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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Limitierte Proteolyse von Membranproteinen

1.1.1 Physiologische Bedeutung

Biologische Membranen bestehen aus einer Doppelschicht aus Phospholipiden, in
die eine Vielzahl von Proteinen eingelagert ist. Diese Proteine ermdglichen es den
Zellen, ihre verschiedenen Aufgaben zu erfullen. Membranproteine kdnnen in zwei
grobe Kategorien eingeordnet werden, in integrale (intrinsische) und periphere
(extrinsische) Membranproteine. Integrale Membranproteine sind so tief in die Mem-
bran eingebettet, dass ihre hydrophoben Regionen von den Fettsaureketten der Lipi-
de umgeben sind. Manche integralen Membranproteine ragen nur ein Stlck weit in
die Membran, andere, die Transmembranproteine, durchspannen sie ganz. Periphe-
re Membranproteine sind nicht in die Membran eingelagert, sondern lediglich mit ih-
rer Oberflache assoziiert, und zwar haufig mit den integralen Proteinen.

Mechanismen, welche die Expression von Membranproteinen regulieren, sind kritisch
fur die Biologie der Zelle; Veranderungen dieser Mechanismen konnen zu zellularen
Dysfunktionen fuhren (97). Wie das auch fur andere Proteine der Fall ist, wird die
Expression von Membranproteinen an vielen Punkten wahrend des biosynthetischen
Weges von der DNA zum posttranslatorisch modifizierten Protein kontrolliert. Zusatz-
liche regulatorische Mechanismen konnen beteiligt sein, wenn es zu einer Herunter-
regulation von Membranproteinen kommt (63). Membrangebundene Rezeptoren
kénnen z. B. durch Endozytose internalisiert werden, um daraufhin entweder in intra-
zellularen Vesikeln gelagert oder abgebaut zu werden (63). Neben der Herunterregu-
lation von Membranproteinen existieren noch weitere Mechanismen, die Rezeptor-
funktionen regulieren. Es besteht die Moglichkeit, dass Membranproteine in eine 16s-
liche Form Uberfihrt werden. Bisher sind zwei verschiedene Wege bekannt, die zu

der Bildung dieser I6slichen Proteine fuhren.
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Abb. 1.1 Mechanismen der Generierung léslicher Rezeptoren. (A) Membrange-
bundene und l6sliche Formen von Rezeptoren werden durch Translation alternativ
gespleildter pra-mRNA generiert. Exons sind als Rechtecke dargestellt, die mit A, B,
C, D und E gekennzeichnet sind. (B) Die l6sliche Form des Rezeptors wird durch
limitierte Proteolyse eines einzigen Transmembranproteins generiert. (aus Rose-
John et al. (1994) (151)).

Zum einen konnen l|6sliche Formen von Membranproteinen durch differentielles
SpleilRen der Pra-mRNA translatiert werden (Abb. 1.1A). Alternativ kann die extrazel-
lulare Domane einer Vielzahl von verschiedenen Membranproteinen durch proteolyti-
sche Spaltung in den extrazellularen Raum freigesetzt werden (73, 111, 151) (Abb.
1.1B). An diesem Prozess, der zumeist als Ektodomanen-Shedding oder kurz Shed-
ding bezeichnet wird, sind Proteasen beteiligt, die als Konvertasen oder Sekretasen
bezeichnet werden. Er betrifft viele Transmembranproteine, die nicht miteinander
verwandt sind. Zu diesen gehoren unter anderem Zytokinrezeptoren (5, 37, 124),
membranverankerte Wachstumsfaktoren (171, 180), Zelladhasionsproteine (19, 50)
und Ektoenzyme (46). Einen Uberblick verschafft Tabelle 1.
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Tab. 1.1 Integrale Membranproteine, deren I6sliche Isoformen durch limitierte
Proteolyse generiert werden. Abklrzungen: APP, ,amyloid precursor protein“; ANF,
»atrial natriuretic factor®; CSF, ,colony-stimulating factor”; GH, ,growth hormone®; I-
CAM, ,intracellular cell-adhesion molecule®; IL, Interleukin; MHC, ,major histocompa-
tibility complex®; NGF, ,nerve growth factor“; PDGF, ,platelet-derived growth factor®,
VCAM, ,vascular cell-adhesion molecule®; VSV, ,vesicular-stomatitis virus“ (Veran-
dert aus Hooper et al. (1997) (73))

Typ Protein Topologie |Referenz
Zelladhasions- CD14 Typ | (18)
molekule CD8 Typ | (54)
L-Selektin Typ | (85)
VCAM-1 Typ | (94)
ICAM-3 Typ | (40)
NG2 Proteoglykan |Typ | (128)
Leukozyten- Klasse | MHC Typ | (148)
Antigene IL-2R Typ | (147)
FcyRII-1 GPI (145)
IgE Rezeptor Typ Il (95)
FcyRII Typ | (157)
CD43 Typ | (16)
CD44 Typ | (15)
Rezeptorliganden |TGFa Typ | (133)
TNFa Typ Il (112)
Kit Ligand Typ | (76)
CSF-1 Typ | (41)
CD40 Typ | (64)
Fas Typ Il (172)
Rezeptoren TNFR-I Typ | (26)
TNFR-II Typ | (142)
NGF Rezeptor Typ | (43)
CSF-1 Rezeptor Typ | (44)
Transferrin Rez. Typ Il (33)
Poly-Ig Rezeptor Typ | (118)
ANF Rezeptor Typ | (1)
IL-1R Typ | (36)
IL-6R Typ | (124)
TGFB Rezeptor Typ | (102)
PDGF Rezeptor Typ | (175)
Syndecan Typ | (20)
CD27 Typ | (100)
Ectoenzyme ACE Typ | (46)
Sialyltransferase Typ Il (92)
virale Leukemogenes Typ | (58)
Membranproteine Glykoprotein
VSV Glykoprotein | Typ | (32)
Verschiedene BAPP Typ | (49)
Glykoprotein Ib Typ | (101)
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Ein angemessenes Gleichgewicht zwischen membrangebundenen und Idslichen
Formen dieser Proteine scheint fur deren normale physiologische Rolle wichtig zu
sein. Beispielsweise fuhrt eine Storung der korrekten Spaltung des Amyloid-
Vorlaufer-Proteins (APP) dazu, dass sich das B-Amyloid Peptid (Ap) bildet. Es existie-
ren drei Schnittstellen, die jeweils von der o-, B- und A-Sekretase erkannt werden.
Normalerweise wird APP zunachst von der a-Sekretase und im folgenden von der
A-Sekretase gespalten, wodurch ein grol3es |0sliches Fragment (sAPPa) und das
nicht-pathogene p3-Peptid freigesetzt werden. Kommt es statt des Schnitts der a-Se-
kretase in vermehrtem Umfang zu einer Spaltung durch die B-Sekretase, fihrt die
darauf folgende Spaltung der A-Sekretase zu der Bildung des pathogenen AB (161).
Dieses Peptid ist die Hauptkomponente der amyloiden Plaques in Gehirnen von Pa-
tienten, die unter der Alzheimerschen Krankheit leiden (93). Die weite Verbreitung
des Sheddings, zumindest zwei bis funf Prozent aller Membranproteine werden
durch limitierte Proteolyse freigesetzt (7), spricht stark dafur, dass die Freisetzung
von Membranproteinen durch proteolytische Spaltung von betrachtlicher physiologi-
scher Bedeutung ist. Im Falle von Rezeptoren und Zelladhasionsmolekulen, zum
Beispiel, fuhrt die Freisetzung durch eine veranderte Besetzung der Zelloberflache
und durch die Generierung l0slicher Antagonisten oftmals zu einer Aufhebung von
Signalweiterleitung bzw. Adhasionsvorgangen (45). Im Gegensatz dazu agieren viele
I6sliche Rezeptoren der IL-6-artigen Zytokine als Agonisten (152). Viel verschieden
Zellen bendtigen l6sliche Zytokinrezeptoren, um auf IL-6-artige Zytokine reagieren zu
konnen. Hierzu gehdren hamatopoetische Vorlauferzellen (139, 168), Endothelzellen
(150), Zellen der glatten Muskulatur (89) und neurale Zellen (109).

1.1.2 Die proTNFoa Konvertase (TACE)

1.1.2.1 Proteolytische Freisetzung von TNFa

BemUhungen, Proteasen zu finden, die an der Spaltung von Membranproteinen be-
teiligt sind, haben kurzlich zu der Identifizierung und Klonierung eines Enzyms ge-
fuhrt, das verantwortlich fur die Spaltung des Vorlaufers von Tumor Nekrose Faktor
Alpha (proTNFa) ist. TNFo ist ein hauptsachlich von aktivierten Monozy-
ten/Macrophagen freigesetztes Zytokin (129), das eine Vielzahl von physiologischen
und pathologischen Antworten auslésen kann. Hierunter fallen zum einen lokale Ef-

fekte wie Wachstumsinduktion, Differenzierung und Antitumoraktivitat, zum anderen
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systemische, wie Sepsis und Multiple Sklerose (81). Das Protein liegt als trimerer
membrangebundener Vorlaufer (173) mit einem Molekulargewicht von 26 kDa vor,
das durch die Metalloprotease TACE (TNFo Converting Enzyme) zwischen Alaze und

Valz7 gespalten werden kann, um das reife 17 kDa grof3e TNFa freizusetzen (2).

1.1.2.2 TACE als Mitglied der Familie der Metalloproteasen-Disintegrine

TACE, das parallel von zwei Gruppen kloniert worden war (21, 117), gehort zu einer
Familie von Membranproteinen, die eine hohe Homologie zu I6slichen zinkabhangi-
gen Metalloproteasen aufweisen, die in Schlangengiften vorhanden sind (165, 183).
Die Bezeichnung der Schlangengifttoxine als Adamalysine geschah in Anlehnung an
Adamalysin I, einem Enzym aus der Klapperschlange Crotalus adamanteus (61).
Die homologen Saugetierenzyme wurden daraufhin in die Familie der ADAMs grup-
piert (A Disintegrin and Metalloprotease). TACE wird nun auch ADAM 17 genannt.
(23, 183). Adamalysine und Sauger-ADAMs sind sich sehr ahnlich und haben prak-
tisch denselben Aufbau. Abb. 1.2 veranschaulicht den die typische Domanenstruktur

dieser Proteine am Beispiel von TACE.

Abb. 1.2 Domanenstruktur von TACE. Der Balken reprasentiert das Protein TACE.
Die einzelnen Domanen werden durch die verschieden gefarbten Rechtecke darge-
stellt.

Auf ein 17 Aminosauren langes Signalpeptid folgt eine Prodomane aus etwa 200 A-
minosauren, die vor der Aktivierung der Protease proteolytisch entfernt werden muss
(117). Die katalytische Domane von TACE enthalt eine in Zink-abhangigen
Metalloproteasen hoch konservierte Sequenz, das sogenannte ,HEXXHXXGXXH(D)-
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Motiv“ (165). Die darin enthaltenen drei Histidinreste sind an der Bindung des kataly-
tisch essentiellen Zink-lons beteiligt. Die Disintegrindomane verdankt ihren Namen
kurzen loslichen Disintegrinen, die zunachst in Schlangengiften identifiziert worden
waren (77, 113). Diese Disintegrine binden fest an das Integrin allbB3 der Blutplatt-
chen und fungieren als kompetitive Inhibitoren der Blutplattchenaggregation, da sie
die Bindung der Blutplatichen an das Plasmaprotein Fibrin wahrend der Blutgerin-
nung verhindern (113). Der Name Disintegrin bezieht sich auf die Unterbrechung der
Integrinbindung (62). Die Funktion der Disintegrin- und der cysteinreichen ,Epidermal
Growth factor“- (EGF) ahnlichen Domanen sind bislang nicht bekannt. Im Gegensatz
zu den Metalloproteasen aus dem Schlangengift besitzt TACE eine Transmembran-
region und einen cytoplasmatischen Schwanz von etwa 100 Aminosauren. Maskos et
al. (110) konnten die Kristallstruktur der katalytischen Domane von TACE kurzlich
I6sen. (Abb. 1.3A) Es zeigte sich, dass TACE eine typische zinkabhangige Metal-
loprotease ist (165). Die gréRte Ahnlichkeit hat sie zu katalytischen Domanen der
Metalloproteasen aus dem Schlangengift wie beispielsweise Adamalysin Il. Dies wird
daran deutlich, dass sich etwa 175 der 359 Aminosaurereste von TACE mit der aqui-
valenten Region von Adamalysin Uberlagern lassen (Abb. 1.3B). Die katalytische
Domane von TACE ist langer als die der anderen Adamalysine/ADAMs. Die durch
die zusatzlichen Aminosauren gebildeten zwei Schleifen besitzt aul’er TACE nur
ADAM 10, das am nachsten verwandte Mitglied der ADAM Familie (119). Durch die
Untersuchung von TACE-defizienten Mausen, die TACE mit deletierter katalytischer
Domane besalden, konnten Peschon et al. (137) zeigen, dass diese Metalloprotease
neben der Spaltung von proTNFa auch wichtig fir das Shedding von Molekulen wie
dem Adhasionsprotein L-Selektin und dem Wachstumsfaktor pro-,Tumour Growth
Factor Alpha“ (TGFa) ist. Diese Tiere waren nicht nur nicht in der Lage, proTNFa zu

prozessieren, sie zeigten auch erhebliche Mangel in der Spaltung dieser Proteine.
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Abb. 1.3 Bandermodell katalytischen Domane von TACE (A) und in Superposi-
tion mit Adamalysin (B). (A) Die Kette beginnt bzw. endet an der linken unteren
bzw. oberen Ruckseite. Die drei Disulfidbricken sind als grune Verbindungen und
das katalytische Zink als pinke Kugel dargestellt. Hissos, HiSa09, HiS415, Mets3s, Prossz
und der mit der Domane kristallisierte Inhibitor (weif3) sind in voller Struktur darge-
stellt. Die Abbildung wurde mit SETOR (48) hergestellt. (B) Uberlagerung des Ban-
dermodells der katalytischen Domanen von TACE (Gold) und Adamalysin (Blau) (59,
60). Ebenso gezeigt sind das katalytische Zink von TACE (Pink) und drei (TACE)
bzw. zwei (Adamalysin) Disulfidbricken. Die Orientierung ist dieselbe wie in (A). Die
Abbildung wurde mit GRASP generiert (135). (aus Maskos et al. (1998) (110))

1.1.3 Weitere Vertreter der ADAM-Familie mit aktiver
Metalloprotease-Domane

Ein weiteres Mitglied aus der Familie der ADAMs mit proteolytischer Fahigkeit ist
ADAM10 (MADM/Reprolysin/KUZ) (75). Die erste proteolytische Aktivitat, die fur die-
ses Proteine entdeckt wurde, war die Spaltung des Myelin basischen Proteins (31),
das vermutlich nicht das physiologische Substrat dieses Enzyms darstellt. Rosendahl
et al. (153) konnten nachweisen, das ADAM 10 in der Lage ist, ein die Zellmembran
durchspannendes Peptid, das die Spaltsequenz von proTNFo enthalt, zu spalten. Ob
diese Protease allerdings tatsachlich an der Prozessierung von proTNFa beteiligt ist,
bleibt ungewiss. Allerdings sprechen Untersuchungen an TACE defizienten (TACE™)
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Mausen gegen eine solche Beteiligung, da in ihnen die Freisetzung von TNFo um
80-90 % reduziert ist (137). AuRerdem konnten subletal bestrahlte Mause, die mit
einem TACE” hamatopoetischen System rekonstituiert worden waren, kein TNFa
mehr freizusetzen (22). Lammich et al. (93) konnten kirzlich zeigen, dass ADAM 10
ein méglicher Kandidat fiir die a-Sekretase, die APP prozessiert, ist. Durch Uberex-
pression von ADAM 10 in humanen embryonalen Nierenzellen konnte die o-
Sekretase Aktivitat um ein vielfaches gesteigert werden. Die Transfektion mit einem
dominant negativen ADAM 10 flhrte zu einer Inhibition endogener a-Sekretase Akti-
vitat.

Innerhalb der stets wachsenden Familie der ADAMs existieren zumindest zwei weite-
re aktive Metalloproteasen. Izumi et al. (80) konnten zeigen, dass ADAM 9 (Meltrin
Y/MDC 9) an dem Protein Kinase C3 (PKC3) abhangigen Shedding von Heparin bin-
dendem EGF-ahnlichen Wachstumsfaktor (HB-EGF) beteiligt ist. HB-EGF bindet an
und stimuliert die Phosphorylierung des EGF Rezeptors. Das Substrat von ADAM 12
(Meltrin o) konnte noch nicht identifiziert werden. Allerdings konnte nachgewiesen
werden, dass ADAM 12 eine aktive Metalloprotease ist (98), vermutlich eine Rolle bei

der Tumorzelladhasion (78) und der Myogenese (57) spielt.

1.1.4 Charakterisierung der ADAMs

Mitglieder der ADAM Proteinfamilie sind dadurch charakterisiert, dass sie sowohl ei-
ne Metalloprotease- als auch eine Disintegrindomane enthalten (184). Obwohl be-
reits zumindest 30 Vertreter dieser Familie kloniert worden sind, wird die Gewebever-
teilung und Funktion einiger dieser Proteine erst langsam entschlusselt (Tab. 1.2)
(21). Verschiedene ADAMs wie Fertilin o/ und Cyritestin sind an der Befruchtung
und/oder der Spermatogenese beteiligt (34, 190). Des weiteren konnte gezeigt wer-
den, dass ADAMs an der Myoblastenfusion und der neuronalen Entwicklung beteiligt
sind (23, 185).
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Tab. 1.2 Familie der ADAM Metalloproteasen. Die Tabelle stammt von der Inter-
netseite: http://www.med.virginia.edu/~jagén/adams.html/. ®Unter Berlicksichtigung
des phylogenetischen Stammbaums der ADAM-Familie kann angenommen werden,
dass verschiedene Mitglieder ohne eine enzymatisch aktive Metalloproteasedomane
von Vorfahren abstammen, die ein aktives zinkbindendes Motiv besalien. Daher ha-
ben diese Familienmitglieder das funktionale zinkbindende Motiv und damit die Me-

talloproteaseaktivitat vermutlich sekundar verloren (30).

cDNA Metalloprotease- Andere Bezeich- |Physiologische Funktion
aktivitat nungen
ADAM 1 deduziert PH-30 alpha; Fer- | Akrosomenreaktion
tilin alpha
ADAM 2 PH-30 beta; Fer- | Akrosomenreaktion
tilin beta
ADAM 3 Cyritestin; tMDC |
ADAM 4 | sekundar verloren® |tMDCV
ADAM 5 tMDC |l
ADAM 6 sekundar verloren® |tMDC IV
ADAM 7  |sekundar verloren® |EAP |
ADAM 8 deduziert MS2
ADAM 9 demonstriert MDC9, meltrin Shedding; EGF-artiger
gamma Wachstumsfaktor
ADAM 10 |demonstriert MADM; kuzbanian | Shedding, neuronale Entwick-
lung in D. melanogaster
ADAM 11 | sekundar verloren® |MDC
ADAM 12 | demonstriert Meltrin alpha Myoblastenfusion
ADAM 13 |deduziert
ADAM 14 adm-1
ADAM 15 |deduziert Metargidin; MDC
15
ADAM 16 |deduziert MDC 16
ADAM 17 | demonstriert TACE Shedding von proTNFo und
anderer Membranproteine
ADAM 18 tMDCIII
ADAM 19 |deduziert Meltrin beta
ADAM 20 |deduziert
ADAM 21 | deduziert
ADAM 22 |sekundar verloren? |MDC 2
ADAM 23 |sekundar verloren® |MDC 3
ADAM 24 | deduziert Testase-1
ADAM 25 |deduziert Testase-2
ADAM 26 |deduziert Testase-3
ADAM 27 identisch zu ADAM 18
ADAM 28 |deduziert eMDCII, MDC-Lm,
MDC-Ls
ADAM 29 |sekundar verloren®
ADAM 30 |deduziert
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Wahrend der Biosynthese werden katalytisch aktive ADAMs als grolere, inaktive
Vorlaufer generiert, bei denen die Prodomane mit der katalytische Domane assoziiert
ist (99, 149) (Abb. 1.4). Es wird angenommen, dass hieran ein sogenannter ,Cystei-
ne-switch“ Mechanismus beteiligt ist, bei dem eine Sulfhydrylgruppe einer ungeraden
Anzahl an Cysteinen in der Prodomane mit dem Zn?" lon in der katalytischen Tasche
interagiert, wodurch das Enzym inhibiert wird (176). Sobald eine furinartige Propro-
tein-Konvertase die Prodomane entfernt hat, wird das Enzym aktiv (98) und kann im
folgenden sein Substrat prozessieren. AufRer als Inhibitor der Proteasedomane
scheint die Prodomane wichtig fir die richtige Reifung und den intrazellularen Trans-

port zumindest einiger ADAMs zu sein (99, 149).

His
[
|
His
RRRR
Prodoméne
«— <— Furinartige
pro-Protein
Metalloprotease Konvertase Substrat
Doméne
Disintegrin

Domaéne
Cystein-reiche
Doméne
EGF

“Repeat”
Transmembran
Domaéne

Cytoplasmatischer
Schwanz

Keine katalytische Katalyti i

e ke ytische Region
Region in Metallo in Metalloprotease
protease Doméne Doméne (HEXXH)

Abb. 1.4 Domanenstruktur und angenommener Aktivierunsmechanismus der
ADAMs. Links ist ein ADAM ohne katalytische Konsensussequenz dargestellt. Bei
katalytisch aktiven ADAMs fungiert die Prodomane als Inhibitor. Das Zn*" ist durch
drei Histidine in der katalytischen Tasche koordiniert. Die freie Sulfhydrylgruppe des
Cysteins der Prodomane liefert die vierte Koordinierungsstelle. Dadurch bleibt das
Enzym inaktiv, bis die Prodomane durch eine furinartige Protease abgespalten wird
(adaptiert von Schlondorff et al. (1999) (159)).

Viele Mitglieder der ADAM Familie besitzen eine Metalloprotease-Domane, in der die

Konsensussequenz HEXXH fehlt, so dass sie keine katalytische Aktivitat besitzen. Im
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Falle von Fertilin wird die nicht-katalytische Metalloprotease-Domane wahrend der
Spermienreifung entfernt. Bis jetzt ist unklar, ob die Metalloprotease-Domane an der
Bindung von Integrin beteiligt ist oder ob die Disintegrin-Domane eine Rolle beim
Shedding spielt (119). Allerdings weisen einige klrzlich gewonnene Erkenntnisse
darauf hin, dass beide Domanen wichtig fur die Funktion der Proteine sind. Das
ADAM Protein KUZ (das Drosophila melanogaster Homolog zu ADAM 10), von dem
gezeigt worden war, das es eine Rolle bei der Regulierung des neuronalen Zell-
schicksals in Drosophila melanogaster spielt (189), konnte durch eine verkurzte Form
von KUZ inhibiert werden, bei der die Metalloprotease-Domane fehlte. Diese verklrz-
te Form von KUZ fungierte als dominant negativer Inhibitor, was darauf hindeutet,
dass KUZ sein Substrat Uber die Disintegrin-Domane bindet (132). Die Substrate von
KUZ scheinen Komponenten des Notch Signalweges zu sein (132, 144), der fir die
korrekte Entwicklung neuronaler Zellen in D. melanogaster wichtig ist. Zolkiewska et
al. (192) konnten fur die Disintegrindomane von ADAM 12 nachweisen, dass es sich
hierbei um eine aktive Zelladhasionsdomane handelt. Diese Ergebnisse sprechen
dafur, dass in diesen Proteinen ein Zusammenspiel zwischen der Metalloprotease-

Domane und der Disintegrin-Domane existiert.

1.1.5 Regulation des Sheddings

1.1.5.1 Induktion und Inhibition

Trotz der biomedizinischen Relevanz verschiedener Substrate des Shedding Sys-
tems ist Uber seine Regulation erst wenig bekannt. Es existiert weder eine Sequenz-
homologie an der Spaltstelle noch wurden strukturell ahnliche Merkmale entdeckt.
Trotzdem konnte durch mehrere Studien angenommen werden, dass es eine allge-
meine Spaltmaschinerie gibt, um zellgebundene Proteine freizusetzen (115, 123):
Die meisten Sheddingprozesse konnen durch PMA, einem starken Aktivator der Pro-
tein Kinase C, beschleunigt werden (111, 125, 151) (Abb. 1.5). Sie werden durch auf
Hydroxamaten basierende Metalloproteaseinhibitoren blockiert, die urspringlich ent-
wickelt worden waren, um die Proteolyse von proTNFa zu inhibieren (z. B. TAPI) (56,
112).
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Abb. 1.5 Stimulation und Inhibition von Sekretasen. Die stimulatorisch auf den
Sheddingprozess wirkenden Faktoren sind durch einen Pfeil dargestellt. Das Frage-
zeichen soll veranschaulichen, dass noch nicht alle Faktoren bekannt sind. Inhibito-
risch wirken Hydroxamate.

Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass weitere Stimulationsmechanismen existieren:
Bakterielle Toxine kdnnen die Spaltung verschiedener Membranproteine auslosen
(179). Allerdings werden hierbei alternative Spaltstellen verwandt, was darauf
hindeutet, dass Proteine durch Shedding an verschiedenen Spaltstellen in ihre |0sli-
che Form Uberfuhrt werden konnen. Diese Studien veranschaulichten einen neuen
Mechanismus, wie mikrobielle Proteasen wahrscheinlich langanhaltende biologische
Effekte im Wirtsorganismus bewirken kénnen (178). Des weiteren konnten Jones et
al. (84) nachweisen, dass die Freisetzung von Idslichem IL-6R durch das Akutphase-
Protein C-reaktives Protein (CRP) induziert wird. Erst kurzlich wurde nachgewiesen,
dass auch Calmodulin Inhibitoren (42) und Stickoxid (191) die Spaltung von Mem-
branproteinen stimulieren. Ebenfalls fur einen allgemeinen Mechanismus spricht,
dass mutante Zell-Linien, die auf ein Fehlen an proTGFa Shedding selektiert worden
waren, auch eine defekte Freisetzung verschiedener miteinander nicht verwandter

Ektodomanen aufwiesen (7, 9).
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1.1.5.2 Postulierter Spaltmechanismus

Uber den Spaltmechanismus an sich und dessen regulierende Komponenten ist bis-
lang wenig bekannt. Kenntnisse Uber die Struktur von proTNFa und die katalytische
Domane von TACE erlaubten es, vorlaufige Modelle fir die Bindung von TACE an
proTNFo. am Computer zu entwickeln (110). Das hieraus abgeleitete wahrschein-
lichste Modell ist schematisch in Abb. 1.6 dargestellt und zeigt die Interaktion der

beiden Membranproteine proTNFo und TACE.

<«<—202a ——> <{-8aaP>

Abb. 1.6 Schematisches Modell des hypothetischen proTNFo-TACE-Komplex-
es. Trimeres proTNFa besteht aus intrazellularer und Transmembrandomane, sowie
einem 26 bis 28 Reste langen Stiels und dem kompakten trimeren TNFa Konus (83).
TACE und proTNFa sind méglicherweise in der Art in der Membran verankert, dass
der TNFa-Konus an der ,rechten® Seite der katalytischen Domane angeflgt ist, so
dass die Bindung an der Spaltstelle AlazsVal;7 eines proTNFa-Strangs oberhalb der
katalytischen Tasche platziert wird. (Aus Maskos et al. (1998) (110)).

Die aktive Tasche der katalytischen Doméane von TACE bindet die Spaltstellenregion
eines Moleklls des proTNFa-Trimers. Dass es bevorzugt zu einer Spaltung bei
AlazgValyz durch TACE kommt, kann teilweise durch glnstige Interaktionen in der

Umgebung der aktiven Tasche erklart werden (110). Des weiteren wird angenom-
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men, dass die katalytische Domane von TACE mit dem Konus des proTNFao Trimers
interagiert (83). Die Disintegrindomane scheint in der Substrat-Enzym Interaktion, wie
sie fur proTNFa und TACE angenommen wird, nicht beteiligt zu sein. Wichtig fur die
Spaltung scheint allerdings nicht nur eine Interaktion der katalytischen Domane der
Protease mit der Spaltstellenregion des zu prozessierenden Proteins zu sein, son-
dern auch die Interaktionen des Enzyms mit Regionen, die distal zu der eigentlichen
Spaltstellenregion liegen. Dies konnte sowohl fur proTGFa (8) als auch fur ,Angio-

tensin Converting Enzyme® (ACE) (155) gezeigt werden.

1.1.5.3 Bedeutung von Spaltstellensequenzen

Proteine, die durch die postulierte allgemeine Sheddingmaschinerie gespalten wer-
den, zeigen keine Ubereinstimmungen in der Sequenz der Spaltstellenregion. Dies
lasst vermuten, dass entweder mehrere unterschiedliche Proteasen an dem Vorgang
beteiligt sind oder dass das Enzym keine strikte Sequenzspezifitat aufweist. Bisher
konnte gezeigt werden, dass Deletionen in der Spaltstellenregion eine Spaltung ver-
hindern. Hierbei zeigte sich, dass die analysierten Proteine unterschiedlich sensibel
auf die durchgefuhrten Deletionen reagierten. Im Falle vom IL-6R (124), L-Selektin
(116), proTGFa (26) und ,Colony-Stimulating Factor” (CSF-1) (41) fUhrten schon
kleine Deletionen von etwa funf Aminosauren dazu, dass die Proteinen nicht mehr
gespalten werden konnten. proTNFo wurde erst nach einer Deletion von 20 Amino-
sauren nicht mehr gespalten (174). Im Falle von ACE fuhrte eine Deletion von 24
Aminosauren zu einer verlangsamten Prozessierung des Proteins. Erst die komplette
Deletion der Spaltstellenregion (47 Aminosauren) fuhrte zu einer Blockierung des
Sheddings (46). Fur alle diese Proteine konnte des weiteren gezeigt werden, dass
Punktmutationen im Bereich der Spaltstelle zu keiner Reduktion der Spaltung fuhr-
ten, was vermuten lasst, dass es keine strikte Sequenzspezifitat gibt. Die gewonne-
nen Erkenntnisse fUhrten zu der Vermutung, dass ein ausreichend grof3er Abstand
zwischen Zellmembran und erster extrazellularer Domane existieren muss (der sog.
Stiel), so dass die Protease Zugang zur Spaltstelle erhalt (174). Es wurde postuliert,
dass die Freisetzung eines Membranproteins durch die entsprechende Protea-
se/Sekretase eine offene oder zumindest zugangliche Stielregion von mindesten 11
Aminosauren bendtigt (Abb. 1.7). Hierbei musste ein minimaler Abstand von drei A-
minosauren zur proximalen extrazellularen Domane und von mindestens acht Amino-

sauren zur Membran vorliegen (46). Membranproteine mit kirzeren Stielsequenzen
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waren demzufolge schlechte Substrate flr die Sheddingmaschinerie. Dies konnte am
Beispiel von P- und E-Selektin bzw. von Integrin B-Untereinheiten gezeigt werden,

die Stiellangen von acht, sieben bzw. finf Resten aufweisen (85, 88).

Membranprotein

[ stiel Extrazellular

Doppelmembran

Cytoplasma

Abb. 1.7 Hypothetisches Modell liber die minimale Lange des Stiels eines spalt-
baren Membranproteins. Die Konvertase bendtigt einen Stiel von zumindest 11 A-
minosauren Lange, um Zugang zur Spaltstelle (gestrichelte Linie) zu erhalten. Die
Spaltung findet in mindestens acht Aminosauren Entfernung von der Zellmembran
statt und mindestens drei Reste von der proximalen extrazellularen Domane statt.

Daraufhin wurde untersucht, ob die Aminosauresequenz der Spaltstellenregion Uber-
haupt eine Rolle als Determinante der Spaltspezifitat hat. Arribas et al. (8) hatten ge-
zeigt, dass kurze membrannahe Sequenzen aus APP und proTGFa in der Lage wa-
ren, das nicht spaltbare Proteoglykan Betaglykan (Typ Il TGF3 Rezeptor) der Spalt-
maschinerie zuganglich zu machen. Im Gegensatz hierzu konnten Sadhukhan et al.
(155) im Falle von ACE nachweisen, dass die distale extrazellulare Doméane sowohl
fur die Erkennung als auch fir die Spaltung durch die beteiligte Protease ausrei-
chend ist. Ein Transfer dieser Domane auf das nicht spaltbare Protein CD4 fuhrte zu

einer PMA-induzierten Spaltung dieses Molekuls (155).
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1.2 Signalweiterleitung uber den IL-6/IL-6R Komplex

1.2.1 Physiologische Funktionen von Interleukin-6 (IL-6)

Fur die Steuerung von Stoffwechselvorgangen sowie Proliferation und Differenzie-
rung von Zellen im gesamten Organismus ist ein Informationsaustausch zwischen
Zellen und Organen lebenswichtig. Diese Information wird Uber Zell-Zell-Kontakte
oder uber humorale Medien ausgetauscht. Zu den letzteren gehéren Hormone und
Zytokine. Zytokine sind extrazellulare Proteine, die vor allem die Immunabwehr, Ha-
matopoese und neuronale Entwicklung steuern. Zu ihnen gehdren Interleukine, Inter-
ferone, Wachstumsfaktoren, koloniestimulierende Faktoren, Tumor-Nekrose Fakto-
ren und Chemokine. Das gleiche Zytokin kann von verschiedenen Zelltypen expri-
miert werden. Zytokine aktivieren ihre Zielzellen Uber spezifische Rezeptoren auf der
Membran.

Interleukin-6 (IL-6) ist ein multifunktionelles Zytokin, dass eine zentrale Rolle als Dif-
ferenzierungs- und Wachstumsfaktor fur hamatopoetische Vorlauferzellen, B- und T-
Zellen, Keratinozyten, neuronale Zellen, Osteoclasten und Endothelzellen (4, 11)
spielt. AuRerdem moduliert IL-6 die Transkription von verschiedenen Leber spezifi-
schen Genen bei akuten und chronischen entziindlichen Zustanden (55). Bei gesun-
den Menschen ist das Zytokin im Serum kaum messbar (< 10 pg/ml). Pathologisch
veranderte IL-6 Spiegel in Grollenordnungen bis zu einigen pyg/ml im Serum wurden
dagegen fur verschiedene hamatologische Krankheitsbilder beschrieben, z. B. Plas-
mazytom (167), Castlemann’sche Krankheit (28), Osteoporose (82), Rheumatoide
Arthritis (70), Sepsis (68) und AIDS (72, 140).
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Neuronale
Plasmozytom Plasma Zelle  B-Zelle Differenzierung

Akut-Phase Protein Synthese

Abb. 1.8 IL-6 als multifunktionelles Zytokin. IL-6 ist ein Wachstums- und Differen-
zierungsfaktor fur eine Vielzahl von Zelltypen und induziert bei entzindlichen Pro-

zessen die Expression von Akut-Phase-Proteinen in der Leber (aus Heinrich et al
(1990) (69).

1.2.2 Der IL-6 Rezeptor (IL-6R)

Am Aufbau des IL-6-Rezeptorkomplexes sind zwei unterschiedliche Proteine betei-
ligt. Beide Untereinheiten sind Membranproteine vom Typ [, d. h. ihr N-Terminus be-
findet sich aulerhalb der Zelle, der C-Terminus im Zytoplasma. Bei der IL-6 binden-
den Untereinheit (IL-6R) handelt es sich um ein Glykoprotein von 80 kDa, dessen
cDNA erstmals aus einer cDNA Bibliothek der humanen ,Natural Killer“-Zell-Linie YT
kloniert worden war (187). Die zweite Untereinheit des Komplexes ist das ubiquitar
vorkommende Glykoprotein gp130, das seinen Namen aufgrund seines Molekular-
gewichts erhalten hat. Dieses Membranprotein, das aus cDNA Bibliotheken von Pla-
zenta und U266-Zellen kloniert werden konnte (71), ist fir die Weiterleitung des Sig-
nals in der Zelle verantwortlich (169). Beide Rezeptorproteine gehéren aufgrund ihrer

Struktur zu der ,Hemopoietic Receptor Family“ (HRF) (13, 14), zu der u. a. auch die
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Rezeptoren von ,Leukaemia Inhibitory Factor® (LIF), ,Ciliary Neurotrophic Factor*
(CNTF) und IL-4 gehdren.

Unter Hinzunahme des 19 Aminosauren langen Signalpeptids besteht der IL-6R aus
468 Aminosauren. Die N-terminalen 90 Aminosauren des Proteins weisen grofie
Homologien zu Proteinen der Immunglobulin-Superfamilie auf. Fir die
Transmembrandoméane konnte mittels Hydrophobizitatsanalysen die ungewohnliche
Lange von 28 Aminosauren ermittelt werden (187). Von bisher unbekannter Funktion
ist die keine Homologie zu bekannten Strukturen anderer Rezeptoren aufweisende
cytoplasmatische Domane aus 82 Aminosauren (169).

Die zweite Komponente des IL-6R-Komplexes (gp130) besteht aus 918 Aminosau-
ren. Rezeptoren fur LIF, ,Oncostatin M“ (OSM), ,Granulocyte-Colony Stimulating
Factor” (G-CSF) und Leptin zeigen eine hohe Homologie zu gp130. Sie werden da-
her in einer gp130-Subfamilie der Klasse-I-Zytokinrezeptoren zusammengefasst
(170).

1.2.3 Entstehung des IL-6/IL-6R Komplexes

Der I6sliche IL-6R agiert im Gegensatz zu vielen anderen I6slichen Zytokinrezeptoren
in agonistischer Weise, d. h. der l6sliche Rezeptor kann nach Binden an IL-6 ebenso
zur Signalauslosung fuhren wie der membrangebundene Rezeptor (Abb. 1.9). Hier-
bei bildet freies IL-6 zunachst einen niedrig affinen Komplex (Kp = 10° M) mit dem
spezifischen IL-6R in membrangebundener (Abb. 1.9A) oder I6slicher Form (Abb.
1.9B) (187); dieser Komplex assoziiert mit hoher Affinitat (Ko = 10™"" M) mit mindes-
tens einem gp130-Molekul (71, 187). Die darauf folgende kovalente Dimerisierung
zweier gp130-Molekulle durch Disulfidbrickenbindung fuhrt schlief3lich zur Auslésung
eines intrazellularen Signals (126). Eine Zelle, die zwar gp130 exprimiert aber keinen
membrangebundenen IL-6R, kann nicht auf IL-6 reagieren. Sie wird jedoch durch
eine weitere Zelle, die den spezifischen Rezeptor freisetzt, responsiv fur das Zytokin.

Dieses Prinzip wurde als "Transsignalling' bezeichnet (151).
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Abb. 1.9 gp130 Stimulation durch Iéslichen oder membrangebundenen IL-6R.
(A) IL-6 bindet an den membrangebundenen IL-6R. Dieser Komplex assoziiert mit
einem Molekll gp130. Dies fuhrt zu einer Homodimerisierung zweier gp130-Molekiile
und zum Signal. (B) Eine IL-6R produzierende Zelle setzt den l6slichen IL-6R frei, der
daraufhin an IL-6 binden kann. Dieser Komplex l6st die Homodimerisierung von
gp130 auf Zellen aus, die zwar gp130 aber keinen IL-6R exprimieren (aus Peters et
al. (1998) (138).
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1.2.4 Signalweiterleitung uiber gp130

Im Gegensatz zu einer Vielzahl von Wachstumsfaktorrezeptoren besitzen Zytokinre-
zeptoren der gp130-Subfamilie keine intrinsische Kinaseaktivitat. Es konnte aller-
dings festegestellt werden, dass Zytokinrezeptoren dennoch in der Lage sind, Uber
ihre zytoplasmatische Domane Ligandenbindung mit der Tyrosinphosphorylierung
von zytoplasmatischen Substraten zu koppeln. Dies fuhrte zu der ldentifikation von
Proteintyrosinkinasen, die mit Zytokinrezeptoren assoziiert sind und nach Liganden-
bindung aktiviert werden (134, 182). Diese gehdren zu der Familie der Janus Kina-
sen (JAKs) (79). JAK1 und JAK2 sind konstitutiv mit der zytoplasmatischen Region
von gp130 assoziiert und werden infolge der Zytokinbindung aktiviert (105). Die li-
gandeninduzierte Dimerisierung fuhrt zunachst zu der intrazellularen Tyro-
sinphosphorylierung von gp130, das nun Transkriptionsfaktoren der ,Signal Transdu-
cer and Activator of Transcription (STAT)-Familie binden kann (164) (schematisch
dargestellt in Abb. 1.10).

Die Rekrutierung von STAT3 und, in geringerem Mal3, STAT1, fuhrt zu deren Tyro-
sinphosphorylierung durch JAK-Kinasen und anschlielender Dimerisierung uber
SH2-Domanen (162). Neben der Aktivierung von STAT-Faktoren fuhrt die Stimulation
von gp130 zu Veranderungen in der GTPase-Aktivitdt des ,rat sarcoma“-Proteins
(RAS) (158). Der erhdhte Anteil von regulatorisch aktivem RAS-GTP fuhrt zur Tyro-
sinphosphorylierung und Aktivierung von Raf-1, einer Serin/Threonin-Kinase, die ih-
rerseits zur Phosphorylierung einer weiteren Serin/Threonin-Kinase, Mitogen-
aktivierte Proteinkinase (MAP), beitragt (25, 38). Die Signalkette des RAS/MAPK-
Weges fuhrt schliel3lich zur Threoninphosphorylierung und Aktivierung des Transkrip-
tionsfaktors NF-IL-6, welcher an Typ1-Promotorregionen der Akut-Phase-Proteine
bindet und deren Expression initiiert (3, 127). STAT-Dimere aktivieren ebenfalls die
Expression von Akut-Phase-Proteinen nach Bindung an Typ2-Promotorregionen
(Abb. 1.10) (141, 181).
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Abb. 1.10 gp130-Signalweg uiber JAK/STAT und RAF/MAPK. Nach der Zytokin-
induzierten Dimerisierung von gp130 werden Tyrosinkinasen der JAK-Familie akti-
viert, die im zytoplasmatischen Bereich des gp130-Moleklls assoziiert sind. Die an-
schliellende Phosphorylierung von Tyrosinseitenketten im box3-Motiv des gp130
durch JAKs fuhrt zur Rekrutierung von STAT-Faktoren, die nach Phosphorylierung
durch die benachbarten JAKs dimerisieren und in den Kern wandern. Dort erfolgt die
positive Regulation von Akut-Phase-Genen Uber ,IL-6-responsive elements“ vom
Typ1. Ein zweiter Signalweg verlauft Uber eine Kaskade von Ser/Thr-Kinasen, die
initial durch RAS aktiviert wird und endet in der Aktivierung des Transkriptionsfaktors
NF-IL-6 (aus Taga & Kishimoto (1997) (170)).
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1.3 Zielsetzung der Arbeit

Die extrazellulare Domane einer Vielzahl nicht miteinander verwandter Proteine kann
durch limitierte Proteolyse von der Zellmembran abgespalten werden. Dieser als
Shedding bezeichnete Prozess, der von hoher biomedizinischer Relevanz ist, wird
bislang in seinem Mechanismus erst ansatzweise verstanden.

Die Protease, die fur die Spaltung von proTNFo verantwortlich ist, konnte kurzlich
identifiziert werden. Ebenso konnte gezeigt werden, dass sie eine wichtige Rolle in
der Freisetzung von TGFo und L-Selektin spielt. Da bislang noch keine Verdffentlich-
ungen daruber existierten, ob TACE an der Spaltung des IL-6R beteiligt ist, sollte
dies in der vorliegenden Arbeit untersucht werden.

Obwohl der Prozess des Sheddings zumeist durch Phorbolester, die Protein Kinase
C aktivieren, stimuliert und durch Hydroxamate wie beispielsweise den TNFo Protea-
se Inhibitor TAPI inhibiert werden, existieren im Bereich der Spaltstellen keine Ahn-
lichkeiten untereinander. Mit der vorliegenden Arbeit sollten Untersuchungen Uber
die Wichtigkeit und Austauschbarkeit von Spaltstellenregionen verschiedener Protei-
ne durchgefluhrt werden. Als Ansatz wurde die Generierung chimarer Proteine ge-
wahlt. Zum einen sollten die Spaltstellenregionen zweier spaltbarer Proteine,
proTNFo und IL-6R, untereinander ausgetauscht werden, um zu untersuchen, ob
sich dieser Eingriff auf das Spaltverhalten dieser Proteine auswirkt. Des weiteren
sollten die Spaltregionen von proTNFa, proTGFa und IL-6R in ein Protein eingesetzt
werden, das nicht durch die regulierte Spaltmaschinerie freigesetzt wird. Hierdurch
sollte untersucht werden, ob bereits diese kurzen Peptide in der Lage sind, ein sol-

ches Protein spaltbar zu machen.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Es wurden, soweit erhaltlich, ausschlieBlich Chemikalien des Reinheitsgrades pro
analysi der Firmen Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Fluka (Buchs), Sigma (Dei-
senhofen) und Roche Diagnostics (Mannheim) verwendet. ,Tran[>*S] Label“ wurde
von ICN Biomedicals GmbH (Meckenheim) bezogen. Der auf Hydroxamat basieren-
de Metalloprotease-Inhibitor TAPI (56, 112) wurde freundlicherweise von Immunex
Corp. (Seattle, Wa, USA) zur Verfigung gestellt.

2.2 Enzyme

Enzyme zur Modifikation von DNA wurden von Roche Diagnostics (Mannheim), Bio-
labs (Frankfurt) oder AGS (Heidelberg) bezogen. PCR-Reaktionen wurden mit Vent-
Polymerase (Biolabs, Schwalbach) gemald den Angaben des Herstellers durchge-
fahrt.

2.3 Antiseren und Antikorper

Die spezifische Detektion des IL-6R erfolgte durch einen polyklonalen Antikorper
(6.2) (166). TNFo wurde durch einen polyklonalen Antikorper von Genzyme (RuUs-
selsheim) detektiert. Anti-Kaninchen-IgG-POD stammte von Sigma (Deisenhofen),
anti-Maus-1IgG-POD von Biosource (Calmarillo, Ca, USA). Die Detektion von gp130
erfolgte sowohl durch einen polyklonalen Antikorper #SC655 von Santa Cruz (Santa
Cruz, Ca, USA) als auch durch einen monoklonalen Antikdrper B-S12 von Clonetech
(Besancgon, Frankreich). Der monoklonale Anti-STAT3 Antikorper stammte von
Transduction Laboratories (Lexington, KY, USA), der monoklonale anti-
Phosphotyrosin Antikorper (4G10) wurde von UBI (Lake Placid, NY, USA) erworben.

2.4 cDNAs und rekombinante Proteine

gp130 wurde in den Expressionsvektor p409 subkloniert, der freundlicherweise von
Immunex Corp. (Seattle, Wa, USA) zur Verfugung gestellt worden war. Der humane
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IL-6R befand sich in pCDMS8, proTNFa in pcDNA3.1(-) (beide Invitrogen, Leek, Nie-
derlande) und humanes STAT3 im pSVL (Pharmacia Biotech, Freiburg).
Rekombinantes humanes IL-6 wurde wie zuvor beschrieben exprimiert und gereinigt

(27) und von Martina Fischer freundlicherweise zur Verfligung gestellt.

2.5 Zellkultur und transiente Transfektion

TACE defiziente Fibroblastenzelllinien wurden durch retrovirale Transformation mit
anschlieRender limitierter Verdiinnung aus Ohrfibroblasten einer TACE™” Maus ge-
wonnen (130, 137). Diese Zelllinie sowie eine TACE defiziente Zelllinie, in die TACE
wieder hineintransfiziert worden war (TACE”:TACE), wurde uns freundlicherweise
von Immunex Corp. (Seattle, Wa, USA) zur Verfligung gestellt. Die adharent wachs-
ende Affennierenzelllinie COS-7 wurde von ATTC (Manassas, VA, USA) bezogen.
Zellen wurden in DMEM (Life Technologies, Eggenstein) mit 50 U/ml Penicillin, 50
pug/ml Streptomycin  (DMEM (Life Technologies, Eggenstein) und 10% Hitze-
inaktiviertem FCS (Seromed, Berlin) bei 37°C und 5% CO, kultiviert. Transiente
Transfektionen von COS-7 Zellen wurden unter Verwendung von DEAE/Dextran
(Merck, Darmstadt) durchgefuhrt (114). Die Mausfibroblasten wurden unter Verwen-
dung des LIPOFECTAMINE PLUS Reagenz von Life Technologies (Eggenstein) nach
den Angaben des Herstellers transient transfiziert. Es wurden jeweils 5 ug DNA pro

10 cm Kulturschale transfiziert.

2.6 Molekularbiologische Techniken

Alle molekularbiologischen Methoden wie Plasmidpraparationen, Restriktion und Li-
gation von DNA, Sequenzierung von DNA, Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR), Auf-
trennung von DNA-Fragmenten mittels Agarosegelelektrophorese, Umklonierung von
DNA-Restriktionsfragmenten und bakterielle Transformation wurden, falls nicht an-

ders vermerkt, nach Standardvorschriften (156) durchgeflnhrt.
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2.7 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese,
Fluorographie und Western Blot

Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) zur Detektion von Proteinen
wurde, wie von Laemmli beschrieben, gehandhabt (91). Die Durchfuhrung der Fluo-
rographie wurde von Bonner und Laskey (24) beschrieben. Die Zellen wurden hierfur
vor der Lyse metabolisch markiert. Sie wurden zunachst fur eine halbe Stunde ohne
Cystein und Methionin inkubiert. Daraufhin wurde ihnen 50 uCi [*S]-
Cystein/Methionin fur zwei Stunden zugesetzt. Anschlielend erfolgte eine Kultivie-
rung in cystein/methioninhaltigem Medium mit 0,5 % FCS fur mindestens zwei weite-
re Stunden. Fur einen immunologischen Nachweis durch Western Blot (90) wurden
nicht-metabolisch markierte elektrophoretisch aufgetrennte Proteine auf PVDF- oder
Nitrozellulose-Membranen Ubertragen, mit spezifischen Erstantikdrpern und einem
peroxydasekonjugierten Zweitantikorper inkubiert. Biotinylierte Proteine wurden mit
einem an Peroxidase gekoppelten Streptavidin Substrat (Roche Dignostics, Mann-
heim) detektiert. Die Peroxydaseaktivitat wurde mit Hilfe des ECL Western Blot Rea-

genz (Amersham Pharmacia, Uppsalla, Schweden) nachgewiesen.

2.8 ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)

Die Mengen an léslichem IL-6R und TNFa in Zellkulturiberstanden wurden mittels
eines ,sandwich ELISA® (35) bei Raumtemperatur bestimmt. Die Durchflihrung er-

folgte nach den Angaben des ELISA-Kit Herstellers (CLB, Hiss Diagnostics, Freiburg)

2.9 Immunprazipitation

Proteine wurden aus Zellkulturiberstanden bzw. Lysaten detektiert. Lysiert wurden
die Zellen in PBS mit 1 % Nonidet P-40 und den Proteaseinhibitoren Aprotinin
(2 pg/ml), Leupeptin (0.5 ug/ml), Pepstatin (0.7 pg/ml) und PMSF (0.2 mM). Die De-
tektion von Proteinen durch Immunprazipitation erfolgte mit spezifischen Antikérpern
wie bereits beschrieben (66). Ein Milliliter Uberstand bzw. Lysat wurde nach einer
Pansorbinbehandlung fir 1 Stunde bei 4°C mit spezifischen Antikorpern (1 pg/ml)
inkubiert. Die Immunkomplexe wurden mit Protein A-Sepharose (Amersham Phar-
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macia, Uppsalla, Schweden) gefallt, auf 7,5 - 12,5 % SDS Polyacrylamidgelen aufge-

trennt und im folgenden durch Western Blot bzw. Fluorographie analysiert.

210 Entfernung N-glykosidisch gebundener
Oligosaccharid-Seitenketten

Zur Entfernung N-glykosidisch gebundener Oligosaccharid-Seitenketten wurden
[*°S]-markierte Proteine nach Immunprazipitation mit 20 U ,Peptide N-Glycosidase F*
(PNGaseF)/ml fur 24 h bei 37 °C inkubiert. Deglykosylierte Proteine wurden durch
SDS-PAGE und Fluorographie analysiert. Deglykosylierungspuffer: 20 mM Natrium-
phosphat pH7,2, 50 mM EDTA, 10 mM Natriumazid, 0,5 % Nonidet P-40.

2.11 Analyse der Tyrosinphosphorylierung

Transfizierte COS-7 Zellen wurden Uber Nacht ohne Serum inkubiert, bevor sie mit
IL-6 stimuliert wurden. Nach der Stimulation wurden die Zellen in 50 mM Tris, pH 7,5,
100 mM NacCl, 50 mM Natrium Fluorid, 3 mM Natrium Orthovanadat und 1 % Nonidet
P-40 lysiert. Nach folgender Immunprazipitation wurden die Immunkomplexe mittels
Western Blot analysiert, phosphoryliertes Tyrosin wurde mit einem monoklonalen
anti-Phosphotyrosin Antikorper (4G10) nachgewiesen.

2.12 Konstruktion der Expressionsvektoren

2.12.1 Konstruktion der proTNFo/IL-6R Expressionsvektoren

Die Generierung der beiden proTNFo Chimaren wurde mittels PCR durchgefuhrt. Da
proTNFa sich in dem Expressionsvektor pcDNA3.1(-) befand, wurde als Primer 1 der
T7 Primer verwendet. Eine Aval Schnittstelle, die sich in der Nahe zur proTNFo
Spaltstelle befindet, wurde in den Oligonukleotidprimer eingefligt, der die IL-6R Spalt-
region enthielt. Das resultierende PCR-Produkt wurde daraufhin in
pcDNAS.1(-)/proTNFa Uber die Schnittstellen EcoRI/Aval eingefugt.
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Verwendete Primer:

T7 Primer: 5 -TAATACGACTCACTATAGGG- 3

proTNF/IL-6R: Aval IL-6R Spaltstellenregion
5 —GTGTCACTCGGGGTTGGTACTGAAGAAGAATCTTGCACT

GGGAGGCTTGTGATTAGAGAGAGGTCCCTGGG- 3

proTNF/revIL-6R: Ava | reverse IL-6R Spaltstellenregion

5 — GTGTCACTCGGGGTTGTGCTGAGTGGCACTTGATCAGAA

GATGATACTGGGATTAGAGAGAGGTCCCTGGG — 3’

2.12.2 Konstruktion der IL-6R/proTNFo Expressionsvektoren

Die zwei IL-6R Chimaren wurden mittels doppelstrangiger Oligonukleotidadapter ge-
neriert, die in die IL-6R cDNA kloniert wurden. Hierzu wurde eine Bam HI Schnittstel-
le verwendet, die zuvor in die Transmembrandomane des IL-6R einkloniert worden
war (122), sowie eine Sspl Restriktionsstelle in der extrazellularen Domane nahe der
Membran. Die verwendeten Oligonukleotide waren in 36 Basenpaaren verschieden
zum IL-6R. Diese Basenpaare kodieren fur die Spaltregion von proTNFa. Die Chima-
ren wurden im folgenden Uber Xbal in den Expressionsvektor pcDNA3.1(-) umklo-

niert.
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Verwendete Oligonukleotide

proTNFo Spaltstellenregion

IL-6R/proTNFa : 5 Sspl — ATTCTCTTCAGAGATTCTGCAAATGCGAGCCCTCTGGCC -

CAGGCAGTCAGATCATCTTCGCGACTGCCCACATTCCTGGTTGCTGGAG — Bam HI 3’

reverse proTNFo Spaltstellenregion
IL-6R/proTNFa. rev: 5 Sspl — ATTCTCTTCAGAGATTCTGCAAATGCGCGATCGTCTTCA-

AGAGTCGCACAGGCCCTGCCTAGCCTGCCCACATTCCTGGTTGCTG-

GAG-BamHI 3

2.12.3 Konstruktion der gp130 Spaltstellenchimaren in

Expressionsvektoren

Die gp130 Spaltstellenchimaren wurden mittels doppelstrangiger Oligonukleotidadap-
ter generiert. Zunachst wurde eine Nhel Schnittstelle sieben Aminosauren N-terminal
zur Membran eingefligt. Die Chimaren wurden im folgenden mit Oligonukleotiden
hergestellt, die Uber die Nhel und EcoRI Schnittstellen eingefligt wurden. Im folgen-
den wurden die generierten Chimaren uber BamHI und Xhol in den Expressionsvek-

tor p409 umkloniert.

Zur Einfuhrung der Mutation wurde folgendes Oligonukleotid verwendet:

Q615S:

5 EcoRIl — AATTCACTTTTACTACCCCAAAGTTTGCTAGCGGAGAAATTGAAGCCTAGTCG-

TGCCTGTTTGC — Espl 3

Fett: eingeflgte Mutation
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Daraufhin wurden die folgenden Chimaren generiert:

Bezeichnung

Kurzbeschreibung

Oligonukleotid (einzelstrangig)

gp130Q615S |gp130 Oligo ohne Veranderung |AATTCACTTTTACTACCCCA-
AAGTTTG

gpTN130 Oligo Kodiert Spaltstellenpeptid | AATTCAGCCCTCTGGCC CAGGCAG-
von proTNFa TCAGATCATCTTCGCGAG

gpRT130 Oligo Kodiert reverses proTNFo | AATTCCGATCGTCTTCAAGAGTCG-
Spaltstellenpeptid CACAGGCCCTGCCTAGCG

gpTG130 Oligo Kodiert proTGFa Spaltstel- | AATTCCATGCGGACCTCCTGGCCG-
lenpeptid TGGTGGCTGCCAGCCAGG

gplL130 Oligo Kodiert IL-6R Spaltstellen- | AATTCACAAGCCTCCCAGTGCAAG-
peptid ATTCTTCTTCAGTACCAG

gp8IL130 Kodiert verkurztes IL-6R Peptid, | AATTCCTCCCAGTGCAAGATTCTT -
enthalt Spaltstelle CTTCAG

gp41L130 Kodiert verklrztes IL-6R Peptid, | AATTCGTGCAAGATTCTG
enthalt Spaltstelle

gpA4IL130 Kodiert verkirztes IL-6R Peptid, | AATTCACAAGCCTCCGATCTTCAG-
enthalt Spaltstelle nicht TACCAG

gpA8IL130 Kodiert verkirztes IL-6R Peptid, | AATTCACAAGCGTACCAG
enthalt Spaltstelle nicht

gpKLIFR130 |Kodiert kurzes Peptid aus LIFR, | AATTCAGTATGTATGTGGTGACA -
korrespondierend zu gp130 AAGG

gpLLIFR130 |Kodiert langes Peptid aus LIFR, | AATTCAGTATGTATGTGGTGACA-

korrespondierend zu gp130

AAGGAAAATG

Unterstrichen: Spaltstelle
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3 Ergebnisse

3.1 Beteiligung von TACE am Shedding von IL-6R

Klrzlich konnte gezeigt werden, dass die Metalloprotease TACE verantwortlich fur
die Prozessierung von proTNFa ist (29). Des weiteren konnten Peschon et al. (137)
nachweisen, dass TACE an dem Shedding verschiedener anderer Proteine wie z. B
L-Selektin und proTGFa beteiligt ist. Um zu Uberprifen, ob diese Metalloprotease
auch an der Prozessierung des IL-6Rs beteiligt ist, wurde dessen Shedding in Zellen
untersucht, die Uber kein funktionelles TACE verfligen. Als Modellsystem boten sich
TACE defiziente (TACE™) Fibroblasten an, die aus Ohrenfibroblasten TACE” Mause
durch retrovirale Transformation mit anschlieBender Verdlinnung generiert worden
waren (130, 137). In diesen Zellen wurde der humane IL-6R Uberexprimiert und die
PMA-induzierte Freisetzung von l6slichem IL-6R sowie deren Inhibition durch das
Hydroxamat TAPI untersucht (Abb. 3.1A). In Abwesenheit vom PMA und TAPI konn-
te spontanes Shedding des IL-6Rs detektiert werden, da I0slicher IL-6R in den Zell-
kulturiberstanden nachgewiesen werden konnte. Die Stimulation mit PMA fuhrte zu
keiner weiteren Zunahme von léslichem IL-6R in den Uberstédnden. Die spontane
Freisetzung von l6slichem IL-6R wurde teilweise durch den Metalloproteaseinhibitor
TAPI blockiert. Um die hier erhaltenen Ergebnisse zu bestatigen wurden im folgen-
den Zelllysate von TACE™ Fibroblasten untersucht, die mit humaner IL-6R cDNA
transient transfiziert worden waren (Abb. 3.1B). Untransfizierte Fibroblasten expri-
mierten keinen IL-6R (Spur 1), wahrend eine Transfektion der Zellen in einer starken
Expression des IL-6Rs resultierte (Spur 2). PMA-Stimulation fuhrte zu keiner Reduk-
tion an zellgebundenem IL-6R (Spuren 4 und 5). Inkubation der Zellen mit TAPI,
entweder allein (Spur 3) oder in Kombination mit PMA (Spur 5), resultierte in einem
geringen Anstieg an membrangebundenem IL-6R. Ein kreuzreaktives Protein mit ei-
nem Molekulargewicht von etwa 65 kDa war in allen Spuren nachweisbar und ent-
sprach der schweren Kette der zur Immunprazipitation verwendeten Antikorper. Das
Fehlen von PMA-induziertem Shedding in TACE defizienten (TACE ) Fibroblasten
zeigt, dass TACE eine Rolle an dem induzierten Shedding des IL-6Rs spielt. Die
spontane Freisetzung von Ioslichem IL-6R weist darauf hin, dass noch weitere Pro-
teasen an dem Vorgang beteiligt sind. Da die spontane Freisetzung des Ioslichen

IL-6Rs zum Teil durch den Metalloproteaseinhibitor TAPI blockiert werden konnte,
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kann geschlossen werden, dass das spontane IL-6R Shedding sowohl durch Metal-
loproteasen als auch durch andere Proteasen, die durch TAPI nicht inhibiert werden,

vermittelt wird.
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Abb. 3.1 IL-6R Shedding in TACE” Fibroblasten. TACE™ Fibroblasten wurden
transient mit humaner IL-6R cDNA transfiziert. 48 Stunden nach Transfektion wurden
die Zellen mit PBS gewaschen und mit D-Biotinoyl-e-aminocaproinsaure-N-
hydroxysuccinimid fur 15 min oberflachenbiotinyliert. Daraufhin wurden die Zellen mit
200 uM TAPI bzw. 107 M PMA behandelt, wie in der Abbildung dargestellt. (A) Die
Konzentrationen an I6slichem IL-6R in den Kulturiberstanden wurden durch einen
spezifischen IL-6R ELISA bestimmt. Die Daten sind Durchschnittswerte +/- Stan-
dardabweichung aus Dreifachmessungen. (B) IL-6R wurde aus Zelllysaten mit einem
spezifischen IL-6R Antiserum immunprazipitiert und mittels SDS-PAGE und Western
Blot analysiert, bei dem an Streptavidin gekoppelte Peroxidase als Substrat verwen-
det wurde. Spur 1 zeigt untransfizierte Zellen.

Um den Beitrag, den TACE an der Spaltung des IL-6R hat, weiter zu untersuchen,
wurden TACE™ Fibroblasten verwendet, die stabil mit TACE cDNA transfiziert wor-
den waren (TACE”:TACE). Es handelte sich bei diesen Zellen um die gleichen, die
in dem Versuch zuvor verwendet worden waren, mit dem Unterschied, dass sie Uber
ein funktionelles TACE verfugten. Im folgenden wurde die Prozessierung von IL-6R
in TACE™ Fibroblasten mit der in TACE":TACE Zellen verglichen. Beide Zelllinien
wurden transient mit IL-6R cDNA transfiziert und daraufhin mit PMA und TAPI be-
handelt (Abb. 3.2), um eine Prozessierung des IL-6Rs zu stimulieren bzw. zu inhibie-

ren. Daraufhin wurden die Mengen an IL-6R sowohl in den Uberstanden als auch in
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den Zelllysaten untersucht und der Quotient aus beidem gebildet. In unstimulierten
Zellen ist bezuglich der IL-6R Prozessierung kein signifikanter Unterschied zwischen
TACE” und TACE™:TACE Fibroblasten festzustellen. Beide Zelllinien wurden spon-
tan prozessiert. Der Metalloproteaseinhibitor TAPI flhrte in beiden Zelllinien zu einer
Blockierung des spontanen IL-6R Sheddings. Wie bereits zuvor beschrieben hatte
PMA keinen stimulatorischen Effekt auf die Spaltung von IL-6R aus TACE™
Fibroblasten, wahrend stark erhéhte Mengen an Idslichem IL-6R in den Uberstanden
von TACE"TACE Zellen nach der Stimulation mit PMA nachgewiesen werden konn-
ten. Spontanes wie auch PMA induziertes Shedding konnte im folgenden sowohl in
TACE™ als auch in TACE”:TACE Fibroblasten durch Inkubation mit PMA und TAPI

stark inhibiert werden.
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Abb. 3.2 Einfluss von TACE auf die IL-6R Prozessierung. TACE” und TACE™
:TACE Fibroblasten wurden transient mit humaner IL-6R cDNA transfiziert. 48 Stun-
den nach der Transfektion wurden die Zellen mit 200 uM TAPI bzw. 107 M PMA be-
handelt, wie in der Abbildung dargestellt. Der IL-6R in den Uberstanden und in den
Zelllysaten wurde mittels eines spezifischen IL-6R ELISA analysiert. Dargestellt sind
jeweils die Quotienten aus Uberstand und Lysat; die Daten sind Durchschnittswerte
+/- Standardabweichung aus Dreifachmessungen.
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Dieses Experiment zeigt, dass die PMA-Induzierbarkeit der IL-6R Prozessierung ab-
hangig von der Anwesenheit von TACE ist. Diese Metalloprotease spielt offensicht-
lich eine entscheidende Rolle an der PMA-stimulierten Freisetzung des ldslichen

IL-6Rs, ist jedoch nicht an dem spontanen Shedding dieses Proteins beteiligt.

3.2 Austausch von Spaltstellen zwischen spaltbaren
Proteinen

Durch die Untersuchung von Spaltstellenmutanten von proTNFo und IL-6R konnte
gezeigt werden, dass die Aminosauresequenz an der Spaltstelle nicht der einzige
Faktor ist, der Uber die Spaltbarkeit eines Membranproteins bestimmt. Selbst erhebli-
che Mutationen im Bereich der Spaltstellen von IL-6R und proTNFa resultierten in
spaltbaren Proteinen (124, 174). Deletionen mehrerer Aminosauren im Bereich der
Spaltstelle hatten zu einer starken Reduktion der Prozessierung gefuhrt. Im folgen-
den wurde untersucht, welche Auswirkungen auf die Spaltbarkeit von IL-6R und
proTNFa ein Austausch von Spaltstellenregionen untereinander hatte. Die Spaltstelle
beider Membranproteine liegt in der membranproximalen, ungefalteten Domane,
dem Stiel. Da der Aufbau beider Proteine im Bereich der Spaltstelle sehr ahnlich ist,
wurde angenommen, dass ein Austausch von Spaltstellenpeptiden zwischen diesen

beiden Proteinen zu Chimaren fuhren wirde, die ebenfalls spaltbar waren.

3.2.1 ProTNFa-Chimaren mit IL-6R Spaltstelle

Es wurden zwei chimare proTNFo Proteine hergestellt, die statt der eigenen Spalt-
stelle die des IL-6Rs enthielten (Abb. 3.3). Hierbei wurden Peptide von jeweils 12
Aminosauren ausgetauscht. Da proTNFo im Gegensatz zum IL-6R ein Typ Il Trans-
membranprotein ist , dessen N-Teminus intrazellular liegt, wurde das Peptid mit der
IL-6R Spaltstelle in zwei Orientierungen in proTNFa eingesetzt, um zu untersuchen,
ob sich hieraus Unterschiede im Spaltverhalten der chimaren Proteine ergeben wir-
den. proTNFo/IL enthalt das IL-6R Spaltpeptid in derselben Orientierung wie im
IL-6R. proTNFo/RIL enthalt dasselbe Peptid, allerdings mit umgedrehter Aminosau-

renreihenfolge.
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Abb. 3.3 Schematische Darstellung der proTNFa Chimaren im Vergleich zu den
Wildtyp Proteinen. Die Proteine sind als Balken dargestellt, mit der Transmembran-
domane (TM) als schraffierte Boxen. Die Spaltstellenregion ist im Einbuchstabenco-
de oberhalb der Balken aufgetragen, die Spaltstelle selber ist durch einen Pfeil her-
vorgehoben. Da der IL-6R ein Transmembranprotein vom Typ | ist, liegt der C-Termi-
nus im Cytoplasma; proTNFa ist ein Membranprotein vom Typ Il, dessen C-Terminus
intrazellular liegt. Die urspringliche 12 Aminosauren lange Spaltstellenregion von
proTNFo war ausgetauscht worden gegen die entsprechende gleichlange Region
aus dem IL-6R. ProTNFo/IL enthalt die IL-6R Spaltstellenregion, die vom N-Terminus
aus gesehen wie bei IL-6R mit einem Threonin beginnt. ProTNFo/RIL enthalt die um-
gedrehte Spaltstellenregion des IL-6R, das Threonin liegt distal zur Membran.

3.2.1.1 Unspaltbarkeit der ProTNFa Chimaren

Die Chimaren Proteine wurden im folgenden daraufhin untersucht, ob sie noch flr
die Spaltmaschinerie zuganglich sind. Zu diesem Zweck wurden die cDNAs dieser
Proteine bzw. zum Vergleich von proTNFa in COS-7 Zellen Uberexprimiert. Diese
Zellen wurden daraufhin metabolisch markiert und in Ab- oder Anwesenheit von
PMA, das die Freisetzung von TNFa induziert, inkubiert. Eine anschlieRende Prazipi-
tation der Zelllysate und Uberstande mit einem Antikdrper gegen TNFa resultierte in

den Ergebnissen, die in Abb. 3.4 dargestellt sind.
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Abb. 3.4 Shedding der proTNFa chimaren Proteine. COS-7 Zellen wurden tran-
sient mit der cDNA von humanem proTNFo bzw. der Chimaren proTNFo/IL und
proTNFo/RIL transfiziert. Die Zellen wurden flr zwei Stunden metabolisch mit 50 uCi
Tran[**S]Label markiert und daraufhin fiir weitere zwei Stunden mit 107 M PMA be-
handelt, wie in der Abbildung dargestellt. TNFo wurde aus Zelllysaten (Spuren 1 bis
6) und Uberstanden (Spuren 7 bis 12) mit einem polyklonalen anti-TNFo, Antikdrper
immunprazipitiert. Spuren 1, 4, 7 und 10 reprasentieren Wildtyp TNFa (WT); Spuren
2,5,8,und 11, proTNFo/IL (IL); Spuren 3, 6, 9 und 12, proTNFo/RIL (RIL).

Die Chimaren wiesen ein zu proTNFa verschiedenes Expressionsmuster auf. Dem
Wildtyp (Spur 1) am ahnlichsten war das Biosyntheseprofil von proTNFo/RIL (Spur
3). Beide Proteine weisen eine dominante Form auf, die bei 26 kDa lauft. ProTNFo.
zeigte weiterhin eine etwas langsamere Form und in sehr geringen Mengen eine
Form von etwas hdherer elektrophoretischer Mobilitat. Diese beiden zusatzlichen
Formen waren bei proTNFo/RIL wesentlich starker nachweisbar als bei dem Wildtyp.
ProTNFo/IL wurde insgesamt schlechter exprimiert als die beiden anderen Proteine
(Spur 2). Auler der bei 26 kDa laufenden Form wurde in gleicher Menge eine weite-
re Bande detektiert, die bei etwa 35 kDa lief. Dies war mdglicherweise durch eine
andere posttranslatorische Modifikation entstanden. In Abwesenheit von PMA wurde
nur wenig TNFa ins Medium freigesetzt (Spur 7). Keine der Chimaren wurde unter
diesen Bedingungen prozessiert (Spuren 8 und 9). Eine Induktion mit PMA fuhrte zu
einem fast vollstandigen Verlust von zellgebundenem proTNFo (Spur 4) und zu einer
verstarkten Zunahme an reifem TNFo im Medium (Spur 10). Die zellulare Expression

beider Chimaren war nach PMA-Stimulation leicht erhoht (Spuren 5 und 6). Es konn-
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te kein proTNFo/RIL nach PMA-Stimulation im Medium nachgewiesen werden (Spur
12). Jedoch konnte ein immunreaktives Protein mit einer etwas geringeren elektro-
phoretischen Mobilitat als reifes TNFo. in geringer Menge in den Uberstanden von mit
proTNFo/IL transfizierten Zellen detektiert werden (Spur 11, Pfeilspitze). Dieses Pro-
tein wurde moglicherweise durch den Gebrauch einer alternativen oder kryptischen
Spaltstelle generiert. Das Vorhandensein von geringen Mengen an 17 kDa gro3em
TNFo in den Zelllysaten ist wahrscheinlich auf eine intrazellulare Protease zurlickzu-

fuhren.

3.2.1.2 Zelloberflachenexpression der proTNFo Chimaren

Da Proteine in Zelllysaten nicht nur von der Zelloberflache stammen, sondern auch
aus intrazellularen Kompartimenten und dem Zytosol, wurde spekuliert, ob das Feh-
len von Spaltbarkeit der Chimaren auf verminderte Oberflachenexpression zurickzu-
fuhren ware. Aus diesem Grund wurden die Oberflachenproteine von COS-7 Zellen
biotinyliert, die zuvor mit diesen Chimaren bzw. mit proTNFa transfiziert worden wa-
ren (Abb. 3.5). Der hierzu verwendete Biotinester kann die Zellmembran nicht durch-

dringen.
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Abb. 3.5 Chimare Proteine werden auf der Zelloberflache exprimiert. COS-7 Zel-
len wurden transient mit der cDNA von humanem proTNFo bzw. der Chimaren
proTNFo/IL und proTNFo/RIL transfiziert und far 15 min mit D-Biotinoyl-e-
aminocaproinsaure-N-hydroxysuccinimid biotinyliert. TNFo wurde aus den Zelllysa-
ten mit einem polyklonalen anti-TNFo Antikorper immunprazipitiert und durch SDS-
PAGE mit nachfolgendem Western Blot analysiert. Als Substrat wurde an Streptavi-
din gekoppelte Peroxidase verwendet.
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Immunprazipitation mit einem polyklonalen Antikdrper gegen TNFo und anschliel3en-
der Western Blot ergaben, dass beide Chimaren auf der Zelloberflache exprimiert
wurden. Verglichen mit dem Wildtyp proTNFa (Spur 1) wurde proTNFo/RIL gut auf
der Zelloberflache exprimiert (Spur 3), zeigte jedoch zahlreiche Degradationen.
ProTNFo/IL zeigte eine schwachere Expression des 26 kDa Proteins, und einige Pro-
teinbanden von hoherem Molekulargewicht (Spur 2). Interessanterweise war zuvor
gezeigt worden, dass diese Chimare in geringen Mengen von der Zellmembran ge-
spalten wurde und im Uberstand als ein Protein von etwas geringerer elektrophoreti-
scher Mobilitat als TNFa nachgewiesen werden konnte (Abb. 3.4, Spuren 2 und 5).
Zusammenfassend lasst sich aus diesen Ergebnissen schlielen, dass unabhangig
von der Orientierung der Austausch der eigenen Spaltstellenregion gegen die des
IL-6R in chimaren nicht-spaltbaren proTNFo Proteinen resultierte, die allerdings kor-

rekt gefaltet zur Zelloberflache transportiert wurden.

3.2.2 IL-6R Chimaren mit proTNFu Spaltstelle

ProTNFo Chimaren, deren Spaltstellen gegen die des IL-6Rs ausgetauscht worden
waren, wurden nicht von der Zellemembran gespalten. Daher war es von gro3em
Interesse, die Spaltbarkeit von IL-6R Chimaren zu untersuchen, deren Spaltstellen-
region gegen die von proTNFa ausgetauscht worden waren.

Es wurden zwei IL-6R Chimaren generiert, bei denen eine 12 Aminosauren lange die
Spaltstelle enthaltende Sequenz gegen entsprechende Peptide aus proTNFa ersetzt
wurden. IL-6R ist ein Typ | Transmembranprotein (N-Terminus extrazellular), wah-
rend proTNFo vom Typ Il ist (Abb. 3.6). Aus diesem Grund wurde das proTNFa
Spaltpeptid in zwei Orientierungen in den IL-6R eingefugt. IL-6R/TN enthalt die
proTNFa Spaltstelle in derselben Orientierung wie in proTNFa selber, IL-6R/RTN in
reverser Orientierung. Die generierten Chimaren sind im Vergleich zu IL-6R und
proTNFo schematisch in Abb. 3.6 dargestellt.
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Abb. 3.6 Schematische Darstellung der IL-6R Chimaren im Vergleich zu den
Wildtypproteinen. Die Proteine sind als Balken dargestellt, mit der Transmembran-
domane (TM) als schraffierte Boxen. Die Spaltstellenregion ist im Einbuchstabenco-
de oberhalb der Balken aufgetragen, die Spaltstelle selber ist durch einen Pfeil her-
vorgehoben. Da der IL-6R ein Transmembranprotein vom Typ | ist, liegt der C-Termi-
nus im Cytoplasma; proTNFa ist ein Membranprotein vom Typ Il, dessen C-Terminus
intrazellular liegt. Die 12 Aminosauren lange Spaltstellenregion des IL-6R war gegen
die gleich lange Spaltstellenregion von proTNFo ausgetauscht worden. IL-6R/TN ent-
halt die proTNFo Spaltstellenregion in derselben Orientierung wie proTNFo, das be-
ginnende Arginin liegt in beiden Fallen C-Terminal. IL-6R/RTN enthalt die proTNFao
Spaltstelle in umgedrehter Orientierung, das Arginin liegt N-Terminal.

3.2.2.1 Shedding der IL-6R Chiméaren

Um zu untersuchen, ob die generierten Chimaren spaltbar waren, wurden COS-7
Zellen transient mit der cDNA der IL-6R Chimaren bzw. des IL-6Rs transfiziert.
Nachdem die Zellen zur besseren Detektion metabolisch markiert und mit oder ohne
anschlieBender PMA-Stimulation inkubiert worden waren, wurden Zelllysate und
Zellkulturuberstande genommen. Die folgende Prazipitation mit einem Antikorper ge-
gen IL-6R ergab, dass sowohl der IL-6R als auch die Chimaren in gleichem Male
exprimiert wurden. Beide Chimaren wurden von der Zelloberflache abgespalten und
ins Medium freigesetzt (Abb. 3.7).
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Abb. 3.7 Shedding des IL-6R und der IL-6R/proTNFa chimaren Proteine. COS-7
Zellen wurden transient mit der cDNA von humanem IL-6R bzw. von IL-6R/TN und
IL-6R/RTN transfiziert und mit 107 M PMA inkubiert, wie in der Abbildung dargestellt.
Metabolische Markierung, gefolgt von Immunprazipitation mit einem IL-6R spezifi-
schen Antiserum wurden durchgefuhrt wie in der Legende zu Abb. 3.4 beschrieben.

Der IL-6R wurde in Abwesenheit von PMA kaum prozessiert. Es konnte nur wenig
l6slicher Rezeptor im Uberstand nachgewiesen werden (Spuren 1 und 3). PMA Sti-
mulation fuhrte zu einer fast vollstandigen Freisetzung I6slichen IL-6Rs von der Zell-
membran (Spuren 2 und 4). COS-7 Zellen, die mit IL-6R/TN bzw. IL-6R/RTN transfi-
ziert worden waren, exprimierten Proteine mit geringerem Molekulargewicht als Zel-
len, die mit dem IL-6R transfiziert worden waren (Spuren 3 bis 6). Die Chimaren wur-
den vergleichbar gut exprimiert wie der IL-6R. PMA Stimulation flhrte zu keiner signi-
fikanten Reduktion von zellassoziierten Proteinen (Spuren 4 und 6). Beide Chimaren
wurden spontan ins Medium freigesetzt und als 55 kDa grof3e Proteine detektiert
(Spuren 9 und 11). PMA Stimulation fihrte zu keinem weiteren Anstieg an I6slichem

Protein im Uberstand (Spuren 10 und 12).

3.2.2.2 Deglykosylierung der Chimaren und des IL-6R

Beide Chimaren, IL-6R/TN und IL-6R/RTN, wiesen eine geringere elektrophoretische
Mobilitat als der Wildtyp IL-6R auf. Durch den Austausch der Spaltstellenregion ge-
gen die von proTNFo war die membranproximale N-Glykosylierungsstelle
(AsnsspAlass1Thrasp) des IL-6Rs (122) verandert worden zu Thr532Ser in IL-6R/TN
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bzw. zu Thr532Arg in IL-6R/RTN. Da die Konsensussequenz fur eine potentielle N-
Glykosylierungsstelle Asn-Ala-Thr/Ser ist, war durch diese Veranderung die Glykosy-
lierungsstelle in IL-6R/RTN zerstort worden. In IL-6R/TN hatte sich hierdurch aller-
dings eine neue potentielle N-Glykosylierungsstelle gebildet (AsnssoAlassiSerssz). Um
eventuelle Veranderungen in der Glykosylierung zu untersuchen, wurden der I6sliche
IL-6R und die loslichen Formen beider Chimaren mit N-Glykosidase-F (PNGaseF)
behandelt und die N-verknlpfte Oligosaccharidseitenketten entfernt. Inkubation des
IL-6Rs und der Chimaren mit PNGaseF fuhrte in allen drei Fallen zu einem Protein

mit einem Molekulargewicht von etwa 40 kDa (Abb. 3.8, Spuren 4-6).
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Abb. 3.8 Deglygosylierung des IL-6R und der Chimaren. COS-7 Zellen wurden
transient mit der cDNA con IL-6R bzw. von IL-6R/TN und IL-6R/RTN transfiziert. Die
metabolisch markierten Uberstédnde wurden mit einem IL-6R spezifischen Antiserum
immunprazipitiert und daraufhin mit PNGaseF inkubiert wie in der Abbildung darge-
stellt.

Hieraus kann man zum einen schliel3en, dass auch die Chimaren Glykosylierungen
aufwiesen, die nach der Behandlung mit PNGaseF entfernt worden waren. Allerdings
wiesen sie eine N-verknupfte Oligosaccharidseitenkette weniger auf als der IL-6R,
denn erst nach Entfernung aller N-verknuften Glykosylierungen waren die Chimaren
ebenso grol} wie der deglykosylierte IL-6R. Da die Chimaren nur im Bereich der
membranproximalen N-Glykosylierungsstelle verschieden zu dem IL-6R waren, kann
angenommen werden, dass die Chimaren im Gegensatz zum IL-6R (122) diese Gly-
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kosylierungsstelle nicht nutzen konnten. Dies erklart ihre gesteigerte elektrophoreti-
sche Mobilitat, die im vorangegangenen Versuch aufgefallen war.

3.2.2.3 Spontane Spaltung der IL-6R Chimaren in TACE™ Fibroblasten

Da beide IL-6R Chimaren PMA-unabhangig aus COS-7 Zellen gespalten worden wa-
ren, sollte im folgenden herausgefunden werden, ob TACE eine Rolle bei diesem
Prozess spielt. Aus diesem Grund wurden TACE™ Fibroblasten, die iiber kein funkti-
onelles TACE verfugen, transient mit IL-6R/TN und IL-6R/RTN transfiziert. 48 Stun-
den nach der Transfektion wurden die Zellen fir weitere zwei Stunden in An- oder
Abwesenheit von PMA und TAPI inkubiert, woraufhin die Zelliberstande sowie Lysa-
te abgenommen wurden. In einem IL-6R ELISA wurden im folgenden die Mengen an

den Chimaren gemessen.
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Abb. 3.9 TACE ist nicht an der Spaltung der Chimiren beteiligt. TACE™ Fibro-
blasten wurden transient mit der cDONA von IL-6R/TN bzw. IL-6R/RTN transfiziert und
im folgenden mit 200 uM TAPI bzw. 107 M PMA behandelt. Die Menge an IL-6R in
den Zelllysaten und Uberstédnden wurden mit einem spezifischen IL-6R ELISA ermit-
telt. Dargestellt sind jeweils die Quotienten aus Uberstand und Lysat; die Daten sind
Durchschnittswerte +/- Standardabweichung aus Dreifachmessungen.
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Das Verhaltnis der Mengen an IL-6R aus Uberstand zu Zelllysat ist fiir beide Chima-
ren in Abb. 3.9 dargestellt. Ebenso wie in COS-7 Zellen wurden beide chimaren Pro-
teine spontan von der Zellmembran freigesetzt. Die Stimulation mit PMA flahrte zu
keiner gesteigerten Prozessierung der Chimaren. Hieraus kann geschlossen werden,
dass TACE keine Rolle in der Prozessierung der Chimaren spielt. Da allerdings der
Metalloproteaseinhibitor TAPI zu einer signifikanten Abnahme an I0slichen IL-6R
Chimaren in den Uberstanden fiihrte, kann ebenfalls angenommen werden, dass
»TACE-ahnliche” Metalloproteasen an der Spaltung der IL-6R Chimaren beteiligt wa-
ren, die jedoch unsensitiv gegenuber PMA waren. Da TAPI die Spaltung nicht vollig
inhibierte, sondern nur um etwa den Faktor 3 verminderte, kann ebenfalls gefolgert

werden, dass weitere Nicht-Metalloproteasen an diesem Shedding beteiligt sind.

3.3 Membrannahe Sequenzen als Determinanten fur

proteolytische Spaltung

3.3.1 Chimaren aus g¢gp130 mit Spaltstellen verschiedener

Proteine

Vor einiger Zeit konnte gezeigt werden, dass das Einfugen eines 14 Aminosauren
langen Peptids von APP bzw. proTGFa in die membrannahe Region von Betaglykan
die Spaltbarkeit dieses sonst nur wenig spaltbaren Proteins bewirkt (8). Betaglykan
(Typ Il TGFB Rezeptor) ist ein membranverankertes Proteoglykan (kohlenhydratrei-
ches Glykoprotein der extrazellularen Matrix), das an den Wachstumsfaktor TGFp
bindet und die Interaktion mit seinen signaltransduzierenden Rezeptoren erleichtert
(103). Um zu untersuchen, ob diese Spaltbarkeit an dem Testprotein Betaglykan lag
oder ob diese Ubertragung nur mit den Spaltstellen von APP und proTGFo méglich
war, wurden im folgenden weitere Proteinchimaren hergestellt. Hierbei wurde als
Ausgangsprotein gp130 gewahlt, da dieses Protein in Vergleich zu Betaglykan in
noch geringerem Malde von der Zellmembran gespalten wird (120). Ebenso wie bei
Betaglykan geschieht diese Spaltung nicht PMA-induziert. Im Gegensatz zu spaltba-
ren Proteinen enthalt gp130 keinen Stiel zwischen Membran und membranproxima-
ler Domane, die unmittelbar im Anschluss an die Membran anschlief3t. 12 Aminosau-

ren lange Spaltstellenpeptide von proTGFa, proTNFo und IL-6R wurden im Aus-
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tausch gegen sieben Aminosauren in gp130 in unmittelbare Nahe zur Membran aus-

getauscht.
807 613
1 TFTTPKE 918
NH, — Human gp130 ™ - COOH
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Abb. 3.10 Schematische Darstellung der gp130 Chimaren. Die Proteine sind als
Balken dargestellt, mit der Transmembrandomane (TM) als schraffierte Boxen. 12
Aminosauren lange Spaltstellenpeptide, im Einbuchstabencode dargestellt, aus
proTNFa, proTGFo und IL-6R wurden in die membranproximale Region von gp130
eingesetzt. Die Spaltstellen sind durch Pfeile gekennzeichnet.

Es wurden mehrere verschiedene chimare Proteine hergestellt, um zu untersuchen,
ob sich die Spaltbarkeit auf gp130 Ubertragen lie3e. Abb. 3.10 veranschaulicht den
Austausch von 7 Aminosauren aus der membranproximalen Region von gp130
(Threo7 bis Glng1s) gegen die 12 Aminosauren langen Spaltstellenregionen von
proTNFa, proTGFa und IL-6R. Ebenso wie gp130 sind proTGFo und IL-6R Typ |
Transmembranproteine, d. h. ihr N-Terminus befindet sich extrazellular. proTNF o ist
ein Membranprotein vom Typ Il mit reverser Orientierung. Aus diesem Grund wurde
das Spaltstellenpeptid aus proTNFa in zwei Orientierungen in gp130 eingesetzt.
gpTN130 enthalt die proTNFo Spaltstelle in der urspriinglichen Orientierung, wah-

rend gpRT130 die Aminosauren der Spaltregion in umgedrehter Reihenfolge auf-
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weist. Das Spaltstellenpeptid aus proTGFa ist in gpTG130 enthalten und gplL130
beinhaltet 12 Codons der IL-6R Spaltstelle.

3.3.1.1 PMA-induzierte Spaltung der generierten Chimaren

Im folgenden wurde untersucht, ob die generierten chimaren Proteine als Substrat flr
die Sheddingmaschinerie dienen, ob sie folglich PMA-induziert von der Zellmembran
abgespalten werden. Hierzu wurden COS-7 Zellen mit gp130 bzw. den Chiméaren
transient transfiziert, metabolisch markiert und fiir zwei Stunden mit oder ohne 10~ M
PMA inkubiert. Zelllysate und Uberstdnde wurden mit einem Antikérper gegen gp130
prazipitiert und nach SDS-PAGE mittels Fluorographie analysiert.
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Abb. 3.11 Shedding der gp130 Spaltstellenpeptide. COS-7 Zellen wurden tran-
sient mit der cDNA von humanem gp130 bzw. der generierten gp130 Chimaren
transfiziert und mit 50 pCi Tran[358]LabeI fur zwei Stunden metabolisch markiert.
Daraufhin wurden die Zellen in An- oder Abwesenheit von 107 M PMA inkubiert.
gp130 Proteine wurden aus Zelllysaten und Uberstanden immunprazipitiert und mit-
tels SDS-PAGE mit nachfolgender Fluorographie analysiert.

Abb. 3.11 zeigt, dass gp130 von den COS-7 Zellen exprimiert wurde. Eine Bande
von etwa 130 kDa ist im Zelllysat nachweisbar (Spuren 1 und 2). PMA hat keinen
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Einfluss auf die Spaltung von gp130 (Spur 2): es konnte kein I6sliches Protein in den
Uberstanden detektiert werden. Ganz anders verhielt es sich mit den chimaren
Proteinen. Die Chimaren wurden als Doppelbande in den Zelllysaten detektiert.
Zusatzlich zu der Bande bei 130 kDa (schwarze Pfeilspitze) wurde eine weitere
Bande bei etwa 120 kDa nachgewiesen (weil3e Pfeilspitze). Alle Chimaren waren als
I6sliche Proteine in den Zellkulturiberstanden nachzuweisen (Spuren 3 bis 10),
allerdings wiesen sie unterschiedliche Charakteristika beztglich der Induktion der
Spaltung auf. Die Chimare gpTN130 (Spuren 3 und 4) wurde auch ohne PMA nur
schwach auf der Zellmembran exprimiert, der Grol3teil des Proteins befand sich
bereits als I6sliches Protein im Uberstand (Spur 3). Nach der Stimulation mit PMA
konnte kein Protein mehr in den Zelllysaten nachgewiesen werden; stattdessen hatte
sich das Signal in den Uberstanden etwa um den Faktor 2 verstarkt. Im Gegensatz
dazu wurde gpRT130 in wesentlich geringerem Mal3e spontan gespalten (Spur 5).
Ohne Stimulation mit PMA wurde ein Grofteil der Proteine auf der Zellmembran
exprimiert. Nur wenig Idsliches gpRT130 war im Uberstand nachweisbar. Stimulation
mit PMA (Spur 6) resultierte in vollstandigem Shedding der Chimare. Es waren keine
gpRT130 Proteine mehr im Zelllysat nachweisbar. Die Menge an 16slichem gpRT130
nahm etwa um den Faktor 10 zu. Die Expression von gpTG130 (Spuren 7 und 8) war
ahnlich wie die von gpTN130. Bereits ohne PMA-Stimulation wurde ein grof3er Anteil
der Proteine von der Zellmembran abgespalten. Dieses spontane Shedding wurde
weiter durch die Gabe von PMA verstarkt, die Menge an Ioslichem gpTG130 nahm
etwa um den Faktor 2 zu. Die Expression von gplL130 war gut, und das Protein
wurde kaum spontan von der Zellmembran freigesetzt (Spur 9). Eine Induktion mit
PMA flahrte zu einer fast vollstandigen Freisetzung von l6slichem gplL130 in den
Uberstand (Spur 10). Diese Ergebnisse zeigen, dass allein das Einsetzen der
Spaltstellenregionen verschiedener Proteine dazu fuhrt, dass ein dem Shedding nicht
zugangliches Protein spaltbar wird. Zusatzlich zeigte sich, dass die Spaltstellen
verschiedener Proteine unterschiedliche Spalteigenschaften auf gp130 Ubertrugen,

da die einzelnen Chimaren unterschiedlich stark spontan gesheddet worden waren.

3.3.1.2 Zelloberflachenexpression der chimaren Proteine

Da durch metabolische Markierung nicht nur Proteine der Zelloberflache markiert
werden, sondern unter anderem auch Vorstufen von Proteinen, die sich z. B. noch im

endoplasmatischen Retikulum (ER) oder Golgi-Apparat befinden, wurde im folgen-
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den untersucht, ob die Chiméaren an die Zelloberflache transportiert wurden. Zu die-
sem Zweck wurden die Oberflachenproteine von COS-7 Zellen biotinyliert, die zuvor
mit gp130 bzw. den Chimaren transient transfiziert worden waren. Der verwendete
Biotinester ist nicht in der Lage, die Zellmembran zu durchdringen. Folglich wurden
nur Proteine, die sich auf der Zelloberflache befanden, biotinyliert. Die Zellen wurden
daraufhin lysiert und mit einen Antikdrper gegen gp130 prazipitiert.
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Abb. 3.12 gp130 Chimaren werden auf der Zelloberflache exprimiert. gp130 und
die generierten Chimaren wurden in transient transfizierten COS-7 Zellen exprimiert.
48 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen mit einem Biotinester, der die
Zellmembran nicht durchdringen kann, inkubiert. Die Proteine wurden aus den Zellly-
saten immunprazipitiert und mittels SDS-PAGE mit nachfolgendem Western Blot a-
nalysiert, bei dem an Streptavidin gekoppelte Peroxidase als Substrat verwendet
wurde.

Abb. 3.12 zeigt, dass untransfizierte COS-7 Zellen nur wenig gp130 auf ihrer Ober-
flache exprimieren (Spur 1). In die Zellen transfizierte cDNA von gp130 wurde auf der
Zellmembran gut exprimiert, wie Spur 2 zeigt. Das gleiche liel} sich fur gpRT130
(Spur 4) und gpIL130 (Spur 6) nachweisen. gpTN130 (Spur 3) und gpTG130 (Spur 5)
wurden nur sehr schwach auf der Zelloberflache exprimiert. Die hier dargestellten
Ergebnisse bestatigen die zuvor aus den Spaltversuchen erhaltenen Resultate.
gpTN130 und gpTG130 zeigten ein starkes spontanes Shedding; die Proteine wur-
den, sobald sie auf der Zelloberflache exprimiert worden waren, proteolytisch gespal-
ten und in das Zellmedium abgegeben, so dass nur ein schwaches Signal in den
Zelllysaten detektierbar war. Insofern Uberrascht es nicht, dass diese Proteine nach

Oberflachenbiotinylierung nur schwach nachgewiesen werden konnten.
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In den metabolisch markierten Zelllysaten waren die chimaren Proteine als Doppel-
bande detektiert worden. Nach der Oberflachenbiotinylierung war nur noch die obere
der beiden Banden nachweisbar, was bedeutet, dass die untere Bande einem Vor-
lauferprotein entsprach, das die Zellmembran noch nicht erreicht hatte. Dass diese
Doppelbande nur bei den chimaren Proteinen nicht jedoch bei gp130 auftauchte,
lasst vermuten, dass ein Teil der Chimaren die Zelloberflache nicht erreicht, da er

madglicherweise nicht korrekt gefaltet werden konnte.

3.3.1.3 Signaltransduktion der chimaren Proteine
Im folgenden sollte geklart werden, ob die generierten Chimaren noch in der Lage
sind, an der Signaltransduktionskaskade teilzuhaben, die nach Stimulation mit IL-6

ablauft.
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Abb. 3.13 Rekonstitution des IL-6R/gp130/STAT3 Signalsystems in COS-7 Zel-
len. Die Tyrosinphosphorylierung von gp130 bzw. den Chimaren und STAT3 wurde
nach Transfektion der humanen cDNA von IL-6R, STAT3 und gp130 bzw. den Chi-
maren untersucht, nachdem die Zellen mit 50 ng/ml IL-6 stimuliert worden waren.
Oberes Teilbild, Tyrosin Phosphorylierung von gp130. Unteres Teilbild, Tyrosin
Phosphorylierung von STAT3.

Es sollte damit ausgeschlossen werden, dass die Proteine nur gespalten wurden,
weil ihre strukturelle Integritat durch das Einfugen der Spaltstellensequenzen zerstort

worden war. Wie bereits von Kallen et al. beschrieben worden war (86), wurde, um



Ergebnisse 48

diese These zu untersuchen, in COS-7 Zellen die zellulare Antwort auf IL-6 durch die
transiente Transfektion der cDNAs von IL-6R, STAT3 und gp130 bzw. den Spaltstel-
lenchimaren wiederhergestellt (vgl. 1.2). Nach einer Stimulation mit dem Zytokin
wurde die Tyrosinphosphorylierung von gp130 bzw. den chimaren Proteinen sowie
von STAT3 untersucht. Aktiviertes, dimerisiertes gp130 fuhrt zur Phosphorylierung
und somit Aktivierung von STAT3, das dimerisiert, in den Nukleus transloziert und als
Transkriptionsfaktor wirkt.

Abb. 3.13 zeigt, dass nicht transfizierte COS-7 Zellen auf eine Stimulation mit IL-6
mit einer nur sehr schwachen Phosphorylierung von endogenem gp130 reagierten.
Es kam zu einer geringen STAT3 Phosphorylierung (Spur 1). In mit gp130/IL-
6R/STAT3 transfizierten Zellen bewirkt eine Stimulation mit IL-6 eine Phosphorylie-
rung von gp130 sowie von STAT3 (Spuren 2 und 3) und damit die charakteristische
Signalkaskade. Transfektion mit den chimaren Proteinen fihrte nach Stimulation mit
IL-6 ebenfalls zu einer Phosphorylierung der chimaren Proteine ebenso wie von
STAT3 (Spuren 4 bis 11). Die intakte Signalweiterleitung beweist die strukturelle In-
tegritat und Funktionalitat der chimaren Proteine. Es lasst sich schlussfolgern, dass

die Chimaren allein durch die eingefugten Spaltstellenpeptide spaltbar wurden.

3.3.2 Keine Ubertragung von Spaltbarkeit durch
Punktmutation

Bei der Klonierung der bisher untersuchten Chimaren wurde strategiebedingt eine

Punktmutation Q615S in unmittelbarer Nahe zu der Membran eingefugt.
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Abb. 3.14 Schematische Darstellung der Mutante gp130Q615S. Die Proteine sind
durch Balken dargestellt, mit der Transmembrandomane (TM) als schraffierter Box;
die Aminosauren der membranproximalen Regionen sind im Einbuchstabencode
wiedergegeben. Die Spaltstelle von gplL130 ist durch eine Pfeilspitze gekennzeich-
net.

Um auszuschlieBen, dass alleine diese Mutation bereits zu der Ubertragung der
Spaltbarkeit geflhrt hatte, wurde diese Chimare zur Kontrolle analysiert.

Abb. 3.14 veranschaulicht den Unterschied der Mutante gp130Q615S zu gp130 bzw.
gplL130.

3.3.2.1 Keine Spaltbarkeit durch Punktmutation

Um auszuschlie®en, dass gp130 bereits durch diese Mutation in ein spaltbares Pro-
tein verwandelt worden war, wurde diese Mutante transient in COS-7 Zellen transfi-

ziert, diese metabolisch markiert und die Zellen mit oder ohne PMA inkubiert.
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Abb. 3.15 gp130Q615S ist nicht spaltbar. COS-7 Zellen wurden transient mit der
cDNA von gp130 bzw. der generierten gp130 Chimaren transfiziert und mit 50 pCi
Tran[*®*S]Label fir zwei Stunden metabolisch markiert. Daraufhin wurden die Zellen
in An- oder Abwesenheit von 107 M PMA inkubiert. gp130 Proteine wurden aus Zell-
lysaten und Uberstanden immunprézipitiert und mittels SDS-PAGE mit nachfolgen-
der Fluorographie analysiert.

Abb. 3.15 zeigt, dass gp130 nicht von der Zellmembran gespalten wurde (Spuren 1
und 2). Die Chimare gplL130 wurde spontan und wesentlich starker PMA induziert
prozessiert (Spuren 3 und 4). gp130Q615S wurde ebenso wie gp130 nicht von der
Zellmembran abgespalten (Spuren 5 und 6). Es zeigte ein vergleichbares Expressi-
onsmuster wie gp130. Hieraus kann geschlossen werden, dass die eingefligte
Punktmutation zu einem Protein flhrte, dass in dem durchgefihrten Experiment kei-
nen Unterschied zu gp130 zeigte. Folglich war die Spaltbarkeit der zuvor untersuch-

ten Chimaren nicht durch die Punktmutation herbeigefuhrt worden.

3.3.2.2 Signaltransduktion der Mutante

Im folgenden wurde untersucht, ob die Mutante gp130Q615S ebenso wie gp130 in

der Lage ist, nach IL-6 Stimulation ein Signal zu transduzieren.
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Abb. 3.16 Rekonstitution des IL-6R/gp130/STAT3 Signalsystems in COS-7 Zel-
len. Die Tyrosinphosphorylierung von gp130 bzw. den Chimaren und STAT3 wurde
nach Transfektion der humanen cDNA von IL-6R, STAT3 und gp130 bzw. den Chi-
maren untersucht, nachdem die Zellen mit 50 ng/ml IL-6 stimuliert worden waren.
Oberes Teilbild, Tyrosin Phosphorylierung von gp130. Unteres Teilbild, Tyrosin
Phosphorylierung von STAT3.

Es zeigte sich (Abb. 3.16) dass, nachdem COS-7 Zellen mit IL-6R, STAT3 und
gp130Q615S transfiziert worden waren, diese Mutante ebenso wie STAT3 nach IL-6
Stimulation phosphoryliert wurde (Spuren 6 und 7). Im Vergleich sind Ergebnisse aus
COS-7 Zellen, die statt mit gp130Q615S mit gp130 bzw. gplL130 transfiziert worden
waren, dargestellt (Spuren 2 bis 5). Als Negativkontrolle dienten untransfizierte Zel-

len (Spur 1).

3.3.3 Spaltbarkeit durch eingeengte Spaltstellenpeptide

Die bisher beschriebenen Ergebnisse belegten, dass das Einfugen von Spaltstellen-
peptiden in die membrannahe Region von gp130 dazu fuhrte, dass die Proteine ins
Medium freigesetzt wurden. In friheren Arbeiten (46) war gezeigt worden, dass die
Spaltregion eine postulierte Lange von 11 Aminosauren nicht unterschreiten darf,
damit die Spaltstelle fur die beteiligte Protease zuganglich ist. Aus diesem Grund wa-
ren ursprunglich 12 Aminosauren lange Spaltpeptide gewahlt worden, die alle Spalt-
barkeit vermittelt hatten. Um der Frage weiter nachzugehen, wie lang die Spaltpepti-

de tatsachlich sein missen und um herauszufinden, ob das Vorhandensein der ei-
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gentlichen Spaltstelle zur Ubertragung von Spaltbarkeit zwingend notwendig ist, wur-
den vier weitere Chimaren hergestellt, die verkurzte IL-6R Spaltpeptide enthielten.
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Abb. 3.17 Schematische Darstellung der verkiirzten Spaltstellenpeptide enthal-
tenen gp130 Chimaren. Die Proteine sind als Balken dargestellt, die Trans-
membranregionen (TM) als schattierte Boxen. Die eingesetzten Peptide sind im Ein-
buchstabencode dargestellt, die Spaltstellen durch Pfeile.

Abb. 3.17 zeigt eine schematische Darstellung der generierten Chimaren im Ver-
gleich zu gp130 und gplL130. Zwei enthalten noch die eigentliche IL-6R Spaltstelle
Glng12Aspesi3 (122), die mit Pfeilen dargestellt ist. Zwei weitere Chimaren enthalten
allerdings nur Aminosauren aus der unmittelbaren Umgebung der Spaltstelle.
gp8IL130 enthalt ein acht Aminosauren langes Spaltstellenpeptid anstelle des ur-
sprunglich 12 Aminosauren langen Peptids in gplL130. Eine weitere Verkurzung fuhr-
te zu gp4IL130, in der das IL-6R Spaltstellenpeptid nur noch vier Aminosauren lang
ist. GpA4IL130 enthalt ein acht Aminosauren langes Peptid aus der IL-6R Spaltstel-
lenregion. Die vier zentralen Aminosauren, die die eigentliche Spaltstelle umgeben
(Vals11Glng12Aspes13Sers14), waren herausgenommen worden. Dem IL-6R Peptid, das
in gpA8IL130 eingefligt worden war, fehlten die acht zentralen die Spaltstelle enthal-
tenden Aminosauren; es besteht aus den vier Aminosauren, die das ursprunglich 12

Aminosauren lange Peptid flankierten (Thrgo7SersosValg17Prog1s).
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3.3.3.1 PMA-induzierte Spaltung der Chimaren

Im folgenden wurde untersucht, ob sich die gp130 Chimaren, die verkurzte IL-6R
Spaltstellenpeptide enthalten, von der Zellmembran abspalten lassen. Nach den bis-
herigen Modellvorstellungen wurde erwartet, dass zumindest die Chimaren den vier
Aminosauren langen Spalrstellenpeptiden (gp4IL130 und gpA8IL130) nicht spaltbar
waren. Mit diesen Chimaren transfizierte und metabolisch markierte COS-7 Zellen
wurden zur Induktion von Shedding mit oder ohne PMA inkubiert. Mit einem anti-
gp130 Antikdrper préazipitierte Zelllysate und Uberstdnde sind in Abb. 3.18 darge-
stellt.

Spuren 1 und 2 zeigen gp130, das nur in den Zelllysaten nachweisbar war, nicht je-
doch im Uberstand. Die Proteinchimare gplL130 (Spuren 3 und 4) diente als Positiv-
kontrolle; es wurde PMA induziert von der Zellmembran abgespalten (Spuren 3 und
4).

“' .‘ Media
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Abb. 3.18 Shedding der Chimaren. COS-7 Zellen wurden transient mit den Chima-
ren und gp130 transfiziert und im folgenden fur zwei Stunden metabolisch mit 50 pCi
Tran[35S]LabeI markiert. Nach einer einstlindigen Inkubation in An- oder Abwesenheit
von 107 M PMA wurden Zelllysate und Uberstande immunprazipitiert und mittels
SDS-PAGE und Fluorographie analysiert.

Alle vier Chimaren lie3en sich gut exprimieren (Spuren 5, 7, 9, 11) und zeigten ahnli-

che Expressionsmuster. Alle chimaren Proteine waren als Doppelbande nachweis-
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bar, von der die untere vermutlich einem Vorlaufer entsprach, der die Zellmembran
noch nicht erreicht hatte. Diese Vorlauferbande ist bei allen Chimaren aulier bei
gpA8IL130 wesentlich schwacher als die obere Bande. Im Falle von gpA8IL130 (Spur
11) sind beide Banden gleich stark, was darauf hindeutet, dass von diesem Konstrukt
mehr Proteine die Zelloberflache nicht erreichten, sondern eventuell im Golgi-
Apparat oder im ER zurlckgehalten wurden, weil sie nicht korrekt gefaltet wurden.
Ahnlich wie bei gplL130 kam es in allen vier Fallen zu einem geringen spontanen
Shedding (Spuren 5, 7, 9, 11). In allen Fallen fuhrte PMA, wie auch bei gpIL130 zu
einer fast vollstandigen Abspaltung der chimaren Proteine von der Zellmembran
(Spuren 6, 8, 10, 12).

3.3.3.2 Signaltransduktion der Chimaren

Zur Uberpriifung, ob auch diese Chimaren strukturell intakt und zur Signaltransdukti-
on fahig sind, wurden COS-7 Zellen transient mit IL-6R, STAT3 und gp130 bzw. den
Chimaren transfiziert, um die zellulare Antwort auf eine Stimulation mit IL-6 herzu-
stellen, wie in Abb. 3.19 gezeigt.

Alle untersuchten Chimaren wurden nach IL-6 Stimulation phosphoryliert und bewirk-
ten die Phosphorylierung von STAT3. Auch gpA8IL130 wurde nach IL-6 Stimulation
phosphoryliert, allerdings schwacher als die anderen Chimaren. Moglicherweise fal-
tet sich diese Chimare nicht ganz genauso wie gp130, so dass die Homodimerisie-
rung mit einem anderen Protein gpA8IL130 nicht mehr so gut moéglich ist. Dennoch
war diese Chimare in der Lage, ein Signal zu transduzieren, da auch STAT3

phosphoryliert wurde.
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Abb. 3.19 Rekonstitution des IL-6R/gp130/STAT3 Signalsystems in COS-7 Zel-
len. Die Tyrosinphosphorylierung von gp130 bzw. den Chimaren und STAT3 wurde
nach Transfektion der humanen cDNA von IL-6R, STAT3 und gp130 bzw. den Chi-
maren untersucht, nachdem die Zellen mit 50 ng/ml IL-6 stimuliert worden waren.
Oberes Teilbild, Tyrosin Phosphorylierung von gp130. Unteres Teilbild, Tyrosin
Phosphorylierung von STAT3.

3.3.4 Spaltbarkeit von gp130 durch LIFR Peptide

Die vorangegangenen Experimente hatten gezeigt, dass gp130 durch das Einfligen
von Spaltstellenpeptiden ebenso spaltbar gemacht wurde wie durch verkirzte Spalt-
stellenpeptide, bei denen die eigentliche Spaltstelle fehlte. An diesem Punkt kann
vermutet werden, dass das Einsetzen einer beliebigen Peptidsequenz in gp130 zu
einem spaltbaren Protein fuhrt. Dies mag durch Veranderungen in der 3D-Struktur
der membranproximalen Domane herbeigeflhrt werden. Aus diesem Grund wurden
aquivalente Peptide des verwandten Proteins ,Leukaemia Inhibitory Factor® (LIF)
Rezeptors eingesetzt. LIFR ist ein Transmembranprotein, das nicht proteolytisch von
der Zellmembran gespalten wird [Kallen et al., nicht veroffentlichte Beobachtungen].
In Korperflissigkeiten nachgewiesener |6slicher LIFR wird durch alternatives Splei-
Ren generiert (131). LIFR und gp130 sind sich strukturell sehr ahnlich: Ebenso wie
bei gp130 ist die membranproximale Fibronektin Il Domane aus sieben B-Faltblattern
aufgebaut. Es wurde daher angenommen, dass der Austausch des gesamten ersten
B-Faltblatts von gp130 gegen das des LIFRs zu keinen groRen strukturellen Veran-

derungen fuhren wirde.
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Daraufhin wurden chimare Proteine generiert, bei denen die membranproximalen
sieben Aminosauren von gp130 (TFTTPKF) gegen die korrespondierenden sieben
(SMYVVTK; gpSLIFR130) bzw. neun (SMYVVTKEN; gpLLIFR130) Aminosauren
langen Peptide aus dem LIFR ersetzt wurden (Abb. 5.20). Wenn die Spaltbarkeits-
ubertragung in den vorangegangenen Fallen durch eine Veranderung in der 3D-
Struktur herbeigefuhrt worden war, dann sollten die hier generierten Chimaren un-

spaltbar sein.
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Abb. 3.20 Schematische Darstellung der Chimaren. Die Proteine sind als Balken
dargestellt, die Transmembranregionen als schattierte Boxen. Die eingesetzten Pep-
tide sind im Einbuchstabencode dargestellt, die Spaltstelle des IL-6R durch Pfeile.

3.3.4.1 Spaltung von LIFR Peptid-Chimaren
COS-7 Zellen wurden transient mit gp130 bzw. den Chimaren gpIL130, gpSLIFR130

und gpLLIFR130 transfiziert. Nachdem die Zellen metabolisch markiert worden wa-
ren, wurden sie fur zwei Stunden mit oder ohne PMA inkubiert. Mit Anti-gp130 Anti-
kérper immunprazipitierte Zelllysate und Uberstéande wurden mittels SDS-PAGE und
Fluorographie analysiert (Abb. 3.21); gp130 diente als Negativ-, gplL130 als Positiv-
kontrolle.
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Abb. 3.21 Shedding der Chimaren. Die in Abb. 3.20 gezeigten Protein wurden
transient in COS-7 Zellen exprimiert. Nachdem die Zellen fur zwei Stunden mit 50
uCi Tran[**S]Label metabolisch markiert worden waren, wurden sie mit 107 PMA
behandelt, wie in der Abbildung dargestellt. Die Lysate und Uberstande wurden im
folgenden immunprazipitiert und mittels SDS-PAGE und Fluorographie analysiert.

Sowohl gpSLIFR130 als auch gpLLIFR130 lielRen sich PMA induziert von der Zell-
membran abspalten (Spuren 6 und 8). Ohne PMA-Stimulation wurden beide Proteine
auf der Zellmembran exprimiert; es war kein lésliches Protein in den Uberstanden
nachweisbar (Spuren 5 und 7). PMA Stimulation flhrte bei beiden Chimaren zu einer
Abnahme an zellgebundenen Proteinen. In den Uberstdnden waren die Idslichen
Proteine nachweisbar (Spuren 6 und 8). Da sogar das Einflgen einer strukturell dem
gp130 so ahnlichen Sequenz in einer spaltbaren Chimare resultiert, kann hieraus
geschlossen, dass das Einfugen von beliebigen Sequenzen in gp130 zu einer Ver-
mittlung von Spaltbarkeit fuhrt auch ohne, dass dies zu strukturellen Veranderungen
fuhrt.

3.3.4.2 Signaltransduktion der Chimaren

In COS-7 Zellen, bei denen die zellulare Antwort auf IL-6 durch Transfektion mit
STATS3, IL-6R und gp130 bzw. den Chimaren rekonstituiert worden war, wurde nun

untersucht, ob gpSLIFR130 und gpLLIFR130 strukturell so wenig verschieden zu
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gp130 sind, dass auch sie nach IL-6 Stimulation zur Signaltransduktion fahig waren
(Abb. 3.22).
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Abb. 3.22 Rekonstitution des IL-6R/gp130/STAT3 Signalsystems in COS-7 Zel-
len. Die Tyrosinphosphorylierung von gp130 bzw. den Chimaren und STAT3 wurde
nach Transfektion der humanen cDNA von IL-6R, STAT3 und gp130 bzw. den Chi-
maren untersucht, nachdem die Zellen mit 50 ng/ml IL-6 stimuliert worden waren.
Oberes Teilbild, Tyrosin Phosphorylierung von gp130. Unteres Teilbild, Tyrosin
Phosphorylierung von STAT3.

Untransfizierte, stimulierte COS-7 Zellen dienten als Negativ- (Spur 1), gp130 (Spu-
ren 2 und 3) und gplL130 (Spuren 4 und 5) als Positivkontrolle. Sowohl gpSLIFR130
(Spuren 6 und 7) als auch gpLLIFR130 (Spuren 8 und 9) wurden nach IL-6 Stimulati-
on phosphoryliert, d. h. sie waren zur Homodimerisierung fahig. Es kam in beiden
Fallen zu einer Aktivierung und somit Phosphorylierung von STAT3; beide chimaren
Rezeptorproteine waren in der Lage, ein Signal weiterzuleiten. Die Chimare
gpSLIFR130 wurde nach Induktion mit IL-6 weniger stark phosphoryliert als
gpLLIFR130. Moglicherweise entsprach das langere LIFR-Peptid besser dem ersten
B-Faltblatt von gp130 als das kirzere, so dass gpLLIFR130 eine bessere strukturelle

Integritat aufwies als gpSLIFR130.



Diskussion 59

4 Diskussion

Genetische und biochemische Studien deuten auf die Existenz einer generellen
regulierten Sheddingmaschinerie, die auf etwa 2 bis 5 % der membranverankerten
Proteine wirkt (23, 111). Bisher existierten erst wenige Untersuchungen uber ver-
schiedene Aspekte ihrer Regulierung oder Uber die Identitat der beteiligten Protea-
sen. Besonders die Frage nach der Bedeutung der Spaltstellensequenzen wurde erst

in wenigen Fallen untersucht.

4.1 Beteiligung von TACE am PMA-induzierten
Shedding des IL-6Rs

In friheren Studien war bereits gezeigt worden, dass TACE unter physiologischen
Bedingungen die alleinige Protease ist, die TNF o freisetzt (21). Des weiteren konnten
Peschon et al. (137) nachweisen, dass TACE ebenfalls eine Rolle bei der Prozessie-
rung verschiedener anderer Proteine eine wichtige Rolle spielt; so war z. B. in TACE-
defizienten (TACE™) Mausen, die iiber kein funktionelles TACE verfiigten, auch die
Prozessierung von proTGFo und L-Selektin stark herunterreguliert. Die Tiere wiesen
so viele Defekte auf, dass sie nicht lebensfahig waren, sondern spatestens am Tag
eins nach der Geburt starben.

Im Falle der IL-6R-Spaltung ist durch verschiedene Studien recht viel bekannt, wie
z. B. die Spaltstelle und die Anfalligkeit des Sheddings fur Mutationen im Bereich der
Spaltstelle (122). Auch waren weitere Spaltstellen charakterisiert worden, die durch
bakterielle Metalloproteasen genutzt werden (178, 179). Es gab bislang allerdings
noch keine Arbeit, welche die Protease identifiziert hatte, die unter physiologischen
Bedingungen die proteolytische Freisetzung des l6slichen IL-6Rs bewirkt. Da die
Spaltung des IL-6Rs sehr ahnlich reguliert wird wie die Freisetzung von TNFa, war
vermutet worden, dass TACE moglicherweise an dem Shedding des IL-6Rs beteiligt
sein konnte. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass TACE tatsachlich eine
wichtige Rolle bei der Prozessierung des IL-6Rs spielt. In TACE™ Fibroblasten war
das PMA-induzierte Shedding des IL-6R drastisch reduziert. Die basale Freisetzung
des lI6slichen IL-6Rs war teilweise sensitiv gegenuber Hydroxamaten, woraus ge-
schlossen werden kann, dass weitere Metalloproteasen an dem Vorgang beteiligt
sind. TACE” Fibroblasten, die stabil mit TACE cDNA transfiziert worden waren
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(TACE™:TACE), so dass sie die Metalloprotease wieder exprimierten, wiesen eine
IL-6R-Spaltung auf, die durch PMA deutlich verstarkt und durch das Hydroxamat
TAPI inhibiert werden konnte. Hieraus kann weiterhin geschlossen werden, dass
TACE zwar an der |IL-6R-Prozessierung beteiligt ist, jedoch auch weitere Metallopro-
teasen beteiligt sind. Dies bestatigen die oben beschriebenen Ergebnisse, dass bak-
terielle Metalloproteasen in der Lage sind, den IL-6R zu spalten (178, 179). Des wei-
teren konnte gezeigt werden, dass das spontane Shedding des IL-6R teilweise nicht
durch TAPI inhibiert werden konnte. Dieses Ergebnis war auch auf humanen Mono-
zyten bestatigt worden (121). Dies weist auf die Beteiligung weiterer Proteasen hin,
die keine Metalloproteasen sind. Es lasst sich folglich sagen, dass der Spaltprozess
des IL-6Rs nicht so leicht zu verstehen ist wie der von proTNFa, bei dem vermutlich
nur eine Metalloprotease, TACE, beteiligt ist bzw. das Wirken anderer Proteasen re-

guliert.

4.2 Vermittlung von Spaltbarkeit nicht nur durch
Spaltstellenpeptide

Im Gegensatz zu der IL-6R-Spaltung war gezeigt worden, dass proTNFa unter phy-
siologischen Bedingungen ausschlieRlich durch TACE gespalten wird (21, 117). In
vitro Spaltassays hatten allerdings auch eine Beteiligung einer Serin-Protease (146)
und ADAM10 (153) an der proTNFo-Prozessierung gezeigt. Ob diese Proteasen
auch eine Rolle bei der Spaltung des IL-6R spielen, ist bisher noch nicht untersucht
worden. Die oben diskutierten Ergebnisse zeigten allerdings, dass das IL-6R-
Shedding sich von der proTNFo-Prozessierung unterscheidet, was moglicherweise
durch Unterschiede im Bereich der Spaltstellen verursacht wird. Um diese Unter-
schiede weiter zu untersuchen, wurden chimare Proteine genutzt, bei denen die
Spaltstellenregion untereinander vertauscht worden war.

Chimaren des IL-6R, die statt des eigenen das Spaltpeptid von proTNFo enthielten
(IL-6R/TN, IL-6R/RTN), wiesen ein starkes spontanes Shedding auf, wahrend der
Wildtyp IL-6R in Abwesenheit von PMA nur sehr wenig gespalten wurde. Das starke
spontane Shedding der IL-6R-Chimaren ahnelte der Prozessierung von proTNFa, bei
der PMA nur zu einem zwei- bis vierfachen Anstieg fuhrt, was moderat im Vergleich
zu dem Effekt ist, den PMA auf die Prozessierung des IL-6R hat. Der Transfer der

proTNFo-Spaltstelle in den IL-6R resultierte in einem erhdhten spontanen Shedding.
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Diese Ergebnisse weisen auf einen Beitrag der Aminosaurensequenz an der Spalt-
stelle auf das Spaltmuster eines Proteins hin, zumindest hinsichtlich des spontanen
oder PMA-induzierten Sheddings. Es ist recht wahrscheinlich, dass die proTNFo-
Spaltstelle die IL-6R-Chimaren zuganglicher fir die beteiligte(n) Metalloprotease(n)
gemacht hat. Mdglicherweise ist es durch das Ersetzen der Spaltstellen zu strukturel-
len Veranderungen gekommen, so dass die Spaltstelle besonders zuganglich ge-
worden war. Allerdings lassen die Ergebnisse aus den TACE-defizienten Fibro-
blasten schlielen, dass TACE keine Rolle bei der Prozessierung der IL-6R-Chimaren
spielt. Beide Chimaren waren in Abwesenheit von TACE spontan freigesetzt worden.
PMA hatte keine Auswirkungen auf die Spaltung. Hieraus lasst sich schlie3en, dass
durch das Vertauschen der IL-6R-Spaltstelle mit der von proTNFo kein vermehrtes
Shedding der entstandenen Chimaren durch TACE stattgefunden hatte. Da es aller-
dings nach einer Inkubation mit TAPI zu einer deutlichen Reduktion an |6slichen
IL-6R-Chimaren kam, kann angenommen werden, dass die Spaltung durch ,TACE-
ahnliche® Metalloproteasen vermittelt wurde. Es konnte bereits zuvor gezeigt werden,
dass der IL-6R ebenfalls durch weitere Metalloproteasen prozessiert wird. Beispiels-
weise wird die Spaltung des IL-6R stark durch Metalloproteasen aus porenbildenden
bakteriellen Toxinen induziert, die durch Hydroxamate inhibiert werden konnten. Die
Spaltung fand jedoch nicht an der von Millberg et al. (122) charakterisierten Spalt-
stelle statt, was vermuten Iasst, dass die beteiligte Metalloprotease nicht identisch mit
TACE war (179). Zusatzlich konnte eine Metalloprotease aus dem Proteobakterium
Serratia marcescens identifiziert werden, die den IL-6R an einer dritten alternativen
Spaltstelle prozessiert (178). Diese Arbeiten lassen vermuten, dass viele verschiede-
ne Metalloproteasen mit unterschiedlichsten Sequenzspezifitaten existieren, so dass
es bisher nicht moglich ist, eine Aussage daruber zu treffen, welche Metalloprotease
die hier untersuchten Chimaren gespalten hat.

Im Gegensatz zu den IL-6R-Chimaren wurden chimare Proteine aus proTNFo, die
ein IL-6R Spaltpeptid statt der eigenen Spaltstelle enthielten (proTNFo/IL,
proTNFo/RIL), nicht gespalten. Diese Ergebnisse insofern waren vollig unerwartet,
als andere Gruppen bisher hierzu unterschiedliche Ergebnisse erhalten hatten.
Durch den Transfer von Spaltstellenpeptiden von proTGFo und APP in die membran-
proximale Region des nicht spaltbaren Betaglykan konnten die Spalteigenschaften
der Peptide Ubertragen werden (8). Andere Studien hatten gezeigt, dass Mutationen

und Deletionen in der Spaltstellenregion von proTNFa in Proteinen resultierten, die
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weiterhin spaltbar waren (136, 174). Diese Untersuchungen hatten annehmen las-
sen, dass Interaktionen zwischen Regionen in proTNFa, die verschieden sind zu der
Spaltstellenregion, und Regionen auflerhalb der katalytischen Tasche von TACE
wichtig fur die Erkennung und Spaltung von proTNFa durch TACE sind.

Diese Annahme war bereits durch Bindungsstudien am Computer getroffen worden,
bei denen die dreidimensionale Struktur der katalytischen Domane von TACE kom-
patibel mit zusatzlichen Kontaktstellen zwischen Protease und Substrat war (110). Im
Falle des Angiotensin konvertierenden Enzyms (ACE) war gezeigt worden, dass die
distale extrazellulare Domane, die weit von der Spaltstelle entfernt liegt, ausreichend
fur die Erkennung und Spaltung der beteiligten Protease war. Der Transfer dieser
Domaéane auf das Protein CD4 hatte dieses Protein, dass normalerweise nicht durch
limitierten Proteolyse freigesetzt wird, spaltbar gemacht (155). Allerdings hatten Sad-
hukhan et al. gezeigt (154), dass die Protease, die fur die Spaltung von ACE zustan-
dig ist, nicht identisch mit TACE ist.

Durch die hier beschriebenen Untersuchungen lief3 sich allerdings zeigen, dass auch
innerhalb der Spaltregion von proTNFo Erkennungssequenzen flir TACE enthalten
sein mussen, die in den proTNFo Chimaren nicht vorhanden waren, so dass diese
nicht mehr gespalten werden konnten. Moglicherweise hatte das Einfugen des IL-6R-
Spaltpeptids zu einer Strukturveranderung in der Region geflhrt. Diese hat mogli-
cherweise dazu gefuhrt, dass TACE zwar noch binden konnte, da die Erkennungs-
sequenzen aullerhalb der Spaltstellenregion vorhanden waren, aber nicht mehr in
der Lage war, die chimaren Proteinen zu spalten. Allerdings ist diese These nach bis-
herigen Kenntnissen eher unwahrscheinlich, da angenommen wird, dass die Stielre-
gion in unmittelbarer Nahe der Membran von proTNFo und IL-6R keine
Sekundarstruktur aufweist (173, 187).

Die hier beschriebenen Ergebnisse zeigen, dass die Mechanismen der Substrater-
kennung durch Sheddingproteasen, die fur die Generierung von I6slichem IL-6R und

TNFo verantwortlich sind, komplexer sind als zuvor angenommen.
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4.3 Ubertragung von Spaltbarkeit durch membrannahe
Sequenzen spaltbarer Proteine

Es war bisher in einem Fall gezeigt worden, dass membrannahe Sequenzen von
proTGFa und APP Spaltbarkeit auf ein nicht spaltbares Protein Gbertragen kénnen
(8). Aus diesen Ergebnissen hatten die Autoren geschlossen, dass die membranna-
hen extrazellularen Regionen von proTGFo und APP trotz Fehlens von Sequenzahn-
lichkeiten Schlisselelemente des Sheddings sind. In den hier durchgefuhrten Expe-
rimenten sollten diese Ergebnisse bestatigt und erweitert werden. Es ware maglich
gewesen, dass nur eine Besonderheit an dem von Arribas et al. gewahlten Reporter-
protein Betaglykan zu der Spaltbarkeit gefuhrt hatte. Aus diesem Grund wurde in die-
ser Arbeit ein anderes Protein gewahlt, das gp130. Dieses Typ | Transmembranpro-
tein ist kein Substrat der zuvor beschriebenen Spaltmaschinerie, obwohl gp130 in
sehr geringem Ausmal} von der Zelloberflache gespalten wird (120). Die Menge an
proteolytisch freigesetztem |oslichem gp130 ist allerdings vernachlassigbar im Ver-
gleich zum Shedding von Proteinen wie IL-6R und proTNFa. AuRerdem scheint die-
ser Vorgang nicht durch Protein Kinase C (PKC) reguliert zu sein, da er nicht durch
PMA induziert werden kann. Das Protein gp130 wurde noch aus einem anderen
Grund als Ausgangsprotein gewahlt. Es ist die gemeinsame signaltransduzierende
Untereinheit der Familie der IL-6-artigen Zytokine (87). Chimaren, die auf der Basis
von gp130 hergestellt werden, kénnen folglich immer auf ihre strukturelle Integritat
hin untersucht werden, indem Uberprift wird, ob sie noch in der Lage sind, nach Sti-
mulation Signale in den Kern weiterzuleiten.

Zunachst wurden vier chimare Proteine untersucht. Aus gp130 wurden jeweils sieben
Aminosauren herausgenommen. Dies entsprach nach den Modellvorstellungen (Abb.
4.1) der Lange eines B-Faltblatts der membranproximalen Fibronektindomane. Hier-
durch, so wurde vermutet, wurde die Struktur des Proteins am wenigsten beeintrach-
tigt werden. Im Austausch wurden jeweils 12 Aminosauren lange Peptide von IL-6R,
proTNFo und proTGFoa eingesetzt. Dass ein langeres Peptid eingesetzt wurde, als
zuvor herausgenommen worden war, liegt darin begrindet, dass, veranlasst durch
Studien an ACE, eine minimale Lange von Spaltregionen postuliert worden war. Der
sogenannte Stiel zwischen Membran und erster extrazellularer Domane sollte hier-
nach zumindest 11 Aminosauren lang sein, damit die spaltende Protease Zugang zu

der Spaltstelle habe (46). Es wurden die Spaltstellenpeptide von proTNFo und IL-6R
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gewahlt, weil bereits sehr viel Uber den Vorgang der Spaltung dieser beiden Proteine
bekannt ist. Da bei dem zuvor durchgefuhrten Spaltstellenaustausch zwischen IL-6R
und proTNFa untereinander so unerwartete Ergebnisse aufgetaucht waren, erschien
es sehr interessant herauszufinden, wie sich diese beiden Peptide in einem der
Spaltmaschinerie nicht zuganglichen Protein auswirken wirden. Die membrannahe
Region von proTGFa war ausgewahlt worden, um einen direkten Vergleich zu den
Ergebnissen von Arribas et al. zu haben (8).

proTGFao und IL-6R sind wie gp130 Typ | Transmembranproteine, d. h. ihr C-Termi-
nus liegt intrazellular. Im Gegensatz hierzu befindet sich der C-Terminus von
proTNFo extrazellular; es ist ein Membranprotein vom Typ Il. Im folgenden stellte
sich die Frage, ob ein Spaltstellenpeptid die Spaltbarkeit nur in einer Orientierung,
relativ gesehen zur Zellmembran, Ubertragen kann. Aus diesem Grund wurden zwei
Chimaren hergestellt, die das proTNFo-Spaltpeptid in zwei Orientierungen enthielten
(gpTN130 und gpRT130).

Im folgenden konnte gezeigt werden, dass alle vier Chimaren exprimiert wurden. Im
Gegensatz zu gp130, dass als einzelne Bande von etwa 130 kDa im Gel nachweis-
bar war (schwarzer Pfeilkopf), wurden die chimaren Proteine als Doppelbande detek-
tiert. Zusatzlich zu der Bande bei 130 kDa (schwarzer Pfeilkopf) wurde eine zweite
Bande bei etwa 120 kDa detektiert (weilder Pfeilkopf). Die untere Bande stammt ver-
mutlich von Vorlauferproteinen, die nicht zu Oberflache transportiert worden waren.
Maoglicherweise konnten sie nicht korrekt gefaltet werden. Diese Vermutung wurde
dadurch bestatigt, dass diese untere Bande nicht in oberflachenbiotinylierten Zellen
nachweisbar war. Allerdings wiesen die oberflachenmarkierten Zellen dasselbe Ex-
pressionsmuster auf wie die metabolisch markierten Zellen aus den Spaltuntersu-
chungen. Somit wurde bestatigt, dass die biotinylierten Oberflachenproteine den me-
tabolisch markierten Proteinen entsprechen.

In den folgenden Spaltassays konnte gezeigt werden, dass alle vier generierten
Chimaren PMA-induziert prozessiert wurden. Uberraschenderweise zeigten sich be-
zuglich der Induzierbarkeit signifikante Unterschiede. Die Chimare gplL130, das die
IL-6R-Spaltregion enthalt, wurde in nur geringem Male spontan gespalten. Die Inku-
bation mit PMA fuhrte allerdings zu einer fast vollstandigen Freisetzung von |0sli-
chem gplL130. Das chimare Protein wurde folglich in der gleichen Weise prozessiert
wie der IL-6R, aus dem das Spaltstellenpeptid stammte. Wie bereits zuvor beschrie-

ben wurde, wird proTNFa in hdherem Malde spontan gespalten als der IL-6R. Auch
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gpTN130, das die Spaltstellenregion von proTNFa. in gleicher Orientierung enthalt
wie in proTNFa, wurde in erheblich hoherem Malde spontan gespalten als gplL130.
Offensichtlich wurden die Spalteigenschaften der Ursprungsproteine durch die Spalt-
stellenpeptide Ubertragen. Daraus lasst sich schlieRen, dass in der die Spaltstelle
umgebenden Region, eine Information verschlisselt ist, welche die Spalteigenschaf-
ten des Proteins bestimmt. Weiterhin bestatigt wurde diese Annahme durch das
Spaltmuster von gpTG130. Diese Chimare wurde spontan gesheddet wie auch
gpTN130. PMA flhrte ebenso zu einer kompletten Freisetzung des chimaren Prote-
ins. Auch proTGFa wird spontan prozessiert. PMA flhrt zu einer weiteren Beschleu-
nigung der Spaltung (7). Aus diesen Ergebnissen konnte zunachst geschlossen wer-
den, dass es Spaltstellen gibt, die in der Lage sind, andere, nicht-spaltbare Proteine
der Sheddingmaschinerie zuganglich zu machen. Die Chimare, die das reverse
Spaltstellenpeptid von proTNFa enthielt (gQpRT130), wurde ebenfalls prozessiert.
Was allerdings Uberraschte, war das Muster der Spaltung. Diese Chimare wurde in
viel geringerem Malde spontan gespalten als gpTN130. Stattdessen wurde I0sliches
gpRT130 vor allem nach der PMA Induktion freigesetzt. Hierin ahnelt diese Chimare
viel mehr gplL130 bzw. dem IL-6R. Hieraus konnte geschlossen werden, dass in
gpTN130 die Information des Typ Il Proteins weitergegeben worden war. Die reverse
Orientierung von gpRT130 allerdings fuhrte in der Chimare zu einer Spaltung wie in
dem Typ | Protein IL-6R. Dagegen spricht jedoch, dass auch proTGFa ein Membran-
protein vom Typ | ist. Trotzdem wird es in hdherem Malde spontan gespalten als der
IL-6R. Moglicherweise sind proTNFo und proTGFa bessere Substrate fir die beteilig-
te(n) Protease(n) als der IL-6R. Dies konnte erklaren, warum diese Proteine und so-
mit auch die gp130 Chimaren, die deren Spaltstellen enthalten (gpTN130 und
gpTG130) besser, also bereits ohne Stimulation gespalten werden kénnen. Der IL-
6R, ebenso wie gplL130, ist mdglicherweise ein schlechteres Substrat und wird erst
durch die Stimulation mit z. B. PMA in groReren Mengen prozessiert. Durch die re-
verse Orientierung der proTNFo Spaltregion in gpRT130 ist die Spaltstelle mdgli-
cherweise schlechter fur die beteiligte(n) Metalloprotease(n) zuganglig. Aus diesem
Grund wird diese Chimare mdglicherweise erst in erhdhtem Malde nach einer Stimu-
lation mit PMA prozessiert.

Ehlers et al. (46) hatten, veranlasst durch Studien an ACE, postuliert, dass eine
Spaltregion zumindest 11 Aminosauren lang sein musste, um der beteiligten Protea-

se(n) Zugang zu der Spaltstelle zu gewéhren. Bei einer Ubertragung der Spaltbarkeit
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auf ein per se unspaltbares Protein war diese Hypothese allerdings nie Uberprift
worden. Daher wurden vier verkurzte |L-6R-Spaltregionen in gp130 eingesetzt, von
denen zwei die eigentliche IL-6R-Spaltstelle enthielten, zwei weitere jedoch nur die
diese Spaltstelle umgebenden Aminosauren. In jedem Fall waren die eingesetzten
Peptide klrzer als 11 Aminosauren; gp8IL130 und gpA4IL130 enthielten ein acht A-
minosauren langes Spaltpeptid, das Peptid in gp4lL130 und gpA8IL130 war nur vier
Aminosauren lang. Dennoch waren alle auf diese Weise generierten Chimaren PMA-
induziert spaltbar. Interessanterweise wurde jede dieser Chimaren nach dem glei-
chen Muster wie gpIL130 gespalten, d. h. die I6slichen Formen der Chimaren wurden
nur sehr wenig spontan freigesetzt sondern erst nach einer Stimulation mit PMA. Es
gibt keine Aminosauren des Spaltpeptids, die in allen vier Chimaren enthalten sind.
Daher kann hieraus geschlossen werden, dass in den eingesetzten Peptiden keine
Informationen dartber enthalten ist, dass die Chimaren wie der IL-6R gespalten wer-
den. Jede der Aminosauren des Spaltpeptids musste diese Information tragen. Viel-
mehr wird die zuvor gemachte Annahme unterstutzt, dass ein Protein, dessen Spalt-
stelle schlecht fur die beteiligte(n) Protease(n) zuganglich ist, kaum spontan gespal-
ten wird, sondern erst nach einer Stimulation mit PMA. Die verklrzten Spaltpeptide
der zuletzt untersuchten Chimaren waren folglich ebenso schlecht von der beteiligten
Protease zu erreichen, wie das ursprungliche IL-6R-Peptid. Hierbei war es nicht be-
deutend, ob die eigentliche Spaltstelle in dem Peptid enthalten war. Ebenso unwich-
tig war die Lange des eingesetzten Peptids. In allen Fallen war die Spaltregion gleich
gut bzw. schlecht zuganglich, so dass es in alle vier Fallen zu einem PMA-
induzierten Shedding kam. Maoglicherweise wurde durch das Austauschen der Ami-
nosauren die Schleife, die das ersetzte p-Faltblatt mit dem darauffolgenden B-Falt-
blatt verbindet ebenfalls als ,Spaltsequenz‘ miteinbezogen, so dass die gesamte
Lange wieder der minimal geforderten entsprach. Eventuell jedoch ware es auch
moglich, dass weniger als elf Aminosauren ausreichen, um die Sequenz fur eine Pro-
tease zuganglich zu machen. Hieraus kann geschlossen werden, dass die tatsachli-
che Sequenz einer Spaltregion nicht von entscheidender Bedeutung flur die Spaltbar-
keit sein kann. Dies ist nicht Uberraschend, denn die Spaltstellenregionen der grol3en
Gruppe der PMA induziert spaltbaren Proteine weist keinerlei Sequenzutbereinstim-
mungen auf. Dennoch werden alle nach dem gleichen Mechanismus gespalten. Dies
hatte bereits in anderen Arbeiten zu der These geflhrt, dass nicht die tatsachliche

Sequenz der Spaltstellenregion ausschlaggebend ist, ob ein Protein gespalten wird,
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sondern die Topologie der Region sowie die Tatsache, dass sie sich in unmittelbarer
Membrannahe befindet (46). Bezuglich der Topologie der Stielregion ist vermutlich
die Ausbildung eines Stiels mit nicht oder kaum vorhandener Sekundarstruktur ent-
scheidend, wie er bisher fur alle spaltbaren Proteine nachgewiesen werden konnte
(46).

Da aus den bisher erhaltenen Ergebnissen geschlossen werden kann, dass die To-
pologie der Spaltstellenpeptide entscheidend fur die Spaltung eines Proteins ist, wur-
den im folgenden zwei Chimaren generiert, die unterschiedlich lange Peptide aus der
membranproximalen Region des LIFR enthielten. Die Struktur des LIFR und gp130
ahneln sich in vielen Bereichen. Auch in der membranproximalen Domane sind beide
Proteine ahnlich aufgebaut. Abb. 4.1 veranschaulicht, dass die der Membran am
nachsten liegende Domane ein aus sieben B-Faltblattern bestehendes fibro-
nektinartiges Modul ist. In beiden Proteinen besteht das erste B-Faltblatt aus neun
Aminosauren; das Einsetzen der angezeigten sieben (blau) bzw. neun Aminosauren
(blau und turkis) des LIFR an die Stelle der sieben blau gezeichneten Aminosauren
von gp130 sollte in einem chimaren Protein resultieren, das eine ahnlich kompakte
Struktur wie gp130 und LIFR aufweist und nicht gespalten wird. Erstaunlicherweise
wurden beide Chimaren PMA-induziert freigesetzt. Ahnliche Beobachtungen waren
kurzlich gemacht worden, nachdem die gesamte Stielregion des Angiotensin Konver-
tierenden Enzyms (ACE) durch eine nicht spaltbare EGF-ahnliche Sequenz ersetzt
worden war (160). Auch diese chimaren Proteine waren PMA-induziert gespalten

worden.
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Abb. 4.1 Banderdarstellung der molekularen Modelle der membranproximalen
Fibronectin Il Domanen von gp130 (links) und LIFR (rechts). Die juxtam-
membranen peripheren Faltblatter sind in blau bzw. tlurkis ausgeftllt. Im Falle von
gp130 (links) misst der Abstand zur Zellmembran eine Aminosaure. Das Faltblatt von
LIFR ist drei Aminosauren von der Zellmembran entfernt.

Die in diesem Fall erhaltenen Ergebnisse sind nur schwer mit den bisher getroffenen
Postulierungen und Modellvorstellungen vereinbar. Wie in dem Modell in Abb. 4.1
veranschaulicht wird, besitzt gp130 keine Stielregion zwischen der extrazellularen
und der Transmembrandomane. Die Lange des membrannahen B-Faltblatts der
Fibronektin 1ll Domane hatte keinen unterscheidbaren Einfluss auf die Spaltbarkeit,
da die Spaltmuster von gpSLIFR130 und gpLLIFR130 identisch waren.

Bereits das minimale nicht induzierte Shedding von gp130 muss durch eine Destabi-
lisierung der membrannahen Fibronektin Il Domane stattfinden. Durch das Ersetzen

des membranproximalen B-Faltblatts mit dem B-Faltblatt des LIFRs wurde diese De-
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stabilisierung vermutlich noch vergréRert. Andererseits funktionierten alle spaltbaren
und nicht spaltbaren gp130 Chimaren als Signaltransduktionsmodul des IL-6/IL-6R-
Komplexes. Durch Stimulation mit IL-6 kam es in allen Fallen zu einer Tyrosin
Phosphorylierung von gp130 und zu einer STAT3 Aktivierung. Dies spricht gegen
starke strukturelle Veranderungen der gp130 Chimaren. Aus diesem Grund kdnnen
die gemachten Beobachtungen nur durch ein dynamischeres Modell erklart werden.
Vermutlich liegt das membranproximale B-Faltblatt der chimaren gp130 Proteine
durchschnittlich wesentlich 6fter in einem unstrukturierten Zustand auflerhalb des
Verbandes der Fibronektin [l Domane vor als im Wildtyp gp130. Immer wenn dieses
B-Faltblatt auBerhalb der Doméane vorliegt, wird das chimare Protein flr eine Sekre-
tase zuganglich und kann PMA-induziert gespalten werden. Die ubrige Zeit liegt die-
ses B-Faltblatt in geordnetem Zustand vor, so dass die Chimare strukturell intakt und
wahrend dieser Zeit zur Signaltransduktion fahig ist. Die erhaltenen Ergebnisse spre-
chen gegen die Existenz einer Spaltsequenz per se in Membranproteinen und legen
ein Modell nahe, in dem die strukturelle Integritat der extrazellularen Domane das
Spaltverhalten determiniert.

Hieraus kann geschlossen werden, dass ein Membranprotein um so mehr zu einem
Substrat fur Sheddingproteasen wird, je ungeordneter die membrannahe Domane

dieses Proteins ist.

4.4 Biologische Relevanz Ioslicher Membranproteine

Es wird angenommen, dass mindestens 2 bis 5 % der Membranproteine durch pro-
teolytische Spaltung freigesetzt wird. Diese I6slichen Proteine sind oft von grol3er
Wichtigkeit fir den Korper, da durch sie Informationen z. B. Uber Infektionen schnell
verbreitet werden konnen. In anderen Fallen jedoch sind sie fur die Ausbreitung von
Krankheiten oder sogar fur deren Entstehen verantwortlich. Im Falle von B-APP, bei-
spielsweise, fuhrt die fehlerhafte Spaltung zu Fragmenten, die im Gehirn zu den Pla-
ques fuhren, die in Alzheimerpatienten entdeckt wurden (143). Bisher sind drei Spalt-
stellen in B-APP bekannt, die von drei verschiedenen Proteasen (o-, B- und y-
Sekretase) erkannt werden (74). Erst kirzlich konnte die B-Sekretase, deren Aktivitat
zu den die Alzheimersche Krankheit verursachenden Peptiden flhrt, kloniert und zu
den Aspartatproteasen gruppiert werden (67, 96, 163, 177, 188). Weitere Erkennt-
nisse Uber die Wirkung dieser Sekretasen sowie deren Regulierung werden es in
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Zukunft ermoglichen, Antagonisten und Inhibitoren zu entwickeln, so dass die Alz-
heimersche Krankheit in Zukunft geheilt werden kann bzw. gar nicht mehr zum Aus-
bruch kommen wird.

Zu den proteolytisch spaltbaren Proteinen gehoéren auch viele Zelladhasionsmoleku-
le, wie z. B. L-Selektin, das eine wichtige Rolle beim Rekrutieren von Leukozyten an
Entzindungsorte spielt (Leukozyten ,Rolling“ und ,Homing®). Die Freisetzung dieses
Proteins, die in aktivierten Neutrophilen stattfindet und zu einer Verringerung an zell-
gebundenem L-Selektin fuhrt, geschieht wenige Minuten nach PMA-Stimulation (17).
Da L-Selektin in allen Leukozyten aul3er einigen Gedachtnis T-Zellen exprimiert wird,
konnte eine Herunterregulation von auf der Oberflache exprimiertem L-Selektin zu
einem Abldsen von Leukozyten von Endothelzellen fuhren. (186). Wurde es z. B. bei
einer bakteriellen Infektion zu einem Shedding von L-Selektin und anderen Adhasi-
onsmolekilen durch bakterielle Proteasen kommen, ware eine Mobilisierung der Im-
munantwort in den betroffenen Geweben nicht mehr so schnell und effizient moglich.
Viele Zytokine und Zytokinrezeptoren gehoren ebenfalls zu den Substraten der
Sheddingmaschinerie. Mogliche Konsequenzen der Spaltung von membrangebun-
denen Zytokinen ist in Abb. 4.2A dargestellt. Membrangebundene Zytokine kdnnen
ihre Rezeptoren auf benachbarten Zellen stimulieren. Die membrangebundene Form
TNFo bindet und aktiviert bevorzugt den Typ Il TNF-R, wodurch es beispielsweise in
der Lage ist, resistente Tumorzellen sensitiv gegentber einer TNFao vermittelten Zy-
totoxizitdt zu machen (65). Mittels eines transgenen Tiermodells konnten Alexopou-
lou et al. des weiteren nachweisen, dass membrangebundenes proTNFa allein in der
Lage ist, die Pathogenese von Arthritis zu vermitteln (6). Eine Spaltung dieser mem-
branstandigen Zytokine durch eine Protease flhrt zu der Freisetzung von |8slichen
Zytokinen, die nun durch die Blut- und Lymphzirkulation verbreitet werden (Abb.
4.2B). Auf diese Weise kann die Wirkung von TNFa beispielsweise zu einem syste-
mischen Krankheitsbild wie dem septischen Schock fuhren. Andererseits kdnnen auf
diese Weise Informationen uUber mogliche Krankheiterreger viel schneller verbreitet

werden, als die Uber membrangebundene Zytokine der Fall ware.
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Abb. 4.2 Physiologische Bedeutung Ioslicher Zytokine und loslicher Zytokinre-
zeptoren. (A)Zell-Zell Signalgebung durch membrangebundenen Wachstumsfakto-
ren oder Zytokine. (B) Shedding eines membrangebundenen Wachstumsfaktors oder
Zytokins fuhrt zu der Generierung der léslichen Form dieses Proteins, das durch die
verbreitet wird und andere Zellen stimulieren kann. (C) Der l6sliche Rezeptor eines
Wachstumsfaktors oder Zytokins kann mit der membrangebundenen Form um den
Liganden konkurrieren. Diese I6slichen Rezeptoren wirken als Antagonisten. (D) Im
Falle der IL-6-artigen Zytokine wirken die |0slichen Rezeptoren agonistisch (aus
Mullberg et al. (2000) (119).

Mause, die kein TNFo oder keine TNF-Rezeptoren haben, sind lebensfahig (47). In-
sofern war es (iberraschend, dass TACE-defiziente (TACE™) Méuse es nicht waren
(137). Hieraus konnte geschlossen werden, dass TACE auch fur die Freisetzung ver-

schiedener anderer Proteine von grof3er Wichtigkeit ist. Die Summe all dieser fehlen-
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den Prozessierungen schlieBlich fihrten in den Tieren zu dem extremen Phanotyp,
wie beispielsweise die Abnormalitaten in den Haarfollikeln und Augen in den TACE™
Mausen (137). Der Phanotyp wies vor allem auf eine Beteiligung von Zytokinen der
TGFo Familie hin, da Mause, die fir TGFa defizient sind, einen sehr ahnlichen Pha-
notyp besitzen (104, 106).

Inzwischen konnte durch Bank et al. (10) gezeigt werden, dass auch Serinproteasen,
die von aktivierten Neutrophilen sezerniert werden, wie Elastase und Cathepsin G an
der Freisetzung von Zytokinrezeptoren beteiligt sind. Patienten mit einem Neuro-
trauma wiesen hohe Mengen an |6slichen Rezeptoren von IL-2 und IL-6 auf, die
durch Elastase (spaltete vornehmlich IL-2R) und Cathepsin G (nutzte den IL-6R als
Substrat) hervorrufen wurden (10). Interessanterweise induziert IL-2 auch die Frei-
setzung von Serinproteasen aus Naturlichen Killerzellen und unspezifischen T-
Killerzellen (107).

Freigesetzte Zytokinrezeptoren kdnnen auf unterschiedliche Weise wirken. Abb. 4.2C
und D zeigen die Moglichkeiten einer antagonistischen und agonistischen Wirkweise
I6slicher Zytokinrezeptoren. Die meisten I6slichen Rezeptoren konkurrieren mit ihren
membrangebundenen Pendants um ihre Liganden, wodurch sie als kompetitive An-
tagonisten wirken. Rezeptoren far IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-7, IL-9, IL-10, IL-13
und IL-15 gehoéren zu der Gruppe der antagonistisch wirkenden I6slichen Rezeptoren
(Abb. 4.2C) (119). Viele dieser loslichen Rezeptoren verlangern die Plasmahalb-
wertszeit ihrer Liganden und kdénnen daher als Tragerproteine fur diese Zytokine an-
gesehen werden (45, 51, 52, 73, 151). Im Gegensatz hierzu agieren viele I6sliche
Rezeptoren der IL-6-artigen Zytokine als Agonisten (151). Wie schematisch in Abb.
4.2D dargestellt ist, kann IL-6 seinen |6slichen Rezeptor binden. Dieser Komplex bin-
det im folgenden an ein Molekull gp130, das daraufhin mit einem weiteren Molekdl
gp130 homodimerisiert und aktiviert wird. Einen Zelle, die I6slichen IL-6R freisetzt,
kann eine zweite Zelle, die nur gp130 exprimiert, sensitiv fur IL-6 machen. Dieses
Prinzip wurde als Transsignalling bezeichnet (151). Bisher konnte gezeigt werden,
dass IL-6, IL-11 (12) und CNTF (39), die alle in die Familie der IL-6-artigen Zytokine
gehoren, Zielzellen durch Transsignalling aktivieren kdnnen.

An sympathischen primaren Neuronen (108) und an primaren glatten Muskelzellen
(89) konnte ein neues Prinzip der parakrinen Signalweiterleitung durch Zytokine
nachgewiesen werden. Beide Zelltypen produzieren IL-6. Da sie jedoch keinen IL-6R

auf ihrer Oberflache exprimieren, kdnnen sie nicht auf das IL-6 reagieren, das sie
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produzieren. Beide Zelllinien kdnnen allerdings durch eine Kombination von 6sli-
chem IL-6R und IL-6 sowie durch ein Fusionsprotein aus IL-6R und IL-6, dem soge-
nannte Hyper-IL-6, (563) stimuliert werden. Daher scheint es wahrscheinlich zu sein,
dass viele IL-6 produzierende Zellen auf benachbarte Zellen angewiesen sind, die
I6slichen IL-6R freisetzen. Als ldslichen IL-6R produzierende Zellen kommen vor al-
lem Gewebemakrophagen und Neutrophile in Frage, die nach Stimulation mit dem
Akutphase-Protein C-reaktives Protein I0slichen IL-6R freisetzen (84).

4.5 Ausblick

Die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse haben neue Einblicke in die Regulierung
des Sheddings gegeben. Allerdings wurden hierdurch auch viele neue Fragen auf-
geworfen, die in Zukunft weiter untersucht werden sollten.

Das beschriebene dynamische Modell miusste, um dessen Richtigkeit zu bestatigen,
weiter untersucht werden. Hierzu wurden sich genaue Messungen der Spaltkinetiken
verschiedener mutierter Proteine anbieten, die parallel zu Analysen ihrer strukturellen
Integritat durchgefuhrt werden mussten.

Des weiteren sollten die generierten proTNFa-Chimaren, die statt der eigenen die
Spaltregion des IL-6Rs enthalten, auf strukturelle Besonderheiten hin untersucht
werden. Bisher konnte gezeigt werden, dass die chimaren Proteine zum grof3en Teil
zur Zelloberflache transportiert werden, was bedeutet, dass sie strukturell nicht vollig
verschieden zum Wildtyp sind. Der Grund, warum sie trotzdem nicht prozessiert wer-
den konnen sollte weite untersucht werden. Des weitern kdnnte auch der komplette
Stiel von proTNFa gegen den vollstandigen Stiel des IL-6R ausgetauscht werden.
Maoglicherweise waren solche Chimaren wieder spaltbar. Statt der IL-6R-Spaltregion
konnten ebenso andere membrannahe Peptide von spaltbaren Proteinen gegen die
Spaltregion von proTNFo eingesetzt werden. Hiermit konnte untersucht werden, ob
alle chimaren Spaltstellenproteine, die auf der Basis von proTNFa generiert werden,
unspaltbar sind. Interessant ware es auch zu untersuchen, ob eine proTNFo-
Chimare, welche die eigene Spaltstelle in reverser Form enthalt, noch spaltbar ist
und nach welchem Muster.

Um weitere Einblicke in die generellen Mechanismen des Sheddings zu gewinnen,
werden Untersuchungen an Tiermodellen gemacht werden mussen. Die bisher gene-

rierten TACE-defizienten Mause, waren nicht lebensfahig (137). Sie starben zwi-
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schen Tag 17,5 der Embryonalentwicklung und dem ersten Tag nach der Geburt. Die
bisher gemachten Untersuchungen konnten folglich nur an aus Embryonen dieser
Tiere isolierten Zellen durchgefuhrt werden. Die Generierung von konditionalen
TACE-defizienten Tieren, bei denen das Protein am lebenden Tier und organspezi-
fisch ausgeschaltet werden kann, wird weitere Einblicke in die Mechanismen des
Sheddings sowie deren Auswirkungen auf den Organismus ergeben. Anhand dieser
Tiere wird es auch moglich sein, die Beteiligung von TACE am Shedding des IL-6R
naher zu klassifizieren und den Unterschied zur Prozessierung von proTNFo konkre-

ter darstellen zu kbnnen.
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5 Zusammenfassung

Eine funktionell und strukturell diverse Gruppe von Transmembranproteinen wie bei-
spielsweise Mediatoren und deren Rezeptoren kdnnen proteolytisch gespalten wer-
den. Trotz Fehlens von Sequenzahnlichkeiten im Bereich der Spaltstellen werden die
meisten dieser Proteine nach einer Protein Kinase C Aktivierung durch Phorbolester
(PMA) gespalten. Die fur die Freisetzung des Zytokins Tumor-Nekrose-Faktor Alpha
(TNFoa) verantwortliche Metalloprotease TACE (,INF Alpha Converting Enzyme®)
spielt auch bei der Prozessierung verschiedener andere Mambranproteine eine wich-
tige Rolle. In Experimenten mit TACE-defizienten Mausfibroblasten wurde in der vor-
liegenden Arbeit eine Beteiligung von TACE an der PMA-induzierten Spaltung des
Interleukin-6 Rezeptors (IL-6R) nachgewiesen. Eine Beteiligung anderer Metallopro-
teasen und Nicht-Metalloproteasen konnte ebenfalls gezeigt werden.

Bisher war erst wenig daruber bekannt, welche Voraussetzungen innerhalb spaltba-
rer Proteine gewahrleistet sein mussen, damit sie von den spezifischen Proteasen
erkannt und gespalten werden. Um herauszufinden, welche Rolle Erkennungsse-
quenzen im Bereich der Spaltstelle hierbei spielen, wurden verschiedene Chimaren
generiert. In einem ersten Ansatz wurden Spaltstellenpeptide zwischen zwei spaltba-
ren Proteinen, IL-6R und proTNFa, gegeneinander vertauscht. Chimare Proteine aus
proTNFo, die statt der eigenen die Spaltstelle die des IL-6Rs enthielten, lie3en sich
nicht mehr spalten. Im Gegensatz dazu wurden IL-6R Chimaren, welche statt der
eigenen die proTNFa Spaltstelle beinhalteten, spontan von der Zellmembran freige-
setzt, ohne dass PMA noch einen weiteren Effekt hatte.

Die signaltransduzierende Untereinheit des IL-6 Rezeptorkomplexes gp130 wird nur
minimal und nicht PMA-induziert von der Zellmembran freigesetzt. Durch das Aus-
tauschen kurzer membranproximaler Peptidsequenzen von gp130 durch Spaltstel-
lenpeptide aus dem IL-6R, proTNFa und proTGFa (, Tumour Growth Factor®), wurden
die daraus resultierenden gp130 Chimaren PMA-induziert von der Zellmembran ge-
spalten. Dennoch waren die Chimaren weiterhin funktionell, da sie nach Zytokinsti-
mulation phosphoryliert wurden und den Transkriptionsfaktor STAT3 aktivierten. Die-
selben Ergebnisse wurden mit verkirzten IL-6R Peptiden erhalten, die nur die Spalt-
stelle flankierende Aminosauren, nicht jedoch die Spaltstelle selber enthielten. Auch

eine korrespondierende Sequenz aus dem ebenfalls nicht-spaltbaren LIF (,Leukae-
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mia Inhibitory Factor®) Rezeptor, der gp130 strukturell sehr ahnlich ist, vermittelte
Spaltbarkeit.

Die hier erhaltnen Ergebnisse lassen annehmen, dass es keine minimalen Konsen-
sussequenzen flur die Spaltung gibt. Vielmehr scheinen strukturelle Veranderungen
innerhalb der membrannahen Region spaltbarer Proteine der Protease Zugang zu

der Spaltstelle zu verschaffen.
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7  Anhang

7.1 Abkurzungen

AB
ACE
ADAM
ANF
APP
CD
CNTF
CRP
CSF
DNA
EGF
ELISA

ER
FCS

G-CSF
GH

gp

GTP
HB-EGF
HRF
ICAM

IL
JAK

kDa
KUZ

LIF

MADM
MAP
MDC
MHC
min
mRNA

NaCl
NF

B-Amyloid Peptid

»<Angiotensin Converting Enzyme®, Angiotensin-konvertierendes Enzym
“A Disintegrin and Metalloprotease Domain”

»Atrial Natriuretic Factor”

“‘Amyloid Precursor Protein”, Amyloid-Vorlaufer-Protein
,Cluster of Differentation®

,Ciliary Neurotrophic Factor®

C-reaktives Protein

“Colony Stimulating Factor”

Desoxyribonukleinsaure

~Epidermal Growth Factor®, epidermaler Wachstumsfaktor
"enzyme-Linked Immunosorbent Assay", Enzymgekoppelter Festpha-
senimmunotest

Endoplasmatisches Retikulum

Fotales Kalberserum

Mikrogramm

,Granulocyte-Colony Stimulating Factor”

“Growth Hormone”, Wachstumshormon

Glykoprotein

Guanosintriphosphat

Heparin bindender EGF-ahnlicher Wachstumsfaktor
Hamatopoetische Rezeptorfamilie

“Intracellular Cell-Adhesion Molecule”

Immunglobulin

Interleukin

Januskinase

Dissoziationskonstante

Kilodalton

Kuzbanian

Liter

.Leukaemia Inhibitory Factor®, Leukamie inhibierender Faktor
milli

mikro

mol/l

»,Mammalian Disintegrin-Metalloprotease”
Mitogen-aktivierte Proteinkinase
Metalloprotease/Disintegrin/Cysteinreiches Protein

“Major Histocompatibility Complex”, Haupthistokompatibilitatskomplex
Minute

,Messenger” Ribonukleinsaure

nanno

Natriumchlorid

nuklearer Faktor
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NGF “‘Nerve Growth Factor”, Nervenwachstumsfaktor

OSM Oncostatin M

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese

PCR .polymerase chain reaction“, Polymerasekettenreaktion

PDGF “Platelet-Derived Growth Factor”

pg Pikogramm

pH negativ dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionenkonzentration
PKC Proteinkinase C

PMA Phorbol-12-myristat-13-acetat

PNGaseF Peptid N-Glykosidase F

POD Peroxidase

R Rezeptor

RAS “‘Rat Sarcoma protein”

S Schwefel

SDS ~>0diumdodecylsulfate®

STAT »oignal Transducer and Activator of Transcription®

TACE “TNF Alpha Converting Enzyme”, TNFa konvertierendes Enzym
TAPI TNF Alpha Proteaseinhibitor

TGF »1umor Growth Factor®, Tumorwachstumsfaktor

™ Transmembrandomane

TNF Tumor Nekrose Faktor

U “Unit”, Einheit

VCAM “Vascular Cell-Adhesion Molecule”, vaskulares Zelladhasionsmolekul
VSV “Vesicular-Stomatitis Virus”

Zn Zink

7.2 Abklirzungen der Aminosauren

Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Asparaginsaure Asp D
Cystein Cys C
Glutamin GIn Q
Glutaminsaure Glu E
Glycin Gly G
Histidin His H
Isoleucin lle I
Leucin Leu L
Lysin Lys K
Methionin Met M
Phenylalanin Phe F
Prolin Pro P
Serin Ser S
Threonin Thr T
Tryptophan Trp W
Tyrosin Tyr Y
Valin Val \%
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