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An sich

Sei dennoch unverzagt! Gib dennoch unverloren!

Weich Keinem GlicKke nicht, steh hidher als der Neid,
Vergniige dich an dir, und acht es fiir Kein Leid,

Hat sich gleich wider dich Gliick, Ort und Zeit verschworen.

Was dich betriibt und [abt, halt alles fiir erKoren,

Nimm dein Verhingnis an, lass alles unbereut.

Tu, was getan sein muss, und eh man dirs gebeut.

Was du noch hoffen Kannst das wird noch stets geboren.

Was Klagt, was lobt man doch? Sein Ungliick und sein Glicke
Ist sich ein jeder selbst. Schau alle Sachen an:

Dies alles ist in dir. Lass deinen eitlen Wahn,

Und eh du fiirder gehist, so geh in dich zuriicKe.

Wer sein selbst Meister ist, und sich beherrschen Kann,

Dem ist die weite Welt und alles untertan.

Paul Fleming

meinen Eltern und Schwestern




Inhaltsverzeichnis

T EDLEIEIIG.........ooineiiee ettt ettt e et e et e e st e e eabeesateeessaeesssaesssseessseeensseessseennsneanes 7
1.1 ZUYEOKIINIC ...ttt ettt et et et e bt s bt e sht e e a bt et e bt e bt e bt e ea et e a et ea b e et e e bt e s bt e sateeateeas 7
1.2 INEEITEUKIN-0 ..ottt sttt ettt st e 7
1.3 Signaltransduktion von Interleukin 6: der JAK/STAT-Weg ....ccccociriiiiiininiininceceeeeeeee 8
1.4 GIYKOPIOEIN 130 ...ttt ettt b e sttt st et b e bt s et e st e e enneas 10
LOSIICNE REZEPLOTEI «...cniiiieiie ettt et ettt e sbe e shee st e st e e bt e nbeenae 12
1.5 Bedeutung von IL-6 in humanen Krebserkrankungen am Beispiel des Multiplen Myeloms........ 12
1.6 STAT3 QIS ONKOZEN ...ttt ettt et ettt e sab e et e e bt e e sbteesibeesabeeeseeesabeeenes 14
1.7 Zielsetzung und MethodiK ..........ooiiiiiiiiiie e e 15
2 Material und Methoden...............cccooiiiiiiiiiiiiii ettt et 21
2.1 ChemIKALIEN.....coeiiiiiciiec ettt st ettt sttt e a st saeeanen 21
2.2 PLASIIIIAEC. ...ttt bttt ettt ettt ettt 21
23 BaKLETTENSTAMIME .....oveeuiiiieiieiieieie ettt ettt ettt sttt n e eanen 21
24 ZUYEOKIINIC ...ttt ettt ettt e h e bt e at e et e e bt e bt ht e e a et et e et e e eh e e nhe e eate st e e bt ebeenaee 21
2.5 ANTIKOTPET ..ttt ettt et ettt ettt et e st e st sttt e bt eneenae 22
2.5.1  PrIMErantKOTPET. ... .ooiiiiieiieiieiteete ettt ettt ettt st st 22
2.5.2  SeKundarantiKOrPeT .......c.cooiiiuiiiiiiiiitieit ettt ettt ettt e 23
2.6 Nukleinsdure- und ProteinStandards ..............ooueeiiiieiiiiniieiie et 23
2.7 RadioChemMIKaAlIEN ....c.eeuiiiieiiiieieiccc et st 24
2.8 ENZYME UNA KIS c..eeiiiiiiii ettt ettt sttt st b et 24
2.9 Primer und OligONUKIEOtIAE .....c..coouiiiiiiiiiiiiiieiercece et 24
20001 PIIINIBT .ttt e sttt st et 24
2.9.2  OlONUKIEOIAC ...c..eeiiiiiiiiiieiieteee ettt ettt s s 25
2.10  Gerite und sonstige Materiali®n ..........cocuiiiiriiiiiiiiiei ettt 26
2.11  Molekularbiologische MethOden .............cocuiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeet e 26
2.11.1 Restriktionsverdau von DINA L. .....cooiiiiii et 26
2.11.2 Agarose-GeleleKrOPROTESe. ........evuiiiiiiiieiieieeee ettt 27
2.11.3 Transformation kompetenter Bakterien ...........ccocoeviiiiiiiiniiiiiiieeeeseeeeceee e 28
2.114 Plasmid-DNA-Mini-Praparation..........cccceeveerieriiiieeniieiiesieseeee et 30
2.11.5 Plasmid-DNA-MaxXi-Praparation .........ccccceiierieiiiiiiiiieieeeeeee ettt 30
2.11.6 LIATION ettt ettt ettt et et e b et sh e sttt e bt e aee 31
2.11.7 Polymerase-Ketten-Reaktion ...........c.cccoiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeete e 33




2.11.8 RT-PCR ottt et et ettt 34

2.11.8.1  RNA-ISOHEIUNZ .....eeuiieiiieiieeie ettt ettt et et sttt et et e et e b e e e e nae 34
2.11.8.2  RT-Reaktion Und PCR .......c.cooiiiiiiiiiii ettt et aee e 34

2.12  ZellbiologiSche MEthOEN ......cccueiiiiiiiiiiiiiieiit ettt 35
2.12.1 ZRIIKUITUT <.ttt e a sttt st e 35
2.12.2 ZRITINICIY ...ttt ettt et ettt b e e bt e et et e et e e s bt e sbeesae e et e e bt e beeaee 36
2.12.3 Transfektion von SAUZETZEIIEN. ........coiuiiiiiiiiiiii it 37
2.12.3.1  Transiente TransfeKtioN. .........ccocoiiiiiiiiiiiiiiiiieicce e 37
2.12.3.1.1 DEAE-Dextran: transiente Transfektion von COS 7- und HepG2-Zellen...........cccccoueeuennnenne. 37
2.12.3.1.2  ExGen: transiente Transfektion von HeLa-Zellen ..........cccccoociviiiiiniiiiinininniiiicicene 39

2.12.3.2  Stabile TransTeKOMN ....ccc.uiiiiiiiiiiieee ettt e b e et e e saee e 40
2.12.3.2.1 Retrovirale Transfektion: stabile Transfektion von BAF/3 -Zellen .........ccccccovoveiviiiniinnicnnnnn. 40
2.12.3.2.1.1 Transfektion der Verpackungszellinie...........c...cccoecuiriiniiiiiiiiiiiiiiicccceeeeeeeeeen 43
2.12.3.2.1.2  Transduktion der ZI€IZEIIEN .........ccoouieiiiiiiiiiiiiiiiiieeie ettt s 43
2.12.3.2.1.3  SEIEKIION ..ttt e ettt ettt n 44

2.12.4 PrOlTErationNSESE .. ..eeutiiiieiieiiet ettt ettt st et 44
2.12.5 Biotinylierung von Oberflachenproteinen ............coceevueerieriiniiiiiieeeesee e 44
2.13  Biochemische MEthOEN .........cceoiiiiiiiiiiiiiieee ettt 46
2.13.1 SDS-Polyacrylamid-GeleleKtrophorese .........cooeeriirieiieiiieiieiesieiesee e 46
2.13.2 ProteinfarbUNZEN .....c...eiiiiiiiiiie ettt 48
21321 SHIDEITATDUING ..c..eetietieie ettt st sttt et et ettt sb et e e s e e 48
21322 CoOMASSIETATDUNGZ ..c..eeutiiiiiiiieiiie ettt sttt ettt et ettt et et e et 49
2.13.3 WESTEIN-BIOTHNGZ . ....coutiiiieiieie et 49
2.13.4 S IPPEN™ VON MEMDIANET ...ttt sttt e st e s s 50
2.13.5 Indirekte IMMmMUNAEEKEION. ...c.eiiiiiiiiiiiieee e e 50
2.13.6 Metabolische Markierung der Proteine............ccooueeiueiiiieniiinieniiiieeieesieesee st 51
2.13.7 TMMUNPIAZIPILAION ...ttt ettt ettt et e st esbe e st e e be e bt eae 52
2.13.8 LIUZITEIASELEST ...ttt et ettt e sttt et eb e be e 53
2.139 DNA-Protein-Bindun@Stest. ... ccueiuiiiiiiieriieiie ittt ettt et s 56
2.14  Immunbiologische MethOden ..........cccueiiiiiiiiiiiiiiiie et 58
2.14.1 Indirekte Immunfluoreszenzfirbung adhédrenter Zellen............ccooeeveeiiiniininiiiicinicee 58
2.14.2 Indirekte Immunfluoreszenzfirbung von Suspensionszellen.............cocceeveeriiniiiiieneeneenne. 59

K T 0 oY 1) 1 L USRS 60
3.1 Klonierung von A-gp130 und L-gp130....ccc.coiiiiiiiiiieeee e 60
32 Expression der Proteine A-gp130 und L-gp130.....c.ccooiiiiiiiiiiiiiiceeeeecc e 64
33 Expression der Proteine A-gp130 und L-gp130 an der Zelloberfliche Biotinylierungstest .......... 65




34 Lokalisation der Proteine A-gp130 und L-gp130 in der Zelle........cccooeeeiiiniiniincniiiiieieeee 67

3.4.1 Indirekte Immunfluoreszenzfiarbung von transfizierten COS-7 Zellen.........ccccoecvevvecneencennen. 67
3.4.2 Indirekte Immunfluoreszenzfiarbung von transfizierten HeLa Zellen ...........cccceeveniininncenen. 69
3.5 Phosphorylierung der Proteine A-gp130 und L-gp130 ......cooiiiiiiiiiiiiiiiieeeieeeeeeeeeeee 70
3.6 Auswirkungen von A-gp130 und L-gp130 auf die Signaltransduktion ..........cc.cccecerciiriieniennene. 71
3.6.1 Phosphorylierungsstatus von STAT3 in transfizierten COS-7 Zellen...........ccccevveviineenncennen. 71
3.6.2  Phosphorylierung von STAT3 in transient transfizierten HepG2 Zellen..........cccceecvevienieenen. 73
3.7 Funktionalitét der durch L-gp130 phosphorylierten STAT3 Proteine..........ccccceeveevveneecveniennenne. 74
3.7.1  DNA-Protein-BindUngSESt .....cc.eeiiiiiiiiieiieiieiteriie ettt sttt ettt 74
3.7.2  LUZiferase-EXPreSSIONSIEST . ....eeruiiriiiriieiiiieitet ettt ettt sttt et et e b e st et eaees 76
3.8 Generierung von stabilen BAF/3 Zellen: retrovirale Transfektion...........c.ccoceeeenivceniniencncnnns 78
3.8.1  Der retrovirale VeKtor: pPMOWS ..ottt 79
3.8.2 Transfektion der Verpackungszellinie PhOnix-EcO..........ccccovieniiniiiiiiiiiiiiicceciccen 80
3.8.3  Transduktion der BAF/3 ZEllen ........ccccooiiiiiiiiiiiiiiiiieee ettt 81
3.8.4  Selektion der WT-gp130 und L-gp130 transfizierten BAF/3 Zellen .........ccccccevieniiiicnncennen. 83
39 Charakterisierung der stabilen Zellinien: L-gp130 und WT-gp130 .....cccccovrieiiiniiviininieiinennns 85
3001 RT-PCR ettt ettt s h et b e bt et b e ettt et bt eaee b eae e 85
3.9.2  Proliferationstest: Zytokinabhiingigkeit der Proliferationsrate .........c...ccccceevevvenenvicnnienncennen. 87
3.9.3 Proliferationstest: Einflul von HIL-6 auf die Proliferationsrate...........ccccceevveevieeniieinieennnen. 88
3.9.4  Aktivierung von Effektorproteinen: STATS ....ccoooviiiiiiiiiiiiceeeeceeeee e 89
3.9.5 Aktivierung von Effektorproteinen: STAT3 ....cc.oooiiiiiiiiiiie e 91
G DESKUSSION ......ooniiiiiiiiiie ettt e et sttt 93
4.1 Konstitutiv aktives ZP130..c..couieiiriirieiiriieieie ettt sttt s 93
4.2 Aktivierung von gp130: Ist die physikalische Dimerisierung ausreichend oder ist das Erreichen
einer spezifischen Konformation und Orientierung der zytoplasmatischen Rezeptorbereiche essentiell?. 94
43 L-gp130: Ein Modell fiir eine permanente, ligandenunabhingige Stimulation von gp130........... 95
4.3.1 Effekte von L-gp130 auf transient transfizierte Zellen ..........cccocevvieiienieniinicniciiieeceee 95

4.3.2 Effekte von L-gp130 auf stabil transfizierte Zellen: BAF/3-L-gp130 Zellen wachsen

FAKEOTUNADNANZIZ ... ettt et ettt st e s bt et et e e bt e nbeenaee 95
4.4 L-gp130 als Modell: Expansion hdamatopoetischer Stammzellen und die Bedeutung gp-130
vermittelter Signale auf die Differenzierung von pluripotenten Zellen...........c.cccocevviriiiniinicnicnncnnens 104
4.5 Biotechnologischer Einsatz von L-gp130: Expansion von faktorabhéngigen Zellinien und
PIIMETEN ZEIIEN7 ...ttt et ettt e b e b e b e s bt st e et e bt ebeesbeesaeesateeas 108
4.6 Hat gp130 onkogenes POtential? ..........c...cocuiiiiiiiiiiiiniiiiiiiiicee ettt 109
S ZusammMeNFaASSUING. .........coooiiiiiiiiiiiii ettt ettt ettt ettt et eatens 110




ADKUrzungsverzeiChmis ...............ccoooiiiiiiiiiiiiii e e 136
ADNAIG ..ottt ettt bbbttt bt et be et 141
DANKSAZUIIG .......ooiiiiiiiiiiiiii ettt sttt ettt ettt ettt ettt e sae e s 154
Lebenslauf........ ..o ettt s 155




1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Zytokine

Der Begriff Zytokine bezeichnet eine heterogene Gruppe von 16slichen Proteinen und Peptiden
mit einem niedrigen Molekulargewicht (ca. 20 kDa), die als humorale Mediatoren im Immun-
und Nervensystem wichtige Funktionen ausiiben. Alle Zytokine wirken in nano- bis picomolaren
Konzentrationen und sind als unspezifische Komponenten der humoralen Immunantwort und im
Nervensystem insofern von Bedeutung, als sie die Kommunikation zwischen verschiedenen
Zellen gewihrleisten. Sie sind an der Regulation von Immunantworten im physiologischen und
pathophysiologischen Zustand beteiligt. Einige Zytokine wirken systemisch und beeinflussen so
Prozesse wie Inflammation, Akut-Phase-Reaktion, Himatopoese und Wundheilung [1, 2]. Zu
den Zytokinen zédhlen neben den Interleukinen und den Chemokinen auch die Lymphokine, die
Monokine, Tumor-Nekrose-Faktoren (TNF’s), koloniestimulierende Faktoren (CSF’s) und
Interferone (INF’s). Zytokine wirken para- oder auto- oder endokrin. Ein Zytokin kann
verschiedene Zelltypen stimulieren (Pleiotropie) und verschiedene Zytokine konnen den gleichen

Signalweg anschalten, man spricht in diesem Fall von Redundanz.

1.2 Interleukin-6

Die meisten Zytokine zeigen keine ausgeprigte Sequenzhomologie, konnen aber aufgrund ihrer
Sekundir- und Tertidrstrukturen klassifiziert werden. Interleukin-6 (IL-6) gehort zu den
langkettigen 4-Helix-Biindel-Zytokinen (long chain 4 helix bundle cytokines). Proteine dieser
Gruppe, die das Glykoprotein 130 (gpl130) als signaltransduzierendes Rezeptorelement
verwenden, bezeichnet man als IL-6-artige Zytokine. Hierzu zihlen neben IL-6 [3], Interleukin
11 [4], Ciliary Neurotrophic Factor: CNTF [5], Leukemia Inhibitory Factor: LIF [6, 7]
Onkostatin M (OSM) [8, 9], Cardiotrophin-1: CT-1 [10, 11], Novel Neurotrophin-1: NNT-1 [12],
Interleukin-27: IL-27 [13] und Cardiotrophine-like Cytokine: CLC [14]. Die vier Helices der 1L-
6 artigen Zytokine werden mit A, B, C und D bezeichnet. Die Helices A und B nehmen eine
aufwirts gerichtete Orientierung ein, die Helices C und D hingegen sind abwirts orientiert (up-
up-down-down-Anordnung). Die Helices sind iiber verschieden lange Schleifen miteinander

verbunden [15, 16].

IL-6 wirkt als proinflammatorisches Zytokin vor allem immunregulatorisch, das heifit, es fordert

die Freisetzung weiterer Zytokine und Chemokine. Zytokine werden nicht von einem
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1 Einleitung

spezialisierten Zelltyp produziert. IL-6 z#dhlt neben Interleukin-4, Interleukin-5, Interleukin-10
und Interleukin-13 zu den Typ-2-Zytokinen, das heiit es wird von Th2 T-Helferzellen
produziert. Weitere Zellen, die IL-6 produzieren, sind Makrophagen, B-Zellen, Monozyten,
Endothelzellen und Fibroblasten. Nach entsprechender Stimulation (Lipopolysaccharide, Viren,
Zytokine wie IL-1, TNF-alpha, IFN-gamma) produzieren auch Mesangiumzellen, glatte
Muskelzellen, Astrozyten, Keratinozyten und Chondrozyten IL-6 [17, 18]. Die
Serumkonzentration an IL-6 betrdgt bei gesunden Menschen = 10 pg/ml [17]. IL-6 ist wie viele
Zytokine ein Glykoprotein, das iiber den klassischen sekretorischen Weg sezerniert wird. Als
sezerniertes Protein ist der Ort seiner Expression nicht zwangsldufig der Ort, an dem es seine
biologische Wirkung ausiibt. Nach der Abspaltung des Signalpeptids besteht das humane IL-6
aus 184 Aminosduren. Je nach Glykosylierungsgrad weist es ein Molekulargewicht von 21-28
kDa auf. Da IL-6 nicht membrangingig ist, wirkt es, wie alle Zytokine, iiber spezifische

Rezeptoren, die auf der Oberfldche der Zielzellen exprimiert werden.

IL-6 induziert die Produktion von Akut-Phase-Proteinen in Hepatozyten [19 - 22]. Pluripotente

B-Zellen differenzieren unter IL-6-Einfluf} zu antikérperproduzierenden Plasmazellen [23].

In Kombination mit IL-3, Stem Cell Factor (SCF) oder Flt-3 Ligand (FL) bewirkt IL-6 die
Proliferation von adulten, murinen hematopoetischen Stammzellen [24, 25]. Gemeinsam mit IL-
2 wirkt es auf die Teilung und Differenzierung von zytotoxischen Zellen [26-28]. Auch an der
neuronalen Differenzierung ist IL-6 beteiligt [29]. Aulerdem hat IL-6 wichtige Funktionen im
Knochenstoffwechsel [30-32] und beeinfluft massiv die Hamatopoese [33-35]. IL-6 wird in
Folge von Verletzungen, Infektionen und Entziindungen sehr schnell und in groen Mengen

produziert und koordiniert dann die Aktivitdt von Leberzellen, Makrophagen und Lymphozyten.

1.3 Signaltransduktion von Interleukin 6: der JAK/STAT-Weg

Durch IL-6 werden mehrere Signaltransduktionswege induziert. Die beiden am besten
untersuchten Signalwege, die durch IL-6 angeschaltet werden, sind der Janukinase-Signal
Transducer and Activator of Transcription (JAK/STAT)-Weg, der iber die
Transkriptionsfaktoren STAT1 und STAT3 wirkt und der Ras/Mitogen Activated Protein Kinase
(Ras/MAPK)-Weg mit den Transkriptionsfaktoren ETS-like gene 1 [36], Activating protein-1
(AP-1) und Nuclear Factor IL-6 (NF-IL-6) als Effektorproteinen [37] (sieche Abbildung 1).
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gene expression

Abbildung 1: Bindung von IL-6 an gp130 (griin) und den IL-6R (grau) aktiviert unter anderem den
JAK/STAT und den Ras/Raf/MAPK Transduktionsweg, TF: Transkriptionsfaktor nach [38].

Bei der iiber den JAK/STAT Weg verlaufenden Signaltransduktion bindet zunéchst der Ligand
IL-6 an den spezifischen IL-6 Rezeptor (IL-6R-0/gp80). Diese Bindung bewirkt die
Rekrutierung zweier Molekiile des auch als IL-6R-3 bezeichneten Glykoproteins 130 (gp130).
Von diesem heterotrimeren Rezeptorkomplex ist das gpl30 die signaltransduzierende
Untereinheit. Im zytoplasmatischen Bereich von gp130 befinden sich definierte Tyrosin-Motive,
die innerhalb der IL-6 Familie stark konserviert sind und als Boxen 1-3 bezeichnet werden [39-
41]. Die Sequenzbereiche Box1 und Box2 sind mit den Januskinasen (JAK’s) assoziiert. Nach
der Ligandenbindung autophosphorylieren die JAK’s und bewirken die Phosphorylierung der
Rezeptortyrosine [42, 43]. Nach Ligandenbindung assoziiert hauptsidchlich die Januskinase
JAK1, aber auch JAK?2 und Tyk2 [44]. Sobald die Tyrosine phosphoryliert sind, dienen sie als
Anlagerungsstellen fiir die Src homology 2 (SH2) Doméne der STAT-Transkriptionsfaktoren.
Durch IL-6 wird in geringem MaBe STATI und in groBeren Mengen STAT3 rekrutiert und
durch die JAK’s an jeweils einer Aminosadure phosphoryliert. Die Phosphorylierung erfolgt fiir
STAT3 am Tyrosin 705 [45] und fiir STAT1 am Tyrosin 701 [46]. Im phosphorylierten Zustand
bilden die STAT-Faktoren Homo-und Heterodimere, die durch aktiven Transport in den Zellkern

transportiert werden und dort die Aktivitdt von Zielgenen modulieren [47, 43, 48-50].
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14 Glykoprotein 130

Die Zytokine IL-6 und IL-11 verwenden gp130-Homodimere und spezifische Rezeptoren, den
IL-6R bzw. den IL-11R, um ihre Signale ins Zellinnere zu iibertragen. CNTF benoétigt ebenfalls
einen trimeren Komplex bestehend aus gp130, LIFR und CNTFR. NNT-1 verwendet gp130-
LIFR/CNTFR [51, 52]. CT-1 signalisiert iiber gpl30 und einen noch nicht identifizierten
spezifischen Rezeptor [53] bzw. iiber gp130, LIFR und den CNTFR. Die anderen IL-6-artigen
Zytokine {iibertragen ihre Wirkung auf Zielzellen durch dimere Rezeptorkomplexe: LIF
signalisiert iiber gp130 und LIFR, OSM iiber gp130 und OSMR oder iiber gp130 und LIFR. IL-
27 verwendet gpl30-WSX-1 [13]. Die Verwendung von gleichen Rezeptoruntereinheiten
bedingt die starke funktionale Redundanz innerhalb der IL-6-Zytokinfamilie.

Das von allen Familienmitgliedern benutzte gp130 zéhlt zu den Typ I Transmembranmolekiilen.
Das heif3t, der N-Terminus des Proteins befindet sich extrazellular und das Protein besitzt eine
Transmembrandoméne (siehe Abbildung 2). Gp130 ist ubiquitér exprimiert [3] und wurde auch
in Membranbereichen wie Lipd Rafts und Caveolae nachgewiesen [54-56]. Das reife Protein
umfallit 896 aa und hat ein Molekulargewicht von 130-150 kDa. Das Protein besitzt 11
potentielle N-Glykosylierungsstellen, von denen 9 glykosyliert werden [57]. Die physiologische
Bedeutung von gp130 wurde durch ein Mausmodell, in dem homozygot eine Mutation im gp130
Gen vorliegt, untersucht. Einige Embryonen sterben bereits am Tag 12.5 der
Embryonalentwicklung , am Tag 18.5 leben nur noch 2.7%, geboren werden diese Mutanten
tiberhaupt nicht. Eine ndhere Analyse des letalen Phinotyps ergab eine Fehlentwicklung der
Herzventrikelwand (hypoplastisches Myokardium) und eine stark reduzierte Anzahl
pluripotenter hdmatopoetischer Vorliduferzellen in Leber und Thymus [66]. Nach der Bindung
kommt es zur Internalisierung des Liganden. An diesem Prozel ist ein Dileuzinmotiv im
zytoplasmatischen Bereich von gpl130 beteiligt [67]. Der Rezeptor gpl30 wird ebenfalls
internalisiert, dieser Vorgang ist ligandenunabhéngig und wird durch eine Phosphorylierung am

Serin 782 reguliert [68].

Alle Mitglieder der Zytokinrezeptor-Superfamilie (IL-2R (auBer IL-2R-alpha), IL-3R, IL-4R, IL-
5R, IL-6R, IL-7R Granulozyten-Makrophagen Kolonie-stimulierender Faktor-R (GM-CSF),
Wachstumshormon-R (GH), Prolaktin-R, Epo-R) zeichnen sich durch vier konservierte Cysteine
nahe am N-Terminus aus und durch ein Tryptophan-Serin-X-Tryptophan-Serin WSXWS-Motiv
(X steht fiir eine beliebige AS) proximal der Zellmembran [40].
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gpl30
FNIIT
extrazelluldr
Zellmembran
intrazellulir

Zytoplasmati sche Tyresine:

a7 STATE Bindung

T8ld: STATS Bindung

Ta05 STAT1 & STATSE Bindung
Y415 STATI1 & STAT? Bindung

Jak/STAT-Weg Ras-ERK-Weg

Zytoplasmat sche Tyrosine:
Thns TAE -Bindung
755 SHPZ und 30CE Bindung

=== Box1l,2und3

Abbildung 2: Struktur von gp130 mit Hervorhebung des zytoplasmatischen Bereiches. Der extrazellulire
Teil des Zytokinrezeptors gp130 ist modulartig aufgebaut aus der Immunglobulin Zhnlichen Doméne (Ig)
und den Fibronektin III (FNIII) Doménen. Die zwei N-terminalen FNIII Dominen werden auch als
Zytokinbindemodul (ZBM) bezeichnet. Die Struktur des intrazelluléiren Bereiches ist noch nicht aufgeklirt,
man geht aber davon aus, daf} sowohl die Transmembrandomiine als auch der membranproximale Bereich
eine a-helikale Struktur einnehmen. Die als Box1 (AS 651-658), Box2 (AS 691-702) und Box 3 (AS 761-770)
bezeichneten Bereiche (-rote Balken) sind innerhalb der IL-6-Zytokinfamilie konservierte Bereiche. An die
Box1 bindet JAK1 [58, 59], die Box2 erhoht die Affinitiit dieser Bindung [60]. Die sechs zytoplasmatischen
Tyrosinreste dienen als Anlagerungsstellen fiir die STAT Faktoren. STAT3 bindet an das Motiv pYXXQ,
also die Tyrosine 767, 814, 905 und 915. STAT1 bindet an das Motiv pYXPQ, also an die Tyrosine 905 und
915 [61-63]. An das Tyr 759 bindet die SH2 domain containing phosphatase 2 (SHP2) [63]. Die Funktionen
der einzelnen Tyrosinreste wurden eingehend untersucht [64, 65].
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Losliche Rezeptoren

Der spezifische IL-6R existiert auch in einer 16slichen Form (sIL-6R) [69]. Ein gesunder
Erwachsener hat einen Serumspiegel von 50-80 ng/ml sIL-6R [70, 71]. Der sIL-6R weist die
gleichen Bindungsaffinititen auf wie der membrangebunde Rezeptor [72]. Der l6sliche IL-6R
entsteht durch das alternative Spleien der mRNA [73, 74]. Das resultierende Molekiil besteht
aus dem extrazelluldren Bereich des IL-6R und unterscheidet sich durch 14 AS am COOH-
Terminus von seiner membrangebundenen Form [71, 72]. Loslicher IL-6R kann auch durch die
proteoloytische Spaltung des Proteins obnerhalb der Transmembrandomine erfolgen. An diesem
ProzeB3 sind Proteasen beteiligt [75-78]. Man bezeichnet diesen Vorgang als Shedding. Das
Shedding kann durch PMA induziert werden, in diesem Fall ist die Metalloproteinase A
Disintegrin Metalloproteinase Domain/ TNF converting enzyme ADAM17/TACE beteiligt [79].
Shedding kann auch unter physiologischen Umstidnden erfolgen, man spricht dann von basalem
Shedding. Der IL-6R wird basal durch ADAMIO gespalten [80]. Viele I6sliche
Zytokinrezeptoren wirken antagonistisch, der sIL-6R hingegen ist ein Agonist. Zusammen mit
IL-6 stimuliert er auch Zellen, die selbst keinen IL-6R exprimieren (z.B. hidmatopoetische
Vorliduferzellen [81], endotheliale Zellen [82] und neuronale Zellen [83, 84]. So kommt es zu
einer Erweiterung des Wirkungsspektrums von IL-6 [85, 35, 86]. Rose-John bezeichnete diesen

Vorgang als Transsignaling [73].

Durch alternatives SpleiBen der mRNA entsteht auch l6sliches gp130 (sgp130). Im Serum
gesunder Menschen findet man 300 ng/ml des sgpl30 [87]. Die physiologische Rolle von
sgp130 wird im Zusammenhang mit dem Transsignaling deutlich. Losliches gp130 bindet den im
Serum befindlichen IL6/sIL-6R Komplex und verhindert bzw. kompetiert so die Stimulation
von Zellen, die den IL-6R nicht exprimieren. Es wirkt somit als Antagonist des Transsignalings

[88].

1.5 Bedeutung von IL-6 in humanen Krebserkrankungen am Beispiel des

Multiplen Myeloms

Die als Multiples Myelom bezeichnete Krankheit ist charakterisiert durch die langsame
Proliferation und Akkumulation maligner, vollstindig differenzierter Plasmazellen im
Knochenmark. Alle betroffenen Plasmazellen stammen dabei von einem Plasmazellklon ab. Im
Kontrast zu gesunden Plasmazellen bendtigen Multiple Myelom-Zellen keine Antigen-

Aktivierung fiir die Induktion der klonalen Proliferation. Sie produzieren ein im strukturellen
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Aufbau normales, monoklonales Immunglobulin, das keine spezifische Antikorperfunktion
ausiibt. Das durchschnittliche Diagnosealter liegt bei iiber 50 Jahren. Das Multiple Myelom
macht 1% aller malignen Krankheiten aus und 10% aller himatologischen Erkrankungen. Es tritt
in Menschen und Méusen spontan auf, ist also keine Erbkrankheit. Bet BALB/c Méusen kann sie
durch die Injektion von Mineraldl in die Peritoneal-Hohle induziert werden. Die Erkrankung ist

unheilbar, die mittlere Uberlebensdauer betrdgt im Mittel drei Jahre.

Schon frith wurde IL-6 als essentieller Wachstumsfaktor fiir Plasmazytomzellen beschrieben [89,
90]. Aufgrund dieser Beobachtungen wurde sehr intensiv untersucht, woher das IL-6 im
Zusammenhang mit den malignen Plasmazelllen stammt. Zwei Antworten wurden darauf
gefunden: Es gibt eine autokrine Produktion durch die Tumorzellen selbst [91]. Dem gegeniiber
steht eine parakrine IL-6 Produktion durch Zellen des Knochenmarks, der durch den Kontakt mit
den Multiplen Myelom-Zellen verstirkt wird [92-95]. Osteoblasten, Osteoklasten und
Stromazellen produzieren IL-6. Aulerdem exprimieren Multiple Myelom-Zellen den sIL-6R und
unterstiitzen damit die Produktion von IL-6 durch die Stromazellen des Knochenmarks [96].
Reguliert wird dieser ProzeBl durch IL-18, das wiederum von den Tumorzellen gebildet wird.
Indirekt vermittelt IL-6 die Neovaskularisation des Knochenmarks durch die Induktion von
Proteinen wie Matrix Metalloproteinase 1 (MMP-1) und Matrix Metalloproteinase 2 (MMP-2)
[96-98]. AuBerdem wirkt IL-6 durch die Hochregulierung des vaskulidren endothelialen
Wachstumsfaktors-1 (VEGF-1) positiv auf die Tumorverbreitung [99]. Die Bedeutung von IL-6
zeigte sich besonders eindrucksvoll in Miusen, in denen das Gen fiir I[L-6 ausgeschaltet ist. In
diesen Tieren ist keine Plasmazytom-Induktion durch Mineral6linjektion moglich [100-102]. IL-
6/sIL-6R transgene Maiuse hingegen entwickeln die Erkrankung nach dieser Behandlung
schneller und stdrker als Kontrolltiere [103]. Der sIL-6R hat einen agonistischen Effekt auf
Multiple Myelom-Zellen. Durch das Transsignaling konnen auch IL-6R negative Zellen auf
diesen Molekiilkomplex reagieren. Bei der Behandlung von Multiplen Myelom-Zellen und von
Mausen, die mit entsprechenden Zellen transplantiert wurden, zeigten Antikorper gegen IL-6
antiproliferative bzw. lebensverlidngernde Effekte [104-106]. In klinischen Versuchen fiihrte die
Behandlung von Patienten mit monoklonalen Antikdrpern gegen IL-6 ebenfalls zu
antiproliferativen Effekten, ergab aber keine klinisch definierte Heilung [107, 108].
Kombinationstherapien aus Dexamethason, einer IL-6  Antikorperbehandlung und

Chemotherapie sind erfolgversprechend [109].

Interessanterweise wurde das durch das Kaposi Sarkoma-assoziierte Herpesvirus HHV-8 [110]

kodierte virale-IL-6 (vIL-6) in Knochenmarkszellen von Multiplen Myelom-Patienten gefunden
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[111]. Dieses virale Protein interagiert direkt mit gp130, es benotigt keinen spezifischen o—
Rezeptor [112, 113]. Es zeigt eine dhnliche Wirkung auf Multiple Myelom-Zellen wie IL-6,
indem es das Wachstum stimuliert und Apoptose verhindert. Die Bedeutung von vIL-6 im

Multiplen Myelom wird noch kontrovers diskutiert [114].

1.6 STAT3 als Onkogen

Multiple Myelom-Zellen werden nicht nur durch IL-6 stimuliert, sondern durch alle IL-6 artigen
Zytokine [115]. Ausschlaggebend ist in jedem Fall die Aktivierung des Transkriptionsfaktors
STAT3 [116]. STAT-Proteine werden durch Zytokine wie Interferon [117] und IL-6 aktiviert,
durch Rezeptoren mit intrinsischer Tyrosinkinaseaktivitdt wie den epidermalen Wachstumsfaktor
(EGF) oder den platelet derived growth factor (PDGF) [118], und auch durch einige
Nichtrezeptor-Tyrosinkinasen wie die Src-Kinase [119]. In gesunden Zellen ist die Aktivierung
von STAT-Proteinen im Verlauf der Signaliibertragung transient. Eine solche Aktivierung findet
z. B. im Verlauf der normalen Hidmatopoese statt [120, 121]. Bei Erkrankungen wie
beispielsweise Brustkrebs [122-124] und hdmatologischen Erkrankungen wie dem Multiplen
Myelom [125], in lymphoiden und myeloiden Leukdmiezellen [126, 127], und beim malignen
Lymphom ist die Aktivierung von STAT-Proteinen konstitutiv (Ubersicht siehe: [125]).
Mittlerweile haben zahlreiche Untersuchungen klar den Zusammenhang zwischen der
konstitutiven Signaliibertragung durch STAT-Proteine und der Progression der malignen

Transformation gezeigt [125, 128, 129].

Konstitutiv aktives STAT3 hat drei Auswirkungen auf Multiple Myelom-Zellen. Es bewirkt
eine Anregung der Proliferation, was lingerfristig zu einer Akkumulation von malignen Zellen
fiihrt. In frisch isolierten Myelom-Zellen induziert IL-6 in vitro das Wachstum und erhoht die
Uberlebensrate [89, 95]. Dieser Effekt 148t sich mit Hilfe von Anti-IL-6 Antikorpern inhibieren.

AufBlerdem bewirkt die Verhinderung des programmierten Zelltodes (Apoptose) eine Resistenz
gegen Therapien, die auf eine Apoptoseinduktion abzielen, um Tumorzellen zu eliminieren. Im
Fall des Multiplen Myeloms bewirkt konstitutiv aktives STAT3 eine Resistenz gegeniiber der
ligandenvermittelten Apoptose [130]. IL-6 bewirkt in diesem Zusammenhang die verstidrkte
Expression des antiapoptotisch wirkenden Proteins Bcl-xL und Mcl-1 [131, 132]. Die Expression
von dominant negativem STAT3 in Multiplen Myelom-Zellen inhibierte die Bcl-xL Expression
und fiihrte so zu einer proapoptotischen Wirkung [125]. Andere Experimente bestitigten diesen

Zusammenhang. Das Protein Bcl-xL schiitzt Multiple Myelom-Zellen vor durch Chemotherapie
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induzierter Apoptose [133]. Die Blockierung der STAT3 Signaliibertragung durch einen JAK
spezifischen Inhibitor (AG490) induziert Apoptose in humanen Myelomzellen [125].

Murine Embryonen, in denen das Gen fiir den Transkriptionsfaktor STAT3 ausgeschaltet ist,
sterben zwischen Tag 6.5-7 der Embryonalentwicklung [134]. Die gewebespezifische
Ausschaltung des Gens in Keratinozyten hat Auswirkungen auf die Zellbeweglichkeit und die
Wundheilung [135]. In T-Lymphozyten aus Méausen, in denen STAT3 ausgeschaltet ist, kann IL-
6 nicht wie normal die Apoptose verhindern [136]. Bromberg et al. generierten durch den
Austausch zweier Aminosduren in der SH2-Doméne von STAT3 durch zwei Cysteine ein vom
Phosphorylierungsstatus seines Tyrosins (T705) unabhingiges, aktives STAT3-Molekiil. Dieses
Molekiil ist ohne spezifische Induktion aktiv. Transfiziert man Zellen mit diesem Konstrukt und
injiziert diese subkutan in Miuse, die ein gestdrtes Immunsystem haben, so 16st man in diesen
Tieren eine Tumorbildung aus. Das bedeutet, daB dauerhaft aktives STAT3 ein onkogenes
Potential besitzt. Die Untersuchung ergab Hinweise darauf, dass der Zellzyklus aktiviert ist. Die
Genexpression von Cyclin D1 und c-Myc ist erhoht [137, 138]. Die Deregulierung des
Zellzyklus ist die dritte Auswirkung eines IL-6 Uberschusses bzw. von konstitutiv aktivem

STAT?3 auf transformierte Zellen.

1.7 Zielsetzung und Methodik

Konstitutiv aktives STAT3 spielt in humanen Krebserkrankungen eine wichtige Rolle. Es ist
dabei nicht entscheidend, welches Zytokin zu der Aktivierung fiihrt. Alle Zytokine der IL-6-
Familie wirken als Wachstumstaktoren fiir Multiple Myelom-Zellen. Da alle Zytokine der IL-6-
Familie das Transmembranprotein gp130 als gemeinsame Rezeptoruntereinheit verwenden, sind
offenbar gp130-vermittelte Signale fiir den Prozel der malignen Transformation von groBer
Bedeutung. Es stellt sich die Frage, welcher Schritt in der Signaltransduktion durch gp130
entscheidend ist. Eine Transfektion von hdmatopoetischen Zellen mit dauerhaft aktivem Jak2
zeigte eine konstitutive Aktivierung von STATI1, STAT3 und STATS und die Fihigkeit zu
faktorunabhingigem Wachstum. In Méausen riefen diese Zellen myelo- und lymphoproliferative
Erkrankungen hervor [139]. Wir haben uns die Frage gestellt, welche Auswirkungen ein
dauerhaft aktives gpl30 haben konnte. Die physiologische Konsequenz eines
ligandenunabhingig dimerisierten und konstitutiv aktiven gp130 Molekiils ist bislang nicht
bekannt. Es ist bisher nicht untersucht worden, ob die massiven Auswirkungen, die dauerhaft
aktives STAT3 hat, nicht auch durch konstitutiv aktives gp130 hervorgerufen sein konnten. Da
die Aktivierung von gp130 in der Signalkaskade der IL-6 artigen Zytokine zeitlich vor der Jak2
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und der STAT3 Aktivierung liegt, ist dies durchaus denkbar. Vielleicht konnen unsere Versuche
erste Hinweise auf das onkogene Potential von gp130 ergeben. Moglicherweise wird gp130 zu
einem neuen Zielmolekiil bei der Entwicklung von Therapien und bei der Entwicklung von

pharmakologischen Blockaden.

Ebenfalls unbekannt ist die Bedeutung der dauerhaften Dimerisierung von zwei gpl130
Molekiilen fiir den Prozel der Signaltransduktion an sich. Eine Moglichkeit ist, da3 eine
Dimerisierung ausreicht, um eine ligandenunabhingige Aktivierung des Rezeptors zu erreichen.
Viele Experimente weisen aber auch darauf hin, das eine genau definierte Konformation und
eine exakte Orientierung der zytoplasmatischen Bereiche des Rezeptors erreicht werden muf,
um zu einer Signalweiterleitung zu fithren. Dann wiirde nicht jede kiinstliche Dimerisierung

automatisch auch zu einer Aktivierung fiihren.

Um diesen Fragen nachzugehen wurden auf cDNA Ebene zwei gp130-Konstrukte generiert. Das
Konstrukt A-gp130 besteht aus dem Signalpeptid des humanen gp130-Molekiils, sowie aus dem
humanen gp130 Molekiil, das 20 Aminoséduren iiber der Transmembrandoméne trunkiert wurde.
Somit fehlt die gesamte fiir die Ligandenbindung verantwortliche extrazellulire Doméne (siehe
Abbildung 3). Sofern die extrazellulire Domine des Rezeptors dazu dienen sollte, die
zytoplasmatischen Bereiche des Rezeptors in einem Abstand voneinander zu halten, der eine
Aktivierung verhindert, konnte eine solche Mutante die Anndherung der zytoplasmatischen

Domainen und damit eine Aktivierung zur Folge haben.

Ein zweites Konstrukt L-gp130, das generiert wurde, besteht ebenfalls aus dem Signalpeptid, der
gesamten zytoplasmatischen und der Transmembrandomine des humanen gp130.
Carboxyterminal wurde anstelle der extrazelluldren Domine die basische Leuzin-Rei3verschlufl
Region aus dem humanen c-Jun Protein eingefiigt Ein zweites Konstrukt L-gp130, das generiert
wurde, besteht ebenfalls aus dem Signalpeptid, der gesamten zytoplasmatischen und der
Transmembrandomine des humanen gp130. Carboxyterminal wurde anstelle der extrazelluldren
Domiine die basische Leuzin-Reillverschlul Region aus dem humanen c-Jun Protein eingefiigt

(siehe Abbildung 3).

16



1 Einleitung

‘ A-gpl30

2 extrazellular

. . itrazellular

Abbildung 3: Schemazeichnung der Konstrukte A-gp130 und L-gpl130. Links der Wildtyprezeptor
dimerisiert durch den Liganden Hyper-IL-6 (HIL-6). Ig: IgG-dhnliche Doméne, ZBD: Zytokinbindemodul,
FNIII: FibronektinIII-ihnliche Domine. Mitte: Bei L-gp130 wurde der extrazelluliire Bereich durch einen
Leuzin-ReiBverschlu des c-Jun Proteins ersetzt. Rechts: Fiir A-gp130 wurde das Wildtypprotein
extrazellular 20 Aminosduren iiber der Transmembrandomiine trunkiert, Flag: Fag-Tag, C: das Cystein in
der Transmembrandoméine von gp130 ist auch im Wildtyprezeptor und auch bei L-gp130 vorhanden aber
nur bei A-gp130 eingezeichnet. Nihere Erklidrungen im Text.

b

Zellmembran

zytoplasmatischer
Bereich

Die Leuzin-Reillverschlufl Regionen dieses chimiren Proteins kdnnen miteinander interagieren,
dadurch eine Dimerisierung bewirken und moglicherweise so die Signaltransduktion auslosen

[140, 141].

Das Strukturmotiv des basischen Leuzin-Reilverschlusses aus dem humanen c-Jun Protein
wurde bereits erfolgreich fiir die Dimerisierung von Molekiilen verwendet [140, 141]. Proteine
der Jun-Familie (Jun, JunB, JunD) und der Fos-Familie (Fos, Fra-1, Fra-2, FosB) sind an einer
Reihe zelluldrer Prozesse wie Proliferation, Differenzierung, Apoptose und Onkogenese beteiligt
[142]. Proteine dieser Familien sind bekannt dafiir, dass sie untereinander und mit anderen

Proteinen sowohl Homo- als auch Heterodimere bilden. Das Heterodimer Jun-Fos bildet
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beispielsweise den Transkriptionsfaktor AP-1 (siehe Abbildung 4). Fiir die Dimerbildung haben
diese Proteine einen helikalen Bereich, der dadurch gekennzeichnet ist, dal an jeder siebten
Position ein Leuzin vorkommt. Direkt davor (Richtung Aminoterminus) befindet sich eine
Region, die durch eine Reihe von basischen Aminosiduren gekennzeichnet ist (Lysine und
Arginine). Im Falle des 340 Aminosduren umfassenden c-Jun Proteins gibt es fiinf solcher
Leuzine im Abstand von je sieben AS. Die Region der wiederholten Leuzine faltet sich im
Protein zu einer Helix. Die Leuzine kommen dabei alle auf einer Seite der Helix zu liegen. Die
anfdngliche Vorstellung vom zahnartigen Ineinandergreifen der Leuzine gab diesem Motiv den
Namen basic zipper bZIP-Motiv. Die Helices eines Dimers lagern sich parallel zueinander, das
heifit, die beiden aminoterminalen Enden weisen in die gleiche Richtung, ebenso die beiden
caroboxyterminalen Enden [143]. Die beiden Helices sind umeinander gewunden und nehmen
eine als coiled-coil bezeichnete Konformation an [144]. Die Interaktionen in einem coiled-coil
kommen durch ein Netzwerk elektrostatischer Interaktionen zwischen den beiden Helices, durch
hydrophobe Wechselwirkungen, Wasserstoffbriickenbindungen und van-der-Waals-Kontakte

zustande.
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Abbildung 4: (a) Schematische Darstellung eines Jun (gelb) Fos (griin) Heterodimers gebunden an eine
spezifische DNA-Sequenz (grau). Der Leuzin-ReiBverschluff bewirkt die Dimerisierung und sorgt fiir die
korrekte Positionierung der DNA-bindenden basischen Region des Transkriptionsfaktors [145]. Durch die
Dimerbildung gelangen die Leuzin-Reiflverschliisse in eine Position, die einer Zange dhnelt, welche die DNA
umgreift. Die Bindung eines solchen Transkriptionsfaktors (z.B. AP-1) bewirkt eine Biegung der DNA.

Fos-Proteine konnen nicht homodimerisieren, bzw. ergeben thermodynamisch sehr unstabile
Dimere [146]. Jun-Proteine hingegen bilden Homodimere. Daher haben wir uns entschlossen,
durch die Verwendung des Jun Leuzin-Rei3verschlufl Bereiches und somit die Bildung von Jun-

Homodimeren eine kiinstliche Dimerisierung von gp130 Monomeren zu bewirken.

Das beste Zellsystem um Effekte der gp130 Chimiren zu untersuchen sind BAF/3-Zellen [147].
Um die Wirkung von Zytokinen in vitro zu untersuchen, werden hiufig faktorabhingige,
immortalisierte Zellinien verwendet. Fiir die Proliferation und das Uberleben dieser Zellen sind
bestimmte Wachstumsfaktoren oder Zytokine essentiell. Ist der essentielle Faktor vorhanden,
sind solche Zellen zu unbegrenztem Wachstum fihig. Ein Entzug der entsprechenden Faktoren

hingegen fiihrt innerhalb von 24-36 h zum Zelltod durch Apoptose [147]. Transfiziert man eine
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faktorabhédngige Zellinie mit einer DNA, die fiir einen Rezeptor kodiert, den diese Zellen vorher
nicht exprimiert haben, so kann man das Wachstum dieser Zellen von neuen Faktoren abhingig
machen. Diese Methode wird verwendet, um  spezifische = Wachstums- und
Differenzierungssignale zu untersuchen, die der neue Rezeptor auslost. In dieser Arbeit wurde
die IL-3 abhingige Zellinie BAF/3 verwendet. BAF/3-Zellen exprimieren endogen keine
Zytokinrezeptoren der IL-6-Familie (eine Ausnahme stellt der Rezeptor von IL-27 (WSX-1))
dar, aber er wird nur in einem niedrigen MaBle in BAF/3-Zellen exprimiert [13]). Sie sind daher

besonders geeignet um die Effekte der chiméren Rezeptoren zu untersuchen.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Es wurden, soweit erhéltlich, ausschlieBlich Chemikalien des Reinheitsgrades pro analysi der
Firmen Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Sigma-Aldrich Chemie @ GmbH
(Taufkirchen/Schnelldorf ), Sigma Diagnostics, Inc. (St.Louis, USA), Fluka Chemie AG (Buchs,
Schweiz) und Serva Feinbiochemica GmbH & Co KG (Heidelberg) verwendet.

2.2 Plasmide

Die cDNA fiir humanes gp130 wurden von Hirano beschrieben [148], das Plasmid fiir STAT3
wurde von Althoff [79] beschrieben, das Plasmid fiir den IL6-R von Vollmer [149]. Die cDNA
des humanen c-jun Gens wurde von Prof. Kastellein zur Verfiigung gestellt [141]. Die
retroviralen Plasmide pMOWS und pMOWS-GFP wurden von Frau Prof. Klingmiiller generiert
und freundlicherweise zur Verfiigung gestellt [150]. Das Luziferase-Reporter-Konstrukt SIEM-

Luc wurde freundlicherweise von H. Gascan (Nantes) zur Verfiigung gestellt [151].

2.3 Bakterienstimme

Fiir Transformationen wurden die Bakterienstimme Escherichia coli DH5o [152] von Invitrogen

und E. coli JIM105 verwendet.

24 Zytokine

Das Designerzytokin HIL-6 wurde von M. Fischer kloniert und exprimiert [153]. Das murine IL-
3 wurde von der Strathmann Biotec AG (Hamburg) bezogen. Die Produktion des verwendeten

IL-6 wurde beschrieben in: [154].
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2.5 Antikorper

2.5.1 Primirantikorper

Antikorper Firma Bestellnummer
Santa Cruz Biotechnology, Inc.
Stat5 sc-835
Heidelberg
Phospho-p44/42 Map Kinase
Cell Signaling Technology #9101
(Thr202/Tyr204)
Transduction Laboratories, Lexington,
STAT3 S21320
KY
Anti-FLAG®M1 Monoclonal
Sigma, Missouri, USA F3040
Mouse
Anti-FLAG®M2 Monoclonal
Sigma, Missouri, USA F3165
Mouse
Anti-FLAG®BiotinylatedM2 Sigma, Missouri, USA F9291
Santa Cruz Biotechnology Inc ,
gp130 sc-655
Heidelberg
Anti-FLAG®Polyclonal Rabbit Sigma, Missouri, USA F7425
Anti-ERK1/2pAb Promega, Madison Wisconsin, USA VI114A
Antiactive®MAPKpAb Promega, Madison Wisconsin, USA V803A
Anti-Phosphotyrosine, clone Upstate Biotechnology, Lake Placid, 405301
4G10 New York
Phospho-STATS3 (Tyr705) New England BioLabs, Frankfurt 9131 S
Anti-Phospho-ERK1/ERK?2 R&D Systems GmbH, Wiesbaden- V8031
(T202/Y204) Nordenstadt

Tabelle 1:

Auflistung der verwendeten Primérantikorper
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2.5.2 Sekundéarantikorper

conjugated

Antikorper Firma Bestellnummer
Anti-Rabbit IgG (H+L) Peroxidase-

Pierce, Illinois, USA 31460
conjugated
Anti-Mouse IgG (H+L) Peroxidase-

Pierce, Illinois, USA 31432

Molecular Probes,

Goat-Anti-Rabbit-AlexaFluor488 A11001
(Invitrogen Karlsruhe)
Molecular Probes (Invitrogen
WGA-Tetramethylrhodamin F24630
Karlsruhe)
Jackson ImmunoResearch
Goat-Anti-Rabbit-Cy3 111-165-003
(Dianova, Hamburg)
Molecular Probes
Goat-Anti-Maus546AlexaFluor A11003
(Invitrogen, Karlsruhe)
R&D Systems GmbH,
Mouse-Anti hgp130 Phycoerythrin FAB228P

Wiesbaden-Nordenstadt

Tabelle 2:  Auflistung der verwendeten Sekundirantikorper

2.6 Nukleinsaure- und Proteinstandards

Marker

Hersteller

Protein Molecular Weight Marker

MBI Fermentas Molecular Biology, St. Leon-Rot

SmartLadder™

Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe

Rainbow Marker

Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden

Benchmark " Prestained

Protein Ladder

Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe

Tabelle 3:  Auflistung der verwendeten Nukleinsiure- und Proteinstandards
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2.7 Radiochemikalien

Trans-35S-LabelTM (43.5 TBg/mmol) und [Methyl-3H]

Thymidine, 25 Ci/mmol; 185MBq) wurden von Amersham Biosciences Europe GmbH
(Freiburg) bezogen.

2.8 Enzyme und Kits

Restriktionsendonukleasen, ~ Alkalische =~ Phosphatase = (CIAP), = T4-DNA-Polymerase,
Polynukleotidkinase, Tag-Polymerase und Klenow-Fragment wurden, sofern nicht anders
angegeben von MBI Fermentas Molecular Biology (St. Leon-Rot) bezogen. Die Pfu Turbo®
DNA-Polymerase wurde von Stratagene Europe (Amsterdam, Holland) bezogen. Die verwendete

Omniskript Rerverse Transkriptase stammt von Quiagen (Hilden).

2.9 Primer und Oligonukleotide

29.1 Primer
Name Sequenz: 5° — 3’
SPgp130rev00 GCGGAATTCTTTATCATCGTCATCTTTGTAGTCACCTGTAGATTCAGTGGT
SPgp130for00 CTAGGCCTGTACGGAAGTGTTA
JUNIzfor00 CGCCAATTGTGCGGCGGCAGAATCGCCCGGCTGGAG
JUNIzrev00 CGCGGATCCGAATTCGTTCATGACTTTCTGTTT
PGFPfor00 TAGGCGTGTACGGTGGGAGGTC
PGFPrev00 CATTTTATGTTTCAGGTTCAGGGGG
DApSVL TGTGGTTTGTCCAAACTCATC
DAI30A AATTTGAGTTGCATTGTGAACG
DA130B TCCATTGGCTTCAAAAGG
T7 promotor TAATACGACTCACTATAGGG
T7 terminator GCTAGTTATTGCTCAGCGG
PO9SLO1 GGCACTATACATCAAATCGCG
PO9SSLO1 TCGGAAACCCGTCGGCCTCCG
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Name Sequenz: 5° — 3’

CD130sense01 GTACAAAGTGGCTACAGA

CD130revsi GAAGTACTGTTGCCTGGG

FLAGse02 GGTGACTACAAAGATGACGATG

Seqsi CGTCGCCGTCCAGCTCGACCAG

Retro-rev03 CGGGATCCCGCTGAGGCATGTAGCCGCC

Retro-se03 CCCAAGCTTGGGGCCACCATGTTGACGTTGCAGACT

Pef-sense

TGCTCTAGAGCCGCCACCATGTTGACGTTGCAG

Pef-rev

GCATCTAGATCACTGAGGCATGTA

Retrostop-rev

CGGGATCCTCACTGAGGCATGTA

PLEGFP-N-sense

GCAGAGCTGGTTTAGTGAACCG

PLEGFP-N1-sense

GCAGAGCTGGTTTAGTGAACCG

Gpl130exonl5sense

GATCAAATGTATTCAGATGGC

Tabelle 4:  Auflistung der verwendeten Primer

2.9.2  Oligonukleotide

Name Sequenz: 5° - 3’

SIEM67-rev CGACAAGATTTACGGGAAATG
SIEM67-se CATTTCCCGTAAATCTTGTCG
SIEM67-rev BIO*- CGACAAGATTTACGGGAAATG
SIEM67-se BIO*-CATTTCCCGTAAATCTTGTCG

MIGKOI1 & MIGKO2

5’- TCCTCGAGCCGGCGGCCGCG-3°

3’AGCTCGGCCGCCGGCGCAGCT-5’

MIG130A & MIG130B

5’- AATTCCTCGAGCCGGGATCCG-3

3’- AGCTCGGCCCTAGGCAGCT -5’

Tabelle 5:  Auflistung der verwendeten Oligonukleotide
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2.10 Geriite und sonstige Materialien

Die mikroskopische Auswertung transfizierter Zellen erfolgte mittels eines Axiovert 200
Mikroskopes (Carl Zeiss, Gottingen). Fiir GFP-transfizierte Zellen wurde der FITC-Filtereinsatz
verwendet. Licht mit dem bei diesem Filter angeregt wird hat eine Wellenlidnge von 485 (+/- 20)
nm, die Emmissionswellenlidnge liegt zwischen 515 bis 565 nm. Immunfiarbungen von Zellen

wurden an einem Laser Scanning Mikroskop, LSM-510 (Zeiss, Jena) analysiert.

Gerit Hersteller

Geltrockner: Gel Dryer Model 583 BioRad, Laboratories GmbH, Miinchen

Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH
Eppendorf centrifuge 5415 R
Wesseling-Berzdorf

SDS-PAGE und DNA-Gelkammern BioRad, Laboratories GmbH, Miinchen
Heraeus Megafuge 1.0 Heraeus Instruments GmbH, Hanau
Biofuge Pico Heraeus Instruments GmbH, Hanau

Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH
Thermomixer compact
Wesseling-Berzdorf

Robocycler Gradient 96 Stratagene GmbH, Heidelberg

Hera Cell Incubator Kendro Laboratory Products GmbH, Langenselbold

Tabelle 6:  Geriiteliste

2.11 Molekularbiologische Methoden

2.11.1 Restriktionsverdau von DNA

Restriktionsenzyme sind Endonukleasen, die spezifische Nukleotidsequenzen von 4-8 Basen in
der DNA erkennen und den Doppelstrang an diesen Stellen schneiden, indem sie die
Phosphodiesterbindungen zwischen den Nukleotiden spalten. Thre Erkennungssequenzen sind
immer spezifisch. Durch einen Restriktionsverdau entstehen so je nach Sequenz der eingesetzten
DNA und nach Enzym Fragmente definierter Linge. Die Enzyme werden vom Hersteller in

einer definierten Aktivitdat geliefert (Enzymeinheit/Volumen) und liegen in einer 50%-igen
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Glycerollosung vor. Eine Einheit (Unit) eines Enzyms ist dabei so definiert, da 1 pg Lambda-
Phagen-DNA in einer Stunde bei 37 °C komplett verdaut wird. Mit der folgenden Formel kann

die einzusetzende Enzymmenge berechnet werden:

Léiinge _des _ Lambda _ Phagen _ Genoms * Anzahl _der _ Schnittstellen _in _der _ eingesetzten _ DNA * Menge _ der _ eingesetzten _ DNA

Linge _der _eingesetzten _ DNA * Anzahl _der _ Schnittstellen — im _ Lamba — Phagen * Unit | ul _des _ Enzyms

Bei der Berechnung der Enzymmenge muf3 beachtet werden, dal3 maximal 5% (v/v) Glycerol im
Gesamtvolumen enthalten sind, da eine zu hohe Glycerolkonzentration die Sperzifitit des
Verdaus verdndern kann. Folgende Komponenten wurden fiir einen Restriktionsverdau

zusammen pipettiert:

Restriktionsverdau:
ca. 1 ug Plasmid-DNA
1710 X ul 10 x-Restriktionspuffer

ca. 1 Unit Restriktionsenzym

ad X ul Aqua dest.

Fiir jeden Verdau wurden die fiir das jeweilige Enzym optimalen Restriktionspuffer und
Temperaturen gewihlt. Die Restriktionsdauer variierte von einer Stunde bis zu einer Restriktion

uber Nacht.

2.11.2 Agarose-Gelelektrophorese

Mit der Methode der Agarose-Gelelektrophorese lassen sich DNA-Fragmente unterschiedlicher
GroBen auftrennen. Die negativ geladene DNA wandert dabei zum positiven Pol. Die
Wanderungsgeschwindigkeit von DNA in einem Agarosegel hingt von ihrer Grofe, ihrer
Konformation und der Zusammensetzung des Gels ab. Kleine, lineare DNA-Fragmente
durchlaufen die Gelmatrix schneller als groflere, zirkularisierte Fragmente. Die DNA-Proben
wurden mit 1/6 ihres Volumens 6 x DNA-Ladepuffer gemischt, aufgetragen und dann je nach
GroBe der erwarteten Produkte in 0.7-2 %-igen (w/v) Agarosegelen aufgetrennt. Die
aufgetrennten Nukleinsduren wurden in einem Ethidiumbromidbad (0.5 pg/ml) angefirbt. 3,8-
diamino-6-ethyl-5-phenylphenantridium Bromid (Ethidiumbromid) interkaliert spezifisch in
doppelstriangige Nukleinsduren. Die Komplexe fluoreszieren wenn sie UV-Licht von 2300 nm

ausgesetzt werden. Die Intensitidt der Fluoreszenz ist dabei direkt proportional zur Masse der
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Nukleinsdurefragmente. Fiir einen EtBr-Nachweis muf3 eine DNA-Bande aus mindestens 25 ng
DNA bestehen. Als Lingenstandard wurde ein Marker fiir den Groenbereich 200 Basenpaare —
10 Kilobasen eingesetzt (SmartLadder, Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe). Die Gele liefen

bei 100-130 Volt, 40-60 min.

6 x DNA-Ladepuffer:

15 % (WIV) Ficoll 400

0,06 % (W/v) Bromphenolblau
0,06 % (v/v) Xylene Cyanol
30 mM EDTA

50 x TAE-Puffer:
2 M Tris-HCI, pH 7.5
50 mM  Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

0.5 M Essigsdure

2.11.3 Transformation kompetenter Bakterien

Bakterienzellen konnen fremde DNA-Molekiile aus dem Medium aufnehmen und diese konnen
sich in der Bakterienzelle replizieren, wenn die Fremd-DNA in einem Klonierungsvektor
vorliegt, dessen Replikationsstartpunkt von der Bakterienzelle erkannt wird. Die Bakterien
werden vor einer Transformation durch eine Behandlung mit eiskaltem CaCl, aufnahmefihig
gemacht, man spricht dann von kompetenten Zellen. Die cDNAs fiir die Konstrukte A-gp130 und
L-gp130 wurden in verschiedene Vektoren kloniert. Zu Beginn wurde mit dem pBluescript KSII-
Vektor (Stratagene GmbH, Heidelberg), einem Klonierungsvektor gearbeitet. Dabei handelt es
sich um einen Plasmidvektor, der einer relaxierten Kontrolle unterliegt. Das heiflt er kann sich
solange vermehren, bis in jeder Zelle durchschnittlich 10-200 Exemplare vorliegen. Auf diese
Weise wird auch die in dem Vektor inserierte cDNA stark vervielfiltigt. Um die Plasmid-DNAs
in ausreichender Menge zur Verfiigung zu haben wurden E. coli Bakterien mit den
entsprechenden Plasmiden wie folgt transformiert: Zu jeweils 100 ul der auf Eis aufgetauten
kompetenten Bakterien, wurden jeweils 1-10 ul des Ligationsansatzes oder 2 ng Plasmid-DNA
pipettiert und die Mischung dann 5-30 min auf Eis inkubiert. Nun folgte ein Hitzeschock bei 42
°C im Wasserbad fiir genau 90 s. Wihrend dieser Zeit nehmen die Bakterien die Fremd-DNA

auf. Ob ein Plasmid aufgenommen wurde kann man anhand der Expression der auf diesem
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Plasmid liegenden Antibiotikaresistenzgene erkennen. Werden diese Gene exprimiert, so
verleihen sie den Wirtszellen eine entsprechende Resistenz. Die Bakterien wurden nun abgekiihlt
und je Ansatz mit 300 ul LB-Medium versetzt. Es folgte eine Inkubationsphase von 45-60 min.
im 37 °C-Brutschrank, wihrend dieser Zeit beginnt die Plasmidreplikation und die
Resistenzgenexpression. Erst danach wurden die Bakteriensuspensionen kurz abzentrifugiert und
die Bakterienpellets in 100 pul LB-Medium resuspendiert. Die Bakterien wurden dann auf
Agarplatten die mit geeigneten Antibiotika angereichert waren ausgestrichen. Die Inkubation der

Platten erfolgte iiber Nacht bei 37 °C.

“Luria Bertani”’-Bakterienmedium (LB):

10 g Caseinhydrolysat

5 g Hefeextrakt

5 g NaCl

10 ml Tris-HCI pH 8.0, 1 M
ad 1 1 Aqua dest.
Fiir die Expansion von Einzelkolonien wurden die iiber Nacht gewachsenen Kolonien mit
sterilen Zahnstochern einzeln von den Platten gepickt und in antibiotikahaltigem LB-Medium
nochmals 5 h auf dem Schiittler (220 rpm) bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend konnte die nun

stark vermehrte Plasmid-DNA aus den Bakterien isoliert werden.

LB-Agarplatten:

500 ml 3%-iger Agar (w/v) und 500 ml 2 x LB wurden autoklaviert und auf ca. 50 °C abgekiihlt,
bevor sie mit dem entsprechenden Antibiotikum versetzt und in sterile 10 cm & Petrischalen

(Sarstedt, Niimbrecht) gegossen. Die Platten wurden bei 4 °C gelagert.

Antibiotikum eingesetzte Konzentration:
Ampicillin 100 pg/ml

Chloramphenicol 170 pg/ml

Kanamycin 50 pg/ml

Streptomycin 50 pg/ml

Tetracyclin 33 pg/ml

Tabelle 7:  Fiir LB-Agarplatten und LB-Fliissigmedium eingesetzte Antibiotikakonzentrationen.
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2.11.4 Plasmid-DNA-Mini-Priaparation

Zur Gewinnung kleinerer Mengen Plasmid-DNA aus den Bakterienkulturen wurde die Methode
der alkalischen Lyse angewendet. Jeweils 1.5 ml der Schiittelkulturen wurden bei 13.000 rpm 1
min zentrifugiert. Die Fliissigkeit wurde verworfen und das Pellet in einem Tropfen
Restfliissigkeit griindlich resuspendiert. Die alkalische Lyse der Zellen erfolgte durch die Zugabe
von 300 ul TENS. Das darin enthaltene EDTA entfernt Magnesiumionen und schwicht somit die
Zellwand. Mit Natriumdodecylsulfat (SDS), einem anionischen Detergens wird dieser
Auflésungsvorgang unterstiitzt. Die Proben wurden 2-5 s geschwenkt und dann sofort mit 150 pl
Birnboim-Acetat versetzt. Durch die abrupte Neutralisierung der Losung durch das saure
Birnboim-Acetat renaturieren die Plasmide, die genomische DNA verklebt mit den Proteinen
und wird anschlieBend bei 13.000 rpm in 2 min abzentrifugiert. Der Verdau von storender RNA
erfolgte durch die Inkubation des Uberstandes mit 3 pl RNase (10 ug/ml, Boehringer,
Mannheim) bei 37 °C fiir 10 min. AnschlieBend erfolgte die Aufreinigung der DNA durch die
Zugabe von 400 ul Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1). Die organischen
Losungsmittel fillen Proteine, wihrend die Nukleinsduren in der wiBrigen Losung bleiben. Nach
einer griindlichen Durchmischung wurden die Proben bei 13.000 rpm 5 min zentrifugiert. Die
Proteine befanden sich nun als weile Grenzschicht zwischen der unteren Phenolschicht und der
oberen wilBrigen Schicht. Die obere Phase mit der DNA wurde vorsichtig abgenommen. Die
DNA wurde durch die Zugabe von 900 ul -20 °C kaltem, Ethanol (96% (v/v)) prizipitiert und
das Pellet mit 70% (v/v) Ethanol gewaschen. Nach dem Trocknen wurden die DNA-Pellets in 20

ul destilliertem Wasser resuspendiert und so bei -20 °C aufbewahrt.

TENS: Birnboim-Acetat:
10 mM  Tris-HCI, pH 7.5 299 mM  Kaliumacetat
1 mM EDTA 5 % Ameisensdure (w/v)

0.1 M NaOH
0.5 % SDS (w/v)

2.11.5 Plasmid-DNA-Maxi-Priparation

Zur Isolation der Plasmid-DNA aus einer groBleren Menge Bakterienkultur wurde das

Nucleobond®AX-Kit (Macherey-Nagel, Diiren) verwendet. Es wurde nach Herstellerangaben
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gearbeitet. Wihrend der alkalischen Lyse der Bakterien denaturieren die Plasmid-DNA und die
chromosomale DNA. Durch die Zugabe von Kaliumacetat wird der pH-Wert ausgeglichen, die
Plasmide renaturieren. Die genomische DNA verklebt mit den gefillten Proteinen. Das Kit
verwendet das Prinzip des Anionenaustauschharzes. Als Matrix dienen grof3porige
Siliziumkiigelchen, die an Methyl-Ethylamin Gruppen gekoppelt sind. An diese funktionelle
Gruppe binden Nukleinsduren mit ihren negativ geladenen Phosphatgruppen. Durch mehrere
Waschschritte wird die DNA von storenden Proteinen, Kohlenhydraten etc. gereinigt und mittels

1 M KClI eluiert.

Die Berechnung der Plasmid-DNA-Konzentration erfolgte durch die photometrische Messung
der optischen Dichte der DNA-Losung bei 260 bzw. 280 nm. Gemessen wurde eine 1:100-
Verdiinnung der DNA in Aqua dest. Die optische Dichte von 1 entspricht dabei 50 pg
doppelstriangiger Plasmid-DNA/ml. Dementsprechend wurde die Konzentration nach folgender

Formel berechnet:
0OD260 * 50 » Verdiinnungsfaktor (100) / 1000 = ug DNA / ul

Anhand der photometrischen Messung kann auch der Reinheitsgrad der DNA iiberpriift werden.
Der Koeffizient aus OD260/0D280 liegt bei sehr sauberer DNA zwischen 1.7 und 1.9. Die
Proben wurden bei -20 °C aufbewahrt.

2.11.6 Ligation

Wihrend einer Ligation soll ein DNA-Fragment, das sog. Insert mit einem aufgeschnittenen
DNA-Molekiil, dem sog. Vektor verkniipft werden. Vektoren sind DNA-Molekiile, die den
Einbau von Fremd-DNA erlauben. DNA-Ligasen katalysieren diesen Vorgang. Diese Enzyme
reparieren Einzelstrangbriiche in doppelstringigen DNA-Molekiilen, wie sie beispielsweise bei
der DNA-Replikation oder der Rekombination auftreten. Es kommt dabei unter Verbrauch von
ATP zu einer kovalenten Bindung zwischen der 5’-Phosphatgruppe und der 3’- OH-Gruppe der
Einzelstringe. Ligasen konnen aber auch zwei DNA-Fragmente ligieren. Schneidet man eine
DNA mit einer Restriktionsendonuklease auf, so entsteht dabei ein Ende mit einer freien 5° -
Phosphatgruppe und eines mit einer freien 3’-OH-Gruppe. Diese Enden konnen wieder
religieren, wenn eine Ligase zugefiigt wird. Das kann verhindert werden, indem man an den 5’-
Enden eines solchen DNA-Molekiils die 5’-Phosphatgruppe abspaltet. Enzyme wie die
alkalische Phosphatase werden fiir solche Dephosphorylierungen eingesetzt. Da die Ligase fiir

die Verkniipfung ein freies 5’-Phosphatende bendtigt, kommt eine Ligation jetzt nur dann
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zustande, wenn ein Insert mit seinem freien 5’-Phosphatende mit dem Vektor verkniipft wird.

Der Dephosphorylierungsansatz besteht aus:

Dephosphorylierungsansatz:

X ul Vektor-DNA
1 ul Calf Intestinal Alkaline Phosphatase
2x ul Aqua dest.

Die DNA wurde so fiir 1 h bei 37 °C inkubiert, bevor sie mittels Phenol:Chloroform:IAA
gereinigt und unter Zugabe von 1/10 des Volumens 3M Natriumacetat (pH 5.2) und dem
doppelten Volumen 97%-igem (v/v) Ethanol bei -20 °C wieder gefillt wurde. Die DNA wurde
dafiir bei 4 °C 20 min bei 14.000 rpm zentrifugiert und das Pellet mit 70%-igem (v/v) Ethanol
gewaschen, bevor es getrocknet und in Aqua dest. wieder gelost wurde. Grundsitzlich wurden
Vektoren und Inserts, die fiir Ligationen eingesetzt wurden vorher auf Agarosegelen
elektrophoretisch aufgetrennt und die entsprechenden Banden aus den Gelen unter UV-Licht
ausgeschnitten. Fiir die Wiedergewinnung der DNAs aus der Gelmatrix wurde das QIAquick Gel
Extraction-Kit (Quiagen, Hilden) verwendet. Fiir die Ligationen wurde die DNA-Ligase aus T4-
Phagen-infizierten E. coli- Zellen benutzt, sie bendtigt ATP als Kofaktor (MBI Fermentas

Molecular Biology, St. Leon-Rot). Die Ligationsansitze wurden wie folgt zusammen pipettiert:

Ligationsansatz:

20-50 ng Vektor-DNA

X ng Insert-DNA: molare Verhiltnisse Insert: Vektor = 1:1 bis 10: 1
1 ul 10 x Ligationspuffer
1 U T4-DNA-Ligase

ad 10 pl Aqua dest.

Es wurden verschiedene Kontrollen mit angesetzt: In einem Ansatz ohne Insert und mit Ligase
wird die Vollstidndigkeit der Dephosphorylierung des Vektors iiberpriift, wegen der fehlenden 5°-
Phosphatgruppe konnen vollstindig dephosphorylierte Vektoren nicht religieren. Ein Ansatz
ohne Insert und ohne Ligase zeigt den Anteil des noch ungeschnittenen Vektors. Ein
Kontrollansatz wurde ohne Insert, mit Ligase und mit der Polynukleotidkinase (MBI Fermentas
Molecular Biology, St. Leon-Rot) angesetzt. Die PNK fiigt ein 5’-Phosphatende an den Vektor

an. Diese Positivkontrolle zeigt den Anteil an wieder dephosphoryliertem und religiertem
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Vektor. Dies ist nur bei einfach geschnittenem Vektor moglich; bei einem Vektor der mit zwei
Enzymen geschnitten wurde sollten bei dieser Kontrolle nur sehr wenige Kolonien erscheinen.
Die Ligationsansitze wurden entweder 1-2 h bei RT oder iiber Nacht bei 4-12 °C inkubiert und

damit dann kompetente Bakterien transformiert.

2.11.7 Polymerase-Ketten-Reaktion

Die “Polymerase Chain Reaction” PCR ist eine von Kary Mullis [155, 156] entwickelte Methode
zur gezielten Amplifizierung von DNA-Sequenzen. Das Prinzip einer PCR besteht aus der
sequentiellen Abfolge der folgenden Schritte: Denaturierung der DNA, Anlagerung der Primer
und DNA-Synthese. Die DNA-Doppelstrangstruktur muf3 denaturiert werden, damit die zur
DNA-Sequenz komplementidren Oligonukleotide binden konnen, man spricht von der Primer-
Anlagerung. Eine hitzestabile DNA-Polymerase benutzt diese Primer als Startpunkte fiir die
Synthese der komplementiren DNA-Stringe entlang der Matrize. Bei der néchsten
Denaturierung werden die neu gebildeten Stringe wieder von der Matrize gelost, so da3 weitere
Primermolekiile an ihre jeweiligen Positionen - auch an die neu gebildeten Stringe - binden
konnen. Mit steigender Zahl der Zyklen wird so der Sequenzbereich zwischen den Zielsequenzen

der Primer exponentiell amplifiziert.

Fir PCRs bei denen mit dem Produkt nicht weitergearbeitet wurde wurde die Taqg DNA
Polymerase (MBI Fermentas Molecular Biology, St. Leon-Rot) verwendet. Diese thermostabile
DNA-Polymerase stammt aus dem thermophilen Bakterium Thermus aquaticus und synthetisiert
die Synthese von DNA in 5= 3’ Richtung. Sie besitzt keine 3’=5’-Exonukleaseaktivitdt und
nur eine geringe 5’=>3’-Exonukleaseaktivitit. Fiir Klonierungen wurde die Pfu Turbo® DNA-
Polymerase (Stratagene GmbH, Heidelberg) verwendet. Dieses Enzym wurde aus dem
Organismus Pyrococcus furiosus isoliert, es generiert glatte Enden und hat aufgrund seiner 3’=
5’-Exonukleaseaktivitit eine sehr viel geringere Fehlerrate/Nukleotid (1.3 x 10-6) als die Tag-

Polymerase. Alle PCR-Reaktionen wurden nach dem folgenden Schema pipettiert:

1 ul dNTPs (2’-Deoxynukleosid-5’-Triphosphat), 10 mM

5 ul Sense-Primer, 10 pM

5 ul Reverse-Primer, 10 pM

1-2  ng DNA

1 U Polymerase

5 ul Puffer, 10 x; der Ansatz wurde mit Aqua dest. auf 50ul aufgefiillt.
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Die PCR Reaktionen wurden in einem Tagman Robocycler durchgefiihrt.

PCR-Schritt mit Temperatur Zeitdauer
Denaturierung 95 °C 3 min
Anlagerung der Primer 55°C 1 min
Extension 72 °C 1 min
Denaturierung 95 °C 1 min

Tabelle 8:  Beispiel fiir ein Standard-PCR-Programm, die Anlagerungstemperatur richtet sich dabei nach

der Schmelztemperatur der eingesetzten Primer. Die Anzahl der Zyklen lag bei 25-33.

2.11.8 RT-PCR

Um die Expression der Konstrukte in transfizierten Zellen auf mRNA-Ebene nachzuweisen,

wurde eine RT-PCR durchgefiihrt.

2.11.8.1 RNA-Isolierung

RNA wurde mittels des RNEasy Mini Kits (Quiagen, Hilden) aus Saugerzellen gemifl dem Mini
Protocol for Isolation of Total RNA from Animal Cells (Spin Protocol) isoliert. Die Zellen
werden in einem stark denaturierenden Puffer (Guanidinisothiocyanat) lysiert, was zu einer
Inaktivierung von RNasen fiihrt. Die Proben werden dann homogenisiert (Zentrifugation durch
die QUIAshredder-Sédulen), mit Ethanol versetzt und auf die RNeasy Sdulen gegeben. Die RNA
bindet an die Siliziumgelmembran, Verunreinigungen konnen durch Waschen entfernt werden.
Um storende DNA aus der RNA-Préparation vollstindig zu eliminieren wurde die RNA dreimal
jeweils 30 min direkt auf der Sdule mit DNase behandelt (ebenfalls gemifl Herstellerangaben).

Die Konzentration wurde photometrisch bestimmt und die RNA bei —80 °C eingefroren.

2.11.8.2 RT-Reaktion und PCR

Die RNA wurde mit Hilfe der Omniskript Rerverse Transkriptase (Quiagen, Hilden) in cDNA
umgeschrieben. Die Omniskript Reverse Transkriptase erstellt eine cDNA von einer RNA-
Matrize. AuBlerdem verfiigt das Enzym {iiber eine RNaseH Aktivitit, die dafiir sorgt, dafl in den
entstthenden RNA-DNA-Hybriden der RNA-Anteil abgebaut wird. Das Endprodukt der

Reaktion ist einzelstringige cDNA. Es wurde gemif3 Herstellerangaben gearbeitet. Als Primer
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wurde ein Oligo-dT Primer eingesetzt. Fiir die cDNA Synthese wurden jeweils 1 ug RNA

eingesetzt.

Da die RT-Reaktion mit Oligo-dT Primern unspezifisch alle RNA Molekiile mit Poly-A-Bereich
umschreibt, wurde in der nachfolgenden PCR ein Primer verwendet, der fiir gp130 spezifisch ist.

Die Reaktion wurde wie folgt angesetzt:

2 ul cDNA (aus dem 20ul-Ansatz)

1 ul dNTP’s, 10 mM

5 pl Reverse-Primer, CD130 revsi,10pM
5 pl Sense-Primer, CD130 sense, 10pM
3 ul MgCl2, 25 mM

5 ul 10 x Puffer mit (NH4)2S04

1 U Tag-Polymerase, rekombinant

ad 50 pl Aqua dest.

Die Reaktionen wurden mit einem Tagman-Robocycler durchgefiihrt:
95 °C 5 min Denaturierung

55°C 1 min Annealing

72 °C 1 min Extension

95 °C 1 min Denaturierung

72 °C 3 min letzte Extension

2.12  Zellbiologische Methoden

2.12.1 Zellkultur

Insofern nicht anders angegeben wurden alle Zellen in DMEM (1x) High Glucose (PAA
Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich, E15-843) /10 FCS (v/v) /60 mg/1 Penicillin, sowie
100 mg/l Streptomycin bei 37 °C und 5% CO?2 in einer wasserdampfgesittigten Atmosphire
kultiviert. Entsprechend ihres Wachstums wurden die Zellen alle 3-5 Tage kokultiviert.
Adhirente Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen und dann mittels Trypsin-EDTA von den

Platten abgelost.
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Fiir die Gewinnung des WEHI-Kulturiiberstandes wurden die WEHI-Zellen in Standardmedium
ohne Mediumwechsel solange kultiviert bis das Medium einen deutlichen Farbumschlag
rot—>gelb zeigte [157]. Die Zellen wurden nun abzentrifugiert und der Uberstand zweimal durch
0.45 um Filter sterilisiert. Fiir die Kultivierung der IL-3 abhidngigen BAF/3 Zellen wurden dem
Standardmedium 10% (v/v) von diesem WEHI-Kulturiiberstand zugefiigt. Mit gp130 stabil
transfizierte BAF/3 Zellen sind unabhédngig von IL-3, bendtigen dann jedoch IL6-sIL6R als
essentiellen Wachstumsfaktor. Das Designerzytokin Hyper-IL-6 besteht aus IL-6 und dem
16slichen IL-6R [153]. Es kann fiir die Stimulation von Zellen eingesetzt werden, die den IL-6R
selbst nicht exprimieren. Entsprechend wurde das Standardmedium fiir die BAF/-WT-gp130
Zellen mit 10 ng/ml HIL-6 komplementiert.

In fliissigem Stickstoff gelagerte Zellen wurden schnell im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut und
sofort mit 5 ml vorgewiarmtem Standardmedium gewaschen bevor sie in 10 ml Standardmedium
ausgesit wurden. Zum Einfrieren wurden ca. 5 x10° Zellen in Einfriermedium (50% (vIv) ECS,
10% (v/v) DMSO, 40% (v/v) Standardmedium aufgenommen und in einer isolierten Box
mehrere Stunden bei -20 °C vorgekiihlt. Schlielich wurden die Zellen bei -80 °C {iber Nacht

eingefroren und dann in fliissigem Stickstoff aufbewahrt.

Das verwendete L-Glutamin und die G418 Solution wurden von der Firma PAA bezogen.
Hygromycin B stammt von Invitrogen Life Technologies (Karlsruhe), Puromycin von der

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen/ Schnelldorf).

2.12.2 Zellinien

Verwendete Zellinien:

Zelllinie Ursprung Kultivierung Literatur

murine pre-B-Zellen, Standardmedium +

BAF/3 10% (v/v) WEHI- [147]
peripheres Blut Kulturiiberstand

BAF/3-WT- BAF/3 Zellen stabil transfiziert Standardmedium + 10 [158]

gpl130 mit gp130 ng/ml HIL-6
Prof. Klingmiiller, DKFZ,

Phonix-Eco Standardmedium [159]
Heidelberg
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Zelllinie Ursprung Kultivierung Literatur
EcoPack2TM- HEK-293-Abkémmling,
Standardmedium BD Biosciences
293 humane Niere, embryonal
NIH-3T3 murin, Embryo Standardmedium ATCC*
HELA human, Xervix, Adenokarzinom Standardmedium ATCC
murin, myelomonocytische
WEHI-3B Standardmedium ATCC
Leukdmiezellen
Griine Meerkatze (Cercopithecus
COS-7 Standardmedium ATCC
aethiops), Nebennierenrinde
human, hepatozellulires
HepG2 Standardmedium ATCC
Karzinom
Tabelle 9:  Auflistung der verwendeten Zellinien *ATCC: American Type Culture Collection,

http://www.lgcpromochem.com/atcc/

2.12.3 Transfektion von Siugerzellen

2.12.3.1 Transiente Transfektion

Transiente Transfektionsmethoden haben den Vorteil, daf3 eine hohe Effizienz erreicht wird. Bis

zu 100% der Zielzellen konnen transfiziert werden.

2.12.3.1.1 DEAE-Dextran: transiente Transfektion von COS 7- und HepG2-Zellen

Um die Auswirkungen der gp130 Konstrukte in Zellen zu testen, wurden eukaryotische Zellen
transfiziert (COS-7, HepG2). Fiir die Transfektion von COS-7 Zellen wurden die Konstrukte in
den p409 Vektor kloniert. Eine Besonderheit des p409-Vektors ist sein Replikationsursprung. Es
handelt sich um den aus Affen stammenden Simian Virus 40 (SV-40)-Replikationsursprung. Das
Genom des Simian Virus-40 enthilt zwei Gengruppen, die so genannten ‘friihen’ Gene werden
zu Beginn des Infektionszyklus des Virus exprimiert und kodieren fiir zwei Proteine, die T-
Antigene. Die ‘spiten’ Gene kodieren fiir die Viruskapsidproteine. Im p409-Vektor ist die
Gengruppe der friilhen Gene durch die Fremd-DNA ersetzt, so da3 kein T-Antigen gebildet
werden kann. Die fehlende Funktion mufl komplementiert werden. COS-7 Zellen haben in ihrem
Genom diese fehlende Gengruppe, sie exprimieren das T-Antigenprotein konstitutiv. In Zellen

die den Vektor aufgenommen haben bindet das T-Antigen an Sequenzen im SV-40-
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Replikationsursprung und unterstiitzt durch die Aufwindung der DNA-Stringe die Replikation
des Vektors und damit auch des Inserts. Es kommt so zu einer hohen Replikation und durch die
Promotor-Enhancer-Region des humanen Cytomegalovirus (CMV) auch zu einer hohen

Expression der eingefiihrten DNA.

Unter einer Transfektion versteht man das Einfithren von Fremd-DNA in eukaryotische Zellen.
Der Zusatz transient bedeutet, dal die aufgenommene DNA nicht in das Wirtszellgenom
integriert wird. Da extrachromosomal keine Replikation des Plasmids moglich ist, geht sie im
Laufe fortschreitender Zellteilungen und durch Abbau verloren. Es kommt aber in einer
Zeitspanne von 48-72 h zu einer voriibergehenden sehr starken Expression des Fremdgenes, so

daf die Effekte der heterologen Genexpression untersucht werden konnen.

Die zu transfizierenden Zellen wurden am Vortag so gesplittet, dal sie am Transfektionstag zu
ca. 80% konfluent waren. Nach dem Absaugen des Kulturmediums wurden die Zellen mit
Standardmedium versetzt, welchem 75 uM Chloroquin zugesetzt war. Die zu transfizierende
DNA wurde wie unten beschrieben verdiinnt. Das DEAE-Dextran wurde unter leichtem
Schiitteln langsam zu der Losung getropft. Diethylaminoethyl (DEAE)-Dextran ist ein
polykationisches Derivat von Dextran. Die hochmolekulare Zuckerverbindung bildet mit der
Plasmid-DNA Komplexe. Von dem DEAE-Dextran wurden 4 mg/ml in PBS eingewogen und
steril filtriert.

5 ug Plasmid-DNA (Plasmidmenge variabel)

65 ul Diethylaminoethyl (DEAE)-Dextran (4 mg/ml in PBS, sterilfiltriert)
ad 500 ol Standardmedium + 75 uM Chloroquin
Die Zellen wurden so fiir 4-6 Stunden im Brutschrank inkubiert. Danach wurde das Medium
abgesaugt und DMEM mit 10% (v/v) Dimethylsulfoxid (DMSO) zu den Zellen gegeben. Dieser
DMSO-Schock wurde fiir 8 min bei RT durchgefiihrt, anschlieBend wurden die Zellen 1-2 x
vorsichtig mit PBS gewaschen, bevor die Weiterkultivierung der Zellen in DMEM-Medium
erfolgte. Das Losungsmittel DMSO hat die Eigenschaft, lebende Gewebe und Membrane zu
penetrieren ohne diese nachhaltig zu schiddigen. Haufig wird es dazu verwendet, andere
Komponenten mit zu transportieren. In diesem Fall sorgt es fiir den Transport der DNA-
Zuckerkomplexe ins Zellinnere [160]. Am nichsten Tag wurde bei den so transfizierten Zellen
das Medium gewechselt. Um die Transfektionseffizienz zu iiberpriifen wurden in jedem
Experiment Zellen mit dem pEGFP-N1 (BD Clontech, Heidelberg) Plasmid transfiziert. Dieser
Vektor enthilt den Replikationsursprung SV40 und kodiert eine Variante des green fluorescent

protein (GFP), das eGFP (e: enhanced). Das GFP Protein stammt aus der biolumineszenten
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Qualle Aequorea victoria und ist ein stabiles Protein von 238 AS, das seine maximale
Fluoreszenz bei einer Anregung mit Licht der Wellenlinge 450-490 nm hat [161] Das
Kontrollplasmid fiihrt bei erfolgreicher Transfektion und Expression, unter entsprechender
Belichtung zu einem griinen Fluoreszieren der Zellen (Emmissionsmaximum des EGFP: 507
nm). Um die Effizienz vergleichen zu konnen wurden von diesem Kontrollvektor und den

anderen im Versuch verwendeten Vektoren die gleichen Mengen transfiziert.

10 x PBS (Phosphate-Buffered Saline):
80 g NaCl

2 g KClI
4.4 g Na,HPO, * 7TH,0O
24 ¢ KH,PO4
ad 1 1 Aqua dest. Der pH-Wert wurde mit HCI auf 7.4 eingestellt.

2.12.3.1.2 ExGen: transiente Transfektion von HelLa-Zellen

Das Transfektionsreagens ExGen (MBI Fermentas Molecular Biology, St. Leon-Rot) ist das
kationische Polymer Polyethylenimin. Es interagiert effektiv mit der DNA und mit
Proteoglykanen auf der Zelloberfliche. Die Komplexe werden durch Endozytose aufgenommen.
In der Zelle bewirkt die DNA/ExGen-Komplexe einen pH-Wert Ausgleich der Endosomen, was
zu einer Auflosung der Vesikel fiihrt. Die DNA Komplexe gelangen so ins Zytoplasma, bevor
die Vesikel lysosomal abgebaut werden [162]. Fiir die Transfektion wurde das Medium von den
Zellen abgesaugt und durch 1 ml frisches Medium ersetzt. Die Zellen wurden wieder in den
Brutschrank gestellt, wihrend die ExGen/DNA-Komplexe hergestellt wurden. Die
Mengenangaben beziehen sich auf eine 6-Loch-Platte, pro Loch wurden 2 ug DNA eingesetzt: In
einem Eppendorfgefil wurden 260 ul NaCl mit 40ul der ExGen 500-Losung gemischt. In einem
zweiten Gefidll wurden 300 pl NaCl mit 12 pg des zu transfizierenden Plasmides, gemischt. Im
nichsten Schritt wurde die Losung aus dem ersten Gefdl (300 ul NaCl mit ExGen) zum Inhalt
des zweiten Gefdles (300 pul NaCl mit Plasmid) pipettiert. Die Reihenfolge ist hierbei unbedingt
zu beachten. Die Losungen wurden sofort gemischt und 15 min bei RT inkubiert. In dieser Zeit
findet die Komplexbildung ExGen/DNA statt. Nun wurden pro Loch 100 ul der
Transfektionslosung (ExGen/DNA in NaCl) tropfenweise hinzu pipettiert. Die Platte wurde
vorsichtig geschwenkt um die Losung besser zu verteilen und dann fiir 4-6 h im Brutschrank
inkubiert. AnschlieBend wurden die Uberstinde abgesaugt und durch frisches Standardmedium

ersetzt.
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2.12.3.2 Stabile Transfektion

Bei einer stabilen Transfektion nehmen die Zielzellen das Transgen stabil in ihr Genom auf. Das
hat den Vorteil einer konstanten Expression des fremden Gens. Die Information geht nicht wie
bei transienten Methoden im Laufe mehrer Zellteilungen verloren. Stabile Transfektionen
erreichen allerdings nicht die Effizienz von transienten Transfektionen. Durch stabile
Transfektionen werden 107 bis 107 Prozent der Zellen transfiziert. Die wenigen transfizierten
Zellen konnen jedoch iiber die Expression von Antibiotikaresistenzgenen selektioniert werden.

Die Resistenzgene werden neben dem Transgen von den transfizierten Vektoren kodiert.

2.12.3.2.1 Retrovirale Transfektion: stabile Transfektion von BAF/3 -Zellen

Die Methode der retroviralen Transfektion wird fiir Zellen eingesetzt die schwierig zu
transfizieren sind. Man macht sich dabei eine Besonderheit aus dem Lebenszyklus der Reverse
Transkriptase Onkoviren (Retroviren) zunutze: Retroviren integrieren im Laufe ihres
Lebenszyklus ihr gesamtes aus RNA bestehendes Genom stabil in das Genom der Wirtszelle. In
diesem Stadium wird das Virus auch als Provirus bezeichnet. Die einzige Aufgabe des Provirus
ist die Replikation samtlicher viraler Gene, was durch die Transkriptionsmaschinerie der
Wirtszelle gewdhrleistet ist. Retroviren kodieren in der Regel nur wenige Gene. Essentiell sind
die drei Gene env, gag und pol. Das als envelope (env) bezeichnete Hiillprotein ist wichtig fiir
die Rezeptorerkennung des Virus und wird auf seiner Zelloberflache exprimiert. Das group-
specific-antigene (gag) kodiert das Kapsidprotein des Virus. Mit dem Kiirzel pol (polymerase)
wird das Gen fiir die reverse Transkriptase bezeichnet, die nach erfolgreicher Infektion die

genomische virale RNA in zelluldare DNA umschreibt.
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Abbildung 5: Der Lebenszyklus eines Retrovirus: nach Adsorption und Penetration gelangt der Virus
durch rezeptorvermittelte Membranfusion in die Wirtszelle, wo sich zunéichst seine Hiillproteine teilweise
auflosen. Auch das Kapsid lost sich auf und entléiBt die virale RNA ins Zytoplasma der Wirtszelle. Das
virale Enzym reverse Transkriptase benutzt die virale RNA als Matrize und generiert einen cDNA
Strang. Dabei werden die Bereiche R, Us und U; dupliziert und fusioniert man spricht dann von der long
terminal repeat (LTR)-Region. Sie kommt ausschlieBlich in der DNA des Provirus vor. Die LTR enthélt
einen Enhancer- und Promotorbereich fiir die Transkription der viralen mRNA, sowie
Polyadenylierungs- und Transkriptionsstopsignale. Durch die RNaseH Aktivitit der Polymerase wird
anschlieBend der RNA-Teil des RNA-DNA-Hybrids verdaut, so da} der zweite Strang der cDNA gebildet
werden kann. Die nukleire Translokation und die Integration der doppelstringigen ¢cDNA in das
Wirtszellgenom erfordert bei den meisten Retroviren eine Teilung der Wirtszelle. Die Barriere der
Kernmembran muB iiberwunden werden. Eine virale Integrase katalysiert schlieBlich die Integration in
ein Wirtszellchromosom, wobei aktiv transkribierte Bereiche des Genoms bevorzugt werden. Aufgrund
ihres Promotors wird die virale Erbinformation bei weiteren Zellteilungen von der
Transkriptionsmaschinerie der Wirtszelle transkribiert. Die virale RNA wird zum Teil translatiert, das
ergibt die Proteine die fiir neue Viruspartikel notwendig sind (Hiillproteine, Kapsidprotein etc.) Zum Teil
wird sie auch in neue Partikel verpackt. Ist der Zusammenbau neuer Viren im Zytoplasma
abgeschlossen, verlassen die Viren die Wirtszelle durch Abknospung. Die endgiiltige Reifung erfolgt erst
nach dem Verlassen der Wirtszelle durch eine Protease. Erst dann wird die reverse Transkriptase
aktiviert, das reguliert die Menge an aktivem Enzym in einer Wirtszelle. So wird eine
Mehrfachintegration von Virus-DNA in der gleichen Zelle vermieden

(Schema nach http://www.accessexcellence.org/AB/GG/retro_Life.html, Text sinngemidBl nach ,,Basic
Virology“‘, Herausgeber: E. Wagner und M. Martinez, Blackwell Science, Inc.).
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Beim retroviralen Gentransfer werden zwei Komponenten verwendet, um ein Transgen in eine
Zelle einzuschleusen. Der retrovirale Vektor enthilt das Verpackungssignal y , sowie die 3’ und
5’ LTR-Regionen und ein Resistenzgen. In diesen Vektor wird das Transgen kloniert. Der

Vektor enthilt nicht die Gensequenzen fiir die Proteine die fiir die Verpackung der viralen
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Abbildung 6: Das Prinzip der retroviralen Transfektion: Mit dem retroviralen Vektor, der das Transgen
enthiilt, wird zunéchst die Verpackungszellinie transfiziert. Diese liefert aufgrund der von ihr kodierten
viralen Hiillproteine komplette, aber replikationsdefiziente Virionen, die in den Uberstand sezerniert
werden. Mit dem Uberstand werden die Zielzellen transduziert.
© Robert Koch-Institut, 1999-2001, http://www.rki.de

Erbinformation und des Transgens notwendig sind: gag, pol und env. Die Sequenzen, die fiir
diese Proteine kodieren, sind stabil in Zellen transfiziert. Die entsprechenden Proteine werden
von diesen sog. Verpackungszellinien konstitutiv exprimiert. In den Verpackungszellinien gibt
es aber nicht das essentielle Verpackungssignal . Nach der Transfektion der
Verpackungszellinie mit dem retroviralen Vektor werden von diesem Transkripte hergestellt.
Diese werden sowohl translatiert als auch als genomische RNA in neue Virionen verpackt. Die
Verpackungszellinie entldft also virale Partikel. Mit Hilfe dieser replikationsdefekten Virionen

konnen nun die Zielzellen infiziert werden. Nach erfolgreicher Transduktion integriert sich die
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virale DNA die das Transgen enthilt in das Genom der Zielzelle. Dort werden das zu
iibertragende Gen sowie der Selektionsmarker exprimiert, so dall die Zellen selektioniert werden

konnen.

2.12.3.2.1.1 Transfektion der Verpackungszellinie

Fiir die Transfektion wurde die ekotrophe Verpackungszellinie Phonix-Eco verwendet [163].
Ekotrophe virale Partikel konnen ausschlieBlich Zellen infizieren aus denen sie produziert
wurden, im Fall der Phonix-Eco Zellinie sind das Zellen aus Méusen oder Ratten. Die Phonix-
Eco Zellen wurden mittels der Calciumphosphat-Methode entsprechend den Herstellerangaben
transfiziert (CalPhosTM Mammalian Transfection Kit, BD Biosciences Clontech, Palo Alto). 24 h
vor der Transfektion wurden 8 x 10° Zellen in 2 ml Standardmedium kultiviert. Fiir die
Transfektion wurden pro Loch einer 6-Loch-Platte jeweils 5 pg der folgenden Plasmide
verwendet: pMOWS-A-gp130, pMOWS-L-gp130, pMOWS-WT-gp130 und pMOWS-GFP
[150]. Die Transfektionslosung wurde nach 6 Stunden abgenommen und durch jeweils 2 ml
IMDM Medium (Gibco, 31980) + 30% (v/v) FCS + 50 uM B-Mercaptoethanol + Penicillin-
Streptomycin ersetzt. Nach 24 Stunden wurde der retrovirale Uberstand abgenommen und durch
Zellulosemischesterfilter (0.45um, Roth, Karlsruhe) gefiltert. Die retroviralen Uberstidnde

wurden sofort zur Infektion der Zielzellen eingesetzt oder bei —80 °C eingefroren.

2.12.3.2.1.2 Transduktion der Zielzellen

Die Transduktion wurde mittels Spinokulation durchgefiihrt [164]. Die Zielzellen wurden 12-18
h vor der Transfektion so gesplittet, da sie sich am Tag der Infektion in einer
stoffwechselaktiven Wachstumsphase befanden. 1 x 10° BAF/3 Zellen wurden in 50 ul
Standardmedium resuspendiert und mit 250 ul des retroviralen Uberstandes gemischt. Um die
Infektionseffizienz zu erhohen wurde dem Infektionsmedium 8 upg/ml Polybren zugefiigt.
Polybren ist ein positiv geladenes Polymer, dessen kleine Molekiile an die Oberfliche von Zellen
binden und deren Oberflichenspannung neutralisieren. Virale Glykoproteine konnen darauf hin
effektiver an ihre Rezeptoren binden. Die Transduktion der NIH-3T3 Zellen erfolgte durch
zentrifugieren bei 300 rpm fiir 2 h bei 20 °C bzw. bei 1800 rpm fiir 2 Stunden bei 37 °C fiir die
BAF/3 Zellen [164]. Nun wurde das Infektionsmedium abgenommen und durch

Standardmedium (im Falle der BAF/3 Zellen mit 10% (v/v) WEHI supplementiert) ersetzt.
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2.12.3.2.1.3 Selektion

Nach 48 h wurde die Selektion mit 1.5 pg/ml Puromycin (Sigma, P-7255) gestartet. Damit die
Zellen in den Platten nicht zu dicht wachsen wurden sie 48 h spiter gesplittet und mittels FACS-
Analyse der Prozentsatz der erfolgreich mit GFP transfizierten Zellen ermittelt. Am dritten Tag
nach Beginn der Selektion wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen, um alle im Medium
vorhandenen Zytokine zu entfernen. Die BAF/3 Zellen die mit dem Wildtyp gpl130-Plasmid
transfiziert worden waren wurden ohne WEHI aber mit 10 ng/ml HIL-6 selektioniert. BAF/3
Zellen die mit A-gp130 und L-gp130 transfiziert worden waren wurden ohne WEHI und ohne
sonstige Zytokine ausgesit. Die mikroskopische Auswertung der Ansitze erfolgte mittels eines

Axiovert 200 Mikroskopes (Carl Zeiss, Gottingen).

2.12.4 Proliferationstest

Die BAF/3, BAF/3-WT-gp130 und BAF/3-L-gp130 Zellen wurden dreimal mit PBS gewaschen
um im Medium vorhandene Zytokine zu entfernen und anschliefend gezihlt. Pro Loch einer 96
Loch-Platte wurden 3000-5000 Zellen ausgesit. Als Negativkontrolle wurden native BAF/3
Zellen ohne Zytokin ausgesit. Ohne den essentiellen Wachstumsfaktor IL-3 sterben diese Zellen.
Als Positivkontrolle wurden BAF/3-WT-gp130-Zellen mit dem Designerzytokin HIL-6 ausgesiit.
Zellen dieser Linie sind stabil mit gp130 transfiziert und wachsen unabhéngig von IL-3. Sie sind
stattdessen abhingig von IL-6/sIL-6R bzw. von HIL-6. Die BAF/3-L-gp130 Zellen wurden
ebenfalls ohne Zytokin, bzw. mit WEHI oder HIL-6 als Kontrolle ausgesit. Die Platten wurden
so drei bis fiinf Tage im Brutschrank inkubiert. Nun wurden 0.25 uCi /Loch [’H]-Methyl-
Thymidin dazu pipettiert und die Zellen so iiber einen Zeitraum von 4 h im Brutschrank
inkubiert. Die Zellen wurden in einem Cell Harvester (Inotech, Dottikon, Schweiz) auf
Glasfaserfilter (Printed Filtermat A, Wallac, Turku, Finnland) geerntet. Diese Glasfaserfilter
wurden in Szintillatorfliissigkeit (Betaplate 1450 Scint, Wallac, Turku, Finnland) getridnkt und
der Thymidineinbau in einem Liquid Scintillation & Luminescence Counter 1450 Microbeta

(Wallac, Turku, Finnland) gemessen.

2.12.5 Biotinylierung von Oberflichenproteinen

COS-7 Zellen wurden mittels der DEAE-Dextran Methode mit jeweils 5 ug der folgenden
Plasmide transfiziert: A-gp130-p409, L-gp130-p409 und WT-gpl130-pSVL. 48 h nach der

Transfektion wurden die Zellen viermal mit eiskaltem PBS gewaschen. Fiir die
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Oberflichenmarkierung wurde der Biotinester LC-Sulfo-NHS-(+)-Biotin von Pierce verwendet.

Es handelt sich hierbei um ein wasserlosliches, zellimpermeables Biotin-Analogon das daher

selektiv mit Proteinen

reagiert, die

auf der

Zelloberfldche

lokalisiert

sind. Das

Sulfosuccinimidyl-6-(biotin-amido)hexanoat reagiert mit primdren Aminen, auch solchen aus

Pufferlésungen. Das Waschen der Zellen vor der Markierungsreaktion ist wichtig um stdrende

Amine aus dem Medium zu entfernen.

Von dem LC-Sulfo-NHS-(+)-Biotin wurden 10 mg/ml in DMSO gelost und von dieser Losung

25 pulin 5 ml PBS verdiinnt. Jede Kulturschale mit Zellen wurde mit 5 ml Losung fiir 15 min bei

RT auf einem Schiittler inkubiert. Aminhaltige Puffer inhibieren den Biotinylierungsprozef3,

daher wurden die
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Abbildung 7: Reaktion des Sulfo-NHS-LC-Biotins mit dem priméiren Amin eines Proteins. Die Reaktion
findet bei einem pH-Wert von 7-9 statt, es entstehen stabile Amidbindungen. Der Abstand zwischen zwei
Proteinen, der mit dem Sulfo-NHS-LC-Biotin iiberbriickt werden kann, betrigt 22.4 A.

Platten anschlieend mit 1 ml 50 mM NH,4CI fiir 10 min inkubiert, um die Reaktion abzustoppen.

Um nicht eingebaute Biotinmolekiile und das Nebenprodukt Sulfo-NHS zu entfernen, wurden

die Zellen mit PBS gewaschen, lysiert und eingefroren. Die Zellysate wurden bei 4 °C aufgetaut,

15 min abzentrifugiert und der Uberstand mit den folgenden Antikdrpern iiber Nacht bei 4 °C

inkubiert:

untransfizierte Probe:
A-gp130- transfizierte Probe:
L-gp130- transfizierte Probe:

WT-gp130 -transfizierte Probe:

o-FlagM2 (10 pg) und BS12 (3 ug)

o-FlagM?2 (10 pg)
o-FlagM?2 (10 pg)

BS12 (3 ug)
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Am néchsten Tag wurden jeweils 30 pl Protein-A-Sepharose (gp130-transfizierteProbe) bzw.
Protein A/G-Sepharose (Oncogene Research Products, Boston MA) (alle anderen Proben)
hinzugegeben und bei 4 °C fiir 4 Stunden auf einem {iiber Kopf Schiittler inkubiert. Die
Sepharosepellets wurden zweimal mit NP-40-haltigem und einmal mit detergensfreiem
Lysispuffer gewaschen, mit 15 pul Lammlipuffer versetzt und bei 95 °C 10 min erhitzt. Die
Proben wurden auf einem 10%-igen (w/v) SDS-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und die
Proteine bei 25 Volt in 75 min auf eine PVDF-Membran transferiert. Der Western Blot wurde in
5% (w/v) Milchpulver/TBS {iiber Nacht geblockt. Das Protein Streptavidin (60 kDa) bindet pro
Tetramer 4 Molekiile des extrem kleinen (244 Da) Biotins. Die nicht kovalente Interaktion
zwischen Biotin und Streptavidin ist sehr spezifisch und die stéirkste nicht kovalente Bindung die
bekannt ist (KA ~1014M'1). Das verwendete Streptavidin ist mit einer Peroxidase (POD)
gekoppelt. Es wurde in Blockierlosung 1:5000 verdiinnt und der Blot damit 1 h bei RT inkubiert.
Nach dieser Inkubation wurde der Blot dreimal in TBS gewaschen und mit dem ECL-
Chemilumineszenz Kit (Amersham) entwickelt. Der Chemilumineszenznachweis beruht auf der
Reaktion zwischen der Peroxidase und dem Lumigen PS-3 Acridan. Die Oxidation resultiert in
einem Acridiniumester und einer Chemilumineszenz mit einer Emissionswellenldinge von 430

nm. Das emittierte Licht wurde mit einer CCD Kamera (Fujifilm LAS1000) gemessen.

2.13 Biochemische Methoden

2.13.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Mit der Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese werden Proteingemische unter
denaturierenden Bedingungen aufgetrennt. Das anionische Detergens SDS wirkt stark
proteindenaturierend. Indem es in einem konstanten Verhiltnis von 1.4 g SDS: 1g Protein an
Proteine bindet, maskiert es deren Ladung. Die Mobilitit von Proteinen im SDS-Gel ist dabei
linear mit dem Logarithmus ihrer molaren Masse korreliert. Vor dem Auftragen wurden die
Proteinproben mit 2 x Lammlipuffer versetzt und fiir 10 min bei 95 °C erhitzt. Das
Mercaptoethanol des Lammlipuffers fiihrt zur Disulfidbriickenspaltung und bewirkt zusammen
mit der Erwidrmung eine Denaturierung der Proteine. Ein SDS-Gel enthdlt folgende
Komponenten: Polyacrylamid (30% Acrylamid (w/v) und 0.8% Bisacrylamid (w/v)),
Tetramethylethylendiamin (TEMED) ist ein organisches Amin, das die Radikalbildung initiiert.
Weiterhin ~ Ammoniumpersulfat (APS), es liefert die Startradikale die fiir die

Polymerisationsreaktion notig sind und SDS. Die rekombinanten Proteine wurden auf 4-7%-igen
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(v/v) Sammelgelen und 10-12%-igen (v/v) Trenngelen aufgetrennt. Als Groflenstandard wurde
der RainbowMarker (Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden) 10-250 kDa und der
Prestained Protein Molecular Weight Marker (MBI Fermentas Molecular Biology, St. Leon-
Rot)19-118 kDa verwendet. Die Elektrophorese erfolgte bei 150 Volt fir 1 h in 1 x

Elektrophoresepuffer.
10 x SDS-PAGE —Puffer: 2 x Limmli-Puffer:
1.92 M Glycin 100 mM  Tris/HCI, pH 6.8
025 M Tris-Base 2000 mM Dithiothreitol
1 % SDS (w/v) 4 % SDS (w/v)
0.2 % Bromphenoblau (w/v)
20 % Glycerin (v/v)
10 % 2-Mercaptoethanol (v/v)
Sammelgel 7.5% (v/v): Trenngel 10% (v/v):
3.3 ml Aqua dest. 59 ml Aqua dest.
1.7 ml 0.5 M Tris, pH 6.8 3.8 ml 1.5 M Tris, pH 8.8
1.7 ul Polyacrylamid 5 ml Polyacrylamid
66.7 ul 10% SDS (w/v) 150 ul SDS 10% (w/v)
66.7 ul APS 150 ul APS
6.7 ul TEMED 6 ul TEMED

Trenngel 12.5% (v/v):
7.5 ml Aqua dest.
6 ml 1.5 M Tris, pH 8.8

10 ml Polyacrylamid
240l SDS 10% (w/v)
240l APS

12 ul TEMED

Die Mengenangaben sind ausreichend fiir zwei BioRad-Gele 8 x 5.5 cm, 0.75 mm.
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2.13.2 Proteinfirbungen

Die auf den SDS-Gelen aufgetrennten Proteine konnen durch verschiedene Fiarbemethoden

sichtbar gemacht werden.

2.13.2.1 Silberfirbung

Mit einer Silberfirbung konnen Proteinmengen von 1-10 ng/Bande angefirbt werden. Die Gele

wurden dazu fiir 5 min in Fixierer I und anschlieend 5 min in Fixierer II geschwenkt und dann

zweimal mit 60 °C warmem Aqua dest. gewaschen. Fiir 30 s wurden sie dann in die

Reduktionslosung gelegt und anschlieBend sechsmal mit Aqua dest. gewaschen. In der

Farbelosung verblieben die Gele anschlieBend 12 min, bevor sie wieder in Aqua dest. gewaschen

wurden. In der Entwicklerlosung wurden die Gele solange geschwenkt, bis die Proteinbanden

gut sichtbar waren. Der Féarbeprozel3 wurde durch die Zugabe von Essigsdure gestoppt.

Fixierer I: Fixierer II:

40 % Methanol (v/v) 10 % Ethanol (v/v)

10 % Essigsdure (v/v) 15 % Essigsdure (v/v)
Reduktionslésung:

0.4 g Farmerscher Abschwicher (50-90% (w/v) Natriumthiosulfat, 25-50% (w/v)

Kaliumhexacyanoferrat (III), 1-5% Calgon (w/v), 1-5% Natriumcarbonat (w/v))
ad 100 ml Aqua dest.

Férbel6sung: Entwickler:
02 ¢ Silbernitrat 145 ¢ Natriumcarbonat
ad 100 ml Aqua dest. 500 ul Formaldehyd(37%)

ad 500 ml Aqua dest.

Stopplésung:
7 % Essigsdure (v/v)
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2.13.2.2 Coomassiefirbung

Coomassiefdarbungen sind weniger sensitiv als Silberfirbungen, es konnen Proteinmengen von
etwa 100 ng/Bande angefiarbt werden. Die Proteine sind durch die Denaturierung im Gel fixiert
und bilden in der sauren Farbelosung Komplexe mit dem Farbstoff. Die Gele wurden fiir 20 min
in der Coomassielosung geschwenkt und dann so lange in die Entfdrberlosung gelegt, bis die

blauen Proteinbanden gut sichtbar waren.

Coomassielosung: Entfiarbelosung:
50 % Methanol (v/v) 50 9% Methanol (v/v)
10 % Essigsdure (v/v) 10 % Essigsidure (v/v)

0.1 Y% Coomassie Blau G 250 (w/v)

2.13.3 Western-Blotting

In einem Western-Blot wurden die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine aus der Gelmatrix
auf eine Polyvinyldifluoridmembran mit einer Porenweite von 0.2 um (PVDF) (Machery-Nagel,
Diiren) iibertragen. Auf der Membran adsorbierte Proteine sind dann fiir hochmolekulare
Liganden wie zum Beispiel Antikorper frei zuginglich. Fiir den Elektroblot wurde die auf
GelgroBe zurechtgeschnittene PVDF-Membran 2 min in Methanol, 2 min in Aqua dest. und
schlieBlich 2 min in den Transferpuffer prdinkubiert. Auf die Blotting-Apparatur wurden 3
Lagen Filterpapier, die Membran, das Gel und abschlieBend nochmals 3 Lagen Filterpapier
luftblasenfrei iibereinander gestapelt. Das Blotten erfolgte je nach Gelgrofle mit 15-20 Volt fiir

80 min.

10 x Transferpuffer:

249 mM  Trisbase
1.9 M Glycin

Dem einfachen Transferpuffer wurden vor Gebrauch noch 20% (v/v) Methanol zugesetzt.
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2.134 ,,Strippen‘ von Membranen

Die Membran wurde bei 70 °C 30 min mit Strippingpuffer inkubiert und dabei gelegentlich
geschiittelt. Im Anschlufl wurde die Membran mit einem gro3en Puffervolumen, viermal 10 min

mit TBST-Puffer gewaschen und dann erneut 1 h bei RT blockiert.

Lotripping”-Puffer fiir Hybond-P Membran:
1000 mM  2-B-Mercaptoethanol

2 % SDS (w/v)

62.5 mM Tris pH 6.7

2.13.5 Indirekte Immundetektion

Die PVDF-Membranen mit den transferierten Proteinen wurden fiir die indirekten
Immundetektionen eingesetzt. Dabei erfolgt ein Nachweis der Proteine durch spezifische
Antikorper. In der indirekten Immundetektion wird noch ein zweiter Antikorper eingesetzt, der
gegen die Spezies gerichtet ist, aus der der Erstantikorper stammt. Dieser Zweitantikorper ist
peroxidasegekoppelt und bindet an den Erstantikorper. Fiir den Nachweis der Peroxidase wurde
das Chemilumineszenz Detektionskit ECL Plus verwendet (Amersham Biosciences Europe
GmbH, Freiburg). So werden die Antikorper-Antigen-Komplexe auf der Membran sichtbar.
Uberall dort wo sich keine Antigen-Antikorper-Komplexe befinden gibt es auf der Membran
unspezifische Bindungsstellen. Um eine hohe Hintergrundfarbung auszuschlieen miissen diese
freien Stellen auf den Membranen geblockt werden. Die Membranen wurden dazu iiber Nacht
bei 4 °C oder 1 h bei Raumtemperatur in der Blockierlosung geschwenkt. Anschlieend wurden
die jeweiligen Antikorper in Blockierlosung verdiinnt zu den Membranen gegeben. Die
Membranen wurden so iiber Nacht bei 4 °C inkubiert und dann 3 x mit TBS-Tween (TBST)
gewaschen. Die Inkubation mit dem Zweitantikorper erfolgte fiir 1 Stunde bei RT in
lichtgeschiitzten Gefden (Verdiinnung 1:5000 bis 1:10000). Die Membranen wurden
anschliefend dreimal fiir 5 min in TBST und zweimal in TBS gewaschen. Fiir die Entwicklung
der Blots wurden diese mit der ECL-Plus-Losung iiberschichtet (2 ml Losung A + 50ul Losung
B), 5 min inkubiert und dann zwischen zwei Lagen Filterpapier abgetrocknet. Die Auswertung

der Signale erfolgte mittels einer CCD-Kamera (Fujifilm LAS1000).
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Blockierlosung und Antikorper-Verdiinnungspuffer:

5 % Magermilchpulver (w/v)
002 % Tween-20 (v/v)

10 x TBS:
242 ¢ Tris-Base
80 g NaCl
ad 1 1 Aqua dest. Der pH —Wert wurde auf 7.6 eingestellt.

Waschpuffer TBST:
1 X TBS
0.1 % Tween 20 (v/v)

2.13.6 Metabolische Markierung der Proteine

Um die Proteine A-gp130 und L-gp130 aus transfizierten COS 7-Zellen nachzuweisen, wurde
eine Immunprizipitation durchgefiihrt. Dazu wurden die Zellen fiir 30 min in 5 ml/Platte
Mangelmedium inkubiert. Dem Mangelmedium fehlten die fiir die Proteinsynthese essentiellen
schwefelhaltigen Aminosduren Cystein und Methionin. In der Markierungsphase wurde den
Zellen iiber einen Zeitraum von 2 h 50 uCi/ml 3S-Methionin und 35S—Cystein angeboten.
Wihrend dieser Inkubationsphase bauen die Zellen die benotigten, markierten Aminosduren in
alle neu synthetisierten Proteine ein. Dann wurde das radioaktive Medium abgenommen und
durch Medium welches mit 0.5% (v/v) FCS versetzt war ersetzt. So wurden die Zellen fiir
weitere 2 h im Brutschrank inkubiert. Alle cystein- und methioninhaltigen Proteine wurden so

metabolisch markiert.

Mangelmedium:
MEM (Eagel’ s Minimal Essential Medium)
+126 mg/l L-Arginin

+1 g/l Glucose
+292 mg/l L-Glutamin
+3 mg/l  i-Inositol

+52 mg/l L-Leucin
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2.13.7 Immunprizipitation

Die markierten Zellen wurden mit PBS gewaschen und mit Hilfe von 3 ml/Platte Lysispuffer
durch mehrfaches auf- und abpipettieren lysiert. Die Losung wurde dann 30 min bei 4 °C {iiber
Kopf geschiittelt und 20 min bei 13.000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Mit dem Uberstand wurde
weitergearbeitet. Ab diesem Schritt wurde nur mit 1 ml des Lysates weitergearbeitet. Vor der
Zugabe des Antikorpers wurden die Proben mit Pansorbin inkubiert. Pansorbin ist ungereinigtes
Protein-A, an das alle unspezifisch an die Protein-A-Sepharose bindenden Proteine binden. Das
Pansorbin wurde vor Gebrauch je zweimal mit TNET und PBS gewaschen. Die Losung wurde
bei 4 °C 1 h oder iiber Nacht auf einem iiber-Kopf-Schiittler inkubiert und dann zweimal 10 min
bei 13.000 rpm bei 4 °C abzentrifugiert. Am nichsten Tag wurden 2ug/ml Lysat der Antikdrper
sc655 (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg) dazugegeben. Dieser polyklonale Antikorper
erkennt spezifisch die Aminosiduren 896-915 von gp130 der Spezies Mensch, Maus und Ratte.
Diese Mischung wurde iiber Kopf, wieder bei 4 °C mindestens 2 h oder iiber Nacht geschiittelt.
Dann erfolgte die Zugabe der Protein-A-Sepharose: je 1 ml Aliquot wurden 50 ul Sepharose
dazugegeben. Das bakterielle Zellwandprotein Protein-A erkennt die Fc-Region vieler
Antikorper, wenn diese an ihr Antigen gebunden vorliegen. Die Protein-A-Sepharose wurde vor
ihrer Verwendung folgendermallen vorbereitet: 5 mg Protein-A-Sepharose wurden in 100 ml
TNET fiir mindestens 30 min vorgequollen und dann bei 4 °C aufbewahrt. Anschlieend wurde
die Sepharose je 2 x mit TNET und PBS gewaschen. Die Inkubationsphase des Antigen-
Antikorper-Gemisches mit der Protein-A-Sepharose dauerte mindestens 1 h, meist jedoch iiber
Nacht bei 4 °C. Die Proben wurden dann 2 min bei 13.000 rpm und RT zentrifugiert und die
Sepharosepellets zweimal mit TNET-Puffer, sowie zweimal mit PBS gewaschen. Mit Hilfe einer
Mikropipette (Hamilton Company Reno, Nevada) wurde die Restfliissigkeit aus den Proben
entfernt und die Sepharose-Pellets mit je 10-20 ul Lammlipuffer versetzt. Das fiihrt zur Losung
der nicht kovalenten Bindungen zwischen der Sepharose und dem Protein-Antikorperkomplex.
Die Proben wurden dafiir 10 min bei 95 °C erhitzt. Die im Uberstand befindlichen markierten
Proteine wurden auf einem 12.5%-igen (v/v) SDS-Gel aufgetrennt. Das Gel wurde anschlieend
30 min in Fixierer (Isopropanol:Wasser:Essigsaure = 25: 65: 10) gewaschen und danach fiir eine
1 h in der fluorographischen Intensivierlosung Amplify (Amersham, Uppsala, Schweden) gelegt.
Der Transfer der emittierten Energie zum Film ist bei schwachen B—Strahlern ineffizient. Durch
das Polyacrylamidgel wird ein Teil der emittierten Energie absorbiert. Bringt man die Probe aber
in direkten Kontakt mit einem organischen oder anorganischen Szintillator kann dieses Problem

umgangen werden (z. B. Amplify). Der Szintillator wird durch die f—Strahlen angeregt und gibt
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die Energie in Form von Lichtenergie wieder ab Das Gel wurde danach auf Filterpapier 1 h bei
65 °C getrocknet. Die Exposition der BIOMAX MS-Rontgenfilme (Kodak, Amersham

Biosciences, Freiburg) erfolgte in einer Rontgenkassette iiber Nacht bei -80 °C.

Lysispuffer:
50 mM  Tris-HCI, pH 7.5

1000 mM NaCl

50 mM  Na-F

3 mM  Na-Orthovanad
1 ml Brij 96

Je 20 ml Lysispuffer wurden noch 40ul einer Proteinase-Inhibitoren-Losung zugegeben
(Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets, 1 Tablette wird in 2 ml Aqua dest. geldst, Roche

Diagnostics, Mannheim).

TNET-Puffer:

20 mM  Tris-HCl pH 7.5
140 mM NaCl

5 mM  EDTA

1 % Triton X 100 (v/v)
2 mM  Methionin

001 % Na-Azid (w/v)

2.13.8 Luziferasetest

Das verwendete Luziferase-Reporter-Konstrukt beinhaltet drei Kopien der STAT3 Konsensus
Bindungsstelle aus dem c-fos-Gen. Dieses sis-inducible-element (SIEM) hat die folgende
Sequenz: 5 — CATTTCCCGTAAATC TTGTCG - 3°. 3’ von dieser Bindungsstelle befindet sich
ein Thymidinkinase Minimal-Promotor der die Expression des Luziferasegens aus Photinus
pyralis steuert. Mit Hilfe dieses Konstruktes kann gemessen werden ob und wie viel aktiviertes
STATS3 in einem Zellysat vorhanden ist. Nur im phosphorylierten also aktiven Zustand konnen
STAT3 Molekiile dimerisieren, an die SIEM-Sequenz binden, den Promotor aktivieren und so
die Expression des Luziferasegens auslosen. Fiir den Versuch wurde das Dual-Luziferase

Reporter System von Promega verwendet. In diesem System werden die Aktivititen von zwei
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Enzymen bestimmt. Neben der Messung der Luziferase von Photinus pyralis die bei 560 nm
emittiert wird auch die Luziferase von Renilla reniformis gemessen. Die Renillaluziferase

emittiert Licht bei 482 nm. Die beiden Enzyme haben unterschiedliche Strukturen und Substrate.

Luzifarasegen ( Photirus pyralis)

Abbildung 8: Schema des verwendeten Luziferase-Reporter-
Konstruktes: hinter der Siem-Bindestelle liegt der Promotor der die
Expression der Luziferase steuert.

Die Bestimmung der Renillaluziferase wird wie vom Hersteller beschrieben fiir jede Probe direkt
im Anschluf an die Photinusluziferase gemessen und bietet eine interne Kontrolle. Normalisiert
man die Aktivitit des Reportergens gegen die Aktivitit dieser internen Kontrolle, kénnen
experimentelle Schwankungen wie unterschiedliche Transfektionseffizienzen, nicht vollstindige

Zellyse, Pipettierfehler usw. weitgehend eliminiert werden.

Die Luziferase von Photinus pyralis ist ein 61 kDa Protein das keine posttranslationale
Prozessierung durchlduft. Die Photonenemission erfolgt durch Oxidation des Luziferins in einer
ATP, Mg”* und O, abhingigen Reaktion hin zum Oxyluziferin. Sobald das Enzym mit dem

Substrat gemischt wird erfolgt eine Lichtemission, die sehr schnell abnimmt.

Die Renillaluziferase ist ein 36 kDa Protein und kann ebenfalls als genetischer Reporter direkt
nach der Translation verwendet werden. In dieser Reaktion wird Coelenterazin unter Mitwirkung
von O, zu Coelenteramid umgesetzt. Als Renillasegen wurde das Plasmid pRL-TK verwendet.
Dieser Vektor gewihrleistet mit dem Herpes Simplex Virus Thymidinkinase-Promotor eine

niedrige aber konstitutive Expression des nachgeschalteten Renilla-Luziferasegens.

Die HepG2 Zellen wurden in 6-Loch-Platten am Vortag so ausgesit dal sie am Tag der
Transfektion eine Konfluenz von 70% hatten. Die Transfektion erfolgte mittels der DEAE-

Dextran Methode. Folgende Mengen und Kombinationen an Plasmiden wurden transfiziert:
5 pg SIEM-Luc + 500 ng pRL-TK: jeweils mit und ohne Stimulation mit IL-6.

5 ug SIEM-Luc + 500 ng pRL-TK + 5 ug Agp130- pIRES-CG: ohne Stimulation.

5 ug SIEM-Luc + 500 ng pRL-TK + 5ug L-gp130- pIRES-CG: ohne Stimulation.

Untransfizierte Zellen: jeweils mit und ohne Stimulation mit IL-6.
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Die Menge des pRL-TK-Konstruktes wurde minimiert um mogliche negative Effekte zwischen
den Promotoren der verschiedenen Plasmide gering zu halten. Nach 48 h wurden die Zellen mit
PBS gewaschen und fiir 2 Tage in serumfreiem Standardmedium kultiviert. Die Stimulation der
Kontrollansitze erfolgte mit 50 ng/ml IL-6 fiir 15-18 h. Danach wurden die Zellen zweimal mit
PBS gewaschen und dann pro Loch mit 100 pl des Passiv-Lysis-Puffers bei RT in 15 min auf
einem Schiittler lysiert und mit einem Gummischaber abgekratzt. Der Lysepuffer wurde von
Promega entwickelt, um storende Eigenlumineszenz von Pufferkomponenten zu minimieren. Die
Lysate wurden bei —20 °C eingefroren und innerhalb der nédchsten vier Wochen gemessen. Ein
wiederholtes auftauen und einfrieren der Proben muf3 vermieden werden. Die Luziferase und
Renillase-Aktivititen wurden in 75 x 12 mm Rohrchen (Sarstedt, Niirmbrecht) in einem
Luminometer gemessen. Das Gerit integriert die totale Lichtemission iiber einen Zeitraum von
10 s. Dabei wurden zu 100 ul LARII Reagenz 20 pl Zellysat gegeben, schnell gemischt und
sofort die Photinus-Luziferase-Aktivitit gemessen. Durch die Zugabe von 100 ul Stop & Glow
Losung wurde die Photinus Lumineszenz abgestoppt und die Renilla-Luziferase aktiviert und
gemessen. Alle Messwerte sind Doppelwerte. Die Aktivitit wird angegeben in Relativen
Luziferase Einheiten (RLU); diese ist definiert als der Quotient aus der Photinus-Luziferase-
Aktivitdt durch die Renilla-Luziferase-Aktivitdt multipliziert mit dem Faktor 104, um den so
erhaltenen Wert wieder an die urspriinglichen Luziferasewerte anzugleichen. Jedes
Reportergenexperiment wurde mindestens fiinfmal unabhéngig wiederholt und die Daten sind als

Mittelwert mit Standardabweichung angegeben.
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Abbildung 9: Chemische Reaktionen bei der Umsetzung von Photinus pyralis Luziferase und der
Renilla reniformis Luziferase (nach Produktinformation Promega)

2.13.9 DNA-Protein-Bindungstest

In diesem Versuch wurden Oligonukleotide verwendet die die STAT3 Konsensus Bindungsstelle
aus dem c-Fos Gen enthalten, das sis-inducible-element (siem). Die Sequenzen der
Oligonukleotide sind Tabelle 5 zu entnehmen (Oligonukleotid siem-67-sense und siem-67-
reverse). Die Oligonukleotide wurden zum einen in ihrer normalen, nicht modifizierten Form als
Kompetitor verwendet. Zum anderen wurden ihre 5’ Enden mit einem Biotin versehen. Biotin
bindet spezifisch an Avidin, so daf} an die biotinylierte DNA gebundene Proteine mit Hilfe von

Streptavidin-Agarose aus dem Lysat gefillt werden konnen.

Die biotinylierten Oligonukleotide wurden zu den Lysaten gegeben, aktive STAT3 Komplexe
binden daran und konnen dann mit Hilfe der Streptavidin-Agarose aus dem Lysat gefillt werden.
Als Kontrolle fiir die Spezifitit dieses Nachweises wurden zu den Proben als Kompetitor die
nicht biotinylierten Oligonukleotide in einem 30-fachen UberschuB3 gegeben. Auch an diese
Oligonukleotide binden wéhrend der Inkubationsphase von 10 min alle im Lysat befindlichen
phosphorylierten STAT3 Molekiile. Nach Zugabe der biotinylierten Oligonukleotide wird nur in

den Proben ohne vorherige Kompetitorbehandlung noch freies STAT3 fiir eine Bindung zur
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Verfiigung stehen. Nur aus diesen Proben konnen mit Hilfe der Streptavidin-Agarose schlieBlich

STAT3-Molekiile nachgewiesen werden.

HepG2 Zellen wurden mit der DEAE-Dextran Methode transient transfiziert. Folgende Ansitze
wurden vorbereitet: HepG2 Zellen untransfiziert (Negativkontrolle); HepG2 Zellen transfiziert
mit gp130, STAT3 und IL6R (Positivkontrolle), HepG2 Zellen transfiziert mit STAT3 und IL6R,
sowie Zellen mit STAT3, IL6R und A-gp130 bzw. STAT3, IL6R und L-gp130. Alle Proben
wurden aufgeteilt und einmal mit IL-6 stimuliert bzw. unstimuliert gelassen. Jede dieser Proben

wurden noch einmal aufgeteilt und einmal mit Kompetitor prainkubiert und einmal nicht.

Die transfizierten Zellen wurden iiber Nacht in serumfreiem Medium kultiviert. Am nichsten
Tag wurde das Medium nochmals fiir 6 h durch frisches, FCS-freies Medium ersetzt. Die
Stimulation der Zellen erfolgte mit 40 ng/ml IL-6 fiir 10 min bei 37 °C. Danach wurden die
Zellen mit 1 ml Lysispuffer lysiert und in fliissigem Stickstoff gefroren um eine vollstindige
Lyse zu erreichen. Die Proben wurden bei —80°C gelagert und vor der Weiterverarbeitung bei 4
°C auf einem iiber Kopf Schiittler aufgetaut. Feste Bestandteile wurden abzentrifugiert, mit den

Uberstinden wurde weitergearbeitet.

Fiir die Vorreinigung wurden zu jeder Probe 50 ul Avidin-Agarose zugegeben und bei 4 °C 1-2 h
tiber Kopf geschiittelt. Die Agarose wurde bei 8000 rpM 2 min abzentrifugiert und die
Uberstinde in neue EppendorfgefiBe iiberfilhrt. Zu den Proben die mit den kompetitiven
Oligonukleotiden behandelt werden sollten wurden die unbiotinylierten Oligonukleotide in der
ca. 30-fachen Menge der biotinylierten Oligonukleotide zu pipettiert und bei 4 °C 10 min auf

einem iiber Kopf Schiittler inkubiert.

Die Streptavidin-Agarose wurde wie folgt vorbehandelt: zu jedem Aliquot (jeweils 50 ul)
wurden 2 pg der biotinylierten Oligonukleotide pipettiert und 10 min bei RT auf einem Schiittler
prdinkubiert. Diese prdinkubierte Agarose wurde dann zu den einzelnen Lysatproben gegeben
und alles iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am nichsten Tag wurde die Agarose gewaschen:
zweimal mit Lysispuffer + NP-40, einmal mit Lysispuffer ohne NP-40 und einmal mit 50 mM
Tris. Die Restfliissigkeit wurde entfernt und die Agarosepellets, mit 15 pul Limmli versetzt und
bei 95 °C 10 min erhitzt. AnschlieBend wurden die Proteine mit Hilfe einer SDS-
Gelelektrophorese auf einem 7.5 % (v/v) Gel aufgetrennt. Die Proteine wurden dann bei 20 Volt
innerhalb von 80 min aus dem Gel auf eine PVDF-Membran iibertragen. Die Membran wurde in
Waschpuffer zweimal 10 min gewaschen und in 5% (w/v) BSA fiir 1h bei RT blockiert. Fiir den

Western Blot wurde der Anti-Phosphotyrosin-Antikorper 4G10 in einer Konzentration von 0.5
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pg/ml eingesetzt. Der peroxidasegekoppelte Sekundirantikorper Anti-Maus-POD wurde 1:4000
(Pierce, Illinois, USA) eingesetzt. Der Nachweis des Sekundirantikorpers erfolgte mit dem ECL-

Kit von Amersham.

2.14 Immunbiologische Methoden

2.14.1 Indirekte Immunfluoreszenzfirbung adhérenter Zellen

5 ng/ml Poly-D-Lysin (Sigma Diagnostics, Inc. St. Louis, USA) wurden in sterilem PBS
verdiinnt und Deckglidschen (Menzel-Glédser, Braunschweig) darin 15 min bei RT inkubiert und
unter der Sterilwerkbank getrocknet. Eine konfluente Platte COS-7 Zellen wurde 24-48 h nach
der Transfektion trypsinisiert und in 1 ml Medium resuspendiert. Davon wurden 100 ul /Loch
einer 24-Loch-Platte ausgesit. Am niachsten Tag wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen
und dann 15 min bei RT mit 4% (w/v) Paraformaldehyd fixiert. Die Zellen wurden nicht
permeabilisiert. AnschlieBend wurden die Zellen zweimal mit TBS gewaschen und dann mit
0.1% (w/v) BSA in TBS 45 min bei RT geblockt. Die Zellen wurden nun erneut zweimal 5 min
mit TBS gewaschen und dann mit dem entsprechenden Erstantikorper (in TBS/ 0.1% (w/v) BSA
verdiinnt) fiir 1 h bei RT auf dem Schiittler oder iiber Nacht bei 4 °C in einer feuchten Kammer
inkubiert. Die Zellen wurden nun dreimal 5 min mit TBS gewaschen und dann mit dem
fluoreszenzgekoppelten Sekundirantikorper (1: 1000 verdiinnt in TBS/ 0.1% (w/v) BSA) bei RT
1h im Dunkeln inkubiert oder bei 37 °C fiir 1 Stunde. Nachdem die Zellen wieder dreimal 5 min
mit TBS gewaschen worden waren, wurden die Deckgldschen auf Objekttrigern in
wasserunloslichem Eindeckmedium (SlowFade Light Antifade Kit, Molecular Probes, Leiden,
Niederlande) eingedeckt und mit Nagellack versiegelt. Die Auswertung erfolgte an einem Laser

Scanning Mikroskop LSM510 (Zeiss, Jena).

Um die Strukturen der Zellen zu verdeutlichen wurde parallel eine Wheat Germ Agglutinin
Tetramethylrhodamin Féarbung durchgefithrt. WGA ist ein Protein das an spezifische
Kohlenhydrate bindet. Da die Prozessierung dieser Zuckerreste hauptsidchlich im Golgi-Apparat
stattfindet, kann man so den Golgi-Apparat fiir Kolokalisationsstudien fluoreszenzmarkieren. Fiir

die Negativkontrolle wurden untransfizierte Zellen verwendet.
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2.14.2 Indirekte Immunfluoreszenzfirbung von Suspensionszellen

Suspensionszellen wurden mittels einer speziellen Zentrifuge (Cyclospin) auf Deckgldschen
adhériert und getrocknet. Die trockenen Zellen wurden mit TBS 20 min bei RT rehydriert und
anschliefend 30 min bei RT mit 4% (w/v) Paraformaldehyd fixiert. Nachdem die Zellen zweimal
mit TBS gewaschen worden waren, wurden sie mit 0.1% (w/v) BSA in TBS 45 min bei RT
geblockt und dann wieder zweimal mit TBS gewaschen. Die folgenden Arbeitsschritte

entsprechen denen der Immunfluoreszenzfirbung fiir adhérente Zellen.
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3 Ergebnisse

Fir verschiedene Effektorproteine von Zytokin-Signalwegen, wie z.B. STAT3 wurde in
verschiedenen wissenschaftlichen Untersuchungen eine konstitutive Aktivierung nachgewiesen.
Die dauerhafte Aktivierung steht eindeutig mit dem onkogenen Potential der entsprechend
fehlregulierten Proteine im Zusammenhang und hat damit einen direkten Bezug zu einer Reihe
von humanen Krebserkrankungen. Das Transmembranprotein gpl130 ist die gemeinsame
Rezeptoruntereinheit aller IL-6-artigen Zytokine. Die physiologische Bedeutung eines
konstitutiv aktiven gpl130 Rezeptors ist bisher nicht bekannt und sollte in dieser Arbeit
untersucht werden. Dazu wurden die ligandenunabhiingig dimerisierten gp130 Rezeptoren A—
gp130 und L-gp130 auf cDNA Ebene generiert, die entsprechenden Proteine in eukaryotischen

Zellen exprimiert und ihre Wirkung in Zellsystemen untersucht.

3.1 Klonierung von A-gp130 und L-gp130

Um die Konstrukte A-gp130 und L-gp130 auf cDNA Ebene zu generieren, wurden fiir beide
Chimiren die folgenden Bereiche aus dem Plasmid des humanen Wildtyp (WT) ,pSVL
hugp130“ (# 344) verwendet: Nukleotide +1 bis +66, sowie Nukleotide + 2068 bis + 3007. Das
entspricht dem Signalpeptid des WT-gpl30, dem Bereich 20 AS oberhalb der
Transmembrandomine, der Transmembrandomine sowie dem gesamten zytoplasmatischen
Bereich des humanen gp130. Um die Proteine besser nachweisen zu kénnen, wurde direkt hinter
das Signalpeptid (Richtung C-Terminus) ein Oktapeptid eingefiigt. Fiir den Nachweis dieses als
Flag-Tag bezeichneten Peptids gibt es monoklonale Antikorper.

Fiir den Leuzin-Zipperbereich aus dem humanen c-Jun Gen wurde per PCR ein 117 bp langes
(39 AS) Fragment aus dem Plasmid ,,hu c-Jun* (# 295) amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde
mit den Restriktionsenzymen Munl und BamHI geschnitten und in den Klonierungsvektor
pBKSII ligiert (sieche Abbildung 10). Das Signalpeptid-Fragment wurde ebenfalls durch PCR
amplifiziert, dann mit Xhol und EcoRI geschnitten und in den mit Xhol /EcoRI geschnittenen
Klonierungsvektor pBKSII ligiert. Danach wurde iiber die miteinander kompatiblen
Schnittstellen Munl/EcoRI und die Schnittstelle BamHI der Bereich fiir den Leuzin-Zipper
einkloniert (Abbildung 10). Dabei wurde die Munl/EcoRI-Schnittstelle zerstort. Daher konnte

das Konstrukt nun wieder mit EcoRI und Spel geschnitten werden, um den zytoplasmatischen
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Bereich des gpl130 hinein zu ligieren. In dem Plasmid ,,pSVL hugp130* (#344) fehlt die im
unveridnderten WT vorhandene EcoRI Schnittstelle an der Basenpaarposition 3097. Daher ergab

ein Plasmidverdau mit EcoRI und Spel den gesamten zytoplasmatischen Bereich des WT-gp130.

Bei Eukaryoten ist die Sequenzumgebung um das Startkodon herum wichtig fiir eine optimale
Initiation der Translation. Die Effektivitit der Ribosomenanlagerung an die mRNA ist stark von
dieser Sequenz abhingig. Die Sequenz, die am héufigsten in eukaryotischen Genen zu finden ist,
wurde von M. Kozak beschrieben und nach Ihr als Kozaksequenz benannt [165]. Um eine
optimale Kozaksequenz fiir die gp130 Konstrukte zu haben, wurde zu einem spiteren Zeitpunkt
das Originalplasmid ,,pSVL hugp130* (#344) mit Hincll und Notl geschnitten und die fertigen
Konstrukte A-gp130 und L-gp130 ebenfalls mit Hincll und Notl aus dem Klonierungsvektor
ausgeschnitten und so in den pSVL-Vektor umgesetzt (pSVL: Xhol/ Notl). Spiter wurden die
cDNAs fir A-gpl30 und L-gpl30 mehrfach umkloniert. Die verwendeten
Restriktionsschnittstellen fiir die Umklonierung in die Vektoren p409, pCDNA3.1 und pMOWS
sind im Anhang abgebildet.
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XhQI\ EccRI Iunl EcoRI BamHI
PCR -Fragmente: &m? S - / . 4L hu c-jun
Hhol / BamHIL
\ pBESI
% #hol & BamHI
pBESTT
x EcoRl

pSVL-WT-gp130

o

pBKSII

Abbildung 10: Klonierung von L-gp130. Erklarungen siehe Text.

Die Aminosauresequenz von A-gpl130 (blau): Die Transmembrandomine von gp130 ist orange
hervorgehoben. Der offene Leserahmen der A-gp130 cDNA ist 1035 bp lang und kodiert fiir ein
Protein mit 344 AS (+ Stopkodon). Das theoretische Molekulargewicht des Proteins betridgt 38
kDa. Fiir die Berechnung des Molekulargewichts wurde die Software DNAstar EditSeq™ 4.05
verwendet. Abbildung 11 zeigt die schematische Anordnung der verschiedenen
Proteinteilbereiche im Konstrukt A-gp130. Es setzt sich aus dem Signalpeptid (SP), dem FLAG-

Tag und dem zytoplasmatischen Bereich des WT-gp130 zusammen.

Signalpeptid aus dem WT-gp130: MLTLQTWLVQALFIFLTTESTG

Flag-Tag: DYKDDDDK

Transmembrandomine und zyvtoplasmatischer Bereich aus dem WT-gp130:

EFTFTTPKFAQGEIEAIVVPVCLAFLLTTLLGVLFCFNKRDLIKKHIWPNVPDPSKSHIAQ
WSPHTPPRHNFNSKDQMY SDGNFTDVSVVEIEANDKKPFPEDLKSLDLFKKEKINTEGH
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SSGIGGSSCMSSSRPSISSSDENESSQNTSSTVQYSTVVHSGYRHQVPSVQVFSRSESTQPL
LDSEERPEDLQLVDHVDGGDGILPRQQYFKQNCSQHESSPDISHFERSKQVSSVNEEDFV
RLKQQISDHISQSCGSGQMKMFQEVSAADAFGPGTEGQVERFETVGMEAATDEGMPKS

YLPQTVRQGGYMPQ

SP: 22 AS| FLAG: 8AS

Abbildung 11: Das Konstrukt A-gp130 in der schematischen Ubersicht.

SP: Signalpeptid des WT-gp130, FLAG: FLAG-Tag, TM: Transmembrandomiine (Nukleotidsequenz
sieche Anhang).

Die Aminosauresequenz von L-gp130 (blau): Die Transmembrandomine von gp130 ist orange
hervorgehoben. Die cDNA fiir L-gp130 ist 1167 bp lang, das entspricht einem Protein von 388
AS (+ Stopkodon). Das theoretische Molekulargewicht des Proteins betrigt 43 kDa. Fiir die
Berechnung des Molekulargewichts wurde die Software DNAstar EditSeq™™ 4.05 verwendet.

Signalpeptid aus dem WT-gp130: MLTLQTWLVQALFIFLTTESTG

Flag-Tag DYKDDDDK
Linker ELCGG

Leuzin-ReifBverschluf3 aus dem hu c-jun-Gen:

RIARLEEKVKTLKAQNSELASTANMLREQVAQLKQKVMN

Transmembrandomine und zvtoplasmatischer Bereich aus dem WT-gp130:

EFTFTTPKFAQGEIEAIVVPVCLAFLLTTLLGVLFCFNKRDLIKKHIWPNVPDPSKSHIAQ
WSPHTPPRHNFNSKDQMYSDGNFTDVSVVEIEANDKKPFPEDLKSLDLFKKEKINTEGH
SSGIGGSSCMSSSRPSISSSDENESSQNTSSTVQYSTVVHSGYRHQVPSVQVFSRSESTQPL
LDSEERPEDLQLVDHVDGGDGILPRQQYFKQNCSQHESSPDISHFERSKQVSSVNEEDFV
RLKQQISDHISQSCGSGQMKMFQEVSAADAFGPGTEGQVERFETVGMEAATDEGMPKS
YLPQTVRQGGYMPQ

Abbildung 12 zeigt die schematische Anordnung der verschiedenen Proteinteilbereiche im
Konstrukt L-gp130. Es setzt sich aus dem Signalpeptid (SP), dem FLAG-Tag, dem Leuzin-

Zipper und dem zytoplasmatischen Bereich des WT-gp130 zusammen.
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SP: 22 AS

Abbildung 12: Das Konstrukt L-gp130 in der schematischen Ubersicht.

SP: Signalpeptid des WT-gp130, FLAG: FLAG-Tag, Jun-LZ: Leuzin-Zipper aus dem humanen c-jun-
gen, TM: Transmembrandoméne. Die Aminosiuren ELCGG zwischen dem Flag-Tag und dem
Zipperbereich wurden eingefiigt um die Uberginge im Proteinprodukt flexibler zu machen und so eine
Dimerisierung zu erleichtern [141]. (Nukleotidsequenz siche Anhang).

3.2 Expression der Proteine A-gp130 und L-gp130

In transient transfizierten COS-7 Zellen wurde die Expression der chiméren Proteine mittels
[*°S]-markiertem Methionin/Cystein-Einbau nachgewiesen. Die Zellen wurden dafiir zuniichst in
Medium ohne die schwefelhaltigen Aminosduren Cystein und Methionin inkubiert. Diese
essentiellen Aminosduren wurden den Zellen dann mit radioaktiv markiertem Schwefel
angeboten. Alle neu synthetisierten Proteine enthalten dann die radioaktiv markierten
Aminosduren und konnen dariiber nachgewiesen werden. Aus untransfizierten Zellen konnte mit
dem gp130-spezifischen Antikorper sc655 kein Protein gefillt werden (Abbildung 13, Spur UT).
Die Proteine A-gp130 und L-gpl130 wurden von den eukaryotischen Zellen exprimiert und
ergaben Proteinbanden von ca. 38 kDa fiir A-gp130 und ca. 43 kDa fiir L-gp130 (Abbildung 13
Spuren A-gp130 und L-gp130). Die Expression von A-gp130 ist geringer als die von L-gp130,
obwohl die Zellen mit den gleichen Plasmidmengen transfiziert wurden. Als Positivkontrolle
wurden Zellen mit WT-gpl130 transfiziert und das synthetisierte Protein ebenfalls mit dem
spezifischen Antikorper sc655 prézipitiert (Abbildung 13, Spur WT-gp130). Aufgrund seiner
verschiedenen Glykosylierungsformen lduft das WT-gp130 Protein in der SDS-PAGE etwas
hoher als bei 130 kDa.
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UT A-gpl30 L-gpl30 WT-gpl30

kDa
160 -

35 -

Abbildung 13: Expression der Proteine A-gp130 und L-gp130 in COS-7 Zellen.

COS-7 Zellen wurden mit den cDNA’s fiir A-gp130, L-gp130 und WT-gp130 mittels DEAE-Dextran
Methode transient transfiziert. 48 h nach der Transfektion wurden die Proteine metabolisch markiert
und mit einem gp130 spezifischen Antikorper (sc655) prizipitiert. Die Immunkomplexe wurden mit
Protein-A-Sepharose gefillt, auf einem 12.5%-igen SDS-Gel aufgetrennt und mittels Fluorographie
analysiert. UT: untransfizierte Zellen. Die chiméiren Proteine A-gp130 und L-gp130, sowie das WT-
gp130 werden exprimiert.

3.3 Expression der Proteine A-gp130 und L-gp130 an der Zelloberfliche

Biotinylierungstest

Die chimidren Proteine A-gp130 und L-gpl30 beinhalten das Signalpeptid und die
Transmembrandomine des humanen gpl30 Proteins. Sofern A-gpl130 und L-gp130 richtig
prozessiert und in der Zelle korrekt transportiert werden, sollten sie daher in der Plasmamembran
von transfizierten Zellen nachweisbar sein (siehe Abbildung 14). Mit Hilfe des wasserloslichen,
zellimpermeablen Biotinesters LC-Sulfo-NHS-(+)-Biotin konnen selektiv Proteine markiert
werden, die auf der Zelloberfliche lokalisiert sind. Dieser Biotinester wurde in einem
Biotinylierungstest verwendet, um die Lokalisation der chiméren Proteine in transfizierten Zellen

zu untersuchen (siehe Abbildung 14).
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UT A-gpl30 L-gpl30 WTgpl30
kDa

160 -

50 -

Abbildung 14: Expression der Proteine A-gp130 und L-gp130 an der Zelloberfliiche.

COS-7 Zellen wurden mittels DEAE-Dextran transient transfiziert, 48 h nach der Transfektion erfolgte
die Inkubation der Zellen mit Biotinester. Der Biotinester reagiert selektiv mit Proteinen, die auf der
Zelloberflache lokalisiert sind. Nach 15 min wurden die Zellen lysiert. Fiir den spezifischen Nachweis
wurden die gefillten gp130 Proteine aus den Lysaten mit dem anti-FlagM?2 Antikorper und im Falle der
Positivkontrolle (WT-gp130) mit einem gpl30-spezifischen Antikorper (BS12) prizipitiert. Fiir die
untransfizierte Kontrolle wurden beide Antikorper verwendet. Die Proteine wurden auf einem SDS-Gel
aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Die Membran wurde mit Streptavidin-Peroxidase
inkubiert, die Peroxidase wurde durch Chemilumineszenz nachgewiesen. UT: untransfizierte Zellen. Das
Protein L-gp130 wird an der Oberfliche von COS-7 Zellen exprimiert.

Nach der Transfektion wurden die Zellen mit dem Biotinester inkubiert und anschlieend lysiert.
Fiir die Prizipitation der Proteine wurden ein gp130-spezifischer Antikdrper (Abbildung 14 Spur
WT-gp130) und ein Flag-Tag spezifischer Antikorper verwendet (Abbildung 14 Spuren A-gp130
und L-gp130). Untransfizierte Zellen dienten als Kontrolle. Fiir die Kontrolle wurden beide
Antikorper eingesetzt (Abbildung 14, Spur UT). Da die verwendeten Antikorper spezifisch nur
das gp130 bzw. das Flag-Tag erkennen sollten, ist es unklar woher die Signale in dieser Spur

stammen. Moglicherweise handelt es sich um Kreuzreaktionen zwischen den Antikorpern.

Das Protein A-gp130 konnte mit dieser Methode nicht nachgewiesen werden (Abbildung 14,
Spur A-gp130). Das Protein L-gp130 konnte nachgewiesen werden (Abbildung 14, Spur L-
gp130). Auf der PVDF-Membran ist eine Proteinbande von ca. 43 kDa zu sehen. Als
Positivkontrolle dienten WT-gp130 transfizierte Zellen. Aus Lysaten dieser Zellen konnte ein

Protein mit der entsprechenden Grofle von ca. 130 kDa nachgewiesen werden (Abbildung 14,
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Spur WT-gp130). Die Doppelbande in dieser Spur stammt moglicherweise von verschieden
glykosilierten gpl130 Proteinen, die beide durch den Antikdrper nachgewiesen wurden

(Abbildung 14, Spur WT-gp130).

34 Lokalisation der Proteine A-gp130 und L-gp130 in der Zelle

3.4.1 Indirekte Immunfluoreszenzfirbung von transfizierten COS-7 Zellen

Um zu untersuchen, in welchem Kompartiment der Zelle die Proteine A-gp130 und L-gp130
exprimiert werden, wurden COS-7 Zellen transient transfiziert. Der verwendete Vektor ist
bicistronisch, das heifit, er kodiert neben dem einklonierten Gen auch das green fluorescent
protein (GFP). Die Zellen wurden mit Methanol fixiert, durch spezifische Antikorper markiert
und die transgenen Proteine mit Hilfe von fluoreszenzgekoppelten Sekundérantikérpern
nachgewiesen. Eine Fixierung mit Methanol 148t die Zellmembran nicht intakt, daher weist man
mit dieser Methode die gesamte Proteinpopulation in der Zelle nach, nicht nur die Expression der

Proteine in der Plasmamembran.

Fiir die Detektion der chimédren gpl130 Rezeptorproteine wurde der Antikorper Anti-Flag M2
eingesetzt. Die leicht unspezifische Hintergrundfirbung bei den untransfizierten Zellen ist

bedingt durch den Sekundirantikorper (Abbildung 15, a).

In L-gp130 transfizierten Zellen erkennt man eine prominente Firbung des Golgi-Apparates und
des angrenzenden endoplasmatischen Retikulums (ER). Das Protein konnte in der ganzen Zelle
in Vesikeln angefarbt werden. Lediglich in den nukledren Bereichen ist kein Protein
nachweisbar. Auch die Plasmamembran der Zelle weist eine spezifische Farbung auf (Abbildung
15, ¢). Die transfizierte Zelle exprimiert auch das GFP in hohem Mafle. Dieses Protein ist diffus
in der gesamten Zelle verteilt (Abbildung 15, d). Die Abbildung 15, e zeigt die Kolokalisation
der Proteine L-gp130 und GFP.

A-gp130 transfizierte Zellen zeigen eine starke Féarbung des Proteinsyntheseapparates, also des
endoplasmatischen Retikulums und des Golgi-Apparates. Das Protein konnte auch in einzelnen
Vesikeln nachgewiesen werden. Das Muster der gefiarbten Bereiche und damit die Verteilung des
Proteins ist nicht so feindispers wie das bei L-gp130 transfizierten Zellen der Fall ist (Abbildung
15, f). Eine Firbung der Plasmamembran ist hier nicht sichtbar. Insgesamt ist die Expression
dieses Proteins geringer als die von L-gp130, obwohl die gleichen Mengen an DNA transfiziert

wurden (Abbildung 15 vgl. f mit ¢). Auch die GFP Expression ist im Vergleich zu d) geringer.
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Die A-gp130 transfizierte Zelle sieht morphologisch anders aus als die L-gp130 transfizierte
Zelle. Auch die GFP-Expression ergibt ein anderes Bild als bei den L-gp130 transfizierten Zellen
(vgl. Abbildung 15 d mit g).

L-gp130 L-gpl30 L-gpl 20

#

Legpl 30 Hoopl 30

Abbildung 15: Indirekte Immunfirbung von transfizierten COS-7 Zellen.

Die Zellen wurden mittels DEAE-Dextran transient mit den Plasmiden A-gp130-pIRES-GFP und
L-gp130 pIRES-GFP transfiziert. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen mit Methanol
fixiert. Die chiméren Proteine wurden mit dem o-FLAG M2 Antikorper markiert und durch den
Indocarbocyanin (Cy3) gekoppelten Esel-o-Maus Sekundérantikorper nachgewiesen. Das ergibt
die roten Signale (a, c und f). Der Vektor pIRES-CG ist ein bicistronischer Vektor, der neben
dem Transgen auch das griinfluoreszierende Protein (GFP) kodiert. Die Bilder b, d und g zeigen
die GFP-Expression. In e und h sind die beiden Fluoreszenzen iiberlagert. Bereiche die gelb
erscheinen zeigen die Kolokalisation der Proteine A-gp130 bzw. L-gp130 mit dem GFP- Protein.
a-b: untransfizierte Zellen, c-e: L-gp130 pIRES-GFP transfizierte Zellen, f-h: A-gp130-pIRES-
GFP transfizierte Zellen.
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3.4.2 Indirekte Immunfluoreszenzfirbung von transfizierten HeLLa Zellen

Um die Lokalisation von L-gp130 in der Plasmamembran zu bestédtigen und noch deutlicher zu
zeigen, wurde in diesem Versuch die L-gp130 cDNA in humanen HelLa Zellen transient
exprimiert. Die Lokalisation des transgenen L-gpl130-Proteins wurde durch eine indirekte

Immunfluoreszenzfirbung untersucht (sieche Abbildung 16).

Abbildung 16: Indirekte Immunfirbung von transfizierten HeLa Zellen.

Lokalisation des Proteins L-gp130 in transient transfizierten HeLa-Zellen: Zellen wurden mittels ExGen
transient transfiziert. Die Immunfirbung erfolgte 24 h nach der Transfektion mit dem o-FLAG M2
Antikorper und einem Esel-a-Maus-AlexaFluor 488 Sekundirantikorper (griine Signale). Die Zellen wurden
mit Methanol fixiert. Die roten Signale stammen von einer Anti-WGA-Tetramethylrhodamin-Farbung
(Wheat Germ Agglutinin). Dieser Antikorper firbt spezifisch Kohlenhydrate, die hauptsichlich im Golgi-
Apparat lokalisiert sind. Gelbe Bereiche in b zeigen daher die Lokalisation von L-gp130 im Golgi-Apparat.
Bild a zeigt untransfizierte Zellen, b und ¢ I -gp130 transfizierte Zellen. Das Protein L-gp130 ist in der
Plasmamembran nachweisbar.
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HeLa Zellen wurden transient transfiziert, mit Methanol fixiert und mit dem spezifischen Flag
Antikorper inkubiert. Als Kontrolle wurden untransfizierte Zellen verwendet (Abbildung 16, a).
Die rote Fluoreszenz ergibt sich aus einer a-WGA-Tetramethylrhodamin-Féarbung. Wheat Germ
Agglutinin bindet spezifisch an N-Acetyl-B-(1,4)-D-Glucosamin), Reste. Sowohl die
Glykoprotein-Prozessierung, als auch das Anheften dieses Zuckerrestes finden im Golgi-Apparat
statt. Die rote Farbung zeigt daher hauptsichlich den Golgi-Apparat der Zellen (Abbildung 16, b

und ¢).

Das Protein L-gp130 wurde nach der Inkubation mit dem spezifischen Anti-Flag Antikorper mit
einem AlexaFluor Sekundérantikorper markiert und erscheint griin (Abbildung 16, b und c). Mit
Ausnahme der nukledren Bereiche, sind L-gp130 transfizierte Zellen vollstindig gefarbt. Auch
die Plasmamembranen der Zellen sind deutlich gefiarbt. Um die spezifische Anfiarbung der
Membran zu verdeutlichen, wurden verschiedene Belichtungszeiten gewihlt (Abbildung 16, b
und c). Gelbe Bereiche zeigen die Lokalisation des Proteins L-gp130 im Golgi-Apparat
(Abbildung 16, b).

3.5 Phosphorylierung der Proteine A-gp130 und L-gp130

Das Transmembranprotein gpl30 wird durch Ligandenbindung aktiviert. Zytoplasmatisch
assozilerte Januskinasen werden durch die Aktivierung phosphoryliert und phosphorylieren
ihrerseits das gpl130 an zytoplasmatischen Tyrosinresten. In diesem Experiment wurde
untersucht, ob die Proteine A-gp130 und L-gp130 phosphoryliert werden. Dafiir wurden die
Proteine aus Lysaten transfizierter COS-7 Zellen mit dem Antikorper 4G10 prizipitiert. Dieser
Antikorper erkennt spezifisch ausschlieBlich Proteine mit phosphorylierten Tyrosinresten. Um
die chimiren gp130-Proteine spezifisch nachzuweisen, wurden die immunprizipitierten Proteine
auf eine Membran geblottet. Diese Membran wurde dann mit dem Anti-Flag Antikorper

inkubiert (siehe Abbildung17).

Wihrend in untransfizierten und A-gpl30 transfizierten Zellen kein Signal zu sehen ist
(Abbildung 17, Spur UT und Spur A-gp130), wurde in L-gp130 transfizierten Zellen ein Protein
mit apparentem Molekulargewicht von ca. 43 kDa detektiert (Abbildung 17, Spur L-gp130).
Diese Proteingrofle stimmt mit den Berechnungen fiir das phosphorylierte L-gp130-Protein

uberein.
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UT A-gpl30 L-gp130
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Abbildung 17: Western-Blot Analyse der Phosphorylierung der Proteine A-gp130 und L-gp130.

COS-7 Zellen wurden mit den Plasmiden A-gp130 und L-gp130 transient transfiziert und 48 h nach der
Transfektion lysiert. Aus den Lysaten wurden zuniichst alle Proteine prizipitiert, die phosphorylierte
Tyrosinreste tragen (Antikorper 4G10). Die Proteine wurden im SDS-Gel aufgetrennt und auf eine PVDF
Membran iibertragen. Fiir die spezifische Erkennung wurde die Membran mit dem o-FLagM2
Antikorper inkubiert. UT: untransfizierte Zellen. Das Protein L-gp130 wird phosphoryliert.

3.6 Auswirkungen von A-gp130 und L-gp130 auf die Signaltransduktion

3.6.1 Phosphorylierungsstatus von STAT3 in transfizierten COS-7 Zellen

In der Signaliibertragung von IL-6 bindet der Ligand zunéchst an den IL-6R, darauthin werden
zwel Molekiile gp130 zu dem Komplex rekrutiert und die rezeptorassoziierten Januskinasen
werden phosphoryliert bzw. autophosphorylieren. Eines der Haupteffektormolekiile in der
Signaliibertragung von IL-6 ist der Transkriptionsfaktor STAT3. Nach der erfolgten Aktivierung
der Januskinasen dienen dieselben als Anheftungsstellen fiir zytoplasmatische STAT3-Proteine.
Dies fiihrt zur Phosphorylierung des STAT3. Nur im phosphorylierten Zustand dimerisieren
STAT Proteine und sind dann aktiv. Um nachzuweisen, ob die chimédren gp130-Rezeptoren in
transfizierten Zellen eine Signaltransduktion initiieren, wurde daher der Phosphorylierungsstatus

von STAT?3 untersucht (Abbildung 18).

Als Negativkontrolle wurden untransfizierte COS-7 Zellen verwendet, die fiir 24 h in
serumfreiem Medium kultiviert wurden. Die Stimulation erfolgte mit 50 ng/ml IL-6 fiir 10 min
bei 37 °C. Danach wurden die Zellen lysiert. Aus den Lysaten wurden zunéchst alle Proteine mit
phosphorylierten Tyrosinresten prizipitiert und mittels Protein-A-Sepharose gefillt. Die Proteine

wurden durch Lammlipuffer wieder von der Sepharose gelost und auf einem SDS-Gel

71



3 Ergebnisse

aufgetrennt. Anschliefend wurden sie in einem Western-Blot auf eine PVDF Membran
tibertragen. Die Membran wurde mit einem Anti-STAT3 Antikorper inkubiert. Weder mit noch
ohne diese Stimulation konnte phosphoryliertes STAT3 aus Lysaten untransfizierter Zellen

nachgewiesen werden (Abbildung 18, Spur UT & und UT +).

A-gpl30, L-gpl30,
UT UT STATS3 STAT3

IL-6:
kDa %) A % % 50ng/ml
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Abbildung 18: Western-Blot Analyse von phosphoryliertem STAT3 aus transfizierten COS-7 Zellen.

COS-7 Zellen wurden mit den Plasmiden A-gp130 und L-gp130 und STAT3 transient kotransfiziert.
Nach 48 h wurden die Zellen in serumfreiem Medium kultiviert. Die untransfizierten Kontrollzellen
wurden mit 50 ng/ml IL-6 stimuliert. Nach 10 min wurden alle Zellen lysiert. Zunichst wurden alle
Proteine prazipitiert, die phosphorylierte Tyrosinreste enthalten (Antikorper 4G10). Die Proteine
wurden auf einem SDS-Gel aufgetrennt und auf eine PVDF Membran iibertragen. Diese wurde mit
einem o-STAT3 Antikorper inkubiert. Der peroxidasegekoppelte Zweitantikorper wurde durch
Chemilumineszenz nachgewiesen. UT J: untransfizierte Zellen ohne Stimulation, UT +: untransfizierte
Zellen mit Stimulation, A-gp130, STAT3 &: A-gp130 und STAT3 transfizierte Zellen ohne Stimulation,
L-gp130, STAT3 J: L-gp130 und STAT3 transfizierte Zellen ohne Stimulation. Eine Transfektion mit
L-gp130 fiihrt zu einer stimulationsunabhingigen STAT3 Phosphorylierung.

Um zu iiberpriifen, ob eine Transfektion mit A-gp130 die Signaltransduktion auslost, wurden
COS-7-Zellen auch mit den Plasmiden fiir A-gp130 und STAT3 kotransfiziert. Das Plasmid fiir
das STAT3-Protein wurde kotransfiziert, um zu gewihrleisten, daf fiir eine Signalauslosung
geniigend STAT3 in den COS-7 Zellen vorhanden ist. Da A-gp130 ligandenunabhingig aktiv
sein sollte, wurden diese Zellen nicht stimuliert. Aus Lysaten dieser Zellen war kein aktives
STATS3 detektierbar (Abbildung 18, Spur A-gp130 &). Aus Zellysaten von mit L-gp130 und
STATS3 kotransfizierten COS-7-Zellen konnten phosphorylierte STAT3 Proteine nachgewiesen
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werden. Erwartungsgemdll wurde eine Proteinbande bei ca. 85 kDa detektiert (Abbildung 18,
Spur L-gp130 &). Da auch der chimire Rezeptor L-gp130 ohne Ligand dimerisieren und so ein
Signal auslosen sollte, wurden auch diese Zellen vor der Lyse nicht zytokinstimuliert (Abbildung

18, Spur L-gp130 O).

3.6.2  Phosphorylierung von STAT3 in transient transfizierten HepG2 Zellen

Die Auslosung der STAT3 Phosphorylierung durch L-gpl130 in transfizierten COS-7 Zellen
wurde in diesem Versuch durch die Verwendung einer zweiten Zellinie bestitigt. Zellen der
humanen Hepatomzellinie HepG2 exprimieren endogen gpl30, IL-6R und STAT3 in
ausreichenden Mengen und miissen daher im Experiment nicht mit den entsprechenden

Plasmiden kotransfiziert werden.

Untransfizierte HepG2 Zellen, und mit A-gp130 bzw. L-gp130 transfizierte Zellen wurden in
serumfreiem Medium kultiviert und mit 50 ng/ml HIL-6 stimuliert bzw. unstimuliert gelassen.
Hyper-IL-6 ist ein Designerzytokin, das aus IL-6 und dem loslichen IL-6R besteht [153]. Es
kann fiir die Stimulation von Zellen verwendet werden. In diesen Zellen wird durch die
Stimulation die IL-6-Signalkaskade aktiviert. Nach der Lyse der Zellen erfolgte eine
Prazipitation der STAT3 Proteine mit einem Phospho-STAT3 Antikorper. Die Antigen-
Antikorper-Komplexe wurden mittels Protein-A-Sepharose gefillt. Die so prézipitierten Proteine
wurden auf einem SDS-Gel aufgetrennt und auf eine PVDF Membran geblottet. Die Membran

wurde anschlieBend mit einem Anti-STAT3 Antikorper inkubiert (Abbildung19).

Eine Stimulation mit IL-6 fiihrte in den untransfizierten HepG2 Zellen zu einer STAT3-
Phosphorylierung (Abbildung 19, Spur UT +). Das phosphorylierte STAT3-Protein ist nur dann
mefBbar, wenn die Zellen vorher mit IL-6 stimuliert wurden. Aus Lysaten unstimulierter Zellen

konnte das Protein nicht nachgeweisen werden (Abbildung 19, Spur UT &).

Mit dem Plasmid fiir A-gp130 transfizierte Zellen wurden fiir den Versuch nicht stimuliert. Aus
Lysaten dieser Zellen war kein phosphoryliertes STAT3 nachweisbar. In den beiden Spuren
wurden unterschiedliche Proteinmengen in der SDS-PAGE aufgetragen (Abbildung 19, 2 Spuren
A-gp130 D).

In den Spuren L-gp130 O ist phosphoryliertes STAT3, mit einer Groe von ca. 85 kDa, zu
sehen. Beide Spuren zeigen Proteine aus Lysaten L-gp130 transfizierter Zellen, in den beiden

Spuren wurden unterschiedliche Proteinmengen in der SDS-PAGE aufgetragen. Auch diese
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Zellen wurden vor der Lyse nicht zytokinstimuliert, um eine ligandenunabhingige STAT3-

Phosphorylierung messen zu konnen (Abbildung 19, 2 Spuren L-gp130 ).

UT UT A-gp130 L-gp130
IL-6

kDa + %) %) %) 50 ng/ml

LR <

Abbildung 19: Western-Blot Analyse von phosphoryliertem STAT3 aus transfizierten HepG2 Zellen.

HepG2 Zellen wurden mit den Plasmiden A-gp130 und L-gp130 transient transfiziert. Nach 48 h wurden
die Zellen in serumfreiem Medium kultiviert und die untransfizierten Kontrollzellen mit 50 ng/ml IL-6
stimuliert. Nach 10 min wurden alle Zellen lysiert. Phosphoryliertes STAT3 wurde mit dem Phospho-
STAT3 Antikorper prézipitiert. Die Proteine wurden im SDS-Gel aufgetrennt und auf eine PVDF
Membran iibertragen. Diese wurde mit einem a-STAT3 Antikorper inkubiert. Der peroxidasegekoppelte
Sekundirantikorper wurde durch Chemilumineszenz nachgewiesen. UT OJ: untransfizierte Zellen ohne
Stimulation, UT +: untransfizierte Zellen mit Stimulation, A-gp130, STAT3 J: A-gp130 und STAT3
transfizierte Zellen ohne Stimulation, L-gp130, STAT3 &: L-gp130 und STAT3 transfizierte Zellen ohne
Stimulation. Eine Transfektion mit L-gp130 fiihrt zu einer stimulationsunabhingigen STAT3
Phosphorylierung

3.7 Funktionalitiit der durch L-gp130 phosphorylierten STAT3 Proteine

3.71 DNA-Protein-Bindungstest

Um zu zeigen, dal die STAT3 Proteine, die nach einer Transfektion mit L-gp130
stimulationsunabhéngig phosphoryliert werden auch biologisch aktiv sind, wurde ein DNA-
Protein-Bindungsstest durchgefiihrt. Im Verlauf der durch IL-6 ausgeltsten Signaltransduktion
werden unter anderem phosphorylierte STAT3-Dimere in den Kern transloziert. Dort binden
diese Transkriptionsfaktoren an spezifische DNA-Sequenzen und regulieren dadurch die
Expression der entsprechenden Gene. In diesem Versuch wurde untersucht, ob durch L-gp130

aktiviertes STAT3 an eine spezifische DNA-Sequenz binden kann (Abbildung 20).
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Abbildung 20: DNA-Bindungstest mit phosphoryliertem STAT3 aus transfizierten COS-7 Zellen.

COS-7 Zellen wurden transient transfiziert, nach 48 h lysiert und mit einem biotinmarkierten
Oligonukleotid inkubiert. Dieses enthélt die Siem-STAT3 Zielsequenz, an die phosphoryliertes STAT3
bindet. Die biotinylierten Komplexe wurden mit Streptavidin-Sepharose gefillt. Die so gefillten Proteine
wurden im SDS-Gel aufgetrennt und im Western-Blot analysiert. Als Antikorper wurde der
Phosphotyrosin Antikorper 4G10 eingesetzt. Der peroxidasegekoppelte Sekundirantikorper wurde
durch Chemilumineszenz nachgewiesen. Die Spezifitit wurde durch die Priinkubation mit dem gleichen
unmarkierten Oligonukleotid, in der Abbildung als Kompetitor bezeichnet, gezeigt. Unmarkiertes
Oligonukleotid konkuriert um die STAT3 Bindung, kann aber nicht durch Streptavidin geféllt werden.
Spuren 1-4: untransfizierte Zellen, 5-8: STAT3 und IL-6R kotransfizierte Zellen, 9-10: A-gp130, STAT3
und IL-6R kotransfizierte Zellen, 11-12: L-gp130, STAT3 und IL-6R kotransfizierte Zellen

Dafiir wurde ein biotinmarkiertes Oligonukleotid verwendet, das eine siem-Bindesequenz (sis-
inducible-element) fiir aktives STAT3 enthilt, wie sie z. B. im Promotorbereich des c-Fos Gens
vorkommt. Lysate von transient transfizierten COS-7 Zellen wurden mit 50 ng/ml IL-6 fiir 10
min stimuliert bzw. unstimuliert gelassen und dann lysiert. Diese Lysate wurden nun mit dem
biotinylierten Oligonukleotid inkubiert. Aktive STAT3 Molekiile konnen an die siem-Sequenz
binden und diese DNA-Protein Komplexe wurden anschlieBend durch eine Féllung mit
Streptavidin-Sepharose aus den Lysaten gewonnen. Um zu zeigen, da dieser Nachweis

spezifisch ist, wurde als Kompetitor ein siem-Oligonukleotid in 30-fachem molarem Uberschu3
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verwendet, das nicht biotinmarkiert war. Auch daran binden die aktiven STAT3 Molekiile, nur
konnten diese dann nicht durch Streptavidin-Sepharose gefillt werden. Bei einer Prdinkubation
der Lysate mit dem unbiotinylierten Oligonukleotid (Kompetitor) binden bereits alle aktiven
STAT3 Molekiile an ihre Zielsequenz und konnen daher nicht mehr an das spiter zugegebene
biotinmarkierte Oligonukleotid binden. Entsprechend kann nach einer Prdinkubation mit
Kompetitor kein phosphoryliertes STA3 mehr nachgewiesen werden. Diese Kontrolle zeigt die

Spezifitit des Nachweises.

Aus Lysaten untransfizierter COS-7 Zellen war weder mit noch ohne IL-6 Stimulation
phosphoryliertes STAT3 nachweisbar (Abbildung 20, Spurenl-4). Die Anwesenheit des
Kompetitors beeinflult dieses Ergebnis nicht (Abbildung 20, Spuren 2 und 4).

Um zu gewihrleisten, dafl in den Zellen geniigend STAT3 und IL-6R vorhanden sind, um auf
eine IL-6 Stimulation reagieren zu konnen, wurden alle Zellen (mit Ausnahme der
untransfizierten Proben) mit STAT3 und IL6-R kotransfiziert. In Lysaten von STAT3 und IL-6R
transfizierten Zellen konnte erst nach der Stimulation mit IL-6 eine Proteinbande detektiert
werden (Abbildung 20, Spur 7). Diese Bande verschwindet durch Zugabe des Kompetitors
(Abbildung 20, Spur 8). Ohne Stimulation ist kein aktives STAT3 nachweisbar (Abbildung 20,
Spur 5). Aus Lysaten von A-gpl130, STAT3 und IL6-R transfizierten Zellen war ohne IL-6
Stimulation kein phosphoryliertes STAT3 nachweisbar (Abbildung 20, Spur 9). Anders bei L-
gp130, STAT3 und IL6-R transfizierten Zellen. Hier ist auch ohne IL-6-Stimulation eine
Proteinbande erkennbar (Abbildung 20, Spur 11). Nach Zugabe des Kompetitors war kein
Protein mehr nachweisbar (Abbildung 20, Spur 12). In den meisten Spuren sind Doppelbanden
zu sehen, dabei ist die obere Bande die spezifische STAT3 Bande (rote Pfeile), da die untere

Bande auch in den untransfizierten Kontrollen zu sehen ist.

3.7.2  Luziferase-Expressionstest

Aktive Transkriptionsfaktoren miissen nicht nur an spezifische DNA-Sequenzen binden, sondern
auch Promotoren (ko)aktivieren. Um zu zeigen, dal das durch L-gp130 phosphorylierte STAT3
dazu in der Lage ist, einen Promotor zu aktivieren, wurde ein Reportergentest durchgefiihrt

(Abbildung 21).
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Abbildung 21: Luziferasetest: Fihigkeit von phosphoryliertem STAT3 zur Promotoraktivierung.

HepG2 Zellen wurden mit dem Plasmid fiir das Reportergenkonstrukt SIEM-Luc, sowie den Plasmiden fiir
A-gp130 und L-gp130 transient transfiziert. Das Reportergenkonstrukt enthilt die siem-Sequenz, an die
aktives STAT3 bindet. Die Bindung kann die Aktivierung eines nachgeschalteten Promotors und damit die
Expression des Luziferasereportergens auslosen. Als Kontrolle wurde ein zweites Luziferaseplasmid
kotransfiziert (pRL-TKk). Die Zellen wurden 48 h nach der Transfektion fiir 24 h in serumfreiem Medium
kultiviert. Danach erfolgte die Stimulation der Zellen mit IL-6 und die Lyse. Mit den Lysaten wurde der
Dual-Luziferase Test nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Die Luziferaseaktivitit wurde mit einem
Luminometer gemessen. Die Aktivitit wird angegeben in ,,Relativen Luziferase Einheiten‘ (RLU). Alle
MeBwerte sind Doppelwerte. Es wurden fiinfmal unabhéingig Zellen transfiziert und die Messungen
wiederholt. Die Daten sind als Mittelwert mit Standardabweichung angegeben: Balken 1: untransfizierte
Zellen ohne Stimulation; Balken 2: untransfizierte Zellen nach I1-6 Stimulation; Balken 3: mit pRL-Tk und
SIEM-Luc transfizierte Zellen ohne Stimulation; Balken 4: mit pRL-Tk und SIEM-Luc transfizierte Zellen
nach IL-6 Stimulation, Balken 5: mit pRL-Tk, SIEM-Luc und A-gpl130 transfizierte Zellen ohne
Stimulation, Balken 6: mit pRL-Tk, SIEM-Luc und L-gp130 transfizierte Zellen ohne Stimulation

Der Promotor des verwendeten Luziferasegens wird aktiviert, wenn phosphoryliertes STAT3 an
die weiter 5’ liegende siem-Sequenz bindet. HepG2 Zellen exprimieren geniigend gp130, IL-6R
und STAT3, um nach erfolgter Stimulation mit einer STAT3 Phosphorylierung zu reagieren.

Deshalb muflten die entsprechenden cDNAs in diesem Versuch nicht kotransfiziert werden.
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Fir die Negativkontrolle wurden untransfizierte Zellen verwendet. Da sie kein
Luziferasereportergen exprimieren, kann in diesen Zellen auch nach Stimulation mit IL-6 keine

Lumineszenz gemessen werden (Abbildung 21, Balken 1 und 2).

Als Positivkontrolle wurden Zellen mit den Luziferaseplasmiden pRL-Tk und siem-Luc
kotransfiziert. Nur nach IL-6-Stimulation ist anhand der gestiegenen Lumineszenz die Aktivitit
von phosphoryliertem STAT3 meBbar (Abbildung 21, Balken 3 und 4). Aus Zellen, die neben
den Luziferaseplasmiden mit der cDNA fiir A-gpl130 kotransfiziert wurden, kann ohne

Stimulation keine hohe Luziferaseaktivitit, gemessen werden (Abbildung 21, Balken 5).

Zellen, die mit den Luziferaseplasmiden und der cDNA fiir L-gp130 kotransfiziert wurden
zeigen stimulationsunabhingig eine Induktion der Reportergenaktivitit (Abbildung 21, Balken

6).

3.8 Generierung von stabilen BAF/3 Zellen: retrovirale Transfektion

Fiir die Transfektion der BAF/3 Zellen wurde ein retrovirales System verwendet. Diese Methode
macht sich eine Besonderheit aus dem Lebenszyklus der Reverse Transkriptase Onkoviren
(Retroviren) zunutze. Retroviren kodieren unter anderem fiir das Enzym reverse Transkriptase,
das eine DNA-Kopie des viralen RNA-Genoms herstellt. Diese Kopie wird stabil in ein
Chromosom der Wirtszelle eingebaut und dann als provirale DNA bzw. Provirus bezeichnet.
Dabei werden die Bereiche R, Us und Ujs dupliziert und fusioniert, man spricht dann von der
long terminal repeat (LTR)-Region (Abbildung 22) [150]. Der verwendete retrovirale Vektor
pMOWS enthélt besondere, auf B-Zellen und hidmatopoetische Zellen abgestimmte, LTR-
Regionen (Abbildung 22) Der Einbau eines retroviralen Vektors in das Genom der Zielzelle hat
den Vorteil einer konstanten Expression des Transgens. Die Information geht nicht, wie bei

transienten Transfektionen, im Laufe mehrerer Zellteilungen verloren.

Jeder retrovirale Gentransfer verwendet zwei Komponenten, um ein Transgen in eine Zelle
einzuschleusen. Den retroviralen Vektor mit dem Transgen und eine mit den Hiillproteinen des
Virus stabil transfizierte Verpackungszellinie (siehe auch Material und Methoden Abschnitt

2.12.3.3).
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3.8.1 Der retrovirale Vektor: pMOWS

Bei der Konstruktion von retroviralen Vektoren sind die 3 und 5’untranslatierten Bereiche von

groer Bedeutung. Sie setzen sich aus mehreren Elementen zusammen (Abbildung 22).

virale RNA

er’ Gag/Prot/Pol/Int/Env PP U; R U,

pMOWS Vektor

Abbildung 22: Ein als R (fiir repeat) bezeichneter Bereich umfafit 20-250 Basenpaare und enthélt wichtige
Signale fiir die Transkription. Diese sind fiir die Generierung der proviralen DNA essentiell. Die als Us
und U; (U: unique) bezeichneten Bereiche liegen in der viralen RNA am 5’ bzw. 3’ Ende. Sie sind 200-500
bp lang und enthalten wichtige cis-wirkende regulatorische Signale. Mit PB ist die primer binding site
bezeichnet, hier bindet eine spezifische, zellulidre tRNA die bei der Initiierung der reversen Transkription
als Primer fungiert. Die Leader Sequenz umfasst 50-400 Basenpaare und beinhaltet Signale, die fiir das
Verpacken des viralen Genoms, sowie fiir die Virusreifung wichtig sind. AuBerdem liegen in diesem
Bereich Spleifistellen. Die Polypurin (PP)-Region ist eine Sequenz variabler Linge, die sich durch eine
Héufung von Purinen auszeichnet. Auch sie spielt eine Rolle bei der Erstellung der proviralen DNA von
der viralen RNA-Matrize.

Oben: Das Genom eines Retrovirus.

Retroviren besitzen zwei identische Kopien einer solchen RNA. Der 5’ untranslatierte Bereich beginnt mit
einer 7-Methylguanin-Kappe. Das Genom Kkodiert unter anderem die Proteine Gag (group specific
antigen), Prot (protease), Pol (polymerase), Int (integrase) und Env (envelope). Der 3’ untranslatierte
Bereich endet in einer Poly(A)-Sequenz. Die Bedeutung der Bereiche R: repeat, Us: unique region 5’ Ende,
Us;: unique region 3’ Ende, PB: primer binding site, PP: Polypurin-Bereich und leader sequence sind im
Text erklirt. Nicht eingezeichnet ist das Verpackungssignal ¥.

Mitte: die als Provirus bezeichnete DNA nach der Integration ins Wirtszellgenom.

Man beachte die verdoppelten U; und Us Regionen und ihre Anordnung. Die Einheit Uz, Us und R wird als
LTR (long terminal repeat) Region bezeichnet. Nicht eingezeichnet ist das Verpackungssignal P.

Unten: der retrovirale Vektor enthilt anstelle der genetischen Information fiir die Hiillproteine das
Transgen. Der pMOWS Vektor kodiert auerdem eine Puromycinresistenz (SV40 puro). Die Bedeutung
des WPRE (woodchuck hepatitis B virus posttranscriptional regulatory element) ist im Text erklirt. Nicht
eingezeichnet ist das Verpackungssignal ¥.
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Der pMOWS-Vektor basiert auf dem Moloney-Maus-Leukdmie-Virus (MoMuLV) [166, 167].
Die 5’-LTR-Region, die auch den Promotor beinhaltet, stammt von dem murinen embryonalen
Stammzell Virus (murine embryonal stem cell virus) (MFG/MESV). Fiir das MESV-Virus
konnte gezeigt werden, daf} die Blockade der retroviralen Transkription in ES Zellen aufgehoben
ist [168]. Der 5’-Bereich enthilt kein negativ regulatorisches Element (NRE), welches in
urspriinglichen MoMuLV-Vektoren mit der Primerbindestelle iiberlappt. Diese Uberlappung
fiihrt zur Rekrutierung der negativ regulatorischen Elemente, welche potente transkriptionelle
Repressoren sind. Mit dem woodchuck hepatitis B virus post-transcriptional regulatory element
(WPRE) wurde eine Sequenz eingefiigt, die sowohl die Transkription als auch die Translation
verstirkt. Der 3’-LTR Bereich stammt aus dem spleen focus-forming virus (SFFV) und zeichnet
sich durch eine Bindestelle fiir den ubiquitdren transkriptionellen Aktivator Spl und fiir das
enhanceraktivierende PEBP/CBF (polyomavirus enhancer binding protein/core binding factor)
aus. Insgesamt wurden durch Sequenzverinderungen die Affinititen fiir positive
Transkriptionsfaktoren erhoht und die Affinitdten fiir negative transkriptionelle Regulatoren

herabgesetzt [150].

3.8.2 Transfektion der Verpackungszellinie Phonix-Eco

Die ekotrophe Verpackungszellinie Phonix-Eco exprimiert konstitutiv die Proteine die fiir die

Verpackung des retroviralen Vektors in virale Partikel notwendig sind.

Der erste Schritt einer retroviralen Transfektion ist die Transfektion der Verpackungszellinie mit
dem retroviralen Vektor, der das Transgen enthilt. Nach einer erfolgreichen Transfektion werden
von dem retroviralen Vektor Transkripte hergestellt. Diese werden zusammen mit den
Hiillproteinen zu neuen viralen Partikeln verpackt und durch Knospung ins umgebende Medium

entlassen.

Die ekotrophe Verpackungszellinie Phonix-Eco wurde mittels der Calciumchlorid-Methode mit
den Plasmiden pMOWS-A-gp130, pMOWS-L-gp130, pMOWS-WT-gp130 und pMOWS-GFP
transfiziert. Das GFP kodierende Plasmid wurde dazu verwendet, die Transfektionseffizienz zu
tiberpriifen (Abbildung 23). Das Protein GFP stammt aus der biolumineszenten Qualle Aequorea
victoria und hat seine maximale Fluoreszenz bei einer Anregung mit Licht der Wellenlidnge 450-

490 nm.

Die Zellen wurden 24 h nach der Transfektion mit Licht der entsprechenden Wellenldnge

bestrahlt. Zellen, die mit dem WT-gp130 transfiziert wurden, zeigen keine griine Fluoreszenz
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(Abbildung 23, linkes Bild). GFP transfizierte Zellen zeigen die Expression des Transgens. Die
geschitzte Transfektionseffizienz lag bei 60-80 % (Abbildung 23, rechtes Bild).

Abbildung 23: Transfektion der Verpackungszellinie Phonix-Eco.

Phonix-Eco Zellen wurden mittels CaCl,-Methode transfiziert. Das linke Bild zeigt Zellen die mit dem
pPMOWS-WT-gp130 Vektor transfiziert sind, rechts pMOWS-GFP transfizierte Zellen. Die
Proteinexpression wurde 24 h nach der Transfektion iiberpriift (VergroBerung 20 x). Beide Bilder
zeigen die Uberlagerung einer Phasenkontrastaufnahme mit einer FITC-Aufnahme (Anregungs-
Wellenliinge: 485 nm). Im rechten Bild sind nur griin fluoreszierende Zellen transfiziert.

3.8.3 Transduktion der BAF/3 Zellen

Mit den so hergestellten viralen Partikeln wurden nun die BAF/3 Zellen transduziert. Nach
erfolgreicher Transduktion integriert sich der retrovirale Vektor, der das Transgen enthilt, in das
Genom der Zielzelle. Dort wird neben dem Transgen auch das Resistenzgen exprimiert, so daf}

transduzierte Zellen mit Puromycin selektioniert werden konnen.

Zunichst sollte die Abhingigkeit der BAF/3 Zellen von dem Wachstumsfaktor 1L-3 gezeigt
werden. Dafiir wurden native BAF/3 Zellen in Standardmedium kultiviert, das mit 10 % eines
Kulturiiberstandes von WEHI-Zellen supplemetiert worden war. Diese Zellen proliferieren und

ziegen eine normale Morphologie (Abbildung 24, a).
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BA/F3 & Zytokin

Abbildung 24: Morphologie nativer BAF/3  Zellen wunter verschiedenen
Wachstumsbedingungen.

a) BAF/3 Zellen wurden unter Standardbedingungen mit 10 % WEHI kultiviert. Die Zellen
haben eine runde Morphologie und sie proliferieren.

b) BAF/3 Zellen wurden dreimal mit PBS gewaschen und ohne Zytokin kultiviert. Das Bild
wurde am zweiten Tag nach dem Zytokinentzug aufgenommen. Die Zellen sehen
geschrumpft aus, sie sind tot.

¢) Native BAF/3 Zellen wurden dreimal mit PBS gewaschen und dann mit HIL-6 (10ng/ml)
kultiviert. Die Aufnahme entstand nach zwei Tagen. Die Zellen sehen geschrumpft aus, sie
sind tot.

WEHI-Zellen sezernieren IL-3 in das sie umgebende Medium. Der gefilterte Kulturiiberstand
dieser Zellen dient den BAF/3 Zellen als IL-3-Quelle. Um die IL-3-Abhingigkeit der BAF/3
Zellen zu demonstrieren, wurden diese dreimal mit PBS gewaschen, um das IL-3 zu entfernen.
Die Zellen wurden anschlieBend ohne Zytokin kultiviert. Wie anhand der verdnderten
Morphologie zu erkennen ist, sterben die Zellen nach zwei Tagen ohne Zytokin (Abbildung 24,
b). Wurden native BAF/3 Zellen dreimal mit PBS gewaschen und dann mit HIL-6 kultiviert, so

sterben sie ebenfalls innerhalb von zwei bis drei Tagen (Abbildung 24, c).

Fiir die Generierung der stabilen Zellinien wurden BAF/3 Zellen mit Uberstinden der

unterschiedlich transfizierten Verpackungszellen transduziert. Die Uberstinde dieser
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Verpackungszellen enthalten die viralen Partikel mit den verschiedenen Transgenen. Alle
transduzierten BAF/3 Zellen wurden 48 h nach der Transduktion mit 1.5 pg/ml Puromycin
selektioniert. Die Aufnahmen aus Abbildung 25 entstanden 48 h nach Beginn der
Puromycinselektion. Untransfizierte Zellen dienten als Negativkontrolle, die Zellen haben kein
Puromycinresistenzgen und sterben (Abbildung 25, a). pMOWS-GFP transfizierte Zellen wurden
unter Fluoreszenzbedingungen fotografiert. Zellen, die das Transgen aufgenommen haben,
erscheinen griin. Zellen, die nicht griin fluoreszieren, tragen das Transgen nicht, haben daher

keine Puromycinresistenz und sind daher gestorben (Abbildung 25, b).

BA/F3-GFP

L2

Abbildung 25: BAF/3 Zellen nach der Puromycinselektion.

Transduzierte und nicht transduzierte BAF/3 Zellen wurden zwei Tage mit Puromycin
selektioniert. Um die Spezifitiit der Selektion zu iiberpriifen, wurde von den pMOWS-GFP
transfizierten Zellen eine Fluoreszenzaufnahme gemacht (b). Als Kontrolle wurden
untransfizierte BAF/3 Zellen mit Puromycin behandelt. Es handelt sich hier um eine
Phasenkontrastaufnahme (a).

3.8.4 Selektion der WT-gp130 und L-gp130 transfizierten BAF/3 Zellen

WT-gp130, L-gpl30 und A-gpl30 transfizierte BAF/3 Zellen wurden 48 h nach der
Transduktion fiir zwei Tage in Anwesenheit von 10% WEHI-Kulturiiberstand mit Puromycin
selektioniert. Die WT-gp130 Zellen wurden danach dreimal gewaschen und mit 10 ng/ml HIL-6
im Medium weiterkultiviert. Einige wenige Zellen iiberlebten mit HIL-6 als Wachstumsfaktor
(Abbildung 26, a). Da einige Zellen diese Selektion zwar iiberlebten, aber nicht bzw. nur sehr
langsam proliferierten, wurde mehrfach wéhrend der zweimonatigen Selektion wieder 10%
WEHI-Kulturiiberstand zugegeben. Sobald sich die Zellen vermehrt hatten, wurde das IL-3
wieder heraus gewaschen und die Selektion mit HIL-6 wieder gestartet. Abbildung 26, b)
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entstand, nachdem den Zellen viermal WEHI-Kulturiiberstand zugesetzt und dieser wieder
heraus gewaschen und durch HIL-6 ersetzt worden war. Danach proliferierten die Zellen in

Anwesenheit von HIL-6 (Abbildung 26, b).

— BA/F3-L-gpl30 ohne

BA/F3-¢p130 + HIL-6
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Abbildung 26: BAF/3-gp130 und BAF/3-L-gp130 Zellen wihrend und nach der Selektion.

WT-gpl130 transfizierte BAF/3 Zellen wurden zwei Tage in Anwesenheit von WEHI mit Puromycin
selektioniert. Dann wurden die Zellen dreimal gewaschen und ohne WEHI weiterkultiviert. Zu den
Zellen wurde statt dessen 10 ng/ml HIL-6 gegeben (a). Die meisten Zellen starben wihrend dieser
Selektion (in (a): lebende Zellen siehe Ausschnitt). Durch die Zugabe von WEHI wurden die Zellen
wieder zur Proliferation angeregt, bevor ihnen das IL-3 wieder entzogen wurde. Nachdem viermal
WEHI zugesetzt und dieses wieder herausgewaschen und durch HIL-6 ersetzt worden ist, wuchsen die
Zellen mit HIL-6 (b). BAF/3-L-gp130 Zellen wurden ebenfalls zwei Tage mit Puromycin selektioniert,
nach weiteren zwei Tagen gewaschen und dann ohne Zytokin ausgesit. Die meisten Zellen iiberlebten
diese Selektion nicht (c, einzelne lebende Zellen siehe Ausschnitt). Nachdem viermal WEHI zugesetzt und
dieses wieder herausgewaschen worden war wuchsen die Zellen ohne Zytokin (d).

Die L-gp130 transfizierten Zellen wurden nach der Puromycinvorselektion dreimal gewaschen
und ohne Zytokin ausgesidt. Wenn das gp130-Signal in diesen Zellen dauerhaft aktiviert ist,
sollten die Zellen zytokinunabhingig wachsen konnen. Den Zytokinentzug iiberlebten, wie im
vergroferten Ausschnitt zu erkennen, nur wenige Zellen (Abbildung 26, c). Um die

iberlebenden Zellen zur Proliferation anzuregen, wurde auch hier in Abstinden von 14-18 Tagen
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10 % WEHI-Kulturiiberstand zugegeben und spéter wieder heraus gewaschen. Auch diese Zellen
proliferierten erst, nachdem viermal WEHI-Kulturiiberstand zugesetzt und das IL-3 wieder

heraus gewaschen worden war (Abbildung 26, d).

BAF/3 Zellen, die mit retroviralen Uberstinden von A-gp130 transfizierten Phonix-Eco Zellen
transduziert worden waren, iiberlebten die ersten zwei Tage der Puromycinselektion. Danach
wurden auch diese Zellen dreimal gewaschen und ohne Zytokin wieder ausgesidt. Nach dem

Zytokinentzug starben die Zellen alle innerhalb eines Tages (keine Abbildung).

3.9 Charakterisierung der stabilen Zellinien: L-gp130 und WT-gp130

391 RT-PCR

Um die Expression der Transgene in den stabilen Zellinien L-gp130 und WT-gp130 auf mRNA-
Ebene zu untersuchen, wurde eine RT-PCR durchgefiihrt. Dafiir wurde zunichst aus den
entsprechenden Zellen RNA prépariert. Die RNA wurde anschlieBend in der Reversen
Transkriptase (RT) Reaktion mit Oligo-dT Primern eingesetzt. Fiir die anschlieBende PCR
wurden Primer aus dem zytoplasmatischen Bereich von gp130 verwendet, mit denen ein DNA-
Fragment von 150 Basenpaaren amplifiziert werden kann. Als Negativkontrolle wurde von allen
RNA Proben eine Reaktion ohne das Enzym Reverse Transkriptase angesetzt (Abbildung 27).
Die RNA-Proben aus untransfizierten Zellen, WT-gp130 Zellen und L-gp130 Zellen waren nicht
mit DNA kontaminiert (Abbildung 27, Spuren 1, 2 und 3). Die Spuren 4-6 zeigen Proben, in
denen die Reverse Transkriptase verwendet wurde, um vorhandene mRNA in cDNA
umzuschreiben. Aus untransfizierten BAF/3 Zellen konnte durch die RT-PCR mit den gp130-
spezifischen Primern kein DNA-Fragment amplifiziert werden (Abbildung 27, Spur 4). Wurde
RNA aus WT-gp130 transfizierten Zellen fiir die RT-PCR eingesetzt, konnte das 150 bp lange
Fragment amplifiziert werden (Abbildung 27, Spur 5, roter Pfeil). Auch mit RNA aus L-gp130
transfizierten Zellen konnte als Produkt der RT-PCR ein 150 bp Fragment nachgewiesen werden

(Abbildung 27, Spur 6).
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Abbildung 27: RT-PCR Nachweis der Transgenexpression auf RNA-Ebene.

Aus den stabilen Zellinien WT-gp130 und L-gp130 wurde RNA isoliert und diese in einer reversen
Transkriptase (RT) Reaktion eingesetzt. Die nachfolgende PCR wurde mit den Primern CD130revsi und
CD130sense01 (Sequenzen siehe Tabelle 4) durchgefiihrt. Das erwartete DNA-Fragment ist 150 bp grof}
(roter Pfeil). Die Spuren 1-3 (Spur 1: RNA aus untransfizierten Zellen, Spur 2: WT-gp130 Zellen, Spur 3: L-
gp130 Zellen) zeigen das Ergebnis der RT-PCR, in der keine reverse Transkriptase (RT) eingesetzt wurde.
Damit wurden die RNA-Proben auf DNA-Kontaminationen iiberpriift. Spur 4: RT-PCR mit RNA aus
untransfizierten Zellen, Spur 5: RT-PCR mit RNA aus WT-gp130 transfizierten Zellen, Spur 6: RT-PCR
mit RNA aus L-gp130 transfizierten Zellen, Spur 7: PCR Kontrolle mit WT-gp130 Plasmid, Spur 8: PCR
Kontrolle mit L-gp130 Plasmid. Die Schemazeichnung zeigt die Lage der Primer (schwarze Pfeile) im L-
gp130.

Als Positivkontrolle wurde Plasmid-DNA als Matrize in der PCR eingesetzt. Spur 7 zeigt ein 150
bp Fragment das aus WT-gp130 Plasmid amplifiziert wurde und Spur 8 zeigt ein 150 Fragment
das aus L-gp130 Plasmid amplifiziert wurde.
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3.9.2 Proliferationstest: Zytokinabhiingigkeit der Proliferationsrate

Um  das  Wachstumsverhalten  der  stabilen  Zellinien  unter  verschiedenen
Stimulationsbedingungen zu iiberpriifen, wurden Proliferationstests durchgefiihrt. Dafiir wurden
BAF/3, BAF/3-Lgp130 und BAF/3-gp130 Zellen gewaschen und gezdhlt. Die gleiche Anzahl
der verschiedenen Zellen wurde vier Tage unter verschiedenen Stimulationsbedingungen
kultiviert. Dann wurde den Zellen iiber einen Zeitraum von 4 h radioaktiv markiertes Thymidin
angeboten. Nur wenn Zellen proliferieren, wird DNA-neu synthetisiert und dabei das radioaktive
Thymidin eingebaut. Die Menge an eingebauter Radioaktivitit ist also ein MalBl fiir die

Proliferationsrate der Zellen.

Proliferationstest
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Abbildung 28: Proliferationstest der Zellinien BAF/3, BAF/3-gp130 und BAF/3-L-gp130 nach
Stimulation mit 10 % WEHI bzw. nach Zytokinentzug.

5000 Zellen jeder Zellinie wurden gewaschen, mit 10 % WEHI bzw. ohne Zytokin ausgesit und 4 Tage
kultiviert. Dann wurde [’H] Methyl-Thymidin zugegeben und die Zellen weitere 4 h kultiviert. Die
Zellen wurden auf Glasfaserfilter geerntet und die 3H Thymidin Inkorporation mit einem
SzintillationsmefBgerit bestimmt. Bei den Daten handelt es sich um Mittelwerte +/-
Standardabweichung von 10 MeBwerten. Balken 1: native BAF/3 Zellen ohne Zytokin, Balken 2:
native BAF/3 Zellen mit 10% WEHI-Kulturiiberstand, Balken 3: BAF/3-L-gp130 Zellen ohne
Zytokin, Balken 4: BAF/3-L-gp130 Zellen mit 10% WEHI, Balken 5: BAF/3-gp130 Zellen ohne
Zytokin, Balken 6: BAF/3-gp130 Zellen mit 10 % WEHI-Kulturiiberstand.
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Native BAF/3 Zellen sterben, wenn sie ohne Zytokin kultiviert werden. Nach vier Tagen war
keine Proliferation mehr meBbar (Abbildung 28, Balken 1). In Anwesenheit von 10% (v/v)
WEHI-Kulturiiberstand proliferieren die BAF/3 Zellen (Abbildung 28, Balken 2). BAF/3-L-
gpl30 Zellen wachsen hingegen auch zytokinunabhingig (Abbildung 28, Balken 3).
Bemerkenswert ist, da3 die Proliferationsrate der BAF/3-L-gp130 Zellen selbst mit WEHI-
Kulturiiberstand im Vergleich zu den nativen BAF/3 Zellen stark vermindert ist (Abbildung 28,
vgl. Balken 2 und 4). Fiir diesen Versuch wurden BAF/3-L-gp130 Zellen verwendet, die erst seit
3 Wochen selektioniert und/oder adaptiert waren. BAF/3 WT-gp130 Zellen sterben ohne Zytokin
(Abbildung 28, Balken 5), mit 10% (v/v) WEHI-Kulturiiberstand ist eine Proliferation mef@bar,
die jedoch ebenfalls geringer ist als die der nativen BAF/3 Zellen (Abbildung 28, vgl. Balken 2
und 6).

3.9.3 Proliferationstest: Einflufl von HIL-6 auf die Proliferationsrate

Um die Effekte von HIL-6 auf die Zellinie BAF/3-L-gp130 zu untersuchen, wurde ein weiterer
Proliferationstest durchgefiihrt. Native BAF/3 und BAF/3-gp130 Zellen dienten dabei als
Kontrolle. Die Zellen wurden nach dem Waschen mit verschiedenen Konzentrationen HIL-6
versetzt und wieder ausgesidt. Als Negativkontrolle wurde kein Zytokin zugesetzt, fiir die
Positivkontrolle wurden 10 % (v/v) des WEHI-Kulturiiberstandes zugesetzt. Nach vier Tagen in
Kultur wurde [’H] Methyl-Thymidin zugegeben und nach weiteren 4 h die Menge der

aufgenommenen Radioaktivitdt bestimmt (Abbildung 29).

Die nativen nativen BAF/3 Zellen wuchsen, nach IL-3-Entzug, nicht mit HIL-6. Auch steigende
Konzentrationen von HIL-6 induzierten keine Proliferation. Die nativen Zellen wuchsen nur in
Anwesenheit von 10 % (v/v) WEHI-Kulturiiberstand (Abbildung 29, blaue Balken). Auf die L-
gp130 Zellen hatte HIL-6 ebenfalls keinen EinfluB8. Die Zellen wachsen zwar, dieser Effekt ist
aber im getesteten Konzentrationsbereich (1- 10 ng/ml HIL-6) konzentrationsunabhingig
(Abbildung 29, gelbe Balken). Erneut konnte gezeigt werden, daf} die L-gp130 Zellen auch ohne
Zytokin proliferieren (gelber Balken, ganz links). Bei BAF/3-gp130 Zellen induzierten steigende
Konzentrationen HIL-6 die Proliferation. Ab 1 ng/ml ist ein deutliches Wachstum me@bar. Der
proliferationsfordernde Effekt 1463t sich mit zunehmenden Konzentrationen des Zytokins weiter
steigern (Abbildung 29, lila Balken). Ohne Zytokin wachsen BAF/3-gp130 Zellen nicht (3er
Balken ganz links). In Anwesenheit von 10% (v/v) WEHI-Kulturiiberstand wachsen alle drei
Zellinien. Die L-gpl30 transfizierten Zellen zeigen hier wieder eine deutlich niedrigere

Proliferationsrate als die nativen Zellen (3er Balken ganz rechts).
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Abbildung 29: Proliferationstest zur Uberpriifung der HIL-6 Abhiingigkeit von BAF/3, BAF/3-L-gp130
und BAF/3-L-gp130 Zellen.

BAF/3, BAF/3-L-gp130 und BAF/3-L-gp130 Zellen wurden gewaschen und mit steigenden
Konzentrationen HIL-6 iiber einen Zeitraum von 4 Tagen inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen 4 h
mit [’H]-Thymidin inkubiert und dann auf Glasfaserfilter geerntet. Die [’H]-Thymidin Inkorporation
wurde durch Szintillationszihlung gemessen. Bei den Daten handelt es sich um Mittelwerte von 4
MeBwerten. Die zytokinunabhéngige Proliferation von L-gp130 Zellen ist im MeBbereich (1-10 ng/ml)
unabhiingig von HIL-6.

Blau: untransfizierte BAF/3 Zellen, gelb: L-gp130 Zellen lila: BAF/3-gp130 Zellen.

3.9.4 Aktivierung von Effektorproteinen: STATS

Native BAF/3 Zellen sind IL-3 abhidngig. Durch eine Stimulation mit IL-3 wird der
Transkriptionsfaktor STATS aktiviert. BAF/3-gp130 Zellen sind nicht mehr IL-3 abhingig,
sondern konnen mit HIL-6 als Wachstumsfaktor iiberleben und proliferieren. In diesem Fall wird
in den entsprechenden Zellen dann der Transkriptionsfaktor STAT3 aktiviert. Um die
Auswirkungen des stabil transfizierten L-gp130 auf die Signaltransduktion zu untersuchen,
wurde daher der Phosphorylierungsstatus der beiden Proteine STATS und STAT3 untersucht
(Abbildung 30). BAF/3, BAF/3-gp130 und BAF/3-L-gp130 Zellen wurden gewaschen, fiir 6 h in
serumfreiem Medium kultiviert und mit 10 % (v/v) WEHI-Kulturiiberstand, 10 ng/ml IL-3 oder

10 ng/ml HIL-6 fiir 10 min stimuliert. Nach der Lyse wurden alle STATS Proteine prézipitiert.
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Abbildung 30: Western-Blot Analyse des Phosphorylierungsstatus von STATS in BAF/3, BAF/3-gp130 und
BAF/3-L-gp130 Zellen.

Nachweis von phosphoryliertem STAT5 aus BAF/3, BAF/3-gp130 und BAF/3-L-gp130 Zellen. 2 x 10° Zellen
wurden gewaschen und 6 h in serumfreiem Medium kultiviert. Die Stimulation mit den Zytokinen erfolgte
fiir 10 min bei 37 °C. AnschlieBend wurden die Zellen lysiert. Durch die Inkubation mit einem STATS
Antikorper wurden zunichst alle STATS Proteine prizipitiert. Die Proteine wurden im SDS-Gel
aufgetrennt und auf eine PVDF Membran iibertragen. Die Membran wurde mit dem
phosphotyrosinspezifischen Antikorper 4G10 inkubiert. Der peroxidasegekoppelte Sekundirantikorper
wurde durch Chemilumineszenz nachgewiesen. A: unstimulierte, mit WEHI-Kulturiiberstand und IL-3
stimulierte BAF/3 Zellen, B: unstimulierte, mit WEHI-Kulturiiberstand, IL-3 und HIL-6 stimulierte
BAF/3-gp130 Zellen, C: unstimulierte BAF/3-L-gp130 Zellen. Aus L-gp130 Zellen ist keine
stimulationsunabhéngige STATS Phosphorylierung nachweisbar.

Der Western-Blot mit dem phosphotyrosinspezifischen Antikorper (4G10) zeigt daher nur
phosphorylierte STATS Proteine (Abbildung 30, a, b und c). In nativen BAF/3 Zellen 16st eine
Stimulation mit WEHI-Kulturiiberstand oder IL-3 die STATS5 Phosphorylierung aus (Abbildung
30 a, Spuren 2 und 3), in unstimulierten Kontrollzellen erscheint keine Bande (Abbildung 30 a,
Spurl). Auch bei BAF/3-gp130 Zellen fiihrt die Stimulation mit WEHI-Kulturiiberstand und IL-
3 zur STATS Phosphorylierung (Abbildung 30 b, Spuren 5 und 6). Mit HIL-6 ist keine STAT5
Aktivierung induzierbar (Abbildung 30 b, Spur 7). Da mit L-gp130 transfizierte Zellen ohne
Ligand aktiv sind, wurde nur die STATS5 Phosphorylierung in unstimulierten BAF/3-L-gp130
Zellen untersucht. Aus Lysaten dieser Zellen ist ohne Stimulation kein aktives STATS
nachweisbar (Abbildung 30 ¢, Spur 8, roter Pfeil). In einigen Versuchen wurden bei dem STATS

Nachweis Doppelbanden sichtbar. Moglicherweise handelt es sich dabei um proteolytische
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Abbauprodukte. Um zu zeigen, daB3 in allen Spuren der Gele vergleichbare Proteinmengen
analysiert wurden, wurden die Membranen unter stringenten Bedingungen gewaschen und mit
einem STATS Antikorper reinkubiert. So wurde die Gesamtmenge an vorhandenem STATS-
Protein gezeigt (Abbildung 30, untere Spur). Man sieht, da} in allen Spuren vergleichbare
STATS Mengen untersucht wurden.

3.9.5 Aktivierung von Effektorproteinen: STAT3

Mit WT-gpl130 transfizierte BAF/3 Zellen konnen in Anwesenheit von HIL-6 iiberleben und
proliferieren. In diesen Zellen kommt es dann zu einer Phosphorylierung von STAT3. Um die
Auswirkung von stabil transfiziertem L-gpl130 auf die STAT3 Aktivierung zu untersuchen,
wurden BAF/3, BAF/3-gp130 und BAF/3-L-gp130 Zellen gewaschen, fiir 6 h in serumfreiem
Medium kultiviert und mit 10 ng/ml HIL-6 stimuliert (Abbildung 31).

BAF/3-L-gpl30 BAF/3-gpl30 BAF/3
Stimulation: 7 ] HIL-6 HIL-6 )
75 kDa - n
1 2 3 4 5
IP: 4G10
WB: Phospho-STAT3

Abbildung 31: Western-Blot Analyse des Phosphorylierungsstatus von STAT3 in BAF/3, BAF/3-gp130
und BAF/3-L-gp130 Zellen.

2 x 10° BAF/3, BAF/3-gp130 und BAF/3-L-gp130 Zellen wurden gewaschen und fiir 6 h in serumfreiem
Medium kultiviert. Die Stimulation mit HIL-6 erfolgte fiir 10 min bei 37 °C. AnschlieBend wurden die
Zellen lysiert. Aus den Lysaten wurden alle phosphorylierten Proteine prizipitiert (Antikorper: 4G10)
und durch Zugabe von Protein-A-Sepharose gefillt. Die Proteine wurden in einer SDS-PAGE
aufgetrennt und im Western-Blot analysiert. Fiir die Detektion im Western-Blot wurde ein Antikorper
verwendet, der ausschlieBlich phosphoryliertes STAT3 erkennt. Spur 1: unstimulierte BAF/3-L-gp130
Zellen, Spur 2: unstimulierte BAF/3-gp130 Zellen, Spur 3: mit HIL-6 stimulierte BAF/3-gp130 Zellen,
Spur 4: mit HIL-6 stimulierte BAF/3 Zellen, Spur 5: unstimulierte BAF/3 Zellen. In L-gp130 Zellen ist
STAT3 auch ohne Stimulation aktiv (Spur 1).
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Phosphorylierte STAT3 Proteine wurden mit dem 4G10 Antikorper prézipitiert und im Western-
Blot durch einen Phospho-STAT3 Antikorper analysiert. Aus Lysaten von BAF/3-L-gp130
Zellen ist ohne Stimulation phosphoryliertes STAT3 detektierbar (Abbildung 31, Spur 1). In
BAF/3-gp130 Zellen ist eine STAT3 Aktivierung nur nach vorheriger Stimulation mit HIL-6
nachweisbar (Abbildung 31, Spuren 2 und 3). In nativen BAF/3 Zellen ist durch HIL-6 keine
STAT3 Aktivierung induzierbar (Abbildung 31, Spuren 4 und 5).
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4 Diskussion

4.1 Konstitutiv aktives gp130

Das Glykoprotein 130 ist die gemeinsame Rezeptoruntereinheit aller Zytokine der IL-6 Familie.
Die Bindung eines Liganden bewirkt die Oligomerisierung des Transmembranrezeptors mit
anderen Rezeptoruntereinheiten der IL-6 artigen Zytokine. Im Verlaufe der Signaliibertragung
kommt es zur Autophosphorylierung assoziierter Januskinasen und zur Phosphorylierung
zytoplasmatischer Tyrosinreste des Rezeptors. Diese Rezeptorphosphotyrosine rekrutieren
zytoplasmatische STAT Proteine, welche iiber ihre SH2 Doménen binden. Die STAT Proteine
werden durch rezeptor-assoziierte Kinasen phosphoryliert. Diese Phosphorylierung induziert die
Dimerisierung und die nukledre Translokation der STAT Proteine. Im Zellkern wirken sie als
Transkriptionsfaktoren und aktivieren spezifische Promotorelemente von Zielgenen. Durch
gp130 werden verschiedene Signalwege in Zellen aktiviert, unter anderem der PI3-Kinase-,
Ras/Raf/MAPK- und Jak-STAT-Weg. Im Falle des Jak-STAT Signaltransduktionsweges
resultiert die Aktivierung durch IL-6 in der Homodimerisierung von gpl30 und der

Phopshorylierung der Transkriptionsfaktoren STAT1 und STAT3.

Die konstitutive Aktivierung von Proteinen des Jak-STAT Signalweges ist mit humanen
Krebserkrankungen assoziiert. Insbesondere scheint dabei dauerhaft aktives STAT3 eine
wichtige Rolle zu spielen [125, 137]. Der Zusammenhang zwischen konstitutiv aktivem STAT3
und Krebserkrankungen wurde z.B. fiir hamatologische Erkrankungen, wie das Multiple Myelom

[125] und fiir Brustkrebs [124] gezeigt.

In dieser Arbeit sollte die Bedeutung von konstitutiv aktivem gp130 untersucht werden. Dazu
wurden zwei chimire gpl130 Molekiile generiert. Fiir das Protein A-gp130 wurde der gpl30-
Wildtyprezeptor (WT-gp130) 15 AS iiber der Transmembrandoméne trunkiert. An das Protein
L-gp130 wurde extrazellulidr ein Jun-Zipper angefiigt, iiber den monomere Rezeptoremolekiile
dimerisieren konnen [140, 141] . Beide Molekiile wurden auf cDNA Ebene kloniert und die
Proteine wurden exprimiert. In Transfektionsexperimenten wurden die Effekte der transgenen

Rezeptoren auf den Jak-STAT Signaltransduktionsweg eukaryotischer Zellen untersucht.
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4.2 Aktivierung von gpl30: Ist die physikalische Dimerisierung
ausreichend oder ist das Erreichen einer spezifischen Konformation

und Orientierung der zytoplasmatischen Rezeptorbereiche essentiell?

Die Frage, ob eine Dimerisierung von gp130 ausreichend ist, um ein Signal auszuldsen oder ob
eine prizise Orientierung der zytoplasmatischen Bereiche erreicht werden muf}, kann nicht
beantwortet werden. Es wire denkbar, daf} die extrazellularen Doménen von gp130 dafiir sorgen,
daB} die zytoplasmatischen Bereiche des Rezeptors in einem inaktiven Abstand zueinander
liegen. Die Ligandenbindung konnte eine Konformationsdnderung bewirken, welche die
zytoplasmatischen Rezeptorbereiche nidher zusammenbringt und die Autophosphorylierung der
Januskinasen ermdoglicht. Fiir den Erythropoetinrezeptor (EPOR), der als praformiertes nicht

kovalentes Dimer vorliegt, konnte diese Art der Aktivierung gezeigt werden [169].

In der Transmembrandoméne von gpl130 kommt die Aminosdure Cystein zweimal vor. Durch
die Ausbildung einer Disulfidbriicke zwischen zwei Monomeren konnte eine Dimerisierung
erfolgen, ohne dal} es zu grofBeren Konformationsidnderungen im zytoplasmatischen Bereich von
gp130 kommt. Mit Hilfe des A-gp130 Konstruktes sollte unter anderem die Frage beantwortet
werden, ob das Entfernen des extrazellularen Bereiches eine solche Dimerisierung ermoglicht.
Weiterhin sollte untersucht werden, ob eine solche Dimerisierung zu einer Aktivierung der

Signalkaskade fiihrt oder nicht.

Diese Fragen konnten nicht beantwortet werden. Das Protein A-gp130 wird zwar exprimiert,
aber nicht an seinen Bestimmungsort, die Plasmamembran transportiert. Moglicherweise fiihrte
die Trunkierung des extrazelluldren Bereiches dazu, dal das verbleibende Protein nicht richtig
gefaltet werden kann. Falsch gefaltete Proteine werden im endoplasmatischen Retikulum (ER)
zuriickgehalten und danach degradiert [170]. Die indirekte Immunfluoreszenzfiarbung von A-
gp130 in transfizierten Zellen weist darauf hin. In diesem Versuch konnten lediglich Bereiche

des Proteinsyntheseapparates und Vesikel spezifisch fluoreszenzmarkiert werden, aber keine

Plasmamembran (siche Abb. 15).
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4.3 L-gp130: Ein Modell fiir eine permanente, ligandenunabhéngige
Stimulation von gp130

4.3.1 Effekte von L-gp130 auf transient transfizierte Zellen

Die extrazellularen Bereiche des Transmembranrezeptors gp130 wurden durch den Leuzin-
Zipper Bereich aus dem humanen c-Jun Protein ersetzt. Dies fiihrte zu einer Dimerisierung der
zytoplasmatischen Rezeptorbereiche. Die so induzierte Dimersierung des chiméren Proteins L-
gp130 fiihrt zu einer konstitutiven Aktivierung. In transient transfizierten eukaryotischen Zellen
16st L-gpl30 eine stimulationsunabhidngige Aktivierung von Proteinen des Jak-STAT
Signaltransduktionsweges aus. Der Transkriptionsfaktor STAT3 ist zytokinunabhédngig
phosphoryliert. Um zu iberpriifen, ob die durch L-gpl130 aktivierten STAT3 Proteine ihre
biologische Funktion ausiiben konnen, wurde ein DNA-Bindungstest durchgefiihrt. Damit
konnte gezeigt werden, daf} die aktiven STAT3 Proteine aus Lysaten L-gp130 transfizierter
Zellen in der Lage sind, an eine spezifische DNA-Sequenz zu binden. Es handelt sich dabei um
eine natiirliche Zielsequenz von aktivem STAT3, die als siem (sis-inducible element) bezeichnet
wird. Diese Sequenz findet man im Promotorbereich des c-Fos Gens. Da fiir einen
Transkriptionsfaktor nicht nur die Bindung an eine spezifische Zielsequenz von Bedeutung ist,
sondern auch die Fihigkeit zur Aktivierung eines Promotors, wurde auflerdem ein
Reportergentest durchgefiihrt. Es konnte gezeigt werden, dal die aktivierten STAT3 Proteine
einen Thymidinkinasepromotor anschalten und damit die Expression eines Reportergens
induzieren konnen. So konnte gezeigt werden, dal der chimidre Rezeptor L-gpl130

stimulationsunabhingig den Jak-STAT Signalweg in eukaryotischen Zellen aktiviert.

Der Wildtyprezeptor gp130 ist ohne vorherige Stimulation nicht aktiv. L-gp130 hingegen
signalisiert ~ stimulationsunabhingig. = Der  Vorteil eines  stimulationsunabhingigen
Rezeptorsystems besteht darin, daf Effekte von endogenen Rezeptoren weitgehend
ausgeschlossen werden konnen. Dies ist insbesondere in experimenteller Hinsicht von Vorteil, da

WT-gp130 ubiquitédr exprimiert wird.

4.3.2 Effekte von L-gp130 auf stabil transfizierte Zellen: BAF/3-L-gp130 Zellen

wachsen faktorunabhiingig

BAF/3 Zellen sind immortalisierte murine Pri-B-Zellen, die sowohl in Bezug auf Uberleben als

auch auf Proliferation, von dem Zytokin IL-3 abhingig sind [158]. Ein Entzug von IL-3 bewirkt
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das Sterben der Zellen durch Apoptose innerhalb von 24-36 h [147, 171]. BAF/3 Zellen weisen
das immunologische Profil sehr frither B-Zellen auf. Sie exprimieren das Oberfldchenantigen
B220, welches das fritheste B-zellspezifische Antigen ist [147]. Ist auf Zellen die Expression von
B220 nachweisbar, werden diese der B-Zellinie zugeordnet [172]. Die Entwicklung einer
myeloiden Vorlduferzelle zu einer reifen B-Zelle verlduft in mehreren Schritten. Pro-B Zellen
(progenitor B cell), differenzieren in der Umgebung des Knochenmarks, zu den Prid-B Zellen
(precursor B cells). Der Kontakt zwischen den Stromazellen des Knochenmarks und den
unreifen B-Zellen ist dabei essentiell. Der Ubergang von der Pro-B Zelle zur Pri-B Zelle ist mit
Gen-Umlagerungen der Immunglobulin DNA assoziiert. Zuerst werden die Gene fiir die schwere
Kette der Immunglobuline umgelagert. Ist dieser Vorgang abgeschlossen, so bezeichnet man die
Zelle als Pra-B Zelle. Spiter werden auch die Gene fiir die leichte Kette der Immunglobuline
umgelagert [172]. BAF/3 Zellen weisen noch keine umgelagerten Immunglobulingene auf,
insofern ist ihre Bezeichnung als Pri-B-Zellen irrefiihrend. Das entwicklungsbiologische
Potential von BAF/3 Zellen ist hoch. In bestrahlten Mausen, also in vivo, konnen BAF/3 Zellen
zu antikorperproduzierenden B-Zellen differenzieren, in vitro besitzen sie diese Kapazitit nicht

[147].

Wir haben uns als Zellsystem fiir BAF/3 Zellen entschieden, da BAF/3 Zellen endogen keine
Zytokinrezeptoren der IL-6-Familie exprimieren. Entsprechend kann man nach einer
Transfektion die Auswirkungen solcher Proteine vollig unabhingig von einem Einfluf}

endogener Signale untersuchen.

Fiir die Generierung einer stabilen BAF/3-Zellinie wurde ein retrovirales Transfektionssystem
verwendet. Retrovirale Transfektionssysteme zeichnen sich im allgemeinen durch ihre hohe
Effizienz aus [173, 174]. Es ist jedoch bekannt, dafl die Expression von retroviralen Vektoren in
bestimmten Zelltypen oftmals stark herunterreguliert wird [175, 176]. Dazu zidhlen embryonale
Stammzellen und h@matopoetische Vorldauferzellen [177-179]. Der Mechanismus dieses als
retroviral silencing bezeichneten Phinomens wird noch diskutiert. Zelltypspezifische trans-
wirkende transkriptionelle Repressoren konnen die Transkription behindern. Als trans-wirkend
wird ein Faktor bezeichnet, wenn er seine Funktion nicht im Bereich seines Gens, sondern an
raumlich weiter entfernten Genen im Genom ausiibt. Eine cis-wirkende de novo Methylierung
des integrierten Provirus wird als weitere Ursache diskutiert. Cis-wirkende Faktoren beeinfluB3en
nur die Expression von Genen, die auf dem gleichen Chromosom lokalisiert sind. Diese DNA-
Methylierung konnte ein zelluldrer Mechanismus sein, um retrovirale Elemente zu inaktivieren

und damit die Verbreitung von transposablen Elementen zu verhindern [180-182].
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Mit dem speziell an himatopoetische Zellen angepaliten retroviralen Vektor pMOWS konnten
Zellen stabil transfiziert werden [150]. Bei der Konstruktion retroviraler Vektoren fiir
himatopoetische Vorlduferzellen sind vor allem regulatorische Bereiche innerhalb der 5° und 3’
long terminal repeat (LTR) Regionen zu beachten. Die Besonderheiten des Vektors pMOWS
hinsichtlich dieser Bereiche wurden bereits im Ergebnisteil dargestellt. Zusammenfassend kann
man sagen, dal durch Sequenzverdnderungen die Affinitédten fiir positive Transkriptionsfaktoren

erhoht und die Affinitdten fiir negative transkriptionelle Regulatoren herabgesetzt wurden.

BAF/3 Zellen sind im nativen Zustand abhingig von IL-3 [147], was zu einer Aktivierung des
Transkriptionsfaktors STATS fiihrt (siehe Abbildung 32).

Abbildung 32: Aktivierung des Jak/STAT Signaltransduktionsweges in BAF/3 Zellen durch Stimulierung
mit IL-3. Die Stimulation mit IL-3 bewirkt die Dimerisierung der Rezeptoruntereinheiten IL-3Ro und IL-
3RP. Im Verlauf der Signaltransduktion kommt es unter anderem zur Autophosphorylierung der Kinase
Jak2. Der Transkriptionsfaktor STATS wird phosphoryliert und bildet daraufhin Dimere. Dimerisiertes
STATS wandert in den Zellkern und induziert dort die Transkription von Zielgenen.

Eine Transfektion von BAF/3 Zellen mit dem WT-gp130 fiihrt nach einer Stimulation mit IL-
6/sIL6R zu einer Homodimerisierung von gpl30 und einer Aktivierung von STAT3 [158].
Anstelle von IL-6/sIL-6R kann auch das Fusionsprotein Hyper-IL-6 (HIL-6) fiir die Stimulation
von Zellen verwendet werden. Hyper-IL-6 ist ein Designerzytokin, das aus IL-6 und dem
loslichen IL-6R besteht [153]. Bei einer Stimulation mit Hyper IL-6 ist man von der zelleigenen
Expression des IL-6R unabhingig. BAF/3-WT-gp130 Zellen iiberleben und proliferieren ohne
IL-3, insofern sie mit HIL-6 stimuliert werden [153].
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HI1.-6 vermittelte Sienaltransduktion in BAF/3-0p130 Zellen

Q. Zieleen |

Abbildung 33: Aktivierung des Jak/STAT Signaltransduktionsweges in BAF/3 Zellen durch Stimulierung
mit HIL-6. HIL-6 bewirkt auf BAF/3 Zellen die Homodimerisierung von gp130. Dies fiihrt unter anderem
zur Phosphorylierung von Jak2 und STAT3. Aktives STAT3 bildet Dimere und induziert nach der
Translokation in den Zellkern die Transkription von Zielgenen.

Mit WT-gpl30 transfizierte BAF/3 Zellen miissen dafiir von einem Signalweg, der den
Transkriptionsfaktor STATS aktiviert, umschalten zu einer Signaltransduktion, die in einer

Phopshorylierung von STAT3 Proteinen resultiert (vgl. Abbildung 32 und Abbildung 33).

In L-gpl30 transfizierten Zellen ist das Transmembranprotein gpl30 konstitutiv aktiv, die
gp130-Signalkaskade ist aktiviert. Der Transkriptionsfaktor STAT3 ist phosphoryliert und
transfizierte Zellen proliferieren und iiberleben zytokinunabhéngig (sieche Abbildung 34). Auch
die Transfektion von BAF/3 Zellen mit dem chimiren Rezeptor L-gp130 erfordert den Wechsel

zwischen einem IL-3 induzierten und einem gp130 vermittelten Signalweg.
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Ligandemumabhiingice Signaltransduktion in BAF/3-1.-gp130 Zellen
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Abbildung 34: Ligandenunabhiingige Aktivierung des Jak/STAT Signaltransduktionsweges in BAF/3-L-
gp130 Zellen. L-gp130 ist in BAF/3 Zellen ein aktives Homodimer. Es fiihrt vermutlich iiber eine
Phosphorylierung von Jak2 (Jakl und Tyk1) zu einer Phosphorylierung von STAT3 Molekiilen.

Nach der retroviralen Transduktion wurden die BAF/3 Zellen selektioniert. Der retrovirale
Vektor pMOWS kodiert fiir eine Puromycinresistenz, daher wurden die Zellen in Anwesenheit
ihres essentiellen Wachtumsfaktors IL-3 mit Puromycin kultiviert. Nach zwei Tagen wurden die
Selektionsbedingungen geédndert. Wie in Abbildung 4 und 5 dargestellt, wurden sowohl das
Puromycin als auch das IL-3 durch Waschen entfernt. WT-gp130 Zellen wurden mit HIL-6, L-
gp130 Zellen ohne Zytokin kultiviert. Uber einen Zeitraum von acht Wochen wurden die
Selektionsbedingungen immer wieder angepal’t. Zwar iiberlebten wenige Zellen die Selektion
mit HIL-6 bzw. ohne Zytokin, sie proliferierten jedoch nicht erkennbar. Um die iiberlebenden
Zellen zu expandieren wurde daher nach 12-18 Tagen wieder WEHI-Kulturiiberstand
zugegeben. Die Zugabe des WEHI-Kulturiiberstandes induzierte die Proliferation der Zellen.
Diese Erholungsphasen waren essentiell. Versuche, Klone ohne eine solche angepalite Selektion
zu erhalten, schlugen fehl. Sobald nach Zugabe von WEHI-Kulturiiberstand wieder eine gro3ere
Menge Zellen zur Verfiigung stand, wurde das IL-3 wieder entfernt und die Zellen wieder mit

HIL-6 bzw. ohne Zytokin kultiviert (siche Abbildung 35 und Abbildung 36).
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BAF/3-gp130 Zellen: Adaptation/Seleltion
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Abbildung 35: Selektions-/Adaptationsschema fiir WT-gp130 transfizierte BAF/3 Zellen. Zwischen den
Selektionsphasen mit HIL-6 wurde den Zellen wieder WEHI-Kulturiiberstand zugesetzt. Nach einigen
Tagen wurden die Zellen gewaschen und die Selektion mit HIL-6 fortgesetzt.

BAF/3-1-gp130 Zellen: Adaptation/Selelcti on
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Abbildung 36: Selektions-/Adaptationsschema fiir L-gp130 transfizierte BAF/3 Zellen. Nach einer
zytokinfreien Selektionsphase wurden die Zellen wieder mit IL-3 kultiviert. Nach einigen Tagen
wurden die Zellen gewaschen und die Selektion ohne Zytokin fortgesetzt. Fiir die Generierung der
stabilen Zellinie BAF/3-L-gp130 waren vier solcher Zyklen notwendig.

Offensichtlich benoétigten die transfizierten Zellen eine gewisse Zeit fiir die Umstellung ihrer
Signalwege. Wihrend dieser Zeit proliferierten die Zellen nicht. Es ist nicht klar, was durch die
Selektion mit den wiederholten ,,Erholungsphasen‘ im einzelnen bewirkt wurde. Es ist denkbar,

dafl die Selektion Klone begiinstigt hat, die eine besonders hohe Expressionrate der transgenen
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Rezeptorproteine aufweisen. Diese hitten wihrend der Phasen mit HIL-6 bzw. wihrend der
zytokinfreien Phasen einen Uberlebensvorteil gegeniiber niedrig exprimierenden Klonen.
Wihrend der Phasen mit WEHI-Kulturiiberstand wurden dann wieder alle Klone expandiert,
unabhingig von ihrer Rezeptorexpression. Ein erneuter IL-3 Entzug hitte dann wieder
préaferentiell hochexprimierende Klone begiinstigt. Dies wiirde erkldren, warum nach den Phasen
mit IL-3 nicht alle Zellen iiberlebten, sondern die meisten wieder starben. Im Laufe der Zeit

wiirden sich so einzelne hoch exprimierende Klone durchsetzen.

Moglich ist auch, dal es sich weniger um einen Selektions- als mehr um einen
Adaptationsprozef3 handelte. Die transfizierten Zellen bendtigen eine zeitlang, um alle fiir die
neue Signaltransduktion notigen Proteine hoch genug zu exprimieren. Auch nach der
Adaptationstheorie wiren alle Zellen, die die Phasen mit HIL-6 bzw. die zytokinfreien
Selektionsphasen iiberstanden haben, durch die Zugabe von WEHI-Kulturiiberstand wieder zur
Proliferation angeregt worden. Alle Zellen hitten danach wihrend der Adaptationszeit nach und

nach die Gene, die die Proliferation positiv beeinfluflen, langsam hochreguliert.

Die wenigen iiberlebenden Zellen reagierten zunidchst nur in soweit auf die verdnderten
Bedingungen, als das sie iiberlebten. Sie konnten sich aber eine zeitlang nicht teilen. Nach der
Selektion/Adaptation {iiberlebten und proliferierten die transfizierten Zellen auch ohne die
,Erholungsphasen®. Auffillig war, dal die stabil transfizierten BAF/3 Zellen nach den vier
Selektions-Zyklen zunéchst nur sehr langsam proliferierten. Die Proliferationsrate war, sowohl
ohne als auch mit IL-3, im Vergleich zu untransfizierten BAF/3 Zellen wesentlich niedriger.
Moglicherweise wurden in einem kritischen Zeitraum nicht nur die transgenen gpl130 Proteine
und Komponenten einer gpl30 vermittelten Signalkaksade hoch-, sondern auch Komponenten
der IL-3 Signaltransduktion herunterreguliert. Das wiirde erkldren, warum transfizierte Zellen
kurz nach der Selektionsphase selbst mit IL-3 nicht so gut proliferierten wie vor der
Transfektion. Dieser Effekt konnte iiber einen Zeitraum von drei bis vier Wochen beobachtet

werden. Innerhalb dieser Zeit erhohte sich die Proliferationsrate transfizierter Zellen allméhlich.

Offensichtlich aktivieren sowohl IL-3 als auch IL-6 Gene, die das Uberleben und das Wachstum
von Zellen steuern. Das beobachtete Verhalten der Zellen wihrend der Selektion deutet darauf
hin, dal} es im Kontext gp130 vermittelter Signale einen klaren Unterschied gibt zwischen einem
Signal, das ein Uberleben der Zelle ermoglicht, und einem Signal, das die Proliferation einer
Zelle reguliert. Die klare Unterscheidung zwischen Uberleben und Wachstum war nur wihrend
eines kritischen Zeitraumes zu beobachten. Nach dieser kritischen Zeit waren alle Signale, die

fiir eine Proliferation der Zellen notwendig sind, angeschaltet.
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Dal BAF/3 Zellen grundsitzlich dazu in der Lage sind, zwischen den Signalwegen
umzuschalten, kann anhand der Rezeptorexpression natiirlicher Pro-B-Zellen nachvollzogen
werden. Die Expression von Zytokinrezeptoren ist in B-Zellen stark abhidngig vom
Differenzierungsgrad der Zellen. Im Stadium der Prid- oder Pro-B-Zelle exprimieren B-Zellen
keinen IL-6R [183]. Erst terminal differenzierte, aktivierte B-Zellen exprimieren den IL-6R. B-
Zellen sind also erst ab einem bestimmten Entwicklungsstadium IL-6 responsiv. Natiirliche B-
Zellen besitzen alle intrazelluliren Komponenten, die fiir eine gpl30 vermittelte

Signaltransduktion notig sind, deren Expression ist jedoch zeitlich reguliert.

Die stabile Transfektion von BAF/3 Zellen mit dem WT-gp130 fiihrte dazu, dall diese Zellen
unabhiingig von IL-3 und statt dessen abhingig von HIL-6 wachsen [158]. Dal L-gp130
transfizierte BAF/3 Zellen wie erwartet ohne Zytokinstimulation wachsen zeigt ebenfalls, daf}
BAF/3 Zellen auf die durch den chimiren Rezeptor ausgeldste Signaltransduktion reagieren

konnen.

DaB transfizierte Zellen erst umschalten miissen 146t sich besser verstehen, wenn man bedenkt,
dafB} IL-3 auch als Multilineage Colony Stimulating Factor (multi-CSF) bezeichnet wurde. 1L-3
wirkt auf alle hdmatopoetischen Zellen, sein Wirkspektrum ist also breiter als das von IL-6. Es
wird vermutet, das IL-3 schon auf die pluripotente hdmatopoetische Stammzelle wirkt. Die
Wirkung von IL-6 ist spezifischer. Es wirkt nur auf myeloide Vorlduferzellen und in der
lymphoiden Entwicklungslinie erst auf reife B-Zellen, die es zur Antikorperproduktion anregt

[23, 172].

Die Schwierigkeiten bei der Selektion sind nicht auf das chimire L-gpl130 Protein
zuriickzufithren, da sie bei mit WT-gpl130 transfizierten Kontrollzellen ebenfalls auftraten.
Zwischen WT-gpl130 und L-gp130 transfizierten Zellen gab es im Selektionsverhalten keine

Unterschiede.

Mit A-gp130 transfizierte BAF/3 Zellen iiberlebten die erste Selektionsrunde nicht. Auch durch
Zugabe von IL-3 konnte bei A-gpl30 transfizierten BAF/3 Zellen nach dem ersten
Zytokinentzug keine Proliferation mehr induziert werden. Die Zellen waren bereits nach einem
Tag ohne Zytokin gestorben. Da das Protein A-gp130 offenbar nicht richtig prozessiert und nicht
in der Plasmamembran exprimiert wird, kann es offensichtlich auch keine Signaliibertragung

auslosen. Mit dem leeren Vektor transfizierte Zellen iiberlebten die erste Selektionsphase ohne

Zytokin bzw. mit HIL-6 ebenfalls nicht.

102



4 Diskussion

Nach der Selektion iiberleben und proliferieren L-gp130 transfizierte Zellen zytokinunabhingig.
Damit stehen nun Zellen zur Verfiigung, die L-gp130 stabil in ihr Genom integriert haben. Die
Expression des chiméren Rezeptors wurde auf RNA Ebene durch eine RT-PCR nachgewiesen.
Der Transkriptionsfaktor STAT3 ist in den BAF/3-L-gp130 Zellen ohne Zytokinstimulation
permanent aktiv. Da eine dauerhafte Phosphorylierung von STAT3 nicht in Kontrollzellen

nachgewiesen werden konnte, ist sie eine Auswirkung des chimiren gp130 Rezeptors.

Mit dem durch einen Leuzin-ReiBerschlul kiinstlich dimerisierten L-gp130 Protein steht zum
ersten mal ein System zur Verfiigung, mit dem eine permanente Stimulation eines gpl30-
Signalweges untersucht werden kann. Bisher war das in dem MalBe nicht moglich. In stabil mit
IL-6 transfizierten HepG2 Zellen kommt es nach 15-30 min zur Internalisierung und
Degradation des Liganden. Zeitgleich wird bei einer Ligandenbindung auch der spezifische IL-
6R internalisiert [85]. Bis nach einer solchen Stimulation wieder genausoviel IL-6R auf der
Zelloberflache exprimiert wird wie vor der Stimulation, dauert es mehr als 8 h. Die erneute
Expression des IL-6R ist cycloheximid-sensitiv, was dafiir spricht, daB3 der internalisierte
Rezeptor degradiert und IL-6R Proteine de novo synthetisiert werden [184]. Cycloheximid ist ein
ribosomaler Inhibitor der Proteinsynthese. Es hemmt die Peptidyl-Transferase auf der groflen
Untereinheit der Ribosomen. Die gegenseitige Regulation von Ligand und spezifischem
Rezeptor sowie die langanhaltende Desensibilisierung der Zelle nach erfolgter Stimulation ist

vermutlich ein Schutz der Zelle gegen eine Uberstimulierung mit IL-6 [184].

Es gibt bereits einige Chimiren, die eine kiinstliche Dimerisierung der zytoplasmatischen
Bereiche von gp130 verwenden. Ein Beispiel ist das Fusionsprotein aus der zytoplasmatischen
Domiine von gp130 und dem FKBP12 Protein. FKBP12 bindet mit einer hohen Affinitit die als
chemical inducer of dimerization (CID) bezeichnete synthetische Droge AP20187. Das fiihrt zu
einer drogeninduzierten Dimerisierung und Aktivierung des gp130 vermittelten Signals. Dieses
Modell fiihrte in vivo zu einer AP20187 induzierbaren Expansion von Hepatozyten. Eine
langfristige in vitro Expansion von primidren Maushepatozyten konnte mit diesem System nicht
erreicht werden [185]. Dieses System ist ligandenabhingig und durch die Internalisierung des
Liganden begrenzt. Die Stabilitit des Liganden in der Zellkultur ist im Hinblick auf eine
permanente Aktivierung ebenfalls ein kritischer Punkt. Nach einiger Zeit ist der Ligand
verbraucht und muf} ersetzt werden. Mit groBer Wahrscheinlichkeit ist das so vermittelte Signal
nicht persistent. Ein weiteres Beispiel ist eine Chimére aus dem intrazelluldren Bereich von
gpl130, einer anti-HEL (hen egg lysozyme) Antikorperdomine und einer Domiéne des EpoR
[186]. Auch dieses System ist ligandenabhingig. Eine permanente Stimulation von gp130
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vermittelten Signalen konnte aufgrund der Ligandenabhingigkeit und der damit verbundenen
Internalisierung bisher nur eingeschrinkt untersucht werden. Mit unserem ligandenunabhingigen
L-gpl130 ist es erstmals moglich, die Auswirkungen von konstitutiven gpl30 vermittelten

Signalen in eukaryotischen Systemen zu untersuchen.

Um zweifelsfrei zu zeigen, daB} die Auswirkungen auf die transfizierten Zellen durch L-gp130-
Dimere ausgelost werden, mu3 man zunichst zeigen, ob man die entsprechenden Effekte
hemmen kann. Da wir davon ausgehen, dal das chimédre L-gpl130 iiber die Jun-Zipper
dimerisiert, konnte man versuchen, die Interaktion zwischen diesen Zipperbereichen zu
verhindern bzw. zu kompetieren. Es ist bekannt, daf Proteine aus der Jun-Familie mit vielen
anderen Proteinen Heterodimere bilden, unter anderem mit Proteinen aus der Fos-Familie.
Mischt man Peptide, die den Fos und Jun-Zipper-Regionen entsprechen, so werden mit einer ca.
1000-fachen Priferenz Heterodimere gebildet [146]. Es sollte also moglich sein, durch Zugabe
eines entsprechenden Fos-Proteins die iiberlebensfordernden und proliferativen Effekte des L-
gpl30 Proteins zu hemmen. Entsprechend behandelte BAF/3-L-gp130 Zellen miilten ihre

Fihigkeit zu faktorunabhingigem Wachstum und Uberleben verlieren und apoptotisch werden.

< L-gp130 als Modell: Expansion himatopoetischer Stammzellen und
die Bedeutung gp-130 vermittelter Signale auf die Differenzierung von

pluripotenten Zellen

Man kennt mehrere Typen von Stammzellen, die sich durch ihr unterschiedliches
entwicklungsbiologisches Potential unterscheiden [187]. Totipotent ist ausschlieBlich die
befruchtete Eizelle, aus ihr kann sich ein ganzer Organismus inklusive Keimzellen entwickeln.
Als embryonale Stammzellen (ES) werden Zellen aus dem Blastozystenstadium bezeichnet. Sie
sind pluripotent, das heil3t, sie sind nur im Kontext mit einer bereits vorhandenen Blastozyste in
der Lage, an einer Embryonalentwicklung teilzuhaben [188]. Ohne den Einflul von
Wachstumsfaktoren differenzieren ES Zellen spontan. Eine solche spontane Ausreifung resultiert
immer in einem Gemisch verschiedener Zelltypen. Durch den Einsatz spezifischer Wachstums-
und Differenzierungsfaktoren kann eine spezielle Differenzierung induziert werden. Dies ist fiir
spezifische regenerative Therapien von Bedeutung. Die Gewinnung reiner Zelltypen ist wichtig,
da bei einer Transplantation noch vorhandene ES Zellen durch ihr pluripotentes Potential zur
Bildung von Fremdgewebe fiihren konnen. Man spricht in einem solchen Fall von Teratomen

oder Teratokarzinomen [189].
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Adulte Stammzellen sind gewebespezifisch, sie haben die Kapazitit zur Selbsterneuerung und
zur Entwicklung spezialisierter Zelltypen. Adulte Stammzellen haben eine hohe Plastizitit, sie
haben jedoch nicht das gleiche Entwicklungspotential wie embryonale oder fotale Stammzellen.
Der entscheidende Vorteil adulter Stammzellen ist, dal Patienten sich selbst Zellen spenden
konnen und die Behandlung mit solchen autologen Zellen keine AbstoBungsreaktionen

hervorruft.

Bei Patienten mit wunheilbaren hidmatologischen FErkrankungen, Neoplasien, primiren
immundefizienten Erkrankungen oder metabolischen Stérungen kann eine Behandlung mit
autologen oder heterologen hdmatopoetischen Stammzellen eine geeignete Therapie sein.
Héamatopoetische Stammzellen residieren im Knochenmark, eine von 10.000 Blutzellen ist eine
Stammzelle [190]. Da das Immunsystem korperfremde Zellen erkennt und abstoft ist es eine
genaue immunologische Typisierung von Empfianger und Spender notwendig. Himatopoetische
Stammzellen konnen auch aus peripherem Blut oder aus dem Blut der Nabelschnur gewonnen
werden. Auch hier treten jedoch Schwierigkeiten auf. Bei der Gewinnung aus peripherem Blut
kann es schwierig sein, die Stammzellen zu mobilisieren [191]. Im Falle des Nabelschnurblutes
ist dessen Verfiigbarkeit und die beschriankte Anzahl der so isolierbaren Zellen ein begrenzender
Faktor [192]. Diese Probleme verdeutlichen, wie wichtig es ist, einmal isolierte himatopoetische
Stammzellen ex vivo zu expandieren. Man erreicht dies durch den kurzzeitigen Einsatz von
Zytokinen und Wachstumsfaktoren. Zytokine, die humane hdmatopoetische Stammzellen
regulieren, sind Stammzellen Faktor (SCF), FlIt3/FIt2 Ligand (FL) und IL-6, HIL-6, IL-11, IL-
12, LIF, Granulozyten Kolonie stimulierender Faktor (G-SCF) und Thrombopoetin (TPO). Eine
Kombination verschiedener Faktoren hat sich bei der ex vivo Expansion als am effektivsten

herausgestellt [193].

Embryonen, die homozygot eine Mutation im gp130 Gen haben weisen eine stark verminderte
Anzahl pluripotenter hamatopoetischer Vorlduferzellen in der Leber auf [194]. Aufgrund dieser
Beobachtung wurde untersucht, wie sich eine Stimulation von gpl30 auf hdmatopoetische
Stammzellen auswirkt. Eine Stimulation himatopoetischer Stammzellen mit IL-6 alleine zeigte
keinerlei Wirkung. Der kombinierte Einsatz von IL-6 und IL-3 dagegen resultierte in einer
Proliferationsforderung [24, 25]. Auch andere Untersuchungen kamen zu dem Ergebnis, daf} eine
kontinuierliche Aktivierung von gpl30 einen starken Einflul auf die Expansion
hidmatopoetischer Vorlduferzellen hat, bei einer zeitgleichen Behandlung der Zellen mit SCF
[81]. Auch fiir humane hdmatopoetische Vorlduferzellen konnte der synergistische Effekt einer

gp130 Aktivierung und einer SCF Behandlung gezeigt werden [195].

105



4 Diskussion

Eine Moglichkeit, gp130 zu aktivieren, ist die Stimulation mit IL-6. Nicht alle Zellen
exprimieren jedoch die fiir eine solche Stimulation notwendigen Rezeptoren. In Zellen, die den
IL-6R nicht exprimieren, kann gpl30 nicht durch IL-6 aktiviert werden. Hidmatopoetische
Stammzellen exprimieren keinen IL-6R und zédhlen daher nicht zu den natiirlichen Zielzellen von
IL-6 [183, 195, 196]. Zu einem dhnlichen Ergebnis kamen Sui et al, die zeigten, dall nur 30-50 %
der CD34-positiven Zellen aus Nabelschnurblut den IL-6R exprimieren [25]. CD34 ist ein
Membranmolekiil, das auf 1-3 % der hdmatopoetischen Zellen exprimiert wird. Diese
Zellpopulation ist dazu in der Lage, das gesamte himatopoetische System zu rekonstituieren. Sie
sind daher hidmatopoetische Stammzellen. Gpl30 wird auf allen CD34-positiven Zellen
exprimiert [183]. Durch den kombinierten Einsatz von IL-6 und 16slichem IL-6R (sIL-6R)
konnte das Problem der fehlenden Rezeptorexpression gelost werden. Der Einsatz des
Designerzytokins HIL-6, ein Fusionsprotein aus IL-6 und dem sIL-6R [153], l6ste zudem das
Problem der hohen Mengen an notwendigem IL-6 (50 ng/ml) und IL-6R (1280 ng/ml). Bei der
Untersuchung doppelt transgener Miuse, die sowohl IL-6 als auch den sIL-6R iiberexprimieren,
wurde eine starke Expansion extramedulldrer hdmatopoetischer Vorlauferzellen in der Leber und

der Milz beobachtet.

Es wire interessant, die Auswirkungen von konstitutiv aktivem gpl30 in himatopoetischen
Vorlduferzellen zu untersuchen. Die Verwendung des konstitutiv aktiven L-gp130 wiirde die
gesamte Problematik der Rezeptorexpression umgehen. Man wire in diesem Fall nicht nur vollig
unabhingig vom IL-6R, sondern auch von einer Behandlung der Zellen mit IL-6. Eine
Transfektion von ES Zellen und hidmatopoetischen Vorlduferzellen mit L-gp130 konnte die
Frage kldren, ob die dauerhafte gp130 Aktivierung in einer dauerhaften Expansion dieser Zellen

resultiert.

Neben der Expansion von Stammzellen ist es von Bedeutung, Stammzellen in einem
pluripotenten Differenzierungsstadium zu erhalten. Zuverlidssige Aussagen iiber das Potential
von zytokinbehandelten Vorlduferzellen konnen nur im Mausmodell gemacht werden. Der
Mausstamm CB-17 SCID (severe combined immunodeficiency disease) ist dafiir geeignet. Diese
Maiuse entwickeln aufgrund einer autosomal rezessiven Mutation keine reifen B- und T-
Lymphozyten und sind daher immundefizient [172]. Entsprechend kommt es bei diesen Miusen
nicht zu einer AbstoBungsreaktion gegeniiber Zellen oder Geweben fremder Mause oder Zellen
und Geweben anderer Spezies. Durch die Injektion von Knochenmarkszellen gesunder Miuse
konnen SCID Maiuse geheilt werden, sie entwickeln dann normale B-und T-Lymphozyten. Mit

der Transplantation von SCID Miusen wird die Fahigkeit von Zellen zur Rekonstituierung des
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hidmatopoetischen Systems untersucht. Besitzt eine Zelle die Fihigkeit, reife myeloide und
lymphoide Zellen iiber mehrere Wochen nach einer Transplantation im hédmatologisch

kompromittierten Empfinger zu generieren, wird sie per Definition als Stammzelle bezeichnet.

LaBt man ES  Zellen unbehandelt, so differenzieren sie spontan und verlieren ihre
Selbsterneuerungskapazitit. Die Kultivierung der ES Zellen mit LIF fiihrt dazu, die Zellen in
einem undifferenzierten Zustand zu halten. LIF ist ein Zytokin der IL-6 Familie, das iiber gp130
wirkt. ES Zellen, die mit einem aktivierbaren STAT3 transfiziert wurden, blieben nach der
Aktivierung des STAT3 ohne Stimulation mit LIF oder einem anderen Faktor in einem
undifferenzierten Zustand [197]. Konsistent mit diesem Ergebnis, waren mit dominant
negativem STAT3 transfizierte hidmatopoetische Stammzellen nicht mehr dazu befihigt,
lymphoide und myeloide Zellen in bestrahlten Méusen zu generieren [198]. Eine solche
Blockierung des endogenen STAT3 wurde auch in embryonalen Stammzellen untersucht, die
konstitutiv dominant negatives STAT3 exprimieren. Diese Zellen neigen verstiarkt zur
Differenzierung [199]. Die Selbsterneuerungskapazitit pluripotenter embryonaler Stammzellen
wird also auch durch STAT3 vermittelt. Versuche, Miuse mit ex vivo expandierten
himatopoetischen Vorlduferzellen zu repopulieren zeigten, dal mit IL-3 und IL-1, IL-6 und SCF
behandelte Zellen zwar eine kurzfristige Rekonstitution der Tiere bewirkten, liangerfristig lie3
sich dieser Effekt jedoch nicht erreichen [200, 201]. Diese Defekte bei der Rekonstituierung
werden mit einer Aktivierung des Zellzyklus und einer verdnderten Integrin-Expression erklart
[202]. Bei mit IL-6/sIL-6R, SCFR, FL und TPO behandelten Zellen ergab sich dieses Problem
nicht [200, 201].

Die Proliferation von Stammzellen und die Bewahrung des Stammzellpotentials sind
wahrscheinlich zwei molekulare Mechanismen, die unter anderem durch die intrazellulire
Verteilung von gp130 aktivierbaren Signal-Komponenten reguliert werden. Die Bedeutung von
gp130-vermittelten Signalen auf die Selbsterneuerungskapazitit von hamatopoetischen
Stammzellen ist bekannt. Fiir murine hdmatopoetische Stammzellen ist eine Aktivierung von
gp130 notwendig, um die Stammzellaktivitit zu erhalten [24]. Dieser Effekt kann durch alle
gp130 aktivierenden Liganden erreicht werden. Verschiedene Zytokine werden erfolgreich
eingesetzt, um eine Differenzierung von hamatopoetischen Vorldaufer- und Stammzellen zu
verhindern: LIF [203], CNTF [204], OSM [205] und IL-6/sIL-6R [206]. Fir HIL-6 wurde
gezeigt, da} in einem Bereich von 10-100 ng/ml die Selbsterneuerungskapazitit der Zellen
erhalten bleibt. Diese Zellen konnten bestrahlte NOID/SCID Méuse repopulieren. Die Fihigkeit

pluripotenter muriner hdamatopoetischer Stammzellen, Kolonien zu bilden (colony formiung cell
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assay), ist davon zu unterscheiden. Diese CFC Versuche sind ein Mal} fiir die
Selbsterneuerungskapazitit der Zellen. Bei HIL-6 ist diese Kolonienbildung bei Konzentrationen

von 0.01-1000 ng/ml zu beobachten [24].

Da das chimére L-gp130 in Zellen zu einer konstitutiven Aktivierung von STAT3 fiihrt, kann
man dariiber spekulieren, welchen Einflul das aktive Protein auf ES Zellen haben konnte. Es
wire interessant zu untersuchen, ob das konstitutiv aktiven gpl130 in transfizierten ES Zellen
Auswirkungen auf die Selbsterneuerungskapazitit hat. Vielleicht bleiben solche Zellen in einem
induzierbaren, pluripotenten bzw. totipotenten Zustand. Da die Zytokinkonzentrationen eine so
wichtige Rolle spielen, wire ein induzierbares System eines konstitutiv aktiven gp130 jedoch

eventuell eher geeignet, die Auswirkung auf die Selbsterneuerungskapazitit zu testen.

4.5 Biotechnologischer Einsatz von L-gp130: Expansion von

faktorabhéingigen Zellinien und primiren Zellen?

Zytokine und Wachstumsfaktoren sind fiir die Kultur von priméren Zellen und die Generierung
von Zellinien unersetzlich. Ein wichtiges Zytokin in diesem Zusammenhang ist IL-6. Es wurde
urspriinglich als B-Zellen stimulierender Faktor entdeckt (B cell stimulating factor BCSF) [207].
IL-6 beeinflulit das Wachstum von Hybridomzellen und die Antikorperproduktion durch diese
Zellen [208]. Monoklonale Antikérper werden zunehmend interessanter fiir klinische Therapien
[209]. Die Produktion in groBen Mengen ist jedoch sehr aufwendig und kostenintensiv. Fiir die
Herstellung monoklonaler Antikorper miissen sogenannte Hybridomzellinien hergestellt werden.
Dafiir werden die Plasmazellen, die den gewiinschten Antikorper synthetisieren, unter Einsatz
von Polyethylenglykol mit Tumorzellen fusioniert. Die als Heterokaryon bezeichneten
resultierenden Zellen enthalten die Kerne wund somit die Erbinformationen beider
Ausgangszellen. Durch den zufilligen Verlust von Chromosomen im Laufe anschliefender
Zellteilungen entsteht nach einiger Zeit wieder eine mononukledre Zelle. Diese enthilt
Chromosomen beider Ausgangszellen. Diese Fusionierung ist notig, um den Plasmazellen die
Fahigkeit zu unbegrenztem Wachstum zu verleihen, eine Eigenschaft der Tumorzellen. Die
Fahigkeit, einen monoklonalen Antikdrper zu produzieren, stammt von den Plasmazellen.
Primire Zellen sterben innerhalb von 7-10 Tagen in der Zellkultur. Hybridomzellinien konnen

dagegen unendlich lange kultiviert werden.

Die hohen Kosten rekombinanter, gereinigter Zytokine sind ein wichtiger Faktor, der ihren

groBindustriellen Einsatz bisher erschwert. Eine Transfektion mit L-gp130 konnte den Einsatz
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von IL-6 iiberfliissig machen und Zellinien, die von IL-6 bzw. gpl30 vermittelten Signalen
abhingig sind, daher auch fiir die Produktion im groBeren MaBstab interessant machen.
Vielleicht konnen Hybridomzellen, die mit dem aktiven L-gpl130 transfiziert sind,
zytokinunabhingig wachsen. Das wiirde die Kosten bei der Produktion monoklonaler Antikdrper

drastisch senken.

Man konnte auch primidre Zellen mit dem konstitutiv aktiven L-gpl130 transfizieren und
untersuchen, ob man die Zellen damit zu einem ldngeren oder sogar unbegrenzten Wachstum
unter Zellkulturbedingungen verhelfen kann. Es ist denkbar, da3 das permanente gp130 Signal

das Wachstum solcher Zellen ermoglicht.

Ein chimires gp130 aus einer anti-HEL (hen egg lysozyme) Antikorperdomine, einer Doméine
des EpoR und dem intrazelluliren Bereich von gp130, ermoglichte transfizierten Zellen ein
HEL-abhingiges Wachstum. Damit konnte das teure Zytokin durch das billige Hiithnereiweif3-
Lysozym ersetzt werden [186]. Der Einsatz von L-gp130 wiirde den Einsatz eines Liganden

vollig uiberfliissig machen.

4.6 Hat gp130 onkogenes Potential?

Die verdnderte extrazellulire Domine des Rezeptors L-gpl30 ermdglicht eine
ligandenunabhingige dauerhafte Aktivierung gp130 vermittelter Signale. Wenn man Zellen mit
dem Plasmid fiir diesen chimédren Rezeptor transfiziert, kann man die Bedeutung einer
permanenten gpl30 Aktivierung auf die biologischen Prozesse dieser Zellen untersuchen. Es
wire interessant zu untersuchen, ob z.B. transfizierte B-Zellen mit entartetem Wachstum
reagieren. Transfizierte Multiple Myelomzellen konnte man daraufhin untersuchen, ob sie
zytokinunabhingig proliferieren konnen. IL-6 abhingige Myelomzellinien kénnten darauthin
analysiert werden, ob sie durch die Transfektion mit L-gp130 von IL-6 unabhingig werden
konnen. Mit dem aktiven L-gp130 Rezeptor hat man ein Werkzeug, um das transformierende

Potential von gp130 zu untersuchen.

Das onkogene Potential von aktiven STAT Proteinen ist mittlerweile mehrfach bestétigt. Seit
einigen Jahren werden STAT-Proteine daher auch als Ziele fiir mogliche Krebstherapien ins
Auge gefalit [210]. Wenn man etwas iiber die biologischen Konsequenzen von konstitutiv
aktivem gp130 lernen konnte, wird nach weiteren Untersuchungen mit Sicherheit auch gp130 ein

Zielmolekiil solcher Uberlegungen werden.
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Zytokine sind niedrigmolekulargewichtige, 10sliche Proteine, die bei der interzelluldren
Kommunikation im Immun- und Nervensystem eine bedeutende Rolle spielen. Das
Transmembranprotein gp130 ist die gemeinsame Rezeptoruntereinheit aller IL-6 artigen
Zytokine. Nach der Ligandenbindung kommt es zu einer Dimerisierung der
Rezeptoruntereinheiten und zur Auslosung der Signaltransduktion. Durch das Glykoprotein 130
vermittelte Signale induzieren die Transkription von Zielgenen iiber die Aktivierung der
Transkriptionsfaktoren STAT1 und STAT3. Die konstitutive Aktivierung von STAT3 ist

assoziiert mit einer Reihe humaner Krebserkrankungen.

In dieser Arbeit sollte die Bedeutung von konstitutiv aktivem gp130 untersucht werden. Dazu
wurden zwel chimire gp130 Rezeptoren auf cDNA Ebene konstruiert und exprimiert. Fiir das
Protein A—gp130 wurde der extrazelluldre Bereich des Wildtyp gp130 trunkiert. Bei dem Protein
L-gp130 wurde der extrazelluldre Bereich des Wildtyprezeptors durch den Leuzin-Zipper aus
dem humanen c-Jun Gen ersetzt. Beide Proteine wurden exprimiert, aber nur L-gp130 wird

richtig prozessiert und konnte in der Zellmembran transfizierter Zellen nachgewiesen werden.

Das Protein L-gp130 wird phosphoryliert und ist damit aktiv. Transiente Transfektionen
eukaryotischer Zellen zeigten, dall eine Expression von L-gp130 in der Phosphorylierung des
Transkriptionsfaktors STAT3 resultiert. Diese Aktivierung ist ligandenunabhéngig. Das durch L-
gp130 stimulationsunabhéngig aktivierte STAT3 ist biologisch aktiv, es bindet an eine
spezifische DNA Sequenz und ist in der Lage, in einem Reportergentest einen Promotor zu

aktivieren.

Um die Auswirkungen des konstitutiv aktiven gpl130 Molekiils unabhingig von endogenen
Signalen untersuchen zu konnen, wurden BAF/3 Zellen stabil transfiziert. Die Transfektion der
murinen Prd-B-Zellen wurde mit einem retroviralen System bewerkstelligt. BAF/3 Zellen sind
hinsichtlich Uberleben und Proliferation essentiell auf das Zytokin IL-3 angewiesen. Der IL-3
vermittelte Signalweg aktiviert unter anderem den Trankriptionsfaktor STATS. Die Transfektion
von BAF/3 Zellen mit dem Wildtyp gp130 resultiert in der Unabhéngigkeit transfizierter Zellen
von IL-3. Solche Zellen sind stattdessen essentiell von IL-6/sIL-6R bzw. von Hyper-IL-6 (HIL-
6) abhiingig. HIL-6 ist ein Designerzytokin aus IL-6, das iiber einen flexiblen Linker mit dem
16slichen IL-6R verbunden ist. Sowohl IL-6/sIL-6R als auch HIL-6 aktivieren die Proteine
STATI1 und STAT3. Mit dem permanent aktiven L-gp130 transfizierte Zellen iiberleben und
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proliferieren zytokinunabhingig. Das dauerhaft gp130 vermittelte Signal bewirkt auch in diesen

Zellen die Aktivierung von STATS3.

Mit dem konstitutiv aktiven L-gpl130 Rezeptorsystem steht nun erstmals ein System zur
Verfiigung, die Auswirkungen eines permanent gpl30 vermittelten Signals in Zellen zu
untersuchen. Der entscheidende Vorteil gegeniiber anderen Systemen ist dabei die vollige

Unabhiéngigkeit von der Stimulation durch einen Liganden.

Das Modell eines konstitutiv aktiven gpl130 vermittelten Signals kann zur Beantwortung
wissenschaftlicher Fragestellungen verwendet werden. Die Auswirkungen auf adulte oder
embryonale Stammzellen sowie ein Einsatz im biotechnologischen Bereich bei der Kultivierung
zytokinabhédngiger Zellinien wird diskutiert. Weiterhin ist die Hypothese des onkogenen
Potentials eines dauerhaft aktiven gpl30 vermittelten Signals nicht allein von
wissenschaftlichem, sondern im Hinblick auf neue blockierende Therapien, auch von grof3em

medizinischem Interesse.
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Summary

Cytokines are soluble proteins of low molecular weight which exert important functions via the
regulation of intercellular communication in the immune and nervous system. The
transmembrane receptor gp130 is the common subunit of all IL-6 type cytokines. Ligand binding
induces the dimerization of receptor subunits which leads to the transduction of signals. The
glykoprotein 130 transduces signals which result in the activation of the signal transducers and
activators of transcription proteins STAT1 and STAT3. The constitutive activation of STAT3

has been reported to be associated with a variety of human cancers.

We investigated the consequences of a constitutive active gp130 molecule. To achieve this, two
chimeric gpl30 receptors have been constructed and expressed. The truncation of the
extracellular part of the wildtype receptor lead to construct A—gp130. For the protein L-gp130 the
extracellular region of the wildtype receptor has been replaced by the leucine zipper region of the
human c-jun protein. Both proteins were expressed but only L-gp130 was properly processed by

the cell and could be detected in the plasmamembrane of transfected cells.

L-gp130 was phosphorylated and therefore active. Transfection experiments with eukaryotic
cells showed that the expression of L-gp130 results in a ligand-independent phosphorylation of
STATS3. Resulting active STAT3 molecules are biologically active which could be shown by
binding studies with specific DNA sequences. Additionally, these transcription factors were able

to induce promoter activity in a reporter gene assay.

To be independent from endogenous signals we established a stable BAF/3 cell line expressing
the active L-gp130 molecule. We obtained stable cells with the help of a retroviral transfection
system. Concerning survival and proliferation, BAF/3 cells are vitally dependent upon the
cytokine IL-3. IL-3 signaling activates the transcription factor STATS instead. IL-6/sIL-6R as
well as Hyper-IL-6 lead to the activation of STAT3. Hyper-IL-6 is a Designer Cytokine
consisting of IL-6 and the soluble IL-6R. Thus the transfection of BAF/3 cells with the wildtype
gp130 receptor results in a switch concerning the dependence from IL-3 to IL-6/sIL-6R or HIL-
6. Successfully L-gp130 transfected BAF/3 cells grew and proliferated independently from any
cytokine. In L-gp130-BAF/3 cells the permanent activation of the gp130 transduced signal leads
to the activation of STAT3 proteins.

With the constitutively active L-gp130 we now for the first time have the opportunity to directly
investigate the consequences of disregulated permanent gp130 transduced signals in cells. The

advantage of this model lies in the independence from a ligand-induced stimulation.
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The model can help to answer a series of scientific questions. The effects of a constitutively
active gpl130 signal upon adult or embryonic stem cells can be investigated. From the
biotechnological point of view, L-gp130 could possibly be used to cultivate cytokine dependent
cells like hybridomas which are being used to produce monoclonal antibodies. The hypothetical
oncogenic potential of a permanent gp130 signal is not only of a scientific but with respect to the

search for new therapeutic targets also of a considerable medical interest.
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7 Abkiirzungsverzeichnis

7 Abkiirzungsverzeichnis
A Adenin

A Ampere

ADAM a disintegrin like metalloproteinase
AK Antikorper

Amp Ampicillin

AP Alkalische Phosphatase
AP-1 activator protein 1

APS Ammoniumpersulfat

AS Aminosdure

ATP Adenosintriphosphat

Aqua dest. destilliertes Wasser

bp Basenpaare

BCSF B-cell stimulating factor

Bq Bequerel

BSA bovine serum albumin, Rinderserumalbumin
bZIP basic zipper

C Cytosin

CD cluster of determination, Oberflachenantigen
cDNA complementary DNA

Ci Curie

CLC Cardiotrophin-like cytokine

CNTF Ciliary neurotrophic factor

CNTFR Ciliary neurotrophic factor Rezeptor

cpm counts per minute

CT-1 Cardiotrophin-1

Cy3 Indocarbocyanin

dATP Desoxyadenosintriphosphat

DEAE Diethylaminoethyl

136



7 Abkiirzungsverzeichnis

DEPC
A-gp130
DMEM
DMSO
DNA
dNTP

E. coli
EDTA
EGF
Epo
ER

ES

FACS
FCS
FITC
Fos
FosB
Flt3-L
Fra-1

GH
GFP
GM-CSF

gp
gpl130

HEL

Diethylpyrocarbonat

gp130 ohne extrazellulire Doménen
Dulbecco' s Modified Eagle' s Medium
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonucleinsdure

Desoxynukleosidtriphosphat

Escherichia coli
Ethylendiamintetraacetat
epidermal growth factor
Erythropoetin
Endoplasmatisches Retikulum

embryonic stem cell, embryonaloe Stammzelle

fluorescence activated cell sorter, Durchflulzytometrie
Fetal calf serum

Fluoreszeinthiocyanat

osteosarcoma oncogene

osteosarcoma oncogene B

FMS-related tyrosine kinase 3 ligand

fos-like antigen 1

Gramm

Guanin

growth hormone

green fluorescent protein

Granulozyten-Makrophagen Kolonie stimulierender Faktor
Glykoprotein

Glykoprotein 130

Stunde

hen egg lysozyme
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7 Abkiirzungsverzeichnis

HIL-6

Ig
IEN
IL
IL-3
IL-6
IL-6R
P

Jak
Jun
JunB
JunD

KA
kb
kDa

LB
L-gp130
LIF
LIFR
log

mAb
MAPK
Mcl-1
min
MOPS
mRNA

Hyper-Interleukin-6, Fusionsprotein aus IL-6 und IL-6R

Immunoglobulin
Interferon

Interleukin

Interleukin 3
Interleukin 6
Interleukin-6-Rezeptor

Immunprizipitation

Janus Tyrosinkinase
jun oncogene
junB oncogene

jun-proto-oncogene related gene d 1

Assoziationskonstante
Kilobasen
Kilodalton

Luria Bertoni Broth, Bakterienmedium

Leuzin-gp130
Leukemia Inhibitory Factor
LIF Rezeptor

Logarithmus

Mol/l

milli

mikro

monoklonaler Antikorper
Mitogen activated protein kinase
myeloid cell leukemia-1

Minute
N-Morpholinopropansulfonsdure

Messenger-RNA
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7 Abkiirzungsverzeichnis

multi-CSF

myc

NF
NNT-1

OD
OSM
OSMR

PAGE

PBS

PCR

PDGF

pH
PI-3Kinase
PMA

PNK

POD
Pro-B-Zelle

Ras
RNA
RNAase
rpm

RT

SCf
SCID
SDS
sIL-6R

multilineage stimulating factor

myelocytomatosis oncogene

nano
nuclear factor

novel Neurotrophin-1

Optische Dichte
Oncostatin M

Oncostatin M Rezeptor

pico

Polyacrylamid-Gelektrophorese

Phosphate buffered Saline, Phosphatpuffer

Polymerase chain reaction, Polymerasekettenreaktion

platelet derived growth factor

negativer dekadischer Logarithmus der Protonenkonzentration
Phosphatidylinositol 3-Kinase
4-B3-phorbol-12-myristate-13-acetate

Polynukleotidkinase

Peroxidase

progenitor B cell

Ratten Sarkoma Protein

Ribonukleinsdure

Ribonuklease

rounds per minute, Umdrehungen pro Minute

Raumtemperatur

Sekunde

stem cell factor

severe combined immunodeficiency disease, Mausstamm CB-17
Sodium dodecyl sulfate, Natriumdodecylsulfat

soluble IL-6-Rezeptor, 16slicher IL-6R
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7 Abkiirzungsverzeichnis

SSC
STAT

TBE
TEMED
™
TPO
Tris

Tween 20

. N.
UV

vIL-6
Vol

WB
WSX-1
WT

Standard Salz Citrat

signal transducer and activator of transcription

Thymidin
Tris-Borat-EDTA-Puffer
N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin
mittlere Schmelztemperatur
Thrombopoetin
Tris-Hydroxymethylaminomethan

Poly(oxyethylen)n-sorbitan-monolaurat

Unit
uber Nacht

ultraviolett

Volt
virales IL-6

Volumen

Western-Blot
IL-27 Rezeptor
Wildtyp

anti-

delta-

psi
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8 Anhang

8 Anhang

L-gp130 im p409 Vektor (Immunex):

Xhol

L-ap130

!ﬁle
p409-L-gp130
7749 bp
Ampicillin
L-gp130 im pBluescript IT KS Vektor (Stratagene):
Xhol EcoRI
Munl
EcoRI
L-gp130 spel

Motl

pBKSII-L-gp130
2961 bp

Ampicillin
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8 Anhang

L-gp130 im pCDNA3.1 Vektor (Invitrogen):

Xbal Xhol

L-gp130

7 ———BamHI

PCDNAZT-L-gp130
5000 hp

Zeocin

GFP im pMOWS Vektor (Prof. Klingmiiller, DKFZ Heidelberg):

EcoNI

’Lpacl

GFP-pMOWS

5764 bp BamHI

EcoRl
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8 Anhang

L-gp130 im pMOWS Vektor (Prof. Klingmiiller, DKFZ Heidelberg):

L-gp130-pMOWS
6931 bp

BamHI
EcoRl
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8 Anhang

Nukleotid- und Aminosiuresequenz von A-epl130:  Hinfl

tAnll
Hincll THil
HpyCHARY Hpy THAY T=pRI Apal
T=cl Cachl T=pREl Maell EcoRl
HpyCHAY CwiTl  Hphl ‘ |5f|:| |Tsp45| |lehl |Tsp5l]9l |Smll

ATG TTRACGT TGCAGAC T TGGTTAGTGCAAGCCTTGTTTATTTTCCTCACCACTGAATC TACAGG TGAC TAC AAAGATG ALGATGATAAAGAAT TCACTT TTACTACCCCAAMAG TTTGCT 12

TAC AACTRCAACG TCTGAACCAA TCACG TTCCEAAC AAA TAAAA GRAG TGE TRAC TTAGATGTCCACTGATG TT TCTAC TGCTACTATTTCTT AAGTGAA AATCGATGGEGE TTTC AAACGA

MetLauThrLeuw Gln The Tripleu Yal Gln Ala LeuPhe [le PheleuThr The GluSer Th Gy Asp Ty LysAsphsphsphsplys Glu PhaeThrPhe Thr ThePro Lys Phedla
Cys = ArgCysirgleu Gly = CyslysProlysleuPheSerSerProleussnLauGln Yol The The LysMet ThrMet Ile Lysban SerleulsuleuPro GinSarLeuley
Asn Yal Asp Vol Ala Aspleual Ser Ala Serleual TvrPheProHis His = Ile Terirg = LeuGlndrg = Arg = = Arglle HisPhe Tyr TerProlysVal Cys

lle Asn Val AsnCys Val Glndsn ThrCys Ala Lysbsn e bys Argial Yal Serbsp YalProSer » LeuSerSerSerSerleuSarisn Yal Lys Yal Yal GhyPhabsn Alg
Hiz GlnArg GlnLeuSerPro = HisleuGhy Glnblys AsnGlu Glu Gly SerPhedrg Cys Thr Yal Yal Phe Ile Yal Ile Ile PhePhe GluSerlysSer Gly Trpleu LysSer

Thr SerThr AlaSerlys Thrleu AlaleubrgThr = LysGly = TrpGlnlle = LeuHis SarCysleuHis ArgHis Tvrleulle = Lwvs = = GlyLeuThr GInGlu
Mzl
Blpl Bzal T=pa09l T Tl
T=po0al CwiTl Msll OdelBsml Mball |Earl |BsmAI |MSEI |HaEIII

CAAGGAGAAL TTGAAGC CATAGTCGTGCC TG TTTGC T TAGCATTCCTAT TGACAACTC TTCTGRGAGTGCTG TTCTRET TTAATAAGCGAGACC TAAT TAAAALACACATCTGGCC TAAT i

GTTCCTCT TTAAC TTCGG TATCAGCACGGAC AAACGAA TCGTAAGGATAAC TRT TRAGAAGACCC TCAC GAC AAGACGA AT TATTCRC TCTGGATTAAT TTTTTRTGTAGACCGGATTA

Gln Gl Glu Ile Glu Ala Tle Yol Yol ProYal Cysleu AaPheleuleu Thr Thrleuleu Gy Wal LeuPheCysPhedsnLysArghspleu lle LysLys His lle TrpProfsn
Lys GluLysleulysPro = SarlysleuPheAla = HisSaerTyr = GinleuPheTrp GluCysCysSarAla Leulle Ser GluThr = Leu Lyshsn Thr SerGly LeuMet
Serdrgirghsn = SerHisSerhrg AlaCysleulauSerlle Pro lle Asp AsnSar SerGly Ser Ala Vol Leuleu = = AlghrgProdsn = LysThrHisLeubla -

* ProSar lle Sar Ala MetThr Thr Ghy Thr Gln Lys Alabsnbnghsn Val Yalirg ArgPro ThrSerbsn GlnLys LeuleubrgSertirg IleleuPhelysMet Gln Gly Leu
Leu SerPhelsnPheGly Tyrisp His Arghsn Ala = CysGlu = GlnCysSerlys GlnSerHis Gln Glu Ala Lys lle LeuSaral = AsnPhePheal hspPro drg lle |
LeuleuPhaGlnleuTrpleudng Ala Gln LysSerleuMet Gy [le Serleu Glu GluProleu Ala Thr ArgSer = Tyr AloLeuGly Leu = Phelal Cys ArgAla = His



8 Anhang

BstEll
Brmrl haell
Flel Tspaal
Pl TspRI ikl
Hphl TspRl Bsadl
Bsrl |EESERI |Sty|

hnll
Tsp509|
s el
‘rspﬁﬂm

Bsty
Sau 3l
Fpm

SausAal
Fpm

Hiy 188
rspEDB

TspRI

Al Hinfl |T5pRI

GTTCCAGATCC TTCAAAGAGTCA TAT TG CCAGTGGTCACC TCACAC TCC TCCAAGGCACAAT T TTAAT TCAAAAGATC ARATG TATTC AGA TGGCAATT TCACTGATGTAAGTG TTGTG

CAAGGTC TAGGAAGT TTC TCAGT ATAAC GRGTCACCAGTGRAG T GTGAGGAGG T TCCGTT TAAAATTAAGTTTTC TAG TTTAC ATAAGTCTACCGTTAAAGTGAC TACATTCAC AACAC

Yol Pradsp ProSer LysSer His Ile Ala Gln TrpSer PraHis The PraPro Arg His AsnPhe AsnSer Lys Asp GIn Met TyrSer Asp Gly AsnPhe Th- Aspo Yal Ser Vol Yol
Phe Gln Tle Lew GIn Arg Yol Ile LewProSer Gly His Lew ThrLeuleuGin Gly The Ile Leu Ile GIn Lys Ile LysCys e GinMet Alo Ile SerleuMet = Vol LeuTrp
Ey’sEer‘Ar‘gEer‘F'he Lys Glu Ser T:.-'r Cys F'r::: Yol Yol ThrSer His SEF‘SEF‘ L:.rs Alo GInPhe = F'he Ly=s Ar‘gEer“ Asn Vol Phe ﬂ.rg Trp Gl F'he His = E:.-'s LysE:.-’s E:.-'s

Th= Gh."SEF‘ Gly Glu F'he Leu = Ile Alo Tr H|5 A Gy = "er|| Gly Gly LEUE}-B Leu L}fs LeuGlu F'heSer“ e T}rr Glu Ser F'r::: LeulLys Yal Eer“ Thr Lew Thr Thr
AsnTrp ll= Arg =+ Leuw ThrMet Asm Gly LewPro = Arg Vol Ser-Arg TrppPra Yol Tl Lys Ike = Phe D= LeuHis Ile = Dl Alo e GluSer De T The AsnHis
Glu Leuwdsp LysLeuSer Asp Tyr Gln Gly The The Yol Glu Cyvs Glu Glu Lew Alo CysAsn = AsnleuleudspPhe The AsnleuHis CysAsn = Gln His LeuwHis Gin Pro

Ppu10

380

Byl
Bsty
SaUSAl

prl

FWTI F

Tspo09|
Asel

WSH

1881 Awvall
Fbunﬁauem

VSH

TspRI
Btsl
TspRI
Bbsl
EcoSyl

FDDH

HpyCHaY
tdball
E=]
5l
RIE

[

GAAATAGAAGC AR ATGAC AAAAAGCCTT T TCCAGAAGATC TRGAAATCAT TGRACC TGT TCAAAAAGGAAAAAAT TAATAC TRAAGGACACAGCAGTGRTATTGRGGGRGTC TTCATGCATG

CTTTATCTTCGTT TAC TG TTT T TCGGAAAAGGTC TTC TAGAC TT TAGTAACC TGGACAAGTTTTTCCTTTTTTAATTATGAC TTCC TGTGTCGTCACCATAACCCCOCAGAAGTACGTAL

Gl Ile= Glu Aler Asndsi Lys Lys PraPhe Pro Glu Asp Lew LysSer Leudsip LauwPhe Lys Lys Glu Lys Ie Asn The Glu Gly His Ser Ser Gly e Gly Gly SerSer CysMet
Lys = LysGln MetThe LysSerleuwPhe Gin Lys [l = AsnHis Trp Thr CysSer Lys Arglys LysLeuw Ile LeulysAsp The Alo Yol Yol LeuGly Gly LeuHis AloCys
lSI},.r ASHAFQEEP Lys - Gln Lys AlcPhe EEr“ﬂ.rg ﬂ.rgEer‘ Gly Tl Ile Gly Pra Yol Gln Lys Gly Lys.ﬂ.Sn - Tj.-'r . Ar‘gThr‘ Gln GIn Trz T:.rr Trp Gly "-fcll PheMet H|5

Ser IleSer AloPheSer LeuPhe Gly Lys Gly Ser Ser ArgPhe AsppAsnSer Arg AsnLeuPhe SerPhe Tle Leuw Yol Ser ProCys LeuLew Pro Tl Pro ProAsp Glu His Met
Phe TyrPhe Cys Il Yol Pheleuw Arg Lys TrpPhe Ile GInPhe = Gln Vol Gln Glu Phe LeuPhe Phe Asn Tle SerPhe Ser Yol Ala The The AsnProProdng = Alo His
Phe Leuleuleu His CysPhe Ala Lys Glu Leu LeudspSer The Met ProGly The = Phe ProPhePhe = Tvr Gin Lew Yol CyvsCys His Tvr Gln Pra The LysMet Cyvs Thre

q8cC



8 Anhang

BsiHKAl
Bsp1286] Bsadl
TspRl HpyCHAI Btol TapRI
Btsl TspRl HpywCHAI CwiTl
TspRI - Hinfl Bsrl Cspel el Bhis
fboll Tl |Tat:|l |T5pRI |Rsa| |TS|:JRI ilalall

Hiy CHAIII

CwiTI Bral
Bfal Haelll Pl

TCATCTTC TAGGE CAAGC ATTTC TAGCAGTGATGAAAATGAATC TTCAC AAAAC AC TTC GAGCACTRTCCAGTATTC TACCGTGETACACAGTGGE TACAGAC AC CAAGT TCCGTCAGTC 0

AGTAGAAGATCCGGTTCG TAAAGATCGTCAC TAC TTTTAC TTAGAAGTG TTT TG TRAAGC TCRTGAC AGGTCAT AAGATGECAC CATRTGTCACCRATGTC TRTGGTTCAAGGCAGTC AG

SerSerSer Ang ProSer Ile SerSerSerdgp Glu Asn Glu SerSer Glin Asn ThrSer Ser Th- Yal Gln TyrSer The Yol Yol His Ser Gly Tyr Arg His Gln Yol ProSer Yal
His LeuleuGly Gln Al Phe Leu Alo Yol Met LysMet AsnLeuHis Lys Thr Lew Arg Alo LeuwSer Ser Tle LeuPro Trg Tyr The Yol Alo The Aspp The Ly=sPhe Arg Gln Ser
Yol Il=Phe = AlolysHsPhe = Gin = = Lys = Il=Phe The Lys His Phe Glu His CysPra Yal Phe Trr Arg Gly Thre Gln TrpLeuwGIn The ProSerSer Yol Ser

Az s Glu Leu Gly LeuMet Glu LeuleuSerSerPhe Serdsp Glu CysPhe Yol Glu Lew Yol The Trie Tr Glu Yal Thre ThrCysLleuPra = LeuCys Trp The Gly Asp Thi
= ArgArg Pro Trps Alo AsnArg Ales The Tle Phe D PhesArg = Lew Yol Ser Ang Alo Serdsip Leu [le Arg Gly His Tyr Yol The Alo Yol Ser Yol LewdsnArg = Asp
Metlys = Aloleulyslys = CwsHis His PheHis Ile Lys Yol PheCys LysSerCys GIn Gly Th- Asn = ArgPro Vol Cys His SerCyvs Yol Gly Lew Glu The Leu Gly

Hiwe 188!

Bst
SauUaAl
Dpnl

Hpy 1881 Plel
Al Hirt Myl

il

ACCI CwiTl

il
Hinfl
TTil

Al
Bsril
Eael
FriudHl
CwiTl
Haelll

Egll
Est]
SaUSAl

BseRl Tspa03l saudal Mall

Pl 5|

ALl

Hphl
Bsadll HpyCHAI
Bsskl Tatl
PGl Cspel
Bsthl Rsal
SCrFl Scal

|Dpn| lmnuu |Dpn|

CAAGTCTTCTCAAGATCC GAGTC TACCCAGCCCTTRTTAGATTC AGAGGAGCGGCC AGAAGATC TAC AA TTAGTAGATC ATGTAGATGRCGRTGATGGTATTTTGCCCAGGE AAC AGTAL 79

GTTCAGAAGAGTTC TAGGC TCAGATGGRG TCGRGAACAATC TAAGTCTCC TCGCCGGTC TTC TAGATGTTAATCATC TAG TACATC TACCGCCAC TACCATAAAMACGGRTCCGTTG TCATG

Glm Yol PheSer Argber Glu Ser Thr Gln Pro LeulewAspSer Glu Glu Arg Pro Glu Asp LeuGin Leu Yal Asp His Yal AspGly Gly Asp Gly Ike Leu Probrg Gin Gln Ter
LysSerber Gln AspProSer LeuProSerPralys « Il Gln ArgSer Gly GIn Lys Ile Tyrdsn = = Il=Met = Met Alo Vol Met Yal Phe Cys Pro Gly AsnSer The
F"r‘:::Eer‘Leu Leu L:rs Tlees Ar‘g Yol T:.-'r Pre Alc:l Leu Yl ﬂ.rgF"he ﬁ.rg Gly Aloy AI::: Argy ﬂ.rgEer“ Thi= Ile Ser ArgSer“ Cys ﬂ.rg Trez ﬁ.rg Trp Tj.rr Phe= AI::: Gln Alcy Thr‘ Yol

Tre Thr‘ Ly=s Glu Leu ﬁ.,sp Serdsp "-fcnl Trez GI';,r Lys AsnSer Glu SEF‘SEP Arg GI',:' Ser EEr'*ﬂ.n_:] CvsAsn ThFSEF‘ . ThFSEF‘F’r‘D F'r':::Ser“ Prea Il Lys GI',.:' LeuCys Eys Tyr )
Leuwdsp Glu = SerGly Leuwbrg Gly LeuGly Gin = Il = LeulewPro TrpPhe Ik = Lew = Tyr Ile Met Ter D= Al The Ike The AsnGln Gy Pro Leu Lau Yal J
LewArgrgleu e Arg The = Gly Alo Arg ThrLew Asn LeuPro Al Alo Leu Lewds Yol [le Leu Leuwdsp His Leu His ArgHis His Tyr Lys Ala Trie Ala Yol TheSer




8 Anhang

Sicl Hinf Hpy 1881
pyCHAY  Nialll boll Sau3Al

Fstl |'I'ﬁl Fsrl {vinll {v\sel ‘ Fpnl

TTCAAACAGAACT GCAGTCAGCATGAAT CCAGTC CAGAT ATTTCACATT TTGAAAGGTC AAAGC AAGTT TCATCAGTCAATGAGGAAGATTTTGTTAGACTTAAACAGCAGATTTCAGAT

AAGTTTETCTTRACGTCAGTCGT ACTTAGGTCASGTCTATAAAGTGTAAAACTTTCCAGTTTCG TTCAAAGTAGTCAGT TACTCCTTCT ARAAC AATCTGAATTTGTCGTCTAAAGTCTA

Fhe Lys Gl Asn CyaSer Gln His Glu Ser Ser Pro Agp Ile Ser His Phe Gl Arg Ser Lys Glin Yol Ser Ser Yol Asn Glu Glu Asp Phe Yol Arg Leu Lys Gin Gin e Ser Asp
S Aon Ang Thr Ala Vol Ser Met Asn Fro Vol Gin Ile Fhe His Dle Leu Lz Gly GIn Ser LyaFhe His Glin Ser Met Arg Lyg Dle Leu LeuAsgp Leu Asn Ser ArgPhe Gin Dle
Leu Gin Thre Glu Leu Gln Ser Ala = Ile Gln Sar .!-.rq T}rr Frie ThPFhe E L}-'s et | L}-"a Alo Ser Fhe Ile Ser Gln E GI}-' Arg F'he C}—"a * Th = Thr .!-.Ic: Agp Phe .!-.rg

Lys Leu Cye Fhe Gln Lew = C}-ﬂa Ser Asp Leu Gl'g,-' Ser Ile Gy C}ﬂa L2 Sar Leu Asp Phe C}—"a Thi~ Gl .!-.sp Th- Leu Ser Sar Ser Lys ThrLeu Ser Leu C}—"a Cya lle Glu S=r
Glu Phie Leu val Alg The Leu Met Phe Gly TheTr Ile Asmo = Met LysPhePro = Leuleudsn = = Agp Ile Leu Phe e Lys AsnSer LysPhe Leuleu Asn = e
= ol Ser Ser CyzAop Alo His Ile TrppAsp Leu Tyr Lys ol Asn Glin Fhe Thr Leu Alo Leu Lyg Met Lew = His Proo Lew Aan Gin = ol = Mol Alg Ser Lye Leu Asp

Bl
Avall
Saudsl
Bzemll
Bsslkl
Fepisl
BstM
Sfahl Sorfl
afcl nll
Hpy CHAY Cspbl
BstYl Tsel sal Bl
maldAal nudHBstAR| i | py CHA

Ppnl r—%lwl Fstl rAWD| Pdel FsmFI rAnII {\llalll

CATATTTCACAATCCTETGEATC TEGEGE AAAT GAAAATGTTTCAGGAAG TTTETGCAGE AGATGCTTTTGETCC AGGTACTGAG GEACAAGTAG AAAGAT TTEAAACAGT TGGCATEEAG

GTATAAAGTGTTAGGACACCTASACCCGTTTACT TTTAC AAAGTCCTTC AAAGACGTCETCTAC GAAAACCAGG TCCATGACTCCCTGTTCATCTTTCTAAACTT TGTCAACCGT ACCTE

His Ile Ser Glh Ser Cys Gly Ser Gly Gln Met Lys Met Fhe Gin Glu Mol Ser Ala Alo Asp Al Phe Gly Pro Gly The Glu Gly Gln Mol Glu Arg Phe Glu The Mol Gly Met Glu
lle Fhe His Asn Pro Vol Asp Leu Gly Lys = Lyvs Cys Fhe Ang Lys Phe Leu Gin Gl Met Leu Leu Vol Gin Yol Leu Arg Asp Lys = Lysdsp Leubys Gin Leu Ao Trp Arg
Ser T}rr Fhe Thr Ile Leu Trp Ile Tr'p Al Asn Glu Asn Yol Ser GI}-' Sar Fhe C}—"aSer' Arg C}—"a Fhe TrpSer .!-.rg T = G|'§,.-' Thr Sar Arg Lya Ile = AanSer Tr'p Hiz Gly
} } } T } } } } } } } }
= Ile Glu C}—"a.!-.sp Gln Pre dsp Pro Cys le Phe Ile Asn = Ser The Gl Alg Alo Ser Ao Lys Pro Gly Pro Vol Ser Pra Cyvs TheSer Leu Asn Ser Vol Thie Pro Met Ser
Mzt Aan = Leu Ghy Thr Ser Arg Fro Leu His Fhe His Lyg Leu Phe Asn Arg Cwve Cva Tle Ser Ly The Trp The Ser Leu Ser Leu Twr FheSer L Phe Cywg Aan Ala His Leu
Ty Ly Mol Ile Arg His Ile Gln Al Phe Ser Fhe The Glu Pro Leu Lyg Gin Leu Leu His Lva Gln Agp Leu Tvr Gl Pro el Leu Leu Phe Dle Gln Phe Leu Gin Cyvg ProPro

a4

2131

147



8 Anhang

Cacél
CviTl Nlalll HpyCHA4lll Acil Nlalll
Tsel Nspl Csp6l FnudHIl Nspl
FnudHl| Sphl ‘Maelll ‘|Rsal CviTl | Ddel TspR

(LT GAC TEATGAANA ATGLC TASAAGT TAL T TACCACAGAC TGTACHA AL FRLEAC TACA THUCTCAGTRA

CEA A TRACTAC TTCCGTACHRATTTT CAATGAATHAT GTCTRACATGLCGT T COECGATGT ACGRAGTCACT

Ala&laThraspGluGlyMetrraly SserTyrleProGinT hrval ArdalnGlyGly TyrMettraGin
Levtrd edetly =AlaCy ey sValThrTyrHisArdeeulyrGlyly sAlaAlaThrCydeberGly
GlyCysisp « ¢ ArgHisAla « LyslededlhrThridsysThraAlafrcfrd euHis Alcberval

T T T T t T T

AlaAlavalserSerPrdietGlyledeu « LysGlyCysValThrardoysPrdro « MetGly < His

serdraerlleFPhetlaHisArd'helhrVal « TrplewerTyrFrdeulladlaValHisdrd e ber
GInserGlinHisLewysala « PhetsroerValValserGinVal Aol eubrdperty sAlaGluThiFhe
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8 Anhang

Nukleotid- und Aminosiurese quenz L-gpl30: e s
inll nudHI
incll THil il
HpwTHA W HpyCH4Y TspRI Friu4H|
Tscl Zacdl TspRI Maelll Hinfl
Tl r—(phl Sl |T5p45| r—(phl T=ps049] THil

f—(pﬁ;CHw

FAsslkl

il

M=pl

Ml il

ScrFl
CyiTl

FSII

ATGTTGACGT TG AGACT TEGGT AGT GE AAGECT TGTTTATTTT L T A AL T GAATE TAC AGGTGAC TACAA AGATGACGAT GATAA AGAAT TGTGLGGLGGL AGAATCGLCCGELTGH ~

TA A T A T T A A AT AL TT GG AL A A T AR AL GEAG T GG TGAC T TAGATG T CAL TG ATGT T T TAC TR TACTATT TCTTAACACGLCGCCG TETTAGCGGGRR GAL

M=t Leu The Leu Gln The Trp Yal %al Gln Ala Leu Phe Ile Phe Lew Thr Thr Glo Ser Thr Ghe Asp Trr bys Asp fsp fsp Asp Lys Glu Leu [ys Ghe Ghe Arg Ile Ao Arg Leu

[ys Arg [ys Arg Leu Ghy Lve bys Pre [ys Leu Pha Ser Ser Pro Leu fon Leu Glne Val The Thr Lys M=t The Met Dle Lys &on Gys &la Ao Ala Gl Ser Pro Gl Trp
Ao Val Asp 'l.l'ul Ao Asp Lcu Ghe Ser Ao E-ar Leu Val Tyr Phe Pro HI5 His - = Tyr' .ﬂ-.rg = Lcu Gln Arg - .ﬂ-.rg .l!-.rg Il val .ﬂ-.rg Arg Gin A:ln Arg Pro Ala

Leu Ser Ser Ser Eer Leu E-ar .l'-'\:ln Hi= F‘rc:- Pra Lcu II: Ala .l'-'-.rg Ser

ll= .l'-'q.:ln Wal Aan Gys Val Gln Thr Thr' ys Ma L}ﬂa Ao lle Lys .l'-'-.rg Wal Wal Eer Asp al F'rc: Cer

Hi= CGln Arg Gln Lew Ser Pro Tyr His Leu Gl Gln Lys Aon Clo Gl Gl Ser Pha Arg Gys The YWal %al Phe Ile VWal Ile Il= Phe Phe Gln Mla Mo Ala Ser Asp Gl Pre Gln
Leu His Ser [ys Leu His Arg His Tyr Leu Il Thr Arg Arg [ys Phe Arg G Ala Pro

Thr Ser Thr Ma Ser Lys Pro Leu Ala Leu Arg Thr Lys Gl Tre Gln I=
Hpy1 881
Alul
Cyi Tl
Heemll
acdl
AzaH|
Alul Bzadl
Tl tal saHl
del iy HIalll Apol
B axl' Eael Mepl Alul EcoRI
188l CiTI Bpu10l Tl spHI Tspa09l
F r(gal r—<aelll r:)del FSEMH ‘ rnsel F {\Ilalllrmnl
241

Fpml
GAG AL A AGT A AAA L TTGAAAGL T AGAALT COGAGCTGEE GTEL A LGGL L AACAT G T A GG EAA CAGGT G GLACAGLTT AAACA GAAAG TLATGAACGAATTCACTTTTACT ACC

CTEETTT T TEACT TTTGGAACT T TEGAG T TTGA GLECTE GALC G CAGG T AL GG TTGTACGAGT CE T TG TOCAC G TG TEGAATTTGTETTTCAGTACT TGC TTAAGTGAAAAT GA TGG

Glu Glo Lys Yal Lys Thr Leu Lys Ao Gln Aon Ser Glu Leo Ala Ser Thr Ao &an Met Lew Arg Glo Gln Yal Ala Gln Leu Lys Gln Lys YWal Mst Adon Glu Phe Thr Pha Thr Thr
Arg Ly Lys Lys Pro Lys Leu Arg Thr Arg Ser Trp Arg Pro Arg Pro Thr (ys Ser Gy &n Arg Trp His Ser Leu Aon Arg Lys Ser - Thr Aan Ser Leu Leu Leu Pro
Ghe Gl':,r Ly E-Br Glo Aan Leu Gl Ser Ser Glu Lew El':,r AIG Ghe Nal HI5 Gl Gln His AIG Glm El':,r Thr' Ghy Eh,r Thr' Ao Thr Glu Ser Hi= Glu Ar'g Ill= Hia Pha Tyr‘ Tyrr

Phe Glu Ser Ser Ao .l'-‘-ap Val Ala Leu Met Ser Leu Ser Cys Thr Al [ys Ser Leu [ys Pha Thr Met Phe Ser &an Val Lys YWal Val

Ser Ser Pha Thr Phe Yal Lys Phe Ao
Leu Pha Phe His Phe Gk Gln Phe Ser Leu Val Arg Lew Gln Arg Ghe Arg Ghe Wal His Glo Pro Phe Leu His [ys Leu Ly Pha Leu Pha Asp His Val Pha Glu Ser Lys Ser Gl
= Wal Ser Leu - Ser Arg e - Lys - = Gh

Pre Phe Leu Ser Phe Arg Ser Leu Glu Ser Ser Pro &la Pro Thr Trp Pre Trp (s Ala Pro YWal Pre Pro Yal Ala
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8 Anhang

Msel
Elpl Esal Tspolgl

Smil Tsps09l CywiTl |hr15|| |Dde|BSm| |Mbo|| Earl EsmAl ‘ |Mael

CCAAAGTTTGCT CAAGGAGAAAT TRAAG CCATAGTCGTGCCTGT TTRCT TAGCATTCCTATT GACAACT CTTCT GREAGTGCTG TTETGCT TTAAT AAGC GAGACCT AAT TAAAAAACAL 3¢

GGTTTCAAACGAGTTCCT CTTTAACTTC GGTATCAGCAC GRACAAACGAATCET AAGGA TAACT GTTGAGAAGACCCTCACGAC AAGAC GAAAT TATTCGCTCTGRATTAATTTTTTGT G

FProlysPhedla GInGly Glu lle Glu Ala Ile Yol Yol ProVal CyvaleuslaPhel euleuThrThrleu euGly ValleuPhelv PhefsnlysArghspleu lle LyslysHis
GInSerleueulysGlulyslewysPro = SerCyslewPhetla = HisSerTyr = GinLewrhe TrpGluCyLysSer Alaleu lleSerGluThr = LewysAsnThr
FProlys YalCySerArgArgisn = SerHisSerArgblalyaled euSer [lePro lle AspharSerSer GlySer Ala Valleuleu = = AlaArgfProbdsn = LysThr

GlyPhetsnbla » ProSer lleSerAlaMetThrThrGly ThrGlnlys AlaAsrirgfen Vol YalArdhdrgProl hrSerAsnGinLysleuleuirgSerirg llelelPhelys
TrpleulysSerlelBarPhaterPheGly TvraspHis Arghsndla = CysGlu = GinCysSerlysGinSarHis Gln Gludlalys llelewaral « AsrPhePheval

LeuThr GInGluLeulewPheGinleu Trleuwlrghla GinLysSerlewMet Gly [leSer LeuGlu GluProleullaThringSer = TyriAlaleuGlyleu = PheVallys

EstEll
Emirl Maelll
Flel Tepdal Ml
EstYl Bl Tspk Menll Tsps0a|
CwiTl Sau3hl Hphl | TspRI Bsadl Msel Sauzhl Hpy 1851 TspRI
Haell Alwl | Dpnl Hinfl Esrl Esekl |Sty| |T5p5[]9|‘ |Dpn| |T5p5[]9| ‘ |T5pf

ATCTGGLCTAATGTTCCAGATCCTTCAA AGAGTCATATT GCCCAGTGGRT CACCT CACACTCCTCCAAGGCACAATTTTAAT TCAAAAGATCAAATGTATT CAGAT GGCAATTTCACTGAT i

TAGACCGRATTACAAGGT CTAGGAAGTT TCTCAGTATAA CGGGT CACCAGTGRAGTGTGAGGAGGT TCCGTGT TAAMAT TAAGT TTTCTAGTTTACATAAGTCTACCGTTAAAGT GACTA

lle TrProdsn ValProAs P roSer LysSearHis lle AlaGin TrisberProRisThrProProfrgHisAsnPheterber Ly sAspGInMet Ty rSerfspGly AsrPheThrisg
SerGly LewMetPheGin lleleuGin Argial lleleuProSerGly HisleuThrleweu GInGhy Thr lleleulle Gin Lys llelysCyslle GinMet Alg [leSerlet=t
Hislsubla = CysSerArcherPhelys GluSer TyrCyaPro Vol Vol ThrSerHisSerSerlys AlaGinFhe = PhelysArgSertsnValPhetrg TripGinPheHis -

MetGln Gy LeuThrGly SerGly GluPheleu = lle Ala TrpHisAspGly = Val Ghy GlyLeuCyd sulysleuGluPhesSer = lle TyrGluSerProleulys alSer

AspProdrg llefsnTrp ledrg = LeuThriMetisnGlylePro = ArgValSerArgTriProVal lle Lys Ile = PhelleleuHis lle = Ile fla lle GluSaerlle
Arcifla = HisGluleuwisplysleuSerfspTvrGin Gl ThrThr Yol Glu CysGlu Glu LeudlaCyshsn » AsrleulsubsPheThrisnleuHisCvstsn = GinHis
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8 Anhang

Eqlll TzpRI
BstYl Btsl
Saudhl T=pRI
Canl T=pa0al Ehsl
Hpyw 1881 Avall Asel Ecos?l
CwiTl ‘ {\AbDII|SauEiBI {\Asel {\AS” {\Abull

GTAAGTGT TGTGE AAATAGAAGC AAATGAC AAAAAGCCT TTTCCAGAAGATC TGAAATCATTGGACCTG TTCAAAAAGG AAAAA ATTAA TACT GAAGGAL AC AGCAGTGG TATTGGGGEG 6

CATTCACAACACC TTTATCTTCGTTTACTGTTTT TCEGAAAAGG TCTTC TAGAC TTTAG TAACC TGGAC AAGTTTTTCCTTTTT TAATTATGAC TTCCTG TG TCG TCACC ATAACCCCCE

¥al Saral Yal Glu e Glu Ala bsnbsplys LysProPhePro Glu AspleulysSerleubspleuPhelys Lys Glulys Ile AsnThr Glu Gly His SerSerGly lle Gly Gly
Lys GlInMet ThrLysSerl euPhaeGlnlys lle « Asn His TrpThrCysSerbysArglyslys Leu lleleu LysAsp Thr Ala Yal Yal Leu Gly Gly
Gln L}.-fs Al PheSer‘ﬂr‘gﬂr‘g SarGlu lle Ile GIyPr‘o 1."-::I Gln L}.-fs Gly L}rsﬂsn . T}fr . Jlr‘gThr" Gln Gln Tr‘p Twr Tr‘p Gly

ValleuTrplys -
Cys= L}.-fs Cys= Eys Gly Asn Jlr‘gSer‘ L}.-fs .

Thr Leu Thr Thr"Ser lle Sarbla PheEerLeu Phe Ghy Lys Ghy Serﬁer Arg Phe.-'lsp JlsnSer‘ﬂr*g Asnleu PheSerPhe Ile Leu 1."-::I Ser Prolysleu LeuPr‘o lle Pm Pro
Tyr Thr Asn His Phe TyrPhelys Ile Yal Pheleudrg Lys TrpPhe lle GinPhe « Gln Yal Gin GluPheleuPhePhe Asn [le SerPheSear al Ala ThrThr AsnProPro

Leu Hia GInProPhel eul euleuHis CysPhe Ala Ly s GluLeuleu AspSer Ile MetPro Gly Th » PheProPhePhe = TyrGln LeuYal CysCys His Ter GlnProThe

Fpoul0l
HpyCHAY BsiHkAI
tball spl1286l Bsadl oy HA
lalll TzpRI y CHA tol TzpRI
e Btsl TspRl HiwyCHA CwiTl
Mlalll CwiTl Efal TspRl Hinfl Bs=rl Csphl Sfcl
{\Jspl Ffal f—(aelll {\AWD| ‘ {\Abull |'I'ﬂl |'I'at:|l TspRI Fsal |TspHI
TCTTCATGCATGT CATCT TCTAGGCCAAGCATTTCTAGC AGTCGATGAAAATGAATCT TCACAAAACACT TCGAGCACTG TCCAG TATTC TACCG TGRTAC ACAGTGGCTAC AGAC ACCAA =

ACAAGTACGTACAGTAGAAGATCCGRTTCG TAAAGATCG TCACTACTT TTACTTAGAAG TRTTT TG TGAAGCTCG TRAC AGGTC ATAAGATGGCACCATG TG TCACCGATG TCTGTGGTT

SarSerCysMet SarSarSerirg ProSer lle SerSerSerbsp Glu AsnGluSarSer Gln Asn ThrSerSer Thr Yal Gln TyrSer Thr ¥al Yal His SerGly Ter Arg His Gln
Leu Hiz AlaCys HisLeuleu Gly Gln AlaPheleu Al Yol MetlysMetAsnleu HisLys Thrleudrg AlaleuSerSer lle LeuPro TrpTyr Thr Val Ala ThrbAspThrlys
Yol PheMet Hi5 Yal lle Phe = Ao L}.-fs HisPhe = Gln = . L}.-fs » llePhe Thr"L}.-fs His= PheGIu Hi= EysPr‘o ¥al Phe T}frﬂr‘g GIyThr‘ Gin Tr‘pLeu Gin Thr"Pr‘o

A Glu His Hetﬂ,spﬂ,sp GluLeu GIyLeuHet Glu LeuLeuSer‘SerPheSer‘ﬂspGlu EysPhe ¥al GIuLeu 1."-::I Thr Tr‘p T}fr Glu 1."-::I Thr" Thr"EysLeu Pro = LeuCysTrp
» ArgArgPro Trp Ala bdsnbArg Ala Thr lle Phe llePhedrg = Leu Val Serbrg Ala Serbspleu lle Arg Gly His Tyr Val Thr Ala Yol SerValleu
Cys His HisPhe His Ile Lys YalPhelysLysSerCys Gln Gy Thr dsn = AngProYal Cys His SerCys Yal Glyleu

Arg = AlaHis
LysMetCysThrMetlys = AlaleuCyslys =
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8 Anhang

Hiy 188l

BstYl Acil Hphi
Sauahl srBl Eqglll Bsall

Canl Eael BstYl Bzskl

Hoy 1881 Flel flll FrudHl  SauzAl FspGl

Bhbsl Al Hinfl | Myl Hinl CiTl | BseRl Tsp5081 Sau3al Miall Bsth

{\Abull ‘|Sm|| ‘ fm CviTl | Tl f—(aelll MDpnI‘ {\Abull‘ Fpnl ”\ASII ﬁcn |5ch
GTTCCGTCAGTCC AAGTC TTCTCAAGATCCGARTCTACC CARCCCTTGT TAGAT TCAGACGAGCCRCCAGAAGATC TACAATTAGTAGATCATG TAGATGGCGRTEATGR TATTTTGCCE o,

CAAGGCAG TCAGG TTCAGAAGAG T TCTAGGCTCAGATGE GTCRGGAAC AATC TAAGTCTCCTCGLCGRTCTTCTAGATG TTAAT CATCTAGTACATC TACCGCCACTACC ATAAAACGGE

Yal ProSerYal Gin Val Pheber ArgSer Glu SerThr GlinProleuleudspSar Glu Glu ArgPro Gludspleu Glinlew Yal Asp His Val Asp Gly Gly AspGly Ile LeuPro
PheArg GlnSer LysSerSer GlnAspProSerleuPro SerProlys = lle Gln ArgSerGly GlnLys lle TyrAsn - lleMet = Met dla Yol Met Val PhelysPro
SEPSEP Yal SarPro SerLeuLeu L}.-fs lle Jlr‘g 1."-::I T}frPr‘o Al Leu 1."-::I Jlr‘gPheﬂr‘g Gly Jllc: Ala Jlr‘g!lr‘gSer‘Thr" lle Ser*:'lr‘gﬁerfys Arg Tr‘pﬂr‘g . Tr‘p T}frPhe Jllc:
Thr Glyﬂ,spThr" Trp Thr" LysGlu Leuﬂ,spﬁer‘ﬂ,sp Yal Trp Gl L}rsﬂsn Ser GIuSer‘Ser‘ﬂr‘g Gly Serﬁer“:'lr‘gtysﬂ,sn Thr"Ser . Thr" SerProPro SerF‘m lle L}.-fs Gly
dendrg o« AspleudspGlu » SerGlyleudrgGly LeuGly Glin = lle =« LeuleuProTrpPhelle = Leu = Tyrlle Met Tyr lle Ala Thr lle Thr Asn Gln Ghy
Glu ThrleuGly Leubrghrgleulle ArgThr = Gly AlaArgThrLeudsnleuPro Ala Alaleul eubspiial lleleuleudspHis LeuHis Arg His His Tyr Lys Ala Trp

HpwyCHA
Tatl
Csphl Sfcl Hinfl
Fsal HpwCHAY  Mialll tball

Seal ‘ an

| |Tfi| an {\Anll ‘ {\Asm

AGGCAACAGTACT TCAAACAGAACTECAGTCAGC ATGAA TCCAG TCCAGATATT TCACATTTTGAAAGE TCAAAGCAAG TTTCA TCAGTCAAT GAGGAAGAT TTTGTTAGACTTAAACAG a¢

TCCGTTGTCATGAAGTTTGTCT TGACGTCAGTCG TACTT AGGTCAGGTC TATAAAGTGTAAAAC TT TCCAGTTTCGT TCAAAGT AGTCAGTTAC TCCTTC TAAAACAATC TGAAT TTGTC

Arg Gln Gln TyrPhelys GlnAsn CysSer Gln His Glu SerSerPro Asp lle Sar His Phe Glu ArgSerbys Gln Yal SerSarVal Asn Glu Glu AspPheVal ArgLeulysGin
Ghy AsnSerThr Serbdsning Thr Ala Yal SerMetisnPro Yal Gln [lePheHis lleleulys Ghy GinSarlysPheHis GlnSerMet Arglys lle LeuleudspleuAsnSer
Gln Ala Thr YalLeu Gln Thr Glu LeuGln Ser Jllc: . Ile GInSer‘ﬂr‘g TerheThr‘Phe . L}.-fs ‘."c::IL}.-fs Jllc:Ser‘PheIIe SerGln . lelr*gPheEys = Thr = Thr

LeuCyslys TyrLysleulysPhe GinLeu = E}fSSfer‘ﬁ,spLeu GIySer‘ lle GIuEyS LysSer‘Leu Jl,spPheE}fS Thr Glu AspThr‘LeuSer‘Ser‘E‘:er‘Lys Thr‘LeuSer‘LeuE}fS
Proleuleu Yal GluPheleu¥al Ala ThrleuMetPhe Gly Thr Trp lle dsn = MetlysPhePro » Leuleuhsn = = Asplle LeuPhe lle LyshsnSear LysPheal ey
Ao Yal ThrSer = Yal SerSerCyshsp Ao His [le Trpdscleu Terlys Val AsnGlnPheThrleu AlabeulysMetlew = His ProleubsnGln = Yal = Yal Alg
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8 Anhang

Bl
Aaeall
S audn|
Bzehdll
Bsskl
Pspil
Bsth
Sfall ptel o ol
Sfcl il
HpyCH4Y Cepbl
Hpy 1851 BstY| Tsel sal
Saudal Saudal nudHBstAP el Bl
Ppnl Ppnl rklwl Fstl rfiwnl Pdel IBsmFI {ﬂpyCHdI

CAGATTTCAGATCATATT TCACAATCCTGTGEAT CTEEG CAAAT GARAATGTTTCAGGAAGTTTCTGCAGCAGATGCTTTTGETCCAGG TACTE AGGGAC AAGTAGAAAG ATTTG AAACK 1080

GTC TAAAE TCTAG TATAAAETET TAEEAEAEETAEAEEE ETTTAETTTT AEAAAETEET TEAAAEAEET CGETCT AEGAAAAEEAEETEE ATGAC TEEETE TTEAT CTTTC TAAAE TTTGT

Glh Ile Ser Asp His lle Ser Gln Ser Cya Gly Ser Gly Gin Met Ly MetPhe Gln Glu Vol Ser Al Ala Agp Alg Phe Gly Pra Gly Thre Glu Gly Gin vl Gl Arg Phe Glu Thie
Arg Fhe Gin Tle Ile Fhe His AanPro Yol Asp Leu Gly Lys =+ Lys CyaPhe Ang Lvg Fhe Leu Gin Gln Met Leu Leu Vol Gin Mol Leu Arg Asp Lve = Lys Agp Leu Lys Gln
Al Asp Phe ArgSer Tyr Phe The Ie Leu Trp Ile Trpz Al Aan Glu Asn vol Ser Gly Ser Phe Cys Ser Arg CyePhe TrpSer Arg Ty = Gly TheSer Arglys Ile = Asn
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
Cye Ile Glu Ser = Ile Gu Cys Asp Gin ProAsp Pro Cye Ile Phe lle Asm = Ser The Glu Alg Alg Ser Alo Lys Pro Gly Pro Yol Ser Pro Cys The Ser Leu Aan Ser val
Leu Asn = Ile Met Aon = Leu Gly Thr3er ArgFro Led His Phe His Lys LeuPhe Asn Arg Cya Cys Ile Ser Lyg Thr Trpp The Ser LeuSer Leu Ty Fhe SJer Ly Phe Cyva
Ser Lys Leudsp Tyr Lys Yol Dle Arg His lle Gin Alg Phe SerPhe The Giu Pro Leu Lys Gin Leu Leu His Lys Gk Asp Leu Ty Gln Pro ol Leuleu Phe Tle Gin Phe Leu

Cachl
Ci Tl Mlalll py CHAN cil Mlalll
Tzel Mepl Cspbl nudH| spl
rAnII {\IIaIII rnudHI |Sph| rAaeIII “Qsal |CviTI Pdel TepRI

GTTGECAT GEAGGCTECG ACTEATEAAGGCATGCCTAAAASTTACTTACCACAGACTGT ACGECAMSGC GECTACATECCTCAG TEA

EAAEEETAEETEE EAEEE TGACT AETTEEETAEEEATTT TCAAT EMTE GTGTC TEAEATEEEETTEEE CCEAT ETAEE GAGTC AET

| 1&7

Yol Gly Met Glu Alo Al ThieAgga Glu Gly Met Pro Lye Ser Tyt LeuPro Gln The Sal Arg Gl Gly Gly Tyr Met Pra Gin =
Leu Alg TripAng Leu Arg Leu Met Lys Ala Cyws Leu Lys Mol TheTyr His Arg Leu Ty Gly Lys Alg Alg Thie Cys LeuSer Glu
Ser TrpHs Gy Gy Cys bsp = = Arg His Alo = Lyg Leu Leu The Thre Asp Cws The Alo Ang Arg Leu His Alo Ser Mol

IIII|||||lllllll|lllll|||||llllll|||||llllllllilllllllllilllllllllilllllllllilllllII
Thr Fro Met Ser Ala Alo Mol Ser Sar Pro Met Gy Leu Leu = Lyg Gly Cws Mol The Arg CvePro Pro = Met Gy = His
Aan Alg His Leu Ser Arg Ser Ile Phe Alg Hs ArgFPhe The Yal = Trppleu Ser Tyr Fro Leu Ao Alg Yol His Arg Leu Ser

Gln Cyve FroPro Glin Ser Glin Hig Leu Cwe Alg = Phe Aan Ser Vol Mol Ser Gin Yol Alo Leu Ang Ser Cve Ala Glu The Phe
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