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1. Zusammenfassung (deutsch)

Die A Disintegrin And Metalloproteasen (ADAM) ADAM10 und ADAML17 sind an vie-
len biologischen Prozessen wie Entwicklung, Geweberegeneration und der Immunant-
wort beteiligt. ADAM17 wurde im Zusammenhang mit der proteolytischen Abspaltung
von Tumornekrosefaktor (TNF) von der Zellmembran entdeckt. Zusatzlich ist ADAM17
verantwortlich fiir das ectodomain shedding des Interleukin 6 Rezeptors (IL-6R), was zur
Bildung von léslichem IL-6R fuhrt und IL-6 trans-signaling ermdglicht. IL-6 classic sig-
naling Gber membranstéandigen IL-6R dient hauptsachlich regenerativen Zwecken, wéh-
rend IL-6 trans-signaling Uber l6slichen IL-6R hauptsachlich mit einem chronisch in-
flammatorischen Phanotyp korreliert. Eine Dysregulation von ADAM17 findet sich in
einer Vielzahl von inflammatorischen Stérungen, wie rheumatoider Arthritis, chronisch-
entzlindlichen Darmerkrankungen und malignen Tumoren. Eine Globale Inhibition der
Aktivitat dieser Enzyme mit Antikorpern oder niedermolekularen Substanzen flhrte je-
doch zu erheblichen Nebenwirkungen, wahrscheinlich aufgrund der groen Anzahl von
Substraten dieser Proteasen.

Ziel dieser Arbeit war es, zu untersuchen, ob es durch den Einsatz von substratspezifi-
schen ADAML17 Inhibitoren, méglich ist die Freisetzung von Zytokinen und Rezeptoren
durch ADAM vermitteltes ectodomain shedding spezifisch flir ausgewahlte Substrate zu
blockieren. Es wurden Fusionsproteine erstellt, die spezifische Bindestrukturen wie Pep-
tide oder Einzeldoménenantikérper mit nattrlichen Proteaseinhibitoren aus der Familie
der Tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMP) verbinden. Aus Griinden der Aufrei-
nigung, Aviditat und Loslichkeit befindet sich am C-Terminus der Fusionsproteine der
Fc-Teil eines 1IgG Antikdrpers.

Es wurden mehrere Fusionsproteine designed, hergestellt und charakterisiert, die TIMP1
oder TIMP3 in Kombination mit verschiedenen Einzeldomé&nenantikdrpern oder Binde-
peptiden enthielten. Zur Herstellung dieser Fusionsproteine wurden stabile Zelllinien er-
stellt und die Proteine aus dem Uberstand dieser gereinigt und charakterisiert. Es konnte
gezeigt werden, dass mit Fusionsproteinen aus TIMP1 und TIMP3 Varianten in Kombi-
nation mit einem IL-6R spezifischen Einzeldomanenantikorper selektiv das ectodomain
shedding des IL-6R blockiert werden konnte, wahrend andere ADAM17 Substrate wie
z.B. TNF nicht beeinflusst wurden. Zusétzlich konnte durch die Verwendung eines anti-
TNF Einzeldomanenantikorpers ein TNF selektiver ADAML7 Inhibitor hergestellt wer-
den, der spezifisch das Shedding von TNF blockierte.



2. Zusammenfassung (englisch)

The A Disintegrin And Metalloproteinases (ADAM) including ADAM10 and ADAM17
are involved in a plethora of biological functions including development, tissue regener-
ation and immune responses. ADAM17 was initially identified as a tumor necrosis factor
(TNF) cleaving enzyme. In addition, ADAM17 is also responsible for ectodomain shed-
ding of the interleukin 6 receptor (IL-6R), a process that generates soluble IL-6R and is a
key requirement for IL-6 trans-signaling. IL-6 signaling via the membrane bound IL-6R
is involved in mainly regenerative processes while IL-6 trans-signaling via a soluble form
of the IL-6R is attributed with a chronic inflammatory phenotype. Consequently, it is not
surprising that dysregulation of ADAM17 is found in many inflammatory disorders in-
cluding rheumatoid arthritis, inflammatory bowel disease and cancer. Hence, it is not su-
prising that ADAM10 and ADAML7 are considered as promising promising drug targets.
However, global targeting of both enzymes with antibodies or small molecule drugs re-
sulted in extensive side effects most likely due to the multitude of substrates of the pro-
teases.

Our aim was to develop a strategy to selectively prevent the release of active cytokines
or receptors by ADAM mediated ectodomain shedding. Therefore, we employed fusion
proteins combining substrate specific binding structures like peptides or single domain
antibodies with naturally occurring tissue inhibitors of metalloproteinases. For purifica-
tion, avidity and solubility purposes the Fc part of an IgG antibody was included at the
C-terminus of the fusion proteins.

We designed, generated and characterized different fusion proteins containing TIMP1
and TIMP3 combined with various single domain antibodies or binding peptides. Stably
transfected cell lines were generated, the proteins were purified from the cell’s superna-
tant and characterized. These fusion proteins composed of TIMP1 or TIMP3 with an IL-
6R specific single domain antibody selectively inhibit ectodomain shedding of IL-6R,
while not affecting the shedding of other substrates like TNF. Furthermore, we estab-
lished a fusion protein containing an anti-TNF single domain antibody, which selectively
targeted tumor necrosis factor ectodomain shedding.
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Abkurzungsverzeichnis

3. Abkurzungsverzeichnis

3.1. Liste der verwendeten Abktlirzungen

In Tabelle 1 sind die in der Arbeit verwendeten Abkirzungen aufgefuhrt.

Tabelle 1: Liste der verwendeten Abkiirzungen

Abkirzung Bedeutung
ADAM A Disintegrin And Metalloprotease
ADAMTS A disintegrin and metalloproteinases with throm-

bospondin motifs

AG Arbeitsgruppe

Amp Ampicillin

APP S-amyloid precursor protein
APS Ammoniumpersulfat
AREG Amphiregulin

AS Aminoséure

bp Basenpaare

BSA Bovines Serumalbumin

CD Cluster of differentiation
cDNA Komplementére DNA
CNTF Ciliary Neurotrophic Factor

Xl



Abkurzungsverzeichnis

Abkirzung Bedeutung

COPD Chronische obstruktive Lungenerkrankung

Da Dalton

DD death domain

DMARD Disease-modifying antirheumatic drugs

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinséure

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat

E.coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EGF Epidermaler Wachstumsfaktor

eGFP Enhanced GFP

EGFR EGF Rezeptor

EGTA Ethylen_glycol—bis(aminoethylether)—N,N,N’,N’—
tetraessigsaure

ER Endoplasmatisches Retikulum

ERK extra cellular signal-related kinase

EZM Extrazellulare Matrix

f.c. Endkonzentration, final concentration

XIl



Abkurzungsverzeichnis

Abkirzung Bedeutung

FADD Fas associated death domain
FBS Fetales, bovines Serum

fl full length

FLIP FLICE inhibitory protein
GFP Griin fluoreszierendes Protein
gp130 Glykoprotein 130

GW GW 280264X

h human

HB-EGF Heparin binding EGF-like growth factor
HSP Heat shock protein

IgG Immunglobulin G

IgGR 1gG Rezeptor

IL Interleukin

IL-6R Interleukin 6 Rezeptor

JAK Januskinase

JNK Jun N-terminal kinase

kb Kilobasen

LIF Leukemia inhibitory factor

X1



Abkurzungsverzeichnis

Abkirzung Bedeutung

LPA Lysophosphatidsaure

LPS Lipopolysaccharid

Lsg. Ldsung

LT Lymphotoxin

mAB Monoklonaler Antikdrper
MAPK mitogen activated protein kinase
MMP Matrix Metalloproteinase

MS Multiple Sklerose

MTX Methotrexat

Neo Neomycin

NF-xB nuclear factor kB

NK Negativkontrolle

NRG1 Neuregulin

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese
PBS Phosphatgepufferte Salzlésung
PCR polymerase chain reaction
PI3K Phosphoinositid-3-Kinase

PK Positivkontrolle

XV



Abkurzungsverzeichnis

Abkirzung Bedeutung

PKB Proteinkinase B

PKC Proteinkinase C

PLAD pre-ligandbinding assembly domain
PMA Phorbol-12-myristat-13-acetat
PVDF Polyvinylidenfluorid

RA Rheumatoide Arthritis

RIP Regulated Intramembrane Proteolysis
rpm revolutions per minute

RT Raumtemperatur

S Soluble/ 16slich

S. siehe

SD standard deviation

sdAb Single domain antibody

SDS Natriumdodecylsulfat

SG Sammelgel

sgpl130 Fc Losliches gp130 Fc-Fusionsprotein
SMI Small molecule inhibitor

SODD Silencer of death domain

XV



Abkurzungsverzeichnis

Abkirzung Bedeutung

s0g. sogenannt

SP Signalpeptid

STAT signal transducer and activator of transcription
TACE Tumor necrosis factor-a converting enzyme
TBS Trisgepufferte Salzlésung

TG Trenngel

TGFa Transforming growth factor o,

TIM TRAF interacting motif

TIMP Tissue Inhibitors of metalloproteinases

m Schmelztemperatur

tm Transmembran

TNF Tumornekrosefaktor

TNFR TNF Rezeptor 1

TNFSF TNF Superfamilie

TRADD TNFR associated Death Domain

TRAF TNFR associated factor 2

uv Ultraviolett

wit Wildtyp

XVI



Abkurzungsverzeichnis

3.2. Drei- und Einbuchstabencodes der Aminosauren

In Tabelle 2 sind die Drei- und Einbuchstabencodes fiir Aminoséuren gelistet.

Tabelle 2: Drei- und Einbuchstabencodes fiir Aminosauren

Aminosaure Dreibuchstabencode Einbuchstabencode
Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Asparaginsaure Asp D
Cystein Cys C
Glutamin Gln Q
Glutaminséure Glu E
Glycin Gly G
Histidin His H
Isoleucin lle |
Leucin Leu L
Lysin Lys K
Methionin Met M

XVII



Abkurzungsverzeichnis

Aminosaure Dreibuchstabencode Einbuchstabencode
Phenylalanin Phe F

Prolin Pro p

Serin Ser S

Threonin Thr T

Tryptophan Trp W

Tyrosin Tyr Y

Valin Val \Y

3.3. Verwendete Abkutrzungen fur die im Rahmen

dieser Arbeit erstellten Fusionsproteine

Tabelle 3 enthélt die Abkurzungen und vollstandigen Bezeichnungen aller im Rahmen

dieser Arbeit erstellten ADAM17 inhibierenden Fusionsproteine.

Tabelle 3: Liste der Abkurzungen fir alle im Rahmen der Arbeit erstellten ADAM17 Inhibitoren

Abkiirzung Fusionsprotein

T3S1(121) TIMP3(1-121)-Linker-S1-Fc
T3S2(121) TIMP3(1-121)-Linker-S2-Fc
T3S3(121) TIMP3(1-121)-Linker-S3-Fc

XVIII



Abkurzungsverzeichnis

Abkirzung Fusionsprotein

T3S4(121) TIMP3(1-121)-Linker-S4-Fc
T3S7(121) TIMP3(1-121)-Linker-S7-Fc
T3Sx1(121) TIMP3(1-121)-Linker-Sx1-Fc
T3Sx2(121) TIMP3(1-121)-Linker-Sx2-Fc
T3(121) TIMP3(1-121)-Linker-Fc

T31(121) TIMP3(1-121)-Linker-1L-6R sdAb-Fc
T3T(121) TIMP3(1-121)-Linker-TNF sdAb-Fc
T3(120) TIMP3(1-120)-Linker-Fc

T31(120) TIMP3(1-120)-Linker-1L-6R sdAb-Fc
T3T(120) TIMP3(1-120)-Linker-TNF sdAb-Fc
T1(fl M) TIMP1(fl M)-Linker-Fc

TLI(fl M) TIMPL1(fl M)-Linker-IL-6R sdAb-Fc
T1T(fl M) TIMP1(fl M)-Linker-TNF sdAb-Fc

XIX



Einleitung

4.Einleitung

4.1. Wichtige Entzindungsmediatoren

Eine Entziindung ist eine lokale oder systemische Reaktion des Korpers auf einen inneren
oder &uReren Reiz, der als korperfremd eingestuft wird. Sie dient der Elimination des
Reizes und der Vorbereitung von Heilungsprozessen. Wichtige Komponenten der Ent-
ziindung sind immunkompetente Zellen, Antikorper, das Komplementsystem und Ent-

ziindungsmediatoren.

4.1.1. Tumornekrosefaktor

Tumornekrosefaktor (TNF, friher TNFa, Cachektin) wurde erstmals als lésliches Gly-
koprotein im Serum von Bacillus Calmette-Guérin infizierten Mdusen gefunden, denen
Lipopolysaccharid (LPS) appliziert wurde. Dieses Serum fiihrte nach intravendser Appli-
kation bei Méausen mit subkutanen Sarkomen zur Tumornekrose (Carswell, Old et al.
1975, Green, Dobrjansky et al. 1976). Zehn Jahre spéter wurde erstmals cDNA Kloniert,
die fur TNF kodiert (Shirai, Yamaguchi et al. 1985, Wang, Creasey et al. 1985).

TNF ist ein Typ Il Transmembranprotein, das vor allem von Makrophagen und T-Lym-
phozyten (Carswell, Old et al. 1975) als membrangebundenes, 26 kDa grol3es Protein
(tmTNF) produziert wird. tmTNF kann von Proteasen wie ADAM17 geschnitten werden
und es entsteht das 17 kDa grof3e, I6sliche TNF (STNF). Es bildet sowohl in 16slicher als
auch membrangebundener Form Trimere und kann in beiden Formen mit TNF Rezepto-
ren interagieren und ein Signal induzieren (Hehlgans and Pfeffer 2005, McCoy and
Tansey 2008).

TNF ist in vivo ein wichtiger Entziindungsmediator. Viele seiner Wirkungen treten im
Zusammenwirken mit Interleukin-6 (IL-6) und IL-1 auf. Es stimuliert die Akute-Phase-
Reaktion (Baumann and Gauldie 1994), vermittelt bei lokal erhdhter Konzentration die
Kardinalsymptome einer Entziindung (rubor, calor, dolor, tumor, functio laesa) und

spielt eine wichtige Rolle bei der Einwanderung von neutrophilen Granulozyten in
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Entziindungsherde (Vieira, Lemos et al. 2009). Es vermindert die Insulinsensitivitat
(Hotamisligil 1999) und kann bei andauernd hohen Konzentration eine Kachexie (was-

ting syndrom) auslosen (Anker, Ponikowski et al. 1999).

TNF kann genau wie Lymphotoxin (LT), welches ebenfalls der TNF Superfamilie
(TNFSF) angehort, die beiden Rezeptoren TNF Rezeptor 1 (TNFR1, p55, CD120a) und
TNFR2 (p75, CD120b) aktivieren. Die beiden Rezeptoren unterscheiden sich in ihrem
Expressionsprofil, ihrer Affinitat zu den Liganden und in den aktivierbaren downstream
Signalkaskaden (s. Abbildung 1) (Tracey, Klareskog et al. 2008).

TNFR1 enthalt eine death domain (DD) und kann die Caspase 8 (FLICE) Kaskade akti-
vieren, die zur Apoptose fuhrt. Allerdings dient im Gegensatz zum Fas Rezeptor (auch
TNFSF), der bei Aktivierung die Fas assosciated Death Domain (FADD) rekrutiert und
obligat eine Apoptose induziert (Sharma, Wang et al. 2000), beim TNFR die TNFR
associated Death Domain (TRADD) als Adapterprotein. TRADD assoziiert nur in be-
stimmten Féllen, wie zum Beispiel gestorter Proteinsynthese oder fehlenden downstream
Adapterproteinen, mit FADD und fiihrt zur Apoptose. Im Normalfall bindet TRADD
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des TNF signaling
Eine Ubersicht der wichtigsten Signaltransduktoren und Hauptsignalwege, die durch TNFR1 und TNFR2
aktiviert werden koénnen.
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TNFR associated factor 2 (TRAF2), TRAF1 und receptor interacting protein und indu-
ziert nuclear factor kB (NF-xB) und Jun N-terminal kinase (JNK) Signalwege, welche
die Apoptose verhindern und zur Induktion inflammatorischer Prozesse fiihren. Die Ba-
lance zwischen pro- und antiapoptotischen Signalwegen ist komplex reguliert und héngt
vom metabolischen Status der Zelle, von der Stérke des TNF Signals, der Konzentration
intrazelluldrer Inhibitoren verschiedener Komponenten der Signalwege (wie zum Bei-
spiel silencer of Death Domain (SODD) oder FLICE inhibitory protein (FLIP)) und wei-
teren Faktoren ab (Dempsey, Doyle et al. 2003).

TNFR2 enthalt keine death domain, sondern ein TRAF interacting motif (T1M) welches
nach Aktivierung Proteine aus der TRAF Familie rekrutieren kann. Diese aktivieren ver-
schiedenste Signalkaskaden wie NF-xB (Takeuchi, Rothe et al. 1996, Yang, Lin et al.
2001), JNK (Dadgostar and Cheng 1998, Dadgostar and Cheng 2000), p38, extra cellular
signal-related kinase (ERK) und Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) (Dempsey, Doyle et
al. 2003).

Beide Rezeptoren liegen aufgrund einer pre-ligandbinding assembly domain (PLAD)
auch in inaktiver Form als Trimere vor (Chan, Chun et al. 2000). ADAM17 kann sowohl
die extrazellulare Doméane von TNFR1 (Reddy, Slack et al. 2000) als auch von TNFR2
(Higuchi and Aggarwal 1994, Peschon, Slack et al. 1998) schneiden. Es entstehen so 16s-
liche TNFRs, die in der Lage sind TNF zu binden und zu neutralisieren. Sie wirken also
(im Gegensatz zum sIL-6R s. Abschnitt 4.1.2) als naturliche Antagonisten zu den memb-

ranstandigen Rezeptoren (Van Zee, Kohno et al. 1992).

Des Weiteren ist auch TNF reverse oder outside to inside signaling nachgewiesen
(Harashima, Horiuchi et al. 2001). Wenn tmTNF TNFR bindet kommt es auf der Zytokin
tragenden Zelle zum Calcium Influx und zur Aktivierung von p38 und mitogen activated
protein kinase (MAPK) Signalwegen (Watts, Hunt et al. 1999, Kirchner, Boldt et al.
2004).

Aufgrund der grofien Bedeutung von TNF in der Induktion von Immunantworten und der
Beobachtung, dass die lokale Konzentration von TNF in Entziindungsherden stark erhéht
ist, riickte die Moglichkeit einer TNF Inhibition in vivo in den Fokus der Klinischen For-
schung (Lebrec, Ponce et al. 2015) (s. Abschnitt 4.5). TNF spielt eine wichtige Rolle in

einer grof3en Zahl von Erkrankungen wie dem septischen Schock (Tracey, Beutler et al.
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1986), der rheumatoiden Arthritis (Feldmann, Brennan et al. 1996), Morbus Crohn und
der ulcerativen Colitis (Murch, Braegger et al. 1993, Breese, Michie et al. 1994), der
ankylosierenden Spondylitis (Lange, Teichmann et al. 2000), kardiovaskuldaren Erkran-
kungen (Bradley 2008), chronischer Bronchitis, COPD, Asthma (Mukhopadhyay, Hoidal
et al. 2006) sowie Tumorentstehung, Tumorprogression und Metastasierung (Balkwill
2006, Mantovani, Allavena et al. 2008, Wang and Lin 2008, Balkwill 2009).

4.1.2. Interleukin 6

IL-6 ist ein Zytokin mit einem breiten Spektrum an Funktionen in Homgostase und Im-
munantwort. Die IL-6 Expression ist stark reguliert und das Zytokin ist unter Normalbe-
dingung nur in sehr niedriger Konzentration in humanem Serum detektierbar (Taupin,
Toulmond et al. 1993, Bell, Kochanek et al. 1997, Maier, Laurer et al. 2005). Verschie-
dene Immun- und Nicht-Immunzellen wie B- und T-Zellen, Monozyten, Makrophagen,
Adipozyten, Endothelzellen und Fibroblasten kénnen IL-6 produzieren (Kishimoto,
Akira et al. 1995). Es ist in der Aktivierung und Differenzierung von T-Zellen (Okada,
Kitahara et al. 1988, Atreya, Mudter et al. 2000, Dominitzki, Fantini et al. 2007), Mega-
karyozyten (Ishibashi, Kimura et al. 1989), neutrophilen Granulozyten (Walker, Zhang et
al. 2008) und Makrophagen (Nicola, Metcalf et al. 1983) involviert, spielt eine wichtige
Rolle bei Epithel- (Grivennikov, Karin et al. 2009) und Leberregeneration (Drucker,
Gewiese et al. 2010) sowie bei der Akute-Phase-Reaktion in der Leber (Gauldie, Richards
et al. 1987). In Verbindung mit TNF und IL-1 flhrt es zu Leukozytose und Fieber und
vermittelt so die Elimination von Pathogenen aus dem menschlichen Kdrper (Rose-John
and Neurath 2004, Chen, Fisher et al. 2006).

Der IL-6 Rezeptorkomplex besteht aus einem 80 kDa grofen Typl Transmembran
Glykoprotein, dem IL-6 Rezeptor a (IL-6R, auch CD126), IL-6 und zwei Glykoproteinen
130 (gp130). gp130 ist ein Typl Transmembran-Signaltransduktionsprotein, das obligat
fur das IL-6 Signal ist, da die intrazellulare Doméne des IL-6R keine Bindungsstelle fur
Januskinasen (JAK) besitzt. Zusatzlich zu membranstdndigem gp130 kommen
physiologisch auch verschiedene I6sliche Varianten des Proteins vor, die antagonistisch
auf IL-6 Signaltransduktion wirken und somit das IL-6 Signal regulieren (Sommer,
Garbers et al. 2014). Nach Bindung von IL-6 an den IL-6R bindet gp130 an den IL-6/IL-

6R-Komplex. Es entsteht entweder eine hexamere Struktur aus zwei Molekilen gp130
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und zwei IL-6/1L-6R-Komplexen oder eine tetramere Struktur aus zwei Molekulen gp130
und einem IL-6/1L-6R-Komplex (Boulanger, Chow et al. 2003). Beide Strukturen sind
dann in der Lage, JAK/ signal transducer and activator of transcription (STAT),
extracellular signal-regulated kinases (ERK) und Phosphoinositid-3-Kinasen (PI3K)
Signalwege zu aktivieren (Taga and Kishimoto 1997). gpl130 ist das gemeinsame
Signaltransduktionsprotein der IL-6 Zytokinfamilie und vermittelt zum Beispiel auch die
Signaltransduktion von Zytokinen wie IL-11, LIF oder CNTF (Taga 1996, Chalaris,
Garbers et al. 2011). Es ist nahezu ubiquitér exprimiert, wohingegen sich die Expression
von IL-6R vor allem auf bestimmte Zellen des Immunsystems und Hepatozyten
beschrénkt (Oberg, Wesch et al. 2006, Scheller and Rose-John 2006).

Erhohte IL-6 Konzentrationen wurden u.a. bei entziindlichen Darmerkrankungen, ver-
schiedenen Typen von Arthritis, Multipler Sklerose, Sepsis und Kolonkarzinomen gefun-
den (Rose-John, Waetzig et al. 2007, Garbers, Aparicio-Siegmund et al. 2015), weshalb
der IL-6 Signalkomplex als Ziel fur Interventionen in den Fokus gertickt ist. Eine Uber-
sicht experimenteller und zugelassener Pharmaka, die IL-6 Signaltransduktion zum Ziel
haben findet sich in Abschnitt 4.5.
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Abbildung 2: Interleukin 6 classic und trans-signaling

(A) Bei IL-6 classic signaling bindet I1L-6 zuerst den membranstandigen IL-6R. Dieser Komplex rekrutiert
zwei Molekille gp130, was zur Signaltransduktion flhrt.

(B) Trans-signaling ist dadurch charakterisiert, dass IL-6 an Igslichen 11-6R bindet, der durch ectodomain
shedding oder alternatives splicen entsteht. Dieser 11-6/s1l1-6R Komplex kann jede gp130 exprimierende
Zelle stimulieren.
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Neben der Signaltransduktion tber den membrangebundenen IL-6R (classic signaling)
ist auch eine Aktivierung von gp130 uber einen Komplex aus léslichem IL-6R (SIL-6R)

und IL-6 moglich. Dieser Prozess wird trans-signaling genannt (s. Abbildung 2).

Manche dendritischen Zellen, die kein gp130 exprimieren, kdnnen auf’erdem einen
praformierten Komplex aus IL-6 und 1I-6R an der Zelloberflache prasentieren, der mit
gp130 auf der Zelloberflache von nativen T-Zellen interagiert und in Kombination mit
einer Antigenprasentation zur Reifung der T-Zellen zu pathogenen TH17-Zellen fihrt.
Dieser Modus der Signalubertragung wird cluster signaling genannt (Heink, Yogev et al.
2017, Lamertz, Rummel et al. 2018).

Classic signaling wird vor allem mit homgostatischen Prozessen und physiologischer Im-
munantwort in Verbindung gebracht. Trans-signaling hingegen wird Uberwiegend mit
entzlindlichen Erkrankungen und Tumorgenese assoziiert (Chalaris, Garbers et al. 2011,
Hunter and Jones 2015). Etwa 10% des sIL-6R entstehen durch alternatives Spleilien
(Lust, Donovan et al. 1992), die anderen 90% durch ectodomain shedding (Mullberg,
Schooltink et al. 1993). Die beiden wichtigsten Proteasen in diesem Kontext sind
ADAM10 und ADAM17. ADAM1O0 ist beim Menschen vor allem fur konstitutives,
ADAM1T fur induziertes ectodomain shedding verantwortlich (Matthews, Schuster et al.
2003, Chalaris, Rabe et al. 2007, Garbers, Janner et al. 2011).

4.2. A Disintegrin And Metalloproteinase 17

Die A Disintegrin And Metalloproteinase (ADAM) Proteasesubfamilie enthélt etwa 750
Aminosauren lange, Zn*-haltige Metalloendopeptidasen, die zur M12B Adamalysinpro-
teasesubfamilie gem&R der MEROPS Kilassifikation (http://merops.sanger.ac.uk
(Rawlings, Morton et al. 2008)) gehoren. Zu dieser Subfamilie gehoren auch die struktu-
rell eng verwandten Klasse PIII snake venom reprolysins und die a disintegrin and me-

talloproteinases with thrombospondin motifs (ADAMTSS).

ADAMSs sind glykosylierte Typ | Transmembranproteine, die modular aufgebaut sind. Sie be-
sitzen eine Prodomane, die autoinhibitorisch wirkt und erst bei Prozessierung im Golgi-
netzwerk abgespalten wird. Es folgt eine Metalloproteinasedomane und dann eine Disin-

tegrindomane. Disintegrindomanen wurden zuerst bei Schlangengiften beschrieben und
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verhindern in vivo die Thrombozytenaggregation (Niewiarowski, McLane et al. 1994).
Die Disintegrindomane der ADAM s besteht aus dem 14-17 Aminosduren langen ,,disin-
tegrin loop* (Knight, Romano et al. 2007) und vermittelt eine Interaktion mit Integrinen
(White 2003). Darauf folgt eine cysteinreiche Doméne und eine epidermal growth factor
(EGF) - &hnliche Domane, die sich bei ADAM10 und ADAM17 in der Anzahl der EGF-
repeats von den anderen Proteasen der ADAM Familie unterscheidet (Janes, Saha et al.
2005). C-terminal schlief3t sich eine Transmembrandoméne und dann eine hochvariable

intrazellulare Doméne an (s. Abbildung 3).

Im Menschen existieren 21 Gene, die fur ADAM Proteasen kodieren (Edwards, Handsley
et al. 2008). Jedoch weisen nur 13 Proteine die fur die Metzincin-Superfamilie typische
Zink-Bindungsstelle auf, die aus dem Aminosauren Motiv HEXXHXXGXXH und dem
C-terminal davon gelegenen Met-turn besteht (Bode, Gomisruth et al. 1993). Diese po-
tenziell katalytisch aktiven Enzyme sind ADAMS, 9, 10, 12, 15, 17, 19, 20, 21, 28, 30,
33 und ADAMDECI.
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Abbildung 3: Schematischer Aufbau von ADAMSs

Schematische Darstellung des modularen Aufbaus von Proteinen aus der ADAM Familie. P: Prodoméne,
M: Metalloproteinase Doméne, D: Disintegrin Doméne, C: Cysteinreiche Doméne, E: EGF-&hnliche Do-
mane, T: Transmembrandoméne, I: Intrazelluldre Doméne.
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Das in dieser Arbeit hauptséchlich betrachtete ADAM17 gehdrt zu den katalytisch akti-
ven ADAMs und findet seine Funktion vor allem im ectodomain shedding. Es wurde im
Zusammenhang mit der Freisetzung von sTNF aus tmTNF zuerst als tumor necrosis fac-
tor-a converting enzyme (TACE) beschrieben (Black, Rauch et al. 1997, Moss, Jin et al.
1997). Spéater wurde es der Gruppe der ADAM Proteasen zugeordnet. Im Laufe der Zeit
wurde eine Vielzahl von ADAM17 Substraten entdeckt. So spaltet es nicht nur Zytokine,
wie TNF, sondern auch Zytokinrezeptoren (z.B. IL-6R (Chalaris, Rabe et al. 2007),
TNFR (Peschon, Slack et al. 1998, Reddy, Slack et al. 2000)), Adhasionsmolekile und
ErbB-Liganden (Edwards, Handsley et al. 2008). Fir eine umfassendere Darstellung der
ADAM17-Substrate s. Edwards, Handsley et al. (2008). ADAML17 spielt aufgrund seines
weiten Substratprofils eine wichtige Rolle in vielen physiologischen und pathologischen
Prozessen wie Immunantwort, Inflammation, Gewebsregeneration und Tumorgenese
(Scheller, Chalaris et al. 2011) sowie in Erkrankungen verschiedener Organe (Gooz
2010).

4.2.1. ADAML17 - vielfaltige Funktionen in vivo

4.2.1.1. Ectodomain shedding

Die prominenteste Funktion von ADAM17 ist die z.B. durch Proteinkinase C (PKC) nach
Stimulation mit Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) ausgel6ste regulierte Proteolyse
von Transmembranproteinen. Dieser Vorgang wird ectodomain shedding genannt und
beschreibt einen Mechanismus, bei dem ein Transmembranprotein geschnitten wird.
Hierbei wird die Transmembrandomane gegebenenfalls durch regulated intramembrane
proteolysis (RIP) weiter prozessiert. Der Effekt der I6slichen, extrazellularen Doméne
héngt vom Charakter des Transmembranproteins ab. Ist die extrazellulare Doméne des
Substrates beispielsweise ein funktionales, 16sliches Zytokin (wie TNF) kann es zu auto-
oder parakrinen Effekten kommen (Scheller, Chalaris et al. 2011). Falls ein Zytokinre-
zeptor freigesetzt wird ist auch ein entgegengesetzter Effekt moglich, da die Signaltrans-
duktion beendet oder verhindert werden kann. AuRerdem kdnnen grofie Mengen von pro-
teolytisch gespaltenem Rezeptor einen decoy Effekt bewirken. Dieser tragt zum Beispiel
zur Immunevasion und zur Resistenzbildung von Tumorzellen bei (Brodowicz, Wiltschke
et al. 1997, Munoz, Yannone et al. 2019).
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4.2.1.2. Regulated intramembrane proteolysis (RIP)

Fur bestimmte Substrate von ADAM17 wie Notch, g-amyloid precursor protein (APP)
und einige ErbB-Liganden ist neben dem ectodomain shedding auch RIP nachgewiesen.
Hierbei wird nach Abtrennung der extrazellularen Doméne die Transmembrandomane
geschnitten (im Fall von Notch (Six, Ndiaye et al. 2003) und APP (Buxbaum, Liu et al.
1998) durch Presenilin). Die intrazellulare Domaéne dient als Signaltransduktor und wird
in den Nukleus transferiert. Dort kann sie die Transkription verschiedener Gene regulie-

ren.

4.2.2. Regulation von ADAMs

Initial dient die Prodoméane von ADAM17 als Inhibitor (Gonzales, Solomon et al. 2004,
Wang, Herrera et al. 2009). Im Trans-Golginetzwerk wird sie durch Furin abgeschnitten
und es kommt zur Disinhibition von ADAM17 (Schlondorff, Becherer et al. 2000). Das
Enzym ist nun potenziell aktiv und kann induziert werden. Wéhrend der Passage des Gol-
ginetzwerkes wird ADAM17 in lipid rafts verpackt (Tellier, Canault et al. 2006) und nach
Prozessierung der Prodoméne und Vollendung des ,,Reifungsprozesses* vor allem intra-
zellulér, perinukledr gespeichert (Schlondorff, Becherer et al. 2000). Diese submemb-
randse ,,stand-by* Position von aktivem ADAM]17 kann als Form der Regulation angese-

hen werden, da Enzym und Substrat rdumlich voneinander getrennt sind.

Eine ,,Induktion der ADAM17 Aktivitit wie zum Beispiel durch PKC nach Stimulation
mit PMA fihrt zum Transport von ADAML17 in die Zellmembran, wo es zu ectodomain
shedding und RIP kommt. Im Anschluss wird ADAM17 internalisiert. Physiologische
Stimuli, die zu katalytischer Aktivitdt von ADAMA17 fiihren, sind unter anderem Throm-
bin, Lysophosphatidséure (LPA), TNF, EGF (Le Gall, Maretzky et al. 2010) und Caspase
3 im Falle einer Apoptose (Chalaris, Rabe et al. 2007).

In vivo existiert eine Klasse von inhibitorischen Regulatoren namens Tissue Inhibitors of
metalloproteinases (TIMP). Dieser Familie gehéren beim Menschen die Proteine TIMP1
bis TIMP4 an, wobei ADAM17 vor allem durch TIMP3 inhibiert wird. Weitere Erlaute-
rungen zu TIMPs finden sich in Abschnitt 4.3.
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4.2.3. Die Rolle von ADAM17 in physiologischen Prozessen

ADAML17 spielt eine wichtige Rolle in der embryonalen Entwicklung. Mduse mit einer
Deletion der Zink Bindestelle (ADAM172%NAZN) sind nicht lebensfahig und sterben zwi-
schen Tag 17,5 der embryonalen Entwicklung und der Geburt (Peschon, Slack et al.
1998). Todesursache sind Defekte in Lunge (Zhao, Chen et al. 2001) und Plazenta. Des
Weiteren finden sich bei den Tieren Dysregulationen bei der Entwicklung von Haaren,
Haut, Augen und Organen. Die Herzen der Tiere weisen eine Hyperplasie (Shi, Chen et
al. 2003) und verdickte Herzklappen (Jackson, Qiu et al. 2003) auf. Die Ahnlichkeit der
Phénotypen von ADAM17A2NAZN mit EGF Rezeptor (EGFR) und ErbB-Liganden defi-
zienten Mause lasst den Schluss zu, dass die Entwicklungsdefizite sich Gberwiegend auf

eine gestorte oder fehlende Aktivierung des EGFR zuriickfihren lassen (Blobel 2005).

ADAML1Y7 ist fir das ectodomain shedding diverser ErbB Liganden wie Transforming
growth factor o (TGFa) (Peschon, Slack et al. 1998, Althoff, Mullberg et al. 2001,
Borrell-Pages, Rojo et al. 2003, Sahin, Weskamp et al. 2004, Kenny and Bissell 2007),
Heparin binding EGF-like growth factor (HB-EGF) (Merlos-Suarez, Ruiz-Paz et al.
2001, Sahin, Weskamp et al. 2004), Amphiregulin (AREG) (Sunnarborg, Hinkle et al.
2002) und Neuregulin (NRG1) (Montero, Yuste et al. 2000, Fleck, van Bebber et al. 2013)
verantwortlich. Es nimmt somit in der Aktivierung von EGFR eine Schlisselrolle ein.
Mause zeigen bei Verlust der ADAM17 Aktivitét einen vollstandigen Verlust von ErbB-
signaling (Chalaris, Adam et al. 2010).

Aufgrund der hohen Relevanz des ectodomain shedding flr die proinflammatorischen
Signalkomplexe verschiedener Zytokine wie IL-6 und TNF gilt ADAM17 als wichtiger
Kontrollpunkt in der Immunantwort (Scheller, Chalaris et al. 2011). Es ist die
Hauptsheddase des Adhésionsmolekuils L-Selectin, welches Migration und Infiltration
von neutrophilen Granulozyten und aktivierten Lymphozyten reguliert (Venturi, Tu et al.
2003, Smalley and Ley 2005). Andererseits vermittelt es aber auch wichtige regenerative

und antiapoptotische Effekte vor allem (iber das ErbB-Liganden shedding.
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4.2.4. ADAM17 Pathologien

4.2.4.1. Kardiovaskulare Erkrankungen

Bei Patienten mit Myokarditis korrelieren die ADAM17 und TNF Konzentrationen im
Serum negativ mit der linksventrikuldren systolischen Funktion (Satoh, Nakamura et al.
2000). Im akuten Myokardinfarkt sind hohe Expressionslevel von ADAML17 in periphe-
ren mononukleéren Zellen mit Komplikationen wie rezidivierenden, malignen, ventriku-
laren Arrhythmien und Herzversagen assoziiert (Shimoda, Satoh et al. 2005). In Tierver-
suchen mit hypertonen Ratten konnte auflerdem gezeigt werden, dass eine ADAM17 In-
hibition mittels RNA-Interferenz kardiale Hypertrophie und Fibrose verhindert (Wang,
Oka et al. 2009).

4.2.4.2. Inflammatorische Prozesse

Entzlindliche Prozesse sind gekennzeichnet durch erhdhte Konzentrationen von Zytoki-
nen wie TNF, IL-6 und IL-1. Fur die entziindungsférdernden Effekte von TNF und IL-6
ist das ADAML17 vermittelte ectodomain shedding ein Schlisselmechanismus und auch
in der Regulation der IL-1 Aktivitét spielt ADAM17 eine Rolle (Uchikawa, Yoda et al.
2015).

Beim IL-6 signaling verschiebt ADAML17 durch shedding des tmIL-6R das Gleichge-
wicht auf Kosten des classic signaling zum trans-signaling (Jones, Scheller et al. 2011,
Scheller, Chalaris et al. 2011, Baran, Nitz et al. 2013). Dies fuhrt zum Beispiel bei expe-
rimenteller Colitis sowie Morbus Crohn zu T-Zellen, die gegen Apoptose resistent sind
(Atreya, Mudter et al. 2000). tmTNF wird erst durch ADAM17 shedding proinflamma-
torisch aktiv. Es spielt dann eine wichtige Rolle in verschiedensten entziindlichen Erkran-
kungen wie Osteoarthritis (Patel, Attur et al. 1998, Amin 1999), rheumatoider Arthritis
(Ohta, Harigai et al. 2001, Charbonneau, Harper et al. 2007), endotoxischem Schock und
Sepsis (Mohler, Sleath et al. 1994, Tsuji, Oki et al. 2002, Horiuchi, Kimura et al. 2007).
AuBerdem wurden erhohte ADAM17 Konzentrationen bei Psoriasis (Moriyama, Tsukida
et al. 2004, Kawaguchi, Mitsuhashi et al. 2005) und entziindlichen Lungenerkrankungen
(Gomez, Sokol et al. 2005, Ju, Xia et al. 2007) nachgewiesen.

In verschiedenen Zellpopulationen von Patienten mit aktiver Multipler Sklerose (MS)
wurde eine erhohte ADAM17 Aktivitdt nachgewiesen (Seifert, Kieseier et al. 2002,

11
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Kieseier, Pischel et al. 2003, Plumb, McQuaid et al. 2006). Verantwortlich flr die
Symptomatik ist TNF. Interessanterweise wurde bei der experimentellen autoimmunen
Encephalomyelitis, einem Mausmodell der MS, ein entzindungshemmender Effekt von
tmTNF entdeckt (Alexopoulou, Kranidioti et al. 2006). Dieser kénnte erklaren warum
TNF Blocker den Zustand von MS-Patienten verschlechtern bzw. MS &hnliche Syndrome
provozieren, da sie auch das tmTNF signaling verhindern. (Thomas, Weinshenker et al.
2004, Feldmann and Steinman 2005). TNF Blocker sind deshalb bei MS Patienten

kontraindiziert.

In manchen Erkrankungen vermittelt eine erhthte ADAM17 Aktivitat auch protektive
Effekte. Ein Beispiel fur eine solche Erkrankung ist Morbus Alzheimer. ADAM17 wirkt
als a-Sekretase fiir APP und produziert das 16sliche, nicht amyloide Fragment APPsa
(Allinson, Parkin et al. 2003). Wird APP aber durch eine [3-Sekretase geschnitten bildet
sich das amyloide AP Peptid, welches entziindungsférdernd wirkt und zur Aktivierung
von Mikroglia und Astrozyten in der N&he der amyloiden Plaques flhrt (Sastre, Walter
et al. 2008).

4.2.4.3. Tumorentstehung, -progression und -migration

Viele Tumoren sind in ihrer Progression obligat auf ErbB-Signalwege und damit auf
ADAML17 vermitteltes ectodomain shedding angewiesen (Hanahan and Weinberg 2000,
Gooz 2010). Ubereinstimmend lasst sich auch in vielen Tumoren eine Uberexpression
von ADAM17 nachweisen (Arribas, Bech-Serra et al. 2006).

Am Beispiel von Mammakarzinomzellen wird deutlich, dass ADAM17 eine mehrschich-
tige Rolle in der Tumorprogression spielt. Zum einen kénnen Her2 positive Tumorzellen
dem anti-Her2 Antikorper Herceptin entgehen, indem grofRe Mengen Her2 Rezeptor mit-
tels shedding von der Zelloberflache entfernt werden. Die I6slichen Her2 Rezeptoren sét-
tigen die Antikdrper vor Bindung an die Zelle ab und es kommt zu keinem Effekt
(Brodowicz, Wiltschke et al. 1997). Zum anderen induziert an die Tumorzelle gebunde-
nes Herceptin tber PKB Inhibition die ADAM17 Aktivitat und es kommt in der Folge
zum ectodomain shedding von anderen ErbB-Liganden, wodurch die Tumorblockade
umgangen wird (Gijsen, King et al. 2010).
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4.3. Tissue inhibitors of metalloproteinases

Tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMPs) sind physiologisch vorkommende Regu-
latoren von Matrix Metalloproteinasen (MMP) und anderen Metalloendopeptidasen wie
zum Beispiel ADAMs. Bei Sdugetieren existieren vier Mitglieder dieser Familie, TIMP1
(Docherty, Lyons et al. 1985, Gasson, Golde et al. 1985), TIMP2 (Stetler-Stevenson,
Brown et al. 1990), TIMP3 (Pavloff, Staskus et al. 1992) und TIMP4 (Greene, Wang et
al. 1996), die unterschiedliche Substratprofile und Affinitaten aufweisen.

Alle vier Saugetier-TIMPs weisen eine N-terminale Doméne mit etwa 125 Aminoséauren
und eine C-terminale Doméne mit etwa 65 Aminoséuren auf. Beide Domanen werden
durch jeweils drei Cystin-Briicken stabilisiert (Williamson, Marston et al. 1990). Die N-
terminale Doméne kann experimentell auch ohne die C-terminale Doméane exprimiert
werden. Die entstehenden Proteine werden N-TIMPs genannt und behalten ihre volle in-
hibitorische Aktivitat (Murphy, Houbrechts et al. 1991, Williamson, Bartels et al. 1994,
Huang, Suzuki et al. 1996).

In dieser Arbeit sind vor allem TIMP1 und TIMP3 sowie ihre inhibitorischen Effekte
gegenliber ADAMSs Gegenstand der Betrachtung. TIMP3 hat gegentiber TIMP1 ein deut-
lich breiteres Inhibitionsspektrum und hemmt neben diversen MMPs ADAM17 (Amour,
Slocombe et al. 1998), ADAMTSs (Kashiwagi, Tortorella et al. 2001), ADAM10
(Amour, Knight et al. 2000), ADAM12 (Jacobsen, Visse et al. 2008), ADAM28 und
ADAM33 (Edwards, Handsley et al. 2008), wohingegen TIMP1 nur ADAM10 zu inhi-
bieren vermag (Amour, Knight et al. 2000). Interessanterweise sind weder N-TIMP1 noch
N-TIMP3 zur ADAM10 Inhibition in der Lage (Rapti, Atkinson et al. 2008). Im Gegen-
satz zu TIMP1, TIMP2 und TIMP4, die als I6sliche Proteine sezerniert werden, bindet
TIMP3 Bestandteile der extrazellularen Matrix (EZM) (Blenis and Hawkes 1983, Blenis
and Hawkes 1984, Lee, Atkinson et al. 2007).

Es sind Mutationen beschrieben worden, mit deren Hilfe N-TIMP1 eine vergleichbare
Aktivitat wie N-TIMP3 zur katalytischen Doméane von ADAM17 (cdADAM17) gewinnt
(Lee, Maskos et al. 2002, Lee, Rapti et al. 2004). N-TIMP1(V4S, TIMP3AB, V69L,
T98L) bindet aber im Gegensatz zu N-TIMP3 nicht an die EZM.
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4.4. Einzeldomanenantikérper und Peptide

Antikdrper sind Proteine, die bestimmte, charakteristische Strukturen anderer Molekiile
erkennen und diese hochaffin binden kénnen. Sie werden beim Menschen von B-Zellen
produziert und dem erworbenen Immunsystem zugerechnet. Es gibt verschiedene Klas-
sen von Antikdrpern. Alle bestehen aus schweren und leichten Ketten und jede Kette hat
sowohl eine variable Domane, die das Epitop des zu erkennenden Molekiils bindet und
eine bzw. drei konstante Doméne(n), die z.B. den Immunglobulin G Rezeptor (IgGR)

oder Komplementfaktoren binden kann/kénnen (s. Abbildung 4).

Sowohl isolierte leichte (Yoo, Roholt et al. 1967) als auch schwere (Utsumi and Karush
1964) Ketten kdnnen Antigene binden. Allerdings weisen sie eine im Vergleich zu voll-
stdndigen Antikdrpern stark verringerte Affinitat und Loslichkeit auf (Ward, Gussow et
al. 1989). Die kombinierten variablen Domanen von leichter und schwerer Kette kénnen
als scFv oder Fab-Fragment hergestellt werden und binden Antigene deutlich besser als
die einzelnen Ketten (Sundberg and Mariuzza 2002). Allerdings ist die Produktion dieser

Molekiile schwierig, da die Fragmente der beiden Ketten miteinander paaren mussen. Ein

Konventioneller IgG

B ETH) VAR — A

g‘ sdAb Bivalenter sdAb
>
(s

Schwerketten IgG

Abbildung 4: Schematische Darstellung von konventionellen (A) und Schwerketten (B) 1gGs und
darauf basierenden Fragmenten

Variable Doménen, die sich von der leichten (VL) bzw. der schweren (VH) Kette der Antikorper ableiten
sind hell- bzw. dunkelgrau geférbt. Konstante Doménen sind weif3. Beim Schwerketten 1gG fehlen die CH1
Doméne und die leichte Kette vollstandig. Antikdrper Doménen, die uber nicht-kovalente Bindungen ver-
knipft sind, sind Uberlappend dargestellt.
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weiterer Fortschritt war die Entdeckung der heavy chain antibodies bei camelidae
(Hamers-Casterman, Atarhouch et al. 1993), denen die leichte Kette und die CH1 Do-
mane fehlt. Die N-terminale, variable Domane dieser heavy chain antibodies kann auch
als Einzeldoménenantikdrper (single domain antibody, sdAb, auch VHH oder nano-
body®) vorkommen und ist in der Antigenbindung nicht auf Dimerisierung angewiesen.
Die Affinitaten der sdAbs zu ihren jeweiligen Substraten liegen im niedrigen nanomola-
ren Bereich und sind vergleichbar mit denen von IgG-Antikorpern (Lauwereys, Arbabi
Ghahroudi et al. 1998).

Die Vorteile der Nutzung von sdAbs gegenuber anderen Antikorperfragmenten und klas-
sischen Antikorpern sind vielféltig. sdAbs weisen eine gute Wasserl6slichkeit (Conrath,
Vincke et al. 2005) und Hitzestabilitdt (van der Linden, Frenken et al. 1999) auf. Es zeigte
sich, dass in manchen Einsatzbereichen multivalente Antikorper Vorteile gegenuber klas-
sischen divalenten Antikorpern besitzen. Die Herstellung derartiger Molekdile ist zwar
auch mit anderen Antikorperstrukturen wie scFv Fragmenten mdglich, aber mit Proble-
men wie domain mispairing und Aggregation behaftet. Die Herstellung aus sdAbs weist
diese Probleme aufgrund der besonderen Struktur der sdAbs nicht auf (Glockshuber,
Malia et al. 1990, Whitlow, Bell et al. 1993). Es werden Epitope erschlossen, die durch
herkdmmliche Antik6rper nicht erkannt werden kénnen (Lauwereys, Arbabi Ghahroudi
et al. 1998, Stijlemans, Conrath et al. 2004) und auf Grund ihrer GréRe von nur etwa 15
kDa sind sdAbs sehr gut gewebsgangig. Sie werden zwar auch schnell renal eliminiert
(Cortez-Retamozo, Lauwereys et al. 2002), ihre Plasmahalbwertszeit kann aber z.B.
durch Kopplung an ELPs (Conrad, Plagmann et al. 2011), PEGylierung oder Bindung an
andere Polymere verlangert werden (van Witteloostuijn, Pedersen et al. 2016). Ein groRer
technischer Vorteil ist die erleichterte Produktion von sdAbs in groRen Mengen. Klassi-
sche Antikorper missen in eukaryotischen Zellen produziert werden, sdAbs dagegen kon-
nen in mikrobiellen Systemen wie in E.coli (Rahbarizadeh, Rasaee et al. 2005), filamen-
tous funghi (Joosten, Roelofs et al. 2005) und Hefen (Thomassen, Meijer et al. 2002,
Rahbarizadeh, Rasaee et al. 2006)) hergestellt werden. Dies fuhrt zu einer beschleunigten

Produktion und gréRerer Ausbeute.

In der vorliegenden Arbeit wurden sdAbs gegen IL-6R (Kolkman and Beirnaert 2008)
und gegen TNF (Giersberg, Floss et al. 2010, Conrad, Plagmann et al. 2011) verwendet.
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Eine andere interessante Methode um spezifisch Epitope, wie zum Beispiel Oberflachen-
proteine von Tumoren, zu binden, ist es, kleine Bindepeptide zu benutzen (Liu, Li et al.
2017). Solche Peptide existieren beispielsweise fir den IL-6R (Su, Lai et al. 2005). Die
beschriebenen IL-6R Bindeproteine bestehen aus jeweils sieben Aminosduren und binden
mit Affinitdten im niedrigen nanomolaren Bereich an den IL-6R (Li, Zhang et al. 2016).
Es gibt unter den beschriebenen Peptiden sowohl neutralisierende, d.h. die Signaltrans-

duktion unterbindende, als auch nicht neutralisierende (Su, Lai et al. 2005).

4.5. Klinische und préaklinische Entzindungshemmung

In der Praxis

In der klinischen Praxis spielen entziindungshemmende Medikamente eine groRe Rolle.
Viele verschiedene Wirkstoffklassen sind etabliert und zugelassen. Die bekannteste
Gruppe der entziindungshemmenden Medikamente sind sicherlich die nicht-steroidalen
Antirheumatika/Antiphlogistika (NSAR, NSAIDS), die (ber eine Inhibition der
Cyclooxygenasen 1 und 2 wirken. Starkeren Einfluss auf Inflammation und Aktivitét des
Immunsystems nehmen Medikamente wie Methotrexat und Kortison. In schwer zu
beherrschenden chronischen Entziundungszustdnden koénnen Immunsuppressiva wie

Azathioprin, Cyclophosphamid oder Cyclosporin A zum Einsatz kommen.

Generell gilt, je unspezifischer der Wirkmechanismus eines Medikamentes ist, desto brei-
ter ist das Nebenwirkungsspektrum. Die Grundannahme modernen drug designs ist es,
dass ein hypothetisches, maximal spezifisches Medikament keine Nebenwirkungen und

dosisabhédngig auch keine unerwiinschten Wirkungen zeigen sollte.

Eine wichtige neuere Klasse von antiinflammatorischen Medikamenten stellen
monoklonale Antikorper, wie zum Beispiel die TNF-spezifischen, inhibitorischen
Antikorper Infliximab oder Adalimumab, und Rezeptorfusionsproteine wie Etanercept
oder Abatacept dar. Diese Rezeptorfusionsproteine sind nicht signaling-fahige
sogenannte decoy-Rezeptoren, die l6sliches TNF binden und so kompetitiv die

Signaltransduktion verhindern. (Zalevsky, Secher et al. 2007).
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Besondere Relevanz im Kontext dieser Arbeit hat der IL-6 Inhibitor Tocilizumab, der
2009 in Europa und 2010 in den USA zugelassen wurde und erstmalig die IL-6
Signaltransduktion als Ziel therapeutischer Intervention in der Klinik verfigbar machte
(Sheppard, Laskou et al. 2017). Mit fortschreitender Aufklarung der IL-6 vermittelten
pleiotropen Regulations- und Effektorprozesse ergab sich ein Verstandnis dafir, dass ein
Teil der unerwinschten Wirkungen einer Tocilizumab Therapie, wie zum Beispiel die
erhdhte Anfélligkeit fir bakterielle Infektionen oder die Verschlechterung des
Lipidprofils wohl auf Inhibition des classic signaling zurlickzufuhren sind (Rose-John
2012). Eine spezifische IL-6 trans-signaling Inhibition wére deshalb in der klinischen

Praxis wiinschenswert.

Eine Weiterentwicklung im Bereich der Biologicals stellen die sdAbs dar. Eines dieser
auf sdAbs beruhenden Medikamente ist VVobarilizumab (ALX-0061), das in Phase II
Studien auf seine Eignung als Therapeutikum der rheumatoiden Arthritis und des
systemischen Lupus erythematodes getestet wurde (NCT02309359, NCT02287922,
NCT02437890, NCT02518620). Es handelt sich um einen bivalenten Antikorper, bei
dem ein neutralisierender sdAb gegen IL-6R ist mit einem sdAb gegen humanes
Serumalbumin (HSA) verknupft ist. Der anti-HSA sdAb vermittelt hierbei eine erhdhte
Plasmahalbwertszeit, wéhrend der anti-1L-6R sdAb die spezifische Wirkung vermittelt.
Auch Vobarilizumab hemmt genau wie Tocilizumab sowohl classic als auch trans-
signaling (Van Roy, Ververken et al. 2015). Weitere sdAbs in klinischen Studien sind
zum Beispiel Ozoralizumab (ATN-103), ein anti-TNF sdAb zur Behandlung der
rheumatoiden Arthritis, der verschiedene Phase | und Il Studien durchlaufen hat
(NCT00916110, NCT01007175, NCT00959036, NCT01063803), ALX-0171, der zur
Behandlung von RSV bedingten Infektionen der Atemwege eingesetzt werden soll und
ebenfalls in mehreren Phase | und Il Studien getestet wurde (NCT01483911,
NCT01875926, NCT01909843, NCT02309320, NCTO02979431, NCT03418571,
NCT03468829) und andere (Jovcevska and Muyldermans 2020).

Caplacizumab (ALX-0681), ein sdAb gegen den von-Willebrand Faktor, ist das erste
Medikament aus der Gruppe der sdAbs, das am 3. September 2018 zur Therapie der
Thrombotisch-thrombozytopenischen Purpura in Europa zugelassen wurde (Duggan
2018).

17



Einleitung

Ein spezifischer Ansatz zur Inhibition von IL-6 trans-signaling existiert in Form eines
I6slichen gp130 Fc-Fusionsprotein (sgpl30Fc), das sich derzeit in Phase Il Studien
befindet. Im Gegensatz zu Tocilizumab, welches sowohl membrangebundenen und
I6slichen IL-6R bindet und damit IL-6 classic und trans-signaling inhibiert (Nishimoto,
Kanakura et al. 2005) bindet das 16sliche gp130 nur an einen praformierten Komplex aus
sIL-6R und IL-6 und inhibiert dementsprechend ausschliel3lich trans-signaling (Jostock,
Mullberg et al. 2001). Nachdem in Tierversuchen gezeigt wurde, dass sgp130 Fc zu einem
positiven outcome bei experimenteller Arthritis (Nowell, Richards et al. 2003), Peritonitis
(Hurst, Wilkinson et al. 2001), entziindlichen Darmerkrankungen (Atreya, Mudter et al.
2000) und Kolonkarzinomen (Becker, Fantini et al. 2004) fiihrt, wurden klinische Studien
eingeleitet und erste Experimente am Menschen durchgefuhrt. Die wichtigste Frage bleibt

ob sgp130 Fc einen klinischen Vorteil gegeniliber zum Beispiel Tocilizumab haben wird.

Mit zunehmendem Verstdndnis und zunehmender Strukturaufkldrung von
Zytokinrezeptoren, den sich formierenden Zytokin/Rezeptor Komplexen und den
nachfolgenden Signalkaskaden eroffnen sich neue Ansédtze fir die Erstellung
synthetischer Fusionsproteine zur Behandlung verschiedener Erkrankungen. Zur
Aktivierung der Signaltransduktion durch Zytokine miissen in der Regel mindestens zwei
Rezeptoruntereinheiten durch Bindung des Zytokins an verschiedenen Bindungsstellen
dimerisiert werden. Es ist mittlerweile mdglich, dominant negative, antagonistische
Zytokine herzustellen, die eine hdhere Bindungsaffinitét fur eine Rezeptorbindungsstelle
haben aber durch Mutation der zweiten Bindungsstelle nicht zu einer
Rezeptordimerisierung fiihren und somit eine inhibitorische Wirkung auf die
Signalkaskade vermitteln (Sporeno, Savino et al. 1996). Ein Beispiel fur einen derartigen
super binding cytokine antagonist ist das zur Therapie der rheumatoiden Arthritis
zugelassene Anakinra (Eisenberg, Evans et al. 1990). Ein weiterer Fortschritt war die
Etablierung sog. Synthekine, Fusionsproteine, die aus zwei dominant negativen super
binding Zytokinen bestehen, die je nur eine Rezeptoruntereinheit rekrutieren. Uber die
Fusion zweier super binder kommt es zu einer Rezeptordimerisierung der rekrutierten
Rezeptoruntereinheiten und in der Folge zu einer Signaltransduktion (Moraga, Spangler
et al. 2017). Es ist mit diesen Synthekinen sowohl mdglich, physiologische
Rezeptordimerisierung zu forcieren als auch Rezeptoruntereinheiten zu homo- oder
heterodimerisieren, die physiologischer Weise nicht zusammenkommen wuirden und so

gezielt neuartige Signalkaskaden zu aktivieren.
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Eine weitere neu etablierte Strategie zeigt sich am Beispiel der chimeric antigen receptor
(CAR) T-Zellen (Si, Li et al. 2018, Scheller, Engelowski et al. 2019), die 2017 in den
USA fur Patienten unter 25 Jahren mit molekularem oder zytologischem Rezidiv einer
akuten lymphoblastischen Leukamie zugelassen wurden. Eine Zulassung von zwei
Praparaten (Kymriah® und Yescarta®) in einem dhnlichen Indikationsrahmen erfolgte in
Europa im Jahr 2018 (Ali, Kjeken et al. 2020, Yakoub-Agha, Chabannon et al. 2020).
Diese Zellen tragen auf ihrer Zelloberflache ein anti-CD19 (hohere Expression auf den
entarteten B-Zellen) scFv Fragment, das an die Transmembrandoméne sowie die
intrazellulare Domdne und die kostimulatorischen Doménen des T-Zell-Rezeptor
gekoppelt ist. Es werden der Patientin oder dem Patienten T-Zellen entnommen,
genetisch mit der CAR cDNA modifiziert, expandiert und retransfundiert. Diese
genetisch modifizierten T-Zellen sind konsekutiv in der Lage Tumorzellen Uber die
Interaktion des CAR-Rezeptors und der Oberflachenantigene der Tumorzellen zu

erkennen und zytotoxisch zu eliminieren.

Eine besondere Herausforderung beim Design synthetischer, zytokinartiger
Medikamente ist die pleiotrope Wirkung physiologischer Zytokine in vivo. Ein
synthetisches Zytokin kann den gewiinschten Effekt gegen eine bestimmte Tumorzelle
haben und gleichzeitig schwere Nebenwirkungen an off-site Zielstrukturen hervorrufen
(Michallet, Maloisel et al. 2004, Pachella, Madsen et al. 2015). Ein mdglicher
Losungsansatz besteht darin, die Effektorzytokine an affinitatsvermittelnde Strukturen
wie zum Beispiel Antikorper oder Peptide zu koppeln (Ndong, Toraya-Brown et al.
2015). Eine andere Mdglichkeit ist die Bindung an Nanopartikel oder die lokale
Applikation (Zhang, Li et al. 2018).
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5.Ziel der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es zu untersuchen, ob eine substratspezifische ADAM
Inhibition durch neuartige Fusionsproteine aus substratspezifischen Bindestrukturen wie
Peptiden oder Einzeldoméanenantikorpern (sdAb) mit natlrlichen Proteaseinhibitoren wie
TIMP1 oder TIMP3 erreicht werden kann. Zu diesem Zweck soll in einem ersten Schritt
die Erstellung verschiedener IL-6R spezifischer ADAM17-Inhibitoren erfolgen. Diese
mussen kloniert und in Zelllinien exprimiert werden. Wenn die Fusionsproteine in
ausreichender Quantitat und Qualitat produzierbar sind, kann die Wirkung dieses Proteins
auf ADAML17 vermitteltes IL-6R shedding orientierend eingeschatzt werden, um einen
sog. proof of concept zu erbringen. In zelluldren Assays soll dann Uberprift werden, ob
die erstellten Inhibitoren in der Lage sind, die Freisetzung von sIL-6R zu verhindern.
Erfullen die Fusionsproteine alle notigen Kriterien werden die jeweiligen
Expressionsplasmide stabil in CHO-K1-Zelllen transfiziert werden, um eine groRere
Proteinausbeute zu erreichen. Die produzierten Fusionsproteine werden dann gereinigt

und biochemisch z.B. mittels Konzentrations-/Wirkungskurven untersucht.

Ein weiterer Teil der Arbeit wird die Erstellung komplementarer, TNF spezifischer
Fusionsproteine sein. Auf diesem Wege lasst sich ein modularer Aufbau etablieren sowie
zeigen, dass die generierten inhibitorischen Proteine spezifisch die Freisetzung eines
definierten Substrates verhindern. Auch diese Proteine werden im Verlauf bei
vielversprechenden ersten shedding Analysen stabil in CHO-K1-Zellen transfiziert,

selektiert, produziert und letztlich charakterisiert werden.
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6. Material und Methoden

6.1. Antibiotika

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Antibiotika sind in Tabelle 4 aufgelistet.

Tabelle 4: Liste der verwendeten Antibiotika

Antibiotikum Stammkonzentration Arbeitskonzentration Hersteller
Ampicillin 100 mg/ml Agarplatten: 200 pg/ml Carl Roth GmbH,
Karlsruhe

Flussigmedium: 100 pg/ml

Penicillin G 10.000 U/ml 60 pg/ml Genaxxon, Ulm
Streptomycin 10 mg/ml 100 pg/ml Genaxxon, Ulm
Geneticin (G418) 50 mg/mi variabel Genaxxon, Ulm

6.2. Antikdrper

Die Zusammenstellung der verwendeten Antikdrper ist in Tabelle 5 und Tabelle 6 aufge-
flhrt.

Tabelle 5: Liste der verwendeten Primarantikorper

Antikorper Beschreibung

a-humaner IL-6R (4-11) Monoklonaler Antikdrper aus der Maus gegen ein
Epitop der extrazellularen Doméne 1 des IL-6R,
Stammkonzentration: 1 mg/ml

Verwendete Verdinnung 1:1000 (Western Blot

und ELISA). Herstellung beschrieben bei
Chalaris, Rabe et al. (2007)
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Antikorper

Beschreibung

a-humaner IL-6R (BAF 227)

Polyklonaler Antikdrper aus der Ziege gegen hu-
manen IL-6R, Stammkonzentration: 0,2 mg/ml

Verwendete Verdiinnung 1:1000 (ELISA). R&D
Systems, Inc, Minneapolis, USA

Tabelle 6: Liste der verwendeten Sekundérantikérper

Antikdrper

Beschreibung

a-mouse-POD

a-Fc-POD

6.3. Chemikalien

ImmunoPure Peroxidase Conjugated Goat Anti-
Mouse IgG (H+L), Stammkonzentration: 0,6
mg/ml

Verwendete Verdinnung 1:5000 (Western Blot).
Thermo Scientific, St. Leon-Rot

Anti-human IgG; Host: Rabbit, Stammkonzentra-
tion: 0,6 mg/ml

Verwendete Verdiinnung 1:5000 (Western Blot).
Thermo Scientific, St. Leon-Rot

In Tabelle 7 sind alle Chemikalien gelistet, die fur die vorliegende Arbeit verwendet wur-

den.

Tabelle 7: Liste der verwendeten Chemikalien

Chemikalie

Hersteller

Acrylamid-Mix 30%

Agar

Agarose

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

AppliChem GmbH, Darmstadt

Biozym Scientific GmbH, Oldendorf
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Chemikalie

Hersteller

Albumin Fraktion V (8076.3)

Ammoniumpersulfat (APS)

Ampicillin

Bovine Serum Albumin A7030

Brillant-Blau R250

Bromphenolblau

Citronensaure

Complete Protease Inhibitor Cocktail Tabletes
(EDTA-free)

Concanavalin-A-Sepharose

dATP

dCTP

dGTP

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dinatriumhydrogenphosphat

dTTP

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)

Essigsaure

Ethanol

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Roche Diagnostics, Mannheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen

Thermo Scientific, St. Leon-Rot

Thermo Scientific, St. Leon-Rot

Thermo Scientific, St. Leon-Rot

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen

Merck KGaA, Darmstadt

Thermo Scientific, St. Leon-Rot

Thermo Scientific, St. Leon-Rot

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen
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Chemikalie

Hersteller

Ethidiumbromid

Ethylendiamintetraessigséure (EDTA)

Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N*,N’-
tetraessigséure (EGTA)

Geneticin (G418)

Gibco® fetal bovine serum (FBS)

Gibco® Ultra-Low IGG fetal bovine serum
(FBS)

Glycerol

Glycin

GW280264X(GW)

Immobilon Western HRP Substrat

Isopropanol

Kaliumacetat

Kaliumchlorid

Kaliumchlorid

Kaliumdihydrogenphosphat

Kaliumhydrogenphosphat

LB-Medium

Loading-Dye Solution (6x)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Genaxxon, Ulm, Deutschland

Thermo Scientific, St. Leon-Rot

Thermo Scientific, St. Leon-Rot

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Merck KGaA, Darmstadt

Glaxo Smith Kline, Stevenage, UK

Merck KGaA, Darmstadt

AppliChem GmbH, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

VWR International BVBA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Thermo Scientific, St. Leon-Rot
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Chemikalie

Hersteller

Magermilchpulver

Methanol

Natriumchlorid

Natriumcitrat

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Natriumhydroxid

Nonidet® P 40 Substitute

Orange G

Penicillin

Phorbol 12-myristate 13-acetate(PMA)

POD Substrat

Protein A Agarose

RNase A

Roswell Park Memorial Institute (RPMI) Me-
dium 1640

Schwefelsaure

Streptavidin-HRP Lésung

Streptomycin

Sucrose

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Merck KGaA, Darmstadt

AppliChem GmbH, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Merck KGaA, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen

Genaxxon, Ulm

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen

Roche Holding GmbH, Mannheim

Roche Holding GmbH, Mannheim

QIAGEN, Hilden

Thermo Scientific, St. Leon-Rot

AppliChem GmbH, Darmstadt

R&D Systems, Wiesbaden

Genaxxon, Ulm

Merck KGaA, Darmstadt
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Chemikalie Hersteller

Tetramethylethylendiamin (TEMED) Sigma-Aldrich, Miinchen

Tris Bethesda Research Laboratories, USA

Triton X-100 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen

Trypan Blue Dye, 0,4% Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Trypsin/EDTA (10x) Genaxxon, Ulm

TurboFect™ Transfektionsreagenz Thermo Scientific, St. Leon-Rot

Tween-20 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

B-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen
6.4. Enzyme

Alle in dieser Arbeit verwendeten Enzyme (Polymerasen, Restriktionsenzyme, Ligasen
etc.) stammen von der Firma Thermo Scientific, St. Leon-Rot und sind im Folgenden

aufgefiihrt:

BamHI, Bgll, BshTI(Agel), BspTI(Aflll), Cfr42I(Sacll), Dpnl, Dreamtaq, Eco32I(E-
coRV), Eco72I(Pmll), EcoRlI, Fast-AP Thermosensitive Alkaline Phosphatase, Hincll,
Hindlll, Kpnl, Ncol, Notl, Pfu DNA Polymerase native, Phusion® High-Fidelity DNA-

Polymerase, Pmll, Polynucleotide Kinase, Pstl, Pvul, Scal, T4-Ligase.

6.5. Plasmide

In Tabelle 8 sind alle in der vorliegenden Dissertation genutzten Plasmide aufgelistet.
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Tabelle 8: Liste der verwendeten Plasmide

Name

Beschreibung

Referenz

pcDNA3.1(+)

pCR-Script Amp SK(+)

pcDNA3.1-IL-6R

pcDNA3.1-TNF

pET-23a- TNF sdAb

PCDNA3.1(+)-TIMP3(1-121)-Linker-Fc

PCDNA3.1(+)-TIMP3(1-121)-Linker-1L-6R

sdAb-Fc

PCDNA3.1(+)-TIMP3(1-121)-Linker-TNF

sdAb-Fc

pcDNA3.1(+)-TIMP3(1-121)-Linker-S1-Fc

pcDNA3.1(+)-TIMP3(1-121)-Linker-S2-Fc

pcDNA3.1(+)-TIMP3(1-121)-Linker-S3-Fc

PCDNA3.1(+)-TIMP3(1-121)-Linker-S4-Fc

Expressionsvektor fur transiente

und stabile Proteinexpression in eu-

karyotischen Zellen

Klonierungsvektor, Derivat des

pBluescript Il SK(+) mit einer Srfl
Schnittstelle, um blunt end PCR-

Produkte zu ligieren

pcDNAS3.1(+) dessen Insert flr IL-

6R kodiert

pcDNAS3.1(+) dessen Insert flr
TNF kodiert

pET-23a dessen Insert fir den
TNF-sdAb kodiert.

pcDNAS3.1(+) dessen Insert fur
T3(121) kodiert

pcDNAS3.1(+) dessen Insert fur
T31(121) kodiert

pcDNAS3.1(+) dessen Insert fur
T3T(121) kodiert

pcDNAS3.1(+) dessen Insert flr
T3S1(121) kodiert

pcDNAS3.1(+) dessen Insert fur
T3S2(121) kodiert

pcDNAS3.1(+) dessen Insert fur
T3S3(121) kodiert

pcDNAS3.1(+) dessen Insert fur
T3S4(121) kodiert

Thermo Scien-
tific, St. Leon-
Rot

(Ketteler,
Glaser et al.
2002)

Diese AG

Diese AG

Diese AG

Diese AG

Diese AG

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit
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Name Beschreibung Referenz
pcDNA3.1(+)-TIMP3(1-121)-Linker-S7-Fc pcDNAS3.1(+) dessen Insert fur Diese Arbeit
T3S7(121) kodiert
pcDNA3.1(+)-TIMP3(1-121)-Linker-Sy1-Fc pcDNA3.1(+) dessen Insert fur Diese Arbeit
T3Sx1(121) kodiert
pcDNA3.1(+)-TIMP3(1-121)-Linker-Sy2-Fc pcDNA3.1(+) dessen Insert fur Diese Arbeit
T3S5,x2(121) kodiert
pcDNAS3.1(+)-TIMP3(1-120)-Linker-Fc pcDNA3.1(+) dessen Insert fur Diese Arbeit
T3(120) kodiert
pcDNAS3.1(+)-TIMP3(1-120)-Linker-IL-6R pcDNAS3.1(+) dessen Insert flr Diese Arbeit
sdAb-Fc T31(120) kodiert
pcDNAS3.1(+)-TIMP3(1-120)-Linker-TNF pcDNAS3.1(+) dessen Insert flr Diese Arbeit
sdAb-Fc T3T(120) kodiert
pcDNA3.1(+)-TIMP3(1-120)-Linker-TEV-Fc ~ pcDNA3.1(+) dessen Insert fur Diese Arbeit
T3(120TEV) kodiert
pcDNA3.1(+)-TIMP3(1-120)-Linker-1L-6R pcDNA3.1(+) dessen Insert fur Diese Arbeit
sdAb -TEV-Fc T31(120TEV) kodiert
pcDNA3.1(+)-TIMP3(full length wt) pcDNA3.1(+) dessen Insert fur Diese Arbeit

PMA-T-TIMP1(V4S, TIMP3AB, V69L,
T98L)

pcDNA3.1(+)-TIMPL(V4S, TIMP3AB,

V69L, T98L)(fl)-Linker-Fc

pcDNA3.1(+)-TIMP1(V4S, TIMP3AB,
V69L, T98L)(fl)-Linker-1L-6R sdAb-Fc

pcDNA3.1(+)-TIMP1(V4S, TIMP3AB,
V69L, T98L)(fl)-Linker-TNF sdAb-Fc

TIMP3 (fl, wt) kodiert

Klonierungsvektor, dessen Insert

fur ein TIMP1 Variante mit den

Mutationen V4S, TIMP3AB, V69L

und T98L kodiert

pcDNAS3.1(+) dessen Insert fur
T1(fl M) kodiert

pcDNAS3.1(+) dessen Insert fur
T11(fl M) kodiert

pcDNA3.1(+) dessen Insert flr
TAT(fl M) kodiert

Thermo Scien-
tific, St. Leon-
Rot

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit
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Name Beschreibung Referenz

pPCR-script- TIMP1(V4S, TIMP3AB, V69L,  Klonierungsvektor dessen Insert fir — Diese Arbeit

T98L)(1-120) die ersten 120 AS von TIMP1
(V4S, TIMP3AB, V69L, T98L) ko-
diert
pcDNA3.1(+)-TIMP1(V4S, TIMP3AB, pcDNA3.1(+) dessen Insert fur Diese Arbeit
V69L, T98L)(1-120)-Linker-Fc T1(120M) kodiert
pcDNAS3.1(+)-TIMP1(V4S, TIMP3AB, pcDNAZ3.1(+) dessen Insert fur Diese Arbeit

V69L, T98L) (1-120)-Linker-IL-6R sdAb-Fc  T11(120M) kodiert

pcDNAS3.1(+)-TIMP1(V4S, TIMP3AB, pcDNAS3.1(+) dessen Insert flr Diese Arbeit
V69L, T98L) (1-120)-Linker-TNF sdAb-Fc T1T(120M) kodiert

6.6. Oligonukleotide

Fur die Klonierung wurden Oligonukleotide der Firma Eurofins MWG Operon GmbH,

Ebersberg verwendet. Eine Ubersicht dieser findet sich in Tabelle 9.

Tabelle 9: Liste der verwendeten Oligonukleotide

Primer Sequenz (5' — 3")

mIL-11R fw 5-AAACTTAAGGTACCATGAGCAGCACTGCTCAGG-3'
mIL-11R rev 5-AAACTCGAGCGGCCGCCTAGCTGAAGTTCTCTGGGGTC-3'
mgp130 fw 5-AAACTTAAGGTACCATGTCAGCACCAAGGA-3'

mgp130 rev 5-AAACTCGAGCGGCCGCCTACTGCGGCATGTAGCCACCT-3'
TNF_VH_fw 5-GCGGCCGCACAAGTTCAGCTTCAAGAATCTGGT-3'
TNF_VH_rev 5-GTTTCTTCTGCCGCGGCCGC-3'

EcoRI(3147) rv 5-GGAGAACCTGCGTGCAATCC-3'
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Primer

Sequenz (5' — 3')

ECoRI(5227) fw

TIMP3fl fw

TIMP3fl rev

M13 rev

S1lfw

Slrev

S2fw

S2rev

S3fw

S3rev

Safw

Sdrev

S7fw

S7rev

TIMP3flrevXho

S1fw

S1rev

S2fw

5-GCAATAGCATCCCAAATTTCAC-3'

5-CACGTG TTTAAACACCATGACCCCTTGGCTCGGGC-3'

5-CATCATCAATGCCACAGACCCCGGTACCCTCGAG-3'

5-CAGGAAACAGCTATGAC-3'

5-AATTCGCTGAGCCTGATGCCGCGCCTGTCG-3'

5-GCCAGGCGCGGCATCAGGCTCAGAGCTTA-3

5-AATTCGAACCCGATGATGCGCCCGCTGTCG-3'

5-GCCAGCGGGCGCATCATCGGGTTAGCTTA-3'

5'-CGCAGATGCGCACCACCATTCGCTCG-3'

5-GCGAATGGTGGTGCGCATCTGAGCTTA-3'

5-AATTCGCGCCTGATGATGCTGCAGCAGTCG-3'

5-GCCTGCTGCAGCATCATCAGGCGAGCTTA-3'

5-AATTCGCTGAGCCTGATTACCCGCCTGTCG-3'

5-GCCAGGCGGGTAATCAGGCTCAGAGCTTA-3

5-CTCGAGGGGGTCTGTGGCATTGATGATG-3'

5-AATTCGCTGAGCCTGATGCCGCGCCTGGCG-3'

5-AATTCGCCAGGCGCGGCATCAGGCTCAGCG-3'

5-AATTCGAACCCGATGATGCGCCCGCTCGGG-3'
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Primer Sequenz (5' — 3")

S2 rev 5-AATTCCCGAGCGGGCGCATCATCGGGTTCG-3'
S3fw 5-AATTCGCAGATGCGCACCACCATTCGCGGG-3'
S3rev 5-AATTCCCGCGAATGGTGGTGCGCATCTGCG-3'
S4fw 5-AATTCGCGCCTGATGATGCTGCAGCAGGGG-3'
S7fw 5-AATTCGCTGAGCCTGATTACCCGCCTGGGG-3'
TNF_ sdAb_fw 5'-CTGCGCGGCCGCAAGAGTTCAGATCC-3'

TNF_sdAb_rev

Sdrev

S7rev

T7fw

T3fwdeltaC

T3rvdeltaC

TIMP3rv( 1-121)

TIMP3fw

TIMPL(120M)fw

TIMP1(120M)rev

TEV_fw_Notl

TEV_rv_Notl

5-GGATCTGAACTCTTGCGGCCGCGCAG-3'

5-AATCCCCTGCTGCAGCATCATCAGGCGCG-3'

5-AATTCCCCAGGCGGGTAATCAGGCTCAGCG-3'

5'-CCCCAGGCGGGTAATCAGGCTCAGCG-3'

5-GTATCACCTGGGTTGTAACCGGGGTACCCTC-3'

5-GAGGGTACCCCGGTTACAACCCAGGTGATAC-3'

5-GGTACCACAACCCAGGTGATACCGATAG-3'

5-CACGTGTTTAAACGGTACCATGAC-3'

5-GTTTAAACGGTACCGCCACCATGGCC-3'

5-GGTACCTTCCTCGCAGCCCACGGTGTAGGTC-3'

5-GGCCGCTTACGACATCCCCACTACTGAGAATCTTTATTTTCA-
GGGCGC-3'

5-GGCCGCGCCCGAAAATAAAGATTCTCAGTAGTGGGGATGTCG-
TAAGC-3'
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Primer Sequenz (5' — 3")

TIMP3(121M)opt_r 5-GGTACCGCAGTTGCAGCCCAGGTGGTATCTGTAG-3'

TIMP3(120M)opt_r 5-GGTACCGCAGCCCAGGTGGTATCTGTAG-3'

6.7. Aminosauresequenzen der verwendeten IL-6R

bindenden Peptide

In Tabelle 10 sind die Aminosduresequenzen der in der Arbeit verwendeten, IL-6R bin-
denden Peptiden aufgelistet (vgl. Abschnitte 4.4 und 7.1).

Tabelle 10: Aminosauresequenzen der verwendeten IL-6R bindenden Peptide

Peptid Aminosauresequenz
S1 LSLMPRL

S2 NPMMRPL

S3 QMRTTIR

S4 RLMMLQQ

S7 LSLITRL

Sxl QARHQAQ

Sx2 ERAHHRV
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6.8. Medien und Ldsungen
Die in Tabelle 11 und Tabelle 12 gelisteten Medien wurden zur Kultivierung von Bakte-

rien und eukaryotischen Zellen verwendet.

6.8.1. Medien zur Kultivierung von Bakterien

Die Zusammensetzung des LB-Mediums entspricht der Methode von Bertani (1951).

Tabelle 11: Liste der verwendeten Medien zur Kultivierung von Bakterien

Kulturmedium Zusammensetzung
Lysogeny-Broth-(LB)-Medium 1% NacCl, 0,5% Hefeextrakt, 1% Trypton
LB-Agar 1% NaCl, 0,5% Hefeextrakt, 1% Trypton, 1,5% Agar

6.8.2. Medien zur Kultivierung von eukaryotischen Zellen
Tabelle 12: Liste verwendeter Medien zur Kultivierung von eukaryotischen Zellen

Kulturmedium Zusammensetzung

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

DMEM®™) Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, high Glu-
cose (4,5 g/l), with stable Glutamine + 10% FBS,
1% Penicillin/Streptomycin

DMEM®*) Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, high Glu-
cose (4,5 g/l), with stable Glutamine + 10% FBS,
1% Penicillin/Streptomycin, G418 (entsprechend
der Antibiotika-Sensitivitat der zu transfizieren-
den Zellen)
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Kulturmedium

Zusammensetzung

DMEM®*™*) Ultra Low IGG

RPMI)

RPMI(/)

6.9. Gerate

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, high Glu-
cose (4,5 g/l), with stable Glutamine + 5% Ultra-
Low IGG FBS, 1% Penicillin/Streptomycin,
G418 (entsprechend der Antibiotika-Sensitivitat
der zu transfizierenden Zellen)

Roswell Park Memorial Institute Medium 1640

Roswell Park Memorial Institute Medium 1640 +
10% FBS, 1% Penicillin/Streptomycin

Fur die vorliegende Dissertation wurden die Gerate verwendet, die in Tabelle 13 aufge-

fuhrt sind.

Tabelle 13: Liste der benutzten Gerate

Gerat

Hersteller

Absaugpumpe fur die Sterilbank

Analysewaage Precisa 100M-300C

Autoklav Laboklav 25

Zentrifuge 5417R

Zentrifuge 5424

Zentrifuge 5810R

CO»-Inkubator 150 (E2)

ECL ChemoCam Imager

HLC BioTech, Géttingen

Hartenstein GmbH, Wiirzburg

SHP Steriltechnik AG, Detzel Schloss/ Satuelle

Eppendorf GmbH, Hamburg

Eppendorf GmbH, Hamburg

Eppendorf GmbH, Hamburg

Binder GmbH, Tuttlingen

INTAS Science Imaging Instruments GmbH, G6t-
tingen
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Gerat

Hersteller

Fluorometer Infinite® M200 PRO reader

Gefrierschrank comfort

Gelelektrophoresekammer

Heizbad Julabo sw21

Heraeus Function Line T6 Trockenschrank

Kihlschrank

Magnetrihrer mit Heizung

Mikropipetten Research®

Mikrowelle Optiquick

Mini-PROTEAN Tetra System

Peqgstar 2x Twin Block Thermal Cycler

pH-Meter

Pipetus®-Akku

Primovert

Scanlaf Mars Safety Class 2

Spannungsquelle Power Pac 300

Spektrophotometer NanoDrop 2000c

Stuart Roller Mixer SRT 9D

Tecan GmbH, Maennedorf, Schweiz

Liebherr GmbH, Rostock

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Julabo GmbH, Seelbach

Thermo Scientific, St. Leon-Rot

Liebherr GmbH, Rostock

Heidolph Instruments GmbH, Schwabach

Eppendorf GmbH, Hamburg

Moulinex (Krups), Offenbach

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

PEQLAB Ltd, Crableck Lane, UK

Sartorius, Ratingen

Hirschmann Laborgeréte, Eberstadt

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Gottingen

Weiss Labortechnik GmbH, Heroldsberg

BioRad Laboratories GmbH, Hercules, USA

Thermo Scientific, St. Leon-Rot

Bibby Scientific, Staffordshire, England
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Gerat

Hersteller

TC10 Automated Cell Counter
Thermomixer® Komfort
Trans-Blot® Turbo™
UV-Tisch

Vortex Mixer

AKTAprime™ PLUS

6.10. Kits

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Eppendorf GmbH, Hamburg

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Bio-Budget Technologies GmbH

IKA Labortechnik GmbH, Staufen

GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg

Die im Rahmen der Arbeit verwendeten Kits sind in Tabelle 14 gelistet.

Tabelle 14: Liste der verwendeten Kits

Kit

Hersteller

ECL Prime Western Blotting Detection Reagent
NucleoSpin® Gel and PCR Cleanup
NucleoBond® Xtra Midi/Maxi

Human TNF DuoSet ELISA

6.11. Grofenstandards

Merck KGaA, Darmstadt

Machery-Nagel, Diren

Machery-Nagel, Dirren

R&D Systems, Wiesbhaden

Alle fur die Dissertation genutzten GroRenstandards finden sich in Tabelle 15.

36



Material und Methoden

Tabelle 15: Liste der verwendeten GroéRenstandards

GroéRenstandard

Hersteller

GeneRuler Express DNA Ladder, ready-to-use
GeneRuler 1 kb DNA Ladder, ready-to-use

PageRuler™ Prestained Protein Ladder, 10 to 180
kDa

Spectra™ Multicolor High Range Protein Ladder

6.12. Puffer und LAsungen

Thermo Scientific, St. Leon-Rot

Thermo Scientific, St. Leon-Rot

Thermo Scientific, St. Leon-Rot

Thermo Scientific, St. Leon-Rot

Alle Puffer und Losungen aus Tabelle 16 wurden soweit nicht anders angegeben in H2Odqd

angesetzt und gegebenenfalls autoklaviert (120°C, 2 bar, 20 min).

Tabelle 16: Liste der verwendeten Puffer und Lésungen

Ldsung/Puffer

Zusammensetzung

Ammoniumperoxidsulfat(APS)-Ldsung

Blockierlosung fur IL-6R ELISA

Blockierlgsung fur TNF ELISA

Blockierldsung fiir Western Blot

Coomassie Brillant Blue staining solution

10% (m/v) APS

5% (m/v) Sucrose

in Reagent Diluent

Reagent Diluent

5% (m/v) Magermilchpulver

in TBS-T

2,4 mM Coomassie-Brillant-Blau
40% (v/v) Methanol

1,75 M CH3COOH
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Losung/Puffer Zusammensetzung
dNTP 10 mM dATP

10 mM dCTP

10 mM dGTP

10 MM dTTP

Elutionspuffer |

Elutionspuffer I

Equilibrierungspuffer

GW-L0sung

Hochsalzpuffer

IP Puffer

Laemmlipuffer (5x)

Citrat Puffer 50 mM pH 3,25

Citrat Puffer 50 mM pH 5,5

20 mM Tris-HCl pH 8

150 mM NaCl

3mM GW

in DMSO

20 mM Tris-HCI pH 8

1 M NaCl

20 mM Tris
150 mM NaCl
1 mMEDTA

1 mM EGTA

10% (m/v) SDS

50% (v/v) Glycerol

50 mM Tris-HCI pH 6,8
5% (v/v) p-Mercaptoethanol

0,5% (m/v) Bromphenolblau
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Losung/Puffer

Zusammensetzung

MLB

Nicht reduzierender Laemmlipuffer

Orange G Loading Dye Buffer (6x)

PBS-T

Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)

PMA-Lésung

Reagent Diluent

Sammelgelpuffer

50 mM Tris-HCI pH 7,5

150 mM NaCl

1% (v/v) Triton X-100

Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablet

(1 Tablette auf 50 ml Puffer)

10% (m/v) SDS
50% (v/v) Glycerol
50 mM Tris-HCI pH 6,8

0,5% (m/v) Bromphenolblau

30% (v/v) Glycerol
50 mM EDTA

0,25% (m/v) Orange G

0,05% (v/v) Tween-20

in PBS

137 mM NaCl
8,1 mM Na;HPO, (pH 7,4)
1,5 mM KHzPO, (pH 7,4)

2,7 mM KClI

100 uM PMA

in DMSO

1% (m/v) BSA

in PBS

250 mM Tris-HCI pH 6,8

0,2% (m/v) SDS
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Losung/Puffer

Zusammensetzung

SDS-PAGE Destaining Solution

SDS-PAGE Laufpuffer

Solution 1 (S1) fir DNA-Minipréaparation

Solution 2 (S2) fir DNA-Minipréaparation

Solution 3 (S3) fir DNA-Minipréparation

Streptavidin-POD-L&sung

Strippping Buffer

TAE-Puffer

TBS-T

20% Methanol

1,75 M CH3COOH

25 mM Tris-HCI pH 8,3
192 mM Glycin

1% (m/v) SDS

50 mM Glucose
25 mM Tris-HCl pH 8
10 MM EDTA

0,1% (v/v) RNase

0,2 M NaCOH

1% SDS

5M CH3;COOK

2 M CH3;COCH

0,5% (v/v) Streptavidin

in Reagent Diluent

62,5 mM Tris-HCI pH 6,8
2% (m/v) SDS

0,1% (v/v) p-Mercaptoethanol

0,04 M Tris-HCL pH 8,8
0,01 M EDTA

0,02 M Essigsaure

0,05% (v/v) Tween-20

in TBS
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Losung/Puffer

Zusammensetzung

Transferpuffer

Trenngelpuffer

Trisgepufferte Salzlésung (TBS)

Trypsin/EDTA-LOsung

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

0,01 % (m/v) SDS

750 mM Tris-HCI pH 8,8

0,2% (m/v) SDS

50 mM Tris-HCI pH 7,5

150 mM NaCl

10% (v/v) Trypsin/EDTA (10x)

in PBS

6.13. Rekombinante Proteine

Alle in der vorliegenden Arbeit genutzten rekombinanten Proteine sind in Tabelle 17 ge-

listet.

Tabelle 17: Liste der verwendeten rekombinanten Proteine

Protein

Beschreibung

SIL-6R

6.14. Verbrauchsmaterial

CONARIS Research Institute AG, Kiel

Die Zusammenstellung der verwendeten Verbrauchsmaterialen ist in Tabelle 18 aufge-

fuhrt.

41



Material und Methoden

Tabelle 18: Liste des verwendeten Verbrauchsmaterials

Verbrauchsmaterial

Hersteller

Wide-mouth Polypropylene Bottle

Einmalspitzen

Eppendorf Tubes (1,5 und 2 ml)

Falcon Rohrchen (15 und 50 ml)

Handschuhe Nitra Tex

HiTrap™ Protein A HP 1ml

Superose™ 6 10/300 GL

PVDF-Membran (Porengrofie 0,45 pum)

Sterilpipetten Costar Stripette

TC10 System Counting Slides, Dual Chamber

Zellkulturschalen

Whatman-Papier

TPP® tissue culture plates

Nunc-Immuno™ MicroWell™ 96 well solid
plates

Polystyrol Filter Rollerflaschen

Beckman Coulter, Krefeld

B.Braun, Melsungen

Eppendorf AG, Hamburg

BD Biosciences, Franklin Lakes, USA

Ansell Healthcare, Brissel, Belgien

GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg

GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg

Carl Roth GmbH + Co, KG, Karlsruhe

Corning Incorporated, Coming, USA

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

TPP, Trasadingen, Schweiz

VWR International GmbH, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen

Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich
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Verbrauchsmaterial

Hersteller

Amicon Ultra-15 Centrifugal Filters

6.15. Zelllinien

Merck KGaA, Darmstadt

Alle in der Dissertation verwendeten Zelllinien finden sich in Tabelle 19 und Tabelle 20.

Tabelle 19: Prokaryotische Zelllinien

Stamm

Genotyp

XL-1 Blue

recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relAl, lac [F'proAB laclqZAM15

Tnl0 (TetR)]

Tabelle 20: Eukaryotische Zelllinien

Zelllinie Herkunft Wachstum
HEK293 DMSZ GmbH, Braunschweig DMEM®™)
CHO-K1 DMSZ GmbH, Braunschweig DMEM®™)
SKOV3 zur Verfligung gestellt von Prof. Hans RPMI¢)
Neubauer, Klinik fur Frauenheilkunde
und Geburtshilfe, UKD, Diisseldorf
HepG2 DMSZ GmbH, Braunschweig DMEM®™)
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6.16. Molekularbiologische Methoden

6.16.1. Anzucht von Escherichia coli

Escherichia coli (E.coli) Kulturen wurden auf LB-Agarplatten oder in LB-Flussigme-
dium bei 37°C angezogen. Die Selektion erfolgte durch Zugabe von 200 pug/ml Ampicil-
lin zu den LB Agarplatten bzw. 100 pg/m zu dem LB-Medium.

Die E.coli Kultur wurde zunéchst auf Agarplatten ausplattiert und tiber Nacht im Inkuba-
tor kultiviert. Es wurde im Anschluss eine oder mehrere Kolonien von der Platte in LB-
Medium mit Antibiotika tberfuhrt und bei 37°C lber Nacht und unter standigem Schit-
teln (2 ml Kulturen: 1400 rpm, 100 ml Kulturen: 140 rpm) inkubiert. AnschlieBend konn-

ten die Kulturen fur die Plasmidpraparation verwendet werden.

6.16.2. Polymerasekettenreaktion

Die PCR (,,polymerase chain reaction* engl., Polymerase-Kettenreaktion) ist eine mole-
kularbiologische Methode zur Amplifizierung von DNA-Abschnitten (Mullis and
Faloona 1987). Es wird eine thermostabile DNA-Polymerase verwendet, durch welche
distinkte DNA-Sequenzen exponentiell vervielféltigt werden. Zu Beginn jedes Zyklus
wird die Matrizen-DNA bei 98°C denaturiert. Es folgt eine Erniedrigung der Temperatur,
wodurch sich die Oligonukleotide an die homologen Bereiche der Matrizen-DNA anla-
gern (Annealing). Die Annealing-Temperatur ist abhéngig von der Schmelztemperatur
der Oligonukleotide, welche wiederum vom GC-Gehalt, der Lange der Oligonukleotide
und der Salzkonzentration beeinflusst wird. Nach dem Anlagern der Oligonukleotide an
den Matrizen-Strang wird die Temperatur auf das thermodynamische Optimum der ver-
wendeten DNA-Polymerase erhoht. Diese beginnt vom 3'OH-Ende des angelagerten Oli-
gonukleotides aus den DNA-Abschnitt zu verlangern (Elongation), was zu einem doppel-
strangigen DNA-Abschnitt fuhrt. Durch die Wiederholung dieser drei Schritte wird die
DNA exponentiell amplifiziert. Die PCR wurde im Thermocycler durchgeftihrt. Es wur-
den die Phusion® High-Fidelity DNA-Polymerase und die PFU DNA-Polymerase, wel-
che eine zusatzlich Korrekturlese-Funktion (,,proof-reading®) aufweisen, verwendet.

Falsch eingebaute Oligonukleotide werden von der Polymerase erkannt und korrigiert. In
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Tabelle 21 ist der verwendete PCR-Ansatz und in Tabelle 22 das durchgefiihrte PCR-

Programm aufgefuhrt.

Tabelle 21: Standard PCR-Ansatz

Komponente

PCR mit Pfu DNA Polymerase

PCR mit Phusion® High-Fidelity
DNA-Polymerase

Template-DNA

MgCl,

Puffer

dNTP

Oligonukleotid 1

Oligonukleotid 2

Enzym

Gesamtvolumen

100 ng

25 mM

10 pl PFU Buffer(10x)

1ul

0,5 ul

0,5 ul

25U

100 pl in H>04q

Tabelle 22: Standard PCR-Programm

PCR mit Pfu DNA Polymerase

100 ng

25 mM

10 pul HF- oder GC-Puffer (5x)

1l

0,25 pl

0,25 pl

1U

50 ul in H>04q

PCR mit Phusion® High-Fidel-
ity DNA-Polymerase

Phase Temperatur Dauer [s] Temperatur Dauer [s]
[°C] [°C]
Initiale Denatu- 95 30 98 300

rierung
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PCR mit Pfu DNA Polymerase PCR mit Phusion® High-Fidel-
ity DNA-Polymerase

Phase Temperatur Dauer [s] Temperatur Dauer [s]
[°C] [°C]

Denaturierung - 95 30 98 30

Annealing L_35x Im-5 30 Tm -5 30

Elongation i 72 500 bp/min. 72 2000 bp/min.

Finale Elonga- 72 600 72 600

tion

6.16.3. Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese ist eine Methode, um DNA-Fragmente in einem elektri-
schen Feld ihrer GroRe nach zu trennen. Agarose ist ein Polysaccharid, das aus Galaktose
und 3,6-Anhydrogalactose besteht. Nach dem Aufkochen mit TAE-Puffer vernetzen sich
die Agarose-Faden beim Erkalten, so dass Poren im Gel entstehen. Auf Grund der nega-
tiven Ladung an der Phosphatgruppe der Nukleinsduren wandern diese beim Anlegen
eines elektrischen Feldes zur Anode. Die Trennung der DNA-Fragmente nach Moleku-
largewicht ist darin begriindet, dass die Wanderungsgeschwindigkeit von der Grolie der

Nukleinsduren abhéngig ist.

Um die Nukleinsduren im Gel sichtbar zu machen, wird dem Agarosegel Ethidiumbromid
zugesetzt. Ethidiumbromid (EtBr) interkaliert zwischen den Basenpaaren der DNA und
emittiert Licht nach Bestrahlung mit UV-Licht bei einer Wellenlange von 255-366 nm.
Zur DNA-GroRentrennung wurden 1-2%ige Agarosegele verwendet. Die entsprechende
Menge Agarose wurde abgewogen und mit TAE-Puffer in der Mikrowelle aufgekocht.
Nach Abkuhlen auf 60°C wurde 0,01% EtBr-Losung (Stammlésung 5 mg/ml) zum Aga-
rosegel hinzugeftigt und das Gel auf den Geltrdger gegossen. Nachdem das Gel auspoly-
merisiert war, wurde es in die Elektrophoresekammer tGberfihrt und mit 1x TAE-Puffer
ubergossen. Die Nukleinsaureproben wurden mit Orange G Loading Dye (6x) versetzt

und auf das Gel aufgetragen. Die Gelelektrophorese wurde bei einer Spannung von 90 -
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130 V bis zur gewiinschten Auftrennung durchgefiihrt. Die Anschlieiende Dokumenta-
tion erfolgte mit dem INTAS iX Imager.

6.16.4. PCR Cleanup

Zur Reinigung der PCR-Produkte von anderen Komponenten des PCR Ansatzes wurde
das NucleoSpin® Gel and PCR Cleanup Kit verwendet. Hierbei bindet die DNA bei basi-
schem pH-Wert an eine Silikatmembran einer speziellen Sdule. Dies wird gewéhrleistet
durch die negative Ladung des Phosphatrtickgrats der DNA. Alle anderen Stoffe passie-
ren die Membran. Das Kit wurde entsprechend den Angaben des Herstellerprotokolls ver-

wendet.

6.16.5. Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Das Prinzip der Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen ist beschrieben bei
Vogelstein und Gillespie (1979). Zundchst wurde die DNA in einem Agarosegel gelelekt-
rophoretisch nach Molekulargewicht aufgetrennt. Unter UV-Licht wurde das DNA Frag-

ment der gesuchten GroRen mit einem Skalpell aus dem Gel isoliert.

Die Isolierung der DNA aus dem Gelstiick erfolgte mit Hilfe des NucleoSpin® Gel and
PCR Cleanup Kits nach Protokoll des Herstellers (s. Abschnitt 6.16.4).

6.16.6. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentration und Reinheit von Nukleinsauren wurde photometrisch gemessen (Na-
noDrop ND-1000). Hierzu wurde die optische Dichte der Probe bei 230 nm (Polysaccha-

ride), 260 nm (Nukleins&uren) und 280 nm (Proteine) ermittelt.

Liegt ein Verhaltnis von OD230 : OD260 : OD280 =1: 2 : 1 vor, wurde die Nukleinsiure
Probe als ,,rein“ bezeichnet. Au3erdem sollte der Quotient aus OD260/0D280 zwischen
1,7 und 2 liegen.
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6.16.7. Klonierung

Die Klonierung ist eine molekularbiologische Methode zur Vervielféltigung von be-
stimmten DNA-Sequenzen oder Expression von Proteinen. Dazu werden die DNA-Se-
quenzen in spezielle Vektoren ligiert und anschlieBend in einen prokaryotischen Wirts-
organismus transformiert, um den Vektor zu vervielféltigen oder in einen eukaryotischen
Organismus zu transfizieren, um ein Protein zu exprimieren. Auf den Vektoren liegen
Antibiotikaresistenzgene, damit auf transformierte/transfizierte Organismen selektiert

werden kann.

6.16.8. Ligation von DNA-Fragmenten

Zur Ligation eines DNA-Fragments (Insert) in einen Zielvektor wurden 5 U der T4 DNA
Ligase verwendet. Es wurden 100 ng des Vektors verwendet und mit folgender Formel
die bendtigte Menge des Inserts fir ein Verhéltnis Insert:Vector = 3:1 bestimmt:

3 x m[Vektor] x (bp[Insert] / bp[Vektor]) = m[Insert]

Der Ligationsansatz wurde fir mindestens 1 h bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Bei
der Ligation von blunt-end DNA-Fragmenten wurden zusétzlich 2 pl einer 50%
PEG4000-L6sung hinzugegeben. Anschlieflend wurden 5 pil des Ligationsansatzes fir die

Transformation in E.coli XL-1 Blue verwendet.

6.16.9. Hitzeschock-Transformation von E.coli XL-1 Blue

Zur Transformation wurden chemisch kompetente E.coli XL-1 Blue verwendet. Diese
wurden 5 min auf Eis aufgetaut. AnschlieBend wurde 1-5 pg Plasmid DNA hinzugegeben
und weitere 5 min auf Eis inkubiert. Danach erfolgte der Hitzeschock bei 42°C fir 60 s
unter schutteln bei 900 rpm, nachfolgend wurden die Zellen ein weiteres Mal fiir 5 min
auf Eis inkubiert. Damit die transformierten Zellen die Antibiotikaresistenz ausbilden
konnten, wurden 500 pl LB-Medium hinzugegeben und 60 min bei 37°C unter schiitteln
bei 1400 rpm inkubiert. Anschlielend wurden die Zellen auf LB-Amp-Platten

ausgestrichen.
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6.16.10. Plasmid ,,Mini“-Praparation

Zur Isolierung von Plasmiden aus E.coli wurde die Methode der alkalischen Lyse nach
Birnboim und Doly (1979) verwendet. Es wurde je 1 ml LB-Medium mit 100 pg/ml Am-
picillin mit einer Kolonie von einer LB-Amp-Agarplatte (s. Abschnitt 6.16.1) angeimpft
und Gber Nacht bei 37°C auf einem Schttler (1400 rpm) inkubiert. Die Ubernachtkultur
wurde bei 13000 rpm fur 1 min abzentrifugiert und das Pellet wurde in 100 pl S1-Puffer
resuspendiert. Anschliefend wurden 200 pl S2-Puffer hinzugegeben und 4-6 mal inver-
tiert. Durch Zugabe von NaOH und SDS, welche in S2-Puffer vorhanden sind, kommt es
zum Aufschluss der Zellmembran und zur Denaturierung der Proteine und der DNA.
Auch die RNA wird durch den alkalischen pH-Wert fragmentiert. Das SDS lagert sich an
die Proteine an und durch Zugabe von Kalium bilden sich schwerldsliche Komplexe. Die
DNA und die Proteine fallen aus. Danach wurden 150 ul S3-Puffer zugegeben und erneut
4-6 mal invertiert. Durch Zugabe von Acetat wird der pH-Wert neutralisiert und die Plas-
mid DNA kann renaturieren. Danach wurde der Ansatz 10 min bei 4°C inkubiert und
dann bei 18000 x g und 4°C fur 10 min zentrifugiert. Die Plasmid DNA sollte anschlie-
Rend im Uberstand vorliegen. Dieser wurde tiberfiihrt, um nachfolgend die Plasmid-DNA
mit Ethanol zu féllen. Dazu wird der Ansatz mit 900 pl 100%igem Ethanol versetzt, 5
min bei 4°C inkubiert und dann bei 18000 x g und 4°C fur 15 min zentrifugiert. Das
DNA-Pellet wurde mit 500 pl 70% Ethanol resuspendiert und bei 18000 x g und 4°C fir
5 min zentrifugiert. Danach wurde das Pellet bei 37°C getrocknet und in 30 pl sterilem

H204q aufgenommen.

6.16.11. Plasmid ,,Midi“-Praparation

Fur die Isolierung von groReren Mengen an Plasmid-DNA wurde das Kit NucleoBond
Xtra Midi (Machery-Nagel GmbH & Co. KG, Diren) verwendet. Dazu wurde 100 ml
LB-Medium mit Ampicillin (100 pg/ml) mit einer Kolonie von einer LB-Amp-Agarplatte
(s. Abschnitt 6.16.1) angeimpft und tber Nacht bei 37°C in einem Schdittler bei 140 rpm
inkubiert. Nachfolgend wurde die Ubernachtkultur pelletiert (3200 x g, 4°C, 15 min) und
der Uberstand verworfen. Die weitere Plasmid Praparation erfolgte nach

Herstellerangaben.
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Die Konzentration der isolierten Plasmid DNA wurde mittels des ,,NanoDrop* (s. Ab-

schnitt 6.16.6) bestimmt.

6.16.12. Sequenzierung von DNA-Fragmenten

Die Sequenzierung von DNA-Fragmenten in Plasmiden wurde von der Firma Seglab-

Sequence Laboratories GmbH, Géttingen durchgefihrt.

6.16.13. Restriktion

Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, die aus Bakterien stammen und definierte Nuk-
leotidsequenzen erkennen und schneiden. In Plasmiden werden spezielle Erkennungsse-
guenzen eingebracht, an denen Restriktionsendonukleasen schneiden kénnen. Nachfol-
genden konnen an diesen Schnittstellen gezielt DNA-Sequenzen ligiert werden. Fur die
Restriktion wurden die vom Hersteller angegebenen Puffer- und Temperaturbedingungen
eingehalten. Es wurden dazu pro 1 pg DNA 2 U des Restriktionsenzyms verwendet. Der
Restriktionsansatz wurde bei 37°C fiir zwei Stunden zum Zweck analytischer Restriktio-
nen oder Uber Nacht zum Zweck praparativer Restriktionen inkubiert. AnschlieRend er-
folgte die gelelektrophoretische GréRentrennung der DNA-Fragmente im Agarosegel, um
die gewiinschten Fragmente zu isolieren. Fur Klonierungsarbeiten wurde 5 pg Plasmid
DNA und flr analytische Arbeiten 1 pg Plasmid-DNA aus einer Plasmid Mini-Prapara-

tion verwendet.

6.16.14. Phosphorylierung von Plasmid-DNA

Um eine Ligation eines PCR Produktes in einen linearisierten Vektor zu gewahrleisten,
muss das 5'-Ende des PCR Produktes zuvor phosphoryliert werden. Hierzu wurden nach
dem PCR Cleanup (s. Abschnitt 6.16.4) 20 pl des PCR Produktes mit 15 U der T4 Po-
lynucleotide Kinase und H2Oqq in einem Gesamtansatz von 50 pl bei 37°C fiir 30 min
inkubiert. Anschlielend wurde das Enzym bei 75°C fir 10 min hitzeinaktiviert und es

erfolgte ein weiterer PCR Cleanup.
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6.16.15. Dephosphorylierung von Plasmid-DNA

Damit keine Religation des 5' und 3'- Endes von linearisierten Plasmiden erfolgt, wurde
1 U der Fast-AP Thermosensitive Alkaline Phosphatase nach dem Restriktionsansatz hin-
zugegeben. Diese dephosphoriliert das 5'-Ende des DNA-Stranges. Der Probenansatz
wurde fir 30 min bei 37°C inkubiert und anschlieend wurde das Enzym fir 5 min bei
75°C inaktiviert.

6.16.16. Gerichtete Mutagenese

Die gerichtete Mutagenese erfolgte nach der Methode von Kunkel (1985). Grundlegend
fur die Erstellung der Mutageneseoligonukleotide war die Arbeit von Novoradovsky,
Zhang et al. (2005).

Die Punktmutation wurde mit Hilfe der Mutageneseoligonukleotide in das Plasmid ein-
gebracht. Dies erfolgte tber zwei konsekutive PCR-Reaktionen. In Tabelle 23 sind beide

PCR Ansitze und in Tabelle 24 das verwendete PCR-Programm aufgefiihrt.

Tabelle 23: Standard Ansatz gerichtete Mutagenese-PCR

Komponente A B
Template-DNA 10 ng 10 ng
Phusion® High-Fidelity 2U 2U

DNA-Polymerase

Puffer 10 pl HF-Puffer (5x) 10 pl HF-Puffer (5x)

dNTP 1l 1l

Oligonukleotid 0,4 pl sense primer (f.c.0,8 mM) 0,4 ul antisense primer (f.c.0,8
mM)

Gesamtvolumen 50 pl in HoOgg 50 pl in H2O44
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Tabelle 24: Standard PCR-Programm gerichtete Mutagenese-PCR

Phase Temperatur [°C] Dauer [s]
Initiale Denaturierung 98 240
Denaturierung 98 60
Annealing 15x Tm -5 60
Elongation 72 2000 bp/min
Finale Elongation 72 720

Nach Durchfiihrung der PCR wurden beide Ansétze gemischt und wieder auf zwei Reak-
tionsgefaRe verteilt. Jedem neuen Ansatz (50 pl) wurden 2 U Phusion® High-Fidelity
DNA-Polymerase hinzugefugt. AnschlieRend wurde das in Tabelle 24 beschriebene PCR-
Programm erneut durchgefuhrt. Bei der gerichteten Mutagenese-PCR wird das vollstan-
dige Plasmid amplifiziert. Der Erfolg der PCR wurde mittels gelelektrophoretischer Tren-
nung der DNA (iberpriift. Der PCR-Ansatz wurde mit Hilfe des NucleoSpin® Gel and
PCR Cleanup Kit gereinigt und anschlieBend mit dem Restriktionsenzym Dpnl behandelt.
Dabei wurden die methylierten Ausgangsplasmide, die aus E.coli stammen, gespalten.
Die mutierten Plasmide blieben intakt. Das Endprodukt der PCR wurde in E.coli trans-

formiert. Der Erfolg der Mutagenese wurde mittels Sequenzierung Uberpruft.

6.16.17. Colony-PCR

Die Colony-PCR ist eine Methode zur Uberpriifung des Erfolges einer Ligation (s. Ab-
schnitt 6.16.8). Sie ist eine Alternative zur Plasmidpréparation (,,Mini®) (s. Abschnitt
6.16.10) mit anschlieBender Restriktion (s. Abschnitt 6.16.13).

Es wurde je eine Kolonie mit einer Pipettenspitze von einer LB-Amp-Agarplatte genom-
men und in ein PCR-Reaktionsgefall mit 20 ul H.Oqq getaucht. Hierbei verbleiben einige
Zellen im ReaktionsgefaR. Die Kolonie wurde direkt im Anschluss in 1 ml LB-Medium

mit 100 pg/ml Ampicillin Gberfiihrt und Uber Nacht bei 37°C auf einem Schdttler
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(1400 rpm) inkubiert. Der Ansatz im PCR-Reaktionsgefal} wurde geméal Tabelle 25 ver-
vollstéandigt und die PCR wird gemél3 Tabelle 26 durchgefihrt.

Tabelle 25: Standard Ansatz Colony-PCR

Komponente Menge/VVolumen

E.coli in H2Ouq 20 pl

Dreamtag DNA Polymerase 25U

Puffer 5 ul Dreamtaq Buffer (10x)
MgCl, f.c.4mM

dNTP 1pl

Oligonukleotid 1 0,25 pl

Oligonukleotid 2 0,25 pl

Gesamtvolumen 50 pl in HzO44

Tabelle 26: Standardprogramm Colony-PCR

Phase Temperatur [°C] Dauer [s]
Initiale Denaturierung 95 600
Denaturierung 95 30
Annealing L 35x Tm-5 30
Elongation 72 1000 bp/min.
Finale Elongation 72 600
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Der Erfolg der PCR wurde mittels gelelektrophoretischer Trennung der DNA tberprift.
Die 1 ml LB-Amp-Kulturen, die zu E.coli Kolonien gehdren, die als positiv (d.h. mit dem
korrekten Plasmid transformiert) identifiziert wurden, wurden in 100 ml LB-Amp-Kultu-
ren Uberfuhrt und Uber Nacht inkubiert. Am nachsten Tag erfolgte eine Plasmidprapara-
tion (,,Midi“) (s. Abschnitt 6.16.11). Die finale Kontrolle des Plasmids erfolgte mittels

Sequenzierung.

6.17. Proteinbiochemische Methoden

6.17.1. hIL-6R ELISA

Um die Konzentration des durch ADAM 17 proteolytisch gespaltenen sIL-6R in
Zellkulturiberstdnden von shedding assays (s. Abschnitt 6.18.6) zu bestimmen, wurde
ein hIL-6R Sandwich ELISA durchgefiihrt.

Zu Beginn wurde eine 96-Mikrotitterplatte mit dem Primdarantikdrper Gber Nacht inku-
biert. Dabei wurde fiir den hIL-6R ELISA der o-hlL-6R (4 - 11) Antikdrper 1:1000 in PBS
verdinnt und auf die 96-Mikrotiterplatte pipettiert (50 pl/Well). Nicht gebundener Anti-
korper wurde am folgenden Tag in drei Waschschritten mit jeweils 300 pl/Well TBS-T
entfernt. AnschlieBend wurden freie Bindungsstellen durch eine zweistiindige Inkubation
mit Blockierldsung fur IL-6R ELISA (200 ul/Well) abgeséttigt. Vor dem Auftragen des
Standards und der verdinnten Proben folgten drei weitere Waschschritte mit TBS-T. Die
Proben sowie der Standard, welcher aus rekombinantem sIL-6R besteht, wurden in Rea-
gent Diluent verdiinnt und zu je 50 pl/Well aufgetragen. Die Standardreihe dient der
Quantifizierung der zu messenden Proben. Fur die sIL-6R Standardreihe wurden Kon-
zentrationen von 2000 pg/ml bis 15.625 pg/ml verwendet. Nach zweistiindiger Inkubati-
onszeit wurden nicht gebundene Proteine erneut mit drei Waschschritten entfernt. Danach
wurde der anti-IL-6R Antikorper Baf227 (1:1000 in Reagent Diluent, 50 ul/Well) auf die
96-Mikrotiterplatte gegeben und fir zwei Stunden inkubiert. Nicht gebundener Antikor-
per wurde erneut durch drei Waschritte mit TBS-T entfernt. Im Anschluss erfolgte eine
30 min(tige Inkubation mit 100 pl/Well Streptavidin-POD-L&sung. Anschlieend folgten
drei weitere Waschritte und die Zugabe von 75 pl POD-Substrat. Die Inkubation erfolgte
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unter Vermeidung direkter Lichteinstrahlung fiir maximal 20 min bei RT. Abgestoppt wurde
die Reaktion durch Zugabe von 75 ul 1,8 M Schwefelsdure und die anschlieende Auswer-

tung erfolgte mit Hilfe des Tecan Infinite M200 Pro Reader bei 450 nm.

6.17.2. hTNF ELISA

Um die Konzentration des durch ADAM 17 proteolytisch gespaltenen sTNF in Zellkul-
turtiberstanden von shedding assays (s. Abschnitt 6.18.6) zu bestimmen, wurde ein hTNF
Sandwich ELISA durchgefiihrt.

Der Ablauf des ELISAs entspricht dem des hIL-6R Sandwich ELISA (s. Abschnitt
6.17.1). Es wurde das Human TNF DuoSet ELISA Kit verwendet und nach dem Protokoll

des Herstellers verfahren.

6.17.3. Zellaufschluss

Die zu untersuchenden Zellen wurden mit 1 ml PBS mit Hilfe einer Pipettenspitze von
der Kulturschale abgel6st und in ein 1,5 ml Reaktionsgefal? iberfihrt. Die Zellen wurden
anschlieBend pelletiert (8000 x g, 4°C, 60 s) und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet
wurde in 200 pl Mild Lysis Puffer resuspendiert. Danach erfolgte eine Inkubationszeit
von 2 h bei 4°C, wobei die Zellen unter standiger Bewegung lysiert wurden.
AnschlieRend erfolgte die Zentrifugation (10000 x g, 4°C, 5 min), um den Uberstand von
den Zellresten zu isolieren. Der Uberstand wurde anschlieBend in ein neues 1,5 ml
ReaktionsgefaR Gberfihrt.

6.17.4. SDS-PAGE

Proteine wurden durch eine diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
(SDS-PAGE) in einem Polyacrylamidgel bestehend aus Trenngel (TG) und Sammelgel
(SG) (Zusammensetzung s. Tabelle 27) nach ihrem Molekulargewicht voneinander ge-
trennt (Laemmli, Molbert et al. 1970). Zu den Proteinproben wurde Laemmli-Puffer (5x)
hinzugegeben, fir 10 min bei 95°C gekocht und anschlieBend zentrifugiert (8000 x g,
4°C, 1 min). Das SDS bewirkt eine einheitliche negative Ladung der Proteine, wodurch
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die Proteine im elektrischen Feld zur Anode wandern. Die GroRentrennung der Proteine
erfolgte bei 90 - 120 V (konstanter Ampere-Wert).

Tabelle 27: Zusammensetzung von Sammel- und Trenngel fur SDS-PAGE

6% AA 8% AA 10% AA 12% AA SG
H.0 5,3 ml 4,6 ml 4,0ml 3,3ml 1,72 ml
Acrylamid 30% (AA) 2,0ml 2,7ml 3,3ml 4,0ml 0,5 ml
Trenngelpuffer 2,6 ml 2,6 ml 2,6 ml 2,6 ml
Sammelgelpuffer - - - - 0,75 ml
TEMED 8 ul 6 ul 4 ul 4 ul 3l
APS-Lsg. 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 30 ul

6.17.5. Western Blot

Die Durchflihrung basiert auf der erstmaligen Beschreibung der Methode von Renart,
Reiser et al. (1979).

Der Western Blot ist eine Methode, um Proteine von einem SDS-Polyacrylamid-Gel
elektrophoretisch auf eine PVDF-Membran zu transferieren. Die Membran besitzt eine
hohe Bindungskapazitat, wodurch die Proteine flr weitere Untersuchungen genutzt wer-
den konnen. Fir den Transfer der Proteine auf die Membran wurde das Trans-Blot-Turbo
semidry Transfer System genutzt. Es wurden dazu sechs Lagen Whatman Papier 3 mm
und eine PVDF-Membran auf die Male des SDS-Gels zugeschnitten. Auf die Anode der
Blotkammer wurden drei Lagen in Transferpuffer getranktes Whatman 3 mm-Papier auf-
gelegt. Danach folgte die PVDF-Membran. Diese wurde zuvor fiir 1 min in Methanol
aktiviert und anschlieBend fir 1 min in Transferpuffer gewaschen. Das SDS-Gel wurde

auf die Membran gelegt und mit drei weiteren Lagen des zuvor in Transferpuffer
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getrankten Whatman 3 mm-Papiers bedeckt. Beim Auflegen der Schichten wurde darauf
geachtet, dass keine Luftblasen entstehen, die den Transfer der Proteine behindern. An-
schlielend wurde die Kathode aufgelegt und konstante Spannung von 40 V angeschlos-

sen. Nach 40 min war der Transfer abgeschlossen.

6.17.6. Immunodetektion

Die zuvor geblottete PVDF-Membran wurde mit Antikorpern behandelt, um bestimmte
Proteine spezifisch nachzuweisen. Dazu wurde die Membran in ein 50 ml Falcon (ber-
fuhrt und mit Blockierlésung fiir 1 - 2 h bei Raumtemperatur blockiert. Dadurch wurden
freie Bindungsstellen der Membran abgesattigt und unspezifische Bindungen der Anti-
korper konnten vermieden werden. Anschlie}end folgten drei Waschschritte mit TBS-T
fur jeweils 5 min. Bei Nachweis von Proteinen, die Priméar- und Sekundarantikorper ver-
langen, wurde der Primarantikérper tber Nacht bei 4°C und der Sekundarantikorper fur
1 h bei RT inkubiert. Bei Nachweis von Fc-Fusionsproteinen wurde der Antikdrper 2 h
bei RT inkubiert. Der Sekundarantikdrper ist an eine Peroxidase gekoppelt. Diese kataly-
siert die Oxidation von Luminol durch Wasserstoffperoxid. Es wurde zweimal 5 min mit
TBS-T und einmal 5 min mit TBS gewaschen. Zur Detektion des Signals wurde das ECL
Prime Western Blotting Detection Reagent Kit nach Herstellerangaben verwendet. Die
Entwicklung erfolgte mit Hilfe des INTAS Chemo Cam Imagers und die Auswertung mit
Hilfe der Software ChemoStar Professional (INTAS Science Imaging Instruments
GmbH, Gaéttingen).

6.17.7. Stripping von Western Blot Membranen

Bei der Auswertung der Immunoprazipitation wurden mehrere Proteine des prazipitierten
Proteinkomplexes auf der PVDF-Membran nachgewiesen. Hierzu musste nach Detektion
des ersten Proteins mittels Priméar- und Sekunddrantikorper die Bindung der Antikorper
an die Membran aufgehoben werden, um in einem weiteren Immunodetektionsschritt
weitere Proteine nachzuweisen. Die Membran wurde nach der Detektion einmal fur 5 min
mit TBS-T gewaschen und danach mit 50 ml des Stripping Buffer bei 60°C fiir 30 min

inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran dreimal fir 5 min mit TBS-T gewaschen
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und danach erneut fur 1 h in Blockierlésung geblockt. Die Immunodetektion erfolgte wie
in Abschnitt 6.17.6 beschrieben.

6.17.8. Coomassie-Brillant-Blau Farbung von SDS-PAGE

Gelen

Um in einem SDS-PAGE-Gel alle Proteine unspezifisch anzufarben, wurde der Farbstoff
Brillant Blue R250 verwendet. Dazu wurde das Gel mit Coomassie Brillant Blue staining
solution in einer Mikrowelle aufgekocht, 5 min unter Schitteln bei RT erkalten lassen
und mit H2Oqq4 gewaschen. Danach folgten 3 bis 5 Entfarbeschritte. Hierzu wurde das Gel
mit SDS-PAGE Destaining Solution in der Mikrowelle aufgekocht und 5 min unter Scht-
teln bei RT abkihlen lassen. Bei ausreichender Entfarbung wurde das Gel unter Schiitteln
mit H2Oqgq gewaschen. Mit einem herkdmmlichen Flachbettscanner wurde ein Bild des

Gels aufgenommen.

6.17.9. Immunoprazipitation

Die Immunoprézipitation ist eine biochemische Methode zum Nachweis der Interaktion
von Proteinen. In der vorliegenden Arbeit wurde die Bindung von sIL-6R an Fc-Fusions-
proteine, von denen manche einen sIL-6R-sdAb besitzen, untersucht. Zu diesem Zweck
wurden Protein A Agarose beads benutzt. Diese binden den Fc-Teil der Fusionsproteine.

Es wurden Zellkulturtiberstdnde verwendet, die zu untersuchende Proteine enthielten. Je
1 ml der Zellkulturtberstande wurden 500 ng sIL-6R und 100 pl einer Proteaseinhibitor-
Losung (1 Tablette Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablet (EDTA-free) in 1 ml IP-
Puffer) zugesetzt und Gber Nacht unter standiger Rotation bei 4°C inkubiert.

Am néchsten Tag wurden pro Bedingung 50 ul Protein A Agarose beads vorbereitet. Zu
diesem Zweck wurden die beads dreimal mit IP-Puffer gewaschen (Zugabe von 200 pl,
Zentrifugation mit 2700 x g, bei 4°C fiir 30 s, Verwerfen des Uberstandes). Im Anschluss
wurden die beads in IP Puffer resuspendiert und den Zellkulturiiberstdnden hinzugeftigt.
Vor Zugabe der Protein A Agarose wurden noch 100 ul Proben entnommen. Diese wer-

den in der vorliegenden Arbeit als Input-Fraktion bezeichnet. Es folgte eine zweistindige
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Inkubation bei 4°C unter standigem Rollen. Danach wurden die Reaktionsansatze zentri-
fugiert (2700 x g, 4°C, 30 s) und es wurde der Uberstand abgenommen. Proben aus die-
sem Uberstand werden im Weiteren als Unbound-Fraktion bezeichnet. Die beads wurden
dreimal mit IP-Puffer gewaschen und anschlieBend in 50 ul Laemmli Puffer (5x) bei 95°C

fiir 10 min aufgekocht. Diese Fraktion wird im Folgenden als IP-Fraktion bezeichnet.

6.17.10. Affinitatsreinigung von Proteinen aus

Zellkulturtberstanden

Zur Affinitatsreinigung von Fc-Fusionsproteinen wurden 400 - 800 ml Zellkulturiber-
stand aus in Rollerbottles kultivierten, stabil transfizierten CHO-K1-Zellen verwendet. Je
400 ml Kulturtberstand wurde beim Auftauen eine Tablette Complete Protease Inhibitor
Cocktail und 100 pl DNase zugesetzt. Nach dem Auftauen wurden die Uberstande mit
einem 45 pm Filter steril filtriert. Zur spéateren Analyse wurde 1 ml der Probe abgenom-
men (Input-Fraktion). Die Proteinreinigung erfolgte mit Hilfe der AKTAprime™ PLUS.
Bevor die Zellkulturiiberstande geladen wurden, erfolgte die Reinigung der Schlauchver-
bindungen mit 1 M NaOH fur 30 min. Danach wurde mit Equilibrierungspuffer gespuilt.
AnschlieBend wurde die HiTrap™ Protein A HP S&ule angeschlossen und das gesamte
System mit 1 ml/min Equilibrierungspuffer gewaschen bis die Leitfahigkeit auf null ge-
fallen war. Die Kulturiiberstande wurden auf die Saule geladen und 1 ml des Durchflusses
wurde zur spateren Analyse entnommen (unbound-Fraktion). Nachdem die kompletten
Kulturiiberstande die Saule passiert hatten, wurde mit Equilibrierungspuffer gewaschen,
um nicht gebundene Proteine zu entfernen. Auch von der Waschfraktion wurde fir die
spatere Untersuchung 1 ml entnommen (wash-Fraktion). Die Elution der gebundenen
Proteine erfolgte mit den Elutionspuffern 1 und I1. In den Elutionsreaktionsgefalen wurde
1M Tris-HCI-L6sung mit einem pH-Wert von 11 vorgelegt, um den pH-Wert der Eluti-
onsfraktionen zu neutralisieren. Um die Proteinprobe zu konzentrieren, wurde ein Amicon
Ultra-15 Centrifugal Filter verwendet und die Probe bei 3000 x g und 4°C zentrifugiert.
Zur Analyse der Reinigung und der gereinigten Proteinmenge wurde je eine SDS-PAGE

mit anschlieBendem Western Blot und Coomassie Farbung durchgefiihrt.

In einem zweiten Schritt wurde das gewonnene Protein mittels Gelfiltration nach Mole-

kulargewicht gereinigt. Hierzu wurde eine Superose™ 6 Saule, wie oben beschrieben, an
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die AKTAprime™ PLUS angeschlossen und das Protein iiber die Saule filtriert. Auch in
diesem Schritt wurden unbound- und wash-Fraktionen entnommen. Zur Analyse der Rei-
nigung und der gereinigten Proteinmenge wurde je eine SDS-PAGE mit anschlielendem

Western Blot und Coomassie Farbung durchgefiihrt.

6.18. Zellkultur Methoden

6.18.1. Kultivierung adharenter Zellen

Alle  Zelllinien wurden in einem Inkubator mit 5% CO,, gesattigter
Wasserdampfatmosphére und 37°C kultiviert. Verwendet wurden Kulturschalen mit @ =
9 cm und 10 ml Medium oder Kulturschalen mit @ = 14 cm und 25 ml Medium. Eine
Ubersicht, welche Zelllinien in welchem Medium gehalten wurden findet sich in
Abschnitt 6.15. Fir das Passagieren der Zellen wurde das Medium entfernt und die Zellen
mit 10 ml PBS gewaschen. Danach wurden die Zellen durch 2 ml (kleine Schale) bzw. 4
ml (grofle Schale) Trypsin/EDTA-L6sung abgeldst (bei 37°C im Inkubator bis zum
Verlust der Adhérenz). Zur Neutralisation der Trypsin/EDTA-L6sung wurden 2 ml /4 mi
Zellkulturmedium hinzugegeben. Die Zellen wurden in ein Falcon-Rohrchen tberfiihrt
und pelletiert (1200 x g, 5 min, RT). Das Zellpellet wurde in entsprechendem Medium
resuspendiert und die entsprechende Zellmenge wurde in eine neue Schale mit
Zellkulturmedium Uberfuhrt. Dabei wurden HEK293-Zellen bei Konfluenz in einem
Verhaltnis von 1:20, HepG2-Zellen in einem Verhéltnis von 1:5, SKOV3-Zellen in einem
Verhéltnis von 1:20 und CHO-Zellen in einem Verhaltnis von 1:50 bis 1:200 passagiert.

6.18.2. Kultivierung adharenter Zellen in Rollerbottles

Um groRere Mengen Protein in Zellkulturiiberstdnden zu generieren, wurden stabil
transfizierte CHO-K1-Zellen in sog. Rollerbottles kultiviert. Zu diesem Zweck wurden
die ausgewahlten Einzelklone auf jeweils 14 Zellkulturschalen (@ 14 cm) passagiert, bei
voller Konfluenz abgeldst und in 400 ml DMEM®*" in je eine Rollerbottle iberfiihrt.
Nach 3,5 Tagen erfolgte ein Mediumswechsel zu DMEM®** Ultra Low IGG, in
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welchem die Zellen von diesem Moment an kultiviert wurden. Die erste Charge
DMEM®**) Ultra Low IGG wurde verworfen. Alle weiteren Chargen wurden direkt nach
Abnahme zentrifugiert (1200 x g, 4°C, 15 min). Das Pellet wurde verworfen und es folgte
ein weiterer Zentrifugationsschritt (10000 x g, 4°C, 30 min). Anschlielend wurde die
Charge bei -80°C bis zur Proteinreinigung (s. Abschnitt 6.17.10) gelagert.

6.18.3. Zellzahlbestimmung

Die Zellzahl wurde mit Hilfe des TC10 Automated Cell Counter bestimmt. Dazu wurden
10 pl der Zellsuspension mit 10 pl Trypan Blue Dye vermischt und anschlieBend 10 pl
der Mischung auf ein TC10 System Counting Slides Dual Chamber geladen.

6.18.4. Transiente Transfektion von HEK293-Zellen

Fur die Transfektion von HEK293-Zellen wurden 2x10° Zellen auf Kulturschalen (@ 9
cm) mit 10 ml DMEM®™*) ausgesét. Nach 24 Stunden erfolgte die Transfektion. Dazu
wurde 1 ml DMEM®) mit 10 pl TurboFect™ und 5 pg Plasmid-DNA (bei Transfektion
mehrerer Plasmide betrug die Gesamtmenge verwendeter DNA auch 5 pg) versetzt und
invertiert. Der Transfektionsansatz wurde fiir 15 min bei 37°C inkubiert und anschlieRend
auf die Zellen getropft. Nach 48 Stunden wurden die Zellkulturiiberstande abgenommen,

steril filtriert und die Zellen gegebenenfalls lysiert.

6.18.5. Transiente Transfektion von CHO-K1-Zellen

Fur die Transfektion von CHO-K1-Zellen wurden 500.000 Zellen auf Kulturschalen (@
9 cm) mit 10 ml DMEM®™ ausgesit. Nach 24 Stunden erfolgte die Transfektion. Dazu
wurde 1 ml DMEM®) mit 10 pl TurboFect™ und 5 pg Plasmid-DNA versetzt und in-
vertiert. Der Transfektionsansatz wurde fur 15 min bei 37°C inkubiert und anschlief?end
auf die Zellen getropft. Nach 3-5 h erfolgte ein Mediumswechsel zu frischem DMEM®),
Sollten die Zellkulturiiberstande spater mittels SDS-PAGE und Western Blot auf Fusi-
onsproteine untersucht werden, so wurde 24 h nach Transfektion ein erneuter Mediums-
wechsel zu einem Gemisch aus 90% DMEM®) und 10% DMEM®™ durchgefiihrt. 48
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Stunden nach Transfektion wurden die Zellkulturiiberstdande abgenommen, steril filtriert
und die Zellen gegebenenfalls lysiert.

6.18.5.1. Stabile Transfektion von CHO-K1-Zellen

Das Prinzip der stabilen Transfektion von CHO-K1-Zellen entspricht der transienten
Transfektion von CHO-K1-Zellen. Es wurden allerdings nur 250.000 Zellen pro Kultur-
schale (@ 9 cm) ausgesat. Die im Rahmen dieser Arbeit stabil transfizierten Plasmide
trugen alle ein Gen, das Neomycinresistenz und damit verbunden auch Geneticinresistenz
vermittelt. Es wurde aufRerdem immer eine Kulturschale mit einem Plasmid transfiziert,
das fur GFP kodiert, um eine visuelle Kontrolle des Transfektionserfolges und der Selek-
tion zu ermoglichen. 48 h Stunden nach Transfektion wurde eine mittels Antibiotikado-
siswirkungskurve (s. Abschnitt 6.18.5.2) ermittelte Menge G418 hinzugeben. Hierdurch
wurde ein Selektionsdruck erzeugt, der daflr sorgte, dass Zellen, bei denen keine geno-
mische Integration erfolgte innerhalb von 7 - 10 Tagen apoptotisch wurden. Bei Anséue-
rung des Zellkulturmediums wurde ein Mediumswechsel zu frischem DMEM®* durch-
geflihrt. Wenn die Zellen wieder Konfluenz erreichten wurde passagiert. Nach Abschluss
dieses ersten Selektionsschrittes erfolgte eine Einzelklonselektion zum Ausschluss von
nicht transfizierten, antibiotikaresistenten CHO-K1-Zellen und zur Bestimmung des

Klons, der am meisten Protein produzierte.
6.18.5.2. Antibiotikadosiswirkungskurve

Zur Bestimmung der notwendigen Geneticinkonzentration fur die Selektion stabil trans-
fizierter CHO-K1-Zellen wurde eine Dosis-Wirkungs-Kurve angelegt. Hierzu wurde eine
definierte Anzahl von Wildtyp CHO-K1-Zellen ausgesat. Am néchsten Tag wurden dem
Zellkulturmedium verschiedene Konzentrationen Geneticin zugesetzt. Es erfolgte taglich
die visuelle Kontrolle aller ausgeséten Proben auf Konfluenz. Es wurde zur Selektion eine
Zielkonzentration von 1125 pug/ml Geneticin ausgewahlt. Bei dieser Konzentration star-
ben innerhalb von 7 - 10 Tagen etwa 99% aller Zellen, die nicht Giber einen resistenzver-

mittelnden Mechanismus verfugten.
6.18.5.3. Einzelklonselektion nach stabiler Transfektion

Zum Zwecke der Einzelklonselektion nach stabiler Transfektion wurden die Zellen bei

Konfluenz von der Kulturschale (@ 9 cm) abgeldst (s. Abschnitt 6.18.1). Es wurde so
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verdiinnt, dass statistisch 0,5 Zellen/Well auf eine 96-Mikrotiterplatte ausgesat wurden.
Nach 2-3 Tagen erfolgte eine visuelle Kontrolle der Mikrotiterplatte. Mischklone (zwei
oder mehr Kolonien pro Well) wurden von der weiteren Selektion ausgeschlossen. Ein-
zelklone wurden nach 5 — 10 Tagen (je nach Konfluenz) auf Kulturschalen (& 3 cm)
uberfuhrt. Bei der n&chsten Passage wurden Zellen auf je eine Kulturschale (& 3 cm) mit
einem Gemisch aus 90% DMEM®) und 10% DMEM®* und eine Kulturschale (& 3 cm)
mit DMEM®*) {iberfiihrt. Von der Kulturschale (@ 3 cm) mit 90% DMEM®) und 10%
DMEM®™) erfolgte ein Screening mittels SDS-PAGE und Western Blot. Positiv identifi-
zierte Einzelklone wurden von der Kulturschale (@ 3 cm) mit DMEM®*®) auf einen Kul-
turschale (@ 9 cm) mit DMEM®* {iberfiihrt. Es erfolgte ein weiterer Selektionsschritt
in dem je 500.000 Zellen jedes Einzelklons auf eine Kulturschale (@ 9 cm) ausgesat wur-
den. Nach 24 h erfolgte ein Mediumswechsel zu 90% DMEM®") und 10% DMEM®"),
Nach weiteren 24 h erfolgte eine quantitative Analyse der Uberstande mittels SDS-PAGE
und Western Blot. Der Einzelklon mit der effektivsten Produktion des Zielproteins wurde

in Kultur genommen.

6.18.6. ADAM17 mediated shedding assay

Bei den in dieser Arbeit durchgefuhrten shedding assays wurde der Einfluss verschiede-
ner Proteine auf die proteolytische Spaltung von Zelloberflachenproteinen durch
ADAML17 untersucht. Hierzu wurde eine definierte Menge Zellen auf 6-Well Plates aus-
gesédt und ein shedding assay durchgefiihrt. Bei HepG2-Zellen wurden 350.000 Zel-
len/Well und bei SKOV3-Zellen 500.000 Zellen/Well ausgesat und der Assay 24 h spéter
durchgefiihrt. HEK293-Zellen wurden mit Expressionsplasmiden fir TNF und IL-6R
transfiziert (s. Abschnitt 6.18.4). 24 h nach Transfektion wurde je eine Kulturschale (& 9
cm) mit transfizierten HEK293-Zellen gleichmalRig auf 5 Wells einer 6-Well Plate ausge-
sat. Weitere 24 h spater wurde der Assay durchgefihrt.

Das Zellkulturmedium wurde abgesaugt und durch Zellkulturiiberstdnde ersetzt, welche
die Fusionsproteine enthielten. Des Weiteren wurden eine Negativkontrolle (NK)
(Zellkulturtberstand von Wildtyp-CHO-K1-Zellen) und eine Positivkontrolle (PK)
(Zellkulturtberstand von  Wildtyp-CHO-K1-Zellen mit 0,1% GW280264X)
durchgefuhrt. Es folgte eine dreilfigmindtige Inkubation bei 37°C im Inkubator. Danach
wurde mit 0,1% PMA-L6sung ADAML17 shedding induziert. Es wurde zu jeder
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Bedingung eine Kontrolle durchgeftihrt, bei der nur 0,1% DMSO zugegeben wurde. Nach
2 h Inkubation bei 37°C im Inkubator wurden die Uberstande abgenommen, zentrifugiert
(8000 x g, 4°C, 5 min) und wiederum die Uberstande in neue ReaktionsgefaRe tberfiihrt.

Diese wurden bei -20°C bis zur Analyse mittels ELISA gelagert.

6.19. Normierung und statistische Analysen

Zur statistischen Analyse der Ergebnisse wurde das Programm GraphPad Prism 6.0
(GraphPad Software, Inc., La Jolla — San Diego, CA, USA) verwendet.

Die bei der Auswertung der shedding assays ermittelten Konzentrationen wurden, sofern
keine absoluten Konzentrationen angegeben wurden, auf die Konzentration der nicht
stimulierten Negativkontrolle (Zellkulturiberstand aus Wildtyp Cho-K1-Zellen +
DMSO) in der Form:

c(Probe)

—————— normiert.
c¢(NK+ DMSO0)

Es wurden Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SD) mittels GraphPad
berechnet und in der Form MW % SD angegeben. Die Werte wurden mittels
einfaktorieller Varianzanalyse (One-way ANOVA) und anschlie}endem Bonferroni-Test
analysiert. Als Signifikanzniveau wurde o = 0,05 festgelegt. p-Werte mit p <0,05 wurden
als signifikant, p-Werte mit p < 0,01 wurden als sehr signifikant und p-Werte mit

p < 0,001 wurden als hoch signifikant erachtet.
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7.Ergebnisse

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der substratspezifischen Inhibition des durch
ADAM17 vermittelten ectodomain shedding (im Weiteren nur als shedding bezeichnet).
Es wurden zu diesem Zweck verschiedene Fusionsproteine erstellt und hinsichtlich ihres
Effektes auf shedding untersucht. Dazu wurden Aktivitat und Substratspezifitat getestet.
Die Abschnitte 7.1 und 7.2 behandeln die Modulation des IL-6R shedding. In Abschnitt
7.3 wird die Moglichkeit einer TNF spezifischen Inhibition von ADAM17 untersucht.

7.1. Peptidvermittelte Substratspezifitat fur selektives

Proteasetargeting

In diesem Abschnitt wurde untersucht, ob sich Peptide mit einer hohen IL-6R
Bindungsaffinitat eignen, um Proteine zu generieren, die substratspezifisch ADAM17
vermitteltes shedding des IL-6R verhindern. Dazu wurde der natirliche ADAML17
Inhibitor TIMP3 mit Peptiden (S1, S2, S3, S4 oder S7), die nanomolare Affinitat zum IL-
6R besitzen (Su, Lai et al. 2005, Li, Zhang et al. 2016) und einem C-terminalen IgG1 Fc-
Teil fusioniert. Dadurch sollte lokal am Substrat eine hohe Inhibitorkonzentration und
damit substratspezifische ADAM Proteaseinhibition erzielt werden. Des Weiteren wurde
cDNA kloniert, die fur zwei Negativkontrollen Sx1 und Sx2 kodiert. Hierbei handelt es
sich um Peptide, die entstehen, wenn die DNA-Sequenzen von S1 (fur Sx1) oder S2 (fur
Sx2) in falscher Orientierung kloniert werden. Durch die Fusion von TIMP3 mit den IL-
6R spezifischen Peptiden sollte ein Molekul generiert werden, welches aufgrund der
hohen Affinitaten zu sowohl einem spezifischen ADAM17 Substrat als auch zu
ADAMLY7 selbst, eine substratspezifische ADAM17 Inhibition erméglicht.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Peptid basierten Inhibitoren und Klonierungsschema
der zugehdrigen Expressionsplasmide

(A) Schematische Darstellung von T3S1(121). Inhibitorische Domane (rot), (GGGGS)s-Linker (weiR),
Substratspezifitat vermittelnde Doméne (griin), IgG1 Fc-Teil (grau), # Aminoséaure 1 — 121;

(B) Schematische Darstellung von T3(121), Farbkodierung wie (A).

(C) Klonierungsschema von pcDNA3.1(+)-T3S1(121) aus pcDNA3.1(+)-T3(121) unter Verwendung der
Oligonukleotide S1fw und Sirev.
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7.1.1. Klonierung von IL-6R spezifischen ADAML17 Inhibito-

ren unter Nutzung von IL-6R bindenden Peptiden

In Abbildung 5A findet sich eine schematische Darstellung eines auf IL-6R bindenden
Peptiden basierenden Fc-Fusionsproteins. Hierbei ist in roter Farbe die inhibitorische
Doméne, in griner Farbe die Spezifitat vermittelnde Domane und in Grau der IgG1 Fc-
Teil dargestellt. Die inhibitorische und die Spezifitat vermittelnde Doméne wurden mit
einer flexiblen Linkersequenz (GGGGS)s verknipft, um der inhibitorischen TIMP3
Doméne Raum fiur die ADAM17 Blockade zu geben.

Als Ausgangsplasmid fur die Klonierung wurde pcDNA3.1(+)-TIMP3(1-121)-Linker-Fc
(pcDNAS3.1(+)-T3)) verwendet. Dieses Plasmid kodiert fiir ein Fusionsprotein namens
T3(121) (s. Abbildung 5B) und wurde von unserer Arbeitsgruppe durch Dr. Jens Moll
erstellt. Wie in Abbildung 5C gezeigt wurde das Plasmid mit EcoRI zwischen dem
(GGGGS)3-Oligopeptidlinker und dem IgG1 Fc-Teil gespalten und somit linearisiert. Der
linearisierte Vektor wurde dephosphoryliert. Da die IL-6R bindenden Peptide jeweils nur

aus sieben Aminoséduren bestehen, wurden die kodierenden Gensequenzen mittels

Tabelle 28: Ubersicht der Expressionsplasmide fiir Fusionsproteine die auf IL-6R bindenden Pepti-
den (bzw. nicht bindenden Kontrollpeptiden) basieren

Peptid  Expressionsplasmid Abkirzung

s1 pcDNA3.1(+)-TIMP3(1-121)-Linker-S1-Fc pcDNA3.1(+)-T3S1(121)
S2 pcDNA3.1(+)-TIMP3(1-121)-Linker-S2-Fc pcDNA3.1(+)-T3S2(121)
S3 pcDNA3.1(+)-TIMP3(1-121)-Linker-S3-Fc pcDNA3.1(+)-T3S3(121)
S4 pcDNA3.1(+)-TIMP3(1-121)-Linker-S4-Fc PcDNA3.1(+)-T3S4(121)
s7 pcDNA3.1(+)-TIMP3(1-121)-Linker-S7-Fc pcDNA3.1(+)-T3S7(121)
Sil pcDNA3.1(+)-TIMP3(1-121)-Linker-S,1-Fc PcDNA3.1(+)-T3S,1(121)
Sk pcDNA3.1(+)-TIMP3(1-121)-Linker-S.2-Fc pcDNA3.1(+)-T3S.2(121)
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Ligation von hybridisierten Oligonukleotiden in den Vektor eingebracht. Es wurden je-
weils komplementére Oligonukleotide miteinander hybridisiert (z.B. S1fw mit Slrev,
S2fw mit S2rev etc. s. Abschnitt 6.6), wodurch ein EcoRI Restriktionsiiberhang entstand.
Die hybridisierten Oligonukleotide wurden phosphoryliert und in das linearisierte Plas-
mid ligiert. Es entstanden die in Tabelle 28 aufgefiihrten Plasmide. Die Verifizierung ei-
ner erfolgreichen Klonierung erfolgte mittels Colony-PCR und anschlielender Sequen-
zierung. Als Negativkontrollen wurden zwei Konstrukte gewahlt in denen das Insert in
umgekehrter Orientierung (3'-5' statt 5'-3' Richtung), aber frei von Stopcodons, eingesetzt
ist. Die kodierten Peptide wurden Sx1 und Sx2 genannt. Sx1 entsteht bei umgekehrter Ori-
entierung der Gensequenz flr S1, Sx2 entsprechend bei umgekehrter Orientierung der
Gensequenz des S2 Peptids. Diese beiden Plasmide sind ebenfalls Tabelle 28 zu entneh-
men. Die Aminoséauresequenzen aller hier benutzten Peptide finden sich in Abschnitt 6.7.
Eine vollstandige Ubersicht der Aminosauresequenzen und Plasmidkarten samtlicher in
dieser Arbeit erstellten Fusionsproteine findet sich in Abschnitt 13.1.

7.1.2. Expressionsanalyse der peptidbasierten Inhibitoren

Um im Folgenden die Aktivitat der Konstrukte tberprifen zu kénnen, wurden die in Ab-
schnitt 7.1.1 erstellten Expressionsplasmide transient in CHO-K1-Zellen transfiziert. Als
positive Transfektionskontrolle diente das etablierte pcDNA3.1(+)-T3(121) Plasmid. Die
Expressionsanalyse erfolgte mit einem a-Fc-POD Antikorper 48 h nach Transfektion in
Zellkulturiberstanden. Wie in Abbildung 6 zu erkennen ist, sind alle Fusionsproteine im
Zellkulturtiberstand nachweisbar. Alle hier untersuchten Zellkulturtiberstdnde wurden im
folgenden Kapitel auf ihr inhibitorisches Potenzial getestet, um zu entscheiden, welches

der Fusionsproteine den interessantesten Forschungsgegenstand darstellt.
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Abbildung 6: Expression der Inhibitoren T3S1(121), T3S2(121), T3S3(121), T3S4(121), T3S7(121)
und Kontrollen T3Sx1(121) und T3Sx2(121)

CHO-K1-Zellen wurden mit folgenden Plasmiden transfiziert: p)cDNA3.1(+)-T3S1(121), pcDNA3.1(+)-
T3S2(121), pcDNA3.1(+)-T3S3(121), pcDNA3.1(+)-T354(121), pcDNA3.1(+)-T3S7(121),
PcDNAS3.1(+)-T3Sx1(121) und pcDNA3.1(+)-T3Sx2(121). Die Zellkulturliberstande wurden 48 h nach
Transfektion mittels Western Blot unter Verwendung eines a-Fc-POD Antikorpers analysiert, die erwartete
Molekilmasse der Fusionsproteine ist mit einem Pfeil markiert (n = 1).

7.1.3. Fusionsproteine aus IL-6R bindenden Proteinen und
TIMP3 haben keinen inhibitorischen Effekt auf das IL-

6R shedding

Die Aktivitat der Fusionsproteine wurde durch Analyse ihrer Wirkung auf ADAM17 ver-
mitteltes IL-6R shedding untersucht. Hierzu wurde ADAM17 vermitteltes IL-6R shed-
ding in Anwesenheit der potenziellen Inhibitoren mittels PMA induziert und die Zellkul-
turtiberstande anschlielend hinsichtlich der Konzentration von sIL-6R mittels hIL-6R

ELISA quantifiziert.

In Abbildung 7 ist zu erkennen, dass im Vergleich mit der Negativkontrolle (PMA), in
welcher das ADAM17 vermittelte shedding durch keinen Inhibitor beeinflusst wird, ent-
gegen der vertretenen These keine Reduktion der sIL-6R Konzentrationen erfolgt. Dieser
Effekt ist sowohl fur HEK293-Zellen, die transient mit pcDNA3.1(+)-IL-6R transfiziert

wurden, als auch fir HepG2-Zellen konsistent, welche endogen IL-6R exprimieren.
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Abbildung 7: Die Peptid basierten Inhibitorkonstrukte haben keinen Einfluss auf ADAM17 vermit-
teltes shedding

(A) HEK293-Zellen wurden mit einem Plasmid, das fiir humanen IL-6R kodiert, transfiziert. 48 h spater
wurden die Zellen 30 min mit den in Abschnitt 7.1.2 gewonnenen Zellkulturtiberstdnden inkubiert und
anschlieBend 2 h mit 100 nM PMA stimuliert. Der 16sliche Rezeptor im Zellkulturiiberstand wurde mittels
hIL-6R ELISA quantifiziert (n = 1).

(B) Das Experiment wurde durchgefuhrt, wie in (A) beschrieben, aber es wurden HepG2-Zellen benutzt
(n=1).

Diese Experimente zeigen also, dass die Verwendung der IL-6R bindenden Peptide nicht
die gewunschten Effekte vermittelt. Eine mogliche Erklarung fir dieses Ergebnis konnte
eine zu niedrige Affinitat der Peptide zum IL-6R oder ein zu hoher kot Wert bei der Kom-
plexbildung sein. Die resultierenden Komplexe hatten eine geringe Stabilitat und wéren

damit keine effizienten Inhibitoren von ADAM Proteasen.

7.2. Verwendung eines IL-6R sdAb zur Vermittlung

von Substratspezifitat

Aufgrund des fehlenden Effektes der Fusionsproteine, deren Substratspezifitat auf den
genannten IL-6R bindenden Peptiden basiert, wurden Expressionsplasmide erstellt in
denen die Substratspezifitat durch einen single domain Antibody (sdAb) gewahrleistet
wird (s. Abbildung 8). Zu diesem Zweck wurde ein IL-6R sdAb verwendet, der site 1 des
IL-6R mit einer Affinitat von etwa 1,3 nM (Kolkman and Beirnaert 2008) bindet. Der

verwendete sdAb inhibiert die IL-6 Signaltransduktion.
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Abbildung 8 Schematische Darstellung von T31(121) und T3(121)

(A) Schematische Darstellung von T31(121): Inhibitorische Doméne (rot), (GGGGS)s-Linker (weil),
Substratspezifitat vermittelnde Domane (griin), IgG1 Fc-Teil (grau), # Aminosdure 1 - 121.

(B) Schematische Darstellung von T3(121), Farbkodierung wie (A).

7.2.1. Das TIMP3(1-121)-Linker-1L-6R sdAb-Fc Fusionspro-

tein wird exprimiert und sekretiert

Die Erstellung der kodierenden cDNA fir TIMP3(1-121)-Linker-IL-6R sdAb-Fc
(T31(121)) erfolgte durch Dr. Jens Moll aus dieser Arbeitsgruppe. Das
Expressionsplasmid ~ wurde  pcDNA3.1(+)-TIMP3(1-121)-Linker-IL-6R  sdAb-Fc
(pcDNA3.1(+)-T31(121)) genannt. Es wurde ebenfalls ein Fusionsprotein erstellt, dass
keinen IL-6R sdAb und somit keine Doméne enthdlt, die eine Substratspezifitat
vermitteln konnte. Dieses Fusionsprotein wurde pcDNA3.1(+)-TIMP3(1-121)-Linker-Fc
(pcDNAS3.1(+)-T3(121)) genannt und im Weiteren als Kontrolle genutzt.

Zur Analyse von Expression und Sekretion des Fusionsproteins erfolgte eine transiente
Transfektion von CHO-K1-Zellen. Die Auswertung erfolgte mittels SDS-PAGE und
Western Blot mit einem a-Fc-POD Antikdrper. Monomeres T3(121) besitzt eine Mole-

kilmasse von etwa 45 kDa, monomeres T31(121) eine Molekilmasse von etwa 58 kDa.
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Abbildung 9: T31(121) wird von CHO-K1-Zellen exprimiert. Es bildet unter nicht reduzierenden
Bedingungen multimere Aggregate.

(A) CHO-K1-Zellen wurden mit pcDNA3.1(+)-T31(121) und pcDNA3.1(+)-T3(121) transfiziert. 48 h nach
Transfektion wurde ein Zellaufschluss durchgefiihrt. Die Detektion erfolgte in Uberstianden (US) und Ly-
saten (L) mittels Western Blot unter Verwendung eines a-Fc-POD Antikorpers (n = 1).

(B) CHO-K1-Zellen wurden mit pcDNA3.1(+)-T31(121) und pcDNA3.1(+)-T3(121). Die Detektion der
Proteine in den Uberstinden erfolgte unter reduzierenden und nicht reduzierenden Bedingungen mittels
Western Blot unter Verwendung eines a-Fc-POD Antikorper. Reduktionsmittel (Red): f-Mercaptoethanol
(n=1).

Das Protein wurde wie in Abbildung 9 zu sehen exprimiert und gut detektierbar sekretiert.
Bei einer Western Blot Analyse mit nicht denaturierendem Laemmlipuffer zeigten sich
bei beiden transfizierten Proteinen Aggregate, die grofRer waren als durch Fc vermittelte
Dimerisierung zu erwarten. In Abwesenheit von Reduktionsmitteln schienen sich keine
klaren Banden in der Western Blot Analyse auszubilden. Dies deutet darauf hin, dass es
sich bei den Aggregaten nicht um Oligomere mit Molekilmassen handelt, bei denen es
sich jeweils um ein ganzzahliges Vielfaches der monomeren Molekiilmasse handelt, son-

dern um ein Gemisch von verschieden grofen Komplexen.

7.2.2. Nachweis der Bindung von sIL-6R durch T31(121)

In einem n&chsten Schritt wurde untersucht, ob die erstellten Fusionsproteine in der Lage
sind den IL-6R zu binden. Zum Nachweis der Bindung von T31(121) an den IL-6R wurde
die Methode der Immunoprézipitation verwendet. Hierzu wurden Zellkulturiiberstdnde
mit T31(121) und T3(121) aus transienten Transfektionen sowie Zellkulturiiberstdnde von
untransfizierten CHO-K1-Zellen (Negativkontrolle) aus Abschnitt 7.2.1 mit sIL-6R tber
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Abbildung 10: T31(121) bindet den sIL-6R Uber den IL-6R sdAb

(A\) Zellkulturiiberstand aus mit pcDNA3.1(+)-T3(121) transfizierten CHO-K1-Zellen und Uberstande von
Wildtyp-CHO-K1-Zellen wurden mit rekombinantem sIL-6R (ber Nacht inkubiert und mit Protein A Aga-
rose geféllt. Auf der oberen Membran ist ein Western Blot mit einem a-humanen IL-6R Antikorper, auf
der unteren Membran ein Western Blot mit einem a-Fc-POD Antikorper zu sehen. US: Zellkulturiiberstand,
In: input-Fraktion vor Fallung, Ub: unbound-Fraktion, B: Prazipitat (n=3).

(B) Immunoprazipitation wie in (A), aber Zellkulturiberstande, die T31(121) enthalten (n=3).

Nacht inkubiert. Dann wurden die Komplexe mit Protein A Agarose geféllt. Die
prazipitierten Komplexe wurden mit Laemmlipuffer wieder dissoziiert. Mittels SDS-
PAGE, Western Blot und anschlieBender Immunodetektion mit a-humanem IL-6R (4-11)
Antikorper wurde sIL-6R detektiert. AnschlieBend wurden mit a-Fc-POD Antikdrper die

Fc-Fusionsproteine nachgewiesen.

In allen Proben war sIL-6R vor Féllung nachweisbar. Nach Fallung fand sich IL-6R nur
im Prazipitat von T31(121), jedoch nicht in den Proben mit T3(121) und der Negativkon-
trolle. Als Gegenkontrolle dienten die Uberstande nach Fallung. Hier lieR sich der IL-6R
far T3(121) und die Negativkontrolle nachweisen (s. Abbildung 10).

Die Immunoprazipitation zeigt eindeutig, dass eine Bindung zwischen dem IL-6R und
T31(121) besteht und durch den IL-6R sdAb vermittelt sein muss.
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7.2.3. T31(121) ist in der Lage, ADAML17 vermitteltes IL-6R

shedding zu inhibieren

Um die Wirkung von T31(121) auf das ADAM17 vermittelte shedding quantitativ zu ana-
lysieren, wurde induziertes shedding in HepG2- und HEK293-Zellen untersucht. Es wur-
den Zellkulturiiberstande von transient transfizierten CHO-K1-Zellen eingesetzt und die
Aktivitdt von ADAM17 mit PMA-L6sung induziert. Die Zellkulturiberstande wurden
nach Inkubation entnommen und mittels hIL-6R ELISA quantifiziert. Eine statistische

Auswertung der Ergebnisse findet sich in Abbildung 11.

Bei Verwendung von HEK293-Zellen zeigte sich eine inhibitorische Aktivitat von
T31(121), die sich in einer signifikanten Reduktion der Konzentration des sIL-6R im
Vergleich mit der Negativkontrolle manifestierte (p = 0,0447). Das Fusionsprotein
T3(121) zeigte keinen signifikanten Effekt auf das IL-6R shedding (p = 0,5175). Bei den
mit HepG2-Zellen durchgefiihrten Experimenten lief3 sich jedoch zum Signifikanzniveau
a = 0,05 kein signifikanter Effekt von T31(121) auf das IL-6R shedding nachweisen
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Abbildung 11: T31(121) fuhrt auf HEK293-Zellen zu einer signifikanten Reduktion der ADAM17
vermittelten Bildung von sIL-6R

(A) HEK293-Zellen wurden mit einem Plasmid, das fir humanen IL-6R kodiert transfiziert. 48 h spéter
wurden die Zellen 30 min mit T3I(121), T3(121) oder GW inkubiert und anschliefend 2 h mit 100 nM
PMA stimuliert. Der sIL-6R im Zellkulturliberstand wurde mittels hIL-6R ELISA quantifiziert. Die Kon-
zentration des I6slichen Rezeptors ohne Stimulation wurde auf 1 gesetzt und die Erhéhung nach Stimulation
(x-fold increase) dementsprechend berechnet. Als Signifikanztest wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse
(One-way ANOVA) mit anschlieBendem Bonferroni-Test durchgefihrt. (n =3, MW + SD), *p < 0,05, nicht
signifikant (ns).

(B) Das Experiment wurde, wie in (A) beschrieben, durchgefihrt, aber es wurden HepG2-Zellen benutzt.
(n =3, MW % SD), nicht signifikant (ns).
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(p =0,1236). Dies liegt moglicherweise an der hohen Variabilitat zwischen den einzelnen
Experimenten, die bei Betrachtung der einzelnen Rohdaten einen deutlichen Trend zu

zeigen schienen.

7.2.4. T31(121) wirkt spezifisch auf das shedding von IL-6R

Zum Nachweis der Selektivitat von T31(121) wurde ADAM17 vermitteltes shedding bei
SKOV3-Zellen untersucht. Diese Zellen exprimieren endogen TNF auf der
Zelloberflache, welches ebenso wie der IL-6R durch ADAML17 proteolytisch freigesetzt
wird (Black, Rauch et al. 1997). Wenn das Fusionsprotein T3I(121) ADAM17
substratspezifisch inhibiert, sollten die STNF Konzentrationen in diesem Experiment im

Gegensatz zu den sIL-6R Konzentrationen (s. Abschnitt 7.2.3) nicht vermindert sein.

Abbildung 12 zeigt, dass T31(121) im Vergleich zu der Negativkontrolle keine signifi-
kante Verminderung der ADAM17 Aktivitat bewirkt (p = 0,0574). Auch T3(121) zeigt
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Abbildung 12: In SKOV3-Zellen hat T31(121) keinen signifikanten Effekt auf die Freisetzung von
TNF durch ADAM17

SKOV3-Zellen wurden 30 min mit T31(121), T3(121) und GW inkubiert und anschliefend 2 h mit 100 nM
PMA stimuliert. Der STNF im Zellkulturiberstand wurde mittels hnTNF ELISA quantifiziert. Die Konzent-
ration des Igslichen Rezeptors ohne Stimulation wurde auf 1 gesetzt und die Erhéhung nach Stimulation
(x-fold increase) dementsprechend berechnet. Als Signifikanztest wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse
(One-way ANOVA) mit anschlielendem Bonferroni-Test durchgefihrt. (n = 3, MW % SD), nicht signifi-
kant (ns);
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wie erwartet keine signifikante Wirkung (p = 0,1036). T31(121) ist also sowohl aktiv als
auch spezifisch fur IL-6R.

7.2.5. Affinitatsreinigung von T31(121) aus Zellkulturtber-

standen stabil transfizierter Zelllinien

Im weiteren Verlauf sollte der Effekt von T3I(121) quantifiziert werden. Zu diesem
Zweck musste das Fusionsprotein aus Zellkulturiiberstanden gereinigt werden. Um eine
maoglichst hohe Ausbeute zu erreichen, wurden CHO-K1-Zellen stabil mit pcDNA3.1(+)-
T31(121) transfiziert und es erfolgte die Selektion des Einzelklons, der die beste Effizienz
bei der Bildung des Fusionsproteins zeigte (s. Abbildung 13 sowie Abschnitt 6.18.5.1ff).
Die so selektierten Zellen wurden in Rollerbottle-Zellkultur gehalten bis genug
Zellkulturtiberstand fiir eine Reinigung zur Verfugung stand, dann wurde das Protein

mittels Affinitatsreinigung gewonnen.
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Abbildung 13: Verschiedene stabil transfizierte CHO-K1-Zellinien zeigen unterschiedliche T31(121)-
Expressionslevel

CHO-K1-Zellen wurden stabil mit pcDNA3.1(+)-T3I(121) transfiziert. Nach einer zehntdgigen Selektions-
phase wurden Zellkulturiiberstdnde von zeitgleich und in gleicher Anzahl ausgeséten Zelllinien mittels
Western Blot unter Verwendung eines a-Fc-POD Antikorpers auf die Produktion von T31(121) untersucht.
Einzelklon Nr. 82 wurde fiir die Produktion von T31(121)-haltigen Rollerbottle-Zellkulturiiberstanden aus-
gewahlt (n = 1).
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Bei der Affinitatsreinigung werden die Zellkulturtiberstdnde (ber eine Protein-A-Séule
gepumpt, wobei die IgG1 Fc-Teile der Fusionsproteine an das Protein A binden. Danach
kdnnen die gebundenen Proteine mit saurem Zitratpuffer eluiert werden. Die eluierten
Proteine werden Uber eine Gelfiltrationssédule nach Molekiilmassen voneinander getrennt
und in einzelnen Fraktionen gesammelt. Die Abbildungen zeigen jeweils die UV-Absorp-
tion zu unterschiedlichen Zeiten bei A = 280 nm. UV-Strahlen dieser Wellenlange werden
von Proteinen (hauptséchlich durch Tryptophan) absorbiert. Auf der X-Achse wird das
Elutionsvolumen angegeben, welches nach einer bestimmten Zeit unter VVoraussetzung
einer konstanten Flussrate tber die jeweilige Sé&ule geflossen ist. Bei der Gelfiltration
kann unter Voraussetzung globulérer Proteinkonfiguration mit Hilfe eines GroRenstan-
dards abgeschatzt werden, welche Molekiilmasse eine Proteinfraktion hat, die bei einem

bestimmten Elutionsvolumen eluiert.

Abbildung 14A zeigt den Verlauf der UV-Absorption wéhrend der Elution von gebunde-
nem T31(121) von der Protein A Agarose Séule. Es wurden zwei Elutionsfraktionen ge-
wonnen. Elutionsfraktion 1 (Er1) wurde mit einem Puffergemisch aus 70% Elutionspuf-
fer 1 und 30% Elutionspuffer Il eluiert. Elutionsfraktion 2 (EF2) wurde mit Elutionspuffer
Il eluiert. Die spikes in der Elutionskurve sind artifiziell. Sie entstehen durch Anhalten
der peristaltischen Pumpe. GemaR der Absorptionskurve sollte nur Elutionsfraktion 2
T31(121) enthalten. Beide Elutionsfraktionen, eine Probe der Uberstande vor und nach
Bindung an die Protein A Sdule sowie eine Probe der wash-Fraktion wurden via SDS-
PAGE und anschlielender Coomassie-Brillant-Blau Férbung auf Reinheit Gberprift
(s. Abbildung 14B). Er1 enthielt erwartungsgeméR kein T3I(121). Bei dem vorhandenen
Protein mit einer Molekiilmasse von etwa 35 kDa kénnte es sich um freien IgG1 Fc-Teil
von degradiertem T31(121) handeln. EF2 enthélt T31(121).

In einem zweiten Schritt wurden die Proteine der Er2 tber eine Gelfiltrationssdaule nach
Molekiilmasse voneinander getrennt. Abbildung 14C zeigt eine UV-Absorptionskurve
der Gelfiltration. Markiert sind die erwartete Grof3e des T31(121)-Dimers von etwa 116
kDa (gestrichelte Linie, Elutionsvolumen ca. 16 ml) sowie die gewonnenen Elutionsfrak-
tionen (zwischen den gepunkteten Linien). Entgegen der Erwartung hat die Hauptfraktion
(Fraktionen EF2 A10-B10, Elutionsvolumina 6,5 ml — 9,5 ml) der eluierten Proteine eine
sehr hohe Molekilmasse. Die AusschlussgroRe liegt bei etwa 4000 kDa, der Grolienstan-

dard beginnt bei 12,46 ml. Hier eluierende Proteine haben bei globulérer Konfiguration
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Abbildung 14: Affinitatsreinigung von T31(121)

(A) UV-Absorptionskurve (bei A = 280 nm) der Protein A Affinitatsreinigung. Elutionsfraktion 1 (Eg1):
70% Elutionspuffer 1 und 30% Elutionspuffer 2; Elutionsfraktion 2 (Er2): Elutionspuffer 2; Eine detaillierte
Beschreibung der Reinigung findet sich in Abschnitt 7.2.5. Das verwendete Protokoll findet sich in Ab-
schnitt 6.17.10 (n = 1).

(B) Coomassie-Brillant-Blue Féarbung der Reinigungsfraktionen Ef1 und Ef2. Input (In): Zellkulturiiber-
stdnde aus Rollerbottles, Unbound (Ub): Zellkulturiiberstdnde nach Passage der Protein A S&ule, Wash
(W): Waschfraktion der Sdule nach Bindung des Proteins (n = 1).

(C) UV-Absorptionskurve (bei A =280 nm) der Gelfiltration von Er2 aus (A). #: mit diesem Elutionsvolu-
men masste ein T31(121) Dimer der Molekiilgrée 116 kDa eluieren. (1): Elutionsfraktionen EF2 A10 -
B10, (2): Elutionsfraktionen EF2 B9 — B1. Eine detaillierte Beschreibung der Reinigung findet sich in
Abschnitt 7.2.5. Das verwendete Protokoll findet sich in Abschnitt 6.17.10 (n = 1).

(D) Western Blot der Elutionsfraktionen der Gelfiltration (C). Es wurde ein a-Fc-POD Antik&rper verwen-
det. Die Molekilmasse von T3I(121) ist mit einem Pfeil markiert. Reduktionsmittel (Red): g-Mercap-
toethanol (n = 1).
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eine Molekilmasse von ca. 700 kDa. Auch die zweite gesammelte Fraktion EF2 B9-B1
(Elutionsvolumina 9,5 ml — 14,0 ml) enthielt Proteine, die deutlich groRer als 116 kDa
sind. Da die gewonnene Proteinmenge nach Gelfiltration aus einem Liter Rollerbottle-
Zellkulturiiberstand bei einer Konzentration von 3 pg/ml nur im zweistelligen
Mikrogrammbereich lag wurde keine SDS-PAGE mit Coomassie-Brillant-Blau Farbung,
sondern die deutlich sensitivere SDS-PAGE mit Immunodetektion des 1gG1 Fc-Teils
durchgefihrt. Zusétzlich wurden die Proben hier reduzierend und nicht-reduzierend auf-
getragen, um eine Komplexbildung durch Disulfidbriickenbindungen zu untersuchen.
Abbildung 14D zeigt, dass sowohl Er2 A10-B10 als auch EF2 B9-B1 T3I(121) enthielten.
Beide Elutionsfraktionen wiesen auRerdem unter nicht reduzierenden Bedingungen eine

hohe Aggregation bzw. Multimerformation auf.

7.2.6. Quantifizierung der biologischen Aktivitat des

gereinigten T31(121)
4000 =
= 3000+ O
< X
& 20004 T .o ..................... #
©
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Abbildung 15: Gereinigtes T31(121) inhibiert dosisabhéangig ADAM17 vermitteltes IL-6R shedding

HepG2-Zellen wurden fur 30 min mit verschiedenen Konzentrationen zwischen 0,172 nM und 172 nM des
gereinigten T31(121) sowie dem Elutionspuffer (als Negativkontrolle) inkubiert und dann fur 2 h mit 100
nM PMA stimuliert. Der I8sliche Rezeptor im Zellkulturiiberstand wurde mittels hiL-6R ELISA quantifi-
ziert. #: Konzentration des sIL-6R in der Negativkontrolle; x: T3I(121) E.1 A10 - B10; o: T3I(121) E.2

B9 — B1 (s. Abschnitt 7.2.5) (n = 1).
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Die inhibitorische Aktivitat des gereinigten Proteins gegeniiber ADAM17 wurde durch
Analyse des Einflusses auf induziertes shedding und Quantifizierung des freigesetzten
Substrates mittels hIL-6R ELISA quantifiziert.

Interessanterweise zeigt sich trotz der in den Abschnitten 7.2.1 und 7.2.5 beschriebenen
Aggregation in Abbildung 15 ein deutlicher Effekt des gereinigten T31(121) auf die
ADAM17 Aktivitat in HepG2-Zellen. Bei Konzentrationen von etwa 1,5 — 15 nM kommt

es zum maximalen inhibitorischen Effekt.

Aufgrund der nicht vorhandenen Sattigung im Bereich niedriger Konzentrationen sowie
der lediglich einmaligen Durchfiihrung dieses Experimentes war es nicht méglich eine
ICso flr T31(121) zu berechnen. Allerdings zeugt schon ein grober, qualitativer Vergleich
mit etablierten Inhibitoren von der inhibitorischen Potenz des Fusionsproteins. Der flr
die in dieser Arbeit gezeigten Positivkontrollen verwendete, fiir Disintegrin-ahnliche
Metalloproteinasen spezifische Inhibitor GW280264X weist in zellbasierten assays eine
ICs0 von 1,9 uM fir ADAM17 auf (Ludwig, Hundhausen et al. 2005).

7.2.7. Klonierung einer Cys(121)-freien T3l Variante

Aufgrund der starken Polymerisierung wurde eine Variante des T31(121) kloniert, deren
inhibitorische Domane gegeniiber dem Ausgangsprotein um eine Aminosaure verkdrzt
ist. Hierdurch sollte erreicht werden, dass keine freien, d.h. nicht oxidierten Thiolgruppen
des Cysteins in Position 121 zu Quervernetzungen zwischen den T3I(120) Dimeren
fihren. Es wurde ebenfalls ein T3(120) kloniert.

Zur Deletion des Codons, das fir Cys(121) kodiert, wurde die gerichtete Mutagenese
verwendet. Die mutierten Plasmide wurden pcDNA3.1(+)-TIMP3(1-120)-Linker-1L-6R
sdAb-Fc  (pcDNA3.1(+)-T31(120) und pcDNAS3.1(+)-TIMP3(1-120)-Linker-Fc
(pcDNA3.1(+)-T3(120)) genannt und mittels Sequenzierung berpriift und verifiziert.
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7.2.8. Generierung von T31(120) enthaltenden Zellkultur-

Uberstanden

Die Proteine T31(120) und T3(120) wurden in CHO-K1-Zellen mittels transienter Trans-
fektion exprimiert und sekretiert. Die Uberstande wurden mit SDS-PAGE und Western

Blot mit einem a-Fc-POD Antikdrper untersucht.

Abbildung 16 zeigt eine deutliche Expression und Sekretion von T31(120)
(Molekulmasse ca. 58 kDa) in den Zellkulturtiberstand. Interessant ist vor allem die nicht
reduzierende Gelelektrophorese die im Vergleich mit der nicht reduzierenden
Gelelektrophorese von T31(121) (s. Abschnitt 7.2.1 oder Abbildung 9) eine eindeutige
Verschiebung der Hauptfraktion des Proteins zu Komplexen mit niedrigeren und
definierten Molekiilmassen zeigt. Es zeigen sich zwei grofiere distinkte Fraktionen bei
etwa 120 kDa und 180 kDa. Diese Molekiilmassen entsprechen den errechneten Massen

von Di- und Trimeren.
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Abbildung 16: Detektion der Expression von T31(120) durch CHO-K1-Zellen

CHO-K1-Zellen wurden mit pcDNA3.1(+)-T31(120) und pcDNA3.1(+)-T3(120) transfiziert. 48 h nach
Transfektion wurde ein Zellaufschluss durchgefiinrt. Die Detektion erfolgte in Uberstanden (US) und Ly-
saten (L) mittels Western Blot unter Verwendung eines a-Fc-POD Antikorper; Reduktionsmittel (Red): 8-

Mercaptoethanol (n = 1).

81



Ergebnisse
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Abbildung 17: sIL-6R bindet an den IL-6R sdAb von T31(120)

(A) Zellkulturiiberstand aus mit pcDNA3.1(+)-T3(120) transfizierten CHO-K1-Zellen und Uberstande von
Wildtyp-CHO-K1-Zellen wurden mit rekombinantem sIL-6R (ber Nacht inkubiert und mit Protein A Aga-
rose geféllt. Auf der oberen Membran ist ein Western Blot mit einem a-humanen IL-6R Antikorper, auf
der unteren Membran ein Western Blot mit einem a-Fc-POD Antikorper zu sehen. US: Zellkulturiiberstand,
In: input-Fraktion vor Fallung, Ub: unbound-Fraktion, B: Prézipitat (n=3).

(B) Immunoprazipitation wie in (A), aber Zellkulturiiberstande, die T31(120) enthalten (n=3).

7.2.9. T31(120) bindet den IL-6R

Die Interaktion von T31(120) mit dem IL-6R wurde mittels Immunoprézipitation (s.
Abschnitt 6.17.9) analysiert. Die in Abschnitt 7.2.8 beschriebenen Zellkulturiiberstande
wurden mit rekombinantem sIL-6R inkubiert und anschlieend mit Protein A Agarose

gefallt.

Aus Abbildung 17 ist ersichtlich, dass das Fusionsprotein den IL-6R bindet. Des Weiteren
weist T3(120) genau wie die Negativkontrolle keine Affinitat fur den IL-6R auf. Der
IL-6R sdAb vermittelt also die Substratbindung von T31(120). Die Deletion von Cys(121)
aus T31(121) hat, dementsprechend, keine Auswirkung auf die Interaktion mit dem
IL-6R.
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7.2.10. T31(120) verhindert die proteolytische Spaltung von
IL-6R durch ADAM17

Die Untersuchung von ADAM17 vermitteltem shedding sollte Aufschluss dartiber geben,
ob T31(120) nach wie vor Uber inhibitorisches Potential verfligt. Zu diesem Zweck wurde
induziertes shedding in Anwesenheit des Fusionsproteins sowohl auf HepG2-Zellen als
auch auf HEK293-Zellen untersucht.

Abbildung 18A zeigt bei HEK293-Zellen eine signifikante Reduktion der Konzentration
von sIL-6R im Vergleich zur Negativkontrolle (p < 0,0001). T3(120) zeigt keinen signi-
fikanten Effekt (p = 0,0585). Abbildung 18B zeigt eine signifikante Inhibition von
ADAM17 durch T31(120) (p = 0,0053) sowie erneut keinen signifikanten Effekt von
T3(120) bei HepG2-Zellen (p = 0,8298).

Diese Ergebnisse sind konsistent mit dem bereits in Abschnitt 7.2.3 fir T31(121) belegten
inhibitorischen Effekt.
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Abbildung 18: Das shedding von IL-6R durch ADAM17 wird durch T31(120) gehemmt

(A) Das Experiment wurde entsprechend der Beschreibung in Abbildung 11A mit HEK293-Zellen durch-
gefiihrt. Allerdings wurden Uberstande mit T31(120) und T3(120) verwendet. Als Signifikanztest wurde
eine einfaktorielle Varianzanalyse (One-way ANOVA) mit anschlieBendem Bonferroni-Test durchgefiihrt.
(n =5, MW % SD) ****p < 0,0001. ns, nicht signifikant.

(B) Das Experiment wurde wie in Abbildung 11A beschrieben durchgefiihrt aber es wurden Uberstande
mit T31(120) und T3(120) und HepG2-Zellen benutzt. Als Signifikanztest wurde eine einfaktorielle Vari-
anzanalyse (One-way ANOVA) mit anschlieBendem Bonferroni-Test durchgefiihrt. (n = 3, MW £ SD) **p
< 0,01. ns, nicht signifikant.
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7.2.11. T31(120) zeigt keinen kreuzreaktiven Einfluss auf die

Freisetzung von sTNF

Im Anschluss an den Nachweis der Aktivitat von T31(120) wurde die Substratspezifitat
der generierten Fusionsproteine hinsichtlich des ADAM17 vermittelten shedding

uberprift.

Abbildung 19 zeigt die Konzentration von sTNF nach induzierter ADAM17 Aktivitéat.
T31(120) hat keinen signifikanten Effekt auf die Menge des freigesetzten STNF
(p = 0,0971). Interessanterweise fuhrt T3(120) in den hier ausgewerteten Experimenten
zu einer signifikanten Reduktion der Konzentration von STNF (p = 0,0098). Dieser Effekt
ist moglicherweise dadurch erkléarbar, dass TIMP3 in vivo als Inhibitor von ADAM17
wirkt (Amour, Slocombe et al. 1998). Ein auf TIMP3 basierendes Fusionsprotein sollte
in ausreichend hoher Konzentration auch ohne zusatzliche, affinitatsvermittelnde Struk-

tur in der Lage sein, ADAM17 Aktivitat zu beeinflussen. Die meisten Experimente dieser
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Abbildung 19: T31(120) hemmt das ADAM17 vermittelte TNF shedding in SKOV3-Zellen nicht

Das Experiment wurde wie in Abbildung 12 mit SKOV3-Zellen durchgefiihrt. Es wurden Zellkulturiiber-
stdnde mit T31(120) und T3(120) verwendet. Als Signifikanztest wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse
(One-way ANOVA) mit anschlieBendem Bonferroni-Test durchgefiihrt. (n = 3, MW % SD) **p < 0,01. ns,
nicht signifikant.
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Arbeit zeigen allerdings keinen signifikanten Effekt von Inhibitorkonstrukten ohne eine
Doméne, die Substratspezifitat vermittelt.

T31(120) ist im Vergleich zu T31(121) ahnlich aktiv und substratspezifisch. Es bindet
ebenfalls eindeutig den IL-6R, allerdings aggregiert es weniger und bildet distinktere

Oligomere.

7.2.12. Isolierung von T31(120) aus Zellkulturtberstanden
und Untersuchung auf Affinitat und biologische
Aktivitat

Da sich T31(120) in den vorausgegangenen Experimenten als Alternative zu T31(121)
dargestellt hatte, wurden CHO-K1-Zellen stabil mit pcDNA3.1(+)-T31(120) transfiziert.
Nach einer Selektionsphase wurde der beste Klon per Screening mittels Western Blot
(s. Abbildung 20A) ausgewahlt und in Rollerbottles kultiviert. Die Zellkulturuberstande
aus den Rollerbottles, welche 16sliches T31(120) enthielten wurden gesammelt und das

Protein im Anschluss isoliert.

Die Methode der Affinitatsreinigung wurde entsprechend der Reinigung von T31(121)
(s. Abschnitt 7.2.5) durchgefiihrt. Abbildung 20B zeigt die Gelfiltration (s. Abschnitt
6.17.10) von Elutionsfraktion 2 aus dem zuvor erfolgten Reinigungsschritt mittels Protein
A Sdule. Es wurden Elutionsfraktionen von je 0,5 ml Volumen genommen und anschlie-
Rend mittels Western Blot auf enthaltenes T31(120) getestet. Es zeigte sich, dass mit zu-
nehmendem Elutionsvolumen mehr freie Fc-Fragmente auftraten (vgl. Abbildung 20C).
Aus diesem Grund wurden nur die Fraktionen Er2 16 bis EF2 32 vereinigt, konzentriert
und auf ihren Proteingehalt untersucht. Die Ausbeute der Proteinreinigung aus einem
Liter Zellkulturlberstand der stabil transfizierten CHO-K1-Zellen betrug etwa 14 ug

T31(120) bei einer Konzentration von 56 pg/ml in einem Gesamtvolumen von 250 pl.

Das gereinigte Protein wurde hinsichtlich seines Einflusses auf ADAM17 vermitteltes
IL-6R shedding untersucht. Zu diesem Zweck wurde nach Inkubation von HepG2-Zellen
mit verschiedenen Konzentrationen T31(120) shedding induziert und im Anschluss die
Konzentration des freigesetzten sIL-6R mit hIL-6R ELISA bestimmt.
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Abbildung 20: Vergleich der Expressionslevel von T31(120) in stabil transfizierten CHO-K1-Zellen,
Affinitatsreinigung von T31(120) und Nachweis der Aktivitat von gereinigtem T31(120)

(A) Das Experiment wurde wie in Abbildung 13 beschrieben durchgefiihrt. Nach zehntégiger Selektions-
phase wurde unter Verwendung eines a-Fc-POD Antikdrpers die Produktion von T3I(120) nachgewiesen.
Einzelklon Nr. 6 wurde zur Produktion von T31(120)-haltigen Rollerbottle-Zellkulturiiberstanden ausge-

wahlt (n =

1).

(B) UV-Absorptionskurve (bei A = 280 nm) der Gelfiltration der Elutionsfraktion 2 des ersten Reini-
gungsschrittes mittels einer Protein-A-Saule. #, mit diesem Elutionsvolumen misste ein T31(121) Dimer
der MolekilgroRe 116 kDa eluieren. Es wurden Elutionsfraktionen von je 1 ml VVolumen entnommen.
Markiert sind die Fraktionen 16 und 32. Eine detaillierte Beschreibung der Reinigung findet sich in Ab-
schnitt 7.2.12. Das verwendete Protokoll findet sich in 6.17.10 (n = 1).

(C) Western Blot der Elutionsfraktionen der Gelfiltration (C). Input: Zellkulturiberstand vor Protein A
Affinitatsreinigung. Es wurde ein a-Fc-POD Antikorper verwendet. Fc-Teil: Bei dieser Bande handelt es
sich am ehesten um freie Fc-Fragmente (n = 1).

(D) HepG2-Zellen wurden fiir 30 min mit verschiedenen Konzentrationen zwischen 0,017 nM und 17 nM
des gereinigten T31(121) sowie dem Elutionspuffer (als Negativkontrolle) inkubiert und dann fir 2 h mit
100 nM PMA stimuliert. Der l6sliche Rezeptor im Zellkulturiiberstand wurde mittels hIL-6R ELISA quan-
tifiziert. #, Konzentration des sIL-6R in der Negativkontrolle. x, T31(120) EF2 16-32 (s. Abschnitt 7.2.12)

(n=1).
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Abbildung 20D zeigt eine eindeutige, starke Wirkung des gereinigten T31(120) auf die
ADAM17 Aktivitat. Die Konzentrationen, die zur maximalen Inhibition des Enzyms
notig sind, liegen im nanomolaren Bereich und entsprechen ungeféhr den benétigten
Konzentrationen von T31(121) (vgl. Abschnitt 7.2.6). T31(120) ist also ebenso wie
T31(121) ein potenter, spezifischer Inhibitor von ADAM17. Allerdings eluiert T31(120)
dhnlich wie T3I(121) nicht mit der erwarteten, sondern einer deutlich hoheren
Molekiilmasse. Die Multimerisierungs- bzw. Aggregationsproblematik ist also

augenscheinlich nicht behoben.

7.2.13. Implementierung einer TIMP1 Mutationsvariante an
Stelle von TIMP3 zur Reduzierung der Multimerisie-

rungstendenz

Aufgrund der geringen Ausbeuten von TIMP3 basierten shedding Inhibitoren und der in
Abschnitt 7.2.12 beschriebenen weiterhin auftretenden Aggregationsproblematik wurde
in einem néchsten Schritt ein TIMP3-freier ADAM Proteaseinhibitor entworfen. Ein
potenzieller weiterer Mechanismus, der die geringen Ausbeuten und Multimerisierung
der TIMP3-Fc-Fusionsproteine erklaren konnte, ist die genauer in Abschnitt 4.3
beschriebene Bindung von TIMP3 an extrazellulare Matrix (Yu, Yu et al. 2000). Darum
wurde ein anderes Mitglied der TIMP Familie, ndmlich TIMP1, fir weitere
Fusionsproteine verwendet. TIMPL1 ist ein potenter, natiirlich auftretender Inhibitor von
ADAM10, allerdings nicht von ADAM17. Wildtyp-TIMP1 besitzt eine Affinitat von K;
= 356 + 87 nM zur katalytischen Doméne von ADAML17, wahrend die Affinitat von
TIMP3 zur katalytischen Doméane von ADAML17 bei 0,22 + 0,07 nM liegt (Lee, Maskos
et al. 2002). Fir die Erstellung eines neuen Fusionsproteins verwendeten wir daher die
inhibitorische Domane eines modifizierten TIMP1, die mit einem IL-6R sdAb fusioniert
wurde (s. Abbildung 21A).

Die drei Aminosauren Ser(4) und Leu(69) (Lee, Maskos et al. 2002) sowie Thr(98) (Lee,
Rapti et al. 2004) wurden als affinitatsvermittelnde Strukturen identifiziert, welche
TIMP1 die Fahigkeit verleihen ADAM17 zu binden. AuBerdem ist der AB-Loop obligat
flr die Stabilitat der Bindung zwischen TIMP3 und ADAM17 (Lee, Maskos et al. 2002).
Die Mutationen V4L, V69L und der Austausch des AB-Loops Thr(32)-Thr(33)-Leu(34)-
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Abbildung 21: Klonierungsschema fiir pcDNA3.1(+)-T1I(fl M) und sequence alignment von TIMP3,
Wildtyp-TIMP1 und TIMP1(V4S, TIMP3AB, V69L, T98L)

(A) Klonierungsschema fiir die Erstellung des Expressionsplasmids pcDNA3.1(+)-T1I(fl M). Eine detail-
lierte Erlduterung der Klonierung ist Abschnitt 7.2.13 zu entnehmen.

(B) Sequence alignment von humanem TIMP3, humanem Wildtyp-TIMP1 und TIMP1 (V4S, TIMP3AB,
V69L, T98L), in der Abbildung als TIMP1 (M) bezeichnet. Rote Dreiecke markieren Aminoséuren, die fiir
die Bindung an die katalytische Doméne von ADAM17 relevant sind. Blaue Zylinder zeigen die Position
und GroRe der a-Helices (h), blaue Pfeile die Position und Grolie der B-Faltblatter (s) von TIMP3 (Analog
in grun fir TIMP1). Aminosauren, die allen drei Proteinen gemeinsam sind, sind schwarz hinterlegt. Ami-
nosauren, die nur wt-TIMP1 und TIMP1(M) gemeinsam sind, sind grau hinterlegt. Aminoséuren, die nur
wt-TIMP3 und TIMP1(M) gemeinsam sind, sind rot hinterlegt. Die fir die Klonierung verwendeten Oligo-
nukleotide sind in Abschnitt 6.6 aufgefihrt.
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Tyr(35) gegen Gly(32)-Pro(33)-Phe(34)-Gly(35)-Thr(36) (im Weiteren als TIMP3AB
bezeichnet) fuhren zu einer Affinitat von Kj = 15 + 3 nM von TIMP1 zur katalytischen
Doméne von ADAML17 (Lee, Maskos et al. 2002). Eine zusétzliche Modifikation von
Thr(98) zu Leucin erhoht diese Affinitat auf 0,14 + 0,06 nM (Lee, Rapti et al. 2004). Ein
sequence alignment von TIMP3, Wildtyp-TIMP1 und der von uns erstellten Variante
TIMP1(V4S, TIMP3AB, V69L, T98L) ist in Abbildung 21B zu sehen.

Die TIMP1(V4S, TIMP3AB, V69L, T98L)-cDNA wurde durch GeneArt (Thermo Sci-
entific) synthetisiert, mit flankierenden Kpnl-Schnittstellen versehen und in ein pMAT-
Plasmid kloniert, welches pMAT-TIMP1(V4S, TIMP3AB, V69L, T98L) genannt wurde.
Aus diesem wurde das TIMP1(V4S, TIMP3AB, V69L, T98L)-Fragment mit Kpnl aus-

geschnitten, phosphoryliert und subkloniert.

Als Ausgangsplasmide dienten die in Abschnitt 7.2.7 beschriebenen Plasmide
pcDNAS3.1(+)-T31(120) und pcDNA3.1(+)-T3(120), in denen die fur TIMP3(1 - 120)
kodierende Sequenz ebenfalls von Kpnl-Schnittstellen flankiert ist. Sie wurden mit Kpnl
gespalten, dephosphoryliert und mit dem TIMP1(V4S, TIMP3AB, V69L, T98L)-

Fragment ligiert.

Die entstandenen Plasmide wurden pcDNA3.1(+)-TIMP1(V4S, TIMP3AB, V69L,
T98L)(full length)-Linker-Fc (pcDNA3.1(+) - T1(fl M)) und pcDNA3.1(+) - TIMP1
(V4S, TIMP3AB, V69L, T98L)(full length)-Linker-IL-6R sdAb-Fc (pcDNA3.1(+)-
T1I(fl M)) genannt und durch Sequenzierung verifiziert. Die erwartete Molekilmasse von
T1(fl M) betréagt etwa 51 kDa, die Molektlmasse von T1I(fl M) betragt etwa 66 kDa.

Es wurden auch Expressionsplasmide kloniert, welche nur die 120 Aminoséuren lange n-
terminale Domane von TIMP1(V4S, TIMP3AB, V69L, T98L) enthalten. Hierzu wurde
eine PCR-Reaktion durchgefihrt und die fir TIMP1(V4S, TIMP3AB, V69L, T98L) (1-
120) kodierende Gensequenz mittels Kpnl wie oben bereits beschrieben in die, mit Kpnl
geschnittenen, Plasmide pcDNA3.1(+)-T31(120) und pcDNA3.1(+)-T3(120) subkloniert.
Diese Plasmide wurden pcDNA3.1(+)-TIMP1(V4S, TIMP3AB, V69L, T98L)(1-120)-
Linker-Fc  (pcDNAS3.1(+)-T1(120M)) und pcDNAS3.1(+)-TIMP1(V4S, TIMP3AB,
V69L, T98L) (1-120)-Linker-IL-6R sdAb-Fc (pcDNA3.1(+)-T11(120M)) genannt und

durch Sequenzierung verifiziert.
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Die Proteine T1(120M) und T11(120M) zeigten in ersten orientierenden Experimenten in
CHO-K1-Zellen eine deutlich geringere Expression und Sekretion als T1(fl M) und
T1I(fl M). Zudem hatten sie bei Versuchen mit HEK293- und HepG2-Zellen auch eine
geringere Auswirkung auf ADAM17 vermitteltes IL-6R shedding. Aus diesem Grund
und zur Vermeidung von Redundanz werden im Folgenden nur die Ergebnisse aus
Experimenten mit T1(fl M) und T1I(fl M) vorgestellt.

7.2.14. T1I(fl M) wird von CHO-K1-Zellen exprimiert und

sekretiert

Die Expressionsplasmide pcDNA3.1(+)-T1(fl M) und pcDNA3.1(+)-T1I(fl M) wurden
transient in CHO-K1-Zellen transfiziert und die Zellkulturiiberstinde mittels Western

Blot untersucht.

Abbildung 22 zeigt, dass sowohl T1(fl M) als auch T1I(fl M) exprimiert und in den Zell-

kulturiberstand sekretiert werden. Die nicht reduzierende Gelelektrophorese zeigt im
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Abbildung 22: Transient transfizierte CHO-K1-Zellen exprimieren T1I(fl M)

CHO-K1-Zellen wurden mit pcDNA3.1(+)-T11(fl M) und pcDNA3.1(+)-T1(fl M) transfiziert. 48 h nach
Transfektion wurde ein Zellaufschluss durchgefiihrt. Die Detektion erfolgte in Uberstianden (US) und Ly-
saten (L) mittels Western Blot unter Verwendung eines a-Fc-POD Antikérper. Reduktionsmittel (Red): 3-

Mercaptoethanol (n=1).
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Vergleich mit den fir T31(121) (vgl. Abbildung 9) und T3I(120) (vgl. Abbildung 16)
gezeigten nicht reduzierenden Gelelektrophoresen eine geringere Aggregationsneigung.

Die Hauptfraktion des Proteins im Zellkulturtiberstand liegt in Form eines Dimers vor.

7.2.15. T1I(fl M) inhibiert die Freisetzung von slIL-6R durch
ADAM17

Um die inhibitorische Aktivitat von T1I(fl M) zu eruieren, wurde der Einfluss auf indu-
ziertes, ADAM17 vermitteltes shedding des IL-6R in Zellen untersucht.

Aus Abbildung 23 wird ersichtlich, dass das Kontrollkonstrukt T1(fl M) wie erwartet zu
keiner signifikanten Verdnderung der Konzentration des freigesetzten sIL-6R im
Vergleich zur Negativkontrolle fiihrte (p = 0,7293 auf HEK293-Zellen und p > 0,9999
auf HepG2-Zellen). Im Gegensatz dazu wurde die Menge des proteolytisch gespaltenen
IL-6R in Gegenwart von T1I(fl M) auf HepG2-Zellen (p = 0,0447) und auf
HEK293-Zellen (p < 0,0001) signifikant reduziert.
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Abbildung 23: T1I(fl M) vermindert die proteolytische Spaltung von membrangebundenem IL-6R
durch ADAM17

(A) Das Experiment wurde entsprechend der Beschreibung in Abbildung 11A mit HEK-293-Zellen durch-
gefthrt. Allerdings wurden Uberstande mit T11(fl M) und T1(fl M) verwendet. Als Signifikanztest wurde
eine einfaktorielle Varianzanalyse (One-way ANOVA) mit anschlieBendem Bonferroni-Test durchgefihrt.
(n =6, MW + SD) ****p < 0,0001. ns, nicht signifikant.

(B) Das Experiment wurde wie in Abbildung 11A beschrieben durchgefiihrt, aber es wurden Uberstinde
mit T1I(fl M) und T1(fl M) sowie HepG2-Zellen benutzt. Als Signifikanztest wurde eine einfaktorielle
Varianzanalyse (One-way ANOVA) mit anschlieRendem Bonferroni-Test durchgefiihrt. (n = 3, MW + SD)
*p < 0,05. ns, nicht signifikant.
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Abbildung 24: Der Effekt von T1I(fl M) auf die ADAM17 Aktivitat ist substratspezifisch

Das Experiment wurde wie in Abbildung 12 mit SKOV3-Zellen durchgefiihrt. Es wurden mit T1I(fl M)
und T1(fl M) verwendet. Als Signifikanztest wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse (One-way ANOVA)
mit anschlieBendem Bonferroni-Test durchgefiihrt (n = 3, MW + SD). ns, nicht signifikant.

7.2.16. Die ADAM17-Inhibition durch T21I(fl M) ist substrat-

spezifisch

Zur Analyse der Substratspezifitat wurde die Wirkung von T11(fl M) auf die proteolyti-
sche Freisetzung von TNF durch ADAM17 nach Induktion mit PMA-LG@sung untersucht.
Diese sollte unverandert, d.h. auf dem Niveau der Negativkontrolle sein. In Abbildung
24 zeigt sich bei Experimenten mit SKOV3-Zellen kein signifikanter inhibitorischer Ef-
fekt auf die proteolytische Spaltung von sTNF (p = 0,3614). Auch T1(fl M) fihrt zu kei-
ner signifikanten Veranderung der Konzentration von freigesetztem sTNF (p = 0,3889).

7.3. Inhibition von TNF shedding

Der Nachweis der Aktivitat (s. Abschnitt 7.2.3) und IL-6R-Spezifitét (s. Abschnitt 7.2.4)
sowie die orientierende Einschatzung der Affinitdt von T3I(121) (s. Abschnitt 7.2.6)
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erbrachten den Beweis, dass eine substratspezifische Inhibition durch Verwendung von
sdAbs moglich ist. In einem n&chsten Schritt sollte ein weiteres therapeutisch relevantes
Substrat von ADAM17 als Ziel der Intervention getestet werden. Zu diesem Zweck wur-
den Fusionsproteine kloniert, deren Substratspezifitat durch einen sdAb gegen TNF ver-
mittelt wird. TNF ist ein klinisch hochgradig relevantes Substrat von ADAM17 (Black,
Rauch et al. 1997, Moss, Jin et al. 1997). Es spielt eine wichtige Rolle in einer Vielzahl
von physiologischen und pathologischen Prozessen. Diese Weiterflihrung des Projektes
sollte neben der offensichtlich interessanten Modulation der TNF Freisetzung vor allem
auch ein Beweis der Modularitat der Inhibitorkonstrukte erbringen. Es sollte mit diesem
System maglich sein, bei vorliegender cDNA fur einen sdAb gegen ein ADAM17 Sub-

strat kurzfristig einen spezifischen, hochaffinen Inhibitor gegen dieses herzustellen.

7.3.1. Klonierung eines Expressionsplasmids flr T3T(120)

Expressionsplasmide fiir einen TIMP3 basierten TNF spezifischen shedding Inhibitor

wurden hergestellt, indem die Sequenz eines TNF spezifischen sdAbs in

EcoRI EcoRlI EcoRI EcoRI

pET-23a- TNF sdAb

\l/ Mutagenese \l/ AEcoRI

pcDNA3.1(+)-T31(121)

EcoRI EcoRlI
EcoRI EcoRI

(]
PCDNA3.1(+)-T3I1(120)
\l/ AEcoRI \l/

EcoRI EcoRlI EcoRI EcoRI

>
pcDNA3.1(+)-T3T(120

Abbildung 25: Schematische Klonierung des Expressionsplasmids fur T3T(120)

Klonierungsschema fur die Erstellung des Expressionsplasmids pcDNA3.1(+)-T3T(120). Eine detaillierte
Erlduterung der Klonierung ist Abschnitt 7.3.1 zu entnehmen. Die fiir die Klonierung verwendeten Oligo-
nukleotide sind in Abschnitt 6.6 aufgefihrt. TIMP3#: 121 Aminosduren lange TIMP3 Teildoméne;
TIMP3*, 120 Aminoséuren lange TIMP3 Teildomane.
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pcDNA3.1(+)-T31(120)-Plasmid (s. Abschnitt 7.2.7) subkloniert wurde. Die cDNA des
TNF-sdAb wurde dabei mittels EcoRI Restriktion aus einem in der Arbeitsgruppe
vorhandenen pet-23a-TNF sdAb-Plasmid (Plagmann, Chalaris et al. 2009) gespalten und
phosphoryliert. Durch Ligation beider Komponenten entstand ein Plasmid, das
PcDNA3.1(+)-TIMP3(1-120)-Linker-TNF sdAb-Fc (pcDNA3.1(+)-T3T(120)) genannt

und mittels Sequenzierung verifiziert wurde (vgl. Abbildung 25).

7.3.2. T3T(120) wird von transient transfizierten CHO-K1-

Zellen exprimiert

pcDNA3.1(+)-T3T(120) wurde transient in CHO-K1-Zellen transfiziert und die
Zellkulturtiberstande 48 h nach Transfektion mittels Western Blot mit einem a-Fc-POD
Antikorper qualitativ analysiert. pcDNA3.1(+)-T3(120) wurde als Kontrolle ebenfalls

transfiziert.
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Abbildung 26: Expression von T3T(120) in CHO-K1-Zellen

CHO-K1-Zellen wurden mit pcDNA3.1(+)-T3T(120) und pcDNA3.1(+)-T3(120) transfiziert. 48 h nach
Transfektion wurde ein Zellaufschluss durchgefiihrt. Die Detektion erfolgte in Uberstanden (US) und Ly-
saten (L) mittels Western Blot unter Verwendung eines a-Fc-POD Antikdrper. Reduktionsmittel (Red): -
Mercaptoethanol (n=1).
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Abbildung 26 zeigt eine deutliche Expression und Sekretion des Fusionsproteins
T3T(120) in den Zellkulturiiberstand. Die Gelelektrophorese mit nicht denaturierendem
Laemmlipuffer zeigt ein stabiles Dimer bei etwa 130 kDa sowie zusatzlich eine deutliche
Aggregation. Dies kann an der Bindung extrazellularer Matrix durch TIMP3 liegen (Yu,
Yu et al. 2000).

7.3.3. T3T(120) verhindert effektiv die proteolytische Freiset-
zung von sTNF durch ADAM17

Die in Abschnitt 7.3.2 gewonnenen Zellkulturiiberstande wurden hinsichtlich ihrer Wir-
kung auf die proteolytische Freisetzung von TNF durch ADAM17 auf SKOV3-Zellen
untersucht. Hierzu wurde ADAM17 vermitteltes shedding in Anwesenheit von T3T(120)
sowie T3(120) mit PMA induziert und die Konzentration des freigesetzten STNF mit
hTNF ELISA quantifiziert.
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Abbildung 27: T3T(120) reduziert das ADAM17 vermittelte shedding von TNF

Das Experiment wurde wie in Abbildung 12 mit SKOV3-Zellen beschrieben durchgefiihrt Es wurden Zell-
kulturiiberstdnde mit T3T(120) und T3(120) verwendet. Als Signifikanztest wurde eine einfaktorielle Va-
rianzanalyse (One-way ANOVA) mit anschlielendem Bonferroni-Test durchgefihrt (n = 3, MW + SD).
****p < 0,0001, **p < 0,01.
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T3T(120) zeigt eine signifikante Verminderung des proteolytisch freigesetzten STNF im
Vergleich mit der Negativkontrolle (p < 0,0001). Auch T3(120) zeigt eine signifikante,
allerdings deutlich schwéchere Reduktion der sTNF Konzentration (p = 0,0023)
(s. Abbildung 27). Wie schon in Abschnitt 7.2.11 (fir ein ebenfalls mit SKOV3-Zellen
und T3(120) durchgefiihrtes Experiment) diskutiert, widerspricht die signifikante, aber
schwache Inhibition von ADAML17 durch T3(120) nicht den Thesen dieser Arbeit, ist

aber nur in der Minoritat der Experimente nachweisbar.

7.3.4. T3T(120) hat keinen signifikanten Effekt auf das IL-6R
shedding

Um dem Anspruch der Substratspezifitit zu gentigen wurde ein inhibitorischer Effekt auf
ADAML17 vermitteltes shedding von IL-6R untersucht. Zu diesem Zweck wurden Expe-
rimente mit HepG2- und HEK293-Zellen durchgefuhrt.
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Abbildung 28: T3T(120) ist substratspezifisch flir TNF

(A) Das Experiment wurde entsprechend der Beschreibung in Abbildung 11A mit HEK293-Zellen-durch-
gefiihrt. Allerdings wurden Uberstande mit T3T(120) und T3(120) verwendet. Als Signifikanztest wurde
eine einfaktorielle VVarianzanalyse (One-way ANOVA) mit anschlieBendem Bonferroni-Test durchgefuhrt
(n =4, MW % SD). ns, nicht signifikant.

(B) Das Experiment wurde wie in Abbildung 11A beschrieben durchgefiihrt aber es wurden Uberstande
mit T3T(120) und T3(120) sowie HepG2-Zellen benutzt. Als Signifikanztest wurde eine einfaktorielle Va-
rianzanalyse (One-way ANOVA) mit anschlieRendem Bonferroni-Test durchgefihrt (n = 3, MW + SD).
ns, nicht signifikant.
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Abbildung 28 weist auf HepG2-Zellen weder fiir T3(120) (p = 0,7494) noch flr T3T(120)
(p = 0,4840) einen signifikanten Effekt auf die Freisetzung von sIL-6R auf. Auch auf
HEK293-Zellen haben beide Fusionsproteine keinen signifikanten Effekt (T3(120) vs.
NK p = 0,4264 und T3T(120) vs. NK p = 0,0599).

Die Ergebnisse der Proteinreinigung von T31(120) (s. Abschnitt 7.2.12) fuhrten zu dem
Entschluss keinen Versuch zu unternehmen, T3T(120) aus Zellkulturliberstanden zu iso-
lieren. Der Suche nach einem nicht aggregierenden Fusionsprotein wurde an dieser Stelle

Prioritét eingerdumt.

7.3.5. Klonierung einer TNF-spezifischen TIMPL1 basierten

Inhibitorvariante

Aufgrund der problematischen Aggregation und der geringen Ausbeute des T31(120) Fu-
sionsproteins (s. Abschnitt 7.2.12) wurde eine Produktion und Isolierung von T3T(120)
nicht weiterverfolgt. Stattdessen wurde ein Expressionsplasmid kloniert, dessen inhibito-
rische Domane keine extrazellulare Matrix zu binden vermag. Es wurde das in Abschnitt
7.2.13 beschriebene TIMP1(V4S, TIMP3AB, V69L, T98L) als inhibitorische Kompo-
nente gewahlt, da es durch die eingefliihrten Mutationen eine gute Affinitdt zu ADAM17
gewinnt und wie TIMP1 keine Matrixbindung aufweist. Die Klonierungsstrategie ent-
sprach hierbei der Klonierung von pcDNA3.1(+)-T1I(fl M) aus pcDNA3.1(+)-T31(120)
(vgl. Abschnitt 7.2.13).

Die fur TIMP3(120) kodierende DNA-Sequenz wurde mittels Kpnl aus pcDNA3.1(+)-
T3T(120) entfernt und durch die fir TIMP1(V4S, TIMP3AB, V69L, T98L) kodierende
DNA-Sequenz, welche ebenfalls mit Kpnl aus pMAT-TIMP1(V4S, TIMP3AB, V69L,

T98L) gewonnen wurde, ersetzt.

Das entstandene Plasmid wurde pcDNA3.1(+)-TIMP1(V4S, TIMP3AB, V69L,
TI8L)(fl)-Linker-TNF sdAb-Fc (pcDNA3.1(+)-T1T(fl M)) genannt und durch Sanger-

Sequenzierung bestatigt.

Analog zu der in Abschnitt 7.2.13 beschriebenen Erstellung von pcDNAS3.1(+)-
T11(120M) aus pcDNA3.1(+)-T1I(fl M) wurde ein Plasmid kloniert, das nur fir die 120
Aminosduren lange N-terminale Doméne von TIMP1(V4S, TIMP3AB, V69L, T98L)
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kodiert. Dieses Plasmid mit der Sequenzen fur TIMP1(V4S, TIMP3AB, V69L, T98L) (1-
120)-Linker-TNF sdAb-Fc wurde pcDNA3.1(+)-T1T(120M) genannt. Nach erfolgrei-
cher Klonierung wurde die korrekte Sequenz mittels Sanger-Sequenzierung bestatigt. Aus
den weiter oben bereits erlauterten Grinden (s. Abschnitt 7.2.13) wird auch hier auf die

Préasentation der Ergebnisse aus Experimenten mit T1T(120M) verzichtet.

7.3.6. T1T(fl M) wird von CHO-K1-Zellen exprimiert

Um Zellkulturiiberstande und -lysate zu gewinnen, die auf Expression und Sekretion
Uberprift sowie zur weiteren Analyse der Aktivitat verwendet werden konnten, wurden
die Plasmide pcDNA3.1(+)-T1(fl M) und pcDNA3.1(+)-T1T(fl M) transient in CHO-K1-
Zellen transfiziert. Die erwartete Molekiilmasse von T1T(fl M) liegt bei etwa 66 kDa, die
Molekiilmasse von T1(fl M) betragt, wie weiter oben bereits erwéhnt, etwa 51 kDa.

Abbildung 29 zeigt das Ergebnis von SDS-PAGE und Western Blot der Zellkulturiiber-

stinde und -lysate. Beide Fusionsproteine wurden exprimiert und sekretiert.
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Abbildung 29: Nachweis von T1T(fl M) bei transient transfizierten CHO-K1-Zellen

CHO-K1-Zellen wurden mit pcDNA3.1(+)-T11(fl M) und pcDNA3.1(+)-T1(fl M) transfiziert. 48 h nach
Transfektion wurde ein Zellaufschluss durchgefiihrt. Die Detektion erfolgte in Uberstanden (US) und Ly-
saten (L) mittels Western Blot unter Verwendung eines a-Fc-POD Antikorper. Reduktionsmittel (Red): 8-

Mercaptoethanol (n = 1).
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Interessanterweise zeigte sich in der SDS-PAGE unter nicht reduzierenden Bedingungen
(&hnlich wie bei T1I(fl M), s. Abschnitt 7.2.14) im Vergleich zu T3T(120) (s. Abschnitt
7.3.2) eine deutlich geringere Aggregation. Die Hauptfraktion des T1T(fl M) bildete ein-
deutig ein Dimer mit einer Molekiilmasse von etwa 130 kDa, welche der erwarteten Mo-

lektilmasse des Dimers entspricht.

7.3.7. T1T(fl M) senkt die Konzentration von freiem sTNF
nach Induktion von ADAM17

Die im vorangegangenen Abschnitt 7.3.6 beschriebenen Zellkulturiiberstdnde wurden
hinsichtlich ihres Einflusses auf das ADAM17 vermittelte TNF shedding untersucht. Zu
diesem Zweck wurde in Anwesenheit von T1I(fl M) und T1(fl M) shedding auf
SKOV3-Zellen induziert. Die Auswertung erfolgte durch hTNF ELISA.

T1(fl M) hat keinen signifikanten Einfluss auf die Menge des proteolytisch gespaltenen
STNF (p = 0,1887). Im Gegensatz dazu entfaltet T1T(fl M) auf SKOV3-Zellen einen
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Abbildung 30: Die Freisetzung von sSTNF durch ADAM17 wird durch T1T(fl M) drastisch reduziert
Das Experiment wurde wie in Abbildung 12 mit SKOV3-Zellen beschrieben durchgefiihrt Es wurden Zell-
kulturiiberstdnde mit T1T(fl M) und T1(fl M) verwendet. Als Signifikanztest wurde eine einfaktorielle Va-
rianzanalyse (One-way ANOVA) mit anschlieBendem Bonferroni-Test durchgefihrt (n = 3, MW + SD).
***p < 0,001. ns, nicht signifikant.
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fulminanten Effekt auf die Aktivitat von ADAM17. Mit hoher Signifikanz (p = 0,0006)
wird die Freisetzung von sTNF reproduzierbar auf 0,7 £ 0,7 % der Negativkontrolle
reduziert (s. Abbildung 30).

7.3.8. T1T(fl M) ist substratspezifisch fir TNF

Im Anschluss an den Nachweis der Aktivitat von T1T(fl M) erfolgte der Test auf
Substratspezifitat. Hierzu wurde der Einfluss von T1T(fl M) auf induziertes, ADAM17
vermitteltes IL-6R shedding untersucht. Diese Experimente wurden sowohl mit HEK293-

als auch mit HepG2-Zellen durchgefiihrt.

Weder T1(fl M) (p > 0,9999) noch T1T(fl M) (p = 0,2860) zeigten einen Effekt auf die
IL-6R Freisetzung bei HEK-293-Zellen (s. Abbildung 31A). Auch auf HepG2-Zellen
(s. Abbildung 31B) fuhrten T1(fl M) (p > 0,9999) und T1T(fl M) (p > 0,9999) nicht zu

einer signifikanten Verminderung an proteolytisch gespaltenem sIL-6R.
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Abbildung 31: T1T(fl M) beeinflusst das shedding von IL-6R durch ADAML17 nicht

(A) Das Experiment wurde entsprechend der Beschreibung in Abbildung 11A mit HEK293-Zellen durch-
gefiihrt. Allerdings wurden Uberstande mit T1T(fl M) und T1(fl M) verwendet. Als Signifikanztest wurde
eine einfaktorielle VVarianzanalyse (One-way ANOVA) mit anschlieBendem Bonferroni-Test durchgefuhrt
(n =4, MW % SD). ns, nicht signifikant.

(B) Das Experiment wurde wie in Abbildung 11A beschrieben durchgefiihrt aber es wurden Uberstinde
mit T1T(fl M) und T1(fl M) sowie HepG2-Zellen benutzt. Als Signifikanztest wurde eine einfaktorielle
Varianzanalyse (One-way ANOVA) mit anschlieBendem Bonferroni-Test durchgefihrt (n = 3, MW £ SD).
ns, nicht signifikant.
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T1T(fl M) wird also gut exprimiert und sekretiert, neigt weniger zur Aggregation als die
TIMP3 enthaltenden Fusionsproteine, ist stark inhibitorisch aktiv und substratspezifisch.
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8. Diskussion

ADAM Proteasen werden aufgrund ihrer pleiotropen Wirkmechanismen (s. Abschnitt
4.2.1 sowie bei Moss and Minond (2017)) in verschiedenen Krankheitsentitdten schon

lange als interessante Ziele therapeutischer Intervention eingeschétzt.

Trotz der eindeutigen Bedeutung von ADAM Proteasen in der klinischen Praxis und
diversen Versuchen Inhibitoren zu entwickeln und zu etablieren stehen noch keine
zugelassenen Medikamente in relevanter Indikation zur Verfligung. Der aktuelle
Forschungsstand postuliert neben inhibitorischen Ansatzen im Zuge der Translation,
Expression, Abspaltung der Prodomane und Freisetzung aus dem endoplasmatischen
Retikulum vier Ansétze zur direkten Inhibition von ADAM Proteasen, namlich eine
Inhibition mittels inhibitorischer Antikérper oder sdAbs (s. Abbildung 32A), eine
Inhibition am aktiven Zentrum zum Beispiel Uber Zink bindende, hydroxamatbasierte
small molecule inhibitors (SMIs) oder TIMPs (s. Abbildung 32B), rekombinante

&

Abbildung 32: Schematische Ubersicht verschiedener Ansatzpunkte einer ADAM Inhibition in vivo
Magliche Angriffspunkte fiir eine ADAM Inhibition in vivo (A) Eine Inhibition mittels inhibitorischer An-
tikorper oder sdAbs, (B) eine Inhibition am aktiven Zentrum zum Beispiel Uber Zink bindende hydroxa-
matbasierte SMIs oder TIMPs, (C) rekombinante Prodoménen oder (D) exosite-Inhibitoren.
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Prodoménen (s. Abbildung 32C) oder exosite-Inhibitoren (s. Abbildung 32D). In
klinischen Studien sind allerdings bisher nur SMIs getestet worden.

Fur in vitro oder Tierversuche stehen einige ADAM Inhibitoren wie das fir ADAM10
und ADAML17 spezifische GW 280264X (Ludwig, Hundhausen et al. 2005), das
ADAM10 spezifische GI254023X oder der Breitspektrum Inhibitor Marimastat, der
neben ADAM17 auch diverse MMPs inhibiert (Rasmussen and McCann 1997, Roghani,
Becherer et al. 1999), zur Verfigung.

Batimastat war einer der ersten Breitspektrum MMP Inhibitoren, der es in Kklinische
Studien schaffte. Dort zeigt sich aber schnell eine intolerabel schlechte Bioverfiigbarkeit
bei oraler Einnahme (Rasmussen and McCann 1997) und Nebenwirkungen wie
Gelenksteifigkeit, Entziindungen und Schmerzsyndrome. Die Weiterentwicklung wurde

in einem friihen Stadium eingestellt (Cathcart and Cao 2015).

Marimastat war eine Weiterentwicklung des gleichen Konzeptes auf dem auch Batimastat
beruhte. Es zeigte sich insgesamt besser vertraglich und besser bioverfugbar, weshalb es
bis zu klinischen Phase 111 Studien weiterentwickelt, dann aber aufgrund niedriger Effek-
tivitat hinsichtlich der untersuchten Indikationen und dosisabhéngiger, muskuloskeletta-
ler Nebenwirkungen eingestellt wurde (Steward 1999, Sparano, Bernardo et al. 2004,
Groves, Puduvalli et al. 2006).

Der néachste Fortschritt war die Entwicklung von SMls. Zwei wichtige Vertreter dieser
Klasse sind MMI270, ein hydroxamatbasierter SMI, der es bis in klinische Studien
schaffte aber aufgrund von Hautausschlangen und muskuloskelettalen Nebenwirkungen
eingestellt wurde (Levitt, Eskens et al. 2001), und BMS-561392, das eine gute ADAM17
Inhibition zeigte und sich im Mausmodell positiv auf Arthritis auswirkte (Moss, Sklair-
Tavron et al. 2008, Arribas and Esselens 2009), allerdings in klinischen Studien eine
deutliche Lebertoxizitat aufwies und deshalb nicht weiterentwickelt wurde (Duffy,
Mullooly et al. 2011). Lebertoxizitat zeigte sich als Problem aller hydroxamatbasierten
SMls, was auf eine fehlende Substratspezifitdt der ADAML7 Inhibition zuriickzufiihren
sein konnte (Peschon, Slack et al. 1998).

Der erste spezifischere MMP Inhibitor war Tanomastat (effektiv gegen MMP-2 ,-3, -8,
-9, -13), ein carboxylatbasierter Inhibitor aus der Klasse der SMIs, der aufgrund hamato-

logischer Toxizitat und mangelnder Effektivitat bezuglich der Endpunkte der klinischen
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Studien (overall- und progression-free survival bei fortgeschrittenem Ovarial-Ca) ver-
sagte (Hirte, Vergote et al. 2006).

Neuere, auf monoklonalen Antikdrpern basierende, ADAM Inhibitoren zeigen in ersten
Experimenten eine deutlich verbesserte Enzymspezifitat. Erste Experimente mit D1
(A12), einem bispezifischen Antikkorper, der sowohl die katalytische als auch die Disin-
tegrin-cysteinreiche-Domane von ADAM17 bindet, verhinderte in einem Mausmodell
des Ovarialkarzinoms effektiv das Tumorwachstum und reduzierte das shedding von
ADAM17 Substraten, darunter TNF, TGFo, HG-EGF und Amphiregulin (Tape, Willems
et al. 2011, Richards, Tape et al. 2012, Huang, Benaich et al. 2014). Auch MEDI3622,
ebenfalls ein anti-ADAM17 Antikorper, zeigte eine gute antiprogressive Wirkung in ver-
schiedenen Tumormodellen und blockiert das shedding diverser ADAM17 Substrate
(Rios-Doria, Sabol et al. 2015).

Obwohl schon seit den 1990er Jahren verschiedene Anséatze zur Inhibition von MMPs
und ADAM Proteasen in klinischen Studien getestet wurden, ist bisher nur ein einziger
MMP Inhibitor in der Klinischen Praxis zugelassen. Es handelt sich hierbei um das Anti-
biotikum Doxycyclin in subantimikrobieller Dosis zur Behandlung einer durch das bli-
che Therapieregime unzureichend behandelten Parodontose. Aufgrund strittiger Effekti-
vitat (Greenstein 2004, Caton and Ryan 2011) und bei mehrmonatiger Therapiedauer ho-
hen Anforderungen an die Therapieadhérenz der Patienten besteht allerdings derzeit keine

generelle Empfehlung in den Leitlinien der Fachgesellschaften.

Allen bisher in klinischen Studien getesteten Konzepten ist gemeinsam, dass keine Spe-
zifitat bezuglich einer Protease erzielt werden konnte. Die Entwicklung monoklonaler
Antikorper gegen ADAM Proteasen befindet sich noch in einem friihen Stadium. Eine
kombinierte Spezifitat hinsichtlich Zielenzym und eines einzelnen Substrates ist unserer
Kenntnis nach bisher nicht angestrebt worden. Wahrscheinlich tragt diese mangelnde
Spezifitat einen groRen Teil zu den Nebenwirkungen, der Toxizitat und der schlechten
Effektivitat in den klinischen Studien bei (Zucker, Cao et al. 2000, Coussens, Fingleton
et al. 2002, Georgiadis and Yiotakis 2008, Moss, Sklair-Tavron et al. 2008).

Je unspezifischer die Inhibitoren hinsichtlich des Zielenzyms sind, umso hoher ist das
Risiko antitargets negativ zu beeinflussen, beispielsweise neben dem eigentlichen Ziel-

enzym auch ein Spektrum anderer, homoostatisch elementarer Enzyme zu inhibieren, was
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Nebenwirkungen erzeugen, gewiinschte Effekte maskieren und sich im schlechtesten Fall
negativ auf den Erkrankungsverlauf auswirken kann (Overall and Kleifeld 2006).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, ein neuartiges Konzept zur Generierung inhi-
bitorischer Fusionsproteine zu erarbeiten, die in erster Linie substratspezifisch, aufgrund
des verwendeten mechanistischen Ansatzes aber auch verhaltnismaRig enzymspezifisch
sind. Wir begannen mit der Etablierung eines Inhibitors von ADAM17 vermitteltem
IL-6R ectodomain shedding. Dieser Inhibitor sollte in der Lage sein IL-6 trans-signaling
zu unterbinden, wéhrend classic signaling Uber tmIL-6R relativ unbeeinflusst bleiben
wirde. Im weiteren Verlauf sollte gezeigt werden, dass dieses Konzept auch auf andere
Substrate von ADAML17 Ubertragbar ist. Zu diesem Zweck generierten wir TNF spezifi-
sche Fusionsproteine und wiesen nach, dass diese bei drastischer Verringerung der sTNF
Konzentrationen keinerlei signifikanten Einfluss auf das IL-6R ectodomain shedding

zeigten.

Der Aufbau der Fusionsproteine basierte hierbei auf der Idee eines modifizierbaren, mo-
dularen Fusionsproteins, das aus mehreren leicht austauschbaren Domanen besteht. Die
inhibitorische Effektorkomponente realisierten wir durch eine TIMP Teildomane (s.u.),
dann folgte ein Linker, der gewéhrleistet, dass nach Bindung des Fusionsproteins an sein
Substrat eine Komplexbildung von TIMP mit ADAM17 nicht sterisch behindert wiirde.
Die auf den Linker C-terminal folgende Domaéne diente der Substratspezifitat. Zur Ver-
mittlung der Substratselektivitat wurden hochaffine Bindungspeptiden und Einzeldoma-
nenantikorper eingesetzt. Es folgte ein 1gG1 Fc-Teil, der fir den Nachweis des Proteins
und die Reinigung aus Zellkulturuberstdnden bendtigt wurde. Hier wéren theoretisch
auch andere Doménen, wie GFP und mCHERRY (Engelowski, Schneider et al. 2018,
Temme, Baran et al. 2018) denkbar. Der Fc-Teil fuhrt, abgesehen von den laborprakti-
schen Mdoglichkeiten, auch zu einer Dimerisierung und damit zu Aviditatseffekten, wie

sie auch nattrlich vorkommende Antikdrper aufweisen.

TIMP ist ein natlrlich vorkommender Inhibitor von Matrixmetalloproteinasen. TIMP3
ist ein potenter Inhibitor von ADAML17. Im Verlauf des Projektes wurde der Einsatz ver-
schiedener Teildomanen von TIMP3 untersucht. Wir fiihrten Experimente mit C-terminal
verkiirzten TIMP3 Varianten durch, da die N-terminale Subdoméne in vivo die Modula-
tion von ADAMs vermittelt. Die erste Teildomane, die wir etablierten, umfasste die ers-
ten 121 N-terminalen Aminoséuren von humanem TIMP3. Die auf TIMP3(121)
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basierenden Fusionsproteine zeigten bei der Affinitatsreinigung eine starke Multimerisie-
rungstendenz. Wir vermuteten, dass die Aminoséure an Position 121, ein Cystein, das in
vivo mit einem weiter C-terminal gelegenen Cystein eine Disulfidbriicke bildet und nun
eine freie Sulfhydrylseitenkette hatte, mit anderen Fusionsproteinen Disulfidbriuicken bil-
dete und so zu einer intermolekularen VVernetzung fiihrte. Wir erstellten eine 120 Amino-
séuren lange TIMP3 Variante, die allerdings das Aggregationsproblem nur minimal ver-
besserte (s. Abschnitt 7.2.12). Aufgrund dieser Ergebnisse schlussfolgerten wir, dass die
Multimerisierung eventuell eine Folge der fur TIMP3 beschriebenen Matrixbindung sein
konnte (Blenis and Hawkes 1983, Blenis and Hawkes 1984, Lee, Atkinson et al. 2007).
Wir suchten aus diesem Grund nach einem ADAML17 Inhibitor, der keine Matrixbindung
aufweist.

Fur TIMP1, einen physiologischen ADAM10 Inhibitor ist eine deutlich geringere Mat-
rixbindung im Vergleich zu TIMP3 beschrieben (Blenis and Hawkes 1983, Blenis and
Hawkes 1984, Lee, Atkinson et al. 2007). Des Weiteren sind Mutationen beschrieben, die
die Affinitat von TIMP1 zu ADAML17 auf das Niveau der Affinitdt von TIMP3 zu
ADAML17 erhéhen (Lee, Maskos et al. 2002, Lee, Rapti et al. 2004). Wir entschieden uns,
TIMP1(V4S, TIMP3AB, V69L, T98L) zu verwenden und produzierten Fusionsproteine,
die die mutierte TIMP1 Domane enthielten. Im Gegensatz zu TIMP3 basierten Inhibito-
ren wurde bei diesen Fusionsproteinen deutlich weniger Aggregation beobachtet. Aller-
dings konnten auch TIMP1 basierte Fusionsproteine nicht in groRem Mal3stab produziert

werden.

Alle inhibitorischen Fusionsproteine wurden hinsichtlich ihrer biologischen Aktivitat
charakterisiert. Fusionsproteine aus TIMP3 fusioniert mit IL-6R bindenden Peptiden
konnten in ausreichender Quantitat produziert werden, allerdings zeigten sie keinerlei in-
hibitorische Aktivitat auf induziertes ADAM17 ectodomain shedding (s. Abschnitt 7.1).

Die eingesetzten Peptide wurden bereits hinsichtlich ihrer Bindung des IL-6R charakte-
risiert (Su, Lai etal. 2005, Li, Zhang et al. 2016). Auch TIMP3 ist ein gut charakterisierter
ADAML17 Inhibitor. Wéhrend bekannt ist, dass die N-terminale Domane von TIMP3
nicht ausreichend ist, um ADAMI10 zu inhibieren, reicht diese Doméne aus, um
ADAML17 zu inhibieren (Rapti, Atkinson et al. 2008). Es ist also nicht direkt ersichtlich,
warum die erstellten Fusionsproteine keine biologische Aktivitat aufwiesen. Mdglicher-

weise kommt es durch die Fusion von einem der Peptide und TIMP3 zu einem
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Funktionsverlust von TIMP3. Aus diesem Grund entschieden wir uns, Fusionsproteine
herzustellen, die durch Fusion von TIMP3 mit einem IL-6R bindenden sdAb eine Sub-

stratspezifitat vermitteln sollten.

Eine fur unsere Zwecke vielversprechende, substratspezifische Domane stellen sdAbs
dar. Einzeldomanenantikorper sind in den letzten Jahren vermehrt Ziel pharmakologi-
scher Forschung geworden. Im Jahr 2018 erfolgte mit der Zulassung von Caplacizumab
zur Therapie der thrombotisch-thrombozytopenischen Purpura erstmalig die Zulassung

eines auf sdAbs basierenden Medikamentes in Europa (Duggan 2018).

Im Lauf der letzten Jahre wurden mit sogenannten Immunokinen Ergebnisse erzielt, die
die wirksamen Doménen der Zytokine mit Bindedoméanen verkniipfen und den Zytokin-
effekt so auf einen Bereich begrenzen, in dem die Zielstruktur vorliegt. Dieses Konzept
wurde mit verschiedenen Antikdrpern und deren Fragmenten umgesetzt, unter anderem
mit sdAbs. Wir beschlossen einen sdAb als spezifitatsvermitteinde Doméne zu

verwenden.

T31(121), das erste Fusionsprotein, das erstellt wurde, zeigte gute Expressionslevel bei
der Produktion in CHO-K1-Zellen und war in der Lage, einen signifikanten Anteil des
ADAML17 vermittelten shedding zu verhindern (s. Abschnitt 7.2.3). Dieser Effekt ist spe-
zifisch flr IL-6R, wie wir in einem komplementéren Experiment mit TNF tragenden
SKOV3-Zellen zeigten. Wir konnten nachweisen, dass T3I(121) das IL-6R shedding in
HepG2- und HEK293-Zellen blockiert, das shedding von TNF in SKOV3-Zellen aber
nicht beeinflusst. Um diesen Effekt abzusichern, erstellten wir ebenfalls ein Fusionspro-
tein in dem der IL-6R sdAb durch einen anti-TNF sdAb ersetzt wurde. Dieser Inhibitor
zeigte in HEK293- und HepG2-Zellen keinerlei Effekte auf die sIL-6R Konzentrationen
im Zellkulturtiberstand nach ADAM17 Induktion mit PMA, flihrte aber in TNF tragenden

Zellen zu einer Reduzierung der Freisetzung von TNF von im Mittel etwa 46%.

Nachdem ein Beweis der Aktivitat und Spezifitat gelungen war, wollten wir das Protein
reinigen und quantitativ charakterisieren. Zu diesem Zweck wurden CHO-K1-Zellen
stabil transfiziert und besonders effektive Einzelklone selektiert. Diese wurden in Roller-
bottle-Zellkultur gehalten und der Zellkulturiiberstand dieser Kulturen wurde gereinigt.
Wir untersuchten den Einfluss ansteigender Konzentrationen des gereinigten Proteins auf

IL-6R shedding. Aufgrund der geringen Ausbeute der Reinigung war es uns nicht
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maoglich, die 1Cso von T31(121) zu bestimmen, wir vermuten einen Wert im Bereich zwi-
schen 1,5 nM und 15 nM (vgl. Abschnitt 7.2.6). Als Positivkontrolle in diesem Experi-
ment verwendeten wir GW280264X, einen gut etablierten ADAM17 Inhibitor, der in

zellbasierten assays eine ICso von 1,9 uM aufweist (Ludwig, Hundhausen et al. 2005).

Wir glauben, dass diese hohe Affinitat aus der sterischen Nahe resultiert und somit als
Beweis fiir unser Konzept dienen kann. Zum anderen dimerisieren die Fusionsproteine

hdchstwahrscheinlich tber ihre 1gG1 Fc-Teile, was eine erhéhte Aviditat bedingt.

Bei der Affinitatsreinigung des Fusionsproteins zeigte sich eine starke Tendenz zur Mul-
timerisierung. Wir vermuteten eine Quervernetzung der Fusionsproteine tiber Cys(121)
der TIMP3(121) Domane. Wir erstellten ein Fusionsprotein, dass keine freie Cysteinsei-
tenkette enthielt (s. Abschnitt 7.2.7).

Dieses Fusionsprotein zeigte ebenfalls signifikante Effekte auf ADAM17 vermitteltes
IL-6R shedding. Im Vergleich zur TIMP3(121) Variante war T31(120) etwas effektiver,
was sich eventuell auf bessere Produzierbarkeit in Zellen oder auf die geringere Multi-
merisierung zurlckfuhren lassen konnte. T31(120) ist ebenfalls spezifisch, d.h. es zeigt
keine ADAML17 Inhibition des TNF shedding in SKOV3-Zellen. Ein analoges, anti-TNF
sdAb enthaltendes Fusionsprotein, T3T(120), wurde ebenfalls etabliert und zeigte einen
T31(120) entgegengesetzten Effekt (kein IL-6R shedding, dafiir potente TNF shedding
Inhibition). Wir erstellten stabil transfizierte CHO-K1-Zellen und reinigten T31(120). Ob-
wohl die Multimerisierung zurtickging, war das Ergebnis nicht iberzeugend. Es fanden
sich nach wie vor grol3e Proteinaggregate mit einer vielfachen GroRe des erwarteten
Dimers in der Reinigungsfraktion (s. Abschnitt 7.2.12).

In Konsequenz der Ergebnisse mit T31(121) und T31(120) kamen wir zu dem Schluss,
dass die Multimerisierungstendenz wahrscheinlich auf der Matrixbindung von TIMP3
beruht und beschlossen Fusionsproteine zu untersuchen, die auf der weiter oben beschrie-
benen, modifizierten, ADAM17 spezifischen TIMP1(fl M)-Doméne basierten (s. Ab-
schnitt 7.2.13).

Wir erstellten sowohl auf anti-IL-6R sdAb als auch auf anti-TNF sdAb basierende Fusi-
onsproteine, die hinsichtlich ihrer Effektivitat und Substratspezifitat &hnliche inhibitori-

sche Eigenschaften gegeniber ADAM17 aufwiesen.
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8.1. Fazit

Im direkten Vergleich aller im Rahmen der Arbeit erstellten Konstrukte zeigen sich alle
sdAb basierten Fusionsproteine als potente Inhibitoren der ADAM17 Protease. Die Re-
duzierung der IL-6R Konzentrationen liegt je nach verwendeter TIMP Subdomane bei
53% bis 81% Reduzierung von IL-6R shedding bzw. 92% bis 99% Reduzierung von TNF
shedding. Unabhangig vom verwendeten sdAb zeigen sich verbesserte Eigenschaften im
Hinblick auf die Aggregationstendenz bei Verwendung von TIMP3(120) gegeniiber einer
Verwendung von TIMP3(121). Die Nutzung von TIMP1(fl M) zeigt in ersten orientie-
renden Experimenten eine weitere Verbesserung dieser Eigenschaften. Eine stabile
Transfektion mit anschlieender Reinigung und Charakterisierung sollte hier Klarheit

schaffen.

Insgesamt deuten die Experimente mit gereinigtem T31(120) und T31(121) auf einen un-
gefahren Dosisbereich von etwa 1- 20 nM hin (s. Abschnitte 7.2.6 und 7.2.12). Die Fusi-
onsproteine sind damit ungeféhr vergleichbar affin wie die in klinischen Studien geteste-
ten SMIs (Camodeca, Cuffaro et al. 2019). Das grote Problem der SMIs in vivo ist bisher
das weite Nebenwirkungsprofil, das muskuloskelettale Nebenwirkungen, Hautaus-
schldge, Lebertoxizitat und Antitargetinhibition, mit daraus resultierender Aufhebung er-
wiinschter Effekte, umfasst. Alle diese Nebenwirkungen scheinen Ausdruck mangelnder
Spezifitat zu sein. Der Nachweis der substratspezifischen Wirkung aller von uns etablier-
ten Konstrukte ist ein Hinweis darauf, dass derart breit gestreute Nebenwirkungen bei in

vivo VVersuchen nicht auftreten sollten.
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9. Ausblick

In weiterfiihrenden Experimenten sollte das etablierte Konzept erweitert und validiert
werden. Es sollten in einem ersten Schritt Affinitatsreinigungen aller erstellten
Fusionsproteine durchgefuhrt werden. Diese gereinigten Proteine mussen hinsichtlich
ihrer Affinitaten bezlglich der Zielsubstrate und ihrer 1C50 hinsichtlich ADAM17
charakterisiert werden. Ebenfalls sollte untersucht werden inwieweit andere MMPs beim
ectodomain shedding der untersuchten Substrate eine Rolle spielen und wie die

Interaktion der Fusionsproteine mit diesen MMPs ausfallt.

Es sollten weitere, unabhangige Nachweismethoden zum Nachweis der inhibitorischen
Aktivitat durchgefuhrt werden, um methodische Fehlerquellen zu eliminieren. Es sollten
nicht neutralisierende sdAbs in die Fusionsproteine eingefiihrt werden, um zu Gberpriifen

ob und wie IL-6R classic signaling beeinflusst wird.

Die bestehenden Fusionsproteine kénnen mit Hilfe weiterer sdAbs fur weitere Zielsub-
strate wie zum Beispiel den EGFR nutzbar gemacht werden. Eine interessante Alternative
zu den gewdhlten TIMP Proteinen stellen die aktuell in Forschung befindlichen anti-
ADAM mABs und sdAbs dar, die in Kombination mit den anti-Substrat sdAbs eine

Bispezifitat vermitteln wiirden.

Letztendlich konnten Experimente am Mausmodell erfolgen, um die Effizienz,

Vertraglichkeit und Bioverfligbarkeit in vivo zu beurteilen.
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13.1.1. pcDNA3.1-TIMP3(1-121)-L-S1-Fc

pcDNA3.1(+)-TIMP3(1-121)-L-S1-Fc
6639bp

MTPWLGLIVLLGSWSLGDWGAEACTCSPSHPQDAFCNSDIVIRAKVVGKK
LVKEGPFGTLVYTIKQOMKMYRGFTKMPHVQYIHTEASESLCGLKLEVNKY
QYLLTGRVYDGKMYTGLCNFVERWDQLTLSQRKGLNYRYHLGCNCGTLEG
GGGSGGGGSGGGGSVLENSLSLMPRLANSAAAEFRSCDKTHTCPPCPAPE
AEGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIE
KTISKAKGOQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWES
NGOPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALH
NHYTOKSLSLSPGK

Abbildung 33: Schematische Darstellung von pcDNA3.1-TIMP3(1-121)-L-S1-Fc
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Schematische Darstellung des Plasmides pcDNA3.1-TIMP3(1-121)-L-S1-Fc mit ausgewéhlten Restrikti-
onsschnittstellen und dem offenen Leserahmen von T3S1(121) (schwarzer Pfeil) sowie der Aminosaurese-

guenz von T3S1(121). Die Aminosauresequenz des S1-Peptides ist unterstrichen.
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13.1.2. pcDNA3.1-TIMP3(1-121)-L-S2-Fc¢

pcDNA3.1(+)-TIMP3(1-121)-L-S2-Fc
6639bp

MTPWLGLIVLLGSWSLGDWGAEACTCSPSHPQDAFCNSDIVIRAKVVGKK
LVKEGPFGTLVYTIKQOMKMYRGFTKMPHVQYIHTEASESLCGLKLEVNKY
QYLLTGRVYDGKMYTGLCNEFVERWDQLTLSQRKGLNYRYHLGCNCGTLEG
GGGSGGGGSGGGGSVLENSNPMMRPLGNSAAAEFRSCDKTHTCPPCPAPE
AEGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIE
KTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWES
NGOPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALH
NHYTOKSLSLSPGK

Abbildung 34: Schematische Darstellung von pcDNA3.1-TIMP3(1-121)-L-S2-Fc

50
100
150
200
250
300
350
400

Schematische Darstellung des Plasmides pcDNA3.1-TIMP3(1-121)-L-S2-Fc mit ausgewéhlten Restrikti-
onsschnittstellen und dem offenen Leserahmen von T3S2(121) (schwarzer Pfeil) sowie der Aminosaurese-

guenz von T3S2(121). Die Aminosauresequenz des S2-Peptides ist unterstrichen.
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13.1.3. pcDNA3.1-TIMP3(1-121)-L-S3-Fc¢

pcDNA3.1(+)-TIMP3(1-121)-L-S3-Fc
6639bp

MTPWLGLIVLLGSWSLGDWGAEACTCSPSHPQDAFCNSDIVIRAKVVGKK
LVKEGPFGTLVYTIKQOMKMYRGFTKMPHVQYIHTEASESLCGLKLEVNKY
QYLLTGRVYDGKMYTGLCNEFVERWDQLTLSQRKGLNYRYHLGCNCGTLEG
GGGSGGGGSGGGGSVLENSQMRTTIRGNSAAAEFRSCDKTHTCPPCPAPE
AEGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIE
KTISKAKGOQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWES
NGOPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALH
NHYTOKSLSLSPGK

Abbildung 35: Schematische Darstellung von pcDNA3.1-TIMP3(1-121)-L-S3-Fc
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Schematische Darstellung des Plasmides pcDNA3.1-TIMP3(1-121)-L-S3-Fc mit ausgewahlten Restrikti-
onsschnittstellen und dem offenen Leserahmen von T3S3(121) (schwarzer Pfeil) sowie der Aminoséurese-

guenz von T3S3(121). Die Aminosauresequenz des S3-Peptides ist unterstrichen.
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13.1.4. pcDNA3.1-TIMP3(1-121)-L-S4-Fc

pcDNA3.1(+)-TIMP3(1-121)-L-S4-Fc
6639bp

MTPWLGLIVLLGSWSLGDWGAEACTCSPSHPQDAFCNSDIVIRAKVVGKK 50
LVKEGPFGTLVYTIKQMKMYRGFTKMPHVQYIHTEASESLCGLKLEVNKY 100
QYLLTGRVYDGKMYTGLCNFVERWDQLTLSQRKGLNYRYHLGCNCGTLEG 150
GGGSGGGGSGGGGSVLENSRLMMLOQGNSAAAEFRSCDKTHTCPPCPAPE 200
AEGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVE 250
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIE 300
KTISKAKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES 350
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALH 400

NHYTOKSLSLSPGK

Abbildung 36: Schematische Darstellung von pcDNA3.1-TIMP3(1-121)-L-S4-Fc

Schematische Darstellung des Plasmides pcDNA3.1-TIMP3(1-121)-L-S4-Fc mit ausgewahlten Restrikti-
onsschnittstellen und dem offenen Leserahmen von T3S4(121) (schwarzer Pfeil) sowie der Aminosaurese-
guenz von T3S4(121). Die Aminosauresequenz des S4-Peptides ist unterstrichen.
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13.1.5. pcDNA3.1-TIMP3(1-121)-L-S7-Fc

pcDNA3.1(+)-TIMP3(1-121)-L-S7-Fc
6639bp

MTPWLGLIVLLGSWSLGDWGAEACTCSPSHPQDAFCNSDIVIRAKVVGKK
LVKEGPFGTLVYTIKQMKMYRGFTKMPHVQYIHTEASESLCGLKLEVNKY
QYLLTGRVYDGKMYTGLCNEFVERWDQLTLSQRKGLNYRYHLGCNCGTLEG
GGGSGGGGSGGGGSVLENSLSLITRLGNSAAAEFRSCDKTHTCPPCPAPE
AEGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIE
KTISKAKGOQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWES
NGOPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALH

NHYTOKSLSLSPGK

Abbildung 37: Schematische Darstellung von pcDNA3.1-TIMP3(1-121)-L-S7-Fc
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Schematische Darstellung des Plasmides pcDNA3.1-TIMP3(1-121)-L-S7-Fc mit ausgewahlten Restrikti-
onsschnittstellen und dem offenen Leserahmen von T3S7(121) (schwarzer Pfeil) sowie der Aminosaurese-

guenz von T3S7(121). Die Aminosauresequenz des S7-Peptides ist unterstrichen.
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13.1.6. pcDNA3.1-TIMP3(1-121)-L-Sx1-Fc

pcDNA3.1(+)-TIMP3(1-121)-L-S,1-Fc
6639bp

MTPWLGLIVLLGSWSLGDWGAEACTCSPSHPQDAFCNSDIVIRAKVVGKK
LVKEGPFGTLVYTIKQOMKMYRGFTKMPHVQYIHTEASESLCGLKLEVNKY
QYLLTGRVYDGKMYTGLCNEFVERWDQLTLSQRKGLNYRYHLGCNCGTLEG
GGGSGGGGSGGGGSVLENSQARHQAQGNSAAAEFRSCDKTHTCPPCPAPE
AEGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIE
KTISKAKGOQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWES
NGOPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALH
NHYTOKSLSLSPGK

Abbildung 38: Schematische Darstellung von pcDNA3.1-TIMP3(1-121)-L-Sx1-Fc
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Schematische Darstellung des Plasmides pcDNA3.1-TIMP3(1-121)-L-Sy1-Fc mit ausgewéhlten Restrikti-
onsschnittstellen und dem offenen Leserahmen von T3S,1(121) (schwarzer Pfeil) sowie der Aminosdurese-

quenz von T3S,1(121). Die Aminoséuresequenz des Sx1-Peptides ist unterstrichen.
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13.1.7. pcDNA3.1-TIMP3(1-121)-L- S,2-Fc

pcDNA3.1(+)-TIMP3(1-121)-L-S,2-Fc
6639bp

MTPWLGLIVLLGSWSLGDWGAEACTCSPSHPQDAFCNSDIVIRAKVVGKK
LVKEGPFGTLVYTIKQOMKMYRGFTKMPHVQYIHTEASESLCGLKLEVNKY
QYLLTGRVYDGKMYTGLCNFVERWDQLTLSQRKGLNYRYHLGCNCGTLEG
GGGSGGGGSGGGGSVLENSERAHHRVGNSAAAEFRSCDKTHTCPPCPAPE
AEGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIE
KTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWES
NGOPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALH
NHYTOKSLSLSPGK

Abbildung 39: Schematische Darstellung von pcDNA3.1-TIMP3(1-121)-L-Sx2-Fc
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Schematische Darstellung des Plasmides pcDNA3.1-TIMP3(1-121)-L-S,2-Fc mit ausgewéhlten Restrikti-
onsschnittstellen und dem offenen Leserahmen von T3S,2(121) (schwarzer Pfeil) sowie der Aminosaurese-

guenz von T3S,2(121). Die Aminoséuresequenz des Sx2-Peptides ist unterstrichen.
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13.1.8. pcDNA3.1-TIMP3(1-121)-L-Fc

pcDNA3.1(+)-TIMP3(1-121)-L-Fc
6609bp

MTPWLGLIVLLGSWSLGDWGAEACTCSPSHPQDAFCNSDIVIRAKVVGKK 50
LVKEGPFGTLVYTIKQMKMYRGFTKMPHVQYIHTEASESLCGLKLEVNKY 100
QYLLTGRVYDGKMYTGLCNFVERWDQLTLSQRKGLNYRYHLGCNCGTLEG 150
GGGSGGGGSGGGGSVLENSAAAEFRSCDKTHTCPPCPAPEAEGAPSVELE 200
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPRE 250
EQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQP 300
REPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKT 350
TPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSL 400

SPGK

Abbildung 40: Schematische Darstellung von pcDNA3.1-TIMP3(1-121)-L-Fc

Schematische Darstellung des Plasmides pcDNA3.1-TIMP3(1-121)-L-Fc mit ausgewdahlten Restriktions-
schnittstellen und dem offenen Leserahmen von T3(121) (schwarzer Pfeil) sowie der Aminosauresequenz
von T3(121).
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Anhang

13.1.9. pcDNAS3.1-TIMP3(1-121)-L-IL-6R sdAb-Fc

pcDNA3.1(+)-TIMP3(1-121)-L-
IL-6R sdAb-Fc
6999bp EcoRr 13 13

MTPWLGLIVLLGSWSLGDWGAEACTCSPSHPQDAFCNSDIVIRAKVVGKK 50
LVKEGPFGTLVYTIKQMKMYRGFTKMPHVQYIHTEASESLCGLKLEVNKY 100
QYLLTGRVYDGKMYTGLCNFVERWDQLTLSQRKGLNYRYHLGCNCGTLEG 150
GGGSGGGGSGGGGSVLENSEVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGETEDD 200
YDIGWFRQAPGKEREGVSGISSSDGNTYYADSVKGRFTISSDNAKNTVYL 250
OMNSLKPEDTAVYYCAAEPPDSSWYLDGSPEFFKYWGQGTQVTVSSGIPA 300
AAEFRSCDKTHTCPPCPAPEAEGAPSVFLEFPPKPKDTLMISRTPEVTCVV 350
VDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDW 400
LNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQV 450
SLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVD 500
KSRWQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Abbildung 41: Schematische Darstellung von pcDNA3.1-TIMP3(1-121)-L-1L-6R sdAb-Fc
Schematische Darstellung des Plasmides pcDNA3.1-TIMP3(1-121)-L-IL-6R sdAb-Fc mit ausgewéhlten
Restriktionsschnittstellen und dem offenen Leserahmen von T31(121) (schwarzer Pfeil) sowie der Amino-
séuresequenz von T3I(121).

143



Anhang

13.1.10. pcDNAS3.1-TIMP3(1-121)-L-TNF sdAb-Fc

pcDNA3.1(+)-TIMP3(1-121)-L-
TNF sdAb-Fc
7008bp

MTPWLGLIVLLGSWSLGDWGAEACTCSPSHPQDAFCNSDIVIRAKVVGKK 50
LVKEGPFGTLVYTIKQMKMYRGFTKMPHVQYIHTEASESLCGLKLEVNKY 100
QYLLTGRVYDGKMYTGLCNFVERWDQLTLSQRKGLNYRYHLGCNCGTLEG 150
GGGSGGGGSGGGGSVLENSAAAQVQLOESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRT 200
FSDHSGYTYTIGWFRQAPGKEREFVARIYWSSGNTYYADSVKGRFAISRD 250
IAKNTVDLTMNNLEPEDTAVYYCAARDGIPTSRSVESYNYWGQGTQVTVS 300
SAAAAEFRSCDKTHTCPPCPAPEAEGAPSVEFLFPPKPKDTLMISRTPEVT 350
CVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLH 400
QODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTK 450
NQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKL 500
TVDKSRWOQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Abbildung 42: Schematische Darstellung von pcDNA3.1-TIMP3(1-121)-L-TNF sdAb-Fc
Schematische Darstellung des Plasmides pcDNA3.1-TIMP3(1-121)-L- TNF sdAb-Fc mit ausgewahlten
Restriktionsschnittstellen und dem offenen Leserahmen von T3T(121) (schwarzer Pfeil) sowie der Amino-
séuresequenz von T3T(121).
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Anhang

13.1.11. pcDNA3.1-TIMP3(1-120)-L-Fc

pcDNA3.1(+)-TIMP3(1-120)-L-Fc
6603bp

MTPWLGLIVLLGSWSLGDWGAEACTCSPSHPQDAFCNSDIVIRAKVVGKK 50
LVKEGPFGTLVYTIKQMKMYRGFTKMPHVQYIHTEASESLCGLKLEVNKY 100
QYLLTGRVYDGKMYTGLCNFVERWDQLTLSQRKGLNYRYHLGCGTLEGGG 150
GSGGGGSGGGGSVLENSAAAEFRSCDKTHTCPPCPAPEAEGAPSVELEPP 200
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQ 250
YNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPRE 300
PQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP 350
PVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP 400
GK

Abbildung 43: Schematische Darstellung von pcDNA3.1-TIMP3(1-120)-L-Fc

Schematische Darstellung des Plasmides pcDNA3.1-TIMP3(1-120)-L-Fc mit ausgewdahlten Restriktions-
schnittstellen und dem offenen Leserahmen von T3(120) (schwarzer Pfeil) sowie der Aminosauresequenz
von T3(120).
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Anhang

13.1.12. pcDNAS3.1-TIMP3(1-120)-L-IL-6R sdAb-Fc

pcDNA3.1(+)-TIMP3(1-120)-L-
IL-6R sdAb-Fc
6993bp

MTPWLGLIVLLGSWSLGDWGAEACTCSPSHPQDAFCNSDIVIRAKVVGKK
LVKEGPFGTLVYTIKQOMKMYRGFTKMPHVQYIHTEASESLCGLKLEVNKY
QYLLTGRVYDGKMYTGLCNEFVERWDQLTLSQRKGLNYRYHLGCGTLEGGG
GSGGGGSGGGGSVLENSEVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGEFTEDDYD
IGWFRQAPGKEREGVSGISSSDGNTYYADSVKGREFTISSDNAKNTVYLQOM
NSLKPEDTAVYYCAAEPPDSSWYLDGSPEFFKYWGQGTQVTVSSGIPAAA
EFRSCDKTHTCPPCPAPEAEGAPSVFLEPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLN
GKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQOPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSL
TCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKS
RWOOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Abbildung 44: Schematische Darstellung von pcDNA3.1-TIMP3(1-120)-L-1L-6R sdAb-Fc
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Schematische Darstellung des Plasmides pcDNA3.1-TIMP3(1-120)-L-IL-6R sdAb-Fc mit ausgewéhlten
Restriktionsschnittstellen und dem offenen Leserahmen von T31(120) (schwarzer Pfeil) sowie der Amino-

séuresequenz von T31(120).
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Anhang

13.1.13. pcDNAS3.1-TIMP3(1-120)-L-TNF sdAb-Fc

pcDNA3.1(+)-TIMP3(1-120)-L-
TNF sdAb-Fc
7002bp

MTPWLGLIVLLGSWSLGDWGAEACTCSPSHPQDAFCNSDIVIRAKVVGKK
LVKEGPFGTLVYTIKQOMKMYRGFTKMPHVQYIHTEASESLCGLKLEVNKY
QYLLTGRVYDGKMYTGLCNEFVERWDQLTLSQRKGLNYRYHLGCGTLEGGG
GSGGGGSGGGGSVLENSAAAQVQLOESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTES
DHSGYTYTIGWFRQAPGKEREFVARIYWSSGNTYYADSVKGRFAISRDIA
KNTVDLTMNNLEPEDTAVYYCAARDGIPTSRSVESYNYWGQGTQVTVSSA
AAAEFRSCDKTHTCPPCPAPEAEGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCV
VVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGOQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTV
DKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Abbildung 45: Schematische Darstellung von pcDNA3.1-TIMP3(1-120)-L-TNF sdAb-Fc
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Schematische Darstellung des Plasmides pcDNA3.1-TIMP3(1-120)-L- TNF sdAb-Fc mit ausgewdahlten
Restriktionsschnittstellen und dem offenen Leserahmen von T3T(120) (schwarzer Pfeil) sowie der Ami-

nosauresequenz von T3T(120).
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Anhang

13.1.14. pcDNA3.1-TIMP1(fl M)-L-Fc

pcDNA3.1(+)-TIMP1(fl M)-L-Fc
6804bp

MAPFEPLASGILLLLWLIAPSRACTCSPPHPQTAFCNSDLVIRAKFVGTP 50
EVNQGPFGTQRYEIKMTKMYKGFQALGDAADIRFVYTPAMESLCGYFHRS 100
HNRSEEFLIAGKLODGLLHITLCSFVAPWNSLSLAQRRGFTKTYTVGCEE 150
CTVFPCLSIPCKLQSGTHCLWTDQLLQGSEKGFQSRHLACLPREPGLCTW 200
QOSLRSQIAGTLEGGGGSGGGGSGGGGSVLENSAAAEFRSCDKTHTCPPCP 250
APEAEGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVD 300
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQODWLNGKEYKCKVSNKALPA 350
PIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE 400
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHE 450
ALHNHYTQKSLSLSPGK

Abbildung 46: Schematische Darstellung von pcDNA3.1-TIMP1(fl M)-L-Fc

Schematische Darstellung des Plasmides pcDNA3.1-TIMP1(fl M)-L-Fc mit ausgewéhlten Restriktions-
schnittstellen und dem offenen Leserahmen von T1(fl M) (schwarzer Pfeil) sowie der Amino-sauresequenz
von T1(fl M).
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Anhang

13.1.15. pcDNAS3.1-TIMP1(fl M)-L-IL-6R sdAb-Fc

pcDNA3.1(+)-TIMP1(fl M)-L-
IL-6R sdAb-Fc
7194bp EcoR1 20pg

MAPFEPLASGILLLLWLIAPSRACTCSPPHPQTAFCNSDLVIRAKFVGTP 50

EVNQGPFGTOQRYEIKMTKMYKGFQALGDAADIRFVYTPAMESLCGYFHRS 100
HNRSEEFLIAGKLODGLLHITLCSFVAPWNSLSLAQRRGFTKTYTVGCEE 150
CTVFPCLSIPCKLQSGTHCLWTDQLLQGSEKGFQSRHLACLPREPGLCTW 200
QOSLRSQIAGTLEGGGGSGGGGSGGGGSVLENSEVQLVESGGGLVQAGGSL 250
RLSCAASGFTFDDYDIGWFRQAPGKEREGVSGISSSDGNTYYADSVKGRE 300
TISSDNAKNTVYLQOMNSLKPEDTAVYYCAAEPPDSSWYLDGSPEFFKYWG 350
QGTQVTVSSGIPAAAEFRSCDKTHTCPPCPAPEAEGAPSVFLFPPKPKDT 400
LMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTY 450
RVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYT 500
LPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS 550
DGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Abbildung 47: Schematische Darstellung von pcDNA3.1-TIMP1(fl M)-L-IL-6R sdAb-Fc
Schematische Darstellung des Plasmides pcDNA3.1-TIMPL(fl M)-L-IL-6R sdAb-Fc mit ausgewahlten
Restriktionsschnittstellen und dem offenen Leserahmen von T1I(fl M) (schwarzer Pfeil) sowie der Amino-
séuresequenz von T1I(fl M).
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Anhang

13.1.16. pcDNA3.1-TIMP1(fl M)-L-TNF sdAb-Fc

pcDNA3.1(+)-TIMP1(fl M)-L-
TNF sdAb-Fc
7203bp EcoR] 1957

MAPFEPLASGILLLLWLIAPSRACTCSPPHPQTAFCNSDLVIRAKFVGTP 50

EVNQGPFGTOQRYEIKMTKMYKGFQALGDAADIRFVYTPAMESLCGYFHRS 100
HNRSEEFLIAGKLODGLLHITLCSFVAPWNSLSLAQRRGFTKTYTVGCEE 150
CTVFPCLSIPCKLQSGTHCLWTDQLLQGSEKGFQSRHLACLPREPGLCTW 200
QOSLRSQIAGTLEGGGGSGGGGSGGGGSVLENSAAAQVQLOESGGGLVQPG 250
GSLRLSCAASGRTFSDHSGYTYTIGWFRQAPGKEREFVARIYWSSGNTYY 300
ADSVKGRFAISRDIAKNTVDLTMNNLEPEDTAVYYCAARDGIPTSRSVES 350
YNYWGQGTQVTVSSAAAAEFRSCDKTHTCPPCPAPEAEGAPSVFLEFPPKP 400
KDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYN 450
STYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQ 500
VYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPV 550
LDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK 600

Abbildung 48: Schematische Darstellung von pcDNA3.1-TIMP1(fl M)-L-TNF sdAb-Fc
Schematische Darstellung des Plasmides pcDNA3.1-TIMP1(fl M)-L-TNF sdAb-Fc mit ausgewahlten Rest-
riktionsschnittstellen und dem offenen Leserahmen von T1T(fl M) (schwarzer Pfeil) sowie der Aminoséau-
resequenz von T1T(fl M).
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