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Für Anke und Jens

Geld ist rund und rollt weg, aber Bildung bleibt.
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Zusammenfassung

Interleukin-6 (IL-6) und Interleukin-11 (IL-11) besitzen wichtige Aufgaben bei der Dif-
ferenzierung und Proliferation von Immunzellen bei Entzündung und Krebsentstehung.
Beide Zytokine binden an ihre membranständigen Alpha-Rezeptoren und benötigen zu-
sätzlich die Rekrutierung eines gp130-Homodimers zur Signaltransduktion. Diese verläuft
über einen JAK/STAT-Signalweg und reguliert die Transkription im Zellkern. Beim IL-6
ist neben dem Klassischen Signalweg auch ein Trans-Signalweg beschrieben. Dabei wird
der membranständige IL-6-Rezeptor (IL-6R) von ADAM10 oder 17 (A Disintegrin And
Metalloprotease) proteolytisch gespalten (Shedding) und kann als lösliche Rezeptorform
freies IL-6 binden. Da gp130 ubiquitär im Körper vorkommt können so nahezu alle Zellen
aktiviert werden. Für den IL-11-Rezeptor (IL-11R) wurde bisher kein Shedding beschrie-
ben und damit auch kein Trans-Signalweg.
Um zu untersuchen welcher Rezeptorteil für das Shedding von Bedeutung ist und warum
der IL-11R nicht geschnitten wird, wurden Rezeptorchimären aus beiden Rezeptortypen
kreiert. Dabei wurden Teile der Stalk-, Transmembran- und Intrazellular-Region ausge-
tauscht. Die Wild-Typ-Rezeptoren sowie ihre Chimären wurden in HEK293 und COS7
Zellen transfiziert und Shedding-Stimuli ausgesetzt. Lösliche Rezeptorformen aus den Zell-
überständen wurden mittels Immunopräzipitation und ELISA detektiert.

Es zeigte sich, dass die Stalk-Region des IL-6R für das ADAM-17-Shedding benötigt wird.
Für alle Rezeptorchimären, die die Stalk-Region des IL-6R besitzen, konnten lösliche Re-
zeptorformen im Überstand nachgewiesen werden. Umgekehrt gilt dies nicht für Chimären
mit dem Stalk-Bereich des IL-11R. Um die Schnittstelle für ADAM17 weiter einzugrenzen
wurden zwei Chimären kloniert, bei denen jeweils fünf Aminosäuren ober- und unterhalb
der ADAM17-Schnittstelle ausgetauscht sind, der restliche Teil des Rezeptors aber dem
Wild-Typ entspricht. Auch hier ließ sich zeigen, dass die Chimäre mit den letzten zehn
Aminosäuren aus der IL-6R-Stalk-Region geschnitten wurde. Stammen sie hingegen aus
dem IL-11R ließ sich kein Shedding beobachten. Erstaunlicherweise galten diese Beobach-
tungen nicht für ADAM10 induziertes Shedding. Hier ließen sich auch für den IL-11R und
dessen Chimären lösliche Rezeptorformen nachweisen. Diese Arbeit beweist die Annah-
me, dass die ADAM17-Schnittstelle im membrannahen Teil des Stalk-Bereichs liegt und
beim IL-11R nicht vorkommt. Die ADAM10-Schnittstelle liegt wahrscheinlich nicht im
selben Bereich und ist auch beim IL-11R zu finden. Zum ersten Mal konnte durch diese
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Arbeit gezeigt werden, dass der IL-11R ebenfalls proteolytisch gespalten wird. Ein Trans-
Signalweg des IL-11 ist prinzipiell möglich und kann analog zum IL-6 Trans-Signalweg
durch lösliches gp130Fc gehemmt werden.
In Zukunft sollte noch genauer untersucht werden, ob das IL-11R-Shedding auch in en-
dogen IL-11R-tragenden Primärzelllinien nachgewiesen werden kann und löslicher IL-11R
im menschlichen Blut zu finden ist. Auch sollte gezeigt werden, welche Bedeutung dem
löslichen IL-11R zukommt. Zusammenfassend beschreibt diese Studie zum ersten Mal die
proteolytische Freisetzung des IL-11R durch die Metalloprotease ADAM10. Der hierdurch
initiierte IL-11 Trans-Signalweg erweitert das Spektrum der durch IL-11 aktivierbaren
Zellen, mit weitreichenden noch zu untersuchenden Konsequenzen in vivo.
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Abkürzungsverzeichnis

ADAM A disintegrin and metalloprotease

As Aminosäure(n)

Ak Antikörper

bp Basenpaare

BSA Bovines Serumalbumin
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EDTA Ethylendiamintetraessigsäure

ELISA Enzyme Linked Immunosorbant Assay
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gp130 Glykoprotein 130

GPL gp130 like protein

h human/ Stunde

ICD Intrazelluläre Domäne

IgG IgG-ähnliche Domäne

IL-11 Interleukin-11

IL-11R Interleukin-11-Rezeptor

IL-6 Interleukin-6

IL-6R Interleukin-6-Rezeptor
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JAK Janus-Kinase

LIFR LIF-Rezeptor

m/V Masse pro Volumen

μl Mikroliter

min Minuten

ml Milliliter
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pg Piccogramm

PMA Phorbol-12-myristat-13-acetat

POD Peroxidase

RNA Ribonukleinsäure

Rpm Rotationen pro Minute

RT Raumtemperatur

S Stalk-Region

sec Sekunden

sIL-6R löslicher Interleukin-6-Rezeptor

SOE-PCR Splicing by overlapping extensions-PCR

TM Transmembran-Domäne

U Units

V Volt
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1 Einleitung

1.1 Eigenschaften und Klassifizierung von Zytokinen

Zytokine sind Botenstoffe des Körpers, die Abwehrzellen, aber auch anderen Körperzellen,
untereinander Signale vermitteln. Zytokine können weiter unterteilt werden in Interleu-
kine, Interferone, Chemokine und Wachstumsfaktoren (Georg Löffler, 2006). Inter-
leukine dienen der Immunabwehr, Hämatopoese und Apoptose und sind bei Entzündung
erhöht. Interferone spielen eine wichtige Rolle bei der Virusabwehr, der Proliferations-
hemmung und ebenfalls bei Apoptose. Chemokine werden bei Migration und Chemotaxis
ausgeschüttet und Wachstumsfaktoren bei Proliferation und Zelldifferenzierung. Diese Ar-
beit wird sich näher mit der Gruppe der Interleukine befassen, die sehr pleiotrope, d.h.
sehr vielfältige Funktionen haben.
Interleukine sind kleine Glykoproteine mit einer Größe von unter 30 kDa. Sie können von
Zellen sezerniert werden und wirken auf vielen unterschiedlichen Wegen: Entweder para-
krin auf direkte Nachbarzellen, autokrin auf die sezernierende Zelle selbst oder endokrin
über die Blutbahn auf auch weit entfernte Zellen. Dabei kann eine Konzentration im Nano-
bis Picobereich schon ausreichend sein, um einen Effekt zu erzeugen.
Für die Bindung des Interleukins an die Zelloberfläche sind spezielle Rezeptoren notwen-
dig. Zunächst bindet das Zytokin an dessen alpha-Rezeptor (α-Rezeptor). Zusätzlich wird
darauffolgend oft noch ein beta-Rezeptor (β-Rezeptor) rekrutiert, der ebenfalls für die
Signaltransduktion notwendig ist.
Da diese Arbeit sich auf Interleukin-6 (IL-6) und Interleukin-11 (IL-11) sowie deren Re-
zeptoren (IL-6R und IL-11R) bezieht, sollen diese und deren Gruppe hier kurz vorgestellt
werden:
Zur Familie der IL-6 ähnlichen Zytokine zählen neben IL-6 und IL-11, IL-27, IL-31,
Leukämie-Inhibitor-Factor (LIF), Oncostatin M (OSM), Cilliärer Neurotrophischer Fak-
tor (CNTF), cardiotrophin-like cytokine (CLC) und Cardiotrophin (CT)-1. Diese Zytokine
haben eine ungefähre Molekularmasse von 20 kDa und sind fast alle (bis auf CNTF) se-
kretorische Proteine mit N-terminalem Signalpeptid.
Die passenden Rezeptoren dieser Gruppe werden als IL-6-type cytokine receptor complexes

(Heinrich et al., 1998) zusammengefasst. Alle Rezeptortypen zählen zur Klasse der Typ
I-Membranproteine, mit einem extrazellulären N-terminalem Teil und nur einer Trans-
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membrandomäne. Weiter können sie noch in die Zytokin-Rezeptor-Klasse I-Familie einge-
teilt werden. Diese zeichnen sich durch eine Ig-ähnliche Domäne (meist am N-Terminus)
und mindestens eine Zytokin-Bindungsstelle (CBM) aus, die aus zwei Fibronectin-Typ
III-Domänen besteht. Diese enthalten an der N-terminalen Domäne vier konservierte
Cysteinreste und an der C-terminalen Domäne ein WSXWS-Motiv (Tryptophan-Serin-
beliebige andere Aminosäure-Tryptophan-Serin); in Abbildung 1.3 an IL-6R und IL-11R
exemplarisch dargestellt. Zudem benötigen alle Typ-IL-6-Zytokinrezeptoren mindestens
ein 130 kDa Glykoprotein (gp130) als β-Rezeptor zur Signaltransduktion (Heinrich et al.,
1998). Ausgenommen von dieser Regel ist das IL-31, das neben dem OSM-Rezeptor
(OSMR) den gp130-ähnlichen IL-31 Rezeptor A rekrutiert (gp130-like (GPL)).
Die α-Rezeptoren IL-6R und IL-11R benötigen zusätzlich zwei gp130-Moleküle, der CNTF-
Rezeptor ein LIF-Rezeptor (LIFR)- und ein gp130-Molekül. OSMR und LIFR benötigen
nur ein gp130-Molekül als β-Rezeptor, OSM kann zusätzlich den LIFR als α-Rezeptor
nutzen. Eine Besonderheit stellt das lösliche Epstein-Barr-Virus-induzierte Gen 3 (EBI3)
mit p28 (IL-30) dar, die zusammen das IL-27 bilden und über ein Molekül gp130 und ein
Molekül WSX-1 (IL-27R) signalisieren.

2
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Abbildung 1.1: Übersicht über die Familie der Typ-IL-6-Zytokinrezeptoren. Abbildungen mo-
difiziert aus Garbers et al., 2012.

1.2 Die Zytokine Interleukin-6 und Interleukin-11

Interleukin-6 (IL-6) und Interleukin-11 (IL-11) haben eine Struktur aus vier α-Helix-
Bündeln. Diese folgen einer up-up-down-down-Struktur (Heinrich et al., 1998). Für IL-6
ist bekannt, dass es drei wesentliche Bindungsstellen besitzt. An Stelle I bindet der α-
Rezeptor IL-6R, an Stelle II und III bindet die CBM und IgG-ähnliche Domäne des
β-Rezeptors gp130 (Grötzinger et al., 1997; Garbers et al., 2012). Für IL-11 wurde
ähnliches beschrieben (Tacken et al., 1999; Barton et al., 2000 ), sodass beide Zytoki-
ne schematisch mit dem in Abbildung 1.2 gezeigten Aufbau dargestellt werden können.
Obwohl beide Zytokine in ihrer relativen Positionierung zu gp130 ähnlich sind, konnten
Unterschiede im strukturellen Aufbau und im Bindungsverhalten v.a. für Stelle II festge-
stellt werden (Putoczki et al., 2014).
IL-6 kann entweder pro- oder antiinflammatorisch wirken (Scheller et al., 2011b) und

3
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Abbildung 1.2: A: Struktureller Aufbau der Zytokine am Beispiel von IL-6 (A und C stellen
die up-Loops dar, B und D die down-Loops).
B: Schematische Übersicht über den Zytokin-Zytokinrezeptorkomplex bei Bin-
dung: site I von IL-6 bindet an den α-Rezeptor, site II an die CBM von gp130,
site III an die Ig-ähnliche Domäne von gp130. Abbildungen modifiziert aus
Garbers et al., 2012.

wird sezerniert von Makrophagen, Osteoblasten, Myozyten und T-Zellen (Bendtzen,
1988). Daraus ergibt sich auch dessen pleiotrope Wirkung: IL-6 stimuliert z.B. B-Zellen
zur Differenzierung in Plasmazellen, T-Zellen zur Differenzierung in cytotoxische T-Zellen,
inhibiert das Wachstum von einigen Tumorzellen und ist beteiligt an der Akute-Phase-
Protein-Produktion in der Leber (Kamimura et al., 2003). IL-6 ist wesentlich beteiligt
an chronisch-entzündlichen Erkrankungen wie rheumatiode Arthritis oder Morbus Crohn
(Chalaris et al., 2011).
IL-11 ist ebenfalls in Reaktionen von Entzündung und Immunabwehr involviert. Freige-
setzt wird es durch Osteoblasten, Fibroblasten oder Chondrozyten, obwohl die Haupt-
quelle von IL-11 im Körper bis heute noch ungeklärt ist (Putoczki und Ernst, 2010).
Die Funktionen von IL-11 sind ebenso vielfältig wie die von IL-6: Es fördert die IgG-
Produktion von Plasmazellen, stimuliert die Hämatopoese, steigert die Knochenabsorp-
tion von Osteoklasten und führt zu regenerativen Effekten in der intestinalen Mukosa
(Putoczki und Ernst, 2010). IL-11 regt wegen seiner proliferationsfördernden Wir-
kung insbesondere Krebszellen zum Wachstum an, vor allem gastrointestinale Tumorzel-
len epithelialer Herkunft (Putoczki und Ernst, 2010). Auf der anderen Seite wirkt es
protektiv auf Myokardzellen, indem es über STAT3-Aktivierung Apoptose vermindert,
die Kapillarendichte erhöht und übermäßiges Remodeling mit Fibrosierung verhindert
(Obana et al., 2010).
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1.3 Die alpha-Rezeptoren von IL-6 und IL-11

Im Folgenden sollen die α-Rezeptoren von IL-6 und IL-11 hinsichtlich ihres Aufbaus und
ihres Vorkommens auf humanen Zelltypen näher betrachtet werden.
Analog zu den in Abschnitt 1.2 beschriebenen Wirkungsweisen von IL-6 und IL-11 wer-
den ihre α-Rezeptoren nur auf wenigen Zelltypen exprimiert: IL-6R findet sich z.B. auf
Hepatozyten, Leukozyten und Makrophagen (Chalaris et al., 2011); IL-11R wird z.B. in
Kardiomyozyten, Thymus- und Knochenzellen exprimiert (Obana et al., 2010; Putoczki

und Ernst, 2010). Der IL-11R ist auch auf einigen Tumorzellen, wie z.B. bei Leukämie,
vermehrt vorhanden (Karjalainen et al., 2015; Putoczki und Ernst, 2015). Der für
beide Zytokine signaltransduzierende β-Rezeptor gp130 wird im Gegensatz dazu ubiqui-
tär exprimiert.
Beide Rezeptortypen zeigen einen ähnlichen strukturellen Aufbau aus drei extrazellulären
Domänen (D1, D2, D3) und jeweils einer Stalk-Region (S), einer Transmembran-Region
(TM) und einer intrazellulären Domäne (ICD, siehe Abbildung 1.3). D1 stellt die Ig-
ähnliche Domäne (Ig) dar, D2 und D3 die Fibronectin-Typ III-Domänen (FN III), die
gemeinsam das Zytokin-bindende Modul (CBM) bilden. Die intrazelluläre Domäne un-
terscheidet sich wesentlich in der Größe: beim IL-11R enthält sie 31 Aminosäuren, beim
IL-6R 82 Aminosäuren (Heinrich et al., 1998). Obwohl sie nicht an der Rekrutierung von
gp130 und der Signaltransduktion beteiligt ist, wird der ICD, zumindest für den IL-6R,
eine Funktion bei der basolateralen Sortierung der α-Rezeptoren zugesprochen (Martens

et al., 2000).
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Abbildung 1.3: Aufbau von IL-6R und IL-11R: Die dünnen gewellten Linien stellen die vier
konservierten Cysteinreste dar, der dicke schwarze Balken die WSXWS-Motive
(modifiziert aus Heinrich et al., 1998). Der kleine schwarze Pfeil markiert
die ADAM17-Schnittstelle zwischen den As Gln357 und Asp358. Die anderen
Bezeichnungen sind oben im Text näher erläutert.

1.4 Klassischer und Trans-Signalweg

Wie in den vorherigen Abschnitten bereits erwähnt ist neben dem Zytokin und dem α-
Rezeptor des Zytokins auch der β-Rezeptor gp130 für die Signaltransduktion wichtig. Die-
ser wird ubiquitär exprimiert. Die Signaltransduktion erfolgt über Phosphorylierung von
Tyrosinresten in der intrazellulären Domäne von gp130. Gp130 besteht extrazellulär aus
sechs Domänen mit einer Ig-ähnlichen- und fünf Fibronectin-Typ III-Domänen. Domäne
2 und 3 bilden das CBM. Der intrazelluläre Teil enthält sechs Tyrosinreste (Heinrich

et al., 2003, siehe Abbildung 1.5A). Zur Rekrutierung von gp130 ist zunächst die Bindung
des Zytokins an dessen α-Rezeptor nötig. Über die Art der Rekrutierung von Zytokin und
α-Rezeptor gibt es zwei wesentliche Hypothesen: Entweder bilden zwei Zytokin/Zytokin-
rezeptorkomplexe zusammen mit zwei Molekülen gp130 eine Hexamerstruktur, oder nur
ein Zytokin/Zytokinrezeptorkomplex rekrutiert zwei gp130-Moleküle zur Signaltransduk-
tion (als Tetramer, Grötzinger et al., 1999). Dies gilt gleichermaßen für den IL-6- wie
für den IL-11-Signalweg. Hier soll der besseren Übersichtlichkeit geschuldet das Modell
des Tetramers vorgestellt werden.
Im Anschluss startet die intrazelluläre Signalkaskade des JAK/STAT-, MAPK- und PI3K-
Signalwegs (siehe Abschnitt 1.5).
Diese Bindung des Zytokins an den membranständigen Zytokinrezeptor wird als Klas-
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sischer Signalweg bezeichnet. Das Ansprechen der Körperzellen auf das Zytokin wird
durch das Vorhandensein des α-Rezeptors determiniert, da gp130 von allen Zellen expri-
miert wird (Garbers et al., 2012).
Neben dem Klassischen Signalweg ist für IL-6 auch ein Trans-Signalweg bekannt. Hier
entsteht ein löslicher IL-6R ohne Transmembran- und intrazelluläre Region entweder durch
alternatives Splicing der mRNA oder durch limitierte Proteolyse (Chalaris et al., 2011).
Für die proteolytische Prozessierung des IL-6R sind bisher ADAM10 und ADAM17 iden-
tifiziert worden. Sie schneiden den Rezeptor von der Zelloberfläche ab und dieser kann
dann nach Zytokinbindung auch Zellen erregen, die keinen membranständigen IL-6R be-
sitzen (Rose-John und Heinrich, 1994). Für ADAM17 ist die genaue Schnittstelle für
den IL-6R bekannt: er wird zwischen den Aminosäuren Gln357 und Asp358 prozessiert
(Müllberg et al., 1993b siehe auch Abbildung 1.2). Bei ADAM10 ist die genaue Schnitt-
stelle bisher nicht bekannt.
Der Trans-Signalweg eröffnet die Möglichkeit alle Zellen des Körpers zu erreichen, un-
abhängig davon, ob sie den α-Rezeptor exprimieren oder nicht. Trans-Signaling findet
vor allem bei Entzündung statt, während regenerative Effekte und Akute-Phase-Protein-
Bildung über den Klassischen Signalweg des IL-6 vermittelt werden (Garbers et al.,
2012). Bedeutung und Funktion des Trans-Signalwegs gewinnen an Zuwachs, wenn man
die Entwicklung eines Fc-Fusionsproteins von löslichem gp130 betrachtet, um diesen zu
unterbinden. Therapeutisch ist dies bei chronischen Entzündungen wie Morbus Crohn
bedeutsam, wenn dabei nur der Trans-Signalweg unterbunden wird, nicht aber der Klas-
sische Signalweg von IL-6 (Rose-John et al., 2007; Waetzig und Rose-John, 2012).
Für IL-11 ist bisher kein Trans-Signalweg beschrieben worden. Dies ist vor allem da-
durch erstaunlich, da IL-6R und IL-11R sich strukturell sehr ähnlich sind und vermutet
wird, dass z.B. für die Protease ADAM17 eher eine strukturelle Gesamtarchitektur für die
Bindung wichtig ist, als eine bestimmte Aminosäuresequenz der Schnittstelle (Garbers

et al., 2011b).

7



1 Einleitung

Abbildung 1.4: Schematische Darstellung des klassischen und des Trans-Signalwegs. Der klas-
sische Signalweg findet für den IL-6- und den IL-11-Signalweg statt. Der Trans-
Signalweg ist bisher nur für IL-6 beschrieben.

1.5 Intrazelluläre Signaltransduktion

IL-6 und IL-11 führen intrazellulär zu vielfältigen Signalkaskaden. Hier sollen die drei
wichtigsten kurz erläutert werden.
Den wichtigsten Signalweg stellt der JAK/STAT-Signalweg dar. Die Janus-Kinase (JAK)
bindet am N-terminalen Tyrosinrest (Y683) von gp130. Die signal transducer and activator

of transcription (STAT) werden an den vier C-terminalen Tyrosinresten phosphoryliert:
An allen phosphoryliert die Kinase JAK STAT3, nur an Y905 und Y915 wird auch STAT1
phosphoryliert (Eulenfeld et al., 2012, siehe auch Abbildung 1.5A). Zwei phosphory-
lierte STAT-Moleküle bilden ein Homodimer, wandern in den Zellkern und aktivieren
Transkriptionsfaktoren für Proliferation und anti-Apoptose (Fukada et al., 1998). Für
gastrointestinale Tumoren konnte eine erhöhte STAT3-Aktivität vor allem durch IL-11
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nachgewiesen werden (Putoczki et al., 2013).
An Tyrosin759 binden zusätzlich supressor of cytokine signalling 3 (SOCS3) und SHP2.
SOCS3 wirkt durch Inhibition regulierend auf den STAT3-Signalweg, während SHP2 als
Adapterprotein für die Aktivierung weiterer Signalkaskaden wie MAPK (mitogen activa-

ted protein kinase)-Kaskade und PI3K(phosphatidyl-inosytol-3-kinase)-Kaskade fungiert.
Dies geschieht über Rekrutierung des growth factor receptor bound protein (Grb)2 und
Gab1 (Eulenfeld et al., 2012). Der MAPK-Signalweg fungiert als Mitose-Signal, PI3K-
Signalweg führt zuletzt zu Zellwachstum und Zellüberleben (Heinrich et al., 2003).

Abbildung 1.5: A: Schematische Darstellung von gp130 und die Phoyphorylierungsstellen in-
trazellulärer Signalmoleküle. Ig: Ig-ähnliche Domäne, FNIII: Fibronectin Typ
III-Domänen, CBM: Cytokin-bindendes Modul, TM: Transmembran-Region,
ICD: Intrazelluläre Domäne.
B: Aufbau der ADAM-Proteasen. MPD: Metalloproteasen-Domäne mit Zink
im katalytischen Zentrum, DID: Disintegrin-Domäne, EGF: EGF-ähnliche Do-
mäne, TM: Transmembran-Domäne, ICD: Intrazelluläre Domäne, PM: Plas-
mamembran.

1.6 Limitierte Proteolyse und die Proteasen ADAM10

und ADAM17

Wie in Abschnitt 1.4 beschrieben, wird der IL-6R proteolytisch gespalten. Diese Spaltung
durch Proteasen wird als Shedding bezeichnet und resultiert in löslichen Rezeptorformen.
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Es wird vermutet, dass 10% aller Oberflächenproteine von somatischen Zellen proteoly-
tisch prozessiert werden (Scheller et al., 2011a). Shedding stellt einen wichtigen Regu-
lationsmechanismus dar, der Proteine an der Zelloberfläche herunterreguliert, oder freie
Zytokine in der Zellumgebung abfängt, indem lösliche Rezeptoren sie binden. In diesem
Fall wirkt der lösliche Rezeptor als Antagonist, wie z.B. bei TNF-α. Ein Sonderfall ist hier
der lösliche IL-6R, der als Agonist wirkt und im Komplex mit IL-6 andere Zellen erregen
kann (Scheller et al., 2011a).
Die wichtigsten bisher erforschten Proteasen für das IL-6R-Shedding im Menschen sind
ADAM10 und ADAM17. Deren Bedeutung macht sich besonders bei Fehlen der Proteasen
bemerkbar, denn sie sind zum Beispiel beteiligt bei der Entwicklung des Nervensystems,
der Fertilisation und inflammatorischen Prozessen (Seals und Courtneidge, 2003).
ADAM17-Knock Out-Mäuse sind zudem nicht überlebensfähig (Peschon et al., 1998).

ADAMs (A Disintegrin And Metalloproteinase) sind glykosylierte Typ I-Transmembran-
proteine mit einer durchschnittlichen Größe von 750 Aminosäuren, die zur Klasse der
Zink-Proteasen-Superfamilie zählen (Seals und Courtneidge, 2003). Sie zeigen folgen-
den typischen Aufbau (Abbildung 1.5B):
Als erstes die N-terminale Signalsequenz zur Bestimmung des sekretorischen Weges, ge-
folgt von einer Prodomäne, die die korrekte Faltung der Protease vermittelt (Roghani

et al., 1999), aber auch inhibitorisch auf sie einwirken kann (Moss et al., 2007). Die Pro-
domäne wird meist schon intrazellulär durch Pro-Protein-Konvertasen im Golgi-Apparat
entfernt (Lum et al., 1998). C-terminal der Prodomäne befindet sich die Metalloproteinase-
Domäne, die für das Ectodomänen-Shedding verantwortlich ist (Seals und Courtneid-

ge, 2003), gefolgt von der Disintegrin-Domäne. Die Disintegrin-Domäne interagiert mit
Integrinen und beeinflusst so Zelladhäsion und Zell-Zell-Kontakte (Edwards et al., 2008).
Proximal zur Zellmembran befindet sich eine EGF-ähnliche (cystein-reiche) Domäne. Die-
se übt eine regulierende Wirkung auf die Funktionen der anderen Domänen aus und ist
vermutlich bei der Substraterkennung von Bedeutung (Caescu et al., 2009). Es folgt
die Transmembrandomäne und die intrazelluläre Domäne. Diese ist zwischen den ver-
schiedenen ADAMs sehr variabel in Länge und Sequenz und zuständig für intrazelluläre
Signalprozesse (z.B. inside-out- und outside-in-Signalwege, Edwards et al., 2008).
ADAM10 und ADAM17 werden in allen somatischen Zellen des Körpers exprimiert und
stellen die wichtigsten ’Sheddasen’ im Menschen dar (Edwards et al., 2008). Da sie auch
beide den humanen IL-6R prozessieren (Garbers et al., 2011b), wurden sie in dieser Ar-
beit verwendet, um das Shedding von IL-6R und IL-11R zu untersuchen.
Tabelle 1.1 zeigt die bis zum Zeitpunkt dieser Arbeit identifizierten Substrate von ADAM10
und ADAM17. Es fällt auf, dass sie zwar einige Substrate gemeinsam prozessieren, jedoch
auch spezifisch Substrate schneiden. ADAM10 wird induziert durch Calcium-Einstrom
(z.B. durch Ionomycin als Calcium-Ionophor (Hundhausen et al., 2007), oder über den
P2X7-Rezeptor nach BzATP-Stimulation (Garbers et al., 2011b)), ADAM17 durch den
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Phorbol-Esther PMA (phorbol-12-myristate-13-acetate, Walev et al., 1996), Apoptose
(Chalaris et al., 2007) und Cholesterol-Depletion (Matthews et al., 2003). Für diese
Arbeit wurde für ADAM10 zur Stimulation Ionomycin eingesetzt, für ADAM17 PMA.
Für beide Proteasen existieren zudem spezifische Inhibitoren. ADAM17-Inhibitoren sollen
teilweise zur Therapie von rheumatoider Arthritis eingesetzt werden und befinden sich in
klinischen Studien (BMS-561392, TMI-005, GI5402, R618, Moss et al., 2008). In Ludwig

et al., 2005 ist der Inhibitor GW280264X beschrieben, der ADAM10 und ADAM17 glei-
chermaßen hemmt. Ebenfalls entwickelte diese Arbeitsgruppe den ADAM10-spezifischen
Inhibitor GI254023X, der ADAM10 100 x potenter hemmt als ADAM17. GI254023X wird
in dieser Arbeit eingesetzt, um spezifische ADAM10-vermittelte Reaktionen nachzuwei-
sen.
Nach Fertigstellung dieser Arbeit wurden weitere Inhibitoren von ADAM10 und ADAM17
identifiziert: Der murine Antikörper 8C7 (Atapattu et al., 2012) blockiert die Substrat-
Bindestelle der ADAM10-C-Domäne (Cystein-reiche Domäne, in dieser Arbeit als Teil der
EGF-Domäne bezeichnet) und unterbindet somit die Eph/ephrin Signalbildung. Huma-
ner D1(A12) Antikörper (Tape et al., 2011) wurde als spezifischer Inhibitor von ADAM17
neu entdeckt und bindet als cross-domain-Ak die gesamte Ektodomäne.
Beide Antikörper binden im Gegensatz zu den bisherigen nicht oder nicht nur die ka-
talytische Domäne, können aber trotzdem das Shedding inhibieren. Ob sich diese Ak
im Vergleich zu den oben beschriebenen Ak als Inhibitoren der ADAM-Proteasen besser
eignen konnte in dieser Arbeit nicht mehr überprüft werden.
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Tabelle 1.1: Übersicht über wichtige Substrate von ADAM10 und ADAM17
Protease Substrate Referenzen

ADAM10 ACE2 Jia et al., 2009

Amyloid precursor protein (APP) Slack et al., 2001; Allinson et al., 2003

Annexin A1 Blume et al., 2012

Axl Budagian et al., 2005

Betacellulin Sahin et al., 2004

Bri2/Itm2b Martin et al., 2008

CADM1 Nagara et al., 2012

CD23 Moss und Rasmussen, 2007; Lemieux et al., 2007

CD30 Eichenauer et al., 2007

CD44 Nagano et al., 2004

CD91/LRP1/APOER Liu et al., 2009

Cellular prion protein PrPc
Cissé et al., 2005

c-Met Kopitz et al., 2007; Schelter et al., 2010

Collagen IV Millichip et al., 1998

Collagen XVII Franzke et al., 2004

CXCL1/Fractalkine Schulte et al., 2007; Hundhausen et al., 2007

CXCL16 Schulte et al., 2007

Delta-like ligand-1 (Dll-1) Six et al., 2003

Desmoglein-2 Bech-Serra et al., 2006

E-Cadherin Maretzky et al., 2005a

EGF Sahin et al., 2004

Ephrin A2 Hattori et al., 2000

Ephrin A5 Janes et al., 2005

F11R, JAM-A Koenen et al., 2009

Fas-ligand Kirkin et al., 2007

FcalphaR, CD89 Peng et al., 2010

GPNMB/Osteoactivin Rose et al., 2010

GPVI Bender et al., 2010

Her2/neu (ERBB2) Li et al., 2007

IL-6Rα Matthews et al., 2003

Klotho Chen et al., 2007

L1-CAM Mechtersheimer et al., 2001

LAG-3 Li et al., 2007

LOX-1 Mitsuoka et al., 2009

LYPD3, C4.4A Esselens et al., 2008

MICA Waldhauer et al., 2008

N-Cadherin Reiss et al., 2005

Nectin-1 Kim et al., 2010

Notch Pan und Rubin, 1997

NRP-1 Swendeman et al., 2008

PDGRFβ Mendelson et al., 2010

Pmel17 Kummer et al., 2009

Pro-betacellulin Sahin et al., 2004

Pro-EGF Sahin et al., 2004

Proto-cadherin-γ C3 und B4 Reiss et al., 2006

Protocadherin-12 Bouillot et al., 2011

RAGE Zhang et al., 2008

Robo Coleman et al., 2010

Thyrotropin Receptor (TSHR) Kaczur et al., 2007

TNF Hikita et al., 2009

TRANCE/RANKL Hikita et al., 2006

VE-Cadherin Schulz et al., 2008

12



1 Einleitung

VEGFR2 Donners et al., 2010

ADAM17 ACE2/ SARS-CoV Rezeptor Haga et al., 2008; Lambert et al., 2008

ALCAM Bech-Serra et al., 2006

Amyloid precursor protein (APP) Buxbaum et al., 1998; Slack et al., 2001

APLP2 Jacobsen et al., 2010

AREG Sunnarborg et al., 2002

CA9 Zatovicova et al., 2005

CD163 Etzerodt et al., 2010

CD30 Hansen et al., 2004

CD40 Contin et al., 2003

CD44 Nagano et al., 2004

CD62L Peschon et al., 1998

CD91/LRP1/APOER Liu et al., 2009

Cellular prion protein PrPc
Alfa Cissé et al., 2007

Collagen XVII Franzke et al., 2004

Colony stimulating factor-1 CSF-1 Horiuchi et al., 2007

CSF1R, M-CSFR Rovida et al., 2001

CX3CL1/Fractalkine Schulte et al., 2007

Delta-like ligand-1 (Dll1) Dyczynska et al., 2007

Desmoglein-2 Bech-Serra et al., 2006

EpCAM Maetzel et al., 2009

EPCR Qu et al., 2007

Epigen Sahin und Blobel, 2007

ErbB4/HER4 Määttä et al., 2006

EREG Sahin et al., 2004

F11R, JAM-A Koenen et al., 2009

FcalphaR, CD89 Peng et al., 2010

FLT3L Horiuchi et al., 2009

GP Dolnik et al., 2004

GPIba Bergmeier et al., 2004

GPV Rabie et al., 2005

GPVI Bender et al., 2010

HB-EGF Merlos-Suárez et al., 2001

ICAM-1 Tsakadze et al., 2006

IL-1 Rezeptor-II Reddy et al., 2000

IL-6Rα Althoff et al., 2000

Jagged Parr-Sturgess et al., 2010

KDR, VEGFR2 Swendeman et al., 2008

Kit ligand-1 und -2 Kawaguchi et al., 2007

Klotho Chen et al., 2007

L1-CAM Maretzky et al., 2005b

LAG-3 Li et al., 2007

L-selectin Peschon et al., 1998

LTA Young et al., 2010

LYPD3, C4.4A Esselens et al., 2008

M6P/ IGF2R Leksa et al., 2011

MICA Waldhauer et al., 2008

MICB Boutet et al., 2009

MUC-1 Thathiah et al., 2003

N-CAM Kalus et al., 2006

Nectin-4, PVRL4 Fabre-Lafay et al., 2005

Neuroregulin Yokozeki et al., 2007

Neurotrophin Rezeptor p75NTR Weskamp et al., 2004

Notch1 Brou et al., 2000
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NPR (neuronal pentraxin receptor) Cho et al., 2008

NRG1, Heregulin Montero et al., 2000

P55 TNF Rezeptor Reddy et al., 2000

P75 TNF Rezeptor Peschon et al., 1998; Reddy et al., 2000

Pmel17 Kummer et al., 2009

Pre-adipocyte factor-1 (Pref-1) Wang und Sul, 2006

Pro-Amphiregulin Sahin et al., 2004; Gschwind et al., 2003

Pro-epiregulin Sahin et al., 2004

Pro-HB-EGF Sahin et al., 2004; Schäfer et al., 2004

Pro-TGF-α Kenny und Bissell, 2007; Peschon et al., 1998; Sahin

et al., 2004

Pro-TNF-α Black et al., 1997; Moss et al., 1997

PTP-LAR Ruhe et al., 2006

Ptprz Chow et al., 2008

SDC1, SDC4 Pruessmeyer et al., 2010

Semaphorin 4D Zhu et al., 2007

SORCS-1,-3 Hermey et al., 2006

SORL1, SORLA Hermey et al., 2006

SORT1 Hermey et al., 2006

TGFα Peschon et al., 1998

TMEFF2 Ali und Knaüper, 2007

TRANCE/RANKL Lum et al., 1999

TrkA Neurotrophin Rezeptor Díaz-Rodríguez et al., 2002

Vacuolar protein sorting Vps10-p Hermey et al., 2006

VASN Malapeira et al., 2011

VCAM-1 Garton et al., 2003; Singh et al., 2005

Wachstumshormonrezeptor Schantl et al., 2004
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2 Ziel dieser Arbeit

Diese Arbeit befasst sich mit der proteolytischen Prozessierung von IL-6R und IL-11R.
Dabei sollen die für den Menschen wichtigen Proteasen ADAM10 und ADAM17 als Shed-
dasen dieser beiden Rezeptoren betrachtet werden.
Für den IL-6R ist bekannt, dass er von ADAM17 (Müllberg et al., 1994) und ADAM10
(Garbers et al., 2011b) prozessiert wird. Allerdings ist nach wie vor unklar, wodurch
ADAM17 zwischen Substrat und Nicht-Substrat unterscheiden kann.
Für den IL-11R wurde bisher kein Shedding durch ADAM17 nachgewiesen (Tacken,
2002). Diese Arbeit soll sich diesem Umstand näher widmen, da IL-6R und IL-11R sich
strukturell sehr ähnlich sind. Weiter werden andere Proteasen gesucht, die den IL-11R
prozessieren.
Drittens soll ein IL-6R entstehen, der nicht mehr durch ADAM17 prozessiert wird. Bisheri-
ge Versuche, den IL-6R Trans-Signalweg durch Veränderungen an der ADAM17-Protease
zu unterbinden, waren nicht erfolgreich. Die embryonale Lethalität von ADAM17−/−-
Mäusen unterstreicht die große Bedeutung dieser Protease. Ein IL-6R, der den klassischen
Signalweg noch vermitteln kann, nicht aber den Trans-Signalweg, stellt ein gutes in vivo-
Modell dar, um in Mausmodellen die Bedeutung des IL-6 Trans-Signaling zu untersuchen.
Effekte eines fehlenden Trans-Signalwegs auf Immunsystem und Entzündungsreaktionen
könnten so in Zukunft betrachtet werden, ohne dass wichtige Funktionen von ADAM17
ausgeschaltet werden.
Viertens soll umgekehrt ein IL-11R entstehen, der durch ADAM17 geshedded werden
kann. Ein Trans-Signalweg des IL-11R ist bisher nicht beschrieben und dessen Auswir-
kungen auf den Organismus deshalb bisher auch nicht untersucht.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Antibiotika

Ampicillin Carl Roth GmbH, Karlsruhe f.c. 100μg/ml

Puromycin PAA Laboratories GmbH, Cölbe f.c. 1,5μg/ml

3.1.2 Antikörper

Primäre Antikörper

α-humaner IL-6-Rezeptor Monoklonaler Antikörper aus der Maus (Klon 4-11).
Bindet ein Epitop an Domäne 1 des extrazellulären Teils
des IL-6-Rezeptors. Herstellung beschrieben in Chalaris

et al., 2007. Konzentration 1 mg/ml, verwendete
Verdünnungen: Western Blot 1:1000, ELISA 1:1000.

α-humaner IL-11-Rezeptor Monoklonale Antikörper gegen extrazelluläre Epitope des
IL-11-Rezeptors (C4.2 und E24.2 Stalk-Region, E27
Domäne 1). Zur Verfügung gestellt von Gerhard
Müller-Newen (RWTH Aachen, Tacken, 2002; Blanc

et al., 2000). Zur Verdeutlichung der Bindeeigenschaften
dieser Antikörper befindet sich ein Cartoon im Anhang
(Abbildung 6.3). Konzentrationen der Stocklösungen:
C4.2 2,1μg/ml PBS, E24.2 1μg/μl, bei E27 war die
Konzentration der Stocklösung unbekannt.
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α-humaner IL-11-Rezeptor

E24.2 biot.

Biotinylierter, monoklonaler Antikörper, bindet in der
Stalk-Region des extrazellulären Teils des
IL-11-Rezeptors. Zur Verfügung gestellt von Gerhard
Müller-Newen (RWTH Aachen, Blanc et al., 2000).
Konzentration der Stocklösung 925μg/ml.

α-β-actin Monoklonaler Antikörper aus der Maus (C4, sc-4778,
Santa Cruz Biotechnology) zur Ladekontrolle,
Konzentration 200μg/ml PBS, Verdünnung für Western
Blot: 1:1000.

α-Phospho-Stat3 Monoklonaler Antikörper aus dem Kaninchen, gelöst in
5% BSA/TBS-T, Konzentration 150μg/ml, Verdünnung
für Western Blot: 1:1000, Cell Signaling Technology, Inc.,
Danvers (USA).

α-Stat3 Monoklonaler Antikörper aus der Maus, gelöst in 5%
BSA/TBS-T, Konzentration 79μg/ml, Verdünnung für
Western Blot: 1:1000, Cell Signaling Technology, Inc.,
Danvers (USA).

α-Myc-Tag 71D10 Monoklonaler Antikörper aus dem Kaninchen,
Konzentration 125μg/ml, Verdünnung für Western Blot:
1:1000, Immunopräzipitation: 1:200, Cell Signaling
Technology, Inc., Danvers (USA).

Sekundäre Antikörper

α-mouse-POD ImmunoPure Peroxidase Conjugated Goat Anti-mouse
IgG (H+L), Konzentration 0,8 mg/ml, Verdünnung
1:5000 (Western Blot), Thermo Fisher Scientific, Perbio
Science Deutschland, Bonn.

α-rabbit-POD ImmunoPure Peroxidase Conjugated Goat Anti-rabbit
IgG (H+L), Konzentration 0,8 mg/ml, Verdünnung
1:5000 (Western Blot), Thermo Fisher Scientific, Perbio
Science Deutschland, Bonn.

FACS-α-mouse IgG (H+L) Fluorescein (FITC)-conjugated Affini Pure F(ab’)2
Fragment aus der Ziege, Konzentration 1,5 mg/ml,
Verdünnung 1:100, Jackson Immuno Research, West
Grove, PA (USA).
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Baf227/ α-humaner

IL-6-Rezeptor-Alpha

Biotinylierter IgG Antikörper aus der Ziege,
Konzentration 100μg/ml, Verdünnung für ELISA:
1:1000, R&D Systems, Minneapolis (USA).

3.1.3 Chemikalien

Tabelle 3.3: Übersicht der in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien

Substanz Hersteller

Acrylamid-Mix Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Agar AppliChem GmbH, Darmstadt

Agarose Biozym Scientific GmbH, Oldendorf

Ammoniumpersulfat (APS) Merck KGaA, Darmstadt

BSA Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg

Bromphenolblau Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Dimethylsulfoxid AppliChem GmbH, Darmstadt

Ethanol AppliChem GmbH, Darmstadt

Ethidiumbromid Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Ethylendiaminetetraacetic acid
(EDTA)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Ficoll-Paque Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach

Glycerol Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Glycine Merck KGaA, Darmstadt

Isopropanol AppliChem GmbH, Darmstadt

LB-Medium Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

β-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Methanol AppliChem GmbH, Darmstadt

Milchpulver Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Natriumchlorid Merck KGaA, Darmstadt
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Potassium acetat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Schwefelsäure AppliChem GmbH, Darmstadt

SDS Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Succrose Merck KGaA, Darmstadt

TEMEM Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Tris-HCl Merck KGaA, Darmstadt

Trypan Blue Biochrom AG, Berlin

Tween-20 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

3.1.4 Enzyme

Alle Enzyme (Restriktionsenzyme, Polymerasen etc.) wurden von Fermentas GmbH (St.
Leon-Roth) oder Thermo Fisher Scientific (Perbio Science Deutschland, Bonn) bezogen.

3.1.5 Größenmarker

Die für diese Arbeit verwendeten Größenmarker stammen alle von der Firma Fermentas
GmbH (St. Leon-Roth). Für die Größenbestimmung von DNA wurden der GeneRuler

1 kb DNA-Ladder (250-10.000 bp) oder der GeneRuler Express DNA ladder (100-5000 bp)
verwendet; für Proteine der PageRuler prestained protein ladder (10-170 kDa).

3.1.6 Kits

Folgende Kits wurden im Rahmen dieser Arbeit verwendet:

Tabelle 3.4: Übersicht der verwendeten Kits

Methode Verwendetes Kit

Bestimmung von
Proteinkonzentrationen

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

DNA-Extraktion aus Agarosegelen,
Reinigung von PCR-Produkten,
Entfernung von Enzymen aus einem
Reaktionsansatz

NucleoSpin Extract II (Machery-Nagel GmbH &
Co. KG, Düren)
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Proliferationsassay CellTiter-Blue Cell Viability Assay (Promega
GmbH, Mannheim)

Midi-Präparation von Plasmid DNA NucleoBond Xtra Midi (Machery-Nagel GmbH
& Co. KG, Düren)

Deglykosylierung von Proteinen PNGaseF-Kit, New England Biolabs Inc.,
Ipswich, Großbritannien

Isolierung von Monozyten Monocyte Isolation Kit II und CD14
MicroBeads human, Miltenyi Biotec GmbH,
Bergisch Gladbach

3.1.7 Kulturmedien

Bakterien

Lysogeny-Broth-(LB)-Medium 10 g NaCl
10 g Pepton
5 g Hefeextrakt
ad 1000 ml

Lysogeny-Broth-(LB)-Platten 10 g NaCl
10 g Pepton
5 g Hefeextrakt
20 g Agar
ad 1000 ml

Die Zusammensetzung der Medien wurde Bertani, 1951 entnommen.
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Zellkultur

DMEM (-/-) Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM), high Glu-
cose (4,5 g/l), with stable Glutamine

DMEM (+/+) Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM), high
Glucose (4,5 g/l), with stable Glutamine, zusätzlich
mit 10% fetalem Kälberserum (FCS) und 1% Penicil-
lin/Streptomycin

Williams E Medium für
Rattenhepatozyten

2 mmol/L Glutamin, 100 U/ml Penicillin, 0,1 mg/ml
Streptomycin, 0,1μmol/l Dexamethason, 0,1μmol/l In-
sulin, 5% FCS

RPMI 1640 Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640, L-
Glutamin, ergänzt mit 10% fetalem Kälberserum (FCS)
und 1% Penicillin/Streptomycin

Alle benutzten Medien sowie Trypsin/EDTA und Penicillin/Streptomycin stammen von
Life Tecgnologies GmbH, Darmstadt.

3.1.8 Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide sind in Tabelle 3.5 aufgeführt.

Tabelle 3.5: Verwendete Oligonukleotide

Name des

Primers

Nukleotidsequenz

I-1 5’-GTACCAGGTTACCCCCGACGCCTGCGAGCC-3’

I-2 5’-AGAAAGGATTCCCAAAGAGGGCAGTGGTACTGAAGA-3’

I-3 5’-TCTTCAGTACCACTGCCCTCTTTGGGAATCCTTTCT-3’

I-4 5’-CTCGAGCGGCCGCCTACAGGTTTGGAGCTCCTGG-3’

IV-1 5’-GTACCAGGTTACCCCCGACGCCTGCGAGCC-3’

IV-2 5’-TGGAGGACTCCTGGATTCTGTGCTCGGAGTTCCCCAGGC-3’

IV-3 5’-GCCTGGGGAACTCCGAGCACAGAATCCAGGAGTCCTCCA-3’

IV-4 5’-CGAGCGGCCGCTTATCTGGGGAAGAAGTAGTC-3’
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VII-2 5’-AGCAACCAGGAATGTCGCCAGCACAGCTAC-3’

VII-3 5’-GTAGCTGTGCTGGCGACATTCCTGGTTGCT-3’

6TM-1 5’-TCAGTACCACTGCCCTCTTTGGGAATCCTT-3’

6TM-2 5’-CGTCTTCTTGAACCTCAGCCAGAGCCCCAG-3’

6TM-3 5’-CTGGGGCTCTGGCTGAGGTTCAAGAAGACG-3’

6TM-6 5’-AAGGATTCCCAAAGAGGGCAGTGGTACTGA-3’

V-1 5’-TGGAGCGGCCTGAGGCACGTGGTG-3’

V-2 5’-ACCCCGTCTCAGCCTCAGAACAATGGCAAT-3’

V-3 5’-ATTGCCATTGTTCTGAGGCTGAGACGGGGT-3’

VIII-2 5’-TGGTATGGTCCCAGTCCAAGGCGTGCCCAT-3’

VIII-3 5’-ATGGGCACGCCTTGGACTGGGACCATACCA-3’

IX-2 5’-AGAAGAATCTTGCACCCTGTGATCAAGTAG-3’

IX-3 5’-CTACTTGATCACAGGGTGCAAGATTCTTCT-3’

X-2 5’-CTGCTCCACAGAGTCTGGGAGGCTTGTCGC-3’

X-3 5’-GCGACAAGCCTCCCAGACTCTGTGGAGCAG-3’

3.1.9 Plasmide

pcDNA3.1 Vektor für transiente und stabile Proteinexpression in Säugetierzellen von
Invitrogen (Carlsbad, California (USA))

pMOWS Expressionsvektor für retrovirale Transduktion von Säugetierzellen; enthält Re-
sistenzgene für die Selektion mittels Ampicillin und Puromycin (Ketteler et al.,
2002).

3.1.10 Puffer und Lösungen

Tabelle 3.6: In dieser Arbeit verwendete Puffer und Lösungen

Puffer/ Lösung Bestandteile/Zusammensetzung

Blocking Puffer
(Western Blot)

5% Milchpulver in TBS-T
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DNA-Probenpuffer (6-fach)
für Agarosegele

20% (m/V) Glycerol in TBE-Puffer
0,1% (m/V) Bromphenolblau
0,1% Xylencyanol

FACS-Puffer 0,5% BSA in PBS

Laemmli-Puffer (5-fach)
(SDS-PAGE)

10% (m/V) SDS
5% (m/V) ß-Mercaptoethanol
50% (m/V) Glycerol
0,13% (m/V) Bromphenolblau
312 mM Tris-HCl (pH 6,8)

Lysis Puffer (Zelllyse) 150 mM NaCl
2 mM EDTA
50 mM Tris-HCl (pH 7,4)
1% (m/V) Triton X-100
1% (m/V) NP-40
1 mM Na3VO4

1 mM NaF
Proteaseinhibitoren

Phosphate Buffered Saline
(PBS)

150 mM NaCl
8 mM Na2HPO4 (pH 7,4)
1,7 mM NaH2PO4 (pH 7,4)

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

Proteaseinhibitoren COMPLETE Tabletten, Roche (Mannheim)
eine Tablette gelöst in 2 ml PBS ergibt eine 25-fache
Stocklösung

Sammelgelpuffer (5%)
(SDS-PAGE)

1,72 ml H2O
0,5 ml 30% Acrylamid-Mix
380μl 1 M Tris (pH 6,8)
50μl 10% SDS
30μl 10% APS
3μl TEMED

SDS Laufpuffer
(SDS-PAGE)

25 mM Tris-HCl (pH 8,3)
192 mM Glycin
0,1% (m/V) SDS
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Solution 1 (S1)
(DNA Mini-Präparation)

50 mM Glucose
25 mM Tris-HCl (pH 8.0)
10 mM EDTA (pH 8.0)
100 nM RNase
Gelagert bei 4◦C

Solution 2 (S2)
(DNA Mini-Präparation)

0,2 M NaOH
1% SDS
Gelagert bei Raumtemperatur

Solution 3 (S3)
(DNA Mini-Präparation)

60 ml 5 M Kaliumacetat (CH3CO2K)
11,5 ml Essigsäure (CH3COOH)
28,5 ml H2O
Gelagert bei 4◦C

Stripping Puffer
(Western Blot)

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

TAE-Puffer (50-fach)
(Agarosegele)

2 M Tris
100 mM EDTA
1 M Essigsäure
ad 1000 ml H2Odd

(pH 8,0)

TBE-Puffer 88 mM Tris
88 mM Borsäure
2,5 mM EDTA
pH 8,0

Transferpuffer (1 l)
(Western Blot)

25 mM Tris
0,1% SDS
20% Methanol
192 mM Glycin
ad 1 l H2O

Trenngelpuffer (10%)
(SDS-PAGE)

4 ml H2O
3,3 ml Acrylamid-Mix
2,5 ml 1,5 M Tris (pH 8,8)
100μl 10% SDS
100μl APS
4μl TEMED
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Tris Buffered Saline (TBS) 10 mM Tris-HCl (pH 8,0)
150 mM NaCl

TBS-T 1% (V/V) Tween-20 in TBS

3.1.11 Rekombinante Proteine

hIL-6 Produziert wie in Dam et al., 1993 beschrieben.

Hyper IL-6 Fusionsprotein aus humanem IL-6 und humanem löslichen IL-6-Rezeptor.
Hergestellt wie von Schroers et al., 2005 beschrieben (vergleiche auch Fischer

et al., 1997).

hIL-11 Bezogen von Immuno Tools GmbH, Friesoythe (Deutschland).

löslicher hIL-11R Recombinant Human IL-11 Rα Fc Chimera, bestellt von R&D Sys-
tems Inc., Minneapolis (Minnesota, USA), Katalognummer: 1977-MR.

3.1.12 Zelllinien

COS7 Immortaliserte Nierenfibroblastenzellen aus dem Affen (Cercopithecus aethiops,
Grüne Meerkatze).

HEK293 Immortaliserte humane embryonale Nierenzellen; etablierte Zelllinie für transi-
ente Transfektionen (ATCC-Nummer: CRL-1573).

Phoenix-Eco Verpackungszelllinie (HEK293T) zur retroviralen Transduktion von Ba/F3-
Zellen, stabil mit cDNA transfiziert (Ketteler et al., 2002); zur Verfügung gestellt
von Garry P. Nolan, Stanford University, Palo Alto (CA, USA).

Ba/F3-gp130 Murine prä-B-Zelllinie, stabil mit cDNA für humanes gp130 transduziert;
kann somit in Abhängigkeit von humanem IL-6 und löslichem IL-6R bzw. Hyper
IL-6 wachsen. War zum Zeitpunkt der Arbeit schon fertiggestellt.

Ba/F3-gp130-hIL-6R Ba/F3-gp130-Zellen, stabil mit cDNA für humanen IL-6R trans-
duziert; können somit in Abhängigkeit von humanem IL-6 wachsen; beschrieben in
Fischer et al., 1997 und Vollmer et al., 1999.

Folgende Ba/F3-gp130-Zelllinien wurden selbst hergestellt:

Ba/F3-gp130-hIL-11R Ba/F3-gp130-Zellen, stabil mit cDNA für humanen IL-11R trans-
duziert; können somit in Abhängigkeit von humanem IL-11 wachsen.
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Ba/F3-gp130-hIL-11R-S (Chimäre I) Ba/F3-gp130-Zellen, stabil mit cDNA für huma-
nen IL-11R mit Stalk-Region des IL-6-Rezeptors transduziert; können somit in Ab-
hängigkeit von humanem IL-11 wachsen.

Ba/F3-gp130-hIL-11R-TM (Chimäre II) Ba/F3-gp130-Zellen, stabil mit cDNA für hu-
manen IL-11R mit Transmembran-Region des IL-6-Rezeptors transduziert; können
somit in Abhängigkeit von humanem IL-11 wachsen.

Ba/F3-gp130-hIL-11R-ICD (Chimäre III) Ba/F3-gp130-Zellen, stabil mit cDNA für
humanen IL-11R mit intrazellulärer Region des IL-6-Rezeptors transduziert; können
somit in Abhängigkeit von humanem IL-11 wachsen.

Ba/F3-gp130-hIL-11R-S-TM-ICD (Chimäre IV) Ba/F3-gp130-Zellen, stabil mit cD-
NA für humanen IL-11R mit Stalk-, Transmembran- und Intrazellular-Region des
IL-6-Rezeptors transduziert; können somit in Abhängigkeit von humanem IL-11
wachsen.

Ba/F3-gp130-hIL-6R-S (Chimäre V) Ba/F3-gp130-Zellen, stabil mit cDNA für huma-
nen IL-6R mit Stalk-Region des IL-11-Rezeptors transduziert; können somit in Ab-
hängigkeit von humanem IL-6 wachsen.

Ba/F3-gp130-hIL-6R-TM (Chimäre VI) Ba/F3-gp130-Zellen, stabil mit cDNA für hu-
manen IL-6R mit Transmembran-Region des IL-11-Rezeptors transduziert; können
somit in Abhängigkeit von humanem IL-6 wachsen.

Ba/F3-gp130-hIL-6R-ICD (Chimäre VII) Ba/F3-gp130-Zellen, stabil mit cDNA für
humanen IL-6R mit intrazellulärer Region des IL-11-Rezeptors transduziert; können
somit in Abhängigkeit von humanem IL-6 wachsen.

Ba/F3-gp130-hIL-6R-S-TM-ICD (Chimäre VIII) Ba/F3-gp130-Zellen, stabil mit cD-
NA für humanen IL-6R mit Stalk-, Transmembran- und Intrazellular-Region des
IL-11-Rezeptors transduziert; können somit in Abhängigkeit von humanem IL-6
wachsen.

Ba/F3-gp130-hIL-11R-S (10As) (Chimäre IX) Ba/F3-gp130-Zellen, stabil mit cDNA
für humanen IL-11R, bei dem die letzten zehn Aminosäuren der Stalk-Region vom
IL-6-Rezeptor stammen, transduziert; können somit in Abhängigkeit von humanem
IL-11 wachsen.

Ba/F3-gp130-hIL-6R-S (10As) (Chimäre X) Ba/F3-gp130-Zellen, stabil mit cDNA für
humanen IL-6R, bei dem die letzten zehn Aminosäuren der Stalk-Region vom IL-
11-Rezeptor stammen, transduziert; können somit in Abhängigkeit von humanem
IL-6 wachsen.
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3.2 Methoden

3.2.1 Molekularbiologische Methoden

Mini-Präparation von DNA

Verfahren um ligierte Plasmide in kleinen Mengen zu vermehren, um deren Richtigkeit
mittels enzymatischer Spaltung zu überprüfen.
Zu Beginn wurden 2 ml Medium (mit entsprechendem Antibiotikum) mit einer einzelnen
Bakterienkolonie von einer LB-Platte beimpft. Üblicherweise wurden E.coli des Stammes
XL1 blue verwendet. Die Bakterien wuchsen über Nacht bei 37◦C bei 1400 rpm in einem
Schüttler. Am nächsten Tag wurde von jeder Kultur 500μl abpipettiert und bei 4◦C für
eventuelle Midi-Präparation gelagert. Danach wurden die Bakterien in einer Zentrifuge
mit 13000 rpm für 15 min bei Raumtemperatur geerntet. Der Überstand wurde verworfen.
Die Bakterienpellets wurden nun weiter auf Eis behandelt: Zunächst wurden die Pellets
mit 100μl S1 resuspendiert und vorgetextet, bis keine Zellklumpen mehr zu sehen wa-
ren. Anschließend wurden 200μl S2 zugegeben und durch vier- bis sechsmaliges Wenden
gut gemischt (Lyse der Bakterienzellen). Dann wurden 150μl S3 zugegeben und durch
abermaliges Wenden gemischt (Neutralisation). Die Lösungen inkubierten 10 min auf Eis
um das Ausfällen von Proteinen, chromosomaler DNA, und Kalium-Acetat zu verbessern.
Die Proben zentrifugierten dann bei 13000 rpm für 10-15 min bei 4◦C um den Überstand
von den o.g. Zellresten zu entfernen und ihn dann in neue Reaktionsgefäße zu überführen.
Danach wurde 1 ml 100%iger Ethanol dazugegeben, vorgetextet und wieder 5 min auf Eis
inkubiert. Um die DNA zu pelletieren wurde bei 13000 rpm 10-15 min bei 4◦C zentrifu-
giert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet mit 70%igem Ethanol bei 13000 rpm
und 4◦C fünf Minuten gewaschen. Nach Abnahme des Überstands wurde das Pellet bei
Raumtemperatur 5-10 min getrocknet. Die DNA wurde in 30μl H2Odd gelöst.

Midi-Präparation von DNA

Um größere DNA-Mengen zu erhalten wurden 100 ml LB-Medium mit entsprechendem
Antibiotikum versetzt und mit einer einzelnen Bakterienkolonie oder 100μl Bakterien-
suspension aus der Mini-Kultur (s.o.) beimpft. Die Bakterien wuchsen unter ständigem
Schütteln (180 rpm) und bei 37◦C ca. 16 h über Nacht. Die Bakterien wurden bei 4000 rpm
und 4◦C 10 min zentrifugiert und der Überstand verworfen. Das Plasmid wurde mithilfe
des Kits NucleoBond Xtra Midi Kit (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Düren) nach
Herstellerangaben isoliert und in 100μl H2Odd gelöst. Es folgte eine Konzentrationsbe-
stimmung wie unten beschrieben.
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Bestimmung von DNA-Konzentrationen

Die Bestimmung erfolgte spektrometrisch unter Verwendung eines NanoDrop ND-1000
(Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen). Die Reinheit der DNA wurde durch das Ab-
sorbtionsverhältnis A260/A280 überprüft. Dabei galten Werte über 1,8 als angemessen.

Enzymatische Spaltung von DNA

Um DNA-Plasmide auf ihre Richtigkeit zu überprüfen wurde mithilfe von Enzymen eine
gezielte Spaltung der DNA durchgeführt:
10 U Enzym
1μl enzymspezifischer Puffer (nach Herstellerempfehlung)
2-5μg DNA
7,5μl H2Odd

Der Ansatz wurde bei 37◦C ca. 2 h inkubiert.
Um aus DNA-Plasmiden ein bestimmtes Fragment herauszuschneiden wurde ein größerer
Ansatz verwendet:
10 U Enzym
5μl enzymspezifischer Puffer
10μg DNA
H2Odd ad 50μl
Dieser Ansatz wurde über Nacht bei 37◦C inkubiert.

Enzyme und die dazugehörigen Puffer wurden bei der Firma Fermentas bezogen. Mussten
zwei Enzyme für eine DNA-Spaltung verwendet werden, wurden die auf der Herstellerseite
im Internet empfohlenen Puffer- und Enzymkonzentrationen verwendet.

DNA-Gelelektrophorese

Um DNA und ihre Fragmente sichtbar zu machen wurde sich die Gelelektrophorese zunut-
ze gemacht. In 100 ml einfachem TAE-Puffer wurde für ein 1%iges Gel 1 g Agarose gelöst
und in der Mikrowelle aufgekocht. Die Agarose-Gele wurden in horizontale Gelelektropho-
resekammern (Bio-Rad Laboratories GmbH, München) gegossen, je nach DNA-Menge mit
fünfzehn oder acht Taschen und mit 0.001% Ethidiumbromid versetzt. Die Proben wurden
mit 6-fach Ladepuffer versehen und auf das erkaltete Gel aufgetragen. Die Gelelektropho-
rese wurde bei 90 V und je nach Größe der Fragmente für 20-45 min durchgeführt.
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DNA-Extraktion aus Agarosegelen

Um nach Restriktion die DNA-Fragmente zu isolieren wurden sie zunächst in oben ge-
nannter Weise über Gelelektrophorese voneinander getrennt. Danach wurden die Frag-
mente auf einem UV-Tisch visualisiert, mit einem sauberen Skalpell ausgeschnitten und
in ein 2 ml-Reaktionsgefäß überführt. Weitere Schritte erfolgten nach Anleitung des Kits
NucleoSpin ExtractII (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Düren).

Dephosphorylierung von Plasmid-DNA

Um nach der Restriktion eine Ligation des 3’- und 5’-Endes des Vektors ohne Insert
zu verhindern, wurde zu dem Reaktionsansatz 1 U FastAP mit entsprechendem Puffer
dazugegeben, um den Vektor an seinen Enden zu dephosphorylieren. Der Ansatz wurde
bei 37◦C 1 h inkubiert und anschließend durch Zugabe von DNA-Probenpuffer gestoppt.

Herstellung des pMOWS-Vektors

Für die retrovirale Transduktion in Ba/F3-Zellen wurden alle Rezeptor-Chimären in
pMOWS umkloniert. 10μg des Vektors pMOWS-puro-GFP (Ketteler et al., 2002) wur-
den mit 3,3 U BamHI und 1,7 U EcoNI in BamHI-Puffer über Nacht bei 37◦C enzymatisch
gespalten. Die entstehenden Fragmente (5721 bp und 806 bp) wurden über Gelelektropho-
rese voneinander getrennt und das 5721 bp-Fragment extrahiert. Nach der Aufreinigung
wurden mithilfe des Klenow-Fragments (Fermentas GmbH, St. Leon-Roth) die überste-
henden 5’-Enden aufgefüllt und die 3’- Enden abgebaut, um sogenannte blunt ends zu
erzeugen. Im Reaktionsansatz wurden 5 U Klenow-Fragment, 3μl zehnfach Puffer für
Klenow-Fragment, 0,5μl dNTP-Mix (2 mM), 25μl DNA aus der Gelextraktion und 1μl
H2Odd verwendet. Die Reaktion verlief bei 37◦C 10 min und wurde dann für 10 min bei
95◦C gestoppt. Es folgte eine Dephosphorylierung wie oben beschrieben, um den Vektor
auf die Insert-Ligation vorzubereiten. Die gewonnene Menge an vorpräpariertem pMOWS-
Vektor reichte für alle Umklonierungen von pcDNA3.1 in pMOWS aus. Alle Inserts für den
pMOWS-Vektor wurden durch enzymatische Spaltung der pcDNA3.1 mit PmeI/MssI er-
zeugt. Die entstandenen blunt end Inserts wurden in den vorpräparierten pMOWS-Vektor
ligiert und nach Vermehrung mittels Enzymspaltung durch HindIII auf Richtigkeit über-
prüft. Danach erfolgte eine Sequenzierung bei GATC Biotech, Düsseldorf.

Ligation von DNA-Fragmenten

Zur Ligation von zwei DNA-Fragmenten wurden Vektor und Insert in einem molaren
Verhältnis von 1:2, 2μl T4-Ligase Puffer, 2,5 U T4 DNA Ligase und H2Odd auf 20μl
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Reaktionsanstz verwendet. Für sticky end -Fragmente (mit überstehenden 3’- oder 5’-
Enden) wurde der Reaktionsansatz bei Raumtemperatur 1 h inkubiert, für blunt end -
Fragmente (mit glatten DNA-Enden) bei 4◦C über Nacht. Hier wurden zusätzlich 2μl
einer 50%igen (m/V) PEG 4000-Lösung verwendet.

Transformation von Expressionsvektoren in kompetente XL1 blue E.coli

Hitzeschock-Transformation Chemisch kompetente XL1 blue wurden auf Eis 30 min
aufgetaut. Danach wurden 20-50 ng Vektor dazugegeben und weitere 10 min auf Eis
inkubiert. Anschließend wurden die Bakterien bei 42◦C für 30 sec ’hitzegeschockt’
und abermals 10 min auf Eis inkubiert. Zuletzt erholten sich die Bakterien in 500μl
LB-Medium unter ständiger Bewegung bei 37◦C 60 min, um dann auf einer Agar-
Platte mit Ampicillin ausgestrichen zu werden (Wachstum über Nacht bei 37◦C).

Elektroporation Elektrisch kompetente XL1 blue wurden auf Eis 30 min aufgetaut. Da-
nach wurden 20-50 ng Vektor dazugegeben und weitere 10 min auf Eis inkubiert.
Anschließend wurden die Bakterien bei 1500 V ’elektroporiert’ und in 500μl LB-
Medium resuspendiert. Danach inkubierten sie unter ständiger Bewegung bei 37◦C
60 min um dann auf einer Agar-Platte mit Ampicillin ausgestrichen zu werden
(Wachstum über Nacht bei 37◦C).

3.2.2 Zellkultur

Kultivierung von Zellen

Alle verwendeten Zelllinien wurden in einem Inkubator mit 5% CO2, einer gesättigten
Wasserdampfatmosphäre und 37◦C kultiviert. Die verwendeten Kunststoffmaterialen wie
Zellkulturschalen und Absaugpipetten stammten von den Firmen TPP Techno Plastic

Products AG, Trasadingen, Schweiz und Corning B.V. Life Sciences, Amsterdam, Nieder-
lande.

Adhärente Zelllinien

HEK293/ Phoenix-Eco HEK293 Zellen wurden in 10 ml DMEM +/+ in 10 cm Zellkul-
turschalen kultiviert. Alle fünf Tage wurden sie im Verhältnis 1:20 gesplittet. Dazu
wurden 2 ml 1-fache Trypsin-EDTA-Lösung auf die Zellen gegeben und circa 2 min
inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von DMEM +/+ gestoppt. Die Zellen
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wurden von der Platte abgespült, durch Zentrifugation vom Trypsin-haltigen Me-
dium getrennt und in neue Schalen mit frischem Medium umgesetzt. Analog hierzu
wurden auch Phoenix-Eco Zellen behandelt.

COS7 Zellen wurden ebenfalls in 10 cm Schalen mit 10 ml DMEM +/+ kultiviert. Zum
Splitten wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit PBS gewaschen, um dann
5 min im Brutschrank mit Trypsin/EDTA zu inkubieren. Nach Mediumzugabe zur
Inaktivierung des Enzyms wurden die Zellen vorsichtig vom Schalenboden abgespült
und bei 1500 rpm 5 min bei Raumtemperatur zentrifugiert. Das Zellpellet wurde mit
frischem DMEM +/+ resuspendiert und dann, üblicherweise in einem Verhältnis von
1:20, in neue 10 cm Schalen mit frischem Medium umgesetzt.

Rattenhepatozyten Zellen wurden präpariert und zur Verfügung gestellt durch Annika
Sommerfeld, Klinik für Gastroenterologie, Hepatologie und Infektiologie, Univer-
sitätsklinikum Düsseldorf, Tierversuchsantragsnummer AZ 84-02.04.2012.A214.
Wir erhielten die Zellen auf Kollagen-I-beschichteten Schalen mit einer Zelldichte
von ca. 300 x106 in Williams E Medium ca. 12 Stunden nach Aussaat. Trotzdem soll
die Präparation der Rattenleber hier kurz erläutert werden: Nach der Betäubung
mit Isofluran wurde den Ratten 0,5 ml Heparinlösung in die Beinvene gegeben. Dann
konnte der Situs der Ratte freipräpariert, die Pfortader punktiert und die Perfusion
der Leber angeschlossen werden. Die Anperfusion erfolgte mit einer collagenasehal-
tigen Lösung mit 20-25 ml/min. Das Gewebe dissoziierte und wurde von fremdem
Gewebe gereinigt. Nach mehrmaligem Filtrieren der Zellen wurden diese in Kolla-
gen I-beschichtete Schalen gesetzt und mit Williams E Medium genährt. Weiteres
Vorgehen siehe Ergebnis-Teil (Abschnitt 4.7).

Suspensionszellen

Ba/F3-gp130 Alle Ba/F3 Zellen die im Rahmen dieser Arbeit benutzt wurden waren sta-
bil mit gp130 transduziert und enthielten zusätzlich IL-6-Rezeptor, IL-11-Rezeptor
oder die beschriebenen Rezeptorchimären. Ba/F3-gp130 Zellen wuchsen stabil in
DMEM +/+ mit Hyper IL-6 (10 ng/ml). Üblicherweise wurden sie in 10 cm Schalen
mit 10 ml DMEM +/+ Medium kultiviert und wöchentlich im Verhältnis 1:10.000
gesplittet.

K562 Immortalisierte Leukämiezellline zum endogenen Nachweis von IL-11R. Wurden
in RPMI 1640 Medium mit 10% fetalem Kälberserum (FCS) und 1% Penicillin/
Streptomycin kultiviert. Freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Dr. Ute Fi-
scher (Universitätsklinikum Düsseldorf, Klinik für Kinder-Onkologie, Hämatologie
und Immunologie).
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Transfektion adhärenter Zelllinien

Um IL-11R, IL-6R und ihre Chimären in adhärente Zellen zu transfizieren, wurden die-
se in 10 cm-Schalen ausgesäht (HEK293: 2 x106, COS7: 5 x105). Nach 24 h erfolgte die
Transfektion mit 5μg DNA (Vektor: pcDNA3.1) und 10μl TurboFect (Fermentas GmbH,
St. Leon-Roth) in 1 ml DMEM -/- nach Herstellerangaben, indem das ’Transfekt’ tröpf-
chenweise auf die Zellen gegeben wurde. Am nächsten Tag wurden die Zellen wie in
Abschnitt 3.2.2 beschrieben von der Schale abgelöst und üblicherweise in 6-Well-Schalen
ausgesäht. So konnten Zellen mit gleicher Transfektionsrate unter verschieden Stimuli
untersucht und miteinander verglichen werden.

Retrovirale Transduktion von Ba/F3-gp130-Zellen

Um in Ba/F3 Zellen, die bereits stabil mit gp130 transduziert waren, die Rezeptorva-
rianten einzubringen wurde sich der retroviralen Transduktion bedient. Hierzu wurden
8 x105 Phoenix-Eco-Zellen in 6-Well-Schalen ausgesäht und am nächsten Tag mit 1μg
DNA (pMOWs Vektor) und 2μl TurboFect (Fermentas GmbH, St. Leon-Roth) in 200μl
DMEM -/- transfiziert.
Nach 6 h wurde ein Mediumwechsel mit 2 ml 30% FCS DMEM +/+ durchgeführt.
Am dritten Tag wurden 50μl Ba/F3-gp130 Zellen mit einer Konzentration von 2 x106/ml
in 1,5 ml Reaktionsgefäße überführt, mit 3μl Polybren und 250μl der Phoenix-Eco-Über-
stände vermischt und 2 h bei Raumtemperatur und 1800 rpm zentrifugiert. Nach Zentrifu-
gation wurden die Überstände abgenommen, die Zellen in 1 ml DMEM +/+ resuspendiert
und in 6-Well-Schalen überführt.
Am fünften Tag erfolgte die Selektion positiv-transduzierter Zellen durch Zugabe von
Puromycin.

Shedding-Experimente

Shedding-Experimente wurden mit HEK293- (5 x105) und COS7- (3 x105) Zellen durch-
geführt. Das Medium enthielt kein FBS/FCS oder Penicillin/Streptomycin (DMEM -/-).
Üblicherweise wurde in 6-Well-Schalen mit 1 ml Medium stimuliert, dafür galten die in Ta-
belle 3.7 aufgeführten Konzentrationen und Inkubationszeiten (für beide Zelllinien gleich).
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Tabelle 3.7: Übersicht über Stimulationszeit und Konzentration der Shedding-Experimente

Stimulanz Konzentration Inkubationszeit

PMA 100 nM 2 h

DMSO
(Negativkontrolle für
PMA und Ionomycin)

1:1000 1 oder 2 h

Ionomycin 1μM 1 h

GI
Hemmung von ADAM10

3 nM 30 min vor Ionomycingabe

Nach Stimulation wurden die Überstände abgenommen, bei 4◦C 15 min bei 13000 g zen-
trifugiert um Zellreste zu entfernen und bei -20◦C gelagert. Zur Zelllyse wurden adhärente
Zellen mit 1 ml PBS von der Schale abgekratzt und 20 sec bei maximaler Geschwindigkeit
zentrifugiert. Das PBS wurde entfernt und die Zellen mit 100μl Lysis-Puffer resuspendiert.
Die Zellen lysierten 1 h bei 4◦C unter ständiger Bewegung. Danach wurden sie 30 min bei
14000 rpm und 4◦C zentrifugiert, die Überstände in neue Reaktionsgefäße überführt und
ebenfalls zur Lagerung eingefroren. Wenn nötig wurde an dieser Stelle eine Messung zur
Proteinkonzentrationsbestimmung der Lysate vorgenommen.

Proliferationsassay

Um die Funktionalität der Rezeptorchimären und der Wild-Typ-Rezeptoren zu über-
prüfen, wurde ein Proliferationsassay (Viabilitätsassay) mit stabil transduzierten Ba/F3-
gp130-Zellen durchgeführt:
Ba/F3 Zellen wurden nach Zentrifugation (1200 rpm, 22◦C, 5 min) dreimal mit 10 ml
PBS gewaschen, um Zytokine zu entfernen. Die Zellen wurden in DMEM +/+ auf ei-
ne Konzentration von 5 x103/100μl gebracht und dann in einer 96-Well-Platte ausgesäht
(100μl/well). Dann erfolgte die Zytokinzugabe, jeweils drei Wells mit dem gleichen Sti-
mulus (siehe Tabelle 3.8).
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Tabelle 3.8: Übersicht über die gängigen im Proliferationsassay verwendeten Zytokinkonzen-
trationen

Zytokin Konzentration

Hyper IL-6 10 ng/ml

IL-6 10 ng/ml

IL-11 10 ng/ml

Als Negativkontrolle blieben drei Wells pro Zelllinie ohne Stimulus.
Nach 48 h wurden 20μl CellTiter-Blue (siehe Abschnitt 3.1.6) pro Well zugegeben wurde
und die Messung erfolgte auf einem Lambda Fluoro 320 Florimeter (ex-filter 530/25,
em-filter 590/35). Die Messwerte nach 0 min wurden von den Messwerten nach 60 min
subtrahiert und die Proliferation in RLU (Relative Light Units) angegeben.

Phospho-Stat3-Assay

Eine andere Methode um die Funktionalität der Rezeptoren zu beweisen stellten Phospho-
Stat3-Assays dar.
Hierzu wurden stabil transduzierte Ba/F3-gp130 Zellen oder auch K562 Zellen 5 h in Me-
dium ohne FCS und Antibiotikum ’gehungert’. Dann wurden ca. 3 x105 Zellen/ml in 1,5 ml
Reaktionsgefäße überführt und mit 10 ng/ml Zytokin (s.o.) für 10 min stimuliert. Die Zel-
len wurden 10 min bei max. g und 4◦C zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen,
das Zellpellet in 50μl Lämmli-Puffer resuspendiert und bei 95◦C für 10 min aufgekocht.
Die Auswertung erfolgte über Western Blot mit α-Phospho-Stat3 Antikörper und nach
’Strippen’ mit α-Stat3 Antikörper zur Ladekontrolle.

Isolierung von mononuklearen Zellen aus humanem Blut

Isolierung humaner Makrophagen für endogenes IL-11R-Shedding-Experiment. Die Ver-
suche wurden in Zusammenarbeit mit Katja Möller-Hackbarth im Biochemischen Insti-
tut der Universität Kiel und im Rahmen ihrer Projekte mit der Ethikantragnummer
AD404/12 durchgeführt.
Ca. 70 ml Blut wurde der Autorin von einer Ärztin entnommen und zur Untersuchung
verwendet. Isolierung der PBMCs (Peripheral Blood Mononuclear Cells) und deren Be-
arbeitung erfolgte nach Herstellerprotokoll (Isolation of mononuclear cells from human

peripheral blood by density gradient centrifugation, Monocyte Isolation Kit human und
CD14 MicroBeads human, alle von Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach). Isolierte
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Zellen wurden in Kulturmedium aufgenommen und mit entsprechenden Beads inkubiert
(s.u.). Nach der Bindungszeit wurden die Beads mit gebundenen Zellen über eine Magnet-
säule gegeben, sodass Zellen, die an Beads gebunden hatten in der Säule verblieben. Die
Positivselektion wurde über spezifische Bindung der Makrophagen an CD14-Beads durch-
geführt. Die Negativselektion fand über Bindung der restlichen Zellen im Blut an CD3,
CD7, CD16, CD19, CD56, CD123 und Glycophorin A gekoppelte Beads statt, sodass nur
die Makrophagen die Säule passieren konnten. Um Zellen aus der Säule zu ernten, wurde
diese mehrmals mit Medium gespült.

3.2.3 Proteinbiochemische Methoden

BCA-Assay

Um Proteinkonzentrationen in Zelllysaten zu bestimmen wurde ein BCA-Assay angewen-
det. Hierzu wurde das Pierce BCA Protein Assay Kit, Thermo Scientific angewendet
(siehe 3.1.6); Standardreihe und Durchführung gemäß des Herstellerprotokolls.

SDS-PAGE

Um Proteine nach ihrer Größe voneinander zu trennen wurden SDS-PAGE-Gele verwen-
det. Die Gele wurden wie in Abschnitt 3.1.10 beschrieben hergestellt (Sammel- und Trenn-
gel). 50μg Zelllysat wurden vorher mit 5-fach Lämmli-Puffer bei 95◦C für 10 min aufge-
kocht. Die Auftrennung erfolgte mit 90 V (konstanter Ampere-Wert) ca. 2,5 h. Nachdem
sich die Proteine im Gel ihrer Größe nach voneinander getrennt hatten erfolgte die Über-
tragung auf eine Nitrocellulosemembran via Western Blot.

3.2.4 Immunbiochemische Methoden

Western Blot

Für die Übertragung von Proteinen aus einem SDS-PAGE-Gel auf eine Nitrocellulose-
membran wurde das Western-Blotting angewendet.
Die Nitrocellulosemembran wurde für 2 min in Methanol aktiviert und das Gel darauf
plaziert. Unter und über Gel und Membran wurden vier Streifen Whatman-Papier gelegt,
die vorher mit Transferpuffer befeuchtet wurden. Das Blotting erfolgte bei 20 V (und kon-
stantem Ampere) 90 min. Danach wurden die Membranen 2 h in 5% Milchpulver/TBS-T
geblockt und über Nacht bei 4◦C mit entsprechenden Antikörpern (meist gelöst in 5%
Milchpulver/TBS-T, ansonsten in 5% BSA/TBS-T) inkubiert. Am nächsten Tag wurde
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der erste Antikörper dreimal mit TBS-T (10 min) abgewaschen und der zweite Antikörper
für 1 h bei Raumtemperatur zugegeben. Dieser wurde zweimal mit TBS-T und einmal mit
PBS abgewaschen.
Die Entwicklung erfolgte mit Hilfe eines ECL Prime Western Blotting Detecion Reagent

(GE Healthcare, Buckinghamshire, Großbrittanien) nach Herstellerprotokoll. Die Visua-
lisierung wurde mithilfe einer INTAS Chemocam (Intas Science Imaging Instruments
GmbH, Göttingen) durchgeführt.

ELISA

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Enzyme Linked Immunosorbant Assays

(ELISA) verwendet:

Anti-hIL-6-Rezeptor-ELISA, um geschnittenen humanen IL-6-Rezeptor und dessen Re-
zeptorchimären im Überstand von Zelllysaten nachzuweisen.
Zunächst wurde der coating antibody auf eine 96-Well-ELISA-Platte (Nunc A/S,
Roskilde, Dänemark ) gegeben und über Nacht bei Raumtemperatur inkubiert:
α-hIL-6R 4-11 (siehe 3.1.2) in einer Verdünnung von 1:1000 in PBS gelöst, 50μl pro
Well.
Am nächsten Tag wurde der Antikörper dreimal mit PBS-T abgewaschen (200μl
pro Well) und es folgte die Absättigung mit einer 5%-Succrose-1%BSA-in PBS-T-
Lösung (200μl pro Well, 2 h, RT ).
Nach dreimaligem Waschen mit PBS-T wurden die Proben und die Standardreihe
aufgetragen (50μl pro Well, 2 h, RT).
Für die Standardreihe wurde verdünnt:
1μl Hyper IL-6 (Konzentration 100 ng/μl ) in 999μl 1% BSA/PBS-T, davon 40μl
in 960μl BSA/ PBS-T, dann 1:1 Verdünnungen. Für die Standardreihe wurden in
dieser Arbeit Konzentrationen von 2000 pg/ml bis 15,625 pg/ml verwendet, Proben
mit höheren Proteinkonzentrationen mussten entsprechend verdünnt werden.
Die Proben wurden nach der Inkubationszeit dreimal mit PBS-T abgewaschen und
der biotinylierte detection antibody Baf227 1:1000 verdünnt in 1% BSA/PBS-T auf
die Platte gegeben (50μl pro Well, 2 h, RT).
Der Detektions-Ak wurde wie beschrieben dreimal abgewaschen und POD-gekop-
peltes Streptavidin (R&D Systems GmbH, Wiesbaden, 1:200 verdünnt, 100μl pro
Well, 30 min, RT) auf den ELISA gegeben.
Nach abermaligem Waschen erfolgte die Zugabe von POD-Substrat (Roche Deutsch-
land Holding GmbH, Grenzach-Whylen, 75μl pro Well, 20 min, RT). Die Reaktion
wurde durch 75μl/Well 1,8 M Schwefelsäure gestoppt und mithilfe eines Tecan Spec-
tra Rainbow Plattenreader (Tecan, Maennedorf, Schweiz) bei 450 nm colorimetrisch
ausgewertet.

36



3 Material und Methoden

Anti-hIL-11-Rezeptor-ELISA, um geschnittenen humanen IL-11-Rezeptor und dessen
Rezeptorchimären im Überstand nachzuweisen.
Protokoll und Antikörper wurden zur Verfügung gestellt von Prof. Dr. Gerhard
Müller-Newen (Biochemisches Institut, RWTH Aachen).
Erster Schritt war der coating antibody : 2,1μl C4.2-α-hIL-11R/ml PBS, 100μl pro
Well, inkubierte über Nacht bei Raumtemperatur.
Der erste Antikörper wurde dreimal mit PBS-T abgewaschen (200μl/Well) und mit
einer 20%igen Saccharose-, 1 M Tris-Lösung (pH 7,5) abgesättigt (100μl/Well, 1 h,
RT).
Dann wurden die Proben aufgetragen: 100μl/Well, die Standard-Reihe, entspre-
chend dem hIL-6R-ELISA verdünnt in 1% BSA/PBS-T, mit sIL-11R.
Der detection antibody wurde direkt mitaufgetragen: E24.2 biotinyliert 0,54μl/100μl
BSA-PBS-T, 10μl/Well. Inkubiert wurden die Proben 2 h bei 37◦C.
Die weiteren Schritte entsprachen denen im Anti-hIL-6R-ELISA beschriebenen mit
Waschen, Strepatvidin-POD, POD-Substrat und der colorimetrischen Messung bei
450 nm.

Präzipitation mittels Concanavalin A Sepharose

Die Präzipitation diente dem Nachweis löslicher Rezeptorformen aus Zellüberständen.
Zunächst wurde 1 ml Zellüberstand mit 50μl Concanavalin A Sepharose (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Steinheim) über Nacht bei 4◦C unter ständiger Bewegung inkubiert.
Am nächsten Tag wurde die Sepharose durch Zentrifugation (5 min, 4◦C, 14000 rpm) vom
Überstand getrennt, der Überstand abgenommen und das Sepharose-Pellet zweimal mit
PBS gewaschen (10 min, 4◦C, 14000 rpm).
Die Sepharose wurde mit 50μl Lämmli-Puffer resuspendiert und bei 95◦C für 10 min
aufgekocht.
Der Nachweis erfolgte über Western Blot mit entsprechenden Antikörpern.

Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie diente dem Nachweis von IL-11R auf der Zelloberfläche und
dessen Reduzierung nach Shedding-Experimenten.
Hierzu wurde eine Zellzahl von 5 x105 bis 1 x106 verwendet. Zentrifugiert wurde immer
bei 300 g, 5 min, bei 4◦C.
Zum Anfärben des IL-11R wurden die Zellen mit 3μl E27 Antikörper in 100μl FACS-
Puffer 1 h auf Eis inkubiert. Der Antikörper wurde zweimal mit 500μl FACS-Puffer ab-
gewaschen und die Zellen anschließend wieder in 100μl FACS-Puffer resuspendiert. Der
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zweite Antikörper, Fluorescein-Conjugated-Anti-Mouse, wurde zugegeben: 1μl, 1 h, auf
Eis unter Lichtausschluss.
Dieser wurde ebenfalls zweimal mit 500μl FACS-Puffer abgewaschen und die Zellen letzt-
endlich in 500μl Puffer aufgenommen und in FACS-Röhrchen überführt.
Die Rezeptorendichte auf der Zelloberfläche wurde mit einem BD FACS Canto II (Becton
Dickson GmbH, Heidelberg) detektiert.

3.2.5 Deglykosylierung von Proteinen

Um die Glykosylierungsdichte von IL-6- und IL-11-Rezeptor zu untersuchen und verglei-
chen zu können, wurden glykosylierter und deglykosylierter Rezeptoren im Western Blot
visualisiert. Die Änderung des Molkulargewichts wies auf hohe oder niedrige Glykosylie-
rung hin. Um die Rezeptoren zu deglykosilieren wurde das Enzymatic Protein Deglyco-

sylation Kit (EDEGLY) von Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim benutzt und nach
Herstellerangaben angewendet.

3.2.6 Statistische Auswertung

Für die statistische Auswertung der ELISA und Proliferationsassays wurde der Mittelwert
± Standardabweichung (SD) angegeben. Zusätzlich wurde für alle ELISA die statistische
Signifikanz berechnet. Hierzu wurde ein student’s unpaired t-test durchgeführt und p-
Werte ≤ 0,05 als statistisch signifikant angenommen (mit ’*’ gekennzeichnet).
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4 Ergebnisse

4.1 Klonierung des humanen IL-11-Rezeptors

Für diese Arbeit wurden zunächst der humane IL-6R und der IL-11R in einem Expressi-
onsplasmid benötigt, um diese in Zellen zu exprimieren und weitergehende Experimente
zu starten. Beide Rezeptoren sollten in das Expressionsplasmid pcDNA3.1 kloniert wer-
den. Der humane IL-6R wurde bereits als fertiger Expressionsvektor in pcDNA3.1 zur
Verfügung gestellt. Humaner IL-11R wurde von Geneart AG, Regensburg synthetisiert,
subkloniert in einen pMA(ampR)-Vektor und mit einem myc-Tag versehen, der sich N-
terminal zwischen Signalpeptid und IL-11R befindet. Die hIL-11R cDNA wurde dann über
die Enzyme NotI und KpnI in pcDNA3.1-Vektor subkloniert. Nach Aufreinigung, Kon-
zentrationsbestimmung und Sequenzierung konnte das pcDNA3.1-myc-hIL-11R-Plasmid
eingesetzt werden.

4.2 Transfektion von HEK293-Zellen mit IL-6- und

IL-11-Rezeptor und Induktion von

ADAM17-Shedding mittels PMA

Wie auch schon aus veröffentlichten Arbeiten bekannt, wird der IL-6R nach ADAM17-
Stimulation geschnitten (Althoff et al., 2000). Bislang gibt es keine publizierten Daten,
ob der IL-11R ebenfalls von ADAM17 oder einer anderen Protease gespalten wird.

Der hIL-6R und der hIL-11R wurden in HEK293-Zellen transfiziert, die Zellen nach 48 h
lysiert und die Rezeptorexpression wurde mittels Western Blot kontrolliert. Humaner
IL-6R wurde mittels hIL-6R 4-11-Antikörper detektiert, IL-11R mittels E27-Antikörper.
Beide Rezeptoren können in HEK293-Zellen exprimiert und anschließend auch dargestellt
werden (siehe Abbildung 4.1). Dies galt als Voraussetzung um das ADAM17-induzierte
Shedding mittels PMA-Stimulation zu untersuchen. Hierzu wurden HEK293-Zellen mit
IL-6R und IL-11R transfiziert, am nächsten Tag gleichmäßig auf 6-Well-Schalen verteilt
und 48 h später für 2 h mit 100 nM PMA stimuliert. Als Negativkontrolle wurden Zellen
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Abbildung 4.1: Zelllysate von mit (A) IL-6R und (B) IL-11R transfizierten HEK293-Zellen.
Aufgetragen wurden 50μg Zelllysat pro Kammer, dargestellt ist die Anfärbbar-
keit der Rezeptoren mit und ohne ADAM17-Aktivierung durch PMA, DMSO
dient als Negativkontrolle. Die Messungen sind repräsentativ für drei Wieder-
holungen.

mit dem Lösungsmittel DMSO inkubiert. Nach der Stimulation wurden die Zellüber-
stände abgenommen und die HEK293-Zellen lysiert. Die Überstände wurden mit dem
entsprechend-spezifischen ELISA analysiert (Abbildung 4.2). Deutlich wird, dass der IL-
6R wie erwartet nach Aktivierung von ADAM17 durch PMA geschnitten wird. Lösliche
IL-6R sind in den Überständen vorzufinden, drei bis viermal so häufig wie in der Nega-
tivkontrolle. Für den IL-11R gilt dies allerdings nicht: Nach PMA-Stimulation finden sich
in den Zellüberständen kaum mehr lösliche Rezeptoren als in der Negativkontrolle. Der
IL-11R wird also nicht von ADAM17 geschnitten.
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Abbildung 4.2: ELISA-Messung löslicher Rezeptorformen des IL-6Rs und IL-11Rs in HEK293-
Überständen nach und ohne PMA Stimulation. Die Zunahme der löslichen
Rezeptoren ist als x-facher Anstieg im Vergleich zur Negativkontrolle mit DM-
SO (=1) dargestellt und durch den Mittelwert ± SD aus drei unabhängigen
Experimenten zusammengefasst.

4.3 Klonierung von zehn Rezeptorchimären aus IL-11-

und IL-6-Rezeptor

Um zu untersuchen welche Region des IL-6R für das ADAM17-Shedding von Bedeutung
ist und ob es ebenfalls möglich ist, einen durch ADAM17 spaltbaren IL-11R zu erzeugen,
wurden zehn verschiedene Varianten beider Rezeptoren generiert. Hierzu wurden Stalk-,
Transmembran- und/oder intrazelluläre Region ausgetauscht und neu kombiniert. Eine
Übersicht aller erzeugter Rezeptorvarianten bietet Abbildung 4.3.

Alle Chimären sind Kombinationen aus pcDNA3.1 hIL-6-Rezeptor und pcDNA3.1-myc-
IL-11-Rezeptor, bei denen Bereiche aus der Stalk-, Transmembran- und intrazellulären
Region ausgetauscht und neu kombiniert sind. Die Identifizierung der genannten Regionen
erfolgte durch ein Alignment von IL-11R und IL-6R und Bestimmung der Domänengren-
zen durch Prof. Dr. Joachim Grötzinger (Biochemisches Institut Kiel; Anhang 6.1). Die
meisten Chimären wurden mithilfe von Splicing by Overlapping Extension (SOE-) PCR
kloniert, indem die Primer an die gewünschten Regionen von IL-6R und IL-11R banden
und diese DNA-Abschnitte nach Gelextraktion in einer weiteren PCR zusammengefügt
wurden. Für die Durchführung der SOE-PCRs wurde nach denen in Tabelle 4.1 und 4.2
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Abbildung 4.3: Darstellung aller Rezeptorvarianten in der Übersicht: Grün dargestellt sind
Rezeptoranteile des IL-11R, rot die des IL-6R.

dargestellten Schemata verfahren. Das PCR-Produkt und der gewünschte Vektor wurden
dann mit denselben Enzymen geschnitten, die Fragmente aus Agarose-Gelen extrahiert
und ligiert. Die Inserts der Chimären I bis IV und IX wurden in den Vektor pcDNA3.1-
myc-IL-11R integriert, die Varianten V bis X in pcDNA3.1-hIL-6R. Alle Chimären wurden
in chemisch oder elektrisch kompetenten XL1 blue E.coli -Stämmen transformiert, mittels
Antibiotikum selektiert und durch Mini- und Midi-Präparation aus den Bakterien isoliert.
Die DNA wurde zur Sequenzierung an GATC Biotech in Düsseldorf geschickt und zwecks
retroviraler Transduktion auch in einen pMOWS-Vektor kloniert. Für alle Klonierungsver-
fahren der Rezeptorvarianten befinden sich Schemata im Anhang (6.4). Die zugehörigen
Plasmidkarten befinden sich in Abschnitt 6.5. Eine Auflistung und Sequenzierung der
verwendeten Primer befindet sich in Tabelle 3.5.
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Tabelle 4.1: Üblicher Ansatz für SOE-PCR/PCR:

Template-DNA: 1:10 verdünnt, 1μl (Konzentration: 150-
900 ng/μl)

5’-Primer: 10μM

3’-Primer: 10μM

dNTP Mix: 10μM

Pfu Polymerase Puffer + MgSO4: 5μl

Pfu Polymerase: 1,25 U

ad 50μl H2Odd

Tabelle 4.2: Die PCR erfolgte in folgenden Temperaturintervallen:

1) Primäre Denaturierung 95◦C, 2 min

2) Denaturierung 95◦C, 1 min

3) Primer-Annealing 68◦C, 1 min

4) Elongation
(2 min pro 1 kb)

72◦C, 0,5-2 min

5) Finale Elongation 72◦C, 10 min

Die Schritte 2) bis 4) werden 30 x durchlaufen.

Eine Übersicht über das Klonierungsvorgehen zeigt Tabelle 4.3. Das genaue Verfahren soll
einmal exemplarisch an Chimäre I mit Text und Klonierungsschema erläutert werden:

Chimäre I (pcDNA3.1-myc-IL-11R-S): IL-11R mit Stalk-Region des IL-6R.

Die erste PCR erfolgte mit Primer I-2 (5’) und I-1 (3’, entspricht Primer IV-1) mit
pcDNA3.1-myc-IL-11R-S-TM-ICD (Chimäre IV) als Template (Fragmentgröße 414 bp).
Die zweite PCR wurde mit Primer I-3 (5’) und I-4 (3’) und pcDNA3.1-myc-IL11R an-
gesetzt (Fragmentgröße 167 bp). Die PCR-Produkte wurden auf 2%iges Agarose-Gel auf-
getragen und 30 min bei 90 V laufen gelassen. Anschließend wurden die Fragmente unter
UV-Beleuchtung mit dem Skalpell ausgeschnitten und mithilfe eines Kits extrahiert und
gereinigt. Beide PCR-Produkte wurden nun mit Primer IV-1 und I-4 zusammenpipettiert
und als dritte PCR angesetzt (Fragmentgröße 581 bp). Wieder wurde das Produkt über ein
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Agarose-Gel extrahiert. Nach Aufreinigung wurden das finale PCR-Produkt als Insert und
das Plasmid pcDNA3.1-myc-IL11R als Vektor mit Eco91I (BstEII) und NotI über Nacht
bei 37◦C enzymatish gespalten. Die Fragmente wurden über Agarose-Gel aufgetrennt,
ausgeschnitten und aufgereinigt. Der Vektor wurde zusätzlich dephosphoryliert. Es folgte
Ligation, Tansformation, Mini- und Midi-Präparation mit Testverdau und Sequenzierung.
Das Insert wurde auch in einen pMOWS-Vektor zur retroviralen Transduktion umkloniert.

Abbildung 4.4: Klonierungsverfahren von Chimäre I.

Die weiteren Chimären sind:

Chimäre II (pcDNA3.1-myc-IL-11R-TM): IL-11R mit transmembraner Region des IL-
6R.

Chimäre III (pcDNA3.1-myc-IL-11R-ICD): IL-11-Rezeptor mit intrazellulärer Domä-
ne des IL-6-Rezeptors.

Chimäre IV (pcDNA3.1-myc-IL-11R-S-TM-ICD): IL-11-Rezeptor mit Stalk-, Trans-
membran- und intrazellulärer Region des IL-6-Rezeptors.

Chimäre V (pcDNA3.1-hIL-6R-S): IL-6-Rezeptor mit Stalk-Region des IL-11-Rezep-
tors.

Chimäre VI (pcDNA3.1-hIL-6R-TM): IL-6-Rezeptor mit transmembraner Region vom
IL-11-Rezeptor.

Chimäre VII (pcDNA3.1-hIL-6R-ICD): IL-6-Rezeptor mit intrazellulärer Domäne des
IL-11-Rezeptors.

Chimäre VIII (pcDNA3.1-hIL-6R-S-TM-ICD): IL-6-Rezeptor mit Stalk-, Transmembran-
und intrazellulärer Region des IL-11-Rezeptors.
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Chimäre IX (pcDNA3.1-myc-IL-11R-10As): IL-11-Rezeptor, bei dem die letzten zehn
Aminosäuren vor der Transmembranregion gegen jeweils fünf ober- und unterhalb
der ADAM17-Schnittstelle des IL-6-Rezeptors ausgetauscht sind. Die ADAM-17-
Schnittstelle befindet sich im membrannahen Teil der Stalk-Region zwischen dem
Aminosäuren Gln357 und Asp358.

Chimäre X (pcDNA3.1-hIL-6R-10As): IL-6-Rezeptor, bei dem jeweils fünf As ober-
und unterhalb der ADAM17-Schnittstelle gegen die letzten zehn As des Stalks vor
der Transmembranregion des IL-11-Rezeptors ausgetauscht sind.

Tabelle 4.3: Übersicht über das Klonierungsvorgehen aller Rezeptorvarianten

Nr. Template-DNA Primer Fragment-

länge

Restriktions-

enzyme

I pcDNA3.1-myc-IL-
11R-S-TM-ICD
(Chimäre IV)
pcDNA3.1-myc-IL-
11R

PCR 1: I-2 und IV-1
PCR 2: I-3 und I-4
PCR 3: IV-1 und I-4

414 bp
167 bp
581 bp

Eco91I und
NotI

II pcDNA3.1 hIL-6R
pcDNA3.1-myc-IL-
11R

PCR 1: VII-3 und V-2
PCR 2: V-3 und I-4
PCR 3: VII-1 und I-4
PCR 4: IV-1 und VII-2
PCR 5: IV-1 und I-4

62 bp
103 bp
165 bp
420 bp
585 bp

Bsu36I und
NotI

III pcDNA3.1-myc-IL-
11R
1052618-IL-11R-
pMA

keine PCR Bsu36I und
NotI

IV pcDNA3.1-myc-IL-
11R
pcDNA3.1-hIL-6R

PCR 1: IV-1 und IV-2
PCR 2: IV-3 und IV-4
PCR 3: IV-1 und IV-4

274 bp
521 bp
795 bp

Eco91I und
NotI

V pcDNA3.1-IL-6R-S-
TM-ICD (Chimäre
VIII)
pcDNA3.1-IL-6R

PCR 1: V-1 und V-2
PCR 2: VII-3 und IV-4
PCR 3: V-1 und IV-4

302 bp
103 bp
405 bp

PmlI und NotI
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VI pcDNA3.1 hIL-6R
pcDNA3.1-myc-IL-
11R

PCR 1: 6TM-1 und
6TM-2
PCR 2: 6TM-3 und
IV-4
PCR 3: 6TM-1 und
IV-4
PCR 4: V-1 und 6TM-6
PCR 5: V-1 und IV-4

62 bp

246 bp
308 bp
234 bp
542 bp

Bsu36I und
NotI

VII pcDNA3.1-hIL-6R
pcDNA3.1-myc-IL-
11R

PCR 1: V-1 und V-2
PCR 2: V-3 und I-4
PCR 3: V-1 und I-4

302 bp
103 bp
405 bp

Bsu36I und
NotI

VIII pcDNA3.1-IL-6R
pcDNA3.1-myc-IL-
11R

PCR 1: V-1 und VIII-2
PCR 2: VIII-3 und I-4
PCR 3: IV-1 und I-4

99 bp
319 bp
418 bp

PmlI und NotI

IX pcDNA3.1-myc-IL-
11R
pcDNA3.1-myc-IL-
11R-S (Chimäre
I)

PCR 1: IV-1 und IX-2
PCR 2: IX-3 und I-4
PCR 3: IV-1 und I-4

388 bp
192 bp
581 bp

Eco91I und
NotI

X pcDNA3.1-hIL-6R
pcDNA3.1-hIL-6R-S
(Chimäre V)

PCR 1: V-1 und X-2
PCR 2: X-3 und IV-4
PCR 3: V-1 und IV-4

200 bp
343 bp
543 bp

Bsu36I und
NotI

4.4 Prüfung der Rezeptorchimären auf Expression und

Funktionalität

Um zu überprüfen, ob die hergestellten Chimären in Zellkulturzelllinien exprimiert werden
und in der Lage zur Signaltransduktion sind, wurden Zelllysate analysiert, Proliferations-
und Phospho-Stat3-Assays angefertigt.

Um die Expression in HEK293-Zellen zu untersuchen wurden die Rezeptorvarianten zu-
nächst transient transfiziert und die Zelllysate im Western-Blot mit IL-6R- oder IL-
11R-spezifischen Antikörpern dargestellt. Abbildung 4.5A zeigt alle IL-6R-Varianten in
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HEK293-Zellen. Deutlich wird, dass alle IL-6R-Varianten in HEK293-Zellen im ausrei-
chenden Maße exprimiert werden. Ebenso gelingt die Darstellung im Western-Blot durch
den IL-6R-spezifischen Antikörper 4-11. Der IL-6R selbst hat eine molekulare Größe von
80 kDa, daher laufen er und seine Varianten meist etwas oberhalb der 70 kDa-Bande. Auch
für die in Abbildung 4.5B dargestellten IL-11R-Varianten kann eine deutliche Expression
in HEK293-Zellen festgestellt werden. Weiterhin lassen sich die Zelllysate gut durch den
IL-11R-spezifischen Antikörper E27 darstellen. IL-11R und dessen Varianten laufen auf
Höhe der 55 kDa-Bande. Durch den β-actin-Antikörper kann ein gleichwertiger Einsatz
von Protein aus den Lysaten nachgewiesen werden, obwohl die Transfektionsraten der
verschiedenen Rezeptoren voneinander abweichen.

Abbildung 4.5: Darstellung der Expression aller Rezeptorvarianten: HEK293-Lysate von trans-
fizierten IL-6R-Varianten (A) und IL-11R-Varianten (B) im Western-Blot. Dar-
gestellt sind repräsentative Bilder aus drei Versuchsansätzen mit β-actin als
Ladekontrolle. ’U’ kennzeichnet die untransfizierte Negativkontrolle.

Nach der Überprüfung der Expression sollte nun auch die Funktionalität der Rezeptorchi-
mären überprüft werden. Dazu wurde die murine Prä-B-Zellline Ba/F3 verwendet. Ba/F3
Zellen wachsen nur zytokinabhängig. Unter normalen Bedingungen benötigen sie IL-3
zum Zellwachstum, nach Transduktion mit gp130 können sie auch mit IL-6 und sIL-6R
oder IL-11 und sIL-11R wachsen. Die verwendeten Ba/F3 Zellen waren bereits stabil mit
gp130 transduziert, sodass zur Signaltransduktion nur noch die Rezeptorvarianten und
die Wild-Typ-Rezeptoren IL-6R und IL-11R in die Zellen eingebracht werden mussten,
um ein Zellwachstum mit alleiniger Gabe von IL-6 und IL-11 zu erzeugen.
Dazu wurde der zur retroviralen Transduktion fähige Vektor pMOWS verwendet, beschrie-
ben durch Ketteler et al., 2002. Die DNA aller Rezeptorvarianten musste also aus pcD-
NA3.1 in pMOWS umkloniert werden (siehe Abschnitt 3.2.1). Der pMOWs-Vektor wurde
zunächst in die zur retroviralen Transduktion fähigen Phoenix-Eco Zellen eingebracht.
Nach einem Tag wurden dann die Zellüberstände auf Ba/F3-gp130 Zellen gegeben. Die

47



4 Ergebnisse

Selektion der richtigen Rezeptorvarianten erfolgte mittels Puromycin (3.2.2). Entstanden
waren nun zwölf verschiedene Ba/F3 Zelllinien mit stabil transduziertem gp130 und den
Rezeptoren IL-6R, IL-11R und deren Rezeptorvarianten.

Um die Funktionalität der Rezeptortypen festzustellen wurde sich zwei verschiedener Me-
thoden bedient. Die erste war ein Proliferationsassay oder auch Zellviabilitätsassay. Für
den Proliferationsassay wurden die Zellen mit Hyper-IL-6, einem Fusionsprotein aus lös-
lichem IL-6R und IL-6 als Positivkontrolle, IL-6, IL-11 und ohne Zytokin als Negativkon-
trolle 48 h stimuliert (96-Well-Patte mit je 5000 Zellen in 100μl Medium). Nach dieser
Zeit wurde den Zellen Cell Titer Blue zugegeben und durch den Umsatz dieses Stoffes
wurde auf die Zellproliferation geschlossen. Die Zellproliferation wurde dann in Relative

Light Units (RLU) angegeben.

Abbildung 4.6: Rezeptorvarianten in Ba/F3-gp130 Zellen im Proliferationsassay.
Dargestellt ist die normierte Proliferation nach 48 h Zellwachstum mit Hyper-
IL-6, IL-6, IL-11 und ohne Zytokin. Die Messung erfolgte nach Ablauf der
Stimulationszeit durch Zugabe von CellTiter blue nach 0min und 60 min. Die
normierte Proliferation wird als Substraktionswert der zweiten und ersten Mes-
sung angegeben. Die Daten sind repräsentativ für mindestens drei unterschied-
liche Messungen ± SD.

Die Abbildung 4.6 zeigt, dass alle Varianten mit Stimulation durch Hyper IL-6 wachsen
können. Das rekombinante Protein aus löslichem IL-6R und IL-6 bindet an die gp130 Mo-
leküle, die sich auf allen Ba/F3-Zellen befinden und kann so das Wachstum stimulieren.
Die Rezeptorvarianten, die Domäne eins bis drei des IL-6R besitzen (Chimären V, VI,
VII, VIII und X) wachsen auch, wenn sie nur mit IL-6 stimuliert werden. Diese Varianten
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wachsen nicht mit IL-11 und auch nicht ohne Zytokin, was eine unspezifische Reaktion
ausschließt. Umgekehrt verhält es sich mit den IL-11R-Chimären, die mit IL-11 wachsen
können, aber nicht mit IL-6 (Chimären I, II, III, IV und IX). Alle Rezeptorvarianten rea-
gieren also auf Zytokinbindung und sind in der Lage intrazellulär Signale weiterzuleiten.
Zur genaueren Darstellung dieser intrazellulären Signalwege diente die zweite Metho-
de: Phospho-Stat3-Assays (P-Stat3-Assay). Hierzu wurden die gleichen Ba/F3-gp130-
Zelllinien verwendet: Nachdem die Zellpopulation eine Zahl von ca. 1 x107 erreicht hatte
wurden die Zellen ohne FCS für 5 h ’gehungert’. Dann erfolgte die Stimulation mit den
gleichen Zytokinen wie oben: Hyper IL-6, IL-6, IL-11 und kein Zytokin. Die Zelllysate
wurden mittels Western Blot ausgewertet. Anti-Phospho-Stat3 stellte die positive Akti-
vität der Rezeptoren nach bestimmter Stimulation dar. Stat-3 Antikörper diente nach
Strippen der Membranen als Ladekontrolle.

IL-6R und dessen Varianten leiten nach Hyper IL-6- (Positivkontrolle) und IL-6-Stimulation
die intrazelluläre Phosphorylierung von Stat3 ein (siehe Abbildung 4.7). Die Rezeptoren
können also das Signal von der Zytokinbindung über den JAK/STAT-Weg weiterleiten.
Dies geschieht nicht bei Stimulation mit IL-11 oder ohne Zytokin, ist also eine spezifische
Rezeptor-Zytokin-Aktivität.

Abbildung 4.7: Rezeptorvarianten des IL-6R im P-Stat3-Assay: Oben ist das phosphorylierte
Stat3 angefärbt, unten Stat3 zur Ladekontrolle. Alle Varianten wachsen mit
der Positivkontrolle Hyper IL-6, aber auch mit IL-6. Es findet keine Stat3-
Phosphorylierung nach IL-11-Stimulation oder ohne Zytokingabe statt. Die
IL-6R-Chimären sind biologisch aktiv und reagieren zytokinspezifisch. Die Er-
gebnisse sind repräsentativ für mindestens drei Experimente.
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Umgekehrt gilt diese spezifische Rezeptor-Zytokin-Aktivität für die IL-11R-Varianten
nach Stimulation mit IL-11 (Abbildung 4.8): Diese Chimären führen zu einem vielfach er-
höhtem P-Stat3 intrazellulär, aber nicht nach IL-6-Stimulation und ohne Zytokin. Hyper-
IL-6 dient hier ebenfalls als Positivkontrolle, da es unabhängig von den transduzierten
Rezeptoren über gp130 signalisiert.

Abbildung 4.8: Rezeptorvarianten des IL-11R im P-Stat3-Assay: Oben ist das phosphorylier-
te Stat3 angefärbt, unten Stat3. Alle Rezeptorchimären werden durch Hy-
per IL-6 angeregt, Phosphorylierung von Stat3 findet aber auch nach IL-11-
Stimulation statt. Keine Reaktion der intrazellulären Signalwege zeigt sich nach
IL-6-Stimulation und ohne Zytokingabe. Die IL-11R-Varianten reagieren also
ebenfalls zytokinspezifisch. Die Ergebnisse sind repräsentativ für mindestens
drei Messungen.

Beide Methoden, der Proliferationsassay und Phospho-Stat3-Assay, wiesen die Rezeptor-
funktionalität für intrazelluläre Signalkaskaden nach. Die Stat3-Ladekontrolle zeigt, dass
alle Stimulationsansätze die gleiche Materialmenge enthielten und die stärkere P-Stat3-
Bande nicht etwa durch einen größeren Einsatz von Ba/F3-gp130-Zellen zu erklären ist.
Zwei unterschiedliche Methoden kommen also auf dasselbe Ergebnis: Alle Chimären sind
aktiv und lassen sich durch dieselben Zytokine stimulieren (IL-6R-Varianten durch IL-6
und IL-11R-Varianten durch IL-11), bzw. nicht stimulieren (IL-6R-Varianten nicht durch
IL-11 und die IL-11R-Varianten nicht durch IL-6).
Der nächste Schritt war dann die Untersuchung des Shedding-Verhaltens von IL-6R und
IL-11R und dessen Chimären.
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4.5 ADAM17-Shedding nach PMA-Stimulation

Zur Untersuchung des ADAM17-Sheddings wurde der Phorbolester PMA verwendet.
HEK293 oder COS7 Zellen wurden mit den Wildtyp-Rezeptoren und den Rezeptorchimä-
ren transfiziert und am nächsten Tag von einer 10 cm-Schale in 6-well-Platten umgesetzt.
So konnte eine gleichmäßige Transfektionsrate für alle Stimulationsansätze einer Rezep-
torvariante gewährleistet werden. 48 h nach Transfektion konnten die Zellen stimuliert
werden. Als Negativkontrolle diente das Lösungsmittel DMSO, das ebenso wie PMA 2 h
auf den Zellen belassen wurde. Nach der Stimulationszeit wurden die Überstände ab-
genommen und die Zellen lysiert. Die Überstände konnten mittels ELISA oder durch
Concanavalin A-Sepharose-Fällung ausgewertet werden (siehe Abschnitt 3.2.4 und 3.2.4).
Die Lysate dienten als Kontrolle einer gleichmäßigen Transfektionsrate.
Wie in Abbildung 4.2 bereits dargestellt, findet für den IL-6R Shedding statt, nicht aber
für den IL-11R. Die Rezeptorchimären erlauben eine nähere Eingrenzung der Ursache.
Abbildung 4.9A zeigt ELISA-Messungen für die IL-6R-Varianten in HEK293-Zellen.

ADAM17 schnitt diejenigen Rezeptorchimären, die die Stalk-Region des IL-6R besitzen:
Chimäre Nr. VI und VII weisen lösliche Rezeptorformen in den Zellüberständen nach
ADAM17-Aktivierung auf. Bei Chimäre V, VIII und X sind diese nicht wesentlich er-
höht. Sie enthalten die Stalk-Region des IL-11Rs. Gleiche Ergebnisse lassen sich auch mit
COS7-Zellen erzielen (siehe Abbildung 4.9B).
Neben den ELISA-Messungen wurden die Zellüberstände von HEK293-Zellen auch mittels
Fällung durch Concanavalin A-Sepharose ausgewertet. Diese bindet an Glykosilierungs-
reste der Rezeptoren und kann durch Zentrifugation die löslichen Rezeptorformen aus den
Überständen trennen. Diese Methode war leider nur bedingt auf alle Rezeptorvarianten
anwendbar (siehe Abschnitt 4.18), da die Chimären unterschiedlich glykosyliert waren.
Darstellung 4.9C zeigt die Präzipitation der löslichen Rezeptoren von IL-6R und dessen
Chimären V, VI, VII, VIII und X. Die obere Zeile zeigt die Zellüberstände von HEK293-
Zellen und stellt die löslichen Rezeptorformen dar, falls vorhanden. In der Mitte sind die
Zelllysate dargestellt, sie enthalten den membrangebundenen Rezeptor. Ganz unten ist
β-actin zur Ladekontrolle angefärbt.
Im Western Blot ist nach PMA-Stimulation in den Zellüberständen für Chimäre Nr. VI
und VII und den IL-6R Protein nachweisbar. Chimäre Nr. V, VIII und X enthalten die
Stalk-Region des IL-11Rs, bzw. die letzten zehn Aminosäuren und werden somit nicht
durch ADAM17 geschnitten. Daher lässt sich für diese Varianten auch kein Protein nach-
weisen.

Nun sollte auch für die IL-11R-Chimären betrachtet werden, wie sie sich unter ADAM17-
Aktivierung verhalten. Die Erwartung war, dass nun diejenigen Chimären geshedded wer-
den, die die Stalk-Region des IL-6R enthalten. Und tatsächlich konnte dieser Umstand
gezeigt werden. Abbildung 4.10A zeigt zusammengefasste ELISA-Daten von HEK293-
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Abbildung 4.9: A: Zusammengefasste ELISA-Daten aus HEK293-Zellen der IL-6R-Varianten.
Dargestellt ist der x-fache Anstieg löslicher Rezeptorformen nach PMA-
Stimulation im Vergleich zur Negativkontrolle mit DMSO (=1). Die Daten
sind aus den Mittelwerten drei unabhängiger Experimente zusammengefasst,
± SD.
B: ELISA-Daten von COS7-Zellen. Dargestellt ist der Anstieg löslicher Re-
zeptorformen in den Zellüberständen nach und ohne ADAM17-Aktivierung in
ng/ml. Die Daten sind repräsentativ für mindestens zwei Messungen ± SD.
C: Präzipitation der IL-6R-Chimären durch Concanavalin A-Sepharose aus
HEK293-Überständen. Die löslichen Rezeptorformen aus den Zellüberständen
wurden mittels Concanavalin A-Sepharose über Nacht gefällt und mittels hIL-
6R 4-11 Antikörper im Western Blot dargestellt. Zelllysate wurden zur Ex-
pressionskontrolle durch ein Acrylamidgel aufgetrennt und via Western Blot
detektiert. Die Nitrocellulosemembran wurde für die Ladekontrolle gestrippt
und mit β-actin-AK erneut im Western Blot dargestellt.
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Abbildung 4.10: A: Zusammengefasste ELISA-Daten aus HEK293-Zellen der IL-11R-
Varianten. Dargestellt ist der x-fache Anstieg löslicher Rezeptorformen nach
PMA-Stimulation im Vergleich zur Negativkontrolle mit DMSO (=1). Die
Daten sind aus den Mittelwerten drei unabhängiger Experimente zusammen-
gefasst, ± SD.
B: ELISA-Daten von COS7-Zellen. Dargestellt ist der Anstieg löslicher Re-
zeptorformen in den Zellüberständen nach und ohne ADAM17-Aktivierung
in ng/ml. Die Daten sind repräsentativ für mindestens zwei Messungen ± SD.
Für den IL-11R und die Varianten II und III waren die Messwerte so niedrig,
dass sie von dem entsprechenden ELISA nicht mehr detektiert werden konn-
ten.
C: Präzipitation der IL-11R-Chimären I, IV und IX durch Concanavalin A-
Sepharose aus HEK293-Überständen. Überstände wurden mittels Concanava-
lin A-Sepharose über Nacht unter ständiger Bewegung gefällt und die löslichen
Rezeptoren mit E27 Antikörper im Western Blot dargestellt. Die Rezeptor-
expression aus den Zelllysaten wurde ebenfalls via Western Blot gemessen
und zusätzlich die Ladekontrolle nach Strippen der Membran mit α-β-actin
durchgeführt.
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Zellen die mit den IL-11R-Chimären transfiziert wurden. Die Varianten mit Stalk-Region
des IL-11R, Chimäre Nr. II und III, werden nicht durch ADAM17 geschnitten. Diejenigen
aber mit der Stalk-Region des IL-6R werden nach ADAM17-Aktivierung prozessiert. Im
Anti-hIL-11R-ELISA mit E24.2 als Antikörper konnten leider nicht die Chimären dete-
kiert werden, die den vollständigen Stalk des IL-6R besitzen (I und IV), da der Antikörper
in der Stalk-Region des IL-11R bindet. Glücklicherweise konnte Chimäre IX durch diesen
Antikörper noch detektiert werden, da das Bindungsepitop hier noch enthalten war (siehe
Abbildung 6.3 im Anhang).

Gleiche Ergebnisse im ELISA konnten auch in COS7 produziert werden (Abbildung
4.10B): Lösliche Rezeptorformen finden sich nur bei Chimäre IX wieder. Für den IL-
11R und Chimäre II und III konnten keine Messwerte erfasst werden. Die Absorbtion der
Proben im ELISA war so gering, dass die Standardreihe für eine quantitative Bestimmung
der Rezeptormenge nicht sensitiv war. Das Shedding von Chimäre IX macht insbesondere
die Funktion der fünf Aminosäuren ober- und unterhalb der ADAM17-Schnittstelle in der
Stalk-Region des IL-6R für das ADAM17-Shedding deutlich.
Um nun das Problem der fehlenden Detektierbarkeit von Chimäre I und IV zu beseitigen,
wurde sich der Präzipitation durch Concanavalin A-Sepharose bedient. Da der IL-6R auch
in der Stalk-Region glykosyliert ist (Müllberg et al., 1994), können diese Chimären so
nachgewiesen werden. Die Zellüberstände von HEK293-Zellen zeigen für Chimäre I und IV
lösliche Rezeptorformen im Western Blot nach ADAM17-Aktivierung durch PMA. Das ist
also der Beweis, dass Chimäre I und IV im Stalk des IL-6R ebenfalls geschnitten werden
können (Abbildung 4.10C). Ergänzend zur ELISA-Methode ließ sich über Präzipitation
auch für Chimäre IX ein ADAM17-induziertes Shedding nachweisen.

4.6 ADAM10-Shedding nach Ionomycin-Stimulation

Neben der ADAM17-Protease sollte auch eine andere Protease auf ihr Sheddingverhalten
bezüglich des IL-6R und IL-11R und deren Chimären untersucht werden. Aus früheren
Arbeiten war ADAM10 schon als Sheddase des IL-6R bekannt (Garbers et al., 2011b).
Darum wurde entschieden, diese Protease dahingehend zu untersuchen, ob sie den IL-
11R schneiden kann. Als Stimulator von ADAM10 wurde in dieser Arbeit das Calcium-
Ionophor Ionomycin verwendet. Zusätzlich zum ADAM10-Aktivator wurde der ADAM10
spezifische Inhibitor GI254023X (weiter nur als ’GI’ bezeichnet) benutzt. Durch Einsatz
des Inhibitors können beobachtete Effekte der Ionomycin-Stimulation ausschließlich auf
ADAM10 zurückgeführt werden, wenn dieser Effekt durch gleichzeitige Gabe von Iono-
mycin und GI nicht mehr beobachtet werden kann.
Die Shedding-Experimente wurden wie für das ADAM17-Shedding mit HEK293- und
COS7-Zellen durchgeführt. Ionomycin wurde wegen seiner apoptotischen Wirkung nur
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Abbildung 4.11: ADAM10-Shedding in HEK293-Zellen: ELISA-Messungen aus Zellüberstän-
den mit IL-6R und IL-11R cDNA transfizierten Zellen. Dargestellt sind
ELISA-Daten aus mindestens drei Experimenten, dessen Mittelwerte aus
dem x-fachen Anstieg löslicher Rezeptoren in den Zellüberständen nach
Ionomycin- und Ionomycin+GI254023X-Stimulation (Iono+GI) im Vergleich
zu DMSO (=1), ± SD zusammengefasst sind. Es findet für den IL-6R sowie
für den IL-11R nach ADAM10-Aktivierung ein zwei- bis dreifach erhöhtes
Shedding statt. Dieser Effekt ist nicht beobachtbar nach DMSO-Stimulation
und wenn ADAM10 vorher durch GI254023X inhibiert wurde.

1 h auf den Zellen belassen, als Negativkontrolle diente ebenfalls das Lösungsmittel DM-
SO. GI wurde 30 min vor Ionomycingabe zu den Zellen gegeben, um die Protease hemmen
zu können. Die Zellüberstände wurden mittels ELISA und die der HEK293-Zellen auch
über Concanavalin A-Sepharose-Fällung ausgewertet. Zelllysate dienten zum Vergleich ei-
ner gleichmäßigen Transfektionsrate.
Zunächst wurde das ADAM10-Shedding nur für die beiden Wildtyp-Rezeptoren IL-6R und
IL-11R untersucht (siehe Abbildung 4.11). Bestätigt wurde das bekannte Shedding des IL-
6Rs durch ADAM10. Erstaunlicherweise wurde jedoch auch der IL-11R durch ADAM10
geschnitten. Nach Ionomycin-Stimulation konnten zwei bis dreimal so viele lösliche IL-
11R-Moleküle in den Zellüberständen nachgewiesen werden als nach DMSO-Inkubation.
Zusätzlich konnte das Shedding durch GI-Gabe unterbunden werden, was ein Hinweis für
ein ADAM10 induziertes Shedding ist.

Die Tatsache dass ADAM10 sehr wahrscheinlich in der Lage ist, IL-6R und IL-11R zu
schneiden, sollte nun auch für die Rezeptorvarianten untersucht werden. Die Erwar-
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tung war, dass auch alle Chimären durch die Protease geschnitten werden können. Zu-
nächst wurde das ADAM10-Shedding für die IL-6R-Chimären untersucht. In HEK293-
Zellen konnte für alle Varianten ein ADAM10 induziertes Shedding gezeigt werden: Nach
Ionomycin-Stimulation erhöhten sich die löslichen Rezeptorformen in den Zellüberstän-
den und dies konnte durch vorherige Gabe von GI gehemmt werden. Auch in COS7-Zellen
zeigte sich dieser Effekt (Abbildungen 4.12A und 4.12B). Zusätzlich wurden auch für das
ADAM10 induzierte Shedding Präzipitationen aus den Zellüberständen von HEK293-
Zellen durchgeführt (Abbildung 4.12C). Für die IL-6R-Varianten ist zu beobachten, dass
der IL-6R und Chimären VI und VII lösliche Rezeporformen nach PMA und Ionomycin-
Stimulation in den Zellüberständen aufweisen. Chimäre V, VIII und X zeigen nur nach
ADAM10-Aktivierung einen Proteinnachweis im Western-Blot. Dies ist nicht mehr zu se-
hen, wenn gleichzeitig GI zu den Zellen gegeben wird. Dies bestätigt wieder die Annahme,
dass ADAM10 in der Lage ist beide Rezeptortypen, IL-11R und IL-6R, zu schneiden.
Wie für die IL-6R-Varianten konnte im ELISA auch für die IL-11R-Varianten ein Shed-
ding durch ADAM10 festgestellt werden. Abbildungen 4.13A und 4.13B zeigen, dass alle
Chimären in HEK293-Zellen sowie in COS7 Zellen nach Ionomycin-Stimulation geschnit-
ten werden und dies bei gleichzeitiger Hemmung von ADAM10 durch GI nicht der Fall ist.
Chimäre II, III und der IL-11R konnten nicht mittels Concanavalin A-Sepharose detek-
tiert werden, da sie zu gering oder gar nicht glykosyliert sind (siehe 4.9). Trotzdem wurde
der Versuch unternommen, für den IL-11R eine Immunopräzipitation zu etablieren (Abbil-
dung 4.13C). Die Zellüberstände wurden über Nacht mit dem Anti-myc-Antikörper 71D10
inkubiert und am nächsten Tag mittels Protein A-Sepharose gefällt. Deutlich wird, dass
zumindest für den IL-11R nach Ionomycin-Stimulation Protein im Western Blot sichtbar
wird, hingegen nach PMA- und DMSO-Stimulation gar keine bzw. viel schwächere Nach-
weise zu detektieren sind. Hiermit gelang also neben dem ELISA, als zusätzliche Methode
für den IL-11R, das ADAM10-Shedding mittels Präzipitation und anschließendem Wes-
tern Blot zu beweisen. Leider wurde diese Methode erst zum Ende dieser Arbeit etabliert
und konnte so für den IL-11R nur einmal und für dessen Varianten gar nicht durchgeführt
werden. Die deutliche Detektion von Protein nach Ionomycin-Stimulation zeigt aber, dass
nur nach ADAM10-Aktivierung eine signifikante Steigerung löslicher Rezeptorformen des
IL-11Rs in den Zellüberständen zu finden ist.
Zusammenfassend kann hier festgestellt werden, dass ADAM10 IL-6R, IL-11R und al-
le Chimären schneidet. Dies kann sowohl über ELISA, als auch über Präzipitation der
Rezeptoren aus den Zellüberständen festgestellt werden. So wurde ein neues Substrat
der ADAM10-Protease entdeckt, dessen Konsequenzen in vivo noch unbekannt sind. Um
nun genauer das ADAM10-Shedding am IL-11R zu untersuchen, sollten endogen IL-11R-
tragende Zellen eingesetzt werden.
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Abbildung 4.12: A: ELISA-Daten der IL-6R-Varianten von HEK293-Zellen mit Mittelwerten
aus drei unabhängigen Experimenten. Dargestellt ist der x-fache Anstieg lös-
licher Rezeptorformen nach Ionomycin- und nach Ionomycin+GI-Stimulation
im Vergleich zur Negativkontrolle mit DMSO (=1), ± SD.
B: ELISA-Daten von COS7-Zellen. Das gezeigte Experiment ist repräsentativ
für mindestens zwei Experimente und stellt die löslichen Rezeptoren aus den
Zellüberständen nach Ionomycin-, Ionomycin+GI- und DMSO-Stimulation in
ng/ml dar, ± SD.
C: Übersicht aller Präzipitationen mit Concanavalin A-Sepharose der IL-6R-
Chimären. Überstände wurden mittels Concanavalin A-Sepharose über Nacht
unter ständiger Bewegung gefällt und die löslichen Rezeptoren mit hIL-6R 4-
11 Antikörper im Western Blot dargestellt. Die Rezeptorexpression aus den
Zelllysaten wurde ebenfalls via Western Blot gemessen und zusätzlich die
Ladekontrolle nach Strippen der Membran mit α-β-actin durchgeführt.
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Abbildung 4.13: ADAM10 induziertes Shedding der IL-11R-Chimären. A: ELISA-Daten von
mit IL-11R und dessen Varianten transfizierten HEK293-Zellen. Gezeigt ist
der x-fache Anstieg der löslichen Rezeptoren in den Zellüberständen nach
Ionomycin- und Ionomycin+GI-Stimulation im Vergleich zur Negativkontrol-
le mit DMSO (=1). Die Daten entsprechen den Mittelwerten von drei unab-
hängigen Experimenten ± SD.
B: Zellüberstände von COS7-Zellen ebenfalls im ELISA gemessen. Darge-
stellt sind die löslichen Rezeptorformen nach Ionomycin-, Ionomycin+GI- und
DMSO-Stimulation in ng/ml ± SD. Das Ergebnis ist repräsentativ für zwei
Messungen.
C: Immunopräzipitation des IL-11R mittels Anti-myc und Protein A-
Sepharose. Proben der Zellüberstände von mit IL-11R transfizierten HEK293-
Zellen, die anschließend mit Ionomycin, PMA und DMSO stimuliert wurden,
inkubierten über Nacht mit Anti-myc bei 4◦C unter ständiger Bewegung.
Nach gründlichem Waschen der Proben wurden sie mittels Protein A Sepha-
rose für 5 h gefällt. Die Proben wurden mir Lämmli-Puffer bei 95◦C aufge-
kocht und auf ein Acrylamidgel aufgetragen. Die Darstellung des Rezeptors
erfolgte mit E27 Ak im Western Blot. Zelllysate desselben Ansatzes dienten
zur Expressions- und Ladekontrolle (nach Stippen der Membran und Detek-
tion mit α-β-actin).
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4.7 Endogener Nachweis von IL-11R und dessen

Shedding

Als erstes wurde die humane Leukozytenzelllinie K562 auf endogenes IL-11R-Shedding
untersucht. Aus bekannter Literatur sollte diese IL-11R auf der Zelloberfläche tragen
(Chérel et al., 1995). Zur Untersuchung der Funktionalität und Ansprechbarkeit der Re-
zeptoren wurde ein P-Stat3-Assay mit Zytokinstimulation angefertigt (siehe Abbildung
4.14A). Leider konnte für diese Zelllinie nur eine sehr verhaltene Ansprechbarkeit auf IL-

Abbildung 4.14: A: Phospho-Stat3-Assay der Leukozytenzelllinie K562. Oben ist das P-Stat3
angefärbt unten Stat3 zur Ladekontrolle. Die Daten sind repräsentativ für
mindestens zwei Messungen.
B: FACS-Analyse des IL-11R-Sheddings nach Ionomycin- (blau),
Ionomycin+GI- (grün) und DMSO-Stimulation (schwarz). Rot darge-
stellt ist die Negativkontrolle, bei der DMSO stimulierte Zellen nur mit
zweitem Ak angefärbt sind.
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11 dargestellt werden. Erst durch Stimulationen mit 100 ng/ml IL-11 lässt sich eine leichte
Stat-3-Phosphorylierung feststellen.
Für K562 wurde zudem eine durchflusscytometrische Analyse durchgeführt. Zunächst
wurde getestet, ob IL-11R auf der Zelloberfläche überhaupt anfärbbar ist. Abbildung
4.14B zeigt K562-Zellen mit E27-Antikörper und zweitem Antikörper (α-mouse-Fluorescein)
angefärbt. Rot dargestellt ist die Färbung bei der nur der zweiter Antikörper verwendet
wurde. Schwarz die Zellen, an die E27 und der zweite Antikörper gebunden hat. Die
schwarze Kurve ist im Vergleich zur roten nur leicht nach rechts verschoben. Es ist daher
wahrscheinlich nur eine sehr geringe Rezeptorendichte von IL-11R auf der Zelloberfläche
zu finden. Trotzdem wurden nun auch Shedding-Experimente mit diesen Zellen durchge-
führt. K562 reagierten sehr empfindlich auf Ionomycin-Stimulation und es war schwierig
keine Apoptose auszulösen. Bei dieser Zelllinie war es nicht möglich, ein Shedding nach
ADAM10-Aktivierung auszulösen. Die rechte Graphik der Abbildung zeigt K562-Zellen
nach Stimulation mit Ionomycin (schwarz), DMSO (grün) und Ionomycin mit vorheriger
GI-Gabe (rot). Es findet keine Verschiebung der Kurve statt und somit reduziert sich
die angefärbte IL-11R-Dichte auf der Zelloberfläche nicht. Wie oben bereits beschrieben,
könnte dies auch an nicht ausreichendem Vorhandensein von IL-11R auf der Zelloberfläche
von K562-Zellen für dieses Experiment liegen.

Als zweiter Ansatz zum endogenen IL-11R-Shedding wurden humane Makrophagen un-
tersucht. Dies geschah in Zusammenarbeit mit Katja Möller vom Biochemischen Institut
der Universität Kiel. Makrophagen wurden mithilfe der Kits Isolation of mononuclear

cells from human peripheral blood by density gradient centrifugation, Monocyte Isolation

Kit II human und CD14 Micro Beads human (alle von Miltenyi Biotec GmbH, Ber-
gisch Gladbach) nach Herstellerprotokoll isoliert und selektiert. Die Stimulation erfolgte
mit PMA (100 nM, 2 h), Ionomycin (1μM, 30 min), DMSO und Ionomycin mit vorheri-
ger ADAM10-Inhibition durch GI (30 min vor Ionomycin-Gabe). Die Zellen wurden dann
wie in Abschnitt 3.2.4 beschrieben, mit 1. (E27) und 2.Antikörper (α-mouse-Fluorescein)
angefärbt und in einem FACS Canto Becton Dickson GmbH, Heidelberg ausgewertet. Ab-
bildung 4.15 A und C zeigen die über positive Selektion isolierten Makrophagen, B und
D die negativ selektierten (für Erklärungen der Methode siehe 3.2.2). A und B stellen die
Anfärbbarkeit des IL-11R auf der Zelloberfläche dar: Durch Zugabe des E27-Antikörpers
verschiebt sich die Kurve nach rechts. PMA sollte eigentlich als Negativkontrolle dienen,
um die Aktivierung weiterer Proteasen als Ursache für das IL-11R-Shedding auszuschlie-
ßen. Warum hier eine Linksverschiebung der Kurve nach PMA-Stimulation zu beobachten
ist, ist unklar. Da jedoch eine viel geringere Zellzahl gemessen wurde, ist nicht auszu-
schließen, dass die Makrophagen nach 2 h PMA-Stimulation apoptotisch werden und der
2. Antikörper unspezifisch bindet. In der Zellkultur konnte klar nachgewiesen werden
dass ADAM17 nicht in der Lage ist, IL-11R zu schneiden. Abbildungen C und D zeigen
das Ionomycin-Experiment. Bei positiv sowie bei negativ selektierten Zellen konnte nach
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Abbildung 4.15: Analyse der Anfärbbarkeit und des Sheddings von IL-11R auf der Zello-
berfläche humaner Makrophagen via FACS-Analyse. A+C: Positiv selek-
tierte Makrophagen. B+D: Negativ selektierte Makrophagen. Schwarz: DM-
SO stimulierte Zellen. Rot: DMSO stimulierte Zellen, aber nur mit zwei-
tem Ak angefärbt (Darstellung unspezifischer Ak-Bindung). Blau: PMA-
Stimulation/Ionomycin-Stimulation. Grün: Ionomycin+GI.

Ionomycin-Stimulation keine Reduktion der IL-11-Rezeptorendichte auf den Zelloberflä-
chen gemessen werden. Die Kurve der DMSO-, der Ionomycin-, sowie der Ionomycin- mit
vorheriger GI-Stimulation liegen alle übereinander. Es wurde also kein IL-11R-Shedding
durch ADAM10 auf humanen Makrophagen nachgewiesen (Ergebnisse wurden zweimal
reproduziert).
Insgesamt müsste die Versuchsreihe mit humanen Makrophagen nochmals wiederholt wer-
den, um wirklich wissen zu können, ob das ADAM10-Shedding nicht nachweisbar ist. Wie
auch schon in oben genanntem Experiment war die optimale Ionomycinkonzentration und
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-stimulationszeit für PBMCs nicht bekannt. Daher könnte es möglich sein, dass andere
Versuchsbedingungen auch andere Ergebnisse liefern.

Als dritte endogenen IL-11R tragende Zellen wurden Rattenhepatozyten verwendet. Die-
se wurden von Dr. Annika Sommerfeld (Klinik für Gastroenterologie, Hepatologie und
Infektiologie, Universitätsklinikum Düsseldorf) präpariert und angezüchtet (siehe auch
Abschnitt 3.2.2). Die Hepatozyten wurden zur Verfügung gestellt, nachdem sie bereits
einen halben Tag angewachsen waren.
Zunächst sollte getestet werden, ob die Hepatozyten ausreichend IL-11R auf der Zello-
berfläche tragen und diese durch Zytokinstimulation auch ein Signal weiterleiten können.
Dazu wurde der bereits in Abschnitt 4.4 beschriebene Phospho-Stat3-Assay verwendet.
Das Williams E Medium wurde 36 h nach Präparation von den Zellen abgesaugt und
durch DMEM-/- ersetzt: die Zellen wurden für ca. 5 h ohne Serum ’gehungert’. Dann
wurden die Zellen mit Zytokin stimuliert: 10 ng/ml IL-6, 10, 50 und 100 ng/ml IL-11 und
10 ng/ml Hyper IL-6 als Positivkontrolle. In den Versuchen zeigte sich, dass eher höhere
Konzentrationen von Zytokin notwendig waren, um einen messbaren Effekt zu erzeugen
(Abbildung 4.16A, daher auch keine Stat3-Phosphorylierung durch 10 ng/ml IL-6).
Es konnte aber eine P-Stat3-Aktivierung nach 50-100 ng/ml IL-11 gemessen werden. Das
bedeutet, dass die Hepatozyten IL-11R in ausreichender Menge auf der Zelloberfläche tra-
gen und durch menschliches IL-11 aktiviert werden können.
Der nächste Schritt bestand darin, nachzuweisen ob nach ADAM10-Aktivierung ein Shed-
ding des IL-11R auf den Rattenhepatozyten beobachtet werden kann. Dazu wurden die
Hepatozyten wie in Abschnitt 3.2.2 beschrieben mit Ionomycin, DMSO und Ionomycin
mit zusätzlichem ADAM10-Inhibitor stimuliert. Nach der Stimulationszeit wurde das Me-
dium abgesaugt und die Zellen für 10 min mit dem Enzymgemisch Accutase inkubiert, um
sie schonend von der Zellkulturschale abzulösen. Die Accutase wurde durch milde Zentri-
fugation bei 300 g von den Zellen getrennt und diese wurden in FACS-Puffer resuspendiert.
Danach folgte die erste Färbung mit dem E27-Antikörper, da dessen Bindemotiv in ei-
nem Bereich des Rezeptors liegt, der zwischen Mensch und Ratte stark konserviert ist
(siehe Alignment im Anhang: 6.2). Nach der Inkubationszeit wurde der erste Antikörper
durch Zugabe des fluoreszierenden Antikörpers α-mouse-Fluoroscein angefärbt. Als Ne-
gativkontrolle wurden einige Proben auch nur mit dem zweiten Antikörper angefärbt, um
unspezifische Bindungen auszuschließen. Nach der Färbung wurden die Antikörper mit
FACS-Puffer abgewaschen und in spezielle Röhrchen überführt. Die Fluoreszens wurde
mit dem FACS CantoII der Firma Becton Dickson GmbH, Heidelberg gemessen. Es stell-
te sich als schwierig dar, diese Methode zu etablieren, da einerseits die notwendige Menge
Ionomycin zur ADAM10-Aktivierung eingesetzt werden musste, ohne dass die Zellen aber
in Apoptose übergehen. Diese Schwierigkeit versuchten wir durch verschiedene Konzen-
trationen und Inkubationszeiten zu lösen. Andererseits war die Antikörperkonzentration
ein Problem, da nicht bekannt war wie viel benötigt würde um eine vernünftige Färbung
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Abbildung 4.16: A: Phospho-Stat3-Assay von Hepatozyten aus der Ratte. Oben ist das P-
Stat3 angefärbt unten Stat3 zur Ladekontrolle. Die Messung ist repräsentativ
für zwei Messungen.
B: FACS-Messung des IL-11R auf der Zelloberfläche von Hepatozyten aus
der Ratte nach Ionomycin Stimulation (blau). Ebenfalls dargestellt ist die
Rezeptordichte nach DMSO (schwarz) und Ionomycin und GI-Stimulation
(grün). Die rote Kurve stellt die unspezifische Bindung durch den zweiten
Antikörper dar.

zu erzeugen und die Antikörper nicht ausreichend zur Verfügung standen. Es wird daher
nur eine nicht repräsentative Messung gezeigt, die aber tatsächlich den Erwartungen ent-
spricht (Abbildung 4.16B). Auf der X-Achse ist die IL-11R-Dichte auf der Zelloberfläche
im FITC-A-Kanal dargestellt. Die Y-Achse stellt die Gesamtzellzahl dar. Die rote Kurve
zeigt die unspezifische Bindung des zweiten Antikörpers, was somit für alle Stimulati-
onsansätze des linken Schenkels der zweigipfligen Kurve gilt. Die schwarze Kurve ist die
Negativkontrolle mit DMSO. Blau dargestellt ist der Stimulationsansatz mit Ionomycin

63



4 Ergebnisse

(2μM, 1 h), die grüne Kurve zeigt Ionomycin mit vorheriger ADAM10-Inhibition durch
GI. Zu sehen ist, dass die Zellen nach Ionomycin-Stimulation 5-6 x103 weniger IL-11R auf
der Zelloberfläche tragen, als nach DMSO-Stimulation oder nach Hemmung der ADAM10-
Protease (Verschiebung der Kurve nach links). Da dieser Effekt durch GI-Einsatz verhin-
dert werden kann, muss er auf ADAM10 zurückgeführt werden. Wir vermuten, dass ein
IL-11R-Shedding auf Rattenhepatozyten durch ADAM10 stattfindet. Allerdings müssen
diese Daten noch einmal reproduziert werden, um die Aussagekraft dieser Einzelmessung
zu verstärken.

4.8 Trans-Signaling des IL-11R in Ba/F3gp130 Zellen

Um ein mögliches Trans-Signaling des IL-11R zu testen wurden Ba/F3-gp130 Zellen mit
löslichem hIL-11R (shIL-11R) und IL-11 stimuliert. Als Messinstrument wurde der Proli-
ferationsassay verwendet.
Nun sollte bei den Zellen durch alleinige Stimulation mit löslichem hIL-11R und IL-11
Wachstum stattfinden. Es wurde mit sehr hohen Konzentrationen shIL-11R der Firma
R&D Systems stimuliert. Der Ansatz, shIL-11R aus Zellüberständen Ionomycin-stimu-
lierter Zellen für diesen Versuch zu verwenden, wurde verlassen, da die Konzentrationen
des daraus gewonnenen löslichen Rezeptors zu gering waren (durchschnittlich 3 ng/ml).
Zusätzlich wurde geprüft, ob ein messbarer Effekt mittels Zugabe von löslichem gp130
(sgp130) gehemmt werden kann. Stimuliert wurde in einer 96-well-Platte mit 100μl Me-
dium. Vom besser erforschten IL-6R-Trans-Signaling war bekannt, dass sgp130 den IL-
6R/IL-6-Komplex vor Bindung an zellmembrangebundenes gp130 abfangen kann und so
den Trans-Signalweg inhibiert (Rose-John et al., 2006).
In Abbildung 4.17 ist dieser Versuch zu sehen. Die Positivkontrolle mit Hyper IL-6 (1)
führt zu Zellwachstum. Alleinige Stimulation mit IL-6 (2), IL-11 (3) oder shIL-11R (5)
hat keinen Effekt auf die Proliferation der Zellen, ebenso wenn kein Zytokin zu den Zellen
gegeben wird (4). Wird shIL-11R aber mit IL-11 zusammen zu den Zellen gegeben, findet
Zellwachstum statt (6+7). Dies ist abhängig von der Menge an löslichem Rezeptor und
weniger von der Zytokinkonzentration. Bei gleichzeitiger Zugabe von sgp130 kann das
Trans-Signaling gehemmt werden (8-10). Es zeigt sich also, dass der Komplex aus IL-11R
und IL-11 analog zum IL-6R-Tans-Signaling andere Zellen erregen kann. Diese Wirkung
wird durch Abfangen des Komplexes durch lösliches gp130 inhibiert.
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Abbildung 4.17: Transsignaling des IL-11R in Ba/F3-gp130-Zellen im Proliferationsassay. Dar-
gestellt sind die Mittelwerte aus drei Messungen ± SD.

4.9 Glykosylierung von IL-11R und IL-6R

Um die Nachweisbarkeit des IL-11R via Concanavalin A Sepharose zu überprüfen wurde
die Glykosylierung des IL-11R im Vergleich mit dem IL-6R getestet. Es zeigte sich, dass
der IL-11R im Vergleich zum IL-6R kaum glykosyliert ist.
Wie in Abschnitt 4.6 bereits angesprochen, war es nicht möglich für den IL-11R und die
Chimären II und III eine Präzipitation mittels Concanavalin A-Sepharose durchzufüh-
ren. Für den IL-6R war dessen ausgeprägte Glykosylierung bekannt, die sich auch im
Stalk-Bereich befindet (Müllberg et al., 1994). Für den IL-11R fehlten diesbezüglich
Information aus vorheriger Forschung.
Um die Glykosylierung des IL-11R zu untersuchen und damit auch festzustellen, ob die
Präzipitation mittels Concanavalin A-Sepharose überhaupt möglich ist, wurde ein Degly-
koslierungskit (Enzymatic Protein Deglycosylation Kit (EDEGLY)) von der Firma Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Steinheim bezogen.
Das Enzym PNGaseF schneidet besonders N-Glykosylierungsseitenketten von Proteinen
ab. Glykosylierter und deglykosylierter IL-6R und IL-11R wurden dann nebeneinander im
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Abbildung 4.18: Proteinmasse von IL-6R (A) und IL-11R (B) ohne und mit Deglykosylierung
durch PNGaseF.

Western Blot aufgetragen und mittels spezifischer Antikörper detektiert (Abbildung 4.18
A und B).
Der IL-6R verliert deutlich an Masse (fast 20 kDa), wenn er nicht mehr glykosyliert ist.
Der IL-11R hat deglykosyliert fast dieselbe Größe wie glykosyliert. Daraus ist zu schließen,
dass er im Gegensatz zum IL-6R kaum glykosyliert ist. Daher ist eine Detektion mittels
Concanavalin A-Sepharose auch nicht möglich.
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IL-6 und IL-11 spielen eine wichtige Rolle bei Reaktionen des Immunsystems im mensch-
lichen Körper. Aufschlüsse über dessen Signalwege sind daher von großer Bedeutung für
das Verständnis von Erkrankungen wie chronischen Entzündungen oder Tumorentste-
hung. IL-6 und IL-11 haben beide den klassischen Signalweg gemein. Dabei binden die
Zytokine an ihre Alpha-Rezeptoren IL-6R oder IL-11R und es werden zusätzlich zwei Mo-
leküle gp130 benötigt, um die Signaltransduktion stattfinden zu lassen. Für IL-6 ist auch
ein Trans-Signalweg bekannt. Hier entsteht ein löslicher IL-6R einerseits durch alternati-
ves Splicen der mRNA (10%, Horiuchi et al., 1994) oder durch proteolytische Spaltung
(90%, Müllberg et al., 1993a), auch als Shedding bezeichnet. Der lösliche IL-6R kann
freies IL-6 binden und durch Bindung an gp130 alle Körperzellen erregen, da gp130 ubi-
quitär exprimiert wird. Die Proteasen, die IL-6R spalten, stammen aus der Familie der
ADAM-Proteasen (A Disintegrin And Metalloprotease): ADAM10 und ADAM17. Für
den IL-11R ist bisher kein (durch ADAM17 induzierter) Trans-Signalweg beschrieben,
obwohl er dem IL-6R in Struktur und Signal sehr ähnlich ist. Zusätzlich wird vermutet,
dass für ADAM17 auch die Struktur des Substrats für das Shedding wichtig ist, denn in
allen Substraten von ADAM17 konnte bis jetzt keine Konsensussequenz der Schnittstelle
festgestellt werden (Caescu et al., 2009). Diese Arbeit befasste sich mit der Frage, wel-
cher Teil des IL-6R nun bedeutend für das ADAM17 induzierte Shedding ist und warum
der IL-11R nicht von ihr geschnitten wird. Zusätzlich sollten weitere Proteasen für ein
eventuelles Shedding des IL-11R gesucht werden. Dritter und vierter Punkt waren die
Entwicklung eines IL-6R, der nicht mehr von ADAM17 geschnitten werden kann und ein
IL-11R, bei dem dies geschieht.

5.1 IL-6R- und IL-11R-Shedding in vitro

Für die Umsetzung oben genannter Arbeitsziele wurde zunächst das Sheddingverhal-
ten der beiden Proteasen ADAM10 und ADAM17 für den IL-6R und IL-11R unter-
sucht. Wie schon aus früheren Arbeiten bekannt, konnte der IL-6R nach ADAM10-
und ADAM17-Aktivierung geschnitten werden. Der IL-11R wurde wie vermutet nach
ADAM17-Aktivierung nicht geschnitten, erstaunlicherweise jedoch nach ADAM10-Stimu-
lation. Zum ersten Mal konnte so ein Shedding für den IL-11R nachgewiesen werden, von
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dem bisher angenommen wurde, er sei gar nicht prozessierbar. Zur weiteren Eingrenzung
der Schnittstellen wurden zehn Rezeptorchimären aus IL-6R und IL-11R generiert. Teile
der Stalk-, der Transmembran- und der intrazellulären Domäne waren einzeln oder alle
zusammen gegen die des jeweils anderen Rezeptors ausgetauscht. Bei zwei Varianten (Chi-
märe IX und X) waren nur zehn Aminosäuren der Stalk-Region vor der Transmembrando-
mäne ausgetauscht. Aus vorherigen Arbeiten war schon bekannt, dass extrazelluläre Teile
für die Bindung der Proteasen bedeutsam sind (Müllberg et al., 1994; Garbers et al.,
2011b). Die Chimären mit ausgetauschter Transmembran- oder intrazellulärer Domäne
wurden aber als Kontrolle und Sicherheit mitentwickelt, um Ergebnisse sicher eingrenzen
zu können.
Um das Shedding der Chimären zu untersuchen, wurden HEK293- und COS7-Zellen mit
den Wild-Typ-Rezeptoren und dessen Varianten transfiziert und die Proteasen mit Sti-
mulatoren aktiviert (ADAM17: PMA, ADAM10: Ionomycin). Die Zellüberstände wurden
mithilfe spezifischer ELISAs oder durch Fällung durch Concanavalin A Sepharose auf
lösliche Rezeptorformen untersucht.

Diese Arbeit konnte zeigen, dass für den IL-6R-Trans-Signalweg und das Shedding durch
ADAM17 besonders die Stalk-Region entscheidend ist. Genauer eingegrenzt werden konn-
te dieser Bereich auf die jeweils fünf Aminosäuren ober- und unterhalb der ADAM17-
Schnittstelle der Stalk-Region. Sind diese gegen den Stalk (oder die letzten zehn Amino-
säuren des Stalks) des IL-11R ausgetauscht, findet keine Prozessierung des IL-6R durch
ADAM17 statt. Daher konnte gezeigt werden, dass der Wildtyp-IL-11R wegen seiner
Stalk-Region nicht von ADAM17 geschnitten wird. Dies eröffnet Möglichkeiten die Be-
deutung des Trans-Signalwegs in vivo genauer zu untersuchen:
Durch Chimäre V und X (IL-6R-Chimären mit Stalk-Region des IL-11R) könnte der IL-
6R ausgetauscht werden und es könnte nur noch der klassische Signalweg stattfinden.
Welche Auswirkungen hätte das für die Effektivität des Immunsystems und entstünden
dadurch Fehler? Weiterhin ist auch nicht klar, unter welchen Bedingungen ADAM10 in

vivo aktiviert wird und ob Chimäre V und X daher als Modell des ausgeschalteten Trans-
Signalwegs unbrauchbar sind, da sie noch von ADAM10 geschnitten werden.

Für den IL-11R gilt umgekehrt: Durch Entwicklung von Chimäre I und IX (IL-11R-
Chimären mit Stalk-Region des IL-6R) entsteht ein durch ADAM17 prozessierbarer IL-
11R, dessen Bedeutung in vivo unbekannt ist. Wie oben schon erwähnt wurde zudem eine
Protease identifiziert, die humanen Wild-Typ IL-11R induziert schneidet: ADAM10. Nach
Aktivierung durch Ionomycin konnte ein Shedding nachgewiesen werden, lösliche IL-11R-
Formen auch aller IL-11R-Varianten wurden in den Zellüberständen detektiert. Auch alle
IL-6R-Varianten wurden von ADAM10 geschnitten. ADAM10 prozessiert nach Aktivie-
rung IL-6R und IL-11R, hat also sehr wahrscheinlich andere Substraterkennungsstellen
als ADAM17. Bisher ist allerdings unklar unter welchen physiologischen Bedingungen
ADAM10 aktiviert wird und ob in vivo lösliche IL-11R-Formen entstehen (und damit im
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Blut messbar wären).
Leider war dieser Effekt des ADAM10-Sheddings nicht bei allen Chimären gleichermaßen
stark ausgeprägt. Chimäre V zeigte beispielsweise nur einen sehr verhaltenen Anstieg des
löslichen Rezeptors in den Zellüberständen. Eine Erklärung hierfür wäre dass Chimären
keine natürlich vorkommenden Proteine sind und keine 1:1 übertragbaren Reaktionen im
Vergleich zu Wild-Typ-Rezeptoren auslösen. Zudem konnten nicht alle Chimären mittels
Concanavalin A Sepharose präzipitiert werden. Dies lag an der wenig ausgeprägten Glyko-
sylierung des IL-11Rs und der Chimären, die nicht den Stalk-Bereich des IL-6R enthalten.
Der Versuch, IL-11R mittels Immunopräzipitation über den N-terminalen myc-Tag zu prä-
zipitieren, erhärtete jedoch die Annahme, dass es möglich ist auch auf diesem Wege ein
Shedding des IL-11R nachzuweisen. Die ELISA-Daten zeigen jedenfalls eindeutig, dass
Shedding stattfindet und das sogar in zwei verschiedenen Zellinien (HEK293 und COS7).
Ein weiterer Ansatz zur Präzipitation löslicher IL-11R Varianten aus den Zellüberständen
wäre, ein Molekül IL-11 mit einem Fc-Teil zu versehen, um so löslichen IL-11R aus den
Zellüberständen nach Bindung an IL-11-Fc zu fällen.

5.2 Endogenes IL-11R-Shedding

Da das Shedding im Allgemeinen und besonders durch ADAM10 für den IL-11R bis-
her unbekannt war, sollte auch das Shedding für endogen-vorkommenden IL-11R durch
ADAM10 untersucht werden.
Dafür wurden die Leukozytentumorzelllinie K562, humane Makrophagen und Hepato-
zyten der Ratte via Durchflusscytometrie untersucht. Gefärbt wurde hierfür mit zwei
Antikörpern: 1. Antikörper zur Bindung an IL-11R auf der Zelloberfläche (E27) und 2.
Antikörper mit Fluorescein gekoppelt, der an den 1. Antikörper bindet. Gemessen wurde
dann die Menge fluorescierender Zellen als quantitativer Nachweis für die IL-11R-Dichte
auf der Zelloberfläche.
Vor allem lag die Schwierigkeit darin, passende Ionomycinkonzentrationen und -stimula-
tionszeiten zu etablieren. Einerseits musste es genug sein, um ADAM10 zu induzieren,
andererseits nicht zu viel, da die Zellen ansonsten durch Calciumeinstrom apoptotisch
werden.
Der Versuch mit den Rattenhepatozyten konnte so nur einmal vollständig durchgeführt
werden. Es konnte eine deutliche Verschiebung der Kurve und damit Abnahme der IL-
11R-Dichte auf der Zelloberfläche nach Ionomycinstimulation festgestellt werden. Nach
vorheriger Hemmung von ADAM10 durch GI war dieser Effekt nicht beobachtbar. GI
hemmt sehr spezifisch nur ADAM10, daher muss der Effekt der Verschiebung der Kurve
auf eine ADAM10-Aktivierung zurückgeführt werden. Natürlich müssen die Versuche wie-
derholt werden, aber dies gibt uns schon einen deutlichen Hinweis, dass auch der endogene
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IL-11R geshedded wird.
Die Leukämiezelllinie K562 eignete sich nicht sehr gut für unsere Experimentenreihe. Zwar
war ein Vorhandensein von IL-11R auf deren Zelloberfläche in der Literatur beschrieben
(Chérel et al., 1995), es konnten aber keine befriedigende Anfärbung von IL-11R durch-
geführt werden, sodass angenommen werden musste, dass für unsere Versuche zu wenig
IL-11R auf dieser Zelllinie zu finden ist.
Bei den humanen Makrophagen war ebenfalls ungewiss welche Konzentrationen zu verwen-
den sind und wie lange die Zellen stimuliert werden müssen. Zudem konnten die Versuche
in Kooperation mit dem Biochemischen Institut Kiel nur an zwei Tagen durchgeführt
werden, was die Verfügbarkeit der Zellen natürlich enorm eingrenzte. Wir vermuten, dass
auch hier ein Shedding zu beobachten ist, denn IL-11R auf den humanen Makrophagen
war gut und zahlreich anfärbbar.
Interessant wäre zu erfahren welchen Effekt ein IL-11R-Shedding hat und welche Funk-
tion einem IL-11R-Trans-Signalweg in vivo zugute kommt. Nun ist Ionomycin auch kein
im Körper vorkommender natürlicher Stimulus und es gilt, weitere ADAM10 induzieren-
de Stoffe zu identifizieren, die für das IL-11R-Shedding in Frage kämen. Auch könnten
noch andere Proteasen existieren, die den IL-11R schneiden. Schon allein die Tatsache,
dass hingegen aller bisherigen Vermutungen ein Shedding des IL-11R bewiesen werden
konnte, muss weitere Anstrebungen auf die Identifizierung eines in vivo-Signalwegs nach
sich ziehen. Die Ansätze dieser Arbeit lassen schon vermuten, dass auch in vivo Shedding
stattfindet.

5.3 Der IL-11R-Trans-Signalweg und Hemmung durch

sgp130Fc

Diese Arbeit konnte zudem zeigen, dass ein möglicher Trans-Signalweg des IL-11R durch
Bindung des IL-11R/IL-11-Komplexes an sgp130-Fc gehemmt werden kann.
Ba/F3-gp130-Zellen wurden mit Zytokinen, IL-11/IL-11R-Komplexen und zusätzlich mit
löslichem gp130-Fc (sgp130-Fc, Rose-John et al., 2006) stimuliert. Gemessen wurde die
Zellproliferation und die Phospho-Stat3-Aktivierung der Zellen. Es zeigte sich, dass IL-
11/IL-11R-Komplexe mit hohen IL-11R-Konzentrationen in der Lage sind, Ba/F3-gp130-
Zellen zu aktivieren. Dies wurde auch schon beschrieben in Pflanz et al., 1999. Der
Versuch, eine Aktivierung mittels den Zellüberständen Ionomycin-stimulierter Zellen zu
erzeugen, schlug fehl. Das lag wahrscheinlich an zu niedrigen Konzentrationen des IL-11R
in den Zellüberständen, trotz Überexpression des Rezeptors. Zusätzlich konnte jedoch ge-
zeigt werden, dass der Komplex aus IL-11 und IL-11R nicht mehr zur Aktivierung der
Ba/F3-gp130-Zellen fähig ist, wenn er mit sgp130-Fc zusammen zu den Zellen gegeben
wird. Sgp130-Fc fängt den IL-11/IL-11R-Komplex vor Bindung an die membranständigen
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gp130-Moleküle ab. Dies zeigt parallel zum IL-6R-Trans-Signalweg therapeutische Mög-
lichkeiten auf. Der IL-6/IL-6R-Komplex bindet ebenfalls an ein gp130-Homodimer zur
Signaltransduktion und kann durch sgp130 gehemmt werden, sodass kein Trans-Signaling
mehr stattfinden kann.
Falls in vivo tatsächlich kein IL-11R-Trans-Signalweg existieren sollte, stellt sich die Fra-
ge, warum dies so ist und warum IL-11 im Gegensatz zum IL-6 nur mit dem klassischen
Signalweg auskommt. Dies würde zudem weitere Aufschlüsse über IL-6 geben, da sich
dann evolutionär ein Trans-Signalweg im Gegensatz zum IL-11 als vorteilhaft erwiesen
hätte. Umgekehrt würde aber das Vorhandensein eines Trans-Signalweg des IL-11R die
Frage aufwerfen, welche Bedeutung ihm zukommt und ob dessen Reaktionen, ähnlich dem
IL-6, vor allem bei pathologischen Entzündungsreaktionen aktiviert werden.

Abbildung 5.1: Hemmung des IL-11/IL-11R-Komplexes durch sgp130-Fc.

5.4 Ausblick

Für die Zukunft ergeben sich aus den Ergebnissen dieser Arbeit fünf Punkte, die als An-
sätze für weitergehende Experimente oder Ergänzungen zu nennen sind: Erster Punkt ist
die Vervollständigung der Daten dieser Arbeit bezüglich des in vitro IL-11R-Sheddings
durch ADAM10. Das oben bereits erwähnte IL-11-Fc-Molekül ist bereits in Arbeit und
soll es möglich machen, lösliche Rezeptorformen von IL-11R, Chimäre II und III aus
Zellüberständen zu präzipitieren. Eine andere Möglichkeit wäre die Generierung weite-
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rer Antikörper die für einen ELISA benutzt werden können, der alle IL-11R-Chimären
detektiert.

Zweitens sind die erzeugten Rezeptorchimären des IL-6R mit Stalk-Region des IL-11R
(Chimäre V und X) ein guter Ansatz für eine IL-6-Trans-Signaling Knock-Out-Maus.
Bisherige Versuche das IL-6R-Shedding durch Knock-Out von ADAM17 zu unterbinden,
schlugen fehl, da diese Mäuse schon als Embryonen versterben. Zusätzlich existiert in der
Maus im Gegensatz zum Menschen nur ein Trans-Signalweg über proteolytische Spal-
tung und es findet kein alternatives Splicen für den IL-6R statt (Garbers et al., 2011b).
Durch Veränderung des IL-6R kann so der Trans-Signalweg ausgeschaltet werden, oh-
ne die Hauptsheddase von IL-6R (ADAM17) oder den klassischen Signalweg zu stören.
Wären diese Mäuse dann weniger anfällig für chronische Entzündung und/oder entste-
hen ihnen irgendwelche Nachteile in Reaktionen der Immunabwehr? Bisher wurde der
Trans-Signalweg vor allem für pathophysiologische Entzündungsreaktionen verantwortlich
gemacht, während der klassische Signalweg eher regenerative Effekte besitzt (Garbers

et al., 2012).
In einem Tuberkulose-Modell konnte Anfang 2012 gezeigt werden, dass die Hemmung des
IL-6-Trans-Signalwegs durch sgp130Fc zu keiner reduzierten Immunreaktion führt und
diese Mäuse-Kohorte auch weniger für Tuberkuloseerreger anfällig war, als die Kohorte
mit TNF-α-Blockierung (Sodenkamp et al., 2012). Hier wird eben dieser neue thera-
peutische Ansatz deutlich, indem der Trans-Signalweg gehemmt wird, aber der klassische
Signalweg noch funktioniert. Für die Therapie der rheumatoiden Arthritis wäre das ein
großer Fortschritt, denn seit langem ist bekannt, dass Patienten unter Therapie mit TNF-
α-Blockern oder dem IL-6R-Antagonisten Tocilizumab (der den klassischen und Trans-
Signalweg hemmt) öfter an Tuberkulose erkranken als die gesunde Allgemeinbevölkerung.
Für die hier beschriebenen, durch ADAM17 nicht mehr schneidbare Rezeptorchimären V
und X, müsste jedoch vorher geklärt werden, ob und unter welchen Bedingungen ADAM10
in vivo aktiviert wird, so dass die umgewandelten IL-6R nicht doch noch durch ADAM10
geschnitten werden und trotzdem Trans-Signaling stattfindet. Dann müsste versucht wer-
den, den IL-6R durch Mutation oder Deletion in der Stalk-Region für alle Proteasen
unzugänglich zu machen.

Als dritter Punkt wäre die Verbesserung eines endogenen IL-11R-Shedding-Nachweises zu
nennen. Die bisherigen Methoden müssen weitergeführt, wiederholt und verbessert wer-
den, um ein stattfindendes Shedding zu beweisen.
Neue Studien, die den IL-11R als Target z.B. in der Therapie von Leukämie und Prosta-
takarzinomen einsetzen (Karjalainen et al., 2015, Pasqualini et al., 2015), könnten so
auch hinsichtlich einer Störung durch mögliche lösliche IL-11R-Formen betrachtet werden.
Viertens sollten natürliche Stimuli für ADAM10 gesucht werden, die ein IL-11R-Shedding
induzieren und damit einen physiologischen IL-11R-Trans-Signalweg auslösen.
Fünfter und letzter Punkt wäre die Untersuchung menschlichen Blutes auf das Vorkom-
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men löslichen IL-11R. Dies würde über die Bedeutung des IL-11R Trans-Signalwegs in

vivo weitere Aufschlüsse geben.
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6 Anhang

6.1 Alignment von humanem IL-6R und IL-11R

Abbildung 6.1: Alignment von hIL-6R und hIL-11R. Die Domänen sind farbig gekennzeichnet.
Die Vorhersage der Transmembrandomäne erfolgte nach Uniprot.
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6.2 Alignment des IL-11R von Mensch, Ratte und

Maus

Abbildung 6.2: Alignment des IL-11R in Maus, Ratte und Mensch. Die Bindungsepitope der in
dieser Arbeit verwendeten IL-11R-Antikörper E27, C4.2 und E24.2 sind farbig
gekennzeichnet.
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6.3 Übersicht über die monoklonalen Antikörper von

IL-6R und IL-11R

Abbildung 6.3: Der in dieser Arbeit wichtigste Antikörper für den IL-6R stellt α-humaner IL-
6R dar. Er bindet alle IL-6R-Varianten und wird im Western-Blot sowie im
ELISA eingesetzt. Die Bindungsepitope der in dieser Arbeit verwendeten IL-
11R-Antikörper E27, C4.2 und E24.2 sind durch Striche verdeutlicht. Nebenan
sind diejenigen IL-11R-Chimären zu sehen, die durch diese Ak erkannt werden.
Die Pfeilspitze zeigt auf die Varianten die erkannt werden. Der Balken zeigt
auf die Chimären die von C4.2 und E24.2 nicht gebunden werden.

94
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6.4 Klonierungsverfahren der Rezeptorchimären

Abbildung 6.4: Klonierungsverfahren von Chimäre I (A) und II (B) in pcDNA3.1-Vektor. An-
schließend erfolgte die Umklonierung in den pMOWs-Vektor. Nähere Erklärun-
gen finden sich in Abschnitt 4.3.
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Abbildung 6.5: Klonierungsverfahren von Chimäre III (A) und IV (B) in pcDNA3.1-Vektor.
Anschließend erfolgte die Umklonierung in den pMOWs-Vektor. Nähere Erklä-
rungen finden sich in Abschnitt 4.3.
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Abbildung 6.6: Klonierungsverfahren von Chimäre V (A) und VI (B) in pcDNA3.1-Vektor.
Anschließend erfolgte die Umklonierung in den pMOWs-Vektor. Nähere Erklä-
rungen finden sich in Abschnitt 4.3.
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Abbildung 6.7: Klonierungsverfahren von Chimäre VII (A) und VIII (B) in pcDNA3.1-Vektor.
Anschließend erfolgte die Umklonierung in den pMOWs-Vektor. Nähere Erklä-
rungen finden sich in Abschnitt 4.3.
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Abbildung 6.8: Klonierungsverfahren von Chimäre IX (A) und X (B) in pcDNA3.1-Vektor.
Anschließend erfolgte die Umklonierung in den pMOWs-Vektor. Nähere Erklä-
rungen finden sich in Abschnitt 4.3.
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6.5 Plasmidkarten

pcDNA3.1-hIL-6R

Abbildung 6.9: Plasmidkarte des IL-6R mit wichtigen Enzymschnittstellen und offener Le-
serahmen des Plasmids.
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pcDNA3.1-myc-hIL-11R

Abbildung 6.10: Plasmidkarte des IL-11R mit wichtigen Enzymschnittstellen und offener Le-
serahmen des Plasmids.
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pcDNA3.1-myc-hIL-11R-S

Abbildung 6.11: Plasmidkarte der Chimäre I mit wichtigen Enzymschnittstellen und offener
Leserahmen des Plasmids. Die Aminosäurensequenz der Stalk-Region des IL-
6R ist unterstrichen.
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pcDNA3.1-myc-hIL-11R-TM

Abbildung 6.12: Plasmidkarte der Chimäre II mit wichtigen Enzymschnittstellen und offe-
ner Leserahmen des Plasmids. Die Aminosäurensequenz der Transmembran-
Region des IL-6R ist unterstrichen.

103



6 Anhang

pcDNA3.1-myc-hIL-11R-ICD

Abbildung 6.13: Plasmidkarte der Chimäre III mit wichtigen Enzymschnittstellen und of-
fener Leserahmen des Plasmids. Die Aminosäurensequenz der Intrazellular-
Region des IL-6R ist unterstrichen.
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pcDNA3.1-myc-hIL-11R-S-TM-ICD

Abbildung 6.14: Plasmidkarte der Chimäre IV mit wichtigen Enzymschnittstellen und
offener Leserahmen des Plasmids. Die Aminosäurensequenz der Stalk-,
Transmembran- und Intrazellular-Region des IL-6R ist unterstrichen.
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pcDNA3.1-hIL-6R-S

Abbildung 6.15: Plasmidkarte der Chimäre V mit wichtigen Enzymschnittstellen und offener
Leserahmen des Plasmids. Die Aminosäurensequenz der Stalk-Region des IL-
11R ist unterstrichen.
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pcDNA3.1-hIL-6R-TM

Abbildung 6.16: Plasmidkarte der Chimäre VI mit wichtigen Enzymschnittstellen und offe-
ner Leserahmen des Plasmids. Die Aminosäurensequenz der Transmembran-
Region des IL-11R ist unterstrichen.
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pcDNA3.1-hIL-6R-ICD

Abbildung 6.17: Plasmidkarte der Chimäre VII mit wichtigen Enzymschnittstellen und of-
fener Leserahmen des Plasmids. Die Aminosäurensequenz der Intrazellular-
Region des IL-11R ist unterstrichen.
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pcDNA3.1-hIL-6R-S-TM-ICD

Abbildung 6.18: Plasmidkarte der Chimäre VIII mit wichtigen Enzymschnittstellen und
offener Leserahmen des Plasmids. Die Aminosäurensequenz der Stalk-,
Transmembran- und Intrazellular-Region des IL-11R ist unterstrichen.
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6 Anhang

pcDNA3.1-myc-hIL-11R-S(10As)

Abbildung 6.19: Plasmidkarte der Chimäre IX mit wichtigen Enzymschnittstellen und offe-
ner Leserahmen des Plasmids. Die Aminosäurensequenz der fünf Aminosäu-
ren ober- und unterhalb der ADAM17-Schnittstelle in der Stalk-Region des
IL-6R ist unterstrichen.
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6 Anhang

pcDNA3.1-hIL-6R-S(10As)

Abbildung 6.20: Plasmidkarte der Chimäre X mit wichtigen Enzymschnittstellen und offener
Leserahmen des Plasmids. Die Aminosäurensequenz der letzten zehn Amino-
säuren der Stalk-Region des IL-11R ist unterstrichen.
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