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1  Einleitung

1.1 Limitierte Proteolyse von Membranproteinen reguliert

zellulire Vorgange

Die Oberfldche der Zelle ist von besonderer Bedeutung fiir biologische Prozesse. Durch
verschiedene Proteine, die auf der Zelloberflache exprimiert werden, kann die Zelle mit ihrer
Umgebung kommunizieren. Die proteolytische Ektodomanenspaltung durch Proteasen bietet
eine weitere Form die Zellkommunikation zu regulieren. Diese Proteasen setzen durch eine
hydrolytische Spaltung membrangebundene Proteine frei. Dieser Vorgang der proteolytischen
Spaltung wird auch allgemein als Shedding bezeichnet und die beteiligten Enzyme werden
Sheddasen genannt. Beim Shedding wird durch eine Spaltung in der Nihe der Membran die
extrazellulire Doméne des Proteins freigesetzt. Der Gehalt des Membranproteins wird auf
diese Weise verringert, wodurch die Zelle nicht mehr so sensitiv auf Liganden reagiert
(Hooper et al. 1997). Aullerdem werden dadurch 16sliche, biologisch aktive Proteine gebildet,
die autokrine, parakrine oder juxtakrine Signalkaskaden hemmen oder auslésen konnen
(s. Abbildung 1.1) (Blobel 2005).

Zytokinrezeptoren, die auf diese Weise freigesetzt werden, reagieren auf zwei Arten.
Einerseits konnen sie antagonistisch wirken, indem sie ihren natiirlichen Liganden binden und
dadurch mit dem membranstindigen Rezeptor konkurrieren (Levine 2008). Diese
antagonistische Wirkung trifft auf die meisten geschnittenen Rezeptoren zu. Andererseits
konnen sie auch, wie am Beispiel des Interleukin-6 Rezeptors (IL-6R), eine agonistische
Wirkung haben. Die 16sliche Form des IL-6 Rezeptors (soluble IL-6R [sIL-6R]) bildet in
diesem Fall einen Komplex mit Interleukin-6 (IL-6) und 16st Signale in Zellen aus, die den
Co-Rezeptor gp130, aber nicht den IL-6 Rezeptor tragen. Dieser Vorgang wird auch trans-
signaling genannt (Rose-John and Heinrich 1994).



1 Einleitung

Léslicher Rezeptor als Agonist

(z.B.: IL-BR)

oder Antagonist (z.B. TNFR) \
©

Entfernung ven

Substratmolekiilen (L-Selectin) \ Proteolyse

Degradierung oder
Signalfunktien (z.B.: Notch)

Abbildung 1.1:  Shedding als regulatorische Maflnahme. Gezeigt ist eine schematische Darstellung einer ADAM-
Protease und dem Shedding eines membrangebundenen Rezeptors. Des Weiteren sind die Konsequenzen
fiir das geschnittene Substrat dargestellt. Die Abbildung ist modifiziert nach (Dreymueller et al. 2015).

Proteasen sind an vielen pathophysiologischen Prozessen, wie Neurodegeneration,
Apoptose, Onkogenese und Entziindungsprozessen beteiligt. Bislang wurde gezeigt, dass
hauptsdchlich Typ-I, Typ-II Transmembran- und GPI-verankerte Proteine von der
Zelloberflache gespalten werden (Lewandrowski et al. 2009; Fong et al. 2011).

Nach dem Shedding kann das Fragment, das in der Membran verbleibt, weiter prozessiert
und im Proteasom abgebaut werden. Im Falle von Notch-1 wird nach der Spaltung durch eine
a-Sekretase (ADAMI10) der in der Membran verbliebende Teil durch eine y-Sekretase
gespalten. Dieser Prozess wird als RIPping (regulated intramembrane proteolysis) bezeichnet
und setzt die intrazellulire Doméne von Notch frei, die darauthin in den Zellkern transportiert
wird und dort als Transkriptionsfaktor fiir Proteine der Zelldifferenzierung fungiert (Bray
2000a; Selkoe and Kopan 2003) (s. Abb. 1.1).
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Durch das Shedding werden viele verschiedene zelluldre Prozesse irreversibel beeinflusst.
Dabher ist die Analyse der biochemischen Abldufe des Sheddings fiir eine mdgliche Regulation

dieser Vorginge essentiell.

1.2  Limitierte Proteolyse wird vermittelt durch Mitglieder der

membranstindigen ADAM Familie

ADAMSs (A4 Disintegrin and Metalloproteinase) gehoren zu den M12B Adamlysinen. Zu
dieser Unterfamilie der Zink-abhingigen Proteasen, gehdren neben den ADAMSs auch noch
die Matrixmetalloproteinasen, ADAMTSs, die Schlangengift-Metalloproteinasen (SVMPs),
die Astacine und die alkalische Proteinasen (Stocker et al. 1995). Besonders die SVMPs
weisen eine groBe Sequenzhomologie gegeniiber den ADAM-Proteasen auf (Takeda et al.
2012).

Im humanen Genom kodieren 21 Gene fiir ADAM Proteasen, von denen nur fiir 13 eine
proteolytische Aktivitdt nachgewiesen wurde. Diese aktiven Proteasen spielen eine wichtige
Rolle in der Zelladhdsion, Migration, Proteolyse und Signaltransduktion (Edwards et al.
2008). ADAM-Proteine sind Multi-Doménen-Proteine mit einer durchschnittlichen Gréf3e von
750 Aminosduren und gehoren zur Typ-I Transmembranproteinfamilie. Sie sind
charakterisiert durch den folgenden Aufbau: Auf ein N-terminales Signalpeptid folgt eine
Prodoméne, eine katalytische Metalloproteinasedomine, eine Disintegrin- und eine
Cysteinreiche-Doméne. Einige ADAMs tragen im Anschluss eine EGF-dhnliche Region,
gefolgt von einer Transmembran- und der zytoplasmatischen Doméne. Vor der
Transmembrandomine befindet sich noch eine kurze Stalk-Region (Primakoff and Myles
2000). Im Gegensatz zu anderen Vertretern der ADAM-Familie tragen ADAMI10 und
ADAMI17 an Stelle der Cysteinreichen und EGF-dhnlichen Doméne eine membrannahe
Doméne (membrane-proximal domain MPD), die reich an Cysteinresten ist (Janes et al. 2005;
Takeda 2009; Diisterhoft et al. 2013).

Das Signalpeptid leitet die ADAM-Proteine iiber den sekretorischen Weg Richtung
Zelloberflache, auf welchem die angeschlossene Prodomine im Golgi-Netzwerk durch Pro-
Protein Konvertasen, wie Furin oder autokatalytisch (ADAMS und ADAM28) abgespalten
wird (Lum et al. 1998; Howard et al. 2000; Schlomann et al. 2002; Endres et al. 2003; Seals
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and Courtneidge 2003). Die Prodoméne besitzt neben einer inhibitorischen Funktion
(Gonzales et al. 2004; Milla et al. 2006; Moss et al. 2007) auch eine Funktion als
intramolekulares Chaperon, wodurch eine korrekte Proteinfaltung gewéhrleistet wird
(Roghani et al. 1999; Anders et al. 2001). Fiir eine vollstdndige Entfernung der Prodoméne
muss diese an zwei Stellen geschnitten werden. An der ersten Stelle wird ein Teil der
Prodomine abgelost, an der zweiten Stelle wird dann der verbliebene Rest der Prodoméne
entfernt. Erfolgt der Schnitt nur in der Region zwischen der Pro- und der katalytischen
Domine, bleibt die Bindung der intakten Prodoméne an der ADAM Protease bestehen und
bildet so ein inaktives Pseudo-Proenzym (Wong et al. 2015). Die katalytische Domine
variiert zwischen den einzelnen Vertretern der Metalloproteinase-Familie, jedoch beinhaltet
sie bei allen das konservierte HEXXHXXGXH-Motiv (Bode et al. 1993). Fiir die
proteolytische Aktivitdit wird ein essentielles Zinkion durch drei Histidine und ein
Wassermolekiil im katalytischen Zentrum gehalten (Stocker et al. 1995). Die Disintegrin-
Doméne dient der Interaktion mit Integrinen, wodurch Zelladhdsion und Zell-Zell-Kontakte
beeinflusst werden (White et al. 2005). Diese Interaktion konnte nicht fiir alle ADAMs
nachgewiesen werden, obwohl sie bei ADAMI12 fiir die Integrin-vermittelte Adhdsion und
Ausbreitung wichtig ist (Kawaguchi et al. 2002). Des Weiteren wird vermutet, dass sowohl
die Disintegrin, als auch die folgenden Doméanen (Cysteinreiche- und EGF-dhnliche Domine)
eine Rolle in der Substraterkennung spielen. Fiir die Cysteinreiche-Doméne wurde gezeigt,
dass diese Doméne essentiell fiir das Shedding des IL-1 Rezeptors durch ADAM17 ist (Reddy
et al. 2000) und dass sie eine grof3e Rolle bei der Interaktion zwischen ADAM10 und dem
EphA3/ephrin-AS5 Komplex spielt (Janes et al. 2005). Die membrannahe Doméne ist beteiligt
an der Substraterkennung, Multimerisation und Regulation von ADAM17 und kann zwei
Konformationen annehmen: eine offene, aktive und eine geschlossene, inaktive Form. Eine
Konformationsédnderung wird durch Protein-Disulfid-Isomerasen (PDI) erzeugt, wodurch
ADAMI17 inaktiviert wird (Diisterhoft et al. 2013). Innerhalb der Stalk-Region befindet sich
bei ADAMI17 eine hoch konservierte CANDIS-Sequenz (conserved ADAM seventeen
dynamic interaction sequence), welche fiir die Bindung an den Interleukin-6 Rezeptor (IL-6R)
verantwortlich ist (Diisterhoft et al. 2014).

Diese Rolle der Substratinteraktion wird dadurch bekriftigt, dass bisher fir ADAM-
Proteine keine Konsensusspaltsequenz definiert werden konnte (Caescu et al. 2009). Durch

die Analyse von Peptiddatenbanken wurde nachgewiesen, dass die Enzyme ADAM10 und
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ADAMI17 N-Terminal eines Leucins schneiden. Der groffte Unterschied in der
Spaltungssequenz beider Proteasen befindet sich hinter der Schnittstelle. So bevorzugt
ADAMI0 aromatische Aminosduren und ADAMI17 Valin als erste Aminosédure hinter der
Schnittstelle (Tucher et al. 2014).

Die zytoplasmatische Region, die genau wie die Transmembrandoméne nur bei den
membrangebundenen ADAMSs vorkommt, ist sehr variabel und weist eine Lange zwischen 14
(ADAM11, UniProtKB-Q9PSZ3) und 235 (ADAM19, UniProtKB-Q9HO013) Aminosduren
auf (Seals and Courtneidge 2003). Die zytoplasmatische Region ermdglicht durch Motive,
wie dem PxXP-Motiv (x= irgendeine Aminosdure, X= hydrophobe Aminosdure) (Aitio et al.
2010), Interaktionen mit verschiedenen Proteinen und wird an Serin, Threonin oder Tyrosin-
Resten phosphoryliert (Poghosyan et al. 2002). Dies fiihrt auch zu der Annahme, dass der
zytoplasmatische Teil fiir die Regulation der Proteaseaktivitéit dient (Cao et al. 2002). Auch
fiir den Transport der Proteasen scheint die zytoplasmatische Doméne einen Einfluss zu
haben. Dies wurde sowohl fiir den Membrantransport von ADAM12 (Hougaard et al. 2000;
Sundberg et al. 2004), als auch bei der korrekten basolateralen Lokalisation von ADAMI10 in
polarisierten Zellen gezeigt (Wild-Bode et al. 2006).
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Abbildung 1.2:  Struktur und Funktion einer ADAM-Protease. Struktur und Funktion der einzelnen Doménen der
ADAM-Protease. Abbildung modifiziert nach (Blobel 2005; Scheller et al. 2011a).

ADAM-Proteine sind an vielen pathologischen Vorgingen wie Krebs, Asthma und
Alzheimer beteiligt. Insbesondere bei Alzheimer erfiillen sie eine protektive Funktion, indem
sie APP (amyloid-precursor-protein) prozessieren ohne AP Peptide zu bilden, die fiir die
Ausbildung von amyloiden Plaques und somit der Entstehung von Alzheimer verantwortlich
sind (Schlondorff and Blobel 1999). Matrixmetalloproteinasen kénnen durch eine dichte,
nicht kovalente Interaktion mit TIMPs (tissue inhibitor of metalloproteinases) inhibiert
werden. Durch eine Stimulation mit G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCR)-, Protein-
Kinase C (PKC)-Aktivatoren, Ca>" Tonophore und andere experimentelle und natiirliche
Stimuli konnen ADAM-Proteasen aktiviert werden. ADAM10 und ADAM17 sind die meist
untersuchten Proteasen der ADAM-Familie, fiir die die meisten Substrate beschrieben wurden
(Edwards et al. 2008; Scheller et al. 2011a). Daher werden diese Proteasen in den folgenden

Abschnitten noch genauer beschrieben.
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1.2.1 ADAM10 und ADAMI17 sind die Hauptsheddasen der ADAM-

Familie

1.2.1.1 ADAM10

1996 wurde Kuzbanian (kuz) als Protein in Drosophila beschrieben, das fiir die
Entwicklung neuronaler und nicht-neuronaler Zellen wiahrend der Entwicklung des zentralen
und peripheren Nervensystems essentiell ist (Rooke et al. 1996). In Vertebraten wurde spater
ein dhnliches Protein der ADAM Proteinfamilie identifiziert, das daraufhin als ADAMI10
bezeichnet wurde (Wen et al. 1997). Das entsprechende Gen ist im humanen Genom auf
Chromosom 15 lokalisiert (Yamazaki et al. 1997). Dessen Genexpression wird aufgrund einer
RXR-Bindedomine, welche sich in der 5¢ untranslatierten Region befindet, durch Retinsdure
(RARo/B—RXR dimer) erhoht (Prinzen et al. 2005). Ebenso verstérkt das menschliche Sirtuin
SIRT1 durch die Deacetylierung und Co-Aktivierung des Retinsdurerezeptors [ die
Transkription und Proteinexpression von ADAM10 (Donmez et al. 2010). Die Expression von
ADAMIO ist in allen Zellen nachweisbar (Prinzen et al. 2005). ADAMI10 defiziente Méuse
sterben wihrend der Embryonalentwicklung am Tag E9.5 durch den Verlust des Notch
Signalwegs (Hartmann et al. 2002).

Der generelle Aufbau des Proteins entspricht dem der ADAM Familie (s. Abschnitt 1.2).
Fiir die Reifung muss auch diese Protease durch eine Pro-Protein Konvertase (Furin oder
PC7) prozessiert werden. Fiir die Abspaltung der Prodomine sind posttranslationale
Modifikationen notwendig (Anders et al. 2001). ADAMI10 wird in ihrem extrazelluldren
Bereich an vier potentiellen N-Glykosylierungsstellen modifiziert. Diese Modifikationen sind
essentiell fiir die Reifung und vollstindige Aktivierung der Protease (Escrevente et al. 2008).

Am C-Terminus traigt ADAMI10 ein Arginin-reiches ER-Retentionssignal, wodurch es im
Endoplasmatischem Retikulum (ER) zuriickgehalten wird (Marcello et al. 2010). ADAM10
interagiert liber seinen C-Terminus mit dem Synapsen-assoziierten Protein-97 (SAP97),
wodurch die Aktivitit dieser o-Sekretase durch eine Verdnderung der Lokalisation zur
postsynaptischen Membran erhdht wird (Marcello et al. 2007). Eine Uberexpression oder
Phosphorylierung von SAP97 verhindert jedoch nicht, dass ADAMI0 zu einem Teil durch
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das Retentionssignal im ER zuriickgehalten wird. Daher miissen noch andere
Interaktionspartner den Transport von ADAM10 regulieren (Marcello et al. 2010).

Die Aktivitdit von ADAMI0 ist nicht nur direkt durch Protein-Protein Interaktionen
reguliert, sondern auch durch die Struktur der Plasmamembran. ADAMI0 ist in erhohter
Konzentration in Membranbereichen lokalisiert, die reich an Tetraspaninen (besonders CD9,
CD81, CD82) sind (Arduise et al. 2008). Die Aktivitit wird durch die Depletion von
Cholesterin erhoht, da sich das Enzym und sein Substrat besser in der Membran bewegen
konnen (Kojro et al. 2001). Auch durch die Stimulation verschiedener G-Protein gekoppelter
Rezeptoren (GPCR) erhoht sich die Aktivitidt der Protease (Endres and Fahrenholz 2010),
wodurch heparinbindendes EGF (HB-EGF) geschnitten wird und so die EGF-Rezeptoren der
benachbarten Zelle aktiviert werden konnen (Yan et al. 2002). Ein Anstieg der intrazelluldren
Konzentration von Ca®’-Ionen 16st eine Aktivierung von ADAMIO aus, was unter
experimentellen Bedingungen durch das Ionophor Ionomycin induziert wird (Hundhausen et
al. 2007). In ADAMI10-defizienten murinen embryonalen Fibroblasten (MEFs) wurde gezeigt,
dass durch den Einsatz von Ionomycin auch ADAMI17 aktiviert, wodurch der Verlust von
ADAMI0 kompensiert werden kann. Dies kann aber in Zellkultursystemen vernachldssigt
werden, wenn beide Proteasen exprimiert werden (Le Gall et al. 2009). Im Gegensatz zu
ADAMI17, das nur durch verschiedene Stimuli aktiviert wird, ist ADAMI10 auch konstitutiv
aktiv (Maretzky et al. 2005b).

Bislang wurden 62 Substrate fir ADAMIO0 identifiziert. Als wichtige Substrate von
ADAMI10 gelten Notch und Ephidrin. Diese werden von ADAMI10 prozessiert und konnen
daraufhin ihre signalisierende Wirkung erfiillen (Edwards et al. 2008). Interessanterweise
wird ADAMI10 selbst durch die Proteasen ADAM9 und ADAMI1S5 prozessiert. Hierbei wird
der proteolytisch aktive, extrazelluldre Bereich freigesetzt und der verbleibende intrazellulédre
Teil durch eine y-Sekretase weiter gespalten (Tousseyn et al. 2009).

Die Aktivitdt von ADAMI10 kann durch die natiirlichen Inhibitoren TIMP-1 und TIMP-3
geblockt werden (Amour et al. 2000), auch RECK (Reversion induzierendes Cystein reiches
Protein mit Kazal-Motiven) inhibiert ADAM10 (Baker et al. 2002). Fiir Experimente im
Zellkultursystem werden Hydroxamat-basierende Inhibitoren verwendet, wie GI254023X
(GI) und GW280264X (GW), welche beide ADAMIO0 inhibieren, wobei nur GI selektiv
gegen ADAMI10 wirkt, da GW sowohl ADAMI10 als auch ADAM17 inhibiert (Hundhausen
et al. 2003; Ludwig et al. 2005).
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1.2.1.2 ADAM17

ADAM17, das im Jahre 1997 kloniert wurde, ist fiir die Freisetzung von 16slichem TNFa
verantwortlich und wurde aus diesem Grund initial TACE (Tumor necrosis factor-a
converting enzyme) genannt. Durch Strukturvergleiche wurde TACE der ADAM-
Proteinfamilie (4 Distinterin And Metalloprotease), zu denen auch die SVMPs (snake venoms
metalloproteinases) und die Matrix Metalloproteinasen (MMPs) gehoren, zugeordnet (Black
et al. 1997; Moss et al. 1997). Spéter wurde nachgewiesen, dass ADAM17 (TACE) auch
andere Substrate, wie Zelladhdsionsproteine, Zytokin- und Wachstumsfaktorrezeptoren
schneidet. Bislang wurden genau 90 Substrate fir ADAMI17 identifiziert. Eine Liste der
Substrate findet sich im Anhang 7.2. Das Gen, das fiir ADAM17 kodiert, hat 50 kb, mit 19
Exons und liegt auf dem humanen Chromosom 2p25 (Mezyk et al. 2003). Die gebildete
mRNA kann in allen Geweben nachgewiesen werden, wodurch das Protein ubiquitir

exprimiert wird (Cerretti et al. 1999).

Tetraspanine

G-protein
gekoppelter
Rezeptor

ADAM10

ADAM1Y
©

Abbildung 1.3:  Schematische Darstellung der Aktivierungsprozesse von ADAM10 und ADAM17. ADAM Proteasen
werden durch verschiedene Stimuli aktiviert. In dieser Abbildung sind einige Stimulatoren fiir ADAM10
und ADAM17 zusammengefasst. ADAMI10 regulierte Proteolyse wird unter anderem durch den P2X7
Rezeptor, bei dem es sich um einen Ionenkanal handelt, ausgelost. In Zellkultursystemen wird ADAM10
durch Ionomycin aktiviert. ADAM17 kann unter anderen durch Lipopolysaccaride (LPS), tiber Toll-Like-
Rezeptoren (TLR), G-Protein-gekoppelte Rezeptoren und Tetraspanine aktiviert werden. Ein weiterer
Aktivator fiir ADAM17 ist PMA.

Die fundamentale Bedeutung dieser Protease zeigt sich an der Tatsache, dass Méuse, die

kein ADAMI17 exprimieren, schon in der Embryonalentwicklung am Tag 17,5 sterben
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(Peschon et al. 1998; Zhao et al. 2001; Jackson et al. 2003). Der Verlust von ADAM17 hat
Auswirkungen auf die Entwicklung und Differenzierung von Zellen und die Regulation des
Immunsystems. So zeigen Mause, die kein aktives ADAM17 mehr exprimieren, Defekte in
der Entwicklung von Haut, Muskeln und Lunge, sowie eine fehlerhafte Entwicklung des
Nervensystems und werden mit offenen Augen geboren (Peschon et al. 1998; Horiuchi et al.
2007; Canault et al. 2010). Vergleichbare phadnotypische Verdnderungen treten auch bei
Maiusen mit einem Defekt in der Expression von TGFa (Transforming growth factor-a) auf
(Peschon et al. 1998). Auch die Beteiligung von ADAM17 an der Prozessierung von Notch
wurde nachgewiesen. Notch wird, nach einer Spaltung durch Furin und der Bindung seines
Liganden, durch ADAMI17 bzw. ADAMI10 gespalten. Durch die Freisetzung des
extrazelluldren Bereichs wird die intrazellulire Doméne durch eine y-Sekretase freigesetzt
und Zielgene fiir die Zelldifferenzierung aktiviert (Bray 2000b; Brou et al. 2000). Um mehr
tiber die physiologischen und pathologischen Funktionen von ADAMI17 herauszufinden,
wurden konditionelle Knockout Miuse erzeugt. Durch die Bildung von ADAM17%0¥x
Mausen, die keine physiologischen Verdnderung zeigen und der anschlieenden Kreuzung
mit gewebespezifischen Cre-Miausen, wurde ADAMI17 nur in bestimmten Zelltypen deletiert
(Horiuchi et al. 2007). Diese Méuse exprimieren in den entsprechenden Geweben weniger
ADAMI17, aber sterben nicht prinatal. Der Knockout von ADAMI17 in Lymphozyten und
somit im Knochenmark, der Leber und Milz (ADAM17ﬂ°"/ flox/Mx 1 -Cre) oder in Makrophagen
(ADAM 17"/ ysM-Cre) fiihrt zu einer Resistenz gegeniiber LPS-induzierter Sepsis und
einer verminderten Freisetzung des 10slichen TNFa (Kiihn et al. 1995; Clausen et al. 1999;
Horiuchi et al. 2007). Die Auswirkung von ADAM17 auf das Wachstum und die Homdostase
wurde durch die Generierung einer ADAM17™¥1°%/S6x9_Cre Maus untersucht, wodurch
ADAM17 in mesenchymalen Stammzellen deletiert wurde. Diese Méuse sterben friih, werden
mit offenen Augen geboren und weisen Defekte in der Haut und Haaren und im Skelett- und
hdmatopoetischen System auf. Durch diese Miuse wurde gezeigt, dass das ADAMI17-
vermittelte Shedding entziindliche Lisionen in der Haut und dem Darm vermindert (Akiyama
et al. 2002; Horiuchi et al. 2009a; Horiuchi 2013). Um die Auswirkung der reduzierten
ADAM17 Expression im gesamten Organismus zu untersuchen, wurde eine Maus erzeugt, die
nur noch 5% ADAMI17 in allen Geweben exprimiert und trotzdem lebensfdhig ist. Diese
Mause zeigen Defekte in der Entwicklung der Augen, Haare und Haut, genau wie bei

Maiusen, die kein TGF-a exprimieren. Auerdem sind diese Miuse sehr anféllig gegeniiber
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einer DSS-induzierten Colitis, welche durch das fehlende Shedding von EGF-R Liganden
hervorgerufen wird (Chalaris et al. 2010a).

ADAM17 hat demnach, durch die Spaltung von Zytokinen und Rezeptoren, einen grof3en
Einfluss auf das Immunsystem. AuBerdem spaltet es L-Selectin von der Oberfliche von
Leukozyten, wodurch die Migration beeinflusst wird (Peschon et al. 1998).

Trotz der groBen Geltung dieser Sheddase auf die Entwicklung, ist liber die Mechanismen,
die zur Aktivierung von ADAMI17 fiihren, noch nicht viel bekannt. Fiir einige Substrate sind
physiologische Aktivatoren, wie zum Beispiel f-MLP (N-Formyl-Methionyl-Leucyl-
Phenylalanin) und PAF (platelet-activating factor) fiir das Shedding von L-Selectin,
aufgeklart (Rizoli et al. 1999). Im Gegensatz zu ADAMI10, welches auch konstitutiv aktiv ist,
muss ADAM17 aktiviert werden. Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) ist ein starker, nicht-
physiologischer Aktivator der Proteinkinase C (PKC), welcher zum Shedding von ADAMI17-
Substraten fiihrt (Miillberg et al. 1993) (s. Abb. 1.3). Fiir eine weitere Regulation von
ADAMI17 werden die Phosphorylierung der intrazelluliren Doméne, die Beteiligung
verschiedener intrazelluldrer Signalkaskaden oder Interaktionspartner im zytoplasmatischen
Bereich und die Aktivierung von ADAMI17 durch die Regulation der Reifung und
Lokalisation in der Membran untersucht (Mezyk et al. 2003).

Das reife ADAMI17 hat sechs potentielle N-Glykosylierungsstellen, von denen drei in der
katalytischen Doméne, zwei in der Disintegrin und die letzte in der Cysteinreichen-Doméne
liegen. Auch in der Prodoméne, die im Laufe der Reifung von Furin abgespalten wird, sind
drei weitere Glykosylierungsstellen zu finden (Gooz 2010). Zwar erfolgt eine Glykosylierung
des Proteins, die Auswirkungen dieser Modifikation konnten aber bisher nicht genau
bestimmt werden (Peiretti et al. 2003a). Laut spiteren Untersuchungen zeigen
Glykosylierungen von ADAM17 moglicherweise einen Effekt auf die Substratumsetzung und
die Inhibition der Protease auf (Chavaroche et al. 2014).

Die intrazellulire Domidne bietet durch ihre Phosphorylierungsstellen fiir p38 MAPK
(mitogen-activated protein kinase), PKC und ERK (extracellular-signal regulated kinase)
(Diaz-Rodriguez et al. 2002) eine gute Moglichkeit der Regulation. So wird zum Beispiel
Thr73s nach einer Stimulation mit PMA durch ERK phosphoryliert, was wiederum zum
Shedding von TrkA fiihrt. Interessanterweise kann auch ein ADAMI17-Protein, dem die
komplette intrazellulire Doméne fehlt, durch PMA aktiviert werden. Somit scheint die

zytoplasmatische Domine fiir das PMA-induzierte Shedding nicht essentiell zu sein (Reddy et
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al. 2000), obwohl intrazelluldre Signalwege, an denen PKC und ERK beteiligt sind, eine Rolle
im PMA-vermitteltem Shedding spielen. Dies wurde gezeigt, indem die PMA-induzierte
Aktivierung von ADAMI17 durch eine Blockade von p38a MAPK oder ERK inhibiert wurde
(Xu and Derynck 2010). Nach der Aktivierung von ADAMI17 wird es von der Oberfliche
durch Endozytose entfernt, was eine weitere Form der Regulierung darstellt (Doedens and
Black 2000).

Im Laufe der Zeit wurden verschiedene Bindungspartner flir ADAM17 identifiziert, die
das Shedding beeinflussen. Welchen Einfluss die Bindung von MAD2 an die
zytoplasmatische Doméne von ADAMI17 hat, konnte bisher nicht gezeigt werden (Nelson et
al. 1999). Als weiterer Bindungspartner wurde SAP97 (synapse associated protein 97)
nachgewiesen. Dieses bindet mit seiner PDZ3 Doméne an den duBersten Bereich des C-
Terminus von ADAMI17. Eine Uberexpression von SAP97 reduziert die Freisetzung der
Substrate TNFR1, TNFR2 und TNFa (Peiretti et al. 2003b). Die Interaktion mit anderen
Proteinen fiihrt nicht nur zu einer negativen Regulation des Sheddings, sondern kann auch die
Aktivitit von ADAM17 erhdhen, was durch die Interaktion des Proteins Eve-1 gezeigt wurde
(Tanaka et al. 2004). Die Bindung von iRhom2 an ADAMI17 beeinflusst nicht nur den
Transport und die Reifung des ADAMI17, in dem das iRhom2 schon im ER an ADAMI17
bindet und dieses durch das Golgi leitet, sondern auch bei der Regulation des Sheddings.
Durch den Knockout von iRhom2 werden bestimmte Substrate, wie HB-EGF, EphB4, KitL2,
TNFa und Tie2 nicht mehr prozessiert. Andere Substrate von ADAM17, wie TGFa, CD62L
und ICAM-1, werden aber weiterhin von ADAMI17 geschnitten (Mcllwain et al. 2012;
Maretzky et al. 2013). iRhoml reguliert die Reifung von ADAMI17 im Gehirn, bis auf in
Mikroglia wo die Reifung von ADAMI17 durch iRhom2 vermittelt wird. Nur der gleichzeitige
Knockout von iRhom1 und iRhom?2 fiihrt zu einer vollstindigen Inaktivierung von ADAM17.
Diese Méuse weisen den gleichen Phinotyp wie ADAMI17-KO Maiuse auf und sterben
prianatal mit offenen Augen (Li et al. 2015).

Durch Immunostaining wurde nachgewiesen, dass der grofite Teil von ADAMI7 im
perinukledren Bereich der Zelle und nur ein kleiner Teil von reifem ADAMI17 auf der
Zelloberflache lokalisiert ist (Mezyk et al. 2003). Dort befindet es sich entfernt von dem
entsprechendem Substrat in cholesterinreichen Bereichen, sogenannten Lipid rafts (Tellier et
al. 2006). Eine Depletion von Cholesterin fiihrt zur Auflosung dieser Bereiche und somit zur

Erhohung des ADAMI17-mediierten Sheddings, bei gleichbleibender Aktivitit der Protease
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(Matthews et al. 2003). Der Einfluss der Lokalisation von ADAMI17 in der Membran wird
dadurch unterstiitzt, dass PMA die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) auslost,
wodurch der Redox-Zustand der Zelle verdandert wird und Protein-Disulfid-Isomerasen (PDIs)
inaktiviert werden. Die Inaktivierung dieser PDIs ermoglicht die Bewegung von ADAM17
und seinen Substraten innerhalb der Membran (Willems et al. 2010). Die Aktivitit von
ADAM17 wird durch den natiirlichen Inhibitor TIMP-3 geblockt (Amour et al. 1998). Fiir
Experimente im Zellkultursystem werden Hydroxamat-basierende Inhibitoren verwendet, wie
zum Beispiel GW280264X (GW), welches sowohl ADAMI10 als auch ADAM17 inhibiert
(Hundhausen et al. 2003; Ludwig et al. 2005).

1.2.2 Substratspektrum der Sheddasen ADAM10 und ADAM17

Die Liste der identifizierten Substrate flir ADAM10 und ADAM17 wird von Jahr zu Jahr
langer. Zu diesen Substraten gehdren Zytokine/Wachstumsfaktoren, Adhésionsmolekiile und
Rezeptoren, welche den groBten Teil der prozessierbaren Substrate ausmachen. Nach
aktuellem Stand sind fiir die Protease ADAM10 62 Substrate und fiir ADAM17 90 Substrate
beschrieben. Eine Auflistung aller Substrate findet sich im Anhang, Abschnitt 7.1 und 7.2.
Interessanterweise gibt es auch Substrate, die von beiden Proteasen geschnitten werden, was
durch den Uberlappungsbereich in Abbildung 1.4 dargestellt ist. Wie groB dieser Bereich
genau ist, ist schwer zu sagen, weil fiir viele Substrate nicht getestet wurde, ob diese sowohl
von ADAMI10 als auch von ADAMI17 prozessiert werden konnen. Zum Zeitpunkt dieser
Arbeit werden 30 Substrate sowohl von ADAMI0 als auch von ADAM 17 prozessiert
(Scheller et al. 2011a).

13
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ADAM17 60

ADAM10

Abbildung 1.4:  Substratspektrum von ADAM10 und ADAMI17. Bisher wurden fiir die Protease ADAMI17 90
Substrate beschrieben (linker, heller Kreis), flir ADAMI10 wurden 62 Substrate beschrieben (rechts,
dunkelgrauer Kreis). 30 Substrate konnen von beiden Substraten geschnitten werden
(Uberlappungsbereich).

1.3 Regulation der ADAM Proteasen ADAM10 und ADAM17
durch das Synapse-associated protein 97 (SAP97)

SAP97 (synapse-associated protein 97) ist ein Protein der MAGUK-Familie (membrane-
associated guanylate kinase homologs), welches homolog zu dem discs large tumor
suppressor protein (DLG1) aus Drosophila ist. Daher ist es beim Menschen auch als hDlgl
bekannt. Es ist 97 kDa grof8 und wird im ganzen Gehirn und anderen Organen (besonders in
Epithelzellen) exprimiert (Lue et al. 1994; Muller et al. 1995; Valtschanoff et al. 2000).

Zu der MAGUK-Familie gehoren die Proteine SAP97, PSD-95 (SAP90), PSD-93
(Chapsyn 110) und SAPI102, die sich durch die charakteristische Struktur aus drei
N-terminalen PDZ Doménen, einer Src-homologen 3 (SH3) Domine und einer C-terminalen,
katalytisch inaktiven, Guanylatkinase (GUK) Doméne, auszeichnen (Elias et al. 2006). Fiir
SAP97 wurden zwei Splicevarianten beschrieben. Eine Splicestelle liegt zwischen dem
N-Terminus und der ersten PDZ-Domine, die andere liegt zwischen der SH3 und der GUK
Doméne (wie bei den Isomeren 12, 13) (McLaughlin et al. 2002). SAP97 bildet aulerdem zwei
verschiedene N-Termini, wodurch entweder zwei Cysteine, die normalerweise palmitoliert

werden (aSAP97), oder eine L27 Doméne (BSAP97) exprimiert werden (Schliiter et al. 2006;

14



[ Einleitung

Waites et al. 2009; Li et al. 2011a). Durch diese zwei Variationen wird die subsynaptische
Lokalisation bestimmt, was zur Folge hat, dass oSAP97 hauptsidchlich an einer
postsynaptischen dichten Membranregion (PSD) und BSAP97 in perisynaptischen Regionen
lokalisiert ist (Waites et al. 2009). Im Gehirn ist BSAP97 sehr stark vertreten (Schliiter et al.
2006). Durch die Variationen des SAP97 kdnnen nicht nur verschiedene Funktionen erfiillt
werden, es verkompliziert auch die Funktionsanalyse, wenn die Variante nicht klar definiert
ist. Durch diese Isoformen werden nicht nur die Lokalisation, sondern auch die Interaktion
mit anderen Proteinen beeinflusst, sodass die Isoform I3 das Actin/Spectrin-assoziierte
Protein bindet und zur Plasmamembran transportiert, wodurch Zell-Zell-Kontakte modifiziert
werden (McLaughlin et al. 2002; Rumbaugh et al. 2003). Im Gegensatz dazu ist die Isoform
12 im Nukleus lokalisiert (Wu et al. 2002; Rumbaugh et al. 2003; Roberts et al. 2007).

SAP97 interagiert mit einer Vielzahl an Bindungspartnern, wie Ionenkanile, zytosolischen
Strukturproteinen und anderen Membranproteinen. Die Selektion der Bindepartner erfolgt
meist Uber den N-Terminus von SAP97, wobei die Interaktion iiber die PDZ-Doménen
stattfindet (Wu et al. 2000; Fourie et al. 2014).

Der N-Terminus hat zusétzlich noch ein Mysoin VI-Bindemotiv, wodurch eine direkte
Interaktion zwischen Myosin VI, SAP97 und der AMPA Rezeptoruntereinheit GluA1 erfolgt,
was fiir den Transport des AMPA Rezeptors erforderlich ist (Wu et al. 2002). Die Bindung
von GKAP (GUK assoziierten Proteinen) wird durch eine intramolekulare Interaktion
zwischen den SH3 und der GUK Doméne reguliert (Wu et al. 2000). Auch ein Transport von
Kinasen zu ihren Substraten ist durch die Bindung von AKAP79/150 (A-kinase-anchoring
protein 79/150) mit SAP97 moglich. Auf diese Weise konnen PKA, PKC (Proteinkinase A
und C) und Calcineurin, eine Ca®/calmodulin abhingige Protein-Phosphatase, effektiv mit
ihren Substraten interagieren (Colledge et al. 2000). GroBere Proteinkomplexe konnen durch
die L27 Domine des N-Terminus von SAP97 gebildet werden. Diese Doméne ist fiir die
Heteromultimerisierung und Homodimerisierung von SAP97-Proteinen untereinander oder
anderen Proteinen, die eine L27 Domine tragen, verantwortlich (Nakagawa et al. 2004). Bei
der Interaktion des SAP97 mit Proteasen bindet die PDZ3 Doméne den atypischen,
prolinreichen Bereich des C-Terminus von ADAM10 und ADAMI17, wodurch der Transport
dieser Proteasen zur Plasmamembran gefordert wird. Diese Interaktion filihrt, wie im Fall von
ADAMI17, zu einer verringerten Freisetzung der Substrate TNF, TNFR1, TNFR2 und TGFa
(Peiretti et al. 2003b; Marcello et al. 2007; Surena et al. 2009). Im Falle von ADAMI10 wird
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das Protein durch SAP97 effektiver durch den Golgi-Apparat transportiert und gelangt so
direkt an die Membranoberfliche, was zu einer erhohten Freisetzung von APP (amyloid

precursor protein) fiihrt, wodurch weniger AP Peptid gebildet wird (Saraceno et al. 2014).

1.4 Bekannte (IL-6R) und neue Substrate der ADAM-

Proteasen

1.4.1 Der Aufbau und die Signalwege des IL-6R

Der IL-6R wurde 1993 als Substrat von ADAMI17 nachgewiesen (Miillberg et al. 1993).
Zehn Jahre spiter konnte auch gezeigt werden, dass dieser Rezeptor ebenfalls von ADAM10
prozessiert wird (Matthews et al. 2003). Durch das Shedding wird der 16sliche IL-6R gebildet
(sIL-6R), der bereits 1989 kloniert und untersucht wurde (Taga et al. 1989). Der 16sliche
Rezeptor kann, genau wie der membrangebundene Rezeptor, weiterhin das entsprechende
Zytokin binden.

Dieses ist das IL-6, welches ein 21-28 kDa groB3es, aus vier langen a-Helices (May et al.
1991; Bravo and Heath 2000) aufgebautes Zytokin ist und sich durch ein breites
Wirkungsspektrum auszeichnet. Dieses Zytokin reguliert Einfliisse im Immun- und dem
Nervensystem. Dariiber hinaus ist es sowohl an metabolischen, als auch an pro- und
antiinflammatorischen Prozessen beteiligt (Scheller et al. 2011b). Fiir die Signaltransduktion
des IL-6 ist die Bildung eines Rezeptorkomplexes aus dem IL-6R (a-Rezeptor) und zweier
signaltransduzierender B-Rezeptoren (gp130) notwendig (Hirano and Kishimoto 1992; Rose-
John et al. 2007). Der Interleukin-6 Rezeptor (IL-6R) ist ein 80 kDa grof3er, glykosylierter,
Typ-1 Transmembranrezeptor, welcher aus drei extrazelluliren Bereichen, einer 52
Aminosduren langen Stalk-Region, einer Transmembrandomidne (TMD) und einer
intrazelluldiren Doméne (ICD) aufgebaut ist. Die drei Doménen des extrazelluliren Bereichs
bilden eine Immunglobulin (IgG)-dhnliche Domine (D1) und zwei Fibronektin Typ-III
Dominen (D2 und D3) (Yamasaki et al. 1988; Varghese et al. 2002). Die Bindung des
Zytokins IL-6 erfolgt iiber eine Interaktion mit den Doménen D2 und D3, welche ein Zytokin-
Bindungs-Modul (CBM) mit einem konservierten WSXWS Motiv und vier Cysteinen bilden
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(Sprecher et al. 1998). Die Stalkregion muss eine definierte Linge von mindestens 83 A
haben um eine Signaltransduktion durch eine korrekte Interaktion mit den beiden gp130
Proteinen zu gewihrleisten (Baran et al. 2013). Des Weiteren findet in der Stalk-Region die
proteolytische Spaltung durch ADAM10 und ADAMI17 in der Ndhe der Membran statt,
wodurch eine losliche Variante des IL-6R freigesetzt wird (Miillberg et al. 1993). Die
Signalweiterleitung des IL-6 erfolgt durch gp130. Bislang wurde fiir die ICD des IL-6R nur
eine Funktion zur basolateralen Sortierung nachgewiesen (Martens et al. 2000).

IL-6 und der IL-6R haben nur als ein gemeinsamer Komplex eine Affinitét zu gp130. In
der ungebundenen Form erfolgt keine Interaktion mit gp130 (Jostock et al. 2001).

Nach der Bindung des IL-6/IL-6R Komplexes an gpl130, homodimerisiert gp130 und
initiiert eine Signalkaskade iiber den JAK/STAT-Weg, wobei STAT1 und STAT3 nach
Bindung an phosphorylierten Tyrosinen des gp130 aktiviert werden (Eulenfeld et al. 2012).
Das Tyrosin (Y7s9) rekrutiert die Phosphatase SHP-2, wodurch der Ras-Raf-MAPK
Signalweg aktiviert wird (Hibi et al. 1990; Fukada et al. 1996; Schmitz et al. 2000; Heinrich
et al. 2003; Scheller et al. 2006a).

Diese Art des IL-6 Signals ist aufgrund der fehlenden Interaktion des IL-6 an gp130 ohne
den IL-6R in klassischer Weise nur auf Zellen moglich, die den IL-6R tragen. Somit wéren
nur Zellen wie Hepatozyten, Monozyten, Makrophagen, Neutrophile, B-Zellen und einige
T-Zellpopulationen, die den IL-6R exprimieren, responsiv gegeniiber IL-6 (Oberg et al. 2006;
Rose-John et al. 2006; Scheller and Rose-John 2006). Der Co-Rezeptor (gp130), der fiir die
Signalweiterleitung notwendig ist, wird hingegen auf allen Zellen exprimiert (Scheller et al.
2006b; Garbers et al. 2011). Neben dem klassischen Signal gibt es aber auch noch den Trans-
Signalweg (trans-signaling), der durch die I6sliche Variante des IL-6R (sIL-6R) aktiviert
wird. Die Bildung des sIL-6R erfolgt auf zwei Arten, einerseits durch eine proteolytische
Spaltung in der Stalk-Region, vermittelt durch ADAMI0 oder ADAMI17 (90-99%),
andererseits durch alternatives Splicing der mRNA (1-10%) (Lust et al. 1992; Chalaris et al.
2011; Rose-John 2012) (s. Abb. 1.5). Die Generierung des sIL-6R durch alternatives Splicing
konnte bisher nur im Menschen, nicht aber in der Maus nachgewiesen werden (Scheller et al.
2011a; Schumacher et al. 2015).

ADAMI17 spaltet den membranstindigen IL-6R in der Stalk-Region zwischen den
Aminosduren Qss7-Dssg (Miillberg et al. 1994b) und ADAMI10 spaltet in der Stalk-Region

zwischen den Aminosiuren S;s3-F3¢7 (Baran et al. 2013). Nach der proteolytischen Spaltung,
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verbleiben die Transmembrandoméne und der intrazellulire Bereich des IL-6R in der
Membran und werden durch eine y-Sekretase weiter prozessiert. Hierbei wird das C-terminale
Fragment (CTF) freigesetzt. Ob dieses Fragment noch eine weitere biologische Funktion hat,
wie bei dem CTF von Notch, das noch als Transkriptionsfaktor dient, ist noch nicht erforscht

(Oswald et al. 2001; Chalaris et al. 2010b).
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Abbildung 1.5:  Schematische Darstellung der Signalwege des IL-6/IL-6R Komplexes. Der IL-6/IL-6R Komplex 16st
Signale iiber zwei Wege aus. Bei dem klassischen Weg (links dargestellt) bindet IL-6 an den
membrangebundenen IL-6R, wodurch zwei signaltransduzierende gp130-Molekiile rekrutiert werden. Der
andere Weg erfolgt nach Bindung des IL-6 an den l16slichen IL-6R (sIL-6R), welcher durch
Ektodoménenspaltung durch ADAM-Proteasen oder durch alternatives Splicing gebildet wird. Dieser
Komplex aus IL-6 und sIL-6R stimuliert nun Zellen, die keinen IL-6R exprimieren, Zellen, von denen der
Rezeptor freigesetzt wurde oder auch Zellen, die den IL-6R selbst exprimieren. Dieser Signalweg wird
auch trans-signaling genannt.

Durch einen konditionellen Knockout des IL-6R in verschiedenen Zelltypen wurde in
diesen transgenen Médusen nachgewiesen, dass fiir die Generierung des murinen sIL-6R
hauptsdchlich Hepatozyten und hamatopoetische Zellen verantwortlich sind (McFarland-
Mancini et al. 2010). Im gesunden Menschen findet sich 25-35 ng/ml sIL-6R im Plasma
(Honda et al. 1992; Hunter and Jones 2015), was sich jedoch unter inflammatorischen

Bedingungen erhoht (Rose-John 2012).
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Die Unterschiede der Auswirkungen des classic-signaling und des trans-signaling, sind
gravierend. So fiihrt der klassische Signalweg hauptsédchlich zu positiven Zellantworten, wie
der Aktivierung des Immunsystems und zu anti-inflammatorischen Zellantworten, aber auch
zur Differenzierung von B-Zellen und Proliferation von Hepatozyten, was zur Regeneration
der Leber fiihrt. Der Trans-Signalweg fiihrt hingegen zur Aktivierung von pro-
inflammatorischen Signalen, Inhibition der T-Zell-Apoptose und maligen Proliferation von
Epithelzellen (Chalaris et al. 2011; Scheller et al. 2011b).

Auf der Zelloberflache ist die Expression von gp130 wesentlich groBer als die des IL-6R,
deswegen flihrt der klassische Signalweg nur zur Aktivierung einiger gp130 Molekiile. Beim
trans-signaling hingegen werden alle gpl130 Molekiile aktiviert, und somit eine stirkere

Signalamplitude erzeugt (Rose-John 2012).

1.4.2 Aufbau und Funktion des IL-23R

2006 wurde die SNP (single nucleotide polymorphism) Variante rs11209026 (R381Q)
detektiert, die durch alternatives Splicing eine 16sliche Variante des IL-23R (sIL-23R) bildet.
Die Expression dieser 18slichen Variante fiihrt zu einer verminderten Expression der Th17
Zytokine IL-17A und IL-17F und hat einen protektiven Effekt auf die Krankheiten Morbus
Chron und Ulcerative Colitis. Der l6sliche IL-23R scheint somit eine antagonistische
Wirkung auf den IL-23 Signalweg zu haben (Duerr et al. 2006; Yu and Gallagher 2010; Yu et
al. 2015).

Der membrangebundene Interleukin-23 Rezeptor (IL-23R) wurde 2002 als Rezeptor
identifiziert, der zusammen mit dem Rezeptor IL-12RB1 den Rezeptorkomplex fiir das
Zytokin Interleukin-23 (IL-23) bildet. Der Nachweis des IL-23R erfolgte in lymphoiden
Zellen des angeborenen Immunsystems, sowie T- und B-Zellen. Die cDNA des IL-23R wurde
auBerdem in geringen Mengen in Makrophagen, dendritischen Zellen und PBMCs (peripheral
blood mononuclear cell) nachgewiesen (Parham et al. 2002; Langrish et al. 2004; Chognard et
al. 2014).

Ein Gen von 150 kb kodiert fiir den humanen IL-23R, welches auf dem Chromosom 1 liegt
(Maus Chromosom 6). Auf dem gleichen Segment ist auch der humane IL-12RB2 kodiert.
Der IL-23R ist ein Typ-I Transmembranprotein, aus 629 Aminosduren (Maus 644) und
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71,72 kDa (Maus 73,45 kDa) (UniProt: Q5SVWKS, bzw. Q8K4B4), mit einer groflen
Homologie zu anderen Zytokinrezeptoren, besonders zum Rezeptor IL-12RB2 und gp130
(Floss et al. 2015).

Der extrazelluldre Bereich umfasst eine Signalsequenz fiir den Transport zur Zellmembran,
daran angeschlossen liegen eine Ig-dhnliche Doméne (D1) und zwei Zytokin-Binde-Doménen
(D2, D3). Fiir die weitere Modifikation befinden sich im extrazelluldren Bereich potentielle
N-Glykosylierungsstellen (8 fiir den humanen und 7 fiir den murinen Rezeptor). Im Bereich
nahe der Membran, in der D3-Region enthélt der Rezeptor eine WQPWS Sequenz, die dem
WSXWS Motiv anderer Zytokinrezeptoren entspricht. Interessanterweise besitzt der murine
IL-23R in dieser Region eine Duplikation von 20 Aminosduren, die dieses Motiv enthilt.
Diesem Motiv folgt ein Stalk aus 37 Aminosduren, dem sich eine einzelne
Transmembrandoméne anschlieft. Im zytoplasmatischen Bereich des humanen Rezeptors
finden sich sieben Tyrosinreste, die mit Ausnahme des Y463 auch in der Maus konserviert sind
(Parham et al. 2002). Drei dieser Tyrosine bilden SH2-Doménen (Src homolog 2 Doméne),
eine potentielle SHP2 Bindestelle (Y3o9EDI) (Case et al. 1994), eine fiir die Bindung von
STAT1 und STAT3 (Y611 FPQ) (Heinrich et al. 1998) und eine potentielle Bindestelle fiir
STATH4, die sich auch im IL-12RB1 wiederfindet (GY434sKPQIS) (Naeger et al. 1999; Yao et
al. 1999). Des Weiteren wurde eine Assoziation des Rezeptors mit Jak2 nachgewiesen,
obwohl die fiir die Interaktion notwendige Prolin-reiche Region nicht ausreichend definierbar
ist (Parham et al. 2002). Fiir den IL-23R existieren verschiedene Splice-Varianten, wobei eine
dieser Varianten einen loslichen IL-23R bildet (Zhang et al. 2006; Kan et al. 2008; Mancini et
al. 2008; Yu et al. 2015).

Der Ligand des IL-23R ist das Zytokin IL-23, welches aus den beiden Untereinheiten p19
und p40 besteht. Die Untereinheit p40 sowie einen der beiden Rezeptoren teilt sich IL-23
zusammen mit [L-12. So nutzen IL-12 als auch IL-23 den IL-12RB1, wobei IL-23 noch den
IL-23 Rezeptor fiir die Signalweiterleitung verwendet (Oppmann et al. 2000).

IL-23 gehort zu der IL-12 Zytokinfamilie, die aus drei heterodimeren Zytokinen besteht,
IL-12 (IL-12p35/p40), 1L-23 (IL-23p19/p40) und IL-35 (IL-12p35/Ebi3) (Vignali and
Kuchroo 2012). Diese Zytokinfamilie ist durch die Struktur seiner Zytokine nah verwandt mit
der IL-6 Zytokinfamilie. Das neu entdeckte IL-35 bildet dabei den Ubergang zwischen den
beiden Familien und definiert so einen cross-talk zwischen den beiden Klassen (Garbers et al.

2012).
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Die Interaktion des Zytokins mit seinen entsprechenden Rezeptoren verlduft in der IL-6
Familie nach dem kanonischen I-II-III Paradigma. Hierbei bindet das Zytokin mit der Seite |
an seinen nicht signalisierenden a-Rezeptor (IL-6R) und mit der Bindestelle II und III die
B-Rezeptoren (gp130, Domine 1 und gp130, Doméne 2 und 3) (Boulanger et al. 2003; Bobby
et al. 2014). Dieses Paradigma trifft jedoch nicht auf die Interaktion zwischen IL-23 und
seinen Rezeptoren zu. Im Gegensatz zum IL-6R, der nicht ohne IL-6 an gp130 bindet, kann
p40, welches dem a-Rezeptor entspricht, auch ohne seinen Bindungspartner (p19) an IL-
12RB1 binden. In diesem Fall blockiert p40 die Signalwege von IL-12 und IL-23. Die
Bindung zwischen p19 und p40 wird {iber die Bindestelle I vermittelt, jedoch ist fiir die
Interaktion von p19 mit dem IL-23R iiber die Bindestelle III eine vorherige Interaktion mit
p40 notwendig. Eine Bestitigung der vermuteten Bindestelle II erfolgte nicht, jedoch wurde
der Nachweis erbracht, dass p40 direkt ohne die Bindung von p19 mit IL-12RB1 interagiert
(Schroder et al. 2015).

Die Bindung des heterodimeren Zytokins IL-23, welches aus den Untereinheiten p19 und
p40 besteht, resultiert in einer Aktivierung von Jak2 und Tyk2, welche hauptsidchlich STAT3,
aber auch STATI, -4 und -5 phosphorylieren. Dies ist die gleiche Antwort, die die Zelle auch
auf eine Stimulation mit IL-12 geben wiirde, wobei in diesem Fall die Aktivitdt von STAT4
wesentlich hoher wiére (Parham et al. 2002). Der IL-23 Rezeptor ist dabei der Hauptakteur um
die Signale weiterzuleiten.

IL-23 fordert zusammen mit IL-6, TGF-f und IL-21 die Entwicklung und Proliferation von
Th17-Zellen, die durch die Expression von IL-17 und anderer pro-inflammatorischer Zytokine
charakterisiert werden (Langrish et al. 2005). Die Expression von IL-17 ist essentiell fiir die
Abwehr verschiedener Pathogene (Infante-Duarte et al. 2000). Fiir die Entwicklung der Th17-
Zelle wird die Differenzierung der naiven CD4 -Zellen durch IL-6 und TGF-p induziert,
wodurch IL-21 exprimiert wird (Zhou, L. 2007). Im Anschluss fordert IL-21 die Expression
des IL-23R in Abhéngigkeit von STAT3 und RORyt. Die T-Zellen reagieren nun durch die
Expression von IL-12RB1 und IL-23R auf IL-23 (Chen et al. 2006; Wei et al. 2007; Durant et
al. 2010).

Eine falsche Regulation des Signalweges von IL-23 kann zu Krankheiten, wie Psoriasis,
chronisch-entziindliche Darmerkrankungen, rheumatoide Arthritis, Multiple Sklerose und
Krebs fiihren (Chan et al. 2006; Langowski et al. 2006; Yen et al. 2006; Cargill et al. 2007;
Mclnnes and Schett 2007).
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Zur Inhibition der IL-23 vermittelten Signaltransduktion sind mehrere Angriffsstellen

moglich. So konnen die Zytokinuntereinheiten (p40 und das p40 Dimer, p80) aber auch

16sliche Rezeptoren (sIL-23R) und neutralisierende Antikorper (anti-p40, anti-pl19) fiir die

Inhibition genutzt werden. Die Blockierung von p40 oder IL-12Rf1 inhibieren dabei nicht nur

den IL-23, sondern auch den IL-12 vermittelten Signalweg (Floss et al. 2015). Als mogliche

Therapeutika sind momentan Antikorper gegen die p40 Untereinheit in der Entwicklung

(Ustekinumab, Briakunumab) (Lima et al. 2009; Benson et al. 2011). Fiir eine selektive

Inhibition des IL-23 Signalwegs befindet sich ein p19-spezifischer Antikorper in klinischen
Studien (Gaffen et al. 2014).
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Abbildung 1.6:

Toso IL-23R

Schematische Darstellung der untersuchten Rezeptoren Toso und IL-23R. Eine genaue Erkldrung der
Rezeptoren und Funktionen findet sich in den Abschnitten 1.4.2-1.4.3. Der Toso Rezeptor (links) ist aus
einer Ig-dhnlichen Doméne, einer langen Stalk Region und einer Intrazelluldren-Domine (ICD)
aufgebaut. Der IL-23R (rechts) ist aus einer N-terminalen Ig-dhnlichen Doméne D1 aufgebaut (Kreis) Die
Fibronektin-II Dominen (D2, D3) der Zytokinrezeptor-homologen-Region werden als Sechsecke
dargestellt. Konservierte Cysteinpaare werden in der D2 Region als doppelte Linien dargestellt. Das
Motiv. WQWPS in der Domidne D3 wird durch einen breiten Balken symbolisiert. TMD=
Transmembrandoméne, ICD= intrazelluldre Doméne.
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1.4.3 Aufbau und Funktion des IgM Rezeptors Toso (FcuR)

Im Serum von Patienten, die an Chronisch-Lymphatischer Leukédmie (CLL) leiden, wurde
ein 16sliches Toso-Protein mit einer GroB3e von 40 kDa nachgewiesen. Dabei wurde gezeigt,
dass dieses durch alternatives Splicing gebildet wird (Li et al. 2011b). Ob dieses l6sliche
Rezeptorprotein immer noch den Antikdrper IgM binden kann, wie das membrangebundene
Toso, konnte bisher nicht bestétigt werden.

Antikorper sind Proteine aus der Klasse der Immunglobuline. Sie bestehen aus jeweils
zwei leichten und zwei schweren Ketten, die durch Disulfidbriicken zu einer Y-férmigen
Struktur zusammengesetzt sind. Beide Ketten bestehen aus jeweils einer variablen und
mindestens einer konstanten Doméne. Die variablen Regionen dienen der Antigenbindung
und die konstante Region wird fiir die Interaktion mit Fc-Rezeptoren genutzt. Fiir die
Immunglobuline IgG, IgE und IgA sind Fc-Rezeptoren schon beschrieben. So bindet IgG an
FcyRI und FeyRIV, IgE bindet an FceRI und IgA interagiert mit FcoR (Ravetch and Kinet
1991; Daéron 1997; Monteiro and Van De Winkel 2003; Nimmerjahn et al. 2005). IgM,
welches als Monomer auf der Oberfliche von B-Zellen, aber auch als sekretiertes Pentamer
vorkommt, bindet an PIGR (polymeric Ig receptor) und FcR fiir I[gA und IgM (Kubagawa et
al. 2009). Ein Rezeptor, der ausschlieBlich IgM bindet, wurde im Vorfeld vermutet und spater
auf CD4 und CD8 T-Zellen identifiziert (Moretta et al. 1977; Reinherz et al. 1980). 1987
erfolgte der erste Nachweis eines 60 kDa groflen Sialoglykoproteins auf induzierten und
Chronisch-Lymphatischen Leukdmie (CLL) B-Zellen durch eine Immunoprizipitation mit
IgM mADb (Sanders et al. 1987). Im weiteren Verlauf wurde dieser FcuR als einziger
Fc-Rezeptor auch auf humanen T-Zellen identifiziert. (Nakamura et al. 1993; Kubagawa et al.
2009; Murakami et al. 2012). Durch die Anfertigung und Transfektion einer cDNA-
Bibliothek in B-Zellen, die kein IgM binden, wurde ein offener Leserahmen (ORF)
identifiziert, welcher einen Rezeptor bildet, der die Bindung des IgM auf den B-Zellen
ermdglicht (Kubagawa et al. 2009).

Dieser ORF besteht aus 1173 bp und bildet ein Typ I-Transmembranprotein aus 390
Aminoséduren. Dieser Rezeptor trigt ein Signalpeptid, welches abgespalten wird, gefolgt von
einer 107 Aminosduren grofen Ig-dhnlichen Doméne, welche fiir die Bindung von IgM, mit

einer Aviditdt von ~ 10 nM, verantwortlich ist (Kubagawa et al. 2009). Zwischen dieser
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Domine und der Transmembranregion liegt eine 127 Aminoséduren lange Stalkregion, gefolgt
von einer Transmembrandomidne, die 21 Aminosduren lang ist und einen geladenen
Histidinrest enthilt. Vire et al. bestdtigten, dass es mehrere Stellen fiir O-Glykosylierungen in
der Stalkregion gibt (Vire et al. 2011). Der Rest des Rezeptors besteht aus einem 118
Aminosdure langen zytoplasmatischen Bereich (Ohno et al. 1990; Kubagawa et al. 2009).
FcuR tridgt eine geladene Aminosdure in der Transmembrandoméne und eine lange
zytoplasmatische Doméne mit konservierten Tyr und Ser Resten. Auf diese Weise ist eine
Signalweiterleitung des FcuR sowohl durch einen Interaktionspartner, der an das Histidin
bindet, als auch direkt {iber die Tyrosin- und Serinreste mdglich (Ravetch and Kinet 1991;
Kubagawa et al. 2014a). Bei einer Stimulation mit IgM wurde eine Phosphorylierung der
Tyrosin- und Serinreste und auflerdem eine Phosphorylierung der PLCy (Phospholipase C v)
und ERK1/2 nachgewiesen (Kubagawa et al. 2009; Murakami et al. 2012).

Die intrazelluldre Doméne trigt aulerdem noch eine Prolin-reiche Domine, die fiir den
Transport des Rezeptors zur Zelloberfliche verantwortlich ist und ein YXX® Motiv, welches
fiir die schnelle Clathrin-abhingige Endozytose nach einer Bindung des IgMs zustdndig ist.
Der internalisierte Rezeptor wird im Laufe der Endozytose im Lysosom degradiert (Vire et al.
2011).

Das Gen fiir diesen IgM-Rezeptor liegt auf dem humanen Chromosom 1q32.2, in direkter
Nachbarschaft zu zwei anderen IgM- Rezeptoren (pIgR, Fca/uR), die zusédtzlich IgA binden
konnen (Kubagawa et al. 2009).

Die Oberflichenexpression des Rezeptors ist auf B- und T-Lymphozyten des adaptiven
Immunsystems beschrinkt. Die Expression des Rezeptors nimmt mit der Entwicklung der B-
und T-Zellen weiter ab. Durch eine Stimulation mit IgM wird die Expression des Rezeptors
noch gesteigert. Daher ist sie in naiven B- und T-Zellen und in CLL-Zellen besonders hoch
(Sanders et al. 1987; Ohno et al. 1990; Kubagawa et al. 2009; Pallasch and Wendtner 2009).

Im Serum von CLL-Patienten fand sich auch eine 16sliche Variante des Rezeptors mit
unbekannter Funktion. Diese Variante ist ein ~ 40 kDa groBles Protein, welches durch
alternatives Splicing gebildet wird (Li et al. 2011b). Das Alignment der cDNA von FcpR mit
einer Datenbank ergab, dass diese cDNA identisch mit der DNA von FAIM3/Toso ist
(Kubagawa et al. 2014a).

Nach Hitoschi et.al sind Jurkat Zellen, die den FcuR iiberexprimieren, nach einer

Stimulation mit IgM anti-human Fas mAb, resistent gegeniiber der Fas induzierten Apoptose.
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Dieser Rezeptor wurde darauthin als Fas apoptotic inhibitory molecule 3 (FAIM3)
klassifiziert und erhielt den Namen Toso. Toso ist ein Likor, welcher in Japan an Neujahr auf
ein langes Leben und ewige Jugend getrunken wird (Hitoshi et al. 1998). Dementsprechend
wurde auch das Gen im Menschen FAIM3 und in der Maus Faim3 benannt. Der positive
Effekt des Toso Proteins gegeniiber der induzierten Apoptose wurde jedoch wiederlegt, weil
in Toso exprimierenden Zellen immer noch Apoptose durch die Stimulation mit Fas-L
ausgelost wird (Honjo et al. 2012b). Die Ergebnisse von Hitoshi bestitigen eher eine Bindung
des IgM, als einen Schutz vor Apoptose, da gezeigt wurde, dass Fas, ligiert an IgG3 mAb,
Apoptose in FcuR exprimierenden Zellen auslost (Kubagawa et al. 2009). Dariiber hinaus
wurde nachgewiesen, dass nach der Blockierung der IgM-Bindedoméne des Toso Proteins,
wieder Apoptose durch den agonistischen IgM anti-Fas mAb ausgelost wird (Kubagawa et al.
2014b). Aus diesen Griinden handelt es sich bei dem Toso Rezeptor eher um einen IgM-
Binderezeptor, als um ein Fas apoptotic inhibitory molecule. Die Bindung des IgM an Toso
wurde in verschiedenen Publikationen beschrieben. Dabei fiel auf, dass der humane Toso
Rezeptor besser murines als humanes IgM bindet und IgA gar nicht gebunden wird (Pricop et
al. 1993; Kubagawa et al. 2014a).

In Miusen konnte der FcuR bisher nur in B-Zellen nachgewiesen werden, wobei das
Protein in den Pra-B-Zellen exprimiert und im Laufe der Zellentwicklung abnimmt (Honjo et
al. 2012a). FcuR KO Maiuse zeigten folgende Verdnderungen in ihrem Phinotyp: erhohte IgM
Konzentration im Serum nach einer Immunreaktion, Verdnderungen in der B-Zell
Subpopulation, Dysregulation der Immunantwort, Beeintrdchtigung der B-Zell Proliferation
und Veranlagung zur Produktion von selbst gerichteten Antikorpern (Ouchida et al. 2012;
Choi et al. 2013).

1.5 Ziele dieser Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung neuer Substrate und der Regulation der ADAM-
Proteasen ADAM10 und ADAM17.

ADAMI10 und ADAM17 sind an vielen Prozessen beteiligt, wie Embryonalentwicklung
und Homdostase des Gewebes. Bisher ist unbekannt, wie diese Enzyme reguliert werden und

wie die genaue Erkennung des Substrates abliuft. Eine unkontrollierte Aktivierung von
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ADAMI17 kann zur Tumorentwicklung und chronischen Erkrankungen fiihren (Mochizuki
and Okada 2007; Chalaris et al. 2011). Aus diesem Grund wird nach spezifischen Inhibitoren
geforscht, um die Aktivitit der Proteasen zu regulieren. Diese Inhibitoren haben jedoch auch
einen Einfluss auf die Freisetzung anderer Substrate, wie zum Beispiel Notch, wodurch
weitere molekularbiologische Prozesse beeinflusst werden. Daher ist es wichtig alle Substrate,
die durch die Proteasen prozessiert werden kdnnen, zu identifizieren. Obendrein konnen durch
die Detektion neuer Substrate moglicherweise Riickschliisse auf die Regulation der Proteasen
und auf Krankheitsbilder, die durch die Freisetzung von Rezeptoren entstehen, gezogen
werden.

Bei den zu untersuchenden potentiellen Substraten handelt es sich um den Interleukin-23
Rezeptor und den IgM-Rezeptor Toso.

Der IL-23R wird auf das Shedding untersucht, um mehr tiber die Signalweiterleitung
dieses Rezeptors zu erfahren. Dieser Signalweg ist nicht nur an der Differenzierung von
Th17-Zellen beteiligt, sondern hat auch einen starken Einfluss auf die Entwicklung von
Autoimmunkrankheiten, wie Psoriasis, Rheumatoider Arthritis und Multiple Sklerose.

Toso ist ein neu entdeckter, IgM spezifischer Rezeptor, dessen Funktionen noch
weitestgehend unbekannt sind. Bisher wurde eine Prozessierung der Fc-Rezeptoren durch
ADAM-Proteasen nur fir den FcaR, FcyRIITA und FcyRIIIB, nachgewiesen (Peng et al.
2010; Guo et al. 2012; Lajoie et al. 2014).

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist es, den Effekt des SAP97 Metalloproteasebindeproteins
auf die Prozessierung des Interleukin-6 Rezeptors zu untersuchen. Auf diesem Wege soll
analysiert werden, ob SAP97 das Shedding des IL-6R durch ADAMI10 und ADAMI17
reguliert.

Die Prozessierung der Rezeptoren soll in humanen und murinen Zelllinien durchgefiihrt
werden, um eventuelle Unterschiede zwischen den humanen und murinen ADAM-Proteasen
auszuschlieBen. Durch die Verwendung geeigneter Stimuli und von Inhibitoren, fiir die eine
Selektivitdt der Proteasen gezeigt wurde, erfolgt eine Unterscheidung zwischen ADAM10 und

ADAMIT.
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2.1 Material

2.1.1 Antibiotika

Ampicillin Carl Roth GmbH, Karlsruhe f.c. 100 pg/ml
Kanamycin Carl Roth GmbH, Karlsruhe f.c. 50 pg/ml
Puromycin PAA Laboratories GmbH, Célbe f.c. 1,5 pg/ml
Neomycin G-418 Genomycin, Genaxxon, Ulm f.c. 1,6 mg/ml
Hygromycin Carl Roth GmbH, Karlsruhe f.c. 1 mg/ml

2.1.2 Antikorper

2.1.2.1 Primiire Antikorper

o-humaner IL-6R (4-11) Monoklonaler Antikorper aus der Maus

Stocklosung: 1 pg/ml

Western

Durchflusszytometrie,

1:100

Blot, ELISA: 1:1000,

Immunohistochemie:

Herstellung beschrieben in (Chalaris et al.

2007)

o-humaner IL-6R (Baf227) Biotinylierter IgG Antikorper aus der Ziege

Stockldsung: 0,5 pg/ul

ELISA: 1:1000

R&D Systems GmbH, Minneapolis, USA
Sap97 (RP1197.4) Monoklonaler Antikorper aus der Maus
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Toso

a-muriner IL-23R (MAB 1686)

a-muriner IL-23R biotinyliert (BAF1686)

o-humaner IL-23R (MAB 14001)

a-humaner IL-23R biotinyliert (BAF1400)

a-muriner IL-12RB1 (FAB 1998P)

a-humaner IL-12R1 (FAB 839P)

Stocklosung: 1 pg/ul

Western Blot: 1:1000

FAIM3 monoklonaler Antikérper aus der
Maus

Stockldsung: 0,5 pg/ul
Durchflusszytometrie: 1:50, Western Blot:
1:500, Immunohistochemie: 1:60
Abnova, Taipei, Taiwan

Monoklonaler Antikdrper aus der Ratte
Stocklosung: 0,5 pg/ul
Durchflusszytometrie: 1:20

R&D Systems GmbH, Minneapolis, USA
Polyklonaler Antikorper aus der Ziege
Stockldsung: 0,2 pg/pl

Western Blot 1:1000

R&D Systems GmbH, Minneapolis, USA
Monoklonaler Antikérper aus der Maus
Stockldsung: 0,5 pg/ul
Durchflusszytometrie: 1:20

R&D Systems GmbH, Minneapolis, USA
Polyklonaler Antikorper aus der Ziege
Stockldsung: 0,2 pg/ul

Western Blot: 1:1000
Durchflusszytometrie: 1:40

R&D Systems GmbH, Minneapolis, USA
Polyklonaler Antikorper aus der Ziege
PE-konjugiert

Durchflusszytometrie: 1:10

R&D Systems GmbH, Minneapolis, USA
Polyklonaler Antikorper aus der Maus
PE-konjugiert
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Durchflusszytometrie: 1:10
R&D Systems GmbH, Minneapolis, USA
a-GFP Anti-Green Fluorescent Protein Mouse
IgG; x monoklonaler Antikorper
Stockldsung: 0,4 pg/ul
Roche Holding GmbH, Mannheim
o-humaner Fc Polyklonaler Antikorper aus dem Kaninchen,
HRP-konjugiert
Stockldsung: 0,8 pg/ul
Western Blot 1:1000
Thermo Fischer Scientific, Perbio Science
Bonn, Deutschland
a-ADAM17 (A300E) Monoklonaler Antikorper aus der Maus
Ein Geschenk vom Institut fiir Biochemie,
CAU, Kiel, Deutschland (Trad et al. 2011)
Stockldsung: 0,6 pg/ul
Durchflusszytometrie: 1:40
a-ADAM17 (A300D) Monoklonaler Antikorper aus der Maus
Ein Geschenk vom Institut fiir Biochemie,
CAU, Kiel, Deutschland (Trad et al. 2011)
Stockldsung: 0,6 pg/ul
Western Blot: 1:500

2.1.2.2 Sekundire Antikorper

a-Maus IgG-POD ImmunoPure Peroxidase Conjugated Goat
Anti-Mouse IgG (H+L)
Stocklosung: 0,8 pg/ul
Western Blot: 1:5000
Thermo Fischer Scientific, Perbio Science

USA, Waltham
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a-Kaninchen IgG-POD

a-Maus IgG (H+L)

a-Maus IgG (H+L)

a-Ratte IgG (H+L)

Alexa Fluor 546 Ziege anti-Maus IgG (H+L)

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

Stocklosung: 0,8 pg/ul

Western Blot: 1:5000

Thermo Fischer Scientific, Perbio Science
USA, Waltham
Fluorescein isothiocyanate (FITC)-
conjugated Affini Pure F(ab°), Fragment aus
der Ziege

Stocklosung: 1,5 pg/ul
Durchflusszytometrie: 1:1000

Jackson Immuno Research, West Grove, Pa
(USA)

Allophycocyanin-conjugated AffiniPure
F(ab’); Fragment aus der Ziege

Stockldsung: 1,5 pg/ul
Durchflusszytometrie: 1:1000

Jackson Immuno Research, West Grove, Pa
(USA)

Alexa Fluor 647-comjugated Affini Pure
F(ab’), Fragment aus der Ziege

Stockldsung: 1,5 pg/ul
Durchflusszytometrie: 1:1000

Jackson Immuno Research, West Grove, Pa
(USA)

Stockldsung: 2 pg/pl

Immunohistochemie: 1:500

Life Technologies, Eugene, USA

30



2 Material & Methoden

2.1.3 Chemikalien

Alle Chemikalien, die nicht in dieser Liste aufgefiihrt sind, wurden von Carl Roth GmbH,

Karlsruhe bezogen.

6x Orange DNA Loading Dye
APC-Streptavidin (0,2 pg/ul)
Agarose

Brophenolblau

Cell titer blue reagent

DMSO

Ethanol
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-
tetraessigdure (EGTA)

GeneRuler 1kb DNA Ladder
GI254023X

GW280264X

Ionomycin

Isopropanol

Kaliumacetat

B-Mercaptoethanol

Methanol

Natriumchlorid
Natriumhydrogenphosphat
Natriumorthovanadat
Natriumpyrophosphat
NHS-aktivierte Sepharose 4 Fast Flow
Nonidet-P40

PageRuler Prestained

Sucrose
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Thermo Scientific, Waltham, USA
BD Biosciences Erembodegem, Belgien
Bio-Budget Technologies, Krefeld
Sigma-Aldrich, Steinheim
Promega, Mannheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Merck KGaA, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Thermo Scientific, Waltham, USA
Glaxo Smith Kline, Stevenage, UK
Glaxo Smith Kline, Stevenage, UK
Sigma-Aldrich, Steinheim
AppliChem GmbH, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
AppliChem GmbH, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
AppliChem GmbH, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

GE Healthcare, Buckinghamshire, UK
Sigma-Aldrich, Steinheim

Thermo Scientific, Waltham, USA
Merck KGaA, Darmstadt
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Phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA)
POD Substrat

ProLong Gold antifade reagent with DAPI
Protein-A Agarose

Streptavidin-HRP Losung

TEMED

Triton X-100

Trypanblau

Tween 20

2.1.4 Enzyme

Sigma-Aldrich, Steinheim

Roche Holding GmbH, Mannheim
Life Technologies, Eugene, USA
Roche Holding GmbH, Mannheim
R&D Systems, Wiesbaden
Sigma-Aldrich, Steinheim

Merck KGaA, Darmstadt
Bio-Rad, Miinchen
Sigma-Aldrich, Steinheim

Alle verwendeten Enzyme (Polymerasen, Restriktionsenzyme u.a.) stammen von Thermo

Fischer Scientific (Waltham, USA).

2.1.5 Gerite

BD FACS Canto II

Binder CO;-Inkubator 150 (E2) Brutschrank
Biorad PowerPac HC

Mini-PROTEAN Tetra System
Neubauer Zahlkammer

NanoDrop 2000

INTAS ChemoCam Imager

INTAS Gel iX Imager

Inverses Lichtmikroskop Axiovert 25
Kiihlzentrifuge 5417R

Laborfuge 400R

MARS Safety Class 2 Sterilbank
Pegstar 2x Twin Block Thermal Cycler
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Becton Dickson GmbH, Heidelberg
Binder GmbH, Tuttlingen

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
LO-Laboroptik, Lancing, UK

Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Intas, Gottingen

Intas, Gottingen

Zeiss, Jena

Eppendorf GmbH, Hamburg

Heraeus GmbH, Hanau

Scanlaf, Lynge, Danemark

Peqlab, VWR, Erlangen, Deutschland
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pH-Meter

Pipetus”-Akku

Pipetten

Intelli Mixer

TC10 Automated Cell Counter
Tecan inifinite M200 PRO Reader
Thermoblock

Tischzentrifuge

Trans-Blot Turbo System
UV-Tisch

Vortexer

Waage EW 4000

2.1.6 Kits

WTW, Weilheim, Deutschland
Hirschmann Laborgerite, Eberstadt
Eppendorf GmbH, Hamburg

NeoLab, Heidelberg

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Tecan, Maennedorf, Schweiz
Eppendorf, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Bio-Budget Technologies, Krefeld
VortexGenie2, Scientific Ind., NY, USA
Kern & Sohn GmbH, Balingen

Folgende Kits wurden im Rahmen dieser Arbeit verwendet:

Bestimmung von Proteinkonzentration

Detektion von Chemolumineszenz

DNA-Extraktion aus Agarosegelen und

Reinigung von PCR-Produkten

Midi-Préiparation von Plasmid-DNA

Mini-Préparation von Plasmid-DNA

Proliferationsassay
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BCA Protein Assay Kit, Thermo Scientific,
Waltham, USA

ECL Prime Western Blotting Detection
Reagent, GE Healthcare, Miinchen

NucleoSpin Gel and PCR Clean up,
Machery-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren

NucleoBond Xtra Midi, Machery-Nagel
GmbH & Co. KG, Diiren

Gene JET Plasmid Miniprep KIT, Thermo
Scientific, Waltham, USA

CellTiter-Blue Cell Viability Assay,
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Promega GmbH, Mannheim

2.1.7 Oligonukleotide

Alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von Eurofins Genomics MWG

Operon GmbH, Ebersberg bezogen und sind in der Tabelle 1 aufgefiihrt.

Tabelle 1: Liste der verwendeten Oligonukleotide

Name Nukleotidsequenz

Toso-1 5‘-CTTAAGCTTGGTACCGTTTAAAC-3¢

Toso-2 5*-“TTCTGGGAGGATCCTCAGATCCTCTTCTGA-3°
Toso-3 5-“TCAGAAGAGGATCTGAGGATCCTCCCAGAA-3*
Toso-4 5*-“TGTTACCTCCACTAGGAACAGATTCTTGCG-3°

PDZ3-only-fw 5-GATCGGTACCGCCACCATGCCTAGAAAAGTTGTTCTT-3¢
PDZ3-only rev 5-GATCGCGGCCGCCTGTGCGACAATAGTGACAGC-3¢

PDZ3-del-1 5-GCGGGTAAATGACTGTATACTGAGAGTAAATGAAGC-3¢
PDZ3-del-2 5*-GATGAGATCACTAGGGAAGGGTCTCTCCGAACCAGCC-3¢
PDZ3-del-3 5¢-GGCTGGTTCGGAGAGACCCTTCCCTAGTGATCTCATC-3¢
PDZ3-del-4 5¢-CACTCTCACCATCTGGGGTCACCTGTCTGGCCTGCCACC-3¢

Sap del GFP fw | 5*“ACCCACTGCTTAAGCCTCAATAG-3*

Sap del GFP rev | 5*“AGATCTGGTGGCGACCGGTAGCGCTA-3¢

Toso del TM1 5¢-CTGGTGCCGCCTCTAGACTGAGAATCC-3¢

Toso del TM2 5-GGCCAGGGCTTCCACAAGAGGGCCGTGGAA-3¢
Toso del TM3 5¢-TTCCACGGCCCTCTTGTGGAAGCCCTGGCC-3¢
Toso del TM4 5-AGCTTCTGCTCAAGCTTGGCGGGCACGTTG-3¢
Only GFP fw 5¢-AAGCTTGGTACCGCCACCATGCCTAG-3¢

Only GFP re 5‘-GATCTCTAGACCTGTGCGACAATAGTGAC-3¢

Sap delP GFP fw | 5*-GATCGTTTAAACGCCACCATGCCGGTCCGGAAGCAAG-3¢
Sap delP GFPre | 5‘-“GATCGTTTAAACCTCATAATTTTTCTTTTGCTG-3¢
Toso del 1G1 5-GCTGGCTAGCGTTTAAACGCCACCATGCTG-3¢
Toso del 1G2 5-GAGCTGGGCGGCAGCGCCGGCATGAACACCG-3¢
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Toso del 1G3
Toso del 1G4
Toso IL6R 1
Toso IL6R 2
Toso IL6R 3
Toso IL6R 4

GFP 2a ampl fw
GFP 2a ampl re
Toso d50 2

Toso d50 3

Toso d50 4
TdICD 2A fw
TdICD 2A re
mIL23R TV-TDf
mIL23R TV-TDr
mIL23R QV-QDf
mIL23R QV-QDr
IL23R beide fw
IL23R beide re
1fw311L23so0e
2re21L23soe
3fw3IL23SOE
4re41L23SOE
mIL23R pF3
mlI23R-D2-L RP
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5-CGGTGTTCATGCCGGCGCTGCCGCCCAGCTC-3¢
5-AAGGTTCTGGGCTTGTCGCCGGCC-3¢
5*-GATCGTTTAAACGCCACCATGCTGGCCGTGG-3¢
5¢-TCCCTCCAGCAACCAGGAAGCCCTGGCCCTCTCTGCC-3¢
5-GGCAGAGAGGGCCAGGGCTTCCTGGTTGCTGGAGGGA-3¢
5-TCAGCGGGTTTAAACGGGCCCTCTAGACTC-3¢
5-GATCGCTAGCGTGAGCAAGGGCGAGGAGC-3¢
5*-GATCCTCGAGTTACTTGTACAGCTCGTC-3¢
5-CTCTGTGGCCGGCGACAAGCCCTTCCACATCCTGATCCCT-3¢
5-AGGGATCAGGATGTGGAAGGGCTTGTCGCCGGCCACAGAG-3°
5¢-ATCAGCGGGTTTAACTCAGAGGT-3¢
5-GATCGGTACCGCCACCATGAAGAGGGCCGTGGAAAG-3¢
5-GATCGCGGCCGCGGCGGGCACGTTGATGT-3¢
5-CAAACTTCCCAGACAGATTCCCAGGTACAGC-3¢
5¢-GCTGTAACCTGGGAATCTGTCTGGGAAGTTTG-3¢
5-CTTCCCAGACAGTTTCCCAGGATACAGCAAAATCAT-3¢
5“-ATGATTTTGCTGTATCCTGGGAAACTGTCTGGGAAG-3°
5-CTTCCCGAGCAGATTCCCAGGATACAGCAAAATCAT-3¢
5“-ATGATTTTGCTGTATCCTGGGAATCTGTCTGGGAAG-3*
5*-CGTGGATAGCGGTTTGACTC-3¢
5-ATGGACGCAGAAGGTCCGTGACACCATCTGAAGA-3°
5-ATGGTGTCACGGACCTTCTGCGTCCATCATTT-3¢
5¢-CCCTCAGCCTCAGGAGCAGG-3¢
5*-GCAAGCTTGCCACCATGAGTCACCTCACACTTCAGC-3¢

5-TCTGCGGCCGCAGATCCGGAGCCAGAACCTATATCATCCAGATG-3¢
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2.1.8 Plasmide

Eine Auflistung aller Ausgangsplasmide, die in dieser Arbeit verwendet wurden. Alle
Mutationen, die im Laufe dieser Arbeit generiert wurden und deren Klonierungsstrategien

finden sich im Anhang 7.3.

p409-YFP Expressionsplasmid fiir die Expression von
YFP, welches eine starke Fluoreszenz in

Sdugetierzellen zeigt (AG Scheller).

pcDNA3.1 (+) Vektor fiir transiente und  stabile
Proteinexpression in Sdugetierzellen

(Invitrogen, Carlsbad, California, USA)

p409 Vektor  fiir transiente und  stabile

Proteinexpression in Sdugetierzellen

pcDNA3.1-hIL-6R pcDNA3.1 (+) dessen Insert fiir humanen
IL-6R kodiert (Garbers et al. 2011)

pcDNA3.1-sap97-YFP Expressionsvektor, dessen Insert fiir sap97
aus der Ratte kodiert, das C-Terminal mit

YFP fusioniert ist (AG Scheller).

pcDNA3.1-mTACE-GFP Expressionsvektor, dessen Insert flir murines
ADAMI17 kodiert, das C-Terminal mit griin-
fluoreszierendem Protein (GFP) fusioniert ist

(AG Scheller).

pcDNA3.1-Toso-GFP Expressionsplasmid, dessen Insert fiir

humanes Toso Protein und GFP kodiert.
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pcDNA3.1-Toso

pcDNA3.1-Toso-2A-GFP

pcDNA3.1-mIL-23R

pcDNA3.1-hIL-23R

+ Stalkdeletionsvarianten

pcDNA3.1-HmIL-23Fc

p409-smIL23R

+ Deletionsvarianten der Doménen

p409-hIL-23R~(stalk hIL-6R)

pMOWS-Plasmid

pMOWS-mIL-23R

+ Stalkdeletionsvarianten/-mutationen

Expressionsplasmid, dessen Insert fiir
humanes Toso Protein kodiert. Toso DNA

synthetisiert bei Life Technologies

Expressionsplasmid, dessen Insert fir
humanes Toso kodiert, welches an ein 2A

Peptid und GFP fusioniert ist.

Expressionsplasmid, dessen Insert fiir den

mlL-23R kodiert (AG Scheller).

Expressionsplasmid, dessen Insert fiir eine

Variante des hIL-23R kodiert (AG Scheller)

Expressionsplasmid, dessen Insert fiir ein Fc
getagtes Fusionsprotein aus pl9 und p40
kodiert (AG Scheller).

Expressionsplasmid, dessen Insert fiir eine
16sliche Variante des mIL-23R kodiert.
Kloniert von D. Floss, J. Schréder und
M. Franke (AG Scheller).

Expressionsplasmid, dessen Insert fiir einen
hIL-23R kodiert, bei dem die Stalkregion
durch die Stalkregion des hIL-6R ersetzt
wurde (AG Scheller).

Expressionsplasmid  fiir die retrovirale
Transduktion in murine Zelllinien. Kodiert
fir das entsprechende Gen und das
Resistenzgene fiir die Selektion mittels

Ampicilin und Puromycin bzw. Hygromycin

Expressionsplasmid, dessen Insert fiir eine
Variante des mIL-23R kodiert (AG Scheller/
diese Arbeit).
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2.1.9 Puffer und Losungen

Blocking Puffer (Western Blot) 5% Milchpulver in TBS-T
Blocking Puffer (ELISA) 5% Succrose

1% BSA in PBS
FACS-Puffer 0,5% BSA in PBS
IP-Puffer 20 mM Tris-HCI (pH 7,5)

150 mM NacCl

1 mM EDTA

1 mM EGTA

2,5 mM Natriumpyrophosphat
1 mM B-Glycerophosphat
1 mM Na3VO4

IP- Lyse-Puffer [P-Puffer
+ 1% Triton X-100

Laemmli-Puffer (5x) 10% (m/V) SDS
5% (m/V) B-Mercaptoethanol
50% (m/V) Glycerol
125 mM Tris-HCL (pH 6,8)
1 Spatelspitze Bromphenolblau

Nanotrap Dilution Puffer 20 mM Tris-HCI (pH 7,5)
150 mM NacCl
0,5 mM EDTA
1 Complete Tablette auf 50 ml
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Nanotrap Lysis Puffer

Mild Lysis Buffer

PBS

PBS-T

Sammelgelpuffer

SDS-Laufpuffer

Solution 1 (S1)
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Nanotrap Dilution Puffer
+0,5% NP40

150 mM NacCl

2 mM EDTA

50 mM Tris-HCI (pH 7,4)

1% (m/V) Triton X-100

1% (m/V) NP-40

1 mM NazVOq4

1 mM NaF

1 Complete Tablette auf 50 ml

150 mM NaCl
8 mM Na,HPO, (pH 7,4)
1,7 mM NaH,PO, (pH 7,4)

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

0,5 M Tris-HCI (pH 6,8)
0,4% SDS

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

25 mM Tris-HCI (pH 8,0)
10 mM EDTA

50 mM Glucose

100 pg/ml RNaseA
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Solution 2 (S2)

Solution 3 (S3)

Stripping Puffer

TAE Puffer

Transferpuffer

Trenngelpufter

TBS

TBS-T

2 Material & Methoden

200 mM NaOH
1% SDS

2,8 mM Kaliumacetat (pH 5,1)

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

40 mM Tris-HCI (pH 8,0)
0,1% Essigsdure

10 mM EDTA
25 mM Tris-HCI (pH 8,5)
192 mM Glycin

20% Methanol

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

10 mM Tris-HCI (pH 8,0)
150 mM NacCl

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

2.1.10 Rekombinante Zytokine und Inhibitoren

Hyper-IL-6 (10 pg/ml)

Fusionsprotein aus humanem IL-6 und
humanem 16slichen IL-6-Rezeptor,

verbunden mit einem kurzen Peptidlinker.
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HmIL-23-Fc (5 pg/ml)

GI254023X

GW280264X

Marimastat

2.1.11 Verbrauchsmaterialien

BD Flacon 5 ml Polystyrene Round-Bottom
Tube

Einmalspitzen

Eppendorf Reaktionsgefiafle (1,5 und 2 ml)
Falcon Roéhrchen (15 und 50 ml)
Handschuhe Nitra Tex

Handschuhe Sempercare® Premium
Kryoréhrchen

PCR Reaktionsgefile

PVDF-Membran

Sterilpipetten Costra Stripette

TC 10 System Counting Slides
Zellkulturschalen

Zellkulturplatten (6, 12, 96-Well-Platten)

Hergestellt wie in (Fischer et al. 1997,
Schroers et al. 2005).

Fusionsprotein aus p19 und p40, verbunden
mit einem kurzen Peptidlinker, mit einem Fc
Tag eines humanen IgG. Konditionierter
Uberstand aus COS7-Zellen, per p40 ELISA
quantifiziert.

Spezifischer Inhibitor gegen ADAMIO. Iris
Biotech, Marktredwitz, Deutschland
Inhibitor gegen ADAM10 und ADAMI17.
Iris Biotech, Marktredwitz, Deutschland
Breitband Metalloproteinase Inhibitor.
Sigma-Aldrich, Steinheim, DE

BD Bioscience Discovery Labware, Bedford,
MA, USA

B.Braun, Melsungen

Eppendorf AG, Hamburg

BD Biosciences, Franklin Lakes, USA
Ansell Healthcare, Briissel, Belgien
SATRA TC, Northamtonshire, UK
VWR, Randor, USA

Eppendorf AG, Hamburg

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe
Coming Incorporated, Coming, USA
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
TPP, Trasadingen, Schweiz

TPP, Trasadingen, Schweiz
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Whatman-Papier

2.1.12 Zellkulturmedien

DMEM™”

DMEM ™"

RPMI™*

Fotales Kdlberserum (FCS)
Penicilin (6 mg/ml)/Streptomycin (10 mg/ml)
Trypsin/EDTA

TurboFect Transfection Reagent

2.1.13 Zelllinien

Ba/F3-gp130

Ba/F3-gp130-Toso-2A-GFP

VWR, International GmbH, Darmstadt

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, high

Glucose (4,5 g/), Life Technologies,
Darmstadt
DMEM™, + 10% fotales Kilberserum (FCS)

und 1% Penicilin (60 mg/l)/Streptomycin

(100 mg/1)
RPMI 1640 (1x), Life Technologies,
Darmstadt, + 10% fotales Kaélberserum

(FCS) und 1% Penicilin/Streptomycin
Life Technologies, Darmstadt
Genaxxon Bioscience GmbH, Ulm
Life Technologies, Darmstadt
Thermo Scientific, Waltham, USA

Murine prd B-Zelllinie, wéchst in
Abhingigkeit von Hyper-1L-6. Sie wurde
stabil mit cDNA fiir humanes gp130
transduziert (Fischer et al. 1997).

Ba/F3-gp130-Zellen, in dieser Arbeit stabil
mit cDNA fiir humanes Toso transduziert.
Koénnen in Abhéngigkeit von Hyper-IL-6

wachsen.
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Ba/F3-gp130-TosoAIG-2A-GFP Ba/F3-gp130-Zellen, in dieser Arbeit stabil
mit cDNA fiir humanes TosoAIG
transduziert. Kénnen in Abhédngigkeit von

Hyper-IL-6 wachsen.

Ba/F3-gp130-TosoA50-2A-GFP Ba/F3-gp130-Zellen, in dieser Arbeit stabil
mit cDNA fiir humanes TosoA50
transduziert. Kénnen in Abhéngigkeit von

Hyper-IL-6 wachsen.

Ba/F3-gp130-TIL6R-2A-GFP Ba/F3-gp130-Zellen, stabil mit cDNA fiir ein
Fusionsprotein (TM, ICD humaner IL-6R,
Rest humanes Toso) transduziert. Wachsem
in Abhingigkeit von Hyper-IL-6.

Ba/F3-gp130-IL-12Rp1 Ba/F3-gp130-Zellen, stabil mit cDNA fiir
humanen bzw. murinen IL-12R1

transduziert. Wachsen in Abhingigkeit von

Hyper IL-6 (AG Scheller).

Ba/F3-gp130-IL-12RB1-mIL-23R Ba/F3-gp130-IL-12RB1-Zellen, stabil mit
Varianten: cDNA fiir murinen IL-23R transduziert.
mSD1-4 Wachsen in Abhéngigkeit von Hyper IL-6

und IL-23 (AG Scheller).

Ba/F3-gp130-IL-12RB1-hIL-23R Ba/F3-gp130-IL-12RB1-Zellen, stabil mit
cDNA fiir humanen IL-23R transduziert.
Wachsen in Abhéingigkeit von Hyper IL-6
und IL-23 (AG Scheller).

COS7 SV40-transformierte Nierenfibroblasten aus
der griinen Meerkatze (ATCC-Nummer:
CRL-1651).

HEK293 Immortalisierte humane embryonale
Nierenzellen (ATCC-Nummer: CRL-1573).
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HEK?293-hIL-6R-GFP HEK?293-Zellen, stabil transduziert mit
cDNA fiir hIL-6R-GFP (AG Scheller).

HEK293-Toso-2A-GFP Immortalisierte humane embryonale
Nierenzellen, stabil transduziert mit cDNA

fiir humanes Toso-2A-GFP Peptid.

HEK293-TosoAIG-2A-GFP Immortalisierte humane embryonale
Nierenzellen, stabil transduziert mit cDNA

fiir humanes TosoAIG-2A-GFP Peptid.

HEK293-TosoA50-2A-GFP Immortalisierte humane embryonale
Nierenzellen, stabil transduziert mit cDNA

fiir humanes TosoA50-2A-GFP Peptid.

HEK293-TosoAICD-2A-GFP Immortalisierte humane embryonale
Nierenzellen, stabil transduziert mit cDNA

fiir humanes TosoAICD-2A-GFP Peptid.

HEK293-TIL6R-2A-GFP Immortalisierte humane embryonale
Nierenzellen, stabil transduziert mit cDNA

fiir humanes TIL6R-2A-GFP Peptid.

HEK293T-ADAM177" Immortalisierte humane embryonale
HEK293T-ADAM10™" Nierenzellen, in denen die ADAM-Proteasen
HEK293T-ADAM10"", ADAM17" durch ein CRISPR-Cas System (Ran et al.

2013) ausgeknockt wurden. Zur Verfiigung
gestellt vom Institut fiir Biochemie, Kiel,

Deutschland (Riethmueller et al. 2016)

Phoenix-Eco Verpackungszelllinie (HEK293T), stabil mit
cDNA transfiziert, die fiir Antigen,
Polymerase und Hiillproteine fiir ecotrophe
murine Retroviren kodiert (Ketteler et al.
2002). Zur Verfiigung gestellt von Garry P.
Nolan (Stanford University, CA, USA).
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2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 Bestimmung von DNA-Konzentrationen

Die Konzentration der DNA wurde spektrometrisch mit Hilfe eines NanoDrop 2000
(Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen) bestimmt. Die Reinheit der DNA wurde durch das
Absorptionsverhiltnis A260/A280 ermittelt, dieses sollte flir reine DNA {iber 1,8 liegen.

2.2.1.2 DNA-Gelelektrophorese

Die Trennung von DNA-Fragmenten erfolgte mit Hilfe der Gelelektrophorese in
horizontalen Elektrophoresekammern (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen). Hierfiir
wurde Agarose (1-2%ig, je nach Grofle der Fragmente) in TAE Puffer aufgekocht und in
Schlitten gegossen. Die fliissige Agarose wurde mit 0,001% Ethidiumbromid versetzt. Nach
dem Aushidrten wurde das Gel mit Proben, die vorher mit 6x Ladepuffer versetzt wurden,
beladen. Die Elektrophorese erfolge bei einer konstanten Spannung von 100 V. Das
Bandenmuster wurde mit Hilfe des INTAS iX Imager (INTAS Science Imaging Instruments
GmbH, Géttingen) dokumentiert.

2.2.1.3 DNA-Extraktion aus Agarosegelen

Grofentrennung von DNA-Fragmenten, die durch Restriktionsendonukleasen (siche
Abschnitt 2.2.1.5) erzeugt wurden, erfolgt mittels Gelelektrophorese, wie in Abschnitt 2.2.1.2
beschrieben. Die Fragmente wurden auf einem UV-Tisch (Bio-Budget Technologies GmbH)
bei einer Wellenldnge von 365 nm visualisiert. Die gewiinschten Fragmente wurden mit
einem sauberen Skalpell aus dem Gel geschnitten und in ein 2 ml Reaktionsgefal3 tiberfiihrt.
Die anschlieBende Isolation erfolgte nach Herstellerangaben mit dem Kit Nucleospin Extract

IT (Machery-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren).
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2.2.1.4 Dephosphorylierung von Plasmid-DNA

Nach dem Schneiden von Plasmid-DNA mit Restriktionsendonukleasen (siche Abschnitt
2.2.1.5) soll vermieden werden, dass es zu einer Religierung des 5°- und 3‘-Endes kommt.
Dazu wird 1 U Fast-AP (Thermo Fisch Scientific, St. Leon, Deutschland) zum
Restriktionsansatz gegeben und fiir 30 min bei 37°C inkubiert. Durch Zugabe von DNA-
Probenpuffer wurde die Reaktion gestoppt.

2.2.1.5 Enzymatische Spaltung von DNA

Die Spaltung von Plasmid-DNA und PCR-Produkten erfolgte mit Restriktionsenzymen.
Fir priparative Arbeiten wurde 10 pg Plasmid-DNA mit 10 U des entsprechenden
Restriktionsenzyms, im passenden Puffer, in einem Gesamtvolumen von 50 pl tiber Nacht bei
37°C inkubiert. Am folgenden Tag wurde die Reaktion durch Zugabe von 10 pl DNA-
Ladepuffer (6x) gestoppt. Die Fragmente wurden auf einem Agarosegel elektrophoretisch
getrennt und das gewiinschte Fragment aus dem Gel isoliert (siche Abschnitt 2.2.1.2 und
2.2.1.3). Mit PCR-Produkten, die fiir eine Ligation in Expressionsvektoren vorgesehen waren,
wurde analog verfahren.

Fiir analytische Arbeiten wurde 1 pg Plasmid-DNA aus einer Mini-Priparation in einem
Gesamtvolumen von 20 ul geschnitten. Die Reaktion erfolgte fiir mindestens 2 h oder {iber
Nacht bei 37°C.

Fiir Reaktionen mit zwei verschiedenen Restriktionsenzymen, wurde der vom Hersteller
empfohlene Puffer verwendet, bei dem die Restriktionsenzyme die gleiche und hdochste

Aktivitit aufwiesen.
2.2.1.6 Herstellung eines pMOWS-Vektors fiir retrovirale Transduktion

Fiir eine retrovirale Transduktion in Ba/F3-gp130-Zellen muss die gewiinschten cDNA in
pMOWS-Vektoren subkloniert werden. Hierfiir wurde 10 pg des Ausgangsplasmids

(PMOWS-(Puromycin)-GFP, oder pMOWS-(Hygromycin)-GFP (Ketteler et al. 2002)) mit
5U BamHI und 5 U EcoNI mit 10 pl BamHI-Puffer in 50 pl Wasser fiir 3 h bei 37°C
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inkubiert. Im Anschluss erfolgte eine Hitzeinaktivierung der Restriktionsenzyme bei 95°C fiir
20 min. Die entstandenen Fragmente wurden in einem 1%igen Agarosegel voneinander
getrennt und die gewiinschte Bande mit einer Grofle von 5721 bp isoliert und gereinigt. Das
isolierte Fragment wurde mit 3 pl 10x Klenow-Puffer, 0,5 ul 2 mM dNTP-Mix und 5 U
Klenow-Fragment versetzt, um glatte Vektorenden zu erhalten. Die Reaktion wurde fiir
10 min bei 37°C inkubiert und im Anschluss bei 95°C fiir 10 min gestoppt. Um eine
Religation des Vektors zu verhindern, erfolgte eine Dephosphorylierung, wie in Abschnitt
2.2.1.4 beschrieben. Die entsprechenden Inserts fiir die Subklonierungen wurden mit Pmel
(Mssl) enzymatisch gespalten, durch eine Gelelektrophorese voneinander getrennt und
gereinigt. Die Inserts wurden im Anschluss in den vorbereiteten pMOWS-Vektor ligiert. Zur
Uberpriifung der richtigen Orientierung des Inserts, wurde eine Testspaltung mit einem
Restriktionsenzym durchgefiihrt, das mindestens einmal im Insert und einmal im Vektor
schneidet. Die Sequenzierung der Plasmide erfolgte bei GATC Biotech, Diisseldorf oder
Seqlab-Sequence Laboratories Gottingen GmbH.

2.2.1.7 Ligation von DNA-Fragmenten

Fiir eine Ligation von sticky-end-Klonierungen wurde das geschnittene Insert und der
geschnittene, dephosphorylierte Vektor im Verhiltnis 2:1 zusammen mit 1 U T4 Ligase und
2 ul Ligase-Puffer in einem Gesamtvolumen von 20 pl fiir 2 h bei Raumtemperatur inkubiert.
Fiir blunt-end-Klonierungen wurden 2 U T4 Ligase und zusitzlich 2 pl einer 50%igen (m/V)
PEG4000-Losung eingesetzt. Die Inkubation erfolgte tiber Nacht bei 4°C.

2.2.1.8 Plasmid-DNA Mini-Priparation

Zur Isolation von Plasmid-DNA im kleinen Mafstab, wurde 2 ml LB-Medium mit dem
entsprechenden Antibiotikum versetzt. Das Medium wurde mit einer einzelnen Kolonie einer
LB-Platte angeimpft und iiber Nacht bei 37°C und 1100 rpm (Thermoblock, Eppendorf,
Hamburg) inkubiert. Am folgenden Tag wurde das Bakterienpellet, nach einer Zentrifugation
(20.000 g, 10 min, 4°C), in 100 pl kalten S1-Puffer resuspendiert und mit 200 pl S2-Puffer

versetzt. Nach mehrmaligem Invertieren erfolgte die Zugabe von 150 pl eiskaltem S3-Puffer.
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Die Suspension wurde fiir 10 min auf Eis inkubiert und im Anschluss zentrifugiert (18.000 g,
15 min, 4°C). Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefiB {iberfiihrt und mit 900 ul
eiskaltem 100%igen Ethanol versetzt und gevortext. Nach einer weiteren Inkubationszeit auf
Eis (5 min) wurde die DNA pelletiert (18.000 g, 15 min, 4°C) und mit 200 ul 70%igem
Ethanol gewaschen. Nach der abschlieBenden Zentrifugation (5 min, 18.000 g, 4°C) wurde
das DNA-Pellet getrocknet und in 20 ul ddH,O aufgenommen.

2.2.1.9 Plasmid-DNA Midi-Priaparation

Zur Isolation von Plasmid-DNA in groB3en Mengen wurden 100 ml LB-Medium, welches
mit dem entsprechendem Antibiotikum versetzt wurde, mit einer Einzelkolonie einer LB-
Platte angeimpft und in einem Schiittler INFORS AG, Schweiz, Bottmingen) iiber Nacht bei
37°C und 120 rpm inkubiert. Die Bakterienkultur wurde am néchsten Tag pelletiert (4000 g,
4°C, 15 min). Der Uberstand wurde verworfen und das Plasmid aus dem Pellet mit Hilfe des
Kits NuceloBond Xtra Midi (Machery-Nagel GmbH & Co. KG, Diren) nach
Herstellerangaben isoliert. Die gewonnene DNA wurde in 100 pl ddH,O geldst und die

Konzentration, wie in 2.2.1.1 beschrieben, bestimmit.

48



2 Material & Methoden

2.2.1.10  Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion wurde verwendet um spezifische DNA-Sequenzen zu
amplifizieren. Fiir Klonierungen wurde die Phusion Polymerase verwendet, weil diese iiber
eine 3‘-5° Korrekturlesefunktion (proof-reading) verfiigt und auerdem sehr lange Fragmente
amplifiziert. Die Reaktion wurde im Thermal Cycler (Peqlab, VWR, Erlangen) durchgefiihrt.

Der folgende Ansatz wurde fiir alle PCRs verwendet:

Template 100 ng Plasmid
5¢-Primer 10 uM
3¢-Primer 10 uM
dNTP-Mix 10 mM
HF-Puffer (10x) Sul

Phusion Polymerase 1U

ddH,0O ad 50 pl

Das folgende Temperaturprogramm wurde fiir alle PCRs verwendet:

98°C 30 sec
Denaturierung 98°C 30 sec
Annealing 64°C 20 sec 35x
Elongation 72°C 15 sec/kb

72°C 10 min

4°C 0

Die Elongationszeit wurde entsprechend der Lénge des Fragmentes variiert. Hierbei wurde
fiir 1 kb eine Elongationszeit von 15 Sekunden verwendet. Eine sogenannte Splicing by
Overlapping Extension PCR (SOE-PCR) wurde durchgefiihrt um gezielte Mutationen in die
kodierende Sequenzen einzufiigen. Hierfiir wurde fiir die abschlieBende PCR jeweils 1 pl der

einzelnen PCR-Ansitze als Template verwendet.
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2.2.1.11 Sequenzierung von Plasmid-DNA

Um die Sequenzabfolge der selbst erstellten Plasmide zu iiberpriifen, wurden die Plasmide
von der Firma GATC Biotech, Diisseldorf oder Seqlab-Sequence Laboratories Gottingen
GmbH sequenziert. Hierfiir wurden die firmeneigenen Primer T7, BGH-rev und WHV-sr
eingesetzt. Falls keiner der firmeneigenen Primer nutzbar war, wurde ein eigener erstellt.
Selbst erstellte Primer, die fiir die Sequenzierungen hergestellt wurden, finden sich im

Abschnitt 2.1.7 mit einem Kiirzel seq.

2.2.1.12 Transformation von Plasmid-DNA in chemisch kompetente E.coli

Fiir die Transformation wurden 30 pl chemische kompetente Escherichia coli XL-1 Blue
fiir 20 min auf Eis aufgetaut und mit 10 pg Plasmid-DNA oder 20 pl eines Ligationsansatzes
versetzt. Die Zellen wurden zusammen mit der DNA fiir 5 min auf Eis inkubiert. Nach der
Inkubationszeit folgte die Hitzeschocktransformation fiir 30 sec bei 42°C. Danach wurden die
Zellen fiir 30 sec auf Eis inkubiert, gefolgt von 5 min bei RT. Nach diesen
Inkubationsschritten wurden die Bakterien in 500 pl vorgewirmten LB-Medium resuspendiert
und fiir 1 h inkubiert (37°C, 1100 rpm) (Thermoblock, Eppendorf, Hamburg). 50-500 ul (je
nach Effizienz der Ligation) der Bakteriensuspension wurden auf eine LB-Platte mit

entsprechendem Antibiotikum ausgestrichen und iiber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.2.1.13 Linkerligation

Zur Phosphorylierung der Oligonukleotide wurde 1 pl der unverdiinnten Oligonukleotide
(pro Oligonukleotid ein Ansatz) mit 5 pl Ligase-Puffer, 1 ul PNK und 42 pl H>O gemischt
und fiir 30 min bei 37°C inkubiert. Im Anschluss wurden beide Ansdtze gemischt, fiir 5 min
bei 95°C aufgekocht und dann fiir 30 min auf Eis hybridisiert. 1 ul dieses Ansatzes diente als
Insert fiir die anschlieBende Ligation. Falls die Oligonukleotide mit der vollstindigen
Restriktionssequenz erstellt wurden, erfolgt nach der Inkubation auf Eis eine Behandlung mit

dem entsprechenden Restriktionsenzym (2.2.1.5).
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2.2.2 Proteinbiochemische Methoden

2.2.2.1 Durchflusszytometrie

Die Expression von Proteinen auf der Zelloberfliche wurde mit Hilfe der
Durchflusszytometrie nachgewiesen. Adhérente Zellen wurden mit PBS abgelost, pelletiert
(1200 g, RT) und in PBS resuspendiert. Im Anschluss wurde die Zellzahl pro Milliliter
bestimmt. 1x10° Zellen wurden pelletiert (300 g, 4°C, 4 min) und zweimal in 500 ul FACS-
Puffer (0,5% BSA in PBS) gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurden die Zellen in
100 ul  FACS-Puffer resuspendiert, mit dem  Primdrantikorper  versetzt
(Konzentrationsangaben siehe Abschnitt 2.1.2.1) und 1 h auf Eis inkubiert. Im Anschluss
wurden die Zellen wieder dreimal mit 500 ul FACS-Puffer gewaschen (300 g, 4°C, 4 min) um
restlichen Primédrantikorper zu entfernen. Nach dem letzten Waschschritt wurden die Zellen
wieder in 100 pl Puffer resuspendiert und mit dem Sekundérantikorper versetzt. Die Zellen
wurden, nach zweimaligem Waschen, in 500 ul FACS-Puffer resuspendiert und in FACS-
Rohrchen (BD Falcon 5 ml Polystrene Round-Bottom Tube, BD Bioscience Discovery
Labware, Bedford, MA, USA) iiberfiihrt. Die behandelten Zellen wurden im FACS Canto 11
(BD Biosciences, Heidelberg) analysiert und die gewonnenen Daten mit der FCS Express 4

Flow Software ausgewertet (De Novo Software, beides von BD Biosciences, Heidelberg).

2.2.2.2 Konzentrierung von Proteinen mit der Vakuumzentrifuge

Eine Moglichkeit die Proteinkonzentration im Uberstand zu erhdhen ist, das Volumen des
Uberstandes zu reduzieren. Daher wurde in diesem Fall der gewonnene Uberstand in einer
Vakuumzentrifuge (Eppendorf Concentrator plus, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) fiir
2 h und 20 min bei 45°C unter stindigem Vakuum zentrifugiert. Auf diese Weise wurde das

Volumen des Uberstandes um rund 50% reduziert.
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2.2.2.3 Prazipitation von Proteinen aus Zellkulturiiberstand (Immunoprizipitation)

Zur Gewinnung des sIL-23R aus den Uberstinden stimulierter Zellen (siche Abschnitt
2.2.3.6) wurde 1 ml des Uberstandes mit 1 ml HmIL-23-Fc (Uberstand aus COS7
transfizierten Zellen) gemischt und iiber Nacht bei 4°C unter stindiger Bewegung inkubiert.
Zur gleichen Zeit wurden Agarose A Beads (Roche, Mannheim, Deutschland) zweimal mit
500 pl IP-Puffer gewaschen (800 g, 4°C, 5 min) und ebenfalls iiber Nacht bei 4°C unter
standiger Bewegung inkubiert.

Am nichsten Tag wurden die Beads wieder zweimal mit 500 pl IP-Puffer gewaschen und
je 50 ul der Beads auf die Uberstéinde gegeben. Die Beads wurden zusammen mit den Proben
fiir 4 h bei 4°C rotiert und im Anschluss bei 800 g, 4°C pelletiert. Nach zwei weiteren
Waschschritten, wurde der Uberstand vollstindig entfernt und die Beads in 100 pl 5x
Laemmli-Puffer resuspendiert. Die gebundenen und pelletierten Proteine wurden bei 95°C fiir

10 min denaturiert.
2.2.2.4 Herstellung des GFP-Nanobodies

Fir die Prézipitation von GFP-getaggten Proteinen, wie es im Abschnitt 2.2.2.6
beschrieben ist, wurden anti-GFP-VyH-Nanobodies hergestellt. Dieses 13 kDa GFP-
Bindungs-Protein (GBP) von einem Einzeldoméanenantikdrper wurde nach der Vorlage von U.
Rothbauer hergestellt (Rothbauer et al. 2008).

Escherichia coli BL-21 wurden mit pET23a-PelB-nGFP-myc-his transformiert und auf
eine LB-Amp Platte ausgestrichen. Eine 50 ml Vorkultur wurde mit einem einzelnen Klon
angeimpft. Die gesamte Vorkultur wurde dazu verwendet eine 2 L Kultur anzuimpfen, welche
bei 37°C bis zu einer OD von 0,6-0,8 wachsen durfte. Nach dem Erreichen der gewiinschten
Zelldichte wurden die Bakterien mit 1 mM Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid (IPTG) iiber
Nacht bei 30°C induziert. Die Bakterien wurden am néchsten Tag in 50 ml Reaktionsgefdf3en
pelletiert (3000 g, 1 h, 4°C) und der Uberstand vereinigt. Dieser wurde entweder bei -80°C
gelagert oder fiir die Reinigung verwendet. Vor der Reinigung wurde der Uberstand durch
einen 0,45 pM SFCA NALGENE® Rapid-Flow™ Bottle-Top-Filter filtriert, mit PP-Puffer
(500 mM NaCl, 50 mM Na,HPO4/NaH,PO, pH 7,4) im Verhéltnis 1:1 gemischt und auf eine
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dquilibrierte Ni-NTA Sdule (His-Trap FF GE, Healthcare) geladen. Das His-getaggte Protein
wurde durch PP-Puffer mit 500 mM Imidazol eluiert. Durch Konzentratoren (Amicon® Ultra-
15 10K, Merk Millipore) wurde das Imidazol entfernt und das Protein aufkonzentriert und bei

-80°C gelagert.

2.2.2.5 Kopplung der GFP-Nanobodies an Sepharose Beads

Fiir die Immunoprizipitation, die im Abschnitt 2.2.2.6 beschrieben wird, miissen die
gereinigten Nanobodies (s. 2.2.2.4) an Sepharose gekoppelt werden. Hierfiir wurde 1 pg
Protein an 2 pl NHS-aktivierte Sepharose 4 Fast Flow (GE Healthcare, Buckinghamshire,
UK) gekoppelt. Die bendtigte Menge Sepharose wurde in ein entsprechendes Reaktionsgefall
(z.B.: 50 ml) pipettiert. Die doppelte Menge eiskalter 1 mM HCI wurde zu der Sepharose
gegeben, gemischt und abzentrifugiert (2 min, 3000 g, 4°C). Der Uberstand wurde entfernt
und der Waschschritt zweimal wiederholt. Die Nanobodies wurden hinzugegeben und die
Mischung fiir 2 h in einem Uberkopfrotator bei Raumtemperatur inkubiert. Die Beads wurden
wieder abzentrifugiert und der Uberstand entfernt. Freie Bindestellen an den Beads wurden
durch die Zugabe von Blocking Puffer (0,5 M Ethanolamin, 0,5 M NaCl pH 8,3) fiir 30 min
im Rotator bei Raumtemperatur blockiert. Die Beads wurden wieder abzentrifugiert, der
Uberstand verworfen und die Reaktion wiederholt. Als letztes wurden die Beads zweimal in
Waschpuffer (0,1 M Tris-HCI pH 4) gewaschen. Nach dem letzten Zentrifugationsschritt

wurden die Beads in 20% Ethanol aufgenommen, aliquotiert und bei 4°C gelagert.

2.2.2.6 Immunoprizipitation von GFP-Fusions Proteinen (Nanotrap)

Um die Interaktion eines GFP-Fusionsproteins mit einem anderen Protein nachzuweisen,
wurden beide Proteine in Zellen co-transfiziert (siche Abschnitt 2.2.3.3). 48 h nach der
Transfektion wurden die Zellen mit kaltem PBS von der Platte gewaschen, in ein 1,5 ml
Reaktionsgefal} iiberfiihrt und pelletiert (14.000 g, 4°C, 10 sec). Das Pellet wurde in 200 pl
Nanotrap Lysis Puffer resuspendiert und fiir 1 h bei 4°C rotiert. Wihrend der Lyse wurden, an
NHS-Sepharose gekoppelte, GFP-Nanobodies dreimal mit 500 pl Nanotrap Dilution Puffer
gewaschen (2700 g, 4°C, 2 min). Die Zelllysate wurden bei 20.000 g, 4°C fiir 15 min
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abzentrifugiert und der Uberstand in ein neues, gekiihltes 1,5 ml ReaktionsgefiB iiberfiihrt.
Die Losung wurde mit 300 ul Dilution Puffer aufgefiillt, wobei 50 ul dieser Losung mit 5x
Laemmli Puffer gemischt (/mput) und der Rest mit 50 pl der gewaschenen Beads versetzt
wurde. Die Beads inkubierten fiir 2 h bei Raumtemperatur auf einem Rotator und wurden im
Anschluss abzentrifugiert (2700 g, 4°C, 2 min). 50 pl des Uberstandes wurde fiir die Non-
Bound Fraktion mit 50 pl 2x Laemmli-Puffer versetzt und der restliche Uberstand verworfen.
Die Beads wurden zweimal mit 500 pl eiskaltem Dilution Puffer gewaschen, in 100 ul 2x
Laemmli-Puffer resuspendiert und bei 95°C fiir 10 min aufgekocht. Der nach einem letzten

Zentrifugationsschritt gewonnene Uberstand entsprach der Bound Fraktion.

2.2.2.7 Bestimmung des Proteingehalts (BCA-Assay)

Die Konzentration des Gesamtproteingehaltes von Zelllysaten wurde mit dem BCA Protein
Kit von Thermo Fischer Scientific nach Herstellerangaben bestimmt. Die Lysate wurden im
Verhiltnis 1:10 in PBS verdiinnt. Pro Loch einer 96-Well-Platte (Greiner BioOne, Solingen,
Deutschland) wurde 25 ul der Lysatlosung und BSA in verschiedenen Konzentrationen, zur
Bestimmung einer Eichgerade, in Doppelwerten aufgetragen. Nach Zugabe des
Reaktionsgemisches wurde die Platte bei 37°C fiir 30 min inkubiert. Die Absorption wurde
bei 562 nm am Infinite M200 PRO Microplate Reader von TECAN (Maennedorf, Schweiz)

gemessen.

2.2.2.8 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page)

Mit Hilfe einer diskontinuierlichen SDS-PAGE, wurden Proteine nach ihrem
Molekulargewicht voneinander getrennt. 50 pg der Zelllysate wurden nach der
Konzentrationsbestimmung (2.2.2.7) in einem Gesamtvolumen von 25 pl mit Wasser und 5 pl
Laemmli-Puffer (5x) gemischt und fiir 10 min bei 95°C aufgekocht. Von den Uberstinden
wurden 50 pl mit 10 ul Laemmli-Puffer aufgekocht. Von den Lysaten, die direkt in Laemmli-
Puffer aufgekocht wurden, als auch von den IP-Proben wurden 25 pl aufgetragen. Es wurden
selbst gegossene Gele mit einer Dicke von 1,5 mm und 10 oder 15 Probentaschen verwendet,

welche aus einem 1 cm hohem Sammelgel und einem Trenngel von 6 cm Hohe bestanden.
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Die GroBentrennung erfolgte mit dem Mini-PROTEAN Tetra System (Bio-Rad Laboratories
GmbH, Miinchen) bei einer Spannung von 85 — 110 V und einer konstanten Ampere-Zahl.
Die Trennung wurde gestoppt, sobald die Lauffront das untere Ende des Trenngels erreicht

hatte.

2.2.2.9 Western Blot

Um die getrennten Proteine mittels Western Blot nachzuweisen, wurden die Proteine auf
eine PVDF-Membran (Carl Roth GmbH + Co, KG, Karlsruhe) transferiert. Dies erfolgte mit
Hilfe des Trans-Blot-Turbo semidry Transfer Systems (Bio-Rad Laboratories GmbH,
Miinchen). Die zugeschnittene Membran wurde zunéchst fiir 1 min in Methanol aktiviert und
im Anschluss jeweils einmal in Wasser und einmal in Transferpuffer fiir je eine Minute
gewaschen. Das Whatman-Papier (acht Stiick pro Blot) wurde ebenfalls in Transferpuffer
getrankt. Der Transfer erfolgte nach Herstellerangaben, indem vier Lagen Whatman-Papier,
PVDF-Membran, SDS Gel und wieder vier Lagen Whatman-Papier {ibereinander geschichtet
in ein Transfergerit gelegt wurden. Die Proteine wurden elektrophoretisch bei konstanter
Spannung (25 V, 1 A, 40 min) auf die Membran transferiert. Im Anschluss wurde die
Membran in einem 50 ml Falcon-Rohrchen mit 5% Milchpulver, gelost in TBS-T, bei
Raumtemperatur fiir 1,5 h blockiert. Die Inkubation mit dem Primédrantikdrper erfolgte {iber
Nacht bei 4°C. Am néchsten Tag wurde die Membran dreimal fiir je 10 min mit TBS-T
gewaschen und fiir 1 h bei RT mit dem Sekundérantikdrper inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen mit TBS-T fiir je 10 min und einem Waschschritt in TBS wurde die Membran mit
Hilfe des ECL Prime Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare, Miinchen) nach
Herstellerangaben entwickelt. Die Detektion erfolgte am INTAS Chemo Cam Imager (INTAS
Science Imaging Instruments GmbH, Géttingen) und die Auswertung mit Hilfe der Software

ChemoStar Professional (INTAS Science Imaging Instruments GmbH, Gottingen).
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2.2.2.10 Strippen von Western Blot-Membranen

Als Ladekontrolle bei Zelllysaten oder zum Nachweis von einem weiteren Protein nach
einer Immunoprazipitation, wurde die Membran mit einem weiteren Antikdrper inkubiert.
Dafiir musste der Antikdrper des ersten Detektionsverfahrens entfernt werden. Hierflir wurde
die Membran in Stripping-Puffer fiir 20 min bei 60°C im Wasserbad inkubiert, dreimal mit
TBS-T gewaschen und erneut mit Milchpulver blockiert. Der neue Primédrantikorper wurde
wiederum iiber Nacht bei 4°C rollend inkubiert. Die Detektion erfolgte wie im Abschnitt
2.2.2.9 beschrieben.

2.2.2.11 Zelllyse

Adhirente, eukaryotische Zellen wurden mit 1 ml PBS abgekratzt oder abgespiilt, in ein
1,5 ml Reaktionsgefal3 iiberfiihrt und pelletiert (14.000 g, 10 sec, 4°C). Das entstandene Pellet
wurde in Mild Lysis Buffer resuspendiert (6-Well-Platte: 75 pul, 10 cm-Schale: 250 ul) und fiir
1 h bei 4°C unter stindiger Bewegung inkubiert. Nach einer abschlieBenden Zentrifugation
(14.000 g, 4°C, 15 min) wurde der Uberstand in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefif iiberfiihrt
und bei -20°C gelagert. Fiir schwach exprimierte Proteine wurden die Zellen nach dem ersten
Zentrifugationsschritt in Laemmli-Puffer (6-Well-Platte: 75 pl, 10 cm-Schale: 250 pl)
resuspendiert und fiir 10 min bei 95°C aufgekocht.

2.2.2.12 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Zur quantitativen Konzentrationsbestimmung des sIL-6R wurde ein Sandwich ELISA
verwendet. Im ersten Schritt wurde eine 96-Well-Mikrotiterplatte (Nunc A/S, Roskilde,
Dianemark) mit dem Primédrantikdrper (4-11, 1 pg/ml, je 50 pl pro Well) iiber Nacht inkubiert.
Am nichsten Tag wurde nicht gebundener Antikdrper durch dreimaliges Waschen mit je
200 ul PBS-T entfernt und freie Bindestellen mit einem Blocking-Puffer (200 ul pro Well,
2 h, Raumtemperatur) besetzt. Nach drei weiteren Waschschritten wurden je 50 pl der Proben,
die in 1% BSA/PBS verdiinnt wurden, auf die Platte aufgetragen. Fiir die spétere Erstellung

einer Standardgerade wurde eine Verdiinnungsreihe mit rekombinantem Hyper-IL-6
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(Fusionsprotein aus IL-6 und sIL-6R) aufgetragen. Die Proben wurden fiir 2 h bei
Raumtemperatur inkubiert und ungebundenes Protein durch dreimaliges Waschen wieder
entfernt. AnschlieBend erfolgte die Inkubation (2 h, Raumtemperatur) mit dem
Detektionsantikdrper Baf227 (0,5 pg/ml, 50 pl pro Well), gefolgt von drei Waschschritten. In
jedes Well wurden 100 pl Streptavidin-POD-L&sung (von R&D Systems GmbH, Wiesbaden-
Nordenstadt, verdiinnt 1:200 in 1% BSA/PBS) pipettiert und fiir 30 min bei Raumtemperatur
unter Lichtausschluss inkubiert. Nach dem letzten Waschschritt (dreimal 200 pl PBS-T)
erfolgte die Zugabe von 75 pl POD-Substrat (Roche Deutschland Holding GmbH, Grenzach-
Wyhlen) fiir 20 min bei Raumtemperatur. Die Reaktion wurde durch die Zugaben von 75 pl
1,8 M H,SO4 gestoppt und an einem Tecan Infinite M200 PRO Reader (Tecan, Maennedorf,

Schweiz) bei 450 nm ausgewertet.

2.2.2.13 Konfokalmikroskopie

7x10° HEK293-Zellen wurden in einer 12-Well-Platte auf Coverslips ausgesit, transfiziert
und nach 48 h weiter bearbeitet. Hierflir wurden die Zellen mit 500 pl PBS gewaschen und
fiir 20 min bei RT mit 4% PFA inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt erfolgte die
Inkubation in 0,25% Triton-X/PBS fiir 20 min bei RT. Im Anschluss wurden die Zellen nach
dem Waschen in 1% BSA/ 0,25% Triton-X/PBS fiir 1 h bei RT auf einem Shaker geblockt.
Die anschlieBende Inkubation mit dem Primdrantikérper in 200 pl 1% BSA/PBS
(Konzentrationsangaben s. Abschnitt 2.1.2) erfolgte tiber Nacht bei 4°C unter stindiger
Bewegung.

Am néchsten Tag wurden die Zellen drei Mal mit PBS fiir je 5 min auf einem Shaker bei
RT gewaschen. Die Inkubation mit dem Sekundérantikérper (s. Abschnitt 2.1.2) in 200 pl 1%
BSA/PBS erfolgte unter stindiger Agitation bei RT fiir 1 h. Nach dem Entfernen des
iberschiissigen Antikorpers durch drei Waschschritte wurde auf einen Objekttrdger ein
Tropfen Mounting Solution (ProLong Gold antifade reagent with DAPI, Life Technologies,
Eugene, USA) gegeben und die Coverslips mit den Zellen nach unten auf die Objekttriger
aufgebracht. Die Losung trocknete fiir 24 h bei RT unter Ausschluss einer Lichtquelle.
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2.2.3 Kultur von Siugetierzellen

2.2.3.1 Kultivierung von adhirenten Zellen

Alle adhdrenten Zellen, die in dieser Arbeit verwendet wurden (HEK293, HEK293T-KO,
Phoenix-Eco und COS7) wuchsen in 10 cm Kulturschalen in 10 ml DMEM"". Die
Kultivierung erfolgte bei 37°C, 5 % CO; in einer geséttigten Wasserdampfatmosphére. Die
Zellen wurden zweimal in der Woche subkultiviert indem sie nach dem Waschen mit PBS
durch 2 ml Trypsin/EDTA (Life Technologies, Darmstadt) von der Platte geldst wurden
(5 min, 37°C). Die abgeldsten Zellen wurden pelletiert (1200 g, 5 min) und in DMEM™*

resuspendiert. Alle Zellen wurden 1:10 verdiinnt.
2.2.3.2 Kultivierung von Suspensionszellen

Ba/F3-gp130-Zellen und alle stabil transduzierten Subtypen wuchsen in 10 cm Petrischalen
in 10 ml DMEM"*, das mit 10 ng/ml Hyper-IL-6 versetzt wurde. Analog zu den adhérenten
Zellen wurden die Suspensionszellen bei 37°C mit 5% CO, in einem Binder CO;-Inkubator
150 (E2) Brutschrank (Binder, GmbH, Tuttlingen) kultiviert. StandardméfBig wurden die
Zellen alle sechs bis sieben Tage im Verhéltnis 1: 10.000 passagiert.

2.2.3.3 Transfektion von adhirenten Zellen

Fiir die Transfektion adhirenter Zellen wurden 2x10° HEK293 (HEK293T-KO), 2x10°
Phoenix-Eco oder 5x10° COS7 in 10 cm Zellkulturschalen ausgesit. Die Transfektion erfolgte
am nichsten Tag nach Herstellerangaben. Hierzu wurde in 1 ml DMEM ohne Zusitze 5 pg
Plasmid-DNA gemischt und 10 pl Turbofect (Thermo Fischer Scientific, St.Leon-Rot,
Deutschland) hinzugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 15 min bei Raumtemperatur
wurde die Losung auf die Zellen getropft. Fiir die Transfektion der COS7-Zellen folgte ein
Mediumwechsel nach 6 h. Zur Kontrolle der Transfektionseffizienz wurden die Zellen mit

p409-YFP transfiziert. Die Effizienz lag zwischen 50% und 70%.
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Phoenix-Eco-Zellen wurden mit 8x10° Zellen/ Well in eine 6-Well-Platte mit 2 ml
DMEM """ ausgesit. Nach 24 h wurden die Zellen mit einer Mischung aus 1 pg Plasmid-DNA
und 2 pl Turbofect in 200 pl DMEM™" transfiziert. Nach 6 h erfolgte ein Mediumwechsel
gegen 2 ml DMEM mit 30% FCS und 1% Penicilin/Streptomycin. Dieser Uberstand wurde
am néchsten Tag fiir die retrovirale Transduktion von Ba/F3-gp130-Zellen, wie im folgenden

Abschnitt beschrieben, verwendet.

2.2.3.4 Retrovirale Transduktion von Ba/F3-gp130-Zellen

Fiir die retrovirale Transduktion von Ba/F3-gp130-Zellen wurde der Uberstand von
transfizierten Phoenix-Eco-Zellen verwendet (siche Abschnitt 2.2.3.3). 250 pl Uberstand
wurde mit 1x10° Ba/F3-gp130-Zellen in 50 pl Medium gemischt. Nach der Zugabe von 3 pl
Polybrene (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, finale Konzentration 8 pg/ml) wurde
die Mischung bei Raumtemperatur fiir 2 h bei 300 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und die Zellen in 5 ml DMEM ™, mit 10 ng/ml Hyper-IL-6, in einer 6-Well-Platte
fiir 48 h kultiviert. Die Zellen wurden durch die Zugabe von Puromycin (1,5 pg/ml) fiir

mindestens 2 Wochen selektiert.

2.2.3.5 Proliferationsassay

Stabil transduzierte Ba/F3-gp130-Zellen wurden dreimal mit sterilem PBS gewaschen, in
DMEM™" resuspendiert und die Zellzahl bestimmt. Es wurden Zellsuspensionen mit 5x10°
Zellen/100 pl hergestellt. Die Suspensionen wurden mit dem entsprechenden Zytokinen
versetzt. Als Kontrolle diente eine Zellsuspension ohne Zytokin. In jedes Well einer 96-Well-
Platte wurde 100 pl dieser Suspension pipettiert und fiir 48 h inkubiert. Die Proliferation
wurde mit Hilfe des CellTiter-Blue Viability Assay (Promega GmbH, Mannheim) an einem
Tecan Infinite M200 PRO Reader (ex-Filter 530/25, em-Filter 590/35, Tecan, Maennedorf,
Schweiz) gemessen. Von den hochsten noch messbaren Werten wurden die Messwerte zum
Zeitpunkt O subtrahiert und diese Werte als ,relative light units* (RLU) angegeben. Alle

Messwerte wurden in einer Dreifachbestimmung ermittelt.
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2.2.3.6 Induziertes Shedding

Stabil transduzierte HEK293-Zellen oder transfizierte Zellen 24 h nach der Transfektion,
wurden mit 2 ml Trypsin/EDTA von der Platte geldst, abzentrifugiert (1200 g, 5 min,
Raumtemperatur), in 6 ml DMEM ™" resuspendiert und gleichmiBig auf eine 6-Well-Platte
verteilt. Nach weiteren 24 h wurde das Medium gegen 1 ml DMEM™ ausgetauscht und die
Zellen fiir 30 min mit Inhibitoren (3 pM GI254023X [ADAMI10] und 3 pM GW280264X
[ADAMI10 und ADAM17]) inkubiert. Fiir die Stimulation von ADAM17 wurde Phorbol-12-
myrsitat-13-acetat (PMA, von Calbiochem, Merck, KGaA, Darmstadt) mit einer
Konzentration von 100 nM fiir 2 h eingesetzt. Fiir die Stimulation von ADAM10 wurde 1 uM
Ionomycin (Sigma-Aldrich, Steinheim) fiir eine Stunde verwendet.

Suspensionszellen wurden auf die gleiche Weise behandelt, nur dass diese erst kurz vor der
Stimulation mit einer Konzentration von 1,2x10° Zellen pro Well ausgesit wurden.

Der Uberstand wurde anschlieBend in ein 1,5 ml ReaktionsgefdB iiberfiihrt und
zentrifugiert (5 min, 15.000 g), um Zelltriimmer zu entfernen. Die so gewonnen Uberstinde
wurden weiter aufkonzentriert (2.2.2.2, 2.2.2.3) oder direkt fiir die Analyse im ELISA
(2.2.2.12) verwendet.

2.2.3.7 Konstitutives Shedding

Zur Analyse der Aktivitit von ADAMI10 beziiglich des konstitutiven Shedding, wurden die
Suspensionszellen mit einer Zelldichte von 0,6x10° Zellen/ml auf eine 12-Well-Platte in 1 ml
DMEM """ ausgesit und mit dem entsprechenden Zytokin stimuliert. AnschlieBend wurden die
Zellen fiir 24 h bei 37°C mit 5% CO, inkubiert. Die Uberstinde wurden wie in Abschnitt

2.2.3.6 beschrieben abgenommen und fiir die weiteren Analysen vorbereitet.
2.2.3.8 Nachweis des Sheddings mit Hilfe der Durchflusszytometrie
2x10° stabil transduzierte Ba/F3-gp130-Zellen wurden in ein 1,5 ml ReaktionsgefiB

tiberfiihrt, pelletiert (300 g, 4°C, 5 min) und in FACS-Puffer (0,5% BSA in PBS)
resuspendiert. Die Zellen wurden mit dem Primérantikorper (Toso, 1:50 Stock: 0,5 pg/ul) fiir
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1 h auf Eis inkubiert. Nach dreimaligem Waschen wurden die Zellen in warmem DMEM ™",
welches mit Zytokin versetzt war, resuspendiert und auf eine 24-Well-Platte aufgeteilt. Das
Shedding wurde durch PMA und Ionomycin, wie in Abschnitt 2.2.3.6 beschrieben
durchgefiihrt. Im Anschluss wurden die Zellen wieder in ein 1,5 ml Reaktionsgetdl {iberfiihrt,
einmal mit FACS-Puffer gewaschen (300 g, 4°C, 5 min) und in 100 pul FACS-Puffer
resuspendiert. Unter Lichtausschluss erfolgte die Inkubation mit dem Sekundirantikdrper
(maus anti APC) fiir 1 h auf Eis. Im Anschluss folgten die Waschschritte und die Analyse am
BD FACS Canto II, wie in Abschnitt 2.2.2.1 beschrieben.

2.2.3.9 Internalisierung

Die Internalisierung der Rezeptoren wurde durch eine Analyse am FACS Canto II
ermittelt. Hierfiir wurden 2x10° stabil transduzierter Ba/F3-gp130-Zellen mit GI254023X (3
uM), GW280264X (3 uM), Marimastat (10 uM) oder DMSO fiir 30 min inkubiert, mit FACS
Puffer (0,5% BSA/PBS) gewaschen und dem entsprechenden Primirantikorper (mIL-23R,
hIL-23R, Toso s.2.1.2) auf Eis fiir 1 h inkubiert. Nach dieser Inkubationszeit wurden die
Zellen dreimal in FACS-Puffer gewaschen (300 g, 5 min, 4°C). Im Anschluss wurden die
Zellen im warmen Medium resuspendiert (DMEM'™), auf verschiedene Wells einer 12-Well-
Platte ausgesét und bei 37°C und 5% CO; fiir die angegebene Zeit inkubiert. Wihrend dieser
Inkubationszeit wurden die Zellen mit HmIL-23 (0,2% konditionierter Uberstand),
Marimastat, GI254023X, GW280264X oder DMSO inkubiert. Zu den spezifischen
Zeitpunkten wurden die Zellen in ein Reaktionsgefal3 tiberfiihrt, pelletiert und in FACS-Puffer
gewaschen. Danach wurden die Zellen so lange auf Eis gelagert, bis die Zellen aller
Zeitpunkte geerntet waren. Jetzt wurde der auf der Oberfldche verbliebende Rezeptor, der
noch mit dem Primérantikdrper versehen war, durch einen Fluorophor-gekoppelten
Sekundérantikdrper markiert. Die verbliebende Rezeptorexpression wurde wie in Abschnitt

2.2.2.1 beschrieben am FACS Canto II analysiert.
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2.2.4 Statistische Analysen

Alle angegebenen Messwerte entsprechen dem Mittelwert + Standardabweichung (SD).
Mit Hilfe des Student's t-test wurden die statistischen Analysen durchgefiihrt. Ab einem p-
Wert kleiner als 0,05 wurden die Effekte als signifikant angesehen. Hierbei gilt:

*  =p<0,05
¥ =p<0,01
*3% = p< (0,001
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3.1 Einfluss von SAP97 auf das ADAM-vermittelte Shedding
des IL-6R

Die Prozessierung des IL-6R bildet einen I6slichen IL-6R (sIL-6R), was eine
Signalweiterleitung des IL-6 auf allen Zellen erméglicht. Dieser Signalweg wird auch als
Transsignaling bezeichnet, welcher pro-inflammatorische Signale auslost, die T-Zell-
Apoptose inhibiert und fiir eine maligne Proliferation sorgt (Chalaris et al. 2011; Scheller et
al. 2011b). Die Regulation der Prozessierung des IL-6R ist noch weitesgehendst unbekannt.
Aus diesem Grund soll untersucht werden, welchen Einfluss die Interaktion zwischen den
ADAM-Proteasen und der PDZ3-Doméne des SAP97 auf das Shedding des IL-6R hat. Dafiir
sollen Mutanten des SAP97 Proteins erstellt werden, die nicht mehr mit den ADAM-
Proteasen interagieren (SAP97-APDZ3) oder nur aus der Interaktionsdomine bestehen
(SAP97-PDZ3-only). Des Weiteren soll untersucht werden, ob SAP97 die Reifung und

Oberflachenexpression der entsprechenden Protease beeinflusst.

3.1.1 Generierung der SAP97 Mutanten zur Untersuchung der
Interaktion mit ADAM17 und dem IL-6R

Bei dem SAP97 Protein, das in dieser Arbeit untersucht wurde, handelt es sich um
B-SAP97 aus der Ratte. Es ist das entsprechende Protein, fiir welches schon die Interaktion
und der Transport von Glutamat-Rezeptoren GluR1 gezeigt wurden (Leonard et al. 1998).
Diese Variante von SAP97 wird hauptsdchlich im Gehirn in perisynaptischen Regionen
exprimiert (Schliiter et al. 2006; Waites et al. 2009). Durch Sequenzanalysen wurde
festgestellt, dass die in dieser Arbeit verwendete Variante des SAP97 eine Sequenzidentitét
von 89% mit der humanen und von 92% mit der murinen SAP97 Variante aufweist. In allen
drei Spezies ist die PDZ3 Doméne, welche fiir die Interaktion von SAP97 mit anderen

Proteinen verantwortlich ist, konserviert.
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Peiretti et al. zeigten auf, dass durch die Interaktion zwischen humanem ADAM17 und der
PDZ3 Domine des humanen SAP97 die Proteolyse von TNF, TNFR1 und TNFR2 reduziert
wird (Peiretti et al. 2003b). Auch ADAMI10 wird durch die Interaktion mit SAP97 beeinflusst,
wodurch die Protease besser an die Membran transportiert und die Freisetzung von APP
(amyloid precursor protein) erhoht wird (Saraceno et al. 2014).

Um zu kontrollieren, welchen Effekt SAP97 auf die Proteolyse des humanen IL-6R hat
und fiir den Beweis, dass dieser Effekt wirklich durch SAP97 reguliert wird, wurde eine
Deletionsvariante der PDZ3 Doméne im Protein erstellt, die nicht mehr an ADAM17 bindet.

Fiir diese Deletion wurde eine SOE-PCR durchgefiihrt (2.2.1.10). In einer ersten PCR
wurde der Anfang des SAP97 von einer Accl-Schnittstelle ausgehend, bis zur PDZ3 Doméne
amplifiziert (Primer ,,PDZ3-del-1* und ,,PDZ3-del-3*). In einer zweiten PCR wurde der
Bereich des SAP97 Proteins hinter der PDZ3 Domine bis zu einer BstEII-Schnittstelle
amplifiziert (Primer ,,PDZ3-del-2* und ,,PDZ3-del-4*). Als Template diente der Vektor p409-
SAP97-YFP.
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Abbildung 3.1:  Klonierung von p409-SAP97-APDZ3-YFP. Detaillierte Beschreibung der Klonierung in Abschnitt
3.1.1.
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In einer abschlieBenden dritten PCR (SOE) (Primer ,,PDZ3-del-1* und ,,PDZ3-del-4%)
wurden die beiden ersten PCR-Fragmente miteinander verbunden, da die beiden Primer
»PDZ3-del-2* und ,,PDZ3-del-3“ der initialen PCR zueinander komplementédre Sequenzen
besitzen. Nach der Reinigung des finalen PCR-Produktes und der anschlieBenden Behandlung
mit den Restriktionsenzymen Accl und Bs¢EIl, wurde der Vektor pPBK-CMV-SAP97-YFP mit
den gleichen Enzymen geschnitten, dephosphoryliert, gereinigt und ligiert (2.2.1.2 — 2.2.1.5).
In einem letzten Schritt erfolgte die Umklonierung der gewiinschten SAP97-APDZ3-Variante
in den p409-Vektor. Hierflir wurden die Vektoren p409-SAP97-YFP und pBK-CMV-SAP97-
APDZ3-YFP jeweils mit den Restriktionsendonukleasen Accl und Sacll geschnitten, im Falle
von p409-SAP97-YFP dephosphoryliert, aufgereinigt und ligiert (s. Abbildung 3.1). Der
erhaltene Vektor erhielt die Bezeichnung p409-SAP97-APDZ3-YFP. Als eine weitere
Kontrolle der Funktion des SAP97 wurde die PDZ3 Doméne mit Hilfe einer PCR amplifiziert
und in den pcDNA3.1 Vektor in das Leseraster eines GFP Proteins ligiert. Dieser Vektor
erhielt die Bezeichnung pcDNA3.1-PDZ3only-GFP. Das Klonierungsschema ist unter
Abschnitt 7.3.1 abgebildet.

3.1.2 SAP97 interagiert mit ADAM17 und dem IL-6R

Fiir SAP97 wurde bereits eine Interaktion mit ADAMI17 tiber die PDZ3 Doméne gezeigt
(Peiretti et al. 2003b). Diese Interaktion wurde auch in dieser Arbeit nachgewiesen. Fiir die
Kontrolle einer Interaktion mit YFP (yellow fluorescent protein) oder GFP (green fluorescent
protein) getaggten Proteinen wurde das Nanotrap-System verwendet. Rothbauer et al
entwickelten das Nanotrap-System, bei dem ein Einzeldominenantikorper, welcher an
GFP/YFP bindet, an Sepharose-Beads gekoppelt wurde. Dies ermoglicht die Prazipitation von
GFP/YFP gekoppelten Proteinen und deren Interaktionspartnern (Rothbauer et al. 2008). Fiir
die Interaktionsstudien zwischen SAP97 und ADAM17 wurden HEK293-Zellen mit SAP97-
YFP aus der Ratte zusammen mit murinem ADAMI17 cotransfiziert und 48 h nach der
Transfektion lysiert. Die getaggten Proteine und alle Interaktionspartner wurden mit Hilfe von
GFP-Nanobodies, die an Sepharose-Beads gekoppelt wurden, prézipitiert (2.2.2.4 - 2.2.2.6).
Auf den Western Blot wurde von der Bound (B) Fraktion die fiinffache Menge verglichen mit
den anderen Fraktionen aufgetragen. Der Nachweis der Interaktion von ADAM17 und SAP97
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erfolgte durch eine Co-Immunoprizipitation. Bei der Co-Transfektion von SAP97-YFP und
ADAM17 wurde hierbei ADAMI17 nicht nur in der /nput (1) und Non-Bound (NB), sondern
auch schwach in der Bound (B) Fraktion nachgewiesen. Durch die Deletion der PDZ3-
Domine konnte ADAMI17 nicht mehr prézipitiert werden, was beweist, dass die PDZ3
Doméne fiir die Bindung essentiell ist (Abbildung 3.2 A).

Auf die gleiche Weise erfolgte auch der Nachweis der Interaktion des SAP97 aus der Ratte
mit dem humanen IL-6R. Fiir diese Interaktionsuntersuchung wurde das YFP der SAP97-
Varianten deletiert (Klonierungsschema s. Abb. 7.2) und in stabil transduzierte HEK293-hIL-
6R-GFP-Zellen transfiziert. Die Zellen wurden im Anschluss wie oben beschrieben lysiert,
die Proteine prézipitiert und im Western Blot analysiert.

Nach der Prizipitation des IL-6R-GFP wurde SAP97 in der Bound Fraktion nachgewiesen.
Diese Interaktion wird ebenfalls iiber die PDZ3-Doméne von SAP97 vermittelt (Abbildung
3.2 B), weil durch die Deletion der PDZ3 Doméne das SAP97 nicht mehr in der Bound
Fraktion nachgewiesen wurde.

Die Expression des SAP97-APDZ3 ist auf dem Blot in Abbildung 3.2 B schwécher als die
Expression von SAP97, jedoch konnte auf keinem erstellten Blot das SAP97-APDZ3 in der
Bound Fraktion nachgewiesen werden. Dadurch erfolgte die Bestitigung, dass auch die
Interaktion zwischen SAP97 und dem hIL-6R iiber die PDZ3 Doméne vermittelt wird.

Die Interaktion der Proteine in den Zellen wurde mit Hilfe des Nanotrap-Systems
nachgewiesen. Dies hat keine Aussagekraft iiber die genaue Lokalisation der Interaktion. Aus
diesem Grund wurden Konfokalbilder mit einzel- und doppeltransfizierten HEK293-Zellen
durchgefiihrt. Hierfiir wurden HEK293-Zellen mit cDNAs kodierend fiir SAP97-YFP und
dem hIL-6R transfiziert. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen weiter bearbeitet und
im Konfokalmikroskop analysiert (2.2.2.13). Der Nachweis des SAP97-GFP erfolgte iiber die
griine Fluoreszenz des GFPs. Der hIL-6R wurde mit den Antikorpern 4-11 und Alexa Fluor
546 Ziege anti-Maus IgG (H+L) markiert. Dies wurde in den Abbildungen als rote
Fluoreszenz dargestellt (Abbildung 3.2 C). Durch die Verwendung des ProLong Gold
antifade reagent with DAPI, wurde die DNA und damit der Nukleus durch DAPI markiert.
Dies erscheint in der Abbildung als blaue Féarbung. In der Abbildung 3.2 C ist gut zu
erkennen, dass SAP97-GFP und hIL-6R besonders im Bereich der Membran und teilweise im
Zytoplasma kolokalisiert vorliegen, wenn beide Proteine in den HEK293-Zellen

liberexprimiert werden.
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3 Ergebnisse

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass SAP97 ein Interaktionspartner von ADAM17 und
dessen Substrat, dem hIL-6R, ist. In dem folgenden Abschnitt wurde der Effekt dieser

Interaktion auf die proteolytischen Eigenschaften der Proteasen gegeniiber hIL-6R untersucht.
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Abbildung 3.2:  Interaktion von SAP97, ADAMI17 und dem IL-6R. Nachweis der Interaktion von SAP97 und
mADAMI17 (A) oder hIL-6R (B) mit Hilfe des Nanotrap-Systems. Als Kontrolle wurde immer das
GFP/YFP-gekoppelte  Protein  detektiert. I= Input, NB= Non-Bound, B= Bound, IP=
Immunoprizipitation, WB= Western-Blot (verwendeter Antikorper) Die Pfeile zeigen die gesuchten
Proteine an. (C) Konfokalbilder von HEK293-Zellen, die mit cDNAs kodierend fiir SAP97-YFP und
hIL-6R transfiziert wurden. SAP97 wurde als Fusionsprotein mit Hilfe des YFPs (griin) nachgewiesen.
Der hIL-6R wurde durch den 4-11 AK und Alexa Fluor 546 Ziege anti-Maus IgG (H+L) (rot) detektiert.
Der Nukleus wurde mit Hilfe von DAPI blau gefarbt. Gezeigt werden représentative Bilder und Western
Blots aus 3 biologisch unabhidngigen Experimenten.
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3 Ergebnisse

3.1.3 Einfluss von SAP97 auf das ADAM10- und ADAM17-vermittelte
Shedding des IL-6R

Um den Einfluss der Interaktion von SAP97 und ADAMI17 auf das ADAMI0O und
ADAMI17-vermittelte Shedding zu untersuchen, wurden HEK293-Zellen, die den humanen
IL-6R stabil exprimieren, mit dem Plasmid pcDNA3.1-SAP97-YFP transfiziert und 24 h nach
der Transfektion auf 6-Well-Platten ausgesit. Die Zellen wurden daraufhin mit PMA (2 h,
100 nM), Tonomycin (1 h, 1 uM) oder Anisomycin (1 h, 10 uM) stimuliert. PMA und
Anisomycin aktivieren ADAMI17 und die Stimulation mit lonomycin aktiviert hauptsidchlich
ADAMIO0 (Miillberg et al. 1993; Hundhausen et al. 2007; Schwarz et al. 2013). Die
Uberstéinde wurden nach der Inkubationszeit abgenommen und zentrifugiert, um Zelltriimmer
zu entfernen (2.2.3.6). Die Bestimmung der Konzentration des 16slichen IL-6R (sIL-6R), im
Zellkulturiiberstand, erfolgte mit Hilfe eines ELISAs (2.2.2.12). Fiir eine Analyse des
Anstiegs der Menge an 16slichem IL-6R im Uberstand wurde der Messwert der jeweiligen
DMSO Kontrolle auf 1 gesetzt und der x-fache Anstieg an 16slichem IL-6R zur Kontrolle
berechnet.

In der Abbildung 3.3 A ist zu erkennen, dass in den YFP transfizierten Zellen durch die
Stimulation mit PMA die 14 fache Menge an I6slichem IL-6R gebildet wurde. Durch die
Transfektion mit SAP97-YFP wird durch die Stimulation mit PMA nur noch die 8 fache
Menge des 16slichen IL-6R (sIL-6R) gebildet. Die Uberexpression von SAP97 hat daher einen
reduzierenden Effekt auf das PMA-induzierte Shedding des IL-6R. SAP97 hat keinen Einfluss
auf das lonomycin-induzierte, ADAMI10-vermittelte Shedding des IL-6R (3.3 B), weil der
Anstieg des loslichen IL-6R in den SAP97 transfizierten Zellen nach der Stimulation mit
Ionomycin nicht signifikant verdndert wurde im Vergleich zu den YFP transfizierten Zellen.
Anisomycin aktiviert zwar auch ADAMI17, jedoch verlauft diese Aktivierung nicht {iber die
Protein Kinase C, sondern iiber die p38 MAPK, welche wiederum ADAMI17 durch
Phosphorylierung von Thryss aktiviert (Xu and Derynck 2010). Auf diesem Stimulationsweg
beeinflusst SAP97 das ADAM17 vermittelte Shedding des hIL-6R nicht (3.3 C). PMA ist im
Vergleich zu Ionomycin und Anisomycin ein starker Aktivator der Protease. Aus diesem
Grund wird durch die Stimulation mit PMA mehr sIL-6R gebildet, als bei der Stimulation mit

Ionomycin oder Anisomycin.
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Somit scheint SAP97 hauptsidchlich die ADAMI17-vermittelte Prozessierung des IL-6R
nach einer PMA-Stimulation zu reduzieren (Miillberg et al. 1993). Dies kann daran liegen,
dass durch die Interaktion zwischen ADAMI17 und SAP97 notwendige Interaktionspartner
nicht mehr an ADAMI17 binden konnen oder das Enzym nicht richtig aktiviert wird.
AuBlerdem kann SAP97 an PKC binden und vielleicht dadurch die Aktivitit von ADAM17
indirekt beeinflussen (O'Neill et al. 2011). Die Interaktion zwischen SAP97 und hIL-6R hat
vielleicht keinen Effekt auf die Proteolyse, weil durch die Stimulation mit Ionomycin oder

Anisomycin das Shedding nicht beeinflusst wurde.
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Abbildung 3.3:  Einfluss von SAP97 auf die induzierte Proteolyse des IL-6 Rezeptors. HEK293-Zellen, die den
hIL-6R stabil exprimieren wurden mit cDNAs kodierend fiir SAP97 aus der Ratte oder YFP transfiziert
und mit DMSO, PMA, Ionomycin oder Anisomycin stimuliert. Der 16sliche IL-6R wurde mit Hilfe eines
ELISAs bestimmt und der Messwert der jeweiligen DMSO Kontrolle als 1 gesetzt. Der Anstieg des
sIL-6R wurde nach der Stimulation von PMA (A), lonomycin (B) oder Anisomycin (C) entsprechend
berechnet. (D) Effekt der Mutationen des SAP97 (SAP97APDZ3, SAP97-PDZ3 only) auf die PMA-
induzierte Proteolyse. Zusammengefasste Daten aus mindestens 3 biologisch unabhingigen
Experimenten. n.s.: nicht signifikant.
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Durch die Transfektion der HEK293-hIL-6R-Zellen mit cDNAs kodierend fiir die SAP97
Mutanten (s.3.1.1) wurde kontrolliert, ob die Reduktion des Sheddings durch die Interaktion
zwischen ADAM17 und SAP97 erfolgt. Bei diesen Mutanten handelt es sich um SAP97-
APDZ3-YFP, welches durch die Deletion der PDZ3-Doméne nicht mehr mit ADAMI17
interagieren kann und um SAP97-PDZ3 only-YFP, welches nur noch aus der PDZ3 Doméne
und YFP besteht, wodurch die Interaktion mit ADAMI17 bestehen bleibt (s. Abschnitt 3.1.1
und 3.1.2). Die tranfizierten Zellen wurden fiir 2 Stunden mit DMSO oder PMA stimuliert
und der Uberstand im Anschluss abgenommen und zentrifugiert. Die Menge des sIL-6R
wurde wieder mit Hilfe eines ELISAs bestimmt und die Menge des sIL-6R in den
zugehorigen DMSO Kontrollen als 1 gesetzt. Der prozentuale Anstieg des sIL-6R nach der
Stimulation mit PMA wurde entsprechend berechnet.

Die SAP97-Mutante, der die PDZ3-Domine fehlt, konnte nicht mehr mit ADAMI17
interagieren und hatte auch keinen reduzierenden Effekt auf das PMA-induzierte Shedding
des IL-6R (s. Abb. 3.2 B + 3.3 D). Nach der Transfektion mit der Variante des SAP97
Proteins, das nur aus der PDZ3-Doméne bestand, wurde ebenfalls eine Reduktion der
Proteolyse beobachtet (s. Abb. 3.3 D). Somit scheint der Effekt des reduzierten Sheddings nur
durch die direkte Interaktion der PDZ3 Domine von SAP97 und ADAMI17 ausgelost zu
werden.

Um den physiologischen Effekt des reduzierten Sheddings zu analysieren, wurde nun
untersucht, ob SAP97 einen Effekt auf die Oberflichenexpression von ADAM17 oder hIL-6R
hat.

3.1.4 SAP97 hat keinen Einfluss auf die Oberflichenexpression von
ADAM17 und hIL-6R

Fiir ADAMI0 erfolgte schon der Nachweis, dass durch die Interaktion mit SAP97, die
Expression der Protease auf der Oberfliche erh6ht wird. Dies fiihrt unter anderem zu einer
verstirkten Prozessierung des amyloid precursor protein (Marcello et al. 2007; Saraceno et al.
2014). SAP97 ist an Transportmechanismen verschiedener Proteine, wie Actin/Spectrin

assoziierte Proteine, GKAP, PKA und PKC beteiligt (Colledge et al. 2000; Wu et al. 2000;
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McLaughlin et al. 2002). Aus diesem Grund wurde die Oberflichenexpression der
Interaktionspartner von SAP97 (hIL-6R und ADAMI17) in HEK293-Zellen nach einer
Stimulation mit DMSO (Abb. 3.4 schwarze Linie) oder PMA (Abb. 3.4 graue Linie)
untersucht. HEK293-Zellen, die stabil den humanen IL-6R exprimieren, wurden mit p409-
SAP97-YFP transfiziert und 48 h spiter im Durchflusszytometer analysiert. Die im FACS-
Puffer (0,5% BSA in PBS) gewaschenen Zellen wurden fiir 1 h auf Eis mit dem
Primérantikorper (4-11 1:100 fiir hIL-6R, A300E 1:40 fiir ADAM17) inkubiert. Nach dem
Waschen folgte die Inkubation mit dem Sekundirantikdrper (anti-maus-APC 1:100) fiir
ebenfalls 1 h auf Eis. Uberschiissiger Antikérper wurde, nach der Markierung der
entsprechenden Rezeptoren, durch mehrere Waschschritte entfernt und die Zellen im FACS
Cantoll analysiert (2.2.2.1). In dem Histogramm in Abbildung 3.4 st die
Oberflichenexpression des hIL-6R (s. Abb. 3.4 A) und von ADAM17 (s. Abb. 3.4 B) nach
einer Stimulation mit PMA (graues Histogramm) oder DMSO (schwarzes Histogramm)
dargestellt. Als Kontrolle wurde die Oberflichenexpression der entsprechenden Proteine
(hIL-6R und ADAM17) in Zellen analysiert, die nicht mit dem Primérantikorper behandelt
wurden (s. Abb. 3.4 ausgefiilltes Histogramm). Durch den Vergleich der einzelnen
Histogramme untereinander wurde festgestellt, dass eine Uberexpression von SAP97 die
Oberflichenexpression von hIL-6R (3.4 A) und ADAM17 (3.4 B) nicht beeinflusst, weil in
allen Ansétzen (mit und ohne SAP97) die gleiche Oberflachenexpression von ADAMI17 oder
hIL-6R detektiert wurde.
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Abbildung 3.4:  Oberflichenexpression von hIL-6R und ADAM17. Analyse der Oberfldchenexpression von hIL-6R
(A) und ADAM17 (B) in HEK293-hIL-6R-Zellen, die mit cDNAs kodierend fiir YFP, SAP97-YFP oder
SAP97-APDZ3-YFP transfiziert wurden. Die Zellen wurden 2 h mit DMSO (schwarze Linie) oder PMA
(hellgraue Linie) stimuliert. Als Expressionskontrolle wurden die PMA stimulierten Zellen nur mit dem

Sekundérantikdrper markiert (ausgefiilltes Histogramm). Exemplarische Graphen aus drei unabhéngigen
Experimenten.

Auch die SAP97-Variante, die nicht mehr mit ADAM17 oder dem hIL-6R interagiert
(SAP97-APDZ3), hat keinen Einfluss auf die Oberfldchenexpression dieser Proteine.

Die Stimulation mit PMA (Abb. 3.4 hellgraue Linie) hat ebenfalls keinen Einfluss auf die
Oberflachenexpression von ADAM17, jedoch ist nach der Stimulation etwas mehr hIL-6R auf
der Oberfliache vorhanden, welcher wihrend des Sheddings stindig neu gebildet wird. Warum
die Expression des IL-6R bei der PMA-Stimulation ansteigt, ist bisher nicht geklart.

Somit scheint der reduzierende Effekt des PMA-induzierten Sheddings nicht durch eine
reduzierte Oberfldchenexpression der Protease oder dessen Substrat ausgeldst zu werden.

Vermutlich ist der Aufbau dieses Experimentes nicht optimal geeignet um die gesuchte
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Aussage treffen zu konnen. Daher wére es besser diesen Versuch als pulse-chase Experiment
zu wiederholen. Im folgenden Abschnitt wird der Effekt des SAP97 auf die Reifung von
ADAMI17 untersucht.

3.1.5 SAP97 ist nicht an der Reifung von ADAM17 beteiligt

Membrangebundene Proteasen reifen beim Transport durch das Golginetzwerk um ihre
proteolytische Aktivitdit zu erhalten. Auf diesem Transportweg zur Membran werden
Proteasen aktiviert, indem die entsprechende Prodoméne abgespalten wird. Bei ADAM17
handelt es sich hierbei um eine Domine, die das aktive Zentrum blockiert und unter anderem
durch eine Furin-Protease abgespalten wird (Lum et al. 1998; Howard et al. 2000; Schlomann
et al. 2002; Endres et al. 2003; Seals and Courtneidge 2003). SAP97 kann schon wihrend des
Transportes zur Membran mit anderen Proteinen interagieren (Saraceno et al. 2014). Daher
besteht die Moglichkeit, dass vielleicht die Reifung der ADAM Protease durch SAP97
beeinflusst wird und es dadurch zu dem verminderten Shedding des humanen IL-6R nach der
PMA Stimulation kommt.

HEK?293-Zellen wurden mit kodierenden cDNAs fiir SAP97-YFP oder YFP transfiziert,
auf 6-Well-Platten tiberfiihrt und mit PMA (P2) bzw. DMSO (D2) fiir 2 h stimuliert. Die
Zellen wurden lysiert und 50 pg des Lysates mit dem Antikoérper A300D auf einem Western
Blot analysiert.

YFP SAPS7-YFP
D2 ) D2 P2
130 kDa SN S R B (< ProADAMIT
100 kDa
| — <— Reifes-ADAM17

Abbildung 3.5:  Reifung des ADAM17 wird nicht durch SAP97 beeinflusst. HEK293-Zellen wurden mit SAP97-YFP
oder YFP transfiziert, nach 24 h mit PMA (P2, 2 h) oder DMSO (D2, 2 h) stimuliert, lysiert und auf dem
Western Blot mit dem ADAMI17 Antikérper (A300D) analysiert. Représentativer Blot aus 3 biologisch
unabhéngigen Experimenten.
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Im Western Blot in der Abbildung 3.5 wurde die Pro-Form von ADAMI17 (obere Bande
~ 125 kDa) und die reife Form (untere Bande ~ 93 kDa) nachgewiesen. In den unstimulierten
Ansitzen sind beide Formen stark exprimiert.

Die Expression von SAP97 verdndert die Expression beider Formen von ADAM17 im
Vergleich zu YFP transfizierten Zellen nicht. Durch die Stimulation mit PMA kam es aber zu
einer starken Reduktion des reifen ADAM17 (s. Abbildung 3.5). Dieser Effekt wird durch
Endozytose von ADAM17 nach der PMA Stimulation vermittelt und wurde schon in
vorherigen Arbeiten gezeigt (Doedens and Black 2000; Endres et al. 2003).

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass SAP97 iiber die PDZ3-Doméne sowohl
mit ADAMI17, als auch mit dem hIL-6R interagiert und dass diese Interaktion das PMA-
induzierte Shedding reduziert. Ein physiologischer Effekt des reduzierten Sheddings konnte
nicht gezeigt werden, jedoch erfolgte der Nachweis, dass SAP97 weder die
Oberflachenexpression des hIL-6R noch des ADAMI17 beeinflusst. Zudem wurde gezeigt,
dass SAP97 nicht an der Reifung des ADAM17 beteiligt ist.

3.2 Identifikation des IL-23R als neues Substrat von ADAM10
und ADAM17

Ein I6slicher IL-23R konnte schon 2006 nachgewiesen werden. Die SNP (single nucleotide
polymorphism) Variante rs11209026 (R381Q) bildet durch alternatives Splicing einen
l16slichen IL-23R (sIL-23R) (Duerr et al. 2006). In dem folgendem Abschnitt wird untersucht,
ob ein sIL-23R auch durch eine proteolytische Spaltung generiert werden kann. Hierfiir wird
das Verhalten von IL-23R-exprimierenden Zellen auf die Stimulation mit PMA und
Ionomycin untersucht. Fiir die Analysen wurden murine Prd-B-Zellen (Ba/F3-gp130-IL-
12RPB1-Zellen) verwendet, die stabil mit dem humanen oder murinen IL-23R transduziert
wurden. Diese Zellen exprimieren neben dem IL-12RB1 auch den IL-23R, der fiir eine
Signalweiterleitung durch das Zytokin IL-23 notwendig ist. Die Expression der Rezeptoren
IL-23R und IL-12RB1 auf der Zelloberfliche wurde mit Hilfe der Durchflusszytometrie
nachgewiesen (s. Abb. 3.6 A+B). Durch einen Proliferationsassay wurde die Aktivitdt des

Rezeptors bestitigt (Floss et al. 2013).
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Abbildung 3.6:  Expression des IL-23R in Ba/F3-gp130-IL-12Rf1-Zellen. Die Oberflichenexpression des IL-23R (A)
und des Co-Rezeptors IL-12RB1 (B) wurde einmal durch eine Analyse im Durchflusszytometer

nachgewiesen (unausgefiillte Histogramme). Als Kontrolle dienten Ba/F3-gp130-Zellen (ausgefiillte
Histogramme).

In den Shedding-Versuchen wird die Metalloprotease ADAM17 durch PMA und
ADAMI10 durch Ionomycin aktiviert. Des Weiteren wird der Effekt der Inhibitoren
GI1254023X (GI), welcher ADAMI10 inhibiert und von GW280264X (GW), ein Inhibitor von
ADAMIO und ADAMI7, analysiert. Durch Deletionen und Punktmutationen in der
Stalkregion des IL-23R wird die Schnittstelle der ADAM-Proteasen eingegrenzt. Als letztes
wird durch die Expression von Rezeptordoménen die Interaktion zwischen dem Rezeptor und
ADAMI17 erforscht. Initial wird der Einfluss der verwendeten Inhibitoren auf die

Oberfliachenexpression des IL-23R nachgewiesen.

3.2.1 Internalisierung des IL-23 Rezeptors

Die Internalisierung beschreibt die Aufnahme von Rezeptoren von der Zelloberfliche in
das Zellinnere. Es kann eine rasche Aufnahme der Rezeptoren nach einer starken, anhaltenden
Stimulation mit dem entsprechenden Liganden erfolgen (Vire et al. 2011). Es werden aber
auch Rezeptoren in Abwesenheit ihres Signalmolekiils in die Zelle endozytiert. Fiir die
Analyse der Internalisierung des IL-23R wurden Ba/F3-gp130-IL-12RB1-mIL-23R-Zellen mit
einem Primérantikorper, der gegen den murinen IL-23R gerichtet ist, auf Eis inkubiert und im
Anschluss fiir die angegebenen Zeitpunkte (0, 10, 20, 30, 60, 90 min) bei 37°C, 5% CO;

inkubiert. Wahrend dieser Zeit wird eine gewisse Menge der Rezeptoren zusammen mit dem
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gebundenen Antikorper in die Zelle aufgenommen oder durch Proteolyse von der Oberflédche
in den Uberstand freigesetzt. Als Negativkontrolle wurden Ba/F3-gp130-Zellen mit beiden
Antikorpern gekennzeichnet. Um zu untersuchen, ob die Internalisierung des IL-23R von der
Stimulation mit dem entsprechenden Zytokin abhdngt wurden die Zellen wihrend der
Inkubation bei 37°C mit HmIL-23 (Fusionsprotein aus p19 und p40) stimuliert. Eine weitere
Moglichkeit, einen Rezeptor von der Oberfliche zu entfernen, ist die Proteolyse. Aus diesem
Grund wurden die Zellen vor der Inkubation mit dem Primérantikorper mit dem Inhibitor
GI254023X (GI), welcher spezifisch ADAMI10 inhibiert, dem Inhibitor GW280264X (GW),
der ADAMI10 und ADAMI17 inhibiert und dem Matrix-Metalloproteinaseinhibitor
Marimastat, welcher alle Matrix-Metalloproteinasen inhibiert, fiir 30 min bei 37°C inkubiert.

Nach den angegebenen Zeitpunkten der Inkubation (0, 10, 20, 30, 60, 90 min) wurden die
Zellen in FACS-Puffer (0,5% BSA/PBS) gewaschen und auf Eis gelagert, um alle
enzymatischen Vorgéinge, wie z.B. Proteolyse und Endozytose zu stoppen. Sobald die
Inkubationszeit aller Ansédtze abgelaufen war, wurden die auf der Oberfliche markierten,
verbliebenden Rezeptoren mit einem Sekundérantikdrper markiert (a-Ratte-Alexa Fluor 647).
Die endozytierten und proteolytisch gespaltenen Rezeptoren wurden nicht markiert, weil diese
nicht in den Kontakt mit dem Sekunddrantikdrper kamen. Die Analyse der
Oberflichenexpression erfolgte im Durchflusszytometer. Hierbei konnte gezeigt werden, dass
die Oberflichenexpression des IL-23R iiber die Zeit abnahm. Die fehlende Expression des
IL-23R auf den Ba/F3-gp130-Zellen (Abb. 3.7 A schwarz) ist bei den Ansdtzen mit und ohne
Zytokinstimulation bzw. bei den Ansétzen, die mit den Inhibitoren stimuliert wurden, gleich,
weil immer die entsprechende Zellsuspension gemessen wurde. Die Zellsuspension des
Zeitpunktes 0 bei den Ansdtzen mit und ohne Zytokin (Abb. 3.7 A rot) ist ebenfalls gleich,
weil die Stimulation mit dem Zytokin erst nach der Stimulation mit dem Primédrantikdrper
erfolgte und daher die gleiche Zellsuspension im Durchflusszytometer analysiert wurde.
Sowohl in dem Ansatz, der ohne Zytokin stimuliert wurde, als auch bei dem Ansatz, bei dem
eine Stimulation mit [L-23 erfolgte, war schon nach 30 min (Abb. 3.7 A griin) ein groBer Teil
des IL-23R von der Oberfliche verschwunden. Nach einer Inkubation {iber 60 min (Abb. 3.7
A pink) konnte so gut wie kein IL-23R mehr auf der Oberfldche detektiert werden. Nur durch
die Inkubation mit den Inhibitoren GI254023X, GW280264X und dem Matrix-
Metalloprotease-Inhibitor Marimastat, wurde der IL-23R auch nach 90 min (Abb. 3.7 A
hellblau) noch auf der Zelloberfliche detektiert.
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Aus den ermittelten Messwerten der durchflusszytometrischen Messungen wurde der
arithmetische Mittelwert bestimmt, die Ausgangskonzentration des Rezeptors auf der
Oberflache zum Zeitpunkt 0 auf 100% gesetzt und die Abnahme der Oberfldchenexpression
entsprechend berechnet. Aus diesen Werten wurden die in Abbildung 3.7 B dargestellten
Graphen erstellt. Der Zeitpunkt, an dem nur noch 50% des Rezeptors auf der Oberfliche
detektierbar war, wurde durch eine getrichelte Linie beschrieben.

Durch die graphischen Analyse der Mittelwerte von drei unabhidngigen Experimenten und
der Berechnung der Reduktion der Oberfldchenexpression mit Hilfe einer Trendlinie wurde
ermittelt, dass nach 14 Minuten die Konzentration des mIL-23R auf der Oberfliche von
Ba/F3-gp130-IL-12RB1-mIL-23R-Zellen um 50% abgenommen hat. Die Stimulation mit
IL-23 sorgte dafiir, dass dieser Wert nicht signifikant auf 18 Minuten anstieg (gestrichelte
Linie Abbildung 3.7 B).

Die Inhibition des Sheddings durch die Stimulation mit Marimastat verldngert die
Oberflachenexpression des IL-23R signifikant auf 37 min (p= 0,03) (Abbildung 3.7 B). Auch
die Inhibition von ADAMI10 durch GI254023X oder ADAMIO und ADAMI17 durch
GW280264X verlidngert die Oberfldchenexpression auf 28 min bzw. 35 min. Dies zeigt, dass
die Abnahme des Rezeptors auf der Oberfliche nicht nur durch die Internalisierung, sondern
auch durch die ADAM10/17-vermittelte Proteolyse erfolgte.

Die schnelle Internalisierung des Rezeptors verhindert eine genaue Analyse des Sheddings mit
Hilfe des Durchflusszytometers. Fiir eine vollstindige Aktivierung von ADAM17 miissen die
Zellen fiir 2 h bei 37°C mit PMA inkubiert werden. In dieser Zeit wére aber der markierte
IL-23R schon allein durch die Endozytose vollstindig von der Oberfliche entfernt. Aus
diesem Grund wurde das Shedding des IL-23R im weiteren Verlauf durch Western Blot

Analysen untersucht.
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Abbildung 3.7:
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Internalisierung des IL-23R. (A) Der auf der Oberfldche exprimierte mIL-23R wurde auf Ba/F3-gp130-
mIL-12RB1-mIL-23R-Zellen markiert und die Zellen im Anschluss bei 37°C fiir 10, 20, 30, 60 und 90
Minuten inkubiert. Nach einer Inkubation mit einem Alexa Fluor 647-markierten Sekundirantikérper
wurde die Oberfldchenexpression des Rezeptors zum gewihlten Zeitpunkt im Durchflusszytometer
analysiert. Schwarz: Ba/F3-gp130-Zellen. (B) Aus drei biologisch unabhingigen Experimenten wurde der
Mittelwert gebildet und die Rezeptorexpression zum Zeitpunkt 0 auf 100% gesetzt. Die Expression zu
den anderen Zeitpunkten wurde entsprechend berechnet. Die gestrichelten Linien, geben den Zeitpunkt
an, an dem nur noch 50% des Rezeptors auf der Oberfliche vorhanden war. Analysen aus drei
unabhingigen Experimenten. Ansétze mit GI und GW wurden nur zwei Mal analysiert.
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3.2.2 Induziertes Shedding des humanen und murinen IL-23R

Um nédher zu charakterisieren, ob der IL-23R ein Substrat fiir die Sheddasen ADAM10 und
ADAMI17 ist, wurden murine Prd-B-Zellen (Ba/F3-gp130-Zellen) verwendet, die stabil mit
dem humanen oder murinen IL-23R transduziert wurden. Bisher steht fiir den Nachweis des
IL-23R kein ELISA zur Verfiigung, der sensitiv genug ist, um den Idslichen IL-23R
(sIL-23R) im Zellkulturiiberstand nachzuweisen. Daher erfolgte der Nachweis durch Western
Blot Analysen.

Fiir das induzierte Shedding wurden, wie in Abschnitt 2.2.3.6 beschrieben, 1,2x10° Ba/F3-
gp130-IL-12RP1-IL-23R-Zellen in 1 ml DMEM™" ausgesit und fir 1 h mit Ionomycin
(1 uM, I1) bei 37°C stimuliert, wodurch ADAMI10 aktiviert wird (Hundhausen et al. 2007).
Die Induktion der ADAM17 Aktivitdt erfolgte durch eine Stimulation fiir 2 h mit Phorbol-12-
myristat-12-acetat (PMA, 100 nM, P2) (Miillberg et al. 1993). Als Kontrolle diente DMSO
(D1, D2), welches fiir die gleichen Zeitpunkte eingesetzt wurde, weil sowohl Ionomycin, als

auch PMA in DMSO gel6st wurden.
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Abbildung 3.8: ADAM17 prozessiert den humanen und murinen IL-23R. BaF3/gp-130-IL-12R1, stabil transduziert
mit dem humanen (A) oder murinen (B) IL-23R, wurden fiir 2 h mit PMA (P2) bzw. 1 h mit lonomycin
(I1) stimuliert. Als Kontrolle wurde DMSO (D1, D2) verwendet, weil beide Agenzien in DMSO gelost
waren. Der 16sliche Rezeptor wurde mittels Immunoprézipitation aus dem Uberstand gewonnen und im
Anschluss per Western Blot visualisiert. Die gleichmifBige Beladung und biologische Aktivitdt des
sIL-23R wurde durch den Nachweis von HmIL-23-Fc, welches fiir die Prézipitation verwendet wurde,
sichergestellt. Dargestellt ist jeweils ein exemplarischer Blot aus drei unabhingigen Experimenten.

Um den l6slichen IL-23R (sIL-23R) in den Zellkulturiiberstinden nachzuweisen, wurde
dieser mit Hilfe einer Immunoprézipitation konzentriert. Hierzu wurden die Proben mit
HmIL-23-Fc versetzt und das Fc-getaggte Protein durch Protein-A Agarose gefillt (siche
Abschnitt 2.2.2.3). Durch den Nachweis mittels IL-23R Antikérper wurde im Western Blot,
nach der Stimulation mit PMA (P2), ein Protein bei ungefdhr 70 kDa (muriner IL-23R),
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beziehungsweise ein rund 65 kDa groBes Protein fiir den humanen IL-23R im Uberstand
nachgewiesen, was in etwa dem extrazelluliren Bereich des IL-23R entspricht. Die
ungeschnittenen Rezeptoren wurden bei einer GroBe von knapp 100 kDa (Murin) und 90 kDa
(Human) nachgewiesen (nicht gezeigt). Eine erhohte Konzentration des 16slichen IL-23R
nach der Stimulation mit PMA (P2) bestitigt, dass durch die Aktivierung von ADAMI17
sowohl der humane, als auch der murine IL-23R in den Uberstand freigesetzt und folglich
gesheddet werden (Abb. 3.8 A und B). In den Kontrollansdtzen, die nur mit DMSO (D2)
stimuliert wurden, erfolgte der Nachweis einer geringeren Menge des sIL-23R. Nach der
Aktivierung von ADAM10 durch Ionomycin wurde so gut wie keine verstirkte Konzentration
des sIL-23R im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle im Uberstand nachgewiesen (Abb. 3.8
A und B), was zeigt, dass der IL-23R kein Substrat von ADAMI10 nach einer Stimulation mit
Ionomycin ist. Aus diesem Grund wurden alle folgenden Experimente in Bezug auf die
Aktivierung von ADAM17 durchgefiihrt, weil die bisherigen Daten zeigten, dass ADAM17
die wichtigere Metalloprotease fiir das induzierte Shedding ist.

Die Detektion des HmIL-23-Fc bestitigt die gleichméBigen Beladung des Western Blots
und die biologische Aktivitidt des l6slichen Rezeptors, weil dieser nur in seiner richtigen
Konformation an das Fusionsprotein aus p19 und p40 (HmIL-23-Fc) bindet.

Eine genaue quantitative Analyse des Sheddings ist durch die Immunoprizipitation und
den Nachweis mittels Western Blot nicht moglich.

Durch die Inhibition der Metalloproteasen soll im folgenden Abschnitt ndher untersucht

werden, ob ADAMI17 die verantwortliche Protease des induzierten Shedding des IL-23R ist.

3.2.3 Der IL-23R ist ein Substrat von ADAM17

Zur ndheren Analyse ob der IL-23R nach einer Stimulation mit PMA durch ADAMI17
prozessiert wird, wurden die stabil transduzierten Ba/F3-gp130-IL-12RB1-Zellen wie im
Abschnitt 3.2.2 beschrieben ausgesdht und mit PMA stimuliert. Vor der Stimulation mit PMA
wurden die Zellen mit den Inhibitoren GI254023X (3 uM [ADAMI10]) oder GW280264X
(3 uM [ADAM10 und ADAMI17]) (Hundhausen et al. 2003; Ludwig et al. 2005) fiir 30 min
bei 37°C inkubiert. Die Analyse der Uberstéinde zeigte erneut, dass das PMA-induzierte

Shedding den humanen und murinen sIL-23R freisetzt.
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Abbildung 3.9:

ADAM17 spaltet den IL-23R nach PMA-Stimulation. Ba/F3-gp130-IL-12RB1-Zellen, die den
humanen (A) bzw. murinen (B) IL-23R exprimieren, wurden zuerst fiir 30 min mit den Inhibitoren
GI254023X (GI) und GW280264X (GW) inkubiert und im Anschluss fiir 2 h mit DMSO (-) oder PMA
(+) stimuliert. Die Detektion der 16slichen Rezeptoren erfolgte wie in Abb. 3.8 beschrieben. hIL-23R (C)
oder mIL-23R (D) wurde in HEK293T-Zellen, bei denen ADAMI10 (ADAMI10"), ADAMI17
(ADAM177) oder beide Proteasen (ADAM10/ 17'/‘) ausgeknockt wurden und zusétzlich in ADAM17
rekonstituierten ADAM17-Ko Zellen (ADAMI17" + ADAMI7-GFP), transfiziert. 24 h nach der
Transfektion wurden die Zellen mit 1x10° Zellen/ Well in eine 6-Well-Platte ausgesiht. Die Stimulation
mit PMA erfolgte nach weiteren 24 h. Die gewonnenen Uberstinde wurden wie in Abb. 3.8 beschrieben
analysiert. HmIL-23-Fc fungierte als Ladekontrolle bei der Analyse der Uberstinde. Um die
gleichmiBige Expression der Rezeptoren in den Zellen nachzuweisen, wurden 50 pg der Lysate auf
einem Western Blot analysiert. Hierbei wurde die Expression des Rezeptors (hIL-23R, mIL-23R) und von
ADAMI17-GFP analysiert. Als Ladekontrolle fungierte p-Actin. HEK293-ADAMI10™" Zellen, die mit
p409-YFP transfiziert wurden (YFP ADAM107), dienten als Expressionskontrolle.
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Durch die Prastimulation mit GI wird das Shedding nicht beeinflusst. Die Stimulation mit GW
vermindert jedoch die Freisetzung des sIL-23R erheblich, so dass nur noch eine geringe
Menge des Proteins im Uberstand detektiert wurde (s. Abb. 3.9 A + B). Diese gilt sowohl fiir
den hIL-23R als auch den mIL-23R, wenn auch der Effekt fiir den mIL-23R weniger deutlich
zu beobachten war (s. Abb. 3.9 B).

Der Nachweis des HmIL-23-Fc beweist wieder die gleichmifBige Beladung des Blots und die
biologische Aktivitit des sIL-23R. Dieses deutet darauf hin, dass ADAMI17 die
verantwortliche Protease flir die PMA-induzierte Proteolyse des IL-23R ist, weil das Shedding
nur durch eine Inkubation des ADAM10/17 Inhibitors GW280264X beeinflusst wurde.

In einem weiteren Experiment wurden HEK293T-Zellen, in denen ADAM10, ADAMI17
oder beide Proteasen durch ein CRISPR-Cas System ausgeknockt wurden (Riethmueller et al.
2016), mit hIL-23R (Abb. 3.9 C) oder mIL-23R (Abb. 3.9 D) transfiziert. 24 h nach der
Transfektion wurden 1*10° Zellen/ Well in eine 6-Well-Platte ausgesiht und fiir 2 h mit PMA
bzw. DMSO stimuliert. Aus den gewonnenen Uberstinden wurde der 16sliche IL-23R mit
Hilfe einer Immunoprézipitation konzentriert und per Western Blot analysiert. Dabei wurde
gezeigt, dass nur in den HEK293T-Zellen, die defizient fir ADAMI0 sind (ADAMIO'/'),
16slicher IL-23R nach einer Stimulation mit PMA detektierbar war. Dieses gilt sowohl fiir den
murinen (Abb. 3.9 C oberster Blot Uberstinde), als auch den humanen IL-23R (Abb. 3.9 D
oberster Blot Uberstiinde).

AuBerdem gelang der Nachweis des shIL-23R und des smIL-23R in ADAM17 defizienten
HEK?293T-Zellen, die mit ADAMI17-GFP cDNAs co-transfiziert wurden (ADAMIT/ T+
ADAM17-GFP). Von diesen Zellen wird eine erhohte Menge des l6slichen IL-23R nach einer
DMSO- oder PMA-Stimulation gebildet, verglichen mit den anderen verwendeten KO-Zellen.
Dies kann daran liegen, dass sowohl ADAMI17, als auch ADAMI10 an der Prozessierung des
IL-23R beteiligt sind, weil nur in den HEK293T-Zellen, in denen beide Proteasen exprimiert
wurden, sIL-23R nach einer DMSO-Stimulation (-) deutlich detektiert wurde (s. Abb. 3.9
C+D oberer Blot Uberstinde). In den HEK293T-Zellen, in denen ADAM17 (ADAM17'/ D)
oder beide Proteasen (ADAM]10/17") deletiert wurden, konnte sowohl nach der Stimulation
mit DMSO (-), als auch nach der Stimulation mit PMA (+) kein I6slicher IL-23R auf dem
Western Blot detektiert werden (s. Abb. 3.9 C+D). Die gleichmiBige Beladung und die
Bindekapazitit des 16slichen Rezeptors an 1L-23 wurde durch den Nachweis des HmIL-23-Fc
gezeigt (s. Abb. 3.9 C+D unterer Blot Uberstinde).
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Zur Uberpriifung, ob die Rezeptoren in allen Ansitzen gleichmiBig exprimiert wurden,
wurde ein Gel mit je 50 pg Zelllysat pro Probe beladen und analysiert. Als
Expressionskontrolle fungierten HEK293T-ADAMI10”" Zellen, die mit p409-YFP transfiziert
wurden. Dadurch wurde die gleichméBige Expression der Rezeptoren in allen Zellen (s. Abb.
3.9 C+D oberer Blot Lysate) und die Expression von ADAM17-GFP in den rekonstituierten
ADAMI17" Zellen nachgewiesen (s. Abb. 3.9 C+D unterer Blot Lysate). Die Expression des
IL-23R ist in den Doppelknockout-Zellen etwas hoher als in den anderen Zellen. Dies
bestitigt, dass der IL-23R durch den KO der ADAM-Proteasen nicht freigesetzt wurde und
die Abwesenheit des sIL-23R nicht an einer verminderten Expression des Rezeptors liegt. -
Actin fungierte bei den Lysaten als Ladekontrolle (Abb. 3.9 C+D mittlerer Blot Lysate).
Zusammenfassend wurde in dieser Versuchsreihe gezeigt, dass ADAM17 die verantwortliche
Protease fiir das PMA-induzierte Shedding in HEK293T-Zellen ist.

In den DMSO Kontrollen wurde zudem immer eine geringe Menge des sIL-23R
nachgewiesen, was durch konstitutives Shedding gebildet werden kann. Daher wird im

nichsten Abschnitt der Einfluss der konstitutiv aktiven Protease ADAM10 ndher untersucht.

3.2.4 ADAMI10 vermitteltes Shedding des humanen und murinen IL-23R

Die Prozessierung des IL-23R wurde nicht nur auf das induzierte Shedding durch
ADAMI10 und ADAM17, sondern auch auf das ADAMI10 vermittelte, konstitutive Shedding
untersucht, welches schon fiir den IL-6R gezeigt wurde (Matthews et al. 2003; Garbers et al.
2011). Um den Einfluss des konstitutiven Sheddings auf den humanen und murinen IL-23R
zu untersuchen, wurden stabil transduzierte Ba/F3-gp130-IL-12RB1-Zellen, die den humanen
oder murinen IL-23R stabil exprimieren, in DMEM ™" mit dem entsprechendem Zytokin fiir
24 h bei 37°C inkubiert (2.2.3.7). Die Zellen wurden iiber die ganze Zeit gar nicht (Mock),
mit GI254023X (GI, 3 uM), GW280264X (GW, 3 uM), Marimastat (Mar, 10 uM) oder
DMSO stimuliert. DMSO wurde verwendet, weil die Inhibitoren in DMSO gel6st waren und
dadurch ein Effekt des DMSOs ausgeschlossen werden sollte. Nach 24 h wurde der 16sliche
IL-23R, durch das Fusionsprotein aus pl19 und p40 (HmIL-23-Fc), aus dem Medium gefillt
und mit Hilfe des Western Blots detektiert (2.2.2.3/2.2.2.7).
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Abbildung 3.10: ADAMI10 vermitteltes Shedding des murinen und humanen IL-23R. (A) Ba/F3-gp130-IL-12RB1-
Zellen, die den murinen bzw. humanen IL-23R exprimieren, wurden ausgesét und fiir 24 h gar nicht
(Mock), mit DMSO, GI1254023X (GI), GW280264X (GW) oder Marimastat (Mar) stimuliert. HEK293-
Zellen wurden mit einem hIL-23R-(stalk hIL-6R) Expressionsplasmid transfiziert, ausgesdht, fiir 30 min
mit GI, GW oder DMSO stimuliert und im Anschluss mit PMA (B) oder Ionomycin (C) inkubiert. Die

Uberstéinde wurden wie in Abbildung 3.8 beschrieben gewonnen und analysiert. Ein exemplarischer Blot
aus drei unabhingigen Experimenten ist dargestellt.

70 kDa —

Auf dem Western Blot erfolgte nach 24 h in dem unstimulierten Ansatz und dem Ansatz,
der mit DMSO versetzt wurde, der Nachweis des 16slichen IL-23Rs (s. Abbildung 3.10 A).
Das gilt sowohl fiir den humanen IL-23R, als auch fiir den murinen IL-23R. Nach erfolgter
Stimulation mit den Inhibitoren (GI, GW, Mar) konnte hingegen kein Idslicher IL-23R
nachgewiesen werden. GI wirkt selektiv gegen ADAMI10, wodurch auf diese Art gezeigt
wurde, dass ADAM10 den humanen und den murinen IL-23R als konstitutiv aktive Protease
prozessiert.

Die Ionomycin-induzierte Proteolyse durch ADAMIO0 ist fiir den IL-6 Rezeptor schon
beschrieben (Garbers et al. 2011), jedoch wurde durch die Stimulation mit Ionomycin,
welches ADAMI10 aktiviert, keine nennenswerte Steigerung der Menge des sIL-23R
beobachtet. Um zu kontrollieren, ob diese Eigenschaft durch die Stalkregion vermittelt wird,
wurde ein synthetischer Hybridrezeptor kloniert. Dieser besteht aus dem humanen IL-23R
und der humanen IL-6R Stalkdoméne, die die Stalkregion des IL-23R ersetzt. In transfizierten
HEK293-Zellen wurde der IL-23R(stalk-IL-6R) nach einer Stimulation mit PMA durch
ADAMI17 prozessiert. Die Inhibition von ADAMI10 durch GI hatte keinen Effekt auf die
PMA-induzierte Proteolyse des Hybridrezeptors. Werden aber sowohl ADAMI10, als auch
ADAM17 durch GW inhibiert, wird kein IL-23R(stalk-IL-6R) mehr freigesetzt (s. Abb. 3.10
B). Somit ist, wie erwartet, ADAMI17 die verantwortliche Protease fiir das PMA-induziert
Shedding des IL-23R(stalk-IL-6R). Erstaunlicherweise wurde dieser Hybridrezeptor auch
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nach einer Stimulation mit lonomycin prozessiert, was durch die Stimulation mit GI und GW
inhibiert wurde. Somit ermoglicht die Verdnderung der Stalkregion das [onomycin-induzierte,
ADAMI10-vermittelte Shedding des IL-23R (s. Abb. 3.10 C). Dieser l6sliche Hybridrezeptor
ist weiterhin biologisch aktiv und kann HmIL-23-Fc binden. Die gleichmiBige Expression des
Hybridrezeptors wurde durch die Analyse des Lysates bestétigt (Abbildung 3.10 B+C).

Somit konnte in den vorherigen Abschnitten gezeigt werden, dass der IL-23R ein Substrat
der PMA-induzierten ADAM17-vermittelten Proteolyse ist. Eine Prozessierung des Rezeptors
durch ADAMI10 erfolgt nur konstitutiv oder durch eine Stimulation mit lonomycin, nach der
Mutation der Stalkregion. Diese Stalkregion ist essentiell fiir die Proteolyse von Rezeptoren
(Murphy 2008) und wird im folgenden Abschnitt ndher analysiert, um die Spaltregion von
ADAMI17 einzugrenzen.

3.2.5 Generierung von IL-23R Deletionsvarianten zur Eingrenzung der

ADAM17-Schnittstelle im I1L-23R

Proteolytisch aktive ADAM-Proteasen spalten eine Vielzahl von Membranproteinen nahe
der Membran in einer so genannten Stalkregion (Murphy 2008). Fiir ADAMI10, als auch fiir
ADAMI17 konnte bisher keine Konsensussequenz der proteolytischen Schnittstelle in den
entsprechenden Substraten identifiziert werden (Rawlings and Barrett 1999). Aus diesem
Grund muss die Analyse der Schnittstelle fiir jedes Substrat iiber molekularbiologische

Methoden erfolgen.
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mSD2 A353-372 Q,4;VRCOQETGKRNWQPWSSPFVHQTSQETGKRNWQPWS SPFVHQTSQTVSQVIAKS SHEPQK IGLLSGMVF Ly,
mSD3 A343-372 Q,93;VRCQETGKRNWQPWSSPFVHQTSQETGKRNWQPWSSPFVHQTSQTVSQV! IGLLSGMVF Ly,
mSD4 A333-372 Q,93VRCQETGKRNWQPWSSPFVHQTSQETGKRNWQPWSSPFV IGLLSGMVFLs,g,
C-terminal part of Domain 3 stalk region 319-355 (37 aa) TM 356-376
wt Human 0,45 VRCQETGKRYWQPWSSLEFFHKTPETVPQVTSKAFQHDTWNSGLTVASISTGHLTSDNRGDIGLLLGMIVF,
hSD1 A344-353 Q,03;VRCQETGKRYWQPWSSLEFFHKTPETVPQVTSKAFQHDTWNSGLTVASIST [GLLLGMIVF,;
hSD2 A334-353 Q,4;VRCQETGKRYWQPWSSLFFHKTPETVPQVTSKAFQHDTWN [GLLLGMIVF,,
hSD3 A323-353 Q,43VRCQETGKRYWQPWSSLFFHKTPETVPQV| [GLLLGMIVF,,

Abbildung 3.11:  Stalkdeletionsvarianten des murinen und humanen IL-23R. Schematische Darstellung der
Aminoséduresequenz der Stalkregion des murinen (oben) und des humanen (unten) IL-23R (schwarz
markiert). Das Ende der D3-Domine (lila markiert) und der Anfang der Transmembrandoméne (TM, rot
markiert) sind ebenfalls dargestellt. Das WQPWS-Motiv in der D3-Doméne ist unterstrichen. Vor den
Aminosduresequenzen sind die verwendeten Bezeichnungen und der Bereich der entsprechenden
Deletion angegeben.

Fiir die Analyse der Schnittstelle wurden Deletionsvarianten der Stalk-Region generiert,
bei denen jeweils 10, 20, und 30 Aminosduren, ausgehend von der Transmembrandoméne,
deletiert wurden (Eine Ubersicht der Deletionsvarianten findet sich in Abbildung 3.11). Die
entsprechenden pcDNA3.1-Expressionsplasmide wurden in der AG Scheller generiert. Die
cDNAs, die fiir die murinen IL-23 Rezeptorvarianten kodieren, wurden in pMOWS-Vektoren
umkloniert und stabil, wie in Abschnitt 2.2.3.4 beschrieben, in Ba/F3-gp130-IL-12RB1-Zellen

transduziert.

3.2.6 Die IL-23R Deletionsvarianten sind biologisch aktiv

Fiir den Nachweis der biologischen Aktivitit der Deletionsvarianten des murinen IL-23
Rezeptors wurde ein Proliferationsassay der transduzierten Ba/F3-gp130-1L-12RB1-IL-23R-
Zellen und aller IL-23R-Stalkdeletionsvarianten durchgefiihrt (2.2.3.5).

Hierfiir wurden die Zellen mit 0,2% Hyper-IL-6 (20 ng) (ein Fusionsprotein aus IL-6 und
sIL-6R) oder 0,2% HmIL-23-Fc (10 ng) (ein Fusionsprotein aus p19 und p40) Uberstinden
aus konditionierten COS7-Zellen stimuliert. Als Negativkontrolle erfolgte die Analyse ohne
Zytokinzugabe. Die gemessene Proliferation wurde in relative light units (RLU) angegeben.

Alle Zellen proliferierten in Anwesenheit von Hyper-IL-6, weil dieses Fusionsprotein, genau

87



3 Ergebnisse

wie der natiirlich vorkommende IL-6/sIL-6R-Komplex eine Signaltransduktion iiber die
Bindung an gpl130 auslost. Eine Proliferation mit dem Zytokin IL-23 ist hingegen nur
moglich, wenn die Zellen den IL-12RfB1 und einen funktionsfahigen IL-23R exprimieren.

70000 -

60000 -

50000 -

40000 Oohne Zytokin
W Hyper IL-6

30000
BHmIL-23-Fc

20000

10000

0 - T T T T T

gp130 wt mSD1 mSD2 mSD3 mSD4

Normalisierte RLU

Abbildung 3.12: Proliferationsassay der transduzierten Ba/F3-gp130-IL-12Rp1-IL-23R-Zellen und der IL-23R-
Stalkdeletionsvarianten. Die Proliferation der transduzierten Zellen wurde, wie in 2.2.3.5 beschrieben,
analysiert. Dargestellt sind die gemessenen relative light units (RLU) nach der Stimulation von murinen
IL-23R Deletionsvarianten mit 0,2% konditionierten Hyper-IL-6 Zellkulturiiberstand (schwarz) oder
0,2% HmIL-23-Fc Uberstand (grau). Als Kontrolle wurden die Zellen nicht mit Zytokin stimuliert (weiB).
Der Proliferationsassay wurde zweimal durchgefiihrt. Standardabweichung aus drei Werten eines
Versuchs.

Alle Zellen, die eine murine Deletionsvariante des IL-23R exprimieren, proliferierten
durch die Stimulation mit Hyper-IL-6 und HmIL-23-Fc, wohingegen die Deletionsvariante
mSD4 nur noch eine geringe Proliferation durch die Zugabe von HmIL-23-Fc zeigte
(s. Abb. 3.12). Dieser Effekt wurde schon fiir den IL-6R beschrieben. Baran et al. zeigten,
dass eine Deletion von 36 Aminosduren im IL-6R Stalk die IL-6 vermittelte Proliferation
vermindert (Baran et al. 2013). Die verminderte Proliferation der Ba/F3-gp130-IL-12Rp1-
mSD4-Zellen wird durch die verkiirzte Stalkregion von mSD4 vermittelt und nicht durch eine
reduzierte Expression auf der Zelloberflache (s. 3.13 B).

Die stabil transduzierten Zellen wurden dazu genutzt, um die putative Schnittstelle von

ADAMI17 im murinen IL-23R zu identifizieren.
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3.2.7 Eingrenzung der proteolytischen Schnittstelle des murinen IL-23R

durch Deletionsvariante

Um eine Deletionsvariante zu identifizieren, bei der keine proteolytische Spaltung durch
ADAMI17 mehr erfolgt, wurden die in Abbildung 3.11 beschriebenen Varianten kloniert und
stabil in Ba/F3-gp130-IL-12RB1-Zellen transduziert (AG Scheller). Fiir die Analyse des
Sheddings erfolgte eine Stimulation der Zellen mit PMA {iber 2 h bei 37°C. Nach der
Immunoprizipitation des Idslichen IL-23R mittels HmIL-23-Fc aus dem Uberstand und der
Detektion durch einen Western Blot erfolgte der Nachweis, dass alle IL-23R Varianten, au3er
die Variante mSD4 vergleichbar gut geschnitten wurden, wie der IL-23R-Wildtyp. Bei den
Varianten mSD1, mSD2 und mSD3 konnte nach der Stimulation mit PMA eine erhohte
Menge sIL-23R im Uberstand detektiert werden. Nur bei der Variante mSD4 konnte weder
nach der Stimulation mit DMSO noch nach der Stimulation mit PMA, sIL-23R im Uberstand
detektiert werden (s. Abb. 3.13 A). Es war zu erwarten, dass die Variante mSD4 nicht mehr
prozessiert wird, weil diese keine Stalkregion mehr besitzt. Als Ladekontrolle diente die
Detektion des Fc-getaggten HmlIL-23 Fusionsproteins, das in gleicher Menge fiir die
Immunoprizipitation zu den Uberstinden gegeben wurde (siche Abbildung 3.13 A).

Die mSD3 Deletionsvariante besteht nur noch aus einer Stalkregion mit den Aminoséuren
SQTVSQV. Diese Deletionsvarianten ist die Variante mit der kiirzesten Stalkregion, die noch
geschnitten wird. Dadurch kann vermutet werden, dass die Schnittstelle von ADAM17 in der
Stalkregion des IL-23R zwischen den Aminosduren S336-Vig liegen muss. Dies ist sehr
ungewohnlich, weil die Schnittstelle der ADAM Protease normalerweise nah an der Membran
liegt. So befindet sich die Schnittstelle des IL-6R nur 10 Aminosduren von der
Transmembrandoméne entfernt (Miillberg et al. 1993; Baran et al. 2013).

Um auszuschlieBen, dass die verminderte Detektion des sIL-23R durch eine verringerte
Expression des Rezeptors auf der Zelloberfliche ausgelost wird, wurde die
Oberflachenexpression der Deletionsvarianten durch eine durchflusszytometrische Analyse
bestdtigt. Hierfiir wurden die Rezeptoren mit den entsprechenden Antikérpern markiert und

im Anschluss analysiert.
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Abbildung 3.13: Identifikation der proteolytischen ADAM17 Schnittstelle im murinen IL-23R. (A) Die Experimente,
zur Untersuchung der murinen IL-23R Stalkvarianten (Erléuterung Abbildung 3.11) und die Detektion
des sIL-23R wurden wie in Abbildung 3.8 beschrieben durchgefiihrt. Die Zellen wurden fiir 2 h mit
DMSO (-) oder PMA (+) stimuliert. AuBlerdem ist, wie in Abbildung 3.6 beschrieben, die
Oberfliachenexpression des IL-23R (B) und des IL-12RB1 (C) dargestellt. Gezeigt wird je ein
reprasentativer Western Blot aus drei unabhdngigen Experimenten. Die Analyse der
Oberflachenexpression am Durchflusszytometer wurde einmal durchgefiihrt.

In Abbildung 3.13 B ist die Expression der Rezeptorvarianten (unausgefiilltes
Histogramm) 1im Vergleich zu untransfizierten Ba/F3-gp130-Zellen (ausgefiilltes
Histogramm) zu sehen. Alle Varianten, auler mSD1 und mSD4 werden &hnlich stark auf der
Oberflache exprimiert, wie der Wildtyp (Abb. 3.6). Somit bestitigt die Analyse der
Oberflichenexpression, dass die verringerte Menge von sIL-23R im Uberstand auf ein
reduziertes Shedding und nicht auf eine verringerte Proteinexpression auf der Zelloberfldche

zurlickzufiihren ist. Selbst wenn die Expression einer Rezeptorvariante auf der Zelloberfldche
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verringert ist (mSD1), wird der IL-23R trotzdem noch in einer fiir den Western Blot
detektierbaren Menge freigesetzt. Die Expression des Co-Rezeptors IL-12RB1 ist in
Abbildung 3.13 C dargestellt und auf allen Zellen nachweisbar.

Dadurch konnte fiir den murinen IL-23R die Schnittstelle von ADAMI17 auf den
Stalkbereich zwischen den Aminosduren Ss3¢-Visn eingegrenzt werden. Der humane IL-23R
wird ebenfalls nach einer Stimulation mit PMA durch ADAMI17 prozessiert (s. Abb. 3.8).
Daher soll durch ein Alignment zwischen der murinen und humanen IL-23R Stalkregion und

mit Hilfe der humanen Stalkdeletionsvarianten die Schnittstelle analysiert werden.

3.2.8 Eingrenzung der proteolytischen Schnittstelle im humanen IL-23R

Ein Alignment der Stalkregion des murinen und humanen Rezeptors zeigt, dass die
Stalkregion nur aus 42% identischen und aus 65,8% &hnlichen Aminosduren aufgebaut ist,
wohingegen die Gesamthomologie der Rezeptoren bei 67% liegt. Damit ist die Stalkregion
vergleichsweise schlecht konserviert. Interessanterweise hat die Region S336-V342 des murinen
IL-23R, in der die Schnittstelle von ADAM17 eingegrenzt wurde (Pfeile und Klammer Abb.
3.14), eine 71%ige Homologie zum humanen IL-23R. Die hohe Konservierung konnte darin

begriindet sein, dass das Shedding im hIL-23R in der gleichen Region erfolgt (s. Abb. 3.14).

ADAM17

Maus SQTVSQVTAKS-SHEPQKMEMLSATIFRGHPASGNHQDIG

Human --TVPQVTSKAFQHDTWNSGLTVASISTGHLTSDNRGDIG

*k kkk. *. *. . . *. % *k .k k. k%%

Abbildung 3.14: Alignment der murinen und humanen Stalkregion des IL-23R. Die Stalkregion des murinen und
humanen IL-23R besteht aus 42% identischen und 65,8% &dhnlichen Aminosduren. Identische
Aminoséuren sind mit einem Stern markiert (¥, rot), &hnliche Aminoséuren, die die gleiche Ladung tragen
wurden mit einem Doppelpunkt (:) und &hnliche Aminosduren unterschiedlicher Ladung mit einem Punkt
(.) markiert. AuBBerdem ist die Schnittregion von ADAM17 im murinen IL-23R markiert (Klammer und
Pfeile).

Um diese Vermutung zu iiberpriifen wurde das Verhalten zwischen dem humanen IL-23R
und dem humanen ADAMI17 untersucht. Hierfiir wurden HEK293-Zellen, die humanes

ADAMI17 endogen exprimieren, mit Expressionsplasmiden, die die humanen IL-23R
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Stalkdeletionsvarianten (Abb. 3.11) enthalten, transfiziert. Transfizierte HEK293-Zellen
wurden 48 h nach der Transfektion mit gleicher Zellzahl fiir 2 h mit PMA stimuliert. Der
generierte Uberstand wurde wie in 2.2.3.6 beschrieben geerntet und der 18sliche Rezeptor mit

HmIL-23-Fc prézipitiert.
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Abbildung 3.15: Proteolytische Spaltung des humanen IL-23R in HEK293-Zellen. (A) HEK293-Zellen wurden mit
den verschiedenen Stalkdeletionsvarianten des humanen IL-23R transient transfiziert und nach 48 h bei
gleicher Zellzahl mit DMSO (-) oder PMA (+) fiir 2 h stimuliert. Der 18sliche Rezeptor wurde, wie in
Abbildung 3.8 beschrieben, aus dem Uberstand gewonnen und analysiert. Als Ladekontrolle diente der
Nachweis des HmIL-23-Fc. (B) Die Expression des membranstindigen Rezeptors wurde fiir alle
Varianten in Zelllysaten nachgewiesen. Exemplarische Blots aus drei unabhéngigen Experimenten.

In der Abbildung 3.15 A ist zu erkennen, dass durch eine PMA-Stimulation der hIL-23R
Wildtyp und die IL-23R-Stalkdeletionsvarianten hSD1 und hSD2 vermehrt in den Uberstand
freigesetzt werden. Das PMA-induzierte Shedding des IL-23R wird durch ADAMI17
vermittelt. Deshalb wird gezeigt, dass humanes ADAMI17 den hIL-23R Wildtyp und die
IL-23R-Stalkdeletionsvarianten hSD1 und hSD2 von der Oberfliche schneidet, aber die
Variante hSD3 gar nicht prozessiert. Die detektierten Banden auf dem Blot der hSD3
Varianten sind gleich starke Signale, daher kommt es bei der hSD3 Variante zu keiner
erhohten Konzentration des sIL-23R im Uberstand und somit auch nicht zum PMA-
induzierten Shedding. Als Ladekontrolle und Nachweis der biologischen Aktivitit des
sIL-23R fungierte wiederum das Fc-getaggte HmIL-23 Protein. Die vergleichbare IL-23
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Rezeptorexpression in den transfizierten Zellen, wurde durch eine Analyse der Lysate auf
einem separaten Blot bestétigt (s. Abb. 3.15 B).

Zusammenfassend wurde der Nachweis erbracht, dass humanes ADAM17 in transfizierten
HEK?293-Zellen den Wildtyp und die Deletionen hSD1 und hSD2 schneidet. Somit sollte im
humanen IL-23R die Schnittstelle im Bereich Tsz3-Ns33 liegen. Durch die grof3e
Sequenzhomologie des humanen und murinen IL-23R in der putativen Spaltregion des
mlIL-23R, liegt die Vermutung nahe, dass auch im hIL-23R die gleiche Schnittstelle wie im
murinen IL-23R verwendet wird. Durch den Sequenzvergleich bleiben nur noch die
Aminosduren TV-QVT in der Schnittstelle des mIL-23R {ibrig, die auch im humanen IL-23R

vorhanden sind. Diese Aminosduren werden im folgenden Abschnitt weiter analysiert.

3.2.9 Mutation der putativen, proteolytischen Schnittstelle im murinen

IL-23R

Auch wenn ADAM17 keine Konsensussequenz beziiglich der Spaltregion der Substrate
besitzt, bevorzugt es doch eine bestimmte Abfolge von Aminosduren. Eine Heatmap der
bevorzugten Aminosiuren ist in Abbildung 3.16 dargestellt. ADAMI17 spaltet bevorzugt in
Sequenzabschnitten, in denen nach der Spaltstelle ein Valin folgt (Tucher et al. 2014).
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Abbildung 3.16: Heatmap der bevorzugten Spaltungssequenz von ADAM17. Dargestellt sind die Aminoséuren, die vor
und hinter einer bevorzugten Schnittstelle von ADAMI17 liegen. Die schwarze Linie symbolisiert die
Schnittstelle. Je groBer der Buchstabe ist, desto cher wird eine Schnittstelle mit dieser Aminosdure
bevorzugt (oberhalb der Positionsangabe) oder benachteiligt (unterer Bereich). P1-P5: Positionen vor der
Schnittstelle, P1°-P5¢: Positionen hinter der Schnittstelle. Schwarze Buchstaben: unpolare Aminoséuren,
grine Buchstaben: polare Aminosduren, rote Buchstaben: saure Aminosduren, blaue Buchstaben:
basische Aminoséduren. Abbildung modifiziert nach (Tucher et al. 2014).

In der Spaltregion des murinen Rezeptors wurden zwischen den Aminosduren Sss¢ und
Vi4, zwei Valine identifiziert. Das erste ist V339 (TV339) und das andere Vi4; (QV342). Diese
Valine wurden entweder einzeln oder zusammen gegen Asparaginsidure ausgetauscht, welches
die unvorteilhafteste Aminosdure in der Position P1" fiir ADAMI17 ist. Durch diesen
Austausch sollte das Shedding verhindert, aber die Struktur des Rezeptors nicht verdndert
werden.

Der Aminosdureaustausch erfolgte iiber eine site-directed mutagenesis PCR. Hierbei
wurde fiir den Austausch V339D die Primer ,mIL23R TV-TDf* und ,, mIL23R TV-TDr*
verwendet. Der Austausch V342D erfolgte durch die Primer ,mIL23R QV-QDf* und
,»mMIL23R QV-QDr*. Im dritten Ansatz wurden beide Aminosduren gleichzeitig ausgetauscht.
Fiir diese PCR wurden die Primer ,,JL23R beide fw* und ,,IL23R beide re verwendet.
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Die PCR wurde wie im Abschnitt 2.2.1.9 beschrieben angesetzt und durchgefiihrt. Nach
der PCR erfolgte eine Behandlung mit Dpnl iiber Nacht bei 37°C, wodurch das Template

abgebaut wurde.

miL-23R

pMOWS-mIL-23R

Mutagenese-
PCR +
Dpnl-Verdau

mlL-23R-V342D

pMOWS-mIL-23R-
V342D

Abbildung 3.17: Klonierung der kodierenden Plasmide, fiir die IL-23 Rezeptoren mit Mutationen in der putativen
Schnittstelle. Weitere Erlduterungen finden sich in 3.2.9. Verwendete Primer: ,,mIL23R QV-QD f und r*.
Der erhaltene Vektor wurde pMOWS-mIL-23R-V342D genannt. Die Mutationen V339D und

V339D,V342D wurden analog kloniert und die entsprechenden Vektoren als pMOWS-mIL-23R-V339D
bzw. pMOWS-mIL-23R-V342D,V339D bezeichnet.

Die erhaltenen pMOWS-Plasmide wurden in Escherichia coli transformiert. Eine
schematische Darstellung der Klonierung ist in Abbildung 3.17 dargestellt. Die
entsprechenden Mutationen wurden durch Sequenzierungen der Plasmide pMOWS-mIL-23R-
V342D, pMOWS-mIL-23R-V339D und pMOWS-mIL-23R-V342D,V339D bestidtigt. Die
erstellten Plasmide wurden dafiir genutzt um Ba/F3-gp130-IL-12RB1-Zellen stabil zu

transduzieren.

95



3 Ergebnisse

3.2.10 Durch spezifische Aminosiureaustausche im IL-23R wird das

Shedding des IL-23R reduziert

Fiir die Analyse, ob der Austausch der Aminosduren V339D und V342D einen Effekt auf
das Shedding des murinen IL-23R hat, wurden Ba/F3-gp130-IL-12RB1-Zellen stabil mit den
Plasmiden pMOWS-mIL-23R-V342D, pMOWS-mIL-23R-V339D und pMOWS-mIL-23R-
V342D,V339D transfiziert (2.2.3.4). Die Oberflichenexpression der mutierten IL-23-
Rezeptoren wurde mit Hilfe eines Durchflusszytometers untersucht (2.2.2.1). Die Expression
aller 1L-23 Rezeptorvarianten und der Co-Rezeptor mlIL-12RB1 wurden auf der
Zelloberflaiche nachgewiesen (s. Abb. 3.18 A unausgefiillte Histogramme). Als Kontrolle
dienten Ba/F3-gp130-Zellen (s. Abb. 3.18 A ausgefiillte Histogramme). Die Funktionalitit der
IL-23-Rezeptoren wurde durch einen Proliferationsassay untersucht. Durch die Zugabe von
Hyper-IL-6 oder HmIL-23-Fc wurden die Zellen stimuliert, so dass diese proliferierten. Die
Reaktion der Zellen auf HmIL-23-Fc bestétigt, dass die IL-23 Rezeptoren trotz der
Mutationen funktionsfahig sind und die Struktur des IL-23 Rezeptors nicht essentiell gestort
wurde (s. Abb. 3.18 B). Die Stimulation mit Hyper-IL-6 diente als Positivkontrolle fiir den
Proliferationsassay. Die stabil transduzierten Ba/F3-gp-130-IL-12RB1-Zellen exprimieren
immer das Protein gp130 und sind dadurch responsiv gegeniiber Hyper-IL-6 (Fusionsprotein

aus sIL-6R und IL-6).
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Abbildung 3.18: Analyse der IL-23R-Punktmutation in der putativen ADAMI17 Schnittstelle. (A) Die
Oberflichenexpression der mutierten IL-23 Rezeptoren (Erlduterung Abschnitt 3.2.9) wurde wie in
Abbildung 3.6 beschrieben durchgefiihrt. Die Oberflichenexpression der mutierten murinen IL-23
Rezeptoren  (IL-23R-V342D, IL-23R-V339D, IL-23R-V342D,V339D) wurde durch eine
durchflusszytometrische Analyse nachgewiesen. (B) Die biologische Aktivitdt der mutierten IL-23R
wurde durch einen Proliferationsassay bestitigt. Die Zellen wurden mit 0,2% Hyper IL-6 (schwarz), 0,2%
HmIL-23-Fc (grau) aus konditionierten Zellkulturiiberstinden oder ohne Zytokin (weif3) stimuliert. Die
Standardabweichung wurde aus drei Werten eines Versuches berechnet.

Um das Shedding der mutierten Rezeptoren zu untersuchen wurden 1,2*10° Ba/F3-gp-130-
IL-12RB1-Zellen, die einen der mutierten IL-23 Rezeptoren oder den Wildtyp des murinen
IL-23R stabil exprimieren, ausgesit und fiir 2 h mit PMA stimuliert. Die Uberstinde wurden
gleichzeitig geerntet, immunoprézipitiert und im Western Blot analysiert. Hierbei wurde
gezeigt, dass die mutierten IL-23R-Varianten zwar noch gespalten werden, aber dass das
Shedding sowohl bei der Stimulation mit PMA (+), als auch konstitutiv (-), deutlich
schwécher war als bei dem Wildtyp IL-23R (s. Abb. 3.19 A). Die analysierten Zellen wurden
lysiert, 10 pl dieses Lysates auf dem gleichen Western Blot aufgetragen und in einer zweiten
Reaktion visualisiert. Hierbei wurde bestitigt, dass die Expressionsrate der Rezeptoren in
allen Ansétzen vergleichbar war (s. Abb. 3.19 A rechts). Die densitometrische Analyse der
Western Blots dreier biologisch unabhingiger Experimente (wie in Abbildung 3.19 A
dargestellt) zeigt, dass nach der PMA-Stimulation (P2) der relative Anstieg des 16slichen
IL-23R im Uberstand, verglichen mit der jeweiligen DMSO-Kontrolle (D2), bei allen
Mutationen ungefihr gleich ist (graphisch nicht dargestellt). Beim gleichzeitigen Austausch
beider Aminosduren (V339D,V342D D2 zu P2), kommt es zu einem 4,53 £+ 1,85 fachem
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Anstieg des 16slichen IL-23R. Bei dem Austausch einer einzelnen Aminoséure ist der Anstieg

etwas geringer (V342D 2,26 + 0,56 facher, V339D 3,02 + 2,087 facher Anstieg).
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Abbildung 3.19: Reduktion des Sheddings durch Mutationen der putativen ADAM17 Schnittstelle im IL-23R. (A)
Gleiche Zellzahlen stabil transduzierter —Ba/F3-gp130-IL-12RB1-IL-23R  (V342D, V339D,
V339D,V342D, wt) Zellen wurden fiir 2 h mit PMA (+) oder DMSO (-) stimuliert. Der Uberstand wurde,
wie in Abbildung 3.8 beschrieben, prézipitiert und analysiert. Die verwendeten Zellen wurden lysiert und
10 pl des Lysates auf dem gleichen Western Blot aufgetragen, aber in einer zweiten Reaktion visualisiert.
Dargestellt ist ein reprisentativer Western Blot aus drei biologisch unabhédngigen Experimenten. (B)
Graphische Darstellung der densitometrischen Analyse der Western Blots aus den drei Wiederholungen.
Die Intensitét der einzelnen Banden wurde im Verhéltnis zur Wildtyp Kontrolle, die nach der Stimulation
mit PMA (P2) auf 100% gesetzt wurde, berechnet. (C) Desitometrische Analyse des konstitutiven
Sheddings im Verhéltnis zur Wildtyp Kontrolle (D2). Dargestellt sind Mittelwerte + SD. Die Signifikanz
wurde, wie im Abschnitt 2.2.4 beschrieben, bestimmt. (D) Fiir das konstitutive Shedding wurden stabil
transduzierte Ba/F3-gp130-mIL-12RB1-mIL-23R (wt, mSD4, V339D,V342D) fiir 24 h bei 37°C inkubiert
und der Uberstand wie in Abbildung 3.8 beschrieben, prizipitiert und analysiert. Das Shedding wurde
durch GI254023X (3 uM, GI), GW280264X (3 uM, GW) und Marimastat (10 uM, Mar), welche zu den
Zeitpunkten 0 h, 4 h, 8 h zu den Zellen gegeben wurden, inhibiert.
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Die Wildtyp Variante des IL-23R (mwt D2 zu P2) zeigte nach der Stimulation mit PMA einen
Anstieg von 3,71 £ 1,68 (p=0,003), der dhnlich stark ist, wie bei den Mutationen.

Zusitzlich wurden die densitometrischen Mittelwerte der Wildtyp-Kontrolle nach der
Stimulation mit PMA auf 100% gesetzt und alle anderen Werte entsprechend berechnet
(Abbildung 3.19 B). Durch diese Analyse wurde festgestellt, dass der absolute Anstieg des
mutierten sIL-23R nach reduziert ist. Die Mutation beider Aminoséuren (V342D und V339D)
reduzierte das PMA-induzierte Shedding um 82,04 = 14,07% (p=0,001). Einzeln fiir sich
verringern beide Mutationen auch das Shedding. Die Mutation V342D reduziert das Shedding
um 69,87 £ 2,5% (p< 0,001) und durch die Mutation V339D wurde das Shedding um 70,96 +
22,13% (p=0,001) herabgesetzt. Interessanterweise wurde durch die Mutationen nicht nur das
PMA-induzierte Shedding, sondern auch das konstitutive Shedding reduziert (s. Abb. 3.19 C).
Durch die Mutation beider Valine wurde das konstitutive Shedding um 87,26 + 5,17%
(p<0,001) vermindert. Das Valin V339 scheint einen groBeren Einfluss auf das konstitutive
Shedding zu haben. Hier fiihrte die Mutation zu einer Reduktion um 72,88 + 27,40%
(p=0,01) im Gegensatz zu Vi (52,41 + 13,63% (p= 0,003)).

Zur genauen Analyse des konstitutive Sheddings wurden 0,6*10° Ba/F3-gp-130-IL-12Rp1-
IL-23R-Zellen (wt, mSD4, V339D,V342D) in DMEM ™" mit dem entsprechendem Zytokin
fiir 24 h bei 37°C inkubiert (2.2.3.7). Die Zellen wurden iiber die ganze Zeit mit GI254023X
(GI, 3 uM), GW280264X (GW, 3 uM), Marimastat (Mar, 10 uM) oder DMSO inkubiert.
Nach 4 h und 8 h wurden die Inhibitoren erneut zu den Zellen gegeben. Die Uberstinde
wurden abgenommen, prazipitiert und im Western Blot analysiert. Dabei wurde gezeigt, dass
die Wildtypvariante des mIL-23R und die Doppelmutante (V339D,V342D) konstitutiv
geschnitten werden. Die Variante mSD4, die auch bei dem PMA-induziertem Shedding nicht
gespalten wurde, wird auch nicht konstitutiv prozessiert. Durch die verwendeten Inhibitoren
wurde das konstitutive Shedding unterdriickt, wodurch der Nachweis erfolgte, dass auch bei
den IL-23R-Punktmutanten das konstitutive Shedding durch ADAMI10 vermittelt wird, weil
dieses Shedding durch den ADAMI0 spezifischen Inhibitor GI254023X inhibiert wurde
(s. Abb. 3.19 D).

Die Einfliisse auf das konstitutive Shedding lassen vermuten, dass durch die Mutation auch
das ADAM10-vermittelte Shedding beeinflusst wird. Somit nutzen ADAM10 und ADAM17
vermutlich die gleiche Schnittstelle oder strukturelle Besonderheiten in der Stalkregion, um

den IL-23R zu spalten.
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Fiir das Shedding ist nicht nur die Stalkregion essentiell, in der das membrangebundene
Protein gespalten wird, sondern auch die Doménen, die distal von der Schnittstelle liegen.
Daher sollen im folgenden Abschnitt die Regionen des IL-23R detektiert werden, die fiir die
Interaktion mit ADAM17 verantwortlich sind.

3.2.11 Interaktion von ADAM17 und IL-23R

In den bisherigen Abschnitten wurde nachgewiesen, dass sowohl der murine, als auch der
humane IL-23R von ADAMI17 gespalten wird. Die Interaktion der Protease mit seinen
Substraten wurde nachfolgend mit Hilfe des Nanotrap-Systems (s. Abschnitt 2.2.2.6)
untersucht. Hierfiir wurden HEK293-Zellen mit dem murinem Fusionsprotein ADAM17-GFP
und den IL-23 Rezeptorvarianten co-transfiziert, nach 48 h lysiert und immunoprézipitiert. Je
25 pl der Prézipitate wurden mittels Western Blot analysiert. Durch den Nachweis mit den
spezifischen Antikorpern konnte gezeigt werden, dass sowohl der murine, als auch der
humane IL-23R mit murinem ADAM17 interagiert (s. Abbildung 3.20 A und B). Aullerdem
wurde die Interaktion der proteolytisch, resistenten Variante mSD4 des murinen IL-23R mit
ADAMI17-GFP nachgewiesen. Die verwendeten Rezeptoren wurden in der prézipitierten
Fraktion (B= Bound) nur in Anwesenheit mit ADAM17-GFP nachgewiesen (s. Abbildung
3.20 A + B).

Um herauszufinden, welche Region des IL-23R fiir die Interaktion mit ADAMI17
verantwortlich ist, wurden losliche Rezeptorvarianten (s. Abbildung 3.20 C) des murinen
IL-23R, die nur noch aus den einzelnen Doménen und einer Fc Doméne eines humanen IgG
Antikorpers bestanden, zusammen mit murinem ADAMI17-GFP in HEK293-Zellen
transfiziert. 48 h nach der Transfektion wurden diese Varianten mit Hilfe des Nanotrap-
Systems prézipitiert und analysiert. Die 16sliche Rezeptorvariante smIL-23R-Fc (As 24-315)
besitzt keine intrazelluldre, Transmembran- oder Stalkregion und besteht nur noch aus den
extrazelluliren Dominen DI1-D3. Ausgehend von dieser Variante wurden die weiteren
Varianten, smIL-23R-D1 D2-Fc (As 24-217), smIL-23R-D2 D3-Fc (As 122-315) und smIL-
23R-D1-Fc (As 24-123) in der AG Scheller kloniert (Schroder et al. 2015). Die
Klonierungsbeschreibung der Varianten smIL-23R-D2-Fc (As 122-217) und smIL-23R-D3-
Fc (As 220-315), die fiir diese Arbeit angefertigt wurden, finden sich im Abschnitt 7.3.2.
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Abbildung 3.20: Interaktion von mADAM17 und IL-23R. (A) Cotransfektion oder Einzeltransfektion von mIL-23R
Varianten und ADAM17-GFP in HEK293-Zellen. Die Zellen wurden lysiert und ADAM17-GFP mit dem
Nanotrap-System (s.2.2.2.6) prizipitiert. Je 25 ul der Prizipitate wurden aufgetragen und im Western Blot
gegen IL-23R und ADAM17-GFP nachgewiesen. (B) Der Nachweis der Interaktion von ADAM17-GFP
mit dem humanen IL-23R wurde auf die gleiche Weise durchgefiihrt. (C) Losliche Rezeptorvarianten des
murinen IL-23R. Hergestellt von D. Floss und J. Schroder. Die Varianten smIL-23R-D2-Fc und smlIL-
23R-D3-Fc wurden im Laufe dieser Arbeit kloniert. D1-D3: Doménen des IL-23R, der Fc-Tag wird als
schwarzer Strich dargestellt. (D) Losliche Rezeptorvarianten des murinen IL-23R wurden mit ADAM17-
GFP in HEK293-Zellen cotransfiziert und die Interaktion mit ADAM17-GFP wie in A beschrieben
nachgewiesen. Pfeile zeigen die gesuchten Proteine. Gezeigt sind repriasentative Blots von jeweils drei
biologisch, unabhingigen Experimenten. I= Input, NB= Non-Bound B= Bound, IP: Immunoprézipitiert

mit GFP, WB: Western Blot und nachgewiesenes Protein.
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Es wurden die I/nput (I) und Bound (B)-Fraktion der Immunoprizipitation nach der
Transfektion und Prizipitation aller sIL-23R-Varianten auf einem Gel analysiert. Alle Blots
wurden, nach der Detektion mit dem spezifischen Antikorper, gestrippt und im Anschluss mit
einem GFP-Antikorper analysiert. Dies diente der Ladekontrolle und als Nachweis, dass die
Immunoprizipitation funktioniert hat. Dabei wurde eine Co-Immunoprizipitation von
smIL-23R-Fc mit ADAM17-GFP nachgewiesen, was beweist, dass die Interaktion zwischen
ADAMI17-GFP und dem IL-23R durch die extrazelluliren Doménen vermittelt wird und dass
die restlichen Bereiche des IL-23R (Stalk, Transmembran und ICD) fiir eine Interaktion nicht
notwendig sind. Interessanterweise, wurde fiir alle Varianten, auller smIL-23R-D2-Fc eine
Interaktion mit ADAM17 gezeigt (Abbildung 3.20 D Pfeile). Somit sind die Doménen D1
und D3 des IL-23R fiir Interaktion mit ADAM17-GFP essentiell.

3.3 Identifikation des IgM Rezeptors Toso als neues Substrat
fiir ADAM10 und ADAM17

2011 wurde in Patienten, die an Chronisch-Lymphatischer Leukémie erkrankt sind, ein
l16sliches Toso Protein im Serum nachgewiesen (Li et al. 2011b). Aus diesem Grund soll im
folgenden Abschnitt untersucht werden, ob der IgM Rezeptor Toso auch ein Substrat fiir die
Metalloproteasen = ADAMI10 und ADAMI17 ist. Daher werden verschiedene
Deletionsvarianten des Rezeptors erstellt und deren Verhalten gegeniiber einer PMA- oder
Ionomycin-Stimulation untersucht. Das 16sliche Protein soll im Zellkulturiiberstand
nachgewiesen und die verdnderte Oberflichenexpression des IgM-Rezeptors analysiert
werden. Als Inhibitoren der ADAM-Proteasen werden wieder GI1254023X, welcher ADAM10
inhibiert und GW280264X, ein Inhibitor von ADAM10 und ADAM17, verwendet.
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3.3.1 Konstruktion des Toso-Deletionsvarianten

Das Toso Protein (FAIM3/FcuR) wird hauptsidchlich von Immunzellen, besonders von B-
und T-Zellen, in geringen Mengen exprimiert. Initial wurden HEK293-Zellen mit dem Toso
Ausgangsplasmid (pcDNA3.1-Toso-YFP) transfiziert, wodurch nur eine schwache Toso-
Expression detektierbar war (nicht gezeigt). Um die Expression von Toso zu steigern und den
Nachweis im Western Blot zu verbessern, wurde die kodierende DNA von Toso mit einem C-
terminalen Myc-Tag und dem Signalpeptid des IL-6R versehen, von der Firma Iife
Technologies (Darmstadt, Germany) fiir humane Zellen Codon optimiert und synthetisiert.
Die Toso-kodierende DNA wurde in den pcDNA3.1-Vektor subkloniert. Hinter dem
Signalpeptid des IL-6R befindet sich eine Xbal Schnittstelle. Diese wurde dafiir genutzt um
einen Flag-Tag an den N-Terminus von Toso zu klonieren. Hierfiir wurden Primer erstellt
(Flagtag fw und Flagtag rev), durch eine Linkerligation (s. Abschnitt 2.2.1.12) hybridisiert, im
Anschluss mit Xbal behandelt und in pcDNA3.1-Toso ligiert.

Zur Untersuchung des Sheddings und der Expression des Toso-Proteins wurden
verschiedene Toso-Varianten generiert. In einem Ansatz wurde die extrazelluldre Ig-Doméne
deletiert (TosoAIG), wodurch der Rezeptor seine Funktion als IgM-Rezeptor verlieren sollte.
Durch eine Deletionsvarianten (TosoA50) in der Stalkregion, sollte untersucht werden, ob
dieser Bereich einen Einfluss auf das Shedding hat und somit einen Hinweis liefern in
welchem Bereich die proteolytische Schnittstelle liegt. Daher wurden 50 Aminoséuren,
ausgehend von der Transmembrandomine, deletiert. Dariiber hinaus wurde im TosoAICD die
intrazellulire Doméne deletiert. Das Fusionsprotein TIL6R besteht aus dem extrazelluldren
Teil von Toso und der Transmembran- und intrazelluliren Doméane des IL-6R. Alle Varianten

sind schematisch in Abbildung 3.21 dargestellt.
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Abbildung 3.21: Struktur von Toso und den generierten Mutationen. (A) Dargestellt ist das natiirlich vorkommende
Toso/FAIM3/FcuR (Toso wt) Protein, mit einer Ig-Doméne (blau) aus 72 Aminosduren, gefolgt von einer
145 Aminoséduren langen Stalkregion, einer einzelnen Transmembrandoméne und der intrazelluldren
Domine (ICD). (B). Das entsprechende Plasmid wurde von /ife Technologies codonoptimiert, hergestellt
und mit einem Myc Tag versehen (Toso). In C-F sind die Deletionsvarianten dargestellt, die im Laufe
dieser Arbeit hergestellt wurden. (C) Es wurden die Ig-Doméne (TosoAIG), (D) 50 Aminoséuren in der
Stalkregion, ausgehend von der TM Doméne (TosoA50) und (E) die ICD (TosoAICD) deletiert. (F) Als
letztes wurde ein Fusionsprotein erstellt, aus dem extrazelluldren Teil des Toso Proteins und der TM und
ICD des IL-6R (TIL6R). Der Bereich des IL-6R ist hellgrau und mit einer Klammer markiert.

Die Expressionsplasmide der Deletionsvarianten wurden ausgehend von dem Plasmid
pcDNA3.1-Toso konstruiert. Beispielhaft wird hier die Erstellung des TosoAIG erldutert.
Mittels PCR wurde das Signalpeptid und der Bereich vor der Ig-Domine des Toso-Proteins
amplifiziert (Primer ,,Toso dIG1* und ,,Toso dIG3*). In einer zweiten PCR wurde ein Bereich
vom Ende der Ig-Doméne bis hinter einer Bs#XI Schnittstelle vervielfdltigt (Primer ,,Toso
dIG2* und ,,Toso dIG4*). Durch eine SOE-PCR (Primer ,,Toso dIG1*“ und ,,Toso dIG4)
wurden die beiden erhaltenen PCR-Produkte verbunden, weil die Primer ,,Toso dIG2* und
»Toso dIG3*“ so entworfen wurden, dass sie die Ig-Doméne flankieren und zueinander
komplementire Uberhiinge besitzen. Das finale PCR-Produkt wurde iiber ein Agarosegel
gereinigt und durch die Restriktionsendonuklease BstXI geschnitten. Der Vektor pcDNA3.1-
Toso wurde analog behandelt, dephosphoryliert, gereinigt und anschlieBend mit dem PCR-
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Produkt ligiert. Der erhaltene Vektor wurde nun als pcDNA3.1-TosoAIG bezeichnet
(s. Abbildung 3.22).

BstXI

BstXI s \

Toso |

pcDNA 3.1-Toso <—\ <

PCR1 und PCR2

—

SOE- PCR

BstXI v

\ BsiXI

TosoAIG

pcDNA 3.1-TosoAIG

Abbildung 3.22: Klonierung von TosoAIG. Detaillierte Klonierungsbeschreibung in Abschnitt 3.3.1.

105



3 Ergebnisse

Fir alle anderen Toso-Varianten finden sich im Abschnitt 7.3.3 entsprechende

Klonierungsschemata.

3.3.2 Generierung von Toso-2A-GFP Varianten

HEK?293-Zellen, die mit den Toso Varianten, aufler TosoAICD, transient transfiziert
wurden, zeigten eine leicht verdnderte Morphologie und eine leicht erhdhte Sterblichkeit
(nicht gezeigt). Die Expression des Toso Proteins in transfizierten HEK293-Zellen wurde
durch Analysen am Durchflusszytometer und Konfokalbildern untersucht. Die Zellen wurden
hierfir wie in den Abschnitten 2.2.2.1 und 2.2.2.13 beschrieben behandelt. Auf den
Konfokalbildern wurde die Expression des Toso-Proteins rot und der Nukleus blau dargestellt
(s. Abb. 3.23 A). In dem Histogramm des Durchflusszytometers ist die Oberflachenexpression
des Toso-Proteins (schwarzes unausgefiilltes Histogramm) und der Variante TosoAICD
(graues unausgefiilltes Histogramm) dargestellt. Als Kontrolle dienen untransfizierte
HEK293-Zellen (graues ausgefiilltes Histogramm) (s. Abb. 3.23 B). Bei beiden Methoden
wurde gezeigt, dass bei einer Transfektion von HEK293-Zellen, der Toso Rezeptor nur in
einer geringen Menge auf der Oberfliche vorhanden ist, bzw. dass nicht alle Zellen das
Protein gleich stark exprimieren (s. Abbildung 3.23 A + B). Auch in endogen exprimierenden
Zellen ist nur ein kleiner Teil des Toso-Proteins auf der Oberfldache. Ein groBer Teil befindet
sich im Transgolginetzwerk (TGN) (Vire et al. 2011). In stabil transduzierten Zellen sollte die
Expression hoher und im Durchflusszytometer ein einzelner Peak und nicht ein Doppelpeak
(s. Abbildung 3.25 B) nachweisbar sein.

Um eine hohere und gleich intensive Oberflachenexpression auf allen Zellen zu erreichen,
wurden HEK293-Zellen und Ba/F3-gp130-Zellen stabil mit den Toso-Varianten transfiziert.
Fiir eine erleichterte Detektion der Expression und Selektion stabil transfizierter Zellen
wurden die Toso-Varianten in ein sich selbst spaltendes virales 2A-Peptid eingefiigt (Kim et
al. 2011). Die 2A-Peptidsequenz (D-V/P-E-X-N-P-G-P) wurde in Picornaviren entdeckt und
erlaubt eine Spaltung von Polyproteinen in Einzelproteinen. Die 2-A-Peptide wirken co-
translational und verhindern eine Peptidbindung zwischen dem letztem Glycin und Prolin,
was zu einem Ribosom-Skipping und einer Peptidspaltung zwischen diesen Aminoséuren

fiihrt (Trichas et al. 2008). Der Einbau der 2A-Peptidsequenz erlaubt eine gleichmifige Toso-
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und GFP-Synthese, ohne einen GFP-Tag an Toso anzubringen, welches die Expression des

Toso Rezeptors storen konnte.

A B

DAPI Toso Merge

Toso

- - »- .
10 ym

» -
10 pm )
N . .
o -.
- ...

Abbildung 3.23: Oberflichenexpression der Toso-Varianten in HEK293-Zellen. (A) Bestimmung der Toso-Expression
in HEK293-Zellen. Die Zellen wurden auf Coverslips ausgesit, transfiziert und nach 48 h wie in 2.2.13
beschrieben mit dem Toso Antikérper markiert. Toso ist rot und der Nukleus durch die DAPI-Férbung
blau dargestellt. Exemplarische Konfokalbilder aus 2 biologisch unabhidngigen Experimenten. (B)
Transfizierte HEK293-Zellen wurden nach 48 h von der Platte gewaschen, mit Antikdrpern markiert
(Toso AK, a-maus-APC) und mit dem FACS Canto II analysiert. YFP transfizierte Zellen dienten als
Kontrolle (grau ausgefiilltes Histogramm). Die Expression von Toso ist als schwarzes Histogramm und
TosoAICD als graues Histogramm dargestellt. Die Durchflusszytometrie wurde einmal durchgefiihrt.

TILER

In einem ersten Schritt wurde GFP mit Hilfe einer PCR aus pEGFP mit den Primern ,,GFP
2a ampl fw* und ,,GFP 2a ampl re*“ amplifiziert, gereinigt und mit den beiden

Restriktionsendonukleasen Nkel und Sacl geschnitten. Das mIL-23R-2A-mIL-12RB1-Plasmid
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(AG Scheller) wurde analog behandelt, dephosphoryliert und mit dem GFP-PCR-Produkt
ligiert. Das dadurch entstandene mIL-23R-2A-GFP Fusionsgen wurde durch eine Spaltung
mit EcoRV in einen analog geschnittenen und dephosphorylierten pBluescript Vektor ligiert.
Die kodierende Sequenz des IL-23R, die sich noch in dem 2A-Plasmid befand wurde
anschlieBend durch die Toso-Varianten mit Hilfe zweier Methoden ersetzt. Einerseits wurden
einige Toso-Varianten (TosoAICD und TIL6R) iiber eine PCR (Primer: ,, TIL6R 486 fw*,
,» TILO6R 486 rev neu und ,,TAICD 486 rev neu*) amplifiziert, mit Ncol und HindIll behandelt
und in den ebenfalls geschnittenen pBluescript Vektor ligiert. Andererseits wurden die Toso-
Varianten (Toso, TosoAIG, TosoA50) direkt mit Ncol und HindIIl geschnitten und ligiert.

Die Toso-2A-GFP Varianten wurden mit Hilfe des Restriktionsenzyms EcoRV geschnitten
und in den mit Pmel behandelten und dephosphorylierten pcDNA3.1-Vektor subkloniert (s.
Abbildung 3.24). Die entstandenen Plasmide wurden pcDNA3.1-Toso-2A-GFP, pcDNA3.1-
TosoAIG-2A-GFP, pcDNA3.1-TosoAICD-2A-GFP, pcDNA3.1-TosoA50-2A-GFP  und
pcDNA3.1-TIL6R-2A-GFP genannt.

Fiir die retrovirale Transduktion muriner Ba/F3-gp130-Zellen, wurden die Toso-2A-GFP
Varianten in pMOWS Vektoren umkloniert (Ketteler et al. 2002). Hierfiir wurden die
pBluescript Vektoren, die die Toso-2A-GFP Varianten enthielten, mit der Restriktions-
endonuklease EcoRV geschnitten, um das gewlinschte Insert mit blunt ends zu erhalten.

Der pMOWS-Vektor wurde wie in Abschnitt 2.2.1.6 beschrieben mit den
Restriktionsenzymen BamHI und EcoNI behandelt und die Uberhéinge mit Klenow Fragment
aufgefiillt. Um eine Religation zu verhindern, wurden die Enden dephosphoryliert. Nach der
Ligation des Inserts mit dem Vektor wurden die entsprechenden pMOWS-Vektoren
verwendet, um stabil transfizierte Ba/F3-gp130-Zellen herzustellen (s. Abschnitt 2.2.3.4).
HEK293-Zellen wurden mit den entsprechenden pcDNA3.1-Vektoren transfiziert und stabil
exprimierende Klone selektiert (s. Abschnitt 2.2.3.3).

108



3 Ergebnisse

Nhel

Nhel
Nhel + Sacl
| GFP | IL-23R | 2A | IL-12RB1 |
Sacl Sact
pEGFP
EcoRV
| IL-23R | 2A | GFP |
EcoRV
E EcoRV
pBluescript Ncol
IL-23R | 2A| GFP |
\Hindlll
Ncol
pBluescript-IL-23R-2A-GFP Toso A50
Ncol —_—
- KHindIII
I: PCR 1l: Ncol,
Toso AICD Findll
Hindlll
pcDNA3.1-Toso A50
EcoRV\
Toso A50 | 2A| GFP |
EcoRV
pBluescript-Toso A50-2A-GFP
Pmel

| Toso A50 |2A| GFP |

\ Pmel Pmel EcoRV
—>

>

pcDNA3.1-Toso

pcDNA3.1-Toso A50-
2A-GFP

Abbildung 3.24: Klonierung der Toso-2A-GFP Varianten am Beispiel des pcDNA3.1-TosoA50-2A-GFP.
Beschreibung der Klonierung findet sich im Abschnitt 3.3.2.
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3.3.3 Generierung von stabil transfizierten Ba/F3-gp130 und HEK?293-
Zellen mit Toso-2A-GFP Varianten

Die erfolgreiche stabile Transfektion der verschiedenen Toso-2A-GFP Varianten in
HEK293- und Ba/F3-gpl130-Zellen (s. Abschnitt 3.3.1 und 3.3.2) wurde auf zwei
verschiedene Arten kontrolliert. Einerseits wurden stabil transfizierte Zellen bei 95°C fiir
10 min in Laemmli-Puffer lysiert und das erhaltene Lysat im Western Blot analysiert. Dabei
wurde auf verschiedenen Blots die Expression der entsprechenden Toso-Variante in allen
Zellen, bei einer GroBle von 60 kDa nachgewiesen. Fiir die Variante TosoA50 erfolgte der
Nachweis des Toso-Proteins bei 50 kDa (3.25 A). Der Nachweis erfolgte auf verschiedenen
Blots, weil die unterschiedlichen Toso-Varianten nicht gleich stark exprimiert wurden.

Zum anderen wurde die Oberflichenexpression der verschiedenen Rezeptorvarianten
sowohl in Ba/F3-gp130- als auch in HEK293-Zellen nachgewiesen. Hierfiir wurde der
entsprechende Rezeptor auf den Zellen mit dem Toso spezifischen Antikérper (1:50 s.
2.1.2.1) markiert. Als Sekundédrantikérper wurde ein goat anti-maus-APC Antikorper (1:100,
s. 2.1.2.1) verwendet. Die Analyse bestitigte, dass alle Varianten auf der Oberfliche von
Ba/F3-gp130-Zellen (s. Abb. 3.25 B unausgefiilltes Histogramm) und HEK293-Zellen
(s. Abb. 3.25 C unausgefiilltes Histogramm) exprimiert wurden. Auflerdem zeigten alle Zellen
eine griine Fluoreszenz. Als Kontrolle dienten untransfizierte Ba/F3-gp130- bzw. HEK293-
Zellen (s. Abb. 3.25 B + C ausgefiilltes Histogramm).
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Abbildung 3.25: Expression von Toso-2A-GFP-Varianten in Ba/F3-gp130- und HEK293-Zellen. (A) Nachweis der

Expression in Zelllysaten. Stabil transfizierte Zellen wurden in Laemmli-Puffer bei 95°C lysiert und die
Lysate im Western Blot analysiert. Fiir alle Varianten wurde eine Expression auf unterschiedlichen Blots
nachgewiesen. Ba/F3-gp130-Zellen (B) und HEK293-Zellen (C) wurden stabil mit den Toso-2A-GFP
Varianten transfiziert und selektiert. Die Zellen wurden wie in Abschnitt 2.2.2.1 beschrieben fiir die
Durchflusszytometrie vorbereitet. Als Primdrantikdrper wurde ein spezifischer Toso Antikdrper
verwendet (s. 2.1.2.1), der Sekundérantikdrper war anti-Maus-APC (s. 2.1.2.1). Beide Nachweise wurden
einmal durchgefiihrt.

Einige Zelllinien bestanden aus Mischklonen und zeigten somit Doppelpeaks, besonders in

der Expression des GFP (Ba/F3-gp130-TosoA50-2A-GFP, HEK293-TIL6R-2A-GFP). Durch
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diesen Versuch wurde bestitigt, dass die stabile Transduktion der Rezeptoren sowohl bei den
Ba/F3-gp130-, als auch bei den HEK293-Zellen funktionierte und durch das 2A-Peptid eine
gleichzeitige Expression von Toso und GFP ermdoglicht wird. Bei den folgenden Analysen am
Durchflusszytometer wurden nur griin fluoreszierende und somit Toso exprimierende Zellen

analysiert.

3.3.4 ADAMI17 spaltet den IgM Rezeptor Toso

Um herauszufinden, ob die Toso-Varianten durch die Protease ADAMI17 gespalten wird,
wurde die Abnahme der Oberfldchenexpression des Rezeptors nach der Stimulation mit PMA
oder Tonomycin analysiert. Hierfiir wurden Ba/F3-gp130-Toso-2A-GFP-Zellen mit dem Toso
Antikérper markiert (1:50, 1 h, Eis). Im Anschluss wurden die Zellen in DMEM™*
resuspendiert und in eine 12-Well-Platte aufgeteilt. Ein Ansatz wurde wieder direkt auf Eis
gelagert und diente als Ausgangswert der Toso Expression (s. Abb. 3.26 A schwarze
durchgezogene Linie). Nach der Stimulation mit GI254023X, GW280264X (3 uM, 30 min
vor PMA Zugabe) und PMA (100 nM, 2 h, s. Abb. 3.26 A graue gestrichelte Linie) oder
DMSO (2 h, s. Abb. 3.26 A graue durchgezogene Linie) wurden die Zellen gewaschen und
fir 1 h auf Eis mit dem Sekundirantikorper inkubiert (rabbit anti-maus-APC). Dadurch
wurden nur noch die Rezeptoren markiert, die anfangs mit dem Primérantikérper markiert
wurden und jetzt immer noch auf der Oberfliche vorhanden waren. Endozytierte und durch
Proteolyse freigesetzte Rezeptoren wurden nicht mehr markiert. Als Kontrolle dienten
untransfizierte Ba/F3-gp130-Zellen (s. Abb. 3.26 A ausgefiilltes Histogramm). Die Analyse
des GFPs und somit Toso exprimierenden Zellen erfolgte im FACS Canto II und die Daten

wurden mit Hilfe der FCS4Express Software ausgewertet.
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Abbildung 3.26: PMA-induziertes Shedding von Toso. (A) Stabil transduzierte Ba/F3-gp130-Toso-2A-GFP-Zellen
wurden wie in Abschnitt 2.2.3.8 beschrieben mit dem Primérantikérper markiert und mit PMA
(gestrichelte Linie) oder DMSO (graue durchgezogene Linie) fiir 2 h stimuliert. Vor dieser Stimulation
erfolgte eine Inkubation mit den Inhibitoren GI und GW. Im Anschluss wurde der auf der Oberfldche
verbliebende Rezeptor mit Hilfe des Sekunddrantikérpers mit APC gelabelt. PMA-induziertes Shedding
der Zelllinien ohne Zugabe eines Inhibitors ist in der ersten Reihe dargestellt. In der Mitte sind die
Ergebnisse nach einer Stimulation mit GI gezeigt und ganz unten die nach einer Stimulation mit GW. Die
Ausgangskonzentration vor der Stimulation mit DMSO oder PMA ist durch den schwarzen
unausgefiillten Graphen dargestellt. Als Kontrolle dienten untransfizierte Ba/F3-gp130-Zellen
(ausgefiilltes Histogramm). Dargestellt ist eine durchflusszytometrische Analyse aus mindestens drei
unabhingigen Experimenten. (B) Ba/F3-gp130-Toso-2A-GFP-Zellen wurden ausgesit, direkt mit den
Inhibitoren GI und GW behandelt und im Anschluss mit DMSO (D2) oder PMA (P2) fiir 2 h stimuliert.
Der Uberstand wurde abgenommen, abzentrifugiert und in einer Vakuumzentrifuge aufkonzentriert. In
jede Geltasche wurden 50 pl aufgetragen. (C) Genau wie fiir B beschrieben, wurde das Shedding in stabil
transfizierten HEK293-Zellen untersucht. Hier erfolgte die Stimulation erst 24 h nach dem Aussdhen der
Zellen. Je ein exemplarischer Blot aus drei unabhéngigen Experimenten.

Die Stimulation mit PMA (gestrichelte graue Linie) und die daraus folgende Aktivierung
von ADAM17 fiihrte zu einer Reduktion des Toso-Rezeptors auf der Oberflache, was auf das
Shedding von Toso hindeutet (Abbildung 3.26 A oberster Graph). Die Graphen in der Mitte
der Abbildung 3.26 A stellen die Ergebnisse nach der Stimulation mit GI254023X dar.
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Hierbei wird gezeigt, dass nach der Inhibition von ADAMI10 durch GI254023X die
Expression des Toso-Rezeptors auf der Oberfliche grofler ist, als in den Zellen, die ohne
Inhibitor behandelt wurden. Der Einfluss des ADAMI10-Inhibitors auf die PMA-Stimulation
(gestrichelte graue Linie) ist nicht so stark, wie auf die DMSO-Stimulation. Dies liegt daran,
dass hier nicht das ADAM]17-vermittelte PMA-induzierte Shedding inhibiert wird, sondern
das konstitutive Shedding, welches von ADAMI10 vermittelt wird. In den DMSO Kontrollen
(durchgezogene graue Linie), welche die Internalisierung und das konstitutive Shedding
wiederspiegeln, wurde nach der Stimulation mit GI254023X etwas mehr Toso auf der
Oberfldache detektiert, als in den unstimulierten DMSO-Ansétzen (s. Abb. 3.26 A mittlere
Graphen). Dadurch wurde gezeigt, dass GI das PMA-induzierte Shedding nicht inhibiert, aber
das konstitutive Shedding unterdriickt. Zur Untersuchung ob ADAM17 das PMA-induzierte
Shedding vermittelt, wurden die Zellen mit dem ADAM10/17-Inhibitor GW280264X (GW)
behandelt. Hierbei wurde nachgewiesen, dass GW sowohl das PMA-induzierte, als auch das
konstitutive Shedding von Toso reduziert (Abbildung 3.26 A untere Graphen). Diese
Ergebnisse wurden sowohl in Ba/F3-gp130-Toso-2A-GFP-Zellen (3.26 B), als auch in
HEK?293-Toso-2A-GFP-Zellen (3.26 C) durch eine Western Blot Analyse bestdtigt. Hierfiir
wurde die Zellen ausgesdht und direkt (Ba/F3-gpl130-Zellen) oder am nédchsten Tag
(HEK293-Zellen) erst fiir 30 min mit den Inhibitoren GI und GW inkubiert und im Anschluss
fiir 2 h mit PMA (P2) bzw. DMSO (D2) stimuliert. Der Uberstand wurde abgenommen, in
einer Vakuumzentrifuge aufkonzentriert (2.2.2.2) und im Western Blot analysiert.

Das 16sliche Toso wurde durch eine Bande von ungefihr 40 kDa nachgewiesen. Die
Proteine wurden nach einer PMA-Induktion (P2) in erhdhter Konzentration im Uberstand
dokumentiert. Nach der Inhibition von ADAMI10 durch GI, konnte weiterhin 16sliches Toso
im Uberstand detektiert werden. Nur in den Ansitzen, in denen ADAM10 und ADAM17
durch eine Stimulation mit GW inhibiert wurden, erfolgte kein Nachweis des 16slichen Toso.
In Ba/F3-gp130-Toso-2A-GFP-Zellen wurde 16sliches Toso auch in der DMSO-Kontrolle
(D2), die ohne Inhibitoren behandelt wurde, detektiert.

Die Ba/F3-gp130-Zellen, die die anderen Varianten des Toso-Proteins (s. Abb. 3.21)
exprimieren, wurden auf die gleiche Art wie die Ba/F3-gp130-Toso-2A-GFP-Zellen im
Durchflusszytometer analysiert (s. Abb. 3.27). Genau wie bei dem Toso wt, wurde hier
gezeigt, dass bei den Toso-Varianten die Oberflichenexpression nach einer Stimulation mit

PMA geringer war als bei der entsprechenden DMSO-Kontrolle und dem Ausgangswert. Dies
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deutet darauf hin, dass auch die Toso-Varianten durch ADAM17 gespalten werden konnen.
Die Inhibition von ADAM10 durch GI254023X (s. Abb. 3.27 A-C Mitte) sorgt zwar genau
wie beim Toso wt fiir eine etwas erhohte Oberflichenexpression des entsprechenden
Rezeptors. Dies liegt aber nicht an dem Einfluss auf die PMA-Induktion, sondern an der
Inhibition von ADAMI10 und dem konstitutivem Shedding. Die DMSO Kontrolle nach der
Stimulation mit GI254023X zeigt bei allen Varianten eine hohere Oberfldchenexpression als

in dem Ansatz, der ohne Inhibitor behandelt wurde.
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Abbildung 3.27: PMA-induziertes Shedding der Toso-Varianten. Stabil transduzierte Ba/F3-Zellen wurden wie in
Abschnitt 2.2.3.8 beschrieben mit dem Primdrantikdrper markiert und mit PMA (gestrichelte Linie) oder
DMSO (graue durchgezogene Linie) fiir 2 h stimuliert. Vor dieser Stimulation erfolgte eine Inkubation
mit den Inhibitoren GI und GW. Im Anschluss wurde der auf der Oberfliche verbliebende Rezeptor mit
Hilfe des Sekundérantikorpers mit APC gelabelt. PMA-induziertes Shedding der Zelllinien Ba/F3-gp130-
TosoAIG-2A-GFP (A), Ba/F3-gp130-TosoA50-2A-GFP (B), Ba/F3-gp130-TIL6R-2A-GFP (C) ohne
Zugabe eines Inhibitors ist in der ersten Reihe dargestellt. In der Mitte sind die Ergebnisse nach einer
Stimulation mit GI gezeigt und ganz unten die nach einer Stimulation mit GW. Die
Ausgangskonzentration vor der Stimulation mit DMSO oder PMA ist durch den schwarzen
unausgefiillten Graphen dargestellt. Als Kontrolle dienten untransfizierte Ba/F3-gp130-Zellen
(ausgefiilltes Histogramm). Dargestellt ist eine durchflusszytometrische Analyse aus mindestens drei
unabhéngigen Experimenten.

Werden die Zellen vorher mit dem Inhibitor GW280264X behandelt, wodurch ADAM10 und

ADAMI17 inhibiert werden, dann ist die Oberflichenexpression der Rezeptoren sowohl nach
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der Stimulation mit PMA, als auch mit DMSO wesentlich groBer als bei den Ansédtzen, die
ohne Inhibitor stimuliert wurden (s. Abb. 3.27 A-C unten). Die Analyse der Variante
TosoAIG-2A-GFP zeigt, dass dieser Rezeptor sowohl PMA-induziert von ADAMI17, als auch
konstitutiv von ADAMI10 gespalten werden kann (s. Abb. 3.27 A). Daher scheint die Ig-
Doméne von Toso nicht fiir das Shedding essentiell zu sein. Auch die ersten 50 Aminoséuren
der Stalkregion ausgehend von der Transmembrandoméne sind nicht essentiell fiir das
Shedding, weil auch diese Variante durch ADAMI17 und ADAMI10 gespalten wird
(s. Abb. 3.27 B). Die oben beschriebenen Effekte konnten auch beim TIL6R beobachtete
werden, jedoch nicht ganz so eindeutig, weil die Oberflichenexpression wesentlich geringer
war. Die Stimulation mit GI254023X unterdriickt das konstitutive Shedding vollstindig, so
dass auch nach der zweistiindigen DMSO-Behandlung genau so viel Rezeptor auf der
Oberflache vorhanden war wie anfangs. Das PMA-induzierte Shedding wurde durch den
ADAMI10-Inhibitor nur minimal beeinflusst. Jedoch wird durch die Stimulation mit
GW280264X sowohl das konstitutive als auch das PMA-induzierte Shedding vollstindig
inhibiert. Dadurch erfolgte der Nachweis, dass die intrazelluldire Doméne von Toso nicht fiir
das Shedding des Toso Rezeptors essentiell ist.

Durch diese Analysen wurde gezeigt, dass der Toso Rezeptor sowohl durch murines als
auch humanes ADAMI17 nach einer Stimulation mit PMA, als auch konstitutiv durch
ADAMI10 prozessiert wird. Aus diesem Grund wurde im Anschluss der Einfluss von
ADAMI10 durch die Stimulation mit Ionomycin auf die Prozessierung des Toso-Rezeptors

untersucht.
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3.3.5 ADAMI0 spaltet den IgM-Rezeptor Toso

Im vorherigen Abschnitt wurde gezeigt, dass ADAMI17 nach einer Stimulation mit PMA
den Toso-Rezeptor prozessiert. Aulerdem deuten die Experimente mit den Inhibitoren GI und
GW darauf hin, dass es auch ein ADAMI10-vermitteltes, konstitutives Shedding von Toso
gibt. Daher soll in diesem Abschnitt ndher untersucht werden, ob die Stimulation von
ADAMI10 durch Ionomycin auch zu einer Prozessierung des Toso-Rezeptors fiihrt. Die
Versuche wurden, wie im Abschnitt 3.3.4 beschrieben, durchgefiihrt und analysiert, mit dem
Unterschied, dass die Zellen an Stelle von PMA mit Ionomycin (1 pM, 1 h, I1) stimuliert
wurden. In Abbildung 3.28 wird gezeigt, dass es sowohl durch die Stimulation mit
Ionomycin, als auch DMSO, zu einer geringen Abnahme der Toso Oberfldchenexpression
kam (Abb. 3.28 A graue Linien). Die Stimulation mit dem ADAMI10 spezifischen Inhibitor
GI254023X (GI) blockierte das induzierte und das konstitutive Shedding (s. Abb. 3.28 A
Mitte). Hierbei konnte nur eine geringe Abnahme der Oberflichenexpression des Toso-
Rezeptors, nach einer Stimulation mit DMSO oder Ionomycin, ermittelt werden. Die gleichen
Ergebnisse konnten durch eine Inhibition von ADAMI10 und ADAMI17 mit dem Inhibitor
GW280264X (GW) erzielt werden. Auch in diesem Fall kam es nur zu einer geringen
Abnahme der Oberflachenexpression von Toso. Diese Ergebnisse wurden durch die Analyse
von konzentrierten Uberstinden aus stimulierten Ba/F3-gp130-Toso-2A-GFP (s. Abbildung
3.28 B) und aus HEK293-Toso-2A-GFP-Zellen bestitigt (Abbildung 3.28 C). Hierbei konnte
nur in den Ansétzen, die ohne Inhibitoren inkubiert wurden, eine erhohte Menge des loslichen
Rezeptors detektiert werden. Durch die Stimulation mit Ionomycin (I1) wird etwas mehr
Rezeptor in den Uberstand freigesetzt, als bei der DMSO (D1) Kontrolle. Die Stimulation mit
DMSO zeigte ebenfalls einen deutlichen Nachweis des 16slichen Tosos im Uberstand. Daher
kann festgehalten werden, dass Toso auch durch ADAM10 sowohl nach einer Stimulation mit
Ionomycin, als auch konstitutiv gesheddet wird. Hierbei wurde auch gezeigt, dass das
ADAMI10-vermittelte Shedding durch eine Stimulation mit lonomycin nicht so effektiv ist,
wie das PMA-induzierte ADAM]17-vermittelte Shedding von Toso.
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Abbildung 3.28: Ionomycin-induziertes Shedding des Toso-Rezeptors. (A) Stabil transduzierte Ba/F3-gp130-Toso-2A-
GFP-Zellen wurden wie in Abschnitt 2.2.3.8 beschrieben mit dem Primérantikdrper markiert und mit
Ionomycin (gestrichelte Linie) oder DMSO (graue durchgezogene Linie) fiir 1 h stimuliert. Vor dieser
Stimulation erfolgte eine Inkubation mit den Inhibitoren GI und GW. Im Anschluss wurde der auf der
Oberfliche verbliebende Rezeptor mit Hilfe des Sekundérantikérpers mit APC gelabelt. Ionomycin-
induziertes Shedding der Zelllinien ohne Zugabe eines Inhibitors ist in der ersten Reihe dargestellt. In der
Mitte sind die Ergebnisse nach einer Stimulation mit GI gezeigt und ganz unten die nach einer
Stimulation mit GW. Die Ausgangskonzentration vor der Stimulation mit DMSO oder lonomycin ist
durch den schwarzen unausgefiillten Graphen dargestellt. Als Kontrolle dienten untransfizierte Ba/F3-
gp130-Zellen (ausgefiilltes Histogramm). Dargestellt ist eine durchflusszytometrische Analyse aus
mindestens drei unabhingigen Experimenten. (B) Ba/F3-gp130-Toso-2A-GFP-Zellen wurden ausgesiit,
direkt mit den Inhibitoren GI und GW behandelt und im Anschluss mit DMSO (D1) oder Ionomycin (I1)
fiir 1 h stimuliert. Der Uberstand wurde abgenommen, abzentrifugiert und in einer Vakuumzentrifuge
aufkonzentriert. In jede Geltasche wurden 50 pl aufgetragen. (C) Genau wie fiir B beschrieben, wurde das
Shedding in stabil transfizierten HEK293-Zellen untersucht. Hier erfolgte die Stimulation erst 24 h nach
dem Aussihen der Zellen. Je ein exemplarischer Blot aus drei unabhingigen Experimenten.

Auch die anderen Varianten des Toso, die in den Ba/F3-gp130-Zellen exprimiert werden,
wurden im Durchflusszytometer auf die gleiche Weise analysiert (s. Abb. 3.29). Die
Rezeptorvariante, bei der die Ig-Doméne des Toso deletiert wurde, zeigt den gleichen Effekt,

wie Toso wt. Auch in diesem Fall wird durch die Stimulation mit [onomycin oder DMSO die
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Oberflachenexpression von Toso reduziert. Sowohl GI, als auch der Inhibitor GW verringern
die Abnahme der Oberfldchenexpression und hemmen dadurch das lonomycin-induzierte und

das konstitutive Shedding (s. Abb. 3.29 A).
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Abbildung 3.29: Ionomycin-induziertes Shedding der Toso-Varianten. Stabil transduzierte Ba/F3-Zellen wurden wie in
Abschnitt 2.2.3.8 beschrieben mit dem Primérantikérper markiert und mit lonomycin (gestrichelte Linie)
oder DMSO (graue durchgezogene Linie) fiir 1 h stimuliert. Vor dieser Stimulation erfolgte eine
Inkubation mit den Inhibitoren GI und GW. Im Anschluss wurde der auf der Oberfliche verbliebende
Rezeptor mit Hilfe des Sekundérantikdrpers mit APC gelabelt. Ionomycin-induziertes Shedding der
Zelllinien Ba/F3-gp130-TosoAIG-2A-GFP (A), Ba/F3-gp130-TosoA50-2A-GFP (B), Ba/F3-gp130-
TIL6R-2A-GFP (C) ohne Zugabe eines Inhibitors ist in der ersten Reihe dargestellt. In der Mitte sind die
Ergebnisse nach einer Stimulation mit GI gezeigt und ganz unten die nach einer Stimulation mit GW. Die
Ausgangskonzentration vor der Stimulation mit DMSO oder Ionomycin ist durch den schwarzen
unausgefiillten Graphen dargestellt. Als Kontrolle dienten untransfizierte Ba/F3-gp130-Zellen
(ausgefiilltes Histogramm). Dargestellt ist eine durchflusszytometrische Analyse aus mindestens drei
unabhingigen Experimenten.

TosoAS50 zeigte nach einer Stimulation mit lonomycin eine gleich starke Abnahme der Toso-
Oberflichenexpression wie in der DMSO-Kontrolle. Die Abnahme der Oberflachen-
expression wird durch die Inhibitoren GI und GW, wodurch ADAM10 und ADAMI17
inhibiert werden, etwas verringert (s. Abb. 3.29 B). Ein lonomycin-induziertes Shedding
konnte hierbei nicht festgestellt werden. Die Toso-Variante TIL6R zeigt genau wie TosoAIG
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3 Ergebnisse

und Toso wt eine stirkere Abnahme der Oberflichenexpression nach der Stimulation mit
Ionomycin, als nach der Stimulation mit DMSO (s. Abb. 3.29 C). Die Inkubation mit den
Inhibitoren GI und GW hemmt auch in diesem Fall die Abnahme der Oberfldchenexpression.
Dadurch kann gezeigt werden, dass die Toso-Rezeptorvarianten sowohl lonomycin-induziert,
als auch konstitutiv von ADAMI10 prozessiert werden konnen. Nur die Variante TosoAS50

zeigte keinen Effekt durch die Stimulation mit lonomycin.

3.3.6 Zusammenfassung der ADAMI10- und ADAMI17-vermittelten

Prozessierung des Toso-Rezeptors

Von den Daten der Durchflusszytometrie, die in den vorherigen Abschnitten 3.3.4 und
3.3.5 beschrieben wurden, folgte die Ermittlung der arithmetischen Mittelwerte. Die
Ausgangsexpression der Rezeptoren auf der Zelloberfliche (schwarze Balken) wurde fiir
jeden einzelnen Versuch auf 100% gesetzt und die entsprechende Abnahme der Expression in
den anderen Ansitzen dazu berechnet. In Abbildung 3.30 sind die Mittelwerte £ SD aus
mindestens drei biologisch unabhéngigen Experimenten zusammengefasst.

Die Wildtypvariante des Toso-Rezeptors wurde sowohl nach der Stimulation mit PMA
(P2, weille Balken) und Ionomycin (11, weille Balken) geschnitten. Durch die Internalisierung
und das konstitutive Shedding reduzierte sich in den DMSO Kontrollen die Expression des
Rezeptors um 82,62% (D2, graue Balken) bzw. 79,18% (D1, graue Balken). Wurden die
Proteasen ADAM17 und ADAMI10 durch PMA oder Ionomycin aktiviert, reduzierte sich die
Rezeptorexpression um weitere 8,52% (PMA, ppaz p2= 0,001) und 4,91% (Ionomycin, pp;
11<0,01) (s. Tabelle 2).

Die Stimulation mit GI inhibierte die ADAMI10-, aber nicht die ADAMI17-vermittelte
Prozessierung. Dabei wurde durch das PMA-induzierte Shedding in Anwesenheit von GI die
Rezeptorexpression um weitere 15,62% reduziert, verglichen mit der entsprechenden DMSO
Kontrolle (p=0,002). Das Ionomycin-induzierte Shedding wurde durch GI vollstindig
blockiert. Der Inhibitor GW, welcher sowohl ADAMI10, als auch ADAMI17 blockiert,
inhibierte das PMA- und Ionomycin-vermittelte Shedding vollstindig. Durch die Stimulation
mit PMA in Anwesenheit von GW kam es sogar eher zu einem Anstieg der Rezeptor-

expression um 9,55% (p<0,05) verglichen mit der entsprechenden DMSO Kontrolle.
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Zusammenfassung des Shedding des Toso Rezeptors. Zusammenfassung der generierten Daten der
Oberflachenexpression. Aus den in Abschnitt 3.3.4 und 3.3.5 beschriebenen durchflusszytometrischen
Ergebnissen, wurde fiir jede Messung der arithmetische Mittelwert gebildet. Die Ausgangsexpression der
Tosovarianten wurde auf 100% gesetzt und die restlichen Werte entsprechend berechnet. Angegeben sind
die Mittelwerte = SD aus mindestens drei biologisch unabhingigen Experimenten. D2= 2 h DMSO, P2=
2 h PMA, D1=1 h DMSO, I1= 1 h Tonomycin, GI= 30 min GI1254023X, GW= 30 min GW280264X. *=
p<0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001, n.s.: nicht signifikant.
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Tabelle 2: Zusammenfassung der Daten des Sheddings des Toso Rezeptors. Erlduterungen siche Abbildung 3.30

[44!

Toso AIG AS0 TIL6R
Abnahme der Abnahme der Abnahme der Abnahme der
Expression in % Expression in % Expression in % Expression in % P
D2 82,62 +3,42 88,72 £ 0,74 76,89 + 8,04 32,12+ 8,04
0,001 0,001 0,015 0,011
P2 91,14 + 1,05 92,52 + 0,09 87,24+ 1,53 56,36 + 10,55
D2+GI 69,54 + 5,98 65,67+ 7,16 67,16 + 1,89 15,67 £9,57
0,002 0,005 0,016 0,002
P2+GI 85,16 £1,76 90,38 + 2,48 76,75 + 3,66 65,67 5,27
D2+GW 59,61 + 3,38 57,64 +5,74 61,96 + 11,76 25,31 +21,70
0,019 n.s n.s. n.s.
P2+GW 50,06 + 2,77 49,76 + 8,39 59,15 + 8,64 60,87 + 12,93
D1 79,18 £ 1,67 86,89 + 2,54 75,78 + 9,04 45,43 £2,56
0,003 0,026 n.s. 0,014
I 84,09 + 1,98 91,14 + 1,39 73,79 + 7,57 61,48 6,14
D1+GI 54,98 + 5,90 55,23 + 3,44 55,80 + 8,87 31,32 + 14,69
n.s n.s n.s. n.s.
11+GI 55,86 + 8,93 67,77+ 11,39 55,98 £8,72 28,88 £ 16,25
D1+GW 54,84 +£4,70 52,48 £2,03 47,31 + 2,54 32,24 +£9,02
n.s n.s. n.s. n.s.
[1+GW 54,18+ 1,34 51,07 £2,76 48,63 + 3,70 33,37+ 19,19
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3 Ergebnisse

Auch das konstitutive Shedding wurde durch beide Inhibitoren blockiert, dass eine hohere
Oberfldchenexpression, verglichen mit der DMSO Kontrolle ohne Inhibitoren, detektierbar
war (PMA bis zu 23,01%, lonomycin bis zu 24,34%) (s. Abbildung 3.30 und Tabelle 2).

Alle Toso-Varianten wurden nach einer Stimulation mit PMA, welche durch den Inhibitor
GW vollstindig gehemmt wurde, prozessiert. Bei den Toso-Varianten fiel der TIL6R
besonders auf, weil dieser generell nur sehr schwach auf der Oberflache exprimiert wurde (s.
Abbildung 3.25) und dadurch die Reduzierung der Rezeptorexpression bei den DMSO
Kontrollen nicht so stark ausfiel wie bei den anderen Varianten (s. Abb. 3.30 und Tabelle 2).
Das ADAMI10-vermittelte Shedding, welches durch die Inhibitoren GI und GW gehemmt
wurde, wurde bei allen Varianten, auller der A5S0 Mutation, beobachtet. Bei dieser Variante
kam es durch die Stimulation mit Ionomycin zu keiner signifikanten Verdnderung der
Oberflichenexpression. Alle berechneten Messwerte sind nochmal in der Tabelle 2
dargestellt.

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass fast alle Toso-Rezeptorvarianten durch ADAMI10
und ADAMI17 nach einer Stimulation prozessiert werden. Nur die Variante, in der 50
Aminosduren in der Stalkregion (Toso A50) deletiert wurde, konnte nicht mehr durch

ADAMI0, aber weiterhin durch ADAM17 geschnitten werden.
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4 Diskussion

4.1 Einfluss von SAP97 auf die ADAM17 vermittelte Proteolyse
des IL-6R

Die limitierte Proteolyse (Shedding) von membrangebundenen Proteinen ist eine
irreversible posttranslationale Proteinmodifikation, wodurch unter anderem Rezeptoren, wie
der IL-6R und der TNFR (tumor necrosis factor receptor), als auch Signalmolekiile, wie TNF
und EGF (epidermal growth factor) von der Zelloberfliche entfernt werden. Dies bietet die
Moglichkeit die Expression der Rezeptoren auf der Zelloberfldche zu reduzieren, wodurch die
Zelle nicht mehr so sensitiv gegeniiber bestimmten Signalen reagiert. Zudem konnen die
l16slichen Rezeptoren in der Regel, wie im Falle des TNFR, antagonistisch wirken (Hooper et
al. 1997). Das Shedding bietet auch die Moglichkeit, dass die freigesetzten, ldslichen,
biologisch aktiven Signalmolekiile, wie TNF + EGF, eine autokrine, parakrine oder juxtakrine
Signaltransduktion ausldsen und somit agonistisch wirken konnen (Blobel 2005).

Das Zytokin IL-6 bindet an den membrangebundenen IL-6R, was zu einer Rekrutierung
von zwei gpl30 Molekiilen und einer Signaltransduktion fiihrt. Diese Art der
Signalweiterleitung wird klassische IL-6 Signaltransduktion genannt und ist auf Zellen
beschriankt, die den IL-6R exprimieren. Nach einer proteolytischen Spaltung des IL-6R,
bindet dieser 16sliche Rezeptor ebenfalls das Zytokin und 16st eine Signaltransduktion auf
allen Zellen aus, weil gp130 ubiquitdr exprimiert wird (trans-signaling). Die Unterschiede in
der zelluldren Signaltransduktion dieser beiden Signalwege sind gravierend. So flihrt die
klassische Signaltransduktion zur Aktivierung des Immunsystems, anti-inflammatorischen
Prozessen und die Differenzierung von B-Zellen. Das Trans-signaling 16st jedoch pro-
inflammatorische Signale aus, inhibiert die T-Zell-Apoptose und sorgt fiir eine maligne
Proliferation (Chalaris et al. 2011; Scheller et al. 2011b).

Aus diesen Griinden ist eine Untersuchung der Regulation der Proteolyse des IL-6
Rezeptors unabdingbar. Diese Arbeit untersucht die Auswirkung der Interaktion von SAP97
mit den Proteasen ADAMI10 und ADAMI17 auf die Proteolyse des IL-6R. SAP97 interagiert
iiber seine PDZ3 Doméne mit ADAMI17 und ADAM10, wodurch es im Falle der Interaktion
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4. Diskussion

mit ADAM17 zu einer verminderten Proteolyse von TNF, TNFRI und TNFR2 kommt
(Peiretti et al. 2003b). Die Interaktion von SAP97 mit ADAMI10, sorgt fiir eine stirkere
Oberfldchenexpression der Protease und dadurch zu einer verstirkten Proteolyse von APP,
wodurch weniger AP Peptid gebildet wird (Marcello et al. 2007; Saraceno et al. 2014).

Durch die Interaktion zwischen ADAM17 und SAP97 wurde die Freisetzung der Substrate
TNF, TNFR1, TNFR2, welche ebenfalls von ADAMI17 prozessiert werden, vermindert
(Peiretti et al. 2003b; Marcello et al. 2007; Surena et al. 2009). SAP97 beeinflusst
wahrscheinlich nur die Proteolyse bestimmter Substrate, dhnlich wie iRhom2 (Maretzky et al.
2013) und bietet daher die Mdglichkeit, die Prozessierung bestimmter Substrate zu
untersuchen und beeinflussen.

Diese Arbeit bestétigt, dass ADAMI17 mit SAP97 iiber dessen PDZ3 Domine interagiert.
Interessanterweise wurde auch eine Interaktion von SAP97, ebenfalls iiber die PDZ3 Doméne,
mit dem humanen IL-6R beobachtet. Dadurch erfolgte der Nachweis einer bisher
unentdeckten Interaktion von SAP97 mit ADAMI17 und eines seiner Substrate. Durch die
Analyse des 16slichen IL-6R im Uberstand nach einer PMA-induzierten Aktivierung von
ADAMI17 erfolgte der Beweis, dass durch eine Uberexpression von SAP97 die Freisetzung
des IL-6R durch ADAMI17 vermindert wurde. Dieser Effekt erschien auch, wenn nur die
interagierende PDZ3 Doméne {iberexprimiert wurde. Einen Einfluss von SAP97 auf das
Ionomycin- (ADAMI10) oder Anisomycin- (ADAM17) induzierte Shedding des IL-6R wurde
nicht beobachtet.

Eine physiologische Begriindung, wodurch die verminderte, PMA-induzierte Proteolyse
des IL-6R ausgelost wird, konnte im Zuge dieser Arbeit nicht gefunden werden, da durch die
Expression von SAP97 weder ADAM17 noch der IL-6R vermehrt oder vermindert auf der
Oberflache exprimiert wurde. Auch die Reifung von ADAM17 wurde durch SAP97 nicht
beeinflusst. Jedoch wurde durch die Stimulation mit PMA, unabhédngig von SAP97, die
Konzentration des reifen ADAMI17 reduziert, was schon durch Doedens et. all gezeigt wurde

(Doedens and Black 2000).
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4. Diskussion

4.2 IL-23R ist ein neues Substrat von ADAM10 und ADAM17

Wie im vorherigen Abschnitt dargestellt, fiihrt die proteolytische Freisetzung des IL-6R
und das damit einhergehende Trans-signaling zu pro-inflammatorischen Prozessen und
Erkrankungen.

Der IL-23R wird teils gar nicht oder nur in geringen Mengen auf naiven T-Zellen
exprimiert und spielt eine wichtige Rolle in der Immunantwort (Oppmann et al. 2000; Parham
et al. 2002).

IL-23 und somit auch der IL-23R sind zudem durch dysregulierte T-Zellantworten an
Autoimmunkrankheiten beteiligt. Einen Einfluss von IL-23 auf Multiple Sklerose (MS) wurde
anhand des Tiermodells der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE)
nachgewiesen, indem pl9- und p40-defiziente Méuse eine Resistenz gegeniiber dieser
Krankheit aufwiesen (Cua et al. 2003). pl9-defiziente Miduse zeigten auBerdem einen
protektiven Effekt auf die Kollagen-induzierte Arthritis, wohingegen in p40-defizienten
Maiusen der Krankheitsverlauf, durch den Verlust des IL-12 Signalweges, schwerer verlief
(Murphy et al. 2003). In Patienten mit Morbus Crohn, rheumatoider Arthritis (RA) und MS
wurde eine erhohte Expression von pl9, welches eine Untereinheit des IL-23 ist,
nachgewiesen (Schmidt et al. 2005; Sato et al. 2006; Li et al. 2007b; Di Cesare et al. 2009).

Einzelnukleotid-Polymorphismen (single nucleotide polymorphism, SNPs) sind weit
verbreitete Sequenzvariationen im Genom. Rund alle 500-1000 bp treten SNPs auf (Wang et
al. 2005). Diese konnen in nicht-kodierenden oder kodierenden Regionen auftreten, wobei
letztere als synonyme oder nicht-synonyme SNPs auftreten. Synonyme SNPs verdndern,
durch die Degeneriertheit des genetischen Codes, die Aminosduresequenz nicht. Wohingegen
bei Nicht-Synonymen SNPs (ns-SNPs) eine Aminoséure ausgetauscht wird. Diese Austausche
konnen Effekte auf verschiedene Krankheiten haben. Daher sind genomweite
Assoziationsstudien (GWAS) ein wichtiges Tool um krankheitsrelevante Genvariationen
aufzuklédren. Duerr et. al filhrten eine GWAS durch, um genetische Faktoren zu identifizieren,
die einen Einfluss auf Morbus Crohn und Ulcerative Colitis haben. Die Nicht-Synonyme SNP
Variante rs11209026 (R381Q) im Exon 9 des IL23R zeigte dabei einen starken Schutz
gegeniiber Morbus Crohn (Duerr et al. 2006).
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Andere Einzelnukleotid-Polymorphismen des IL-23R sind mit Erkrankungen wie
Psoriasis, Morbus Basedow, Rheumatoide Arthritis und Morbus Behget assoziiert (Capon et
al. 2007; Cargill et al. 2007; Huber et al. 2008; Nair et al. 2008; Hollis-Moffatt et al. 2009;
Nair et al. 2009; Oka et al. 2013; Yalcin et al. 2014; Hamdy et al. 2015).

Die Signalkaskade des IL-23 {iber den IL-23R wird durch Zytokinuntereinheiten (p40 und
p80), aber auch durch 16sliche Rezeptorvarianten (sIL-23R) oder neutralisierende Antikorper
(anti-p40, anti-p19) inhibiert (Floss et al. 2015). Eine 16sliche Variante des IL-23R, welches
die IL-23 vermittelte Immunantwort unterdriickt, wurde schon durch alternatives Splicing
nachgewiesen (Yu et al. 2015).

In einem initialen Experiment dieser Arbeit wurde die Internalisierungsgeschwindigkeit
des IL-23R untersucht. Dies ergab, dass nach 14 Minuten die Hélfte der Rezeptoren, die auf
der Oberfliche der Zelle exprimiert waren, in die Zelle aufgenommen wurden. Fiir einen
Rezeptor ist diese Aufnahmegeschwindigkeit vergleichsweise schnell, weil die Halbwertszeit
anderer Rezeptoren, wie dem IL-6R, im Bereich von 2-3 h liegt. Genau wie bei dem IL-6R
wird auch beim IL-23R die Internalisierung nicht durch das entsprechende Zytokin beeinflusst
(Gerhartz et al. 1994). Durch die Stimulation mit GI1254028X, GW280264X und Marimastat,
welches Metalloproteinasen inhibiert, wurde die Reduktion der Oberflaichenexpression des
IL-23R in den Internalisierungsexperimenten verlangsamt. Dies liefert einen Hinweis darauf,
dass der Rezeptor nicht nur durch Endozytose, sondern auch durch limitierte Proteolyse
(Shedding) von der Oberflache verschwindet.

Ein Ziel dieser Arbeit war daher die Beantwortung der Frage, ob die proteolytische
Freisetzung des humanen und murinen IL-23R durch ADAM10 und ADAM17 erfolgt.

Fiir die spezifische Aktivierung von ADAM17 wurde der Phorbolester PMA eingesetzt.
Dieser aktiviert die Protein Kinase C (PKC), wodurch ADAMI17 aktiviert wird (Kraft and
Anderson 1983). ADAMI10 wurde durch Tonomycin aktiviert, welches den Einstrom von Ca*"
in die Zelle auslost (Hundhausen et al. 2007). Zur Unterscheidung der beiden Proteasen
wurden zwei Inhibitoren eingesetzt: GW280264X (inhibiert ADAM10 und ADAM17) und
GI1254023X (inhibiert ADAM10) (Hundhausen et al. 2003; Ludwig et al. 2005).

Initial erfolgte der Nachweis, dass sowohl der murine als auch der humane IL-23R von
ADAMI17 nach einer Stimulation mit PMA und konstitutiv von ADAM10 prozessiert werden,

jedoch nicht von ADAMI10, nach einer Stimulation mit lonomycin. Um die verantwortliche
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Protease fiir das PMA-induzierte Shedding zu identifizieren, wurden die genannten selektiven,
chemischen Inhibitoren und HEK293T-Zellen, in welchen ADAM10, ADAM17 oder beide
Proteasen durch ein CRISPR/Cas System genetisch inaktiviert wurden, fiir weitere Analysen
verwendet. Dabei wurde festgestellt, dass ADAMI17 die verantwortliche Protease fiir das
PMA-induzierte Shedding ist. Der Nachweis des 16slichen IL-23R aus dem Uberstand der
stimulierten, stabil transduzierten Ba/F3-gp130-IL-12RB1-IL-23R-Zellen erfolgte mittels
Western Blot. Hierfiir musste das 16sliche Protein, durch die Zugabe von HmIL-23R-Fc und
Protein-A Agarose aus dem Uberstand gefillt werden. Der 18sliche Rezeptor konnte nur aus
dem Uberstand gefillt werden, wenn dieser mit dem HmIL-23-Fc interagiert. Das HmIL-23-
Fc ist ein Fusionsprotein aus p19 und p40. Dieses interagiert nur mit einem intakten und daher
auch biologisch aktiven IL-23R. Aus diesem Grunde wurde durch die Immunopézipitation
auch nachgewiesen, dass der gebildete, 16sliche IL-23R biologisch aktiv ist.

Im Gegensatz zu ADAM17 ist ADAMI0 auch konstitutiv aktiv (Matthews et al. 2003;
Garbers et al. 2011). Nach den initialen Shedding Experimenten wurde das ADAMI10
vermittelte, konstitutive Shedding des I1L-23R untersucht. Dabei erfolgte der Nachweis, dass
sowohl der humane, als auch der murine IL-23R durch die konstitutiv aktive Protease
ADAMI10 geschnitten und dass diese Prozessierung durch die Inhibitoren GI, GW und
Marimastat geblockt wurde. Dies bedeutet, dass ADAM10 den IL-23R konstitutiv prozessiert.
Durch den Austausch der Stalkregion des humanen IL-23R gegen die entsprechende Region
des hIL-6R konnte die lonomycin-induzierte Prozessierung des IL-23R erlangt werden.

Bisher konnte fir ADAM17 und ADAMI10 keine Konsensussequenz gefunden werden, in
der die jeweiligen Substrate geschnitten werden. Das bedeutet, dass potentielle Substrate nicht
durch Sequenzvergleiche identifiziert werden konnen und die Schnittstelle durch
molekularbiologische Methoden bestimmt werden muss.

Um herauszufinden, in welchem Bereich ADAMI17 den humanen und murinen IL-23R
schneidet, wurden Stalkdeletionsvarianten generiert und deren Verhalten gegeniiber
ADAMI17 nach einer Stimulation mit PMA analysiert. Dabei zeigte sich, dass bei allen
Stalkdeletionsvarianten auBler der Variante mSD4, der 16sliche mlIL-23R, nach einer
Prizipitation mit HmIL-23-Fc, im Uberstand detektierbar war. Eine vorherige Stimulation mit
dem ADAM10/ADAM17 Inhibitor GW280264X, aber nicht die Stimulation mit GI254023X
blockierte die Freisetzung des Rezeptors. Durch Analysen einer Peptidbibliothek wurde fiir
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ADAMI17 Valin als bevorzugte Aminosédure hinter der Schnittstelle identifiziert (Tucher et al.
2014). Auch in dem putativen Schnittstellenbereich des murinen IL-23R (S336-V342) finden
sich zwei Valine (V339 und Vig). Durch Mutationen der Valine wurde das Shedding des
murinen IL-23R bis zu 82% abgeschwicht, wodurch sowohl TVss39, als auch QVia, als
Schnittstellen im murinen IL-23R fiir die Protease ADAMI17 in Frage kommen. Welche der
beiden Aminosiduren die bevorzugte Schnittstelle ist, oder ob in beiden Bereichen der
Rezeptor gleichermallen geschnitten wird, konnte nicht gezeigt werden.

Durch ein Alignment der Stalkregion des murinen und humanen IL-23R wurde
nachgewiesen, dass dieser Bereich zu 42% aus identischen Aminosduren besteht. Auch die
Aminosduren (QV, TV), die im murinen Rezeptor als Schnittstelle identifiziert wurden,
finden sich an der gleichen Stelle in der Stalkregion des humanen IL-23R wieder.
Sheddinganalysen von Deletionsvarianten der Stalkregion des humanen IL-23R in HEK293-
Zellen zeigten, dass das humane ADAM17 die Wildtyp-Variante und die Varianten hSD1 und
hSD2 des humanen IL-23R schneidet. Dies beweist, dass der humane Rezeptor in der Region
T332-N333 geschnitten wird. Kurz vor diesem Bereich befinden sich zwei Valine (V319 und
V3i2,), die in einer Sequenzabfolge liegen, die auch schon im murinen Rezeptor als
Schnittstellen definiert wurden. Falls der humane und der murine IL-23R in der gleichen
Region prozessiert werden, miisste die Mdoglichkeit bestehen, dass die humane
Deletionsvariante hSD3 noch gescheddet wird, weil in dieser Varianten die Aminosiduren TV
und QV (V319 V3z,) vorhanden sind. Der Stalk dieser Deletionsvariante besteht jedoch nur
noch aus 4 Aminosduren, was dazu fithren kann, dass die Protease wahrscheinlich durch

sterische Hinderungen keinen Zugang mehr zu der Schnittstelle hat (Abbildung 4.1).
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Abbildung 4.1:  Einfluss der sterischen Hinderung auf die Proteolyse. Gezeigt wird die murine Stalkdeletionsvariante
mSD?3 (links) und die humane Variante hSD3 (rechts). Beide Rezeptoren bestehen aus den Doménen D1,
D2 und D3. Die Duplikation des WQPWS Motivs des murinen IL-23R ist durch 2 schwarze Balken in der
D3 Domine dargestellt. Die Aminoséuresequenz beschreibt die verbliebende Stalkregion. ADAM17
(Mitte) spaltet noch mSD3 aber nicht mehr hSD3.

Der Stalk der Deletionsvariante mSD3 des murinen IL-23R, die noch prozessiert wird,
besteht aus 7 Aminoséduren. Dies konnte reichen, um der Protease Zugang zu der Schnittstelle
zu ermoglichen. Dariiber hinaus enthdlt die murine D3 Doméne eine Duplikation des C-
terminalen WQPWS Motivs, die der humane Rezeptor nicht hat, wodurch vielleicht die
Schnittstelle des murinen Rezeptors in der mSD3 Variante besser zugédnglich ist. Vermutlich
ist die dublizierte Region unstrukturiert und verldngert dadurch die Stalkregion (Abbildung
4.1).

Neben der Schnittstelle sind auch die dreidimensionale Struktur und die Interaktion der
Protease mit anderen Regionen des Substrates fiir die Prozessierung essentiell. Antikorper, die
gegen CD40 und HB-EGF gerichtet sind und entfernt von der Schnittstelle binden, waren in
der Lage, das Shedding dieser Substrate durch ADAMI17 zu inhibieren, obwohl die
Schnittstelle frei zugédnglich war (Hansen et al. 2004; Hamaoka et al. 2010).

Fiir die Interaktion der murinen ADAM-Protease mit dem humanen IL-23R wurden die
Doménen D1 und D3 des IL-23R als essentielle Regionen identifiziert. Fiir die Domédne D2

konnte keine Interaktion nachgewiesen werden (s. Abb. 4.2). Auch die Stalkregion, die
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intrazelluldre Domédne und die Transmembranregion sind fiir die Interaktion zwischen der
Protease und dem IL-23R nicht essentiell.

Die Vermutung liegt nahe, dass der losliche IL-23R eine antagonistische Funktion fiir die
IL-23 vermittelte Signalweiterleitung hat. Eine agonistische Wirkung, wie sie bei dem
l6slichen IL-6R zu finden ist, kann fiir den IL-23R ausgeschlossen werden, da die
Signaltransduktion des IL-23 iiber die intrazellulire Domine des IL-23R weitergeleitet wird
(Floss et al. 2015). Daher 16st dieser, nachdem er freigesetzt wurde und IL-23 gebunden hat,
keine Signale in anderen Zellen aus (s. Abb. 4.2).

B Qe

p19

Substrat-
erkennung

Proteolyse
«—

G 374

Abbildung 4.2:  Auswirkung der Proteolyse des IL-23R. 1: ADAMI17 prozessiert den murinen IL-23R nach einer
Interaktion mit den Doménen D1 und D3, zwischen den Aminosduren Ts33V339 oder QsqqVis, (rote
Aminoséuren). 2: Durch die Prozessierung wird der Rezeptor von der Oberflache entfernt und es wird
sIL-23R gebildet. 3: Dieser 16sliche Rezeptor bindet das Zytokin IL-23, welches aus p19 und p40 besteht.
4. Das Shedding beeinflusst die IL-23 Signale auf zwei Arten. Als erstes wird die Oberfldchenexpression
des IL-23R reduziert, was zur Folge hat, dass die Zelle nicht mehr so sensitiv auf IL-23 reagiert. Zweitens
bindet sIL-23R das IL-23 und wirkt dadurch als kompetitiver Inhibitor.
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Das IL-6 Signaling erfolgt nach Bindung des IL-6 an den IL-6R, worauthin zwei
Glykoproteine gp130 rekrutiert werden, welche die Signale weiterleiten. Der 16sliche IL-6R
bindet ebenfalls das IL-6 und 16st dadurch auch eine Signaltransduktion in Zellen aus, die den
IL-6R nicht exprimieren (Rose-John 2012). Die Signalweiterleitung des IL-23 verlduft jedoch
tiber den intrazelluliren Bereich der IL-23 Rezeptoren und nicht iiber den Co-Rezeptor
IL-12Rp1 ab.

Ob der proteolytisch generierte, l0sliche IL-23R die IL-23-induzierte Proliferation
blockiert, wurde in dieser Arbeit ebenfalls untersucht. Jedoch war die Konzentration des
16slichen IL-23R im Uberstand zu gering, um die IL-23 vermittelte Signalweiterleitung zu
inhibieren (Daten nicht gezeigt). Anhand der Analysen der loslichen Rezeptorvariante, die
durch alternatives Splicing gebildet wird (IL23RA9), wurde gezeigt, dass die Bildung des
sIL-23R zu einer verminderten Expression der Th17 Zytokine, IL-17A und IL-17F fiihrt. Dies
liegt sowohl an der resultierenden Reduktion der Rezeptorexpression auf der Zelloberfliche,
als auch an der Reduzierung des freien IL-23 durch die Bindung mit dem sIL-23R (Yu and
Gallagher 2010; Yu et al. 2015). Die SNP Variante rs11209026 (R381Q), die die 16sliche
Splicevariante (IL23RA9) des IL-23R bildet, hat einen bisher unentschliisselten protektiven
Effekt auf verschiedene Krankheiten, wie Morbus Crohn und Ulcerative Colitis (Duerr et al.
2006; Yu et al. 2015). Auch Mause, die mit rekombinantem, 16slichen hIL-23R-CHR
(cytokine-binding homology region) behandelt wurden, zeigten durch die Inhibition der I1L-23-
Signaltransduktion und der dadurch reduzierten Th17- Entwicklung und verminderter IL-17
Genexpression eine Resistenz gegeniiber EAE. Dieser protektive Effekt wird durch eine
Unterdriickung von Entziindungsreaktionen im zentralen Nervensystem und verminderter
Expression von pro-inflammatorischen Zytokinen vermittelt (Guo et al. 2014). Die gezielte
Proteolyse des IL-23R wiirde demnach einen moglichen neuen therapeutischen Ansatz zur
Behandlung von Thl7-vermittelten Krankheiten bieten, weil neben der Freisetzung des
16slichen antagonistischen Rezeptors, gleichzeitig auch die Oberflachenexpression des IL-23R

herabgesetzt werden wiirde.
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4.3 Der IgM Rezeptor Toso ist ein neues Substrat fur ADAM10
und ADAM17

Das Toso Protein, was auch unter den Bezeichnungen FAIM3 und FcuR bekannt ist, ist ein
IgM Rezeptor, der hauptsdchlich auf B- und T-Zellen exprimiert wird. Bei Analysen wurde
neben dem 60 kDa grof3en Toso auch ein ca. 40 kDa groB3es Protein detektiert. Bei Patienten,
die an Chronisch-Lymphatischer Leukdmie (CLL) leiden, wurde dieses 16sliche 40 kDa grof3e
Toso im Serum nachgewiesen. Eine Arbeit deutet darauf hin, dass 16sliches Toso durch
alternatives Splicing gebildet wird (Li et al. 2011b). Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung,
ob 16sliches Toso auch durch eine proteolytische Spaltung generiert wird.

Genau wie fiir die Analyse des IL-23R wurden Zellen mit PMA, fiir eine Aktivierung von
ADAMI17, oder Ionomycin, als Aktivator von ADAMI0, stimuliert. Zur Spezifizierung der
Proteasen kamen wieder die beiden Inhibitoren GI und GW zum Einsatz. In dieser Arbeit
wurde nachgewiesen, dass das Toso Protein sowohl von ADAM17, als auch von ADAM10
prozessiert wird (s. Abb. 4.3). Durch das Fusionsprotein aus Toso und der Transmembran-
und intrazelluldren Doméne des IL-6R wurde bewiesen, dass die intrazellulire Doméne (ICD)
des Toso Proteins nicht essentiell fiir das Shedding ist, weil auch dieses Fusionsprotein
gespalten wurde. Dies ist auch nicht weiter verwunderlich, weil schon fiir den IL-6R gezeigt
wurde, dass die ICD fiir das PMA-induzierte Shedding nicht notwendig ist (Miillberg et al.
1994a). Auch die Ig-Domine des Proteins scheint fiir die Substraterkennung oder das
Shedding nicht wichtig zu sein. Die Ig-Doméne ist die einzige, extrazellulire Doméine von
Toso. Bei dem IL-23R (in dieser Arbeit) oder dem IL-6R erfolgt die Substraterkennung der
ADAM-Proteasen durch Regionen im Substrat, die distal der Schnittstelle liegen (Garbers
2011). Es besteht natiirlich die Mdglichkeit, dass die Erkennung des Substrates durch eine
andere Region oder durch die bisher noch nicht ermittelte Schnittstelle, vermittelt wird. Dies
muss durch weitere Untersuchungen an dem Rezeptor herausgefunden werden.

Durch die Deletionsvariante TosoAS50, sollte die Schnittstelle der Protease eingegrenzt
werden. Bei dieser Deletionsvariante, die weiterhin von ADAMI17 jedoch nicht mehr von
ADAMI0 prozessiert wurde, wurden 50 Aminoséduren in der Stalkregion, ausgehend von der
Transmembrandomaéne, deletiert. Dies bedeutet, dass ADAM17 eine Schnittstelle verwendet,

die weiter als 50 Aminosduren von der Membran entfernt liegt, was sehr ungewdhnlich ist,
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well fiir andere Substrate, wie CD16 oder dem IL-6R die Schnittstelle wesentlich ndher an der
Membran liegt. CD16 wird in einer Region gespalten, die 7 Aminosiuren von der Membran
entfernt liegt. Die Schnittstelle des IL-6R fir ADAMI17 liegt 10 Aminosduren von der
Membran entfernt, die Schnittstelle fiir ADAMI0 liegt noch ndher an der Membran (Baran et
al. 2013; Jing et al. 2015).

Daher ist es wahrscheinlicher, dass ADAMI17 durch die Verkiirzung der Stalkregion
Zugang zu einer alternativen Schnittstelle bekommt und diese nutzt. Dies erklart auch, warum
das losliche TosoA50 kleiner ist, als 19sliches Toso. Der genaue Vorgang der Prozessierung

und die Regionen in denen der Rezeptor geschnitten wird, miissen noch weiter untersucht

werden.

sToso

Proteolyse

€&

et

Toso ADAM

Abbildung 4.3:  Proteolyse des IgM Rezeptors Toso. Nach einer nicht aufklérten Interaktion zwischen dem Rezeptor
und der ADAM Protease wird der IgM Rezeptor Toso in einer unbekannten Region geschnitten. Dadurch
wird 16sliches Toso freigesetzt. Ob dieser 16sliche Rezeptor immer noch IgM binden kann und welche
Auswirkung das Shedding des Toso Rezeptors auf die Zelle hat, muss noch untersucht werden.

Sowohl in dieser Arbeit, als auch in der Arbeitsgruppe von Li wurde l6sliches Toso
nachgewiesen. Die Bildung dieser Varianten wird von Li auf alternatives Splicing (Li et al.

2011b) und in dieser Arbeit auf die proteolytische Spaltung zuriickgefiihrt. Die Funktion des
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16slichen Toso ist weiterhin unbekannt (s. Abb. 4.3). Eine verringerte Menge an IgM wurde
im Serum von CLL-Patienten, in denen das erste Mal der Nachweis des 16slichen Toso
erfolgte, detektiert. Es ist aber unklar, ob die erhdhte Rezeptorexpression auf CLL B-Zellen
oder der 16sliche Rezeptor an diesem Effekt beteiligt sind (Li et al. 2011b). Die Vermutung
liegt nahe, dass losliches Toso nicht als agonistischer Rezeptor wirkt, weil keine Co-
Rezeptoren von Toso bekannt sind und sehr wahrscheinlich die intrazellulire Doméne des
Rezeptors der Signaltransduktion dient. Die genauen Abldufe der Signaltransduktion sind
zwar noch unbekannt, jedoch wurden Phosphorylierungen an Tyrosin- und Serin-Resten nach
einer Bindung des IgM detektiert (Kubagawa et al. 2009; Murakami et al. 2012).

Eine erhohte Toso-Expression auf den CLL-Zellen korreliert mit einem aggressiveren
Krankheitsverlauf. Dadurch bietet die Freisetzung des Tosos durch alternatives Splicing oder
Proteolyse einen moglichen therapeutischen Ansatz um den Krankheitsverlauf der Chronisch-
Lymphatischen Leukdmie abzumildern. Der losliche Rezeptor konnte bisher nur im Serum
erkrankter Personen detektiert werden. Ob der detektierte Serumlevel des 16slichen Toso auch
mit der Schwere der Erkrankung zusammenhingt, miissen weitere Versuche klidren. Die
Analyse der Oberflichenexpression und der Serumkonzentration des Tosos konnen eine

Moglichkeit darstellen, CLL besser zu detektieren und das Krankheitsstadium zu analysieren.
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5 Zusammenfassung

ADAM Proteasen sind als Regulatoren an vielen biologischen Vorgingen beteiligt. So
haben sie Einfluss auf physiologische Prozesse in der Entwicklung, der Regeneration und der
Immunantwort. Die Hauptfunktion der katalytisch aktiven ADAM-Proteasen ist die
Uberfiihrung membrangebundener Proteine in 15sliche Proteine durch sogenanntes Shedding.
Bisher konnte weder die genaue Regulation des Sheddings, noch alle Substrate der Proteasen
entschliisselt werden.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass SAP97, als beschriebener Interaktionspartner der
ADAM Proteasen, einen Einfluss auf die ADAMI17-, aber nicht ADAM10-vermittelte
Prozessierung des IL-6R hat. Dieser Effekt wurde weder durch eine Verdnderung der
Oberflachenexpression der Protease oder des Substrates, noch durch eine Einwirkung bei der
Reifung von ADAM17, vermittelt.

Die Analysen des Sheddings zeigten, dass der IL-23R und der IgM Rezeptor Toso/FcuR
sowohl von ADAMI10, als auch von ADAM17 prozessiert und die 16slichen Rezeptoren somit
nicht nur durch alternatives Splicing entstehen.

Der humane und der murine IL-23R werden von ADAMI17 nach einer Stimulation mit
PMA und konstitutiv von ADAMI10 prozessiert. Der resultierende 16sliche IL-23R bindet
weiterhin das Zytokin IL-23. Fiir den murinen IL-23R wurden zwei konservierte Valine (V339
und Vi4) als potentielle Schnittstelle von ADAMI17 identifiziert. Ein Austausch dieser
Aminosduren gegen Asparaginsdure reduzierte das PMA-induzierte und konstitutive
Shedding. Als verantwortliche Doménen der Interaktion zwischen der ADAM Protease und
dem IL-23R wurden die extrazelluldren Doménen D1 und D3 des IL-23R identifiziert.

Die Analyse des IgM Rezeptors Toso belegte, dass dieser sowohl von ADAMI10, als auch
von ADAMI17 prozessiert wird und dass die 16sliche Form somit nicht nur durch alternatives
Splicing, sondern auch durch Proteolyse gebildet wird. Die intrazelluldre und die Ig-Domine
des Rezeptors sind fiir die PMA- und lonomycin-induzierte Proteolyse nicht essentiell.

Zusammenfassend zeigt diese Arbeit, dass die ADAMI17-vermittelte Proteolyse des IL-6R
durch SAP97 reguliert wird und dass die beiden Rezeptoren IL-23R und Toso sowohl von
ADAMI10, als auch von ADAMI17 prozessiert werden. Diese Ergebnisse bieten eine

Grundlage, um weitere Einfliisse auf die pathologischen Auswirkungen der Substrate und
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Regulationsmechanismen der ADAM Proteasen zu untersuchen und erweitern aulerdem das

Substratspektrum der ADAM Proteasen.
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6 Summary

ADAM proteases are crucial regulators of a plethora of biological processes. They have an
influence on physiological processes during development, regeneration and immune
responses. The main function of catalytic active ADAM proteases is ectodomain shedding
which leads to a release of membrane-bound proteins. So far, neither the exact regulation of
shedding, nor all substrates of proteases could be decrypted.

This work shows that SAP97, a known interaction partner of ADAM proteases, has an
impact on the ADAM17 but not ADAM10 mediated proteolysis of the IL-6R. This effect was
neither mediated by changes in the surface expression of the protease or the substrate, nor by
affecting the maturation of ADAM17.

Proteolytic analysis showed that the IgM receptor Toso/FcuR and the IL-23 receptor are
novel substrates of ADAMI10 and ADAM17, adding an alternative way for the generation of
soluble IL-23R and sToso in addition to alternative splicing.

The human and murine IL-23R are cleaved inducibly by ADAM17 and constitutively by
ADAMI10. The resulting sIL-23R still had IL-23 binding activity. For the murine IL-23R two
conserved valine residues (V339 and Vig) were identified as potential cleavage sites of
ADAMI17. An exchange of valine to aspartic acid reduced the PMA-induced and constitutive
shedding. The interaction of the ADAM protease with the IL-23R is mediated by the
extracellular domains, D1 and D3 of IL-23R.

Shedding analyses of the I[gM receptor Toso demonstrated that it can be processed by both
ADAMI10 and ADAM17. The intracellular and the Ig-domain of the receptor appeared not to
be essential for ADAM10 and ADAM17 mediated proteolysis.

In summary, this work shows that the ADAMI17-mediated proteolysis of IL-6R can be
regulated by SAP97 and that the two receptors IL-23R and Toso/FcuR are substrates of
ADAMI10 as well as ADAM17.

These results provide further insights into ADAM biology, the effect on the pathogenesis

of the substrates and broaden the substrate spectrum of ADAM proteases.
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7 Anhang

7.1  Substrate von ADAM10

Tabelle 3: Substrate von ADAM10. Bisher beschriebene Substrate von ADAM10. Tabelle aktualisiert nach (Garbers 2011)

Art des Substrates

Name des Proteins

Referenz

Zytokine/ Betacellulin (Sahin et al. 2004)
Wachstumsfaktoren CD154 (CD40L) (Yacoub et al. 2013)
cMet (Kopitz et al. 2007; Schelter
et al. 2010)
CX3CL1/Fractalkine (Hundhausen et al. 2003)
CXCL16 (Abel et al. 2004)
EGF (Sahin et al. 2004)
MICA (Waldhauer et al. 2008)
NRGI Typlll (Fleck et al. 2013)
TNF (Hikita et al. 2009)
TRANCE/RANKL (Hikita et al. 2006)
Rezeptoren ACE2 (Jia et al. 2009)
CD16B/ FcyRIIIB (Guo et al. 2012)
CD23 (Weskamp et al. 2006;
Mathews et al. 2010)
CD30 (Eichenauer et al. 2007)
CD91/LRP1/APOER (Liu et al. 2009)
DLL1 (Six et al. 2003)
Ephrin A5 (Janes et al. 2005)
Ephrin A2 (Hattori et al. 2000)
ERBB2 (HER2/neu) (Liu et al. 2006)
FcaR, CD89 (Peng et al. 2010)
Flt1 (Raikwar et al. 2014)
GPV1 (Bender et al. 2010)
IL-6Ra (Matthews et al. 2003)
IL-23R Diese Arbeit
LOX-1 (Mitsuoka et al. 2009)
NRP-1 (Swendeman et al. 2008)
Notch-1 (Pan and Rubin 1997)
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Notch-2
Notch-3
PDGFRp
RAGE

Robo
Thyrotropinrezeptor
Toso, FAIM3, FcuR
VEGFR2

(Groot et al. 2014)
(Groot et al. 2014)
(Mendelson et al. 2010)

(Raucci et al. 2008; Zhang et
al. 2008)

(Coleman et al. 2010)
(Kaczur et al. 2007)
Diese Arbeit
(Donners et al. 2010)

Adhisionsmolekiile CADMI1 (Nagara et al. 2012)
Cad6B (Schiffmacher et al. 2014)
CD44 (Nagano et al. 2004; Murai et

al. 2011)
Collagen IV (Millichip et al. 1998)
Collagen XVII (Franzke et al. 2002)
Desmoglein-2 (Bech-Serra et al. 2006)
E-cadherin (Maretzky et al. 2005a)
Fatl cadherin (Wojtalewicz et al. 2014)
F11R, JAM-A (Koenen et al. 2009)
L1-CAM (Gutwein et al. 2003;

Maretzky et al. 2005b)
N-cadherin (Reiss et al. 2005)
Nectin-1 (Kim et al. 2010)
PcdhyC3/B4 (Reiss et al. 2006)
Protocadherin (PCDH)12 (Bouillot et al. 2011)
VE-cadherin (Schulz et al. 2008)

Sonstige Annexin Al (Blume et al. 2012)

APP (Postina et al. 2004)
B7-H6 (Schlecker et al. 2014)
Bri2/Itm2b (Martin et al. 2008)
CD223/LAG-3 (Li et al. 2007a)

Corin (Jiang et al. 2011)
FasL (Schulte et al. 2007)
GPNMB/Osteoactivin (Rose et al. 2010)
Klotho (Chen et al. 2007)
LYPD3, C4.4A (Esselens et al. 2008)
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Meprin  (Mephrin A)
Pmell7

PRNP,PrPc

TIM-1

TIM-2

TIM-3

TIM-4

7.2  Substrate von ADAM17

(Herzog et al. 2014)
(Kummer et al. 2009)
(Vincent et al. 2001)

(Schweigert et al. 2014)

(Dewitz et al. 2014)

(Moller-Hackbarth
2013)

et

(Schweigert et al. 2014)

al.

Tabelle 4: Substrate von ADAM17. Bisher beschriebene Substrate von ADAM17. Tabelle aktualisiert nach (Garbers 2011)

Art des Substrats

Name des Proteins

Referenz

Zytokine/

Wachstumsfaktoren

AREG

CD154 (CD40L)
CSF-1

DLL1
Fractalkine/CXC3CL1
EREG

EPGN, Epigen
HB-EGF

Jagged

KL-1

KL-2

LAG-3

LTA

MICA

MICB

NRGI1, Heregulin
NRGI Typlll
Prefl

SEMA4D

TGFa

TMEFF2

TNF
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(Sunnarborg et al. 2002)
(Yacoub et al. 2013)
(Horiuchi et al. 2007)
(Dyczynska et al. 2007)
(Garton et al. 2001)
(Sahin et al. 2004)
(Sahin and Blobel 2007)
(Merlos-Suarez et al. 2001)
(Parr-Sturgess et al. 2010)
(Kawaguchi et al. 2007)
(Kawaguchi et al. 2007)
(Li et al. 2007a)

(Young et al. 2010)
(Waldhauer et al. 2008)
(Boutet et al. 2009)
(Montero et al. 2000)
(Fleck et al. 2013)
(Wang et al. 2006)

(Zhu et al. 2007)
(Peschon et al. 1998)
(Ali and Knatiper 2007)

(Black et al. 1997; Moss et al. 1997)
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TRANCE/RANKL (Lum et al. 1999)
Rezeptoren ACE2 (Lambert et al. 2005)
CDI16A/FcyRIITA (Lajoie et al. 2014)
CD16B/ FcyRIIIB (Guo et al. 2012)
CD91/LRP1/APOER (Liu et al. 2009)
CSF1R, M-CSFR (Rovida et al. 2001)
EPCR (Qu et al. 2007)
FcaR, CD89 (Peng et al. 2010)
Fltl (Raikwar et al. 2014)
FLT3L (Horiuchi et al. 2009b)
GHR (Wang et al. 2002)
GPIba (Bergmeier et al. 2004)
GPV (Rabie et al. 2005)
GPV1 (Bender et al. 2010)
HER4/ErbB4 (Rio et al. 2000)
IL-1R2 (Reddy et al. 2000)
IL-6Ra (Althoff et al. 2000)
IL-23R Diese Arbeit
KDR, VEGFR2 (Swendeman et al. 2008)
M6P/IGF2R (Leksa et al. 2011)
Neogenin (Okamura et al. 2011)
Notch-1 (Brou et al. 2000)
NTRKI1, TrkA (Diaz-Rodriguez et al. 1999)
p55 TNFa R1 (Reddy et al. 2000)
p75 TNFa RII (Peschon et al. 1998)
p75NTR (Weskamp et al. 2004)
PTPa (Kapp et al. 2012)
Ptprz (Chow et al. 2008)
PTPRF, PTP-LAR (Ruhe et al. 2006)
SDC1 (Pruessmeyer et al. 2010)
SDC4 (Pruessmeyer et al. 2010)
SORCSI1 (Hermey et al. 2006)
SORCS3 (Hermey et al. 2006)
SORLI1, SORLA (Guo et al. 2002)
SORT1 (Hermey et al. 2006)

TNFRSFS, CD30
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TNFRSFS5, CD40 (Contin et al. 2003)
Toso, FAIM3, FcuR Diese Arbeit
Adhisionsmolekiile ALCAM (Bech-Serra et al. 2006)
CD44 (Stoeck et al. 2006)
CD62L (Peschon et al. 1998)
Collagen XVII (Franzke et al. 2002)
DSG2 (Bech-Serra et al. 20006)
EpCAM (Maetzel et al. 2009)
F11R, JAM.A (Koenen et al. 2009)
ICAM-1 (Tsakadze et al. 2006)
L1-CAM (Maretzky et al. 2005b)
NCAM (Kalus et al. 2006)
PVRLA4, Nectin-4 (Fabre-Lafay et al. 2005)
VCAM-1 (Garton et al. 2003)
Sonstige APLP2 (Jacobsen et al. 2010)
APP (Buxbaum et al. 1998)
B7-H6 (Schlecker et al. 2014)
CA9 (Zatovicova et al. 2005)
CD163 (Etzerodt et al. 2010)
FasL (Ebsen et al. 2015)
GP (Dolnik et al. 2004)
Klotho (Chen et al. 2007)
LYPD3, C4.4A (Esselens et al. 2008)
Meprin B (Mephrin A)  (Herzog et al. 2014)
MUC-1 (Thathiah et al. 2003)
Pmell7 (Kummer et al. 2009)
PRNP, PrPc (Vincent et al. 2001)
PTK7 (Naetal. 2012)
TIM-1 (Schweigert et al. 2014)
TIM-3 (Moller-Hackbarth et al. 2013)
TIM-4 (Schweigert et al. 2014)
VASN (Malapeira et al. 2011)
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7.3.1

Abbildung 7.1:

Abbildung 7.2:

7 Anhang

Klonierungsschemata

Klonierungsschemata der SAP97 Varianten

p409-SAP97-YFP

PDZ3-Doméne

Kpnl+Kozak+ATG

—>
SAP97 I YFP
< Notl
Kpnl Kpnl
Kpnl + Notl
>
Ll

pcDNA3.1-MAD2B-YFP PcDNA3.1-PDZ3 only-YFP

Klonierungsschema von PDZ3 only. Die PDZ3 Domine des SAP97 wurde durch eine PCR mit den
Primern ,,PDZ3-only fwd“ und ,,PDZ3-only rev* amplifiziert und nach einer Behandlung mit Kpnl und
Notl inframe in den pcDNA3.1-MAD2B-YFP Vektor kloniert. Der forward Primer enthielt neben der
Kpnl Schnittstelle noch eine Kozak-Sequenz und ein Startkodon. Dadurch wurde durch den pcDNA3.1-
PDZ3-only-YFP Vektor die PDZ3 Domaéne als Fusionsprotein mit YFP exprimiert.

SAP97 YFP

Pmel

|

SAP97 | YFP |

p409-SAP97-YFP
Pmel

Pmel

SAP97

Pmel

pcDNA3.1-SAP97

Deletion des YFP aus SAP97 und SAP97-APDZ3. Um das fusionierte YFP-Protein wieder abzuspalten,
wurde der gewiinschte Teil des SAP97 bzw. des SAP97-APDZ3 mit einer PCR amplifiziert. Beide Primer
waren dabei mit Pmel Schnittstellen flankiert, wodurch das PCR-Produkt in einen pcDNA3.1-Vektor
kloniert wurde. Verwendete Primer: ,,sap del GFP fw* und ,,sap del GFP rev. Der erhaltene Vektor
wurde als pcDNA3.1-SAP97 bzw. pcDNA3.1-SAP97-APDZ3 bezeichnet.
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7.3.2  Klonierungsschemata der IL-23R Varianten

D2D3-Fc D3-Domaéane
1 I_A_\

>
> | smIL-23R D2D3-Fc |
2
pcDNA3.1-smIL-23R Notl
D2D3-Fc
Hindlll
~~ Notl
Hindlll
D2D3-Fc
LS
Notl
pcDNA3.1-smIL-23R D2D3-Fc
Pmel Prmel
\\_ Pmel
Pmel
Pmel

p409-smIL-23R D2D3-Fc
pcDNA3.1-smIL-23R D2-Fc

smlL-23R D2-Fc

p409-smIL-23R D2-Fc

Abbildung 7.3:  Klonierungsschema smIL-23R D2. Zur Herstellung der smIL-23R D2-Variante, wurde die D3 Doméne
des smIL-23R D2D3 deletiert. Die D2 Doméne wurde mit den Primern ,,mIL23R pF3“ und ,,mIL23R-D2-
L RP* amplifiziert. Dieses PCR-Produkt wurde mit HindIII und Notl geschnitten und in den pcDNA3.1-
smIL-23R D2D3 kloniert. Die Umklonierung der erhaltenen D2 Variante erfolgte wieder iiber Pmel. Der
entstandene Vektor wurde p409-smIL-23R D2-Fc genannt.
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Pmel
Pmel

D2D3-Fc \ D2D3-Fc

Pmel _

Umklonieren in Pmel
pcDNAZ3.1 Gber Pmel

p409-smiL-23R D2D3-Fc ——  pcDNA3.1-smIL-23R

- - D2D3-Fc
£

D2-Doméne

Ly N\

| smiL-23R D2D3-Fc

|
-~ < >/

PCR1 und PCR2

—

D2D3-Fc SOE- PCR

Notl
EcolCRI \

EcolCRI

pcDNA3.1-smIL-23R D2D3 \
Notl
Pmel Pmel

Pmel

\
Pmel
Pmel
p409-smiL-23R D2D3
pcDNA3.1-smIL-23R D3
smlL-23R D3-Fc

p409-smlL-23R D3-Fc

Abbildung 7.4:  Klonierungsschema smIL-23R D3. Zur Herstellung der smIL-23R D3-Variante, wurde die D2 Doméne
des smIL-23R D2D3 deletiert. Hierfiir wurde die D2D3 Variante in einen pcDNA3.1 Vektor iiber Pmel
umkloniert. Die Deletion erfolgte {iber eine SOE-PCR mit den Primern 1: ,,1fw31IL23soe®, 2:
2re2lL23soe”, 3: ,,3fwfIL23SOE* und 4: ,,4re4IL23SOE*“. Dieses PCR-Produkt wurde mit EcolCRI und
Notl geschnitten und in den pcDNA3.1-smIL-23R D2D3 kloniert. Die Umklonierung der erhaltenen D3

Variante erfolgte tiber Pmel. Der erhalten Vektor wurde p409-smIL-23R D3-Fc genannt.

174



7 Anhang

7.3.3 Klonierungsschemata der Toso Varianten

Eco0109I
Eco0109I
Eco0109I
pcDNA3.1-Toso pcDNA3.1-TosoAICD

Abbildung 7.5:  Klonierungsschema von TosoAICD. Durch die Behandlung des pcDNA3.1-Toso mit Eco01091 wurde
die intrazelluldre Doméne (ICD) bis auf 8 Aminoséuren deletiert. Der daraus resultierende Vektor erhielt
die Bezeichnung pcDNA3.1-TosoAICD.

TM-Domane
1 \%
—>
| Toso | Toso TM + ICD hIL-6R | hIL-6R-TM + ICD

Y <

4
pcDNA3.1-Toso PCR1 und PCR2 pcDNA3.1-hIL-6R
SOE- PCR
Pmel

N

Pmel-\ \ Pmel

Toso

Pmel

Pmel

pcDNA3.1-Toso TIL6R

pcDNA3.1-TIL6R

Abbildung 7.6:  Klonierung des TIL6R. Das Fusionsprotein, das aus dem extrazelluldren Teil des Toso Proteins und der
Transmembran- und intrazelluldaren Doméne des hIL-6R besteht, wurde iiber eine SOE-PCR kloniert.
Hierfiir wurde in einer ersten PCR (Primer ,,Toso IL6R 1 und 2°) der extrazelluldre Bereich des Toso
Rezeptors vervielfiltigt. Mit einer zweiten PCR wurden die Regionen des hIL-6R amplifiziert (Primer
,»T0so IL6R 3 und 4°). Durch komplementéire Sequenzen der Primer 2 und 3 wurde in einer SOE-PCR
beide PCR-Produkte miteinander verbunden (Primer 1 und 4). Das finale PCR Produkt wurde durch eine
Pmel Behandlung in einen geschnittenen pcDNA3.1-Vektor kloniert. Das finale Produkt wurde
pcDNA3.1-TIL6R genannt.
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Xbal
\ Hindlll 1 2
—> >
]
pcDNA3.1-Toso : 3 \
PCR1 und PCR2
SOE- PCR
Xbal \
\Hindlll
Xbal-\
Toso Xbal+Hindlll
Hindlll
pcDNA3.1-Toso
Eco0109 v
TosoATM sToso
—
Eco0109I Eco0109I
pcDNA3.1-TosoATM pcDNAS3.1-sToso

Abbildung 7.7:  Klonierungsschema von sToso. Fiir die Herstellung des 16slichen Toso Proteins (sToso) wurde zuerst
iiber eine SOE-PCR die Transmembrandoméne deletiert. Beschreibung s. Abbildung 7.6. Primer: ,,Toso
del TM 1-4*“. Durch die Behandlung mit Xbal und HindIll wurde das finale PCR-Produkt in pcDNA3.1
kloniert. Mit der Behandlung durch Eco01091 wurde im Anschluss die intrazellulire Doméne des

TosoATM deletiert, wodurch der finale Vektor pcDNA3.1-sToso kloniert wurde.
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Pmel
Pmel 1 9
—> =
— — — _> | Toso
pcDNA3.1-Toso < \ <
3 4
PCR1 und PCR2
SOE- PCR
Pmel \
\ Pmel
Pmel -\
Toso Pmel
—
Pmel
pcDNA3.1-Toso
v
TosoA50
—

pcDNA3.1-TosoA50

Abbildung 7.8:  Klonierungsschema der Stalkdeletionsvariante AS0. Fiir die Eingrenzung der Schnittstelle des Toso
Rezeptors wurden 50 Aminosduren, ausgehend von der Transmembrandoméne mit Hilfe einer SOE-PCR
deletiert. Erklédrung der SOE-PCR s. Abbildung 7.6. Verwendete Primer: 1: ,,Toso del IG1, Rest: ,,Toso
d50 2-4“. Durch das Schneiden des finalen PCR-Produktes mit Pmel und der anschlieBenden Ligation
wurde das Plasmid pcDNA3.1-TosoA50 erstellt.
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