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1 EINLEITUNG

1.1 Zytokine

Das Immunsystem ist ein komplexes Netzwerk aus Zellen, die die verschiedensten
Funktionen erfiillen. Diese Zellen werden in ihrer Differenzierung, Aktivierung und
Migration durch Zytokine gesteuert. Zytokine sind sezernierte Proteine, die im
Gegensatz zu Hormonen nicht von Driisen, sondern von verschiedenen Zelltypen in
nahezu allen Geweben produziert werden kénnen. Thre Wirkung kann autokrin oder
parakrin sein und hangt von der Oberflichenexpression ihrer spezifischen
Zytokinrezeptoren auf den Zielzellen ab. Zu den Zytokinen gehdren unter anderem die
Interferone, die vor allem fiir die virale Immunabwehr eine Rolle spielen, die
Chemokine, die die gerichtete Bewegung von Immunzellen steuern (Chemotaxis) und
die Interleukine, die fiir die Proliferation und Differenzierung der Zellen des
erworbenen, wie auch des angeborenen Immunsystems von zentraler Bedeutung sind.
Die Zytokine werden aufgrund ihrer Struktur und ihrer Rezeptoren in Familien

unterteilt.

1.1.1 Die Interleukin-6-(IL-6)-Zytokinfamilie

Die Zytokine der Interleukin-6 (IL-6)-Familie haben verschiedenste physiologische
Funktionen in der Gewebehomoostase, der Embryonalentwicklung, im neuronalen
Wachstum und in der Lymphozytendifferenzierung. Thre Wirkung ist zeitlich und
raumlich begrenzt und verschiedene Gegenregulationsmechanismen verhindern ein
unkontrolliertes Zytokinsignal, das in entziindlichen Erkrankungen und Krebs
resultieren wiirde.

Das namensgebende Zytokin der IL-6-Familie ist IL-6, das ein wichtiger Regulator von
sowohl pro- als auch anti-inflammatorischen Prozessen ist und Funktionen in der
Leberregeneration und Akut-Phase-Reaktion hat.

Die weiteren Mitglieder der IL-6-Zytokinfamilie sind IL-11, IL-27, p28 (IL-30), IL-31,
ciliary neurotrophic factor (CNTF), cardiotrophin-like cytokine (CLC), Leukdmie
inhibierender Faktor (LIF), Cardiotrophin-1 (CT-1) und Oncostatin M (OSM) (Abbil-
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dung 1.1). Alle Zytokine dieser Familie sind in ihrer Struktur vergleichbar und bestehen
aus einem Biindel aus vier o-Helices, sie weisen aber nur eine geringe
Sequenzhomologie auf (Bazan, 1990). Aufderdem haben sie gemeinsam, dass sie Homo-
oder Heterodimere des -Rezeptors gp130 aktivieren. IL-6 und IL-11 aktivieren ein
gp130 Homodimer, wobei beide zusatzlich einen entsprechenden a-Rezeptor bendtigen.
LIF und CT-1 verwenden ein Heterodimer aus gp130 und dem LIFR zur
Signaltransduktion (Plun-Favreau et al, 2003). Genau wie CLC und CNTF, mit dem
Unterschied, dass ihr Rezeptorkomplex zusatzlich den a-Rezeptor CNTFR enthalt (Plun-
Favreau et al, 2001). OSM kann im humanen System zwei verschiedene
Rezeptorkomplexe aktivieren, ndmlich gp130/LIFR oder gp130/0SMR (Abbildung 1.1,
Drechsler et al, 2012). IL-31 stellt die einzige Ausnahme dar, da der
signaltransduzierende Rezeptorkomplex ein Heterodimer aus dem OSMR und GPL
(gp130-like receptor) ist und somit kein gp130 enthalt. Dieses Zytokin wurde erst vor
kurzem beschrieben und spielt vor allem in der Inmunabwehr an Grenzfldchen wie der
Haut und dem Lungen- und Darmepithel eine Rolle (Cornelissen et al.,, 2012). IL-27, das
aus p28 und EBI3 besteht, kann aufgrund seines Rezeptors aus gp130 und WSX-1
sowohl zur IL-6-Familie, als auch aufgrund seines loslichen a-Rezeptors EBI3 zur IL-12-
Familie gezahlt werden (Pflanz et al., 2002; Pflanz et al., 2004, Abbildung 1.3).

Alle Rezeptoren der IL-6-Familie sind Typ I Transmembranproteine mit Ausnahme des
a-Rezeptors von CNTF, der keine Transmembrandomane aufweist und mit einem GPI-
Anker in der Plasmamembran verankert ist (Davis et al., 1991). Eine weitere Ausnahme
ist der l6sliche a-Rezeptor EBI3.

Der signaltransduzierende Rezeptorkomplex von IL-6 besteht aus dem IL-6R (auch
CD126 oder gp80) und gp130, an den IL-6 mit hoher Affinitit bindet (Murakami et al.,
1993). Als Resultat daraus werden verschiedene Signalwege wie die ERK1/2- und die

S

Abbildung 1.1: Rezeptorkomplexe in der IL-6-Zytokin-Familie. IL-6 und IL-11 nutzen zur Signaltransduktion ein
gpl30-Homodimer und einen spezifischen a-Rezeptor, wahrend alle anderen ein Heterodimer nutzen. Fur LIF und
CT-1 besteht dieses aus gp130 und dem LIFR. OSM kann zusatzlich dazu auch Uber ein gp130/OSMR Heterodimer
signalisieren. Auch CLC und CNTF binden an ein gpl30/LIFR Heterodimer, verwenden aber zusatzlich den
a-Rezeptor CNTFR. IL-31 ist nicht dargestellt und signalisiert nicht Gber gp130, sondern Uber ein Heterodimer aus
OSMR und GPL. Ex: Extrazellularraum, In: Intrazelluldrraum. Abbildung modifiziert nach Garbers et al, 2012.
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PI3K-Signalkaskade, aber vor allem die Janus Kinasen (Jak) und die signal transducer
and activator of transcription (STAT) aktiviert (Heinrich et al, 1998; Eulenfeld et al.,
2012).

Wenn IL-6 an seinen membranstandigen a-Rezeptor bindet und damit die Bildung des
Rezeptorkomplexes auslost, wird dies als klassische Signaltransduktion bezeichnet. Im
Gegensatz dazu definiert man den Vorgang, bei dem IL-6 an eine l6sliche Form des IL-6R
bindet und dieser Komplex dann den membranstandigen Rezeptor gp130 aktiviert, als
trans-Signaltransduktion (Rose-John et al, 1995; Chalaris et al, 2011, Abbildung 1.2).
Die losliche Form des a-Rezeptors kann zum einen durch alternatives SpleifRen der
mRNA entstehen, wodurch das fiir die Transmembranregion kodierende Exon
herausgeschnitten wird. Als dominanter Mechanismus wird allerdings das sogenannte
shedding angesehen (Lust et al.,, 1992; Miillberg et al., 1993; Miiller-Newen et al., 1996).
Hierbei schneiden membranstiandige Proteasen Membranproteine an einer Stelle dicht
oberhalb der Plasmamembran, sodass die Ektodomane des Proteins als 16slicher Faktor
freigesetzt wird, wahrend das restliche Protein in der Membran zuriickbleibt. Dieses
wird anschliefSend abgebaut oder kann ebenfalls Signaltransduktion vermitteln. Im Fall
von IL-6 vermittelt die klassische Signaltransduktion vor allem regenerative und anti-
inflammatorische Prozesse (Dann et al., 2008; Grivennikov et al, 2009; Scheller et al.,
2011), wahrend die trans-Signaltransduktion eine Rolle in der Entziindungsreaktion
und Tumorprogression spielt (Becker et al, 2004; Chalaris et al., 2007; Rabe et al,
2008).

IL-6 wurde zundchst als Differenzierungsfaktor flir B-Zellen identifiziert (Hirano et al.,
1986). Sezerniert wird das Zytokin von verschiedensten Zelltypen, wie T- und B-Zellen,
Makrophagen und Monozyten, Fibroblasten und Endothelzellen (Kishimoto et al., 1995).

Neben seiner Wirkung auf B-Zellen fiihrt es auch zur Differenzierung von Makrophagen,

Klassische Trans-
Signaltransduktion Signaltransduktion Abbildung 1.2: Schematische
Darstellung der klassischen und
IL_6/ trans-Signaltransduktion von
IL-6 l sIL-6R IL-6. Bei der klassischen Signal-

transduktion bindet IL-6 an einen

membranstandigen IL-6R. Bindet II-

6 an einen |6slichen IL-6R kann

: dieser Komplex auch Zellen

Ex - - Ex : 7 aktivieren, die nur gpl30 auf der
' Oberflache tragen. Ex: Extrazellular-

In ' In raum, In: Intrazelluldrraum. Abbil-
IL-6R dung modifiziert nach Chalaris et

al, 2011.
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T-Zellen, Neutrophilen und Megakaryozyten (Okada et al., 1988; Ishibashi et al., 1989;
Dominitzki et al.,, 2007; Walker et al., 2008).

Aus Studien mit IL-6-defizienten Mausen weif man heute, dass IL-6 notwendig fiir die
Akut-Phase-Reaktion in der Leber ist und dass diese hauptsdchlich STAT3-abhangig
induziert wird. Aufierdem spielt IL-6 eine wichtige Rolle bei der Pathogenese
autoimmuner Erkrankungen, wie der rheumatoiden Arthritis (Alonzi et al., 1998; Alonzi
et al, 1998 (2)) oder der experimentellen Autoimmunenzephalomyelitis (EAE) als
Modell fiir die multiple Sklerose im Menschen (Samoilova et al., 1998). Keine der beiden
Krankheiten kann in IL-6-defizienten Mdusen ausgeldst werden.

Auch die anderen Mitglieder der Zytokin-Familie spielen eine Rolle in Entziindung und
Embryonalentwicklung. IL-11 kann im Serum vor allem bei viralen Infektionen und bei
verschiedenen Krebsformen nachgewiesen werden. Der IL-11R ist zusatzlich zur
Expression auf verschiedenen Leukozyten auch auf Endothelzellen, Osteoklasten und
Darmepithelzellen und im Muskel-, Herz- und Nierengewebe zu finden (Putoczki und
Ernst, 2010), wobei die Expressionsregulation sowohl des IL-11R, als auch des IL-6R bis
heute nicht vollstandig untersucht worden ist (vgl. Garbers und Scheller, 2013). Analog
zur trans-Signaltransduktion von IL-6, konnte auch fiir den loslichen IL-11/IL-11R-
Komplex in vitro eine agonistische Wirkung tiber gp130 nachgewiesen werden (Pflanz et
al., 1999). Bisher ist allerdings in vivo kein l6slicher IL-11R beschrieben worden.

LIF wurde zundchst als Faktor identifiziert, der die Differenzierung von myeloiden
leukdmischen Zellen in Makrophagen induziert und damit deren Proliferation inhibiert
(Gearing et al, 1987). Im Gegensatz dazu fordert es bei Brustkrebs die
Tumorprogression und Metastasierung (Li et al, 2014). LIF wird vor allem in
Fibroblasten, Hepatozyten, Osteoblasten, Monozyten und T-Zellen exprimiert und hat
pleiotrope Funktionen. Im Endometrium gilt es als ein wichtiger Faktor bei der
Einnistung der Blastozyste in den Uterus und spielt eine wichtige Rolle in der
Embryonalentwicklung (Cheng et al,, 2001). Ein knock out von LIF in Mdusen ist nicht
letal, fiihrt aber zu Infertilitdt der weiblichen Tiere (Stewart et al., 1992). Auch OSM ist
wichtig fiir die Himatopoese und T-Zell-Entwicklung (Boileau et al, 2000; Tanaka et al.,
2003). Aufderdem ist es involviert in die embryonale Leberentwicklung und die
Leberregeneration, in die Angiogenese und wie andere IL-6-artige Zytokine in
Entziindungsprozesse, wie Arteriosklerose, Psoriasis und akute Lungenschadigung
(Kamiya et al.,, 1999; Vasse et al., 1999; Grenier et al., 2001; Albasanz-Puig et al., 2011).
CT-1 ist fiir die Entwicklung von Herz und Motoneuronen wichtig und ist ebenfalls in die
Akut-Phase Reaktion involviert (Pennica et al., 1995; Pennica et al., 1996; Richards et al.,
1996).

Sowohl CNTF, als auch CLC sind wichtig fiir die Viabilitit von sensorischen und
Motoneuronen (Oppenheim et al., 1991). Aufderdem ist CNTF ein trophischer Faktor fiir
Skelettmuskeln (Helgren et al., 1994; Guillet et al., 1999).
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Die Zytokine der IL-6-Familie binden ihre spezifischen Rezeptoren mit hoher Affinitat.
Allerdings binden sie haufig auch mit niedrigerer Affinitit an andere Rezeptoren der
Familie. So bindet CNTF z.B. aufder an seinen a-Rezeptor CNTFR auch an den IL-6R. In
beiden Fallen wird mit gp130/LIFR der gleiche [3-Rezeptorkomplex aktiviert (Schuster
et al, 2003). Auflerdem kann CNTF gp130/LIFR auch ohne einen a-Rezeptor der
Zytokinfamilie, sondern nur mithilfe von Sortilin auf der Zelloberfliche aktivieren
(Larsen et al., 2010). Der gentechnische knock out von CNTFR in Mdusen ist embryonal
letal, aufgrund von nicht ausgebildeten Motoneuronen (DeChiara et al, 1995).
Interessanterweise fiihrt das Fehlen von CNTF zu einem wesentlich milderen Phanotyp.
Motoneuronen kénnen sich trotzdem grofdtenteils ausbilden und es kommt lediglich zu
einer leichten Muskelschwache (Takahashi et al, 1994). Dies kann dadurch erklart
werden, dass der CNTFR mit CLC einen weiteren Liganden hat, der das Fehlen von CNTF
grofdtenteils kompensieren kann.

Die IL-27-Untereinheit p28 signalisiert vor allem tliber seinen l6slichen a-Rezeptor EBI3.
Zusatzlich konnte aber auch gezeigt werden, dass es mit dem membranstandigen IL-6R
eine Bindung mit geringerer Affinitat eingeht. Die ausgeloste Signaltransduktion wurde
allerdings kontrovers diskutiert. In Stumhofer et al,, 2010 wurde gezeigt, dass p28 die
Signaltransduktion tber den IL-6R und gp130 und damit die IL-6-Signaltransduktion
antagonisiert. Eine andere Arbeit zeigte eine STAT3- und STAT1-Aktivierung, analog zur
IL-6-vermittelten Signaltransduktion, durch p28 in Komplex mit CLF-1 (cytokine-like
factor 1) Uiber den IL-6R (Crabé et al., 2009).

Die Interaktion verschiedener Zytokinuntereinheiten mit verschiedenen a- und -
Rezeptoren wird als Crosstalk bezeichnet. Dieser macht das Netzwerk der Zytokine
wesentlich komplexer. Der gentechnische knock out eines Zytokins oder Rezeptors in
Mausen, fiihrt hdufig zum Fehlen verschiedener Zytokin-Signalwege im Organismus und
erschwert Riickschliisse auf die Wirkung eines bestimmten Zytokins.

Die Responsivitit der Zellen fiir IL-6-artige Zytokine wird vor allem durch die
Expression der a-Rezeptoren auf ihrer Oberfliche bestimmt, da die 3-Rezeptoren wie
gp130 oder LIFR ubiquitar exprimiert werden. Durch die Interaktion mit verschiedenen
a-Rezeptoren vergrofdert sich die Zahl der Zelltypen, die auf ein bestimmtes Zytokin
reagieren und durch unterschiedliche Rezeptoraffinititen spielt auch die
Zytokinkonzentration eine wichtige Rolle in der Zytokinsignaltransduktion.

Durch die Verwendung der gleichen [3-Rezeptoren liegt eine gewisse Redundanz der
Zytokine der IL-6-Familie nahe. Tatsachlich liben sie aber sehr verschiedene Funktionen
aus. Wie die unterschiedliche Signaltransduktion trotz gleicher Rezeptoren reguliert
wird, ist noch wenig bekannt. Fiir OSM konnte eine verstarkte ERK1/2-Aktivierung im
Vergleich zu den anderen Zytokinen (die vor allem den Jak/STAT-Signalweg aktiveren)
nachgewiesen werden, die durch die Bindung von Shc an den OSMR vermittelt wird

(Hermanns et al., 2000). Wie aber die Signaltransduktion der IL-6-artigen Zytokine
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raumlich und zeitlich reguliert und unterschieden wird, ist noch nicht im Detail

untersucht worden.

1.1.2 Die IL-12-Zytokinfamilie

Die Zytokine der IL-12-Familie sind aufgrund ihrer Struktur eng verwandt mit denen
der IL-6-Familie. Die a-Untereinheiten bestehen ebenfalls aus einem Vier-Helix-Biindel.
Allerdings sind ihre a-Rezeptoren nicht, wie z.B. der IL-6R, membranstindig, sondern
liegen ausschlief3lich in l6slicher Form vor. Auch die [3-Rezeptoren der IL-12-Familie
haben keine intrinsische Tyrosinkinaseaktivitit, sondern sind konstitutiv mit Janus
Kinasen assoziiert, wie gp130 (Jones und Vignali, 2011).

In der IL-12-Familie wird der Komplex aus der o-Untereinheit und dem ldslichen
a-Rezeptor als Interleukin bezeichnet, d.h. IL-12 besteht aus der a-Untereinheit p35 und
dem a-Rezeptor p40. Die weiteren Mitglieder sind IL-27 (p28 und EBI3, Pflanz et al,
2002), IL-23 (p19 und p40, Oppmann et al., 2000) und IL-35 (p35 und EBI3, Devergne et
al, 1997; Collison et al., 2007) (Abbildung 1.3). Es ist ein besonderes Charakteristikum
der IL-12-Zytokinfamilie, dass die Untereinheiten von den Zytokinen geteilt werden. Die
Untereinheit p35 ist demnach sowohl Teil von IL-12, als auch von IL-35, wahrend p40
sowohl in IL-12, als auch in IL-23 vorkommt. Welche Funktion diese unterschiedliche
Paarung von Untereinheiten hat, ist noch nicht verstanden, sie erschwert aber eine
Analyse von Daten aus Studien mit knock out Mausen, da beim Fehlen von z.B. p40 oder
p35 gleich zwei (oder auch noch unbekannte) Zytokine im Organismus fehlen (vgl
Garbers et al,, 2012). Die Untereinheit p40 kann zusédtzlich zu den unterschiedlichen

Paarungen auch noch als Homodimer sekretiert werden und so als Antagonist der IL-12-

IL-12 IL-35

P35 p40 é ? p4oe } EBI3 p35 EBI3

Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der Zytokine der IL-12-Familie und ihrer Rezeptorkomplexe. IL-12-

Ex

artige Zytokine bestehen aus zwei Untereinheiten die an ein Rezeptor-Heterodimer binden. p40 bildet eine
Untereinheit von sowohl IL-12, als auch IL-23. EBI3 ist Bestandteil von IL-27 und IL-35. IL-12 bindet an ein
Heterodimer aus dem IL-12RB1 und dem IL-12RB2, IL-23 and den IL-23R und IL-12RB1. Der Rezeptor fiir IL-27
besteht aus gp130 und WSX-1 und fir IL-35 u.a. aus dem IL-12RB2 und gpl30. Ex: Extrazellularraum, In:
Intrazelluldrraum. Abbildung modifiziert nach Jones und Vignali, 2011.
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Signaltransduktion fungieren (Gillessen et al., 1995). Zusatzlich hat das p40-Homodimer
aber auch agonistische Funktionen, wie die Induktion der NO-Synthase und von IL-16 in
Mikroglia (Jana et al.,, 2009; Jana und Pahan, 2009 (2)) und die Regulation der Migration
von dendritischen Zellen (Khader et al., 2006).

Alle Zytokine dieser Familie signalisieren liber Heterodimere der [(-Rezeptoren der
Familie.

IL-27 bindet an das WSX-1/gp130 Heterodimer (Pflanz et al., 2004), der Rezeptor fiir
IL-12 besteht aus dem IL-12Rf1 und dem IL-12RB2 (Presky et al., 1996), der Rezeptor
fiir IL-23 aus dem IL-12Rf1 und dem IL-23R (Parham et al., 2002, Abbildung 1.3). Da IL-
27 und IL-35 tber den Rezeptor gp130 signalisieren konnen, werden sie einerseits als
Mitglieder der IL-6-Familie angesehen, andererseits bestehen sie aus einem a-Zytokin
und einem loslichen a-Rezeptor und sind daher auch Teil der IL-12-Familie. Im
Gegensatz zu den anderen Familienmitgliedern IL-12 und IL-23 enthalten sie keine
Disulfidbriicke zwischen den Untereinheiten und werden daher wesentlich weniger
effizient sekretiert (vgl. Vignali und Kuchroo, 2012).

[L-12, IL-27 und IL-23 werden von aktivierten Antigen-prasentierenden Zellen, also
dendritischen Zellen, Monozyten und Makrophagen, sekretiert. Sie haben sowohl
redundante, als auch spezifische Funktionen. IL-12 induziert die Th1l-Antwort und
IFN-y-Produktion in T-Zellen. IL-27 ist ebenfalls fiir die Th1 Antwort verantwortlich, hat
aber auch anti-inflammatorische Eigenschaften und kann zusammen mit IL-12 die IL-2
Produktion in CD4+ T-Zellen hemmen (Villarino et al., 2006). IL-23 hat ebenfalls IL-12-
verwandte Funktionen, ist aber auch fiir die T-Zell-Differenzierung zu Th17 Zellen
notwendig (Oppmann et al, 2000; Aggarwal et al, 2003), was wiederum von IL-27
gegenreguliert wird (Fitzgerald et al., 2007). Daher spielen sie antagonisierende Rollen
bei der Entwicklung von Autoimmunerkrankungen.

[L-35 ist das neueste Mitglied der IL-12-Familie. Es wird aus EBI3 und p35 gebildet, die
gemeinsam von Zellen sezerniert werden (Devergne et al, 1997). In Mausen konnte die
Expression von IL-35 in regulatorischen T-Lymphozyten nachgewiesen werden
(Collison et al., 2007). Die Bildung von IL-35 in humanen regulatorischen T-Zellen
konnte allerdings nicht bestatigt werden (Bardel et al, 2008). In Mdusen wurde vor
kurzem auch die Expression von IL-35 in B-Zellen beschrieben (Shen et al.,, 2014). Es gilt
als anti-inflammatorisches Zytokin, da es die Bildung einer regulatorischen
T-Zellpopulation induziert, die zwar nicht den Marker Foxp3 exprimiert, aber die
Proliferation von Effektor-T-Zellen hemmt (Collison et al, 2010). In verschiedenen
Modellen konnte gezeigt werden, dass IL-35 Infektionstoleranz vermittelt.

[L-35 unterscheidet sich in vielerlei Hinsicht von den anderen IL-12-artigen Zytokinen.
So wurden z. B. drei verschiedene Rezeptorkomplexe fiir dieses Zytokin in T-Zellen
beschrieben. Ein gp130-Homodimer, ein IL-12RB2-Homodimer oder ein Heterodimer

aus den beiden Rezeptoren wurden fiir die Signaltransduktion postuliert, wobei das
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K¢ K¢
p35 EBI p35 EBI3 p35 EBI?} p35 EBI3}

STAT4 STAT1 STAT1/STAT4 STAT1/STAT3

Abbildung 1.4: Rezeptorkomplexe in der IL-35-Signaltransduktion. Fir IL-35, das aus EBI3 und p35 besteht,
sind verschiedene Rezeptorkomplexe nachgewiesen worden. Es konnte gezeigt werden, dass IL-35 sowohl ein
gp130- oder IL-12RB2-Homodimer aktiviert, als auch ein Heterodimer aus beiden B-Rezeptoren. Zusatzlich dient
auch ein Heterodimer aus dem IL-12R 2 und WSX-1 als signaltransduzierender Rezeptor. Ex: Extrazellularraum,
In: Intrazellularraum. Abbildung modifiziert nach Garbers et al,, 2012.

gp130-Homodimer ausschliefdlich zu einer STAT1-Aktivierung fiihrt und nicht, wie bei
[L-6 und IL-11, vor allem zu einer STAT3-Aktivierung (Collison et al., 2012, Abbildung
1.4). Im Gegensatz dazu induziert das IL-12R2-Homodimer eine Aktivierung von
STAT4. Dieser Effekt konnte allerdings zelltypabhangig sein, da neue Untersuchungen
eine STAT3-Aktivierung durch IL-35 in B-Zellen iiber ein Heterodimer aus dem
[L-12RB2 und WSX-1 beschreiben (Wang et al,, 2014). Dies ist insofern tiberraschend,
als das WSX-1 in der IL-27-Signaltransduktion im Gegensatz zu gp130 fiir die STAT1-
Aktivierung notwendig ist, wahrend STAT3 vor allem durch Bindung an gp130 aktiviert
wird (Owaki et al., 2008).

Uber die Signaltransduktion des neuesten IL-12-Familienmitglieds IL-35 ist noch vieles
unbekannt. Es sind bisher vier Rezeptorkomplexe beschrieben und ebenso verschiedene
STAT-Aktivierungsmuster. Wie die unterschiedlichen Aktivierungsmuster in Zellen
durch dhnliche Untereinheiten und Rezeptoren genau reguliert werden, ist auch fiir die
[L-12-Familie noch nicht genau verstanden. Eventuell konnte es durch unterschiedliche
Untereinheiten-Paarungen auch noch andere, bislang nicht beschriebene IL-12-artige
Zytokine geben, die Gegenstand zukiinftiger Studien sein werden. Aufierdem gibt es
Bestrebungen, Antikorper zur therapeutischen Gegenregulation zu entwickeln, die

spezifisch die Bildung einer Paarung und damit eines Zytokins inhibieren.
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1.2 Der Rezeptor gpl130

Zur IL-6-Zytokinfamilie gehdren die nicht-signaltransduzierenden o-Rezeptoren IL-6R,
IL-11R und CNTFR und die signaltransduzierenden -Rezeptoren gp130, LIFR, OSMR
und GPL, die keine intrinsische Tyrosin-Kinase-Aktivitit zeigen, sondern mit Jaks
assoziieren. Der (B-Rezeptor, liber den alle IL-6-artigen Zytokine, mit Ausnahme von
IL-31, signalisieren, ist gp130 (auch CD130), der ubiquitir exprimiert wird. Der
Rezeptor tritt aufder in seiner membrangebundenen Form auch in l6slicher Form im
Serum auf und fungiert dort als Antagonist der IL-6-trans-Signaltransduktion (Miiller-
Newen et al., 1998; Jostock et al, 2001). Von der l6slichen Form des gp130 gibt es
verschiedene Varianten, die durch alternatives Spleiflen oder alternative
Polyadenylierung entstehen (Diamant et al, 1997; Sommer et al, 2014). Die kleinste
Isoform, sgp130-RAPS (rheumatoid arthritis antigenic peptide-bearing soluble form)
kommt auch bei Gesunden im Serum vor und inhibiert IL-6-Signaltransduktion. In der
rheumatoiden Arthritis werden Autoantikdrper gegen diese Rezeptorvariante gebildet
(Tanaka et al.,, 2000).

1.2.1 Zytokinbindung

Die Signaltransduktion tiber den Rezeptor gp130 wird durch Zytokinbindung und
anschlief3ende Dimerisierung des Rezeptors ausgeldst. Der Rezeptor gp130 ist ein Typ-I-
Transmembranprotein und besteht aus einem zytoplasmatischen Teil, einer
Transmembran-Domédne und extrazellulir aus fiinf Fibronektin-Typ-III-dhnlichen
(FNIII) Domanen und einer Immunglobulin-dhnlichen (Ig-like) Domane. Zwei der FNIII-
Domaénen (D2 und D3) bilden das Zytokinbindemodul (ZBM) und N-terminal dazu liegt
die Ig-like Domane, die ebenfalls in die Zytokinbindung involviert ist (Abbildung 1.5).
Das ZBM weist im C-terminalen Bereich das charakteristische WSXWS-Motiv auf, das
auch in den anderen -Rezeptoren zu finden ist (Pflanz et al., 2000).

[L-6 kann ausschlief3lich an gp130 binden, wenn es bereits an den IL-6R gebunden hat.
Dabei ist es nicht ausschlaggebend, ob dieser in membrangebundener oder 16slicher
Form vorliegt.

In IL-6 sind je drei Regionen identifiziert worden, die fiir die Bindung an den
Rezeptorkomplex notwendig sind. Diese werden Site I - III genannt, wobei Site I an den
a-Rezeptor bindet, Site Il an das ZBM des [-Rezeptors und Site III wird von der Ig-like
Domaéne in gp130 gebunden (Kurth et al, 1999; Pflanz et al, 2000). Hierfliir waren
mindestens ein I[L-6R- und zwei gp130-Molekiile notwendig. Die tatsachliche
Stochiometrie des IL-6-Rezeptorkomplexes wurde kontrovers diskutiert. Grotzinger et
al, 1999 schlagen einen tetrameren Komplex aus einem IL-6 und einem IL-6R-Molekiil

zusammen mit zwei Molekiilen gp130 als signaltransduzierenden Komplex vor. Threr
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Meinung nach entsteht ein hexamerer Komplex bei Zytokinliberschuss zur
Gegenregulation des Zytokinsignals. Vor allem Strukturdaten zeigen eine hexamere
Komplexbildung aus zwei Molekiilen IL-6, zwei IL-6R und zwei gp130 (Chow et al.,
2001; Varghese et al., 2002; Boulanger et al., 2003), die teilweise in vitro bestatigt
werden konnte (Barton et al., 2000; Chow et al., 2001(2)). In Pflanz et al., 2000 fiihrte
allerdings die Koexpression von zwei gp130-Mutanten, von denen einer die Ig-like
Domadne fehlte (AD1) und die andere eine Mutation im ZBM (F191E) aufwies, zu einer
ungestorten Hyper-IL-6-Signaltransduktion in COS7 Zellen, die Expression einer
einzelnen dieser Varianten dagegen nicht. Dieses Ergebnis spricht fiir einen tetrameren
Rezeptorkomplex, da die Bindungsepitope fiir ein weiteres Hyper-IL-6-Molekiil durch

die Mutationen nicht vorhanden sind.

ZBM Box1 Box2
gp130 D1 D2 D3 D4 D5 D6 Y Y Y Y Y Y
—
ZBM ZBM
D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8
LIFR
ZBM
- D1 D2 D3 Stalk
IL-6R —
FERM Kinase-like Tyr-Kinase
Jak | | GQM Y Y
DNA- Transakti-
N-terminal coiled-coil ~ Bindung Linker vierung
KIR ESS PEST SOCS Box

S0CS3 TR —

Abbildung 1.5: Schematische Domanenstruktur

I I FNIII-Domane der E.Il.'ld der Signal?ransduktion der IL-?-FamiIie
beteiligten Proteine. Dargestellt sind die

. Rezeptoren gpl30, LIFR und der IL-6R. Fir Janus

u TM-Domane Kinasen und STAT-Proteine ist der allgemeine
Aufbau gezeigt, fur die SOCS-Proteine exemplarisch

-l 3 SOCS3. FNIIL: Fib ktin-Typlll, TM: T bran,

Ig like Domane ibronektin-Typ ransmembran

Ig-like: Immunglobulin-dhnliche, ZBM: Zytokinbin-
SH2-D . demodul, FERM: 4.1/Ezrin/Radixin/Moesin, KIR:
R omane kinase inhibitory region, ESS: extended SH2
subdomain .Abbildung modifiziert nach Heinrich et
i Intrazelluldare Domane al, 2003,
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In einem Rezeptor-Heterodimer, wie z. B. bei Bindung von LIF an gp130/LIFR, bindet
LIF mit der Site Il an die Ig-like Domane (D3) im LIFR (Abbildung 1.5) und dies gilt auch
fiir die Bindung von CT-1 und OSM (Timmermann et al., 2000). Wenn LIF, CT-1 und OSM
lediglich mit ihrer Site II an gp130 binden kénnen, dann handelt es sich bei diesem
Rezeptorkomplex vermutlich um ein Tetramer. Welche Funktionen allerdings die
zusatzlichen ZBM im LIFR haben ist bislang unbekannt.

Die Ig-like Domine in gp130 ist also fiir die Homodimerisierung des Rezeptors
notwendig. Aber auch IL-27, dessen zweiter (3-Rezeptor WSX-1 keine Ig-like Domane
aufweist, bindet mit seiner Site Il an gp130 (Jones und Vignali, 2011).

Der Rezeptor gpl30 bindet also viele verschiedene Zytokine und die gebildeten

Rezeptorkomplexe 16sen damit auch unterschiedliche Signaltransduktionswege aus.

1.2.2 Signaltransduktion

Der Rezeptor gp130 kann durch Bindung von Zytokinen der IL-6- und der IL-12-Familie
spezifisch aktiviert werden. In Abhangigkeit der Art des Zytokins bildet der Rezeptor
Homodimere oder Heterodimere mit den anderen (3-Rezeptoren der Zytokinfamilien

aus. Daraufhin werden verschiedene Signalkaskaden aktiviert, von denen der Jak-STAT-

gpl30

Box1l (FERM
TYless \KD y Jak

Box2 KIR

SOCS3
SHP-2 shz [PTYVs \S“y

Tyr,., SH2 STAT

Tyr,,, SH2 STAT

Abbildung 1.6: Bindungsoberflichen in der
intrazelluliren Doméne von gp130. Der Rezeptor

Tyr,,; SH2 STAT

hat sechs intrazelluldare Tyrosine, an die nach

Phosphorylierung sowohl SHP2 und SOCS3, als auch
Tyry,; SH2 STAT die STATs binden. Jaks binden an das Box1-Motiv.
Ex: Extrazelluldrraum, In: Intrazellularraum. Abbildung
modifiziert nach Heinrich et al., 2003.
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Signalweg wohl der am meisten beachtete ist, aber auch der PI3K- und der MAPK-
Signalweg spielen eine Rolle in der gp130-Signaltransduktion.

Durch die Bildung des Rezeptorkomplexes werden zwei (3-Rezeptoren in unmittelbare
Nahe gebracht. Da gp130 und auch die anderen [-Rezeptoren keine intrinsische
Tyrosinkinase-Aktivitiat haben, libernehmen die Janus Kinasen die Aufgabe der Tyrosin-
Phosphorylierung. Sie interagieren konstitutiv mit gp130 und phosphorylieren sich in
trans bei Bildung des Rezeptorkomplexes (Liitticken et al, 1994; Stahl et al., 1994).
Aufierdem phosphorylieren sie die intrazelluldren Tyrosine des Rezeptors. Gp130 tragt
intrazelluldr sechs Tyrosine, von denen die distalen vier (Y767, Y814, Y905 und Y?15) als
Bindungsoberflache fiir STATs dienen (Stahl et al, 1995; Gerhartz et al, 1996;
Abbildung 1.6). Nach der Bindung werden die STATs von Janus Kinasen phosphoryliert
und translozieren in den Zellkern, wo sie die Expression ihrer Zielgene regulieren
(dieser Prozess wird in Abschnitt 1.3 genauer beschrieben).

Das Tyrosin7>? in gp130 interagiert dagegen mit negativen Gegenregulatoren der
Signaltransduktion, wie SOCS3 (suppressor of cytokine signaling) und SHP2 (SHZ2
containing phosphatase; Schmitz et al., 2000). SOCS3 ist eines der Zielgene der STATSs

und wird daher nur in Abhdngigkeit einer STAT-Aktivierung exprimiert. Seine

_ P Jak )I& Jak
\—/U’ \—/
PIBK | <«—  SHP2 Negative
Gegenregulation
P

STAT3 SOCS3

ERK1/2 — T
\> Genexpression/

Abbildung 1.7: Schematische Darstellung der durch IL-6 aktivierten Signaltransduktionswege. Nach

Ex

In

Bildung des Rezeptorkomplexes phosphorylieren Jaks sowohl STAT3, als auch SHP2. SHP2 dient als
Adapterprotein fiir die Auslosung des PI3K- und des ERK1/2-Signalweges. STAT3 reguliert die Genexpression
und fuhrt u.a. zur Expression von SOCS3, das als negative Regulator der Signaltransduktion fungiert. Ex:
Extrazelluldarraum, In: Intrazellularraum. Abbildung modifiziert nach Eulenfeld et al., 2012.
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Funktionen sind in Abschnitt 1.3.3 nadher erlautert. SHP2 dagegen wird konstitutiv
exprimiert und interagiert daher schon direkt nach einer Rezeptorphosphorylierung mit
gp130. Die Phosphatase ist ein negativer Regulator der STAT3-Aktivierung, da eine
Aktvierung von SHP2 durch das Chemotherapeutikum Sorafenib zu verminderter
STAT3-Phosphorylierung fiihrt (Blechacz et al, 2009). SHP2 unterdriickt eine basale
STAT-Phosphorylierung, spielt aber keine Rolle bei der IL-6-induzierten STAT-
Aktivierung, da die Phosphatase durch das Zytokinsignal phosphoryliert wird und dann
vom Rezeptor dissoziiert (Dittrich et al, 2012). In diesem Fall spielt SHP2 eine
aktivierende Rolle fiir den MAPK/ERK und den PI3K Signalweg. Es dient dabei als
Adapterprotein fiir Grb2 und SOS, wodurch SOS membrangebundenes Ras aktivieren
kann und damit die MAP-Kinase-Kaskade in Gang setzt. Aufierdem bindet SHP2 das
Adapterprotein Gab1, das die PI3-Kinase aktiviert (vgl. Eulenfeld et al., 2012).

Am Rezeptor gpl30 werden also drei verschiedene Signalwege, der Jak/STAT-
Signalweg, die MAPK-Kaskade, sowie der PI3K-Akt-Signalweg in Gang gesetzt, die sich
allerdings alle auch gegenseitig beeinflussen. Die Regulation der beiden letzteren in der
[L-6-Signaltransduktion ist noch unvollstandig verstanden, wiahrend es wesentlich mehr
Daten zur Jak/STAT-Aktivierung gibt.

1.3 Jaks und STATs in der IL-6-Signaltransduktion

Wie zuvor erwahnt, werden an der intrazelluliren Domane von gp130 verschiedene
Signalkaskaden in Gang gesetzt. Die weitaus prominenteste Rolle in der
Signaltransduktion der IL-6-Zytokinfamilie spielt aber die Aktivierung der an gp130

assoziierten Janus Kinasen und die durch sie vermittelte STAT-Aktivierung.

1.3.1 Janus Kinasen

Aufgrund der Zytokinbindung dimerisieren die (-Rezeptoren der IL-6-Familie. Die
Funktion der membranproximalen FNIII-Domédnen im gp130 und den anderen
B-Rezeptoren liegt nicht in der Zytokinbindung. Sie fungieren als Bindeglied zwischen
den N-terminalen Dominen, die den Komplex mit dem Zytokin bilden und den
intrazelluliren Domdnen, die mit den Janus Kinasen interagieren. Durch ihre
Konformationsanderung geraten die intrazelluliren Domanen, und damit die Jaks, in
eine veranderte raumliche Anordnung (Kurth et al, 2000). Dies ist die Voraussetzung
fir die Aktivierung der Kinasen. Wie dieser Mechanismus genau ablauft, ist bislang
ungeklart. Fiir den Wachstumshormonrezeptor (GHR) konnte vor kurzem gezeigt
werden, dass er bereits im unstimulierten Zustand dimerisiert vorliegt und die
Pseudokinase-Domane einer assoziierten Janus Kinase die Kinase-Domane der anderen

inhibiert. Bei Zytokinbindung vergrofdert sich ihr Abstand und die Kinase-Domanen
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werden aktiv (Brooks et al, 2014). Dieser Mechanismus kénnte eventuell auch auf
gp130 zutreffen, da die Existenz praformierter Rezeptordimere in Abwesenheit von
Liganden bereits nachgewiesen wurde (Tenhumberg et al., 2006).

Die Janus Kinasen Jak1, Jak2 und Tyk2 interagieren mit dem Rezeptor gp130 und sind
verantwortlich fiir die Signaltransduktion in der IL-6-Familie, da die -Rezeptoren selbst
keine Tyrosinkinaseaktivitit aufweisen (Stahl et al, 1994). Das vierte Mitglied der
Familie, Jak3, spielt in der Signaltransduktion der IL-6-Familie keine Rolle. Jak1, Jak2
und Tyk2 binden an ein konserviertes Motiv in gp130, LIFR und OSMR, das Box 1
genannt wird und damit notwendig fiir die Signaltransduktion von gp130 ist (Tanner et
al., 1995, Abbildung 1.6).

Janus Kinasen bestehen aus einer C-terminalen Kinase Domadne mit zwei Tyrosinen, die
zur Aktivierung phosphoryliert werden. Daran schliefdt sich eine Pseudokinase-Domane
an, die vermutlich der Autoinhibition der Kinase-Aktivitdt dient (Lupardus et al, 2014;
Shan et al, 2014). Sie enthalten auflerdem eine SH2-Domane, deren Funktion noch
ungeklart ist. N-terminal befindet sich die FERM (four-point-one, ezrin, radixin and
moesin)-Domdne mit der sie an das Box1-Motiv binden (Abbildung 1.5). Die
verschiedenen Domdanen sind flexibel verbunden, weswegen die Jaks in vielen
unterschiedlichen Konformationen vorliegen konnen. Der genaue Mechanismus ihrer
Aktivierung ist aber noch nicht geklart, da erst in den letzten Jahren erste Strukturdaten
generiert wurden (Lupardus et al.,, 2011).

Obwohl der Rezeptor gp130 mit drei verschiedenen Janus Kinasen interagiert (Jakl1,
Jak2, und Tyk2), haben die letzteren beiden offenbar redundante Funktionen in der IL-6-
Signaltransduktion, da ein Fehlen einer der beiden keinen Einfluss auf die STAT-
Aktivierung (Guschin et al, 1995) oder die SHP2-Phosphorylierung hat (Schaper et al,
1998). Ohne Jakl dagegen kommt es zu einer stark verminderten Signaltransduktion
[L-6-artiger Zytokine (Rodig et al., 1998).

1.3.2 STAT-Aktivierung

In der Signaltransduktion der Zytokine der IL-6-Familie spielen die STATSs eine wichtige
Rolle, da sie die Aktivierung der Zielgene vermitteln. Nach der Rezeptorkomplexbildung,
bei der die Rezeptor-assoziierten Jaks aktiviert werden und ihrerseits die Rezeptor-
Tyrosine phosphorylieren, entstehen neue Bindungsoberflichen an gp130 fiir die
STATs. Sie binden mit ihrer SH2-Domane an Tyr767, Tyr814, Tyr?%> und Tyr°15 von gp130
(siehe Abbildung 1.6) wobei die Bindungsoberfliche eine Bindung von STAT3
begiinstigt. Dieser ist der wichtigste Transkriptionsfaktor fiir die IL-6-Familie. Die
Tyrosine Y995 und Y915 rekrutieren zusatzlich auch STAT1, was zu einer schwachen
Aktivierung dieses Transkriptionsfaktors fiihrt (Gerhartz et al, 1996). Nur IL-27
aktiviert verstarkt auch STAT1 was durch ein Bindemotiv fiir STAT1 in der
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intrazelluliren Doméne von WSX-1 zu erkldren ist, welches kein STAT3 bindet (Pflanz et
al., 2004; Owaki et al., 2008).

Die wichtigsten STATS fiir die IL-6-Zytokinfamilie sind STAT1, STAT3 und STAT5. STAT3
wird durch Phosphorylierung des Tyr70> aktiviert, wahrend in STAT1 Tyr701 nach der
Bindung an den Rezeptor von den Jaks phosphoryliert wird (Mohr et al., 2013). STAT5
wird zur Aktivierung an Tyr694 phosphoryliert (Gouilleux et al., 1994).

Die STATs 1, 3 und 4 haben in ihrer Transaktivierungsdomane neben den Tyrosinen
auch jeweils ein phosphorylierbares Serin in einer Erkennungssequenz fiir Serin-
Kinasen (PSMP), dessen Phosphorylierung fiir die vollstindige Aktivitit der STATSs
notwendig ist (Wen et al., 1995).

Lange Zeit wurde angenommen, dass die STATs aufgrund der Phosphorylierung
dimerisieren. Neuere Strukturdaten zeigen aber, dass bereits unphosphoryliertes STAT1
dimerisiert im Zytoplasma vorliegt und sich bei Phosphorylierung lediglich die
Konformation von einem parallelen in ein antiparalleles Dimer dndert (Mao et al., 2005;
Zhong et al., 2005).

Alle STATSs fungieren als Transkriptionsfaktoren, allerdings wird ihre Translokation in
den Nukleus unterschiedlich reguliert. STAT3 und STATS5 werden konstant in den
Nukleus im- und exportiert. Der Import von STAT3 in den Zellkern ist unabhangig von
einer Phosphorylierung, da er auch bei Mutation des Y709> stattfindet (Liu et al, 2005)
und neue Erkenntnisse zeigen, dass der Transkriptionsfaktor auch im
unphosphorylierten Zustand DNA binden kann (Nkansah et al., 2013).

STAT1 und STAT4 weisen im unphosphorylierten Zustand kein bis heute identifiziertes
NLS (nuclear localization signal) auf, d.h. sie liegen vor allem im Zytoplasma vor.

STAT1 wird vor allem von Interferonen, aber auch stark von IL-27 aktiviert. Im
unphosphorylierten Zustand liegt es als anti-paralleles Dimer im Zytoplasma vor und
andert seine Konformation durch Phosphorylierung in ein paralleles Dimer. Dieses wird
in Abhangigkeit von Importin-a3 in den Zellkern importiert, bindet dort an DNA und
aktiviert Zielgene (Reich, 2013). Verschiedene Ereignisse, wie die Dephosphorylierung
durch Phosphatasen oder die Bindung an PIAS (protein inhibitor of activated STAT)
fiihren zur Aufhebung der Bindung an die DNA und damit zu einem aktiven Export von
STAT1 aus den Zellkern. Auf diese Weise wird die Expressionsinduktion durch den
Transkriptionsfaktor gegenreguliert (Shuai und Liu, 2005).

Die Expression von STAT4 ist im Gegensatz zu den anderen STATs auf wenige Gewebe
wie die haploiden mannlichen Keimzellen, myeloide Zellen und T-Lymphozyten
beschrankt. [L-12 ist der wichtigste Aktivator von STAT4 (Bacon et al., 1995; Jacobson et
al., 1995), wobei die Aktivierung und Translokation vermutlich vergleichbar mit der von
STAT1 ablauft (Berenson et al., 2006), aber bei weitem nicht so ausfiihrlich untersucht
wurde.
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Die STATs weisen verschiedene Aktivierungsmechanismen auf, die bis heute nicht
eindeutig verstanden sind. Ihre Dimerisierung und Translokation hdangt von vielfaltigen
Faktoren ab. In der IL-6-Signaltransduktion kommt es vor allem zu einer Aktivierung
von STAT3 und STAT1, welche die Zielgene aktivieren. Ihr Signal wird in erster Linie

von SOCS3 gegenreguliert.

1.3.3 Gegenregulation durch SOCS3

Die suppressor of cytokine signaling (SOCS) Proteine sind die wichtigsten Gegenspieler
der Jak/STAT-Signaltransduktion. Es gibt in Sdugetieren acht bisher identifizierte SOCS
Proteine, zu denen CIS und SOCS1-7 gehoren.

Fiir die Gegenregulation der IL-6-Signaltransduktion ist ausschliefslich SOCS3 notwendig
(Croker et al, 2003). Der Signalweg fiihrt tiber die Phosphorylierung von STAT3 zur
Induktion der Expression von SOCS3 (Abbildung 1.7). SOCS3 bindet zunichst mit seiner
SH2-Domine an die Region um das phospho-Tyrosin 759 in aktiviertem gp130
(Nicholson et al., 2000; Schmitz et al., 2000).

An gp130 gebundenes SOCS3 inhibiert die Signaltransduktion tber verschiedene
Mechanismen. Zum einen hat SOCS3 eine sehr kurze Halbwertszeit und iibertragt diese
auch auf das gebundene gp130. Der Grund dafiir liegt einerseits in einem PEST (Pro-Glu-
Ser-Thr)-Motiv, das zu nicht-proteasomalem, proteolytischem Abbau fiihrt (Rogers et al.,
1986) und andererseits in der Fahigkeit von SOCS3 einen E3-Ubiquitin-Ligase-Komplex
zu rekrutieren und damit den Abbau von sowohl gp130 als auch gebundenen Jaks tliber
das Proteasom einzuleiten (Kershaw et al,, 2014).

Der andere Mechanismus, durch den SOCS3 unmittelbar zu einer reduzierten gp130-
Signaltransduktion fiihrt, ist die Inhibition der Jaks. Mit seiner Kinase-inhibitorischen
Region (KIR) bindet SOCS3 direkt an die Kinase-Domane der Jaks und verhindert so eine
weitere Phosphorylierung von STATSs (Sasaki et al., 1999; Abbildung 1.6).

Genau wie gp130 bindet auch SOCS3 ausschliefdlich an die Janus Kinasen Jak1, Jak2 und
Tyk2 und nicht an Jak3. Diese Spezifitit wird durch das GQM-Motiv in den Jaks
vermittelt, an das SOCS3 mit seiner KIR-Doméane bindet und ATP-abhingig die Kinase-
Funktion inhibiert. Jak3 weist dieses Motiv nicht auf (Babon et al.,, 2012).

SOCS3 ist also ein negativer Regulator der gp130-Signaltransduktion, indem es zu
vermehrtem Rezeptorabbau fiihrt, aber auch indem es die Kinase-Funktion der Jaks

inhibiert.
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1.3.4 Konstitutiv aktive STAT3-Signaltransduktion: Chronische
Entziindung und Krebs

STAT3 ist unter den STATs der wichtigste Faktor fiir die Auslosung der Akut-Phase-
Reaktion in der Leber und fiir die Freisetzung antimikrobieller Peptide als Antwort auf
Pathogene verantwortlich. Es ist aufderdem notwendig fiir die Homdostase epithelialer
Zellen in den Schleimhduten und fiir die Wundheilung.

Es gibt zwei Isoformen von STAT3, STAT3a und das kiirzere STAT3[3, wobei beide
tiberlappende Funktionen haben, STAT3a aber z.B. in der IL-6- und IL-10-
Signaltransduktion eine nicht redundante Rolle spielt (Maritano et al, 2004).

IL-6 und STAT3 sind ausschlaggebend bei der Pathogenese von vielen Krankheiten mit
chronischer Entziindung. Der in Abschnitt 1.1.1 erwdhnte Effekt eines IL-6 knock outs
auf die Kollagen-induzierte Arthritis und die experimentelle Autoimmun-
Encephalomyelitis, ist vor allem der Signaltransduktion iiber STAT3 zuzuschreiben. Im
Gegensatz zur anti-entziindlichen Wirkung in diesen Modellen fiihrt die IL-6-Defizienz
zu einem schwereren Krankheitsverlauf der DSS (dextran sodium sulfate)-induzierten
Colitis, was durch eine verhinderte STAT3-vermittelte Regeneration erklart werden
kann. Ein weiterer Effekt ist die verringerte Tumorzahl nach Colon-Krebs-Induktion
(Grivennikov et al., 2009). Letzteres ist darauf zuriickzufiihren, dass die STAT3-Aktivitat
fir die Proliferation der intestinalen Endothelzellen notwendig ist, was ebenfalls in
einem gewebsspezifischen STAT3 knock out gezeigt werden konnte (Bollrath et al,
2009).

Dass entziindliche Prozesse und Krebsentwicklung eng miteinander verkniipft sind,
wurde Dbereits in vielen Modellen gezeigt. Patienten mit entziindlichen
Darmerkrankungen entwickeln aufierdem haufiger Darmkrebs, als die sonstige
Bevolkerung (vgl. Karin und Greten, 2005).

Bei der Tumorentwicklung wird die Proliferation der entarteten Zellen zusatzlich durch
die Mikroumgebung stimuliert. Infiltrierende Immunzellen sind die Hauptquelle fiir pro-
inflammatorische und pro-proliferative Zytokine, die in vielen Fallen ein fast
ungehindertes Wachstum des Tumors erst méglich machen. Chronische Entziindung ist
also nicht die Ursache einer Krebsentstehung, beglinstigt aber eine Tumor-
Mikroumgebung, die das Wachstum und die Entwicklung des Tumors fordert.

In vielen Tumoren wurde eine vermehrte STAT3-Aktivitdt nachgewiesen, die mit einer
schlechten Prognose korreliert (vgl. Bromberg, 2002). Die Aktivitdt ist aber in den
meisten Fallen nicht auf aktivierende Mutationen in STAT3 selbst zurickzufihren,
sondern ist vielmehr in aktivierenden Mutationen in vorgeschalteten Rezeptoren, wie
gp130 oder dem EGFR, oder in Kinasen, wie den Jaks begriindet.

Zu den Mechanismen, die zu konstitutiv aktivem STAT3 fithren, zdhlen die auto- und

parakrine Wirkung von IL-6, das vor allem in der Tumor-Mikroumgebung in myeloiden
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Zellen (Greten et al, 2004) und T-Zellen (Becker et al, 2004) produziert wird. Die
Produktion von IL-6 fiihrt dann dazu, dass STAT3 nicht nur im Tumor, sondern auch in
der Tumor-Mikroumgebung konstitutiv aktiviert wird (Becker et al., 2005).

In Lungen-Adenokarzinomen konnte die konstitutive STAT3-Phosphorylierung auf
EGFR-Mutationen zurilickgefiihrt werden, die zu einer verstarkten IL-6-Produktion
fiihrten (Gao et al,, 2007). Ebenso gibt es Mutationen im IL-6-B-Rezeptor gp130, die zu
einer Kkonstitutiven Signaltransduktion flihren. Sie wurden in entziindlichen
hepatozelluliren Adenomen nachgewiesen und fiihren zu einer verstirkten STATS3-
Aktivierung. Bei den Mutationen handelte es sich um kurze Deletionen im Bereich der
Bindestelle fiir IL-6 in gp130 (Rebouissou et al., 2009).

Erst kiirzlich wurden zum ersten Mal Mutationen im STAT3-Gen beschrieben, die in
einer Uberaktivitit von STAT3 resultieren. In entziindlichen hepatozelluliren
Adenomen zeigten Pilati et al., 2011 verschiedene Mutationen vor allem in der SH2-
Domdane von STAT3, die zu einer konstitutiven Phosphorylierung fiihrten. Auch in
grofder granuldrer lymphozytarer Leukdmie wurde in 31 von 77 Patienten eine Mutation
in der SH2-Domadne von STAT3 gefunden (Koskela et al., 2012). Diese Patienten leiden
auch haufiger an entziindlichen Erkrankungen, wie rheumatoider Arthritis, als die
Vergleichsgruppe.

Therapeutisch kann eine verstarkte IL-6-Signaltransduktion mit verschiedenen
spezifischen Antikorpern inhibiert werden (vgl. Garbers und Scheller, 2013). Wenn aber
die konstitutive STAT3-Signaltransduktion auf Mutationen in Jaks, den Rezeptoren oder
in STATs selbst beruht, sind bis heute die vielversprechendsten Kandidaten fiir eine
Therapie die Jak-Inhibitoren. Diese sind kleine zellpermeable Stoffe, wie Ruxolitinib, das
Jak1 und Jak2 blockiert und sowohl fiir die Behandlung von rheumatoider Arthritis, als
auch der Markfibrose getestet wurde. Ein weiterer Jakl/2-Inhibitor ist Baricitinib, der
ebenfalls in rheumatoider Arthritis eingesetzt werden soll und Tofacitinib, der Jak1, Jak2
und Jak3 inhibiert und evtl. gegen ulcerative Colitis verwendet werden soll (O'Shea et al.,
2013). Diese Inhibitoren sind jedoch wenig spezifisch, weswegen weitere Moglichkeiten

der Inhibition der STAT3-Signaltransduktion gefunden werden miissen.

1.4 Protein-Kinase 2 (CK2)

Die Protein Kinase II (CK2) ist eine ubiquitdr exprimierte Serin/Threonin-Kinase die
hochkonserviert ist und zahlreiche Substrate hat. Sie ist vor allem in zelluldre Prozesse
wie Wachstum und Proliferation involviert.

Das Holoenzym ist ein Tetramer aus zwei katalytischen a-Untereinheiten (a und/oder
a') und zwei regulatorischen (-Untereinheiten (Gietz et al, 1995). Wie wichtig die
Kinase fir die zelluldren Prozesse ist, zeigt sich in der embryonalen Letalitdt eines knock

outs in Mausen sowohl der a-, als auch der 3-Untereinheiten (Buchou et al, 2003; Lou et
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al., 2008; Seldin et al., 2008). Die Kinase hat Hunderte von Substraten und ist konstitutiv
aktiv (Meggio und Pinna, 2003; Pinna, 2003). Trotzdem wird sie teilweise durch
Phosphorylierung, Lokalisation und Substratinteraktion reguliert, wobei die genauen
Mechanismen noch unvollstandig verstanden sind (Olsten et al., 2005).

Die minimale Konsensussequenz fiir CK2 ist S/T-X-X-Ac, wobei X eine beliebige
Aminosaure ist und Ac eine saure oder phosphorylierte Aminosaure. Dabei kann sowohl
ATP als auch GTP als Phosphatgruppendonor dienen. Zu den vielen physiologischen
Funktionen von CK2 zahlt die Zellzyklusprogression und die Inhibition von Apoptose
aufgrund von DNA-Schiden oder vermittelt durch Rezeptoren (St-Denis und Litchfield,
2009). Die Kinase ist aufierdem ein wichtiger Faktor in der Transkription, da alle drei
RNA Polymerasen zu ihren Substraten zdhlen und ihre Funktionen, von der CK2-
Aktivitat abhangen (Johnston et al., 2002; Cabrejos et al.,, 2004; Panova et al., 2006).

Die Proteinkinase B (PKB/Akt) ist ebenfalls ein Substrat der CK2. Die Phosphorylierung
aktiviert Akt und hat einen anti-apoptotischen Effekt (Di Maira et al.,, 2005). CK2 greift in
diesen Signalweg noch an einer anderen Stelle ein. Die Phosphatase PTEN ist der
Gegenspieler von Akt. Sie wird von CK2 phosphoryliert und ihre Aktivitdt in negativer
Weise reguliert (Torres und Pulido, 2001).

In schnell proliferierenden Zellen ist die Expression von CK2 hochreguliert, d.h. auch in
vielen menschlichen Tumoren. CK2 wird in kolorektalem Krebs verstirkt exprimiert
und ist fiir die Proliferation und Invasion der Tumore notwendig (Zou et al.,, 2011).

CK2 ist ein positiver Regulator des Wnt-Signalweges, welcher in der
Embryonalentwicklung von Bedeutung ist und auch in vielen menschlichen Tumoren,
wie Brust-Karzinomen, aktiv ist. Die Phosphorylierung von [(-Catenin, einem
transkriptionalen Ko-Faktor des Signalweges, durch CK2 fiihrt zu seiner Stabilisierung
und damit zur einer verstarkten Aktivierung (Seldin et al, 2005). In hidmatologischen
Krebsformen wie dem multiplen Myelom und der chronischen lymphatischen Leukdmie
wurde zuletzt ebenfalls eine verstarkte Aktivitit von CK2 nachgewiesen, die fiir die
Expansion der malignen Zellen notwendig ist (Piazza et al., 2012).

CK2 ist somit eine Kinase mit vielen verschiedenen Substraten, deren Aktivitat

Wachstum und Proliferation férdert und die anti-apoptotisch wirkt.

1.5 Ziel der Arbeit

Die Zytokine der IL-6- und IL-12-Familie und ihre Signaltransduktion unterliegen einer
strengen Regulation, da ihre unkontrollierte Wirkung zu verschiedenen
Krankheitsbildern mit chronischer Entziindung und Krebs fiihren kann. Ihre Aktivitat ist
aber unabdingbar fiir eine effiziente angeborene und erworbene Immunantwort.

Ziel der Arbeit war es, die Signaltransduktion der IL-27-Untereinheit p28 tiber den IL-6R

zu charakterisieren, die Signaltransduktion von IL-35 iiber verschiedene
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Rezeptorkomplexe zu analysieren und zuletzt die Funktion der Protein Kinase 2 (CK2)
in der Jak/STAT-Signaltransduktion zu untersuchen.

Fiir p28 liegen kontroverse Daten in Bezug auf seine Signaltransduktion tiber den IL-6R
vor, die sowohl agonistische als auch antagonistische Eigenschaften nahelegen. Eine
Bindung an den loslichen IL-6R analog zur IL-6 trans-Signaltransduktion konnte bisher
nicht nachgewiesen werden. Ziel der Arbeit war es daher, zum einen eine maégliche
trans-Signaltransduktion des neu identifizierten IL-6R-Liganden p28 zu untersuchen
und zum anderen, die intrazellulare Signalwirkung dieses Zytokin/Rezeptor-Komplexes
zu charakterisieren.

[L-35 ist das neueste Mitglied der IL-6-/IL-12-Familie. Es wird als anti-
inflammatorisches Zytokin angesehen und aktiviert mehrere, eher unkonventionelle
Rezeptorkomplexe. Ziel war es, die unterschiedliche Signaltransduktion tber die
verschiedenen Rezeptorkomplexe zu untersuchen. Zur Produktion von IL-35 sollte ein
neuer Ansatz verfolgt werden, bei dem p35 rekombinant in Bakterien exprimiert und
anschlieffend mit EBI3 (IL-35) oder p40 (IL-12) vereinigt wird, da p35 in vitro von
eukaryotischen Zellen kaum sekretiert wird.

Vor kurzem Kkonnte gezeigt werden, dass die Protein Kinase CK2 in die
Signaltransduktion von OSM involviert ist. In dieser Arbeit sollte daher untersucht
werden, ob CK2 dartber hinaus eine generelle Rolle in der STAT-Aktivierung durch IL-6-
artige Zytokine spielt und auch die konstitutive Aktivierung von STAT3, die in
verschiedenen Krankheitsbildern auftritt, von CK2 abhangig ist.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Antibiotika

Hersteller Arbeitskonzentration
Ampicillin AppliChem, Darmstadt 100 pg/ml
Kanamycin AppliChem, Darmstadt 25 pg/ml
Puromycin PAA Laboratories, Pasching, A 1,5 ug/ml

2.1.2 Antikorper

2.1.2.1 Primére Antikorper

anti-phospho STAT1 (Y7°1) (58D6)
anti-STAT1 (42H3)

anti-phospho STAT3 (Y795) (D3A7)
anti-STAT3 (124H6)

anti-Jak1 (6G4)

anti-Jak2 (D2E12)

anti-c-myc (71D10)
anti-phospho-ERK1 /2 (T?202/Y204)
anti ERK

anti-phospho-Akt (5473) (D9E)
anti-Akt

anti-B-Actin (C4)

anti-SOCS3 (M-20)

anti-FLAG (F7425)

anti-hIL-6R (4-11)

Cell Signaling Biotechnology, Frankfurt
Cell Signaling Biotechnology, Frankfurt
Cell Signaling Biotechnology, Frankfurt
Cell Signaling Biotechnology, Frankfurt
Cell Signaling Biotechnology, Frankfurt
Cell Signaling Biotechnology, Frankfurt
Cell Signaling Biotechnology, Frankfurt
Cell Signaling Biotechnology, Frankfurt
Cell Signaling Biotechnology, Frankfurt
Cell Signaling Biotechnology, Frankfurt
Cell Signaling Biotechnology, Frankfurt
Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Steinheim

Hergestellt wie in Chalaris et al., 2007.
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2.1.2.2 Sekundare Antikorper

anti-mouse IgG-POD
rabbit-anti-human IgG-POD
rabbit-anti-goat I[gG-POD
goat-anti-rabbit I[gG-POD

2.1.3 Chemikalien

Die hier nicht aufgefiihrten Chemikalien wurden von Carl Roth GmbH, Karlsruhe

bezogen.

6x Orange DNA Loading Dye
Agarose

Bovines Serumalbumin (BSA)
Bromphenolblau

Cell titer blue reagent

DMSO

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-
tetraessigsaure (EGTA)

Ethanol

GeneRuler 1kb DNA Ladder
Kaliumacetat

Kaliumchlorid

LB-Agar-Pulver

Methanol

Natriumchlorid

Natriumfluorid
Natriumhydrogenohosphat
Natriumorhtovanadat
Natriumpyrophosphat
Nonidet-P40

PageRuler Prestained (Proteinmarker)
TEMED

Triton X-100

Trypanblau

Tween 20

B-Glycerophosphat
B-Mercaptoethanol

Thermo Scientific, Waltham, USA
Thermo Scientific, Waltham, USA
Thermo Scientific, Waltham, USA
Thermo Scientific, Waltham, USA

Thermo Scientific, Waltham, USA
Biozym Scientific, Hessisch Oldendorf
Biomol, Hamburg

Sigma-Aldrich, Steinheim

Promega, Mannheim

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Sigma-Aldrich, Steinheim

Merck, Darmstadt

Thermo Scientific, Waltham, USA
Merck, Darmstadt

AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt

Merck, Darmstadt

AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Thermo Scientific, Waltham, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim

VWR, Radnor, USA

Bio-Rad, Miinchen
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
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2.14 Enzyme

Alle verwendeten Enzyme, wie Restriktionsenzyme, Polymerasen u.a. wurden von

Thermo Scientific, Waltham, USA bezogen. RNase A stammte von Qiagen, Hilden.

2.1.5 Gerate

7500 Real-Time-PCRSystems
Analysenwaage

ChemoCam Imager

COz-Inkubator

Einfrierbehalter Mr. Frosty
Einkanalpipetten Research Plus
Feinwaage

Gel iX Imager

Horizontal Elektrophoresis System
Inverses Lichtmikroskop Axiovert 25
Mastercycler

Mehrkanalpipetten Research Plus
Multipette

Nanodrop ND-2000
Neubauerzahlkammer

pH-Meter

Rollmischer

Tecan infinite M200 PRO reader
Thermoblock

Tischzentrifuge

Trans-Blot® Turbo™ Transfer System
UV-Tisch

Vortexer

Wasserbad Aqualine

2.1.6 Kits

Midi-Praparation von Plasmid-DNA

Reinigung von PCR-Produkten und

Gelextraktion aus Agarosegelen

Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Applied Biosystems, Warrington, UK
Kern, Balingen-Frommern

Intas, Gottingen

Binder, Tuttlingen

Thermo Scientific, Waltham, USA
Eppendorf, Hamburg

Kern, Balingen-Frommern

Intas, Gottingen

Bio-Rad, Miinchen

Zeiss, Jena

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Peqlab, Erlangen

Brand , Wertheim, D

Sartorius, Gottingen

NeoLab, Heidelberg

Tecan, Crailsheim

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Bio-Rad, Miinchen

Bio-Budget Technologies, Krefeld
NeoLab, Heidelberg

Lauda, Lauda-Koénigshofen

NucleoBond Xtra Midi/Maxi, Macherey-
Nagel, Diiren

PCR clean-up, Gel ectraction, Macherey-
Nagel, Diiren

BCA Protein Assay Kit, Thermo
Scientific, Waltham, USA
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Detektion von Chemilumineszenz ECL Prime, GE Healthcare, Miinchen
Praparation von RNA Nucleospin RNA II, Macherey-Nagel,
Diiren

2.1.7 Oligonukleotide

Alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von Eurofins Genomics

bezogen. Die Sequenzen sind in der Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1: Ubersicht iiber die verwendeten Oligonukleotide

Name Oligonukleotidsequenz

Agel-mp28-Fwd 5'-GATCACCGGTGGGCTTCCCAACAGACCCCC-3'
mp28-Sacl-Notl-Rev  5'-GATCGAGCTCGCGGCCGCTTAGGAATCCCAGGCTGAGCC-3'
Bsu36I-Fwd 5'-TTCACCCTCAGGAACTCGAAACCCCATGCC-3'
Smal-Rev 5'-TGGGAAGCCCACCCCGGGTACCCCTACTCC-3'
Smal-Fwd 5'-GGAGTAGGGGTACCCGGGGTGGGCTTCCCA-3'
p28-Xhol-Rev 5'-AGTGGCGGCCCTCGAGCCGCGGCCGCAGAA-3'
p35-Fwd 5'-GGGGTGAGGGTCATTCCAGTCTCTGGA-3'
p35-Xhol-Rev 5'-GCGGCTCGAGGGGCGGAGCTCAGATA-3'
STAT3-Avrll-Fwd 5'-AGAAGCTCCT AGGGCCTGGT-3'

Y640F-Fwd 5'-GTAGAGCCATTCACCAAGCA-3'

Y640F-Rev 5'-TGCTTGGTGAATGGCTCTAC-3'

D661V-Fwd 5'-TAAGATCATGGTTGCGACCAAC-3'
D661V-Rev 5'-GTTGGTCGCAACCATGATCTTA-3'

STAT3-BamHI-Rev 5'-TATCATGTCTGGATCCCCCA-3'

2.1.8 Puffer und Losungen

10x TBS 0,5 M Tris-HCI
1,5 M NacCl
pH7,5

5x Lammli-Puffer 62,5 mM Tris-HCI

10% Glycerol

2% SDS

5% B-Mercaptoethanol

pH 6,8

Spatelspitze Bromphenolblau

Blocking Puffer 5% Milchpulver
in TBS-T
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IP-Puffer 50 mM Tris-HCl

150 mM NacCl

1 mM EDTA

1 mM EGTA

1 mM NazVO4

2,5 mM Na-Pyrophosphat

1 mM B-Glycerophophat

1% Triton-X-100

complete protease inhibitor cocktail
pH7,5

Lysepuffer 50 mM Tris-HCl

150 mM NacCl

1% Triton-X-100

complete protease inhibitor cocktail
pH7,5

PBS 137 mM NacCl
2,7 mM KCI

1,5 mM KH2PO4
8,1 mM NazHPO4
pH 7,4

p-STAT3-Lysepuffer 50 mM Tris-HCl

150 mM NacCl

2 mM EDTA

1 mM NaF

1 mM NazVO04

1% Nonidet-P40

1% Triton-X-100

complete protease inhibitor cocktail
pH7,5

S1-Puffer 50 mM Tris-HCI

10 mM EDTA

100 pg/ml RNase A
pH 8,0

S2-Puffer 200 mM NaOH
1% SDS

S3-Puffer 2,8 mM Kaliumacetat
pH5,1
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Sammelgelpuffer

SDS-Laufpuffer

Stripping Puffer

TAE

TBS-T

Transferpuffer

Trenngelpuffer

0,5 M Tris-HCl
0,4% SDS
pH 6,8

25 mM Tris-HCl
192 mM Glycin
0,1% SDS

pH 8,3

62,5 mM Tris-HCl

2% SDS

0,1% B-Mercaptoethanol
pH 6,8

40 mM Tris-HCI
0,1% Essigsaure
10 mM EDTA
pH 8,0

TBS-T
0,05% Tween20

192 mM Glycin
25 mM Tris-HCI
20% CH30H

pH 8,5

1,5 M Tris-HCI
0,4% SDS
pH 8,8

2.1.9 Rekombinante Zytokine und Inhibitoren

Cardiotrophin-1 (CT-1)
Emodin
Hyper-IL-6

Interleukin-6 (IL-6)
Interleukin-11 (IL-11)
Interleukin-27 (IL-27)

R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim

Exprimiert und gereinigt in der Arbeitsgruppe
von Prof. Dr. Rose-John, wie zuvor beschrieben
(Fischer et al., 1997; Schroers et al., 2005).
ImmunoTools, Friesoythe

ImmunoTools, Friesoythe

R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt
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p28 (IL-30)

Leukdmie inhibierender Faktor (LIF)

Onkostatin-M (OSM)
p35

sgp130Fc

Src-Inhibitor 1(Src-I)

Tetrabromobenzotriazol (TBB)

2.1.10 Verbrauchsmaterialien

10 cm Kulturschalen
12-Loch-Platten
6-Loch-Platten
96-Loch-Platten

Corning® Costar® Stripette®
Einmalspritzen

Kaniilen

Kryoréhrchen

Exprimiert und gereinigt von Dr. Bjérn Spudy
(Biochemisches Institut, Universitat Kiel), wie
beschrieben in Garbers et al,, 2013.

Exprimiert und gereinigt von Dr. Ralf
Schwanbeck (Biochemisches Institut, Universi-
tat Kiel) wie zuvor beschrieben (Robinson et
al, 1994).

ImmunoTools, Friesoythe

Exprimiert und gereinigt von Dr. Jens M. Moll,
Institut fiir Biochemie und Molekularbiologie
II, Universitatsklinikum Dusseldorf.

Exprimiert und gereinigt, wie zuvor
beschrieben (Jostock et al, 2001; Tenhumberg
et al, 2008). Zur Verfiigung gestellt von Dr.
Georg Watzig, Conaris Research AG, Kiel.
Sigma-Aldrich, Steinheim

Sigma-Aldrich, Steinheim

TPP, Trasadingen, Schweiz
TPP, Trasadingen, Schweiz
TPP, Trasadingen, Schweiz
TPP, Trasadingen, Schweiz
Sigma-Aldrich, Steinheim
B. Braun, Melsungen

B. Braun, Melsungen

VWR, Radnor, USA

MicroAmp, Optical 96-Well Reaction Plate Life Technologies, Darmstadt

MicroAmp, Optical Adhesive Film
PCR Reaktionsgefafe
Petrischalen

Pipettenspitzen

PVDF-Membran
Reaktionsgefafde (1,5 ml; 2,0 ml)
Reaktionsgefafde (15 ml; 50 ml)
Sterilfilter (0,2 pm) PVDF
Zellkulturschaber

Life Technologies, Darmstadt
Eppendorf, Hamburg

TPP, Trasadingen, Schweiz
StarLab, Ahrensburg

Carl Roth, Karlsruhe
Eppendorf, Hamburg

BD Biosciences, Heidelberg
Carl Roth, Karlsruhe

Greiner Bio One, Solingen


http://www.google.de/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0CD0QFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.sigmaaldrich.com%2Fcatalog%2Fproduct%2Fsigma%2Fcls4488&ei=9iBZU8OoCY_Lsga3wYC4BA&usg=AFQjCNEDatw_GmRsYbae1m5Xw0NFb3FjhA&bvm=bv.65397613,d.Yms
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2111 Zellkulturmedien und —reagenzien

DMEM (-/-)

DMEM (+/+)

Fotales Kalberserum (FCS)

Penicillin/Streptomycin

Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM),
high Glucose (4,5 g/1), Life Technologies,
Darmstadt.

DMEM, high Glucose (4,5 g/1), mit 10% fotalem
Kilberserum (FCS) und 1% Penicillin/
Streptomycin.

Life Technologies, Darmstadt

Life Technologies, Darmstadt

Trypsin/EDTA Life Technologies, Darmstadt
TurboFect Transfection Reagent Thermo Scientific, Waltham, USA
jetPRIME Polyplus transfection SA, Illkirch, Frankreich

21.12 Zelllinien

Ba/F3-gp130

Ba/F3-gp130-hIL-6R

COS7

HEK293

HepG2

Jak1-/- MEF

Jak2-/- MEF

Murine pro-B-Zellinie, die in Abhangigkeit von IL-3 oder
Hyper-IL-6 wachst. Sie wurde retroviral mit der cDNA fiir
humanes gp130 transduziert (Fischer et al, 1997).

Stabil mit der cDNA fiir humanen IL-6R transduzierte Ba/F3-
gp130 Zelllinie (Vollmer et al.,, 1999).

SV40-transformierte Nierenfibroblasten aus der griinen
Meerkatze (Cercopithecus aethiops), (ATCC-Nummer: CRL-
1651).

Immortalisierte humane embryonale Nierenzelllinie (ATCC-
Nummer: CRL-1573).

Hepatozellulare Karzinomzelllinie aus einem kaukasischen
15 Jahre alten Jungen (ATCC-Nummer: HB-8065).
Immortalisierte embryonale Mausfibroblasten, defizient fiir
die Janus Kinase Jak1, beschrieben in Rodig et al, 1998. Die
Zellen wurden freundlicherweise von Robert D. Schreiber
(Department of Pathology & Immunology, Washington
University School of Medicine, USA) zur Verfligung gestellt.
Immortalisierte embryonale Mausfibroblasten, defizient fiir
die Janus Kinase Jak2, beschrieben in Keil et al, 2013. Die
Zellen wurden freundlicherweise von Eric Keil (Institut fiir
Medizinische Mikrobiologie und Krankenhaushygiene,

Universitat Diisseldorf) zur Verfligung gestellt.
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WT MEF Immortalisierte embryonale Mausfibroblasten, beschrieben
in Rodig et al., 1998. Die Zellen wurden freundlicherweise
von Robert D. Schreiber (Department of Pathology &
Immunology, Washington University School of Medicine,
USA) zur Verfiigung gestellt.

Phoenix-Eco HEK293T, die als Vepackungszelllinie stabil mit cDNA
transfiziert ist, die fiir Antigen, Polymerase und Hiillproteine
fiir ecotrope murine Retroviren kodiert (Ketteler et al,
2002).

2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 Plasmid-DNA Mini-Praparation

Zur Praparation von DNA in kleinem Mafdstab wurden 2 ml-LB-Kulturen mit dem
entsprechenden Antibiotikum mit einer Kolonie einer LB-Agar-Platte angeimpft und
iiber Nacht bei 37°C und 1000 rpm im 2 ml-Reaktionsgefafd inkubiert. Anschliefend
wurden die Bakterien bei 18000 g fiir 5 min abzentrifugiert und das Pellet in 100 pl S1-
Puffer resuspendiert. Nach Zugabe von 200 pl S2-Puffer wurde das 2 ml-Reaktionsgefaf3
mehrmals invertiert und 5 min auf Eis inkubiert. 150 ul S3-Puffer wurden nun
hinzugegeben und nochmals 10 min auf Eis inkubiert. Der Ansatz wurde 10 min bei
18000 g und 4°C zentrifugiert und der Uberstand in ein neues 1,5 ml-Reaktionsgefif}
uberfiihrt. Hier wurden 900 pl eiskaltes 96%iges Ethanol dazugegeben und 5 min auf Eis
inkubiert. Anschlief3end wurde erneut bei 18000 g und 4°C fiir 15 min zentrifugiert, der
Uberstand verworfen und 500 ul 70%iges Ethanol auf das entstandene DNA-Pellet
gegeben. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt bei 18000 g und 4°C fiir 5 min bis
der Uberstand abpipettiert werden konnte und das Pellet 20 min bei RT trocknete. Die
so gefallte DNA wurde in 30 pl dH20 resuspendiert.

2.2.1.2 Plasmid-DNA Midi-Praparation

Um grofere Mengen Plasmid-DNA zu erhalten, wurden bei der Plasmid-DNA Midi-
Praparation 100 ml-LB-Kulturen in einem 500 ml-Erlenmeyer-Kolben mit
entsprechendem Antibiotikum mit einer Kolonie einer LB-Agar-Platte angeimpft und
tiber Nacht bei 37°C und 140 rpm inkubiert. Die Kulturen wurden bei 4000 rpm und 4°C
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fiir 15 min in 50 ml Reaktionsgefafsen zentrifugiert und die DNA wurde mithilfe des
NucleoBond Xtra Midi/Maxi Kits von Macherey- Nagel, Diiren nach dem Protokoll des
Herstellers prapariert. Die erhaltenen DNA-Pellets wurden in 150 pul dH20

resuspendiert.

2.2.1.3 Isolation und Reinigung von RNA aus Zellen

Zur Isolation und Reinigung von RNA wurde das Nucleospin RNA II Kit von Macherey-
Nagel, Diiren gemdfd den Angaben des Herstellers verwendet. Es wurden jeweils 1x107
Zellen fiir die Praparation verwendet. Die RNA wurde in 30 pl RNase freiem Wasser

eluiert und die erhaltene Konzentration, wie in Abschnitt 2.2.1.4 beschrieben, gemessen.

2.2.14 Konzentrationsmessung von DNA und RNA

Die Konzentrationen von DNA und RNA wurden am Nanodrop ND-2000 von Peqlab,
Erlangen gemessen. Der Quotient der Absorptionen bei 260 nm und 280 nm, diente als
Maf? fiir die Reinheit der Nukleinsduren und war fiir DNA grofer als 1,8 und fiir RNA
grofder als 2,0.

2.2.1.5 Synthese von cDNA mittels reverser Transkription (RT)

Zur Synthese von cDNA aus der isolierten RNA wurde folgender Ansatz 5 min bei 65°C

inkubiert:
RNA 2ug
oligo-dT-Primer 100 uM
ddH20 ad 13 pl

Nach dem Abkiihlen auf Raumtemperatur wurden folgende Reagenzien hinzugegeben:

RT Puffer (5x) 4 ul
dNTP-Mix (10mM) 2ul(21mM)
Revert Aid Reverse Transkriptase 1l

Dieser Ansatz wurde 60 min bei 42°C und 10 min bei 70°C inkubiert.
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2.2.1.6 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Um spezifische DNA-Sequenzen zu amplifizieren und z.B. in Expressionsplasmide zu
klonieren, wurde die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) eingesetzt. Diese wurde unter
Verwendung des Mastercycler (Eppendorf, Hamburg) durchgefiihrt. Der folgende Ansatz

wurde fiir alle PCRs verwendet:

Ausgangs-DNA 100 ng
5‘-Primer 0,2 mM
3‘-Primer 0,2 mM
dNTPs 0,2 mM
PCR-Puffer (10x) S5ul
Pfu-Polymerase 1U
ddH20 ad 50 pl

Das folgende Programm wurde zum Ablauf der Reaktion verwendet:

95°C 5 min

95°C 1 min

60°C 1 min 30 Zyklen
72°C 1 min pro 500 bp

72°C 7 min

Um gezielt Mutationen in kodierende Sequenzen einzufiigen, wurde ein Verfahren in
zwei Schritten angewendet. Hierzu wurden vier Primer bendétigt, von denen einer
upstream und einer downstream der gewiinschten Mutation band und zwei Primer, die
komplementar zueinander und der zu mutierenden Region waren und in der Mitte die
Mutation trugen. Zunichst wurde je eine PCR mit einem dufderen Primer und einem
mutierten Primer durchgefiihrt. Als Vorlage diente die Ausgangs-cDNA. In der
abschlief3enden, sogenannten splicing by overlapping extensions PCR (SOE-PCR), wurden
je 1 pl der vorhergehenden PCRs als Vorlage eingesetzt und die beiden dufderen Primer
verwendet. Das erhaltene Fragment wurde liber Restriktionsschnittstellen, die up- und

downstream der Mutation lagen erneut in die cDNA ligiert.

2.2.1.7 Quantitative Echtzeit-PCR (qPCR)

Die quantitative Echtzeit-PCR (qPCR) zur relativen Quantifizierung von mRNA wurde
unter Verwendung des Fast SYBR® Green Master Mix von Life Technologies, Darmstadt
nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Hierzu wurde die RNA, wie in Abschnitt
2.2.1.3 beschrieben, isoliert und, wie in Abschnitt 2.2.1.5 beschrieben, revers

transkribiert.


http://www.lifetechnologies.com/order/catalog/de/DE/adirect/lt?cmd=catProductDetail&showAddButton=true&productID=4385612&_bcs_=H4sIAAAAAAAAAI1QTU%2FDMAz9NblQMbWJ2u26UsoBBhPlwmmKUreNlDZT4m3032NTbQcOCMmynz%2Fi%0AvOf7TKSbffDtyWBMhCySBsLZGoh%2F1AfEo1BbIWuyy%2BWycrYDBDNM3vneQlwZP1LrFMnBRG7wI1Dw%0AoYWwGnB0tEVIxZZuMJyA83TNZDo8ZDLNaLo7yDTNpVzfUbnWEZPms3wnLgF6ocrkKQBMyY4aEJKd%0A%2Ffo3M7XdpFc2FI1GTV1CLZOsHsnp1gYwSMihULUZW6EqGqxsPDo9Nzg7mi04XbCqGjv1Dl7gDO5B%0AI%2FQ%2BzDRBb55hpnbGmoq3PcHOOuSfiwXwklc98g5WKWS56MwXpTJXJdV%2B1FJc9DIgxdcVH%2FORn2e3%0AAv9yPWT%2B65S3w3faRb78N0u1qx0FAgAA&returnURL=http%3A%2F%2Fwww.lifetechnologies.com%3A80%2Forder%2Fcatalog%2Fde%2FDE%2Fadirect%2Flt%3Fcmd%3DcatDisplayStyle%26catKey%3D101%26filterType%3D1%26OP%3Dfilter%26filter%3Dft_1201%252Ff_2005227*
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Der folgende Ansatz wurde fiir die qPCR verwendet:

SYBR® Green Master Mix 12,5 ul

5Primer (10 uM) 1ul

3’Primer (10 uM) 1ul

cDNA 2 50 ng Ausgangs-RNA
ddH20 ad 25 pl

Fiir die Durchfiihrung der qPCR wurde das 7500 Real-Time-PCRSystems (Applied

Biosystems, Warrington, UK) mit folgendem Temperaturprogramm verwendet:

95°C 10 min
95°C 15s

) 40 Zyklen
60°C 1 min

Die Auswertung der relativen Quantifizierung mittels qPCR erfolgte mit Hilfe der
komparativen Ct-Methode (2-2¢t) (Schmittgen und Livak, 2008), wobei alle Ergebnisse
auf die endogene Kontrolle GAPDH bezogen wurden. Alle Messungen wurden in

Triplikaten durchgefiihrt.

2.2.1.8 Restriktionsspaltung von DNA

Die enzymatische Spaltung von Plasmid-DNA und PCR-Fragmenten erfolgte mit Hilfe
von Restriktionsendonukleasen.

Zur Praparation von Vektoren fiir die Klonierung wurden 10 pg Vektor-DNA in einem
Gesamtvolumen von 50 pl mit 10 U Enzym und dem entsprechendem Puffer versetzt
und fir 2 h oder tiber Nacht bei 37°C inkubiert. Zum Beenden der Reaktion wurde der
Ansatz entweder mit dem Gel extraction/PCR clean up Kit von Macherey-Nagel, Diiren
nach dem Protokoll des Herstellers gereinigt oder DNA-Ladepuffer zugegeben und der
Ansatz auf einem Agarosegel der Grofde nach voneinander getrennt. PCR-Produkte, die
fiir eine Klonierung verwendet werden sollten, wurden analog behandelt.

Fiir eine analytische Restriktionsspaltung wurden 0,5 pg Plasmid-DNA in 20 pl
Gesamtvolumen mit je 1 U Restriktionsendonuklease und dem entsprechenden Puffer 2
h bei 37°C inkubiert.

2.2.19 Agarosegelelektrophorese

Fir das Trennen von DNA-Fragmenten nach ihrer Groéfie  mittels

Agarosegelelektrophorese wurde das Horizontal Elektrophoresis System von Bio-Rad,
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Miinchen verwendet. Die verwendeten Gele wurden mit 1% (m/V) Agarose in TAE
Puffer hergestellt und 0,01% Ethidiumbromid zugegeben. DNA-Proben wurden vor dem
Laden auf das Gel mit 6 x Orange DNA Loading Dye (Thermo Scientific, Waltham, USA)
versetzt. Die Elektrophorese erfolgte bei einer konstanten Spannung von 100 V.
Anschliefend wurde das Bandenmuster mit dem Gel iX Imager von Intas, Gottingen
dokumentiert. Als Gréfdenmarker diente der GeneRuler 1 kb DNA Ladder von Thermo
Scientific, Waltham, USA.

2.2.1.10 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Fiir das Ausschneiden von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurden die Gele auf den
UV-Tisch gelegt und die Fragmente mit einem Skalpell ausgeschnitten. Zur Extraktion
der DNA aus dem Gel wurde das Gel extraction Kit von Macherey- Nagel, Diiren gemaf3
den Angaben des Herstellers verwendet. Die DNA wurde in 30 pl ddH20 von der Saule
eluiert.

2.2.1.11 Ligation von DNA-Fragmenten

Zur Ligation von DNA-Fragmenten in die vorgesehenen Vektoren wurde die T4 DNA-
Ligase von Thermo Scientific, Waltham, USA und der dazugehoérige 10 x T4-Puffer
verwendet. Gespaltener und dephosphorylierter Vektor und gespaltenes Insert wurden
in einem molaren Verhdltnis von 1:5 eingesetzt. Der Ligationsansatz hatte ein
Gesamtvolumen von 20 pl und als Kontrolle diente ein Ansatz ohne Insert, um eine
Religation des Vektors ausschlieflen zu konnen. Bei einer Ligation von sticky ends
wurden die Ansatze 1 h bei RT inkubiert, bei blunt end Ligationen wurden zusatzlich 2 pl
PEG 4000 in die Ansatze gegeben und tiber Nacht bei 4°C inkubiert.

2.2.1.12 Transformation von Plasmid-DNA in E. coli

Zur Transformation von Plasmid-DNA wurde ein 25 pl Aliquot chemisch kompetenter
Escherichia coli XL-1 Blue Zellen verwendet. Dieses wurde auf Eis aufgetaut und
anschliefend 100 ng Plasmid-DNA oder 20 pl eines Ligationsansatzes hinzupipettiert.
Der Ansatz wurde 5 min auf Eis inkubiert und die Hitzeschock-Transformation erfolgte
bei 42°C fiir 30 s. Es folgte eine erneute Inkubation fiir 5 min auf Eis und die Zugabe von
500 pl LB-Medium ohne Antibiotikum in dem die Bakterien bei 37°C und 100 g 1 h
inkubiert wurden. 150 ul dieses Ansatzes wurden auf einer Agar-Platte mit
entsprechendem Antibiotikum ausgestrichen und tiber Nacht bei 37°C inkubiert.
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2.2.1.13 Sequenzierung

Alle cDNAs wurden vor der Vewendung von der Firma GATC Biotech AG, Koln
sequenziert. Soweit nicht anders angegeben wurde der firmeneigene T7-Primer hierfiir

verwendet.

2.2.2 Zellbiologische Methoden

2.2.2.1 Kultivierung

Alle Zelllinien wurden in DMEM High Glucose (4,5 g/1) Medium (Life Technologies,
Darmstadt) mit 10% fotalem Kalberserum (Life Technologies, Darmstadt) und 1%
Penicillin/Streptomycin (Life Technologies, Darmstadt) (im Folgenden als DMEM +/+
bezeichnet) in 10 cm Zellkulturschalen kultiviert. Zur Subkultivierung wurden
adhdrente Zellen einmal mit PBS gewaschen und mit 1 ml Trypsin/EDTA (Life
Technologies, Darmstadt) fiir 5 min bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden anschlief3end
in DMEM +/+ resuspendiert, bei 1200 g fiir 5 min zentrifugiert und das Pellet erneut
resuspendiert. HepG2 Zellen wurden bei der Subkultivierung 1:3 verdiinnt, HEK293,
HeLa und COS7 Zellen 1:10 und MEFs 1:50. Alle Zelllinien wurden zweimal pro Woche
subkultiviert.

Die Suspensionszelllinie Ba/F3-gp130 und alle daraus generierten Zelllinien wurden
subkultiviert, indem einmal pro Woche 1 pl der Zellsuspension in eine neue 10 cm
Zellkulturschale mit 10 ml DMEM +/+ und entsprechendem Zytokin iiberfiihrt wurde.

2.2.2.2 Kryokonservierung

Um Zelllinien zu konservieren, wurden sie bei -80°C, oder iliber langere Zeitrdume in
fliissigem Stickstoff eingefroren. Hierzu wurden die Zellen von konfluenten 10 cm
Kulturschalen mit Trypsin/EDTA abgelost, bei 1200 g fiir 5 min zentrifugiert und das
Pellet in DMEM mit 30% FCS und 10% DMSO resuspendiert. Diese Zellsuspension
wurde in Kryorohrchen von VWR, Radnor, USA gegeben und im Einfrierbehalter Mr.
Frosty von Thermo Scientific, Waltham, USA, der mit Isopropanol gefiillt war, bei -80°C

eingefroren.

2.2.2.3 Transiente Transfektion

Die transiente Transfektion von Zellen wurde mithilfe von TurboFect Transfection
Reagent (Thermo Scientificc, Waltham, USA) nach den Angaben des Herstellers
durchgefiihrt. Hierzu wurden 2x100 HEK293, 5x105 COS7, 6x10> HepG2 Zellen oder
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7x105 MEFs in 10 cm Zellkulturschalen ausgesit. Am nachsten Tag wurden in 1 ml
DMEM ohne Zusatze 5 pg Plasmid-DNA gemischt und 10 pl TurboFect zugegeben. Dieser
Ansatz wurde 15 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschliefSend auf die Zellen
getropft. Fiir die Transfektion von HepG2 Zellen und MEFs wurden 15 ul TurboFect bei
gleicher Menge DNA eingesetzt und zusatzlich ein Mediumwechsel auf 4 ml DMEM+/+
vor der Transfektion durchgefiihrt. 48 h nach Transfektion wurde die Proteinexpression
analysiert oder Stimulationsexperimente durchgefiihrt.

Da die Transfektion der Jakl-defizienten MEFs mit TurboFect sehr ineffizient war,
wurde fiir diese Zellen ein anderes Transfektionsreagenz verwendet. Fiir die
Transfektion mit jetPRIME (Polyplus transfection SA, Illkirch, Frankreich) wurden 1x10°
MEF pro 10 cm Kulturschale ausgesat und 24 h spater 500 pl jetPRIME Puffer mit 10 pg
DNA versetzt. Es wurden 20 pl jetPRIME Reagenz zugefiligt und 10 min bei RT inkubiert.
Der Ansatz wurde auf die Zellen getropft und das Medium nach 5 h gewechselt.

Die Transfektion von Phoenix-Eco Zellen erfolgte in 6-Loch-Platten nachdem am Vortag
8x10> Zellen pro Loch ausgesit worden waren. 1 pg Plasmid-DNA wurde in 200 pl
DMEM ohne Zusatze versetzt und 2 pl TurboFect zugegeben. Der Ansatz wurde 15 min
bei RT inkubiert und auf die Zellen getropft. Nach 6 h erfolgte ein Mediumwechsel. Der
Zellkulturiiberstand wurde nach 24 h fiir die retrovirale Transduktion von Ba/F3-gp130
Zellen verwendet (s. Abschnitt 2.2.2.4).

2.2.2.4 Retrovirale Transduktion

Die retrovirale Transduktion von Ba/F3-gp130 Zellen wurde unter Verwendung des
Zellkulturiberstands transient transfizierter Phoenix-Eco-Zellen nach Ketteler et al,
2002 durchgefiihrt. Hierzu wurde der Phoenix-Eco-Zellkulturiiberstand 24 h nach
Transfektion mit pMOWS-Plasmiden (s. Abschnitt 2.2.2.3) 5 min bei 18000 g und 4°C
zentrifugiert, um Zellreste zu entfernen. 250 pl dieses Uberstands wurden mit 50 pl
einer Ba/F3-gp130-Zellsuspension (2x10¢ Zellen/ml) gemischt und 3 pl Polybren
zugegeben. Der Ansatz wurde 2 h bei 20°C und 350 g zentrifugiert. Das erhaltene
Zellpellet wurde in 5 ml DMEM+/+ resuspendiert und die Zellen in einem Loch einer 6-
Loch-Platte 48 h mit 10 ng/ml Hyper-IL-6 kultiviert. Zur Selektion stabil transduzierter
Zellen wurden die Zellen anschliefend mindestens zwei Wochen in Anwesenheit von
1,5 pg/ml Puromycin kultiviert. Die Zellen, die mit dem LIFR transduziert worden

waren, wurden im Anschluss mit 10 ng/ml LIF oder CT-1 statt mit Hyper-IL-6 kultiviert.

2.2.2.5 Zytokinstimulation und Behandlung mit Inhibitoren

Um Zellen mit Zytokinen zu stimulieren und die induzierte Signaltransduktion zu
analysieren, wurden 4x105 MEFs, 3x10> HeLa , 6x105 NIH3T3, oder 7,5x10> HepG2
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Zellen pro Loch einer 6-Loch-Platte ausgesiat. Am nachsten Tag wurden die Zellen
zweimal mit PBS gewaschen und anschlieffend 1 ml DMEM ohne Zusatze in jedes Loch
pipettiert. Die Zellen wurden 5 h bei 37°C inkubiert, um die basale Signaltransduktion
auf ein Minimum zu reduzieren und anschlieffend mit Zytokinen in der angegebenen
Konzentration stimuliert. Dies erfolgte, soweit nicht anders angegeben fiir 15 min bei
37°C.

Fir die Stimulation von Ba/F3-gp130 Zellen und daraus resultierenden Zelllinien
wurden diese bei 1200 g fiir 5 min zentrifugiert und ebenfalls zweimal in PBS
gewaschen. Die Zellen wurden auf eine Dichte von 2x10¢ Zellen/ml DMEM eingestellt
und je 1 ml in ein Loch einer 12-Loch-Platte gegeben. Vor der Stimulation wurden sie 3 h
bei 37°C gehungert. Die Stimulation erfolgte mit den angegebenen Zytokinkonzen-
trationen fiir 15 min bei 37°C soweit nicht anders angegeben.

Die Vorinkubation mit 100 uM TBB erfolgte in den meisten Fallen 90 min vor der
Zytokinzugabe. Bei MEFs wurde TBB mit einer Konzentration von 75 pM eingesetzt. Als
Kontrolle diente die Behandlung mit dem Losungsmittel DMSO in vergleichbarer Menge.
Nach der Behandlung wurden die Zellen in pSTAT3-Lysepuffer lysiert (s. Abschnitt
2.2.3.1). Ba/F3-gp130 Zellen wurden lediglich abzentrifugiert (18000 g, 4°C, 5 min) und
in 60 pl Lammli-Puffer 10 min bei 95°C aufgekocht.

2.2.2.6 Proliferationsassay

Zur Messung der Proliferation wurden Zellen ausgesit und unter verschiedenen
Stimulationsbedingungen 48 h inkubiert, wobei anschlief3end die Viabilitdt mithilfe des
Cell titer blue cell viability Assays (Promega, Mannheim) bestimmt wurde. Dieses
Reagenz enthdlt den Redoxfarbstoff Resazurin, der von lebenden Zellen in den
fluoreszierenden Farbstoff Resorufin umgewandelt wird, was hier als Maf3 fiir die Zahl
an lebenden Zellen verwendet wurde und damit indirekt die Starke der Proliferation im
Inkubationszeitraum widerspiegelte.

Zunachst wurden 5x103 Ba/F3-gp130 Zellen oder daraus generierte Zelllinien pro Loch
einer 96-Loch-Platte in 100 ul DMEM+/+ ausgesidt und die jeweiligen Stimulantien
zugegeben. Die Zellen wurden zuvor zweimal in PBS gewaschen. Nach 48 h bei 37°C und
5% COz wurden 20 pl Cell titer blue Reagenz in jedes Loch pipettiert und das Signal am
Tecan infinite M200 PRO reader von Tecan, Crailsheim (Anregung 560 nm, Emission
590 nm) mit der i-control 1.7 Software gemessen. Die Messungen erfolgten jeweils in
Triplikaten nach 0 und 60 min und die Differenz wurde als RLU (relative light units) +/-
Standardabweichung angegeben. Gezeigt wurde jeweils ein Experiment von mindestens

drei durchgefiihrten.
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2.2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.2.3.1 Lyse von Zellen

48 h nach Transfektion oder nach Stimulation der Zellen wurde das Zellkulturmedium
abgesaugt, 1 ml eiskaltes PBS in jedes Loch gegeben und die Kulturschalen auf Eis
gestellt. Die Zellen wurden mit einem Zellkulturschaber auf Eis abgeschabt oder in PBS
resuspendiert und anschlieffend in ein 1,5-ml-Reaktionsgefafd tberfiihrt. Nach
Zentrifugation fiir 5 min bei 4°C und 18000 g wurde der Uberstand entfernt und das
Zellpellet in 75pul (Loch einer-6-Loch-Platte) oder 250 pul (10 cm Kulturschale)
Lysepuffer resuspendiert. Zur Analyse von Phosphorylierungen im Western Blot wurde
stattdessen pSTAT3-Lysepuffer verwendet. Die Lysate wurden 30 min auf Eis inkubiert
und anschliefdend erneut bei 18000 g und 4°C fiir 15 min zentrifugiert, um Zelltriimmer
zu entfernen. Der Uberstand wurde in ein neues 1,5-ml-Reaktionsgefaf3 iiberfiihrt und

bei -20°C gelagert.

2.2.3.2 Bestimmung des Gesamtproteingehalts mittels BCA

Zur Bestimmung des Gesamtproteingehaltes von Zelllysaten wurde das BCA Protein
Assay Kit von Thermo Fisher Scientific gemafd den Anweisungen des Herstellers
verwendet. Die Lysate wurden 1:10 in Wasser verdiinnt und 25 pl pro Loch einer 96-
Loch-Platte in Doppelwerten aufgetragen. Reagenz A und Reagenz B wurden im
Verhaltnis 50:1 gemischt und 200 pl in jedes Loch gegeben. Nach 30 min bei 37°C wurde
die Absorption bei 562 nm am Infinite M200 PRO Microplate Reader von Tecan
(Maennedorf, Schweiz) gemessen und die Proteinkonzentration mithilfe einer BSA-

Standardgerade berechnet.

2.2.3.3 Prazipitation von Proteinen aus Zelllysaten

Um iiberexprimierte Proteine aus Zelllysaten zu prazipitieren, wurde zunachst die
kodierende Sequenz fiir die Fc-Region des humanen IgGl in 3‘ der kodierenden
Sequenzen fiir die jeweiligen Proteine in die Plasmide kloniert. Das iiberexprimierte
Fusionsprotein konnte auf diese Weise mit Protein-A-Agarose prazipitiert werden.

Hierfiir wurden COS7-Zellen, wie in Abschnitt 2.2.2.3 beschrieben, in 10 cm
Kulturschalen transfiziert und nach 48 h nach zweimaligem Waschen mit PBS in 250 pl
[P-Puffer lysiert (2 h, 4°C). Nach einer Zentrifugation fiir 3 min bei 100 g und 4°C wurde
der Uberstand in ein neues 1,5 ml-Reaktionsgefifl gegeben. 50 pl des Lysats wurden mit
Lammli-Puffer aufgekocht und dienten spater als Input-Kontrolle. Der Rest wurde mit 75

ul Protein-A-Agarose (Thermo Scientific, Waltham, USA) versetzt. Diese wurde vorher
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zweimal in IP-Puffer gewaschen. Der Ansatz wurde 4 h bei 4°C inkubiert und die
Agarose anschlief3end fiinfmal in IP-Puffer gewaschen (100 g, 4°C, 5 min). Sie wurde in

50 pl Lammli-Puffer aufgekocht.

2.2.3.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Trennung von Proteinen nach ihrer Grofie aus Zelllysaten vor dem Transfer auf eine
PVDF-Membran wurde mithilfe einer diskontinuierlichen Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli, 1970 durchgefiihrt.
Hierfiir wurde das Horizontal Elektrophoresis System von Bio-Rad, Miinchen
verwendet. Die Gele wurden mit einer Dicke von 1,5 mm und mit 10 Probentaschen
hergestellt. Die aufgetragenen Proben bestanden aus Zelllysaten oder Zellkultur-
Uberstinden, die mit Limmli-Puffer 10 min bei 95°C aufgekocht wurden. Als
Groflenmarker diente der PageRuler Prestained Protein Ladder von Thermo Scientific,
Waltham, USA. Die Trennung in den auspolymerisierten Gelen erfolgte bei einer

Spannung von 90 - 120 V.

2.2.3.5 Western Blot

Zum Transfer der in der SDS-PAGE voneinander getrennten Proteine auf eine PVDF-
Membran wurde das semi-dry Western Blot Verfahren angewendet. Hierzu wurde das
Trans-Blot® Turbo™ Transfer System von Bio-Rad, Miinchen nach Herstellerangaben
verwendet.

Die PVDF-Membran von Carl Roth GmbH, Karlsruhe wurde 1 min in Methanol aktiviert,
in Transferpuffer gewaschen und auf Filterpapier von Bio-Rad, Miinchen, das in
Transferpuffer getrankt war, gelegt. Das Acrylamidgel wurde nach der Auftrennung
ebenfalls in Transferpuffer gewaschen und auf die Membran gelegt. Abschlief3end wurde
ein weiteres Stlick Filterpapier auf das Gel gelegt und eventuell vorhandene Luftblasen
ausgestrichen. Die Proteine wurden bei einer konstanten Spannung von 25 V und einer
maximalen Stromstirke von 1 A 40 min transferiert. Die Membranen mit den
transferierten Proteinen wurden in TBS-T gewaschen und 1 h bei RT oder tiber Nacht
bei 4°C in Blocking Puffer inkubiert. Hierzu wurden die Membranen in einem 50 ml-
Reaktionsgefafd auf einen Rollmischer gelegt. Die Inkubation mit den Primarantikérpern
erfolgte anschliefdend bei 4°C liber Nacht, wobei die Antikorper 1:1000 in Blocking
Puffer verdiinnt wurden, aufder anti-SOCS3 (M-20), der 1:200 verdinnt wurde. Die
Antikorper gegen phosphorylierte Antigene wurden 1:1000 in 5% (m/V) BSA in TBS-T
verdiinnt. Nach der Inkubation mit dem Primarantikérper wurden die Membranen
dreimal in TBS-T gewaschen und 1 h bei RT mit dem Peroxidase-gekoppelten

Sekundarantikorper, der 1:5000 in Blocking Puffer verdiinnt wurde, inkubiert.
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Die Detektion der Chemilumineszenz erfolgte nach dreimaligem Waschen in TBS-T mit
Hilfe des ECL Prime Western Blotting Detection Reagent von GE Healthcare, Miinchen
am ChemoCam Imager von Intas, Gottingen.

Um verschiedene Primadrantikorper fiir die Detektion von Proteinen auf derselben
Membran einsetzen zu konnen, wurden die Membranen nach der ersten Detektion
30 min bei 60°C mit Stripping-Puffer inkubiert. Das enthaltene [-Mercaptoethanol
zerstort durch seine reduzierende Wirkung die Disulfidbriicken in den verwendeten
Antikorpern und diese lassen sich so von der Membran waschen. Die Membranen
wurden dreimal in TBS-T gewaschen und erneut, wie beschrieben, mit Antikorpern
inkubiert und detektiert.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Trans-Signaltransduktion der IL-27-Untereinheit p28 (IL-30)
tiber den IL-6R und ein gp130-Homodimer

3.1.1 Klonierung und Expression eines IL-6R-p28 Fusionskonstruktes

Der Rezeptorkomplex fiir IL-6 besteht aus einem gp130-Homodimer und dem
membranstdndigen IL-6R. Die Aktivierung dieses Komplexes durch IL-6 wird als
klassische Signaltransduktion bezeichnet. Der IL-6R kann aber auch in l6slicher Form
vorliegen, aufgrund von alternativem Spleifsen und vor allem durch konstitutives und
induziertes shedding. Die IL-6-vermittelte Signaltransduktion liber den loslichen IL-6R
wird als trans-Signaltransduktion bezeichnet (Rose-John und Heinrich, 1994). Das
Serumlevel des loslichen IL-6R liegt beim gesunden Menschen bei 10-50 ng/ml und
kann bei Entziindungen und Infektionen ansteigen (Honda et al., 1992).

Da p28 den Rezeptorkomplex aus einem gpl130 Homodimer und dem
membrangebundenen IL-6R aktivieren kann (Crabé et al., 2009), lag es nah, dass es auch
den loslichen IL-6R binden und damit trans-Signaltransduktion vermitteln kann.
Fusionsproteine aus z. B. IL-6 und dem loslichen IL-6R aktivieren effizient gp130-
Homodimere (Fischer et al., 1997). Daher sollte hier ein Fusionskonstrukt aus p28 und
dem loslichen IL-6R erstellt werden, um zu untersuchen, ob p28, wie IL-6, trans-
Signaltransduktion tiber den l6slichen IL-6R induzieren kann.

Ein Schema der Klonierung von sIL-6R-p28 ist in Abbildung 3.1 dargestellt. Die
kodierende Sequenz von p28 wurde mittels PCR aus einem Hyper-IL-27-
Fusionskonstrukt in pcEP amplifiziert, wobei in 5‘ eine Agel Schnittstelle und in 3‘ ein
Stop-Codon, eine Notl und eine Sacl Schnittstelle eingefiigt wurden. Das PCR-Produkt
wurde gereinigt und mit Agel und Sacl gespalten. Die fiir IL-6 kodierende Sequenz
wurde in 5° mit Agel und in 3 mit Sacl aus einem Hyper-IL-6-Konstrukt in pcRScript
ausgeschnitten und der Vektor dephosphoryliert, bevor er mit dem p28-Fragment ligiert
wurde. Hierdurch entstand ein Fusionskonstrukt aus den drei extrazellularen Doméanen
des IL-6R, dem Peptidlinker aus Hyper-IL-6 (Fischer et al, 1997, RGGGGSGGGGSVEPV)
und p28. Das daraus erhaltene Plasmid wurde als pcRScript-sIL-6R-p28 bezeichnet.
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Abbildung 3.1: Klonierungsschema fiir die Generierung des sIL-6R-p28-Fusionskonstrukts. Die Details der
Klonierung sind in Abschnitt 3.1.1 beschrieben.

Um das Fusionskonstrukt in COS7 Zellen zu exprimieren, wurde die gesamte kodierende
Sequenz mithilfe der Restriktionsenzyme Kpnl und Notl in den Expressionsvektor
pcDNA3.1 umkloniert und der erhaltene Vektor wurde pcDNA3.1-sIL-6R-p28 genannt.

Das Fusionskonstrukt sIL-6R-p28 wurde durch Transfektion von pcDNA3.1-sIL-6R-p28
in COS7 Zellen exprimiert, um die konditionierten Uberstinde fiir die Analyse der
Signaltransduktion durch dieses Hyper-Zytokin zu verwenden. Hierflir wurden
5x105 COS7 Zellen in 10 cm Kulturschalen ausgesat und nach 24 h mit 5 ug Plasmid-DNA
transfiziert. Als Kontrollen dienten die Transfektionen mit den Plasmiden peGFP-N1 und
pcEP-Hyper-IL-27. Nach weiteren 48 h wurde der Uberstand sterilfiltriert und die Zellen
lysiert. Der Nachweis der Expression und Sekretion in den Uberstand erfolgte per
Western Blot. In Abbildung 3.2 A wurde der Western Blot mithilfe eines a-myc
Antikorpers entwickelt. Hyper-IL-27 wurde in den COS7 Zellen exprimiert und auch in
den Zellkulturiiberstand sezerniert. Das Gleiche galt fiir das Fusionskonstrukt aus dem
loslichen IL-6R und p28, was in Abbildung 3.2 B durch Detektion gegen den IL-6R
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Abbildung 3.2: Expression und Sekretion von sIL-6R-p28 in COS7 Zellen. Die angegebenen Konstrukte
wurden in COS7 Zellen transfiziert und die Expression nach 48 h und Trennung der Proteine auf einem 10% SDS-
Gel im Western Blot untersucht. Zur Detektion wurde in (A) ein myc-Tag-spezifischer Antikérper und in (B) ein
spezifischer Antikdrper gegen den IL-6R eingesetzt.

dargestellt ist. Zwei verschiedene Klone des Konstruktes wurden exprimiert und zeigten
auch bei Auftragen der Uberstinde auf das SDS-Gel eine distinkte Bande im Western
Blot bei ca. 80 kDa. Die sichtbaren Banden traten weder bei GFP- noch bei Hyper-IL-27-
Transfektion auf.

Die so gewonnen konditionierten Uberstinde wurden im folgenden Abschnitt zur
Stimulation von Zellen verwendet.

3.1.2 sIL-6R-p28 induziert STAT3-Phosphorylierung und Proliferation in
Ba/F3-gp130 Zellen

Um zu testen, ob das Hyper-Zytokin aus dem loslichen IL-6R und p28 in der Lage ist,
Signaltransduktion zu induzieren, wurden Ba/F3-gp130 Zellen verwendet. Ba/F3-Zellen
sind eine Zelllinie aus murinen pro-B-Zellen, die aus der IL-6-Familie lediglich den
Rezeptor WSX-1 exprimieren und nur in Anwesenheit von IL-3 proliferieren. Auf
Zytokinentzug reagieren diese Zellen mit Apoptose (Chalaris et al., 2007). Sie sind ein
ideales Werkzeug, um die Signaltransduktion von Zytokinen zu untersuchen, da ihre
Proliferation von der Wirkung der Wachstumsfaktoren abhangt. Diese Zellen konnen
retroviral mit den benotigten Rezeptoren transduziert werden (Gearing et al., 1994) und
wachsen dann auch in Anwesenheit anderer Zytokine oder Wachstumsfaktoren. Die hier
verwendeten Zellen wurden zusatzlich bereits retroviral mit dem Rezeptor gp130
transduziert (Ba/F3-gp130).
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Abbildung 3.3: STAT3-Phosphorylierung und Proliferation von Ba/F3-gp130 Zellen durch sIL-6R-p28. (A)
Western Blot Analyse der STAT3-Phosphorylierung nach Stimulation von Ba/F3-gp130 Zellen mit konditionierten
Uberstanden von COS7 Zellen oder 10 ng/ml rekombinantem Hyper-IL-6. (B) Proliferationasassay mit Ba/F3-
gp130 Zellen. Die Stimulation erfolgte mit konditionierten Uberstdnden von COS7 Zellen in den angegebenen
prozentualen Anteilen am Gesamtvolumen Uber 48 h bei 37°C. Die Proliferation wurde wie in Abschnitt 2.2.2.6
angegeben bestimmt.

Zur Detektion der Signaltransduktion wurden die Zellen mit konditionierten
Uberstinden stimuliert, die Phosphorylierung von STAT3 im Western Blot analysiert
und zusatzlich das Wachstum der Zellen im Proliferationsassay in Abhangigkeit der
verschiedenen Zytokine gemessen.

Zur Analyse der STAT3-Phosphorylierung wurden die Ba/F3-gp130 Zellen zundchst
dreimal in PBS gewaschen und anschliefiend 6 h in serumfreiem DMEM gehungert. Die
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Zellen wurden dann in 500 pl konditioniertem Uberstand oder in 500 pl DMEM mit
10 ng/ml Hyper-IL-6 resuspendiert und fiir 15 min bei 37°C stimuliert. Anschliefsend
wurden sie in pSTAT3-Lysepuffer lysiert und 50 pg des Gesamtproteins auf ein 10%iges
SDS-Gel aufgetragen. Bei Stimulation mit konditioniertem Uberstand von GFP-
transfizierten Zellen und ohne Stimulation konnte im Western Blot kein Signal mit dem
phosphospezifischen Antikérper gegen STAT3 (pTyr7°%) nachgewiesen werden. Die
Behandlung mit 10 ng/ml rekombinantem Hyper-IL-6 loste dagegen eine starke
Phosphorylierung von STAT3 aus, ebenso wie die Stimulation mit Hyper-IL-27 aus
konditioniertem Uberstand (Abbildung 3.3 A). Interessanterweise léste auch die
Stimulation mit sIL-6R-p28-Uberstand eine Aktivierung von STAT3 aus, die allerdings
wesentlich schwacher ausfiel, als die Aktivierung in den Positivkontrollen. Das
Expressionslevel von STAT3 war in allen Proben vergleichbar.

In Abbildung 3.3 B ist das Ergebnis eines Proliferationsassays mit Ba/F3-gp130 Zellen
und den konditionierten Uberstinden mit sIL-6R-p28 gezeigt. Hierfiir wurden die Zellen
dreimal mit PBS gewaschen und 5x103 Zellen pro Loch einer 96-Loch-Platte in
Kulturmedium ausgesat. Anschliefiend wurden die Stimulanzien zugegeben und die
Zellen in 100 ul Endvolumen 48h bei 37°C inkubiert. Alle Werte wurden in
Dreifachbestimmungen ermittelt. Die Auswertung erfolgte mithilfe des Cell titer blue
reagent von Promega, Mannheim. Bei ansteigender Konzentration von sIL-6R-p28
konnte eine ebenfalls ansteigende Proliferation gemessen werden. Im Vergleich zur
Proliferation in Abhangigkeit von IL-27, fiel diese aber eher gering aus. 5% des mit IL-27
konditionierten Uberstands induzierten eine mehr als doppelt so starke Proliferation,
wie 25% sIL-6R-p28 konditionierter Uberstand.

Das Fusionsprotein sIL-6R-p28 loste also in hohen Konzentrationen eine, wenn auch

schwache Aktivierung des Jak-STAT-Signalweges und als Resultat Zellproliferation aus.

3.1.3 Der Rezeptor fir sIL-6R-p28 ist ein gp130-Homodimer

Da gezeigt werden konnte, dass p28 nicht nur liber EBI3, sondern auch iiber den
a-Rezeptor IL-6R Signaltransduktion induzieren kann, sollte nun die Zusammensetzung
der [-Rezeptoren im Rezeptorkomplex untersucht werden. IL-27 (p28/EBI3)
signalisiert iiber ein Heterodimer aus gp130 und WSX-1 (Pflanz et al, 2004), wahrend
[L-6 mit dem IL-6R ein gp130-Homodimer rekrutieren kann (Murakami et al, 1993).
Losliches gp130 ist ein natiirlicher Inhibitor der trans-Signaltransduktion iiber gp130-
Homodimere. Mit rekombinantem sgp130Fc lasst sich also eine Hyper-IL-6-induzierte
Signaltransduktion inhibieren (Jostock et al, 2001), nicht aber die durch IL-27
induzierte (Scheller et al, 2005). Um zu untersuchen, ob sIL-6R-p28-induzierte STAT-
Aktivierung durch sgp130Fc inhibierbar ist, wurden Ba/F3-gp130 Zellen dreimal mit
PBS gewaschen und 6 h in DMEM ohne Zusitze gehungert, bevor sie fiir 15 min bei 37°C
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mit konditionierten Uberstinden stimuliert wurden. Wo angegeben, wurden diese
Uberstinde 30 min bei 37°C mit spg130-Fc vorinkubiert, damit sich der Komplex aus
Zytokin und Rezeptor bilden konnte.

Eine Inkubation der Zellen mit IL-27- oder sIL-6R-p28-Uberstinden induzierte eine
STAT3-Phosphorylierung, die wie zuvor bei IL-27 wesentlich starker war. Die STAT3-
Aktivierung durch sIL-6R-p28 war nicht zu beobachten, wenn der Uberstand mit
sgp130Fc vorinkubiert wurde (Abbildung 3.4 A). Im Proliferationsassay zeigte sich nach
48 h ebenfalls eine dosisabhdngige Inhibition der sIL-6R-p28-induzierten Proliferation
durch sgp130Fc (Abbildung 3.4 B). Aufgrund der langen Inkubationszeit wurde in
diesem Experiment auf eine Vorinkubation mit sgp130Fc verzichtet, sondern der
l6sliche Rezeptor zeitgleich mit dem Zytokin zu den Zellen gegeben.

Beide Experimente waren ein erster Hinweis darauf, dass die Signaltransduktion von
sIL-6R-p28 moglicherweise iiber ein gp130-Homodimer ablauft, da sgp130Fc eine hohe
Affinitat zu Zytokinen aufweist, die ein gp130-Homodimer binden, aber eine niedrige fiir
solche, die ein Heterodimer binden, wie IL-27. Da die Signaltransduktion von sIL-6R-p28
durch sgp130Fc unterbunden wurde, spricht dies fiir ein Homodimer als Rezeptor.

Um weitere Hinweise zu sammeln, sollte eine Zelllinie gefunden werden, die zwar
gp130, aber kein WSX-1 exprimiert. Zu diesem Zweck wurden verschiedene Zelllinien
mittels quantitativer Echtzeit-PCR auf die Expression von WSX-1 mRNA getestet und
zusatzlich ihre Responsivitat auf [L-27 im Western Blot analysiert. Wie in Abbildung 3.5
dargestellt, exprimierten HEK293 Zellen geringe Mengen an WSX-1 mRNA im Gegensatz
zu Ba/F3-gp130 Zellen, die wesentlich mehr WSX-1 mRNA jeweils im Verhaltnis zu
GAPDH aufwiesen. NIH3T3 exprimierten nur ungefahr ein Zehntel der mRNA-Menge in
HEK293 im Verhaltnis zu GAPDH. Entscheidend war aber, ob die Zellen den funktionalen
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Abbildung 3.5: Gp130- und WSX-1-Expression in Ba/F3-gp130, HEK293 und NIH3T3 Zellen. (A) Quantitative
Echtzeit-PCR in Ba/F3-gp130 Zellen von gp130 und WSX-1. Hierfiir wurde RNA isoliert und jeweils 2 pg davon in
c¢DNA umgeschrieben. Fiir die gPCR wurde eine cDNA Menge verwendet, die 50 ng Ausgangs-mRNA entsprach.
Dargestellt ist jeweils 27 “/x1000 relativ zu GAPDH als endogener Kontrolle. (B) Das gleiche Experiment wie in (A)
wurde mit HEK293 Zellen durchgefihrt. (C) In NIH3T3 Zellen wurden wie in (A) die Expressionslevel von gp130
und WSX-1 bestimmt.

Rezeptor trugen. Um dieses herauszufinden, wurden HEK293 und NIH3T3 Zellen,
nachdem sie iiber Nacht in DMEM ohne Zusatze gehungert worden waren, mit 10 ng/ml
Hyper-IL-6 oder 10% konditioniertem Uberstand mit Hyper-IL-27 von COS7 Zellen fiir
15 min stimuliert. HEK293 Zellen zeigten eine Phosphorylierung von STAT3 durch
Hyper-IL-27, die im Vergleich zu Hyper-IL-6 schwacher war, wahrend IL-27 in NIH3T3
Zellen keine STAT3-Aktivierung im Gegensatz zu Hyper-IL-6 ausloste (Abbildung 3.6 A).
Daraus wurde geschlossen, dass NIH3T3 Zellen zwar sehr geringe Mengen an WSX-1
mRNA exprimieren, aufgrund einer zu schwachen Rezeptorexpression jedoch nicht
responsiv fiir IL-27 sind.

Die NIH3T3 Zellen wurden zum Nachweis einer Signaltransduktion von p28 ohne
WSX-1 transient mit dem IL-6R oder eGFP transfiziert und nach 48 h gehungert und mit
Hyper-IL-6 (HIL-6, 10 ng/ml), Hyper-IL-27 (10 ng/ml), p28 (200 ng/ml) oder IL-6
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Abbildung 3.6: Der signaltransduzierende Rezeptor fiir p28 iiber den IL-6R ist ein gp130-Homodimer. (A)
HEK293 oder NIH3T3 Zellen wurden in 6-Loch-Platten ausgesat und 24 h spater Gber Nacht in serumfreiem DMEM
gehungert. Die Stimulation erfolgte mit 10 ng/ml Hyper-IL-6 (HIL-6)oder 10% Hyper-IL-27 (HIL-27)Uberstand fiir
15 min bei 37°C. Die Zellen wurden in je 75 pl pSTAT3-Lysepuffer lysiert und 50 pg Gesamtprotein wurden auf ein
SDS-Gel geladen, um die STAT3-Phosphorylierung per Western Blot zu analysieren. (B) Das Experiment wurde
analog zu (A) durchgefiihrt, allerdings wurden die NIH3T3 Zellen 48 h vor Stimulation mit eGFP oder dem IL-6R
transient transfiziert und zuséatzlich mit rekombinantem p28 oder IL-6 (10 ng/ml) stimuliert. Das Experiment in (B)
wurde von Dr. Christoph Garbers durchgefihrt.

(50 ng/ml) fiir 15 min stimuliert. Die Zellen reagierten mit der Kontrolltransfektion wie
zuvor nicht auf Hyper-IL-27 aber auch nicht auf p28 oder IL-6 (Abbildung 3.6 B). Bei
Transfektion des IL-6R konnte eine STAT3-Aktivierung sowohl bei IL-6- als auch bei
p28-Stimulation beobachtet werden, nicht aber mit Hyper-IL-27. Das zeigte, dass fiir
eine Signaltransduktion von p28 iiber den IL-6R kein WSX-1 notwendig ist und war ein
weiterer Hinweis fiir ein gp130-Homodimer als signaltransduzierender Rezeptor-

komplex.
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3.2 Rekombinantes p35 bildet IL-12 mit p40, aber kein IL-35 mit
EBI3.

3.2.1 Klonierung eines Fusionskonstruktes aus EBI3 und p35

Die heterodimeren Zytokine der IL-6/IL-12-Familie iiben viele verschiedene Funktionen
in der Immunregulation aus. Sie haben gemeinsam, dass sie alle primar den Jak/STAT-

Signalweg aktivieren, wobei die meisten dies liber gp130-Homo- oder Heterodimere auf

Hincll
Notl
AfllI -
[ B3 [ L] p28 |myc]His]
pcEP-Hyper-IL-27 Blunt end Ligation
28
l EBI3 I LI p28 l fGGGGTACCTGGGGTGGGC?TCCCAACAGAW
pcRScript-Hyper-IL-27
l PCR l PCR
Smal Smal
[EB3 [ L p28 |
p p myc | His
[ p40 [ L] p35 |myc]His|
- SOE-PCR
pcEP-Hyper-IL-12
Bsu36L Smal Xhol
L Smal p28
lPCR IEBI?)I L p28 I ..GGGGTACCC GTGGGCTTCCCAACAGA...
Xhol o )
l Ligation in pCR-Script-Hyper-IL-27
p35
Smal Xhol
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Abbildung 3.7: Klonierungsschema fiir die Generierung eines Hyper-IL-35-Fusionskonstruktes mit myc-
und His-tag. Die Details der Klonierung sind in Abschnitt 3.2.1 beschrieben.
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der Zelloberfliche tun. Gentechnisch ist es moglich, die beiden Untereinheiten der
Zytokine durch eine flexible Peptidsequenz zu fusionieren, und so ihre Aktivitat ca. 100-
fach zu steigern (Fischer et al., 1997). Diese sogenannten Hyper-Zytokine kénnen dann
effektiv exprimiert und zur Analyse der Signaltransduktion oder zur Zellstimulation
verwendet werden.

IL-35 ist das neueste Mitglied der IL-12-Zytokinfamilie. Die durch dieses Zytokin
induzierte Signaltransduktion ist bis heute nicht genau verstanden. Es wurden vier
Varianten eines Rezeptorkomplexes fiir IL-35 publiziert und ebenso verschiedene STAT-
Aktivierungsmuster. Erstaunlich ist die alleinige STAT1-Aktivierung durch IL-35 tuber
ein gp130-Homodimer, welches vor allem Bindungsstellen fiir STAT3 aufweist und nach
Aktivierung durch IL-6 und IL-11 auch primar STAT3 aktiviert. Daher sollte hier ein
Hyper-IL-35-Konstrukt generiert werden, um diese Signaltransduktion zu untersuchen.
Zur Generierung eines Hyper-IL-35-Fusionskonstruktes mit myc- und His-tag, wurde
zunachst eine Smal-Restriktionsschnittstelle zwischen dem Linker und der kodierenden
Sequenz fiir p28 in einem Hyper-IL-27-Fusionskonstrukt eingefiigt, um p28 durch p35
ersetzen zu kénnen (Abbildung 3.7). Die Sequenz fiir EBI3, den Linker und p28 wurde
zundchst mit AflIl und Notl aus dem Expressionsvektor pcEP gespalten und mit glatten
Enden in den Klonierungsvektor pcRScript ligiert. Die notige Punktmutation wurde
mithilfe einer SOE-PCR eingefiigt und das erhaltene Fragment {ber die
Restriktionsenzyme Bsu36I und Xhol in den pcRScript-Hyper-IL-27-Vektor kloniert. Das
Fragment fiir p35 wurde mittels PCR amplifiziert und iiber ein glattes Ende und eine
Xhol-Schnittstelle in den zuvor mit Smal und Xhol geschnittenen pcRScript-Hyper-IL-27
ligiert. So entstand ein Fusionskonstrukt aus EBI3, einem Linker und p35 das tliber
HindlIII und Xhol in den pcEP Vektor umkloniert wurde.

sIL-6R

. 1L-6
Linkerl
COCOO——O Hyperlls Linkerl: RGGGGSGGGGSVEPV

sIL-6R

OOOMCPZS R Linker2: VPGVGVPGVG
SIL-6R-p

Linker3: RGGGGSGGGGSVE
EBI3 Linker2 B28 nKer

H -IL-27
yPer Linker4: GGGGSGGGGSGGGGS
40___ Linker3 232
Hyper-IL-12
EBI3 Linker2 p3> Abbildung 3.8: Schematische Darstellung der
Hyper-IL-35 verwendeten Hyper-Zytokine. Die a-Untereinheiten
EBI3 p35 sind Uber einen flexiblen Peptidlinker mit der jeweiligen

Linker4 Hyper-IL-35GS |6slichen Form des o—Rezeptors verbunden.
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3.2.2 Alle Hyper-Zytokine auBer Hyper-1L-35 werden in den Uberstand
sekretiert

In Abbildung 3.8 sind alle hier verwendeten Hyper-Zytokine schematisch dargestellt.
Hyper-IL-6 wurde zuerst in Fischer et al, 1997 verwendet, die Klonierung von sIL-6R-
p28 ist in Abschnitt 3.1.1 dargestellt. Die Expression und Sekretion von Hyper-IL-35
sollte hier mit den seit Langem bekannten Hyper-Zytokinen verglichen werden.

In Abbildung 3.9 ist die Expressionsanalyse mittels Western Blot aller verwendeten
Hyper-Zytokine in HEK293 Zellen dargestellt. Hierzu wurden 2x10°¢ Zellen in 10 cm
Kulturschalen ausgesat, nach 24 h mit 5 pg Plasmid-DNA transient tranfiziert und 48 h
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Abbildung 3.9: Expressions- und Sekretionsanalyse der Hyper-Zytokine in HEK293 Zellen. HEK293 Zellen
wurden mit einer Dichte von 2x10° Zellen pro 10 cm-Kulturschale ausgesat und nach 24 h mit 5 pg Plasmid-DNA
transient transfiziert. Nach weiteren 48 h wurden die Zellen lysiert und die Uberstinde sterilfiltriert. (A) Die
Expression und Sekretion von Hyper-IL-6 und sIL-6R-p28 wurde mit einem IL-6R-spezifischen Antikdrper, die von
Hyper-IL-27 und Hyper-IL-35 mit einem myc-spezifischen Antikdrper nachgewiesen. (B) Dargestellt ist die
Expression und Sekretion von Hyper-IL-27 und Hyper-IL-12, die mit einem myc-spezifischen Antikorper
nachgewiesen wurde.
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spater lysiert, wahrend die Uberstinde sterilfiltriert wurden. Hyper-IL-6 und sIL-6R-
p28 wurden mit einem IL-6R-Antikérper nachgewiesen, alle anderen Konstrukte mit
einem Antikorper, der gegen den myc-tag gerichtet war. Alle Hyper-Zytokine wurden in
den HEK293 Zellen effizient exprimiert und konnten daher im Lysat nachgewiesen
werden. Da sie das Signalpeptid der a-Rezeptoruntereinheiten enthielten, sollten sie von
den exprimierenden Zellen in den Zellkulturiiberstand sekretiert werden. Die Western
Blots der Zellkulturiiberstande zeigten, dass Hyper-IL-6, Hyper-IL-30 und Hyper-IL-12
zu einem grofden Anteil sekretiert wurden, wahrend die Sekretion von Hyper-IL-27
wesentlich schwacher war. Die Sekretion eines Hyper-IL-35-Konstruktes, gleich mit
welchem Peptidlinker, konnte trotz nachweisbarer Expression im Zelllysat, im
Gegensatz zu allen anderen Hyper-Zytokinen nicht im Western Blot nachgewiesen

werden.

3.2.3 Hyper-Zytokin-induzierte Proliferation von Ba/F3-gp130-IL-12Rp1-
IL-12R[2

Um die Signaltransduktion der Hyper-Zytokine zu untersuchen, wurden Ba/F3-gp130-
IL-12RB1-IL-12RB2 Zellen verwendet, die von Dr. Doreen Floss (Institut fiir Biochemie
und Molekularbiologie II, Universitatsklinikum Diisseldorf) generiert wurden. Diese
Zellen tragen alle hier benétigten Rezeptoren der IL-12-Familie, wie gp130, IL-12Rf31,
IL-12RB2 und WSX-1. Sie wurden mit 10% konditionierten Uberstinden, die in
Abschnitt 3.2.2 beschrieben wurden, flir einen Proliferationsassay stimuliert, der in
Abbildung 3.10 A dargestellt ist. Als Kontrolle dienten unstimulierte Zellen oder die
Stimulation mit konditioniertem Uberstand von GFP-transfizierten Zellen. Beide zeigten
eine vergleichbar schwache Proliferation, wahrend Hyper-IL-6 und Hyper-IL-12 in den
Zellen, wie erwartet, eine starke Proliferation auslosten. Trotz der wesentlich
schwiacheren Sekretion von Hyper-IL-27 im Vergleich zu Hyper-IL-6 oder Hyper-IL-12,
zeigte dieses Hyper-Zytokin eine vergleichbare Aktivitat. Es induziert ebenso wie die
anderen beiden Zytokine eine starke Proliferation von Ba/F3-gp130-IL-12RB1-IL-12R(32
Zellen. Die Zellen, die mit Hyper-IL-35-Uberstinden stimuliert worden waren, zeigten
vermutlich aufgrund der fehlenden Sekretion der Konstrukte, keine Proliferation.

Die Zellen wurden aufierdem in Bezug auf ihre STAT3-Aktivierung untersucht. Hierzu
wurden die Zellen zweimal in PBS gewaschen und 2 h in DMEM ohne Zusatze gehungert.
AnschlieRend wurden sie 15 min bei 37°C mit 10% konditionierten Uberstinden
stimuliert. Die Analyse der Phosphorylierung von STAT3 im Western Blot zeigte eine
starke Aktivitit von Hyper-IL-6, Hyper-IL-12 und Hyper-IL-27, aber keine in den
Kontrollen oder bei den Hyper-IL-35-Varianten (Abbildung 3.10 B). Da aber keine
Sekretion dieser Proteine nachgewiesen werden konnte, war auch keine Aktivitat

erwartbar.
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Abbildung 3.10: Proliferation und STAT-Aktivierung in Ba/F3-gp130-IL-12RB1-IL-12RB2 Zellen durch
Stimulation mit Hyper-Zytokinen. (A) Ba/F3-gp130-IL-12RB1-IL-12RB2 Zellen wurden mit 10% konditioniertem
Uberstand von Hyper-Zytokin- oder GFP-transfizierten HEK293-Zellen fiir 48 h stimuliert. Die induzierte
Proliferation wurde, wie in Abschnitt 2.2.2.6 beschrieben, in Triplikaten mithilfe des Cell titer blue reagent
gemessen. Dargestellt sind Mittelwerte +/- Standardabweichung. (B) Ba/F3-gp130-IL-12RB1-IL-12RB2 Zellen
wurden 15 min bei 37°C mit 10% konditionierten Uberstdnden von HEK293 Zellen stimuliert. Die STAT-Aktivierung
wurde mithilfe phospho-spezifischer Antikérper fir STAT1 (Y/") oder STAT3 (Y'%) im Western Blot nachgewiesen.

Die Hyper-Zytokine scheinen insgesamt eine effiziente Methode der Produktion der
heterodimeren Zytokine der IL-12-Familie zu sein und zeigen eine hohe Aktivitat.
Lediglich IL-35 konnte hier nicht auf diese Weise produziert werden, da keine Sekretion
in den Zellkulturtiiberstand erreicht werden konnte.

3.2.4 Koexpression von a-Untereinheiten der Zytokine und |&slicher a-
Rezeptoren: Heterodimeres IL-35 wird nicht nachweisbar sekretiert

Da IL-35 als Hyper-Zytokin nicht sezerniert worden war, sollte nun untersucht werden,

ob es als heterodimeres Zytokin ohne Linker im Zellkulturiiberstand nachgewiesen
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Abbildung 3.11: Koexpression der Zytokin-Untereinheiten von IL-12, IL-35 und IL-27. (A) COS7 Zellen
wurden mit einer Dichte von 5x10° Zellen pro 10 cm Kulturschale ausgesit und 24 h spater mit je 2,5 pg Plasmid-
DNA der jeweiligen Untereinheit transfiziert. Nach 6 h wurde das Medium gewechselt und nach 48 h die Zellen
lysiert und die Ubersténde sterilfiltriert. Die Expression und Sekretion wurde durch Western Blot Analyse mit 15%
SDS-Gelen und Detektion der Zytokine mit einem Flag- oder myc-spezifischen Antikorper nachgewiesen. (B) Das
Experiment wurde wie in (A) durchgefiihrt. Die Detektion erfolgte mit einem myc-spezifischen Antikdrper oder
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werden konnte. Um zundchst zu verifizieren, dass beide Untereinheiten funktional
exprimiert werden konnten, wurde EBI3 in Kombination mit p28 und jeweils mit
unterschiedlichen tags in COS7 Zellen transfiziert und die Expression und Sekretion
nach 48 h mittels Western Blot untersucht. Beide Untereinheiten wurden exprimiert
und auch effizient als IL-27 in den Zellkulturiiberstand sekretiert (Abbildung 3.11 B).
Die andere Untereinheit von IL-35 ist p35, das zusammen mit p40 IL-12 bildet. In einer
weiteren Koexpression wurde ebenfalls die Sekretion dieses Zytokins untersucht, wie in
Abbildung 3.11 A Spur 8 zu sehen ist. Beide Untereinheiten wurden exprimiert und auch
gemeinsam sekretiert, wahrend p35 alleine zwar exprimiert, aber nicht sekretiert
wurde (Spur 6). Auch IL-23 (p19 mit p40) konnte im Zellkulturiiberstand nachgewiesen
werden (Spur 5), wobei p19 im Gegensatz zu p35 auch alleine schwach sekretiert
wurde, was bereits so beschrieben wurde (Oppmann et al, 2000). Wenn allerdings p35
mit EBI3 koexprimiert wurde, wurden zwar beide exprimiert, keine der beiden
Untereinheiten konnte aber im Uberstand detektiert werden (Spur 7).

In Abbildung 3.12 ist ein Proliferationsassay von Ba/F3-gp130-IL-12RB1-IL-12R(2
Zellen, die mit den in Abbildung 3.11 gezeigten Uberstinden von COS7 Zellen stimuliert
wurden, dargestellt. Die Ba/F3-gp130-IL-12RB1-IL-12RB2 Zellen wurden 72 h mit 10%
konditioniertem Uberstand behandelt und anschlieRend die Proliferation mithilfe des
Cell titer blue reagent gemessen. Als Negativkontrolle dienten unstimulierte Zellen oder
die Stimulation mit konditioniertem Uberstand von GFP-transfizierten Zellen, als

Positivkontrolle die Stimulation mit Hyper-I1L-12 konditioniertem Uberstand. Sowohl die
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Abbildung 3.12: Proliferation von Ba/F3-gp130-IL-12RB1-IL12-RB2 Zellen mit konditionierten
Uberstinden von IL-27, IL-12 und IL-35. Die Zellen wurden 72 h mit 10% konditionierten Uberstinden
behandelt. Das Protokoll des Proliferationsassays ist in Abschnitt 2.2.2.6 beschrieben. Dargestellt sind Mittelwerte
von Triplikaten +/- Standardabweichung.
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Stimulation mit IL-27, das durch die Koexpression von EBI3 mit p28 gebildet wurde, als
auch die Stimulation mit IL-12 (aus p40 und p35) filihrten zu einer vergleichbaren
Proliferation der Zellen, wie mit Hyper-IL-12. Die Stimulation mit koexprimiertem EBI3
mit p35 fithrte im Gegensatz dazu nicht zu einer Proliferation der Ba/F3-gp130-
IL-12RB1-IL-12RB2 Zellen.

Letztlich wurden alle untersuchten Kombinationen der Untereinheiten effizient
exprimiert und in den Zellkulturiiberstand sekretiert, aufer p35 mit EBI3 (IL-35). Beide
Untereinheiten waren aber in anderen Kombinationen funktional (p35 in IL-12 und
EBI3 in IL-27). Konditionierter IL-35-Uberstand konnte demnach auch nicht durch

Koexpression der beiden Untereinheiten hergestellt werden.

3.2.5 p35 interagiert mit EBI3

Da p35 in Kombination mit EBI3 in eukaryotischen Zellen nicht sekretiert wurde, sollte
zundchst getestet werden, ob die beiden Untereinheiten unter den gegebenen
Bedingungen iiberhaupt miteinander interagierten. Hierzu wurde eine Fillung von
EBI3-Fc mit Protein A Agarose beads durchgefiihrt und die Ko-Prazipitation von p35-
Flag mittels Western Blot untersucht. Dieses Experiment wurde mit Zelllysaten
durchgefiihrt, da p35, wie zuvor gezeigt, nicht in den Zellkulturiiberstand sekretiert
wurde (Abbildung 3.11 und Jones et al., 2012).

Wie in Abbildung 3.13 gezeigt, konnte eine Interaktion der beiden Untereinheiten

nachgewiesen werden. In der gebunden Fraktion war ein starkes Signal fiir p35 (Flag)

EBI3 eGFP
Input b n Input b n
e - -— W [« p35 (a-Flag)
-— <«— EBI3 (a-Fo)
‘ > > * . |<— pl9 (a-Flag)
[ <«— EBI3 (a-Fo)

Abbildung 3.13: Ko-Prazipitation von p35 mit EBI3. COS7 Zellen wurden mit je 2,5 pg Plasmid-DNA von
pcDNA3.1 mit der kodierenden Sequenz fiir EBI3-Fc und p35-Flag oder p19-Flag transfiziert. Nach 48 h wurden
die Zellen in IP-Puffer lysiert und die Lysate 4 h bei 4°C mit Potein-A-Agarose auf einem Rollmischer inkubiert.
Die Agarose beads wurden bei 100 g und 4°C abzentrifugiert, der Uberstand abgenommen und als nicht-
gebundene Fraktion (n) auf das 15%ige SDS-Gel aufgetragen. Die Agarose wurde fiinf Mal mit IP-Puffer
gewaschen und anschlieBend in Lammli-Puffer aufgekocht (gebundene Fraktion (b). Als Input wurde eine
entsprechende Menge Lysat aufgetragen. Als Kontrolle diente die Kotransfektion von p35 oder p19 mit GFP.
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zu sehen. Dies war nicht der Fall, wenn das Experiment mit p19-Flag durchgefiihrt
wurde. Auch in der Kontrolle mit eGFP statt EBI3 konnte kein gebundenes p35
detektiert werden. EBI3 und p35 interagierten also in den Zelllysaten miteinander,

konnten aber nicht sekretiert werden.

3.2.6 Die intermolekulare Disulfidbricke in IL-12 ist fur die Funktion nicht
notwendig

Beide bisherigen Herangehensweisen, also die Klonierung eines Hyper-Zytokins oder
die Koexpression der Untereinheiten in eukaryotischen Zellen fiithrten nicht zur
Produktion von funktionalem IL-35. In der Arbeit zu p28 wurde u.a. rekombinantes p28
aus E. coli in Kombination mit EBI3 aus konditioniertem Zellkulturiiberstand verwendet
und bildete aktives IL-27, unter dessen Einfluss Ba/F3-gp130 Zellen proliferierten
(Garbers et al., 2013). Daher entstand die Vermutung, dass dieser Ansatz auch fiir IL-35
funktionieren konnte. Die Aktivitat des dafiir bendtigten rekombinanten p35 miisste
dann zunichst mit p40 Uberstand (als IL-12) getestet werden. In IL-12 wird im
Gegensatz zu IL-27 eine intermolekulare Disulfidbriicke zwischen p40 und p35
ausgebildet (Abbildung 3.14 A). In Abwesenheit von p35 bildet p40 Homodimere, die
ebenfalls iiber eine Disulfidbriicke verbunden sind und antagonistisch zu IL-12 wirken
(Gillessen et al, 1995). Um p40 aus konditioniertem Uberstand zu verwenden, wurde
daher eine cDNA verwendet, bei der das Cystein 197, das fiir die Ausbildung der

p40
p40 C197A

e < p80

p— - < p40

nicht-reduzierend
(a-Flag)

Abbildung 3.14: Das Cystein 197 in p40 bildet in Dimeren die Disulfidbriicke aus. (A) Schematische
Darstellung von IL-12 nach Yoon et al,, 2000. Die Disulfidbriicke zwischen p35 C92 und p40 C197 ist rot umrandet.
Das Modell wurde freundlicherweise von Prof. Dr. Joachim Grotzinger (Biochemisches Institut, CAU Kiel) zur
Verfiigung gestellt. (B) Nicht-reduzierendes SDS-Gel von p40 und p40 C197A konditioniertem Uberstand von
HEK293 Zellen und detektiert mit einem Flag-spezifischen Antikdrper. Dieses Experiment wurde von Dr. Jens M.
Moll durchgefiihrt.
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Disulfidbriicke notwendig ist (Yoon et al, 2000), in ein Alanin mutiert war (diese cDNA
wurde von Jutta Schroder, Institut fiir Biochemie und Molekularbiologie II,
Universitatsklinikum Diisseldorf zur Verfiigung gestellt). Das p40 C197A wurde in
HEK293 Zellen exprimiert und der konditionierte Uberstand nach 48 h unter nicht-
reduzierenden Bedingungen im Western Blot analysiert (Abbildung 3.14 B). Wildtyp
p40 lag im Uberstand sowohl als Monomer, als auch als Dimer vor, wihrend die C197A
Mutation zum alleinigen Vorliegen der monomeren Form fiihrte. Um zu untersuchen, ob
p40 C197A in der Lage ist, funktionales IL-12 zu bilden, wurde es in HEK293 Zellen mit
p35 koexprimiert, wie auch mit Mutanten von p35, die statt des C92 ein Alanin oder ein
Serin trugen und damit ebenfalls nicht mehr in der Lage waren, die intermolekulare
Disulfidbriicke zu p40 auszubilden (Yoon et al., 2000). Diese Mutationen wurden mittels
SOE-PCR (beschrieben in Abschnitt 2.2.1.6) in die cDNA des p35 WT eingefiigt. In
Abbildung 3.15 ist die Western Blot Analyse der Expression und Sekretion der p40- und
p35-Varianten dargestellt. Sowohl p40 WT, als auch p40 C197A wurden effizient
exprimiert und sekretiert, unabhangig davon, ob sie alleine oder in Kombination mit
p35-Varianten transfiziert wurden. Die WT Variante von p35 wurde sowohl mit p40 WT,
als auch mit p40 C197A stark exprimiert, allerdings nur mit p40 WT auch sekretiert. Fiir
die C92 Mutanten von p35 machte es fiir die Sekretion keinen Unterschied, mit welcher

p40 Variante sie exprimiert wurden.

+ + 035 C925
¥ + 035 C92A
+ + p35 WT
oo+ 4 p40 C197A
0 + + + + p40 WT
Uberstande - =g G e e G G < p40 (a-Flag)
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Abbildung 3.15: Western Blot Analyse der Expression und Sekretion von p40- und p35-Varianten in HEK293
Zellen. 2x10° HEK293 Zellen wurden pro 10 cm Kulturschale ausgesiat und 24 h spater mit je 2,5 ug Plasmid-DNA
der p35- und der p40-Variante transfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen lysiert und die Uberstiande sterilfiltriert.
Die Proteine wurden auf einem 15%igen SDS-Gel getrennt und die Proteine auf dem Western Blot mit einem Flag-
spezifischen Antikorper detektiert. *: unspezifische Bande.



ERGEBNISSE | 59

Die Aktivitit der so gewonnenen Kkonditionierten Uberstinde wurde zum einen durch
Messung der Proliferation von Ba/F3-gp130-IL-12RB1-IL-12RB2 Zellen(Abbildung 3.16
A) und zum anderen durch Western Blot Analyse der STAT3-Aktivierung in diesen
Zellen bestimmt (Abbildung 3.16 B). IL-12 aus p35 und p40 WT zeigte die stdrkste
Aktivitat, die vergleichbar war mit Hyper-IL-12. Eine etwas schwachere Aktivitit zeigte
die Kombination aus p40 WT mit p35 C92A/S, wie auch p40 C197A mit den p35-
Mutanten. p40 C197A induzierte mit p35 WT kaum Proliferation und nur eine schwache
STAT3-Aktivierung, was auf die reduzierte Sekretion zurlickzufiihren sein kénnte.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die intermolekulare Disulfidbriicke in IL-12 nicht
notwendig fiir die Aktivitat des Zytokins ist, sie aber verstarkt und daher eine Rolle fiir
die Stabilitat des Dimers spielt.
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Abbildung 3.16: Proliferation und STAT3-Aktivierung in Ba/F3-gp130-IL-12RB1-IL-12RB2 Zellen durch IL12
ohne intermolekulare Disulfidbriicke. Ba/F3-gp130-IL-12RB1-IL-12RB2 Zellen wurden mit den in Abbildung
3.15 beschriebenen Uberstdnden stimuliert. (A) Die Zellen wurden 48 h 10% konditioniertem Uberstand stimuliert
und die Proliferation, wie in 2.2.2.6 beschrieben, gemessen. (B) Analyse der STAT3-Phosphorylierung (Y'*)nach
Stimulation fiir 15 min mit 50% konditioniertem Uberstand im Western Blot mithilfe spezifischer Antikérper.
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3.2.7 Rekombinantes p35 aus E. coli bildet funktionales IL-12 mit p40
C197A aus konditioniertem Uberstand

Da p35 zusammen mit EBI3 nicht in den Zellkulturiiberstand sekretiert worden war,
entstand der Gedanke, p35 in Bakterien herzustellen. Dies hatte bereits fiir p28 aus
Bakterien mit konditioniertem Uberstand von EBI3 funktioniert (Garbers et al, 2013).
Daher wurden p35 WT und p35 C70A von Dr. Jens M. Moll (Institut fiir Biochemie und
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Abbildung 3.17: Proliferation und STAT-Aktivierung in Ba/F3-gp130-IL-12RB1-IL-12RB2 Zellen durch
Stimulation mit rekombinantem p35 C92A und p40 C197A-Uberstand. (A) Ba/F3-gp130-IL-12RB1-IL-12RB2
Zellen wurden 48 h bei 37°C mit den angegebenen Zytokinen stimuliert und ihre Proliferation gemessen. Das
Protokoll ist in Abschnitt 2.2.2.6 beschrieben. Dargestellt sind Mittelwerte von Triplikaten +/- Standardabweichung.
(B) Western Blot Analyse der Phosphorylierung von STAT3 und STAT1 in Ba/F3-gp130-IL-12RB1-IL-12RB2 Zellen.
Die Zellen wurden 15 min bei 37°C mit rekombinantem p35 C92A und p40 C197A aus konditioniertem Uberstand

stimuliert. Die Detektion erfolgte mit spezifischen Antikdrpern gegen STAT3 und STATL1, sowie mit phospho-
spezifischen Antikorpern.
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Molekularbiologie II, Universitatsklinikum Diisseldorf) exprimiert, riickgefaltet und per
Groflenausschlusschromatographie gereinigt. Hierfiir wurden die kodierenden
Sequenzen von p35 WT und C92A in das bakterielle Expressionsplasmid pET-23a
kloniert.

Um die Aktivitat des IL-12 aus bakteriellem p35 und p40 C197A aus konditioniertem
Zellkulturiiberstand zu testen, wurden Ba/F3-gp130-IL-12RB1-IL-12RB2 Zellen mit
10% p40 C197A-Uberstand und ansteigenden Konzentrationen von p35 WT oder C92A
behandelt und ihre Proliferation gemessen. Die Proliferation der Zellen nahm
konzentrationsabhangig sowohl mit der WT Variante, als auch mit p35 C92A zu. Die
Aktivitat war aber auch mit der héchsten gemessenen Konzentration von 4 pg/ml noch
etwas geringer, als mit 10 ng/ml Hyper-IL-6 oder 10% konditioniertem Uberstand von
Hyper-IL-12 (Abbildung 3.17 A).

Die Aktivitit konnte ebenfalls im Western Blot nachgewiesen werden, wo eine
Stimulation mit 2 ug/ml p35 C92A eine STAT3-Phosphorylierung ausléste und bei
4 pug/ml ebenfalls eine Aktivierung von STAT1 erkennbar war (Abbildung 3.17 B).

[L-12 konnte also in vitro aus p40 C197A-Zellkulturiiberstand und bakteriell
exprimiertem p35 C92A rekonstituiert werden und die biologische Aktivitat konnte in
Ba/F3-gp130-IL-12RB1-IL-12RB2 Zellen nachgewiesen werden. Die hohen bendtigten
Konzentrationen waren vermutlich auf eine ineffiziente Riickfaltung und einen daher

grofden Anteil inaktiven Proteins zuriickzufiihren.

3.2.8 Rekombinantes p35 bildet kein funktionales IL-35 mit EBI3 aus
konditioniertem Uberstand

Da das rekombinant in E. coli hergestellte p35 biologische Aktivitit im Komplex mit p40
C197A als IL-12 aufgewiesen hatte, sollte es nun zusammen mit EBI3 getestet werden. In
Abbildung 3.18 A ist das Ergebnis des Proliferationsassays mit Ba/F3-gp130 Zellen
dargestellt, da der Rezeptor fiir IL-35, der STAT1 aktiviert, ein gp130-Homodimer ist
(Collison et al, 2012). Die Zellen wurden mit 4 pg/ml p35 C92A und 10%
konditioniertem EBI3-Uberstand 48 h bei 37°C stimuliert. Es wurde jedoch keine
Proliferation induziert und auch eine Stimulation fiir 15 min und anschlief3ende Analyse
der STAT1- und STAT3-Phosphorylierung im Western Blot konnte keinerlei Aktivitat
nachweisen (Abbildung 3.18 B).

Insgesamt konnte zwar IL-12 durch diesen neuen Ansatz generiert werden, die Bildung
von IL-35 konnte auf diese Weise aber nicht erreicht werden. Die Kombination aus
rekombinantem p35 und EBI3 aus konditioniertem Uberstand zeigte keinerlei
biologische Aktivitat.
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Abbildung 3.18: Proliferation Ba/F3-gp130 und STAT-Aktivierung in Ba/F3-gp130-IL-12RB1-IL-12RB2
Zellen durch Stimulation mit rekombinantem p35 C92A und EBI3-Uberstand. (A) BaF/3-gp130 Zellen
wurden 48 h bei 37°C mit 10 ng/ml Hyper-IL-6, 10% EBI3-Uberstand oder 4 pg/ml p35 C92A zusammen mit EBI3-
Uberstand stimuliert und ihre Proliferation gemessen. Das Protokoll ist in Abschnitt 2.2.2.6 beschrieben.
Dargestellt sind Mittelwerte von Triplikaten +/- Standardabweichung. (B) Ba/F3-gp130-IL12RB1-IL12RB2 Zellen
wurden wie in Abbildung 3.17 B beschrieben behandelt. Und mit 10% konditioniertem EBI3-Uberstand und
2 pg/ml p35 C92A stimuliert. Als Positivkontrolle dienten 10 ng/ml Hyper-IL-27 oder 10% konditionierter Hyper-
IL-12 Uberstand.
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3.3 Die Rolle der Protein-Kinase 2 (CK2) in der Jak-STAT-

Aktivierung durch Zytokine der IL-6-Familie

3.3.1 OSM-induzierte STAT3-Aktivierung ist CK2-abhangig

Der wohl wichtigste Aspekt in der Signaltransduktion von IL-6-artigen Zytokinen ist die
Aktivierung des Jak-STAT-Signalweges. Die Zytokine der IL-6-Familie induzieren dabei
vor allem die Aktivierung der Janus Kinase Jakl und die darauffolgende
Phosphorylierung von STAT1 und STAT3 (vgl. Heinrich et al, 2003). Die Protein-
Kinase 2 (CK2) wurde erst vor kurzem mit der OSM-vermittelten STAT-Aktivierung in
Verbindung gebracht (Zheng et al, 2011). Um zu bestatigen, dass eine Inhibition von
CK2 die STAT3-Aktivierung durch OSM unterbindet, wurden HepG2 Zellen in 6-Loch-
Platten ausgesit, 6 h in serumfreiem DMEM gehungert und anschlief3end mit 10 ng/ml
OSM stimuliert. Dies erfolgte nach Vorbehandlung fiir 90 min mit verschiedenen
Konzentrationen von zwei unterschiedlichen CK2-Inhibitoren. 4,5,6,7-
Tetrabromobenzotriazol (TBB) ist ein ATP-kompetitiver, CK2-spezifischer, chemischer
Inhibitor (Sarno et al, 2001). Emodin ist ebenfalls ein ATP-kompetitiver CK2-Inhibitor,
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Abbildung 3.19: Inhibtion von CK2 verhindert OSM-vermittelte STAT3-Aktivierung. (A) HepG2 Zellen
wurden mit einer Dichte von 1x10° pro Loch einer 6-Loch Platte ausgesat. Nach 24 h wurden sie zweimal mit PBS
gewaschen und 4,5 h in DMEM ohne Zuséatze gehungert, bevor der Inhibitor Emodin in den angegebenen
Konzentrationen zugegeben wurde. Nach weiteren 1,5 h wurden die Zellen 15 min mit 10 ng/ml OSM stimuliert.
Zur Detektion im Western Blot wurde ein STAT3-spezifischer und ein phospho-spezifischer STAT3-Antikorper
verwendet. B-Aktin diente als endogene Ladekontrolle. (B) Das Experiment wurde wie in (A) durchgefihrt. Als
Inhibitor diente TBB in den angegebenen Konzentrationen.
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der aus dem Rhizom des Rheum palmatum (Zier-Rhabarber) gewonnen wird (Yim et al.,
1999).

Wie in Abbildung 3.19 A und B zu sehen ist, induzierte die Behandlung mit OSM eine
Phosphorylierung von STAT3, die durch Vorbehandlung mit beiden Inhibitoren
konzentrationsabhdngig abnahm. Dies bestatigte den beschriebenen Effekt einer CK2-
Inhibition in der Signaltransduktion von OSM. Im Folgenden sollte also geklart werden,
ob CK2 eine dhnliche Rolle auch fiir andere IL-6-artigen Zytokine spielt.

3.3.2 STAT3-Aktivierung durch IL-6-artige Zytokine in HepG2-Zellen und
Expression der Rezeptoren der IL-6-Familie

Fiir die weiteren Experimente zur Rolle von CK2 in der Signaltransduktion der IL-6-
Familie sollte eine Zelllinie ausgewahlt werden, die responsiv fiir die meisten der IL-6-
artigen Zytokine ist und eine physiologische Jak/STAT-Aktivierung zeigt.

Die humane Leberkarzinomzelllinie HepG2 wurde daher iliber verschieden Zeitradume
mit IL-6 stimuliert und die Signaltransduktion mittels Western Blot analysiert
(Abbildung 3.20 A). Sowohl die Phosphorylierung von STAT3, als auch von STAT1 war

bereits nach 15 min Stimulation deutlich mit phospho-spezifischen Antikérpern
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Abbildung 3.20: Signaltransduktion von IL-6 in HepG2 Zellen. (A) 1x10° HepG2 Zellen wurden pro Loch einer
6-Loch-Platte ausgesat und nach 24 h fir 6 h in DMEM ohne Zuséatze gehungert. Die Stimulation erfolgte bei 37°C
mit 10 ng/ml IL-6 in den angegebenen Zeitrdumen. Die Zellen eines Lochs wurden in 75 ul pSTAT3-Lysepuffer
lysiert und eine Lysatmenge, die 50 pg Gesamtprotein entsprach, wurde auf ein SDS-Gel geladen. Die Detektion
im Western Blot erfolgte mithilfe von spezifischen Antikdrpern gegen STAT3, STAT1, SOCS3, B-Aktin oder
phospho-spezifischen Antikorpern fiir STAT3 oder STAT1. (B) Das Experiment wurde wie in (A) durchgefihrt. Die
RNA wurde mithilfe des Nucleospin RNA 1II Kits von Macherey-Nagel nach Herstellerangeben gereinigt. Die
reverse Transkription und Durchfiihrung der gPCR sind in den Abschnitten 2.2.1.4 und 2.2.1.7 beschrieben.
Dargestellt ist jeweils 27*” in Bezug auf GAPDH als Mittelwert von Triplikaten.
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nachzuweisen und erreichte nach 30 min ein Maximum. Der wichtigste Gegenspieler der
STAT-Aktivierung durch IL-6 ist SOCS3 (Babon et al., 2014). Die Expression von SOCS3
war in unstimulierten HepG2 nicht nachweisbar. Nach 1 h Stimulation war aber mit
einem SOCS3-spezifischen Antikérper eine schwache Bande sichtbar, die ihr Maximum
nach 2 h erreichte. Die Induktion der Expression von SOCS3 konnte auch auf Ebene der
mRNA mittels quantitativer Echtzeit-PCR (qQPCR) nachgewiesen werden, wo nach 30
min bereits eine Vervielfachung des Transkript-Levels zu beobachten war (Abbildung
3.20). Die HepG2 Zellen zeigen also eine physiologische STAT-Aktivierung durch IL-6,
die durch SOCS3 gegenreguliert wird.

Als humane Leberzellen exprimieren HepG2 den IL-6R und sind damit responsiv fiir
[L-6. Um auch die Expression der anderen Rezeptoren der IL-6-Familie zu untersuchen,
wurde eine qPCR durchgefiihrt, deren Ergebnis in Abbildung 3.21 A dargestellt ist. Vor
Allem fiir WSX-1, aber auch fiir gp130, den OSMR und den LIFR konnte eine starke
Expression auf mRNA Ebene nachgewiesen werden. Die Menge an IL-6R mRNA war
vergleichbar schwach und CNTFR-mRNA konnte kaum nachgewiesen werden.

Die Responsivitit von HepG2 Zellen auf die IL-6-artigen Zytokine sollte auch funktional

untersucht werden. Hierfiir wurden sie mit 10 ng/ml des angegebenen Zytokins fiir
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Abbildung 3.21: Expression der Rezeptoren der IL-6-Familie in HepG2 Zellen. (A) Die RNA wurde aus HepG2
Zellen mit Hilfe des Nucleospin RNA II Kits von Macherey-Nagel nach Herstellerangeben isoliert und gereinigt. Die
reverse Transkription sowie die qPCR wurden wie in 2.2.1.4 und 2.2.1.7 beschrieben durchgefiihrt. Dargestellt ist

2% bezogen auf GAPDH als Mittelwert von Triplikaten. (B) HepG2 Zellen wurden mit 10 ng/ml der

jeweils 2¢
angegebenen Zytokine fir 15 min bei 37°C stimuliert und in pSTAT3-Lysepuffer lysiert. 50 pug Gesamtprotein
wurden auf ein SDS-Gel aufgetragen und STAT3 und phosphoryliertes STAT3 wurden im Western Blot mithilfe

spezifischer Antikdrper nachgewiesen.
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15 min bei 37°C stimuliert und anschlieféend die STAT3-Aktivierung im Western Blot
nachgewiesen (Abbildung 3.21 B). Die bereits gezeigte STAT-Aktivierung in HepG2
Zellen durch IL-6 bewies eine funktionale Expression von gp130 und dem IL-6R.
Zusatzlich reagierten die Zellen auf eine Stimulation mit CT-1, OSM und IL-27, was
bedeutet, dass auch der LIFR und WSX-1 funktional exprimiert wurden. Da OSM sowohl
ein Heterodimer aus gp130 und dem LIFR, als auch aus gp130 und dem OSMR aktivieren
kann, war dies kein Beweis fiir die funktionale Expression von OSMR in HepG2. Weder
CNTF noch CLC fiihrten zu einer STAT3-Aktivierung, was auf die zu geringe Expression
des CNTFR zurilickzufiihren war. Auch die Expression des IL-11R schien gering zu sein,
da die Zellen keine Responsivitit auf eine Stimulation mit 10 ng/ml IL-11 zeigten.
Insgesamt exprimierten die HepG2 Zellen alle Rezeptoren der Zytokinfamilie, auf3er dem
CNTFR und dem IL-11R. Die Stimulation mit IL-6, CT-1, IL-27, LIF und OSM fiihrte zu
einer STAT3-Aktivierung in diesen Zellen.

3.3.3 Alle Zytokine der IL-6-Familie bendtigen die Aktivitat von CK2 far
die STAT-Aktivierung

Da fiir OSM gezeigt werden konnte, dass die STAT-Aktivierung CK2-abhangig ist, sollte
nun untersucht werden, ob dieses auch fiir die anderen Zytokine der IL-6-Familie
zutrifft. Zunachst wurde das Experiment in Abbildung 3.19 mit Hyper-IL-6 wiederholt.
Die STAT3-Aktivierung durch Hyper-IL-6 in HepG2Z nahm konzentrationsabhangig
sowohl durch Emodin (Abbildung 3.22 A), als auch durch TBB (Abbildung 3.22 B) ab. Da
beide Inhibitoren einen vergleichbaren Effekt aufwiesen, wurde fiir die folgenden
Experimente TBB verwendet, da dieser Inhibitor eine hohere Spezifitat fiir CK2 aufweist
(Sarno et al,, 2001).

A Abbildung 3.22: CK2-Abhingigkeit von
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Abbildung 3.23: CK2-Abhéangigkeit der Signaltransduktion von IL-6-artigen Zytokinen. Die Zellen wurden
wie in Abbildung 3.22 beschrieben behandelt. Als CK2-Inhibitor diente TBB in einer Konzentration von 100 uM. (A)
HepG2 Zellen: 10 ng/ml IL-6; Hela: 20 ng/ml IL-6, (B) HepG2 Zellen: 10 ng/ml IL-11; Hela Zellen: 20 ng/ml IL-11,
(©) 10 ng/ml Hyper-IL-6, (D) 10 ng/ml IL-27, (E) 10 ng/ml LIF, (F) 10 ng/ml CT-1 und (G) 10 ng/ml OSM. Die
Phosphorylierung von STAT3 und STAT1 wurde im Western Blot mithilfe spezifischer Antikorper nachgewiesen.

Es wurden HepG2 und HeLa Zellen, die im Gegensatz zu HepG2 Zellen auch responsiv

fir IL-11 waren, mit den IL-6-artigen Zytokinen stimuliert und der Effekt einer
Vorbehandlung mit dem CK2-Inhibitor TBB analysiert. Abbildung 3.23 zeigt im Western
Blot die Phosphorylierung von STAT3 und STAT1 nach Stimulation mit IL-6 (A), IL-11
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(B), Hyper-IL-6 (C), IL-27 (D), LIF (E) und CT-1 (F) verglichen mit OSM (G) und den
Einfluss von TBB.

Die Stimulation mit allen Zytokinen fiihrte sowohl zu einer Phosphorylierung von
STATS3, als auch von STAT1, wenn auch in unterschiedlichem Mafie. Dieser Effekt konnte
in allen Fallen durch eine Vorbehandlung mit TBB inhibiert werden, sodass die STAT-
Phosphorylierung nicht mehr nachgewiesen werden konnte. IL-27 fiihrte im
Unterschied zu den anderen Zytokinen vor allem zu einer starken STAT1-Aktivierung
und weniger zu einer STAT3-vermittelten Signaltransduktion (Abbildung 3.23 D). Diese
Phosphorylierung von STAT1 konnte unter den gewahlten Bedingungen nur teilweise
inhibiert werden.

Der a-Rezeptor fiir IL-11 war in HepG2 Zellen augenscheinlich nicht oder nur sehr
schwach exprimiert, da in diesen Zellen kaum eine STAT3- und keine STATI1-
Phosphorylierung durch IL-11-Stimulation nachgewiesen werden konnte. Der Effekt von
TBB auf die IL-11-Signaltransduktion war aber in HeLa Zellen mit allen anderen
Zytokinen vergleichbar (Abbildung 3.23 B).

Fir alle Zytokine der IL-6-Familie, die hier getestet wurden, konnte eine Abhangigkeit
der Signaltransduktion tiber STAT1 und STAT3 von CK2 gezeigt werden. Sowohl in
HepG2, als auch in HeLa Zellen wurde die STAT-Aktivierung, die durch 10 ng/ml Zytokin

induziert worden war, durch 100 uM TBB stark reduziert oder vollstandig inhibiert.

3.3.4 Generierung von Ba/F3-gp130-LIFR Zellen

Um die Signaltransduktion von Zytokinen der IL-6-Familie untersuchen zu kénnen,
wurden Ba/F3-gp130, Ba/F3-gp130-IL-6R und Ba/F3-gp130-LIFR Zellen bendtigt,
wovon nur Letztere aus Ba/F3-gp130 Zellen generiert werden mussten, da sie nicht in
der Arbeitsgruppe vorhanden waren. Hierfiir wurden Ba/F3-gp130 Zellen retroviral mit
dem Plasmid pMOWS-LIFR transduziert, das eine Resistenz gegen das Antibiotikum
Puromycin trug, mit dem die Zellen anschlief3end selektiert wurden.

Die so erhaltenen Zellen proliferierten, wie in Abbildung 3.24 A gezeigt, weiterhin in
Abhangigkeit von Hyper-IL-6, diese Proliferation konnte aber zusatzlich mit LIF und
OSM induziert werden, was zeigte, dass der LIFR exprimiert wurde und funktional war.
In Abhdngigkeit von CNTF proliferierten die Ba/F3-gp130-LIFR Zellen nicht, da ihnen
der CNTFR fehlte. Ebenfalls gezeigt werden konnte die Phosphorylierung von STAT3 in
Abhangigkeit der LIFR-bindenden Zytokine LIF und CT-1, genauso wie durch Hyper-IL-6
(Abbildung 3.24 B). Diese Ergebnisse deuteten ebenfalls auf eine funktionale

Oberflachenexpression des LIFRs hin.
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3.3.5 Proliferation und STAT-Signaltransduktion in Ba/F3-gp130, Ba/F3-
gp130-IL-6R und Ba/F3-gp130-LIFR Zellen sind CK2-abhangig

Dass CK2 essentiell fiir die STAT-Aktivierung durch IL-6-artige Zytokine ist, konnte
bereits in HepG2 und HeLa Zellen gezeigt werden (Abschnitt 3.3.3). Hier sollte nun
untersucht werden, ob dieses auch in Ba/F3-gp130-Zelllinien der Fall ist und damit auch
deren Proliferation von CK2 abhingig ist. Hierzu wurden Ba/F3-gp130, Ba/F3-gp130-
IL-6R und Ba/F3-gp130-LIFR mit den entsprechenden Zytokinen in einer Konzentration
von 10 ng/ml mit oder ohne Vorinkubation mit TBB stimuliert. Im Western Blot konnte
gezeigt werden, dass Ba/F3-gp130 Zellen in Abhangigkeit von Hyper-IL-6 und IL-27 eine
starke Phosphorylierung von STAT3 aufwiesen, die bei einer Vorbehandlung mit TBB
nicht nachzuweisen war (Abbildung 3.25 A). Eine Stimulation mit IL-6 flihrte in diesen
Zellen zu keiner Aktivierung, wohl aber in Ba/F3-gp130-IL-6R Zellen, in denen alle drei
Zytokine eine CK2-abhangige STAT3- und STAT1-Phosphorylierung induzierten
(Abbildung 3.25 B). In Ba/F3-gp130-LIFR Zellen flihrten LIF und CT-1, aber nicht mit
IL-6, zu einer starken STAT3- und einer schwachen STAT1-Phosphorylierung, die
insgesamt durch TBB inhibiert werden konnten (Abbildung 3.25 C).

Eine der Hauptfunktionen der IL-6-artigen Zytokine ist die Proliferationsinduktion in
hdmatopoetischen Zellen. Daher sollte hier getestet werden, ob auch diese Funktion
CK2-abhangig ist. Ba/F3-gp130, Ba/F3-gp130-IL-6R und Ba/F3-gp130-LIFR Zellen
wurden dafiir tiber 48 h mit 10 ng/ml Zytokin und ansteigenden Konzentrationen TBB
(0-250 uM) behandelt. Die Stimulation von Ba/F3-gp130 Zellen mit Hyper-IL-6 oder
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[L-27 fiihrte zu einer konstanten Proliferation, die durch Behandlung mit ansteigenden
Konzentrationen TBB reduziert werden konnte. Bei einer TBB-Konzentration von
125 uM war die Proliferation bereits fast vollstandig unterbunden (Abbildung 3.26 A).
Das Gleiche galt, wenn Ba/F3-gp130-IL-6R Zellen mit IL-6 oder Hyper-IL-6 stimuliert
wurden (Abbildung 3.26 B). In Ba/F3-gp130-LIFR Zellen war die durch LIF induzierte
Proliferation zwar wesentlich starker, als die durch Hyper-IL-6, beide konnten aber mit
vergleichbaren Konzentrationen TBB gehemmt werden (Abbildung 3.26 C). Bei allen
Zelllinien diente die Behandlung mit dem Lésungsmittel DMSO als Kontrolle, das in
Konzentrationen, die 250 uM TBB entsprachen, bereits zu einer leichten Reduktion der
Proliferation fiihrte.

Da die Wirkung der Zytokine konzentrationsabhdngig ist, wurden ebenfalls
Proliferationsassays mit steigender Zytokinkonzentration bei gleichbleibender TBB-
Konzentration (125 pM) angefertigt. Die verschiedenen Zytokine wurden in
Konzentrationen von 0,01 bis 100 ng/ml auf die drei Zelllinien gegeben und erneut die
Proliferation nach 48 h gemessen. In Ba/F3-gp130 Zellen konnte selbst die hochste
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Zytokinkonzentration von 100 ng/ml keine Proliferation induzieren, wenn die Zellen
mit TBB behandelt wurden (Abbildung 3.27 A). Bei Kontrollbehandlung mit DMSO
induzierten 1 ng/ml IL-27 und 10 ng/ml Hyper-IL-6 eine starke Proliferation. In Ba/F3-
gp130-IL-6R Zellen zeigte sich ein dhnliches Ergebnis. Mit TBB induzierten selbst
100 ng/ml Zytokin keine Proliferation, wahrend 10 ng/ml IL-6 oder Hyper-IL-6 ohne
TBB dies taten (Abbildung 3.27 B). Ba/F3-gp130-LIFR Zellen zeigten bei Zytokinkonzen-
trationen ab 10 ng/ml einen leichten Anstieg der Proliferation unter TBB-Behandlung,
der aber immer noch wesentlich schwacher war, als mit DMSO (Abbildung 3.27 C).

In BaF3-gp130 Zellen und den LIFR- und IL-6R-transduzierten Varianten, resultierte
eine Inhibition von CK2 in einer fehlenden Jak/STAT-Aktivierung durch die IL-6-artigen
Zytokine, wie es zuvor auch in HepG2 und HeLa Zellen gezeigt werden konnte. Dieses
konnte in den Ba/F3 Zellen auch anhand einer reduzierten Proliferation dargestellt
werden. Der pharmakologische Block der CK2-Aktivitait wurde auch vom Einsatz von
Zytokinkonzentrationen von 100 ng/ml nicht kompensiert.
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Abbildung 3.27: Hohe Zytokinkonzentrationen kdnnen die CK2-Inhibition nicht kompensieren. (A) Ba/F3-
gp130, (B) Ba/F3-gp130-IL-6R und (C) Ba/F3-gp130-LIFR Zellen wurden mit 125 uM TBB oder der entsprechenden
Menge DMSO behandelt. Zudem wurden sie 48 h mit ansteigenden Zytokinkonzentrationen stimuliert. Die
Durchfihrung der Proliferationsassays ist in Abschnitt 2.2.2.6 genauer beschrieben. Dargestellt sind jeweils
Mittelwerte von Triplikaten +/- Standardabweichung.

3.3.6 CK2-Inhibition fuhrt zur Reduktion von Akt-Expression und -Signal-
transduktion

CK2 spielt eine Schliisselrolle in vielen zellularen Signalwegen und hat vor allem auf die
PI3K/Akt-Signaltransduktion einen grofden Einfluss. CK2 erhoht die Expression von Akt
und inhibiert gleichzeitig die Phosphatase PTEN, die einen Gegenspieler von Akt
darstellt (Di Maira et al., 2005). Auch die IL-6-artigen Zytokine aktivieren neben der
STAT-Signaltransduktion weitere Signalwege, zu denen auch der PI3K/Akt-Weg zahlt



ERGEBNISSE | 73

A HepG2 B Ba/F3-gp130

0 1 30 60’ Hyper-IL-6 -+ +  HyperIL-6
- - ¢ -+ TBB - -+ TBB
- — pAkt ——-— pAkt
— o — . — — Akt B = e | Akt

— e — — — — — B-Aktin - W e | (3-Aktin
C Ba/F3-gp130 D Ba/F3-gp130-LIFR

-t 27 -+ o+ 741
- -+ TBB - -+ TBB
- pAKt = pAkt
M e = | Akt -— .- Akt

- e W | (-Aktin

Abbildung 3.28: Akt-Expression und -Phosphorylierung durch IL-6-artige Zytokine unter CK2-Inhibition.
(A) 1x10° HepG2 Zellen wurden pro Loch einer 6-Loch-Platte ausgesit und tber Nacht in DMEM ohne Zusatze
gehungert. Die Zellen wurden 90 min mit 100 uM TBB behandelt, bevor sie mit 10 ng/ml Hyper-IL-6 fur 15, 30
oder 60 min stimuliert wurden. Sie wurden in pSTAT3-Lysepuffer lysiert und 50 ug Gesamtprotein auf ein SDS-Gel
geladen. (B) Ba/F3-gp130 Zellen wurden 90 min in DMEM ohne Zusatze gehungert und weitere 90 min mit
100 pM TBB oder der entsprechenden Menge DMSO behandelt. Die Stimulation erfolgte mit 10 ng/ml Hyper-IL-
6 fur 15 min. Das Zellpellet wurde in Lammli-Puffer aufgekocht und eine Menge des Lysats, die 7x10° Zellen
entsprach, auf ein SDS-Gel aufgetragen. (C) Ba/F3-gp130 Zellen wurden wie in (B) behandelt, aber mit 10 ng/ml
IL-27 stimuliert. (D) Ba/F3-gp130-LIFR Zellen wurden wie in (B) behandelt, aber mit 10 ng/ml CT-1 stimuliert. Die
Detektion im Western Blot erfolgte mit einem Akt-spezifischen und einem phospho-spezifischen Antikorper
gegen Akt. Als endogene Ladekontrolle diente B-Aktin.

(Eulenfeld et al, 2012). Um zu tberpriifen, ob die Effekte einer Behandlung mit TBB in
den gewahlten Zelllinien mit den in der Literatur beschriebenen iibereinstimmten,
wurde die Expression und Phosphorylierung von Akt mittels Inmunoblot analysiert.

Wie in Abbildung 3.28 A dargestellt, war nach 12-stiindigem Hungern der HepG2 Zellen
ohne Serum noch eine basale Akt-Phosphorylierung zu erkennen. Diese konnte durch
Stimulation mit 10 ng/ml Hyper-IL-6 weiter gesteigert werden und erreichte nach
30 min ihr Maximum. Durch Vorbehandlung mit TBB war sowohl die basale, als auch die
induzierte Phosphorylierung von Akt nicht mehr nachweisbar und nach insgesamt 2 h
Behandlung mit TBB (90 min Vorinkubation und 30 min Stimulation) war auch die
Expression von Akt sehr deutlich reduziert. In der Abbildung 3.28 B und C wurden
Ba/F3-gp130 Zellen ebenfalls 90 min mit TBB oder DMSO vorbehandelt und 15 min
stimuliert, um die Expression und Phosphorylierung von Akt zu analysieren. Wie

erwartet fiihrte auch hier eine Stimulation zu einer Phosphorylierung von Akt, die bei
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Abbildung 3.29: CK2-Abhingigkeit der ERK-Aktivierung durch Zytokine der IL-6-Familie. (A) Ba/F3-gp130
Zellen wurden, wie in Abbildung 3.28B beschrieben, behandelt. (B) Nach Behandlung wie in (A) wurden die Zellen
15 min mit 10 ng/ml IL-27 stimuliert. (C) Nach Behandlung wie in (A) wurden die Ba/F3-gp130-LIFR Zellen 15 min
mit 10 ng/ml CT-1 stimuliert. (D) HepG2 Zellen wurden mit einer Dichte von 1x10° Zellen pro Loch einer 6-Loch-
Platte ausgesat und Uber Nacht in DMEM ohne Zusatze gehungert. Die Zellen wurden dann 90 min mit 100 uM
TBB oder DMSO behandelt und 15, 30 oder 60 min mit 10 ng/ml Hyper-IL-6 stimuliert. Sie wurden in pSTAT3-
Lysepuffer lysiert und 50 ug Gesamtprotein auf ein SDS-Gel geladen. Die Detektion im Western Blot erfolgte mit
einem ERK1/2-spezifischen und einem phospho-spezifischen Antikorper gegen ERK1/2. Als endogene
Ladekontrolle diente B-Aktin.

CK2-Inhibition nicht auftrat. Die Expression von Akt war, wie in HepG2 Zellen nach
15 min Stimulation, leicht reduziert. Dabei spielte es keine Rolle, ob es sich um Hyper-
IL-6 oder IL-27 als Zytokin handelte. Auch die CT-1-Stimulation in Ba/F3-gp130-LIFR
Zellen ergab das gleiche Resultat (Abbildung 3.28 D). Insgesamt konnte eine
Vorbehandlung mit TBB wie erwartet die Phosphorylierung von Akt verhindern und

fiihrte auch in allen getesteten Zelllinien zu einer Reduktion der Akt Expression.

3.3.7 CK2 ist involviert in die ERK-Aktivierung durch IL-6-artige Zytokine

Wie im vorherigen Abschnitt gezeigt, aktivieren die Zytokine der IL-6-Familie nicht nur
den Jak/STAT-Signalweg. Einen weiteren wichtigen Anteil an der gp130-
Signaltransduktion haben die MAP-Kinasen (Eulenfeld et al., 2012).
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Um den Einfluss einer CK2-Inhibition auf die Hyper-IL-6- und IL-27-induzierte ERK-
Phosphorylierung zu untersuchen, wurden wie zuvor Ba/F3-gp130 Zellen 90 min
gehungert, 90 min mit 100 uM TBB oder DMSO behandelt und anschliefdend fiir 15 min
mit 10 ng/ml Zytokin stimuliert. Phosphorylierung und Expression von ERK wurden per
Western Blot analysiert. Als Ladekontrolle diente 3-Aktin (Abbildung 3.29 A und B).
Dasselbe Experiment wurde mit Ba/F3-gp130-LIFR Zellen und CT-1 durchgefiihrt
(Abbildung 3.29 C). In allen Fallen fiihrte eine Zytokinstimulation fiir 15 min zu einer
starken Phosphorylierung von ERK, die durch Vorbehandlung mit TBB inhibiert wurde.
Das ERK-Expressionslevel zeigte keine Beeinflussung durch die CK2-Inhibition.

In Abbildung 3.29 D ist ein vergleichbares Experiment mit HepG2 Zellen dargestellt. Die
Zellen wurden tiber Nacht gehungert und 90 min mit 100 uM TBB oder DMSO behandelt.
Die Stimulation mit 10 ng/ml Hyper-IL-6 fiihrte in dieser Zelllinie allerdings nur zu einer
sehr schwachen ERK-Aktivierung, die erst nach 30 min sichtbar war. Interessanterweise
fiihrte schon die Behandlung mit TBB ohne Zytokinstimulation zu einer weitaus
starkeren Aktivierung von ERK, als Hyper-IL-6 alleine. Einzig nach 60 min Stimulation
war die Phosphorylierung von ERK starker ohne, als mit TBB.

Alles in allem zeigte die CK2-Inhibtion einen starken Einfluss auf die ERK-Aktivierung
durch Zytokine der IL-6-Familie.

3.3.8 Jakl ist im Gegensatz zu Jak2 notwendig fiur die CK2-abhangige
STAT-Aktivierung

Die Aktivierung von STATSs durch die Bildung von Rezeptorkomplexen mit gp130 Homo-
oder Heterodimeren ist abhangig von Janus-Kinasen, die mit den Rezeptoren assoziiert
vorliegen. Bei Bindung der Zytokine phosphorylieren die Janus-Kinasen die
intrazelluliren Domadnen der Rezeptoren, sowie die dort bindenden STATs. Die
phosphorylierten Tyrosine in gp130 dienen als Bindungsoberflichen fiir STAT-
Transkriptionsfaktoren, die nach der Phosphorylierung in den Zellkern translozieren,
wo sie die Expression von Zielgenen regulieren (Stahl et al., 1994; Stahl et al., 1995).

In Zheng et al.,, 2011 wurde eine bedeutende Rolle von Jak2 fiir die OSM-induzierte, CK2-
abhdngige Aktivierung von STATs postuliert. Da Zytokine der IL-6-Familie aber vor
allem die Kinase Jak1 aktivieren (Guschin et al., 1995), sollte hier mithilfe von Jak2- bzw.
Jakl-defizienten murinen embryonalen Fibroblasten (MEFs) die Rolle der beiden
Kinasen untersucht werden.

Hierzu wurden zunachst Jak2-defiziente MEFs mit Jak2 retransfiziert. Als Kontrolle
diente die Transfektion mit dem pN1-eGFP-Plasmid. Wie in Abbildung 3.30 A dargestellt,
war in den MEFs keine Proteinexpression von Jak2 nachweisbar, diese konnte aber
durch Retransfektion erreicht werden. Die MEFs wurden zusatzlich 48 h nach

Transfektion fiir 15 min mit verschiedenen Konzentrationen Hyper-IL-6 stimuliert und
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die Aktivierung von STAT3 im Western Blot analysiert (Abbildung 3.30 B). Hierbei hatte
die Prasenz von Jak2 keinen Einfluss auf die Responsivitit der Zellen gegeniiber der
Hyper-IL-6-Stimulation. STAT3 lag in beiden Fallen bei hohen Zytokinkonzentrationen
in phosphorylierter Form vor. Wie Abbildung 3.30 C zeigt, fiihrte die Stimulation mit

10 ng/ml Hyper-IL-6, CT-1 und auch OSM auch in Abwesenheit von Jak2 zu einer
Aktivierung von STAT3 und diese war mit TBB hemmbar. Beim Fehlen von Jakl in
Jak1l-/- MEFs dagegen, kam es durch Hyper-IL-6-Stimulation auch bei einer hohen
Konzentration von 10 ng/ml nur zu einer sehr schwachen Phosphorylierung von STAT3
(Abbildung 3.31). Diese konnte allerdings durch Retransfektion von Jak1 rekonstituiert
werden. Auch der Vergleich von Jakl-defizienten MEFs mit WT MEFs zeigte eine
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Abbildung 3.30: Jak2 ist entbehrlich fiir die Jak/STAT-Aktivierung durch IL-6-artige Zytokine. (A) Jak2-
defiziente (Jak2'/’) MEFs wurden transient mit Jak2 oder als Kontrolle mit eGFP transfiziert und die
Proteinexpression nach 48 h mit einem Jak2-spezifischen Antikdrper im Western Blot analysiert. (B) Jak2”" MEFs
wurden wie in (A) transfiziert, 5 h in DMEM ohne Zusdtze gehungert und 15 min mit den angegebenen
Konzentrationen Hyper-IL-6 stimuliert. Die Analyse der STAT3-Phosphorylierung erfolgte im Western Blot. (C)
Die Jak2”” MEFs wurden in 6-Loch-Platten ausgesat und 24 h spéter fiir 3,5 h in DMEM ohne Zusitze gehungert.
Sie wurden dann 90 min mit 75 pM TBB oder DMSO vorinkubiert und 15 min mit 10 ng/ml Hyper-IL-6, CT-1 oder
OSM stimuliert.
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konzentrationsabhangige STAT3-Phosphorylierung sowohl durch Hyper-IL-6, als auch
durch CT-1 in den WT Zellen, wie auch in Jak2-defizienten Zellen. In den Jakl-
defizienten Zellen kam es zu einer Aktivierung von STAT3 (Abbildung 3.32).

Die ausschlaggebende Kinase bei der STAT-Aktivierung durch IL-6-artige Zytokine ist
also Jak1 und nicht Jak2. Ein Fehlen von Jak2 fiihrt nicht zu einer verhinderten STAT3-
Phosphorylierung und diese STAT3-Aktivierung ist auch weiterhin CK2-abhangig. CK2
spielt daher wahrscheinlich eine Rolle in der Jak2-Aktivierung, wie in Zheng et al., 2011
postuliert, diese ist allerdings wenig relevant in der Signaltransduktion der IL-6-artigen
Zytokine. Auch Jak1 scheint daher von der CK2-Aktivitat abhangig zu sein.
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Abbildung 3.31: Jakl ist fiir die Hyper-IL-6-induzierte Jak/STAT-Aktivierung notwendig. (A) Jakl-
defiziente (Jak1”") MEFs wurden transient mit Jakl oder eGFP transfiziert und die Proteinexpression 48 h spater
im Western Blot mit einem Jakl-spezifischen Antikdrper analysiert. (B) Die Jakl” MEFs wurden wie in (A)
transfiziert, in 6-Loch-Platten ausgesat, 5h in serumfreiem DMEM gehungert und anschlieBend 15 min mit den
angegebenen Konzentrationen Hyper-IL-6 stimuliert. Wo angegeben erfolgte eine Vorinkubation fir 90 min mit
75 uM TBB. Die STAT3-Phosphorylierung wurde mithilfe spezifischer Antikdrper im Western Blot analysiert.
B-Aktin diente als endogene Ladekontrolle.
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Abbildung 3.32: Vergleich von Jakl”", Jak2”” und WT MEFs. Jeweils 4x10° Zellen der drei Zelllinien wurden
pro Loch einer 6-Loch—Platte ausgesat, 5 h in serumfreiem DMEM gehungert und 15 min mit den angegebenen
Konzentrationen von (A) Hyper-IL-6 oder (B) CT-1 stimuliert. Wo angegeben, wurden die Zellen 90 min mit
75 uM TBB vorinkubiert. Die Phosphorylierung von STAT3 wurde mithilfe spezifischer Antikérper im Western

Blot analysiert. B-Aktin diente als endogene Ladekontrolle.
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3.4 CK2 in der Signaltransduktion von konstitutiv aktiven Mutanten

von gp130 und STAT3

3.4.1 Signaltransduktion  der  konstitutiv-aktiven ~ gp130-Mutante
ATyr186-Tyrl190 (AYY) ist CK2-abhangig

Entziindliche hepatozellulire Adenome (IHCA) sind benigne Lebertumore, von denen
60% Mutationen in gp130 aufweisen. Diese fiihren zu einer konstitutiven Aktivierung
der STAT-Signaltransduktion, nicht aber zur Aktivierung des ERK-Signalweges
(Rebouissou et al., 2009). Alle diese Mutationen sind kurze in-frame Deletionen in der
extrazellularen Domane 2, die zusammen mit der Domane 3 das ZBM bildet, welches fiir
die Zytokinbindung verantwortlich ist. Eine dieser gp130-Varianten ist die ATyr186-
Tyr190 (gp130AYY) Variante. Sie wurde fiir diese Experimente ausgewahlt da 20 von 26
[HCA-Patienten mit gp130-Mutationen, Deletionen im Bereich dieser Aminosduren
aufweisen. Die Variante wurde von Jan Sommer in Ba/F3-gp130 Zellen transduziert und
induzierte konstitutive Signaltransduktion (Sommer et al., 2012), die sich in Zytokin-
unabhangiger Proliferation dufderte (Abbildung 3.33).

Um zu untersuchen, ob die konstitutive Signaltransduktion durch gp130 ebenso wie die
[L-6-induzierte CK2-abhangig ist, wurden Ba/F3-gp130-gp130AYY-myc
oder -gp130WT-myc Zellen mit dem CK2-Inhibitor TBB behandelt. In Abbildung 3.34 C
ist ein Proliferationsassay mit Ba/F3-gp130-gp130WT-myc und Ba/F3-gp130-
gpl130AYY-myc Zellen dargestellt. Die Zellen wurden mit verschiedenen
Konzentrationen an TBB oder der entsprechenden Menge DMSO ohne
Zytokinstimulation behandelt. Die Zellen, die mit WT gp130 transduziert wurden,
proliferierten, wie zuvor, nicht zytokinunabhangig, wahrend die gp130AYY Zellen ohne
TBB proliferierten. Diese Proliferation konnte durch ansteigende Konzentrationen von
TBB inhibiert werden. Bei einer Konzentration von 125 uM TBB konnte die maximale
Inhibition beobachtet werden. Das Gleiche galt fiir die Zellen, die zusatzlich mit Hyper-
[L-6 stimuliert wurden (Abbildung 3.34 D).
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Experiment wurde von Dr. Christoph Garbers durchgefiihrt.
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Abbildung 3.34: STAT-Aktivierung durch die konstitutiv aktive Mutante gp130AYY ist CK2-abhdngig. (A)
Ba/F3-gp130-gp130-myc und Ba/F3-gpl30-gpl30AYY-myc Zellen wurden 90 min in DMEM ohne Zusatze
gehungert und weitere 90 min mit 100 uM TBB behandelt. Das Zellpellet wurde in Lammli-Puffer aufgekocht und
eine Menge entsprechend 7x10° Zellen auf ein SDS-Gel aufgetragen. Die Analyse der Phosphorylierung von
STAT3 und STATL erfolgte im Western Blot mithilfe spezifischer Antikorper. (B) Die Zellen wurden wie in (A)
behandelt und auBerdem 15 min mit 10 ng/ml Hyper-IL-6 stimuliert. (C) Ba/F3-gp130-gp130-myc und Ba/F3-
gpl130-gp130AYY-myc Zellen wurden 48 h mit Konzentrationen von 0-250 pyM TBB behandelt und die
Proliferation, wie in 2226 beschriecben gemessen. Dargestellt sind Mittelwerte von Triplikaten +/-

Standardabweichung. (D) Die Zellen wurden wie in (C) behandelt und zusatzlich mit 10 ng/ml Hyper-IL-6
stimuliert.
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Auf Proteinebene konnte im Western Blot eine Kkonstitutive Phosphorylierung von
STAT3 nachgewiesen werden, die bei Vorbehandlung mit TBB nicht auftrat (Abbildung
3.34 A). STAT1 war allerdings nicht konstitutiv phosphoryliert und konnte auch durch
Hyper-IL6 nur schwach aktiviert werden. Die Hyper-IL-6-Stimulation in Ba/F3-gp130-
gp130AYY-myc Zellen konnte keine Phosphorylierung von STAT1 induzieren
(Abbildung 3.34 B).

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass die Aktivitat von CK2 fiir die konstitutive STAT3-
Aktivierung durch die gp130AYY-Mutation notwendig ist.

3.4.2 Klonierung von konstitutiv-aktiven STAT3-Mutanten

In den im vorigen Abschnitt erwdhnten entziindlichen hepatozelluliren Adenomen
wurden neben den gpl30-Mutationen auch in 12% der Fille aktivierende STAT3-
Mutationen gefunden (Pilati et al, 2011). Diese sind zumeist Punktmutationen in der
SH2-Domine von STAT3, die fiir die Dimerisierung des Transkriptionsfaktors
verantwortlich ist.

Auch in anderen Krebsformen spielen aktivierende Mutationen im Jak/STAT-Signalweg
eine Rolle. Bei Patienten mit grofdzelliger granuldrer Lymohozyten-Leukdmie (LGLL)
wurden in 40% der Falle Mutationen in der SH2-Doméane von STAT3 nachgewiesen
(Koskela et al, 2012). Die beiden Mutationen Y640F und D661V, die am haufigsten
auftraten, wurden in dieser Arbeit in die cDNA von STAT3 eingebracht, um ihre
Signaltransduktion auf eine CK2-Abhdngigkeit hin zu untersuchen.

Hierzu wurde die kodierende Sequenz von STAT3 aus dem Expressionsvektor pcEP4 mit
Kpnl und EcoRV gespalten und mit glatten Enden in den Klonierungsvektor pcRScript
ligiert. Anschliefend wurde eine SOE-PCR durchgefiihrt, um die Punktmutationen
eizufligen. Die genaue Vorgehensweise ist in Abschnitt 2.2.1.6 erldutert. Die erhaltenen
Fragmente aus der SOE-PCR wurden nach einer enzymatischen Spaltung mit AvrIl und
BamHI erneut in pcRScript ligiert und die kodierende Sequenz fiir die STAT3-Mutanten
unter Verwendung von Notl und BamHI in pcEP4 kloniert. Ein Schema der Klonierung
ist in Abbildung 3.35 dargestellt.

3.4.3 Die Y640F und D661V Mutationen in STAT3 fuhren zu konstitutiver
CK2-abhangiger Phosphorylierung bei Uberexpression

Die STAT3-Mutanten Y640F und D661V, die in Patientenproben eine konstitutive
STAT3-Phosphorylierung des Tyr7%> aufwiesen, deren Ursache nicht genau geklart
werden konnte (Pilati et al, 2011; Koskela et al, 2012), wurden zundchst in HepG2

Zellen uberexprimiert, um die konstitutive Phosphorylierung zu reproduzieren. Sie
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Abbildung 3.35: Schematische Darstellung der Klonierung von STAT3 Y640F und D661V. Die Details der
Klonierung sind in Abschnitt 3.4.2 beschreiben.

wurden dann mit TBB behandelt, um einen méglichen Einfluss von CK2 zu untersuchen.
Als Kontrolle dienten die Transfektionen mit STAT3 WT oder eGFP.

Bei Transfektion der Kontrollen war ohne Stimulation keine Phosphorylierung von
STAT3 erkennbar. Es war aber ein deutlicher Anstieg des Gesamtproteins bei
Transfektion von STAT3 WT im Vergleich zu eGFP zu sehen. Eine konstitutive
Aktivierung von STAT3 trat nur bei Transfektion von STAT3 Y640F auf (Abbildung
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3.36). Diese Zellen zeigten ohne Stimulation eine Phosphorylierung von STATS3, die
durch TBB fast vollstindig inhibierbar war. Im Vergleich war die Phosphorylierung
durch Stimulation mit 10 ng/ml Hyper-IL-6 aber mindestens doppelt so stark.

In allen Zellen war eine STAT1-Phosphorylierung ausschlief3lich bei Stimulation mit
Hyper-IL-6 zu sehen, was zeigte, dass die Zellen ausreichend gehungert waren und es
sich nicht um eine basale Phosphorylierung in STAT3 handelte, die z.B. durch
Komponenten des Medium ausgeldst worden war.

In Abbildung 3.36 B ist zusatzlich die Transfektion mit der Mutante D661V dargestellt.
Die konstitutive Phosphorylierung war hier weniger stark, als bei Y640F. Allerdings war
auch die Expression dieser STAT3-Variante wesentlich schwacher. Die schwache
konstitutive Phosphorylierung konnte durch TBB ebenfalls fast vollstindig inhibiert
werden. Aufgrund der schwachen Expression der D661V Mutante, wurde fiir die
folgenden Transfektionen nur die Y640F Variante verwendet.

Die hier dargestellten Experimente zeigten, dass die Aktivitdat von CK2 neben ihrer Rolle
in der Zytokin-induzierten STAT3-Aktivierung auch fiir die konstitutive Aktivierung

notwendig ist.
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- - - -+ - TBB
| - | | -— | [ == am| pSTAT3
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Abbildung 3.36: Konstitutive STAT-Aktivierung durch STAT3 Y640F. (A) HepG2 Zellen wurden transient mit
eGFP, STAT3 WT oder STAT3 Y640F transfiziert und nach 48h fir 3,5 h in DMEM ohne Zusatze gehungert. Es
folgte eine Behandlung fiir 90 min mit 100 uM TBB und eine Stimulation mit 10 ng/ml Hyper-IL-6 fir 15 min. Die
Analyse der STAT-Phosphorylierung erfolgte im Western Blot mithilfe spezifischer Antikdrper. (B) HepG2 Zellen
wurden wie in (A) behandelt aber mit STAT3 Y640F oder D661V transfiziert.
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3.4.4 Generierung und Charakterisierung von Ba/F3-gp130-STAT3 Y640F
und -STAT3 D661V Zellen

Die Signaltransduktion der konstitutiv aktiven STAT3-Varianten sollten ebenfalls in
Ba/F3-gp130 Zellen untersucht werden. Hierzu wurden die kodierenden Sequenzen in
den retroviralen Vektor pMOWS-Puro-GFP umkloniert indem sie mit Notl und BamHI
aus pcEP4 ausgeschnitten und mit glatten Enden in pMOWS ligiert wurden. Aus diesem
wurde zuvor die cDNA fiir GFP mit EcoNI und BamHI entfernt (Abbildung 3.37).
Ba/F3-gp130 Zellen wurden retroviral mit den STAT3-Varianten transduziert, wie in
Abschnitt 2.2.2.4 beschrieben. Zur Analyse der STAT3-Phosphorylierung wurden die
Zellen zweimal in PBS gewaschen, 2h in serumfreiem DMEM gehungert und
anschlieffend mit 10 ng/ml Hyper-IL-6 stimuliert oder unbehandelt belassen. Wie in
Abbildung 3.38 zu sehen, zeigten die STAT3 WT transduzierten Zellen ausschliefilich
eine Aktivierung von STAT3 durch Hyper-IL-6, wahrend die STAT3 Y640F
exprimierenden Zellen auch eine schwache konstitutive Phosphorylierung aufwiesen.
Diese konnte mit TBB Behandlung reduziert werden. Wie schon bei den Transfektionen
in HepG2 Zellen wurde die STAT3 D661V Variante nur sehr schwach exprimiert und
eine konstitutive Phosphorylierung konnte evtl. aus diesem Grund nicht nachgewiesen
werden. STAT1 war in allen Zellen vergleichbar exprimiert und auch nur durch Hyper-
[L-6-Stimulation aktiviert (Abbildung 3.38 B).

Notl BamHI
Notl BamHI STAT3 Y640F Notl BamHI
STAT3 WT é STAT3 D661V
pcEP4 -STAT3 WT pcEP4 -STAT3 D661V
EcoNI BamHI
Blunt end Ligation
GFP

é Blunt end Ligation Blunt end Ligation

pMOWS —Puro-GFP

v
v STAT3 Y640F v

pMOWS —Puro-STAT3 Y640F

pMOWS —Puro-STAT3 WT pMOWS —Puro-STAT3 D661V

Abbildung 3.37: Schematische Darstellung der Klonierung retroviraler Vektoren die fiir STAT3 WT, Y640F
oder D661V kodieren. Die Details der Klonierung sind in Abschnitt 3.4.4 beschrieben.
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Abbildung 3.38: Konstitutive Phosphorylierung von STAT3 in stabil transduzierten Ba/F3-gp130 Zellen mit
STAT3 Y640F. (A) Stabil transduzierte Ba/F3-gp130 Zellen mit STAT3 WT, Y640F oder D661V wurden 3 h in
DMEM ohne Zusatze gehungert und 15 min mit 10 ng/ml Hyper-IL-6 stimuliert. Wo angegeben wurden sie vor
der Stimulation 90 min mit 100 uM TBB behandelt. Die STAT-Phosphorylierung wurde im Western Blot mithilfe
von spezifischen Antikdrpern analysiert. (B) Stabil transduzierte Ba/F3-gp130 Zellen mit STAT3 WT, Y640F oder
D661V wurden 48 h mit oder ohne 10 ng/ml Hyper-IL-6 oder mit 100 uM TBB inkubiert und die Proliferation, wie
in 2.2.2.6 beschrieben, gemessen.

Der Proliferationsassay mit den STAT3 transduzierten Ba/F3-gp130 in Abbildung 3.38 C
zeigte eine durch Hyper-IL-6 induzierbare Proliferation. Allerdings proliferierten die
Zellen mit den konstitutiv aktiven STAT3 Varianten nicht Zytokin-unabhdngig, wie es bei
der konstitutiv aktiven gp130 Variante gp130AYY in Abbildung 3.33 der Fall war.
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Abbildung 3.39: STAT3 Y640F zeigt eine stark reduzierte konstitutive Phosphorylierung in Jak1”~ MEFs. (A)
Jak2”" MEFs wurden transient mit STAT3 WT oder Y640F transfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen 3,5 h in DMEM
ohne Zusétze gehungert und 90 min mit 75 uM TBB oder DMSO behandelt. Wo angegeben wurden sie dann
15 min mit 10 ng/ml Hyper-IL-6 stimuliert. Die STAT3-Phosphorylierung wurde im Western Blot mithilfe
spezifischer Antikdrper analysiert. B-Aktin diente als endogene Ladekontrolle. (B) Jak1”~ MEFs wurden wie in (A)

behandelt und im Western Blot analysiert. (C) Jakl”" und Jak2”" MEFs wurden wie in (A) behandelt und im
Western Blot analysiert.

Die konstitutiv aktive STAT3 Variante Y640F zeigte also eine konstitutive
Phosphorylierung von STAT3, aber keine Zytokin-unabhdngige Proliferation in Ba/F3-

gp130. Die D661V Variante zeigte keine Unterschiede zum WT, was vermutlich an der
sehr schwachen Expression lag.
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3.4.5 Die Phosphorylierung von STAT3 Y640F ist abhangig von CK2 und
Jakl

In den vorhergehenden Abschnitten konnte gezeigt werden, dass die konstitutive
Signaltransduktion der Y640F Mutante von STAT3 CK2-abhangig ist. Die STATS3-
Phosphorylierung, die durch gp130 induziert wird, kann durch Jak1, Jak2 oder Tyk2
vermittelt werden. Daher sollte hier untersucht werden, ob und wenn ja, welche dieser
Kinasen in die konstitutive Phosphorylierung von STAT involviert ist.

Hierzu wurden erneut MEFs verwendet, die defizient fiir Jakl oder Jak2 waren. STAT3
WT oder Y640F wurden transient in diese Zellen transfiziert und die STATS3-
Phosphorylierung im Western Blot analysiert. In Jak2-defizienten MEFs konnte eine
starke STAT3-Phosphorylierung bei Uberexpression von STAT3 Y640F nachgewiesen
werden, die bei STAT3 WT nicht auftrat. Diese konnte durch CK2-Inhibition reduziert,
aber nicht vollstandig blockiert werden (Abbildung 3.39 A). In Jakl/- MEFs war die
STAT3-Phosphorylierung in STAT3 Y640F-transfizierten Zellen wesentlich schwacher
und war auch nicht anndhernd so stark, wie unter Hyper-IL-6-Stimulation. Die
Phosphorylierung war im Western Blot tiberhaupt nur unter sehr starker Belichtung zu
sehen (Abbildung 3.39 B). Beim Vergleich der beiden Zelllinien in Abbildung 3.39 C ist
ein Unterschied der Phosphorylierungslevel deutlich zu erkennen, allerdings ist auch die
Expression der STAT3 Varianten in Jakl/- MEFs etwas schwaicher. Die Daten
unterstreichen aber die in Pilati et al., 2011 postulierte Notwendigkeit der Jak1-Aktivitat
fir die konstitutive Phosphorylierung der STAT3-Mutante Y640F. In dieser Arbeit wird
ebenfalls eine Src-Kinase-Abhangigkeit der konstitutiven Phosphorylierung
vorgeschlagen.

Um die Beteiligung der Src-Kinase zu untersuchen, wurden Jak2~/- und Jak1l-/- MEFs
transient mit STAT3 WT oder Y640F transfiziert und nach Behandlung mit dem Src-
Kinase Inhibitor 1 (Src-I) die STAT3-Phosphorylierung im Western Blot analysiert. Wie
zuvor kam es in Jak2/- MEFs zu einer starken konstitutiven Phosphorylierung von
STATS3, die durch den Src-Inhibitor nur wenig beeinflusst wurde. CK2-Inhibition hatte
einen wesentlich starkeren negativen Effekt (Abbildung 3.40 A). In Jak1-/- MEFs hatte die
Src-Inhibition ebenfalls einen schwachen Effekt auf die ohnehin geringe konstitutive
Phosphorylierung. In beiden Zelllinien fiihrt die gleichzeitige Inhibition von Src und CK2
zu einer vollstdndigen Blockade der konstitutiven STAT3 Y640F-Aktivierung.

Sowohl CK2 als auch Jakl spielen eine wichtige Rolle in der konstitutiven STATS3-
Phosphorylierung durch die Y640F Mutation. Die Src-Kinase Aktivitidt scheint ebenfalls
einen, wenn auch geringeren Einfluss zu haben. Was genau die Funktion von CK2 in
dieser Signalkaskade ist, und ob Jak1 oder evtl. eine andere Kinase das Substrat fiir CK2

ist, bleibt aber noch weitgehend ungeklart.
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Abbildung 3.40: Gleichzeitige Inhibition der Src-Kinase und CK2 in STAT3 Y640F iiberexprimierenden
Jak-defizienten MEFs. (A) Jak2” oder (B) Jakl” MEFs wurden transient mit STAT3 WT oder Y640F transfiziert.
Nach 48 h wurden die Gber Nacht in DMEM ohne Zusatze gehungerten Zellen 9 h mit 10 uM Src-Inhibitor 1
(Src-I) und wo angegeben 90 min mit 75 uM TBB behandelt. Die STAT3-Phosphorylierung und Expression wurde
im Western Blot mithilfe spezifischer Antikdrper analysiert. -Aktin diente als endogene Ladekontrolle.
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4 DISKUSSION

4.1 Trans-Signaltransduktion von p28 iiber den loslichen IL-6R

Sowohl in der IL-6, als auch in der IL-12-Zytokinfamilie binden die Zytokine mit
verschiedenen Affinitdten an unterschiedliche a- und -Rezeptoren. Es gibt nicht immer
genau einen Rezeptorkomplex fiir ein Zytokin, vielmehr besteht ein Netzwerk an
Zytokinen und Rezeptoren, das in Abhingigkeit von der Expressionsstirke der
Rezeptoren und der Konzentration der Zytokine unterschiedlich reagiert. Der IL-6R hat
neben IL-6 daher noch weitere Liganden wie CNTF, und auch der CNTFR wird nicht
ausschliefdlich von CNTF aktiviert, wie man an den unterschiedlichen Phinotypen der
knock out Mause fir CNTF und dem CNTFR sehen kann. Der CNTFR knock out ist
embryonal letal, wiahrend der CNTF knock out hauptsachlich zu einer leichten
Muskelschwache fiihrt (Takahashi et al, 1994; DeChiara et al, 1995). Dies liegt
begriindet in der Tatsache, dass CLC ein weiterer Ligand fiir den Rezeptorkomplex aus
gp130, dem LIFR und dem CNTFR ist, der wichtige Funktionen tibernimmt. Der knock
out des CNTFR entspricht damit einem Fehlen von sowohl CNTF, als auch CLC. Diese
unterschiedliche Verwendung von Rezeptoren durch unterschiedliche Zytokine wird als
cross-talk bezeichnet (Garbers et al., 2012).

Das Zytokin IL-27 besteht aus den Untereinheiten EBI3 und p28, die das Rezeptor-
Heterodimer gp130/WSX-1 aktivieren. Auch bei diesem Zytokin zeigte ein knock out von
EBI3 (Siebler et al., 2008) einen sehr unterschiedlichen Phanotyp zum knock out von
WSX-1 (Yamanaka et al, 2004), sodass vermutlich mindestens eins der beteiligten
Proteine IL-27-unabhdngige Funktionen hat. Fiir EBI3 konnte mittlerweile gezeigt
werden, dass es zusatzlich in die Bildung von IL-35 involviert ist. Aber auch die
Untereinheit p28 zeigt eine Aktivitdt unabhingig von EBI3. Zwar wird p28 alleine nur
sehr schwach von Zellen sezerniert (Pflanz et al,, 2002), kann aber, genau wie CLC, mit
dem es strukturell eng verwandt ist, in Komplex mit CLF (cytokine-like factor) sezerniert
werden (Crabé et al., 2009).

Fiir diese Untereinheit von IL-27, wurde vor kurzem auch eine Bindung an den
membranstdndigen IL-6R nachgewiesen. Ob die Wirkung dabei agonistisch oder
antagonistisch war, wurde kontrovers diskutiert (Crabé et al, 2009; Stumhofer et al,
2010).
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Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass p28 auch tiber den loslichen IL-6R
Signaltransduktion auslésen kann, analog zur trans-Signaltransduktion von IL-6 und
dass diese Wirkung agonistisch ist. Bisher gezeigte Funktionen des ldslichen IL-6R
bezogen sich vor allem auf die Bindung von IL-6. Es konnte aber ebenfalls bereits die
Bindung von CNTF an den sIL-6R nachgewiesen werden (Schuster et al., 2003). Dies ist
damit schon die zweite Beschreibung einer IL-6-unabhingigen Funktion des loslichen
IL-6R. Es wurde hier ein Fusionsprotein aus dem ldslichen IL-6R und p28, verbunden
durch einen flexiblen Peptidlinker generiert, das in COS7 Zellen exprimiert wurde. Der
so erhaltene konditionierte Uberstand léste in Ba/F3-gp130 Zellen die Aktivierung von
STAT3 aus. Diese Aktivierung fiihrte in der Konsequenz zu einer verstiarkten
Proliferation der Zellen im Vergleich zur Stimulation mit Uberstinden von eGFP-
transfizierten COS7 Zellen. p28 kann also nicht nur Signaltransduktion durch Bindung
an den membranstandigen IL-6R auslosen, sondern auch an den loslichen IL-6R binden
und damit trans-Signaltransduktion auslosen.

Wenn CLC in Komplex mit CLF sezerniert wird, ersetzt CLF hierbei nicht den a-Rezeptor.
Es ist lediglich an der Sekretion beteiligt, d.h. CLC bindet mit der Site I an den CNTFR, mit
der Site Il an gp130 und mit der Site IIl an den LIFR (Elson et al, 2000). Fiir die
Komplexbildung ist also kein CLF mehr notwendig, es wird vielmehr vom LIFR aus der
Bindung zum CLC verdrangt. Vermutlich gilt fiir p28 dasselbe Konzept, wenn es an den
[L-6R bindet. p28 bindet in IL-27 mit der Site | an EBI3, mit der Site Il an WSX-1, da
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Abbildung 4.1: Vereinfachte schematische Darstellung der CLF- und a-Rezeptor-Bindung von CLC und
p28. CLC wird in Komplex mit CLF sezerniert. Dabei bindet CLF an die Site IIl von CLC. Die Bindung an den
o-Rezeptor erfolgt aber tiber die Site I. Da p28 und CLC strukturell eng verwandt sind, wére es denkbar, dass die
Interaktion mit CLF ebenfalls Uber die Site IIl von p28 erfolgt. Die Site I ware dann frei, um a-Rezeptoren, wie
EBI3 und den IL-6R zu binden.
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dieser Rezeptor keine Ig-like Domdne aufweist und mit der Site IIl an gp130. Bei einer
Bindung an den IL-6R erfolgt diese liber die Site I des p28. CLC bindet CLF iiber die Site
Il (Perret et al, 2004 und Abbildung 4.1). Wenn der p28/CLF-Komplex strukturell
ahnlich ist, bindet der IL-6R also eine andere Bindungsregion im p28, als CLF. Im Serum
wiirde CLF die p28-IL6R Bindung fiir eine mogliche trans-Signaltransduktion also nicht
storen. Auf diese Weise kann p28 dann Signaltransduktion liber den IL-6R und ein
B-Rezeptordimer auslésen.

Eine weitere Frage, die beantwortet werden sollte, war, welchen Komplex aus f3-
Rezeptoren sIL-6R-p28 aktivierte, da die BaF3-gp130 Zellen neben gp130 auch den
Rezeptor WSX-1 exprimieren. In Komplex mit EBI3, also als IL-27, signalisiert p28 tiber
das Rezeptor-Heterodimer aus gp130 und WSX-1. Im Fall von CNTF, das ebenso wie p28
an den IL-6R bindet, aktiviert dieses einen heterodimeren Komplex aus gp130 und dem
LIFR, ebenso wie iiber seinen spezifischeren a-Rezeptor CNTFR. Ubertragen auf p28
wiirde dieses fiir ein Heterodimer aus gp130 und WSX-1 sprechen. Um dieser Frage
nachzugehen, wurden Ba/F3-gp130 Zellen zunichst in Anwesenheit des Inhibitors
sgp130Fc mit dem konditionierten sIL-6R-p28 Uberstand stimuliert. Lésliches gp130
bindet IL-6 in Komplex mit dem loslichen IL-6R und inhibiert damit in niedrigen
Konzentrationen spezifisch die trans-Signaltransduktion von IL-6 (Garbers et al., 2011).
Zytokine die ein gp130-Heterodimer aktivieren, wie IL-27, inhibiert sgp130Fc nicht
(Scheller et al, 2005). Hier konnte gezeigt werden, dass auch die trans-
Signaltransduktion von p28 iiber den l6slichen IL-6R durch sgp130Fc inhibiert wurde.
Es kam zu einer verringerten STAT3-Phosphorylierung und Proliferation durch sIL-6R-
p28 in BaF3-gp130 Zellen unter Verwendung des Inhibitors. Zusatzlich wurden NIH3T3
Zellen, die weder den IL-6R, noch WSX-1 exprimierten, mit dem IL-6R transfiziert und
damit responsiv flir sowohl IL-6, als auch fiir p28 gemacht. Auf IL-27 reagierten diese
Zellen nicht. Die Signaltransduktion von p28 iliber den IL-6R bendétigte also keine
funktionale Expression von WSX-1. Diese Ergebnisse werden bestirkt durch den Fakt,
dass p28 auch in WSX-1-defizienten Mausen Concanavalin-A-induzierte Leberschiaden
verhindert und damit seine anti-inflammatorische Wirkung entfaltet, ohne dass der
Rezeptor exprimiert wird (Dibra et al., 2012).

Der Inhibitor sgp130Fc wird zurzeit fiir die klinische Anwendung bei chronischen
Entziindungen getestet und soll dabei spezifisch die IL-6-trans-Signaltransduktion
hemmen (Jones et al., 2011). IL-6 ist nicht das einzige Zytokin, das liber ein gp130-
Homodimer signalisiert. Allerdings ist eine trans-Signaltransduktion von IL-11, also das
Vorkommen des l6slichen IL-11R in vivo noch nicht nachgewiesen worden. Es konnte
aber gezeigt werden, dass ein artifizielles Hyper-Zytokin aus IL-11 und dem IL-11R
Signaltransduktion tiber ein gp130-Homodimer auslésen kann. (Dams-Kozlowska et al.,
2012). IL-6 und IL-11 binden gp130 aber nur in Komplex mit ihrem a-Rezeptor,

weswegen sgp130Fc kein IL-11 im Serum bindet, wenn kein loslicher IL-11R vorhanden
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Abbildung 4.2: Vereinfachte schematische Darstellung der Bindung von p28 an seine Rezeptoren. Die

Site I von p28 bindet je nach involviertem a-Rezeptor an das ZBM von gp130 oder WSX-1.

ist. Die trans-Signaltransduktion von p28 tiber den ldslichen IL-6R ist damit neben der
von [L-6 und CNTF das dritte Beispiel einer Funktion des lslichen IL-6Rs und p28 somit
das dritte Zytokin dessen Signaltransduktion von sgp130Fc und auch dem natiirlich
vorkommenden l6slichen gp130 inhibiert werden kann.

Fiir p28 bedeutet dies, dass es zwei verschiedene (-Rezeptorkomplexe aktiviert. In
Komplex mit EBI3 bindet es mit der Site Il an WSX-1 und in Komplex mit dem IL-6R
bindet diese Site Il an gp130 (Abbildung 4.2). Beide Bindungen erfolgen aber
hochspezifisch. Das deutet daraufhin dass die Bindung an den o-Rezeptor die
Bindungsepitope im Zytokin in ihrer Struktur verandert und diese Veranderung je nach
involviertem a-Rezeptor unterschiedlich ist. Dieses Phdanomen wiirde auch erklaren,
warum z.B. IL-6 an gp130 nur in Komplex mit dem IL-6R binden kann. Diese Struktur-
vermittelte Spezifitit bedarf aber noch weiterer Aufklarung und ist bisher nicht genau

verstanden.

4.2 Rekombinantes p35 (rp35) bildet extrazellular IL-12 mit p40,
aber nicht IL-35 mit EBI3

4.2.1 Die Sekretion von IL-35

IL-35 ist das neueste Mitglied der IL-6/IL-12-Zytokinfamilie. Es besteht aus EBI3 und
p35 und seine Wirkung wird als anti-inflammatorisch charakterisiert. Als signaltrans-
duzierende Rezeptoren sind bis heute vier verschiedene Komplexe beschrieben und
aufderdem verschiedene Aktivierungsmuster fiir STATs. Damit IL-35 auf seine Zielzellen
wirken kann, muss es zundchst von den produzierenden Zellen, welche in Mausen
regulatorische T-Zellen und B-Zellen sind (Collison et al, 2007; Shen et al, 2014),
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sezerniert werden. Hierbei ware es denkbar, dass die beiden Untereinheiten im
Komplex oder EBI3 und p35 separat voneinander exprimiert und sezerniert werden.
EBI3 bildet im Gegensatz zu p40 keine Disulfidbriicke zu den a-Untereinheiten der
Zytokine aus. IL-27 wird dadurch wesentlich schwacher von Zellen sezerniert, als z.B.
IL-12 (Vignali und Kuchroo, 2012 und eigene Ergebnisse). In den hier durchgefiihrten
Experimenten war es aber auch in geringerer Konzentration vergleichbar aktiv und
loste bei Stimulation von Ba/F3-gp130 Zellen sowohl eine STAT1 und STAT3-Akti-
vierung aus, als auch eine verstarkte Proliferation im Vergleich zu unstimulierten Zellen.
[L-35 dagegen wurde nicht nachweisbar sezerniert, weder als Hyper-Zytokin, noch bei
einer Koexpression der beiden Untereinheiten EBI3 und p35. Die fehlende STAT-
Aktivierung und Proliferation in den mit den konditionierten Uberstinden stimulierten
Zellen war daher vermutlich auf das Fehlen des Zytokins zuriickzufiihren. Zwar konnte
eine Expression beider Untereinheiten von IL-35 bei Transfektion in den Zelllysaten
nachgewiesen werden und auch das Hyper-Zytokin wurde stark exprimiert, allerdings
wurde es in den verwendeten Zelllinien nicht in den Uberstand sezerniert. Fiir einige
[L-6- und IL-12-artige Zytokine ist bekannt, dass ihre Sekretion von Ko-Faktoren
abhdngt. CLC wird nur in Komplex mit CLF sezerniert oder bei Ko-Transfektion mit dem
loslichen CNTFR. Fiir p28 wurde neben der Sekretion in Komplex mit EBI3 auch eine
Sekretion in Abhangigkeit von CLF beschrieben, aber keine unabhangige Sekretion.

Die Untereinheit p35 bildet mit p40 auch extrazellular IL-12 (Abdi et al., 2014) und in
der Milz werden die beiden Untereinheiten in unterschiedlichen Regionen, also von
unterschiedlichen Zelltypen exprimiert und sezerniert (Bette et al., 1994). Es wadre
daher denkbar, dass auch p35, wie p28 und CLC, einen bislang nicht identifizierten Ko-
Faktor, wie CLF, bei der Sekretion benétigt und unabhangig von p40 sezerniert wird. Bei
Uberexpression in COS7 oder HEK293 Zellen wurde p35 alleine nicht sezerniert, in
Kombination mit p40 aber schon. Der notwendige Faktor ware, wie bei p28 und CLC,
lediglich flir die Sekretion wichtig, wie es bei CLF der Fall ist und nicht an der
Rezeptorkomplexbildung beteiligt. Das so sezernierte p35 widre dann in der Lage
entweder an p40 oder an EBI3 zu binden und so IL-12 oder IL-35 zu formen.

Die Interaktion zwischen EBI3 und p35 scheint im Gegensatz zur Interaktion zwischen
p40 und p35 sehr untypisch fiir IL-6-/IL-12-artige Zytokine zu sein. Zwar konnte die
Bindung von p35 an EBI3 hier und in anderen Arbeiten nachgewiesen werden,
allerdings spielen die fir EBI3 (in IL-27) und fiir p35 (in IL-12) identifizierten
Aminosduren, die fiir die jeweilige Site I-Bindung verantwortlich sind, in IL-35 keine
Rolle. In Jones et al., 2012 konnte keine Punktmutation gefunden werden, die die EBI3-
p35-Interaktion verhindert hatte. Die Struktur der Bindung scheint also in IL-35 anders
aufgebaut zu sein, als in [L-12 und IL-27 und ist bis heute nicht geklart.
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4.2.2 Die Rolle der intermolekularen Disulfidbricke in IL-12

Da eine Sekretion von IL-35 in den Zellkulturiiberstand weder durch Koexpression der
Untereinheiten, noch durch Uberexpression eines Hyper-Zytokins erreicht werden
konnte, sollte hier ein anderer Ansatz, der bereits in der Studie zur p28-Signaltrans-
duktion erfolgreich war, angewendet werden. Hierzu sollte gereinigtes und riickgefal-
tetes, rekombinantes p35 aus E. coli (rp35) mit EBI3 aus konditioniertem Zellkultur-
tiberstand zur Bildung von IL-35 genutzt werden. Um zunachst die biologische Aktivitit
des rp35 zu testen, sollte es zusammen mit p40 aus konditioniertem Zellkulturtiber-
stand zur Stimulation von Zellen verwendet werden. Wenn p40 alleine exprimiert wird,
bildet es sowohl Monomere als auch Homodimere aus, bei denen die Untereinheiten
tiber eine Disulfidbriicke verbunden sind. Das p40-Homodimer wirkt antagonistisch fiir
die IL-12-Signaltransduktion (Gillessen et al., 1995). Daher sollte auch getestet werden,
wie sich das Fehlen der an der Ausbildung der Disulfidbriicke beteiligten Cysteine in p40
und p35 auf die Sekretion und Signaltransduktion des IL-12 auswirkt.

Es konnte hier gezeigt werden, dass das Ersetzen des Cysteins C197 durch ein Alanin zur
alleinigen Bildung des Monomers fiihrte, die p40-Homodimerbildung also vor allem von
der Ausbildung einer intermolekularen Disulfidbriicke abhing. Um das monomere p40
fiir die Tests zur biologischen Aktivitdt des rp35 verwenden zu kénnen, wurde zunachst
untersucht, ob das p40 C197A bei Koexpression mit p35 zur Bildung von funktionalem
[L-12 fiihrte. Zusatzlich wurden Varianten von p35 getestet, denen ebenfalls das Cystein
92, das die Disulfidbriicke zum C197 in p40 ausbildet, fehlte. Die Sekretion von p35 WT
mit der C197A Variante von p40 war gegeniiber der mit WT p40 deutlich reduziert, was
zu einer schwacheren Signaltransduktionswirkung fiihrte. Wenn allerdings auch in p35
das C92, durch ein Alanin ersetzt wurde, war die Sekretion ebenso stark, wie bei dem
WT Zytokin. IL-12 aus p40 C197A und p35 C92A oder p35 C92S induzierte in Ba/F3-
gp130-IL-12RB1-IL-12RB2 Zellen STAT-Aktivierung und Proliferation im Vergleich zu
unstimulierten Zellen, allerdings mit einer leicht verminderten Aktivitat im Vergleich
zum WT IL-12, obwohl die Sekretion in den Zellkulturiiberstand bei Uberexpression
vergleichbar war. Dies bedeutete, dass die Disulfidbriicke in IL-12 fiir die vollstindige
Aktivitat des Zytokins notwendig war. Um aber eine antagonisierende Wirkung eines
p40-Homodimers auszuschliefen, konnte bei der Testung der biologischen Aktivitit des
rp35 p40 C197A konditionierter Zellkulturiiberstand verwendet werden, da auch diese
p40-Variante funktionsfahiges IL-12 bildete.

4.2.3 Extrazellulare Bildung von IL-12 aber nicht von IL-35

Der Rezeptor fiir IL-12 ist ein Heterodimer aus dem IL-12Rf1 und dem IL-12R(2
(Presky et al., 1996). Daher sollte die Funktionalitdt des rp35 in Ba/F3-gp130 Zellen, die

zusatzlich retroviral mit den beiden 3-Rezeptoren transduziert worden waren, getestet
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werden. Die Kombination von rp35 und p40 C197A aus konditioniertem Zellkulturiiber-
stand induzierte in Ba/F3-gp130-IL-12RB1-IL-12RB2 Zellen eine Aktivierung von STAT1
und STAT3 und eine verstiarkte Proliferation im Vergleich zu unstimulierten Zellen.
Hierfiir waren allerdings sehr hohe Konzentrationen an rp35 notwendig. Bei Verwen-
dung von 10% p40 C197A Zellkulturiberstand war eine Menge von 1 pug/ml rp35
notwendig, um eine Proliferation hervorzurufen, die allerdings noch wesentlich
schwicher, als die Proliferation durch Stimulation mit 10 ng/ml Hyper-IL-6 war. Bei
Verwendung von rekombinantem p35 konnte dabei kein Unterschied zwischen dem WT
und der C92A Variante festgestellt werden. Mit 4 ug/ml rp35 C92A konnte nach 15 min
eine starke STAT3-Phosphorylierung detektiert werden. Das mit diesem Ansatz
gewonnene IL-12 war also aktiv, die bendétigten Konzentrationen des rp35 aber
ungewoOhnlich hoch. Dies war vermutlich durch eine ineffiziente Rickfaltung des
Proteins zu erklaren, das in E. coli in Einschlusskoérpern anfdllt. Vermutlich lag ein Teil
des monomeren p35 nicht in seiner a-helikalen Konformation vor, was die hohen
benotigten Konzentrationen erklaren wiirde, da nur ein Teil des Zytokins aktiv war. Um
dies zu testen, wire es notwendig gewesen, eine CD (Circulardichroismus)-Spektros-
kopie durchzufiihren, was aufgrund der geringen Mengen des riickgefalteten rp35 nicht
moglich war.

Im Gegensatz zur Kombination mit p40 konnte das rp35 trotz hoher Konzentrationen in
Kombination mit EBI3 aus Zellkulturiiberstand keine Aktivierung von STAT3 oder
STAT1 und auch keine Induktion einer Proliferation weder in Ba/F3-gp130, noch in
Ba/F3-gp130-IL-12RB1-IL-12RB2 Zellen auslésen. Uber den Grund dafiir kann nur
spekuliert werden. Zum einen konnte er in einer fehlenden Formierung des Zytokins
liegen, die, wie zuvor beschrieben, unkonventionell ist (Jones et al, 2012) und zum
anderen sind die involvierten Signaltransduktionswege nicht genau beschrieben. Ein
gp130-Homodimer aktiviert nach Bindung von IL-35 ausschlieflich STAT1 (Collison et
al, 2012). Ob andere Faktoren fiir die Signaltransduktion notwendig sind, die z. B. in
Ba/F3 Zellen nicht vorhanden sind, ist unklar. STAT4, das fiir die Signaltransduktion von
IL-35 iiber den IL-12RB2 offenbar notwendig ist, wird in Ba/F3 Zellen nicht exprimiert.
Dies konnte ein Hindernis bei der Analyse der Signalgebung dieses Zytokins in den
Ba/F3-Zellen sein. Die Wirkung des hier eventuell extrazelluldr gebildeten IL-35 sollte
daher in der Zukunft auch in regulatorischen T-Zellen getestet werden.

Insgesamt konnte hier gezeigt werden, dass rp35 mit p40 auch extrazellular IL-12
bildete, mit EBI3 konnte aber kein funktionales IL-35 nachgewiesen werden. Aufserdem
wurde belegt, dass die intermolekulare Disulfidbriicke in IL-12 fiir die Funktion nicht
notwendig ist. Im Gegensatz zu IL-12 bestehend aus den WT Untereinheiten war die
Aktivitat des IL-12 ohne Disulfidbriicke allerdings leicht vermindert. Das Fehlen des fiir
die Bildung der Disulfidbriicke notwendigen Cysteins in p40 fiihrte zur reinen Bildung

des Monomers und damit nicht zur Bildung des antagonistischen p40-Dimers.
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4.3 CK2 als Komponente des Jak/STAT-Signalwegs

4.3.1 CK2 ist notwendig fur die Signaltransduktion der IL-6-Familie

Die Zytokine der IL-6-Familie sind von grofler Bedeutung fiir die Embryonalent-
wicklung, sowie verschiedenste entziindliche Prozesse und die Krebsentstehung. Sie
aktivieren verschiedene Rezeptorkomplexe auf ihren unterschiedlichen Zielzellen.
Gemeinsam haben sie, dass einer ihrer (-Rezeptoren gp130 ist, der Homo- oder
Heterodimere mit dem LIFR, dem OSMR oder WSX-1 bildet, mit der Ausnahme von
IL-31, das an ein Heterodimer aus GPL und dem OSMR bindet. Zusatzliche Spezifitat
erhalten die Rezeptorkomplexe durch die a-Rezeptoren IL-6R, IL-11R und CNTFR, die
allerdings nicht in die Signaltransduktion involviert sind (Garbers et al, 2012). Die
Signaltransduktion wird durch die intrazelluliren Domédnen der Rezeptoren eingeleitet,
die konstitutiv mit den Janus Kinasen (Jaks) interagieren. Bei Rezeptoraktivierung durch
Zytokinbindung werden die Jaks aktiviert und phosphorylieren sich gegenseitig und die
intrazelluliren Tyrosine des Rezeptors. Dieser Vorgang bildet die Grundlage fiir die
Bindung von STATs, die am Rezeptor von den Jaks phosphoryliert werden und
daraufhin in den Zellkern translozieren um die Genexpression zu regulieren.

Die Protein Kinase CK2 spielt eine pro-proliferative Rolle in vielen zellularen Prozessen
und ist in viele Signalwege involviert. Hinweise, dass diese Kinase auch im Jak/STAT-
Signalweg eine Rolle spielt, gibt es bisher wenige. In Zheng et al, 2011 wurde zum
ersten Mal beschrieben, dass die Aktivitat der CK2 notwendig fiir die OSM-vermittelte
STAT-Aktivierung ist. Es sollte daher hier untersucht werden, ob CK2 auch fiir die
anderen IL-6-artigen Zytokine und ihre Signaltransduktion eine Rolle spielt und ob auch
Zytokin-unabhdngige STAT3-Signaltransduktion, die in einigen malignen Erkrankungen
auftritt, von der Aktivitat der CK2 abhangt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen zundchst, dass die Behandlung mit dem CK2-
spezifischen Inhibitor TBB in HepG2 Zellen die STAT-Aktivierung durch OSM stark
verringert, was die Ergebnisse von Zheng et al, 2011 bestétigt. Dieser Effekt konnte
auch in HeLa Zellen beobachtet werden, wodurch ein rein zelltyp-spezifischer Effekt
ausgeschlossen werden konnte. Die beiden Zelllinien wurden verwendet, da sie viele
Rezeptoren der IL-6-Familie endogen exprimieren und in HepG2Z Zellen auch der
physiologische Gegenregulationsmechanismus tiber SOCS3 nachgewiesen werden
konnte. In der Folge konnte fiir IL-6, Hyper-IL-6, IL-11, IL-27, LIF und CT-1 gezeigt
werden, dass sowohl fiir die Aktivierung von STATS3, als auch von STAT1, eine CK2-
Aktivitat notwendig war. Allerdings wurde die Phosphorylierung vor allem bei starker
Aktivierung nicht vollstindig unterbunden. Dies konnte zum einen an kompensato-
rischen Effekten durch andere Kinasen liegen und zum anderen an einer nicht

vollstandigen Inhibition der CK2 durch TBB. In HepG2 Zellen konnte in vielen Fallen
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auch eine Reduktion des STAT3-Levels durch die TBB Behandlung beobachtet werden.
Da STAT3 unter anderem seine eigene Expression reguliert und eine mehrstiindige
Stimulation beispielsweise mit [L-6 auch die STAT1- und STAT3-Expression verstarkte,
resultierte eine Inhibition des Signalweges in vielen Fillen in der Reduktion der
Expression der STATSs.

Ba/F3 Zellen sind ein gutes Werkzeug, um die Signaltransduktion von Zytokinen zu
untersuchen, da sie endogen von den Rezeptoren der IL-6 Familie ausschlief3lich WSX-1
exprimieren. Ba/F3-Zellen wachsen ausschliefilich in der Anwesenheit von IL-3. Ohne
diesen Wachstumsfaktor sterben die Zellen durch Apoptose. Durch retrovirale
Transduktion konnen jedoch andere Zytokinrezeptoren stabil exprimiert werden, und
die so entstandenen Ba/F3-Zelllinien proliferieren dann in Abhdngigkeit der
entsprechenden Zytokine. Es wurden in dieser Arbeit Ba/F3-gp130-LIFR Zellen aus
Ba/F3-gp130 Zellen generiert, um die Wirkung einer CK2-Inhibition auf die Zytokin-
abhdngige Proliferation dieser Zellen zu untersuchen. Wie erwartet proliferierten diese
generierten Zellen nicht ohne Zytokin, aber weiterhin in Abhangigkeit von Hyper-IL-6
und zusatzlich auch in Abhangigkeit von LIF und OSM, da es sich hier um den humanen
LIFR und humanes OSM handelt und dieses sowohl liber den Komplex aus gp130 und
dem OSMR, als auch tliber das gp130/LIFR-Heterodimer signalisieren kann. Es ist also
nicht auf die Expression des OSMR angewiesen, im Gegensatz zu murinem OSM, das
lediglich an gp130/0SMR binden kann. Jegliche STAT3- oder STAT1-Phosphorylierung
und auch die Proliferation, die in diesen Zellen durch Zytokine ausgeldst werden konnte,
waren ebenso wie in HepG2 und HeLa Zellen abhangig von CK2 und damit durch TBB
inhibierbar. Diese Inhibition konnte auch durch sehr hohe Zytokinkonzentrationen von
100 ng/ml nicht aufgehoben werden.

Die CK2 ist in verschiedene intrazellulare Signalwege involviert. Besonders prominent
ist ihre Rolle im PI3K/Akt-Signalweg, wo sie fiir die Hochregulation der Akt-Expression
sorgt und diese Kinase auch phosphoryliert und damit aktiviert. Auch der negative
Gegenspieler von Akt, die Phosphatase PTEN, wird von CK2 phosphoryliert und damit
inaktiviert, sodass es zu einer weiteren Verstarkung des Signalweges kommt (Piazza et
al, 2012). Hier sollte untersucht werden, ob die beschriebenen Funktionen von CK2 im
PI3K/Akt-Signalweg auch in den getesteten Zelllinien unter den gewahlten Bedingungen
nachzuweisen waren. Sowohl in HepG2 Zellen, als auch in allen getesteten Ba/F3
Zelllinien fiihrte die CK2-Inhibition zu einer Reduktion der Akt-Expression und sowohl
die basale, als auch die Zytokin-induzierte Phosphorylierung von Akt konnten
vollstandig inhibiert werden. Diese Daten stimmten also mit bisher publizierten
Ergebnissen zur Wirkung von CK2 auf den Akt-Signalweg iiberein. Die Wirkung von CK2
auf diese Signalkaskade konnte auch auf die Signaltransduktion von IL-6-artigen

Zytokinen iibertragen werden.
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In Bezug auf die ERK1/2-Aktivierung waren die Ergebnisse weniger eindeutig. In allen
Ba/F3-Zelllinien hatte eine CK2-Inhibition auch eine Inhibition der ERK1/2-Phospho-
rylierung zur Folge, wiahrend die Expression nicht beeinflusst wurde. Dies stimmte
iberein mit publizierten Daten, die zeigen dass CK2Z mit dem Adapterprotein KSR
(Kinase Suppressor of Ras) interagiert und in diesem Komplex als Serin-Kinase fiir C-Raf
und B-Raf fungiert. Hierdurch ist die CK2 dann in die Aktivierung der ERK-
Signalkaskade involviert (Ritt et al., 2007). Eine Inhibition der Kinase-Aktivitit von CK2
wiirde demnach ebenfalls in einer verminderten ERK-Phosphorylierung resultieren, was
in den Ba/F3-Zelllinien auch der Fall war. Die ERK-Aktivierung durch die meisten IL-6-
artigen Zytokine ist vergleichsweise schwach. In HepG2 Zellen bewirkte die Behandlung
mit 10 ng/ml Hyper-IL-6 erst nach 30 min einen leichten Anstieg der ERK1/2-
Phosphorylierung. TBB induzierte allerdings schon ohne den Einfluss von Zytokinen
eine Aktivierung. Lediglich beim Zeitpunkt von 60 min zeigte sich eine starkere ERK-
Aktivierung mit Hyper-IL-6, die sich durch Vorbehandlung mit TBB verringerte. Der
Einfluss einer CK2-Inhibition auf die ERK-Aktivierung durch Hyper-IL-6 konnte in
HepG2 Zellen daher nicht eindeutig geklart werden.

Die Aktivierung der STAT-Transkriptionsfaktoren erfolgt durch Phosphorylierung eines
Tyrosins in der Transaktivierungsdoméne durch die Rezeptor-assoziierten Jaks. Die
Janus Kinasen, die in die Signaltransduktion der IL-6-Familie involviert sind, sind Jak1,
Jak2 und Tyk2, wobei nur Jakl eine nicht-redundante Rolle spielt (Tanner et al., 1995;
Rodig et al.,, 1998). In Zheng et al., 2011 konnte eine konstitutive Interaktion von CK2
mit Jak2 und Jakl nachgewiesen werden. In dieser Arbeit wurden Jakl- oder Jak2-
defiziente MEFs verwendet, um zu untersuchen, welche der beiden Kinasen in
Abhangigkeit von CK2 fiir die Zytokin-vermittelte STAT-Aktivierung verantwortlich ist.
Wie zuvor beschrieben, fiihrte das Fehlen von Jak2 nicht zu einer verringerten
Signaltransduktion der IL-6-artigen Zytokine. Jak2 ist zwar in deren Signaltransduktion
involviert, die Funktionen kénnen aber vermutlich grofdtenteils von Jakl kompensiert
werden. Das Fehlen von Jakl konnte im Gegensatz dazu in den MEFs, wie zuvor
beschrieben, nicht kompensiert werden, wodurch auch eine CK2-Inhibition keinen
Einfluss hatte. In Jak2-defizienten MEFs filihrte die Behandlung mit TBB zu einer
fehlenden STAT3-Aktivierung, was darauf hindeutete, dass die CK2-abhingige
Signaltransduktion der IL-6-artigen Zytokine von Jak1 vermittelt wird.

Da eine konstitutive STAT3-Signaltransduktion durch verschiedene Mutationen, vor
allem in der SH2-Domdne von STAT3, aber auch in vorgeschalteten Rezeptoren,
ausgelost werden kann und dann unter anderem in der Entstehung von Adenomen und
Leukdmien eine Rolle spielt, sollte daraufhin der Einfluss der CK2 auf diese, nicht

Zytokin-abhdngige, STAT3-Signaltransduktion untersucht werden.
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4.3.2 Die konstitutive Signaltransduktion von STAT3 bendétigt CK2-
Aktivitat

Verschiedene pathophysiologische Ereignisse fiihren zu einer dauerhaften Aktivierung
von STATS3, die nicht Zytokin-abhdngig ist oder die zwar durch Zytokine und ihre
Rezeptoren ausgelost wird, aber nicht mehr physiologisch gegenreguliert wird. Die
Ursachen sind haufig Mutationen in den Genen, die fiir die Rezeptoren kodieren, aber
auch Mutationen in den Genen fiir die signaltransduzierenden Proteine. In einigen
Krebsarten wird ein sich selbst verstarkender Kreislauf in Gang gesetzt, in dem eine
verstarkte IL-6-Expression durch onkogene Signalwege wie EGFR/HER2, Ras/Raf/MEK
oder PI3K tiber Transkriptionsfaktoren wie NF-kB, AP-1 und STAT3 einsetzt. IL-6 selbst
verstarkt dann noch die weitere Expression von IL-6 und damit die STAT3-Aktivierung
und -Expression (Grivennikov und Karin, 2008).

Ein Beispiel fiir aktivierende Rezeptor-Mutationen sind kurze somatische Deletionen im
Rezeptor gp130, die in entzilindlichen hepatozelluliren Adenomen gefunden wurden
(Rebouissou et al, 2009). Diese Deletionen befinden sich in der extrazellularen
Domine 2 des Rezeptors und fithren zu einer konstanten, Zytokin-unabhdngigen
STAT3(Tyr79%)-Phosphorylierung.

Da die CK2 in die STAT-Aktivierung aller IL-6-artiger Zytokine involviert war, sollte in
dieser Arbeit folglich untersucht werden, ob auch die Zytokin-unabhdngige Signaltrans-
duktion von der CK2-Aktivitat abhdngig ist.

Die konstitutiv aktive gp130-Variante gp130AYY (AY186-Y190) ist eine der haufigsten
und potentesten STAT3-aktivierenden Mutanten in entziindlichen hepatozelluldren
Adenomen. Sie wurde retroviral in Ba/F3-gp130 Zellen transduziert und induzierte in
diesen Zellen eine Zytokin-unabhingige STAT3-Aktivierung und Proliferation (Sommer
et al, 2012). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die STAT3-Aktivierung in
diesen Zellen trotz der Unabhangigkeit von Zytokinen auf die Aktivitit der CK2
angewiesen war. Sowohl die Phosphorylierung von STATS3, als auch die Proliferation der
Ba/F3-gp130-gp130AYY Zellen konnten mit TBB inhibiert werden, dhnlich wie die
Inhibition der Zytokin-induzierten Signaltransduktion.

Die aktivierenden Mutationen in gp130 fithren zwar zu einer konstitutiven STAT-
Phosphorylierung, aktivieren aber nicht den SHP2-Ras-ERK-Signalweg, wenn sie in
Zellen liberexprimiert werden (Rebouissou et al., 2009). Der Erkldarung hierfiir liegt
vermutlich in der zelluliren Lokalisation der Mutanten, die sich offenbar von der des
Wildtyps unterscheidet. Die Mutanten reifen im ER nicht wie der Wildtyp und sind
daher anders glykosyliert und in HEK293 und COS7 Zellen hauptsachlich im ER und in
friihen Endosomen lokalisiert (Schmidt-Arras et al., 2013; Rinis et al., 2014). Diese
Lokalisation bei Uberexpression erklirt, warum zwar der Jak/STAT-Signalweg

konstitutiv aktiviert wird, der Ras/ERK-Signalweg aber nicht. Die Adapterproteine und
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Ras-Proteine binden an Phospholipide der Plasmamembran und gelangen damit nicht in
raumliche Nahe zu den Mutanten. Jaks dagegen binden direkt an gp130 und kdénnen
daher konstant aktiviert werden.

Wenn gp130 nicht von der Zelloberfldache signalisiert, kommen blockierende Antikérper
fiir die therapeutische Inhibition dieses Signals nicht in Frage, da sie den Rezeptor nicht
erreichen. Eine inhibierende Therapie miisste daher mit Agenzien erfolgen, die ihre
Wirkung intrazelluldr entfalten. Hierbei kommen Jak-Inhibitoren in Frage (Schiitt et al.,
2013) und nach den hier gezeigten Ergebnissen auch Inhibitoren fiir CK2. Allerdings
konnte die gp130AYY-Signaltransduktion in Ba/F3-gp130 Zellen in Sommer et al., 2012
mit einem Antikorper, der normalerweise die IL-11-Signaltransduktion inhibiert,
gehemmt werden. Die zellulare Lokalisation des gp130AYY scheint somit Zelltyp-
spezifisch unterschiedlich zu sein und wird daher vermutlich noch Gegenstand weiterer
Untersuchungen sein. Unabhidngig davon fiihrte eine CK2-Inhibition zum Fehlen der
konstitutiven Aktivierung durch den Rezeptor.

Neben der Zytokin-induzierten und der durch Mutationen in Rezeptoren induzierten
konstitutiven STAT3-Aktivierung kann diese auch durch Mutationen im Gen fiir STAT3
selbst hervorgerufen werden. Diese Mutationen treten vor allem in der SH2-Domadne auf,
die fiir die Dimerisierung der STATs verantwortlich ist und fiihren zu einer
konstitutiven Phosphorylierung des Tyr7% in der Transaktivierungsdomine des
Transkriptionsfaktors. Diese somatischen Mutationen wurden bislang in entziindlichen
hepatozelluliren Adenomen gefunden und traten ebenfalls bei Patienten mit grofier
granuldrer lymphozytirer Leukdmie auf (Pilati et al, 2011; Koskela et al., 2012).
Mittlerweile sind auch finf Individuen beschrieben, die aktivierende STAT3-Keimzell-
Mutationen aufweisen, die in frihem Lebensalter zum Auftreten autoimmuner
Erkrankungen, wie Typ-1-Diabetes fiihren (Flanagan et al., 2014).

Hier sollte daher untersucht werden, ob auch die durch aktivierende STAT3-Mutationen
ausgeloste, konstitutive Signaltransduktion von der CK2 abhangig ist und diese damit
auch einen therapeutischen Angriffspunkt darstellt.

Stellvertretend wurden zwei der am stdrksten aktivierenden Mutationen (Y640F und
D661V) in die cDNA von STAT3 eingefiigt und diese in HepG2 Zellen transfiziert. In
Zellen, die fiir 5 h ohne Serum kultiviert wurden, konnte keine Phosphorylierung von
STAT3 nachgewiesen werden, wenn diese STAT3 WT Uberexprimierten. Beide Mutanten
zeigten dagegen eine Konstitutive Phosphorylierung des Tyr7% bei Uberexpression.
Diese konnte durch Behandlung mit dem CK2-Inhibitor TBB inhibiert werden und
wurde durch Hyper-IL-6-Stimulation noch verstarkt. Diese Ergebnisse konnten in einer
weiteren Zelllinie, Ba/F3-gp130 Zellen, die retroviral mit den STAT3-Varianten
transduziert worden waren, bestitigt werden. Eine Expression der STAT3 Y640F
Variante flihrte zu einer konstitutiven STAT3-Phosphorylierung, die mit TBB inhibierbar
war. Die Expression der D661V Variante von STAT3 war schon in den HepG2 Zellen sehr
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schwach, zeigte aber eine konstitutive Phosphorylierung. In den Ba/F3-gp130 Zellen
war die Expression so gering, dass keine konstitutive, sondern nur eine durch Hyper-
[L-6 induzierbare Phosphorylierung nachgewiesen werden konnte. Fiir die weiteren
Experimente wurde aufgrund der geringen Expression der D661V Variante die Y640F
Variante verwendet. Beide Varianten fiihrten bei Expression in Ba/F3-gp130 Zellen
nicht zu einer Zytokin-unabhingigen Proliferation. Im Vergleich zu unstimulierten
Zellen stieg die Proliferation der STAT3 Y640F-exprimierenden Zellen zwar leicht an,
war aber nicht vergleichbar mit der unabhdngigen Proliferation von Zellen, die mit
gp130AYY transduziert waren. Der Grund dafiir ist unklar, da die Zellen eine
konstitutive STAT3-Aktivierung zeigten, ebenso wie die Ba/F3-gp130-gp130AYY Zellen.
Die gp130AYY-Mutation fiihrte allerdings zusatzlich auch zu einer STAT1-Aktivierung,
die in den Zellen mit der aktivierenden STAT3-Mutation fehlte. Ob dies allerdings der
alleinige Grund fiir die fehlende Zytokin-unabhédngige Proliferation in den Ba/F3-gp130
Zellen mit transduziertem STAT3 Y640F war, ist unklar.

Eine Inhibition von CK2 konnte die Proliferation der murinen Pra-B-Zelllinie in
Abhangigkeit der IL-6-artigen Zytokine fast vollstindig unterbinden, aber auch die
Signaltransduktion von den konstitutiv aktiven Mutanten von STAT3 konnte ohne eine
Aktivitat von CK2 nicht ablaufen. Dies zeigte, dass CK2 nicht nur fiir die induzierte,
sondern auch fiir die konstitutive STAT3-Signaltransduktion von Bedeutung ist. Eine
Zusammenfassung der von CK2 abhadngigen Signalwege ist in Abbildung 4.3 dargestellt.
Fiir gp130AYY konnte von Poussin et al, 2013 gezeigt werden, dass Jakl die Signal-
vermittelnde Kinase ist. Hier sollte nun mithilfe von Jakl- oder Jak2-defizienten MEFs
untersucht werden, welche der beiden Kinasen die konstitutive Phosphorylierung der
STAT3-Mutanten vermittelt.

Bei Transfektion der cDNA fiir die Mutante Y640F in Jak2/- MEFs konnte wie zuvor in
HepG2 Zellen eine STAT3-Phosphorylierung nachgewiesen werden, die durch das
Fehlen von Jak2 nicht beeintrachtigt war. Die Phosphorylierung trat nur bei
Transfektion der Mutante und nicht in der Kontrolle, die mit dem Wildtyp transfiziert
worden war, auf. Im Gegensatz dazu war in Jakl-defizienten MEFs nur eine sehr
schwache Phosphorylierung der Y640F Variante sichtbar, obwohl ebenfalls ein hohes
Expressionslevel von STAT3 durch die Transfektion erreicht werden konnte. Jak1l war
ebenso wie fiir die IL-6-induzierte STAT3-Aktivierung von grof3erer Bedeutung, als Jak?2.
Ein Fehlen von Jakl fiihrte zu einer kaum nachweisbaren Kkonstitutiven STAT3-
Aktivierung im direkten Vergleich der beiden Zelllinien und auch im Vergleich zur
Hyper-IL-6-induzierten STAT3-Aktivierung.

In verschiedenen Karzinomen wurde eine konstitutive STAT3-Aktivierung nachgewie-
sen, die durch Jaks, aber auch durch die Src-Kinase vermittelt wird (Garcia et al., 1997;
Garcia et al, 2001). Eine onkogene Transformation durch die virale Src-Kinase wird

durch STAT3 potenziert und durch dominant-negatives STAT3 inhibiert (Bromberg et
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al, 1998). Auch fiir die STAT3 Variante Y640F wurde bei Src-Inhibition eine vermin-
derte DNA-Bindung nachgewiesen (Pilati et al., 2011). Die hier gezeigten Ergebnisse
legen nur eine begrenzte Funktion der Src-Kinase in der Phosphorylierung von STAT3
Y640F am Tyr79 nahe. In Jak2-defizienten MEFs hatte die Src-Inhibition nur einen sehr
schwachen Einfluss auf die Phosphorylierung der Y640F Variante, wadhrend eine
zusatzliche CK2-Inhibition die Phosphorylierung fast komplett unterband. Beim Fehlen
von Jakl wurde die ohnehin schwache Phosphorylierung durch Src-Inhibition
verringert, aber auch hier fiithrte nur die gemeinsame Inhibition von Src und CK2 zum

vollstandigen Fehlen der Phosphorylierung. Es ist moglich, dass das hohe
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Abbildung 4.3: Die Protein-Kinase CK2 ist in die induzierte und konstitutive STAT3-Signaltransduktion
involviert. Die CK2 ist notwendig fiir die Induktion verschiedenster Signalwege darunter der ERK1/2- und der
PI3K/Akt-Signalweg. Sie spielt aber auch eine zentrale Rolle in der Weiterleitung von Zytokin-Signalen tber den
Jak/STAT-Signalweg. AuBerdem hangt auch die durch verschiedene Mutationen hervorgerufene konstitutive
STAT3-Aktivierung von der CK2 ab. Ex: Extrazellularraum, In: Intrazelluldrraum.
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Expressionslevel von Src in manchen Krebsformen zu einer grofieren Bedeutung der
Src-Kinase fiir die STAT3-Aktivierung fiihrt. Unter den hier getesteten Bedingungen war
vor allem Jak1 fiir die Phosphorylierung von STAT3 Y640F verantwortlich und dies in
Abhéangigkeit von CK2.

Einer der wichtigsten Signalwege fiir die Proliferation und Differenzierung von
hamatopoetischen Zellen ist der Jak/STAT-Signalweg. In Piazza et al., 2012 wurde eine
verstarkte Aktivitat und Expression der CK2 in hamatologischen malignen Entartungen
beschrieben. In dieser Arbeit konnte eine Verbindung zwischen dieser verstarkten
Aktivitat von CK2 und der Aktivitat des Jak/STAT-Signalweges in hamatologischen
Krebsarten hergestellt werden.

Die Moglichkeit die [L-6-gp130-STAT3-Signaltransduktion therapeutisch zu inhibieren,
wurde bereits viel diskutiert (Jones et al, 2011). In einigen Tumoren gibt es eine
konstitutive Aktivitat von STAT3, ohne dass der Transkriptionsfaktor selbst mutiert ist.
Vorgeschaltete Rezeptoren und zytoplasmatische Kinasen wie die Janus Kinasen,
koénnen ebenfalls Mutationen aufweisen und auch die verstiarkte Bildung IL-6-artiger
Zytokine konnen dann zu einer konstitutiven Signaltransduktion fiihren. Die starke
Aktivitat von STAT3 in vielen Tumoren und seine Fahigkeit, Zellen zumindest in vitro zu
transformieren, hat dazu gefiihrt, dass STAT3 selbst mittlerweile als Onkogen angesehen
wird (Bromberg et al, 1999). Es konnte hier gezeigt werden, dass im Falle einer
aktivierenden Mutation von gp130 (gp130AYY) aber auch bei aktivierenden Mutationen
in STAT3 die CK2-Aktivitat notwendig fiir die Signaltransduktion ist. Das bedeutet, dass
unabhdngig von der vorliegenden Mutation eine konstitutive STAT3-Aktivierung auch
von der CK2 abhdngt. Fiir die Therapie solcher STAT3-abhingiger Krebsformen
scheinen spezifische CK2-Inhibitoren daher eine neue Option zu sein.

Verschiedene ATP-kompetitive chemische Inhibitoren wurden entwickelt und haben die
Phase 1 Kklinischer Studien fiir solide Tumore bereits durchlaufen. Die Inhibitoren
CX-4945 und CIGB-300, ein zellpermeables Peptid, werden mittlerweile auch fiir
hdmatologische Krebsformen getestet (Martins et al., 2014; Martins et al., 2014(2)).
Aufgrund der hier gezeigten Daten kann davon ausgegangen werden, dass CK2-
Inhibitoren auch bei STAT3-abhdngigen Tumoren therapeutisch verwendet werden
konnten.

In dieser Arbeit werden verschiedene Aspekte der Zytokin-Signaltransduktion
beleuchtet. Hierbei handelt es sich sowohl um extrazelluldare Vorgange auf der Ebene der
Rezeptorassemblierung, als auch um die intrazellulare Signalweiterleitung. Das Beispiel
der CK2 zeigt, dass die Signalkaskaden der Zytokine noch nicht bis ins Detail verstanden
sind und in der Zukunft vermutlich noch weitere involvierte Enzyme und

Regulationsmechanismen identifiziert werden kénnen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die Zytokine der IL-6- und IL-12-Familie spielen wichtige Rollen in der Hamatopoese
und in der Regulation von Entziindungsreaktionen. lhre Rezeptoren sind zwar sehr
spezifisch, zeigen aber auch eine hohe Plastizitit in Bezug auf ihre Bindungsoberflachen.
Der (-Rezeptor gp130 bindet fast alle IL-6- und einige IL-12-artige Zytokine und das
Zytokin OSM bindet zwei verschiedene Rezeptorkomplexe. Zudem haben auch die a-
Rezeptoren teilweise mehrere Liganden und in der IL-12-Familie formen die
Untereinheiten unterschiedliche Zytokine in unterschiedlichen Kombinationen. Das
Ausmafd dieses sogenannten cross-talks ist noch nicht vollstindig untersucht. Um
spezifische Therapien fiir entziindliche Erkrankungen zu finden, ist das Verstandnis des
Zytokin-Netzwerks aber von grofder Bedeutung.

IL-6 kann neben der Signaltransduktion iber den membrangebunden IL-6R, der nur auf
wenigen Zellen exprimiert wird, auch an eine 16sliche Form des IL-6R (sIL-6R) binden
und damit auch auf Zellen wirken, die diesen Rezeptor nicht tragen. Dieser Vorgang wird
als trans-Signaltransduktion bezeichnet.

In dieser Arbeit wurde neben dem bekannten Liganden IL-6, die IL-27-Untereinheit p28
als ein weiterer Ligand fiir den sIL-6R identifiziert. Diese trans-Signaltransduktion von
p28 in Komplex mit dem sIL-6R wirkte agonistisch tliber ein gp130-Homodimer als 3-
Rezeptor-Komplex und induzierte eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors STATS3.
Damit war p28 in der Lage iiber dasselbe Bindungsepitop, seine Site II, zwei
verschiedene 3-Rezeptoren, gp130 und WSX-1, zu aktivieren.

Das neueste Zytokin der IL-12-Familie, IL-35, besteht aus den Untereinheiten EBI3 und
p35. Seine Rezeptorkomplexe sind Kombinationen aus den [3-Rezeptoren gp130, dem
IL-12RB2 und WSX-1. Um die Signaltransduktion dieses Zytokins zu untersuchen, sollte
liberpriift werden, ob IL-35 in vitro aus rekombinantem, gereinigtem p35 (rp35) aus E.
coli und EBI3 aus Zellkulturiiberstand hergestellt werden konnte, da p35 von Zelllinien
nur in Kombination mit p40 stark sezerniert wurde, aber nicht alleine oder in
Kombination mit EBI3. In IL-12 bilden p35 und p40 eine intermolekulare Disulfidbriicke
aus. Uber das beteiligte Cystein 197 kann p40 allerdings auch Homodimere formen, die
antagonistisch zu IL-12 wirken. Hier konnte gezeigt werden, dass das Fehlen dieses
Cysteins zur alleinigen Bildung des Monomers von p40 fiihrte. In Kombination mit rp35,

bei dem ebenfalls das fiir die Disulfidbriicke notwendige Cystein 92 mutiert war, konnte
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extrazellular funktionales IL-12 gebildet werden. In Kombination mit EBI3 fiihrte rp35
allerdings nicht zur Bildung von IL-35.

Die Signaltransduktion der IL-6-artigen Zytokine verlduft iiber verschiedene Signalwege
wie die PI3K- und die ERK1/2-Signalkaskade und vor allem iiber den Jak/STAT-
Signalweg. Die ubiquitdr exprimierte Protein Kinase CK2 wurde in dieser Arbeit als Teil
der durch IL-6-artige Zytokine induzierten STAT3- und STAT1-Aktivierung identifiziert.
Eine Inhibition der CK2 verhinderte die Signaltransduktion dieser Zytokine in
Abhédngigkeit von Jakl. Ebenso war die konstitutive STAT3-Aktivierung, die in
verschiedenen Krebsformen vorkommt, von einer Aktivitit der CK2 abhangig.
Aktivierende Mutationen in gp130 und STAT3 fiihrten unter CK2-Inhibtion nicht zu
konstitutiver Signaltransduktion, womit diese Protein Kinase einen neuen Angriffspunkt
in der therapeutischen Intervention bei entziindlichen und malignen Erkrankungen
darstellt.
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6 SUMMARY

Cytokines of the IL-6- and IL-12-family of cytokines play important roles in
hematopoesis and the regulation of inflammatory processes. The receptors of these
cytokines are highly specific but also show a strong plasticity of their binding interfaces.
The B-receptor gp130 is able to bind virtually all IL-6-type cytokines and some members
of the IL-12-family. OSM binds two different receptor complexes. Furthermore, some of
the a-receptors are also shared by several cytokines. Within the IL-12-family, subunits
are shared between the individual cytokines, and the different combinations give rise to
cytokines with remarkable different functions. This cytokine cross-talk is so far not well
investigated. It is crucial to understand the cytokine network to establish specific
therapies for inflammatory diseases.

IL-6 signal transduction can be either mediated by a membrane-bound form of the IL-6-
R, which is only expressed on the surface of a few cells, or can occur via a soluble form of
the IL-6R (sIL-6R), thereby rendering cells responsive to IL-6 which do not express the
membrane-bound receptor. The latter is called IL-6 trans-signaling.

In the present study the IL-27 subunit p28 was identified as an additional ligand for the
sIL-6R. This agonistic trans-signaling of p28 activates the transcription factor STAT3 via
the recruitment of a gp130 homodimer. These results showed that p28 was able to
activate two different (-receptors, gp130 and WSX-1, via the same binding epitope.

The recently identified cytokine IL-35 comprises of the subunits EBI3 and p35. Its
receptor complexes are combinations of gp130, the IL-12RB2 and WSX-1. To examine
the signal transduction of this cytokine it should be tested if recombinant purified p35
(rp35) from E. coli and EBI3 from cell culture supernatant could form IL-35 in vitro,
because p35 is secreted from cells in combination with p40 but only poorly with EBI3 or
when expressed alone. In IL-12 p35 and p40 form an inter-chain disulfide bridge. Using
the involved cysteine 197 p40 is also able to form homodimers which act as antagonists
of IL-12 signaling. It could be shown here that lack of this cysteine leads to exclusive
formation of the monomer of p40 when overexpressed and that this monomer in
combination with rp35, which also lacks the critical cysteine residue C92, can form
functional IL-12 extracellularly. However, in combination with EBI3 rp35 did not form
functional IL-35.
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The signal transduction of IL-6-type cytokines proceeds via different pathways like PI3K
and the ERK1/2 signaling cascade but the Jak/STAT pathway is the most prominent one.
The ubiquitiously expressed protein kinase CK2 was identified in this study as an
integral part of the signal transduction pathway that leads to the activation of STAT3-
and STAT1 by IL-6-type cytokines. Inhibition of CK2 prevented the signal transduction
of these cytokines in a Jak1l-dependent manner. Similarly, the constitutive activation of
STAT3 that is reported for different malignancies was critically dependent on CK2
activity. Activating mutations in gp130 and STAT3 did not result in constitutive signaling
under CK2 inhibition. Thus, CK2 was characterized here as a new therapeutic target in

inflammatory and malignant diseases.
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