszeit von 30 min erfolgte die Analyse bei 562 nm in einem Tecan Spectra Rainbow
Plattenreader (Tecan, Maennedorf, Schweiz).

2.2.3.3 Prazipitation von glykosylierten Proteinen aus Zellkultur-Uberstinden

Zur Prézipitation von glykosylierten 16slichen Rezeptoren aus Zellkultur-Uberstdnden
wurden 1000l Uberstand mit 50 pul Concanavalin-A Sepharose (Sigma-Aldrich Che-
mie, Taufkirchen) versetzt, die vorher zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen wurde.
Nach Inkubation tiber Nacht bei 4 °C unter permanenter Bewegung wurde die Sepha-
rose durch Zentrifugation pelletiert (2 min, 2.700 g, 4 °C), der Uberstand verworfen und
die Sepharose zweimal mit je 500l eiskaltem PBS gewaschen und wiederum zen-
trifugiert (2min, 2.700g, 4 °C). Die Sepharose wurde anschliefSend in 40 pul Laemmli-
Puffer (2,5x) aufgekocht (10 min, 95 °C), erneut zentrifugiert (2min, 2.700 g, 4 °C) und
der Uberstand fiir die Analyse mittels Western Blot verwendet.

2.2.3.4 SDS-PAGE

Zur Trennung von Proteinen nach ihrer Grofle wurde eine diskontinuierliche SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) mit Hilfe des Mini-PROTEAN 3 Cell-
Systems (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen) durchgefiihrt. Verwendet wurden
selbst gegossene Gele der Dicke 1mm, die 10 Probentaschen aufwiesen und aus ei-
nem Laufgel von 6 cm und einem Trenngel von 1 cm Hohe bestanden. Proben von Zell-
lysaten wurden vor dem Auftragen mit Laemmli-Puffer (5x) versetzt und aufgekocht
(10 min, 95 °C). Die Vorgehensweise bei Uberstianden ist in Abschnitt 2.2.3.3 beschrie-
ben. Die auspolymerisierten Gele wurden mit Proben und Marker beladen und die
Proteine bei 100-180 V voneinander getrennt, bis die Lauffront das untere Ende des
Trenngels erreicht hatte.
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2.2.3.5 Western Blot

Um die durch SDS-PAGE voneinander getrennten Proteine auf eine Membran aus Po-
lyvinylidenfluorid (PVDF, von GE Healthcare, Miinchen) zu transferieren, wurde das
Trans-Blot SD semi-dry transfer System (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen) be-
nutzt. Hierfiir wurde die PVDF-Membran zuerst zur Aktivierung 2 min lang in Me-
thanol inkubiert, danach 2 min in ddH,O und schliefilich 2 min in Transferpuffer. Acht
Stiicke Whatman-Papier wurden ebenfalls fiir 2min in Transferpuffer inkubiert. Fiir
den Transfer wurden nach Anweisung des Herstellers vier Stiicke Whatman-Papier,
Membran, Gel und abschlieffend wieder vier Stiicke Whatman-Papier im Transfergerat
aufeinander gelegt und die Proteine elektrophoretisch bei konstanter Spannung (15V,
90 min) transferiert. AnschlieSend wurde die Membran in einem 50 ml-Falcon mit 5 %-
Milchpulver, gelost in TBS-T, bei Raumtemperatur blockiert. Die Inkubation mit dem
Primarantikorper erfolgte bei 4 °C tiber Nacht. Am nichsten Tag wurde die Membran
dreimal fiir je 10 min mit TBS-T gewaschen und mit dem entsprechenden Sekundéran-
tikorper fiir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit TBS-T
tiir jeweils 15 min und zwei Waschschritten mit TBS fiir jeweils 10 min wurden die Che-
milumineszenz der Proteine mit Hilfe des ECL* Kits (GE Healthcare, Miinchen) und ei-
nes FluorChem Q-Gerits (Alpha Innotech, Cell Biosciences, Inc., Santa Clara, CA, USA)
detektiert.

2.2.3.6 Stripping von Western Blot-Membranen

Die Ladekontrolle erfolgte bei Western Blots, auf denen Zelllysate analysiert wurden,
durch Detektion von B-actin auf der Membran. Zum Entfernen der Antikorper des
ersten Detektionsverfahrens wurden die Membranen hierfiir mit Stripping-Puffer fiir
30 min bei 60 °C im Wasserbad inkubiert, dreimal fiir jeweils 10 min mit TBS-T gewa-
schen, erneut mit Milchpulver blockiert und tiber Nacht mit dem neuen Primé&rantikor-
per inkubiert. Die Detektion erfolgte am ndchsten Tag wie in Abschnitt 2.2.3.5 beschrie-
ben.

2.2.3.7 Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA)

Zur quantitativen Bestimmung des sIL-6R und der chiméren Proteine wurde ein
Sandwich-ELISA benutzt. Hierfiir wurde der erste Antikorper tiber Nacht an ei-
ne 96-well-Mikrotiterplatte (Greiner Microlon, Solingen) gebunden (50 pl/well), nicht
gebundener Antikdrper anschlieffend durch dreimaliges Waschen mit jeweils 200 ul
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PBS-T entfernt und nicht besetzte Bindungsstellen auf der Platte durch Inkubation
mit Blocking-Puffer besetzt. Nach 2h wurden die wells erneut dreimal mit jeweils
200l PBS-T gewaschen und die mit einer Losung von 1% BSA in PBS verdiinnten
Proben aufgetragen. Zur absoluten Quantifizierung wurde rekombinantes Protein in
verschiedenen Verdiinnungen verwendet und fiir 2h bei Raumtemperatur inkubiert.
Nicht gebundenes Protein wurde wiederum durch dreimaliges Waschen mit jeweils
200 ul PBS-T entfernt und die wells mit 50 ul des biotinylierten Detektionsantikorpers
bedeckt. Nach weiteren 2h wurden die wells wieder dreimal gewaschen, um ungebun-
dene Antikorper zu entfernen, und 100 pl Streptavidin-POD-Losung (von R&D Sys-
tems GmbH, Wiesbaden-Nordenstadt, verdiinnt 1:200 in 1 % BSA/PBS) dazugegeben.
Nach 30 min Inkubation unter Lichtausschluss wurden die wells dreimal mit jeweils
200 ul PBS-T gewaschen und 50 pl BM blue POD-Substrat (Roche Deutschland Holding
GmbH, Grenzach-Wyhlen) zugegeben. Die Reaktion wurde nach hochstens 20 min In-
kubation durch Zugabe von 50l 1,8 M H,SO4 gestoppt und die colorimetrische Aus-
wertung bei 450 nm an einem Tecan Spectra Rainbow Plattenreader (Tecan, Maenne-

dorf, Schweiz) durchgefiihrt.

Folgende Antikorper und Losungen wurden benutzt:

Protein ~ Primdrantikorper Blocking-Puffer Detektionsantikorper
hIL-6R  4-11 PBS mit 1% BSA/ BAF227

1pg/ml 5% Saccharose 50ng/ml
mIL-6R  AF1830 PBS mit 5 % BSA BAF1830

1pg/ml 100ng/ml

Zur Detektion der einzelnen Chimédren wurde — je nach Domédnenzusammensetzung
der Chiméren — einer der beiden geschilderten ELISA verwendet.

2.2.4 Tierexperimentelle Methoden

Alle geschilderten Tierexperimente wurden gemeinsam mit Dr. Athena Chalaris oder
Dr. Nathalie Janner (Biochemisches Institut, CAU Kiel) durchgefiihrt.
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2.2.4.1 Tierhaltung

Die in dieser Arbeit verwendeten Mduse wurden in der geschlossenen Barrierehaltung
des Victor-Hensen-Hauses Kiel gehalten. Die Haltung erfolgte in isolated ventilated cages
(IVC-Racks), die mikrobielle Belastung wurde in regelméafligen Abstdnden gepriift.

2.2.4.2 lIsolierung von primaren Milzzellen

Nach Toten der Maus durch zervikale Dislokation wurde die Milz entnommen und in
ein 15ml-Falcon mit 5ml eiskaltem PBS gegeben. Die Milz wurde zur Zerkleinerung
durch ein Metallsieb gedriickt und die Zellen in einer Petrischale in 5 ml PBS mit 0,5 %
BSA aufgenommen. Nach einem Zentrifugationsschritt (5 min, 1500 rpm) und Entfer-
nen des Uberstandes wurden die Zellen in 3 ml Erythrozyten-Lysepuffer resuspendiert
und fiir 3 min bei Raumtemperatur inkubiert, um Erythrozyten aus der Zellsuspension
zu entfernen. Nach Zugabe von 10ml PBS mit 0,5 % BSA wurde erneut zentrifugiert
(5min, 1500 rpm). Das Zellpellet wurde in 10 ml PBS mit 0,5 % BSA resuspendiert, die
Zellen durch ein Nylonsieb mit Siebdurchmesser 40 pm (BD Falcon Cell Strainer, von
BD Biosciences, Heidelberg) vereinzelt, anschliefiend gezahlt und auf eine Konzentra-
tion von 1x 10°/ml mit NaCl-Puffer eingestellt.

2.2.4.3 lIsolierung von primaren T-Zellen

Zur Isolierung von murinen T-Zellen wurde im Prinzip wie in Abschnitt 2.2.4.2 be-
schrieben vorgegangen. Allerdings wurden aus den Milzzellen nach dem Zahlen T-
Zellen mit Hilfe des MACS Pan T Cell Isolation Kit (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach) nach Anweisungen des Herstellers isoliert. Hierbei handelt es sich um eine
Negativselektion, d. h. alle nicht-T-Zellen werden erkannt und aussortiert, die benotig-
ten T-Zellen verbleiben unbehandelt. Hierfiir werden die Zellen mit einer Mischung
aus monoklonalen, biotinylierten Antikdrpern versetzt, die gegen CD45R, DX5, CD11b
und Ter-119 gerichtet sind, und fiir 10 min bei 4 °C inkubiert. Als zweiter Schritt wer-
den magnetische beads zugesetzt, an die monoklonale a-biotin-Antikorper gekoppelt
sind. Nach 15 min Inkubation bei 4 °C und einer Zentrifugation (10 min, 300 g) wird der
Uberstand entfernt, das Pellet in Puffer resuspendiert und die magnetisch-markierten
Zellen iiber eine MS-Séule sortiert. Die gereinigten T-Zellen befanden sich anschliefsend
im Eluat und konnten fiir die Stimulationsexperimente verwendet werden.
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2.2.5 Statistische Analysen

Soweit nicht anders angegeben entsprechen die Werte dem Mittelwert & Standardab-
weichung (SD). Die statistische Analyse wurde mit einem Student’s unpaired t test durch-
gefiihrt. Ein p-Wert kleiner als 0,05 wurde hierbei als statistisch signifikant angesehen

(Kennzeichnung mit einem *).
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3.1 Keine Reduktion des loslichen murinen IL-6R im Serum
hypomorpher ADAM17%*-Ma&use

15 A

10 A

smliL-6R [ng/ml]

Wildtyp ADAM17¢ex/ex

Abbildung 3.1: Loslicher muriner IL-6R im Mausserum. Die Menge an smlL-6R in aus
Vollblut gewonnenem Serum wurde mittels eines ELISA gegen den mlL-
6R bestimmt. Vergleich zwischen C57BL/6-Wildtyp- und hypomorphen

ADAM17%/_Miusen. Gezeigt in der Mittelwert von drei Tieren pro Gruppe
=+ SD. Alle Werte wurden dreifach bestimmt.

Da im Gegensatz zum Menschen fiir die Maus kein alternatives Splicen der mRNA
des Interleukin-6 Rezeptors beschrieben ist, wird davon ausgegangen, dass der 16sli-
che Rezeptor in der Maus nur durch proteolytische Spaltung der membrangebunde-
nen Form entsteht. Um die Beteiligung der Protease ADAM17 zu untersuchen, wurde
die Menge an loslichem IL-6R im Serum von C57BL/6-Wildtyp- und hypomorphen
ADAM17¢/**-M4usen bestimmt. Letztere exprimieren nur rund 5% ADAM17 im Ver-
gleich zu Wildtyptieren. Hierfiir wurde den Mdusen Vollblut aus der Schwanzvene ent-
nommen, in 1,5 ml-Reaktionsgefdfle tiberfiihrt und fiir 1 h bei 4 °C stehen gelassen, bis
das Blut vollstdndig geronnen war. Nach einer Zentrifugation (5 min, 10.000 rpm, 4 °C)
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wurde das erhaltene Serum im Verhiltnis 1:15 verdiinnt und mittels eines spezifischen
mlIL-6R-ELISA quantitativ bestimmt.

Wie Abbildung 3.1 zeigt, ist die Menge an smIL-6R im Serum hypomorpher
ADAM17°¥/**-Mause im Vergleich zu Wildtyptieren nicht reduziert, eine Beteiligung
der Sheddase ADAM17 folglich fraglich.

3.2 Shedding von IL-6R und CD62L von murinen
CD3*-Milzzellen

t 3 * * n.s.
100 1 100 A —
ﬂ ]
80 5 80 A o
g T g
& ] a i
8 60 S 60
S g
> -
£ 40 A &40
& a
E g
20 1 20 -
0 - T T ] 0 - T ﬁ
PMA - + - + PMA - + - +

Wildtyp ADAM17evex Wildtyp ADAM17evex

Abbildung 3.2: Shedding von IL-6R und CD62L von murinen CD3*-Milzzellen. Milzzellen
von Wildtyp- oder ADAM17%/ & -Miusen wurden wie unter Abschnitt 2.2.4.2
beschrieben isoliert und anschlielend mit PMA fiir 2 h stimuliert. Die Oberfla-
chenexpression von (A) mIL-6R und (B) mCD62L wurde mittels Durchflusszy-
tometrie bestimmt, gezeigt ist der prozentuale Anteil positiver Zellen bezogen
auf die Gesamtzahl der CD3"-Milzzellen. Dargestellt sind Mittelwert + SD von
vier Wildtyp- und zwei ADAM17%%/&-Mzusen.

Zur genaueren Untersuchung der Rolle der Sheddase ADAM17 in der Maus wurden
Milzzellen aus Wildtyp- und hypomorphen ADAM17%/¢X-Mausen isoliert und mit
100 nM Phorbol-12-acetat-13-myristat (PMA), dem starksten bekannten Aktivator von
ADAM17, fiir 2h inkubiert. Anschlielend wurden die Zellen mit Antikdrpern gegen
mCD3, mIL-6R und mCD62L gefarbt und deren Oberflaichenexpression mittels Durch-
flusszytometrie analysiert.

Abbildung 3.2 A zeigt den prozentualen Anteil der mIL-6R positiven Zellen an der
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Gesamtzahl der CD3*-Milzzellen. PMA induziert in Zellen von Wildtyp-Mé&dusen ge-
ringes Shedding des endogenen mIL-6R (79,3 £ 2,5% ohne, 56,7 £+ 0,6 % mit PMA,
p<0,001, schwarze Balken). Dieser Effekt ist in den Zellen der ADAM17%/eX-Miuse ge-
ringer, wobei PMA auch hier geringes Shedding des mIL-6R auslost (80,7 £ 2,8 % ohne,
72,4 £ 2,7 % mit PMA, p=0,049, graue Balken). Dieses Experiment zeigt, dass murines
ADAM17 prinzipiell in der Lage ist, mIL-6R zu prozessieren. Allerdings fillt der Ef-
tekt deutlich geringer aus als zuvor angenommen, da die Mizzellen aus Wildtyp-Tieren
auch nach 2 h Stimulation mit PMA noch zu fast 60 % mIL-6R-positiv sind.

Im Gegensatz dazu 16st PMA auf den gleichen Wildtyp-Zellen ein fast vollstandiges
Shedding von CD62L (L-Selectin) aus (85,4 & 2,4 % ohne, 5,4 £ 4,7 % mit PMA, p<0,001,
schwarze Balken in Abbildung 3.2 B). Dieser Effekt fehlt in den Zellen der hypomor-
phen ADAM17%/®-M3zuse (86,5 + 1,7% ohne, 82 + 1,9% mit PMA, p=0,08, graue
Balken). Das Experiment wurde freundlicherweise von Dr. Athena Chalaris (Bioche-
misches Institut, CAU Kiel) durchgefiihrt.

Das Experiment zeigt klar, dass ADAM17 die verantwortliche Protease fiir das Shed-
ding von L-Selectin nach PMA-Stimulation in der Maus ist (LI etal., 2006), wahrend
es fiir den murinen IL-6R nicht so eindeutig ist. Im Folgenden soll das Shedding des
mlIL-6R daher genauer durch verschiedene Methoden in vitro untersucht werden.

3.3 Generierung von Expressionsplasmiden fiir murinen und
humanen IL-6R

Zu Beginn dieser Arbeit waren Fusionskonstrukte aus humanem bzw. murinem IL-
6R und GFP im Vektor pcDNA3.1 vorhanden. Daher wurde zunédchst mIL-6R-GFP in
den fiir die retrovirale Transduktion von murinen Zellen benétigten Vektor pMOWS
subkloniert (KETTELER etal., 2002). Hierfiir wurde der Vektor pcDNA3.1-mIL-6R-GFP
mit den beiden Restriktionsendonucleasen Pmel und Ecl136]I geschnitten, um das In-
sert mIL-6R-GFP mit blunt ends zu erhalten. Der Vektor pMOWS-GFP wurde mit den
beiden Endonucleasen EcoRI und XagI geschnitten und anschlieffend mit Klenow Frag-
ment behandelt, um am Vektor ebenfalls blunt ends zu erhalten. Die DNA wurde dar-
aufhin durch Agarose-Gelelektrophorese der Grofse nach voneinander getrennt, die ge-
wiinschten DNA-Fragmente mit einem Skalpell ausgeschnitten, die DNA gereinigt und
ligiert. Das entstandene Plasmid wird im Folgenden als pMOWS-mIL-6R-GFP bezeich-
net (siehe Abbildung 3.3 A).

Fiir alle Experimente, bei denen transient transfizierte Zellen zum Einsatz kommen,

59



3 Ergebnisse

A Xag| EcoRI Pmel Ecl136ll

GFP

pMOWS-GFP pcDNA3.1-mIL-6R-GFP

m
Kpnl + Notl Kpnl_mIL-6R_Notl
\
A8
\W P
Wl
Ligation
pMOWS-mIL-6R-GFP
v
Kpnl Notl

pcDNA3.1-mIL-6R

B BmgBI Notl

hIL-6R-GFP

PCR

v

BmgBI_hIL-6R_Notl

pcDNA3.1-hIL-6R-GFP

Ligation

BmgBlI Notl

hIL-6R

pcDNA3.1-hIL-6R

Abbildung 3.3: Generierung verschiedener Expressionsplasmide fiir murinen und humanen
IL-6R. Alle Details sind in Abschnitt 3.3 beschrieben.
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sollten humaner und muriner IL-6R ohne C-terminal fusioniertes GFP verwendet wer-
den. Dafiir wurde die vollstindige kodierende Sequenz des mIL-6R in einer PCR
mit den beiden Oligonukleotiden mIL-6R-fwd und mlIL-6R-rev aus pcDNA3.1-mIL-
6R-GFP amplifiziert, wobei mIL6R-fwd ein Stoppcodon nach der letzten Aminosdure
enthielt. Das PCR-Produkt wurde gereinigt und mit den beiden Restriktionsendonu-
kleasen Kpnl und Notl geschnitten. Zur Praparation des Vektors wurde das Plasmid
pcDNA3.1-mIL-6R-GFP mit den gleichen Enzymen geschnitten, dephosphoryliert und
gereinigt. Der nach Ligation erhaltene Vektor wurde pcDNA3.1-mIL-6R genannt.

Zur Herstellung eines Expressionsplasmids fiir hIL-6R ohne GFP wurde die nattirli-
cherweise vorkommende BmgBI-Schnittstelle im humanen IL-6R genutzt. Durch die
beiden Oligonukleotide hIL-6R-fwd und hIL-6R-rev wurde der Bereich der Aminosau-
ren 389-468 mittels PCR amplifiziert, wobei hIL-6R-rev ein Stoppcodon nach der letzten
Aminosdure enthielt. Das PCR-Produkt wurde gereinigt und mit den beiden Restrik-
tionsendonukleasen BmgBI und Notl geschnitten. Zur Préparation des Vektors wurde
das Plasmid pcDNA3.1-hIL-6R-GFP mit den gleichen Enzymen geschnitten, dephos-
phoryliert und gereinigt. Der nach Ligation erhaltene Vektor wurde pcDNA3.1-hIL-6R
genannt (siehe Abbildung 3.3 B).

3.4 Generierung einer murinen IL-6R exprimierenden
Ba/F3-gp130-Zelllinie

Das Shedding des mIL-6R sollte nunmehr in einer murinen Zelllinie in vitro untersucht
werden. Fiir diesen Zweck wurden Ba/F3-gp130-Zellen gewéhlt. Diese Zelllinie wachst
in Abhéngigkeit von Hyper-IL-6, einem Fusionsprotein aus IL-6 und 16slichem IL-6R«,
die mit Hilfe eines flexiblen Linkers miteinander verbunden sind (FISCHER etal., 1997).
Ba/F3-gp130-Zellen wurden retroviral mit pMOWS-mIL-6R-GFP transduziert und mit
Hilfe des Antibiotikums Puromycin selektiert.

Nach erfolgreicher Transduktion proliferierten die Zellen mit IL-6 statt mit Hyper-IL-6.
Die Oberflachenexpression des Fusionsproteins wurde mit Hilfe der Durchflusszyto-
metrie nachgewiesen (siehe Abbildung 3.4).
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Abbildung 3.4: Expression von mIL-6R-GFP in stabil transduzierten Ba/F3-gp130-Zellen. In-
trazelluldre Expression von GFP wurde im FITC-Kanal gemessen (linkes Dia-
gramm). Die Oberflichenexpression des mIL-6R wurde mit Hilfe eines PE-
markierten Antikorpers detektiert (siehe Abschnitt 2.1.2). Ba/F3-gp130-Zellen
dienten als Negativkontrolle (ungefiillte Histogramme).

Um sicherzustellen, dass der transduzierte mIL-6R funktional ist, wurde ein Prolife-
rationsassay durchgefiihrt. Hierbei wurden die Zellen mit verschiedenen Zytokinen
(humanes IL-6, murines IL-6, Hyper-IL-6, jeweils 10 ng/ml) fiir 48 h kultiviert. Es konn-
te vorher gezeigt werden, dass Zytokinentzug zur Induktion von intrinsischer Apop-
tose in Ba/F3-gp130-Zellen fiihrt (CHALARIS etal., 2007), d.h. Zellen ohne Zytokin
sterben ab und geben kein Signal im Proliferationsassay. Die Ergebnisse sind in Ab-
bildung 3.5 dargestellt. Es zeigt sich, dass die mit mIL-6R-GFP transduzierten Ba/F3-
gp130-Zellen sowohl in Gegenwart von humanem als auch von murinem IL-6 wach-
sen. Hyper-IL-6 dient als Positivkontrolle (Abbildung 3.5 A). Dieses belegte, dass der
transduzierte mIL-6R funktional ist, d. h. durch IL-6 ausgeldste Proliferation vermitteln
kann. Wahrend humanes IL-6 sowohl an den murinen als auch an den humanen IL-6R
binden kann, signalisiert murines IL-6 spezies-spezifisch ausschliefilich {iber den mIL-
6R (JOSTOCK etal., 2001). Ba/F3-gp130-Zellen, die mit humanem IL-6R transduziert
sind, wachsen daher nur in Gegenwart von humanem IL-6 (Abbildung 3.5 B). Ba/F3-
gp130-Zellen wachsen ausschliefslich mit Hyper-IL-6 (Abbildung 3.5 C).
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Abbildung 3.5: Proliferation von stabil transduzierten Ba/F3-Zelllinien. (A) Stabil transdu-
zierte Ba/F3-gp130-mIL-6R-GFP-Zellen wurden fiir 48 h mit 10ng/ml der an-
gegebenen Zytokine kultiviert. Als Vergleich dienten (B) stabil mit hIL-6R trans-
duzierte Zellen sowie (C) Ba/F3-gp130-Zellen. Die Proliferation der Zellen
wurde wie unter 2.2.2.8 beschrieben bestimmt.

3.5 NIH3T3-Zellen enthalten mIL-6R-RNA, aber kein

detektierbares Protein

Neben den in Abschnitt 3.4 beschriebenen Ba/F3-gp130-Zellen soll das Shedding des
murinen IL-6R in einer weiteren murinen Zelllinie untersucht werden. Hierfiir wur-
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de die murine Fibroblastenzelllinie NIH3T3 gewdahlt. Um sicherzustellen, dass diese
nicht schon endogen mIL-6R exprimiert, der bei den geplanten Versuchen stéren kénn-
te, wurde die Existenz von entsprechender RNA mittels RT-PCR iiberpriift (siehe Ab-
bildung 3.6 A). Im Gegensatz zu Ba/F3-gp130-Zellen enthalten NIH3T3-Zellen RNA
fur mIL-6R (Primer RT-mIL-6R-fwd und RT-mIL-6R-rev). Durch Sequenzierung des
PCR-Produkts wurde sichergestellt, dass es sich tatsdchlich um mIL-6R-RNA handelt.
Die Verwendung gleicher Mengen cDNA wurde durch den Nachweis von murinem
GAPDH (Primer RT-GAPDH-fwd und RT-GAPDH-rev) kontrolliert.

A B

600 1
& T
s &
S E =
S S S N E 400 |
NN 9 ob
NN N B,
> 88 & P =
Q?’,\ CEE 5 S «
S @ S =
€ 200
m GAPDH unter Detektionsgrenze
0 T T

PMA - +
miL-6R - - +

miL-6R

S— R-actin

PMA - +

Abbildung 3.6: NIH3T3-Zellen enthalten mIL-6R-RNA, aber kein nachweisbares Prote-
in. (A) Nachweis von RNA fir mIL-6R in NIH3T3 und verschiedenen
Ba/F3-gp130-Zelllinien mittels RT-PCR. Als Negativkontrolle diente H,O, 1ng
pcDNAS3.1-mIL-6R wurde als Positivkontrolle verwendet. Gleiche Mengen cD-
NA wurden durch den Nachweis von murinem GAPDH kontrolliert. (B) Glei-
che Mengen NIH3T3-Zellen wurden fiir 2h mit 100nM PMA stimuliert und
der smIL-6R im Uberstand anschliefend mittels ELISA quantifiziert. 48 h vor
Stimulation wurden die Zellen, wenn angegeben, mit mIL-6R transfiziert. (C)
Die untransfizierten Zellen aus (B) wurden nach der Stimulation lysiert und
50 ng Proteinlysat mittels Western Blot analysiert. Nach der ersten Detektion
gegen mIL-6R wurde der blot gestrippt und mit einem Antikorper gegen -
actin erneut detektiert.
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Erstaunlicherweise war auf Proteinebene weder mit ELISA noch mit Western blot mIL-
6R nachweisbar (siehe Abbildung 3.6 B und C, vergleiche auch (ROSE-JOHN etal.,
1991)). Daher wurden NIH3T3-Zellen im Folgenden zur Untersuchung des Sheddings
von murinem IL-6R und den in Abschnitt 3.8 beschriebenen Chimiren verwendet.

3.6 Humanes ADAM17 prozessiert humanen und murinen
IL-6R
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Abbildung 3.7: Humanes ADAM17 prozessiert humanen und murinen IL-6R. (A) HEK293-
Zellen wurden mit hIL-6R oder mIL-6R transfiziert und nach 48h gleiche
Zellzahlen mit PMA fiir 2h stimuliert. Die Inhibitoren GI254023X (GI) und
GW280264X (GW) wurden 30 min vor der Stimulation zugegeben. Der 16sliche
Rezeptor im Uberstand wurde mit entsprechenden ELISAs quantifiziert. Zur
Berechnung des Anstiegs an sIL-6R wurde die ohne Stimulation, konstitutiv
freigesetzte Menge gleich 1 gesetzt und davon ausgehend die anderen Konzen-
trationen berechnet. Die Abbildung zeigt den Mittelwert aus mindestens drei
voneinander unabhingigen Experimenten & SD. (B) Die Zellen wurden wie un-
ter (A) beschrieben behandelt, der 16sliche Rezeptor aus dem Uberstand mittels
Concanavalin-A Sepharose prazipitiert und dann per Western Blot visualisiert.
Die Zellen wurden nach der Stimulation lysiert und 50 pg Protein pro Spur im
Western Blot analysiert. Nach dem Strippen wurde die gleichméfiige Beladung
durch Visualisierung von B-actin sichergestellt.
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Es konnte in einer Reihe von Untersuchungen gezeigt werden, dass sowohl humanes
als auch murines ADAM17 in der Lage ist, nach Induktion den humanen IL-6R zu
schneiden (siehe z.B. MATTHEWS etal. (2003); CHALARIS etal. (2007)). Aquivalente
Untersuchungen zum murinen IL-6R fehlen bislang. Als erstes Experiment sollte da-
her untersucht werden, ob der murine IL-6R ebenso wie der humane ein Substrat fiir
humanes ADAM17 darstellt.

Hierzu wurden HEK293-Zellen mit humanem und murinem IL-6R transfiziert und
gleiche Zellzahlen 48 h nach Transfektion fiir 2h mit PMA stimuliert. Die Inhibitoren
GI254023X (GI, spezifisch fiir ADAM10) und GW280264X (GW, inhibiert ADAM10 und
ADAM17) wurden 30 min vor der Stimulation zugesetzt. Wie Abbildung 3.7 A zeigt,
findet sich im Uberstand PMA-stimulierter Zellen dreimal mehr shIL-6R im Vergleich
zu unstimulierten Zellen. Dieser Effekt ldasst sich mit GW vollstindig inhibieren, mit
dem ADAMI10-spezifischen Inhibitor GI jedoch nicht. Beim murinen IL-6R zeigt sich
das gleiche Bild. Dieser wird sogar noch etwas starker von hADAM17 prozessiert, da
sich hier nach Stimulation mit PMA viermal mehr 16slicher Rezeptor im Uberstand be-
findet. Auch dieses ldsst dich vollstindig mit GW, nicht jedoch mit GI hemmen. Zur
Kontrolle wurden identische Experimente auch mit Western Blots analysiert (siehe Ab-
bildung 3.7 B), wobei hier sowohl der prazipitierte sIL-6R detektiert wurde, als auch
der im Lysat verbliebene membrangebunde Rezeptor.

Insgesamt ladsst sich feststellen, dass humanes ADAM17 keinen Unterschied zwischen
murinem und humanem IL-6R macht und in der Lage ist, beide Substrate gleicherma-
en von der Zelloberflache zu shedden.

3.7 Murines ADAM17 prozessiert humanen, aber nicht

murinen IL-6R

Um herauszufinden, ob sich die Prozessierung des IL-6R in murinen Zellen im Ver-
gleich zu humanen Zellen (siehe Abschnitt 3.6) unterscheidet, wurde das Shedding von
humanem und murinem IL-6R in zwei verschiedenen murinen Zelllinien untersucht.
Abbildung 3.8 A zeigt, dass murine NIH3T3-Zellen nach PMA-Stimulus in der Lage
sind, humanen IL-6R in hohem MafSe zu shedden (schwarze Balken). Die vollstandi-
ge Inhibition durch GW identifiziert ADAM17 als verantwortliche Protease, wiahrend
GI keine inhibierenden Eigenschaften hat. Transfiziert man NIH3T3-Zellen hingegen
mit murinem IL-6R, fiihrt die Stimulation mit PMA zu keinem signifikanten Anstieg

des sIL-6R im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle (p=0,327). Interessanterweise lasst
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Murines ADAM17 prozessiert humanen, aber nicht murinen IL-6R. (A)
NIH3T3-Zellen wurden mit hIL-6R oder mIL-6R transfiziert und nach 48 h glei-
che Zellzahlen mit PMA fiir 2h stimuliert. Die Inhibitoren GI und GW wur-
den 30 min vor der Stimulation zugegeben. Der 16sliche Rezeptor im Uberstand
wurde mit entsprechenden ELISA quantifiziert. Zur Berechnung des Anstiegs
an sIL-6R wurde die ohne Stimulation, konstitutiv freigesetzte Menge gleich
1 gesetzt und davon ausgehend die anderen Konzentrationen berechnet. Die
Abbildung zeigt den Mittelwert aus mindestens drei voneinander unabhén-
gigen Experimenten £ SD. (B) Die Zellen wurden wie unter (A) beschrieben
behandelt, der 16sliche Rezeptor aus dem Uberstand mittels Concanavalin-A
Sepharose préazipitiert und dann per Western Blot visualisiert. Die Zellen wur-
den nach der Stimulation lysiert und 50 pg Protein pro Spur im Western Blot
analysiert. Nach dem Strippen wurde die gleichméflige Beladung durch Visua-
lisierung von B-actin sichergestellt. (C) Gleiche Mengen Ba/F3-gp130-hIL-6R-
Zellen und Ba/F3-gp130-mIL-6R-GFP-Zellen wurden wie unter (A) beschrie-
ben stimuliert, analysiert und die Ergebnisse ausgewertet.

67



3 Ergebnisse

sich das konstitutive, unstimulierte Shedding des mIL-6R sowohl mit GI als auch mit
GW um ungefidhr 50 % inhibieren, was auf die Beteiligung einer sowohl durch GI als
auch durch GW inhibierbaren Protease hindeutet.

Abbildung 3.8 B zeigt zur Bestitigung das gleiche Experiment, analysiert mit Western
Blots. Um sicher zu gehen, dass dieser Befund kein Artefakt der gewéhlten Zelllinie ist,
wurde das Experiment mit Ba/F3-gp130, d. h. einer zweiten murinen Zelllinie, analog
durchgefiihrt (Abbildung 3.8 C). Auch hier zeigt sich starkes Shedding des humanen
IL-6R durch ADAM17 nach PMA-Stimulation, aber kein signifikant erhthtes induzier-
tes Shedding des murinen IL-6R nach gleicher Behandlung (p=0,374).
Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass die in primédren Milzzellen (vergleiche
Abschnitt 3.2) gewonnene Erkenntnis, dass murines ADAM17 den murinen IL-6R nur
in geringem Mafie shedden kann, sich auch mit zwei verschiedenen murinen Zelllini-
en in vitro zeigen ldsst, wobei es hier zu gar keinem induzierten Anstieg des smIL-6R

kommt.

3.8 Konstruktion von Chimaren aus humanem und murinem
IL-6R

SP [ D1
human MLAVGCALLAALLAAPGAALAPRRCPAQEVARGVLTSLPGDSVTLTCPGV 50

murin MLTVGCTLLVALLAAPAVALVLGSCRALEVANGTVTSLPGATVTLICPGK 50
Kk kkk kk kkkkkk kK ok okokk ok kokskkk  kkk kokok

| D1 |
human EPEDNATVHWVLRKPAAGSHPSRWAGMGRRLLLRSVQLHDSGNYSCYRAG 100

murin EAAGNVTIHWVY SGSQNREWTTTGNTLVLRDVQLSDTGDYLCSLND 96
* * ok ckokk * % * ¥k ckk okokk ko ok kX

| D1 | D2 |
human RPAGTVHLLVDVPPEEPQLSCFRKSPLSNVVCEWGPRSTPSLTTKAVLLV 150

murin HLVGTVPLLVDVPPEEPKLSCFRKNPLVNAICEWRPSSTPSPTTKAVLFA 146
kokok kokokokokkkokokk kokkkkk kk ok kkk ok kokokk  kokokokokok

D2
human RKFQNSP AEDFQEPCQYSQESQKFSCQLAVPEGDSSFYIVSMCVASSVG 199

murin KKINTTNGKSDFQVPCQYSQQLKSFSCQVEILEGDKVYHIVSLCVANSVG 196
* KoKk KoKk KKK * 5k ok ok * Kk Kkok KKK KKK
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| D2 | D3
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Abbildung 3.9: Alignment von humanem und murinem IL-6R. Das Alignment der Amino-

sduresequenzen von humanem und murinem IL-6R wurden mit dem Pro-
gramm ClustalX erstellt (JEANMOUGIN etal., 1998). Identische Aminosduren
sind mit einem Stern (*) markiert. Die einzelnen Doménen der Proteine sind

farblich dargestellt. Signalpeptid (SP): violett; Doméne 1 (D1): orange; Doméne
2 (D2): griin; Doméne 3 (D3): hellblau; Stalk (S): gelb; Transmembrandomaéne
(TM): dunkelgrau; intrazellulire Doméne (ICD): hellgrau. Die Schnittstelle von

ADAM17 im humanen IL-6R ist rot markiert.
Die Darstellung des Alignments erfolgte mit TeXEafle (BEITZ, 2000).

Es ist erstaunlich, dass humaner und muriner IL-6R von murinem ADAM]17 unter-

schiedlich prozessiert werden, wiahrend humanes ADAM17 keinen Unterschied zwi-
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schen den beiden Spezies macht. Um Bereiche zu identifizieren, die fiir diese Differen-
zen verantwortlich sind, bietet sich die Erstellung von Chiméren an, d. h. von Proteinen,
in denen einzelne Domé&nen gegen ihre Gegenstiicke der anderen Spezies ausgetauscht
sind. Humanes und murines ADAM17 weisen eine Sequenzidentitit von 91,9 % auf
(die Sequenzahnlichkeit betrdgt sogar 97,5 %), was es unwahrscheinlich macht, dass
strukturelle Unterschiede zwischen diesen beiden Proteinen fiir das beobachtete Phi-
nomen verantwortlich sind (siehe das Alignment in Abschnitt 7.1). Humaner und mu-
riner IL-6R bestehen nur zu 53,4 % aus identischen und zu 77,0 % aus dhnlichen Ami-
nosduren (siehe das Alignment in Abbildung 3.9, alle Werte bestimmt mit Hilfe von
FASTA (PEARSON & LIPMAN, 1988)). Daher wurde entschieden, insgesamt zwolf ver-
schiedene Chiméren aus humanem und murinem IL-6R zu erstellen. Hierbei wurde ein
so genannter gain of function-Ansatz gewéhlt, d. h. der kaum prozessierte murine IL-6R
diente als Ausgangspunkt und es wurde untersucht, welche Substitutionen zum Shed-
ding der Chimére durch ADAM17 fiihren.

In der ersten Chiméare D358E wurde nur eine einzelne Aminosaure ausgetauscht. Diese
Punktmutation fiihrt dazu, dass die Chimére nun die identische Aminosduresequenz
rund um die ADAM17 Schnittstelle aufweist, die fiir den humanen IL-6R identifiziert
wurde (MULLBERG etal., 1993a). Die Chimdren TM und ICD enthalten den transmem-
brandren bzw. intrazelluldren Bereich des humanen IL-6R. Bei den folgenden Chiméren
D1, D2, D3 und S wurde jeweils eine der extrazelluldaren Domédnen des murinen IL-6R
durch ihr humanes Gegenstiick ausgetauscht. Die Chimdren D1-D3, D1+D2, D1+D3
und D2+D3 enthalten zwei bzw. drei humane Doméinen im extrazelluldren Bereich,
wihrend bei der Chimére S/TM/ICD Stalk, Transmembran- und intrazelluldare Domaé-
ne von humanen, der Rest vom murinen IL-6R stammen. Abbildung 3.10 zeigt eine
schematische Ubersicht der erstellten Konstrukte.

Ziel dieser Vorgehensweise ist es, fiir die Substraterkennung durch ADAM17 relevan-
te Bereiches des IL-6R zu identifizieren. Da die bekannten ADAM17-Substraten keine
Konsensussequenz der Schnittstelle aufweisen, miissen andere Bereiche des Substrats
tir seine Erkennung durch die Protease wichtig sein. Es ist zu erwarten, dass Doménen
des extrazelluldren Bereiches fiir diese Erkennung wichtig sind, wahrend die intrazellu-
lare Doméne (ICD) vermutlich keinen Einfluss haben wird, da bereits fiir den humanen
IL-6R gezeigt werden konnte, dass eine vollsténdige Deletion der ICD keinen Einfluss
auf das PMA-induzierte Shedding hat.

70



3 Ergebnisse

S TM 1D
A=
miL-6R | D1 | | D2 | D3 | g
hiL-6R D1 D2 D3 {é
mIL-6R (D358E) | D1 | | D2 | | D3 | '
mIL-6R (D1) [ o2 [ o3 ]

mIL-6R (D2)

miL-6R (D3) | D1

D2

|

mIL-6R (D1-D3)
MIL-6R (D1+D2)
MIL-6R (D2+D3)
MIL-6R (D1+D3)

mIL-6R (5) | b1 || D2 || D3 [P

mIL-6R (TM) | D1 | | D2 | | D3 | %%
mIL-6R (ICD) | D1 | | D2 | D3 | - S

mIL-6R (S/TM/ICD) | D1 | | D2 | | D3 | § é

Abbildung 3.10: Schematische Ubersicht der erstellten Chimiren aus humanem und muri-
nem IL-6R. Der schematische Aufbau der Doménen von murinem (grau) so-
wie von humanem (schwarz) IL-6R und der zwolf erstellten Chiméren ist dar-
gestellt. Details finden sich im Text von Abschnitt 3.8. Verwendete Abkiirzun-
gen: Signalpeptid (SP); Doméne 1 (D1); Doméne 2 (D2); Doméne 3 (D3); Stalk

(S); Transmembrandomane (TM); intrazelluldre Doméne (ICD).

3.9 Generierung der Expressionsplasmide fiir die

IL-6R-Chimaren

Ausgangspunkt fiir die Konstruktion der Expressionsplasmide der IL-6R Chimé-
ren waren die beiden Plasmide pcDNA3.1-hIL-6R und pcDNA3.1-mIL6R (siehe Ab-
schnitt 3.3). Beispielhaft sei hier die Erstellung der Chimére D2 erldutert. Dafiir wurde
der Bereich des Signalpeptids und der Doméne 1 des murinen IL-6R mittels PCR ampli-
fiziert (Primer V2-1 und V2-2). Mit einer zweiten PCR wurde Doméne 2 des humanen
IL-6R vervielfaltigt (Primer V2-3 und V2-4). Durch eine SOE-PCR (Primer V2-1 und V2-
2) wurden die beiden PCR-Fragmente miteinander verbunden, da die Primer V2-2 und
V2-3 der initialen PCRs so gewihlt wurden, dass sie zueinander komplementére Uber-
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hédnge besitzen. Nach Reinigung des finalen PCR-Produkts und Inkubation mit den
beiden Restriktionsendonukleasen BmgBI sowie BamHI wurde der Vektor pcDNA3.1-
mlIL-6R analog geschnitten, dephosphoryliert, gereinigt und anschliefsend ligiert. Der
erhaltene Vektor bekam die Bezeichnung pcDNA3.1-mIL-6R-D2.

In Abschnitt 7.2 finden sich schematische Klonierungsschemata fiir simtliche erstell-
ten Chiméren. Im selben Abschnitt (Tabelle 7.2) finden sich alle hierfiir verwendeten
Oligonukleotide sowie die Restriktionsendonukleasen, die benétigt wurden. Aus dem
Alignment in Abbildung 7.1 kénnen die gewidhlten Domé&nengrenzen entnommen wer-
den.

3.10 Analyse der Chimaren D358E, TM und ICD

Zur Analyse der Chimdren wurden diese transient sowohl in HEK293 als auch in
NIH3T3-Zellen transfiziert, um das Shedding sowohl durch humanes als auch durch
murines ADAM17 zu untersuchen. Wie beschrieben wurde ADAM17 durch Stimula-
tion mit 100 nM PMA fiir 2 h aktiviert und der losliche chimére IL-6R im Uberstand mit
einem geeigneten ELISA quantifiziert.

Die erste untersuchte Chimare, D358E, wurde in NIH3T3-Zellen genau wie der mlIL-
6R nach PMA-Stimulation nicht geshedded (siehe Abbildung 3.11 A, graue Balken).
Ebenso liefs sich das unstimulierte, konstitutive Shedding der Chimére sowohl mit GI
als auch mit GW hemmen. Die Hemmung wies jedoch keine statistische Signifikanz
auf (p=0,116). Chimére D358E ist somit kein geeignetes Substrat fiir murines ADAM17.
Durch humanes ADAM17 liefs sich der Rezeptor hingegen analog zum unverander-
ten murinen und humanen IL-6R prozessieren (schwarze Balken). Auch in der Analyse
mittels Western Blot (Abbildung 3.11 B) war im Uberstand der NTH3T3-Zellen kein 16s-
licher IL-6R detektierbar, wahrend die Expression der membrangebundenen Chimaére
deutlich sichtbar war.

Bei der zweiten analysierten Chimare (TM) wurde die murine Transmembrandoma-
ne durch ihr humanes Gegenstiick ausgetauscht. Auch diese Substitution hatte keinen
Einfluss auf die Prozessierung durch murines ADAM17, wie Abbildung 3.11 C (graue
Balken) zeigt. Nach PMA-Stimulation zeigte sich eine geringfligige Erthchung an 16sli-
chem Rezeptor. Diese war aber nicht signifikant (p=0,35). In HEK293-Zellen hingegen
wurde die Chimédre von humanem ADAM17 geshedded (schwarze Balken). Die Ana-
lyse per Western blot bestétigte die Ergebnisse der ELISA (Abbildung 3.11 D).

Auch der Austausch der intrazelluldaren Doméne (Chimaére ICD) fiihrte zu keiner Erho-
hung des Sheddings in murinen NIH3T3-Zellen. Allerdings wurde auch diese Chimére
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Abbildung 3.11: Analyse der Chimédren D358E, TM und ICD. (A) — (F) Die Experimente wur-
den wie in den Abbildungen 3.7 und 3.8 beschrieben durchgefiihrt, Erldute-

rungen finden sich in Abschnitt 3.10.
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in humanen HEK293-Zellen normal prozessiert (Abbildung 3.11 E, F). Zusammenfas-
send kann festgestellt werden, dass Transmembran- und intrazelluldre Domé&ne sowie
die vermutete Schnittstelle des murinen IL-6R keinen Einfluss auf die Prozessierung
durch murines ADAM17 nach PMA-Stimulation haben.

3.11 Analyse der Chimaren D1, D2, D3 und S

A mIL-6R (D1) B
HEK293 NIH3T3 HEK293-mIL-6R (D1)
5 GI  GW
PMA + - + +
[+
© 4 | — e
é [——— = — | R
& 31 | P —— e | R-actin
2
c
<2 NIH3T3-mIL-6R (D1)
2
2 Gl  GW
x PMA + - + +
. [ w—— o | si-6r
= T T T 1
o Y -
PMA + + + + + + | | IL-6R
h'.—- ——'l R-actin
Gl GW Gl  GW
C mIL-6R (D2) D
HEK293 NIH3T3 HEK293-mIL-6R (D2)
> Gl GW
PMA + - + +
[+
g, 1
Sa l - - sIL-6R
= — -
%3_ 1-'—1‘@“— IL-6R
oo
,g —-— — -l R-actin
2
< 2 4
5 NIH3T3-mIL-6R (D2)
ey
[}
&9 - Gl  GW
x H PMA + -+ +
0 T T r , — — | 5iL6R
PMA + - + + + - + + | — — S '.llL-GR
- | o .
Gl GW Gl GW | = | B-actin

Abbildung 3.12: Analyse der Chimdren D1 und D2. (A) — (D) Die Experimente wurden wie in
den Abbildungen 3.7 und 3.8 beschrieben durchgefiihrt, Erldauterungen finden
sich in Abschnitt 3.11.
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Da, wie im vorherigen Abschnitt gezeigt, die bisher untersuchten Bereiche des murinen
IL-6R die Unterschiede zum humanen IL-6R nicht erkldren konnen, wurden Chiméaren
erstellt, bei denen einzelne Doménen des extrazelluldren Bereichs ausgetauscht wur-
den.

Wie Abbildung 3.12 A zeigt, fiihrte der Austausch der Domdne D1 zum Shedding
des IL-6R in murinen NIH3T3-Zellen durch murines ADAM17 (graue Balken). In
HEK?293-Zellen wurde auch diese Chiméare wie alle bisher untersuchten von humanem
ADAMI17 prozessiert. Ebenso wurde in den Western Blots (Abbildung 3.12 B) in beiden
untersuchten Zelllinien Ioslicher Rezeptor nach Stimulation im Uberstand nachgewie-
sen. Die Stimulation lie8 sich in beiden Fillen mit GW, aber nicht mit GI hemmen, was
ADAMI17 als verantwortliche Protease identifizierte.

Chimaére D2, bei der Domé&ne D2 im murinen IL-6R ausgetauscht wurde, konnte ebenso
von murinem und humanem ADAM17 prozessiert werden (Abbildung 3.12 C, D).
Auch die nidchsten beiden Chiméiren, bei denen die verbliebenen extrazellularen Do-
méanen D3 und S einzeln durch die entsprechenden humanen Doménen substituiert
wurden, lieflen sich spezies-unabhingig von humanem und murinem ADAM17 glei-
chermafien prozessieren (Abbildung 3.13 A — D). Insgesamt zeigten diese Experimente,
dass die Selektivitit von mADAM17 gegeniiber dem mIL-6R durch den extrazelluldren
Bereich bestimmt wird. Allerdings liefs sich diese unterschiedliche Selektivitat nicht an
einer bestimmten Doméne festmachen. Vielmehr scheint die vollstandige dreidimen-
sionale Struktur des IL-6R bestimmend fiir die Frage zu sein, ob es sich um ein Substrat
von mADAM17 handelt oder nicht. Dieses zeigt sich daran, dass es keinen Unterschied
macht, welcher der vier Bereiche ausgetauscht wurde.

3.12 Analyse von Chimdren mit mehreren ausgetauschten

Domanen

Um die gewonnenen Erkenntnisse weiter zu untermauern, wurden als ndchster Schritt
Chimaéren erstellt, bei denen mehr als eine Domine des extrazelluldaren Bereichs aus-
getauscht wurde. Abbildung 3.14 A — F zeigt die Daten fiir die Chiméren D1+D2,
D1+D3 und D2+D3. Erwartungsgemafs konnten alle drei chiméren Proteine von mu-
rinem ADAM17 in ihre 16sliche Form uberfiihrt werden. Von humanem ADAM17 in
HEK?293-Zellen wurden sie (wie alle anderen getesteten Varianten des IL-6R) ebenfalls
geshedded.

Auch ein Austausch der drei Domédnen D1, D2 und D3 von murin zu human macht
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Abbildung 3.13: Analyse der Chimdren D3 und S. (A) — (D) Die Experimente wurden wie in
den Abbildungen 3.7 und 3.8 beschrieben durchgefiihrt, Erldauterungen finden
sich in Abschnitt 3.11.
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Abbildung 3.14: Analyse der Chimédren D1+2, D1+3 und D2+3. (A) — (F) Die Experimente wur-
den wie in den Abbildungen 3.7 und 3.8 beschrieben durchgefiihrt, Erldute-
rungen finden sich im Abschnitt 3.12.
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Abbildung 3.15: Analyse der Chimdren D1-D3 und S/TM/ICD. (A) — (C) Die Experimente
wurden wie in den Abbildungen 3.7 und 3.8 beschrieben durchgefiihrt, Er-
lauterungen finden sich im Abschnitt 3.12.
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aus dem mIL-6R ein Substrat fiir murines ADAM17 (Abbildung 3.15 A, B). Interessan-
terweise wurde auch eine IL-6R-Chimaire, bei der neben dem Stalk auch TM und ICD
ausgetauscht wurden, von mADAM17 prozessiert, obwohl die vorherigen Experimente
gezeigt hatten, dass weder Transmembran- noch intrazelluldare Doméne bei der Selek-
tivitat eine Rolle spielen. Der Austausch der Stalk-Region, der ja allein schon ausrei-
chend war, schien in dieser Chimére die dominierende Rolle zu spielen, die aus ihr ein
Substrat fiir murines ADAM17 machte (Abbildung 3.15 C, D).

3.13 Zusammenfassung und Vergleich der erstellten

Chimaren

Eine Ubersicht der quantitativen Daten, die mit den Chiméren und Rezeptoren gewon-
nen werden konnten, ist in Tabelle 3.1 zusammengefasst. Auf einige Punkte soll an
dieser Stelle besonders hingewiesen werden.

Durch PMA-Stimulation von transient transfizierten NIH3T3-Zellen und anschliefSen-
de Quantifizierung sowohl des 16slichen Rezeptors im Uberstand als auch des in den
Zellen verbliebenen membranstandigen Rezeptors zeigte sich, dass mehr als die Hélfte
des humanen IL-6R nach Stimulation in die 16sliche Form tiberfiihrt wurde. Konstitutiv,
d. h. ohne Stimulation, waren dies nur rund 15 %. Bei murinem IL-6R fiihrte die PMA-
Stimulation zu keinem nennenswerten Anstieg des l6slichen Rezeptors (13,43 & 2,23 %
gegeniiber 13,52 £ 1,41 %). Ahnliche Werte erhilt man fiir die Chiméren D358E, T und
ICD, wéhrend alle anderen untersuchten Chiméren in vergleichbar starkem Mafse in
NIH3T3 und HEK293-Zellen proteolytisch prozessiert werden. Einzig Chimére D3 fallt
mit einer leicht reduzierten Sheddingrate von 28,09 &+ 9,22 % etwas heraus.

Das gleiche Bild zeigt sich bei der Berechnung des x-fachen Anstiegs des loslichen Re-
zeptors nach Stimulation verglichen mit unstimulierten Zellen. Weder beim Wildtyp-
mlIL-6R noch bei den Chimiren D358E, TM und ICD findet sich ein nennenswerter
Anstieg nach PMA-Stimulation. Bei allen anderen bewegt er sich zwischen dem drei-
und dem vierfachen. Auch hier fallt Chiméare D3 mit einem Wert von 2,02 4 0,20 et-
was heraus. In HEK293-Zellen werden alle Rezeptoren gleichermafien gut prozessiert,
der x-fache Anstieg bewegt sich zwischen dem drei- und vierfachen der unstimulierten
Kontrolle, wobei wiederum Chimére D3 mit 2,28 + 1,11 die grofite Abweichung nach
unten aufweist.
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3.14 Stimulation mit lonomycin fithrt zum Shedding von
humanem und murinem IL-6R durch ADAM10

Die Analyse des konstitutiven Sheddings von murinem IL-6R in NIH3T3-Zellen (sie-
he Abschnitt 3.7) deutet auf die Beteiligung einer Protease hin, die von den beiden
Inhibitoren GI und GW gleichermaflen inhibiert werden kann. Dieses trifft z.B. auf
ADAMI10 zu (LUDWIG etal., 2005). Um zu untersuchen, ob murines ADAM10 in der
Lage ist, mIL-6R zu shedden, wurden transient transfizierte NIH3T3-Zellen mit 1 pM
Ionomycin fiir 1h stimuliert (Abbildung 3.16 A, graue Balken). Zudem wurde mit der
rekombinanten Prodoméne von ADAM10 (A10 pro) ein sehr spezifischer Inhibitor von
ADAMIO0 zusétzlich verwendet (MOsS etal., 2007). Das Experiment zeigte, dass Iono-
mycin zur proteolytischen Freisetzung des murinen IL-6R fiihrte und dieses mit GI,
GW und A10 pro gehemmt werden konnte. Die verantwortliche Protease ist also sehr
wahrscheinlich ADAM10. Interessanterweise gilt dieses analog fiir den humanen IL-
6R (schwarze Balken), der ebenfalls nach Stimulation durch Ionomycin von murinem
ADAMI0 gespalten wird. Gleiches ist auch in humanen HEK293-Zellen zu beobach-
ten (Abbildung 3.16 B), d.h. auch humanes ADAMI10 kann durch Ionomycin zum
Shedding sowohl des murinen als auch des humanen IL-6R angeregt werden. Abbil-
dung 3.16 C zeigt wiederum in NIH3T3-Zellen, dass eine Herunterregulierung von
mADAMI0 durch spezifische siRNAs zu einer Hemmung des durch Ionomycin aus-
gelosten Sheddings fiihrt, was die Beteiligung von ADAMI10 an diesem Prozess weiter
untermauert.

Die Fihigkeit der rekombinanten Prodoméne von ADAMIO, tatsdchlich selektiv
ADAM10 und nicht ADAM17 hemmen zu konnen, wurde durch das in Abbildung 3.17
dargestellte Experiment tiberpriift. Hierfiir wurden transient mit humanem oder muri-
nem IL-6R transfizierte NIH3T3-Zellen mit PMA stimuliert. Die ADAM10 Prodoméne
hatte hierbei keinen inhibierenden Einfluss auf das ADAM17-mediierte Shedding des
humanen IL-6R (schwarze Balken). Sie war aber in der Lage, das konstitutive Shedding
des murinen IL-6R um 50 % zu reduzieren (graue Balken) und ist folglich ein selektiver
ADAM10-Inhibitor, der keine Kreuzreaktivitit zu ADAM17 zeigt.
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Abbildung 3.16: Stimulation mit Ionomycin fiithrt zum Shedding von humanem und muri-

nem IL-6R durch ADAM10. (A) NIH3T3-Zellen wurden transient entweder
mit murinem oder humanem IL-6R transfiziert. 48 h nach Transfektion wur-
den gleiche Anzahl von Zellen mit 1pM lonomycin fiir 1h stimuliert. Die
Inhibitoren GI, GW und rekombinante ADAM10 Prodoméne wurden 30 min
vor der Stimulation zugegeben. (B) HEK293-Zellen wurden wie unter (A) be-
schrieben transfiziert und stimuliert. Der 16sliche Rezeptor im Uberstand wur-
de mit entsprechenden ELISA quantifiziert. Zur Berechnung des Anstiegs an
sIL-6R wurde die ohne Stimulation, konstitutiv freigesetzte Menge gleich 1
gesetzt und davon ausgehend die anderen Konzentrationen berechnet. Die
Abbildung zeigt den Mittelwert aus mindestens drei voneinander unabhan-
gigen Experimenten + SD. (C) NIH3T3-Zellen wurden transient sowohl mit
humanem bzw. murinem IL-6R als auch mit einer Mischung aus drei siRNAs
transfiziert, die gegen murines ADAMI10 gerichtet sind. Die Stimulation er-
folgte wie unter (A) beschrieben. Gezeigt ist ein reprasentatives Experiment
mit dem Mittelwert einer Dreifachbestimmung + SD.
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Abbildung 3.17: Die rekombinante ADAM10 Prodomidne hemmt selektiv ADAM10, aber
nicht ADAM17. NIH3T3-Zellen wurden transient entweder mit murinem
oder humanem IL-6R transfiziert. 48 h nach Transfektion wurde die gleiche
Anzahl Zellen mit 100mM PMA fiir 2 h stimuliert. Rekombinante ADAM10
Prodoméine wurden 30 min vor der Stimulation zugegeben. Der 16sliche Re-
zeptor im Uberstand wurde mit entsprechenden ELISA quantifiziert. Zur Be-
rechnung des Anstiegs an sIL-6R wurde die ohne Stimulation, konstitutiv frei-
gesetzte Menge gleich 1 gesetzt und davon ausgehend die anderen Konzen-
trationen berechnet. Die Abbildung zeigt den Mittelwert aus mindestens drei
voneinander unabhingigen Experimenten + SD.

3.15 Analyse des IL-6R-Shedding in verschiedenen
Protease-defizienten murinen embryonalen
Fibroblasten (MEFs)

Um die Beteiligung von verschiedenen Metalloproteasen an Sheddingprozessen zu un-
tersuchen, konnen, wie bisher beschrieben, verschiedene Inhibitoren mit unterschied-
licher Selektivitdt verwendet werden. Nachteilig ist dabei, dass fast alle verfiigbaren
Inhibitoren mehr als eine Protease inhibieren, eine 100 %ige Selektivitdt also in der
Regel nicht gegeben ist. Als Alternative konnen Zellen verwendet werden, die aus
Knockout-Méusen fiir die entsprechenden Proteasen gewonnen und immortalisiert
worden sind. Ublicherweise sind dieses murine embryonale Fibroblasten (MEFs). Fiir
die folgenden Experimente wurden Wildtyp-Zellen, ADAM107/-, ADAM17/~ sowie
ADAM107/-/ADAM17~/- MEFs verwendet, um die beteiligten Proteasen an den ge-
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Abbildung 3.18: Analyse des Sheddings in ADAM10”7" und ADAM17”- MEFs. ADAM17-/"
MEFs wurden mit (A) hIL-6R oder (B) mIL-6R transient transfiziert. Nach 48 h
wurden gleiche Zellzahlen mit den angegebenen Chemikalien stimuliert. Die
angegebenen Inhibitoren wurden 30 min vor der Stimulation zugesetzt. Die
in (C) und (D) gezeigten Experimente wurden analog mit ADAM10”/- MEFs
durchgefiihrt. Gezeigt ist ein reprasentatives Experiment mit dem Mittelwert
einer Dreifachbestimmung + SD.

84



3 Ergebnisse

schilderten Prozessen zweifelsfrei untersuchen zu konnen.

Zunichst wurden ADAM17-/~ MEFs transient sowohl mit humanem als auch mit mu-
rinem IL-6R transfiziert. Die Stimulation erfolgte entweder mit PMA oder Ionomycin
(Iono). Die Abbildungen 3.18 A und B zeigen die entsprechenden per ELISA gewon-
nenen Daten. PMA fiihrte in ADAM17~/- MEFs erwartungsgemaf nicht zum Shedding
des humanen IL-6R. Ionomycin stimulierte hingegen die Freisetzung des shIL-6R. Die-
ses konnte mit GI vollstindig gehemmt werden. Das gleiche Ergebnis erhielt man bei
Untersuchung des murinen IL-6R in dieser Zelllinie. lonomycin fiihrte auch hier zur
Freisetzung des l6slichen Rezeptors, was mit GI vollstindig inhibiert werden konnte.
Zusammengefasst zeigten die Experimente mit den ADAM17-/- MEFs, dass Stimulati-
on mit lonomycin selektiv ADAM10 aktivierte, wahrend Shedding des humanen IL-6R
nach PMA-Stimulation mittels ADAM17 erfolgte.

Im nachsten Schritt wurden ADAM107/- MEFs transient mit humanem und muri-
nem IL-6R transfiziert und, wie in den Abbildungen angegeben, stimuliert. Abbil-
dung 3.18 C zeigt die Quantifizierung des hIL-6R-ELISA. PMA fiihrte, wie schon mehr-
fach gezeigt, zur proteolytischen Freisetzung des hIL-6R durch ADAM17. Das Fehlen
von ADAMI0 in den Zellen beeinflusste diesen Prozess nicht. Interessanterweise 19ste
die Stimulation mit Ionomycin ebenfalls Shedding des hIL-6R aus, obwohl ADAM10
nicht vorhanden war. GW hemmte diesen Vorgang vollstandig, wahrend A10 pro kei-
nen Einfluss auf die Freisetzung hatte. Dieser Effekt steht im Einklang mit einer Publi-
kation von LE GALL etal. (2009), die zeigte, dass bei Fehlen von ADAM10 in Zellen
ADAM17 durch Ionomycin aktiviert werden konnte. Ein solches Phdanomen ist fiir den
IL-6R jedoch noch nicht beschrieben. Ein anderes Bild zeigte sich allerdings bei muri-
nem IL-6R (Abbildung 3.18 D). Auch hier fiihrte lonomycin zum Shedding des murinen
IL-6R, obwohl ADAM10 in den Zellen vollstindig fehlt. Allerdings liefs sich der Effekt
weder mit A10 pro noch mit GW hemmen. Ein Einfluss von ADAM17 konnte somit
ausgeschlossen werden, da sonst eine hemmende Wirkung von GW zu beobachten ge-
wesen ware. Verantwortlich musste folglich eine andere Protease sein, die sich weder
mit GW noch mit A10 pro hemmen lief3.

Zur Bestdtigung der gewonnenen Erkenntnisse wurde das Experiment analog mit
doppelt-defizienten ADAM107/-/ADAM17/- MEFs durchgefiihrt. Abbildung 3.19 A
zeigt, dass weder PMA noch Ionomycin in diesen Zellen zur Freisetzung des humanen
IL-6R fiihrten, somit ADAM10 und ADAM17 die beiden fiir die Prozessierung ver-
antwortlichen Proteasen darstellten. Beim murinen IL-6R war dies anders, wie Abbil-
dung 3.19 B illustriert. Wahrend PMA zu keinem Anstieg an loslichem Rezeptor fiihrte,
sorgte auch hier Ionomycin fiir einen Anstieg, der weder mit GW noch der ADAM10-
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Abbildung 3.19: Analyse des Sheddings in ADAM107/ADAM17”- und Wildtyp MEFs.

ADAM107/-/ADAM17~/- MEFs wurden mit (A) hIL-6R oder (B) mIL-6R tran-
sient transfiziert. Nach 48 h wurden gleiche Zellzahlen mit den angegebenen
Chemikalien stimuliert. Die angegebenen Inhibitoren wurden 30 min vor der
Stimulation zugesetzt. Die in (C) und (D) gezeigten Experimente wurden ana-
log mit Wildtyp MEFs durchgefiihrt. Gezeigt ist ein repridsentatives Experi-
ment mit dem Mittelwert einer Dreifachbestimmung + SD.
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3 Ergebnisse

Prodoméne inhibiert werden konnte. Fiir dieses Shedding konnten weder ADAM10
noch ADAM17 verantwortlich sein, was die Beteiligung einer weiteren Protease in der
Maus nahelegte.

Die Abbildungen 3.19 C und D zeigen die als Kontrolle durchgefiihrten Experimen-
te mit Wildtyp-MEFs. Die Ergebnisse entsprechen den mit NIH3T3 und Ba/F3-gp130-
Zellen gewonnenen Erkenntnissen (vergleiche Abschnitte 3.7).

3.16 Stimulation des P2X7-Rezeptors fithrt zum
IL-6R-Shedding durch ADAM10 in vitro

A humaner HEK293 muriner B humaner NIH3T3 muriner
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Abbildung 3.20: Stimulation des P2X7-Rezeptors fiihrt zum IL-6R-Shedding durch ADAM10
in vitro. (A) HEK293-Zellen wurden transient doppelt mit hIL-6R/hP2X7R
oder mIL-6R/hP2X7R transfiziert. 48 h nach Transfektion wurden gleiche Zell-
zahlen mit 500 uM BzATP fiir 30 min stimuliert, Inhibitoren 30 min vor der
Stimulation zugesetzt. (B) NIH3T3-Zellen wurden wie unter (A) beschrieben
transfiziert und stimuliert. Der 16sliche Rezeptor im Uberstand wurde mit
entsprechenden ELISA quantifiziert. Zur Berechnung des Anstiegs an sIL-6R
wurde die ohne Stimulation, konstitutiv freigesetzte Menge gleich 1 gesetzt
und davon ausgehend die anderen Konzentrationen berechnet. Die Abbil-
dung zeigt den Mittelwert aus mindestens drei voneinander unabhédngigen
Experimenten + SD.

Noch immer ist wenig iiber physiologische Stimuli bekannt, die zur Aktivierung von
Metalloproteasen und in der Folge zur proteolytischen Freisetzung des IL-6R fiihren.
Um zu tiberpriifen, ob die Stimulation des purinergen P2X7-Rezeptors zum Shed-
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3 Ergebnisse

ding des IL-6R fiihrt, wurden HEK293-Zellen transient doppelt mit hIL-6R/hP2X7R
oder mIL-6R/hP2X7R transfiziert. Zur Aktivierung des P2X7R wurde BzATP, ein ATP-
Analogon mit hoherer Halbwertszeit, eingesetzt. Die Stimulation erfolgte fiir 30 min,
die angegebenen Inhibitoren wurden 30 min vorher zugegeben. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 3.20 A dargestellt. Aktivierung des P2X7R fiihrte somit sowohl bei huma-
nem (schwarze Balken) als auch bei murinem (graue Balken) IL-6R zu einem drei- bis
tinffachen Anstieg des sIL-6R. Interessanterweise konnte diese Freisetzung sowohl mit
GI als auch mit GW zum grofsen Teil gehemmt werden, was auf eine Beteiligung von
ADAMI10 hinwies. Dieses Ergebnis ist erstaunlich, da ADAM10 bislang eher als kon-
stitutiv aktive Protease angesehen wurde und man davon ausging, dass induzierbares
Shedding des IL-6R durch ADAM17 ausgefiihrt wurde.

Um auszuschliefSen, dass auch in diesem Fall ein speziesspezifischer Einfluss auf die
Substraterkennung vorliegt, wurde das Experiment analog mit NIH3T3-Zellen durch-
gefiihrt (Abbildung 3.20 B). Die Ergebnisse bestitigen allerdings die in HEK293-Zellen
gewonnenen Erkenntnisse. Auch in murinen Zellen fiihrt die Aktivierung des P2X7R
zum Shedding des IL-6R durch ADAMI0, unabhéngig davon, ob es sich um humanen
oder murinen Interleukin 6-Rezeptor handelt.

3.17 Stimulation des P2X7-Rezeptors in murinen
Primarzellen fithrt zum IL-6R-Shedding durch
ADAM10

Nachdem im vorherigen Abschnitt gezeigt werden konnte, dass limitierte Proteolyse
des IL-6R durch den P2X7R in vitro induziert werden kann, stellte sich die Frage, ob die-
ses auch eine Relevanz in vivo hat. Daftir wurden priméare Milzzellen aus Wildtyp- und
P2X7R/--Méusen isoliert und mit BzZATP stimuliert (Abbildung 3.21 A, B). Der P2X7R-
Inhibitor wurde wie angegeben fiir 30 min vor der Stimulation mit den Zellen inkubiert.
Die Quantifizierung des smIL-6R im Uberstand der Zellen zeigte eine vierfache Erho-
hung nach Stimulation im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle (A, schwarze Bal-
ken). Im Uberstand stimulierter Zellen aus P2X7R™/"-Méausen zeigte sich kein Anstieg
an loslichem Rezeptor (grauer Balken). Die verbliebene Oberfldchenexpression des en-
dogenen mIL-6R auf den Zellen wurden anschliefSfend mit Hilfe der Durchflusszytome-
trie bestimmt. Abbildung 3.21 B zeigt den prozentualen Anteil der mIL-6R-positiven
CD3*-Zellen. Nach der BZATP-Stimulation hatten die Wildtyp-Zellen den tiberwiegen-
den Teil des membrangebundenen mIL-6R verloren. Dieses war weder bei vorher mit
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Abbildung 3.21: Stimulation des P2X7-Rezeptors in murinen Primdrzellen fiihrt zum IL-
6R-Shedding durch ADAMI10. (A), (B) Priméire Milzzellen von Wildtyp und
P2X7R”/"-Méusen wurden isoliert und mit 300 pM BzATP fiir 30 min inku-
biert. Der Inhibitor KN62 wurde 30 min vor der Stimulation zugegeben. (A)
Der smIL-6R wurde mittels ELISA quantifiziert, (B) der prozentuale Wert der
mlIL-6R positiven CD3"-Milzzellen mit der Durchflusszytometrie bestimmt
(n=4). (C), (D) Primdre T-Zellen aus der Milz von Wildtyp und hypomorphen
ADAM17%/eX_Mzusen wurden isoliert und wie unter (A) beschrieben stimu-
liert und der sIL-6R quantifiziert (n=2). (E), (F) Primére T-Zellen aus der Milz
von Wildtyp-Méausen wurden mit 150 uM BzATP wie beschrieben stimuliert
und quantifiziert (n=4). Alle gezeigten Daten repridsentieren den Mittelwert +
SD von individuell analysierten Méausen.
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3 Ergebnisse

dem Inhibitor KN62 inkubierten Zellen noch bei Zellen aus P2X7R™/"-Mausen der Fall.
Um einen Einfluss von ADAM17 bei diesem Stimulus zu untersuchen, wurde das
eben beschriebene Experiment mit priméren T-Zellen aus Wildtyp- und hypomorphen
ADAM17¢¥/**-M4usen wiederholt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.21 C und D dar-
gestellt. Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass An- oder Abwesenheit von ADAM17
in den stimulierten Zellen keinen Einfluss auf das ATP-induzierte Shedding des mIL-
6R hat.

Da die in vitro-Experimente im vorherigen Abschnitt auf ADAMI0 als verantwortliche
Protease hindeuteten, wurden erneut T-Zellen aus Wildtyp-Médusen isoliert und mit
BzATP stimuliert. Die Inhibitoren wurden wie tiblich 30 min vor Stimulation zugesetzt.
Sowohl bei isolierten T-Zellen als auch bei primaren Milzzellen fithrte BZATP zu einem
starken Anstieg des smIL-6R, der mit GI, GW und der ADAM10-Prodoméne nahezu
vollstindig inhibiert wurde (Abbildung 3.21 E). Abbildung 3.21 F zeigt die entspre-
chende Oberfldchenexpressiondes mIL-6R der Zellen, bestimmt mittels Durchflusszy-
tometrie. Die mit den beiden Inhibitoren vorbehandelten Zellen wiesen dabei trotz
BzATP-Stimulation eine hohere Expression an mIL-6R auf. Die Inhibition von ADAM10
durch GI und GW reduzierte somit das BzZATP-induzierte Shedding.
Zusammengefasst zeigten die Ergebnisse, dass Stimulation des P2X7R durch ATP einen
physiologischer Stimulus des IL-6R Shedding in der Maus darstellt. Die in diesem Ab-
schnitt geschilderten Experimente wurden zum Teil gemeinsam mit Dr. Nathalie Janner
(Biochemisches Institut, CAU Kiel), zum Teil von ihr alleine durchgefiihrt.

3.18 Durch P2X7-Rezeptor ausgelostes Shedding tragt zum

Serumlevel an smIL-6R bei

Der Untergang von Zellen und damit die Freisetzung von ATP in den extrazellula-
ren Raum ist ein Vorgang, der in Lebewesen permanent ablduft. ATP ist in der Lage,
purinerge Rezeptoren wie den P2X7R auf anderen Korperzellen zu aktivieren, was an-
schlieffend u. a. zur proteolytischen Freisetzung des mIL-6R fithren kann, wenn die ak-
tivierten Zellen endogen mIL-6R exprimieren.

Um abschitzen zu konnen, welche Relevanz dieser Signalweg in der Maus besitzt, wur-
de die Menge an smIL-6R im Serum von P2X7-/~-Mzusen mit der von Wildtyp-Méusen
verglichen. Die Quantifizierung erfolgte mit einem ELISA gegen mIL-6R. Tatsachlich
war in Mdusen ohne P2X7R der Serumlevel an smIL-6R signifikant um 15,5 % reduziert
(16.05 £+ 0.77ng/ml gegentiber 13.60 £ 0.13ng/ml, p < 0.001, siehe Abbildung 3.22).
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3 Ergebnisse

Aktivierung des P2X7R tragt somit zum Serumlevel an smIL-6R in der Maus bei, wenn
auch der tiberwiegende Teil durch andere Prozesse ausgelost werden muss.
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Abbildung 3.22: Durch P2X7-Rezeptor ausgeldstes Shedding trigt zum Serumlevel an smIL-
6R bei. Die Menge an smIL-6R in aus Vollblut gewonnenem Serum wurde mit-
tels eines ELISA gegen den mIL-6R bestimmt. Vergleich zwischen C57BL/6-
Wildtyp und P2X7-Rezeptor”/“-Mausen. Gezeigt ist der Mittelwert von fiinf
Tieren pro Gruppe £ SD. Alle Werte wurden dreifach bestimmt.

3.19 Apoptose fiihrt zum Shedding des mIL-6R durch
ADAM10

In der Arbeit von CHALARIS etal. (2007) wurde gezeigt, dass Apoptose ein natiirlicher
Stimulus ist, der zur proteolytischen Freisetzung des humanen IL-6R durch ADAM17
fihrt. Um zu untersuchen, ob dieses ebenfalls fiir den murinen IL-6R gilt, wurden
Ba/F3-gp130-Zellen-hIL-6R-Zellen und Ba/F3-gp130-mIL-6R-GFP-Zellen fiir 8 h mit
500 ng/ml des Chemotherapeutikums Doxorubicin inkubiert, um Apoptose in den Zel-
len auszuldsen. Ferner wurden die Inhibitoren GI und GW verwendet, um die verant-
wortliche Protease zu bestimmen. Abbildung 3.23 A bestitigt die Ergebnisse von CHA-
LARIS etal. (2007) und zeigt eindeutig, dass der humane IL-6R in murinen Zellen nach
Apoptose durch ADAM17 prozessiert wurde. Apoptotische Zellen wurden durch Far-
bung gegen Annexin V und Messung dieser mittels Durchflusszytometrie bestimmt.
Ba/F3-gp130-mIL-6R-GFP-Zellen zeigten ein anderes Bild. Auch hier fithrte Apoptose
zur proteolytischen Freisetzung des l9slichen Rezeptors, die sich aber sowohl mit GI
als auch mit GW hemmen lief3, was auf ADAMI0 als verantwortliche Protease
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Apoptose fithrt zum Shedding des mIL-6R durch ADAM10. (A) Gleiche Zell-
zahlen Ba/F3-gp130-hIL-6R wurden fiir 8§ h mit 500 ng/ml Doxorubicin (Do-
x0) behandelt. Inhibitoren wurden 30 min vorher zugesetzt. Die Zellen wur-
den durch Zentrifugation sedimentiert und der 16sliche Rezeptor im Uber-
stand mittels ELISA quantifiziert. (B) Analog zu (A) wurde das gleiche Ex-
periment mit Ba/F3-gp130-mIL-6R-GFP durchgefiihrt. (C), (D) Apoptotische
Zellen nach Behandlung mit Doxorubicin wurden durch Farbung gegen An-
nexin V nachgewiesen. (E) Primdre murine T-Zellen wurden tiber Nacht mit
100 ng/ml Doxorubicin inkubiert. Die Inhibitoren wurden 30 min vorher zu-
gegeben. Der smIL-6R im Uberstand wurde anschlieSend mittels ELISA quan-
tifiziert. Die Daten sind der Mittelwert £ SD von sechs Médusen.

92
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hinweist (Abbildung 3.23 B). Der geringe Unterschied in der Inhibition zwischen GI
und GW war nicht signifikant (p=0,314). Auch hier wurde mittels Annexin V-Farbung
sichergestellt, dass die Zellen apoptotisch waren (Abbildung 3.23 D).

Als weiteres Experiment wurden priméare murine T-Zellen aus Wildtyp-Mausen isoliert
und iiber Nacht mit 100 ng/ml Doxorubicin inkubiert. Der anschlieend im Uberstand
der Zellen enthaltene smIL-6R wurde mittels ELISA quantifiziert. Auch hier fiihrte die
Stimulation mit Doxorubicin zum Shedding des mIL-6R, das durch die Inhibitoren GI,
GW und die ADAM10-Prodoméne nahezu vollstindig gehemmt wurde. Zusammen-
gefasst deuten diese Experimente darauf hin, dass fiir das Shedding des IL-6R in der
Maus nach Apoptose eher ADAM10 als ADAM17 verantwortlich ist.

3.20 Stimulation mit Anisomycin fiihrt zum Shedding des
humanem IL-6R durch ADAM17
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Abbildung 3.24: Stimulation mit Anisomycin fithrt zum Shedding des humanem IL-6R
durch ADAM17. HEK293-Zellen wurden mit hIL-6R transfiziert. (A) Gleiche
Zellzahlen wurden 48 h nach Transfektion wie angegeben mit 10 uM Anisomy-
cin oder 100nM PMA fiir 1h stimuliert. (B) Gleiche Zellzahlen wurden 48 h
nach Transfektion wie angegeben mit Anisomycin fiir 1h stimuliert. Die In-
hibitoren GI und GW wurden 30 min vor der Stimulation zugesetzt. Die im
Uberstand enthaltene Menge shIL-6R wurde mittels ELISA quantifiziert. Zur
Berechnung des Anstiegs an shIL-6R wurde die ohne Stimulation, konstitutiv
freigesetzte Menge gleich 1 gesetzt und davon ausgehend die anderen Kon-
zentrationen berechnet. Gezeigt ist ein reprasentatives Experiment mit dem
Mittelwert einer Dreifachbestimmung =+ SD.
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Die Arbeit von XU & DERYNCK (2010) zeigte, dass das Antibiotikum Anisomycin in
der Lage ist, die p38 MAPK zu aktivieren, die wiederum ADAM17 durch Phosphory-

lierung von Thr”3>

aktiviert, was zum Shedding von Liganden der TGFa-Familie fiihrt.
Ob Anisomycin auch zur Freisetzung des IL-6R fiihrt, wurde bisher nicht untersucht.
Zu diesem Zweck wurden HEK293-Zellen mit hIL-6R transfiziert und sowohl mit PMA
als auch mit Anisomycin stimuliert (siehe Abbildung 3.24 A). Als Kontrolle wurden die
Zellen mit PMA stimuliert, was zu einer signifikanten Erhohung des shIL-6R fiihrte
(p=0,002). Bei Stimulation mit Anisomycin zeigte sich, dass auch dieses in der Lage ist,
Shedding des hIL-6R auszulosen. Der Anstieg an l9slichem Rezeptor fillt dabei vergli-
chen mit PMA geringer aus, unterscheidet sich aber signifikant von der unstimulierten
Kontrolle (p=0,04).

Um zu bestimmen, welche Protease fiir das Anisomycin-induzierte Shedding verant-
wortlich ist, wurde das beschriebene Experiment mit den Inhibitoren GI (selektiv fiir
ADAM10) und GW (inhibiert sowohl ADAM10 als auch ADAM17) wiederholt. Wah-
rend GI keinen Einfluss auf das Shedding des hIL-6R hatte, konnte das Shedding mit
GW vollstindig inhibiert werden. Somit ist die durch Anisomycin aktivierte Protease
als ADAM17 identifiziert.

3.21 Die p38 MAPK ist am Anisomycin-induzierten
Shedding beteiligt

Der intrazelluldre Signalweg, der durch Anisomycin aktiviert wird und zum Shedding
von ADAM17-Substraten fiihrt, ist die p38 MAPK. Diese ldsst sich effektiv mit der Che-
mikalie SB203580 hemmen. Um zu zeigen, dass auch das durch Anisomycin ausgeldste
Shedding des humanen IL-6R von der intrazelluldren Aktivitdt der p38 MAPK abhéngt,
wurden mit hIL-6R transfizierte HEK293-Zellen vor der Stimulation mit SB203580 in-
kubiert. Abbildung 3.25 A zeigt, dass sich das Shedding vollstindig und signifikant
durch den p38 MAPK-Inhibitor hemmen liefs (p<0,001), die Aktivitit der p38 MAPK
folglich notwendig war. Auf PMA-induziertes Shedding hatte der Inhibitor keinen Ein-
fluss (siehe Abbildung 3.25 B), obwohl auch dieses durch ADAM17 vermittelt wurde
Beide Stimuli, sowohl PMA als auch Anisomycin, fithren somit zur Stimulation der
gleichen Protease, aktivieren aber offensichtlich vollig verschiedene intrazelluldre Si-
gnalwege, die dann zum Shedding des humanen IL-6R fiihren.
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Abbildung 3.25: p38 MAPK ist am Anisomycin-induzierten Shedding beteiligt. HEK293-
Zellen wurden mit hIL-6R transfiziert. (A) Gleiche Zellzahlen wurden 48 h
nach Transfektion wie angegeben mit 1 uM Anisomycin fiir 1 h stimuliert. Der
p38 MAPK-Inhibitor SB203580 (10 pM) wurde 30 min vor Beginn der Stimu-
lation zugesetzt. (B) Gleiche Zellzahlen wurden 48h nach Transfektion wie
angegeben mit PMA fiir 1h stimuliert. Die Inhibitoren GI, GW und SB203580
wurden 30 min vor der Stimulation zugesetzt. Die im Uberstand enthaltene
Menge shIL-6R wurde mittels ELISA quantifiziert. Zur Berechnung des An-
stiegs an shIL-6R wurde die ohne Stimulation, konstitutiv freigesetzte Menge
gleich 1 gesetzt und davon ausgehend die anderen Konzentrationen berech-
net. Gezeigt ist ein reprdsentatives Experiment mit dem Mittelwert einer Drei-
fachbestimmung 4= SD.

3.22 Generierung eines Expressionsplasmids fiir humanen

IL-6R ohne intrazellulare Domane

Zur weiteren Charakterisierung der Unterschiede zwischen PMA- und Anisomycin-
induziertem Shedding des humanen IL-6R sollte der Einfluss der intrazelluldren Do-
maéne des IL-6R untersucht werden. Hierfiir wurde eine IL-6R cDNA generiert, bei der
der kodierende Bereich der intrazellulairen Doméne durch GFP ersetzt wurde. Die all-
gemeine Vorgehensweise zeigt Abbildung 3.26. Hierfiir wurde pcDNA3.1-hIL-6R-GFP
als Vorlage verwendet und mit den beiden Oligonukleotiden IL6R-dICD-GFP-fwd und
IL6R-dICD-GFP-rev durch eine PCR ein Bereich amplifiziert, der den letzten Teil der
Stalk-Doméne sowie die vollstindige Transmembrandoméne enthielt. Nach Reinigung
des PCR-Produkts wurde dieses mit PmlIl und BamHI gespalten.
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Abbildung 3.26: Schematische Ubersicht der Generierung des Expressionsplasmids fiir hu-
manen IL-6R ohne intrazellulire Domidne pcDNA3.1-hIL-6RAICD-GFP. Al-
le Details sind in Abschnitt 3.22 beschrieben.

Der Vektor wurde mit den gleichen Restriktionsendonucleasen gespalten, dephospho-
ryliert und nach Reinigung mit dem PCR-Produkt ligiert. Hierdurch entstand ein Ex-
pressionsplamid, das fiir den humanen IL-6R ohne intrazellulire Domé&ne kodiert, der
C-terminal mit GFP fusioniert ist. Es wird als pcDNA3.1-hIL-6RAICD-GFP bezeichnet.

3.23 Die intrazellulare Domane des hIL-6R ist fiir

Anisomycin-induziertes Shedding notwendig

Fiir das PMA-induzierte Shedding des humanen IL-6R wird die intrazellulire Doméne
des IL-6R nicht benétigt (MULLBERG etal., 1994). Ob dies auch fiir andere Stimuli gilt,
die zum Shedding des IL-6R fiihren, wurde bislang nicht untersucht. Daher wurden
HEK?293-Zellen nach Transfektion mit hIL-6R oder hIL-6RAICD-GFP mit Anisomycin
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stimuliert (siehe Abbildung 3.27).
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Abbildung 3.27: Die intrazellulire Domine des humanen IL-6R ist fiir das Anisomycin-
induzierte Shedding notwendig. HEK293-Zellen wurden mit (A) hIL-6R oder
(B) hIL-6RAICD-GEFP transfiziert. Gleiche Zellzahlen wurden 48 h nach Trans-
fektion wie angegeben mit 1 pM Anisomycin fiir 1h stimuliert. Die im Uber-
stand enthaltene Menge des shIL-6R wurde mittels ELISA quantifiziert. Der
P38 MAPK-Inhibitor SB203580 (10 uM) wurde 30 min vor Beginn der Stimula-
tion zugesetzt. Zur Berechnung des Anstiegs an shIL-6R wurde die ohne Sti-
mulation konstitutiv freigesetzte Menge an sIL-6R gleich 1 gesetzt und davon
ausgehend die anderen Konzentrationen berechnet. Gezeigt ist ein repréasen-
tatives Experiment mit dem Mittelwert einer Dreifachbestimmung 4 SD.

Fiir den vollstindigen hIL-6R zeigt sich, dass nach Stimulation mit Anisomycin ein si-
gnifikanter 2,5facher Anstieg des 16slichen IL-6R im Uberstand zu finden war (p<0,001),
der vollstandig durch den p38 MAPK-Inhibitor SB203580 blockiert werden konnte
(p<0,001). Durch Deletion der intrazelluldiren Domédne war der Anstieg an 16slichem
hIL-6R nach Anisomycin-Stimulation deutlich reduziert und unterschied sich nicht si-
gnifikant von der unstimulierten Kontrolle (p=0,374) sowie von dem mit SB203580 in-
hibierten Ansatz (p=0,333). Die intrazelluldre Doméne des humanen IL-6R scheint folg-
lich fiir das Anisomycin-induzierte Shedding benétigt zu werden.
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4.1 Der IL-6 Signalweg und der l6sliche IL-6 Rezeptor

Wie alle pleiotropen Zytokine ist auch Interleukin-6 (IL-6) an einer Vielzahl physiologi-
scher und pathophysiologischer Prozesse beteiligt. Da es in den meisten entziindlichen
Erkrankungen zu einer vermehrten Expression von IL-6 kommt, wird es hdufig als pro-
inflammatorisches Zytokin wahrgenommen. Allerdings spielt IL-6 auch in vielen meta-
bolischen und regenerativen Prozessen eine wichtige Rolle, weist folglich sowohl pro-
als auch anti-inflammatorische Eigenschaften auf (SCHELLER etal., 2011).

Die biologischen Aktivititen von IL-6 werden tiiber einen Rezeptorkomplex, beste-
hend aus den beiden Transmembranproteinen IL-6R und gp130, signalisiert. IL-6 bin-
det hierbei zuerst an den IL-6R. Der Komplex rekrutiert im Anschluss zwei Molekiile
gp130, was schliefllich zur IL-6 Signaltransduktion fiihrt. Dieser Signalweg wird als
IL-6 classic-signaling bezeichnet. Uber ihn vermittelt IL-6 seine regenerativen und anti-
inflammatorischen Eigenschaften. Entziindungsférdernd hingegen sind eher die Akti-
vitdten, die iiber einen zweiten Signalweg laufen, das so genannte IL-6 trans-signaling.
Hierbei bindet IL-6 an eine 19sliche Form des IL-6R (sIL-6R). Der so gebildete Komplex
ist nun in der Lage, tiber Bindung an gp130 praktisch alle Zellen des Korpers zu aktivie-
ren. Ihm steht somit ein viel grofieres Repertoire an aktivierbaren Zellen zur Verfiigung
als IL-6 allein. Der Generierung des sIL-6R kommt in diesem Signalweg eine entschei-
dende Rolle zu. Im Menschen wird er entweder durch alternatives Splicen (10 %) oder
limitierte Proteolyse (90 %) gebildet (HORIUCHI etal., 1994; MULLBERG etal., 1993a).
Es wird allgemein angenommen, dass die konstante, konstitutive Proteolyse durch
ADAMI0, das (pathologisch) induzierte Shedding hingegen durch ADAM17 ausge-
fihrt wird (MATTHEWS etal., 2003).

Maduse werden seit langer Zeit als Versuchstiere eingesetzt, um die molekularen Grund-
lagen menschlicher Erkrankungen zu untersuchen. In der Maus ist fiir die Bildung des
sIL-6R ausschliefslich limitierte Proteolyse und kein alternatives Splicen beschrieben.
Der Kenntnis tiber die hierfiir verantwortliche Protease kommt somit eine entscheiden-
de Bedeutung zu, mochte man Erkenntnisse aus den Tiermodellen auf die Anwendung
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im Menschen {ibertragen. Um die Rolle des IL-6 trans-signaling zu untersuchen, bietet
sich eine Knockout-Maus der entsprechenden Protease an, da in diesem Fall kein sIL-6R
in der Maus entstehen kénnte. Méuse, die einen vollstindigen Knockout von ADAM10
(HARTMANN etal., 2002) oder ADAM17 (BLACK etal., 1997; PESCHON etal., 1998) auf-
weisen, sind embryonal lethal, was ein Hinweis auf die wichtige Rolle dieser Proteasen
in der Entwicklung ist. Kiirzlich generierte hypomorphe ADAM17¢/®*-M4use, die ei-
ne geringe ADAM17-Expression von nur 5 % in allen Geweben zeigen, sollten folglich
eine Reduktion des Serumspiegels an sIL-6R aufweisen, wenn die entscheidende Pro-
tease fast vollstandig fehlt. Dieses ist nicht der Fall, die Serumspiegel im Vergleich zu
Wildtyp-Mdusen unterscheiden sich nicht. Eine Analyse von CD3"-Milzzellen, die mit
dem ADAM17-Aktivator PMA stimuliert wurden, konnte nur einen geringen Einfluss
von ADAM17 auf die Prozessierung des mIL-6R nachweisen. Die Oberfldchenexpressi-
on des endogenen mIL-6R nahm nach Stimulation nur um rund 20 % ab, wahrend auf
den gleichen Zellen die Expression des bekannten ADAM17-Substrats L-Selectin nach
Stimulation um 80 % reduziert war.

Aus diesen initialen Untersuchungen ergab sich die Frage, welche Rolle murines
ADAM17 bei der Prozessierung des murinen IL-6R spielt und somit ob ADAM10
und ADAM17 in der Maus {iberhaupt bzw. in gleicher Weise fiir die Generierung
des smIL-6R verantwortlich sind oder ob andere Proteasen an diesem Schritt betei-
ligt sind. Hierfiir wurde zunéchst in humanen HEK293-Zellen das Shedding sowohl
von humanem als auch murinem IL-6R untersucht, wobei der IL-6R beider Spezies
von humanem ADAM17 gleichermaflen gut prozessiert wurde. Zur Unterscheidung
zwischen den beiden Metalloproteasen dienten die beiden Inhibitoren GW280264X (in-
hibiert ADAM10 und ADAM17) und GI254023X (spezifisch fiir ADAM10). Das analoge
Experiment mit zwei verschiedenen murinen Zelllinien, die mit den beiden Rezepto-
ren transfiziert wurden, zeigte hingegen, dass die Aktivierung von murinem ADAM17
mit PMA zwar zur Prozessierung des humanen, aber nicht des murinen IL-6R fiihrt.
Hier zeigt sich ein erstaunlicher speziesspezifischer Unterschied in der Generierung
des sIL-6R in der Maus.

4.2 Analyse der speziesspezifischen Proteolyse durch IL-6R

Chimaren

Um zu untersuchen, welche Bereiche des IL-6R fiir diesen Unterschied in der
Prozessierung durch murines ADAM17 verantwortlich sind, wurden verschiede-
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ne Chimédren aus humanem und murinem IL-6R konstruiert. Hierbei wurde ein
gain of function-Ansatz gewdhlt, d. h. im murinen, nicht-prozessierten IL-6R wurden Be-
reiche der Aminosduresequenz durch den entsprechenden Teil des humanen IL-6R er-
setzt. Anschlieffend wurde in geeigneten Assays untersucht, welche Bereiche ausge-
tauscht werden mussten, um aus der Chimire ein Substrat des murinen ADAM17 zu
machen. ADAM17 schneidet den humanen IL-6R in der Nihe der Transmembrando-
mane zwischen den Aminosduren Q357 und D358 (MULLBERG etal., 1994). Der Bereich
um diese Schnittstelle unterscheidet sich zwischen Mensch und Maus nur in einer ein-
zelnen Aminosdure, wahrend der Rest des Stalkbereichs nur wenig konserviert ist. Eine
Substitution dieser einzelnen Aminosaure, der exakt die humane Schnittstelle im muri-
nen Rezeptor erzeugt, hatte allerdings keinen Einfluss auf die (Nicht-)Prozessierung
durch murines ADAM17. Auch ein Austausch der gesamten Transmembran- oder
der intrazelluliren Doméne im murinen IL-6R durch das humane Aquivalent sorgte
fiir keine messbare Erh6hung an loslichem Rezeptor nach PMA-Stimulation. Dieser
Befund war nicht tiberraschend, da keine Konsensussequenz fiir den Schnitt durch
ADAMI17 in den bislang bekannten Substraten gefunden werden konnte (CAESCU,
JESCHKE & TURK, 2009) und zudem die intrazellulare Domé&ne des humanen IL-6R fiir
die Prozessierung nach Stimulation durch PMA nicht benétigt wird (MULLBERG etal.,
1994).

Der Unterschied fiir die spezies-abhédngige Prozessierung musste folglich im extrazel-
luldren Bereich des IL-6R liegen. Hierfiir wurden vier Chiméren erstellt, in denen die
einzelnen Doménen (D1, D2, D3 und Stalk) separat ausgetauscht wurden, um den re-
levanten Teil ndher einzugrenzen. Erstaunlicherweise wurde jede dieser vier Chiméren
von murinem ADAM17 in ihre 16sliche Form tiberfiihrt. Eine genaue Festlegung war
somit nicht moglich. Alle weiteren erstellten Chiméren, bei denen mehr als eine Do-
méne des extrazelluldren Bereichs ausgetauscht war, verhielten sich ebenso, d. h. auch
sie waren Substrate von murinem ADAMI17. Dieses gilt auch fiir die Chimére mIL-6R
(S/TM/ICD). Obwohl, wie gezeigt, TM und ICD keinen Einfluss auf die Prozessierung
haben, ist der Austausch des Stalk verantwortlich fiir die Substraterkennung durch mu-
rines ADAM17. Es muss also festgestellt werden, dass die gesamte dreidimensionale
Struktur des IL-6R fiir Substraterkennung und Prozessierung durch mADAM17 not-
wendig ist und dieses nicht an einer einzelnen Doméne festgemacht werden kann. Un-
terstiitzt wird dieser Befund durch Untersuchungen von Antikérpern gegen CD40 und
HB-EGEF, die in der Lage sind, Shedding durch ADAM17 zu inhibieren. Die Bindungs-
epitope der Antikdrper wurden in Regionen identifiziert, die weit von der Schnittstelle
entfernt liegen (HAMAOKA etal., 2010; HANSEN etal., 2004), d. h. auch hier sind neben
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der eigentlichen Schnittstelle weitere Bereiche in den extrazelluliren Doménen fiir die
Erkennung des Substrats durch die Protease wichtig. Fiir den IL-6R sind solche inhi-
bierenden Antikorper bislang nicht beschrieben. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen
jedoch, dass ebenfalls beim IL-6R Bereiche fiir die Substraterkennung wichtig sind, die
distal der eigentlichen Schnittstelle liegen.

Alle konstruierten Chiméren wurden auch auf ihr Verhalten gegeniiber humanem
ADAM17 getestet. Da im initialen Experiment sowohl der humane als auch der murine
IL-6R geshedded wurden, ist es nicht weiter verwunderlich, dass auch samtliche Chi-
médren nach PMA-Stimulation von transfizierten HEK293-Zellen in die 16sliche Form
tiberfithrt wurden. Eine Spezies-Spezifitit liegt in humanen Zellen somit nicht vor.

4.3 ADAMI10 als wichtige induzierbare Protease des IL-6R

Die bisherigen Experimente haben gezeigt, dass murines ADAM17 beim Shedding des
murinen IL-6R nur eine untergeordnete Rolle spielt. Der Serumspiegel an 16slichem IL-
6R in der Maus muss folglich durch eine oder mehrere andere Proteasen verursacht
werden. Da humaner IL-6R neben ADAM17 auch von ADAMI10 prozessiert werden
kann, stellte sich die Frage, ob dieses analog fiir den murinen IL-6R gilt. Hierfiir wurde
das Shedding in NIH3T3-Zellen nach Stimulation mit dem Ionophor Ionomycin unter-
sucht. Der molekulare Mechanismus unterscheidet sich bei Ionomycin grundsitzlich
von dem, der durch PMA ausgelost wird. PMA aktiviert die Proteinkinase C (PKC), die
dadurch an die Membran rekrutiert wird. PMA imitiert somit die Funktion von Diacyl-
glycerol, dem natiirlichen Aktivator der PKC (KRAFT & ANDERSON, 1983). Ionomycin
stimuliert ADAM10, ohne dass daran PKC beteiligt wire, indem es fiir einen Anstieg
des intrazelluldren Ca?*-Spiegels der Zellen sorgt, was wiederum u.a. ADAMI10 akti-
viert. Sowohl humaner als auch muriner IL-6R wurden nach entsprechender Stimula-
tion von murinem ADAM10 geshedded. Blockiert werden konnte dieses sowohl durch
die schon beschriebenen Inhibitoren als auch durch Transfektion mit siRNA, die zu ei-
ner Herunterregulierung von murinem ADAMI0 fiihrte. Dieses zeigt, dass zum einen
murine ADAMI0 in der Lage ist, murinen IL-6R zu shedden, und dass zum anderen
keine Spezies-Spezifitdt besteht, wie sie murine ADAM17 aufweist.

Es wurde bereits beschrieben, dass Ionomycin zur Freisetzung des endogenen IL-6R
in humanen THP-1-Zellen fiihrt (JONES etal., 1998). Die hierfiir verantwortliche Pro-
tease wurde allerdings nicht identifiziert. Untersuchungen mit transfizierten humanen
HEK293-Zellen zeigten, dass humanes ADAM10 nach Stimulation mit Ionomycin so-
wohl humanen als auch murinen IL-6R shedded. Bislang wurde angenommen, dass
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ADAMI10 hauptsachlich fiir das konstitutive Shedding des IL-6R verantwortlich ist, da
als Stimulus bisher nur beschrieben ist, dass die Depletion von Cholesterol zum Shed-
ding des IL-6R durch ADAM10 fiithrt (MATTHEWS etal., 2003). Ionomycin ist somit der
zweite Stimulus, fiir den eine Induktion von ADAM10 gezeigt werden konnte, die zur
Freisetzung des 16slichen IL-6R fiihrt.

Zur weiteren Untermauerung dieses Befundes wurde das Shedding des IL-6R in
ADAM10”/~ MEFs untersucht. Wie erwartet fithrte PMA zur Freisetzung des humanen
IL-6R durch mADAM17, nicht aber von murinem IL-6R, was auch in dieser Zelllinie die
speziesabhdngige Freisetzung des IL-6R demonstriert. lonomycin fithrte ebenfalls zur
Freisetzung des humanen IL-6R. Da ADAM10 in den Zellen vollstandig fehlt, musste
dieses durch eine andere Protease geschehen. Die vollstindige Inhibition durch GW
und die Tatsache, dass die rekombinante ADAM10-Prodoméne keinen inhibierenden
Einfluss zeigte, belegte, dass ADAM17 in dieser Zelllinie die Rolle von ADAM10 tiber-
nehmen und den humanen IL-6R nach Stimulus durch Ionomycin freisetzen kann. Ein
solcher Kompensationsmechanismus durch ADAM17 in ADAM10-defizienten Zellen
ist bereits beschrieben worden (LE GALL etal., 2009). Anders sieht es beim murinen IL-
6R aus. Auch hier fiihrte Jonomycin zur Freisetzung des 16slichen Rezeptors, die sich
allerdings weder mit GW noch mit der rekombinanten ADAM10-Prodoméne hemmen
lief3. Eine Kompensation durch ADAM17 war nicht zu beobachten. Die Prozessierung
des mIL-6R in ADAM10”/- MEFs muss folglich durch eine weitere, bislang nicht iden-
tifizierte Protease geschehen. Auch dieses unterstreicht die unterschiedliche Prozessie-
rung von humanem und murinem IL-6R durch murine Proteasen.

Um ein artifizielles Verhalten der ADAM107/~ MEFs auszuschliefen, wurde das Ex-
periment in ADAM107/~/ ADAM17-/- MEFs wiederholt. Wie erwartet wurde humaner
IL-6R weder nach Stimulation durch PMA oder Ionomycin geshedded, was eindeu-
tig zeigt, dass an der Freisetzung des humanen IL-6R ausschliefSlich ADAM10 und
ADAM17 beteiligt sind. Im Gegensatz dazu war muriner IL-6R wie in den ADAM107/-
MEFs nach Ionomycin-Stimulus in lslicher Form im Uberstand nachweisbar. Auch
in dieser Zelllinie war die Proteolyse weder durch GW noch durch die ADAM10-
Prodomine inhibierbar, was sich nur dadurch erklaren liasst, dass der murine IL-6R
noch von einer weiteren murinen Protease geshedded werden kann, die bisher noch
nicht identifiziert worden ist. Hierfiir sind in der Zukunft weitere Experimente not-
wendig.
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Mensch Maus

R IEET:

hADAM10 hADAM17 mADAM10 mADAM17
P2X7-R Cholesterol Depletion P2X7-R (PMA)
lonomycin Apoptose lonomycin

PMA Apoptose

Anisomycin

Abbildung 4.1: Schematische Zusammenfassung der unterschiedlichen Stimuli von
ADAM10 und ADAM17 in Mensch und Maus. Im Menschen kann das Shed-
ding des IL-6R durch ADAMI10 mit Ionomycin oder durch Stimulation des
P2X7-R ausgelost werden. ADAM17 wird durch Depletion von Cholesterol,
Apoptose, PMA oder Anisomycin aktiviert. Im Gegensatz dazu wird Shedding
des murinen IL-6R hauptsdchlich durch Aktivierung von ADAM10 verursacht
(P2X7-R, Ionomycin, Apoptose), wihrend die Aktivierung von ADAM17
durch PMA nur eine untergeordnete Rolle spielt.

Um besser zu verstehen, welche physiologischen Prozesse zur Freisetzung des IL-6R
fiihren, ist es notwendig, entsprechende Stimuli zu identifizieren, die weniger artifi-
ziell als z. B. PMA sind. Fiir den humanen IL-6R konnte gezeigt werden, dass er nach
Apoptose sowohl in humanen als auch in murinen Zellen durch ADAM17 prozessiert
wird (CHALARIS etal., 2007). Durch Apoptose induziertes Shedding unterscheidet sich
von PMA dadurch, dass es weder von der PKC noch von MAPK oder reaktiven Sau-
erstoffspezies (ROS) abhdngig ist. Ein analoges Experiment mit Ba/F3-gp130-mIL-6R-
Zellen zeigte, dass es auch hier nach Induktion von Apoptose durch das Chemothe-
rapeutikum Doxorubicin zur Freisetzung des 16slichen Rezeptors kommt. Allerdings
wird dieser Prozess ebenfalls von ADAM10 und nicht von ADAM17 vermittelt. Induk-
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tion von Apoptose in primdren murinen T-Zellen fiihrt ebenfalls zur Freisetzung des
mlL-6R durch ADAM10.

Ein weiterer physiologischer Stimulus ist die Aktivierung des purinergen Rezep-
tors P2X7 durch ATP. Auch fiir andere Membranproteine ist P2X7-R vermitteltes
Ektodoménen-Shedding beschrieben, u.a. fiir CD21, CD23 und CD62/L-Selectin.
Durch Doppeltransfektion humaner und muriner Zellen mit sowohl humanem als auch
murinem IL-6R und P2X7-R sowie anschlieffender Stimulation mit dem ATP-Analogon
BzATP konnte gezeigt werden, dass auch der IL-6R nach P2X7-R Stimulation geshed-
ded wird. Diese Proteolyse wird speziesiibergreifend von humanem und murinem
ADAMI10 ausgefiihrt. Die Aktivierung des P2X7-Rezeptors stellt damit einen weite-
ren Stimulus dar, der zur induzierbaren Aktivierung von ADAMIO0 fiihrt, woraus die
Freisetzung des 16slichen IL-6R folgt. Eine Zusammenfassung der verschiedenen Sti-
muli, die zur Freisetzung des 16slichen IL-6R in Mensch und Maus fithren, kann Abbil-
dung 4.1 entnommen werden.

Der Nachweis der tatsdchlichen physiologischen Relevanz dieser in wvitro-Befunde
konnte durch Experimente mit primaren murinen Milz- und T-Zellen erbracht werden.
Auch hier wurde der endogene mIL-6R nach BzATP-Stimulation proteolytisch durch
murines ADAMI0 freigesetzt. Vergleiche mit Zellen aus hypomorphen ADAM17¢%/¢X-
Maéusen belegten, dass ADAM17 in diesem Prozess keine Rolle spielt, die Freisetzung
somit ausschliefslich iiber ADAM10 geschieht. Ein Vergleich der mIL-6R Serumlevel in
Wildtyp und P2X7-R/--Méusen zeigte eine signifikante Reduktion in den Knockout-
maéusen. Dieses unterstreicht die physiologische Bedeutung des Sheddings, das durch
Stimulation des P2X7-R ausgelost wird, da es teilweise zum normalen Serumlevel des
smlL-6R in der Maus beitréagt.

4.4 Einfluss der intrazellularen Domanen von Protease und
Substrat

Schon sehr frithe Studien konnten zeigen, dass weder die intrazellulire Doméne
des humanen IL-6R (MULLBERG etal., 1994) noch die von ADAM17 (REDDY etal.,
2000) fiir das Shedding nach Stimulation mit PMA notwendig sind. Eine mogliche
Erklarung hierfiir lieferte die Studie von WILLEMS etal. (2010), die belegte, dass
PMA extrazelluldre Protein-Disulfid-Isomerasen (PDI) inaktiviert, was zu einer akti-
ven Konformation von ADAM17 durch gednderte Disulfidbriicken fiihrt. Fiir ande-
re Stimuli, die ADAM10 oder ADAM17 aktivieren, gab es bisher nur wenige Daten,
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ob und in welcher Weise die intrazelluldiren Domé&nen von Protease und Substrat am
Ektodoménen-Shedding beteiligt sind. Kiirzlich konnten XU & DERYNCK (2010) zei-
gen, dass die p38x MAP Kinase mit der intrazelluliren Domédne von ADAM17 inter-
agiert und diese an Thr’® phosphoryliert, was zum Ektodoménen-Shedding von Li-
ganden der TGFa-Familie fiihrt. Aktiviert wurde die p38x MAPK durch Anisomycin,
ein Antibiotikum, das in der Lage ist, Stress-induzierbare Signalwege wie p38 zu akti-

vieren. Bei Austausch von Thr73®

gegen ein Alanin in der intrazelluldiren Doméne von
ADAM17 war kein durch Anisomycin induziertes Shedding mehr detektierbar.

Um zu tberpriifen, ob die Aktivierung der p38a MAPK durch Anisomycin zur
Freisetzung von loslichem humanem IL-6R fiihrt, wurden HEK293-Zellen tran-
sient transfiziert und stimuliert. Anisomycin fithrte zum Ektodomé&nen-Shedding
von humanem IL-6R. Die Beteiligung der p38x MAPK wurde durch Hem-

mung mittels SB203580, die von ADAMI17 durch Hemmung mit GW gezeigt.

PKC
=

human LRFKKEMBLRALKEGKTSMHPP YSLGQLVPERPRPTPVLVPLISPPVS 433
murin LRLKQKWKSEAEKESKTTSPPPPPYSLGPLKP TFLLVPLLT 425
k% ko kk o ko kk o kk k% ckkokok ok ok * ok

CK2
———

human PSSLGSDNTSSHNRPDARDPR YFFPR 468
murin PHSSGSDNTVNHSCLGVRDAQ YLFPR 460

* x okkkkkx Xk ok kkokk okk okk  kkok

Abbildung 4.2: Alignment der ICD von humanem und murinem IL-6R. Das Alignment der
Aminosduresequenzen der ICDs von humanem und murinem IL-6R wurde mit
dem Programm ClustalX erstellt JEANMOUGIN etal., 1998). Identische Ami-
nosduren sind mit einem Stern (*) markiert. Rot markiert sind die potentiel-
len Phosphorylierungsstellen der Proteinkinase C (PKC) und Caseinkinase II
(CK2).

Die Darstellung des Alignments erfolgte mit TpXEafle (BEITZ, 2000).

SB203580 hatte keinen Einfluss auf das PMA-induzierte Shedding, d. h. eine Beteiligung

der p38 MAPK an diesem Prozess konnte ausgeschlossen werden, was wiederum un-

terstreicht, dass es sich hier um zwei fundamental verschiedene Signalwege handelt.

Interessanterweise fiithrte die Stimulation mit Anisomycin von HEK293-Zellen, die mit

einem IL-6R ohne intrazellulire Doméne (ICD) transfiziert wurden, zu keiner signi-

fikant erhohten Freisetzung an 16slichem IL-6R. Durch dieses Experiment konnte das
erste Mal gezeigt werden, dass die ICD des humanen IL-6R fiir das Shedding seines
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extrazelluldren Bereiches notwendig ist. Eine mogliche Erkldarung hierfiir ist die Tat-
sache, dass Anisomycin neben der p38 MAPK auch die Serin/Threonin-Kinase CK2
(Casein-Kinase II) aktivieren kann (SAYED etal., 2000). Wie Abbildung 4.2 zeigt, enthalt
die ICD des IL-6R zwei mogliche Phosphorylierungsstellen fiir die CK2, die zwischen
Maus und Mensch konserviert sind. Es ist also durchaus moglich, dass nach Stimula-
tion mit Anisomycin nicht nur ADAM17, sondern auch der IL-6R phosphoryliert wird
und dieses zum Ektodoménen-Shedding beitrdgt. Das wiirde bedeuten, dass mit der
CK2 ein weiterer intrazelluldrer Signalweg fiir die Regulation der Entstehung des 16sli-
chen IL-6R mit verantwortlich ist. CK2 ist an vielen entziindlichen Erkrankungen und
der Tumorentstehung beteiligt (DUNCAN & LITCHFIELD, 2008), somit an Prozessen, in
denen auch Shedding des IL-6R und IL-6 trans-signaling eine wichtige Rolle spielen. Es
ist daher moglich, dass die Aktivitdt der CK2 und Shedding des IL-6R miteinander ver-
kntipft sind.

Weiterhin bekannt ist, dass der IL-6R sowohl konstitutiv als auch nach PMA-Stimulus
PKC-abhéngig phosphoryliert wird (MULLBERG etal., 1994). Bisher ist allerdings weder
die Phosphorylierungsstelle bestimmt worden, noch konnte der Phosphorylierung eine
funktionale Relevanz zugeordnet werden. Eine mogliche PKC-Phosphorylierungsstelle
ist interessanterweise nur im humanen, nicht aber im murinen IL-6R vorhanden (siehe
Abbildung 4.2). Ob muriner IL-6R phosphoryliert wird, ist bislang noch nicht unter-
sucht worden. Um wirklich zu verstehen, welche Rolle die intrazelluliren Doménen
von Proteasen und ihrer Substrate bei verschiedenen Stimuli spielen, bedarf es weite-
rer Analysen.

4.5 Ausblick

Die vorliegende Arbeit beschreibt entscheidende Unterschiede im Ektodoménen-
Shedding des Interleukin-6 Rezeptors zwischen Mensch und Maus. Es konnte gezeigt
werden, dass ADAM17 nur eine geringe Rolle in der Prozessierung des murinen IL-6R
spielt. Auch die bisherige Annahme, dass ADAMI10 vornehmlich fiir die konstituti-
ve Freisetzung des 16slichen IL-6R verantwortlich ist, muss in neuem Licht betrachtet
werden, da in Mensch und Maus sowohl die physiologische Stimulation durch den
P2X7-R als auch durch Ionomycin ausschliefilich ADAM10, nicht aber ADAM17 akti-
vieren. Die in vielen Publikationen zu findende Unterteilung in langsame, konstitutive
(ADAM10) und schnelle, induzierbare Freisetzung (ADAM17) muss somit tiberdacht
werden. Ebenfalls ist fraglich, ob die bisher entwickelten ADAM17 defizienten Mause
eine genaue Untersuchung des IL-6 trans-signaling erlauben oder ob nicht eher kon-
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ditionale ADAM10/--Mause dafiir geeignet sind. ADAM17 defiziente Mause spiegeln
nicht die Situation im Menschen wider, und Daten aus Krankheitsmodellen, die mit
diesen Tieren gewonnen wurden, miissen mit Vorsicht interpretiert werden.

Weiter untersucht werden sollten aufierdem die strukturellen Differenzen zwischen hu-
manem und murinem IL-6R, die dazu fiihren, dass nach Apoptose humaner IL-6R von
mADAM17, muriner IL-6R hingegen von mADAM10 geshedded wird. Hierfiir bieten
sich Ba/F3-gp130-Zellen an, die stabil mit den in dieser Arbeit beschriebenen Chiméaren
transduziert sind. Mit ihrer Hilfe sollte es moglich sein, relevante Bereiche fiir diesen
Vorgang zu identifizieren.

Eine entscheidende Rolle beim Ektodoméanen-Shedding kommt der intrazelluldren Do-
méne von Substrat und Protease zu. In dieser Arbeit konnten das erste Mal Hinweise
darauf gefunden werden, dass die ICD des hIL-6R bei einem Stimulus benétigt wird,
der zum Ektodoménen-Shedding fiihrt. Welche intrazelluldren Signalwege hierzu ver-
antwortlich sind, konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht vollstindig untersucht werden
und muss durch nachfolgende Experimente verifiziert werden, bei denen der Phospho-
rylierung des IL-6R eine entscheidende Bedeutung zukommt. Ob es auch hier speziess-
pezifische Differenzen zwischen Mensch und Maus gibt, wurde ebenfalls noch nicht
untersucht.

Ein anderer wichtiger Punkt ist die Identifikation der weiteren murinen Protease, die
in der Lage ist, den murinen IL-6R zu prozessieren. Die in dieser Arbeit verwendeten
ADAMI107/-/ ADAM17-/- MEFs bieten sich als Ausgangspunkt an, um mit verschiede-
nen Inhibitoren und spezifischen siRNAs die gesuchte Protease zu finden. Thre Identi-
tikation ist wichtig, um Ergebnisse aus murinen Krankheitsmodellen, an deren Patho-
genese der sIL-6R beteiligt ist, richtig interpretieren zu kénnen.
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5 Zusammenfassung

Interleukin-6 (IL-6) ibernimmt sowohl bei physiologischen als auch bei pathophysio-
logischen Prozessen eine Schliisselrolle in der Koordination von Immunantworten. Ein
wichtiger Schritt ist hierbei das so genannte IL-6 Trans-signaling, bei dem IL-6 an den
16slichen IL-6 Rezeptor (sIL-6R) bindet. Der entstandene Komplex ist in der Lage, prak-
tisch alle Zellen durch Bindung an den membranstdndigen signaltransduzierenden Re-
zeptor 130 (gp130) zu aktivieren. IL-6 alleine kann dies nur bei Zellen, die den mem-
brangebundenen IL-6R tragen. Loslicher IL-6R entsteht im Menschen hauptsachlich
durch limitierte Proteolyse des membranstindigen Rezeptors (Shedding), aber auch
durch alternatives Splicen der IL-6R mRNA. Es ist bekannt, dass der humane IL-6R
von ADAM17, einem Mitglied der A Disintegrin And Metalloprotease Proteinfamilie,
und zu einem geringeren Teil von ADAMI0 prozessiert wird. Man nimmt an, dass
ADAMI0 hierbei fiir das langsame, konstitutive Shedding verantwortlich ist, wahrend
ADAM17 den IL-6R schnell nach (patho-)physiologischer Stimulation schneidet. Ana-
loge Daten zum murinen IL-6R gibt es bislang nicht.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass der IL-6R in der Maus nur in geringem Mafse
durch ADAM17 proteolytisch gespalten wird. Hypomorphe ADAM17¢%/*-Mause, die
eine um rund 95 % reduzierte ADAM17 Expression in allen Geweben aufweisen, zeig-
ten keine Reduktion des Serumspiegels an 19slichem murinem IL-6R (smIL-6R) vergli-
chen mit Wildtyp-Mausen. Stimulation mit dem Phorbolester PMA war zum grofsen
Teil nicht in der Lage, ADAM17-mediiertes Shedding des mIL-6R auszuldsen, was un-
terstreicht, dass murines ADAM17 (mADAM17) nicht die Hauptprotease des mIL-6R
ist. Shedding des mIL-6R durch ADAM17 konnte hingegen erzielt werden, wenn Tei-
le des extrazellularen Bereiches durch ihr humanes Gegenstiick ausgetauscht wurden.
Die Transmembran- und die intrazelluldre Doméne hatten hierauf keinen Einfluss. Die-
ses deutet auf eine wichtige Rolle des extrazelluldren Bereichs des IL-6R in Bezug auf
die Erkennung des Substrats IL-6R durch seine Protease hin.

Kirzlich wurde Apoptose als natiirlicher Stimulus entdeckt, der ADAM17-mediiertes
Shedding des hIL-6R verursacht und damit zur Aufldsung einer akuten Entziindung
beitragt. Obwohl Apoptose ebenso das Shedding des IL-6R in der Maus auslost, wur-
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5 Zusammenfassung

de die verantwortliche Protease im Rahmen dieser Arbeit als murines ADAM10 (mA-
DAM10) identifiziert. ADAM10 war ebenso verantwortlich fiir das durch Ionomycin
ausgeloste Shedding von humanem und murinem IL-6R. In murinen embryonalen Fi-
broblasten, die defizient fiir ADAMI0 sind, wurde die Proteolyse des humanen IL-6R
von ADAM17 kompensiert, wo hingegen muriner IL-6R von einer bisher noch nicht
identifizierten weiteren Protease geschnitten wurde. In weiteren Experimenten konnte
die physiologische Stimulation des purinergen P2X7-Rezeptors als neuer Stimulus der
IL-6R Proteolyse identifiziert werden, die ausschlieslich durch humanes und murines
ADAM10 vermittelt wurde. Dieser neue Signalweg trug zum physiologischen Serum-
level an smIL-6R in der Maus bei, was durch signifikant reduzierte Werte an smIL-6R
im Blut P2X7-R defizienter Mduse gezeigt werden konnte. Schliefslich wurde das stress-
auslosende Antibiotikum Anisomycin als weiterer Stimulus der Proteolyse des hIL-6R
durch ADAM17 mittels Aktivierung der p38 MAPK identifiziert. Fiir diesen Prozess
war die intrazellulire Doméne (ICD) des IL-6R erforderlich. Es stellt somit den ersten
beschriebenen Prozess dar, in dem die ICD des IL-6R fiir das Shedding erforderlich ist.
Zusammenfassend zeigt die vorliegende Arbeit eine unerwartete Speziesspezifitiat von
ADAMI10 und ADAM17 beim Shedding des IL-6R und identifiziert ADAM10 als neue
induzierbare Protease des IL-6R in Mensch und Maus. Dies kann Konsequenzen fiir
die Interpretation von Phenotypen von ADAM17 und ADAMI0 defizienten Mausen,
insbesondere bei Krankheitsmodellen, haben.
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6 Summary

Interleukin-6 (IL-6) is an important mediator of immune responses both during physio-
logic and pathophysiologic processes. A key event is the so-called IL-6 trans-signaling,
in which the soluble Interleukin-6 receptor (sIL-6R) binds to IL-6. This complex is ab-
le to activate virtually all cells through binding to the membrane-bound glycoprotein
130 (gp130), whereas IL-6 alone is only able to activate cells expressing the membrane-
bound IL-6R. In humans, the sIL-6R is predominantly generated by proteolytic clea-
vage of the membrane-anchored form (shedding) and to a minor extent by alternative
splicing. It is known from previous studies that shedding of the human IL-6R is me-
diated by A Disintegrin And Metalloprotease 17 (ADAM17) and to a minor extent by
ADAMIO. It is believed that hereby ADAMI0 is responsible for the slow, constitutive
shedding, whereas ADAM17 is activated through (patho-)physiological stimuli. Com-
parable data for murine IL-6R are missing.

In this study, it was shown that ADAM17 is not the main sheddase of murine IL-6R in
mice. In hypomorphic ADAM17¢*/®X mice, which have about 95 % reduced ADAM17,
serum levels of soluble murine IL-6R (smIL-6R) were not reduced compared to wildty-
pe mice. Phorbol ester stimulation was largely ineffective to induce ADAM17-mediated
shedding of mIL-6R, indicating that murine ADAM17 (mADAM17) was not the major
sheddase of murine IL-6R. Shedding of mIL-6R by mADAM17 was rescued in chimeric
mlIL-6R proteins containing any extracellular domain of human IL-6R but not the trans-
membrane or the intracellular domain. This points to a role of the extracellular domains
of IL-6R in substrate /protease recognition.

Recently, apoptosis was identified as a physiological stimulus of ADAM17-mediated
shedding of hIL-6R and IL-6 trans-signaling for the resolution of acute inflammation.
Even though apoptosis induced mIL-6R shedding in mice, the responsible protease was
identified as murine ADAM10 (mADAM10). ADAM10 was also identified as the pro-
tease responsible for Ionomycin-induced shedding of human and murine IL-6R. Ho-
wever, in ADAMI0 deficient murine embryonic fibroblasts compensatory shedding of
hIL-6R was mediated by ADAM17 but loss of ADAM10-mediated shedding of mIL-6R
was compensated by a yet unidentified protease. Moreover, physiological stimulation
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6 Summary

of the purinergic P2X7 receptor was discovered as a novel inducer of IL-6R shedding
solely mediated by murine and human ADAM10. This pathway contributed to the phy-
siologic serum level of sIL-6R in mice as shown by significant reduction of smIL-6R in
the blood of P2X7-R deficient mice. Finally, the stress-inducing antibiotic anisomycin
was shown to induce shedding of hIL-6R via ADAM17 depending on the activation of
P38 MAPK, a process, in which the intracellular domain (ICD) of the IL-6R was nee-
ded. This showed for the first time the requirement of the ICD of the human IL-6R for
a shedding event.

In conclusion, this work showed an unexpected species specificity of ADAM10 and
ADAM17 and identified ADAMI10 as novel inducible sheddase of IL-6R in mice
and men, which might have consequences for the interpretation of phenotypes from
ADAM17 and ADAMI0 deficient mice, especially for animal models of human disea-
ses.
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7 Anhang

7.1 Alignment von humanem und murinem ADAM17

human
murin

human
murin

human
murin

human
murin

human
murin

human
murin

human
murin

human
murin

MRQSLLFLTSVVPFVLAPRPPDDPGFGPHQRLEKLDSLLSDYDILSLSNI
MRRRLLILTTLVPFVLAPRPPEEAGSGSHPRLEKLDSLLSDYDILSLANI
Kk kok o kk kR Kok ok ok kKKK Xk ko kR ok ok KRk oKk kKR Rk Kk ok ok Kok

QQHSVRKRDLQTSTHVETLLTFSALKRHFKLYLTSSTERFSQNFKVVVVD

QQHSIRKRDLQSATHLETLLTFSALKRHFKLYLTSSTERFSQNLRVVVVD
sokokk kokokokokok skokskokokokok ok skokokokokokok ok ok sk skokokokok ok ok ok ok kk kokok ok ok

GKNESEYTVKWQDFFTGHVVGEPDSRVLAHIRDDDVIIRINTDGAEYNIE

GKEESEYSVKWQDFFSGHVVGEPDSRVLAHIGDDDVTVRINTDGAEYNIE
dok o kokokok kokokokokokokkokokokokkoskokokokokokokokk skokokok kook ok sk ok ok ok ok ok ok ok ok

PLWRFVNDTKDKRMLVYKSEDIKNVSRLQSPKVCGYLKVDNEELLPKGLV
PLWRFVNDTKDKRMLVYKSEDIKDFSRLQSPKVCGYLNADSEELLPKGLI
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DREPPEELVHRVKRRADPDPMKNTCKLLVVADHRFYRYMGRGEESTTTNY
DREPSEEFVRRVKRRAEPNPLKNTCKLLVVADHRFYKYMGRGEESTTTNY
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LIELIDRVDDIYRNTSWDNAGFKGYGIQIEQIRILKSPQEVKPGEKHYNM
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AYVGSPRANSHGGVCPKAYYSPVGKKNIYLNSGLTSTKNYGKTILTKEAD
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7 Anhang

human LVTTHELGHNFGAEHDPDGLAECAPNEDQGGKYVMYPIAVSGDHENNKMF 450

murin LVTTHELGHNFGAEHDPDGLAECAPNEDQGGKYVMYPIAVSGDHENNKMF 450
sk sk ok sk sk ok sk ok sk ok ok ok ok sk sk sk ok sk ok sk ok ok sk sk ok sk ok sk ok ok ok sk sk sk sk sk ok ok ok ok ok sk sk ok ok ok ok ok ok ok

human SNCSKQSIYKTIESKAQECFQERSNKVCGNSRVDEGEECDPGIMYLNNDT 500

murin SNCSKQSIYKTIESKAQECFQERSNKVCGNSRVDEGEECDPGIMYLNNDT 500
sk ok ok sk ok ok ok ok sk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok sk ok ok ok ok ok ok ok ok sk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok

human CCNSDCTLKEGVQCSDRNSPCCKNCQFETAQKKCQEAINATCKGVSYCTG 550
murin CCNSDCTLKPGVQCSDRNSPCCKNCQFETAQKKCQEAINATCKGVSYCTG 550
ook ok ok ok ok ok oKk ok oK 3K ok ok ok ok 3k ok ok 3K ok ok ok ok ok 3k K ok K 3K ok ok ok ok ok K ok ok K ok ok ok ok ok ok ok K

human NSSECPPPGNAEDDTVCLDLGKCKDGKCIPFCEREQQLESCACNETDNSC 600
murin NSSECPPPGDAEDDTVCLDLGKCKAGKCIPFCKREQELESCACVDTDNSC 600
kokkokkokokkok  dokkkokkokokdkokkdkokk kkokkkokk okkk kokkkokk  kokkkok

human KVCCRDLSGRCVPYVDAEQKNLFLRKGKPCTVGFCDMNGKCEKRVQDVIE 650

murin KVCCRNLSGPCVPYVDAEQKNLFLRKGKPCTVGFCDMNGKCEKRVQDVIE 650
dokokokok kokok ok ok ok sk ok ok ok ok ok ok ok ok sk sk ok ok ok sk ok ok ok ok sk ok ok ok sk ok ok ok ok sk sk ok ok ok ok ok ok ok

human RFWDFIDQLSINTFGKFLADNIVGSVLVFSLIFWIPFSILVHCVDKKLDK 700
murin RFWDFIDQLSINTFGKFLADNIVGSVLVFSLIFWIPFSILVHCVDKKLDK 700
sk sk ok 3k ok ok ok ok 3k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok sk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok

human QYESLSLFHPSNVEMLSSMDSASVRIIKPFPAPQTPGRLQ PAPVIPS 747
murin QYESLSLFHHSNIEMLSSMDSASVRIIKPFPAPQTPGRLQALQPAAMMPP 750
Hook ok ok KoKk ok Rk ok ok ok ok K ok ok oK oK ok ok oK ok ok K K K ok ok ok ok K ok oK X * % *

human APAAPKLDHQRMDTIQEDPSTDSHMDEDGFEKDPFPNSSTAAKSFEDLTD 797
murin VSAAPKLDHQRMDTIQEDPSTDSHVDDDGFEKDPFPNSSTAAKSFEDLTD 800
sk sk ok ok ok ok ok ok ok ok sk skokokok ok ok ok ok ok okok sk sk ok ok ok ok sk sk sk ok ok ok ok ok ok sk sk sk sk ok ok ok ok ok

human HPVTRSEKAASFKLQRQNRVDSKETEC 824

murin HPVTRSEKAASFKLQRQSRVDSKETEC 827
K ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok okokok ok ok ok ok ok ok ok ok ok

Abbildung 7.1: Alignment von humanem und murinem ADAM17. Das Alignment der Ami-
nosduresequenzen von humanem und murinem ADAM17 wurden mit dem
Programm ClustalX erstellt JEANMOUGIN etal., 1998). Identische Aminos&u-
ren sind mit einem Stern (*) markiert.
Die Darstellung des Alignments erfolgte mit TpXEafle (BEITZ, 2000).
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7.2 Schemata der Klonierung der IL-6R Chimaren

A BamHI

Kpnl
mIL-6R BamHI
Kpnl
PCR miL-6R
— —
mD2

pcDNA3.1-mIL-6R
SOE-PCR

hD1_mD2 pcDNA3.1-miL-6R
Kpnl + BamHI
L} Ligation
hD1
BamHI
Kpnl
pcDNA3.1-hIL-6R

pcDNA3.1-mIL-6R-D1

B

BmgBI BamHI

miL-6R BmgBI BamHI
PCR mIL-6R
—_— —
mD1

pcDNA3.1-mIL-6R

OE-PCR
> mD1_hD2 pcDNA3.1-mlL-6R
BmgBI + BamHlI
P_CR) Ligation
hD2
BmgBI BamHI
pcDNAS3.1-hIL-6R

pcDNA3.1-mIL-6R-D2

Abbildung 7.2: Schema der Klonierung der Chimaren (A) D1 und (B) D2. Weitere Erlduterun-
gen finden sich in Abschnitt 3.9.
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A BamHI

Notl
PCR
— —
mSTI

pcDNA3.1-miL-6R

hD3_mSTI

SOE-PCR
PCR
— —
hD3
pcDNA3.1-hIL-6R
Kpn, Notl
PCR
— —
mSTI
pcDNA3.1-mIL-6R
SOE-PCR

hD1-D3_mSTI

PCR
—_—

hD1-hD3

pcDNA3.1-hIL-6R

BamHI

Notl
mIL-6R

pcDNA3.1-mIL-6R
BamHI + Notl

Ligation

BamHI

Notl
mIL-6R-D3

PcDNA3.1-mIL-6R-D3

Kpnl Notl

pcDNA3.1-mlIL-6R
Kpnl + Notl

Notl

pcDNA3.1-mIL-6R-D1-D3

Abbildung 7.3: Schema der Klonierung der Chiméren (A) D3 und (B) D1-D3. Weitere Erldu-

terungen finden sich in Abschnitt 3.9.
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A BamHI

Notl
BamHl
Notl
-
—_
mD3+S
pcDNA3.1-mIL-6R
SOE-PCR
BamHI —_—  mD3+S_mSTI pcDNA3.1-mIL-6R

Notl BamHI + Notl
PCR 3 Ligation
mSTI
BamHI
Notl

pcDNA3.1-mlIL-6R

pcDNA3.1-mIL-6R-D358E

B
BamHI

" ot
Notl
-
—_— —
mD3

pcDNA3.1-mlIL-6R

SOE-PCR

PCR
—_—
hsTI

pcDNA3.1-hIL-6R

mD3+S_hSTI pcDNA3.1-miL-6R
BamHI + Notl

pcDNA3.1-mIL-6R-S/TM/ICD

Abbildung 7.4: Schema der Klonierung der Chimaren (A) D358E und (B) S/TM/ICD. Weitere
Erlduterungen finden sich in Abschnitt 3.9.
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BamH|
Notl
PCR
mD3_hS
pcDNA3.1-mIL-6R-S/TM/ICD
SOE-PCR
BamHI mD3_hS_mTI pcDNA3.1-mIL-6R
Notl BamHI + Notl
—
PCR Ligati
igation
mTI
BamHI|
Notl
pcDNA3.1-mIL-6R
pcDNA3.1-mIL-6R-S
BamHI
Notl BamHI
Notl
bCR
A —
mD3+S
pcDNA3.1-mIL-6R

hIL-6R
PCR
—

< mD3S_hT_ml
E

pcDNA3.1-mIL-6R
BamHI + Notl

hT Ligation
pcDNA3.1-hiIL-6R BamHI
Notl
Bkt
0
PCR
— —
ml
PcDNA3.1-mIL-6R-TM

pcDNA3.1-miL-6R

Abbildung 7.5: Schema der Klonierung der Chiméren (A) S und (B) TM. Weitere Erlduterun-
gen finden sich in Abschnitt 3.9.
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A BamHI

Notl BamH|
e Notl
— —
mD3ST
pcDNA3.1-mIL-6R
BamHI ﬂ) mD3ST_hl pcDNA3.1-mIL-6R

Notl BamHI + Notl
hiL-6R
PCR Ligation
hl
BamHI
Notl

pcDNA3.1-hIL-6R

PcDNA3.1-mIL-6R-ICD

BamHI

Kpn!
PCR
— —
hD1+hD2

BamH| + Notl
pcDNA3.1-hIL-6R

pcDNA3.1-miL-6R
Ligation

BamHI

mIL-6R-D1+D2]

Kpnl

pcDNA3.1-mIL-6R-D1+D2

Abbildung 7.6: Schema der Klonierung der Chimiren (A) ICD und (B) D1+D2. Weitere Er-
lauterungen finden sich in Abschnitt 3.9.
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BamHI
Kpnl
o
PCR
—_— —
hD1+mD2
Kpnl + BamH
PcDNA3.1-mIL-6R-D1 pcDNA3.1-mlIL-6R-D3
Ligation
BamHI
Kpnl
pcDNA3.1-mlIL-6R-D1+D3
BamHI
Kpnl
on
PCR
—_— —
mD1+hD2

Kpnl + BamHI

PcDNA3.1-mlIL-6R-D2 pcDNA3.1-mIL-6R-D3

Ligation

BamHI

mIL-6R-D2+D3

Kpnl

pcDNA3.1-mIL-6R-D2+D3

Abbildung 7.7: Schema der Klonierung der Chimiren (A) D1+D3 und (B) D2+D3. Weitere
Erlduterungen finden sich in Abschnitt 3.9.
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7.3 Substrate von ADAM10

Tabelle 7.2: Bisher beschriebene Substrate von ADAM10

Art des Substrats Name des Proteins Referenz
Zytokine/ TRANCE HIKITA etal. (2006)
Wachstumsfaktoren = Betacellulin SAHIN etal. (2004)
cMet KoPriITZ etal. (2007); SCHELTER etal. (2010)

CX3CL1/Fractalkine HUNDHAUSEN etal. (2003)

CXCL16 ABEL etal. (2004)

EGF SAHIN etal. (2004)

TNF HIKITA etal. (2009)

MICA WALDHAUER etal. (2008)
Rezeptoren CD91/LRP1/APOER LIU etal. (2009)

NRP-1 SWENDEMAN et al. (2008)

GPVI BENDER etal. (2010)

FcalphaR, CD89 PENG etal. (2010)

IL-6Ra MATTHEWS etal. (2003)

Notch-1 PAN & RUBIN (1997)

Thyrotropinrezeptor =~ KACZUR etal. (2007)
CD30 EICHENAUER etal. (2007)

CD23 WESKAMP etal. (2006);
MATHEWS etal. (2010)

DLL1 SIX etal. (2003)
ERBB2 (HER2/neu)  LIU etal. (2006)

VEGFR2 DONNERS etal. (2010)

Robo COLEMAN etal. (2010)

PDGFRB MENDELSON etal. (2010)

RAGE ZHANG etal. (2008); RAUCCI et al. (2008)
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ACE2 JIA etal. (2009)

LOX-1 MITSUOKA etal. (2009)
Ephrin A5 JANES etal. (2005)
Ephrin A2 HATTORI, OSTERFIELD &

FLANAGAN (2000)

Adhésions- CD44 NAGANO etal. (2004); MURAI etal. (2011)

molekiile Collagen IV MILLICHIP etal. (1998)
Collagen XVII FRANZKE etal. (2002)
F11R, JAM-A KOENEN etal. (2009)
Desmoglein-2 BECH-SERRA etal. (2006)
E-cadherin MARETZKY etal. (2005a)
N-cadherin REISS etal. (2005)
VE-cadherin SCHULZ etal. (2008)
Pcdhy C3/B4 REISS etal. (2006)
Nectin-1 KM etal. (2010)
L1CAM GUTWEIN etal. (2003);

MARETZKY etal. (2005b)

Sonstige APP POSTINA etal. (2004)
PRNP, PrPc VINCENT etal. (2001)
Pmell7 KUMMER etal. (2009)
FasL SCHULTE etal. (2007)
Klotho CHEN etal. (2007)
CD223/LAG-3 L1 etal. (2007)

GPNMB/Osteoactivin ROSE etal. (2010)

LYPD3, C4.4A ESSELENS etal. (2008)
Bri2/Itm2b MARTIN etal. (2008)
Corin JIANG etal. (2011)
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7.4 Substrate von ADAM17

Tabelle 7.3: Bisher beschriebene Substrate von ADAM17

Art des Substrats Name des Proteins Referenz
Zytokine/ TNF Moss etal. (1997); BLACK etal. (1997)
Wachstumsfaktoren = TGFa PESCHON etal. (1998)

AREG SUNNARBORG etal. (2002)

EREG SAHIN etal. (2004)

EPGN, Epigen SAHIN & BLOBEL (2007)

NRGI1, Heregulin MONTERO etal. (2000)

HB-EGF MERLOS-SUAREZ etal. (2001)

Prefl WANG etal. (2006)

Fractalkine/CX3CL1 GARTON etal. (2001)

SEMA4D ZHU etal. (2007)

LAG-3 L1 etal. (2007)

DLL1 DYCZYNSKA etal. (2007)

KL-1 KAWAGUCHI etal. (2007)
KL-2 KAWAGUCHI etal. (2007)
MICA WALDHAUER etal. (2008)
MICB BOUTET etal. (2009)

LTA YOUNG etal. (2010)

TRANCE/RANKL  LUM etal. (1999)

CSF-1 HORIUCHI etal. (2007)
TMEFF2 ALI & KNAUPER (2007)
Jagged PARR-STURGESS, RUSHTON &

PARKIN (2010)

Rezeptoren p55 TNFa RI REDDY etal. (2000)
p75 TNFa RII PESCHON etal. (1998)
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p75NTR WESKAMP etal. (2004)

IL-6Ra ALTHOFF etal. (2000)

IL-1R2 REDDY etal. (2000)

NTRK1, TrkA DiAZ-RODRIGUEZ etal. (1999)
GHR WANG etal. (2002)

CSF1R, M-CSFR ROVIDA etal. (2001)

SORL1, SORLA GUO etal. (2002)
SORCS1 HERMEY etal. (2006)
SORCS3 HERMEY etal. (2006)
SORT1 HERMEY etal. (2006)
CD91/LRP1/APOER LIU etal. (2009)

PTPRF, PTP-LAR RUHE etal. (2006)

EPCR QU etal. (2007)

ACE2 LAMBERT etal. (2005)
NPR CHO etal. (2008)
HER4/ErbB4 RIO etal. (2000)

Notchl BROU etal. (2000)
TNFRSFS, CD30 HANSEN etal. (2000)
TNFRSF5, CD40 CONTIN etal. (2003)
GPlIba BERGMEIER etal. (2004)
GPV RABIE etal. (2005)

GPVI BENDER etal. (2010)

SDC1 PRUESSMEYER etal. (2010)
SDC4 PRUESSMEYER etal. (2010)
KDR, VEGFR2 SWENDEMAN etal. (2008)
FcalphaR, CD89 PENG etal. (2010)

Ptprz CHOW etal. (2008)
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FLT3L HORIUCHI etal. (2009)
M6P /IGF2R LEKSA etal. (2011)
Adhisions- ICAM-1 TSAKADZE etal. (2006)
molekiile VCAM-1 GARTON etal. (2003)
NCAM KALUS etal. (2006)
ALCAM BECH-SERRA et al. (2006)
L1-CAM MARETZKY etal. (2005b)
EpCAM MAETZEL etal. (2009)
DSG2 BECH-SERRA etal. (2006)
CD62L PESCHON etal. (1998)
Collagen XVII FRANZKE etal. (2002)
PVRL4, Nectin-4 FABRE-LAFAY etal. (2005)
CD44 STOECK etal. (2006)
F11R, JAM-A KOENEN etal. (2009)
Sonstige APP BUXBAUM etal. (1998)
GP DOLNIK etal. (2004)
CA9 ZATOVICOVA etal. (2005)
PRNP, PrPc VINCENT etal. (2001)
Klotho CHEN etal. (2007)
MUC-1 THATHIAH, BLOBEL & CARSON (2003)
LYPD3, C4.4A ESSELENS etal. (2008)
VASN MALAPEIRA etal. (2010)
CD163 ETZERODT etal. (2010)
Pmel17 KUMMER etal. (2009)
APLP2 JACOBSEN etal. (2010)
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7.5 Plasmidkarten

pcDNA3.1-hIL-6R-GFP

pcDNA3.1-hIL-6R-GFP

7873bp

Notl (3424)

MLAVGCALLAALLAAPGAALAPRRCPAQEVARGVLTSLPGDSVTLTCPGVEPEDNATVHW
VLRKPAAGSHPSRWAGMGRRLLLRSVQLHDSGNYSCYRAGRPAGTVHLLVDVPPEEPQLS
CFRKSPLSNVVCEWGPRSTPSLTTKAVLLVRKFQNSPAEDFQEPCQYSQESQKFSCQLAV
PEGDSSFYIVSMCVASSVGSKFSKTQTFQGCGILQPDPPANITVTAVARNPRWLSVTWQD
PHSWNSSFYRLRFELRYRAERSKTFTTWMVKDLQHHCVIHDAWSGLRHVVQLRAQEEFGQ
GEWSEWSPEAMGTPWTESRSPPAENEVSTPMQALTTNKDDDNILFRDSANATSLPVQDSS
SVPLPTFLVAGGSLAFGTLLCIAIVLRFKKTWKLRALKEGKTSMHPPYSLGQLVPERPRP
TPVLVPLISPPVSPSSLGSDNTSSHNRPDARDPRSPYDISNTDYFFPRDSDLELKLRILQ
STVPRARDPPVATMVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKF
ICTTGKLPVPWPTLVTTLTYGVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNY
KTRAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFK
IRHNIEDGSVQLADHYQQNTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTA

AGITLGMDELYK

Abbildung 7.8: Offener Leserahmen des Plasmids pcDNAS3.1-hIL-6R-GFP. Das GFP ist
grau markiert. Die graphische Darstellung aller Plasmidkarten erfolgte mit
MacVector 11 (MacVector, Inc., Cary, NC, USA).
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pcDNA3.1-mIL-6R-GFP

Sacl (818)

Z
(@)
)

BamHI (1548)

pcDNA3.1-mIL-6R-GFP

ORF

Xbal (3011)

MLTVGCTLLVALLAAPAVALVLGSCRALEVANGTVTSLPGATVTLICPGKEAAGNVTIHW
VYSGSQNREWTTTGNTLVLRDVQLSDTGDYLCSLNDHLVGTVPLLVDVPPEEPKLSCFRK
NPLVNAICEWRPSSTPSPTTKAVLFAKKINTTNGKSDFQVPCQYSQQLKSFSCQVEILEG
DKVYHIVSLCVANSVGSKSSHNEAFHSLKMVQPDPPANLVVSAIPGRPRWLKVSWQHPET
WDPSYYLLQFQLRYRPVWSKEFTVLLLPVAQYQCVIHDALRGVKHVVQVRGKEELDLGQW
SEWSPEVTGTPWIAEPRTTPAGILWNPTQVSVEDSANHEDQYESSTEATSVLAPVQESSS
MSLPTFLVAGGSLAFGLLLCVFIILRLKQKWKSEAEKESKTTSPPPPPYSLGPLKPTFLL
VPLLTPHSSGSDNTVNHSCLGVRDAQSPYDNSNRDYLFPRMVSKGEELFTGVVPILVELD
GDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWPTLVTTLTYGVQCFSRYPDHMK
QHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGH
KLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGSVQLADHYQQNTPIGDGPVLLPDNH

YLSTQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITLGMDELYK

Abbildung 7.9: Offener Leserahmen des Plasmids pcDNA3.1-mIL-6R-GFP. Das GFP ist grau
markiert.
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pMOWS-mIL-6R-GFP

MLTVGCTLLVALLAAPAVALVLGSCRALEVANGTVTSLPGATVTLICPGKEAAGNVTIHW
VYSGSQNREWTTTGNTLVLRDVQLSDTGDYLCSLNDHLVGTVPLLVDVPPEEPKLSCFRK
NPLVNAICEWRPSSTPSPTTKAVLFAKKINTTNGKSDFQVPCQYSQQLKSFSCQVEILEG
DKVYHIVSLCVANSVGSKSSHNEAFHSLKMVQPDPPANLVVSAIPGRPRWLKVSWQHPET
WDPSYYLLQFQLRYRPVWSKEFTVLLLPVAQYQCVIHDALRGVKHVVQVRGKEELDLGQW
SEWSPEVTGTPWIAEPRTTPAGILWNPTQVSVEDSANHEDQYESSTEATSVLAPVQESSS
MSLPTFLVAGGSLAFGLLLCVFIILRLKQKWKSEAEKESKTTSPPPPPYSLGPLKPTFLL
VPLLTPHSSGSDNTVNHSCLGVRDAQSPYDNSNRDYLFPRMVSKGEELFTGVVPILVELD
GDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWPTLVTTLTYGVQCFSRYPDHMK
QHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGH
KLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGSVQLADHYQQNTPIGDGPVLLPDNH

YLSTQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITLGMDELYK

Abbildung 7.10: Offener Leserahmen des Plasmids pMOWS-mIL-6R-GFP. Das GFP ist grau
markiert.
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pcDNA3.1-hIL-6R

Hindlll (917)

PcDNA3.1-hIL-6R

ORF

MLAVGCALLAALLAAPGAALAPRRCPAQEVARGVLTSLPGDSVTLTCPGVEPEDNATVHW
VLRKPAAGSHPSRWAGMGRRLLLRSVQLHDSGNYSCYRAGRPAGTVHLLVDVPPEEPQLS
CFRKSPLSNVVCEWGPRSTPSLTTKAVLLVRKFQNSPAEDFQEPCQYSQESQKFSCQLAV
PEGDSSFYIVSMCVASSVGSKFSKTQTFQGCGILQPDPPANITVTAVARNPRWLSVTWQD
PHSWNSSFYRLRFELRYRAERSKTFTTWMVKDLQHHCVIHDAWSGLRHVVQLRAQEEFGQ
GEWSEWSPEAMGTPWTESRSPPAENEVSTPMQALTTNKDDDNILFRDSANATSLPVQDSS
SVPLPTFLVAGGSLAFGTLLCIAIVLRFKKTWKLRALKEGKTSMHPPYSLGQLVPERPRP
TPVLVPLISPPVSPSSLGSDNTSSHNRPDARDPRSPYDISNTDYFFPR

Abbildung 7.11: Offener Leserahmen des Plasmids pcDNA3.1-hIL-6R.
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pcDNA3.1-mlIL-6R

/BamHI (1561)

40

Notl (2307)

MLTVGCTLLVALLAAPAVALVLGSCRALEVANGTVTSLPGATVTLICPGKEAAGNVTIHW
VYSGSQNREWTTTGNTLVLRDVQLSDTGDYLCSLNDHLVGTVPLLVDVPPEEPKLSCFRK
NPLVNAICEWRPSSTPSPTTKAVLFAKKINTTNGKSDFQVPCQYSQQLKSFSCQVEILEG
DKVYHIVSLCVANSVGSKSSHNEAFHSLKMVQPDPPANLVVSAIPGRPRWLKVSWQHPET
WDPSYYLLQFQLRYRPVWSKEFTVLLLPVAQYQCVIHDALRGVKHVVQVRGKEELDLGQW
SEWSPEVTGTPWIAEPRTTPAGILWNPTQVSVEDSANHEDQYESSTEATSVLAPVQESSS
MSLPTFLVAGGSLAFGLLLCVFIILRLKQKWKSEAEKESKTTSPPPPPYSLGPLKPTFLL
VPLLTPHSSGSDNTVNHSCLGVRDAQSPYDNSNRDYLFPR

Abbildung 7.12: Offener Leserahmen des Plasmids pcDNA3.1-mIL-6R.
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pcDNA3.1-hIL-6R-AICD-GFP

pcDNA3.1-hIL-6R-dICD-GFP

Notl (3124)

MLAVGCALLAALLAAPGAALAPRRCPAQEVARGVLTSLPGDSVTLTCPGVEPEDNATVHW
VLRKPAAGSHPSRWAGMGRRLLLRSVQLHDSGNYSCYRAGRPAGTVHLLVDVPPEEPQLS
CFRKSPLSNVVCEWGPRSTPSLTTKAVLLVRKFQNSPAEDFQEPCQYSQESQKFSCQLAV
PEGDSSFYIVSMCVASSVGSKFSKTQTFQGCGILQPDPPANITVTAVARNPRWLSVTWQD
PHSWNSSFYRLRFELRYRAERSKTFTTWMVKDLQHHCVIHDAWSGLRHVVQLRAQEEFGQ
GEWSEWSPEAMGTPWTESRSPPAENEVSTPMQALTTNKDDDNILFRDSANATSLPVQDSS
SVPLPTFLVAGGSLAFGTLLCIAIVLRDPPVATMVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHK
FSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWPTLVTTLTYGVQCFSRYPDHMKQHDFFKS
AMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYN
SHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGSVQLADHYQQNTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSA

LSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITLGMDELYK

Abbildung 7.13: Offener Leserahmen des Plasmids pcDNA3.1-hIL-6RAICD-GFP. Das GFP
ist grau markiert.

160



7 Anhang

pcDNA3.1-mIL-6R-D358E

MLTVGCTLLVALLAAPAVALVLGSCRALEVANGTVTSLPGATVTLICPGKEAAGNVTIHW
VYSGSQNREWTTTGNTLVLRDVQLSDTGDYLCSLNDHLVGTVPLLVDVPPEEPKLSCFRK
NPLVNAICEWRPSSTPSPTTKAVLFAKKINTTNGKSDFQVPCQYSQQLKSFSCQVEILEG
DKVYHIVSLCVANSVGSKSSHNEAFHSLKMVQPDPPANLVVSAIPGRPRWLKVSWQHPET
WDPSYYLLQFQLRYRPVWSKEFTVLLLPVAQYQCVIHDALRGVKHVVQVRGKEELDLGQW
SEWSPEVTGTPWIAEPRTTPAGILWNPTQVSVEDSANHEDQYESSTEATSVLAPVQDSSS
MSLPTFLVAGGSLAFGLLLCVFIILRLKQKWKSEAEKESKTTSPPPPPYSLGPLKPTFLL

VPLLTPHSSGSDNTVNHSCLGVRDAQSPYDNSNRDYLFPR

Abbildung 7.14: Plasmidkarte und offener Leserahmen des Plasmids pcDNA3.1-mIL-6R-
D358E. Bereiche, die aus dem humanen IL-6R stammen, sind hellgrau hin-
terlegt.
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pcDNA3.1-mIL-6R-TM

__-BamHI (1561)

40

Notl (2307)

MLTVGCTLLVALLAAPAVALVLGSCRALEVANGTVTSLPGATVTLICPGKEAAGNVTIHW
VYSGSQNREWTTTGNTLVLRDVQLSDTGDYLCSLNDHLVGTVPLLVDVPPEEPKLSCFRK
NPLVNAICEWRPSSTPSPTTKAVLFAKKINTTNGKSDFQVPCQYSQQLKSFSCQVEILEG
DKVYHIVSLCVANSVGSKSSHNEAFHSLKMVQPDPPANLVVSAIPGRPRWLKVSWQHPET
WDPSYYLLQFQLRYRPVWSKEFTVLLLPVAQYQCVIHDALRGVKHVVQVRGKEELDLGQW
SEWSPEVTGTPWIAEPRTTPAGILWNPTQVSVEDSANHEDQYESSTEATSVLAPVQESSS
MPLPTFLVAGGSLAFGTLLCIAIVLRLKQKWKSEAEKESKTTSPPPPPYSLGPLKPTFLL

VPLLTPHSSGSDNTVNHSCLGVRDAQSPYDNSNRDYLFPR

Abbildung 7.15: Plasmidkarte und offener Leserahmen des Plasmids pcDNA3.1-mIL-6R-
TM. Bereiche, die aus dem humanen IL-6R stammen, sind hellgrau hinterlegt.
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pcDNA3.1-mlL-6R-ICD

MLTVGCTLLVALLAAPAVALVLGSCRALEVANGTVTSLPGATVTLICPGKEAAGNVTIHW
VYSGSQNREWTTTGNTLVLRDVQLSDTGDYLCSLNDHLVGTVPLLVDVPPEEPKLSCFRK
NPLVNAICEWRPSSTPSPTTKAVLFAKKINTTNGKSDFQVPCQYSQQLKSFSCQVEILEG
DKVYHIVSLCVANSVGSKSSHNEAFHSLKMVQPDPPANLVVSAIPGRPRWLKVSWQHPET
WDPSYYLLQFQLRYRPVWSKEFTVLLLPVAQYQCVIHDALRGVKHVVQVRGKEELDLGQW
SEWSPEVTGTPWIAEPRTTPAGILWNPTQVSVEDSANHEDQYESSTEATSVLAPVQESSS
MSLPTFLVAGGSLAFGLLLCVFIILRFKKTWKLRALKEGKTSMHPPYSLGQLVPERPRPT

PVLVPLISPPVSPSSLGSDNTSSHNRPDARDPRSPYDISNTDYFFPR

Abbildung 7.16: Plasmidkarte und offener Leserahmen des Plasmids pcDNA3.1-mIL-6R-
ICD. Bereiche, die aus dem humanen IL-6R stammen, sind hellgrau hinterlegt.
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pcDNA3.1-mlIL-6R-D1

MLAVGCALLAALLAAPGAALAPRRCPAQEVARGVLTSLPGDSVTLTCPGVEPEDNATVHW
VLRKPAAGSHPSRWAGMGRRLLLRSVQLHDSGNYSCYRAGRPAGTVHLLVDVPPEEPKLS
CFRKNPLVNAICEWRPSSTPSPTTKAVLFAKKINTTNGKSDFQVPCQYSQQLKSFSCQVE
ILEGDKVYHIVSLCVANSVGSKSSHNEAFHSLKMVQPDPPANLVVSAIPGRPRWLKVSWQ
HPETWDPSYYLLQFQLRYRPVWSKEFTVLLLPVAQYQCVIHDALRGVKHVVQVRGKEELD
LGQWSEWSPEVTGTPWIAEPRTTPAGILWNPTQVSVEDSANHEDQYESSTEATSVLAPVQ
ESSSMSLPTFLVAGGSLAFGLLLCVFIILRLKQKWKSEAEKESKTTSPPPPPYSLGPLKP

TFLLVPLLTPHSSGSDNTVNHSCLGVRDAQSPYDNSNRDYLFPR

Abbildung 7.17: Plasmidkarte und offener Leserahmen des Plasmids pcDNA3.1-mIL-6R-D1.
Bereiche, die aus dem humanen IL-6R stammen, sind hellgrau hinterlegt.
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pcDNA3.1-mlIL-6R-D2

Notl (2304)

MLTVGCTLLVALLAAPAVALVLGSCRALEVANGTVTSLPGATVTLICPGKEAAGNVTIHW
VYSGSQNREWTTTGNTLVLRDVQLSDTGDYLCSLNDHLVGTVPLLVDVPPEEPQLSCFRK
SPLSNVVCEWGPRSTPSLTTKAVLLVRKFQNSPAEDFQEPCQYSQESQKFSCQLAVPEGD
SSFYIVSMCVASSVGSKFSKTQTFQGCGILQPDPPANLVVSAIPGRPRWLKVSWQHPETW
DPSYYLLQFQLRYRPVWSKEFTVLLLPVAQYQCVIHDALRGVKHVVQVRGKEELDLGQWS
EWSPEVTGTPWIAEPRTTPAGILWNPTQVSVEDSANHEDQYESSTEATSVLAPVQESSSM
SLPTFLVAGGSLAFGLLLCVFIILRLKQKWKSEAEKESKTTSPPPPPYSLGPLKPTFLLV

PLLTPHSSGSDNTVNHSCLGVRDAQSPYDNSNRDYLFPR

Abbildung 7.18: Plasmidkarte und offener Leserahmen des Plasmids pcDNA3.1-mIL-6R-D2.
Bereiche, die aus dem humanen IL-6R stammen, sind hellgrau hinterlegt.
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pcDNA3.1-mIL-6R-D3

MLTVGCTLLVALLAAPAVALVLGSCRALEVANGTVTSLPGATVTLICPGKEAAGNVTIHW
VYSGSQNREWTTTGNTLVLRDVQLSDTGDYLCSLNDHLVGTVPLLVDVPPEEPKLSCFRK
NPLVNAICEWRPSSTPSPTTKAVLFAKKINTTNGKSDFQVPCQYSQQLKSFSCQVEILEG
DKVYHIVSLCVANSVGSKSSHNEAFHSLKMVQPDPPANITVTAVARNPRWLSVTWQDPHS
WNSSFYRLRFELRYRAERSKTFTTWMVKDLQHHCVIHDAWSGLRHVVQLRAQEEFGQGEW
SEWSPEAMGTPWIAEPRTTPAGILWNPTQVSVEDSANHEDQYESSTEATSVLAPVQESSS
MSLPTFLVAGGSLAFGLLLCVFIILRLKQKWKSEAEKESKTTSPPPPPYSLGPLKPTFLL

VPLLTPHSSGSDNTVNHSCLGVRDAQSPYDNSNRDYLFPR

Abbildung 7.19: Plasmidkarte und offener Leserahmen des Plasmids pcDNA3.1-mIL-6R-D3.
Bereiche, die aus dem humanen IL-6R stammen, sind hellgrau hinterlegt.
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pcDNA3.1-mlIL-6R-D1-D3

Kpnl (921)

2
o

PcDNA3.1-mIL-6R-D1-D3

MLAVGCALLAALLAAPGAALAPRRCPAQEVARGVLTSLPGDSVTLTCPGVEPEDNATVHW
VLRKPAAGSHPSRWAGMGRRLLLRSVQLHDSGNYSCYRAGRPAGTVHLLVDVPPEEPQLS
CFRKSPLSNVVCEWGPRSTPSLTTKAVLLVRKFQNSPAEDFQEPCQYSQESQKFSCQLAV
PEGDSSFYIVSMCVASSVGSKFSKTQTFQGCGILQPDPPANITVTAVARNPRWLSVTWQD
PHSWNSSFYRLRFELRYRAERSKTFTTWMVKDLQHHCVIHDAWSGLRHVVQLRAQEEFGQ
GEWSEWSPEAMGTPWIAEPRTTPAGILWNPTQVSVEDSANHEDQYESSTEATSVLAPVQE
SSSMSLPTFLVAGGSLAFGLLLCVFIILRLKQKWKSEAEKESKTTSPPPPPYSLGPLKPT

FLLVPLLTPHSSGSDNTVNHSCLGVRDAQSPYDNSNRDYLFPR

Abbildung 7.20: Plasmidkarte und offener Leserahmen des Plasmids pcDNA3.1-mIL-6R-D1-
D3. Bereiche, die aus dem humanen IL-6R stammen, sind hellgrau hinterlegt.
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7 Anhang

pcDNA3.1-mIL-6R-D1+4D2

© -BamHI (1570)

=
T

MLAVGCALLAALLAAPGAALAPRRCPAQEVARGVLTSLPGDSVTLTCPGVEPEDNATVHW
VLRKPAAGSHPSRWAGMGRRLLLRSVQLHDSGNYSCYRAGRPAGTVHLLVDVPPEEPQLS
CFRKSPLSNVVCEWGPRSTPSLTTKAVLLVRKFQNSPAEDFQEPCQYSQESQKFSCQLAV
PEGDSSFYIVSMCVASSVGSKFSKTQTFQGCGILQPDPPANLVVSAIPGRPRWLKVSWQH
PETWDPSYYLLQFQLRYRPVWSKEFTVLLLPVAQYQCVIHDALRGVKHVVQVRGKEELDL
GQWSEWSPEVTGTPWIAEPRTTPAGILWNPTQVSVEDSANHEDQYESSTEATSVLAPVQE
SSSMSLPTFLVAGGSLAFGLLLCVFIILRLKQKWKSEAEKESKTTSPPPPPYSLGPLKPT

FLLVPLLTPHSSGSDNTVNHSCLGVRDAQSPYDNSNRDYLFPR

Abbildung 7.21: Plasmidkarte und offener Leserahmen des Plasmids pcDNA3.1-mIL-6R-
D1+D2. Bereiche, die aus dem humanen IL-6R stammen, sind hellgrau hin-
terlegt.

168



7 Anhang

pcDNA3.1-miIL-6R-D2+4-D3

__-BamHI (1558)

N0

Notl (2304)

MLTVGCTLLVALLAAPAVALVLGSCRALEVANGTVTSLPGATVTLICPGKEAAGNVTIHW
VYSGSQNREWTTTGNTLVLRDVQLSDTGDYLCSLNDHLVGTVPLLVDVPPEEPQLSCFRK
SPLSNVVCEWGPRSTPSLTTKAVLLVRKFQNSPAEDFQEPCQYSQESQKFSCQLAVPEGD
SSFYIVSMCVASSVGSKFSKTQTFQGCGILQPDPPANITVTAVARNPRWLSVTWQDPHSW
NSSFYRLRFELRYRAERSKTFTTWMVKDLQHHCVIHDAWSGLRHVVQLRAQEEFGQGEWS
EWSPEAMGTPWIAEPRTTPAGILWNPTQVSVEDSANHEDQYESSTEATSVLAPVQESSSM
SLPTFLVAGGSLAFGLLLCVFIILRLKQKWKSEAEKESKTTSPPPPPYSLGPLKPTFLLV

PLLTPHSSGSDNTVNHSCLGVRDAQSPYDNSNRDYLFPR

Abbildung 7.22: Plasmidkarte und offener Leserahmen des Plasmids pcDNA3.1-mIL-6R-
D2+D3. Bereiche, die aus dem humanen IL-6R stammen, sind hellgrau hin-
terlegt.
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7 Anhang

pcDNA3.1-mIL-6R-D1+4D3

BamHI (1561)

MLAVGCALLAALLAAPGAALAPRRCPAQEVARGVLTSLPGDSVTLTCPGVEPEDNATVHW
VLRKPAAGSHPSRWAGMGRRLLLRSVQLHDSGNYSCYRAGRPAGTVHLLVDVPPEEPKLS
CFRKNPLVNAICEWRPSSTPSPTTKAVLFAKKINTTNGKSDFQVPCQYSQQLKSFSCQVE
ILEGDKVYHIVSLCVANSVGSKSSHNEAFHSLKMVQPDPPANITVTAVARNPRWLSVTWQ
DPHSWNSSFYRLRFELRYRAERSKTFTTWMVKDLQHHCVIHDAWSGLRHVVQLRAQEEFG
QGEWSEWSPEAMGTPWIAEPRTTPAGILWNPTQVSVEDSANHEDQYESSTEATSVLAPVQ
ESSSMSLPTFLVAGGSLAFGLLLCVFIILRLKQKWKSEAEKESKTTSPPPPPYSLGPLKP

TFLLVPLLTPHSSGSDNTVNHSCLGVRDAQSPYDNSNRDYLFPR

Abbildung 7.23: Plasmidkarte und offener Leserahmen des Plasmids pcDNA3.1-mIL-6R-
D1+D3. Bereiche, die aus dem humanen IL-6R stammen, sind hellgrau hin-
terlegt.
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7 Anhang

pcDNA3.1-mIL-6R-S

BamHI (1561)

MLTVGCTLLVALLAAPAVALVLGSCRALEVANGTVTSLPGATVTLICPGKEAAGNVTIHW
VYSGSQNREWTTTGNTLVLRDVQLSDTGDYLCSLNDHLVGTVPLLVDVPPEEPKLSCFRK
NPLVNAICEWRPSSTPSPTTKAVLFAKKINTTNGKSDFQVPCQYSQQLKSFSCQVEILEG
DKVYHIVSLCVANSVGSKSSHNEAFHSLKMVQPDPPANLVVSAIPGRPRWLKVSWQHPET
WDPSYYLLQFQLRYRPVWSKEFTVLLLPVAQYQCVIHDALRGVKHVVQVRGKEELDLGQW
SEWSPEVTGTPWTESRSPPAENEVSTPMQALTTNKDDDNILFRDSANATSLPVQDSSSVS
LPTFLVAGGSLAFGLLLCVFIILRLKQKWKSEAEKESKTTSPPPPPYSLGPLKPTFLLVP

LLTPHSSGSDNTVNHSCLGVRDAQSPYDNSNRDYLFPR

Abbildung 7.24: Plasmidkarte und offener Leserahmen des Plasmids pcDNA3.1-mIL-6R-S.
Bereiche, die aus dem humanen IL-6R stammen, sind hellgrau hinterlegt.
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pcDNA3.1-mIL-6R-S/TM/ICD

Notl (2322)

MLTVGCTLLVALLAAPAVALVLGSCRALEVANGTVTSLPGATVTLICPGKEAAGNVTIHW
VYSGSQNREWTTTGNTLVLRDVQLSDTGDYLCSLNDHLVGTVPLLVDVPPEEPKLSCFRK
NPLVNAICEWRPSSTPSPTTKAVLFAKKINTTNGKSDFQVPCQYSQQLKSFSCQVEILEG
DKVYHIVSLCVANSVGSKSSHNEAFHSLKMVQPDPPANLVVSAIPGRPRWLKVSWQHPET
WDPSYYLLQFQLRYRPVWSKEFTVLLLPVAQYQCVIHDALRGVKHVVQVRGKEELDLGQW
SEWSPEVTGTPWTESRSPPAENEVSTPMQALTTNKDDDNILFRDSANATSLPVQDSSSVP
LPTFLVAGGSLAFGTLLCIAIVLRFKKTWKLRALKEGKTSMHPPYSLGQLVPERPRPTPV

LVPLISPPVSPSSLGSDNTSSHNRPDARDPRSPYDISNTDYFFPR

Abbildung 7.25: Plasmidkarte und offener Leserahmen des Plasmids pcDNA3.1-mIL-6R-
S/TM/ICD. Bereiche, die aus dem humanen IL-6R stammen, sind hellgrau
hinterlegt.
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