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1. Einleitung 

1.1 Protein-Ektodomänen-Shedding 

Als Ektodomänen-Shedding wird die proteolytische Freisetzung extrazellulärer Bereiche 
(Ektodomänen) membranständiger Proteine durch Proteasen bezeichnet. Dieser enzymatische 
Spaltungsprozess dient der post-translationalen Regulation vieler membrangebundener 
Proteine. Er erfolgt entweder konstitutiv im nicht aktivierten Zustand der Zelle oder kann 
durch die Aktivierung der Zelle stimuliert werden (Arribas and Borroto, 2002; Black et al., 
1997; Hansen et al., 2000). Bei diesem Prozess werden membrangebundene Proteine nahe der 
Zellmembran gespalten. Auf diese Weise werden physiologisch aktive, lösliche Fragmente 
generiert, die dann para- und/oder autokrine Signalfunktionen haben können  (Blobel, 2005; 
Hooper et al., 1997). Das Ektodomänen-Shedding ist ein streng regulierter Prozess, der eine 
Kaskade von intrazellulären Signalwegen involviert (Hayashida et al., 2010).Tatsächlich 
werden schätzungsweise bis zu 10% aller Zelloberflächenproteine proteolytisch gespalten 
(Scheller et al., 2011b). 
Darunter finden sich viele strukturell und funktionell unterschiedliche Moleküle, so zum 
Beispiel Zytokine wie Tumor Necrosis Factor (TNF)α, Adhäsionsmoleküle wie L-Selektin 
und Wachstumsfaktoren wie Tumor Growth Factor (TGF)α. Desweiteren werden Rezeptoren 
wie der Interleukin-6-Rezeptor (IL-6R), ErbB2 und 4, Tumor Necrosis Factor Receptor 
(TNFR) I und II sowie eine Zahl anderer Proteine wie das amyloid-β precursor protein (APP) 
ebenfalls proteolytisch gespalten (Blobel, 2005). Die physiologischen Konsequenzen sind 
vielfältig und wesentlich. So kann das Ektodomänen-Shedding eines Rezeptors beispielsweise 
zu dessen Inaktivierung führen und die Zellen ihre Ansprechbarkeit für dessen Liganden 
verlieren.  
Auf der anderen Seite kann die lösliche Form des Rezeptors agonistische und antagonistische 
Funktionen ausüben (Müllberg et al., 2000). Ein gut untersuchtes Beispiel der Funktionen 
eines löslichen Rezeptors, ist das IL-6-Trans-signalling. Bei diesem Prozess kann der lösliche 
Interleukin-6-Rezeptor (sIL-6R) seinen Liganden, IL-6, binden und im IL-6/sIL-6R-Komplex 
Zellen aktivieren, die keinen IL-6R besitzen (Rose-John and Heinrich, 1994).  
Im Allgemeinen können die Konsequenzen des Ektodomänen-Sheddings in Abhängigkeit von 
der Funktion des Substrates stark variieren (Blobel, 2005). Beispielsweise wird der Rezeptor 
Notch-1 durch das Ektodomänen-Shedding aktiviert. Hier bewirkt die enzymatische 
Proteolyse in Membrannähe eine zweite Presenilinkomplex-abhängige Spaltung in der 
Transmembrandomäne (Hartmann et al., 2002b). Dieser als Regulated Intramembrane 
Proteolysis (RIP) bezeichnete Prozess ist vor allem für ADAM10- aber auch für ADAM17-
Substrate bekannt. Das sogenannte RIPping, durch γ-Sekretasen oder Signal peptide peptidase 
like (SPPL)-Proteasen, trennt  die Transmembrandomäne von der cytoplasmatische Domäne, 
welche den Zellkern erreichen kann, um dort anschließend indirekt oder direkt an der 
transkriptionellen Regulation von spezifischen Zielgenen mitzuwirken (Brown et al., 2000; 
De Strooper et al., 2010; Fluhrer et al., 2008; Kopan and Ilagan, 2009; Xia and Wolfe, 2003).  
 



1. Einleitung 

 

2 

 

Die Disintegrin-ähnlichen Proteasen, A Disintegrin And Metalloproteinases (ADAMs) und 
die Matrix Metalloproteinases (MMPs), zählen zu den am besten charakterisierten Enzymen, 
die in den Prozess des Ektodomänen-Sheddings involviert sind (Arribas and Borroto, 2002).  
Obwohl sie wichtige Rollen bei physiologischen und pathologischen Shedding-Prozessen 
innehaben, bleiben sowohl ihre Substratspezifität und als auch die Regulationsmechanismen 
ihrer Aktivität unzureichend geklärt. 
 

1.2 Die T cell Immunoglobulin and Mucin Domain (Tim)-Familie 

Die T cell immunoglobulin and mucin (Tim)-Genfamilie wurde im Jahr 2001 aus dem Tapr 
(T-cell and airway phenotype regulator)-Lokus als neue Allergie- und Asthma-
Anfälligkeitsgene kloniert  (McIntire et al., 2001). Das erste identifizierte Tim-Gen, war Tim-
1, welches in Leber und Nieren exprimiert wird. Dieses wurde bereits 1996 als Rezeptor für 
Hepatitis A virus cellular receptor 1 (HAVCR-1) in Affen identifiziert (Kaplan et al., 1996), 
bevor es 1998 im Menschen als Kidney injury molecule -1 (Kim-1) bei der Analyse von 
ischemischen Nierenzellen entdeckt wurde (Feigelstock et al., 1998). Die Tim-Genfamilie 
besteht aus acht murinen (mTim-1 bis -8) und drei humanen (hTim-1, hTim-3 und hTim-4) 
Mitgliedern (McIntire et al., 2004). Es konnte gezeigt werden, dass die drei humanen 
Mitglieder in ihrer Expression, Funktion und Struktur ortholog sind zu den in der Maus 
gefundenen Mitgliedern mTim-1, mTim-3 und mTim-4 (Abbildung 1). Die Gene der murinen 
Tim-Familienmitglieder befinden sich auf Chromosom 11B1.1. Die drei humanen Gene sind 
im menschlichen Genom auf Chromosom 5q33.2 lokalisiert. Diese chromosomalen Regionen 
wurden wiederholt mit Asthma, Allergien und Autoimmunität in Verbindung gebracht 
(McIntire et al., 2004). Die weiteren Tim-Gene wurden ausschließlich in Nagetieren gefunden 
(Kuchroo et al., 2003). 
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Abbildung 1: Dendrogramm der Sequenzähnlichkeit der Tim-Genfamilie basierend auf 
Sequenz-Alignments. Die Sequenzähnlichkeit ist proportional zur Länge der Verbindungslinien. 
Havcr, hepatitis A virus cellular receptor; Kim1, kidney injury molecule 1; Tim, T cell 
immunoglobulin and mucin. 
 
Der Aufbau der Tim-Proteine ist konserviert. Alle Mitglieder der Tim-Familie sind Typ-I-
Zelloberflächenglykoproteine, die eine N-terminale variable Immunoglobulin (IgV)-like 
Domäne besitzen, gefolgt von einer Mucin-Domäne, die viele O- und N-gebundene 
Glykosylierungen aufweist. 
Die Größe der Mucin-Domäne variiert zwischen den Familienmitgliedern, aber alle enthalten 
mehrfach die Aminosäuren Threonin, Serin und Prolin. Desweiteren besitzen die Mitglieder 
der Tim-Proteinfamilie eine Transmembrandomäne und eine cytoplasmatische Domäne mit 
einem Tyrosinphosphorylierungsmotiv. Nur Tim-4 besitzt kein 
Tyrosinphosphorylierungsmotiv in dieser Region (McIntire et al., 2004). Die 
cytoplasmatische Domäne besteht aus 42 bis 77 Aminosäuren und ist die am stärksten 
konservierte Domäne zwischen Maus und Mensch (Abbildung 2). 
Die N-terminale IgV-like Domäne der Tim-Proteine besitzt eine von zwei hydrophoben Loops 
umgebene Tasche, die der Bindung von Substraten dient. Die Tim-IgV-Domänen bestehen 
aus zwei antiparallelen β-Faltblättern, die sechs konservierte Cysteinreste enthalten. Diese 
bilden insgesamt drei Disulfidbrücken, die der IgV-Domäne ihre typische Struktur verleihen 
und dadurch zur Erkennung und Bindung von Liganden beitragen. (DeKruyff et al., 2010). 
Die dennoch vorhandenen strukturellen Unterschiede und die Motivvariationen innerhalb der 
Tim-Familie zeigen, dass sich die intrazellulären Signalwege infolge der Ligandenbindung, 
zwischen den individuellen Tim-Rezeptoren stark unterscheiden (Kuchroo et al., 2003). 
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Tim-Proteinstruktur. Die Tim-Genfamilie besteht aus 
acht murinen (mTim-1 bis -8) und drei humanen (hTim-1, hTim-3 und hTim-4) Mitgliedern. Alle 
Mitglieder sind Typ-I-Oberflächenrezeptoren und bestehen aus einer N-terminalen IgV-Domäne, die 
eine Phosphatidylserin (PtdSer)-Bindungsstelle besitzen, gefolgt von einer unterschiedlich stark 
glykosylierten Mucin-Domäne, sowie einer Transmembrandomäne und einer cytoplasmatischen 
Domäne, die bis auf Tim-4 jeweils ein Tyrosin-Kinase-Phosphorylierungsmotiv enthält (Freeman et 
al., 2010). HAVCR, hepatitis A virus cellular receptor; Tim, T cell immunoglobulin and mucin. 

 

Tim-1, Tim-3 und Tim-4 sind pattern recognition receptors (PRRs), die mit 
Phosphatidylserin (PtdSer) interagieren können (Santiago et al., 2007). PtdSer ist 
normalerweise an der Innenseite der Plasmamembran einer Zelle lokalisiert. Kommt es 
allerdings zur Aktivierung, Verletzung oder Apoptose einer Zelle, wird PtdSer auf die 
Außenseite der Membran „geklappt“. Die Exposition des PtdSer dient als wichtiges Signal zur 
Phagozytose dieser Zellen (Fadok et al., 1992; Verhoven et al., 1995). Die Erkennung 
apoptotischer Zellen ist ein essentieller Mechanismus für die Homöostase und 
Immunregulation (Savill et al., 2002). 
Tim-1, Tim-3 und Tim-4 unterscheiden sich, trotz ihrer großen Übereinstimmungen im 
Aufbau, in ihren Expressionsmustern.  
Tim-1 ist vorwiegend auf CD4+ T-Helfer-Typ-2 (TH2)-Zellen exprimiert, wo es die T-Zell-
Aktivierung stimuliert (Umetsu et al., 2005). Tim-3 wird hingegen hauptsächlich auf CD4+ T-
Helfer-Typ-1 (TH1)-Zellen und auf differenzierten Typ-1 CD8+ cytotoxischen T-Zellen (Tc1-
Zellen) exprimiert, um Apoptosesignale zu generieren (Zhu et al., 2005). Tim-4 wird 
ausschließlich auf Antigenpräsentierenden Zellen (APCs) exprimiert, wo es die Phagozytose 
von apoptotischen Zellen vermittelt und eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung der 
Toleranz spielt (Kobayashi et al., 2007; Miyanishi et al., 2007). Die Tim-Genfamilie hat somit 
eine wichtige Funktion bei der Regulation von Immunantworten wie der Toleranz gegenüber 
Transplantaten, Autoimmunität, der Regulation von Allergien und Asthma sowie der Antwort 
auf virale Infektionen (Rodriguez-Manzanet et al., 2009; Su et al., 2008). 
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1.2.1 Die löslichen Proteine der Tim-Familie 

Viele co-stimulatorische Moleküle und immunregulatorische Rezeptoren, wie CD86, Fas und 
Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen (CTLA)-4, kommen natürlicherweise auch als lösliche 
Varianten vor, die zur Kontrolle der Immunantwort sowie für die Empfindlichkeit und die 
Widerstandsfähigkeit gegenüber Autoimmunerkrankungen wichtig sind (Cheng et al., 1994; 
Jeannin et al., 2000; Oaks and Hallett, 2000). So wurde auch eine lösliche Form von Tim-1 
beschrieben, die in der juxtamembranen Region proteolytisch gespalten wird. Das lösliche 
Tim-1, auch als Kim-1 bekannt, wird bei einer akuten Nierenerkrankung enzymatisch 
prozessiert und dient als Marker im Urin und Gewebe von Patienten mit Nierenzellkarzinom 
(Han et al., 2005). In vitro-Studien ergaben, dass die Aktivierung des p38/mitogen-activated 
proteinkinase (MAPK)-Signalwegs durch den Tyrosinphosphatase-Inhibitor Pervanadat zur 
Freisetzung des löslichen Tim-1 führte, während das konstitutive Ektodomänen-Shedding 
über den Extracellular signal-regulated kinase (ERK)-MAPK-Signalweg reguliert wurde. 
Beide Arten der proteolytischen Spaltung konnten durch den Einsatz eines Metalloprotease-
Inhibitors gehemmt werden (Zhang et al., 2007).  
Auch die Zellaktivierung mittels Phorbol-12-myristate-13-acetet (PMA) und die Stimulation 
mit Ionomycin führte zum Metalloprotease-vermittelten Shedding (Bailly et al., 2002). 
Darauffolgende Analysen beschäftigten sich mit den beteiligten Proteasen (Guo et al., 2012).  
So ergaben Polymerase chain reaction (PCR)-Arrayscreenings der MMP-Expression in 
proximal tubular epithelial cells (PTEC) infolge der human serum albumin (HSA)- oder 
TNFα-Aktivierung, sowie Blockadeexperimente mit Hilfe von Antikörpern und small 
interfering Ribonucleic acid (siRNA), dass sowohl das konstitutive als auch das induzierte 
Shedding von Tim-1 durch MMP-3 vermittelt wird (Lim et al., 2012a). Bisher wurden für die 
weiteren Mitglieder der Tim-Familie keine weiteren, durch Ektodomänen-Shedding 
entstandenen, lösliche Formen nachgewiesen.  
Allerdings fanden Sabatos et al. 2003, bei der Amplifikation der murinen Tim-3-cDNA 
(complementary Deoxy-ribonucleic acid) von Concavalin-A-aktivierten Milzzellen, zusätzlich 
zur full-length Form des Tim-3 (flTim-3) eine weitere um etwa 200 Basenpaare (bp) kleinere 
Variante. Die Analyse der Aminosäuresequenz ergab, dass es sich bei dieser Variante um eine 
alternative Spliceform handelt, der die für die Mucin- und Transmebran-Domäne kodierenden 
Exons 3, 4 und 5 fehlten. Somit kodierte diese Variante für eine lösliche Form des Tim-3 
(sTim-3). Zur Untersuchung der Funktion des löslichen Tim-3 generierten sie ein lösliches 
Tim-3-Ig-Fusionsprotein (sTim-3-Ig), bestehend aus der IgV-Domäne von Tim-3 gebunden 
an ein humanes IgG1-Fc-Protein. Anhand von Proteolipid-Protein (PLP)-immunisierten 
Mäusen konnte gezeigt werden, dass die Behandlung mit sTim-3-Ig eine Hyperproliferation 
von T-Zellen und die spontane Produktion von T-Zell-Zytokinen induzierte. Außerdem wurde 
in dieser Studie gezeigt, dass auch das sTim-3-Ig an T-Zellen binden kann und einen 
regulatorischen Effekt auf Auto- und Alloimmunantworten haben könnte (Sabatos et al., 
2003). Ferner wurde spekuliert, ob das lösliche Tim-3 zur Blockade der inhibitorischen Tim-
3-Effekte beitragen könnte (Sanchez-Fueyo et al., 2003). Weitere Analysen der löslichen 
Splicevariante ergaben, dass die sTim-3-mRNA (messenger RNA) nur in Milzzellen 
exprimiert wird, was auf eine hauptsächliche Funktion bei Immunantworten hindeutet. Diese 
Hypothese wurde dadurch bestätigt, dass die Expression des löslichen Tim-3-Proteins durch 
die Aktivierung von Lymphozyten hochreguliert werden konnte. Da der Tim-3-Signalweg, 
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wie in Abschnitt 1.4.1 beschrieben, eine Rolle bei der Regulation des Tumorwachstums spielt, 
wurde angenommen, dass das lösliche Tim-3  diesen Signalweg blockieren könnte und so, 
durch die Förderung der Ausbreitung und Differenzierung von T-Zellen, inhibitorisch auf das 
Tumorwachstum wirkt. In vivo-Studien ergaben allerdings, dass sTim-3 zwar nicht direkt mit 
den Tumorzellen interagiert, aber deren Wachstum über einen bisher ungeklärten 
Mechanismus erleichtert und das Überleben von tumortragenden Mäusen durch sTim-3 
reduziert wurde. Auch die T-Zellzahl war im Tumorgewebe signifikant reduziert. Somit 
scheint das lösliche Tim-3 einen inhibitorischen Effekt auf die Immunantwort auszuüben, 
indem es die Expression von T-Zell-spezifischen Zytokinen, wie Interleukin-2 (IL-2) und 
Interferon (IFN)γ, vermindert und somit wahrscheinlich die Aktivierung oder die Entwicklung 
von naiven T-Zellen zu Effektor-T-Zellen inhibiert. 
Zusammenfassend scheint die Interaktion zwischen dem löslichen Tim-3 und seinem 
putativen Liganden die Aktivierung von naiven T-Zellen zu inhibieren. Eine mögliche 
physiologische Funktion von sTim-3 könnte der Schutz vor einer späteren Aktivierung von 
naiven T-Zellen sein, um in späteren Phasen die Balance der Immunantwort 
aufrechtzuerhalten. 
Zhang et al. zeigten, dass Tim-3 auf primären humanen CD14+ Monozyten/Makrophagen  
exprimiert wird, aber diese Expression nach der Stimulation der Toll-like-Rezeptor (TLR)-
Aktivierung mit Lipopolysaccharid (LPS) stark herunterreguliert wird. Zeitgleich wurde die 
Sekretion von pro-inflammatorischen Zytokinen, wie TNFα und IL-12, erhöht. Dies deutet 
auf eine regulatorische Rolle von Tim-3 im angeborenen Immunsystem hin (Zhang et al., 
2012). Da in einem Sepsis-Modell gezeigt wurde, dass LPS zur Aktivierung von ADAM17 
führte, könnte diese schnelle Herunterregulation des Rezeptors nach der TLR-Aktivierung 
durch LPS auf ein mögliches Ektodomänen-Shedding von Tim-3 hinweisen. 
Weitere Studien konnten ebenfalls zeigen, dass ADAM17 für die proteolytische Spaltung des 
Low Density Lipoprotein Receptor-related Protein (LRP)-1 in RAW264.7-Makrophagen 
verantwortlich ist. Dies induzierte wiederum die Expression von regulatorischen Zytokinen, 
wie TNFα und IL-10 (Gorovoy et al., 2010). Die LPS-Aktivierung von primären 
Makrophagen führte zur ADAM17-Aktivierung über die Proteinkinase C (PKC)δ und den 
p38/MAPK-Pathways, welche das Shedding des Mer-Tyrosinkinasrezeptor (MerTK) 
hervorrief (Thorp et al., 2011). Somit wäre es interessant zu untersuchen, ob die LPS-
Stimulation zur Aktivierung von ADAM-Proteasen in Monozyten/Makrophagen führt und 
dies die proteolytische Spaltung von Tim-3 bewirkt. 
 

1.3 Tim-3 

1.3.1 Struktur und Expression 

Das murine Tim-3 ist, wie alle Mitglieder der Tim-Familie, ein Typ-I Transmembranprotein 
und ist mit einer aus 281 Aminosäuren bestehenden extrazellulären Domäne deutlich kleiner 
als seine Verwandten. Die Struktur der extrazellulären Domäne gleicht dennoch den weiteren 
Familienmitgliedern. So besteht diese auch bei Tim-3 aus einer variablen Immunoglobin-
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Domäne, an die sich eine Mucin-Domäne anschließt, die zu 31% aus Serin- und 
Threoninresten zusammengesetzt ist. Die extrazelluläre Domäne ist mit vier N-gebundenen 
und fünf O-gebundenen Glykosylierungsstellen vergleichsweise wenig glykosyliert 
(Abbildung 2).  Die cytoplasmatische Region enthält sechs Cysteinreste sowie ein 
konserviertes Tyrosinkinase-Phosphorylierungsmotiv und ein Src-homology (SH)-2-
Bindungsmotiv (Kuchroo et al., 2003). Das humane Ortholog von mTim-3 besitzt eine 
63%ige Sequenzübereinstimmung, mit einer Sequenzähnlichkeit von 77% in der 
cytoplasmatischen Domäne, einschließlich des konservierten Phosphorylierungsmotivs 
(Monney et al., 2002). 
Das murine Tim-3 wurde 2002 als Zelloberflächen-Expressionsmarker auf T-Zellen 
identifiziert (Sabatos et al., 2003; Sanchez-Fueyo et al., 2003) . Interessanterweise wird der 
Rezeptor nicht auf naiven T-Zellen exprimiert, sondern erst gebildet, wenn diese vollständig 
zu Effektor-T-Zellen differenziert sind und INFγ produzieren (Monney et al., 2002).  
Tim-3 wird allerdings nicht nur von Zellen des adaptiven Immunsystems exprimiert, sondern 
konnte auch auf Zellpopulationen des angeborenen Immunsystems. So konnte es auch auf  
Makrophagenpopulationen und Dentrischen Zellen (DCs), sowie auf humanen Monozyten 
(Anderson et al., 2007) nachgewiesen werden.  

1.4 Der Rezeptor Tim-3 

Tim-3 wurde, wie bereits erwähnt, zunächst als Marker für differenzierte IFNγ-produzierende 
T-Zellen identifiziert, bevor seine Expression ebenfalls auf Zellen des angeborenen 
Immunsystems nachgewiesen wurde. Vielfältige Analysen zur biologischen Funktion von 
Tim-3 haben gezeigt, dass Tim-3, durch die Interaktion mit seinen bisher identifizierten 
Liganden, eine wichtige regulatorische Rolle sowohl im adaptiven als auch im angeborenen 
Immunsystem spielt.  
Bei diesen handelt es sich um Galectin-9 (Gal-9), das zur Familie der S-Typ Lektine gehört, 
und um PdtSer, welches eines der häufigsten Phospholipide in der Zellmembran von 
Säugetierzellen ist. Durch Strukturanalysen konnte gezeigt werden, dass beide Liganden auf 
gegenüberliegenden Seiten der IgV-Domäne von Tim-3 binden (Cao et al., 2007; DeKruyff et 
al., 2010), sodass die Bindung von Gal-9 eine Interaktion mit  PtdSer nicht ausschließt. Auch 
die jeweiligen Bindungsmechanismen  unterscheiden sich grundsätzlich. So bindet Gal-9 über 
eine β-glykosidische Bindung an N-gebundene Kohlenhydratgruppen der IgV-Domäne (Zhu 
et al., 2005), während PtdSer mit der aus CC´-Loop und FG-Loop gebildeten Bindungstasche 
in der Tim-3-IgV-Domäne interagiert. Diese PtdSer-Bindungsstelle, enthält konservierte 
Aminosäurereste, die mit einem Metallion arrangiert sind. Diese konservierte Bindungstasche 
wird Metal Ion-dependent Ligand-Binding Site (MILIBS) genannt (Santiago et al., 2007). 
DeKruyff et al. konnten 2010 durch Bindungsstudien und Analyse der Kristallstruktur zeigen, 
dass apoptotische Zellen, die PtdSer exprimieren, von Tim-3 exprimierenden Zellen gebunden 
und/oder phagozytiert werden.  
Die Identifikation von Tim-3 als PtdSer-Rezeptor erweitert die Vielseitigkeit zur Erkennung 
von apoptotischen Zellen (DeKruyff et al., 2010). 
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Während der Interaktionsmechanismus zwischen PtdSer und Tim-3 somit weitgehend geklärt 
ist, ist die exakte Struktur der Kohlenhydrate, die von Gal-9 erkannt werden, bisher nicht 
geklärt. Es ist allerdings bekannt, dass Gal-9 eine hohe Affinität für lange poly-N-
Acetyllactosamin-haltige Strukturen besitzt (Nagae et al., 2009).  
Wie Gal-9, das kein Signalpeptid besitzt und löslich im Zytoplasma vorliegt, an die 
Zelloberfläche gelangt, ist bisher unbekannt (Freeman et al., 2010). Die funktionellen 
Eigenschaften der Interaktionen von Tim-3 mit Gal-9 sind ausführlich untersucht worden.  
So induziert die Bindung von Gal-9 an Tim-3 auf aktivierten Effektor-T-Zellen deren 
Apoptose (Monney et al., 2002; Zhu et al., 2005) (Abbildung 3A) und könnte somit ein Teil 
einer negativen feedback-Schleife sein, die die T-Zellhomöostase aufrechterhält. Auf diese 
Weise werden Überreaktionen des Immunsystems, wie bei Autoimmunerkrankungen, 
entgegenwirkt (Anderson et al., 2007).  
Der durch Gal-9 induzierte Zelltod ist eine Mischung aus apoptotischen und nekrotischen 
Ereignissen (Zhu et al., 2005) und obwohl gezeigt werden konnte, dass die Bindung von Gal-
9 zu einer Tyrosin-Phosphorylierung von Tim-3 führt, ist wenig über die weiteren Signalwege 
bekannt (van de Weyer et al., 2006). Neben dieser negativen feedback-Schleife auf T-Zellen, 
fördert die Interaktion mit Gal-9 auf Makrophagen die Beseitigung von intrazellulären 
Pathogenen (Jayaraman et al., 2010) (Abbildung 3D). Eine kürzlich veröffentlichte Studie 
bezweifelt allerdings eine spezifische Interaktion zwischen Gal-9 und Tim-3 und somit auch 
eine Regulation der T-Zellantworten durch diesen Signalweg. Aus ihren Ergebnissen 
schließen die Autoren, dass die Hauptfunktion von Tim-3 in der Vermittlung der Phagozytose 
von apoptotischen Zellen,  über die Interaktion mit PtdSer, liegt (Leitner et al., 2013). Diese 
Veröffentlichung lässt Raum für Spekulationen und führt zu einer Reihe weiterer Fragen, die 
es zukünftig zu beantworten gilt, um die funktionelle Bedeutung der Gal-9-Tim-3-Interaktion 
zu verifizieren.  
 

1.4.1 Biologische Funktionen 

Die biologischen Funktionen von Tim-3 wurden bis heute umfassend untersucht. 
Insbesondere die Tatsache, dass Tim-3 nicht wie zunächst angenommen nur auf Zellen des 
adaptiven Immunsystems, sondern ebenfalls auf Zellen des angeborenen Immunsystem 
exprimiert wird, erweitert das potentielle Wirkungsspektrum erheblich. 
Dennoch beschäftigten sich die ersten Analysen zur funktionellen Bedeutung von Tim-3 mit 
dessen Rolle  bei der Regulation von T-Zellantworten. Diese ergaben, wie bereits erwähnt, 
dass  die Bindung von Gal-9 an Tim-3 auf T-Zellen, wie in Abbildung 3 A gezeigt,  zum 
Zelltod führte. Aus diesem Grund wurde Tim-3 zunächst als negativer Regulator von 
Immunantworten bekannt, der wichtig für das Beenden von T-Zell-Immunantworten ist (Zhu 
et al., 2005). In vivo- Befunde zeigten, dass die Blockade der Gal-9-Tim-3-Interaktion durch 
einen inhibierenden Antikörper oder durch ein Tim-3-Ig-Fusionsprotein zu einem 
beschleunigten und verschlimmerten Verlauf der Experimental Autoimmune 
Encephalomyelitis (EAE), einem Mausmodell der humanen Autoimmunerkrankung Multiple 
Sklerose (MS) führte (Monney et al., 2002; Sanchez-Fueyo et al., 2003). Dieses Ergebnis 
wurde in einer initialen Studie an MS-Patienten, die eine inverse Korrelation zwischen der 
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Tim-3-Expression und der IFNγ-Sekretion in T-Zellklonen aus der cerebrospinalen Flüssigkeit 
(CSF) nachwies, unterstützt (Koguchi et al., 2006).  
Ferner ergaben Patientenstudien eine verstärkte Tim-3-Expression auf erschöpften 
(exhausted1) CD8+-T-Zellen (Abbildung 3B) bei einer Reihe chronischer viraler 
Erkrankungen (Jin et al., 2010), wie Human-Immundefizienz-Virus (HIV) (Jones et al., 2008), 
Hepatitis-B-Virus (HBV) (Wherry et al., 2003) und Hepatits-C-Virus (HCV) (Wu et al., 
2010). Zudem konnte durch die Blockierung des Tim-3-Gal-9-Signalweges während einer 
akuten Herpes simplex Virus (HSV)-Infektion, bei der Tim-3 ebenfalls auf exhausted CD8+-T-
Zellen exprimiert wird, eine verstärkte Effektor- und Memory-Antwort der CD8+-T-Zellen 
und dadurch eine effizientere virale Kontrolle erzielt werden (Sehrawat et al., 2010). Neben 
Tim-3 sind exhausted T-Zellen vor allem durch die Expression des inhibitorischen Moleküls 
Programmed cell death-1 (PD-1) charakterisiert (Boni et al., 2007; Day et al., 2006; Urbani et 
al., 2006). In den meisten Virusinfektionen werden PD-1 und Tim-3 gemeinsam auf exhausted 
CD8+-T-Zellen exprimiert. Die Blockade beider Signalwege stellte die Proliferation der Zellen 
wieder her und verstärkt die Zytokinproduktion (Sakuishi et al., 2010). Weiter sind sowohl der 
PD-1- als auch der Tim-3-Signalweg an der T-Zell-Exhaustion bei Krebserkrankungen 
beteiligt (Blank et al., 2006). So wird Tim-3 auch verstärkt auf Tumor-infiltrierenden 
Lymphozyten (TILs) im Lungenkrebsgewebe exprimiert (Gao et al., 2012).  
Die Expression von Tim-3 auf Zellen des adaptiven Immunsystems, wie T-Lymphozyten, ist 
stark mit der angeborenen Immunantwort verbunden (Abbildung 3). Dies wurde 
beispielsweise anhand der Rolle von Myeloid-derived suppressor cells (MDSCs2) in 
Tumorgeweben gezeigt. Diese Zellen sind von großem Interesse, da sie die Fähigkeit besitzen, 
zytotoxische Aktivitäten und auch die adaptive Immunantwort von T-Zellen zu supprimieren.  
Ihre Anwesenheit ist mit einer geringen Heilungschance bei Krebserkrankungen verbunden, 
da sie die T-Zellantwort unterdrücken (Gabrilovich and Nagaraj, 2009). Das von T-Zellen 
exprimierte Tim-3 ist an der Ausbreitung von MDSCs bei Krebserkrankungen beteiligt 
(Dardalhon et al., 2010) (Abbildung 3C). So konnten in einem Mausmodell für Brustkrebs 
weniger Tumore und eine geringere MDSC-Vermehrung festgestellt werden, wenn die Mäuse 
kein Tim-3 besaßen.  
 

                                                
1 Exhausted T-Zellen zeigen eine Einschränkung der Zytokinproduktion sowie der Proliferation und zeigen eine 
zytotoxische Aktivität. 
 
2 MDSCs sind eine heterogene Population von frühen myeloiden Stammzellen, unreifen Granulozyten, 
Makrophagen und Dendritischen Zellen (DCs) zu unterschiedlichen Zeitpunkten ihrer Differenzierung. Sie 
werden durch pro-inflammatorische Zytokine aktiviert und eine große Anzahl wurde während Infektionen und 
Entzündungen gefunden. Sie häufen sich dann im Blut, im Knochenmark, in sekundären Lymphorganen und in 
der Nähe von Tumoren an. 
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Abbildung 3: Model der Tim-3-Funtionen bei der Regulation von Immunantworten. (A) Tim-3 
wird auf aktivierten IFNγ-produzierenden Effektor-T-Zellen exprimiert und die Bindung von Galectin-
9 (Gal-9) führt zur Apoptose/Zelltod der T-Zellen. (B) Bei chronischen Entzündungen wird Tim-3 
zusammen mit PD-1 auf exhausted T-Zellen co-exprimiert. (C) Tim-3 auf Effektor-T-Zellen interagiert 
mit Gal-9 auf unreifen MDSCs, was zur Reifung dieser Zellen führt und so die T-Zellantworten 
hemmt. (D) Tim-3 exprimiert von T-Zellen interagiert mit Gal-9 auf mit intrazellulären Pathogenen 
infizierten Makrophagen und trägt so zur Beseitigung dieser Pathogene bei. PD-1, programmed cell 
death 1; IL-1β, Interleukin-1β; IFNγ, Interferonγ; Gal-9, Galectin-9, Tim, T cell immunoglobulin and 
mucin; MDSCs, myeloid-derived suppressor cells; Ly6G, Lymphocyte antigen 6G.  

Ebenfalls konnte eine deutliche Reduktion des Wachstums von EL4-Lymphomen3 durch die 
Blockade von Tim-3 mittels anti-Tim-3-Antikörper erzielt werden. Diese Daten zeigen, dass 
der Tim-3-Signalweg das Tumorwachstum durch die Regulation der Ausbreitung von MDSCs 
beeinflussen kann (Sakuishi et al., 2011). 
Neben diesen inhibitorischen Effekten von Tim-3 auf T-Zellen, fördert es aber auch durch 
Interaktion mit Gal-9 auf Makrophagen die Beseitigung von intrazellulären Pathogenen 
(Jayaraman et al., 2010) (Abbildung 3D). Jayaramen et al. konnten die Bindung zwischen 
Tim-3 auf Effektor-T-Zellen und Gal-9, das von Mycobakterium tuberculosis (Mtb)-infizierten 
Makrophagen exprimiert wurde, nachweisen (Abbildung 3D). Ihre Experimente zeigten, dass 
während der Mtb-Infektion das von T-Zellen produzierte IFNγ und das von den infizierten 
Makrophagen sezernierte Interleukin-1β (IL-1β) die Expression von Tim-3 und Gal-9 
induzierte. Während der Effektorphase der Infektion wanderten die Tim-3+-T-Zellen in die 
Lunge und kamen so in Kontakt mit den Gal-9-exprimierenden Makrophagen. Diese 

                                                
3 EL4-Lymphomzellen sind eine Zellkulturlinie, die durch die Behandlung von C57BL/6-Mäusen mit dem 
Karzinogen 9,10-Dimethyl-1,2-benzanthracene entsteht. 
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Interaktion führte über einen noch unbekannten Mechanismus zur Aktivierung der Caspase-1 
in Makrophagen und damit zur Sekretion von IL-1β. IL-1β agiert dann auf eine autokrine 
Weise, um weitere Signalwege zur Beseitigung der Pathogene zu aktivieren (Abbildung 3D). 
Tim-3 fördert so die Wirtsresistenz gegenüber intrazellulären Pathogenen, wie Mtb. 
 

1.5 Die Familie der ADAM-Proteasen 

Die ADAMs sind eine Familie von membrangebundenen und sezernierten Proteinen mit einer 
ungefähren Länge von 750 Aminosäuren. Sie gehören zu der Superfamilie der M12B-
Adamalysin-Metallopeptidasen, die eine Zink-abhängige Proteaseaktivität besitzen (Rawlings 
et al., 2008; Wolfsberg et al., 1993). 
ADAMs wurden als Transmembranproteine des Typ-I mit einer Homologie zu Liganden der 
Integrine des Schlangengifts identifiziert. Die ersten identifizierten ADAMs in Säugetieren 
waren die beiden Untereinheiten des Spermaproteins Fertilin, ADAM1 (Fertilinα) und 
ADAM2 (Fertilinβ) (Blobel et al., 1992; Wolfsberg et al., 1995), deren Funktion in 
Nagetieren untersucht wurde (Primakoff and Myles, 2000).  
Bis heute wurden 40 Familienmitglieder im Genom von Säugetieren beschrieben (Edwards et 
al., 2008; Puente and Lopez-Otin, 2004), von denen 37 in Mäusen und 22 in Menschen 
exprimiert werden (Weber and Saftig, 2012). Von den 22 identifizierten humanen ADAMs 
konnte nur für 13 eine tatsächliche Proteaseaktivität gezeigt werden (ADAMEC1, ADAM8, 
9, 10, 12, 15, 17, 19, 20, 21, 28, 30 und 33). Die proteolytische Aktivität wird durch die 
charakteristische Aminosäuresequenz HEXGHXXGXXHD in ihrer katalytisch-aktiven 
Metalloprotease-Domäne determiniert (Bode et al., 1993; Murphy, 2009). Dieser Teil der 
Proteasen besitzt ein katalytisches Zink-Atom, das die Spaltungsspezifität gewährleistet oder 
für die Regulation der Proteaseaktivität verantwortlich ist (Gomis-Ruth, 2003; Orth et al., 
2004; Takeda et al., 2006). Die katalytisch aktiven ADAMs spielen eine Schlüsselrolle in der 
Zellantwort auf äußere Reize, aber auch während Entwicklungsprozessen, bei der Interaktion 
von Zellen (Murphy, 2009; White, 2003) sowie bei der Modellierung der Differenzierung, 
Migration, Rezeptor-Liganden-Signalgebung oder –Abstoßung (Becherer and Blobel, 2003). 
Substrate der ADAMs sind in erster Linie Typ-I- und Typ-II-Transmembranproteine, aber 
auch Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-verankerte Proteine (Vincent et al., 2001). 
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Abbildung 4: Modularer Aufbau der ADAM-Proteasefami lie. ADAMs sind glykosylierte Typ-I-
Transmembranproteine, die aus einer N-terminalen Metalloprotease-Domäne, einer Disintegrin-
Domäne, einer EGF-ähnlichen Domäne, einer Transmembrandomäne und einer intrazellulären 
cytoplasmatischen Domäne aufgebaut sind. ADAMs sind an dem Ektodomänen-Shedding von Typ-I- 
und Typ-II-Transmembranproteinen sowie GPI-verankerten Proteinen beteiligt und spielen eine 
Schlüsselrolle bei der Regulation verschiedener Prozesse, wie zum Beispiel der Entwicklung, der Zell-
Zell-Interaktion und bei Entzündungsprozessen. 

 

Die Mitglieder der ADAM-Familie zeigen einen weitgehend einheitlichen modularen Aufbau 
(Abbildung 4). Sie besitzen eine N-terminale Signalsequenz, welche dazu führt, dass die 
Proteine in den Sekretorischen Pathway gelangen. Angrenzend daran befindet sich die 
Metalloprotease-Domäne mit der Pro-Domäne, die als intramolekulares Chaperon die 
korrekte Faltung des Proteins kontrolliert und die ADAM-Proteasen vor Degradation im 
Sekretorischen Pathway schützt (Anders et al., 2001). Aufgrund der Pro-Domäne werden die 
Proteasen als Zymogene in einem inaktiven Zustand gehalten. Die Entfernung der Pro-
Domäne, in den meisten Fällen durch Pro-Proteinkonvertasen, wie Furin, findet im Golgi-
Apparat statt (Endres et al., 2003; Seals and Courtneidge, 2003). Die isolierten Pro-Domänen 
können als potente und spezifische Inhibitoren der aktiven Enzyme wirken, wie es für 
ADAM10 und ADAM17 gezeigt wurde (Gonzales et al., 2004; Moss et al., 2007).  
Die cysteinreiche Region der Disintegrin-Domäne vermittelt wahrscheinlich die Regulation 
der katalytischen Aktivität und die Substraterkennung der ADAMs. Die Epidermal growth 
factor (EGF)-ähnliche oder Membranproximale Domäne (MPD) wirkt wahrscheinlich an der 
Bindung von Substraten und an Zelloberflächenproteoglykane mit (Iba et al., 2000; Janes et 
al., 2005). Wie Lorenzen et al. zeigten, ist die MPD von ADAM17 an der Multimerisierung 
der Protease und der Ligandenerkennung beteiligt (Lorenzen et al., 2012; Lorenzen et al., 
2011). C-terminal von dieser Domäne befindet sich eine kurze und flexible extrazelluläre 
Sequenz, auf die eine hydrophobe Transmembrandomäne folgt (Weber and Saftig, 2012). Die 
cytoplasmatische Domäne der Mitglieder der ADAM-Familie variiert in der Länge, der 
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Aminosäuresequenz und den Bindungseigenschaften an cytosolische Proteine (Cao et al., 
2002; Seals and Courtneidge, 2003). Einige ADAMs besitzen ein oder mehrere 
Sequenzmotive zur Bindung von Src-homology (SH-)3-Domänen oder prolinreichen 
Regionen, sowie Serin-, Threonin- oder Tyrosinresten, die von diversen Kinasen 
phosphoryliert werden können (Seals and Courtneidge, 2003; Weskamp et al., 1996).  
Somit kann spekuliert werden, ob die cytoplasmatische Domäne zur Regulation der 
Proteasefunktionen als Antwort auf Signale innerhalb der Zelle dient, und/oder die Bindung 
von extrazellulären Liganden eine post-translationale Veränderung der cytoplasmatischen 
Domäne bewirkt. 
Es ist sehr wahrscheinlich, dass die cytoplasmatische Domäne die Aktivität der ADAMs auf 
eine Zell-und Stimulus-spezifische Weise verbindet (Edwards et al., 2008). Die bislang am 
besten charakterisierten Familienmitglieder sind ADAM10 und ADAM17. Diese beiden 
Proteasen werden im Folgenden näher beschrieben. 
 

1.5.1 ADAM10 

ADAM10 wurde 1989 als ein Myelin-degradierendes Enzym aus dem Rinderhirn isoliert 
(Chantry et al., 1989) und erst später als ADAM identifiziert (Howard et al., 1996). Zwei 
ADAM10-Orthologe, kuzbanian (kuz) und kuzbanian-like (kul), wurden auch in Drosophila 
melanogaster nachgewiesen (Huxley-Jones et al., 2007). Analysen ergaben, dass Kuzbanian 
für die Kontrolle der frühen Entwicklung des Nervensystems durch die proteolytische 
Aktivierung des Notch-Signalweges essentiell ist (Allinson et al., 2003; Pan and Rubin, 
1997). 
Ein vollständiger Knockout von ADAM10 (ADAM10-/-) in der Maus führt zur pränatalen 
Letalität an Tag 9,5 der Embryonalentwicklung.  Es wird angenommen, dass dies auf einer 
starken Verzögerung des Wachstums und Defekten bei der Entwicklung des Zentralen 
Nervensystems (ZNS) sowie des kardiovaskularen Systems beruht (Hartmann et al., 2002a). 
ADAM10 wird im Gegensatz zu den meisten Metalloproteasen nahezu ubiquitinär exprimiert 
(Seals and Courtneidge, 2003). Der grundsätzliche Aufbau der Protease entspricht der unter 
Abschnitt 1.5 dargestellten typischen modularen Aufbauweise. Die proteolytische Funktion 
von ADAM10 kann durch die Bindung der natürlichen Inhibitoren tissue inhibitors of 
metalloproteinase (TIMP)-1 und -3 an die Metalloprotease-Domäne reguliert werden 
(Huovila et al., 2005; Murphy, 2009). 
Zusätzlich scheint das Membranprotein reversion-inducing cystein-rich protein with Kazal 
motifs (RECK) ein physiologischer Inhibitor von ADAM10 zu sein. Dieser reguliert das 
Ektodomänen-Shedding von Notch-Liganden durch direkte Inhibierung der proteolytischen 
Aktivität von ADAM10 in neuronalen Vorläuferzellen (Muraguchi et al., 2007).  
Ferner scheint der Transport, die Reifung und die Aktivierung von ADAM10 durch 
Scaffolding-Proteine, einschließlich der Tetraspanine, kontrolliert zu werden (Prox et al., 
2012). Auch die cytoplasmatische Domäne von ADAM10 spielt eine wichtige Rolle bei der 
Reifung und dem intrazellulären Trafficking von ADAM10. So wurde eine 
Endoplasmatisches Retikulum (ER)-Retentionssequenz im cytoplasmatischen C-Terminus 
nachgewiesen (Marcello et al., 2010). Aber auch die Interaktion der cytoplasmatischen 
Domäne mit Proteinen, wie dem Synapse Associated Protein-97 (SAP97), hilft bei der 
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korrekten Lokalisierung  und  fördert auf diese Weise ihre α-Sekretase-Aktivität (Marcello et 
al., 2007). Experimentell kann die ADAM10-Aktivität durch Calciumionophore, wie 
Ionomycin, die eine Erhöhung der intrazellulären Ca2+-Ionenkonzentration bewirken, 
induziert werden. Dieses kann auch durch Calmodulin (CaM)-Inhibitoren, wie 
Trifluoroperazin (TFP), erreicht werden, wie am Beispiel von CD44 und N-Cadherin gezeigt 
wurde. Phorbolester wie PMA hingegen führen zu keiner messbaren Aktivitätssteigerung. 
Jedoch ist ADAM10 bereits konstitutiv aktiv und benötigt meist keinen weiteren Stimulus (Le 
Gall et al., 2009; Nagano et al., 2004; Reiss et al., 2005; Sanderson et al., 2005). 
Bis zum heutigen Zeitpunkt ist das komplette Substratspektrum von ADAM10 noch nicht 
bekannt. Allerdings sind über 40 Substrate beschrieben worden, darunter Proteine und 
Rezeptoren, wie IL-6R, Fractalkine, ErbB2, Fas-L, und N-Cadherin (Weber and Saftig, 2012). 
Außerdem ist ADAM10 als Haupt-Sheddase des Notch-Signalwegs identifiziert worden und 
desweiteren an der proteolytischen Spaltung der Eph-Tyrosinkinasen und deren Liganden, 
Ephrine, beteiligt. ADAM10 prozessiert ebenfalls die beiden Epidermal growth factor 
receptor (EGFR)-Liganden EGF und Betacellulin und scheint an der Transaktivierung des G 
protein-coupled receptor (GPCR)-EGFR-Signalweges beteiligt zu sein (Sahin et al., 2004; 
Schafer et al., 2004). Ferner spielt ADAM10 eine entscheidende Rolle in der Pathogenese von 
Alzheimer-Erkrankungen durch die Prozessierung von APP (Janes et al., 2005; Saftig et al., 
1996). Die Überexpression des dominant-negativen adam10 in Mäusen, die eine genetische 
Prädisposition gegenüber Alzheimer-Erkrankungen besaßen, erbrachte eindeutige Hinweise 
für ADAM10 als Haupt-α-Sekretase von APP im Gehirn von Mäusen (Postina et al., 2004).   
Ebenfalls scheint ADAM10 eine kritische Rolle bei der embryonalen und adulten Homöostase 
der Epidermis zu spielen (Weber et al., 2011). So zeigten Solanas et al., dass ADAM10 
wichtig für die Kompartimentierung von Epithelzellen ist und ebenfalls an der Adhäsion und 
Polarisierung dieser Zellen durch die proteolytische Prozessierung von E-cadherin beteiligt ist 
(Solanas et al., 2011).  
Allerdings sind eine Reihe von Substraten bekannt, wie zum Beispiel TNFα, IL-6R, Notch-1 
Rezeptor, Transforming growth factor (TGF)α, L-Selektin und APP, die sowohl durch 
ADAM10 als auch ADAM17 gespalten werden können. Allerdings ist der 
Regulationsmechanismus meist unterschiedlich (Le Gall et al., 2009). 

 

1.5.2 ADAM17 

1997 wurde ADAM17 als Metalloprotease identifiziert, die für die Freisetzung der membran-
gebundenen Pro-Form von TNFα verantwortlich ist (Black et al., 1997). Aus diesem Grund 
wird ADAM17 auch als tumor necrosis factor-α converting enzym (TACE) bezeichnet. Neben 
seiner Rolle bei Entwicklungsprozessen deutet das breitgefächerte Substratspektrum von 
ADAM17 auf eine kritische Funktion auch in adulten Säugern hin. Bisher wurden 76 Proteine 
identifiziert, die von ADAM17 proteolytisch gespalten werden (Scheller et al., 2011). Neben 
ihrer Funktion bei der Zytokin-Signalgebung, wie der TNFα-Aktivierung, ist ADAM17 auch 
an der proteolytischen Prozessierung vieler Zytokinrezeptoren beteiligt. Darunter der IL-6Rα, 
wodurch das IL-6-Transsignalling ermöglicht wird, aber auch der EGFR und der TNFRI und 
II, was ihre wichtige Funktion in Entzündungsprozessen unterstreicht. ADAM17 reguliert 
ebenfalls die Signalgebung vieler Wachstumsfaktoren und Hormone. Als Hauptsheddase im 
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EGFR-Signalweg ist sie für die proteolytische Spaltung  von ErbB-Liganden, wie dem TGFα, 
Heparin binding (HB)-EGF und Amphiregulin (AR) zuständig (Hinkle et al., 2004). 
Desweiteren wurden auch Zelladhäsionsmoleküle, wie Intercellular Adhesion Molecule 
(ICAM)-1 und L-Selektin, sowie andere Moleküle, wie APP, als Substrate identifiziert 
(Arribas and Esselens, 2009).  
Über die physiologischen Mechanismen die zur Aktivierung von ADAM17 führen ist bisher 
nur wenig bekannt. Allerdings kann das Shedding von ADAM17-Substraten durch 
Phorbolester, wie 12-O-tetradecanylphorbol-13-acetat (TPA) oder PMA und durch den 
Phosphataseinhibitor Pervanadat stimuliert werden (Arribas and Massague, 1995; Massague 
and Pandiella, 1993; Pandiella and Massague, 1991). In vielen Studien wurde gezeigt, dass 
Phorbolester für die Aktivierung der PKC verantwortlich sind und dies das Shedding von 
ADAM17-Substraten induziert (Horiuchi et al., 2007). Ein möglicher 
Regulationsmechanismus zur Aktivierung von ADAM17 durch die PKC ist eine putative 
Phosphorylierungssequenz in der cytoplasmatische Domäne von ADAM17 (Diaz-Rodriguez 
et al., 1999). Dennoch bleibt der zugrunde liegende Mechanismus ungeklärt, da auch eine 
ADAM17-Mutante ohne intrazelluläre Domäne durch PMA-Stimulation aktiviert werden 
konnte (Reddy et al., 2000). Außerdem wird das PMA-induzierte Shedding auch durch die 
Interaktion mit anderen Proteinen, wie zum Beispiel Thiolisomerasen, die den Redox-Status 
des Substrates regulieren, kontrolliert. Durch Inhibitoren der Protein Disulphide Isomerase 
(PDI) wird beispielsweise das Ektodomänen-Shedding von L-Selektin gefördert (Smalley and 
Ley, 2005). 
Ein weiterer Mechanismus über den ADAM17 aktiviert wird, ist die GPCR-vermittelte 
Aktivierung. Hierfür wird die Tyrosinkinase Src benötigt, die zur GPCR-vermittelten 
Aktivierung der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI-3K) führt, welche wiederum die 
Aktivierung der Phosphatidylinositol-dependent Kinase-1 (PDK1) bewirkt. Diese aktiviert 
über eine direkte Phosphorylierung ADAM17 (Zhang et al., 2006). 
Ferner kann ADAM17 mit der ERK/MAPK oder p38/MAPK assoziieren und wird durch 
diese Interaktion am intrazellulären Threonin735 phosphoryliert (Diaz-Rodriguez et al., 2002). 
Diese Phosphorylierung führt dazu, dass ADAM17 aktiviert wird und vom ER zur 
Zelloberfläche wandert (Diaz-Rodriguez et al., 2002; Soond et al., 2005). Diese Signalwege 
können beispielsweise durch Pervanadat induziert werden (Daum et al., 1998). So kann 
ADAM17 sowohl über den PKC-Signalweg, als auch über weitere Signalwege, wie dem p38 
oder ERK/MAPK-Signalweg oder die Stimulation von GPCRs aktiviert werden (Lemjabbar 
et al., 2003; Schafer et al., 2004a). Aber auch andere Stimuli, wie das Zytokin IL-1α und β 
regulieren ADAM17 (Bandyopadhyay et al., 2006; Tachida et al., 2008). Ferner führt die 
Depletion von Cholesterol zur Aktivierung von ADAM17, da dieses sich in spezialisierten 
Zellmembranbereichen, den sogenannten Lipid rafts befindet, deren Membran stark 
cholesterolhaltig ist (Matthews et al., 2003).  
Die proteolytische Aktivität von ADAM17 kann durch seinen physiologischen Inhibitor 
TIMP-3 gehemmt werden (Huovila et al., 2005). 
Viele der heutigen Erkenntnisse zu ADAM17 stammen aus knockout-Mäusen und 
experimentellen Mausmodellen. Bereits 1998 wurde festgestellt, dass eine vollständige 
ADAM17-Defizienz bei Mäusen zu multiplen pathologischen Veränderungen führte, 
einschließlich einer gestörten Entwicklung der Augen, des Epithels, der Lunge, des Herzens, 
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des Immunsystems und von Haut und Haaren (Peschon et al., 1998). In Abhängigkeit von 
ihrem genetischen Hintergrund zeigen ADAM17-defiziente Mäuse eine embryonale Letalität 
zwischen Tag 17,5 der Embryonalentwicklung und ihrer Geburt. Die gestörte Entwicklung 
der Augen führt zu offenen Augenlidern, einer geschwächten Kornea und einem fehlenden 
Bindehautbeutel (Peschon et al., 1998). Desweiteren konnte eine gestörte Entwicklung des 
Epithels festgestellt werden. So besaßen ADAM17-defiziente Mäuse ein vergrößertes Herz 
und eine gestörte Entwicklung der Herzklappen (Shi et al., 2003). Die meisten 
Entwicklungsdefekte sind auf das gestörte Ektodomänen-Shedding von EGFR-Liganden 
zurückzuführen (Chalaris et al., 2010) und konnten auch in EGFR-defizienten Mäusen 
beobachtet werden (Blobel, 2005). Zusätzlich zeigten ADM17-defiziente Mäuse Defekte, die 
stark denen der TGFα-defizienten Mäuse ähnelten (Peschon et al., 1998). 
Chalaris et al. entwickelten eine hypomorphe Maus durch die Einbringung eines zusätzlichen 
Exons mit einem in-frame translationalen Stop-Codon zwischen Exon 11 und 12 
(Adam17ex/ex). Diese Mäuse besitzen reduzierte ADAM17-Level in allen Geweben und 
wurden genutzt, um die Rolle von ADAM17 in Entzündungsprozessen zu studieren. Dextran 
sodium sulfat (DSS)-induzierte Kolitis in diesen Mäusen führte zu einer verstärkten 
Entzündung des Darms, aufgrund des gestörten Sheddings von ErbB-Liganden und einer 
defekten Regeneration der Schleimhaut des intestinalen Epithels (Scheller et al., 2011a). Aus 
diesen Beobachtungen konnte geschlossen werden, dass ADAM17 einen positiven Effekt auf 
Regenerationsprozesse und Gewebeschäden durch die Aktivierung des EGFR-
Signaltransducer and Activator of transcription (STAT)-3 hat (Chalaris et al., 2010). Eine 
weitere Studie, in der Mäuse mit  einer Mutation in der Metalloprotease-Domäne von 
ADAM17 (Adam17wavedx/wavedx), verwendet wurden, die wie die Adam17ex/ex-Mäuse, eine 
stark eingeschränkte Shedding-Aktivität besitzen, bestätigte die gesteigerte Entzündung nach 
der DSS-Behandlung und somit die schützende Rolle von ADAM17 während der 
experimentellen Kolitis (Brandl et al., 2010).  
Ein Single-nucleotide polymorphism (SNP)-Array der DNA von Patienten mit entzündlichen 
Erkrankungen der Haut und des Darms, die einen ähnlichen Haarphänotyp wie Adam17ex/ex-
Mäuse aufwiesen, ergab eine loss-of-function-Mutation in Adam17. Diese führte 
wahrscheinlich zur Expression eines ADAM17-Proteins, das ausschließlich aus der Pro-
Domäne und dem Signalpeptid besteht. Analysen des Phänotyps und des Expressionsprofils 
von PBMCs eines dieser Patienten zeigten, dass das Fehlen einer funktionellen ADAM17-
Protease zur verminderten TNFα-Produktion in PBMCs führte und ebenfalls die beobachteten 
Entzündungen der Haut und des Darms bedingte. Allerdings scheinen Menschen, anders als 
die knockout-Mäuse, Mechanismen zu besitzen, die das Fehlen von ADAM17 kompensieren 
können. Womit die Hemmung von ADAM17 als therapeutische Möglichkeit von 
Entzündungserkrankungen im Menschen weiter im Fokus von zukünftigen Studien steht 
(Blaydon et al., 2011). 
 
 



1. Einleitung 

 

17 

 

1.6 Ziel dieser Arbeit 

Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob es sich beim humane Tim-3 um ein 
Substrat von Metalloproteasen handelt. Dabei ging es zunächst um die Frage, welche 
Protease(n) für das Ektodomänen-Shedding verantwortlich ist/sind. Weiterhin sollte die 
mögliche Regulation der proteolytischen Freisetzung des löslichen Tim-3 analysiert werden. 
Die Entstehung einer löslichen Variante des humanen Tim-3 durch Ektodomänen-Shedding 
war zu Beginn der Arbeit noch völlig unbekannt. Es ging zunächst um die Frage, ob bekannte 
Stimuli zur Aktivierung der ADAMs, wie PMA und Ionomycin,  die Entstehung von 
löslichem Tim-3 induzieren können, und ob die unterschiedlichen Aktivatoren die induzierte 
Freisetzung durch unterschiedliche Proteasen vermitteln. Um zu klären, welche Regionen des 
Rezeptors an der Regulation der proteolytischen Freisetzung beteiligt sind, sollten 
verschiedene Deletionsmutanten generiert und analysiert werden. 
Schließlich sollte geprüft werden, ob das endogene Tim-3 in humanen CD14+Monozyten 
ebenfalls nach TLR-Aktivierung proteolytisch gespalten wird. Hierbei sollten 
Stimulationsversuche mit LPS Aufschluss über eine mögliche Beteiligung des löslichen Tim-3 
an Antworten des Immunsystems auf bakterielle Infektionen geben, und geklärt werden, 
welche Proteasen an diesem Prozess beteiligt sind. 
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2. Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Antibiotika 

 
Ampicillin Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)  f.c. 100 µg/ml 
   
Kanamycin Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)  f.c. 25 µg/ml 
   
Neomycin (G-418) PAA Laboratories GmbH (Cölbe, Deutschland) f.c. 100 µg/ml 
 
 
 

2.1.2 Antikörper 

2.1.2.1  Primäre Antikörper 

 
 
Durchflusszytometrische Messungen (FACS) 
 
α-humaner CD14  
 

FITC-gekoppelter Antikörper aus der Maus  
(Klon M5E2, BD Biosciences) 
Konzentration: 100 µg/ml, Verdünnung: 1:5 

α-humaner Tim-3 PE-gekoppelter Antikörper aus der Maus  
(Klon F38-2E2, BioLegend) 
Konzentration: 100 µg/ml, Verdünnung: 1:5 

α-muriner IgG1κ PE-gekoppelter Antikörper aus der Maus  
(Klon MOPC21, BioLegend) 
Konzentration: 200 µg/ml, Verdünnung 1:10  

α-muriner IgG2a,κ 
 

FITC-gekoppelter Antikörper aus der Maus  
(Klon G155-178, BD Biosciences) 
Konzentration: 100 µg/ml, Verdünnung: 1:5 

Fc-Block Humaner Fc Block CD16/32 mAb (BD Biosciences). 
Dieser enthält Immunoglobuline, die an Fc-Rezeptoren 
binden und auf diese Weise die unspezifische Bindung  
primärer Antikörper an diese Rezeptoren verhindert. 
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SDS-PAGE  
  
α-humaner Tim-3 monoklonaler Antikörper aus der Ratte (Klon 9); 

bindet an ein Epitop der IgV-Domäne (60 kDa). 
(Herstellung siehe 3.2.4) 
Konzentration  1 mg/ml; Verdünnung: 1:33,3 
(1% BSA in TBS-T) 

α-β-Aktin polyklonaler Antikörper aus dem Kaninchen, der 
endogene Level von  β-Aktin (45kDa) detektiert. 
Kreuzreaktivität mit β-Aktin der Maus (Cell signaling, 
Boston, USA). 
Konzentration: 100µg/ml; Verdünnung: 1:1.000 (1% 
BSA in TBS-T) 

2.1.2.2  Sekundäre Antikörper 

 

ImmunoPure® Ziege anti-Maus IgG 
(H+L), Peroxidase gekoppelt 

ThermoFisherScientific Inc. (Waltham, MA, 
USA) Konzentration: 800 µg/ml; Verdünnung: 
1:5.000 

Ziege anti-Ratte IgG, Peroxidase 
gekoppelt 

SouthernBiotech (Birmingham, AL, USA) 
Konzentration 1 mg/ml; Verdünnung: 1:3.000 

 

2.1.3 Chemikalien 

Die verwendeten Chemikalien wurden, soweit nicht anders vermerkt, von den Firmen Carl 
Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland), Merck KGAa (Darmstadt, Deutschland) oder Sigma-
Aldrich Chemie (Taufkirchen, Deutschland) bezogen. 

 

2.1.4 Enzyme 

Die verwendeten Enzyme wurden, soweit nicht anders vermerkt, von ThermoFisherScientific 
Inc. (Waltham, MA, USA) bezogen. 

 

2.1.5 Größenmarker 

Für die Größenbestimmung von Proteinen wurde die PageRuler Plus Prestained Protein 
Ladder (10-250 kDa) verwendet. Die Größenbestimmung von DNA-Fragmenten erfolgte mit 
Hilfe der GeneRuler 1 kb DNA Ladder (250-10.000 bp). Die Größenbestimmung kleiner 
DNA-Fragmente wurde mit Hilfe des GeneRuler 100 bp DNA Ladder (100-1.000 bp); alle 
von ThermoFisherScientific Inc. (Waltham, MA, USA). 
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2.1.6 Kits 

Folgende Kits wurden für diese Arbeit verwendet: 

 

Detektion von Chemilumineszenz SuperSignal West Pico Chemiluminescent 
Substrate; ThermoFisherScientific Inc. 
(Waltham, MA, USA). 

  

DNA-Extraktion aus Agarosegelen und 
Aufreinigung von PCR-Produkten 

GeneJET Gel Extraction Kit; 
ThermoFisherScientific Inc. (Waltham, MA, 
USA). 

  

RNA-Isolierung aus Zellen GeneJET RNA Purification Kit; 
ThermoFisherScientific Inc. (Waltham, MA, 
USA). 

Mini-Präparation von DNA-Plasmiden GeneJET Plasmid Miniprep Kit; 
ThermoFisherScientific Inc. (Waltham, MA, 
USA). 

  

Midi-Präparation von DNA-Plasmiden NucleoBond Xtra Midi; Macherey-Nagel 
GmbH & Co.Kg (Düren, Deutschland). 

 

2.1.7  Puffer und Lösungen 

SDS-PAGE 

Blockpuffer  
(SDS-PAGE) 

6% Milchpulver in TBS-T 

   
Transferpuffer 
(SDS-PAGE) 

25 mM 
192 mM 
20% (V/V) 

Tris-HCl, pH 8,3 
Glycin 
Methanol 

   
Lysispuffer 
(Zelllyse) 

20 mM 
150 mM 
0.5 mM 
0.5% (m/V) 

Tris-HCl, pH 7,6 
NaCl 
EDTA 
IGEPAL (NP-40) 
Proteaseinhibitor 
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Proteaseinhibitor COMPLETE™ Tabletten (Roche, 
Mannheim, Deutschland) enthalten vielfältige 
Proteaseinhibitoren, die die proteolytische 
Aktivität der meisten Zelltypen hemmen. 
1Tablette in 50 ml Lysispuffer 

   
Trenngel (12,5%) 
(SDS-PAGE) 

3,06 ml 
5,1 ml 
0,2 ml 
8,2ml 
0,2 ml 
0,02 ml 

H2O 
1,5 M Tris-HCl, pH 8,8 
10% SDS 
30% Polyacrylamid 
10% APS 
TEMED 

   
Trenngel (15%) 
(SDS-PAGE) 

4,5 ml 
5,1 ml 
0,2 ml 
9,9  ml 
0,2 ml 
0,02 ml 

H2O 
1,5 M Tris-HCl, pH 8,8 
10% SDS 
30% Polyacrylamid 
10% APS 
TEMED 

   
Sammelgel (4%) 
(SDS-PAGE) 

3,275 ml 
0,625 ml 
0,05 ml 
0,67 ml 
0,05ml 
0,005 ml 

H2O 
1,5 M Tris-HCl, pH 6,8 
10% SDS 
30% Polyacrylamid 
10% APS 
TEMED 

   
SDS-Laufpuffer 
(SDS-PAGE) 

25 mM 
192 mM 
0,1% (m/V) 

Tris-HCl, pH 8,3 
Glycin 
SDS 

   
Laemmli-Puffer (4x) 
(SDS-PAGE) 

8% (m/V) 
10% (m/V) 
40% (m/V) 
0,13% 
(m/V) 
125 mM 

SDS 
β-Mercaptoethanol 
Glycerol 
Bromphenolblau 
Tris-HCl, pH 6,8 

   
Tris Buffered Saline 
(TBS, SDS-PAGE) 

10 mM 
150 mM 

Tris-HCl, pH 7,6 
NaCl  

TBS-T 
(SDS-PAGE) 

 
0,5% (V/V) 

TBS 
Tween 20 
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Coomassie Färbelösung 
(SDS-PAGE) 

40% (V/V) 
10% (V/V) 
0,1% (V/V) 

Ethanol 
Essigsäure 
Coomassie R250 

   
Enfärbungslösung 
(SDS-PAGE) 

40% (V/V) 
10% (V/V 

Ethanol 
Essigsäure 

   
Strippinglösung 0,5 M NaCl 
 
Pull down Assay 

  

   
IP-Lysispuffer 200 mM KCl 
 20 mM HEPES 
 0,55% 

(m/V) 
TritonX 

   
IP-Bindungspuffer 200 mM KCl 
 20 mM HEPES 
   
 

ELISA  

Phosphate Buffered Saline 
(PBS) 

150 mM 
8 mM 
1,7 mM 

NaCl 
Na2HPO4, pH7,4 
NaH2PO4, pH 7,4 

   
Waschpuffer 
(PBS-T) 

0,05% 
(V/V) 

Tween-20 in PBS, pH 7,2 

   
BSA-Blockpuffer  
(ELISA) 

1 % (m/V) BSA in PBS, pH 7,2 

   
Casein-Blockpuffer  
(ELISA) 

1% (m/V) Casein in PBS, pH 7,2 

   
Streptavidinlösung 
(Strep-HRP, Roche, Mannheim, Deutschland) 
Konzentration: 1000 U/ml 

1:5000 PBS-T, pH 7,2 

   
Stoplösung 
(ELISA) 

1,8 M H2SO4 
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Alkalische Phosphatase Assay (AP-Assay) 

Alkalische Phosphatase Puffer 
(AP-Assay) 

0,1 M 
1 mM 
1 mM 
1 mg/ml 

Glycin 
MgCl2 
ZnCl2 
Nitrophenylphosphat-
Dinatrium-Salz-Hexahydrat 

 

Durchflusszytometrische Messung (FACS) 

FACS Puffer 0,25% 
(m/V) 

BSA in PBS, pH 7,2 

   
Blockpuffer 0,5 µl 

 
0,5 µl 
ad 10 µl 

Serum aus der Maus oder 
Ratte 
Fc-Block 
FACS-Puffer 

 

Antikörperherstellung  

Waschpuffer 0.5% (V/V) Tween 20 in PBS, pH 7,2 
   
Urea-Denaturierungspuffer 50 mM 

6 M 
Tris-HCl,  pH8,0 
GuHCl 

   
Renaturierungspuffer 100 mM 

400 mM 
2 mM 
4 mM 
0,4 mM 

Tris-HCl, pH 8,5 
L-arginin 
EDTA 
reduziertes Gluthathion  
reduziertes Gluthathion  

   
FPLC Lösung 100 mM 

100 mM 
Tris-HCl, pH 8,5  
NaCl 

   
Bindungspuffer 
(FPLC) 

20 mM Phosphat, pH7,4 

   
   
Elutionspuffer 
(FPLC) 

100 mM Glycin, pH 2,7 

   
Neutralisierungspuffer 1 mM Tris-HCl, pH 9,0 
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Magnetisch aktivierte Zellsortierung (MACS) 

Isolierungspuffer 
(Monozyten-Isolierung) 

2 mM EDTA in PBS, pH7,2 

   
MACS-Puffer 
(Monozyten-Isolierung) 

2 mM 
0,5% (m/V) 

EDTA 
BSA 
in PBS, pH7,2 

 

Molekularbiologische Methoden 

TBE-Puffer (0,5x) 
(Agarosegele) 

44,5 mM 
10 mM 
44,5 mM 

Borsäure 
EDTA, pH 8,0 
Tris-HCl 

   
DNA Probenpuffer (6x) 
(DNA-Gelelektrophorese) 

0,1% (m/V) 
20% (m/V) 
0,1% 

Bromphenolblau 
Glycerol in TBE-Puffer 
Xylencyanol 

   
S1 Puffer 
(DNA Mini-Präp) 

50 mM 
10 mM  
100 µg/ml 

Tris-HCl, pH 8,0 
EDTA 
RNase 

   
S2 Puffer 
(DNA Mini-Präp) 

200 mM 
1% (m/V) 

NaOH 
SDS 

   
S3 Puffer 
(DNA Mini-Präp) 
 

2,8 mM Kaliumacetat, pH 5,1 

2.1.8 Kulturmedien 

2.1.8.1 Bakterien 

Luria-Bertani-(LB)-Medium 10 g NaCl 
 10 g Pepton 
 5 g Hefeextrakt 
  ad 1.000 ml mit H2O 
   
Luria-Bertani -(LB)-Platten 10 g NaCl 
 10 g Pepton 
 5 g Hefeextrakt 
 20 g Agar 
  ad 1.000 ml mit H2O 
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2.1.8.2 Zellkultur 

DMEM (-/-) Dulbecco´s modified Eagel´s Medium 
(DMEM), high Glucose (4,5 g/l) mit stabilem 
Glutamin (PAA Laboratories GmbH, Cölbe, 
Deutschland) 

  
DMEM (+/+) Dulbecco´s modified Eagel´s Medium 

(DMEM), high Glucose (4,5 g/l) mit stabilem 
Glutamin; ergänzt mit 10 % fötalem 
Kälberserum (FCS) (PAA Laboratories 
GmbH, Cölbe, Deutschland) 

  
RPMI 1640 für primäre Monozyten RPMI 1640 ohne L-Glutamin, ergänzt mit 10 

% fötalem Kälberserum (FCS), 2 mM L-
Glutamin und 1 % Penicillin/Streptomycin 
(Biochrom AG, Berlin, Deutschland) 

  
RPMI 1640 für Hybridomazellen 
(HAT-Medium) 

RPMI 1640Hybridoma Express plus ergänzt 
mit 50 µM β-mercaptoethanol und 1 % 
Penicillin/Streptomycin (PAA Laboratories 
GmbH, Cölbe, Deutschland) 

  
 
Trypsin/EDTA  (PAA Laboratories GmbH, Cölbe, Deutschland) 
 
Alle verwendeten Zellkulturmaterialien wurden von Sarstedt AG & Co. (Nürnbrecht, 
Deutschland) bezogen.  
 

2.1.9 Zelllinien 

 

HEK293 Immortalisierte humane embryonale 
Nierenzellen; etabliert für transiente und 
stabile Transfektionen (ATCC®-Nummer: 
CRL-1573™). 

  
MEF ADAM10 -/- Immortalisierte embryonale 

Mausfibroblasten, defizient für die 
Metalloproteinase ADAM10 

  
MEF ADAM17 -/- Immortalisierte embryonale 

Mausfibroblasten, defizient für die 
Metalloproteinase ADAM17 
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MEF ADAM10 -/- ADAM17 -/- Immortalisierte embryonale 
Mausfibroblasten, defizient für die 
Metalloproteinasen  ADAM10 und 
ADAM17 

  
MEF wt Immortalisierte embryonale 

Mausfibroblasten 
  
Hybridoma-Zellen Fusionszelllinie aus primären B-Zellen der 

Ratte und der murinen Zelllinie P3X63-
Ag8.635 

  
Escherichia coli XL1-Blue Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA, 

USA, Klonierungsstamm 
  
Escherichia coli BL21 Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA, 

USA, Protein-Expressionsstamm 
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2.1.10   Oligonukleotide 

Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von Metabion GmbH (München, Deutschland) 
synthetisiert und sind in Tabelle 1 aufgeführt. 

Tabelle 1: Übersicht über die verwendeten Oligonukleotide 

Name Nukleotidsequenz 

pcDNA3.1-FP 5´- CTCTGGCTAACTAGAGAAC-3´ 

pcDNA3.1-RP 5´- CAAACAACAGATGGCTGGC-3´ 

5´hTim-3 5´- GACTGGTACCTCAGAAGTGGAATACAGAGCGGAGG-3´ 

3´hTim-3 5´- GCTCCGATGTAGATGCCGTCATTGGC-3´ 

5´AP- hTim-3-∆S1 5´-GCCAATGACGGCATCTACATCGGAGC-3´ 

3´AP-hTim-3-∆S1 5´- GCTCCGATGTAGATGCCGTCATTGGC-3´ 

5´AP-hTim-3-∆S2 5´-TTGGCCAATGACTTACGGGACTCTGG-3´ 

3´AP-hTim-3-∆S2 5´-CCAGAGTCCCGTAAGTCATTGGCCAAT-3´ 

5´AP-hTim-3-∆S3 5´- CCTGATATAAATGAGTTACGG-3´ 

3´AP-hTim-3-∆S3 5´-CCGTAACTCATTTATATCAGGGA-3´ 

5´AP- hTim-3-∆I5 5´- GATCCGGCGCTTTAATTTTAGCCTCATCTCTTTG-3´ 

3´AP-hTim-3-∆I5 5´- GATCCAAAGAGATGAGGCTAAAATTAAAGCGCCG-3´ 

5´AP-hTim-3-∆I4 5´- GATCAAGATACAGAATTTAGCAAATGCAGTAGCA-3´ 

3´AP-hTim-3-∆I4 5´- GATCTGCTACTGCATTTGCTAAATTCTGTATCTT-3´ 

5´AP-hTim-3-∆I3 5´- GATCCTCCCTCAGGATTGGAAGAAAACATCTAT-3´ 

3´AP-hTim-3-∆I3 5´-GATCATAGATGTTTTCTTCCAATCCTGAGGGAG-3´ 

3´hTim-3-∆I1 5´GATCGCGGCCGCTCAGATGTTTTCTTCTGAGCGAATTCCC-3´ 

3´hTim-3-∆I2 5´-GATCGCGGCCGCTCAGGGCTCCTCCACTTCATATACGTTC-3´ 

3´hTim-3-∆ICD 5´- GATCGCGGCCGCGAAAATTAAAGCGCCGAA-3´ 

5´hTim-3-∆ICD+1 5´- GACTGCCAAGGTCACCCCTGCACCGA-3´ 

5´hTim-3tags 5´-GATCAAGCTTTCAGAAGTGGAATACAGAGCGGAG-3´ 

3´hTim-3tags 5´- GATCGCGGCCGCTCATGGCATTGCAAAGCGACAACC– 3´ 

3´hTim-3-∆ICDtags 5´- GATCGCGGCCGCGAAAATTAAAGCGCCGAA-3´ 

5´IgVhTim-3 5´-GATCCATATGTCAGAAGTGGAATACAGAG-3´ 

3´IgVhTim-3 5´-GACTGCGGCCGCTCCCTTGGCTGGTTTGA-3´ 

T7 5´-TAATACGACTCACTATAGGG-3´ 
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2.1.11  Plasmide 

 

pEGFP-N1 Expressionsplasmid (Clontech Laboratories, 
Inc., Mountain View, CA, USA); kodiert  für 
eine mutierte Variante des grün 
fluoreszierenden Proteins (GFP); 
Kanaymycin-Resistenz 

pcDNA3.1(+) Vektor für transiente und stabile 
Proteinexpression in Säugetierzellen 
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 
Ampicillin-und  Neomycin-Resistenz 

puc57 Klonierungsvektor für die Proteinexpression 
in E.coli. (GenScript USA inc., Piscataway, 
NJ, USA) ; Ampicillin-Resistenz 

pPCR-Script Amp SK(+) Klonierungsvektor; Ampicillin-Resistenz 
(Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA, 
USA) 

pet23a(+) Bakterieller Expressionsvektor für die IPTG 
oder Laktose-induzierte Expression von 
rekombinanten Proteinen in E. coli-Stämmen 
(Novagen, Darmstadt,Deutschland) 

pet23a(+)-hTim-4 Bakterieller Expressionsvektor für die 
Expression des rekombinanten, humanen 
Tim-4; generiert von Olga Braun 

pcDNA3.1(+)-mTim-2 Vektor zur Expression des murinen Tim-2-
Proteins in Säugetierzellen; generiert von 
Christin Dewitz 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Molekularbiologische Methoden 

2.2.1.1  Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Um spezifische DNA-Sequenzen für Klonierungen oder das Detektieren spezifischen DNA-
Sequenzen zu amplifizieren, wurde die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) durchgeführt. Für 
Klonierungen wurde die Pfu DNA Polymerase verwendet (ThermoFisherScientific Inc., 
Waltham, MA, USA), während zur Detektion von spezifischen DNA-Sequenzen die 
DreamTaq™DNA Polymerase (ThermoFisherScientific Inc., Waltham, MA, USA) verwendet 
wurde. Die Pfu DNA Polymerase besitzt im Gegensatz zur DreamTaq™DNA Polymerase 
eine Korrekturaktivität (proof-reading). 

Der folgende Reaktionsansatz wurde für alle PCRs verwendet: 

Template 10-100 ng Plasmid 

5´- Primer 10 µM 

3´- Primer 10 µM 

dNTPs jeweils 10 mM 

PCR-Puffer (10x)  5 µl 

Polymerase 1 U 

ddH2O ad 50 µl 

 

Für die PCR wurde üblicherweise folgendes Temperaturprogramm verwendet: 

95°C 2 min 

95°C 1 min 

65°C – 75°C 1 – 2 min 

72°C 0,5 – 2,5 min 

72°C 10 min  

 

Die Anlagerungstemperatur der Primer (dritte Zeile des Programms) wurde in Abhängigkeit 
von dem GC-Gehalt der verwendeten Primer variiert. 

Die Elongationszeit (vierte Zeile des Programms) wurde in Abhängigkeit von der Größe des 
zu amplifizierenden DNA-Fragments gewählt. 

 

30 Zyklen 
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2.2.1.1.1 SOE-PCR 

Die Splicing by overlapping Extension PCR (SOE-PCR) dient der Fusion zweier oder 
mehrerer DNA-Fragmente, die um mindestens 30 Basenpaare (bp) überlappen. Um eine 
Mutation in eine Aminosäuresequenz einzufügen, werden vier Primer benötigt (Abbildung 5). 
Die beiden äußeren Primer (1 und 4) begrenzen die zu amplifizierende DNA. Die beiden 
inneren Primer (2 und 3) enthalten die gewünschte Mutation und sind zueinander 
komplementär. Im ersten Schritt wurde für die PCR jeweils ein äußerer Primer (1 oder 4) und 
je ein Primer mit der entsprechenden Mutation (2 oder 3) eingesetzt. Die so entstandenen 
PCR-Fragmente enthalten die gewünschte Mutation und wurden anschließend als Template 
für die abschließende dritte PCR mit den beiden äußeren Primern (1 und 4)  verwendet (siehe 
Abbildung 5). Hierzu wurden je 1 µl der einzelnen PCR-Ansätze als Template verwendet. Auf 
diese Weise entsteht ein Insert mit der gewünschten Mutation, das für die Herstellung von 
Expressionsplasmiden verwendet wird. 

 

Abbildung 5: Prinzip der SOE-PCR 

2.2.1.2  Enzymatische Spaltung von DNA 

Die Spaltung von Plasmid-DNA oder PCR-Fragmenten wurde mit Hilfe von 
Restriktionsendonukleasen durchgeführt. Für präparative Arbeiten  wurden 10 µg Plasmid-
DNA mit 10 U des entsprechenden Enzyms im jeweiligen Reaktionspuffer in einem 
Gesamtansatz von 100 µl über Nacht bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe 
von DNA-Ladepuffer beendet und die so entstandenen Fragmente mittels 
Agarosegelelektrophorese entsprechend ihrer Größe voneinander getrennt. Dasselbe 
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Verfahren wurde für PCR-Fragmente verwendet, die für die Ligation in einen 
Expressionsvektor vorgesehen sind.  

Für analytische Arbeiten wurde 1 µg Plasmid-DNA verwendet und in einem Gesamtansatz 
von 40 µl mit der entsprechenden Restriktionsendonuklease mindestens für 2 Stunden bei 
37°C inkubiert. Wurden zwei unterschiedliche Enzyme in demselben Reaktionsansatz 
verwendet, wurde der vom Hersteller empfohlene Reaktionspuffer verwendet, der für beide 
Restriktionsendonukleasen die höchste Effizienz zeigte. 

2.2.1.3  Erzeugung von glatten Enden an linearisierten Plasmiden 

Um glatte Enden (blunt ends) zu erzeugen, wurde im Anschluss an das Schneiden der DNA 
mit Restriktionsendonukleasen mit Hilfe des Klenow Fragments (ThermoFisherScientific 
Inc., Waltham, MA, USA) 5´-überstehende einzelsträngige DNA-Sequenzen aufgefüllt und 
3´-überstehende einzelsträngige DNA-Sequenzen abgebaut. Hierfür wurde der 
Restriktionsansatz mit 0,5 µl dNTP-Mix (10 mM) und 5 U Klenow Fragment versetzt. Der 
Ansatz wurde für 30 min bei 37°C inkubiert und die verwendeten Enzyme bei 75°C für 10 
min inaktiviert. 

2.2.1.4  Dephosphorylierung von Plasmid-DNA 

Nach der enzymatischen Spaltung von Plasmid-DNA durch Restriktionsendonukleasen wurde 
die Plasmid-DNA durch Addition von 1 U thermosensitiver Alkalischer Phosphatase (FastAP, 
ThermoFisherScientific Inc., Waltham, MA, USA) dephosphoryliert. Die Reaktion wurde 
nach 1 h bei 37°C durch Zugabe von DNA-Ladepuffer beendet. 

2.2.1.5  DNA-Gelelektrophorese 

Zur Größentrennung von DNA-Fragmenten wurden 1-2%ige Agarosegele, in Abhängigkeit 
von der Größe der voneinander zu trennenden Fragmente, verwendet. Die Fragmente wurden 
mit 6x DNA-Probenpuffer versetzt und in horizontalen Elektrophoresekammern (Bio-Rad 
Laboratories GmbH, München, Deutschland) bei einer konstanten Spannung von 110 V 
voneinander getrennt. Für die Gele wurde die Agarose (Biozym Scientific GmbH, Hess. 
Oldendorf, Deutschland) in 0,5-fachem TBE-Puffer aufgekocht und mit 0,002% 
Ethidiumbromid versetzt. Die Gele wurden mit Hilfe eines Gel Doc 2000-Systems (Bio-Rad 
Laboratories GmbH, München, Deutschland) dokumentiert. 

2.2.1.6  Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 

Um DNA-Fragmente aus Agarosegelen zu isolieren, wurden Proben, wie in Abschnitt 2.2.1.5 
beschrieben, mittels DNA-Gelelektrophorese voneinander getrennt und durch die Zugabe von 
Ethidiumbromid unter UV-Licht mit einer Wellenlänge von λ 300 nm sichtbar gemacht. Die 
gewünschten Fragmente wurden mit Hilfe eines Skalpells ausgeschnitten und die Isolierung 
der DNA erfolgte im Anschluss mit dem GeneJET Gel Extraction Kit 
(ThermoFisherScientific Inc., Waltham, MA, USA) nach Herstellerprotokoll. 
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2.2.1.7  Bestimmung der DNA- und RNA-Konzentration 

Zur spektroskopischen Bestimmung von DNA- bzw. RNA-Konzentrationen in wässrigen 
Lösungen wurde der NanoDrop® ND-1000 (Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, 
Deutschland) verwendet. Der NanoDrop® ND-1000 kann DNA-Konzentrationen zwischen 2 
und 3.700 ng/µl sowie RNA-Konzentrationen zwischen 2 und 3.000 ng/µl detektieren. Die 
Reinheit der Nukleinsäureproben wurde über das Absorbtionsverhältnis A260/A280 festgestellt. 
Für DNA sollte dieses größer als 1,8 und für RNA größer als 2,0 sein. 

2.2.1.8  Ligation von DNA-Fragmenten 

Für die Ligation wurde der enzymatisch linearisierte und dephosphorylierte Vektor und das 
ebenfalls enzymatisch gespaltene Insert in einem Verhältnis von 1:2 bis 1:5 mit 2 µl 
Ligationspuffer und 1 µl der T4 DNA-Ligase (ThermoFisherScientific Inc., Waltham, MA, 
USA) in einem Gesamtvolumen von 20 µl für 2 h bei Raumtemperatur oder über Nacht bei 
4°C inkubiert. 

Für blunt end - Klonierungen wurden 2 U Ligase und zusätzlich 2 µl PEG4000 verwendet. 
Die Inkubation erfolgte zunächst bei Raumtemperatur für 1 h und dann über Nacht bei  4°C. 

2.2.1.9  Transformation von chemisch kompetenten Escherichia coli 

25 µl einer chemisch kompetenten Escherichia coli-Lösung  (105 Zellen) wurden mit 10 ng 
Plasmid-DNA oder 20 µl Ligationsansatz versetzt. Die Bakterien wurden dann zunächst für 5 
min auf Eis inkubiert, bevor die Hitzeschock-Transformation (30 s, 42°C) erfolgte. Im 
Anschluss an die Transformation wurden die Zellen erneut für 5 min auf Eis inkubiert, bevor 
150 µl LB-Medium zum Ansatz gegeben wurden und die transformierten Bakterien für 1 h 
bei 37°C und 850 rpm im Thermoschüttler inkubiert wurden. Die Bakteriensuspension wurde 
schließlich auf einer LB-Platte, die das passende Antibiotikum zur Selektion enthielt, 
ausgestrichen und bis zur Bildung von Einzelkolonien über Nacht bei 37°C inkubiert. 

2.2.1.10 Plasmid-DNA Mini-Präparation 

Für die Mini-Präparation von Plasmid-DNA wurde für  jede einzelne Kolonie mit 2 ml LB-
Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum versetzt und über Nacht bei 37°C und 850 
rpm im Thermoschüttler inkubiert. Die Bakterienkultur wurde bei 12.000 g und 4°C für 10 
min zentrifugiert und das Bakteriensediment wurde für die Mini-Präparation verwendet. Die 
Plasmid-DNA wurde mit Hilfe des GeneJET Plasmid Miniprep Kits (ThermoFisherScientific 
Inc., Waltham, MA, USA), nach Angaben des Herstellers, isoliert. Nach einer alkalischen 
Lyse des Bakteriensediments wurde die Plasmid-DNA an eine Kieselsäuregel-Matrix 
gebunden und anschließend gereinigt. Nach der Eluierung kann die Plasmid-DNA für weitere 
molekularbiologische Methoden verwendet werden. 
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2.2.1.11  Plasmid-DNA Midi-Präparation 

Für die Midi-Präparation von Plasmid-DNA wurde für  jede einzelne Kolonie 100 ml LB-
Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum versetzt und über Nacht bei 37°C und 160 
rpm im Thermoschüttler inkubiert. Die Bakterienkultur wurde bei 4.000 rpm und 4°C für 10 
min zentrifugiert und das Bakteriensediment wurde für die Mini-Präparation verwendet. Die 
Plasmid-DNA wurde mit Hilfe des NucleoBond Xtra Midi Kits (Macherey-Nagel GmbH & 
Co.Kg, Düren, Deutschland), nach Angaben des Herstellers, isoliert. Nach einer alkalischen 
Lyse des Bakteriensediments bindet die Plasmid-DNA selektiv an eine Kieselsäuregel-Matrix 
zum Anionaustausch (anion exchange resin) basierend auf Methylaminoethanol.  Nach der 
Eluierung wurde die DNA mit Hilfe von Isopropanol gefällt. Anschließend wurde die DNA-
Konzentration, wie in Abschnitt 2.2.1.7 beschrieben, bestimmt. 

2.2.1.12 Sequenzierung von DNA 

Alle Inserts der selbst hergestellten Plasmide wurden von der Firma GATC Biotech AG 
(Konstanz, Deutschland) sequenziert. Es wurde eine enzymatischen Sequenzierung, auch 
Kettenabbruch-Methode nach Sanger genannt, durchgeführt. Hierzu wurden die 
firmeneigenen Primer pcDNA3.1-FP, pcDNA3.1-RP und T7 verwendet. 

 

2.2.2 Zellkultur 

2.2.2.1  Kultivierung von adhärenten Zellen 

HEK293-Zellen wurden in DMEM (+/+) bei 37°C und 5% CO2 in einem Inkubator (NuAire 
US Autoflow, NuAire Inc., Plymouth, USA) kultiviert. Alle verwendeten adhärenten 
Zelllinien wurden bei einer Konfluenz von ca. 80% mit 2 ml Trypsin-EDTA pro 10 cm- 
Petrischale abgelöst und im Verhältnis 1:20 in eine neue 10 cm-Schale mit 10 ml 
Kulturmedium überführt. 

2.2.2.2  Transfektion von HEK293 

Zur Transfektion von HEK293-Zellen wurden 1x106 HEK293-Zellen in einer 10 cm- 
Petrischale mit 10 ml DMEM (+/+) ausgesät. Nach 24 h wurden die Zellen mittels TurboFect 
(ThermoFisherScientific Inc., Waltham, MA, USA) mit 5 µg des entsprechenden DNA-
Plasmids transfiziert. TurboFect ist ein kationisches Polymer, dass positiv geladene Komplexe 
mit der Plasmid-DNA bildet, um dieser die Durchquerung der Zellmembran zu erleichtern. 
Hierzu wurde die Plasmid-DNA mit 1 ml DMEM (-/-) und 20 µl TurboFect gemischt und für 
20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Im nächsten Schritt wurde das Kulturmedium gegen 5 
ml DMEM(+/+) getauscht und der Transfektionsansatz tröpfchenweise hinzugegeben. 
Shedding-Experimente erfolgten nach weiteren 48 h, wie beschrieben in Abschnitt 2.2.2.5.  
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2.2.2.3 Transfektion von murinen embryonalen Fibroblasten (MEFs) 

Zur Transfektion von ADAM10-, ADAM17-defizienten bzw. doppeldefizienten MEFs 
wurden 2x106 Zellen in einer 10 cm Petrischale mit 10 ml DMEM (+/+) ausgesät. Nach 24 h 
wurden die Zellen mittels TurboFect (ThermoFisherScientific Inc., Waltham, MA, USA) mit 
5 µg des entsprechenden DNA-Plasmids transfiziert. Hierzu wurde die Plasmid-DNA mit 1 
ml DMEM (-/-) und 20 µl TurboFect gemischt und für 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. 
Im nächsten Schritt wurde das Kulturmedium gegen 5 ml DMEM(+/+) ausgetauscht und der 
Transfektionsansatz tröpfchenweise hinzugegeben. Die Shedding-Experimente erfolgten nach 
weiteren 48 h wie beschrieben in Abschnitt 2.2.2.5. 

2.2.2.4  Durchflusszytometrie (FACS) 

Um die Oberflächenexpression verschiedener Proteine zu bestimmen, wurde die 
Durchflusszytometrie (Fluorescence Activated Cell Sorting, FACS) verwendet. Hierfür wurde 
die geeignete Zellzahl zunächst mit 500 µl FACS-Puffer gewaschen, zentrifugiert (300 g, 5 
min, 4°C) und mit dem passenden Fluorochrom-gekoppelten Antikörper in 100 µl FACS-
Puffer für 1 h bei 4°C unter Lichtausschluss inkubiert. Im Anschluss an die Inkubation 
wurden die Zellen zweimal mit 150 µl FACS-Puffer gewaschen und zentrifugiert (300 g, 5 
min, 4°C). Diese Schritte wurden alle in einer 96-Well-Platte durchgeführt. Für die 
durchflusszytometrische Messung wurden die Zellen in 300 µl FACS-Puffer resuspendiert 
und analysiert (FACS Canto und FACS Diva Software, beides von BD Biosciences, 
Heidelberg, Deutschland). 

2.2.2.5  Analyse des Ektodomänen-Sheddings 

Zur Bestimmung von membrangebundenen Tim-3-Protein und dem Anteil an löslichen Tim-
3-Protein im Überstand nach Stimulation mit PMA (Calbiochem, Darmstadt, Deutschland), 
Ionomycin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland ) oder N-(6-aminohexyl)-5-chloro-1-
naphthalenesulphonamid (W7, Calbiochem, Darmstadt, Deutschland) wurden HEK293-Zellen 
24 h nach der Transfektion abgelöst, zentrifugiert (1.500 g, 5 min), gezählt und in 6-Well-
Platten mit einer Zellzahl von 5x105/Well in 2 ml DMEM(+/+) ausgesät. Nach weiteren 24 h 
wurde das Medium durch 600 µl DMEM(-/-) ersetzt. Nach der Zugabe von Hydroxamaten (3 
µM) oder EDTA (10 mM) wurden die Zellen 30 min bzw. 10 min inkubiert und anschließend 
wurde 100 µM PMA (1 h), 5 µM Ionomycin (30 min) oder 100 µM W7 (1 h) zugegeben.  
Hydroxamate sind chemisch synthetisierte Moleküle, die eine funktionelle Gruppe enthalten, 
die in der Lage ist an das Zink-Atom in der katalytischen Domäne von Metalloproteasen zu 
binden und auf diese Weise die katalytische Aktivität zu inhibieren. Der Überstand wurde 
nachfolgend in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und zentrifugiert (10.000 g, 10 min, 4°C), 
um Zellen und Zelltrümmer zu entfernen. Die in der 6-Well Schale verbliebenen Zellen 
wurden mit 1 ml eiskalten PBS abgelöst und zentrifugiert (15.000 g, 2 min, 4°C), bevor aus 
ihnen ein Zelllysat hergestellt wurde (siehe Abschnitt 2.2.2.6). Die Menge des enthaltenen 
Tim-3 in Überstand und Lysat wurden mittels Western Blot (siehe Abschnitt 2.2.3.3) 
analysiert oder die Enzymaktivität der Alkalischen Phosphatase wurde bestimmt (siehe 
Abschnitt 2.2.3.6). 
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2.2.2.6 Lyse von Zellen 

Die Zellen wurden mit 1 ml eiskalten PBS abgelöst und zentrifugiert (15.000 g, 2 min, 4°C). 
Das Sediment wurde in Lysispuffer resuspendiert (6-Well-Schale: 75 µl; 10 cm Schale: 300 
µl) und für 2 h unter permanenter Rotation bei 4°C inkubiert. Im Anschluss wurden die Lysate 
erneut zentrifugiert (15.000 g, 2 min, 4°C), um unlösliche Zellrückstände abzutrennen. Das 
Zelllysat wurde in ein frisches 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. 
 

2.2.3  Protein-biochemische Methoden 

2.2.3.1  Calmodulin Pull down Assay 

Um die Bindung von Proteinen an Calmodulin nachzuweisen, wurde ein Calmodulin-Pull 
down-Assay verwendet. Hierzu wurden HEK293-Zellen transfiziert (siehe Abschnitt 2.2.2.2) 
und im Anschluss mit Hilfe von 500 µl IP-Lysispuffer lysiert (siehe Abschnitt 2.2.2.6). 100 µl 
des Zelllysats wurden mit 100 µl Calmodulin-Sepharose 4B (GE Healthcare, München, 
Deutschland) versetzt, die zuvor dreimal mit 500 µl IP-Bindungspuffer gewaschen wurde. 
Nach einer zweistündigen Inkubation unter permanenter Rotation wurde die Sepharose durch 
Zentrifugation sedimentiert (16.000 g, 2 min, 4°C), der Überstand abgenommen und die 
Sepharose dreimal mit je 500 µl eiskaltem PBS gewaschen. Im Anschluss wurde die 
Sepharose in 50 µl 4x-Lämmli-Puffer aufgekocht (10 min, 95°C), erneut zentrifugiert (16.000 
g, 2 min, 4°C) und der Überstand für die Analyse mittels Western Blot verwendet. 

2.2.3.2  SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) 

Zur Größentrennung von Proteinen wurde eine diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (PAGE) durchgeführt. Hierzu wurde das Mini-PROTEAN 3 Cell-System 
von Bio-Rad Laboratories GmbH (München, Deutschland) verwendet. Die Polyacrylamidgele 
bestanden aus einem Trenngel mit den Maßen 60 x 90 x 1,5 mm und einem Sammelgel von 
10 mm Höhe, die selbst hergestellt wurden. Proben von Zelllysaten wurden vor dem Beladen 
mit Laemmli-Puffer (4x) versetzt und aufgekocht (10 min, 95°C). Die Überstände wurden mit 
Hilfe der SpeedVac® Plus SC110A (ThermoScientific, Dreieich, Deutschland) auf ein 
Endvolumen von 300 µl konzentriert, bevor sie mit Laemmli-Puffer (4x) versetzt und 
aufgekocht (10 min, 95°C) wurden. Die polymerisierten Gele wurden mit Proben und Marker 
beladen und die Größentrennung der Proteine erfolgte bei einer konstanten Spannung von 180 
V für ca. 1 h. 

2.2.3.3  Western Blot 

Die Proteine wurden nach der gelelektrophoretischen Größentrennung im Tank-Blotting 
Verfahren auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran (Whatman - Fisher Scientific 
GmbH, Schwerte, Deutschland) in einer Mini Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell- 
Apperatur (Bio-Rad Laboratories GmbH, München, Deutschland) transferiert. Die PVDF- 
Membran wurde mit 100% Methanol aktiviert und anschließend in Transferpuffer überführt. 
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Für den Transfer wurden insgesamt 6 Stücke 3MM Whatman-Papier ebenfalls in dem 
Transferpuffer äquilibriert. Dann wurden 3 Stücke Whatman-Papier, das Polyacrylamidgel, 
die PVDF-Membran und wieder 3 Stücke 3MM Whatman-Papier luftblasenfrei in der 
Blotappertur übereinander geschichtet (Abbildung 6). Der elektrophoretische Proteintransfer 
fand bei einer konstanten Stromstärke von 400 mA für 120 min statt. 

 

Abbildung 6: Schematische Darstellung des Blot-Aufbaus beim Tank-Blotting Verfahren . 

Nach der Immobilisierung der Proteine wurden unspezifische Bindungsstellen mit 6% 
Milchpulver oder BSA, gelöst in TBS-T, bei Raumtemperatur blockiert und über Nacht bei 
4°C mit dem entsprechenden Primärantikörper inkubiert. Am folgenden Tag wurde die 
Membran dreimal für 10 min mit TBS-T gewaschen, bevor der entsprechende sekundäre 
Antikörper für 1 h inkubiert wurde. Nach dreimaligen Waschen mit TBS-T für jeweils 10 min 
wurde die Chemilumineszenz der Proteine mit Hilfe des Pierce ECL Western Blotting 
Substrates (Thermo Scientific Inc., Rockford, IL, USA) und eines FluorChem Q-Geräts 
(Alpha Innotech, Cell Biosciences Inc. Santa Clara, CA, USA) detektiert. 

2.2.3.4  Stripping von Western Blot-Membranen 

Zum Entfernen der Antikörper des ersten Detektionsvorganges wurde die Membran mit 
Stripping-Puffer für 30 min bei 60 °C inkubiert und anschließend dreimal mit TBS-T für 
jeweils 10 min gewaschen. Nach dem Waschen wurde die Membran erneut mit 6% 
Milchpulver bzw. BSA in TBS-T für 1 h blockiert und über Nacht bei 4°C mit dem neuen 
Primärantikörper inkubiert. Die Detektion erfolgte am nächsten Tag wie in Abschnitt 2.2.3.3 
beschrieben. 

2.2.3.5  Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) 

Die quantitative Bestimmung von Zytokinen erfolgte im Sandwich-ELISA-Verfahren. Der 
erste Antikörper (50 µl/Well) wurde über Nacht an eine 96-Well-Mikrotiterplatte (Greiner 
Mikrolon, Solingen, Deutschland) gebunden.  Nicht gebundener Antikörper wurde im 
Anschluss durch Waschen der Platte mit 300 µl/Well PBS-T entfernt. Zur Erhöhung der 
Stringenz wurde dieser Schritt dreimal wiederholt. Im Anschluss wurde die Platte mit BSA-
Blockpuffer 1 h inkubiert, um unspezifische Bindungen zu vermeiden. Danach wurde die 
Platte erneut gewaschen (s.o.) und die Proben aufgetragen. Zur Quantifizierung wurde 
rekombinantes Protein in einer Verdünnungsreihe aufgetragen. Nach 2 h wurde erneut nicht 
gebundenes Protein durch dreimaliges Waschen entfernt (s.o.) und die Wells mit 50 µl/well 
des biotinylierten Detektionsantikörpers für weitere 2 h inkubiert. Zur Entfernung des 
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ungebundenen Antikörpers wurden die Wells erneut gewaschen, bevor 100 µl der 
Streptavidin-POD-Lösung (von R&D Systems GmbH, Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland) 
1:200 in 1% BSA/PBS hinzugegeben wurde. Nach 20-minütiger Inkubation unter 
Lichtausschluss wurde die Platte erneut gewaschen und 50 µl/Well BM blue POD-Substrate 
(Roche Deutschland Holding GmbH, Grenzach-Wyhlen) zugegeben. BM blue enthält 3,3´-
5,5´-Tetramethylbenzidin (TMB), ein chromogenes Substrat der Peroxidase (POD), das durch 
die Peroxidase oxidiert wird und einen blauen Farbumschlag zur Folge hat. Die Reaktion 
wurde nach maximal 20 minütiger Inkubation unter Lichtausschluss durch Zugabe von 50 
µl/Well 1,8 M H2SO4 beendet. Die colometrische Auswertung bei einer Wellenlänge von λ 
450 nm wurde mit dem Tecan Spectra Rainbow Plattenreader (Tecan, Maendorf, Schweiz) 
durchgeführt. 

2.2.3.6  Alkalische-Phosphatase-Shedding-Assay 

Für den Versuch wurden 1x106 HEK293-Zellen in einer 10 cm Petrischale ausgesät und nach 
24 h mit 5 µg des entsprechenden DNA-Plasmids transfiziert (Abschnitt 2.2.2.2). Nach 
weiteren 24 h wurden jeweils 500.000 transfizierte Zellen für die darauffolgende Stimulation 
auf 6-Well-Platten ausgesät. Am folgenden Tag wurden die Zellen mit den gewünschten 
Reagenzien, wie zum Beispiel 100 µM PMA, 100 µM W7, 10 mM EDTA, 5 µM Ionomycin 
oder 3 µM Hydroxamaten, in 600 µl DMEM-/- stimuliert. Im Anschluss an die Stimulierung 
wurden die Zellüberstände geerntet und zusammen mit den isolierten Proteinen des Zelllysats 
bei -20°C eingefroren. Zur Bestimmung der Enzymaktivität der alkalischen Phosphatase 
wurden 50 µl des konditionierten Mediums und 5 µl des Zelllysats eingesetzt. Zu jeder Probe 
wurde 50 µl des Alkalische Phosphatase-Puffers gegeben und die Extinktion bei einer 
Anregung mit einer Wellenlänge von λ 405 nm gemessen (Abbildung 7). Über die folgende 
Rechnung wurde das Verhältnis der Enzymaktivität des Überstandes zur Gesamtprotein-
Enzymaktivität und somit das Verhältnis der Enzymaktivität der alkalische Phosphatase 
bestimmt: 

 

Verhältnis d. Enzymaktivität d. alkalischen Phosphatase =  

 

E405 nm Zellüberstand 

E405 nm Zellüberstand + E405 nm Zelllysat 
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Abbildung 7: Mechanismus für die chemische Umsetzung von pNPP durch die alkalische Phosphatase und 

die Entstehung eines fluoreszierenden Produktes. 

 

2.2.4  Herstellung eines monoklonalen Antikörpers gegen Tim-3 

2.2.4.1 Expression und Reinigung der Tim-3-IgV-Domäne für die Antikörper-

herstellung 

Für die Herstellung des Antigens wurden E.coli BL21 mit dem entsprechenden bakteriellen 
Expressionsvektor transformiert (siehe Abschnitt 2.2.1.9). Anschließend wurden die 
transformierten Bakterien in 1 l LB-Medium, welches 100 µg/ml Ampicillin enthielt, 
inkubiert. Um die Proteinüberexpression zu induzieren wurde 1 mM Isopropyl-β-D-
thiolgalactopyranosid (IPTG) zur Bakterienkultur mit einer Optischen Dichte (OD) von 0,1 
gegeben. IPTG induziert die Proteinexpression indem es als Induktor des lac-Operons agiert. 
In dem verwendeten Expressionsvektor befindet sich das Zielgen unter der Kontrolle eines 
Lac-Repressor regulierten Protomoter, der durch IPTG gebunden wird. Auf diese Weise kann 
die Proteinexpression aktiviert werden. 
Die Bakterienkultur wurde in einem Schüttelinkubator inkubiert (100 g, 37°C), bis das 
Bakterienwachstum eine OD von 0,6-0,8 erreicht hatte. Die Bakterien wurden im Anschluss 
durch Zentrifugation (2.000 g, 15 min, 4°C) sedimentiert, und die im Sediment enthaltenen 
Bakterien durch Ultraschallbehandlung mittels Sonopuls UW2200, SH2133, Titanteller TT13 

N
O O

O

O-

O

O-

P

H2O Pi

N
O O

OH

N
O O

O-

p-nitrophenyl phosphat (pNPP) p-nitrophenyl

p-nitrophenolat

Phosphatase

Alkalische

Konditionen



2. Material und Methoden 

 

39 

 

(Bandelin, Berlin, Deutschland) lysiert. Durch die große Menge an neusynthetisiertem Protein 
kommt es zur Bildung von Faltungsintermediaten, die aufgrund ihrer hydrophoben Bereiche 
auf der Oberfläche aggregieren. Die Akkumulation großer Mengen inaktivem Protein in 
Bakterien führt dann zur Bildung von Einschlusskörperchen, den sogenannten Inclusion 
bodies, innerhalb des Bakteriums, in denen das inaktive Protein deponiert wird. Um das 
Protein aus den Inclusion bodies zu entlassen, wurde Urea-Denaturierungspuffer verwendet. 
Mit Hilfe des Renaturierungspuffers wurden die Proteine zurückgefaltet bevor der Puffer 
mittels NAP-25 Säule (GE Healthcare, München, Deutschland) ausgetauscht wurde. Um eine 
monomere Proteinfraktion zu erhalten, wurden die rekombinanten Proteine über eine 
Superdex75 16/60 Säule (GE Healthcare, München, Deutschland) mittels Fast Protein Liquid 
Chromatography (FPLC) gereinigt. Diese Gelfiltration trennt Moleküle mit unterschiedlichem 
Molekulargewicht voneinander und separiert auf diese Weise die monomeren von den 
multimeren Proteinen. Die Säule besteht aus einer quervernetzten Agarosematrix, an die 
kovalent Dextranketten gebunden sind. 
 

2.2.4.2  Herstellung von Hybridomazellen 

Für die Produktion eines monoklonalen Antikörpers gegen Tim-3 wurde die Hybridomtechnik 
angewendet. Da das humane und murine Tim-3 eine große Sequenzübereinstimmung zeigen, 
wurde für die Immunisierung Wistar-Ratten ausgewählt, um eine mögliche zu geringe 
Antigeninität von Mäusen auszuschließen. Die Ratten wurden mit einer Emulsion aus  100 µg 
der gereinigten IgV-Domäne des humanen Tim-3 1:2  in 50 µl PBS und  50 µl Gerbu 
Adjuvant MM (Gerbu Biotechnik, Heidelberg, Deutschland) intraperitoneal immunisiert. 
Nach 7, 14 und 21 Tagen wurden die Ratten erneut mit 50 µg des gereinigten Proteins in 100 
µl 20% Gerbu Adjuvant MM (Gerbu Biotechnik, Heidelberg, Deutschland) immunisiert, um 
die Antikörperreaktion zu verstärken. Die letzten beiden Dosen wurden an Tag 28 und 29 
nach der ersten Immunisierung injiziert, bevor an Tag 30 die Milz-B-Lymphozyten isoliert 
wurden und mit P3X63-Ag8.653 Myelomzellen unter Verwendung von Polyethylenglycol 
1500 (Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) fusioniert wurden. Die Selektion erfolgte 
über das Kulturmedium, dem Hypoxanthin-Aminopterin-Thymidin (HAT)-Medium. In 
diesem wachsen ausschließlich Hybridomazellen, welche die Eigenschaften beider  
Fusionspartner in sich vereinigen. Aminopterin inhibiert die de novo-Biosynthese der beiden 
Nukleotide GTP und TTP. B-Zellen können über einen alternativen Syntheseweg GTP aus 
Hypoxanthin synthetisieren, während die verwendeten Myelomazellen aufgrund einer 
künstlichen Mutation nicht in der Lage sind diesen alternativen Syntheseweg zu nutzen. TTP 
wird aus dem zugesetzten Thymidin durch Myelomazellen synthetisiert. Nicht fusionierte B-
Zellen und Myelomazellen sowie B-Zell/B-Zell-Hybride oder Myeloma/Myeloma-Hybride 
sind in diesem Medium nicht überlebensfähig und sterben ab. Nur B-Zell/Myeloma-Hybride 
können den alternativen Signalweg nutzen, da sie das erforderliche Enzym Hypoxanthin-
Guanin-Phosphoribosyltransferase (HGPRT) zur GTP-Synthese besitzen und somit im HAT-
Medium kultiviert werden können. Die nicht fusionierten, toten Zellen wurden aus der Kultur 
entfernt, indem der Zellkulturüberstand alle 3-4 Tage durch frisches Medium ersetzt wurde.  
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2.2.4.3 Selektionsscreening der Antikörper-produzierenden Hybridomaklone 

Zum Identifizieren von Klonen, die spezifisch Antikörper gegen Tim-3 bilden, wurde ein 
ELISA durchgeführt. Hierfür wurde eine 96-Well-Mikrotiterplatte (Greiner Mikrolon, 
Solingen, Deutschland) mit 50 µl der rekombinanten IgV-Domäne des humanen Tim-3-
Proteins mit einer Konzentration von 1 µg/ml beschichtet und über Nacht inkubiert. Nicht 
gebundener Antikörper wurde im Anschluss durch Waschen der Platte mit 300 µl/Well PBS-T 
entfernt. Zur Erhöhung der Stringenz wurde dieser Schritt dreimal wiederholt. Im Anschluss 
wurde die Platte mit Casein-Blockpuffer 1 h inkubiert, um unspezifische Bindungen zu 
vermeiden. Danach wurde die Platte erneut gewaschen (s.o.). 50 µl der Antikörper-
enthaltenden Zellkulturüberstände der Hybridomazellklone wurden pro Well aufgetragen. 
Nach 2 h wurde erneut nicht-gebundenes Protein durch dreimaliges Waschen entfernt (s.o.) 
und die Wells mit 50 µl/Well des biotinylierten Detektionsantikörpers für weitere 2 h 
inkubiert. Zur Entfernung des ungebundenen Antikörpers wurden die Wells erneut gewaschen, 
bevor 100 µl der Streptavidin-POD-Lösung (von R&D Systems GmbH, Wiesbaden-
Nordenstadt, Deutschland) 1:200 in 1% BSA/PBS hinzugegeben wurde. Nach 20-minütiger 
Inkubation unter Lichtausschluss wurde die Platte erneut gewaschen und 50 µl/Well BM blue 
POD-Substrat (Roche Deutschland Holding GmbH, Grenzach-Wyhlen) zugegeben. Die 
Reaktion wurde nach maximal 20-minütiger Inkubation unter Lichtausschluss durch Zugabe 
von 50 µl/Well 1,8 M H2SO4 beendet. Die colorimetrische Auswertung  bei einer Wellenlänge 
von λ 450 nm wurde mit dem Tecan Spectra Rainbow Plattenreader (Tecan, Maendorf, 
Schweiz) durchgeführt. 
Zusätzlich wurde eine Western Blot Analyse, wie in Abschnitt 2.2.3.3 beschrieben, 
durchgeführt. Hierzu wurden Zelllysate  von Tim-3 transfizierten HEK293-Zellen verwendet. 
Antikörper-enthaltende Zellkulturüberstände der Hybridomazellklone wurden als primäre 
Antikörper genutzt. 

2.2.4.4  Reinigung eines monoklonalen Antikörpers 

Nachdem die Hybridomklone 14 Tage kultiviert wurden, wurde der antikörperhaltige 
Zellüberstand mittels 0,22 µm Filter gefiltert, um Zellrückstände und Verunreinigungen zu 
entfernen. Mit Hilfe einer Amicon Stirred ultrafiltration cell 8050/8400 (Merck/Millipore, 
Darmstadt, Deutschland) 10-fach konzentriert und anschließend entgast. Zur Reinigung wurde 
die HiTrap Protein G HP (GE Healthcare, München, Deutschland) nach Herstellerangaben 
verwendet. Die Säule wurde mit Bindungspuffer equlibriert bevor die Antikörperlösung auf 
die Säule geladen wurde und im Anschluss mit Bindungspuffer gewaschen wurde. Das an die 
Agarosematrix der Säule gebundene Protein G ist ein Typ III Fc-Rezeptor, der die Fc-Region 
des Antikörpers bindet. Um den Antikörper zu eluieren, wurde Elutionspuffer verwendet. Da 
die Antikörper mit einem sauren Puffer eluiert wurden, wurde zur Neutralisierung des Eluats 
60 µl Neutralisierungspuffer für 2 ml Eluat in jedes Fraktionsröhrchen vorgelegt, der im 
Anschluss durch Verwendung einer NAP-10 Säule (GE Healthcare, München, Deutschland)  
gegen PBS ausgetauscht wurde.  
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2.2.5  Isolierung primärer Monozyten/Makrophagen aus humanem Blut 

2.2.5.1  Präparation von peripheren mononukleären Zellen des Blutes (PBMCs) 

Schematische Darstellung der prinzipiellen experimentalen Vorgehensweise: 

 

                      

 

Zur Gewinnung von peripheren mononukleären Zellen aus Blut (PBMCs), nach 
Ethikantragsnummer AD 404/12, wurde von erwachsenen, gesunden Probanden 80 ml Blut 
verwendet. Das Blut wurde  mit dem 2- bis 4-fachen Volumen Isolierungspuffer verdünnt. 
Die PBMCs wurden mittels Lymphocyte Separation Medium LSM 1077 (PAA Laboratories 
GmbH (Cölbe, Deutschland)), welches Ficoll™ enthält, nach Angaben des Herstellers 
separiert. Durch die unterschiedliche Migration der verschiedenen Zelltypen und aufgrund 
unterschiedlicher Dichten während der Zentrifugation, führt dies zur Bildung von 
Zellschichten (Abbildung 8). Die PBMCs sind in der Interphase zwischen Plasma und 
Separationsmedium angereichert und können für die Weiterverarbeitung entnommen werden. 
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Abbildung 8: Isolierung von PBMCs mittels Ficoll™ Dichtegradientenzentrifugation 

 

2.2.5.2  Magnetisch aktivierte Zellseparation von CD14+ Monozyten 

Die CD14+ Monozyten wurden mittels magnetisch aktivierter Zellsortierung (MACS) isoliert 
(Miltenyi et al., 1990; Radbruch et al., 1994). Die Isolierung erfolgte nach Angaben des 
Herstellers der verwendeten MicroBeads™ (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, 
Deutschland). MACS® MicroBeads™ sind superparamagnetische Partikel mit einem 
Durchmesser von 50 nm, an die hochspezifische Antikörper für spezielle Antigene auf der 
Zelloberfläche gekoppelt sind. Für die Separation von CD14+ Monozyten wurden MicroBeads 
mit einem konjugierten Antikörper gegen CD14  verwendet (Positivselektion). So werden die 
Antikörper-markierten, also CD14 positiven Zellen, in einem Hochgradienten-Magnetfeld 
von den CD14 negativen Zellen in der PBMC-Fraktion getrennt (Abbildung 9). 

               

Abbildung 9: Magnetisch aktivierte Zellseparation.  N= magnetischer Nordpol, S= magentischer Südpol. 
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2.2.5.3  Stimulierung der PBMCs mit Lipopolysaccharid (LPS) 

Die isolierten primären Monozyten wurden gezählt und in 12-Well-Platten mit einer Zellzahl 
von 1x106/Well in 1 ml RPMI 1640 für primäre Monozyten ausgesät. Die Zellen wurden mit 
5 µg/ml Lipopolysaccharid (LPS) für 2, 4, 6, 12, 18 oder 24 h stimuliert. Die Zellen wurden 
anschließend für die Durchflusszytometrie verwendet und der Zellkulturüberstand wurde im 
ELISA eingesetzt, um die Konzentration des produzierten TNFα, IL-6 und IL-12 im 
Zellkulturüberstand zu bestimmen (siehe Abschnitt 2.2.3.5) 

 

2.2.6  Statistische Analyse 

Die statistische Analyse wurde mit Hilfe des ungepaarten  Student´s t Test (Microsoft Excel) 
vorgenommen. Ein p-Wert unter 0,05 wurde als statistisch signifikant angenommen. 
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3. Ergebnisse 

3.1 Herstellung und Reinigung eines monoklonalen Antikörpers gegen die 

IgV-Domäne des humanen Tim-3-Proteins 

Um einen monoklonalen Antikörper gegen die IgV-Domäne des humanen Tim-3-Proteins 
herzustellen, wurden Wistar-Ratten mit der rekombinanten IgV-Domäne des humanen Tim-3-
Proteins immunisiert (Abschnitt 2.2.4). Für die Herstellung der rekombinanten IgV-Domäne 
des humanen Tim-3-Proteins wurde zunächst ein Plasmid, das die Aminosäuresequenz für die 
IgV-Domäne des humanen Tim-3-Proteins enthielt, generiert (Abbildung 10). Hierfür wurde 
die DNA der IgV-Domäne mit Hilfe der Primer 5´IgVhTim-3 und 3´IgVhTim-3 (Tabelle 1) 
durch PCR (Abschnitt 2.2.1.1) amplifiziert und  in den Expressionsvektor pet23a(+) 
subkloniert. Der Vektor pet23a(+)-hTim-4 (generiert von Olga Braun, Biochemisches Institut, 
CAU Kiel) und das amplifizierte Insert wurden zunächst mit den Restriktionsendonukleasen 
NdeI und NotI geschnitten. Die DNA wurde daraufhin durch Agarose-Gelelektrophorese der 
Größe nach voneinander getrennt und die gewünschten Fragmente ausgeschnitten, bevor sie 
dann gereinigt und miteinander ligiert wurden. Das entstandene Plasmid wird im Folgenden 
als pet23a(+)-hTim-3-IgV bezeichnet. 
 

 

Abbildung 10: Generierung des Expressionsplasmids für die rekombinante IgV-Domäne des 
humanen Tim-3-Proteins. Alle Details sind in Abschnitt 3.2 beschrieben. 
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Für die Herstellung des monoklonalen Antikörpers wurden E.coli BL21 mit dem generierten 
pet23a(+)-hTim3-IgV transformiert (siehe Abschnitt 2.2.1.9). Die Expression wurde im 
Anschluss mit 1 mM IPTG induziert und die im Zelllysat befindliche Proteine mittels SDS-
PAGE und Coomassie-Färbung nach 0, 2 und 4 Stunden der Expressionsinduktion visualisiert 
(Abbildung 11). 

 

Abbildung 11: Expression der IgV-Domäne des humanen Tim-3 in E.coli BL21 nach der 
Induktion mittels IPTG. E.coli BL21 wurden mit dem Expressionsplasmid pet23a(+)-hTim-3-IgV 
transformiert und die Tim-3-Proteinexpression wurde mit 1 mM IPTG induziert. Um die 
Proteinexpression von Tim-3 zu überprüfen, wurden nach 0, 2 und 4 Stunden 1 ml der Bakterienkultur 
entnommen. Es wurden jeweils 30 µl des in Probenpuffer gelösten Bakteriensediments mittels SDS-
PAGE und anschließender Coomassie-Färbung analysiert. Die sichtbare dominante Proteinbande des 
mit Coomassie-Lösung gefärbten Gels, war die rekombinante IgV-Domäne des humanen Tim-3-
Proteins (ca. 20 kDa) (Pfeil). Die Molekulargewichte sind auf der linken Seite angegeben. 

 

Nachdem die rekombinanten Proteine aus Inclusionbodies isoliert und mit Hilfe von 
Renaturierungspuffer rückgefaltet wurden (siehe Abschnitt 2.2.4.1), wurden die 
rekombinanten Proteine über eine Superdex75 16/60-Säule gereinigt und auf diese Weise die 
Proteinfraktionen der monomeren Proteine von multimeren Proteinen separiert. Die 
Proteinfraktionen wurden mit Hilfe einer SDS-PAGE und einer anschließenden Coomassie-
Färbung analysiert. So konnte gezeigt werden, dass die Proteinfraktionen 26 bis 32 die 
monomere, rekombinante IgV-Domäne des rekombinanten Tim-3-Proteins mit einer 
ungefähren Größe von 20 kDa enthielten (Abbildung 12). In den Proteinfraktionen 21 bis 25 
sind zusätzliche Banden mit einem größeren Molekulargewicht zu sehen, was auf eine 
Multimerisierung des Proteins hindeutet. Die monomeren Proteinfraktionen wurden vereinigt 
und für die Immunisierung verwendet.  
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Abbildung 12: SDS-PAGE und Coomassie-Färbung der Proteinfraktionen der in E.coli BL21 
hergstellten IgV-Domäne des humanen Tim-3-Protein nach der Separation mittels  Superdex75 
16/60-Säule. Die in E.coli BL21 produzierte rekombinante IgV-Domäne des humanen Tim-3-Proteins 
wurde nach der Expression in Inclusionbodies zunächst aus diesen isoliert und dann rückgefaltet. Die 
so entstanden Proteine wurden mit Hilfe der Superdex75 16/60-Säule separiert, um die monomere 
Fraktion des Proteins für die Immunisierung zu erhalten. Die so separierten Proteinfraktionen 21 bis 
32 wurden mit Hilfe einer SDS-PAGE der Größe nach getrennt und mit der Coomassie-Lösung 
gefärbt. Die sichtbare dominante Proteinbande des mit Coomassie-Färbelösung gefärbten Gels, ist die 
rekombinante IgV-Domäne des humanen Tim-3-Proteins (ca. 20 kDa). Die Molekulargewichte sind 
auf der linken Seite angegeben. 

 

Die Immunisierung der Ratten und die Herstellung von immortalisierten B-Lymphozyten, die 
große Mengen der monoklonalen Antikörper produzieren (Hybridomazellen), wurden von Dr. 
Ahmad Trad (Biochemisches Institut, Christian-Albrechts-Universität zu Kiel) durchgeführt. 
Die Fusion der primären Milz-B-Zellen mit der Myelomzelllinie  P3X63-Ag 8.653 ergab 
zwölf antikörperproduzierende Hybridomazellklone. Die antikörperenthaltenden 
Zellkulturüberstände der Hybridomazellklone wurden auf ihre Antigenspezifität im ELISA 
getestet (Abbildung 13A). Hierfür wurde eine 96-Well-Mikrotiterplatte mit 1 µg/ml der 
rekombinanten IgV-Domäne des rekombinanten, humanen Tim-3-Proteins beschichtet. 
Zusätzlich wurde eine Western Blot Analyse durchgeführt. Hierzu wurden Zelllysate  von 
Tim-3 transfizierten HEK293-Zellen verwendet. 
Wie Abbildung 13A zeigt, produzierten alle getesteten Hybridomazelllinien Antikörper gegen 
die rekombinante IgV-Domäne des rekombinanten Tim-3-Proteins. Allerdings erkannte Klon 
Nummer 12 das Antigen nur in sehr geringem Maß und kam daher nicht für die weitere 
Verwendung in Frage. Zur Kontrolle der Spezifität wurde rekombinantes Tim-2-Protein 
verwendet (hergestellt von Christin Dewitz, Biochemisches Institut, CAU Kiel). Dieses wurde 
von allen getesteten Antikörpern nicht erkannt. Für den immunochemischen Nachweis der 
Spezifität der generierten Hybridomazellklone wurden HEK293-Zellen mit dem 
Expressionsvektor pcDNA3.1-hTim-3 transfiziert und nach 48 h lysiert. Die Lysate wurden 
mittels SDS-PAGE ihrer Größe nach getrennt. Wie Abbildung 13B zeigt, konnte mit den 
Zellkulturüberständen der Hybridomazellklone 8 und 9 das humane Tim-3-Protein, welches 
eine Größe von etwa 60 kDa aufweist, detektiert werden. Als Kontrolle wurden Lysate von 
HEK293-Zellen verwendet, die mit dem pcDNA3.1-mTim-2-Expressionsplasmid (hergestellt 
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von Christin Dewitz, Biochemisches Institut, CAU Kiel) transfiziert wurden. Dieses wurde 
von den verwendeten  Zellkulturüberständen der Hybridomazellklone nicht erkannt. 
 

 A 

 

B 

 

Abbildung 13: Immunochemischer Nachweis des humanen Tim-3 mit monoklonalen 
Antikörpern produziert von Hybridomaklonen  
A. Im ELISA wurde 1 µg/ml der rekombinanten IgV-Domäne des humanen Tim-3-Proteins zur 
Beschichtung der Platte verwendet. Diese wurde mit den Antikörper-enthaltenden 
Zellkulturüberständen der Hybridomazellklone (1:1.000) und dem Anti-Ratte IgG-POD als 
sekundären Antikörper (1:5.000) detektiert. Die colorimetrische Auswertung wurde bei einer 
Wellenlänge von λ 450 nm durchgeführt. Als Spezifitätskontrolle wurde rekombinantes, murines Tim-
2-Protein verwendet (von Christin Dewitz, Biochemisches Institut, CAU Kiel, hergestellt). 
B. HEK293-Zellen wurden transient mit dem eukaryotischen Expressionsvektor pcDNA3.1-hTim-3 
transfiziert und nach 48 h lysiert. Die immunochemische Detektion wurde mit den 
Zellkulturüberständen der Hybridomazellklone 8 und 9 (1:33) und  Anti-Ratte IgG-POD als 
sekundärem Antikörper (1:3.000) durchgeführt. (*) mature Form des humanen Tim-3. Das 
Molekulargewicht ist auf der linken Seite angegeben. Kontrolle: HEK293-Zellen wurden transient mit 
dem eukaryotischen Expressionsvektor pcDNA3.1-mTim-2 transfiziert, alle weiteren Schritte wurden 
wie zuvor beschrieben durchgeführt. 
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Zur Reinigung des anti-Tim-3-Antikörpers mittels Affinitätschromatographie wurde 1 l 
Zellkulturüberstand von Hybridomaklon Nr. 9 gesammelt, sterilfiltriert und anschließend auf 
100 ml konzentriert. Im Anschluss wurde die Antikörperlösung auf eine HiTrap Protein G–
Säule geladen, um den Antikörper zu reinigen (siehe Abschnitt 2.2.4.4). Nach dem Waschen 
wurden die gebundenen Antikörper durch Nutzung eines sauren Puffers, der Glycin enthält, 
eluiert. Glycin löst die meisten Protein-Protein- und Antikörper-Antigen-Interaktionen und 
fördert so die Eluierung des Antikörpers. Alle eluierten Proteinfraktionen wurden mittels 
SDS-PAGE der Größe nach getrennt und mit Coomassie-Lösung gefärbt. Nach der Reinigung 
waren zwei Proteinbanden, mit einer ungefähren Größe von 50 kDa und 25 kDa sichtbar, 
welche die schwere und die leichte Kette des gereinigten Antikörpers darstellten (Abbildung 
14).  

 

Abbildung 14: Reinigung der monoklonalen Antikörper gegen die IgV-Domäne des humanen 
Tim-3-Proteins. 100 ml des von Hybridomaklon Nr. 9 produzierten Zellkulturüberstandes wurden auf 
eine HiTrap Protein G–Säule geladen. Die gebundenen Antikörper wurden mit 20 ml Elutionspuffer 
eluiert. Die sechs eluierten Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE und anschließender Coomassie-
Färbung analysiert. Die zwei sichtbaren dominanten Proteinbanden des mit Coomassie-Lösung 
gefärbten Gels, entsprechen der schweren (50 kDa) und der leichten (25 kDa) Kette des gereinigten 
Antikörpers (Pfeile). Der gereinigte Antikörper enthält ein unspezifisches Protein (*), bei dem es sich 
wahrscheinlich um ein Degradationsprodukt handelt. Die Molekulargewichte sind auf der linken Seite 
angegeben. 

Die Proteinfraktionen 1 bis 4 wurden vereinigt und der Puffer wurde mit Hilfe einer NAP-10 
Säule gegen 3 ml PBS ausgetauscht. Anschließend wurde die Proteinkonzentration mittels 
UV-Spektroskopie bei einer Wellenlänge von λ 280 nm bestimmt und die Antikörperlösung 
auf eine Konzentration von 1 g/l eingestellt. 
Der anti-IgV-hTim-3-Antikörper Klon 9 wurde im weiteren Verlauf dieser Arbeit zur 
Detektion des membrangebundenen und des löslichen humanen Tim-3-Proteins mittels 
Western Blot verwendet. 
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3.2 Generierung von Expressionsplasmiden für das humane Tim-3 

Um zu untersuchen, ob das humane Tim-3-Protein durch Proteasen von der Zelloberfläche 
proteolytisch gespalten wird, wurde zunächst ein Plasmid, dass die komplette 
Aminosäuresequenz für das humane Tim-3 ohne Signalpeptid enthielt, durch die Firma 
GeneScript (Piscataway, NJ, USA) synthetisiert. Die vollständige Aminosäuresequenz 
befindet sich in Abschnitt 8.4. Um humane und murine Zellkulturzelllinien transient und 
stabil mit dem Expressionsplasmid transfizieren zu können, wurde die DNA für das humane 
Tim-3 in den Expressionsvektor pcDNA3.1(+) eingebracht. Hierfür wurde der Vektor puc57-
hTim-3 (GeneScript, Piscataway, NJ, USA) mit den beiden Endonukleasen AfeI und AflII 
geschnitten, um das Insert hTim-3 zu erhalten. Der Vektor pcDNA3.1-mTim-2 wurde mit den 
beiden Restriktionsendonukleasen NotI und AflII geschnitten und mit Hilfe des Klenow 
Fragments wurden die 5´-überstehenden einzelsträngige DNA-Sequenzen aufgefüllt. Es 
entstand eine neue NotI-Schnittstelle, da AfeI ein 5´-AGC-3´ am Insert hinterlässt, was dann 
mit dem 5´-GGCCGC-3´ der aufgefüllten NotI-Schnittstelle wieder eine neue 5´-
GCGGCCGC-3´-NotI-Schnittstelle ergibt. Die DNA-Fragmente wurden daraufhin durch 
Agarose-Gelelektrophorese der Größe nach voneinander getrennt und die gewünschten 
Fragmente aus dem Gel ausgeschnitten, bevor sie dann miteinander ligiert wurden. Das 
entstandene Plasmid enthält ein Signalpeptid der murinen Immunoglobulin-κ-Kette und 
kodiert ebenfalls für einen N-terminalen FLAG-Tag und einen C-terminalen Myc- und 6xHis-
Tag. Im Folgenden wird der Expressionsvektor als pcDNA3.1-hTim-3 bezeichnet (Abbildung 
15). Um die proteolytische Spaltung des humanen Tim-3 zu untersuchen, wurde die humane 
Tim-3-cDNA in einen Expressionsvektor eingebracht, der für die alkalische Phosphatase (AP) 
kodiert. So entstand ein Plasmid, indem sich N-terminal die DNA-Sequenz der AP gefolgt 
von der DNA-Sequenz für das humane Tim-3 befindet und somit für das AP-hTim-3-
Fusionsprotein kodiert. Hierzu wurden die Vektoren pcDNA3.1-AP-mTim-2 (generiert von 
Christin Dewitz, Biochemisches Institut, CAU Kiel) und pcDNA3.1-hTim-3 mit der 
Restriktionsendonuklease HindIII geschnitten. Die DNA wurde daraufhin durch Agarose-
Gelelektrophorese der Größe nach voneinander getrennt und die gewünschten Fragmente aus 
dem Gel ausgeschnitten, bevor der geschnittene pcDNA3.1-AP-mTim-2-Vektor 
dephosphoryliert und mit dem hTim-3-Insert ligiert wurde. Das entstandene Plasmid wird im 
Folgenden als pcDNA3.1-AP-hTim-3 bezeichnet (Abbildung 15). 
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Abbildung 15: Generierung der Expressionsplasmide pcDNA3.1-hTim-3 und pcDNA3.1-AP-
hTim-3. Alle Details sind in Abschnitt 3.2 beschrieben. Die Plasmide kodieren ebenfalls für einen N-
terminalen FLAG-Tag und einen C-terminalen Myc- und 6xHis-Tag, die hier nicht dargestellt sind. 
Die vollständige Sequenz befindet sich im Anhang unter Abschnitt 8.4. 

Zur Analyse spezieller Bereiche der Tim-3 DNA-Sequenz wurden gezielte Mutationen mittels 
Splicing by overlapping Extension PCR (SOE-PCR) (Warrens et al., 1997) in diese 
eingebracht. Hierzu wurden unterschiedliche Primer erstellt, die die gewünschte Mutation in 
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der Mitte tragen und komplementär zu einander sind (Abschnitt 2.2.1.1.1). Im ersten Schritt 
wurde für die PCR jeweils ein äußerer Primer (1 oder 4) und je ein Primer mit der 
entsprechenden Mutation (2 oder 3) eingesetzt. Im Anschluss wurden die beiden PCR-
Produkte mittels Agarose-Gelelektrophorese der Größe nach getrennt und aus dem Gel 
ausgeschnitten. Danach wurden sie als Template für eine abschließende PCR nur mit den 
beiden äußeren Primern (1 und 4)  verwendet. Das PCR-Produkt, welches nun die gewünschte 
Mutation enthält, wurde dann mit den beiden Restriktionsendonukleasen NotI und AflII 
geschnitten. Zur Präparation des Vektors wurde das Plasmid pcDNA3.1-hTim-3 mit den 
gleichen Enzymen geschnitten, dephosphoryliert und mittels Gelelektrophorese der Größe 
nach getrennt und anschließend mit dem PCR-Produkt ligiert (Abbildung 16). Auf diese 
Weise wurden die Deletionsmutanten pcDNA3.1-hTim-3-∆S1, pcDNA3.1-hTim-3-∆S2, 

pcDNA3.1-hTim-3-∆S3, pcDNA3.1-hTim-3-∆I3, pcDNA3.1-hTim-3-∆I4 und pcDNA3.1-

hTim-3-∆I5 generiert. 

 

Abbildung 16: Schematische Darstellung der Generierung von Deletionsmutanten mittels 
Splicing by overlapping Extension PCR (SOE-PCR). Alle Details sind in Abschnitt 3.2 beschrieben. 
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3.3 ADAM10 und ADAM17 prozessieren humanes Tim-3 

In diesem ersten Versuch sollte untersucht werden, ob das humane Tim-3 durch 
Ektodomänen-Shedding prozessiert wird und welche Protease für dieses verantwortlich ist. Da 
bereits gezeigt werden konnte, dass Tim-1 durch Metalloproteasen proteolytisch gespalten 
wird (Lim et al., 2012b; Zhang et al., 2007), sollte die Hypothese geprüft werden, ob auch 
Tim-3 als weiteres Mitglied der Tim-Familie durch Metalloproteasen prozessiert wird. Dabei 
ging es zunächst um die Frage, ob bekannte Stimuli von ADAM-Proteasen, wie PMA und 
Ionomycin,  die Entstehung von löslichem Tim-3 induzieren können. 

 

Abbildung 17: Analyse des Ionomycin- und PMA-induzierten Sheddings des humanen Tim-3 
durch ADAM-Metalloproteasen. HEK293-Zellen wurden mit dem Expressionsplasmid, das für das 
AP-Tim-3 Fusionsprotein kodiert, transfiziert und für 1 h mit PMA (100 µM) oder für 30 min mit 
Ionomycin (5 µM) stimuliert. GI254023X (3 µM) oder GW280264X (3 µM) wurden 30 min vor der 
Stimulation zugegeben. (A) Die Enzymaktivität der alkalischen Phosphatase wurde im Zelllysat (L) 
und im Zellkulturüberstand (S) gemessen und somit der Anteil des löslichen Tim-3 bestimmt. Die 
Enzymaktivität der Alkalische Phosphatase (AP-Aktivität) wurde aus dem Verhältnis der 
Enzymaktivität im Zelllysat und Zellkulturüberstand berechnet. Die Abbildung zeigt den Mittelwert 
aus mindestens drei voneinander unabhängigen Experimenten ± SD. *p<0,05, **p>0,01, ***>0,001 
(ungepaarter Student´s t Test) (B) Die Zellen wurden, wie unter (A) beschrieben, behandelt und das  
lösliche Tim-3-Protein in den Zellkulturüberständen mittels Western Blot detektiert. Hierfür wurde der 
monoklonale Antikörper gegen die IgV-Domäne des humanen Tim-3-Proteins verwendet (siehe 
Abschnitt 2.2.4). Das Molekulargewicht ist auf der linken Seite angegeben. Mock: GFP-transfizierte 
HEK293-Zellen dienten als Kontrolle. 

 

Um zu untersuchen, ob das humane Tim-3-Protein ein Substrat der Metalloproteasen 
ADAM10 und ADAM17 ist, wurden HEK293-Zellen mit dem Expressionsplasmid, das für 
das AP-Tim-3 Fusionsprotein kodiert, transfiziert und 48 h nach der Transfektion mit PMA 
oder mit Ionomycin stimuliert. Die Inhibitoren GI254023X (GI, spezifisch für ADAM10) und 
GW280264X (GW, inhibiert ADAM10 und ADAM17) wurden 30 min vor der Stimulation 
zugegeben. Ionomycin und BzATP sind Aktivatoren des ADAM10-vermittelten 
Ektodomänen-Sheddings und PMA gilt als genereller Aktivator des ADAM17-vermittelten 
Sheddings (Scheller et al., 2011a). Wie Abbildung 17 zeigt, führte die Behandlung mit PMA 
und Ionomycin zur Freisetzung von löslichem AP-Tim-3 in den Zellkulturüberstand 
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(Abbildung 17A und B). Das durch PMA-induzierte Shedding lässt sich vollständig mit 
GW280264X, nicht jedoch mit GI254023X hemmen. Das durch Ionomycin stimulierte 
Shedding wurde sowohl durch den kombinierten ADAM10/ADAM17-Inhibitor GW als auch 
durch den ADAM10-Inhibitor GI stark gehemmt. Dies konnte sowohl durch die Messung der 
Enzymaktivität der Alkalischen Phosphatase als auch im Western Blot gezeigt werden. Diese 
Versuche zeigen, dass ADAM17 für das PMA-induzierte Shedding des humanen Tim-3 
verantwortlich ist, und dass ADAM10 das Ionomycin-induzierte Ektodomänen-Shedding 
vermittelt. 

Um dieses Ergebnis zu überprüfen, wurde ADAM10 durch die rekombinante Pro-Domäne 
von ADAM10 (A10pro) inhibiert. Die isolierten Pro-Domänen können durch Bindung an die 
katalytische Domäne der Proteasen als potente und spezifische Inhibitoren der aktiven 
Enzyme wirken, wie es für ADAM10 und ADAM17 gezeigt wurde (Gonzales et al., 2004; 
Moss et al., 2007). Hierfür wurden HEK293-Zellen mit dem Expressionsplasmid, das für das 
AP-Tim-3 Fusionsprotein kodiert, transfiziert und 48 h nach der Transfektion mit PMA oder 
mit Ionomycin stimuliert. Die ADAM10-Prodomäne wurde 30 min vor der Stimulation 
zugegeben. Es konnte gezeigt werden, dass das Ionomycin-induzierte Shedding durch die Pro-
Domäne von ADAM10 komplett inhibiert wurde.  

 

Abbildung 18: Analyse des Ionomycin- und PMA-induzierten Sheddings des humanen Tim-3 
durch ADAM10.  HEK293-Zellen wurden mit dem Expressionsplasmid, das für das AP-Tim-3 
Fusionsprotein kodiert, transfiziert und für 1 h mit PMA (100 µM) oder für 30 min mit Ionomycin (5 
µM) stimuliert. Die ADAM10 Prodomäne (A10pro, 10 µM) wurde 30 min vor der Stimulation 
zugegeben. (A) Die Aktivität der alkalischen Phosphatase wurde im Zelllysat (L) und im 
Zellkulturüberstand (S) gemessen und somit der Anteil des löslichen Tim-3-Proteins bestimmt. Die 
Enzymaktivität der Alkalische Phosphatase (AP-Aktivität) wurde aus dem Verhältnis der 
Enzymaktivität im Zelllysat und Zellkulturüberstand berechnet. Die Abbildung zeigt den Mittelwert 
aus mindestens drei voneinander unabhängigen Experimenten ± SD. n.s. = nicht signifikant, **p>0,01, 
***>0,001 (ungepaarter Student´s t Test) (B) Die Zellen wurden, wie unter (A) beschrieben, behandelt 
und das lösliche Tim-3-Protein in den Zellkulturüberständen mittels Western Blot detektiert. Die 
Zellen wurden nach der Stimulation lysiert und das membrangebundene, humane Tim-3-Protein im 
Western Blot visualisiert. Hierfür wurde der monoklonale Antikörper gegen die IgV-Domäne des 
humanen Tim-3 verwendet (Abschnitt 2.2.4). Die gleichmäßige Beladung wurde durch Visualisierung 
von β-Aktin sichergestellt. Die Molekulargewichte sind auf der linken Seite angegeben. Mock: GFP-
transfizierte HEK293-Zellen dienten als Kontrolle. 
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Allerdings konnte auch das PMA-induzierte ADAM17-vermittelte Shedding, wenn auch nur 
in geringem Maß, gehemmt werden. Dies könnte an der Hemmung von ADAM17 durch 
A10pro liegen (Gonzales et al., 2008). Dies konnte sowohl durch die Messung der 
Enzymaktivität der Alkalischen Phosphatase als auch im Western Blot gezeigt werden 
(Abbildung 18A und B). Um zu testen, ob die alkalische Phosphatase einen Einfluss auf das 
Ektodomänen-Shedding des Tim-3-Proteins hat, wurden HEK293-Zellen mit dem 
Expressionsverktor pcDNA3.1-hTim-3, der für das humane Tim-3 kodiert (siehe Abschnitt 
2.2.2.2), stabil transfiziert und mit PMA oder mit Ionomycin stimuliert. Die Inhibitoren 
GI254023X (GI) und GW280264X (GW) sowie die Prodomäne von ADAM10 (A10pro) 
wurden 30 vor der Stimulation zugegeben. Wie Abbildung 19 zeigt, führte die Behandlung 
mit PMA und Ionomycin zur Freisetzung von löslichem AP-Tim-3 Fusionsprotein in den 
Zellkulturüberstand (Abbildung 19A und B). Das durch PMA-induzierte Shedding lässt sich 
vollständig mit dem kombinierten ADAM10/ADAM17 Inhibitor GW, jedoch nicht mit dem 
ADAM10 Inhibitor GI oder der ADAM10 Pro-Domäne hemmen. Das durch Ionomycin 
induzierte Shedding konnte sowohl durch GW als auch durch GI und die Pro-Domäne von 
ADAM10 gehemmt werden. Diese Resultate bestätigen die zuvor erhaltenen Ergebnisse der 
Messung der Enzymaktivität der Alkalischen Phosphatase, dass ADAM17 für das PMA-
induzierte Shedding des humanen Tim-3-Proteins verantwortlich ist, und dass ADAM10 das 
Ionomycin-induzierte Ektodomänen-Shedding von Tim-3 vermittelt. Desweiteren kann 
hierdurch ein Einfluss der Alkalischen Phosphatase auf das Ektodomänen-Shedding des 
humanen Tim-3 ausgeschlossen werden. 

 

Abbildung 19: Analyse des Ionomycin- und PMA-induzierten Sheddings des humanen Tim-3-
Proteins und der Einfluss der Alkalischen Phosphatase. HEK293-Zellen wurden mit dem 
Expressionsplasmid, das für das humane Tim-3-Protein kodiert, stabil transfiziert und für 1 h mit PMA 
(100 µM) oder für 30 min mit Ionomycin (5 µM) stimuliert. (A) GI254023X (3 µM), GW28064X (3 
µM) oder (B) die ADAM10 Prodomäne (A10pro, 10 µM) wurden 30 min vor der Stimulation 
zugegeben. Das  lösliche Tim-3-Protein in den Zellkulturüberständen wurde dann mittels Western Blot 
visualisiert. Die Zellen wurden nach der Stimulation lysiert und das membrangebundene, humane 
Tim-3-Protein ebenfalls im Western Blot visualisiert. Hierfür wurde der monoklonale Antikörper 
gegen die IgV-Domäne des humanen Tim-3-Proteins verwendet (siehe Abschnitt 2.2.4). Die 
Molekulargewichte sind auf der linken Seite angegeben. Mock: GFP-transfizierte HEK293-Zellen 
dienten als Kontrolle. 
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3.4 Analyse des Tim-3 Sheddings in ADAM10- und ADAM17-Protease-

defizienten murinen embryonalen Fibroblasten (MEFs) 

Um zu analysieren welche Metalloproteasen am Ektodomänen-Shedding des Tim-3-Proteins 
beteiligt sind, können, wie bisher beschrieben, verschiedene Proteaseinhibitoren mit 
unterschiedlicher Selektivität verwendet werden. Allerdings sind die meisten Inhibitoren nicht 
nur für eine Protease spezifisch, sondern inhibieren meist unterschiedliche Proteasen. Der in 
den zuvor durchgeführten Experimenten verwendeten Inhibitoren GI254023X inhibiert mit 
einer 100-fach größeren Affinität ADAM10 im Vergleich zu ADAM17, besitzt aber ebenfalls 
die Fähigkeit MMP13 und MMP9 zu inhibieren. Wohingegen GW280264X mit der gleichen 
Spezifität ADAM10 und ADAM17 inhibiert, aber auch MMP3, 9 und 13 durch dieses 
Hydroxamat spezifisch gehemmt werden können (Ludwig et al., 2005), sodass  von einer 
100%igen Spezifität nicht ausgegangen werden kann. Alternativ können aus Knockout-
Mäusen für die entsprechenden Proteasen Fibroblasten gewonnen und immortalisiert werden, 
die sogenannten murinen embryonalen Fibroblasten (MEFs). Für die folgenden Experimente 
wurden Wildtyp-MEFs, bzw. MEFs, die für ADAM10 (ADAM10-/-), ADAM17 (ADAM17-/-) 
oder für beide Proteasen (ADAM10-/-/ADAM17-/-) defizient sind, verwendet (Garbers et al., 
2011; Reiss et al., 2006).  
Zunächst wurden die Wildtyp-MEFs und die ADAM10 (ADAM10-/-), ADAM17 (ADAM17-/-

) defizienten MEFs sowie MEFs, die für ADAM10 und ADAM17 defizient sind, (ADAM10-/-

/ADAM17-/-), transient mit dem Expressionsplasmid, das für das AP-Tim-3 Fusionsprotein 
kodiert, transfiziert. Die Stimulation erfolgte entweder mit PMA oder Ionomycin. Abbildung 
20 zeigt das Ergebnis der Messung der Enzymaktivität der Alkalischen Phosphatase. 
Ionomycin führte in ADAM10-/- MEFs nur zu einer geringen Freisetzung des löslichen Tim-3-
Proteins. Allerdings führte auch die Stimulation mit PMA zu einer reduzierten, wenn auch 
signifikanten, Freisetzung des löslichen Tim-3-Proteins im Vergleich zu den Wildtyp-MEFs. 
Im nächsten Schritt wurden ADAM17-/- MEFs transient mit dem Expressionsvektor, der für 
das humane Tim-3 kodiert, transfiziert und mit PMA stimuliert. Dies führte erwartungsgemäß 
nicht zum Shedding des humanen Tim-3-Proteins. Ionomycin stimulierte hingegen das 
Freisetzen von löslichem Tim-3-Protein. Abschließend wurden MEFs, denen sowohl 
ADAM10 als auch ADAM17 fehlt (ADAM10-/-/ADAM17-/-), transient mit demselben 
Expressionsplasmid transfiziert und die  AP-Aktivität gemessen. Abbildung 20A zeigt, dass 
weder PMA noch Ionomycin in diesen Zellen zur Freisetzung des löslichen, humanen Tim-3-
Proteins führten, und somit ADAM10 und ADAM17 die beiden für die Prozessierung 
verantwortlichen Proteasen in diesen Experimenten darstellen. Dies konnte sowohl durch die 
Messung der Enzymaktivität der Alkalischen Phosphatase als auch im Western Blot gezeigt 
werden (Abbildung 20B). Zusammenfassend zeigten die Experimente, dass eine  Stimulation 
mit Ionomycin selektiv ADAM10 aktiviert, während das Shedding des humanen Tim-3-
Proteins nach PMA-Stimulation über ADAM17 erfolgte. 
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Abbildung 20: Analyse des Sheddings in Wildtyp (wt)-MEFs, sowie in MEFs, die defizient für 
ADAM10 (A10-/-), ADAM17(A17-/-) oder für ADAM10 und ADAM17  (A10-/-A17-/-) sind. Die 
MEFs wurden mit dem Expressionsplasmid, das für das AP-Tim-3 Fusionsprotein kodiert, transfiziert 
und für 1 h mit PMA (100 µM) oder für 30 min mit Ionomycin (5 µM) stimuliert. (A) Die Aktivität der 
alkalischen Phosphatase wurde im Zelllysat (L) und im Zellkulturüberstand (S) gemessen und somit 
der Anteil des löslichen Tim-3-Proteins bestimmt. Die Enzymaktivität der Alkalische Phosphatase (AP-
Aktivität) wurde aus dem Verhältnis der Enzymaktivität im Zelllysat und Zellkulturüberstand berechnet. Die 
Abbildung zeigt den Mittelwert aus mindestens drei voneinander unabhängigen Experimenten ± SD. 
n.s. = nicht signifikant, **p>0,01, ***>0,001 (ungepaarter Student´s t Test) (B) Die Zellen wurden, 
wie unter (A) beschrieben, behandelt und das lösliche Tim-3-Protein in den Zellkulturüberständen 
dann mittels Western Blot visualisiert. Die Zellen wurden nach der Stimulation lysiert und das 
membrangebundene, humane Tim-3-Protein ebenfalls im Western Blot visualisiert. Hierfür wurde der 
monoklonale Antikörper gegen die IgV-Domäne des humanen Tim-3-Proteins verwendet (siehe 
Abschnitt 2.2.4). Die Molekulargewichte sind auf der linken Seite angegeben. Mock: GFP-transfizierte 
HEK293-Zellen dienten als Kontrolle. 

3.5 PMA-induziertes Shedding von Tim-3 konnte durch die Deletion von 

zehn Aminosäuren der Mucin-Domäne verhindert werden 

Es wurde bereits in früheren Studien beschrieben, dass ADAM-Proteasen häufig in Nähe der 
Transmembrandomäne (Juxtaposition) ihre Substrate schneiden (Scheller et al., 2011a). Ein 
prominentes Beispiel hierfür ist der IL-6Rezeptor, dessen Schnittstelle für ADAM17 
zwischen den Aminosäuren Glutamin357 und Aspartat358 liegt, die etwa acht Aminosäuren 
von der Transmembran-Domäne entfernt liegt. Eine Deletion von zehn Aminosäuren in dieser 
Region (Serin353-Valin362) inhibiert das PMA-induzierte Shedding von ADAM17 
vollständig (Müllberg et al., 1994), aber nicht das von ADAM10 (Baran et al., 2013). Die 
Mucin-Domäne von Tim-3 besteht aus 70 Aminosäuren von Alanin132 bis Isoleucin201. Um 
die Schnittstelle(n) für ADAM10 und ADAM17 einzugrenzen, wurden mittels SOE-PCR drei 

Deletionsmutanten des humanen Tim-3-Proteins generiert (∆S1, ∆191-201; ∆S2, ∆181-190; 

∆S3, ∆171-180), bei denen jeweils zehn Aminosäuren der Mucin-Domäne in direkter Nähe 
zur Transmembrandomäne deletiert sind (Abbildung 21A). Zunächst wurde die Expression 
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der Deletionsmutanten auf der Zelloberfläche von transient transfizierten HEK293-Zellen 
mittels durchflusszytometrischer Messung bestimmt. Es konnte gezeigt werden, dass alle 
Deletionsmutanten auf der Zelloberfläche der HEK293-Zellen exprimiert wurden. 

 

 

  

Abbildung 21: Generierung und Zelloberflächenexpression der Tim-3-Deletionsmutanten Tim-
3∆∆∆∆S1 bis Tim-3∆∆∆∆S3. (A) Schematische Übersicht der generierten AP-Tim-3 Deletionsmutanten, die in 
dieser Analyse verwendet wurden. Drei Tim-3 cDNAs mit drei unterschiedlichen Deletionen von 
jeweils 10 Aminosäuren in der Mucin-Domäne (Tim-3∆S1 bis  Tim-3∆S3) wurden mit Hilfe der SOE-
PCR  generiert (siehe Abschnitt 3.2). Alle Deletionsmutanten besitzen eine alkalische Phosphatase am 
N-Terminus. (B) HEK293-Zellen wurden mit den Expressionplasmiden der AP-Tim-3-
Deletionsmutanten AP-Tim-3∆S1 bis AP-Tim-3∆S3 und Wildtyp-AP-Tim-3 transfiziert. Die 
Oberflächenexpression wurde mit Hilfe eines PE-markierten Antikörpers detektiert (siehe Abschnitt 
2.1.2). Als Negativkontrolle diente der entsprechende Isotyp als Antikörper (graue Histogramme). SP 
= Signalpeptid. 

Als nächstes wurden HEK293-Zellen mit dem Expressionsplasmid, das für das AP-Tim-3 
Fusionsprotein kodiert und den Expressionsplasmiden, die für die AP-Tim-3-
Deletionsmutanten (AP-Tim-3∆S1 bis AP-Tim-3∆S3) kodieren, transfiziert und 48 h nach der 
Transfektion mit PMA oder mit Ionomycin stimuliert. Wie Abbildung 22A zeigt, führte die 
Behandlung mit PMA und Ionomycin zur Freisetzung des löslichen AP-Tim-3-Proteins in den 

Zellkulturüberstand. Die Mutanten AP-Tim-3∆1 und AP-Tim-3∆3 werden ebenfalls nach 
Ionomycin- und PMA-Stimulation proteolytisch prozessiert. Auch wenn bei der Mutante AP-
Tim-3∆S1 die Stimulation mit PMA und Ionomycin zu einer leicht reduzierten, wenn auch 
signifikanten, Freisetzung des löslichen Tim-3-Proteins im Vergleich zu Wildtyp führte, und 
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die AP-Tim-3∆S3 ein erhöhtes konstitutives als auch induziertes Shedding zeigte, kann von 
diesen Ergebnissen nicht auf eine putative Schnittstelle für ADAM10 oder ADAM17 
geschlossen werden. Allerdings zeigte die Messung der Enzymaktivität der Alkalischen 
Phosphatase, dass das durch PMA-induzierte Shedding in der Deletionsmutante AP-Tim-
3∆S2 stark reduziert war. Jedoch wurde das Ionomycin-stimulierte Shedding durch die 
Deletion dieser Aminosäuresequenz nicht beeinflusst. Dies lässt darauf schließen, dass sich in 
diesem Aminosäuresequenzbereich der Mucin-Domäne eine mögliche Schnittstelle oder eine 
Erkennungssequenz für ADAM17 jedoch nicht für ADAM10 befinden könnte. Dieses 
Resultat konnte ebenfalls im Western Blot (Abbildung 22B) bestätigt werden. Um 
sicherzustellen, dass die alkalische Phosphatase keinen Einfluss auf das Ektodomänen-
Shedding hat, wurden HEK293-Zellen mit den drei Deletionsmutanten (Tim-3∆S1 bis Tim-

3∆S3) ohne alkalische Phosphatase transient transfiziert und mit PMA oder mit Ionomycin 
stimuliert. Wie Abbildung 22C zeigt, führt die Behandlung mit PMA und Ionomycin zur 
Freisetzung von löslichem Tim-3∆S1- und Tim-3∆S3-Protein in den Zellkulturüberstand. 

Erwartungsgemäß konnte in Folge der PMA-Stimulation kein lösliches Tim-3∆S2-Protein im 
Western Blot detektiert werden. Diese Resultate bestätigen die zuvor erhaltenen Ergebnisse 
der Messung der Enzamaktivität der Alkalischen Phosphatase. Somit kann ein Einfluss der 
alkalischen Phosphatase auf das Ektodomänen-Shedding des humanen Tim-3-Proteins 
ausgeschlossen werden. Obwohl die Schnittstelle für ADAM10 und ADAM17 nicht direkt 
bestimmt wurde, kann aus diesen Ergebnissen geschlossen werden, dass die Schnittstelle für 
die PMA-induzierte Proteolyse durch ADAM17 zwischen den Aminosäuren 181  und 190 des 
humanen Tim-3-Proteins liegt. Alternativ könnte sich in diesem Sequenzabschnitt eine 
regulatorische Erkennungssequenz für ADAM17 befinden. Weiter kann man aus diesem 
Ergebnis schließen, dass sehr wahrscheinlich unterschiedliche Schnittstellen für ADAM10 
und ADAM17 im humanen Tim-3-Protein vorliegen. 
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Abbildung 22: PMA-induziertes Shedding von Tim-3 konnte durch die Deletion von 10 Aminosäuren in 
der Mucin-Domäne reduziert werden. HEK293-Zellen wurden mit dem Expressionsplasmid, das für das AP-
Tim-3 Fusionsprotein kodiert oder den Expressionsplasmiden, die für die AP-Tim-3-Deletionsmutanten (AP-
Tim-3∆S1 bis AP-Tim-3∆S3) kodieren, transfiziert und für 1 h mit PMA (100 µM) oder für 30 min mit 
Ionomycin (5 µM) stimuliert. (A) Die Aktivität der Alkalischen Phosphatase wurde im Zelllysat (L) und im 
Zellkulturüberstand (S) gemessen und somit der Anteil des löslichen Tim-3-Proteins bestimmt. Die 
Enzymaktivität der Alkalische Phosphatase (AP-Aktivität) wurde aus dem Verhältnis der Enzymaktivität im 
Zelllysat und Zellkulturüberstand berechnet. Die Abbildung zeigt den Mittelwert aus mindestens drei 
voneinander unabhängigen Experimenten ± SD. n.s. = nicht signifikant, **p>0,01, ***p>0,001 (ungepaarter 
Student´s t Test) (B) Die Zellen wurden, wie unter (A) beschrieben, behandelt und membrangebundenes Tim-3-
Protein in den Zelllysaten und lösliches Tim-3-Protein im Zelkulturüberstand wurden mittels Western Blot 
visualisiert. Hierfür wurde der monoklonale Antikörper gegen die IgV-Domäne des humanen Tim-3 verwendet 
(siehe Abschnitt 2.2.4). (C) HEK293-Zellen wurden mit den Expressionsplasmiden, die für die Tim-3-
Deletionsmutanten (Tim-3∆S1 bis Tim-3∆S3) ohne AP kodieren, transfiziert und für 1 h mit PMA (100 µM) 
oder für 30 min mit Ionomycin (5 µM) stimmuliert. Membrangebundenes Tim-3-Protein in den Zelllysaten und 
lösliches Tim-3-Protein im Zelkulturüberstand wurden mittels Western Blot, wie unter (B) beschrieben, 
visualisiert. Das Molekulargewicht ist auf der linken Seite angegeben. Mock: GFP-transfizierte HEK293-Zellen 
dienten als Kontrolle. 
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3.6 Generierung von Expressionsplasmiden für das humane Tim-3 ohne 

intrazelluläre Domäne und intrazelluläre Deletionsmutanten 

Das einzige bekannte Beispiel, bei dem die intrazelluläre Domäne für das Ektodomänen-
Shedding eine Rolle spielt, ist L-Selektin. Hier ist das PMA-induzierte Shedding von der 
Interaktion der intrazellulären Domäne über das Ezrin-Radixin-Moesin (ERM) Protein mit 
dem Aktin des Zytoskeletts abhängig (Ivetic et al., 2004). Um zu überprüfen, ob die 
intrazelluläre Domäne des humanen Tim-3 ebenfalls einen Einfluss auf das Ektodomänen-
Shedding hat, wurde zunächst eine Deletionsmutante generiert, bei der die komplette 

intrazelluläre Domäne deletiert ist (Tim-3∆ICD). Ausgangspunkt für die Konstruktion der 
Expressionsmutanten waren die Plasmide pcDNA3.1-AP-hTim-3 oder pcDNA3.1-hTim-3 
(siehe Abschnitt 3.2). Für die Deletion der kompletten intrazellulären Domäne von Tim-3 
oder der intrazellulären Domäne bis auf eine Aminosäure (Tim-3∆ICD+1) sowie für die 

Mutanten Tim-3∆I1 und Tim-3∆I2 wurden spezifische Primer verwendet (Tabelle 1).Zur 
Generierung der Expressionsplasmide wurden mittels  PCR  die gewünschten Sequenzen des 
humanen Tim-3 unter Verwendung der in Tabelle 1 aufgelisteten Primer amplifiziert. Drei 
weitere Deletionsmutanten  (Tim-3∆I3 bis Tim-3∆I5) wurden mit Hilfe der SOE-PCR 
generiert (siehe Abschnitt 3.2). Diesen Mutanten fehlen jeweils zwischen 10 und 12 
Aminosäurereste (Abbildung 23). Anschließend wurden die erhaltenen PCR-Fragmente sowie 
die Plasmide pcDNA3.1-AP-hTim-3 oder pcDNA3.1-hTim-3 mit Hilfe der 
Restriktionsendonukleasen NotI und AflII verdaut. Nach der Dephosphorylierung der 
Plasmide wurden die entstandenen PCR-Fragmente mit diesen ligiert. 

 

 

Abbildung 23: Generierung von Expressionsplasmiden für das humane Tim-3 ohne 
intrazelluläre Domäne (Tim-3∆∆∆∆ICD und Tim-3 ∆∆∆∆ICD+1) und intrazelluläre Deletionsmutanten 
(Tim-3∆∆∆∆I1 bis AP-Tim-3∆∆∆∆I5). Schematische Übersicht der generierten Tim-3-Deletionsmutanten, die 
in dieser Analyse verwendet wurden. Drei Tim-3 cDNAs mit drei unterschiedlichen Deletionen von 
jeweils 10-12 Aminosäuren in der intrazellulären Domäne (Tim-3∆I3 bis Tim-3∆I5) sowie zwei 
Deletionsmutanten, denen unterschiedliche Phosphorylierungsstellen fehlen (Tim-3∆I1 und Tim-3∆I2) 
wurden mit Hilfe der SOE-PCR generiert (siehe Abschnitt 3.2). Weiter wurden zwei Mutanten 
generiert, denen die komplette oder die komplette intrazelluläre Domäne bis auf ein Lysinrest fehlt 
(Tim-3∆ICD und Tim-3∆ICD+1). ICD = intracellular domain. 
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3.7 Analyse der intrazellulären Domäne von Tim-3 

Um zu analysieren, ob die intrazelluläre Domäne des humanen Tim-3 einen Einfluss auf die 
proteolytische Spaltung durch die Metalloproteasen ADAM10 und ADAM17 hat, wurden 
zunächst HEK293-Zellen transient mit einer AP-Tim-3 cDNA, der die komplette 

intrazelluläre von K225 bis Q301 (AP-hTim-3∆ICD) fehlt, transfiziert. Wie Abbildung 24 
zeigt wurde dieses Expressionsplasmid auf der Zelloberfläche der HEK293-Zellen exprimiert. 
Als nächstes wurden die transfizierten HEK293-Zellen 48 h nach der Transfektion mit PMA 
oder mit Ionomycin stimuliert. Wie Abbildung 25A zeigt, führte die Behandlung mit PMA 
und Ionomycin zur Freisetzung von löslichem AP-Tim-3-Protein in den Zellkulturüberstand. 
Allerdings zeigte die Messung der Enzymaktivität der Alkalischen Phosphatase, dass das 
durch PMA-induzierte Shedding der Deletionsmutante AP-Tim-3∆ICD vollständig inhibiert 
war. Jedoch wurde das Ionomycin-stimulierte Shedding durch die Deletion der intrazellulären 
Domäne nicht beeinflusst. Dies lässt darauf schließen, dass die intrazelluläre Domäne eine 
Rolle beim ADAM17- jedoch nicht beim ADAM10-vermittelten Ektodomänen-Shedding 
spielen könnte. Dieses Resultat konnte ebenfalls im Western Blot (Abbildung 25B) bestätigt 
werden. 

 

Abbildung 24: Oberflächenexpression des AP-Tim-3∆∆∆∆ICD-Fusionsprotein in HEK293-Zellen 
transfizierten Zellen. HEK293-Zellen wurden mit dem Expressionplasmid, das für die AP-Tim-
3∆ICD kodiert, transfiziert. Die Oberflächenexpression wurde mit Hilfe eines PE-markierten 
Antikörpers detektiert (siehe Abschnitt 2.1.2). Als Negativkontrolle diente der entsprechende Isotyp 
als Antikörper(graue Histogramme). 
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Abbildung 25: PMA-induziertes Shedding des Tim-3-Proteins konnte durch die Deletion der 
intrazellulären Domäne inhibiert werden. HEK293-Zellen wurden mit dem Expressionsplasmid, 
das für das AP-Tim-3∆ICD-Fusionsprotein kodiert, transfiziert und für 1 h mit PMA (100 µM) oder 
für 30 min mit Ionomycin (5 µM) stimuliert. (A) Die Enzymaktivität der alkalischen Phosphatase 
wurde im Zelllysat (L) und im Zellkulturüberstand (S) gemessen und somit der Anteil des löslichen 
Tim-3 bestimmt. Die Enzymaktivität der Alkalische Phosphatase (AP-Aktivität) wurde aus dem 
Verhältnis der Enzymaktivität im Zelllysat und Zellkulturüberstand berechnet. Die Abbildung zeigt 
den Mittelwert aus mindestens drei voneinander unabhängigen Experimenten ± SD. n.s. = nicht 
signifikant, **p>0,01, ***p>0,001 (ungepaarter Student´s t Test). (B) Die Zellen wurden, wie unter 
(A) beschrieben, behandelt und das membrangebundene Tim-3-Protein in den Zelllysaten und 
lösliches Tim-3-Protein im Zellkulturüberstand wurden mittels Western Blot visualisiert. Hierfür 
wurde der monoklonale Antikörper gegen die IgV-Domäne des humanen Tim-3 verwendet (siehe 
Abschnitt 2.2.4). Weiter wurden HEK293-Zellen mit dem Expressionplasmid, das für Tim-3∆ICD 
ohne AP kodiert, transfiziert und für 1 h mit PMA (100 µM) oder für 30 min mit Ionomycin (5 µM) 
stimuliert. Membrangebundenes Tim-3-Protein in den Zelllysaten und lösliches Tim-3-Protein im 
Zelkulturüberstand wurden mittels Western Blot wie unter (B) beschrieben visualisiert. Das 
Molekulargewicht ist auf der linken Seite angegeben. Mock: GFP-transfizierte HEK293-Zellen 
dienten als Kontrolle. 

Da die ersten Versuche gezeigt haben, dass die intrazelluläre Domäne von Tim-3 eine Rolle 
beim PMA-induzierten Ektodomänen-Shedding durch ADAM17 zu spielen scheint, sollte nun 
im nächsten Schritt untersucht werden, welche Sequenz in der intrazellulären Domäne 
entscheidend ist. Hierzu wurden, wie in Abschnitt 3.6 beschrieben, weitere Deletionsmutanten 
generiert. Zunächst sollte nun analysiert werden, ob die Phosphorylierung der intrazellulären 
Domäne einen möglichen regulatorischen Mechanismus für das Tim-3-Shedding durch 
ADAM17 darstellt. Hierfür wurden die Deletionsmutanten AP-Tim-3∆278-301 (∆I1) und AP-

Tim-3∆264-301 (∆I2) verwendet. Der Mutante AP-Tim-3∆I1 fehlen die drei C-terminalen 
Tyrosinreste, sodass sie drei Phosphorylierungsstellen enthält. Während die Mutante AP-Tim-
3∆I2 nur eine Phosphorylierungsstelle besitzt, die sich nah der Transmembrandomäne 
befindet (siehe Abbildung 26). In einer früheren Veröffentlichung konnte gezeigt werden, 

dass die Tyrosinreste an den Positionen 256 und 263, die in der Mutante AP-Tim-3∆I2 fehlen, 
nach ihrer Phosphorylierung zu einer verstärkten NFAT/AP-1-Aktivierung führten (Lee et al., 
2011). HEK293-Zellen wurden transient mit den beiden Expressionsplasmiden, die für die 
Deletionsmutanten (AP-hTim-3∆I1 und AP-hTim-3∆I2) kodieren, transfiziert und 48 h nach 
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der Transfektion mit PMA oder mit Ionomycin stimuliert. Wie Abbildung 26A zeigt, führte 
die Behandlung mit PMA und Ionomycin, wie beim Wildtyp-hTim-3, zur Freisetzung von 
löslichem AP-Tim-3∆I1- und AP-hTim-3∆I2-Protein in den Zellkulturüberstand. Dieses 
Resultat konnte ebenfalls im Western Blot (Abbildung 26B) bestätigt werden. Aus diesem 
Ergebnis kann geschlossen werden, dass die Phosphorylierung von Tyrosinresten in der 
intrazellulären Domäne bei der Regulation des Ektodomänen-Sheddings durch ADAM17 
keinen Einfluss zu haben scheint.  
Aus diesem Grund wurden weitere Mutationen in die restliche intrazelluläre Domäne von 
Tim-3 eingefügt (AP-hTim-3∆225-237(∆I3), AP-hTim-3∆238-250(∆I4) und AP-hTim-

3∆251-260(∆I5). HEK293-Zellen wurden, wie schon zuvor beschrieben, transfiziert und mit 
PMA und Ionomycin stimuliert. Wie Abbildung 26C zeigt, führte die Behandlung mit PMA 
und Ionomycin wie beim Wildtyp-Tim-3 ebenfalls zur Freisetzung von löslichem AP-Tim-

3∆I3-, AP-Tim-3∆I4-  und AP-hTim-3∆I5-Fusionsproteins in den Zellkulturüberstand. Dieses 
Resultat konnte im Western Blot (Abbildung 26D) bestätigt werden. Obwohl gezeigt werden 
konnte, dass das Fehlen der kompletten intrazellulären Domäne dazu führte, dass das PMA-
induzierte Shedding durch ADAM17 inhibiert wurde, scheint das Deletieren einzelner 
Sequenzen in diesem Bereich keinen Einfluss auf die proteolytische Spaltung von Tim-3 zu 
haben.  
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Abbildung 26: PMA-induziertes Shedding von Tim-3 konnte nicht durch die Deletion von 
unterschiedlichen Aminosäurensequenzen in der intrazellulären Domäne inhibiert werden. 
HEK293-Zellen wurden mit dem Expressionsplasmiden für die AP-Tim-3∆I1 bis AP-Tim-3∆I5 
Fusionsproteine transfiziert und für 1 h mit PMA (100 µM) oder für 30 min mit Ionomycin (5 µM) 
stimuliert. (A) HEK293-Zellen wurden mit den Expressionsplasmiden für die AP-Tim-3∆I1 und  AP-
Tim-3∆I2 transfiziert. Die Aktivität der AP wurde im Zelllysat (L) und im Zellkulturüberstand (S) 
gemessen und somit der Anteil des löslichen Tim-3 bestimmt. Die Enzymaktivität der Alkalische 
Phosphatase (AP-Aktivität) wurde aus dem Verhältnis der Enzymaktivität im Zelllysat und 
Zellkulturüberstand berechnet. Die Abbildung zeigt den Mittelwert aus mindestens drei voneinander 
unabhängigen Experimenten ± SD. ***p>0,001 (ungepaarter Student´s t Test) (B) Die Zellen wurden, 
wie unter (A) beschrieben, behandelt und das membrangebundene Tim-3-Protein im Zelllysat und das 
lösliche Tim-3-Protein in den Zellkulturüberständen mittels Western Blot visualisiert. Hierfür wurde 
der monoklonale Antikörper gegen die IgV-Domäne des humanen Tim-3 verwendet (siehe Abschnitt 
2.2.4). (C) Weiter wurden HEK293-Zellen mit den Expressionplasmiden für die AP-Tim-3∆I3 bis AP-
Tim-3∆I5 transfiziert. Die Enzymaktivität der AP wurde wie unter (A) beschrieben, gemessen und 
berechnet. Die Abbildung zeigt den Mittelwert aus mindestens drei voneinander unabhängigen 
Experimenten ± SD. ***p>0,01, ***p>0,001 (ungepaarter Student´s t Test). (D) Die Zellen wurden, 
wie unter (A) beschrieben, behandelt und das membrangebundene Tim-3-Protein im Zelllysat und das 
lösliche Tim-3-Protein in den Zellkulturüberständen dann, wie unter (B) beschrieben, mittels Western 
Blot visualisiert. Das Molekulargewicht ist auf der linken Seite in kDa angegeben. Mock: GFP-
transfizierte HEK293-Zellen dienten als Kontrolle. 

Da die Deletion verschiedener Sequenzbereiche der intrazellulären Domäne von Tim-3 nicht 
zur Hemmung der proteolytischen Spaltung durch ADAM17 führte, wurde eine weitere 
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Mutante generiert. Bei dieser Mutante wurde die komplette intrazelluläre Domäne bis auf die 
erste Aminosäure nach der Transmembrandomäne (Lysin 225) deletiert (Abbildung 23). 
HEK293-Zellen wurden mit dem Expressionsvektor, der für das AP-hTim-3 Fusionsprotein 
und mit dem Expressionsplasmid, das für die Mutante AP-hTim-3∆ICD+1 kodiert, transient 
transfiziert und 48 h nach der Transfektion mit PMA oder mit Ionomycin stimuliert. 

Überraschenderweise führte die Behandlung der Deletionsmutante AP-Tim-3∆ICD+1 mit 
PMA und Ionomycin wie beim Wildtyp-Tim-3 zur Freisetzung von löslichem Tim-3-Protein 
in den Zellkulturüberstand. Dieses Ergebnis wurde ebenfalls im Western Blot bestätigt 
(Abbildung 27B). Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass die Deletion der 
kompletten, aber nicht von Teilen der intrazellulären Domäne, zur Hemmung des PMA-
induzierten ADAM17-Sheddings führte, und dass diese Hemmung durch Addition einer 
einzigen Aminosäure aufgehoben werden konnte. 

 

Abbildung 27: PMA-induziertes Shedding von Tim-3 konnte durch Addition der ersten 
Aminosäure der intrazellulären Domäne (K225) erreicht werden. HEK293-Zellen wurden mit 
dem Expressionsplasmid, das für die AP-Tim-3 und AP-Tim-3∆ICD+1 Fusionsproteine kodiert, 
transfiziert und für 1 h mit PMA (100 µM) oder für 30 min mit Ionomycin (5 µM) stimuliert. (A) Die 
Aktivität der AP wurde im Zelllysat (L) und im Zellkulturüberstand (S) gemessen und somit der 
Anteil des löslichen Tim-3 bestimmt. Die Enzymaktivität der Alkalische Phosphatase (AP-Aktivität) 
wurde aus dem Verhältnis der Enzymaktivität im Zelllysat und Zellkulturüberstand berechnet. Die 
Abbildung zeigt den Mittelwert aus mindestens drei voneinander unabhängigen Experimenten ± SD. 
**p>0,01, ***p>0,001 (ungepaarter Student´s t Test) (B) Die Zellen wurden wie unter (A) 
beschrieben behandelt und das membrangebundene Tim-3-Protein im Zelllysat und das lösliche Tim-
3-Protein in den Zellkulturüberständen dann mittels Western Blot visualisiert. Hierfür wurde der 
monoklonale Antikörper gegen die IgV-Domäne des humanen Tim-3 verwendet (siehe Abschnitt 
2.2.4). Das Molekulargewicht ist auf der linken Seite angegeben. Mock: GFP-transfizierte HEK293-
Zellen dienten als Kontrolle. 

3.8 Calmodulin reguliert die Tim-3 Expression auf der Zelloberfläche 

Wie in den vorherigen Abschnitten gezeigt, gibt es einige Gemeinsamkeiten zwischen der 
proteolytische Spaltung des humanen Tim-3-Proteins und dem Ektodomänen-Shedding von  
L-Selektin. Zum einen sind beide Rezeptoren Substrate der Metalloprotease ADAM17 und 
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zum anderen scheint für die enzymatische Prozessierung von Tim-3 ebenfalls wie bei L-
Selektin die intrazelluläre Domäne eine entscheidende Rolle zu spielen. Die Expression von 
L-Selektin wird als Folge der Zellaktivierung durch Proteolyse in der Nähe der 
Transmembrandomäne stark herunterreguliert (Ivetic et al., 2002). Desweiteren konnte 
gezeigt werden, dass Calmodulin direkt mit der zytoplasmatischen Domäne und mit einem 
Teil der Transmembrandomäne des L-Selektins assoziiert ist. Wenn die Bindung des CaM an 
L-Selektin durch einen CaM-Antagonisten, wie zum Beispiel N-(6-aminohexyl)-5-chloro-1-
naphthalensulphonamid (W7), inhibiert wird, kommt es zur proteolytischen Freisetzung des 
L-Selektins von der Zelloberfläche. Dieser Effekt konnte durch Metalloproteaseinhibitoren 
verhindert werden. Die Bindung von CaM an weitere Proteine, wie zum Beispiel 
Kollagenrezeptoren oder das APP, hemmt die proteolytische Spaltung. Die Hemmung dieser 
Interaktion führt dann zur Aktivierung des ADAM-vermittelten Ektodomänen-Sheddings 
(Canobbio et al., 2011). Für L-Selektin wurde weiter gezeigt, dass die Aufhebung der CaM-
Bindung durch eine starke Erhöhung der intrazellulären Calciumionen-Konzentration zu einer 
Veränderung der extrazellulären Domäne führt, die die proteolytische Spaltung durch 
ADAM17 begünstigt (Gifford et al., 2012). 
Da gezeigt werden konnte, dass die intrazelluläre Domäne von Tim-3 einen Einfluss auf die 
proteolytische Prozessierung durch ADAM17 zu haben scheint, und eine Rolle der 
Aktivierung durch Phosphorylierung der intrazellulären Domäne ausgeschlossen wurde, 
wurde nun im nächsten Versuch überprüft, ob eine mögliche Regulation über die Bindung 
von Calmodulin an die intrazelluläre Bindung des humanen Tim-3-Proteins vorliegt. Hierzu 
wurden HEK293-Zellen zunächst mit dem Expressionsvektor, der für das AP-hTim-3 
Fusionsprotein kodiert und dem Expressionsplasmid, das für die Deletionsmutante AP-Tim-
3∆S2, die eine Deletion von 10 Aminosäureresten in der Mucin-Domäne enthält, kodiert 
(siehe Abbildung 21A), welche dazu führt, dass ADAM17 diese Mutante nicht proteolytisch 
spalten kann, transfiziert. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen mit dem CaM-
Antagonisten N-(6-aminohexyl)-5-chloro-1-naphthalensulphonamid (W7) stimuliert. Dieses 
führte zur proteolytischen Prozessierung des AP-hTim-3-Fusionsproteins und somit zur 
Freisetzung von löslichem Tim-3-Protein in den Zellkulturüberstand. Das Ektodomänen-
Shedding von Tim-3 konnte durch die Zugabe der Metalloproteinaseinhibitoren GI254023X 
(inhibiert ADAM10) und GW280264X (inhibiert ADAM10 und ADAM17) reduziert werden, 
wobei die stärkere Hemmung durch GW280264X entstand. Die Bindung von Calmodulin an 
Proteine kann durch Ca2+-Fluktuationen und Phosphorylierung der CaM-Binderegion 
reguliert werden. Um zu untersuchen, ob die potentielle Interaktion von Tim-3 und 
Calmodulin Calcium-abhängig ist, wurde der Ca2+-Chelator EDTA verwendet. EDTA 
verstärkt höchstwahrscheinlich die Bindung von CaM an Tim-3 und inhibiert auf diese Weise 
die proteolytische Prozessierung von Tim-3 (Abbildung 28A). Bei der Deletionsmutante AP-
Tim-3∆S2 konnte infolge der Inhibierung der CaM-Bindung an Tim-3 nur eine sehr geringe 
proteolytische Spaltung beobachtet werden. Da in vorherigen Analysen bereits gezeigt werden 
konnte, dass diese Mutante nicht durch ADAM17 prozessiert werden konnte, da sich in 
diesem Bereich der Mucin-Domäne eine mögliche Erkennungs- oder Spaltregion befindet, 
kann gefolgert werden, dass die CaM-Bindung vorwiegend das ADAM17-vermittelte 
Ektodomänen-Shedding von Tim-3 reguliert (Abbildung 28C). Alle Ergebnisse konnten auch 
im Western Blot bestätigt werden (Abbildung 28B, D). Zusammenfassend konnte gezeigt 
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werden, dass der CaM-Antagonist W7 höchstwahrscheinlich ADAM17-vermitteltes Shedding 
von Tim-3 induziert. 
 

 

Abbildung 28: Die Proteolyse von Tim-3 wird durch Calmodulin (CaM) reguliert.  HEK293- 
Zellen wurden mit dem Expressionsplasmid, das für die AP-Tim-3 und dem AP-Tim-3∆S2 
Fusionsproteine kodiert, transfiziert und für 1 h mit W7 (100 µM) stimuliert. Die Hydroxamate 
GI254023X und GW280264X (3 µM, 30 min) oder der Calcium-Chelator EDTA (10 mM, 10 min) 
wurden vor der Stimulation zugegeben. (A, C) Die Aktivität der AP wurde im Zelllysat (L) und im 
Zellüberstand (S) gemessen und somit der Anteil des löslichen Tim-3-Proteins bestimmt. Die 
Enzymaktivität der Alkalische Phosphatase (AP-Aktivität) wurde aus dem Verhältnis der Enzymaktivität im 
Zelllysat und Zellkulturüberstand berechnet. Die Abbildung zeigt den Mittelwert aus mindestens drei 
voneinander unabhängigen Experimenten ± SD. n.s. = nicht signifikant, ***p>0,001 (ungepaarter 
Student´s t Test) (B, D) Die Zellen wurden, wie unter (A, C) beschrieben, behandelt und das  
membrangebundene Tim-3-Protein im Zelllysat und das lösliche Tim-3-Protein in den 
Zellkulturüberständen dann mittels Western Blot visualisiert. Hierfür wurde der monoklonale 
Antikörper gegen die IgV-Domäne des humanen Tim-3 verwendet (siehe Abschnitt 2.2.4). Das 
Molekulargewicht ist auf der linken Seite angegeben. Mock: GFP-transfizierte HEK293-Zellen 
dienten als Kontrolle. 
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Wie bereits erwähnt, bindet Calmodulin an Regionen der cytoplasmatischen Domäne seiner 
Interaktionspartner, die nahe der Transmembrandomäne liegen, oder sogar an Teile dieser 
Domäne, die sich  in der Zellmembran befinden (Gifford et al., 2012). Um zu untersuchen, ob 
die potentielle Bindungsstelle für CaM ebenfalls in der intrazellulären Domäne des humanen 
Tim-3 lokalisiert ist, wurden HEK293-Zellen mit dem Expressionsplasmid transient 
transfiziert, das für das humane Tim-3 kodiert, dessen komplette intrazelluläre Domäne (AP-
Tim-3∆ICD) oder dessen komplette intrazelluläre Domäne bis auf eine Aminosäure (AP-Tim-

3∆ICD+1) fehlt. Wie Abbildung 29 zeigt, induzierte die Stimulation mit dem CaM-

Antagonisten W7 der Deletionsmutante ohne intrazelluläre Domäne, AP-Tim-3∆ICD, keine 
proteolytische Spaltung. Die ADAM10/ADAM17-Inhibierung durch GW280264X führte 
ebenfalls wie der Ca2+-Chelator EDTA allerdings zu einer Reduktion der konstitutiven 
proteolytischen Prozessierung dieser Mutante. Die Analyse der Deletionsmutante AP-Tim-

3∆ICD+1 zeigte ein ähnliches Bild wie das Wildtyp-Tim-3-Protein (Abbildung 28A). Durch 
die Inhibierung der CaM-Bindung durch Zugabe des CaM-Antagonisten W7 kam es zur 
proteolytischen Spaltung, die durch GI254023X und GW280264X gehemmt werden konnten. 
Im Unterschied zum Wildtyp-Tim-3 hatte EDTA keinen signifikanten inhibitorischen Effekt 
durch eine verstärkte Bindung von Calmodulin an seinen Interaktionspartner (Abbildung 
29B). Um auszuschließen, dass diese Resultate durch die N-terminale alkalische Phosphatase 

beeinflusst wurden, wurden HEK293-Zellen mit den Deletionsmutanten Tim-3∆S2 und Tim-

3∆ICD, sowie mit dem Expressionsplasmid, das für das Wildtyp-Tim-3 (pcDNA3.1-Tim3) 
kodiert, transfiziert und die proteolytische Spaltung nach der Behandlung mit W7 und den 
Hydroxamaten GI245023X und GW280264X sowie mit und ohne EDTA analysiert 
(Abbildung 29D). Die erhaltenen Ergebnisse bestätigten die zuvor getätigten Aussagen. Da 
die Bindung von Calmodulin die Inhibierung der proteolytischen Spaltung seiner 
Interaktionspartner durch Proteasen bewirkt, würde man erwarten, dass eine fehlende CaM-
Bindung dazu führen würde, dass der Bindungspartner konstitutiv gespalten wird. Da dieser 
Effekt in den durchgeführten Analysen nicht gezeigt werden konnte, kann geschlossen 
werden, dass Calmodulin höchstwahrscheinlich nicht an die intrazelluläre Domäne von Tim-3 
bindet. 
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Abbildung 29: W7-induziertes Shedding von Tim-3 konnte durch die Deletion der 
intrazellulären Domäne inhibiert werden. HEK293-Zellen wurden mit dem Expressionsplasmid, 
das für die Deletionsmutanten AP-Tim-3∆ICD oder AP-Tim-3∆ICD+1 kodiert, transfiziert und für 1 h 
mit W7 (100 µM) stimuliert. Die Hydroxamate GI254023X und GW280264X (3 µM, 30 min) oder 
der Calcium-Chelator EDTA (10 mM, 10 min) wurden vor der Stimulation zugegeben. (A, B) Die 
Aktivität der AP wurde im Zelllysat (L) und im Zellkulturüberstand (S) gemessen und somit der Anteil 
des löslichen Tim-3-Proteins bestimmt. Die Enzymaktivität der Alkalische Phosphatase (AP-Aktivität) 
wurde aus dem Verhältnis der Enzymaktivität im Zelllysat und Zellkulturüberstand berechnet. Die Abbildung 
zeigt den Mittelwert aus mindestens drei voneinander unabhängigen Experimenten ± SD. n.s. = nicht 
signifikant, *p>0,5,  ***p>0,001 (ungepaarter Student´s t Test) (C) Die Zellen wurden, wie unter (A, 
B) beschrieben, behandelt und das membrangebundene Tim-3-Protein im Zelllysat und das lösliche 
Tim-3-Protein in den Zellkulturüberständen dann mittels Western Blot visualisiert. Hierfür wurde der 
monoklonale Antikörper gegen die IgV-Domäne des humanen Tim-3 verwendet (siehe Abschnitt 
2.2.4). (D) HEK293-Zellen wurden mit den Expressionsplasmiden, die für die Tim-3-
Deletionsmutanten (Tim-3∆S2 und Tim-3∆ICD), sowie für hTim-3 ohne AP kodieren, transfiziert und 
für 1 h mit W7 (100 µM) stimuliert. GI254023X, GW280264X (3 µM, 30 min) oder EDTA (10 mM, 
10 min) wurden vor der Stimulation zugegeben. Membrangebundenes Tim-3-Protein in den 
Zelllysaten und lösliches Tim-3-Protein im Zellkulturüberstand wurden mittels Western Blot, wie unter 
(B) beschrieben, visualisiert. Das Molekulargewicht ist auf der linken Seite angegeben. Mock: GFP-
transfizierte HEK293-Zellen dienten als Kontrolle. 

 

Um zu überprüfen, ob eine direkte Interaktion zwischen Calmodulin und Tim-3 stattfindet, 
wurde ein Pull down-Assay durchgeführt. Hierzu wurden HEK293-Zellen mit dem 
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Expressionsvektoren, die für die Deletionsmutanten AP-Tim-3∆S2, AP-Tim-3∆ICD und AP-
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inkubiert, an die Calmodulin gebunden ist. Als Kontrolle diente eine Sepharose, an die kein 
CaM gebunden ist. Um nachzuweisen, dass Tim-3 und/oder die Mutanten mit CaM direkt 
interagiert, wurde das Präzipitat nachfolgend mit Hilfe des monoklonalen Antikörpers gegen 
die IgV-Domäne des humanen Tim-3-Proteins im Western Blot visualisiert. Wie Abbildung 
30 zeigt, bindet das Wildtyp-Tim-3-Protein als auch die Deletionsmutanten an Calmodulin. 
Zusammenfassend kann aus diesen Ergebnissen geschlossen werden, dass Calmodulin 
höchstwahrscheinlich mit dem humane Tim-3 direkt interagiert, und dass die proteolytische 
Spaltung durch ADAM17 über diese Bindung reguliert zu sein scheint. 

 

 

 

 

Abbildung 30: Calmodulin bindet an Tim-3. HEK293-Zellen wurden mit dem Expressionsplasmid, 
das für das AP-Tim-3-Fusionsprotein kodiert und mit den Expressionsvektoren, die für die 
Deletionsmutanten AP-Tim-3∆S2, AP-Tim-3∆ICD, welcher die komplette intrazelluläre Domäne fehlt, 
und AP-Tim-3∆ICD+1, bei der die intrazelluläre Domäne bis auf ein Lysinrest an Position 226 
deletiert ist, kodieren, transfiziert. Nach 48 h wurden die transfizierten Zellen lysiert und mit der 
Calmodulin-Sepharose 4B (CaM-Sepharose) oder mit einer equivalenten Menge der Sepharose 4B 
(Sepharose) für 24 h inkubiert. Proteine, die durch Calmodulin präzipitiert wurden, wurden 
anschließend mit Hilfe des monoklonalen Antikörpers gegen die IgV-Domäne des humanen Tim-3 
mittels Western Blot visualisiert (siehe Abschnitt 2.2.4). Das Molekulargewicht ist auf der linken Seite 
in kDa angegeben. 
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3.9 PMA- und Ionomycin-induziertes Shedding des endogenen Tim-3 von 

primären humanen CD14+ Monozyten 

Um zu untersuchen, ob das endogene humane Tim-3-Protein ebenfalls ein Substrat für 
ADAM-vermitteltes Shedding ist, wurden CD14+ Monozyten aus peripheren mononukleären 
Zellen (PBMCs) aus dem Blut von gesunden Probanden isoliert, da diese endogenes Tim-3 
exprimieren (Zhang et al., 2012). Wie gezeigt werden konnte, exprimierten bis zu 77% der 
isolierten CD14+ Monozyten (dieser Wert variiert zwischen 49 und 77% von Experiment zu 
Experiment) Tim-3 auf ihrer Zelloberfläche (Abbildung 31 und Abbildung 32). In Folge der 
Stimulation mit Ionomycin kommt es zu einer starken Reduktion dieser Expression auf 7,4%. 
Diese starke Verminderung konnte durch die Zugabe der Hydroxamate GI254023X (inhibiert 
ADAM10) und GW280264X (ADAM10/ADAM17-Inhibitor) gehemmt werden (Abbildung 
31A, B). Die Verwendung von GI254023X führte zu einer stärkeren Inhibierung (53,2%) als 
die Verwendung von GW280264X (41,6%). Dieses Ergebnis lässt darauf schließen, dass die 
Stimulation mit Ionomycin zu einer ADAM10-vermittelten proteolytischen Spaltung des 
endogenen Tim-3-Proteins auf CD14+ Monozyten führt. Die durchgeführte PMA-Stimulation 
resultierte ebenfalls in einer Reduktion der Zelloberflächenexpression von Tim-3 auf CD14+ 
Monozyten (30,9%), diese war aber im Vergleich zur Ionomycin-induzierten Verminderung 
(7,4%) vergleichsweise gering. Der durch PMA-induzierte Effekt auf die Tim-3 
Oberflächenexpression konnte durch die Verwendung der Proteaseinhibitoren gehemmt 
werden, wobei die Hemmung durch GW280264X (50,6%) stärker war als die durch 
GI254023X (42,7%) induzierte Inhibierung. Zusammenfassend kann aus diesen Resultaten 
geschlossen werden, dass das endogene Tim-3-Protein ein Substrat von ADAM10 nach der 
Stimulation mit Ionomycin darstellt, während die Behandlung mit PMA eher zu einer 
ADAM17-vermittelten proteolytischen Prozessierung des endogenen Tim-3-Proteins auf der 
Zelloberfläche von CD14+ Monozyten führte, auch wenn diese Daten ebenfalls zeigen, dass 
ADAM10 auch in das PMA-induzierte Shedding von Tim-3 involviert zu sein scheint. 

 



3.Ergebnisse 

 

72 

 

 

Abbildung 31: Expression des endogenen Tim-3 auf humanen primären CD14+ Monozyten nach 
PMA- und Ionomycin-Stimulierung. Zunächst wurden die peripheren mononukleären Zellen 
(PBMCs) aus dem Blut von gesunden Probanden mittels Ficoll™ Dichtegradientenzentrifugation 
isoliert (siehe Abschnitt 2.2.5.1), und im Anschluss wurden mit Hilfe magnetisch aktivierter 
Zellsortierung (MACS) CD14+ Monozyten aus diesen gewonnen (siehe Abschnitt 2.2.5.2). Die 
isolierten CD14+ Monozyten wurden 1 h mit PMA (100 nM) oder 30 min mit Ionomycin (1 µM) 
stimuliert. GI254023X (9 µM) oder GW280264X (9 µM) wurden 30 min vor der Stimulation 
zugegeben. Die Oberflächenexpression von Tim-3 und CD14 wurde mit Hilfe von FITC- bzw. PE-
markierten Antikörpern detektiert (siehe Abschnitt 2.1.2). Als Negativkontrolle dienten die 
entsprechenden Isotypen (iso). Die Expression erfolgte mit Hilfe einer durchflusszytometrischen 
Messung (FACS). Hierbei wurde zuerst die monozytäre Zellpopulation festgelegt und dann der 
prozentuale Anteil der Tim-3 exprimierenden CD14+ Monozyten bestimmt. (B, D). 
Zusammenfassendes Ergebnis (Mittelwert ± SD von 4 gesunden Probanden) der Tim-3 
exprimierenden Zellen, angegeben in Prozent. *p<0,05, ***p<0,001 (ungepaarter Student´s t Test). 

3.10 Toll-like Rezeptor (TLR)-Aktivierung von CD14+ Monozyten führt 

zum ADAM10-vermittelten Shedding von Tim-3  

LPS führt zur Toll-like-Rezeptor-vermittelten Aktivierung von CD14+ Monozyten und zur 
verstärkten Expression von Zytokinen wie TNFα, IL-6 und IL-12. Vor kurzem konnte gezeigt 
werden, dass eine schnelle Herunterregulation der Tim-3-Expression auf LPS-aktivierten 
CD14+ Monozyten mit einer Hochregulation von IL-6 und IL-12 verbunden ist (Zhang et al., 
2012). Der Mechanismus, der zum Verlust von auf der Zellmembran lokalisiertem Tim-3-
Protein führte, wurde allerdings nicht untersucht. Außerdem führte die Blockade des Tim-3-
Signallings oder das Silencing von Tim-3 zu einer signifikanten Beschleunigung der LPS-
vermittelten Expression von IL-6 und IL-12 (Zhang et al., 2012), was darauf hindeutet, dass 
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Tim-3 die angeborene Immunantwort von CD14+ Monozyten reguliert. In dieser Arbeit soll 
untersucht werden, ob diese starke Reduktion der Tim-3-Expression von der Zelloberfläche 
von CD14+ Monozyten in Folge der LPS-Stimulation durch die ADAM-vermittelte 
proteolytische Spaltung von Tim-3 zu Stande kommt, und ob dieser Prozess funktionell mit 
der Expression von Zytokinen verbunden ist. Hierzu wurden CD14+ Monozyten aus 
peripheren mononukleären Zellen (PBMCs) aus dem Blut von gesunden Probanden isoliert 
und ihre Tim-3-Expression mittels durchflusszytometrischer Messung (FACS) bestimmt. 
CD14+ Monozyten exprimierten, wie Abbildung 32 zeigt, Tim-3 (77,4%) auf ihrer 
Zelloberfläche. Nach einer zweistündigen Stimulation mit LPS exprimierten nur noch 35,4% 
der CD14+ Monozyten Tim-3 auf ihrer Zelloberfläche. Diese starke Verminderung konnte 
durch die Zugabe von GI254023X (inhibiert ADAM10) und GW280264X 
(ADAM10/ADAM17-Inhibitor) gehemmt werden (Abbildung 32A, B). Die Verwendung von 
GW280264X führt zu einer stärkeren Inhibierung (71,6%) als die Verwendung von 
GI254023X (57,8%). Allerdings führte auch die Verwendung der rekombinanten Pro-Domäne 
von ADAM10 ebenfalls zu einer starken Inhibition (66,4%). Dieses Ergebnis lässt darauf 
schließen, dass die Stimulation mit LPS zu einer Aktivierung von ADAM17 und ADAM10 
führte und diese die proteolytische Spaltung des endogenen Tim-3-Proteins auf CD14+ 
Monozyten vermitteln. ADAM10 scheint allerdings einen größeren Einfluss auf das 
Ektodomänen-Shedding von Tim-3 infolge der LPS-Stimulation zu besitzen. Weiter konnte 
gezeigt werden, dass es sich hierbei um einen zeitabhängigen Prozess handelte (Abbildung 
32C). Während nach 2 h der LPS-Aktivierung die Tim-3-Expression auf der Oberfläche von 
CD14+ Monozyten um etwa 25% reduziert war, kam es nach 18 h zu einer ca. 75%igen 
Reduktion. Diese Kinetik der Oberflächenexpression von Tim-3 zeigt einen fast linearen 
Verlauf, der zu jedem Zeitpunkt durch die ADAM-Inhibitoren gehemmt werden konnte. 
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die schon zuvor beobachtete schnelle 
Runterregulation von Tim-3 von der Zelloberfläche von TLR-aktivierten CD14+ Monozyten 
durch die von ADAM10- und ADAM17-vermittelte proteolytische Spaltung von Tim-3 
erfolgte.  



3.Ergebnisse 

 

74 

 

 

Abbildung 32: Expression des endogenen Tim-3 auf humanen primären CD14+ Monozyten nach 
Toll-like Rezeptor (TLR)-Aktivierung.  Zunächst wurden die peripheren mononukleären Zellen 
(PBMCs) aus dem Blut von gesunden Probanden mittels Ficoll™ Dichtegradientenzentrifugation 
isoliert (siehe Abschnitt 2.2.5.1), und im Anschluss wurden mit Hilfe magnetisch aktivierter 
Zellsortierung (MACS) CD14+ Monozyten aus diesen gewonnen (siehe Abschnitt 2.2.5.2). (A) Die 
isolierten CD14+ Monozyten wurden 2 h mit LPS (5 µg/µl) stimuliert. (A, B) GI254023X (9 µM), 
GW280264X (9 µM) oder die ADAM10 Prodomäne (A10pro, 10 µM) wurden 30 min vor der 
Stimulation zugegeben. Die Oberflächenexpression von Tim-3 und CD14 wurde mit Hilfe von FITC- 
bzw. PE-markierten Antikörpern detektiert (siehe Abschnitt 2.1.2). Als Negativkontrolle dienten die 
entsprechenden Isotypen (iso). Die Expression erfolgte mit Hilfe einer durchflusszytometrischen 
Messung (FACS). Hierbei wurde zuerst die monozytäre Zellpopulation festgelegt und dann der 
prozentuale Anteil der Tim-3 exprimierenden  CD14+ Monozyten bestimmt. (B) Zusammenfassendes 
Ergebnis (Mittelwert ± SD von 4 gesunden Probanden) der Tim-3 exprimierenden Zellen, angegeben 
in Prozent. **p<0,01, ***p<0,001 (ungepaarter Student´s t Test). (C) Kinetik der Tim-3 Expression 
auf TLR-aktivierten CD14+ Monozyten. Die isolierten CD14+ Monozyten wurden für 0 bis 18 h mit 
LPS (5 µg/µl) stimuliert. GI254023X (9 µM) oder GW280264X (9 µM) wurden jeweils 30 min vor 
der Stimulation zugegeben. Die Oberflächenexpression wurde, wie unter (A, B) beschrieben, 
bestimmt. 

Im nächsten Schritt sollte nun analysiert werden, ob die proteolytische Spaltung des 
endogenen Tim-3-Proteins von der Zelloberfläche der CD14+ Monozyten einen 
regulatorischen Einfluss auf die Expression der Zytokine TNFα, IL-6 und IL-12 hat. 
Mononukleare Zellen, wie CD14+ Monozyten spielen eine wichtige Rolle bei der Aktivierung 
der angeborenen Immunantwort durch LPS. Sie setzen zum einen pro-inflammatorische 
Zytokine, wie IL-1, IL-6 und TNFα frei, aber auch andere Zytokine wie IL-12, IL-15 und IL-
18 werden von ihnen verstärkt produziert (Cohen, 2002). IL-6 ist sowohl pro- als auch anti-
inflammatorisch und fördert beispielsweise Entzündungsprozesse durch die Vermehrung und 
Aktivierung von T-Zellen, die Differenzierung von B-Zellen und die Induktion von Akute-
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Phase-Proteinen. Auf der anderen Seite besitzt IL-6 ebenfalls eine schützende Funktion. 
Beispielsweise unterdrückt IL-6 nach intratrachealer Gabe eines Endotoxins zur Induktion 
eines septischen Schocks die Akkumulation von Neutrophilen (Jones et al., 2001). 
Für den durchgeführten Versuch wurden CD14+ Monozyten aus dem Blut von gesunden 
Probanden isoliert und anschließend für 2 bis 24 h mit LPS stimuliert. Desweiteren wurde die 
Wirkung der Proteaseinhibitoren GI254023X und GW280264X auf die Expression der 
untersuchten Zytokine analysiert. Die Bildung der Zytokine wurde zu den angegebenen 
Zeitpunkten mit Hilfe des entsprechenden ELISAs im Zellkulturüberstand von jeweils 1x106 
Monozyten quantifiziert. Die TLR-Aktivierung führte nach 2 bis 4 h zu einer verstärkten 
Freisetzung von IL-6. Der Höhepunkt der IL-6-Sezernierung von 1 ng/ml wurde nach 6 h 
erreicht. Die Proteaseinhibitoren GI254023X und GW280264 zeigten keinen Einfluss auf die 
IL-6-Freisetzung in den Zellkulturüberstand durch die CD14+ Monozyten (Abbildung 33A).  
 

 

Abbildung 33: Konzentration der sezernierten Zytokine IL-6, TNFα und IL-12 durch primäre 
CD14+ Monozyten nach Toll-like Rezeptor (TLR)-Aktivierung. Zunächst wurden die peripheren 
mononukleären Zellen (PBMCs) aus dem Blut von gesunden Probanden mittels Ficoll™ 
Dichtegradientenzentrifugation isoliert (siehe Abschnitt 2.2.5.1), und im Anschluss wurden mit Hilfe 
der  magnetisch aktivierter Zellsortierung (MACS) die CD14+ Monozyten aus diesen gewonnen (siehe 
Abschnitt 2.2.5.2). 1x106 CD14+ Monozyten wurden für 2 h bis 24 h mit LPS (5 µg/µl) stimuliert. 
GI254023X (9 µM) und GW280264X (9 µM) wurden 30 min vor der Stimulation zugegeben. Die 
entsprechenden Zytokine im Zellkulturüberstand wurden dann zu den angegebenen Zeitpunkten 
gesammelt und mit den entsprechenden ELISAs quantifiziert (Mittelwert ± SD von 4 gesunden 
Probanden).   

 

Lösliches TNFα induziert viele typische immunopathologische Eigenschaften des LPS-
induzierten Schocks und wird sehr schnell nach der LPS-Stimulation freigesetzt, um so eine 
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Kaskade von Entzündungsantworten, die weitere Zytokine, Lipide sowie Zelladhesions-
moleküle und reaktive Sauerstoffspezies beinhaltet, zu aktivieren (Dinarello, 1997).  
Abbildung 33B zeigt, dass die Stimulation der CD14+ Monozyten mit LPS ebenfalls bereits 
nach 2 h zu einer gesteigerten Freisetzung von TNFα in den Zellkulturüberstand führte. Die 
Zugabe von GI254023X hatte keinen signifikanten Einfluss auf die gemessene TNFα-
Konzentration, wenn überhaupt, war ein sehr geringer Konzentrationsanstieg nachweisbar. 
Der ADAM10/ADAM17-Inhibitor GW280264X hingegen führte zu einer drastischen 
Reduktion des freigesetzten TNFα. Die gemessene Konzentration sinkt zu allen Zeitpunkten 
auf oder unter das Niveau der unstimulierten CD14+ Monozyten. Allerdings ist in diesem Fall 
eher ein Zusammenhang mit der Inhibierung des ADAM17-vermittelten Sheddings des 
membranständigen Vorläuferproteins des löslichen TNFα anzunehmen, als dass die 
Hemmung der proteolytische Spaltung von Tim-3 diesen starken Effekt bedingt. 
Als nächstes wurde die Konzentration des sezernierten IL-12 im Zellkulturüberstand der 
TLR-aktivierten CD14+ Monozyten gemessen. IL-12 wird in Folge der LPS-Stimulation 
verstärkt produziert (Cohen, 2002) und ist an der Kommunikation zwischen dem angeborenen 
und dem adaptiven Immunsystem beteiligt (Zhang et al., 2012). Die Konzentration stieg in 
Folge der LPS-Simulation deutlich an (Abbildung 33C). Im Unterschied zu den Zytokinen IL-
6 und TNFα war dieser Anstieg allerdings erst nach 12 h messbar. Wie Abbildung 33C zeigt, 
führte die Inhibierung von ADAM10 durch GI254023X nach 18 und 24 h zu einer leichten 
Steigerung und GW280264X sogar zu einer starken Erhöhung der IL-12-Freisetzung durch 
TLR-aktivierte CD14+ Monozyten. Zusammenfassend konnte mit diesem Versuch nicht 
eindeutig geklärt werden, ob die Inhibierung der proteolytischen Prozessierung von Tim-3 
durch die Metalloproteasen ADAM10 und ADAM17 von LPS-stimulierten CD14+ 
Monozyten einen funktionellen Einfluss auf die induzierte Immunantwort von CD14+ 
Monozyten hat. Falls das Shedding von Tim-3 die IL-6 und IL-12-Produktion negativ 
beeinflussen würde, würden wir erwarten, dass die Inhibierung dieses Prozesses zu einer 
reduzierten Freisetzung dieser Zytokine führen würde. Dieses konnte durch die hier 
verwendeten Inhibitoren nicht bestätigt werden. Abschließend liefern diese Analysen keinen 
eindeutigen Hinweis auf eine Beteiligung der enzymatischen Prozessierung von Tim-3 an der 
Regulation der Produktion der Zytokine IL-6, IL-12 und TNFα infolge der LPS-Stimulation. 
 

 



4. Diskussion 

 

77 

 

4. Diskussion 

In der vorliegenden Arbeit wurde der proteolytische Spaltungsmechanismus des humanen 
Typ-I-Transmembranrezeptors Tim-3 untersucht. Hierbei sollte die für die proteolytische 
Spaltung verantwortliche(n) Protease(n) und mögliche regulatorische Interaktionspartner 
identifiziert werden. Desweiteren sollte eine mögliche biologische Funktion des löslichen 
Rezeptors in humanen CD14+ Monozyten analysiert werden. 
Da es zu Beginn der Arbeit noch keinerlei Erkenntnisse zur proteolytischen Spaltung von 
Tim-3 gab, wurde zunächst überprüft, ob die membranassoziierte Form des humanen Tim-3 
durch die Stimulation von ADAM-Proteasen mit dem Ionophor Ionomycin und/oder dem 
Phorbolester PMA durch die proteolytische Spaltung der Ektodomäne in eine lösliche Form 
überführt werden kann.  
Der Einsatz von spezifischen Inhibitoren, sowie von ADAM-defizienten Zellen, sollten die 
am Ektodomänen-Shedding beteiligten Metalloproteasen identifizieren helfen. 
Desweiteren sollte die putative Spaltungsstelle der beteiligten ADAM-Protease(n) und 
mögliche Regulationsmechanismen analysiert werden. Außerdem sollte das Ektodomänen-
Shedding des endogenen Tim-3 in primären CD14+ Monozyten nach der TLR-Aktivierung 
dieser Zellen und dessen Auswirkungen auf das angeborene Immunsystem analysiert werden. 
Die Ergebnisse dieser Arbeit zur proteolytischen Spaltung des humanen Tim-3 sowie 
mögliche Konsequenzen für die in vivo-Funktion sollen im folgenden Abschnitt diskutiert 
werden. 

4.1 Das humane Tim-3 wird von ADAM10 und ADAM17 proteolytisch 

prozessiert 

Ein wesentliches Ergebnis dieser Arbeit war, dass das humane Tim-3-Protein durch die 
Aktivität von mindestens zwei Metalloproteasen prozessiert wird. Es konnte gezeigt werden, 
dass die Spaltung des humanen Tim-3 sowohl konstitutiv erfolgte als auch durch Ionomycin 
und PMA induziert wurde, wobei ADAM10 und ADAM17 weitgehend getrennte Aufgaben 
übernahmen. 

Die Aktivität von ADAM-Proteasen kann durch diverse Stimuli, wie beispielsweise 
mechanischen oder osmotischen Stress, der Aktivierung von GPCRs oder der PKC, Serum- 
und Wachstumsfaktoren sowie den Anstieg der intrazellulären Ca2+-Konzentration durch 
Ionophore und andere experimentelle und natürliche Stimuli reguliert werden (Huovila et al., 
2005). Die am häufigsten verwendeten experimentellen Stimuli zur Aktivierung der ADAM-
Proteasen sind Phorbolester, wie PMA, deren genauer Mechanismus der ADAM-Aktivierung 
bisher nicht eindeutig geklärt ist, aber wahrscheinlich über die Aktivierung der PKC induziert 
werden kann. Eine weitere Möglichkeit, um die Aktivität von ADAM-Proteasen experimentell 
zu induzieren, ist der Einsatz von Calcium-Ionophore, wie Ionomycin, die einen rapiden 
Anstieg der intrazellulären Ca2+-Konzentration bewirken und auf diese Weise zur Aktivierung 
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der Enzyme führen (Horiuchi et al., 2007). Diese beiden Stimuli wurden in dieser Arbeit 
verwendet. 

Dabei ergab die Stimulation mit PMA von HEK293-Zellen, die mit einem 
Expressionsplasmid, das für das humane Tim-3-Protein kodiert, transfiziert wurden, eine 
Anhäufung des löslichen Tim-3-Proteins im Zellkulturüberstand. Dieses konnte mit Hilfe des 
generierten monoklonalen Antikörpers gegen die IgV-Domäne von Tim-3 im Western Blot 
detektiert werden und ebenfalls durch die Messung der Enzymaktivität der Alkalischen 
Phosphatase nachgewiesen werden. PMA ist als Induktor der ADAM17-Aktivität beschrieben 
worden. So zeigten auch die in dieser Studie verwendeten Inhibitoren, dass die Stimulation 
mit PMA zur Aktivierung des ADAM17-vermittelten Sheddings von Tim-3 führte. Während 
der selektive ADAM10-Inhibitor GI254023X die Spaltung des Rezeptors nur sehr gering 
reduzierte, führte die Inhibierung mit Hilfe des Inhibitors GW280264X, der sowohl ADAM10 
als auch ADAM17 hemmt, zu einer vollständigen Blockierung des PMA-induzierten 
Sheddings.  

Insbesondere Ionomycin verursachte eine rapide Freisetzung des löslichen Tim-3 innerhalb 
weniger Minuten. In den Zellkulturüberständen transfizierter HEK293-Zellen konnte bereits 
nach 30 min die Akkumulation des löslichen Tim-3-Proteins mit Hilfe der Messung der 
Enzymaktivität der Alkalischen Phosphatase und dem Western Blot-Verfahren festgestellt 
werden. Da der ADAM10-spezifische Inhibitor GI254023X die durch Ionomycin stimulierte 
Freisetzung des löslichen Tim-3 vollständig inhibierte und auch der kombinierte 
ADAM10/ADAM17-Inhibitor GW280264X den gleichen Effekt erzielte, scheint  Ionomycin 
im Gegensatz zu PMA allerdings hauptsächlich das ADAM10-vermittelte Shedding von Tim-
3 zu aktivieren und nicht über die Aktivität von ADAM17 zu wirken. Bereits in früheren 
Studien konnte an Beispielen, wie N-Cadherin, gezeigt werden, dass es sich bei Ionomycin 
um einen Aktivator des ADAM10-vermittelten Ektodomänen-Sheddings handelt (Reiss et al., 
2005). 
Desweiteren konnte diese unterschiedliche Regulation der Aktivität von ADAM10 und 
ADAM17 durch den Einsatz der rekombinanten ADAM10-Pro-Domäne, die spezifisch die 
Aktivität von ADAM10 inhibiert (Moss et al., 2007), bestätigt werden, da durch diese vor 
allem das Ionomycin-stimulierte Ektodomänen-Shedding von Tim-3 inhibiert wurde, und die 
durch PMA-induzierte Freisetzung nur in geringem Maße reduziert wurde. 

Ferner bestätigte die Verwendung von Zellen, die für ADAM10-, ADAM17- oder beide 
Proteasen defizient sind und mit Tim-3-Expressionsplasmiden transfiziert wurden, die 
Funktion der beiden Proteasen. Die für ADAM10 defizienten Zellen zeigten nach der 
Stimulation mit Ionomycin eine stark reduzierte proteolytische Freisetzung des löslichen Tim-
3-Prtoeins im Vergleich zu Wildtyp-MEFs. Aber auch das durch PMA induzierte 
Ektodomänen-Shedding war leicht vermindert. In den Zellen, die kein ADAM17 exprimieren, 
konnte durch PMA hingegen keine proteolytischen Spaltung von Tim-3 induziert werden, 
während die Stimulation mit Ionomycin, sogar zu einer gesteigerten Freisetzung des lösliche 
Tim-3-Proteins führte. Dies könnte darauf hinweisen, dass durch das Fehlen von ADAM17, 
die Aktivität von ADAM10 gesteigert wird, wie es auch schon für andere Substrate von 
ADAM17, wie TGFα, L-Selektin oder TNFα gezeigt werden konnte (Le Gall et al., 2009). In 
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Zellen, die defizient für ADAM10 und ADAM17 sind, konnten weder Ionomycin noch PMA 
die proteolytische Freisetzung von Tim-3 induzieren. Dieses Ergebnis zeigt, dass ADAM10 
und ADAM17 die Hauptsheddasen des humanen Tim-3-Proteins sind. Im Vergleich zu den 
Wildtyp-MEFs zeigten alle verwendeten Protease-defizienten-MEFs auch eine signifikante 
Reduktion des konstitutiven Sheddings, was darauf hindeutet, dass ADAM10 und ADAM17 
ebenfalls für den konstitutiven Spaltungsmechanismus von Tim-3 verantwortlich sind. Es 
kann jedoch zu diesem Zeitpunkt nicht ausgeschlossen werden, dass weitere Proteasen in 
diesen Prozess involviert sind. Geringere Abweichungen der gemessenen AP-Aktivität 
könnten allerdings eher durch Ungenauigkeiten in der Zellzahl, der Transfektionseffizienz 
oder der Methode erklärt werden, als durch eine weitere unbekannte, an diesem Prozess 
beteiligte, Protease. 

Festzuhalten bleibt, dass die Stimulation mit dem Phorbolester PMA keinen Einfluss auf die 
ADAM10 vermittelte Spaltung von Tim-3 hatte, während der durch Ionomycin ausgelöste 
Ca2+-Einstrom in die Zelle, keine proteolytische Prozessierung durch ADAM17 induzieren 
konnte. Somit konnte geklärt werden, dass es sich bei dem humanen Tim-3 um ein Substrat 
der Metalloproteasen ADAM10 und ADAM17 handelt. Dieser beobachtete Effekt der 
differenziellen Aktivierung und Regulation von ADAM10 und ADAM17 konnte schon in 
früheren Studien festgestellt werden. So zeigten Sahin et al., dass ADAM10-vermitteltes 
Shedding vor allem durch Calcium-Ionophore induziert wird, während PMA ADAM10 nur in 
einem sehr geringen Maße aktiviert. Im Kontrast dazu wurde beschrieben, dass das 
ADAM17-vermittelte Ektodomänen-Shedding von EGFR-Liganden, wie Heparin-binding 
(HB)-EGF, TGFα und AR ausschließlich durch PMA-induziert werden konnte (Horiuchi et 
al., 2007; Sahin et al., 2004). Mittlerweile ist für eine Vielzahl transmembraner Substrate 
gezeigt worden, dass sie sowohl durch ADAM10- als auch durch ADAM17-vermittelte 
Proteolyse freigesetzt werden, wobei die Induktion der Shedding-Aktivität durch 
unterschiedliche Stimuli erreicht wird. So wurde zum Beispiel für APP (Buxbaum et al., 
1998) und die transmembranen Chemokine CXCL1 und CXCL16 beschrieben (Hundhausen 
et al., 2003), dass der konstitutive Spaltungsmechanismus von ADAM10, während das 
induzierte proteolytische Prozessieren von ADAM17 vermittelt wurde. Dies bestätigt eine 
differentielle Regulation der unterschiedlichen Formen des Sheddings durch ADAM10 und 
ADAM17. Da es sich bei PMA und Ionomycin um experimentelle Stimuli handelt, wäre es 
von großem Interesse physiologischere Stimuli, wie Zytokine oder Chemokine zu verwenden 
und zu untersuchen, ob diese ebenfalls die proteolytische Spaltung von Tim-3 induzieren und 
ob weiterhin ADAM10 und ADAM17 das Ektodomänen-Shedding von Tim-3 vermitteln. 
Außerdem wären die Bestimmung der Funktion des löslichen Tim-3-Proteins und die Analyse 
der  Interaktion mit bereits identifizierten Bindungspartnern, wie PtdSer oder Gal-9, das Ziel 
weiterer Arbeiten.  

Eine weitere wichtige Frage ist, auf welche Weise die Metalloproteasen ihr Substrat erkennen 
und ob sich möglicherweise Erkennungs- oder Spaltstellen unterscheiden. In den meisten 
Fällen ist allerdings nicht die Primärsequenz, sondern vielmehr die räumliche Struktur und 
damit die Zugänglichkeit der Domänen des Substrates für das Ektodomänen-Shedding 
entscheidend. Dies konnte bereits am Beispiel des Tim-Familienmitglieds Tim-1 gezeigt 
werden. Die durch Pervanadat-induzierte proteolytische Spaltung konnte durch die Deletion 
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von sechs Aminosäuren in der juxtamembranen Region von Tim-1 (∆278-283) inhibiert 
werden, da diese Deletion zu einer kompletten Veränderung der helikalen Sekundärstruktur 
führte und somit die Zugänglichkeit für die involvierte(n) Protease(n) wahrscheinlich inhibiert 
wurde (Zhang et al., 2007). Aufgrund dieser Erkenntnisse wurden ebenfalls Deletionen in die 
membranproximale Region des humanen Tim-3-Proteins experimentell eingebracht. Zur 
Analyse der Spalt- bzw. Erkennungsstelle der Metalloproteasen wurden drei Expressions-
plasmide generiert, denen jeweils zehn Aminosäuren in der juxtamebranen Region des Tim-3-
Proteins fehlten. Die Transfektion von HEK293-Zellen mit den Plasmiden, die für diese 
Deletionsmutanten von Tim-3 kodieren, und die Untersuchung des freigesetzten, löslichen 
Tim-3-Proteins mittels Western Blot und die Messung der Enzymaktivität der Alkalischen 
Phosphatase infolge der Stimulation mit PMA und Ionomycin, ergab, dass die Entfernung der 
Aminosäuren ∆181-190 eine stark reduzierte proteolytische Freisetzung des löslichen Tim-3-
Proteins infolge der Stimulation mit PMA bewirkte. Dies deutet auf eine putative Erkennungs- 
oder Spaltstelle für ADAM17 in diesem Bereich der Mucin-Domäne hin. Allerdings führte die 
Stimulation mit Ionomycin zu keiner Änderung der proteolytischen Spaltung durch ADAM10.  

Obwohl ADAM10 und ADAM17 zusammen über 100 Substrate haben, von denen viele von 
beiden Proteasen proteolytisch gespalten werden, gibt es keine definierte, gemeinsame 
Konsensus-Spaltsequenz (Caescu et al., 2009; Pang et al., 2001). Wie die Shedding-Analyse 
der Tim-3-Deletionsmutanten zeigte, scheinen ADAM10 und ADAM17 auch in diesem Fall 
nicht dieselbe Spaltstelle zu nutzen. Obwohl die beiden beteiligten Proteasen unterschiedliche 
Spaltstellen zu nutzen scheinen, konnten im Western Blot sowohl durch das Ionomycin- als 
auch durch das PMA-induzierte Shedding nur ein lösliches Tim-3-Protein derselben Größe 
detektiert werden. Allerdings ist es auch fragwürdig, ob mit Hilfe dieser Methode bei einem 
Protein mit einer Größe von ca. 60 kDa ein Unterschied von wenigen kDa nachweisbar wäre. 
Falls es tatsächlich zu einer Veränderung der Sekundärstruktur durch die Deletion von 
Aminosäuren gekommen sein sollte, wäre dies nicht durch die verwendeten Methoden 
nachweisbar. Um dies eindeutig zu klären, müssten weitere Verfahren, wie beispielsweise 
spektroskopische Methoden, wie die Nuclear magnetic resonance (NMR)-Spektroskopie,  
angewendet werden, um die Struktur des Tim-3-Proteins nach Einführung der Deletion im 
Vergleich zum Wildtyp-Tim-3 zu analysieren. Da in dieser Arbeit nur indirekt eine mögliche 
Erkennungs- oder Spaltregion für ADAM17 identifiziert wurde, wäre das Ziel weiterer 
Arbeiten die Identifikation dieser Spaltsequenz mit Hilfe von Proteinsequenzierungstechniken 
oder mittels Massenspektroskopie. Desweiteren wäre es, in Hinsicht auf die regulatorische 
Funktion von Tim-3 bei Immunantworten und Tumorwachstum, von großem Interesse zu 
untersuchen, ob das nicht spaltbare Tim-3 in vivo einen positiven oder negativen Einfluss auf 
die bisher bekannten Funktionen und Signalwege von Tim-3 hat. Dies könnte zunächst in 
Mausmodellen für Tumorproliferation oder EAE untersucht werden. Hierzu müssten in 
weiteren Arbeiten Knockin-Mäuse mit der murinen Form des nicht spaltbaren Tim-3 generiert 
werden. Anhand der bisherigen Studien mit dem sTim-3-Ig-Fusionprotein, könnte man 
vermuten, dass das durch Ektodomänen-Shedding entstandene lösliche Tim-3 ebenfalls die 
Hyperproliferation von T-Zellen und die spontane Produktion von T-Zell-spezifischen 
Zytokinen induzieren könnte. Außerdem könnte es ebenfalls an CD4+-T-Zellen binden und 
so, wie schon für das sTim-3-Ig gezeigt, einen regulatorischen Effekt auf Auto- und 
Alloimmunantworten haben (Sabatos et al., 2003). Da die lösliche Splicevariante bisher nur in 
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Milzzellen nachgewiesen werden konnte, wäre es von großem Interesse zu untersuchen, 
welche Bedeutung/Funktion das durch proteolytische Spaltung entstandene lösliche Tim-3 in 
vivo besitzt. Eine weitere Frage wäre, in welchen Konzentrationen es in vivo vorliegt, um zu 
untersuchen, ob die Menge des löslichen Tim-3 mit Krankheitszuständen assoziiert ist. Hierzu 
würde die Entwicklung eines spezifischen ELISAs von großem Vorteil sein.  

4.2 Einfluss der intrazellulären Domäne von Tim-3 auf die Regulation des 

Ektodomänen-Sheddings 

Da das Ektodomänen-Shedding ein streng regulierter Prozess ist, der eine Reihe von 
Signalwegen involviert (Hayashida et al., 2010), stellt sich auch im Fall von Tim-3 die Frage, 
auf welche Weise die gezeigte proteolytische Spaltung durch ADAM10 und ADAM17 
reguliert wird. Da bereits bekannt ist, dass die cytoplasmatische Domäne der ADAMs 
aufgrund ihrer putativen Erkennungsmotive eine wichtige regulatorische Rolle spielt, ist diese 
Domäne ein wahrscheinlicher Interaktionspartner für Adapter- oder Trafficking-Proteine, 
wodurch höchstwahrscheinlich die Substratinteraktion oder die Lokalisierung der ADAMs 
beeinflusst werden kann. Beispielsweise besitzen ADAMs prolinreiche SH3-Bindestellen, 
sowie Phosphorylierungsstellen in ihrer cytoplasmatischen Domäne (Seals and Courtneidge, 
2003) und könnten somit eine Funktion bei der Kontrolle der Signalregulation besitzen. So 
konnte bereits gezeigt werden, dass die intrazelluläre Domäne von ADAM17 mit der 
p38/MAPK interagierte und dass das Threonin735 dadurch phosphoryliert wurde. Dies führte 
wiederum zum Ektodomänen-Shedding von Liganden des EGFR (Xu and Derynck, 2010). 
Weiter konnte auch gezeigt werden, dass die PMA-Stimulation zur PKC-abhängigen 
Aktivierung von ADAM17 führte, hierfür allerdings die cytoplasmatische Domäne nicht 
benötigt wurde (Reddy et al., 2000).  
Um zu überprüfen, ob die intrazelluläre Domäne von Tim-3 eine Rolle bei der proteolytischen 
Spaltung durch ADAM10 und ADAM17 spielt, wurden HEK293-Zellen zunächst mit einem 
Expressionsplasmid, das für eine Deletions-Mutante kodiert, der die komplette 
cytoplasmatische Domäne fehlt (hTim-3∆ICD), transfiziert. Interessanterweise führte die 
Stimulation mit PMA nicht zur Freisetzung des löslichen Tim-3-Proteins. Dies deutet 
daraufhin, dass die intrazelluläre Domäne eine wichtige Funktion für das ADAM17-
vermittelte Shedding von Tim-3 besitzt. Das durch Ionomycin stimulierte Freisetzen der Tim-
3-Ektodomäne wurde hingegen durch das Fehlen der intrazellulären Domäne nicht 
beeinträchtig, das wiederum auf einen unterschiedlichen Regulationsmechanismus im 
Vergleich zu ADAM17 hindeutet. Es wäre also möglich, dass nach der  Stimulation mit PMA 
nicht nur ADAM17, sondern auch Tim-3 phosphoryliert wird und dieses zum Ektodomänen-
Shedding beiträgt. Dies würde bedeuten, dass ein intrazellulärer Signalweg für die Regulation 
der Entstehung des löslichen Tim-3 verantwortlich ist.  
Bereits frühere Studien ergaben, dass das Ektodomänen-Shedding durch Metalloproteasen 
Tyrosin-phosphorylierte membranassoziierte Fragmente generieren kann. Beispiele hierfür 
sind die Heregulin-Rezeptoren ErbB-2 und 4 sowie die Tyrosine kinase receptor type A 
(TrkA)-Neurotrophin-Rezeptoren (Cabrera et al., 1996; Vecchi et al., 1998). Auch für den IL-
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6R wurde beschrieben, dass die Stimulation mit PMA zu einer PKC-abhängigen 
Phosphorylierung der cytoplasmatischen Domäne des Rezeptors führte (Mullberg et al., 
1994). Durch den Einsatz von Staurosporin in dieser Studie, das neben der PKC auch weitere 
Kinasen, wie die Tyrosinkinasen Lyn, v-Src und Syk, inhibiert, konnte allerdings nicht 
vollständig ausgeschlossen werden, dass weitere Kinasen in die Phosphorylierung des IL-6R 
involviert sind. Somit können auch weitere Aminosäurereste neben Threonin, wie 
Tyrosinreste, aufgrund der ADAM-Aktivierung phosphoryliert werden. 
Phosphorylierung ist ein wichtiges Mittel, um intrazelluläre Signale zu verbreiten, indem die 
Phosphorylierungsstelle als Bindungsstelle für Downstream-Transducer oder Effektoren 
dienen könnte, um auf diese Weise spezifische Zellfunktionen zu regulieren.  
Aufgrund der konservierten SH2-Bindungsstellen in der cytoplasmatischen Domäne der 
meisten Tim-Familienmitglieder, wurden bereits Studien zur Phosphorylierung von 
intrazellulären Tyrosinresten durchgeführt. So wurde gezeigt, dass die Bindung des Tim-2-
Liganden Semaphorin4A an Tim-2 zur intrazellulären Phosphorylierung des Rezeptors führte 
und dies die T-Zellaktivierung verstärkte (Kumanogoh et al., 2002).  
Da die cytoplasmatische Domäne von Tim-3 sechs Tyrosinreste aufweist, einschließlich der 
konservierten SH2-Bindungsstelle, bietet sie ein hohes Regulationspotential. Eine in vivo-
Studie ergab, dass die Bindung von Gal-9 zur Phosphorylierung des Tyrosinrestes Tyr265 in 
der SH2-Bindungssequenz des murinen Tim-3-Proteins durch die interleukin inducible T cell 
kinase (ITK) führte, wie auch die Stimulation mit Pervanadat (van de Weyer et al., 2006). Da 
die Interaktion von Tim-3 mit seinem Liganden Gal-9 die Apoptose von T-Zellen induziert, 
könnte die intrazelluläre Phosphorylierung von Tim-3 Signalwege regulieren, die diese 
begünstigen. 
Weiter wurde für Tim-3 beschrieben, dass die direkte Interaktion der cytoplasmatischen 
Domäne mit den Tyrosinkinasen Fyn und Lck der Src-Familie die Phosphorylierung der 
Tyrosinreste Tyr256 und Tyr263 in T-Zellen bewirkte und dies die Aktivierung der 
Transkriptionsfaktoren Nuclear factor of activated T cells (NFAT)/Activation protein-1 (AP-1) 
und Nuclear factor-κB (NF-κB) infolge der Anti-T cell receptor (TCR)/CD28-Stimulation 
verstärken konnte. Die Bindung von Fyn an Tim-3 wiederum führte zur Phosphorylierung der 
Phospholipase C (PLC)γ1, welche eine Tim-3-abhängige Verstärkung der ERK/MAPK-
Phosphorylierung bewirkte (Abbildung 34).  
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Abbildung 34: Die Phosphorylierung der 
cytoplasmatischen Domäne von Tim-3 führt 
zur Aktivierung von T-Zellen.  Die direkte 
Interaktion der cytoplasmatischen Domäne mit 
den Tyrosinkinasen Fyn und Lck der Src-Familie 
führte zur Phosphorylierung der Tyrosinreste 
Tyr256 und Tyr263 in T-Zellen und zur Aktivierung 
der Transkriptionsfaktoren NFAT/AP-1 und NF-
κB infolge der Anti-TCR/CD28-Stimulation. Die 
Bindung von Fyn an Tim-3 wiederum führte zur 
Phosphorylierung der PLCγ1, welche eine Tim-
3-abhängige Verstärkung der ERK/MAPK-
Phosphorylierung bewirkte. Die 
Phosphorylierung der cytoplasmatischen 
Domäne von Tim-3 durch Fyn, scheint die 
Rekrutierung des PI3K-Adapterproteins p85 zu 
bewirken und auf diese Weise ebenfalls die T-
Zell-Aktivierung zu verstärken. NFAT, Nuclear 
factor of activated T cells; AP-1, Activation 
protein-1; NF-κB, Nuclear factor- κB; TCR, T 
cell receptor; PI3K, Phosphatidylinositol-3-
kinase; PLCγ1, PhospholipaseCγ1. 
 

 
Da sowohl NFAT/AP-1 als auch NF-κB infolge der Tim-3-Phosphorylierung verstärkt 
aktiviert wurden, und es sich hierbei um zwei unterschiedliche Signalwege handelt, deutet 
dies auf einen konservierten Mechanismus hin (Lee et al., 2011).  
Außerdem ergab diese Studie, dass ausschließlich die intrazelluläre Domäne von Tim-3 für 
die Tim-3-Signalling-vermittelte Aktivierung von NFAT/AP-1 benötigt wird. Weder die IgV-
Domäne noch die Mucin-Domäne wurden für diesen Signalweg benötigt (Lee et al., 2011).  
Dies könnte auf eine mögliche Funktion des Ektodomänen-Sheddings von Tim-3 hinweisen. 
Falls aus der Prozessierung der Tim-3-Ektodomäne eine Phosphorylierung der 
cytoplasmatischen Tyrosinreste von Tim-3 resultieren würde, wäre dies eine Möglichkeit, um 
mit Hilfe des Tim-3 Signalwegs in T-Zellen die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren zu 
induzieren, und auf diese Weise gezielt T-Zellantworten zu regulieren. Da bisher nur wenig 
über den Aktvierungsmechanismus der Tim-3-vermittelten Signalgebung bekannt ist, kann 
über mögliche regulatorische Mechanismen und deren Folge für die Zellaktivierung nur 
spekuliert werden (Abbildung 35). Wie bereits beschrieben, führte die T-Zellaktivierung zur 
Phosphorylierung von Tim-3 und dies wiederrum zur Aktvierung von Transkriptionsfaktoren. 
Allerdings ist bisher nicht bekannt, ob eine Dimerisierung von Tim-3 ebenfalls zur 
Aktivierung von Kinasen und so zur intrazellulären Phosphorylierung des Rezeptors führt und 
auf diese Weise die Transkription wichtiger Proteine oder Zytokine reguliert werden könnte.  
Da Studien ergaben, dass das unglykosylierte Tim-3-Ig-Fusionsprotein ebenfalls an vielfältige 
Zelltypen bindet, deutet dies auf weitere Liganden als Gal-9 hin. Es ist bisher nicht geklärt um 
welche Interaktionspartner es sich handelt (Cao et al., 2007). Dennoch konnte gezeigt werden, 
dass diese sowohl auf unterschiedlichen T-Zelltypen, wie Memory-, Effektor- und 
regulatorischen T-Zellen, aber auch von DCs exprimert werden (Sabatos et al., 2003). Diese 
Interaktion könnte ebenfalls zu einer intrazellulären Phosphorylierung von Tim-3 führen und 
über bisher unbekannte Signalwege Zellfunktionen regulieren. Da sich diese putativen 
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Liganden höchstwahrscheinlich sowohl auf Zellen des adaptiven als auch angeborenen 
Immunsystem befinden, ergäbe dies ein sehr breites Wirkungsspektrum.  
Weiter wäre es von großem Interesse, die Auswirkungen das Ektodomänen-Shedding von 
Tim-3 auf die intrazelluläre Signalgebung, aber auch auf die Ligandeninteraktion oder die 
autokrine und parakrine Signalgebung zu untersuchen. Zunächst stellt sich die Frage, ob die 
proteolytische Spaltung selbst zu einer intrazellulären Modifikation, wie die Tyrosin- oder 
Serin-Phosphorylierung führt. Allerdings wäre es ebenfalls möglich, dass eine γ-Sekretase, 
über das sogenannte RIPpig, die cytoplasmatische Domäne von der Transmembrandomäne 
löst und diese dann im Zellkern die Gentranskription reguliert.  
Ferner wäre es wichtig die Funktion des löslichen Tim-3 zu untersuchen. Da Zweifel an der 
Interaktion von Tim-3 mit Gal-9 bestehen (Leitner et al., 2013), wäre es auch möglich, dass 
das membrangebundene Tim-3 mit dem löslichen Tim-3 interagiert und auf diese Weise, wie 
schon für die Interaktion mit Gal-9 gezeigt, eine wichtige Rolle bei der Regulation der 
pathogenen T-Zell-Antwort spielt, indem es zur Reduktion der IFNγ-produzierenden Zellen 
beiträgt (Zhu et al., 2005). Die Interaktion mit dem löslichen Tim-3-Protein könnte auch zu 
einer kompetitiven Hemmung anderer Ligandeninteraktionen des membrangebundenen Tim-3 
führen und auf diese Weise die Tim-3-Signalgebung beenden und so beispielsweise die 
Effektorfunktion von T-Zellen wiederherstellen. Da Tim-3 aber auch von APCs exprimiert 
wird, müssten Studien zunächst diese beiden Signalwege getrennt von einander betrachten, 
bevor die tatsächlichen Auswirkungen in in vivo-Studien weitergehend untersuchten werden 
könnten. Da Gal-9 als Ligand von Tim-3 durch Immunopräzipitationsanalysen mit dem Tim-
3-Ig-Fusionsprotein identifiziert wurde (Wada et al., 1997) und zur Bindung die IgV-Domäne 
benötigt wird, besteht die Möglichkeit, dass das lösliche Tim-3 auch mit Gal-9 interagieren 
kann, entweder auf derselben Zelle oder auf anderen Zellen und Zelltypen. 
 

 

Abbildung 35: Putative Aktivierungsmechanismen für Tim-3.  
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Um die Hypothese zu untersuchen, ob die proteolytische Spaltung zu einer Phosphorylierung 
der intrazellulären Tyrosinreste führt und auf diese Weise mögliche nachgeschaltete 
Signalwege reguliert werden, wurden weitere Deletionsmutanten generiert. Diese Mutanten 
besaßen entweder nur einen sehr membrannahen Tyrosinrest (hTim-3∆I2) oder es fehlten bis 

auf drei alle konservierten Tyrosinreste (hTim-3∆I1) (siehe Abbildung 23). HEK293-Zellen 
wurden mit den Expressionsvektoren, die für diese Deletionsmutanten kodieren, transfiziert 
und Stimulationsversuche mit Ionomycin und PMA durchgeführt. Allerdings konnte kein 
Regulationsmechanismus des Ektodomänen-Sheddings durch die intrazelluläre 
Phosphorylierung festgestellt werden, da beide Mutanten proteolytisch gespalten wurden. Aus 
diesem Resultat lässt sich schließen, dass es wahrscheinlich keiner Phosphorylierung der 
Tyrosinreste der cytoplasmatischen Domäne von Tim-3 zur Aktivierung der proteolytischen 
Spaltung des Rezeptors bedarf. Bereits für Tim-1 wurde gezeigt, dass die Pervanadat-
Stimulierung zwar zum Ektodomänen-Shedding und zur Phosphorylierung von Tyr350 und  
Tyr356 in der cytoplasmatischen Domäne von Tim-1 führte und dies wiederum die Interaktion 
mit der SH-2-Domäne des PI3K-Adapterproteins p85 ermöglichte. Allerdings spielte diese 
Phosphorylierung keine Rolle für die proteolytischen Spaltung, da eine Splicevariante von 
Tim-1, der die cytoplasmatische Domäne fehlt, ebenfalls proteolytisch prozessiert wurde 
(Zhang et al., 2007). 
Da die cytoplasmatische Domäne von Tim-3 dennoch eine Funktion bei der proteolytischen 

Spaltung von Tim-3 zu besitzen scheint, wie mit Hilfe der Deletionsmutante hTim-3∆ICD 
gezeigt werden konnte, wurden drei weitere Deletionsmutanten generiert, denen jeweils von 
der Transmembrandomäne aus 10 bis 12 Aminosäurereste der cytoplasmatischen Domäne 
fehlten (siehe Abbildung 23). Allerdings wurden auch diese drei Deletionsmutanten infolge 
der PMA- und Ionomycin-Stimulation proteolytisch gespalten. Da keine Sequenz in der 
cytoplasmatischen Domäne gefunden werden konnte, die das ADAM17-vermittelte 
Ektodomänen-Shedding von Tim-3 reguliert, wurde eine weitere Mutante erstellt, der bis auf 
das membranproximale Lysin226, die komplette cytoplasmatische Domäne fehlt. 
Überraschenderweise wurde auch diese Mutante nach der Stimulation mit PMA und 
Ionomycin enzymatisch gespalten. Da bisher keine Rezeptoren oder andere Substrate 
beschrieben wurden, bei denen die Addition eines einzigen intrazellulären Aminosäurerestes 
das Ektodomänen-Shedding des Substrates beeinflusst, kann an dieser Stelle nur über einen 
möglichen Mechanismus spekuliert werden. Zunächst kann aus diesen Resultaten geschlossen 
werden, dass die intrazelluläre Domäne von Tim-3 einen Einfluss auf die proteolytische 
Spaltung des Rezeptors hat. Allerdings scheint nur die Deletion der kompletten Domäne das 
Ektodomänen-Shedding zu inhibieren und dieser Prozess nicht von einzelnen 
Sequenzabschnitten abzuhängen. Die Addition einer einzigen Aminosäure könnte dazu 
führen, dass der Rezeptor besser in die Zellmembran inseriert oder integriert werden kann und 
so die Zugänglichkeit für die beteiligte(n) Protease(n) verbessert wird. Weiter könnte das 
Fehlen der cytoplasmatischen Domäne zu einer Veränderung der Sekundärstruktur der 
Ektodomäne führen, die wiederum einen Einfluss auf die proteolytische Prozessierung haben 
könnte (Schlondorff and Blobel, 1999), was mit Hilfe von FACS-Analysen und dem Western 
Blot-Verfahren nicht ersichtlich wäre. Hier würden NMR-Analysen dieser Mutante 
Aufschluss geben. Da Membranproteine in die Doppellipidschicht der Zellmembran integriert 
sind und so der NMR-Spektroskopie in Lösung nicht zugänglich sind, müsste das 
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Membranprotein in Detergenzmizellen aufgenommen werden, die eine lokale hydrophobe 
Umgebung liefern, und somit solubilisieren (Gossert et al., 2007). 
Auch könnte die Möglichkeit bestehen, dass die fehlende intrazelluläre Domäne zu einem 
Verbleib des Proteins im ER oder Golgi-Apparat führt. Allerdings haben FACS-Analysen 

gezeigt, dass beide Deletionsmutanten (hTim-3∆ICD und hTim-3∆ICD+1) auf der Oberfläche 
von transfizierten HEK293-Zellen gleich stark exprimiert werden. 
Allerdings könnte die intrazelluläre Domäne, wie schon am Beispiel der Integrin-Aktivierung 
gezeigt, auch eine Rolle beim Inside-out-Signaling spielen. So dass die intrazelluläre Bindung 
von Liganden eine Konformationsänderung der Ektodomäne von Tim-3 bewirkt, und auf 
diese Weise Tim-3 aktiviert oder die Erkennung durch ADAM-Proteasen erleichert wird. 
Bisher sind nur wenige Substrate der ADAM-Proteasen bekannt, bei denen die 
cytoplasmatische Region eine regulatorische Funktion besitzt. Das prominenteste Beispiel ist 
L-Selektin. Es gehört zu den Adhäsionsmolekülen und besteht aus einer großen, stark 
glykosylierten Ektodomäne, einer Transmembrandomäne und einer kleinen cytoplasmatischen 
Domäne. Die cytoplasmatische Domäne wird von PKC-Isoenzymen und der Src-
Tyrosinkinase p56Lck phosphoryliert (Wedepohl et al., 2012). L-Selektin wird vor allem auf 
Leukozyten exprimiert und deren in vivo-Aktivierung über GPCRs, Zytokine oder auch PMA 
führt zur Freisetzung der extrazellulären Domäne von L-Selektin durch ADAM17 (Peschon et 
al., 1998). Das Ektodomänen-Shedding von L-Selektin spielt eine wichtige Rolle während der 
Leukozytenrekrutierung, indem es zur vorübergehenden Aufhebung des Zellkontaktes zum 
Endothel führt und somit die charakteristische rollende Bewegung der Leukozyten erlaubt 
(Kahn et al., 1998). Die proteolytische Spaltung von L-Selektin wird durch die Bindung von 
Calmodulin an eine Aminosäuresequenz, die sich in der cytoplasmatischen Domäne und 
einem Teil der Transmembrandomäne von L-Selektin befindet, reguliert. Durch die 
cytoplasmatische Bindung von CaM wird die strukturelle Konformation der Ektodomäne von 
L-Selektin so verändert, dass die Zugänglichkeit für ADAM-Proteasen stark reduziert wird 
und so keine Proteolyse stattfindet (Gifford et al., 2012). CaM ist ein ubiquitinär exprimiertes, 
17 kDa großes Protein, das an unterschiedlichen Arten der Ca2+-abhängigen Interaktionen 
beteiligt ist und mit vielen Effektoren, die in Wachstums- und Bewegungsprozessen sowie 
Proliferation und Adhäsion involviert sind, interagiert (Chin and Means, 2000). CaM-
bindende Regionen sind amphipathische Helices, die reich an basischen Resten sind, wie die 
Aminosäuren Lysin und Arginin (O'Neil and DeGrado, 1990). Nicht nur für L-Selektin, 
sondern auch für andere Proteine, wie APP, EGFR oder Semaphorin4D, wurde gezeigt, dass 
CaM durch seine Ca2+-abhängige Interaktion mit der cytoplasmatischen Domäne, das 
Ektodomänen-Shedding negativ reguliert (Canobbio et al., 2011; Matala et al., 2001; Mou et 
al., 2013). Obwohl das Fehlen der cytoplasmatischen Domäne zu einer Steigerung der 
proteolytischen Spaltung aufgrund der fehlenden CaM-Regulation führen müsste, ergab die 
Deletion der intrazellulären Domäne von L-Selektin eine Reduktion des PMA-induzierten 
Ektodomänen-Sheddings um 50% (Zhao et al., 2001). Da in dieser Arbeit ebenfalls gezeigt 
werden konnte, dass die cytoplasmatische Domäne einen regulatorischen Einfluss auf die 
ADAM17-vermittelte proteolytische Spaltung von Tim-3 hat, könnte die Interaktion mit 
Calmodulin an diesem Prozess beteiligt sein. Um diese Hypothese näher zu untersuchen, 
wurde der CaM-Antagonist W7 verwendet, der die Bindung von CaM an seinen 
Interaktionspartner inhibiert. Wie schon für L-Selektin gezeigt, führte die Blockade der CaM-
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Bindung durch W7 zur Proteolyse und Freisetzung des löslichen Tim-3-Proteins. Die 
Verwendung der Metalloprotease-Inhibitoren GI254023X und GW280264X bestätigte, dass 
die proteolytische Spaltung durch ADAM17 vermittelt wurde. Dies konnte durch die 
Verwendung der Deletionsmutante hTim-3∆S2 bestätigt werden, da diese aufgrund der 
fehlenden Binde-, Erkennungs- oder Spaltungsstelle von ADAM17 nicht proteolytisch 
gespalten wird. Auch die Inhibierung der CaM-Assoziation führte nicht zur Freisetzung des 
löslichen Tim-3. Allerdings ergab die Shedding-Analyse der Mutanten hTim-3∆ICD und 

hTim-3∆ICD+1 keinen weiteren Aufschluss über eine mögliche Bindung von CaM an die 
cytoplasmatische Domäne, da beide Deletionsmutanten infolge der Behandlung mit W7 
proteolytisch prozessiert wurden. Wobei das Ektodomänen-Shedding der Deletionsmutante 
hTim-3∆ICD etwas reduziert war im Vergleich zum Wildtyp-Tim-3. Desweiteren konnte mit 
Hilfe eines CaM-pull-down-Assays gezeigt werden, dass alle Mutanten direkt mit CaM 
interagieren. Da die Interaktion zwischen CaM und vielen seiner Zielmoleküle Ca2+-abhängig 
ist, wurde weiter durch den Einsatz des Ca2+-Chelators EDTA untersucht, ob auch die 
Interaktion zwischen CaM und Tim-3 Calcium-abhängig ist. Diese Analyse ergab, dass die 
Interaktion von CaM und Tim-3 durch EDTA tatsächlich blockiert werden konnte und somit 
wahrscheinlich Ca2+-abhängig ist. Da es sich bei ADAM-Proteasen um Zink-abhängige 
Enzyme handelt, müsste in weiteren Arbeiten überprüft werden, ob die Verwendung von 
EDTA tatsächlich die Interaktion mit CaM beeinflusst oder ob dies zur Verminderung der 
Aktivität der Zink-abhängigen Metalloprotease führt. Hierfür müsste man untersuchen, ob das 
durch PMA-induzierte Ektodomänen-Shedding von Tim-3 ebenfalls durch EDTA inhibiert 
werden kann. Allerdings konnte bereits für das ADAM17-vermittelte IL-6R-Shedding gezeigt 
werden, dass dieses nicht durch EDTA gehemmt werden konnte, also scheint ein Einfluss von 
EDTA auf ADAMs eher unwahrscheinlich (Müllberg et al., 1992).In weiteren Versuchen 
müsste geklärt werden, ob CaM mit Tim-3 in Anwesenheit von EDTA assoziiert ist, um eine 
tatsächliche Calcium-Abhängigkeit der Interaktion nachzuweisen. Ferner wäre es von Vorteil 
zu analysieren, ob eine mögliche Bindung des CaM an Tim-3 nicht nur bei überexprimiertem, 
sondern auch endogenem Tim-3 stattfindet und somit für diese Bindung eventuell auch ein in 
vivo-Ca2+-Bedarf besteht. Auf diese Weise könnte diese Interaktion auch weitere Funktionen 
besitzen, wie zum Beispiel bei der Apoptoseinduktion.  

Interessanterweise konnte die Bindung der Deletionsmutante hTim-3∆ICD+1 nicht durch 
EDTA inhibiert werden. Da die Addition eines einzelnen intrazellulären Lysinrestes die PMA-
induzierte Spaltung von Tim-3 wiederherstellt, könnte dies natürlich auf eine mögliche 
Bindungsstelle von  CaM in dieser Region hindeuten. Da Lysin einen basischen Rest besitzt 
und CaM amphipathische positiv-geladene Peptidsequenzen zur Substratbindung benötigt, 
könnte sich in diesem Bereich eine mögliche Bindungssequenz für das CaM befinden. Wie 
schon im Fall von L-Selektin gezeigt, könnte diese Stelle bis in die Transmembrandomäne 
hineinreichen. Dies scheint ein allgemeiner Mechanismus der CaM-vermittelten Regulation 
des Ektodomänen-Sheddings zu sein (Gifford et al., 2012). Um dies im Detail zu klären, 
müsste man eine weitere Deletionsmutante für diesen Sequenzbereich generieren oder den 
Lysinrest durch eine negativ geladene oder ungeladene Aminosäure ersetzen und eventuell 
untersuchen, ob sich dieses Peptid mit CaM immunopräzipitieren lässt.  
Da Tim-3 an der Regulation der Apoptose von T-Zellen beteiligt ist und vermutet wird, dass 
durch diesen Prozess die Immunantwort negativ reguliert wird, um eine Überreaktion des 
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Immunsystems zu verhindern, könnte die CaM-Interaktion dazu führen, dass das Tim-3-
Shedding unterdrückt wird, um auf diese Weise die Expression von Tim-3 auf der 
Zelloberfläche aufrechtzuerhalten und somit die damit verbundenen Funktionen zu regulieren. 

4.3 Proteolytische Spaltung des endogenen Tim-3 in primären humanen 

CD14+ Monozyten 

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass das humane Tim-3, wenn es in 
HEK293-Zellen überexprimiert wird, nach Stimulation mit PMA von ADAM17 proteolytisch 
gespalten wird. Eine Behandlung Ionomycin führte zur Induktion des Ektodomänen-
Sheddings durch ADAM10. 

Tim-3 wurde zunächst im adaptiven Immunsystem als spezifischer Marker für Effektor-T-
Zellen entdeckt, wird aber ebenfalls auf anderen Zelltypen des Immunsystems, wie APCs und 
insbesondere Monozyten und Makrophagen, exprimiert. Da es eine sehr komplexe Rolle bei 
der Regulation der angeborenen Immunität spielt (Anderson et al., 2007), stellten sich die 
Fragen, ob auch das endogene Tim-3 proteolytisch prozessiert wird, welche Protease(n) an 
diesem Prozess beteiligt sind und welche Funktion das Ektodomänen-Shedding hat. 

Studien ergaben, dass Tim-3 zum einen die Aktivierung von Makrophagen negativ reguliert, 
und zum anderen durch die Tim-3-Expression auf Zellen des angeborenen Immunsystems die 
Regulation des adaptiven Immunsystems beeinflusst wird (Ju et al., 2010; Monney et al., 
2002). Um zu untersuchen, ob das endogene Tim-3-Protein ebenfalls nach der Stimulation mit 
PMA und Ionomycin proteolytisch gespalten wird, wurden humane CD14+ Monozyten aus 
dem Blut von gesunden Probanden isoliert. Diese Zellen des angeborenen Immunsystems 
exprimieren bereits im ruhenden Zustand hohe Level an Tim-3 auf ihrer Zelloberfläche, 
während T-Zellen erst nach ihrer Aktivierung Tim-3 exprimieren. 
Die Stimulation mit Ionomycin und PMA führte zu einer starken Reduktion des auf der 
Zelloberfläche exprimierten Tim-3. Eine Blockierung der ADAM10-Aktivität durch den 
selektiven ADAM10-Inhibitor GI254023X und den kombinierten ADAM10/ADAM17-
Inhibitor GW280264X bestätigte die Rolle von ADAM10 und ADAM17 für die induzierte 
Spaltung von Tim-3. Somit konnte gezeigt werden, dass auch das endogene Tim-3 ein 
Substrat von ADAM10 und ADAM17 ist, wobei die Stimulation mit Ionomycin eher zur 
Aktivierung des ADAM10-vermittelten Sheddings führte, während PMA wie schon in 
HEK293-Zellen gezeigt, ADAM17 aktivierte. Aus diesem Ergebnis lässt sich schließen, dass 
das Ektodomänen-Shedding des humanen Tim-3 nicht nur aus der Überexpression des 
Substrates in einem artifiziellen System resultiert. 
 

Sepsis ist ein Zustand, der durch die Invasion von mikrobiellen Pathogenen in den Blutstrom 
oder sterile Entzündung, zum Beispiel bei schwerwiegenden Traumata, Verbrennungen oder 
Pankreatitis, entsteht und durch eine systemische pro-inflammatorische Antwort, die zu einer 
schweren Sepsis oder einem septischen Schock führen kann, charakterisiert ist (Bone et al., 
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1992; Vincent et al., 2013). Allgemein wird Sepsis als Antwort eines Wirts auf die Invasion 
von Pathogenen oder deren Toxine betrachtet. Das angeborene Immunsystem erkennt 
eindringende Mikroorganismen über PRRs, die auf dem Epithel und von Immunzellen, wie 
DCs und Makrophagen, exprimiert werden (Akira et al., 2006). TLRs sind eine spezifische 
Familie von PRRs, die konservierte makromolekulare Motive von Mikroorganismen, 
sogenannte pathogen-associated molecular patterns (PAMPs), erkennen (Takeda et al., 2003). 
Beispiele für diese PAMPs sind LPS, Peptidoglykan, Flagellin und bakterielle DNA und RNA 
(Song, 2012). Die Stimulation der TLRs löst eine Signalkaskade aus, die zur Aktivierung 
einer transkriptionellen Antwort führt, die Transkriptionsfaktoren wie NFκB, AP-1 und 
Interferon regulatory factor 3 (IRF3) beinhaltet, die wiederum die Produktion und Sekretion 
von Zytokinen, Chemokinen und Stickoxid (NO) induziert (Schulte et al., 2013). 
LPS ist eine Komponente der äußeren Membran von gram-negativen Bakterien und wird auch 
als Endotoxin bezeichnet. Die Aktivierung von Monozyten und Makrophagen durch LPS 
erfolgt über das Lipid binding protein (LBP) und CD14. Die Bindung dieses Komplexes an 
TLR4 führt zur Synthese von pro-inflammatorischen Zytokinen wie TNFα, IL-6 und IL-1β 
sowie weiteren Zytokinen wie IL-12 und IL-18 (Cohen, 2002).  
Wie mehrere Studien gezeigt haben, werden ADAM-Protease auf der Zelloberfläche von 
Monozyten exprimiert (Moreira-Tabaka et al., 2012; Robertshaw and Brennan, 2005) und die 
Stimulation mit LPS führte, wie am Beispiel von Pro-TNFα gezeigt, zur Aktivierung von 
ADAM17 (Doedens and Black, 2000; Moreira-Tabaka et al., 2012). Wie bereits beschrieben 
führte die TLR-Aktivierung mit LPS zu einer schnellen Runterregulation der Tim-3-
Expression auf CD14+ Monozyten, die mit einer verstärkten Zytokinproduktion assoziiert war. 
Dies ließ auf eine regulatorische Rolle von Tim-3 bei der Produktion von pro- und anti-
inflammatorischen Zytokinen schließen. Hypothese dieser Studie war, dass Tim-3 einige 
Antworten des angeborenen Immunsystems zunächst inhibiert und die Freisetzung von Tim-3, 
aufgrund der TLR-Aktivierung, dann zu einer regulierten und verstärkten inflammatorischen 
Antwort von Monozyten und Makrophagen führte (Zhang et al., 2012). 
Ein wichtiges Ergebnis dieser Arbeit war, dass diese Herunterregulation der 
Zelloberflächenexpression von Tim-3 infolge der TLR-Aktivierung durch LPS aufgrund der 
proteolytischen Spaltung durch ADAM10 und ADAM17 vermittelt wurde, und es sich um 
einen zeitabhängigen Prozess handelte. Der Einsatz der Hydroxamat-Inhibitoren GI254023X 
und GW280264X sowie der Pro-Domäne von ADAM10 bestätigten dieses Resultat und 
identifizierte ADAM10 als Hauptsheddase von Tim-3 in humanen CD14+ Monozyten.  

Sepsis ist mit der Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen, wie TNFα, IL-6, IL-1, 
IL-12 und IFNγ, verbunden. Zusammen mit anti-inflammatorischen Zytokinen, wie IL-10 
oder TGFβ, und löslichen Inhibitoren von pro-inflammatorischen Zytokinen, wie sTNFRs, 
bilden sie ein stark reguliertes Netzwerk, das essentiell ist für die Tötung der eindringenden 
Mikroorganismen, aber auch die Gewebe-schädigende Entzündung begrenzt (Schulte et al., 
2013). 

TNFα gehört zu den pro-inflammatorischen Zytokinen und ist an einer großen Anzahl von 
Entzündungserkrankungen, wie rheumatoider Arthritis, beteiligt. Es wird hauptsächlich von 
aktivierten Makrophagen als Antwort auf Infektion und Entzündung gebildet, aber wird 
ebenfalls von Fibroblasten und Lymphozyten exprimiert. TNFα wird als Typ-II-
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Transmembranprotein exprimiert und durch die ADAM17-vermittelte proteolytischen 
Spaltung aktiviert und als lösliches Homotrimer freigesetzt (Tang et al., 1996). Diese 
Freisetzung erfolgt zu einem sehr frühen Zeitpunkt der Immunantwort. TNFα agiert über zwei 
unterschiedliche Transmembranrezeptoren, TNFRI und TNFRII, was zur Aktivierung von 
Immunzellen führt und die Freisetzung von regulatorischen Effektormolekülen fördert. Die 
Rolle von TNFα während der Sepsis hat viele Facetten, wie zum Beispiel die Aktivierung und 
Proliferation von Makrophagen und die Sekretion von IL-6, und alle Effekte führen zur 
Verstärkung der pro-inflammatorischen Antwort (Schulte et al., 2013). IL-6 wird infolge der 
Stimulation mit LPS von einer Reihe von Zellen produziert, hierzu zählen unter anderem 
Makrophagen, DCs, Lymphozyten, Endothelzellen und Fibroblasten. IL-6 hat viele 
biologische Funktionen, einschließlich der Aktivierung von B- und T-Lymphozyten. 
Hauptfunktionen von IL-6 sind zum Beispiel die Induktion von Fieber und die Vermittlung 
der Akut-Phase-Antwort. Aber auch anti-inflammatorische Antworten werden von IL-6 
gefördert. So inhibiert es zum Beispiel die Freisetzung von TNFα und IL-1 (Schindler et al., 
1990) und verstärkt zusätzlich die Zirkulation von anti-inflammatorischen Mediatoren wie 
sTNFRs und IL-10 (Steensberg et al., 2003).  
Das heterodimere Zytokin IL-12 wird hauptsächlich von Monozyten, Makrophagen, 
Neutrophilen und DCs produziert und ist ebenfalls in die Regulation der angeborenen 
Immunantwort involviert, aber fördert auch die Entwicklung einer adaptiven TH1-Antwort. 
Auf diese Weise verbindet IL-12 die frühe unspezifische angeborene mit der späteren 
spezifischen adaptiven Immunantwort. IL-12 stimuliert T-Zellen und NK-Zellen zur 
Produktion von IFNγ, das wiederum Makrophagen aktiviert und ihre antibakterielle Funktion 
verstärkt (Bonecchi et al., 1998). Außerdem schützt es CD4+ T-Zellen vor der Antigen-
stimulierten Apoptose durch Stimulation deren Differenzierung zu TH1-Zellen (Estaquier et 
al., 1995). 
Die Rolle dieser pro-inflammatorischen Zytokine wurde auch in dieser Arbeit untersucht. Die 
TLR-Aktivierung führte in diesem Versuch zu einer frühen Produktion von TNFα und einer 
leicht verzögerten Sekretion von IL-6. Da der Einfluss der proteolytischen Spaltung von Tim-
3 auf die Produktion dieser Zytokine und somit die Aktivierung der Immunantwort untersucht 
werden sollte, wurden die Metallopreaseinhibitoren GI254023X und GW280264X verwendet. 
Der Einsatz dieser Inhibitoren ergab jedoch keine signifikante Änderung der 
Zytokinproduktion aufgrund der Inhibierung der Tim-3-Spaltung. Da TNFα, wie bereits 
beschrieben ein Substrat von ADAM17 ist, wurde die Sekretion von TNFα durch die 
Inhibierung von ADAM17 erwartungsgemäß stark inhibiert. Da Zhang et al. die Hypothese 
aufgestellt haben, dass Tim-3 die Produktion von IL-12 negativ reguliert und auf diese Weise 
der Verlust der Tim-3-Zelloberflächen-Expression die Entzündungsantwort des adaptiven 
Immunsystems fördert, wurde erwartet, dass die Inhibierung des Ektodomänen-Sheddings von 
Tim-3 zu einer Hemmung der IL-12 Produktion führen würde. Allerdings führte die 
Inhibierung der proteolytischen Spaltung von Tim-3 eher zu einer verstärkten Freisetzung von 
IL-12. Somit konnte diese Hypothese nicht bestätigt werden. Allerdings stellt sich die Frage, 
ob IL-12 durch sTNFα negativ reguliert wird. Da die Inhibierung des TNFα-Sheddings 
anscheinend invers mit der Produktion von IL-12 zu korrelieren scheint.  Da IL-12 zu einer 
verstärkten T-Zellaktivierung führt und zur Produktion von IFNγ, was die Aktivierung von 
Makrophagen wiederum steigert, deutet dieses Ergebnis auf  eine positive Regulation der 
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Immunantwort durch die Oberflächenexpression von Tim-3 auf CD14+Monozyten hin. 
Allerdings könnte die resultierende, verstärkte Immunantwort unter Umständen auch zu einer 
unkontrollierbaren Überreaktion führen, die negative Folgen, wie Zell- und Gewebeschäden, 
haben könnte. Somit trüge das Shedding von Tim-3 entscheidend zur Vermeidung einer 
Überreaktion der Immunantwort bei. Weiter könnte das lösliche Tim-3 ebenfalls wie die 
Blockade mittels Tim-3-Antikörper oder siRNA zu einer gesteigerten Expression des anti-
inflammatorischen Zytokins IL-10 führen (Zhang et al., 2012) und auf diese Weise die TH1- 
Antwort schwächen. Aus den durchgeführten Experimenten lässt sich kein eindeutiges Bild 
der Funktion des Tim-3-Sheddings in CD14+ Monozyten gewinnen. In weiteren Arbeiten 
sollte die Funktion des löslichen Tim-3 in Hinsicht auf seine Rolle im Immunsystem 
untersucht werden. Außerdem wäre es von großem Interesse zu analysieren, ob die 
proteolytische Spaltung von Tim-3 auch auf andere Zelltypen des Immunsystems erweiterbar 
ist. 

4.4 Ausblick 

Die vorliegende Arbeit beschreibt Tim-3 als ein weiteres Substrat der Metalloproteasen 
ADAM10 und ADAM17. Es konnte gezeigt werden, dass die proteolytische Spaltung des 
humanen Tim-3 nach der Stimulation mit Ionomycin durch ADAM10 enzymatisch prozessiert 
wird und dass PMA zur Aktivierung des ADAM17-vermittelten Ektodomänen-Sheddings von 
Tim-3 führte. Desweiteren konnte auch die proteolytische Spaltung des endogenen Tim-3 
infolge der Stimulation mit PMA, Ionomycin und LPS durch ADAM10 und ADAM17 auf 
primären humanen CD14+ Monozyten nachgewiesen werden. Bisher gab es nur wenige 
Hinweise auf eine mögliche proteolytische Prozessierung von Mitgliedern der Tim-Familie. 
So wurde bisher nur die Spaltung von Tim-1 durch die Matrix-Metalloprotease-3 
nachgewiesen. 

Eine wichtige Rolle beim Ektodomänen-Shedding besitzt die cytoplasmatische Domäne von 
Substrat und Protease. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die intrazelluläre Domäne 
des humanen Tim-3 für das stimulierte Ektodomänene-Shedding durch ADAM17 benötigt 
wird. Welche intrazellulären Signalwege hierfür verantwortlich sind, konnten im Rahmen 
dieser Arbeit nicht geklärt werden und muss durch nachfolgende Experimente analysiert 
werden.  

Da es bisher keine ausreichende Studien zur Ligandeninteraktion von Tim-3 gibt und nur 
PtdSer als verifizierter Bindungspartner gilt, wäre es wichtig die Interaktion des löslichen 
Tim-3 mit putativen Liganden zu untersuchen. Hierbei stellt sich die Frage, ob das lösliche 
Tim-3 auch an das membrangebundene Tim-3 oder einen anderen Liganden auf derselben 
Zelle oder benachbarten Zellen binden kann, und ob dies zur kompetitiven Hemmung von 
anderen Ligandeninteraktionen führt, oder dies die Inhibierung oder Aktivierung von 
Signalwegen bewirkt. 
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Basierend auf diesen neuen Erkenntnissen ergeben sich neue mögliche Funktionen für Tim-3 
in der Regulation des Immunsystems. So sollte die in vivo Rolle des löslichen Tim-3 in 
murinen Krankheitsmodellen, wie EAE oder Diabetis, analysiert werden. Da es Hinweise auf 
negative immunoregulatorische Effekte durch Blockade der Tim-3-Signalwege gibt, wäre es 
von großem Interesse zu untersuchen, ob das lösliche Tim-3 zur Inhibierung der Tim-3-
Signalwege führt, oder eher zur Aktvierung von Immunzellen über die parakrine oder 
autokrine Signalgebung. Die Identifizierung der regulatorischen Effekte des löslichen Tim-3 
in vivo ist wichtig, um die Ergebnisse aus murinen Krankheitsmodellen, an deren Pathogenese 
Tim-3 beteiligt ist, richtig zu interpretieren. 



5. Zusammenfassung 

 

93 

 

5. Zusammenfassung 

Das humane Tim-3 gehört zur T cell immunoglobulin and mucin-Genfamilie und wird sowohl 
auf Zellen des adaptiven Immunsystems als auch auf Zellen des angeborenen Immunsystems 
exprimiert und wurde zunächst als negativer Regulator von Immunantworten bekannt, der 
wichtig für das Beenden von Effektor-T-Zellen vermittelten Immunantworten ist. Die 
Expression von Tim-3 auf Zellen des adaptiven Immunsystems ist stark mit der angeborenen 
Immunantwort verbunden, wie zum Beispiel der Regulation des Tumorwachstums und die 
Antwort auf intrazelluläre Pathogene in Makrophagen. 

Als Ektodomänen-Shedding wird die proteolytische Freisetzung extrazellulärer Bereiche 
membranständiger Proteine durch Proteasen bezeichnet. Dieser Prozess ist eine der am besten 
charakterisierten Funktionen der A Disintegrin And Metalloprotease (ADAM) Genfamilie. 
Die resultierenden physiologischen Konsequenzen sind vielfältig. 

Ein wesentliches Ergebnis dieser Arbeit war, dass Tim-3 durch ADAM10 und ADAM17, 
zwei Vertretern der Disintegrin-ähnlichen Metalloproteasen prozessiert wird. Durch den 
Einsatz von spezifischen Inhibitoren, die in der Lage sind die Aktivität der beiden Proteasen 
zu hemmen, konnte gezeigt werden, dass ADAM17 für die PMA-induzierte Spaltung 
verantwortliche ist, während ADAM10 die wichigste Protease für das Ionomycin-stimulierte 
Ektodomänen-Shedding ist. Dieser Befund konnte durch die Untersuchung des Shedding-
Verhaltens von Tim-3 in murinen embryonalen Fibroblasten, die defizient für ADAM10 
und/oder ADAM17 sind bestätigt werden. Die differentielle Regulation von ADAM10 und 
ADAM17 bei der Freistzung von Tim-3 wurde durch Untersuchung zur Rolle der 
cytoplasmatischen Domäne von Tim-3 und bei der Identifizierung einer möglichen Spaltstelle 
oder Erkennungssequenz unterstrichen. So führte die Deletion von 10 Aminosäuren in der 
membranproximalen Region der Mucin-Domäne von Tim-3 sowie die Entfernung der 
vollständigen intrazellulären Domäne zur Inhibierung des ADAM17-vermittelten 
Ektodomänen-Sheddings, aber nicht zur Inhibierung der ADAM10-induzierten Freisetzung 
des löslichen Tim-3.  

In weiteren Experimenten wurde untersucht, wie die intrazelluläre Domäne von Tim-3 einen 
regulatorischen Einfluss auf die proteolytische Spaltung durch ADAM17 ausübt. Es wurde 
festgestellt, das Calmodulin höchstwahrscheinlich mit einem Teil der intrazellulären Domäne 
und der Transmembrandomäne direkt interagiert und die Calcium-abhängige Bindung das 
ADAM17-vermittelte Ektodomänen-Shedding negativ reguliert. Ferner wurde untersucht, ob 
intrazelluläre Modifikationen, wie die Phosphorylierung von Tyrosinresten, zur Regulation 
des Ektodomänen-Shedding beitragen. Dies konnte in dieser Arbeit allerdings nicht 
nachgewiesen werden. 

Die differentielle Regulation von Tim-3 durch ADAM10 und ADAM17 konnte auch in 
primären isolierten CD14+Monozyten nachgewiesen werden. Schließlich wurde das 
Endotoxin LPS als Stimulus der Proteolyse von endogenem Tim-3 durch ADAM10 und 
ADAM17 identifiziert. Dies ist ein Hinweis auf die physiologische Relevanz der 
beobachteten Spaltungprozesse. 
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Weitere Untersuchungen zur Regulation der proteolytischen Spaltung und zur Funktion des 
löslichen Tim-3-Proteins sind notwendig. Außerdem sind in vivo-Studien wichtig, um die 
Relevanz des löslichen Proteins in murinen Krankheitsmodellen zu analysieren. Zu diesem 
Zweck wäre es vorteilhaft transgene Mäuse zu generieren, die das lösliche Tim-3-Protein 
exprimieren. 
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6. Summary 

The human Tim-3, as a member of the T cell immunoglobulin and mucin-gene family, is 
expressed on cells of the adaptive and innate immune system. Originally, it was identified as a 
negative regulator of immune responses critically involved in the determination of effector T 
cell dependent immunity. Tim-3 expression on cells of the adapative immune system is 
directly connected with its crucial role in the innate immune system and has an important 
function in regulating tumor growth and in immunity against infected macrophages to 
suppress bacterial growth. 

The proteolytic release of the extracellular portion of a membrane bound protein by proteases 
is referred as ectodomain shedding. This process exerts diverse functions with various 
physiological consequences. The A Disintegrin And Metalloprotease (ADAM) gene family 
has been described to be one of the best characterized family of proteases.  

In this study it has been shown that Tim-3 is a target of ADAM-mediated ectodomain 
shedding resulting in a soluble form of Tim-3. Tim-3 is differentially cleaved by the 
disintegrin-like metalloproteases ADAM10 and ADAM17, using the ADAM10 prodomain 
and inhibitors with defined potencies to differentially block cleavage of Tim-3 in HEK293 
cells. This finding was supported by usage of ADAM10/ADAM17 deficient embryonic 
fibroblasts (MEFs). However, ADAM10 is involved in the enhanced shedding of Tim-3 
induced by ionomycin, whereas PMA-inducible cleavage is mediated to large extent by 
ADAM17. Still, a minor role of other yet unidentified proteases cannot be excluded. PMA-
induced shedding of Tim-3 was abrogated by the deletion of amino acids E181-D190 of the 
stalk region and Tim-3 lacking the whole intracellular domain was not efficiently cleaved 
after PMA-stimulation. Surprisingly, the addition of a single intracellular lysine residue was 
sufficient to rescue PMA-induced shedding.  

Further experiments demonstrated that calmodulin interacts with Tim-3 and inhibition of CaM 
binding induces ADAM17-mediated shedding of Tim-3. It is likely that CaM binds to amino 
acids of the intracellular domain and transmembrane domain, thereby changing the 
conformation of the stalk region and reducing the accessibility for ADAM proteases. 

The differential regulation of Tim-3 by ADAM10 and ADAM17 could be confirmed for 
endogenous Tim-3 in primary CD14+ monocytes from healthy subjects.  Endogenous Tim-3 
was also cleaved by ADAM10 and ADAM17 after PMA- or ionomycin- stimulation. 
Moreover, LPS-induced downregulation of Tim-3 was mainly due to ADAM10-mediated 
cleavage. This may indicate the physiological relevance of the observed shedding processes. 

In conclusion, this work showed Tim-3 to be a novel target of ADAM-mediated ectodomain 
shedding and suggests a role of Tim-3 in TLR-mediated immune responses of CD14+ 
monocytes. 
Further in vivo studies are necessary to investigate the role of soluble Tim-3 protein and its 
relevance in animal models of human diseases. For this purpose, it would be important to 
generate transgenic mice that express the soluble Tim-3 protein. 
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7.4  Abkürzungsverzeichnis 

 

ADAM A Disintegrin And Metalloprotease 

APC Antigen presenting cells 

bp Basenpaare 

BSA Bovines Serumalbumin 

cDNA complementary Deoxy-ribonucleic acid 

DMSO Dimethylsulfoxid 

DNA Desoxyribonukleinsäure 

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 

ELISA Enzyme linked Immunosorbent Assay 

fl full-lenght 

g Erdbeschleunigung bzw. Gramm 

GFP Green fluorescent protein 

GPCR G protein-coupled receptor 

GPI Glycosylphosphatidylinositol 

h human bzw. Stunde 

HRP Horseradish-Peroxidase 

ICD intrazelluläre Domäne 

Ig Immunoglobulin 

IL Interleukin 

kb Kilobase 
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kDa Kilodalton 

LPS Lipopolysaccharid 

m murin 

mA Milliampere 

MAPK Mitogen-Activated Protein Kinase 

MMP Matrix Metalloproteinases 

MgCl2 Magnesiumchlorid 

min Minute 

mg Milligramm 

mM Millimol 

mRNA messenger Ribonukleinsäure 

µl Mikroliter 

ng Nanogramm 

nm Nanometer 

OD Optische Dichte 

PCR Polymerasekettenreaktion 

PE Phytoerythrin 

pg Pikogramm 

PMA Phorbol-12-myristat-13-acetat 

POD Peroxidase 

RNA Ribonukleinsäure 

rpm Rotation pro Minute 

s Sekunde bzw. soluble 

SDS-PAGE Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

Taq Thermophilus aquaticus 

TEMED Tetramethylethylendiamin 

U Units 
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V Volt 

V/V Volumen pro Volumen 

W Watt 

w/V Gewicht pro Volumen 

wt Wildtyp 

 

Aminosäuren 

A (Ala) Alanin 
C (Cys) Cystein 
D (Asp) Asparaginsäure 
E (Glu) Glutaminsäure 
F (Phe) Phenylalanin 
G (GLy) Glycin 
H (His) Histidin 
I (Ile) Isoleucin 
K (Lys) Lysin 
L (Leu) Leucin 
M (Met) Methionin 
N (Asn) Asparagin 
P (Pro) Prolin 
Q (Gln) Glutamin 
R (Arg) Arginin 
S (Ser) Serin 
T (Thr) Threonin 
V (Val) Valin 
W (Trp) Tryptophan 
Y (Tyr) Tyrosin 
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7.5 Plasmidkarten 

pcDNA3.1-hTim-3 ohne Tags 

 
 
 
METDTLLLWVLLLWVPGSTGDKLKSEVEYRAEVGQNAYLPCFYTPAAPGN 
LVPVCWGKGACPVFECGNVVLRTDERDVNYWTSRYWLNGDFRKGDVSLTI 
ENVTLADSGIYCCRIQIPGIMNDEKFNLKLVIKPAKVTPAPTRQRDFTAA 
FPRMLTTRGHGPAETQTLGSLPDINLTQISTLANELRDSRLANDLRDSGA 
TIRIGIYIGAGICAGLALALIFGALIFKWYSHSKEKIQNLSLISLANLPP 
SGLANAVAEGIRSEENIYTIEENVYEVEEPNEYYCYVSSRQ QPSQPLGC 
RFAMP* 

Abbildung 36: Plasmidkarte und Aminosäuresequenz des Plasmids pcDNA3.1-hTim-3 ohne 

Tags. Die graphische Darstellung aller Plasmidkarten erfolgte mit GENtle1.9.4 (Magnus Manske, 

Universität Köln). 

 

 

 

 

 

 

hTim-3 ohne Tags
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pcDNA3.1-hTim-3∆∆∆∆S1 ohne Tags 

 

 

 

METDTLLLWVLLLWVPGSTGDKLSEVEYRAEVGQNAYLPCFYTPAAPGNL  
VPVCWGKGACPVFECGNVVLRTDERDVNYWTSRYWLNGDFRKGDVSLTIE  
NVTLADSGIYCCRIQIPGIMNDEKFNLKLVIKPAKVTPAPTRQRDFTAAF  
PRMLTTRGHGPAETQTLGSLPDINLTQISTLANELRDSRLANDGIYIGAG  
ICAGLALALIFGALIFKWYSHSKEKIQNLSLISLANLPPSGLANAVAEGI  
RSEENIYTIEENVYEVEEPNEYYCYVSSRQQPSQPLGCRFAMP* 

Abbildung 37: Plasmidkarte und Aminosäuresequenz des Plasmids pcDNA3.1-hTim-3∆∆∆∆S1 ohne 

Tags. 

 

 

 

 

 

 

 

AP-hTim-3-S1



7. Anhang 

 

117 

 

pcDNA3.1-hTim-3∆∆∆∆S2 ohne Tags 

 

 

 

METDTLLLWVLLLWVPGSTGDKLSEVEYRAEVGQNAYLPCFYTPAAPGNL 
VPVCWGKGACPVFECGNVVLRTDERDVNYWTSRYWLNGDFRKGDVSLTIE  
NVTLADSGIYCCRIQIPGIMNDEKFNLKLVIKPAKVTPAPTRQRDFTAAF  
PRMLTTRGHGPAETQTLGSLPDINLTQISTLANLRDSGATIRIGIYIGAG  
ICAGLALALIFGALIFKWYSHSKEKIQNLSLISLANLPPSGLANAVAEGI  
RSEENIYTIEENVYEVEEPNEYYCYVSSRQQPSQPLGCRFAMP* 

Abbildung 38: Plasmidkarte und Aminosäuresequenz des Plasmids pcDNA3.1-hTim-3∆∆∆∆S2 ohne 

Tags. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

AP-hTim-3-S2
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pcDNA3.1-hTim-3∆∆∆∆S3 ohne Tags 

 

 

 

 

METDTLLLWVLLLWVPGSTGDKLSEVEYRAEVGQNAYLPCFYTPAAPGNL  
VPVCWGKGACPVFECGNVVLRTDERDVNYWTSRYWLNGDFRKGDVSLTIE  
NVTLADSGIYCCRIQIPGIMNDEKFNLKLVIKPAKVTPAPTRQRDFTAAF  
PRMLTTRGHGPAETQTLGSLPDIELRDSRLANDLRDSGATIRIGIYIGAG  
ICAGLALALIFGALIFKWYSHSKEKIQNLSLISLANLPPSGLANAVAEGI  
RSEENIYTIEENVYEVEEPNEYYCYVSSRQQPSQPLGCRFAMP* 

Abbildung 39: Plasmidkarte und Aminosäuresequenz des Plasmids pcDNA3.1-hTim-3∆∆∆∆S3 ohne 

Tags. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

hTim-∆S3
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pcDNA3.1-hTim-3∆∆∆∆ICD ohne Tags 

 

 

 

METDTLLLWVLLLWVPGSTGDKLSEVEYRAEVGQNAYLPCFYTPAAPGNL  
VPVCWGKGACPVFECGNVVLRTDERDVNYWTSRYWLNGDFRKGDVSLTIE  
NVTLADSGIYCCRIQIPGIMNDEKFNLKLVIKPAKVTPAPTRQRDFTAAF  
PRMLTTRGHGPAETQTLGSLPDINLTQISTLANELRDSRLANDLRDSGAT  
IRIGIYIGAGICAGLALALIFGALILRGR* 
 

Abbildung 40: Plasmidkarte und Aminosäuresequenz des Plasmids pcDNA3.1-hTim-3∆∆∆∆ICD 

ohne Tags. 
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pcDNA3.1-AP-hTim-3 

 

 

 

METDTLLLWVLLLWVPGSTGDKLIIPVEEENPDFWNREAAEALGAAKKLQ  
PAQTAAKNLIIFLGDGMGVSTVTAARILKGQKKDKLGPEIPLAMDRFPYV  
ALSKTYNVDKHVPDSGATATAYLCGVKGNFQTIGLSAAARFNQCNTTRGN  
EVISVMNRAKKAGKSVGVVTTTRVQHASPAGTYAHTVNRNWYSDADVPAS  
ARQEGCQDIATQLISNMDIDVILGGGRKYMFRMGTPDPEYPDDYSQGGTR  
LDGKNLVQEWLAKRQGARYVWNRTELMQASLDPSVTHLMGLFEPGDMKYE  
IHRDSTLDPSLMEMTEAALRLLSRNPRGFFLFVEGGRIDHGHHESRAYRA  
LTETIMFDDAIERAGQLTSEEDTLSLVTADHSHVFSFGGYPLRGSSIFGL  
APGKARDRKAYTVLLYGNGPGYVLKDGARPDVTESESGSPEYRQQSAVPL  
DEETHAGEDVAVFARGPQAHLVHGVQEQTFIAHVMAFAACLEPYTACDLA  
PPAGTTDAAHPGKLDYKDDDDKLKSEVEYRAEVGQNAYLPCFYTPAAPGN  
LVPVCWGKGACPVFECGNVVLRTDERDVNYWTSRYWLNGDFRKGDVSLTI 
ENVTLADSGIYCCRIQIPGIMNDEKFNLKLVIKPAKVTPAPTRQRDFTAA  
FPRMLTTRGHGPAETQTLGSLPDINLTQISTLANELRDSRLANDLRDSGA  
TIRIGIYIGAGICAGLALALIFGALIFKWYSHSKEKIQNLSLISLANLPP  
SGLANAVAEGIRSEENIYTIEENVYEVEEPNEYYCYVSSRQQPSQPLGCR  
FAMPAAAEQKLISEEDLNGAVEHHHHHH* 

Abbildung 41: Plasmidkarte und Aminosäuresequenz des Plasmids pcDNA3.1-AP-hTim-3. 

 

 

AP- hTim-3
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pcDNA3.1-AP-hTim-3∆∆∆∆S1 

 

 

 

METDTLLLWVLLLWVPGSTGDKLIIFLGDGMGVSTVTAARILKGQKKDKL  
GPEIPLAMDRFPYVALSKTYNVDKHVPDSGATATAYLCGVKGNFQTIGLS  
AAARFNQCNTTRGNEVISVMNRAKKAGKSVGVVTTTRVQHASPAGTYAHT  
VNRNWYSDADVPASARQEGCQDIATQLISNMDIDVILGGGRKYMFRMGTP  
DPEYPDDYSQGGTRLDGKNLVQEWLAKRQGARYVWNRTELMQASLDPSVT  
HLMGLFEPGDMKYEIHRDSTLDPSLMEMTEAALRLLSRNPRGFFLFVEGG  
RIDHGHHESRAYRALTETIMFDDAIERAGQLTSEEDTLSLVTADHSHVFS  
FGGYPLRGSSIFGLAPGKARDRKAYTVLLYGNGPGYVLKDGARPDVTESE  
SGSPEYRQQSAVPLDEETHAGEDVAVFARGPQAHLVHGVQEQTFIAHVMA  
FAACLEPYTACDLAPPAGTTDAAHPGRKLDYKDDDDKLKSEVEYRAEVGQ  
NAYLPCFYTPAAPGNLVPVCWGKGACPVFECGNVVLRTDERDVNYWTSRY  
WLNGDFRKGDVSLTIENVTLADSGIYCCRIQIPGIMNDEKFNLKLVIKPA  
KVTPAPTRQRDFTAAFPRMLTTRGHGPAETQTLGSLPDINLTQISTLANE  
LRDSRLANDGIYIGAGICAGLALALIFGALIFKWYSHSKEKIQNLSLISL  
ANLPPSGLANAVAEGIRSEENIYTIEENVYEVEEPNEYYCYVSSRQQPSQ  
PLGCRFAMPGGRTSSSSSLRYRLNPLISLDCAF* 

Abbildung 42: Plasmidkarte und Aminosäuresequenz des Plasmids pcDNA3.1-AP-hTim-3∆∆∆∆S1. 

 

 

 

AP-hTim-3-S1
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pcDNA3.1-AP-hTim-3∆∆∆∆S2 

 

 

METDTLLLWVLLLWVPGSTGDKLIIFLGDGMGVSTVTAARILKGQKKDKL  
GPEIPLAMDRFPYVALSKTYNVDKHVPDSGATATAYLCGVKGNFQTIGLS  
AAARFNQCNTTRGNEVISVMNRAKKAGKSVGVVTTTRVQHASPAGTYAHT  
VNRNWYSDADVPASARQEGCQDIATQLISNMDIDVILGGGRKYMFRMGTP  
DPEYPDDYSQGGTRLDGKNLVQEWLAKRQGARYVWNRTELMQASLDPSVT  
HLMGLFEPGDMKYEIHRDSTLDPSLMEMTEAALRLLSRNPRGFFLFVEGG  
RIDHGHHESRAYRALTETIMFDDAIERAGQLTSEEDTLSLVTADHSHVFS  
FGGYPLRGSSIFGLAPGKARDRKAYTVLLYGNGPGYVLKDGARPDVTESE  
SGSPEYRQQSAVPLDEETHAGEDVAVFARGPQAHLVHGVQEQTFIAHVMA  
FAACLEPYTACDLAPPAGTTDAAHPGRKLDYKDDDDKLKSEVEYRAEVGQ  
NAYLPCFYTPAAPGNLVPVCWGKGACPVFECGNVVLRTDERDVNYWTSRY  
WLNGDFRKGDVSLTIENVTLADSGIYCCRIQIPGIMNDEKFNLKLVIKPA  
KVTPAPTRQRDFTAAFPRMLTTRGHGPAETQTLGSLPDINLTQISTLANV  
TGLWSNRHLHRSRDLCWAGSGSYLRRFNFQMVFS* 

Abbildung 43: Plasmidkarte und Aminosäuresequenz des Plasmids pcDNA3.1-AP-hTim-3∆∆∆∆S2. 

 

 

 

 

 

 

AP-hTim-3-S2
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pcDNA3.1-AP-hTim-3∆∆∆∆S3 

 

 

 

METDTLLLWVLLLWVPGSTGDKLIIPVEEENPDFWNREAAEALGAAKKLQ  
PAQTAAKNLIIFLGDGMGVSTVTAARILKGQKKDKLGPEIPLAMDRFPYV  
ALSKTYNVDKHVPDSGATATAYLCGVKGNFQTIGLSAAARFNQCNTTRGN  
EVISVMNRAKKAGKSVGVVTTTRVQHASPAGTYAHTVNRNWYSDADVPAS  
ARQEGCQDIATQLISNMDIDVILGGGRKYMFRMGTPDPEYPDDYSQGGTR  
LDGKNLVQEWLAKRQGARYVWNRTELMQASLDPSVTHLMGLFEPGDMKYE  
IHRDSTLDPSLMEMTEAALRLLSRNPRGFFLFVEGGRIDHGHHESRAYRA  
LTETIMFDDAIERAGQLTSEEDTLSLVTADHSHVFSFGGYPLRGSSIFGL  
APGKARDRKAYTVLLYGNGPGYVLKDGARPDVTESESGSPEYRQQSAVPL  
DEETHAGEDVAVFARGPQAHLVHGVQEQTFIAHVMAFAACLEPYTACDLA  
PPAGTTDAAHPGKLDYKDDDDKLKSEVEYRAEVGQNAYLPCFYTPAAPGN  
LVPVCWGKGACPVFECGNVVLRTDERDVNYWTSRYWLNGDFRKGDVSLTI  
ENVTLADSGIYCCRIQIPGIMNDEKFNLKLVIKPAKVTPAPTRQRDFTAA  
FPRMLTTRGHGPAETQTLGSLPDIELRDSRLANDLRDSGATIRIGIYIGA 
GICAGLALALIFGALIFKWYSHSKEKIQNLSLISLANLPPSGLANAVAEG  
IRSEENIYTIEENVYEVEEPNEYYCYVSSRQQPSQPLGCRFAMPAAAEQK 
LISEEDLNGAVEHHHHHH* 

Abbildung 44: Plasmidkarte und Aminosäuresequenz des Plasmids pcDNA3.1-AP-hTim-3∆∆∆∆S3. 

 

 

AP-hTim- ∆S3
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pcDNA3.1-AP-hTim-3∆∆∆∆ICD 

 

 

 

METDTLLLWVLLLWVPGSTGDKLIIFLGDGMGVSTVTAARILKGQKKDKL  
GPEIPLAMDRFPYVALSKTYNVDKHVPDSGATATAYLCGVKGNFQTIGLS  
AAARFNQCNTTRGNEVISVMNRAKKAGKSVGVVTTTRVQHASPAGTYAHT  
VNRNWYSDADVPASARQEGCQDIATQLISNMDIDVILGGGRKYMFRMGTP 
DPEYPDDYSQGGTRLDGKNLVQEWLAKRQGARYVWNRTELMQASLDPSVT  
HLMGLFEPGDMKYEIHRDSTLDPSLMEMTEAALRLLSRNPRGFFLFVEGG  
RIDHGHHESRAYRALTETIMFDDAIERAGQLTSEEDTLSLVTADHSHVFS  
FGGYPLRGSSIFGLAPGKARDRKAYTVLLYGNGPGYVLKDGARPDVTESE  
SGSPEYRQQSAVPLDEETHAGEDVAVFARGPQAHLVHGVQEQTFIAHVMA  
FAACLEPYTACDLAPPAGTTDAAHPGRKLDYKDDDDKLKSEVEYRAEVGQ  
NAYLPCFYTPAAPGNLVPVCWGKGACPVFECGNVVLRTDERDVNYWTSRY  
WLNGDFRKGDVSLTIENVTLADSGIYCCRIQIPGIMNDEKFNLKLVIKPA  
KVTPAPTRQRDFTAAFPRMLTTRGHGPAETQTLGSLPDINLTQISTLANE  
LRDSRLANDLRDSGATIRIGIYIGAGICAGLALALIFGALIFAAAHHHHH  
H* 

Abbildung 45: Plasmidkarte und Aminosäuresequenz des Plasmids pcDNA3.1-AP-hTim-3∆∆∆∆ICD. 

 

 

 

 

 

AP-hTim- ∆ICD
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pcDNA3.1-AP-hTim-3∆∆∆∆I1 

 

 

 

METDTLLLWVLLLWVPGSTGDKLIIPVEEENPDFWNREAAEALGAAKKLQ  
PAQTAAKNLIIFLGDGMGVSTVTAARILKGQKKDKLGPEIPLAMDRFPYV  
ALSKTYNVDKHVPDSGATATAYLCGVKGNFQTIGLSAAARFNQCNTTRGN  
EVISVMNRAKKAGKSVGVVTTTRVQHASPAGTYAHTVNRNWYSDADVPAS  
ARQEGCQDIATQLISNMDIDVILGGGRKYMFRMGTPDPEYPDDYSQGGTR  
LDGKNLVQEWLAKRQGARYVWNRTELMQASLDPSVTHLMGLFEPGDMKYE  
IHRDSTLDPSLMEMTEAALRLLSRNPRGFFLFVEGGRIDHGHHESRAYRA  
LTETIMFDDAIERAGQLTSEEDTLSLVTADHSHVFSFGGYPLRGSSIFGL  
APGKARDRKAYTVLLYGNGPGYVLKDGARPDVTESESGSPEYRQQSAVPL  
DEETHAGEDVAVFARGPQAHLVHGVQEQTFIAHVMAFAACLEPYTACDLA  
PPAGTTDAAHPGKLDYKDDDDKLKSEVEYRAEVGQNAYLPCFYTPAAPGN  
LVPVCWGKGACPVFECGNVVLRTDERDVNYWTSRYWLNGDFRKGDVSLTI  
ENVTLADSGIYCCRIQIPGIMNDEKFNLKLVIKPAKVTPAPTRQRDFTAA  
FPRMLTTRGHGPAETQTLGSLPDINLTQISTLANELRDSRLANDLRDSGA  
TIRIGIYIGAGICAGLALALIFGALIFKWYSHSKEKIQNLSLISLANLPP  
SGLANAVAEGIRSEENIYTIEENVYEVEEP* 

Abbildung 46: Plasmidkarte und Aminosäuresequenz des Plasmids pcDNA3.1-AP-hTim-3∆∆∆∆I1 

 

 

AP-hTim- ∆I1
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pcDNA3.1-AP-hTim-3∆∆∆∆I2 

 

 

 

METDTLLLWVLLLWVPGSTGDKLIIPVEEENPDFWNREAAEALGAAKKLQ 
PAQTAAKNLIIFLGDGMGVSTVTAARILKGQKKDKLGPEIPLAMDRFPYV  
ALSKTYNVDKHVPDSGATATAYLCGVKGNFQTIGLSAAARFNQCNTTRGN  
EVISVMNRAKKAGKSVGVVTTTRVQHASPAGTYAHTVNRNWYSDADVPAS  
ARQEGCQDIATQLISNMDIDVILGGGRKYMFRMGTPDPEYPDDYSQGGTR  
LDGKNLVQEWLAKRQGARYVWNRTELMQASLDPSVTHLMGLFEPGDMKYE 
IHRDSTLDPSLMEMTEAALRLLSRNPRGFFLFVEGGRIDHGHHESRAYRA  
LTETIMFDDAIERAGQLTSEEDTLSLVTADHSHVFSFGGYPLRGSSIFGL  
APGKARDRKAYTVLLYGNGPGYVLKDGARPDVTESESGSPEYRQQSAVPL  
DEETHAGEDVAVFARGPQAHLVHGVQEQTFIAHVMAFAACLEPYTACDLA 
PPAGTTDAAHPGKLDYKDDDDKLKSEVEYRAEVGQNAYLPCFYTPAAPGN  
LVPVCWGKGACPVFECGNVVLRTDERDVNYWTSRYWLNGDFRKGDVSLTI  
ENVTLADSGIYCCRIQIPGIMNDEKFNLKLVIKPAKVTPAPTRQRDFTAA  
FPRMLTTRGHGPAETQTLGSLPDINLTQISTLANELRDSRLANDLRDSGA  
TIRIGIYIGAGICAGLALALIFGALIFKWYSHSKEKIQNLSLISLANLPP  
SGLANAVAEGIRSEENI* 

Abbildung 47: Plasmidkarte und Aminosäuresequenz des Plasmids pcDNA3.1-AP-hTim-3∆∆∆∆I2. 

 

 

AP-hTim- ∆I2
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pcDNA3.1-AP-hTim-3∆∆∆∆I3 

 

 

METDTLLLWVLLLWVPGSTGDKLIIPVEEENPDFWNREAAEALGAAKKLQ  
PAQTAAKNLIIFLGDGMGVSTVTAARILKGQKKDKLGPEIPLAMDRFPYV  
ALSKTYNVDKHVPDSGATATAYLCGVKGNFQTIGLSAAARFNQCNTTRGN  
EVISVMNRAKKAGKSVGVVTTTRVQHASPAGTYAHTVNRNWYSDADVPAS  
ARQEGCQDIATQLISNMDIDVILGGGRKYMFRMGTPDPEYPDDYSQGGTR  
LDGKNLVQEWLAKRQGARYVWNRTELMQASLDPSVTHLMGLFEPGDMKYE  
IHRDSTLDPSLMEMTEAALRLLSRNPRGFFLFVEGGRIDHGHHESRAYRA 
LTETIMFDDAIERAGQLTSEEDTLSLVTADHSHVFSFGGYPLRGSSIFGL  
APGKARDRKAYTVLLYGNGPGYVLKDGARPDVTESESGSPEYRQQSAVPL  
DEETHAGEDVAVFARGPQAHLVHGVQEQTFIAHVMAFAACLEPYTACDLA  
PPAGTTDAAHPGKLDYKDDDDKLKSEVEYRAEVGQNAYLPCFYTPAAPGN  
LVPVCWGKGACPVFECGNVVLRTDERDVNYWTSRYWLNGDFRKGDVSLTI  
ENVTLADSGIYCCRIQIPGIMNDEKFNLKLVIKPAKVTPAPTRQRDFTAA  
FPRMLTTRGHGPAETQTLGSLPDINLTQISTLANELRDSRLANDLRDSGA  
TIRIGIYIGAGICAGLALALIFGALIFKWYSHSKEKIQNLSLISLANLPP  
SGLEENIYTIEENVYEVEEPNEYYCYVSSRQQPSQPLGCRFAMPAAAEQK  
LISEEDLNGAVEHHHHHH* 

Abbildung 48: Plasmidkarte und Aminosäuresequenz des Plasmids pcDNA3.1-AP-hTim-3∆∆∆∆I3. 

 

 

 

 

AP-hTim- ∆I3
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pcDNA3.1-AP-hTim-3∆∆∆∆I4 

 

 

 

 

METDTLLLWVLLLWVPGSTGDKLIIPVEEENPDFWNREAAEALGAAKKLQ  
PAQTAAKNLIIFLGDGMGVSTVTAARILKGQKKDKLGPEIPLAMDRFPYV  
ALSKTYNVDKHVPDSGATATAYLCGVKGNFQTIGLSAAARFNQCNTTRGN  
EVISVMNRAKKAGKSVGVVTTTRVQHASPAGTYAHTVNRNWYSDADVPAS  
ARQEGCQDIATQLISNMDIDVILGGGRKYMFRMGTPDPEYPDDYSQGGTR  
LDGKNLVQEWLAKRQGARYVWNRTELMQASLDPSVTHLMGLFEPGDMKYE 
IHRDSTLDPSLMEMTEAALRLLSRNPRGFFLFVEGGRIDHGHHESRAYRA  
LTETIMFDDAIERAGQLTSEEDTLSLVTADHSHVFSFGGYPLRGSSIFGL  
APGKARDRKAYTVLLYGNGPGYVLKDGARPDVTESESGSPEYRQQSAVPL  
DEETHAGEDVAVFARGPQAHLVHGVQEQTFIAHVMAFAACLEPYTACDLA  
PPAGTTDAAHPGKLDYKDDDDKLKSEVEYRAEVGQNAYLPCFYTPAAPGN  
LVPVCWGKGACPVFECGNVVLRTDERDVNYWTSRYWLNGDFRKGDVSLTI  
ENVTLADSGIYCCRIQIPGIMNDEKFNLKLVIKPAKVTPAPTRQRDFTAA  
FPRMLTTRGHGPAETQTLGSLPDINLTQISTLANELRDSRLANDLRDSGA  
TIRIGIYIGAGICAGLALALIFGALIFKWYSHSKEKIQNLANAVAEGIRS  
EENIYTIEENVYEVEEPNEYYCYVSSRQQPSQPLGCRFAMPAAAEQKLIS  
EEDLNGAVEHHHHHH* 

Abbildung 49: Plasmidkarte und Aminosäuresequenz des Plasmids pcDNA3.1-AP-hTim-3∆∆∆∆I4. 
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pcDNA3.1-AP-hTim-3∆∆∆∆I5 

 

 

METDTLLLWVLLLWVPGSTGDKLIIPVEEENPDFWNREAAEALGAAKKLQ  
PAQTAAKNLIIFLGDGMGVSTVTAARILKGQKKDKLGPEIPLAMDRFPYV  
ALSKTYNVDKHVPDSGATATAYLCGVKGNFQTIGLSAAARFNQCNTTRGN  
EVISVMNRAKKAGKSVGVVTTTRVQHASPAGTYAHTVNRNWYSDADVPAS  
ARQEGCQDIATQLISNMDIDVILGGGRKYMFRMGTPDPEYPDDYSQGGTR  
LDGKNLVQEWLAKRQGARYVWNRTELMQASLDPSVTHLMGLFEPGDMKYE  
IHRDSTLDPSLMEMTEAALRLLSRNPRGFFLFVEGGRIDHGHHESRAYRA  
LTETIMFDDAIERAGQLTSEEDTLSLVTADHSHVFSFGGYPLRGSSIFGL  
APGKARDRKAYTVLLYGNGPGYVLKDGARPDVTESESGSPEYRQQSAVPL  
DEETHAGEDVAVFARGPQAHLVHGVQEQTFIAHVMAFAACLEPYTACDLA  
PPAGTTDAAHPGKLDYKDDDDKLKSEVEYRAEVGQNAYLPCFYTPAAPGN  
LVPVCWGKGACPVFECGNVVLRTDERDVNYWTSRYWLNGDFRKGDVSLTI  
ENVTLADSGIYCCRIQIPGIMNDEKFNLKLVIKPAKVTPAPTRQRDFTAA  
FPRMLTTRGHGPAETQTLGSLPDINLTQISTLANELRDSRLANDLRDSGA  
TIRIGIYIGAGICAGLALALIFGALILASSLWPTSLPQDWQMQ* 

Abbildung 50: Plasmidkarte und Aminosäuresequenz des Plasmids pcDNA3.1-AP-hTim-3∆∆∆∆I5. 
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pcDNA3.1-AP-hTim-3∆∆∆∆ICD+1 

 

 

 

 

METDTLLLWVLLLWVPGSTGDKLIIFLGDGMGVSTVTAARILKGQKKDKL  
GPEIPLAMDRFPYVALSKTYNVDKHVPDSGATATAYLCGVKGNFQTIGLS  
AAARFNQCNTTRGNEVISVMNRAKKAGKSVGVVTTTRVQHASPAGTYAHT  
VNRNWYSDADVPASARQEGCQDIATQLISNMDIDVILGGGRKYMFRMGTP  
DPEYPDDYSQGGTRLDGKNLVQEWLAKRQGARYVWNRTELMQASLDPSVT  
HLMGLFEPGDMKYEIHRDSTLDPSLMEMTEAALRLLSRNPRGFFLFVEGG  
RIDHGHHESRAYRALTETIMFDDAIERAGQLTSEEDTLSLVTADHSHVFS  
FGGYPLRGSSIFGLAPGKARDRKAYTVLLYGNGPGYVLKDGARPDVTESE  
SGSPEYRQQSAVPLDEETHAGEDVAVFARGPQAHLVHGVQEQTFIAHVMA  
FAACLEPYTACDLAPPAGTTDAAHPGRKLDYKDDDDKLKSEVEYRAEVGQ  
NAYLPCFYTPAAPGNLVPVCWGKGACPVFECGNVVLRTDERDVNYWTSRY  
WLNGDFRKGDVSLTIENVTLADSGIYCCRIQIPGIMNDEKFNLKLVIKPA  
KVTPAPTRQRDFTAAFPRMLTTRGHGPAETQTLGSLPDINLTQISTLANE  
LRDSRLANDLRDSGATIRIGIYIGAGICAGLALALIFGALIFK* 

Abbildung 51: Plasmidkarte und Aminosäuresequenz des Plasmids pcDNA3.1-AP-hTim-

3∆∆∆∆ICD+1. 
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pet23a(+)-hTim-IgV 

 

 

 
 
MSEVEYRAEVGQNAYLPCFYTPAAPGNLVPVCWGKGACPVFECGNVVLRT  
DERDVNYWTSRYWLNGDFRKGDVSLTIENVTLADSGIYCCRIQIPGIMND  
EKFNLKLVIKPAKGAAAEQKLISEEDLNGAVEHHHHHH* 
 

Abbildung 52: Plasmidkarte und Aminosäuresequenz des Plasmids pet23a(+)-hTim-3-IgV. 
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