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CHRISTIAN-ALBRECHTS-UNIVERSITÄT ZU KIEL

Zusammenfassung

CANDIS - Die Rolle der Stalk-Region für die Shedding-Aktivität von

ADAM17 und Identifizierung des Bindungsepitopes des humanen

Interleukin-6 Rezeptors an seine Sheddase ADAM17

von Katharina Viktoria Höbel

Die Metalloprotease ADAM17 spielt eine äußerst wichtige Rolle in physiologischen wie
pathologischen Prozessen. Das liegt nicht zuletzt an ihrem breiten Substratspektrum, als
dessen prominenteste Vertreter der Interleukin-6 Rezeptor (IL-6R) und Tumornekrosefak-
tor-α (TNF-α) zu nennen sind. Trotz der hohen Relevanz dieser Protease sind die Aktivie-
rungs- respektive Inhibitonsmechanismen und die Rolle, welche die einzelnen Domänen
in diesem Zusammenhang spielen noch weitestgehend unbekannt. In dieser Arbeit sollte
insbesondere die Rolle der CANDIS (Conserved ADAM Seventeen Dynamic Interacti-
on Sequence) bezüglich ihrer Substratbindeeigenschaften näher charakterisiert werden.
Die als CANDIS bezeichnete Sequenz befindet sich im N-terminalen Bereich der Stalk -
Region von ADAM17 und ist in ihrer konservierten Form unter den Mitgliedern der
ADAM-Familie einzigartig.

Zur Untersuchung welchen Einfluss die membran-proximale Domäne und CANDIS
auf das Shedding-Verhalten von ADAM17 haben, wurden mithilfe retroviraler Vekto-
ren mEFADAM17 ex/ex-Zelllinien (murine embryonic fibroblasts, die kaum funktionelles
ADAM17 exprimieren) generiert, welche ADAM17/ADAM22/ADAM10-Chimären an-
stelle von Wildtyp-ADAM17 exprimieren. Mit diesen Zellen kann die Rolle der membran-
proximalen Domäne und CANDIS in Zukunft näher charakterisiert werden.

Bezüglich der bereits im Vorfeld bekannten Interaktion zwischen dem humanen Interleukin-
6 Rezeptor und der CANDIS konnte das Bindungsepitop des humanen Interleukin-6 Re-
zeptors an CANDIS identifiziert werden. Es befindet sich im N-terminalen Bereich der
Stalk -Region, genauer im Bereich zwischen E317 und Q332.

Bei Untersuchungen, ob die Bindung weiterer ADAM17-Substrate wie Tumornekrosefaktor-
α oder der Interleukin-1 Rezeptor II an ADAM17 ebenfalls über CANDIS vermittelt wird,
zeigten sich keine Hinweise für eine Interaktion zwischen einem Peptid, welches die Ami-
nosäuresequenz der CANDIS enthält, und den Substraten. Somit liegt die Vermutung
nahe, dass ADAM17 mehrere Substratbindestellen besitzt, welche es in Zukunft noch
näher zu charakterisieren gilt.
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Abstract

CANDIS - The Role of ADAM17’s -Stalk Region for its Activity and

Identification of the Human Interleukin-6 Receptor Binding Epitope to its

Sheddase ADAM17

by Katharina Viktoria Höbel

The metalloprotease ADAM17 plays an extendently important role in physiological and
pathological processes within the human body. Not least due to its broad spectrum
of substrates. Among them the most prominent representatives are the interleukin-6
receptor (IL-6R) and tumor necrosis factor-α (TNF-α). Despite the high relevance of
ADAM17 the mechanism of activation and inhibition and the role of the single domains
within these processes are to a large extend still unknown. As a consequence one aim
of this work has been to characterize the role of CANDIS (Conserved ADAM Seventeen
Dynamic Interaction Sequence) regarding its substrate binding properties. The sequence
that is defined as CANDIS is situated at the C-terminal end of ADAM17’s stalk region
and unique among the members of the ADAM family.

In order to examine the influence of the membrane proximal domain and CANDIS
on shedding activity meFADAM17 ex/ex cell lines (murine embryonal fibroblats al-
most completely lacking expression of functional ADAM17) that expressed ADAM17/
ADAM22/ADAM10-chimeras instead of wild type ADAM17 have been created using a
retroviral system. Those cell lines will be a useful tool to characterize the role of the
membrane proximal domain and CANDIS in near future.

Concerning the already known interaction between the human Interleukin-6 receptor
and CANDIS the binding epitope of human Interleukin-6 receptor to CANDIS could be
identified. It is situated within N-terminal end of the stalk region more exactly between
E317 and Q332.

Investigations whether binding of further ADAM17 substrates like tumor necrosis
factor-α or Interleukin-1 receptor II to the protease is also mediated by CANDIS haven’t
shown an interaction between the used CANDIS peptide and the examined substrates.
Hence we assume that ADAM17 contains several substrate binding sites that are to be
characterized in near future.
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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Die Familie der ADAM-Proteasen und ADAM17

1.1.1 Die ADAM-Familie und deren Struktur

Die ADAMs (A Disintegrin And Metalloprotease) werden in der MEROPS-Klassifikation

zu den Metzinkinen (M12) der größten Familie der Metalloendopeptidasen gezählt. In-

nerhalb dieser Familien bilden die ADAMs gemeinsam mit den Schlangengiftmetallopro-

teasen die Subfamilie M12B der sogenannten Adamalysine [10, 38]. Weitere Mitglieder

der Metzinkin-Familie sind die Astacine, die Matrix-Metalloproteasen (MMPs) und die

Serralysine (Proteasen, welche in einigen Prokaryonten vorkommen).

ADAMs wurden in zahlreichen Spezies ausgemacht, von der Nematode Caenorhabditis

elegans bis hin zu Vertebraten [16]. Bisher sind mehr als 40 ADAMs in unterschiedli-

chen Spezies identifiziert worden. Es wird angenommen, dass im menschlichen Körper

21 ADAMs exprimiert werden, von welchen 13 katalytische Aktivität besitzen [16].

Struktur der ADAMs ist mit der gut bekannten Struktur der Class III Snake Venom

Metalloenzymes, die auch als Reprolysine bekannt sind, eng verwandt [21]. Die Mitglieder

der ADAM-Familie haben eine Länge von etwa 750 Aminosäuren [16]. Ihr charakteristi-

scher, konservierter Aufbau enhält eine N-terminale Signalsequenz, die das Protein auf

1
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Prodomäne

Katalytische Domäne

Disintegrin-Domäne

membran-proximale
Domäne

CANDIS

intrazelluläre Region

Abbildung 1.1: ADAM17: Schematische Darstellung
Darstellung der Domänenstruktur von ADAM17

den sekretorischen Weg dirigiert, eine Prodomäne, katalytische Domäne, Disintegrin-

Domäne mit einer cysteinreichen Region, einer EGF-Domäne und eine Transmembran-

region, gefolgt von einem zytoplsmatischen Teil [46]. ADAM10 und ADAM17 nehmen

innerhalb der Adamalysine eine Sonderrolle ein. Sie besitzen statt einer cysteinreichen

und EGF-Domäne eine membran-proximale Domäne [50].

ADAM17 wird als inaktives Zymogen produziert. Dabei dient die Prodomäne der kor-

rekten Faltung und spielt vermutlich als Chaperon beim intrazellulären Transport eine

Rolle [29]. Die Prodomäne wird konstitutiv im trans-Golgi-Netzwerk durch Furin oder

furinähnliche Konvertasen abgespalten. Nur prozessiertes ADAM17 wird auch zur Zell-

oberfläche transportiert [3]. Sowohl für ADAM17 als auch für ADAM10 wird berichtet,

dass isolierte Formen der Prodomäne als selektive Inhibitoren der reifen Protease agieren

können [16].
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Die katalytische Domäne von ADAM17 ist länger als die der meisten anderen Ada-

malysine [29]. Die katalytisch aktiven Mitglieder der ADAM-Familie haben eine charak-

teristische reprolysin-type Sequenz HEXGHXXGXXHD in ihrem aktiven Zentrum [16].

Die drei darin enthaltenen Histidine binden dabei das katalytische Zinkion, während die

Glutamine als katalytische Base für die Hydrolyse von entscheidender Bedeutung sind

[16, 38].

Die Disintegrin-Domäne der ADAMs (mit Ausnahme von ADAM15) müsste korrek-

terweise als Disintegrin-like-Domäne bezeichnet werden, da sie sich durch das Fehlen der

charakteristischen RGD-Sequenz und zusätzlichen Cystein-Resten von den in Schlangen-

gift-Metalloproteasen identifizierten Disintegrin-Domänen unterscheidet, welche mit ei-

ner großen Bandbreite an Integrinen interagieren können [16, 21]. Der Disintegrin-Domäne

der Mitglieder der ADAM-Familie wird eine Bedeutung für die Anordnung der extrazellu-

lären Domänen zugesprochen [16]. Zudem kann die Disintegrin-Domäne die Interaktion

von ADAM17 mit α5β1-Integrin vermitteln [22]. Die katalytisch inaktiven Mitglieder

der ADAM-Familie sind über ihre Disintegrindomäne an Zell-Zell-Interaktionen beteiligt

[16].

Auf die Eigenschaften und Aufgaben der membran-proximalen Domäne wird später

genauer eingegangen (siehe 1.1.6). Die Transmembranhelix scheint für das Shedding eini-

ger ADAM17-Substrate von Bedeutung zu sein. An diesem Punkt sei darauf hingewiesen,

dass ein Konstrukt bestehend aus den extrazellulären Domänen von ADAM17, welches

durch einen Glykophosphatidylinositol-Anker (GPI-Anker) an der Zellmembran befestigt

ist, nicht in der Lage ist, die ADAM17-Substrate TGF-α, TNF-α und L-Selektin pro-

teolytisch von der Zelloberfläche zu schneiden [31]. Die zytoplasmatische Region enthält

unter anderem potentielle SRC Homology 3 Domain (SH3)-Bindungsdomänen [16]. Red-

dy et al. konnten im Jahr 2000 zeigen, dass eine humane ADAM17-Mutante, welche die

komplette extrazelluläre Struktur und Transmembranregion enthält, allerdings ab V694

abbricht – welcher somit die gesamte intrazelluläre Region fehlt – und dennoch in der

Lage ist, TNF-α im gleichen Maße von der Zelloberfläche zu schneiden wie full-length

ADAM17 [42].
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Innerhalb der ADAM-Familie haben, wie oben erwähnt, ADAM10 und ADAM17 auf-

grund der besonderen Organisation ihrer Domänen eine Sonderstellung inne. ADAM10

ist der nächste Verwandte von ADAM17. ADAM10 und ADAM17 weisen hinsichtlich

der von ihnen prozessierten Substrate einige Überschneidungen auf. Beispielsweise sind

beide in der Lage den Interleukin-6 Rezeptor proteolytisch von Zelloberflächen zu spal-

ten, wobei ADAM10 den IL-6R konstitutiv und ADAM17 nach Stimulation durch PMA

in seine lösliche Form überführt [19, 33].

1.1.2 Shedding und ADAM17 im Speziellen

Die Proteolyse, also das gezielte Schneiden von Proteinen durch Proteasen, stellt ei-

ne Stellschraube in einer großen Vielfalt von physiologischen und pathophysiologischen

Prozessen dar. Beispiele hierfür sind die Blutgerinnungskaskade, Apoptose (durch Akti-

vierung von Caspasen), Umbau von Gewebe und zahlreiche regulatorische Vorgänge im

Immunsystem [10].

Der Prozess, bei dem Transmembranproteine von der Zelloberfläche geschnitten wer-

den, wird als Shedding bezeichnet [7]. Dieses Shedding kann unter anderem dazu führen,

dass zunächst membrangebundene Signalmoleküle in deren löslicher Form systemische

Wirkung entfalten (prominentestes Beispiel TNF-α), Zytokinrezeptoren die Wirkung ih-

res Liganden antagonisieren oder aber auch, wie es bei IL-6 und dem IL-6R der Fall

ist, sogenanntes Transsignaling auslösen (siehe auch 3.17) [16]). Es wird vermutet, dass

bis zu 10% aller an der Zelloberfläche exprimierten Proteine proteolytisch gespalten und

somit in den Extrazellulärraum entlassen werden [47].

Zudem ist die Fähigkeit einer Zelle, das Proteinexpressionsmuster auf ihrer Oberfläche

durch Proteolyse zu verändern, für viele physiolgische und auch pathologische Prozesse

von großer Bedeutung. Andernfalls wäre die Zelle gezwungen in ihrem Momentanzustand

zu verharren, unfähig sich zu bewegen und oftmals nicht in der Lage zur Kommunikation

mit benachbarten oder auch weiter entfernten Zellen [7]. Hierbei ist es wichtig zu be-

achten, dass unterschiedliche Proteasen diese Proteinmodifikation auf unterschiedlichem

Wege erreichen. Möglicherweise hat jedes einzelne Zielprotein und jede Protease eine



Kapitel 1. Einleitung 5

spezielle Funktion, abhängig von der momentanen Entwicklungsphase des Organismus,

dem Gewebe oder sogar der intrazellulären Lokalisation [6].

1997 wurde ADAM17 unabhängig voneinander von zwei Gruppen als die für die Pro-

duktion von löslichem TNF-α verantwortliche Protease entdeckt [4, 35]. Aufgrund dieser

ersten Charakterisierung wurde die Protease zunächst als TACE (TNF-α Converting En-

zyme) bezeichnet. ADAM17 mRNA wird in nahezu allen Zellen des Körpers exprimiert.

Aktives ADAM17 auf der Zelloberfläche hingegen findet man hauptsächlich während

Entzündungsprozessen und Krebs. Unter physiologischen Bedingungen findet sich kaum

ADAM17 auf der Zelloberfläche, die Reifung und Verteilung scheint sehr eng reguliert

zu sein [16].

1.1.3 ADAM17-Knockout-Mäuse

Die Rolle von ADAM17 in vivo wurde zunächst in Studien mit ADAM17-Knockout-

Mäusen erforscht. 1998 generierten Peschon et al. tace∆Zn/∆Zn-Mäuse, die homozygot

für eine nicht-funktionsfähige ADAM17-Mutante sind. Ein Großteil dieser Mäuse starb

bereits vor der Geburt (e17.5) oder am ersten Tag nach der Geburt, wobei diese Mäuse

geöffnete Augenlider und Fehler in der Zellreifung und Organisation von Epithelien - vor

allem im Gastrointestinaltrakt und der Lunge - aufwiesen [40]. Die wenigen tace∆Zn/∆Zn-

Mäuse, die für einige Woche überlebten, zeigten im Vergleich zu ihren gleichaltrigen

Wildtyp-Artgenossen ein um bis zu 40% reduziertes Körpergewicht, Entzündungen der

Cornea, irreguläre Pigmentierungsmuster und gestörte Haarbildung [40]. Denselben Phä-

notyp, wie die tace∆Zn/∆Zn-Mäuse, wiesen auch ADAM17 -/- Mäuse auf, wobei diese

nicht wie erwartet TNF-α-Knockout-Mäusen, sondern mehr Tumor Growth Factor -α-

Knockout-Mäusen (TGF) ähnelten [46]. Das war als deutlicher Hinweis darauf zu werten,

dass ADAM17 neben TNF-α weitere Substrate, die während der Embryonalentwicklung

von großer Bedeutung sind, wie den EGFR-Liganden TGF-α, prozessiert. Allerdings sind

TGF-α-Knockout-Mäuse nicht pränatal letal [3].

In Studien mit HB-EGF-/-Mäusen zeigten diese, den ADAM17-/- Mäusen ähnlich, de-

formierte Herzklappen. Dies deutete darauf hin, dass HB-EGF - ein weiterer Ligand des

EGFR - ein für die Embryonalentwicklung wichtiges ADAM17-Substrat ist [27].
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Obwohl sich das Substratspektrum von ADAM10 und ADAM17 in einigen Bereichen

überschneidet, sind ADAM10- und ADAM17-Doppel-Knockout-Mäuse bereits am Em-

bryonaltag 8.5 letal. Zudem zeigten sie noch schwerwiegendere Defekte als ADAM10-

Knockout-Mäuse, was darauf hinweist, dass beide Proteasen, trotz Überschneidungen im

Substratspektrum, eigenständige Aufgabenbereiche in der Embryonalentwicklung erfül-

len [46].

Um zu untersuchen, welche Rolle ADAM17-vermitteltes Shedding im Organismus nach

der Geburt spielt, wurden mittels der EXITS-Technik (exon-induced translational stop),

Mäuse generiert, bei welchen nur 5% der ADAM17 mRNA für die Wildtyp-Protease

kodiert und somit das Expressionslevel im Vergleich zu Wildtyp-Mäusen auf 5% reduziert

werden konnte [9]. Homozygote ADAM17ex/ex-Mäuse waren post partem überlebensfähig,

zeigten aber schwerwiegende Augen-, Haar und Hautdefekte. Außerdem war in diesen

Mäusen die Regeneration der intestinalen Mukosa nach DSS-induzierter Kolitis blockiert,

der EGF-Signalweg downstream des EGFR aber noch intakt [9].

2011 berichteten Blaydon et al. von einem Patienten, welcher homozygot für eine inak-

tive ADAM17-Deletionsmutante ist. Dieser Patient zeigte neben dem Verlust des kataly-

tisch aktiven ADAM17 keine kompensatorische Hochregulation von ADAM10. Dennoch

scheint der menschliche Körper andere Kompensationsmechanismen auszubilden, da der

beschriebene Patient neben Infektionen der Haut, gastrointestinalen Entzündungen und

einer Kardiomyopathie keine weiteren Auffälligkeiten zeigte [5].

1.1.4 Mit ADAM17 assoziierte Krankheiten

In vielen in vitro und in vivo Studien sind mittlerweile über 70 ADAM17-Substrate iden-

tifiziert worden (eine sehr gute Übersicht hierzu findet sich in [47]). Das übermäßige oder

verminderte Shedding einiger dieser Substrate und die hoch- oder herunterregulierte Ex-

pression von ADAM17 werden mit vielen Krankheiten in Verbindung gebracht. Heute

wird ADAM17 unter anderem eine Beteiligung an Krebs, neurologischen und kardio-

vaskulären Erkrankungen, Asthma und Autoimmunerkrankungen wie der rheumatoiden

Arthritis zugesprochen [16, 46].
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Adam17 und entzündliche Erkrankungen Nachdem ADAM17 zunächst als die

Protease identifiziert wurde, die TNF-α von seiner membrangebundenen Proform in die

lösliche reife Form überführt und nach wie vor als Hauptsheddase von proTNF-α gilt,

ist eine Beteiligung von ADAM17 in chronisch entzündlichen Erkrankungen nahelie-

gend. Zudem sind die Pathogenese von Arthritis, Kolitis und akutem Herzversagen auf

einen teilweise massiven Anstieg von löslichem TNF-α infolge von ADAM17-Aktivität

zurückzuführen, während membranständiges TNF-α dabei keine Rolle spielt [2, 16]. Des

Weiteren ist ADAM17-vermitteltes Shedding von L-Selektin, ICAM-1 und V-CAM-1 für

die transendotheliale Migration von Immunzellen notwendig [16].

Adam17 und Krebs Eine erhöhte ADAM17-Protein- oder mRNA-Expression wur-

de für maligne Tumore in verschiedenen Geweben gezeigt, darunter Mamma-, Kolon-,

Nieren-, Bronchial- und Prostatatumoren [46]. Zudem korreliert in einigen Tumorarten

eine erhöhte ADAM17-Expression mit einer kürzeren Überlebenszeit [46]. Einige Mitglie-

der der ADAM-Familie, welche in der Lage sind durch ihre Proteaseaktivität Extrazel-

lulärmatrix abzubauen, stehen unter dem Verdacht, die Invasivität und Metastasierung

von Krebserkrankungen zu fördern [16]. ADAM17 ist für die Aktivierung des EGFR

durch TGF-α in vivo notwendig und trägt somit zur Tumorgenese in Nacktmäusen bei

[8]. Somit stellt ADAM17 ein vielversprechendes Target für die Krebstherapie dar, vor

allem seit gezeigt werden konnte, dass Nierenkarzinomzellen nach ADAM17-silencing ihr

invasives Potential verlieren und Antikörper gegen die Disintegrin-Domäne von ADAM17

die Interaktion zwischen Fibroblasten und Karzinomzellen unterbinden können [29, 52].

ADAM17 und das Herz-Kreislauf-System Weitere pathologische Prozesse mit

ADAM17-Beteiligung sind Herz-Kreislauferkrankungen: – Patienten mit Herzinfarkt zeig-

ten eine erhöhte ADAM17-Expression in den Bereichen rupturierter Plaques [46].

Weitere ADAM17-assoziierte Erkrankungen und Behandlungsansätze Auch

zur Behandlung von Barrieredefekten der Epidermis stellt ADAM17 durch seine Betei-

ligung an der EGFR-Achse ein potentielles therapeutisches Ziel dar [18]. Zudem können

sowohl ADAM17 als auch ADAM10 und ADAM9 das APP (amyoid precursor protein)
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als α-Sekretase spalten und werden demzufolge als Alzheimer-protektive Faktoren ge-

handelt [34]. Deshalb ist es ein vielverprechendes Anliegen zu verstehen, wie ADAM17

reguliert wird und wie ADAM17-Inhibitoren wirken.

1.1.5 Aktivierung und Inhibition von ADAM17

Auf die Rolle der Prodomäne hinsichtlich der Reifung und Inhibition von ADAM17 wur-

de bereits in Abschnitt 1.1.1 hingewiesen. Des Weiteren kann die Aktivität der ADAMs

durch Änderung der intrazellulären Verteilung, der Interaktion mit anderen Proteinen

oder auch posttranslationale Modifikationen des zytoplasmatischen Teiles verändert wer-

den [46]. Die ADAM17 Shedding-Aktivität ist stark beeinträchtigt, wenn ERK und/oder

der p38-MAP-Kinase Signalweg blockiert sind [17, 20]. Des Weiteren können sowohl

ADAM17 als auch ADAM10 durch Calciumeinstrom in die Zelle aktiviert werden [30].

Gooz et al. zeigten 2012, dass sich, nach Serotonin-Stimulation über einen G-Protein ge-

koppelten Rezeptor, die Assoziation von α5β1-Integrin und ADAM17 löst und ADAM17-

Shedding aktiviert wird [22].

Der stärkste bekannte Aktivator von ADAM17 ist Phorbol-12-myristat-13-acetat, kurz

PMA. Zudem ist ADAM17 das einzige Mitglied der ADAM-Familie, das auf Stimulati-

on durch PMA anspricht [47]. Für diese PMA-Stimulation werden die extrazellulären

Domänen von ADAM17 benötigt, wobei der genaue Mechanismus der Aktivierung wei-

terhin unklar ist, da diese durch die Blockade der Proteinkinase C (PKC) oder ERK-

Kinaseaktivität inhibiert werden kann [25, 47]. Des Weiteren bewirkt eine ausgedehnte

PMA-Stimulation eine Internalisierung der Protease und somit eine verminderte Aktivi-

tät [29].

Der Tissue Inhibitor of Metalloproteinases 3, kurz TIMP3, ist der einzige bekann-

te endogene Inhibitor von ADAM17. Es wurde unter anderem gezeigt, dass TIMP3

die sVCAM-Freisetzung von Endothelzellen nach Zytokinstimulation unterdrückt [49].

TIMP3-defiziente Mäuse zeigen einen erhöhten Anstieg an sTNF-α bei Entzündungen.

Diese Tatsache deutet darauf hin, dass durch die Abwesenheit von TIMP3 die ADAM17-

Aktivität in geringerem Maße reguliert werden kann. Somit kann gefolgert werden, dass

in vivo ADAM17 ein Hauptziel von TIMP3 darstellt [39].
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Obwohl ADAM17 ein vielversprechender Angriffspunkt für die Behandlung von Krebs

und entzündlichen Autoimmunerkrankungen darstellt und sich ADAM17-Inhibitoren in

präklinischen Studien und Mausmodellen durchaus als wirksam erwiesen haben, mussten

klinische Studien wegen Wirkungslosigkeit und Anzeichen von Lebertoxizität abgebro-

chen werden [43]. Weitere zu erwartende Nebenwirkungen waren Haarverlust, Kardio-

myopathien und Myokarditis [5]. Ferner wurde in einer Studie mit ADAM17-Inhibitoren

an PBMCs gezeigt, dass diese zwar wirkungsvoll die Freisetzung von sTNF-α blockieren,

in vitro im humanen System jedoch über die Aktivierung von Caspase-1 ein alternativer

Entzündungsweg aktiviert wird [48].

1.1.6 ADAM17: Die membran-proximale Domäne und CANDIS

Hinsichtlich der Charakterisierung der Eigenschaften der membran-proximalen Domäne

(MPD) von ADAM17 wurde in den letzten Jahren ein großer Fortschritt erzielt. Zunächst

konnte gezeigt werden, dass Konstrukte bestehend aus der membran-proximalen Domäne

und Stalk -Region, die über einen GPI-Anker in der Zellmembran verankert sind, in der

Lage sind Dimere zu bilden. Das bedeutet, dass zur Dimerisierung von ADAM17 lediglich

diese beiden Teile – die MPD und die Stalk -Region – nötig sind [32].

Des Weiteren konnte mithilfe dieses MPD-GPI-Konstruktes die Bindungsstellen so-

wohl des IL-6R als auch des IL-1RII auf die membran-proximale Domäne und die Stalk -

Region eingegrenzt werden. Zudem wurde gezeigt, dass die Bindungsstelle für das Typ

II Protein proTNF-α wohl außerhalb der membran-proximalen Domäne liegt, da eine

Co-Immunopräziptiation von TNF-α mit dem MPD-GPI-Konstrukt nicht möglich war.

Diese Ergebnisse legten nahe, dass die membran-proximale Domäne eine tragende Rolle

hinsichtlich der Substraterkennung einiger ADAM17-Substrate spielt.

Das Shedding von L-Selektin und HB-EGF kann durch H2O2 stimuliert werden. Dies

bedeutet, dass ADAM17 redox-sensitiv ist. Tatsächlich enthält die membran-proximale

Domäne von ADAM17 ein Thioredoxinmotiv - C600XXC603, welches eine potentielle An-

griffstelle für die Proteindisulfidisomerase (PDI) darstellt. In der Tat katalysiert die PDI

eine Isomerisierung der Disulfidbrücken innerhalb dieses Thioredoxinmotives. Aufgrund

ihrer Sekundärstruktur kann die MPD17 (membran-proximale Domäne von ADAM17)
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Abbildung 1.2: Sequenzvergleich der Stalk -Region von ADAM17-Orthologen in un-
terschiedlichen Spezies

Vergleich der Aminonsäuresequenzen der Stalk -Regionen von ADAM17 beziehungsweise seiner
Orthologe im Menschen, Maus, Zebrabärbling, Drosophila und Daphnia. Der hochkonservierte Bereich

wird auch als CANDIS bezeichnet. Übernommen aus [14]

in einen großen N-terminalen und einen kleinen C-terminalen Bereich aufgeteilt werden.

Es wird zwischen einer offenen und geschlossenen Form der MPD17 unterschieden. Die

geschlossene Form zeichnet sich dadurch aus, dass die N- und C-terminalen Bereiche über

eine Disulfidbrücke verbunden sind. In dieser Form ist die MPD17 in ihrer Flexibilität,

im Vergleich zur sogenannten offenen Form, deutlich eingeschränkt. Das Disulfidbrücken-

Shuffling hin zur geschlossenen Form wird durch die PDI katalysiert. Der gezeigte Verlust

des Sheddings des IL-1RII durch ADAM17 infolge der Überführung von der offenen in

die geschlossene Form ist vermutlich dem Flexibilitätsverlust des extrazellulären Berei-

ches von ADAM17 und dem damit verbundenen, erschwerten Zugang der katalytischen

Domäne an das Substrat oder des Substrats an seine Bindestelle geschuldet. Der Ef-

fekt des Shufflings von Disulfidbrücken innerhalb der membran-proximalen Domäne von

ADAM17 ist spezifisch für die Überführung von der offenen in die geschlossene Form.

Die PDI kann weder in ihrer oxidierten noch in ihrer reduzierten Form eine Konformati-

onsänderung von der geschlossenen hin zur offenen Form der MPD17 bewirken. Bis jetzt

scheint die geschlossene Form des MPD17 eine Sackgasse darzustellen, da noch keine

Möglichkeit entdeckt wurde, die Konformationsänderung rückgängig zu machen [15].

Neben der MPD ist die 29 Aminosäuren lange Stalk -Region von ADAM17 ebenfalls

von großem Interesse. Ein Vergleich der Stalk -Regionen von in verschiedensten Spezies

exprimierten ADAM17-Orthologen ergab, dass die ersten 14 Aminosäuren dieser Sequenz

hochkonserviert sind. Für ADAM10 konnte eine solche Konservierung der Sequenz nicht

gezeigt werden.
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Im Folgenden wird diese hochkonservierte, 14 Aminosäuren lange Sequenz als Con-

served Adam seventeeN Dynamic Interaction Sequence, kurz CANDIS, bezeichnet. Eine

Messung des Circulardichroismus (CD) der CANDIS zeigte, dass sie eine α-helikale Stru-

kur aufweist [14]. Nun stellte sich die Frage, ob die Dimerisierungs- und Substratbinde-

eigenschaften, welche aufgrund der experimentellen Datenlage der MPD zugesprochen

wurden, zum Teil nicht auf die CANDIS zurückzuführen seien. Pull down Experimente

zeigten, dass der hIL-6R an die Sequenz bindet.

Ein weiterer interessanter Fakt im Zusammenhang mit CANDIS und der MPD ist,

dass eine Bindung zwischen einer inaktiven ADAM17-Mutante und dem IL-6R durch

Vorbehandlung der Mutante mit der PDI unterbunden werden kann. Das verstärkt die

Vermutung, dass durch die Konformationsänderung beim Übergang von der offenen zur

geschlossenen Form, der Zugang des IL-6R zur CANDIS erschwert, wenn nicht sogar

unmöglich wird [15]. Der gleiche Effekt kann bei einer Co-Immunopräzipitation mit dem

MPD17-GPI-Konstrukt, das die CANDIS enthält und ebenfalls mit der PDI vorbehan-

delt wurde, und dem IL-6R beobachtet werden [14].

1.2 Interleukin-6 und sein Rezeptor

Das Zytokin Interleukin-6 (IL-6) gehört zur Familie der Vier-Helix-Bündel Zytokine [45].

Es spielt eine zentrale Rolle bei der Initiierung der hepatischen Akute-Phase-Entzün-

dungsreaktion sowie bei Differenzierung und Wachstum von Zellpopulationen, wie hä-

matopoietischer Stammzellen, T- und B-Lymphozyten [45]. Der extrazelluläre Teil des

IL-6R besteht aus einer immunglobulinähnlichen (Ig-like) Domäne und zwei modifi-

zierten Fibronektin Typ-III Domänen [23]. Auf seinen Zielzellen bindet IL-6 zunächst

an den membranständigen IL-6R, woraufhin dieser IL-6/IL-6R-Komplex mit dem Si-

gnaltransduktionsprotein gp130 - gp steht für Glykoprotein - assoziiert und damit des-

sen Dimerisierung initiiert [44]. Daraufhin wird intrazellulär der JAK/STAT- und der

Ras/MAPK/AKT-Signalweg aktivert [13].

Das Signaltransduktionsmolekül gp130 wird auf fast allen Zellen des Körpers expri-

miert, wohingegen der membranständige IL-6R lediglich auf Hepatozyten, Monozyten
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Abbildung 1.3: IL-6 Classic Signaling
Schematische Darstellung des Classic Signaling über den membranständigen IL-6R. Darstellung des

IL-6R in blau, IL-6 in orange und gp130 in gelb.

beziehungsweise Makrophagen und bestimmten anderen Leukozytenpopulationen zu fin-

den ist [45].

Interessanterweise kann die Signaltransduktion von IL-6 nicht nur, wie oben beschrie-

ben, klassisch mithilfe des membranständigen IL-6R, sondern auch über eine lösliche

Form des IL-6R (sIL-6R), als sogenanntes Transsignaling, stattfinden. Dabei bindet IL-6

an den löslichen IL-6R, um dann, wie beim klassischen IL-6-Signaling, über membran-

ständiges gp130 die intrazelluläre Kaskade auszulösen.

In gesunden Individuen liegt die Konzentration des löslichen IL-6R bei 25 bis 35 ng/ml.

Bei einigen, insbesondere entzündlichen, Erkrankungen wurden ein erhöhtes sIL-6R/IL-

6R-Verhältnis beobachtet [45]. Der sIL-6R kann durch zwei unterschiedliche Mechanis-

men generiert werden: etwa 10% entstehen über alternatives Splicing [26], wohingegen

die restlichen 90% auf Proteolyse des membranständigen IL-6R zurückzuführen sind [37].

Für gewöhnlich dient das Shedding membranständiger Rezeptoren ihrer Inaktivierung.

Zusätzlich agiert ein Großteil der löslichen Rezeptoren als Antagonist ihres Liganden,

wie beispielsweise die Rezeptoren für TNF-α.
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Dabei ist es von besonderem klinischen Interesse, dass ein hohes Level an sIL-6R

mit T-Zell-Pathologien wie AIDS und adulter T-Zell-Leukämie (ATL) assoziiert ist [24].

Transsignaling findet vor allem während immunologischen Stresssituationen wie chroni-

schen Entzündungen und Krebs statt [45]. Eine Fehlregulation des Transsignaling führt

zu einer permanenten Leukozyteninfiltration des betroffenen Gewebes oder Organs. So-

mit kann die Enzündung in ein chronisches Stadium übergehen und schließlich in einer

Destruktion des Zielgewebes resultieren [45].

Zusammenfassend ist festzustellen, dass vor allem die proinflammatorische Eigenschaf-

ten von IL-6 über Transsignaling vermittelt werden, wohingegen anti-inflammatorische

und regenerative Funktionen über den klassischen Signalweg initiiert werden [13]. Zudem

scheint IL-6-Transsignaling vornehmlich während immunologischer Stresssituationen ak-

tiviert zu werden [10].

Ein natürlicher Inhibitor des IL-6-Transsignaling ist lösliches gp130 (sgp130), welches

ebenfalls als Splicingvariante des Wildtyp gp130 existiert [44]. In transgenen Mäusen

konnte überexprimiertes sgp130 IL-6-Transsignaling wirkungsvoll blockieren, ohne das

klassische IL-6-Signaling zu beeinflussen [41].

Die für die limitierte Proteolyse des IL-6R verantwortlichen Proteasen sind ADAM10

und ADAM17 [10, 33]. ADAM10 shedded den IL-6R vor allem konstitutiv und ADAM17

ADAM17

IL-6R 
membrangebunden

sIL-6R
sIL-6R mit IL-6

gp130/sIL-6R/IL-6-Komplex

Signaling

Abbildung 1.4: IL-6 Transsignaling
Schematische Darstellung des Transsignaling über den löslichen IL-6R.Darstellung des IL-6R in blau,

IL-6 in orange und gp130 in gelb.
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nach Stimulation [33]. Bekannte Stimuli für ADAM17-vermitteltes IL-6R-Shedding sind

PMA, Cholesteroldepletion, das C Reactive Protein (CRP), verschienene mikrobielle

Komponenten wie bakterielle Toxine, Lipopolysaccharide gram-negativer Bakterien und

hitzeinaktivierte Bakterien sowie Apoptose [13]. Nachdem die extrazellulären Domänen

des IL-6R durch ADAM17 von der Zelloberfläche freigesetzt worden sind, wird das C-

terminale Fragment ein weiteres Mal durch die γ-Sekretase proteolytisch gespalten. Dar-

aufhin werden die Überreste des IL-6R internalisiert. Allerdings scheint durch diese Pro-

zessierung kein intrazellulärer Signalweg in Gang gesetzt zu werden, wie es zum Beispiel

beim Notch-Rezeptor der Fall ist [11]. Die proteolytische Spaltung durch ADAM17 fin-

det im C-terminalen Bereich der Stalk -Region nahe der Zellmembran statt. Müllberg et

al. identifizierten die Lokalisation der Schnittstelle zwischen E357 und D358. Allerdings

beeinflusste eine Deletion der zehn Aminosäuren, welche die Schnittstelle flankieren und

die Proteolyse durch ADAM17 blockieren, das Shedding durch ADAM10 nur schwach.

Sowohl die Erkennung als auch das Abspalten des IL-6R von der Zellmembran durch

ADAM10 ist somit nicht von dieser Sequenz abhängig [1, 36].

Baran et al. zeigten 2013, dass weitere Deletionsmutanten des IL-6R, bei welchen

Teile der Stalk -Region fehlen trotz intakter ADAM17-Schnittstelle nicht mehr durch

ADAM17 von der Zelloberfläche geschnitten werden. Daraus wurde gefolgert, dass neben

der definierten Schnittstelle auch die dreidimensionale Struktur zur Substraterkennung

durch ADAM10 und ADAM17 beiträgt [1].

1.3 Zusammenfassung

Zusammenfassend bleibt zu sagen, dass ADAM17, trotz intensiver Forschung vor allem

bezüglich seiner Regulationsmechanismen und hinsichtlich seines therapeutischen Po-

tentials, noch sehr viele offene Fragen birgt. Mit der Identifizierung der CANDIS als

Substratbindestelle für den IL-6R und die Möglichkeit einer Interaktion dieser Sequenz

mit der Zellmembran hat sich ein neuer, sehr interessanter Bereich für weitere Untersu-

chungen eröffnet.

Um die Rolle der CANDIS weiter zu klären wurden ADAM17 full-length-Chimären

generiert, bei welchen entweder die membran-proximale Domäne, CANDIS oder aber



auch beide Regionen durch die entsprechenden Sequenzen von ADAM10 oder ADAM22

ersetzt wurden. Mithilfe dieser ADAM17-ADAM10/ADAM22-Chimären soll nun unter-

sucht werden, welche Rolle die CANDIS hinsichtlich der ADAM17-Sheddingaktivität

von unterschiedlichen Substraten spielt. Des Weiteren soll in Anlehnung an die Shed-

dingexperimente von Baran et al. [1] untersucht werden, welcher Bereich des IL-6R

als Bindungsepitop an CANDIS agiert. Außerdem sollen die Substratbindestellen von

ADAM17 für weitere Substrate, wie den IL-1RII und TNF-alpha im Kontext mit dem

aktuellen Stand der Forschung näher charakterisiert werden.
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Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Antibiotika

Ampicillin Carl Roth (Karlsruhe)
Hygromycin Carl Roth (Karlsruhe)
Kanamycin Carl Roth (Karlsruhe)
Penicillin/Streptomycin PAA Laboratories GmbH (Pasching, Austria)
Puromycin Carl Roth (Karlsruhe)
Zeocin Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)

15



Kapitel 2. Material und Methoden 16

2.1.2 Antikörper

primäre Antikörper

Anti-ADAM17 (A300D) monoklonaler Antikörper aus der Maus; bindet an ein Epi-
top der Disintegrin-Domäne von ADAM17; Konzentration:
1:1000 (Westernblot); Herstellung beschrieben in [51]

Anti-Alkaline Phosphatase Polyklonaler Antikörper aus dem Kaninchen ; detektiert die
humane und murine alkaline Phosphatase; Konzentration:
1:500 (Westernblot); Abcam (Cambridge, UK)

Anti-humaner IL-6R monoklonaler Antikörper aus der Maus (Klon 4-11); bindet
an ein Epitop auf der Domäne 1 des extrazellulären Teils
des hIL-6R; Konzentration1:1000 (Westernblot); Herstellung
beschrieben in [12]

Anti-myc (9E10) monoklonaler Antikörper aus der Maus; bindet an den c-
Myc-tag ; Konzentration 1:1000 (Westernblot); Sigma Ald-
rich (St. Louis, MO, USA)

Anti-PC (HPC4) monoklonaler Antikörper aus der Maus; bindet an die Ami-
nosäuren 6-17 des humanen Protein C; Santa Cruz Biotech-
nology (Dallas, TX, USA)

sekundäre Antikörper

Anti-Maus-Antikörper Peroxidase gekoppelter Ziege Anti-Maus IgG (schwere und
leichte Kette); Konzentration 1:5000 (Westernblot); Thermo
Scientific (Waltham, MA, USA)

Anti-Kaninchen-Antikörper Peroxidase gekoppelter Ziege Anti-Kaninchen-IgG (schwe-
re und leichte Kette); Konzentration: 1:5000 (Westernblot);
Thermoscientific (Waltham, MA, USA)

2.1.3 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien stammen, sofern nichts anderes vermerkt, von den Firmen

Carl Roth GmbH (Karlsruhe), Merck KGaA (Darmstadt) und Sigma Aldrich Chemie

(St. Louis, MO, USA).

2.1.4 Größenmarker

GeneRulerTM 1kB DNA-Ladder Fermentas (St. Leon-Rot)
PageRulerTM Prestained Protein-Ladder Thermo Scientific (Waltham, MA, USA)
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2.1.5 Kits

PureYieldTM Plasmid-Midiprep System Promega (Madison, WI, USA)
Nucleobond® AX-Kit Machery-Nagel (Düren)
NucleosSpin® Extrakt-II-Kit Machery-Nagel (Düren)

2.1.6 Oligonucleotide

Die für die beschriebenen Arbeiten verwendeten Oligonukleotide wurden von den Firmen

Metabion GmbH (München) und Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA) bezogen.

Name Sequenz

AgeI-forward gatcACCGGTCTAGCGTTTTAAACTTAAGCTTGGTACC

PacI-reverse gatcTTAATTAACCTCTAGACTCGAGCGGCCGC

TaceB forw ACGCCATCCACGCTGTTTTGACCT

TaceB rev CGCGGATCCCACACAGTGGACAAGAATGCTGAAAGG

pQC Sequ 5’ ACGCCATCCACGCTGTTTTGACCT

A17 reverse gtacCTGAACAACGACACC

2.1.7 Peptide

Die für die Immunopräzipitation verwendeten Peptide wurden alle von der Firma Bio-

synthan GmbH (Berlin) hergestellt.

Name Sequenz mit Linker

CANDIS RVQDVIERFWDFWDQILS_gsgsgK

pA10 VDADGPLARLKKAIFSP_gsgsgK

CP DQWRVVQIEFDIDLFRS_gsgsgK

2.1.8 Plasmide

Die Plasmide, welche die IL-6R/IL-11R-Chimären und Deletionsmutanten des sIL-6R

enthalten, wurden von Christoph Garbers zur Verfügung gestellt.
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2.1.9 Puffer und Lösungen

Antikörperpuffer für Westernblot 1% BSA in TBS-T

Blockierpuffer für Westernblot 6% BSA in TBS

Blockierlösung für Sepharosebeads

Ethanolamin 3 ml
Nacl 3 g

ad 100 ml mit dH2O

pH eingestellt auf 8.0

10x DNA-Ladepuffer

Glycerin 5 ml
EDTA (0.5 M, pH 8.0) 5 ml
Xylencyanol Spatelspitze
Bromphenolblau Spatelspitze

ad 10 ml mit dH2O

5x reduzierender Lämmlipuffer

Glycerin 2 ml
Mercaptoethanolblau 1 ml
10% SDS-Lösung 4 ml
Tris (0.5 M, pH 6.8) 2.5 ml
Bromphenolblau Spatelspitze

ad 10 ml mit dH2O

LB-Medium 25 g LB-Medium nach Miller in 1 000 ml dH2O

LB-Agarplatten LB-Medium mit 1,2% Agarose und 0,01% Antibiotikum (Ampicil-

lin/Kanamycin)



Kapitel 2. Material und Methoden 19

Lysepuffer

EDTA 0.404 g
NaCl 8.72 g
Tris (1 M), pH 7.6 20 ml
Triton 10 ml

ad 1 000 ml mit dH2O

Lysispuffer

Lysepuffer 50 ml
Marimastat 10 µl
Compete Protease-Inhibitor 1 Tablette

10x PBS

NaCl 80 g
KCl 2 g
Na2HPO4 14.4 g
KH2PO4 2.02 g

ad 1 000 ml mit dH2O

1x PBS 100 ml 10x PBS in 900 ml mit dH2O

Sammelgel 7,5% (SDS-PAGE)

dH2O 1 230 µl
30% Polyacrylamid 630 µl
Tris/HCl (0.5 M, pH 6.8) 630 µl
10% SDS 25 µl
10% APS 25 µl
TEMED 2.5 µl

10x SDS-PAGE-Laufpuffer

Glycin 144 g
Tris/HCl 30 g
10% SDS 100 ml

ad 1 000 ml mit dH2O
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1x SDS-PAGE-Laufpuffer 100 ml 10x SDS-PAGE-Laufpuffer in 900 ml dH2O

10x TBE-Puffer

Borsäure 61.86 g
EDTA 7.31 g
Tris 121.14 g

ad 1 000 ml mit dH2O

1x TBE-Puffer 100 ml 10x TBE-Puffer in 900ml dH2O

10x TBS

NaCl 116.68 g
Tris/HCl 60.57 g

ad 1 000 ml mit dH2O

pH eingestellt auf 7.4

1x TBS 100 ml 10x TBS in 900 ml dH2O

1x TBS-T

10x Transferpuffer 100 ml
Tween 500 µl

ad 1 000 ml mit dH2O

10x Transferpuffer

Glycin 144 g
Tris/HCl 30.3 g

ad 1 000 ml mit dH2O

1x Transferpuffer 100 ml 10x Transferpuffer in 900 ml dH2O
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Trenngel 12,5% (SDS-PAGE)

dH2O 3.06 ml
30% Polyacrylamid 4.14 ml
Tris/HCl (1.5 M, pH 8.8) 2.55 ml
10% SDS 100 µl
10% APS 100 µl
TEMED 10 µl

2.1.10 Zellkulturmedien und -reagenzien

Antibiotika s. 2.1.1

DMSO PAA Laboratories GmbH (Pasching, Austria)
DMEM Sigma-Aldrich Chemie (St. Louis, MO, USA)
FCS PAA Laboratories GmbH (Pasching, Austria)
Marimastat Calbiochem, Merck KGaA (Darmstadt)
Trypsin PAA Laboratories GmbH (Pasching, Austria)
Turbofect Fermentas (St. Leon-Rot)
PMA Calbiochem, Merck KGaA (Darmstadt)

2.1.11 Zelllinien

mEF ADAM17ex/ex

kurz mEFex/ex
immortalisierte embryonale Mäusefibroblasten. Diese Zellen
exprimieren im Vergleich zu Wildtyp-mEF nur 5% endoge-
nes ADAM17 (zur Verfügung gestellt von Athena Chalaris,
Biochemisches Institut der CAU)

HEK-293T immortalisierte humane embryonale Nierenkarzinomzellen.
Im Unterschied zu HEK-293-Zellen exprimieren sie zusätz-
lich das SV40 large T-Antigen (ATCC-Nummer: CRL-1573)

Phoenix-Eco Verpackungszelllinie (HEK-293T), stabil mit cDNA transfi-
ziert, die für Antigen, Polymerase und Hüllproteine für eco-
trope murine Retroviren kodiert; (zur Verfügung gestellt von
Garry P. Nolan, Stanford University, Palo Alto, CA, USA)
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2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden

Auftrennung von DNA per Elektrophorese

Die verdauten Plasmide wurden per Elektrophorese von den herausgeschnittenen DNA-

Fragmenten getrennt. Hierzu wurden Agarose-Gele mit einer Agarosekonzentration ge-

wählt, mit der sich die Größe des Plasmides gut auftrennen lässt. Die entsprechende

Menge Agarose wurde in TBE-Puffer aufgekocht und auf Schiffchen ausgegossen. Die

Proben wurden mit der benötigten Menge 10x DNA-Ladepuffer versetzt. Zur Durchfüh-

rung der Elektrophorese in Elektrophoresekammern (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) mit

TBE-Pufferwurde für 70 min eine Spannung von 100 V angelegt. Anschließend wurde

das Agarosegel 30 min in einer ethidiumbromidhaltigen Lösung gefärbt und mit Wasser

gespült.

Bestimmung der DNA-Konzentration in Lösung

Zur spektrometrischen Bestimmung von DNA-Konzentration in Lösung wurde der Nano-

Drop-ND 1000 (Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen) verwendet. Das gewünschte

Verhältnis der Absorption von Licht der Wellenlänge 260 nm und 280 nm (A260/A280)

liegt zwischen 1.80 und 2.00.

Ligation

Zur Ligation des geschnittenen Inserts und des geschnittenen und dephosphorylierten

Vektors wurden beide jeweils im Verhältnis 1:10 und 1:30 (Vektor : Insert) mit 1 U T4

DNA-Ligase (Fermentas, St. Leon-Rot) und 2 µl Ligase-Puffer (Fermentas, St. Leon-

Rot) für 17 h bei 16◦C inkubiert. Anschließend wurde die Ligase bei für 5 min bei 65◦C

inaktiviert und die Ligationsprodukte in chemisch kompetente E. coli transformiert.

PCR

Zur Amplifikation spezifischer DNA-Sequenzen wurde eine Polymerasekettenreaktion
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(PCR) durchgeführt. Die Ansätze wurden, wie unten aufgeführt, verwendet. Für Klo-

nierungen wurde eine Pfu-Polymerase (Frementas, St. Leon-Rot) mit Proof-reading-

Funktion eingesetzt. Beim rein qualitativen DNA-Nachweis per PCR wurde eine Go-Taq-

Polymerase (Promega, Madison, WI, USA) ohne Proof-reading-Funktion verwendet.

Mastermix -Pfu

10x Pfu-Puffer mit MgSO4 5 µl
dNTPs je 1 µl (c = 10 mM)
Primer forward 2.5 µl (c = 10 pM)
Primer reverse 2.5 µl (c = 10 pM)
Template 1 µl
Pfu-Polymerase 1 µl
ddH2O 37 µl

Mastermix -Go-Taq

5*GoTaq-Puffer 10 µl
dNTPs je 1 µl (c = 10 mM)
Primer forward 2.5 µl (c = 10 pM)
Primer reverse 2.5 µl (c = 10 pM)
Template 1 µl
GoTaq-Polymerase 0.25 µl
ddH2O 32.75 µl

Programm

Schritt-Nr. Schritt Temperatur Zeit Anzahl Zyklen
1 Denaturierung 95◦C 180 s
2 Denaturierung 95◦C 30 s
3 Annealing 30 s
4 Elongation 72◦C 5
5 Denaturierung 95◦C 30 s
6 Annealing 30 s
7 Elongation 72◦C 25
8 Elongation 72◦C

Die Länge von Schritt 4, 7 und 8 wurde an die Länge des Templates und die Geschwindig-

keit der verwendeten Polymerase angepasst. Die Annealing-Temperaturen wurden mittels

des auf http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html (letzer Zugriff März

2013) zur Verfügung gestellten Programmes bestimmt.
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Das PCR-Produkt wird über NucleoSpin®-Säulen des NucleoSpin® Extrakt-II-Kits

(Machery-Nagel, Düren) gemäß dem Protokoll des Herstellers gereinigt und die DNA-

Konzentration mithilfe des NanoDrop-Gerätes gemessen.

Plasmid-DNA Midi-Präparation

Für die Midi-Präparation wurden zunächst 100 µl LB-Medium (versetzt mit 0,01% des

entsprechenden Antibiotikums) mit einem Klon von einer LB-Agarplatte angeimpft. Die

Lösung wurde über Nacht in einem Schikanekolben bei 37◦C und 180 rpm inkubiert und

am nächsten Morgen abzentrifugiert (5 000 g, 15 min, 4◦C). Zur Extraktion der Plasmid-

DNA wurde das PureYieldTM Plasmid Midiprep System (Promega, Madison, WI, USA)

verwendet. Die Konzentration des Produktes der Midi-Präparation wurde mithilfe des

NanoDrop-Gerätes gemessen.

Plasmid-DNA Mini-Präparation

Zur Vervielfältigung der Plasmid-DNA wurden 3 ml LB-Medium (versetzt mit 0,1% des

entsprechendem Antibiotikums) mit einem Klon von einer LB-Agar-Platte angeimpft.

Die Inkubation erfolgte über 8 h bei 37◦C und 180 rpm. Anschließend wurd die LB-

Lösung für 15 min mit 6 000 g bei 4◦C abzentrifugiert.

Für die weitere Reinigung wurden die Puffer des Nucleobond® AX-Kits (Machery-

Nagel, Düren) verwendet. Das Pellet wurde in 400 µl S1-Puffer resuspendiert. Es wurden

400 µl S2- und ebenfalls 400 µl S3-Puffer zugegeben und das Behältnis vorsichtig mehr-

mals invertiert. Nach einer Inkubationszeit von 10 min wurde für 15 min mit 6 000 g

bei 4◦C zentrifugiert und der Überstand in ein neues 2 ml Reaktionsgefäß überführt.

Daraufhin wurden 660 µl 96%-ige Ethanollösung zugegeben und nach fünfminütiger In-

kubation bei Raumtemperatur für 30 min zentrifugiert (20 000 g, 4◦C). Das Pellet wurde

in 50 µl 70%-igem Ethanol resuspendiert und für weitere 10 min zentrifugiert (20 000

g, 4◦C). Zur Entferunung von Ethanolrückständen wurde das Pellet für mindestens 30

min bei Raumtemperatur getrocknet und anschließend in 30 µl ddH20 aufgenommen.

Die Reinheit und Konzentration wurde mithilfe des NanoDrop-Gerätes bestimmt.



Kapitel 2. Material und Methoden 25

Reinigung des elektrophoretisch aufgetrennten Plasmides aus Agarose-Gel

Im Anschluss an die Elektrophorese von PCR-Produkten erfolgte der Nachweis der DNA-

Banden unter UV-Licht. Als Größenreferenz diente der 1 kB DNA-Ladder (s. 2.1.4). Trat

eine deutliche Bande auf Höhe der erwarteten Größe des Plasmids auf, wurde diese aus

dem Gel herausgeschnitten, mithilfe des NucleosSpin® Extrakt-II-Kit (Machery-Nagel,

Düren) nach Herstellerprotokol extrahiert und gereinigt und anschließend deren Reinheit

und Konzentration mithilfe des NanoDrop-Gerätes bestimmt.

Sequenzierung von Plasmid-DNA

Zur Kontrolle der selbst erstellten Plasmide wurden diese von der Firma GATC Biotech

AG (Konstanz) sequenziert. Die hierfür verwendeten Primer sind unter 2.1.6 aufgeführt.

Testverdau

Ein zusätzlicher Nachweis, ob das Plasmid ausgewählter Kolonien das Insert im richtigen

Vektor enthält, erfolgte durch einen Testverdau. Dazu wurden 1 µg des Produktes einer

Mini-Präparation mit 1 U der Restriktionsendonuklease NotI (Fermentas, St. Leon-Rot)

und 2 µl des passenden Puffers für 2 h bei 37◦C inkubiert. Der Ansatz wurde anschließend

auf einem Agarose-Gel elektorphoretisch aufgetrennt und die Größe der Produkte unter

UV-Licht dokumentiert.

Transformation chemisch kompetenter Escherischia coli

Ein 50 µl-Aliquot bei -80◦C gelagerter, chemisch kompetenter E. coli wurde für 20 min

auf Eis aufgetaut und nach Zugabe von 1 µg des ausgewählten Plasmids weitere 30 min

auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock, für 6 s bei 42◦C, wurde 500 µl LB-Medium

zugegeben, die Bakterien anschließend für 60 s auf Eis und 60 min bei 37◦C und 300 rpm

inkubiert. Nach Zentrifugation für 5 min bei Raumtemperatur und 3 500 rpm, wurden

450 µl des Überstandes abgenommen, das Pellet resuspendiert und auf LB-Agarplatten

mit dem entsprechenden Antibiotikum zur Selektion ausgestrichen. Die LB-Agarplatten

wurden über Nacht bei 37◦C inkubiert.
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Verdau und Dephosphorylierung von PCR-Produkten und Plasmiden

Für den enzymatischen Verdau von PCR-Produkten wurden FastDigest-Restriktionsen-

zyme (Fermentas, St. Leon-Rot) verwendet. Die Ansätze wurden nach Herstellerinforma-

tionen berechnet. Pro Ansatz wurden 250 ng PCR-Produkt mit jeweils 1 µl der beiden

FastDigest-Enzyme sowie 3 µl des zugehörigen FastDigest-Puffers verwendet und mit

ddH20 auf 20 µl verdünnt. Die Inkubation erfolgte bei 37◦C über 60 min. Anschließend

wurden die Restriktionsenzyme für 10 min bei 80◦C inaktiviert.

Für die Vorbereitung der Plasmide zur Ligation wurden zwei einzelne Reaktionen

mit den jeweiligen Restriktionsenzymen durchgeführt. Der erste Verdau erfolgte in vier

Ansätzen mit jeweils 4,5 µg des Plasmides mit 3 µl des Enzymes sowie 6 µl des zuge-

hörigen Puffers. Die Ansätze wurden mit ddH20 auf 60 µl aufgefüllt. Der Verdau er-

folgte über 4 h bei 37◦C. Daraufhin wurden die Ansätze über NucleoSpin®-Säulen des

NucleoSpin® Extrakt-II-Kits (Machery-Nagel, Düren) nach Herstellerprotokoll gereinigt

und die Konzentration des Plasmids mithilfe des NanoDrop-Gerätes bestimmt. Für den

zweiten Schritt des Verdaus wurden zwei Ansätze, wie oben für den ersten Schritt be-

schrieben, erneut für 4 h bei 37 ◦C inkubiert. Anschließend wurde die Plasmid-DNA

durch Zugabe von 1 U Fast-AP (Fermentas, St. Leon-Rot) und Inkubation über weitere

30 min dephosphoryliert.

2.2.2 Protein-biochemische Methoden

Immunopräzipitation

Die in PBS mit Azid gelagerten Sepharosebeads wurden zweimal mit 1 ml Lysispuffer

mit 6% BSA, einmal mit Lysispuffer mit 1% BSA gewaschen und schließlich in 500 µl

Lysispuffer mit 1% BSA resuspendiert. Zwischen den Waschschritten wurden die Beads

auf Eis gelagert und sedimentieren gelassen. Dann wurden die Sepharosebeads für eine

Stunde mit dem entsprechenden Zelllysat bei 4◦C inkubiert.

Nach dieser Inkubationszeit wurde der Überstand abgenommen sowie die Beads drei-

mal mit 1 ml Lysispuffer mit 1% BSA und zweimal mit Lysispuffer ohne BSA-Zusatz
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gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurde der Überstand vorsichtig komplett ab-

genommen, die Beads mit 20 µl ddH20 und 20 µl reduzierendem 5x Lämlipuffer versetzt

und 5 min bei 95.5◦C inkubiert.

Kopplung von Antikörpern oder Peptiden an Sepharosebeads

Die in Isopropanol gelösten Sepharosebeads (Beads 4 Fast Flow, GE Healthcare, Chalfont

St Giles, GB) wurden dreimal mit 1 ml 1mM HCl versetzt und anschließend zweimal mit

1 ml PBS gewaschen. Um das Sedimentieren der Beads zu beschleunigen beziehungswei-

se Beads, die zu Beginn am Phasenübergang zwischen Isopropanol und HCl festhängen,

sedimentieren zu lassen, konnten diese bei maximal 500 g für 30 s zentrifugiert werden.

Über Nacht inkubierten die Beads mit dem entsprechenden Peptid beziehungsweise An-

tikörper (1 µg pro µl Beads) bei 4◦C. Am nächsten Tag wurden die sedimentierten Beads

mit 1 ml Blockierlösung versetzt und wiederum über Nacht bei 4◦C inkubiert. Schließlich

wurden die blockierten Beads zweimal mit PBS gewaschen und zur Lagerung mit PBS

mit 0,05% Azid versetzt.

Lyse von HEK 293T-Zellen

Zur Lyse der mit dem entsprechenden Substrat transfezierten Zellen, wurden diese, nach-

dem sie geerntet wurden, mit 250 µl Lysispuffer versetzt, 30 min bei 4◦C inkubiert und

dann für 40 min bei 20 000 g abzentrifugiert. 50 µl des Lysates wurden als Inputkontrolle

mit 12.5 µl reduzierendem 5x Lämlipuffer versetzt und 5 min bei 95.5◦C aufgekocht.

SDS-PAGE und Westernblot

Zur Auftrennung und anschließenden Detektion von Proteinen wurden die Methoden der

diskontinuierlichen SDS-Page nach Lämmli und Westernblot verwendet.

Für die SDS-Page wurden selbst hergestellte 12,5%ige Polyacrylamid-Gele in mit SDS-

PAGE-Laufpuffer gefüllte Elektrophoresekammern (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) einge-

spannt und mit entsprechenden Mengen der aufzutrennenden Proben beladen. Als Re-

ferenz diente ein Molekulargewichtsmarker PageRulerTM Prestained Protein-Ladder (s.

2.1.4).
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Zur größenabhängigen Trennung der Probe wurde für 80 bis 90 min eine Spannung

von 150 V angelegt. Um die Proteine auf eine Polyvinylidendfluorid-Membran (PVDF-

Membran) (Immobilon-P®, Merck Millipore, Darmstadt oder Amersham Hybond-P®,

GE Healthcare, Chalfont St Giles, GB) zu übertragen, wurde das “Mini Trans-Blot Cell

System” (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) verwendet. Zunächst wurde die Membran für 20

s in Methanol aktiviert und anschließend in Transferpuffer gewaschen. Daraufhin wurden

Membran, Polyacrylamid-Gel und Whatman Paper (GE Healthcare, Chalfont St Giles,

GB) nach Herstellerprotokoll in der Aparatur platziert. Der Proteintransfer erfolgte bei

94 V über 120 min. Sowohl für die Blotting-Aparatur als auch für die Elektrophorese

diente das PowerPac-Basic (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) als Spannungsquelle.

Um unspezifische Bindungen der Antikörper zu verhindern, wurde die Membran nach

dem Transfervorgang über 2 h in 5 ml Blockierpuffer gerollt und anschließend mit 5 ml

TBS-T gewaschen. Die Inkubation mit dem primären Antikörper erfolgte über Nacht.

Hierzu wurde die entsprechende Menge des Antikörpers in 5 ml Antikörperpuffer (im Falle

von HPC4: Antikörperpuffer mit einem Zusatz von 5 mM CaCl2) gelöst. Im Anschluss

wurde die Membran dreimal mit 5 ml TBS-T gespült und für 2 h mit dem sekundären

Antikörper (1 µl in 5 ml Antikörperpuffer) inkubiert. Die Membran wurde einmal mit

TBS-T und dreimal mit TBS gewaschen (jeweils 5 ml).

Zur Detektion der Proteine beziehungsweise der gekoppelten Antikörper wurde die

Membran zwischen zwei Klarsichtfolien entweder mit jeweils 100 µl der Entwicklerlö-

sungen SuperSignal West Femto Stable Peroxide Buffer und Luminol/Enhancer Solution

oder jeweils 100 µl der Entwicklerlösungen SuperSignal West Pico Stable Peroxide Buf-

fer und Luminol/Enhancer Solution (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) platziert.

Die Aufnahme der Peroxidasereaktion erfolgte durch den Luminescent Image Analyser,

LAS-1000 CH (Fujifilm, Düsseldorf), wobei die Expositionszeit abhängig von der Prote-

inmenge und dem verwendeten Entwicklerreagenz zwischen 5 s und 20 min variierte.
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2.2.3 Zellkultur

Alkaline Phosphatase-Aktivitätsassay mit mEFex/ex-Zellen

Für jedes Konstrukt, dessen Aktivität getestet werden sollte, wurden drei wells von six-

well-plates mit der cDNA des Konstruktes transfeziert. Zur Kontrolle wurden parallel

gleichbehandelte Zellen mit eGFP tranfeziert und deren Fluoreszenz nach 24 h sowie

48 h kontrolliert. Nach 48-stündiger Inkubation bei 37◦C und 5% CO2 wurden pro zu

testendem Konstrukt jeweils ein well mit einem Stimulations-, einem Inhibitons- oder

einem Kontrollansatz behandelt.

Ansätze

Stimulationsansatz

DMSO 2 µl
PMA 2 µl
DMEM ohne Zusätze 1 ml

Inhibitionsansatz

PMA 2 µl
Marimastat 2 µl
DMEM ohne Zusätze 1 ml

Kontrollansatz

DMSO 4 µl
DMEM ohne Zusätze 1 ml

Das Medium wurde von den Zellen abgenommen und durch einen Milliliter der jeweili-

gen Ansätze ersetzt. Daraufhin wurden die Zellen für weitere 2 h bei 37◦C inkubiert und

anschließend geerntet, wobei das Medium ebenfalls für das AP-Assay aufbewahrt wur-

de. Die Zellpellets wurden in 100 µl Lysispuffer mit Marimastat lysiert. Das AP-Assay

wurde auf 96-well Platten durchgeführt. Um natürliche Schwankungen zu minimieren

wurden von jedem Lysat und Überstand drei Proben gleichzeitig gemessen und bei der

Auswertung der Mittelwert dieser drei Proben gebildet. Als Substrat für die Alkaline

Phosphatase diente 4-Nitrophenyl-Disodium-Phosphat-Salz-Hexahydrat (Sigma Aldrich,
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St. Loius, MO, USA; 1 Tablette pro 5 ml Substratpuffer). Pro well wurden entweder 10

µl Lysat mit 40 µl DMEM ohne Zusätze oder 100 µl des Überstandes mit der gleichen

Menge in Substratpuffer gelösten Substrates versetzt.

Anschließend wurde über einen Zeitraum von 2 h bis 4 h die Absorption von Licht einer

Wellenlänge von 405 nm gemessen. Die Messungen erfolgten in einem Intervall von 15

bis 30 min. Zwischen den Messungen wurden die Lysate bei 4◦C und die Überstände bei

37◦C inkubiert. Als Maß für die Shedding-Aktivität des jeweiligen Konstruktes diente

das Verhältnis der Aktivität der alkalinen Phosphatase im Lysat und dem Überstand

der gleich behandelten mEFex/ex-Zellen. Anschließend wurde dieses Verhältnis in den

mit PMA und DMSO behandelten Proben auf die Ratio der jeweiligen mit Marimastat

behandelten Zellen normiert.

Berechnung der relativen Aktivität des zu testenden Konstruktes:(
AP-Aktivität im Überstand

AP-Aktivität im Lysat

)
PMA oder DMSO(

AP-Aktivität im Überstand
AP-Aktivität im Lysat

)
Marimastat

Ernten von Zellen

Zunächst wurde das Medium vollständig abgenommen und je nach dem, ob es für das

weitere Experiment von Interesse war, kühl gestellt oder verworfen. Daraufhin wurden

pro well einer six-well-plate oder pro 10 cm-Schale 1 ml PBS mit Azid hinzugegeben und

die Platten für 10 min bei 4◦C inkubiert. Nach dieser Inkubationszeit wurden die Zellen

vorsichtig mit einem Zellschaber von der Platte gelöst. Die in PBS mit Azid suspendierten

Zellen wurden für 15 min bei 1 000 g und 4◦C zentrifugiert. Zuletzt wurde der Überstand

vollständig abgenommen.

Kultivierung adhärenter Zellen

Die Zelllinien mEFex/ex, HEK 293 T und Phoenix wurden, wenn nicht anders vermerkt,

in Dubblecco’s Modiefied Eagle’s Medium (DMEM) mit 10% fetal calf serum (FCS) und

1% Penicillin-Streptomycin in einem Inkubator (Heracell, Heraeus, Kendro Laboratory

Products GmbH, Hanau) bei 37◦C und 5% CO2 auf 100x20 mm Tissue Culture Dishes
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(10 cm-Schale) (Sarstedt, Newton, NC, USA) kultiviert. Für gewöhnlich wurden die Zel-

len nach Erreichen einer Konfluenz von 80 bis 90%, alle 3 bis 5 Tage, auf neue Platten

umgesetzt. Hierfür wurden die Zellen vorsichtig mit PBS gewaschen und je nach Zelli-

nie 1 bis 4 min mit 2 ml 1:1 Trypsin-PBS-Lösung bei Raumtemperatur inkubiert. Nach

Resuspension in 3 ml DMEM wurden die Zellen bei 1 020 g und 22◦C für 5 min zentrifu-

giert. Das Zellpellet wurde vorsichtig in 2 bis 5 ml DMEM mit Zusätzen resuspendiert,

die Zellen abhängig vom Wachstumsverhalten der einzelnen Zellinien im Verhältnis 1:5

bis 1:40 gesplittet und in 8 ml frischem Medium auf neue 10 cm-Schalen ausgesetzt.

Stabile Transfektion von mEFex/ex-Zellen

Um mEFex/ex-Zellen stabil mit einem gewünschten Plasmid zu transfezieren, wurden zu-

nächst 1*106 Zellen auf einer 10 cm-Schale ausgesät. Am darauf folgenden Tag wurden

die Zellen transfeziert. Dazu wurden 1 ml DMEM ohne Zusätze mit 16 µl Turbofekt (Fer-

mentas, St. Leon-Rot) und 8 µg der cDNA für 20 min bei Raumtemperatur inkubiert

und anschießend zu dem Medium auf die 10 cm-Schale gegeben. Nach 48 h Inkubations-

zeit wurden die Zellen auf fünf 10 cm-Schalen gesplittet und mit dem Selektionsmedium

(DMEM mit 1% Zeocin) weiter inkubiert. In den folgenden Wochen wurde das Selek-

tionsedium regelmäßig (alle 3 bis 4 Tage) gewechselt. Sobald sich sichtbare Kolonien

gebildet hatten, wurden diese gepickt und gesondert hochgezüchtet.

Transiente Transfektion von HEK 293 T

Am Tag vor der Transfektion wurden pro 10 cm-Schale 3*106 Zellen in 7 ml DMEM mit

Zusätzen ausgesät. Zur Transfektion der Zellen wurden pro 10 cm-Schale 1 ml DMEM

ohne Zusätze mit 15 µg Polyethylenimin (PEI) und 5 µg pcDNA für 20 min bei Raum-

temperatur inkubiert und anschießend vorsichtig dem Medium zugegeben. Nach einer

Inkubationszeit von 8 bis 10 h wurde das Medium gegen DMEM mit 5% FCS und 1%

Penicillin-Streptomycin ausgetauscht und die Zellen weiterhin inkubiert, bis sie abhängig

von ihrer Konfluenz am zweiten Tag nach der Transfektion geerntet werden konnten.

Transiente Transfektion von mEFex/ex-Zellen für AP-Assay

Es wurden pro well einer six-well plate 1*105 Zellen ausgesät. Am nächsten Tag wurde

die transiente Transfektion durchgeführt. Dazu wurden pro well 220 µl DMEM ohne

Zusätze mit 4 µl Turbofect (Fermentas, St. Leon-Rot) und 2 µg der jeweiligen cDNA



für 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Das Medium vom Vortag wurde durch 400

µl frisches DMEM mit Zusätzen ersetzt und der Transfektionsansatz hinzugegeben.

Retrovirale Transduktion von mEFex/ex

Für die retrovirale Transduktion von mEFex/ex- Zellen wurden die retroviralen Plasmide

zunächst in Phoenix-Zellen mit den entsprechenden murinen Verpackungsproteinen aus-

gestattet und mit dem Überstand der mit den viralen Plasmiden transfezierten Phoenix-

Zellen transduciert.

Am ersten Tag wurden Phoenix-Zellen ausgesät. Pro well einer six-well-plate wurden

hierbei 5*105Zellen verwendet. Nach eintägiger Inkubation wurden diese mit den retro-

viralen Plasmiden transfeziert. Hierzu wurden zunächst 1,5 µg der Plasmid-cDNA mit

100 µl DMEM ohne Zusätze und 3 µg Turbofekt (Fermentas, St. Leon-Rot) ebenfalls

mit 100 µl DMEM ohne Zusätze 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurden

die beiden Ansätze vereint und weiterere 20 min inkubiert. Im Anschluss an diese Inku-

bationszeit wurde das Medium vom Vortag von den Phoenix-Zellen durch 1 ml DMEM

ohne Zusätze ersetzt und der Transfektionsansatz vorsichtig hinzugegeben. Nach fünf-

stündiger Inkubation der Zellen im Brutschrank wurde pro well 1 ml DMEM mit 20%

FCS und 1% Penicillin/Streptomycin zugegeben. Am selben Tag wurden ebenfalls die

mEFex/ex-Zellen für die Transduktion vorbereitet. Hierzu wurden 0,75*105Zellen pro well

einer 12-well-plate ausgesät.

Auf die Transfektion der Phoenix-Zellen und das Vorbereiten der mEFex/ex-Zellen

folgte am nächsten Tag die Transduktion der mEFex/ex-Zellen. Dazu wurde das Medi-

um von den mEFex/ex-Zellen abgenommen und durch den Überstand der Phoenix-Zellen

ersetzt. Dieser wurde zuvor über einen 0,45 µl Spritzenfilter mit PES-Membran (Fil-

tropur S0.45 ohne Vorfilter, Sarstedt AG&Co, Nümbrecht) gereinigt. Zusätzlich wurde

Polybren (Hexadimethrin-Bromid) in einer Endkonzentration von 8 µg/ml zugegeben,

um die Transduktionseffizienz zu erhöhen. Nach zweistündiger Zentrifugation bei 1 000

g und Raumtemperatur folgte die Inkubation der mEFex/ex-Zellen im Brutschrank über

48 h. Im Anschluss wurde der Überstand der Phoenix-Zellen durch das entsprechen-

de Selektionsmedium ersetzt. Für den Vektor pQCXI H (Hygromycinresistenz) wurde

Hygromycin in einer Endkonzentration von 100 µg/ml und für den Vektro pQCXI P
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(Puromycinresistenz) Puromycin in einer Konzentration von 3 µg/ml eingesetzt. Auf

diesem Selektionsmedium wurden die transducierten mEFex/ex-Zellen gehalten, bis sich

sichtbare Kolonien gebildet hatten, die gepickt und hochgezüchtet werden konnten.
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Ergebnisse

3.1 Rolle der membran-proximalen Domäne und CANDIS

hinsichtlich der Shedding-Aktivität von ADAM17

3.1.1 Produktion einer den IL-1RII stabil exprimierenden mEFex/ex

Zelllinie

Wie in Abschnitt 2.2.3 beschrieben wurden mEFex/ex-Zellen stabil mit dem IL-1RII-

AP transfeziert. Es konnten drei Klone gewonnen werden, die den IL-1RII-AP stabil

exprimieren. Nun sollte überprüft werden, ob sich die generierten Klone für Alkaline-

Phosphatase-Aktivitätsassays eignen. Hierzu wurden die Zellen auf six-well plates aus-

gesät, allerdings nicht mit ADAM17 oder ADAM17-Konstrukten transfeziert. Nach zwei

Tagen wiesen die Zellen eine 80 bis 90%ige Konfluenz auf und wurden mit den Stimula-

tions-, Inhibhitions- oder Kontrollansätzen behandelt. Nach zweistündiger Inkubation

wurden die Zellen geerntet und das AP-Assay wie beschrieben durchgeführt.

Da in diesem Fall von Interesse war, welche Menge des mit der AP-getaggten Substra-

tes sich im Zelllysat befand, wurde das Verhältnis zwischen der Aktivität der alkalinen

Phosphatase in Lysat und Überstand gebildet (und nicht wie üblich umgekehrt).

ratio =
Aktivität der AP im Zellysat zum Zeitpunkt t(PMA)

Aktivität der AP im Überstand zum Zeitpunkt t(PMA)

33
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Wie in Abb. 3.1 zu sehen ist, weisen alle drei Klone eine gute Expression des IL-1RII-

AP auf. Für weitere Exprimente wurde Klon 17 ausgewählt, da dieser im Test die höchste

AP-Aktivität aufwies. Dieser Klon wird im Folgenden als IL-1RII-mEFex/ex bezeichnet.

Klon 2
Klon 15

Klon 17

Abbildung 3.1: Aktivitätstest der den IL-1R II-AP exprimierenden Klone
Für einen Test, ob der IL-1R II-AP von den ausgewählten Klonen tatsächlich exprimiert wird, wurde

ein Aktivitätsassay durchgeführt, ohne die Zellen zuvor mit einem ADAM17-Konstrukt zu
transfezieren. Zur Berechnung der Kinetik wurde die Ratio zwischen der Aktivität der alkalinen

Phosphatase im Zelllysat im Bezug auf die Aktivität im Überstand verwendet. Gemessen wurde über
einen Zeitraum von 70 min.

Im Folgenden wurden die Aktivität einzelner ADAM17-Chimären (siehe Abb. 3.2) unter-

sucht. Als Referenz für eine normale ADAM17-Aktivität diente PC-getaggtes Wildtyp-

ADAM17, die inaktive Mutante mut16 wurde als Nullwert verwendet. Die IL-1RII-

mEFex/ex wurden wie beschrieben, ausgesät, transfeziert, stimuliert respektive inhibiert,

geerntet und die Aktivität der alkalinen Phosphatase im Lysat und Überstand gemessen.

Die Auswertung mehrerer dieser Aktivitäts-Assays ergab hohe Schwankungen zwischen

den gemessenen Aktivitäten der einzelnen Chimären. Somit konnte kein signifikanter

Unterschied im Shedding des IL-1RII-AP festgestellt werden.
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3.1.2 Klonierung der ADAM17-Chimären in retrovirale Vektoren

Ziel der Arbeit war es, die in Abb. 3.2 aufgeführten murinen ADAM17-Chimären in den

Vektror pQCXI P zu klonieren. Dieser Vektor enthält ein Puromycinresistenzgen. Zu-

sätzlich sollten eine inaktive ADAM17-Mutante (mut16) und Wildtyp-ADAM17 sowohl

in den Vektor pQCXI P als auch pQCXI H kloniert werden, um später eventuelle Co-

expressionseffekte der Chimären mit Wildtyp-ADAM17 oder der mut16 zu untersuchen.

Eine Aufführung aller Chimären, ihrer Tags und der Vektoren, in welche diese kloniert

wurden, kann Tab. 3.1 entnommen werden.

mA17wt mA17E17p10 mA17E17p22

mA17E22p22mA17E22p17 mA17E10p10mA17E10p17

Abbildung 3.2: Verwendete ADAM17-Chimären
Schematische Abbildung der in dieser Arbeit verwendeten murinen ADAM17-Chimären. Die MPD17

ist in türkis und CANDIS in orange abgebildet. Teile von ADAM22 sind in blau und Teile von
ADAM10 in pink dargestellt.

Da der Klonierungsprozess bei allen zehn Klonierungen nach dem gleichen Schema

durchgeführt wurde, wird im Folgenden exemplarisch die Klonierung der Chimäre

mA17E22p17 (Kurzform: D) in den Vektor pQCXI P dargestellt.

Die Vektoren wurden, wie beschrieben, mit den Restriktionsenzymen AgeI und PacI

(Fermentas, St. Leon-Rot) verdaut, dephosphoryliert und die Verdauungsprodukte per
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Gelelektrophorese aufgetrennt und gereinigt. Die Chimäre wurde per PCR mit der Pfu-

DNA-Polymerase vervielfältigt. Dazu wurden die Primer AgeI-forward und PacI-reverse

verwendet. Der Erfolg der PCR wurde per Agarose-Gelelektrophorese kontrolliert, das

PCR-Produkt gereinigt und mit den FastDigest-Enzymen AgeI und PacI verdaut. Im

Anschluss wurden Insert und Vektor ligiert. Das Ligationsprodukt wurde in kompetente

E. coli transformiert und auf LB-Agar-Platten mit Ampicillinzusatz ausgestrichen. Mit

20 Kolonien von diesen Platten wurde eine qualitative Colony-PCR mit der Go-Taq-

Polymerase durchgeführt. Hierfür wurden die Primer TaceB forward und Tace B reverse

verwendet, wodurch ein Leserahmen innerhalb des Inserts festgelegt wurde. Nach einer

weiteren Gelelektrophorese (0.7%-iges Agarosegel, 100 V, 30 min) wurden acht Klone

ausgewählt, bei welchen die Colony-PCR eine quantitativ hohe Vervielfältigung des In-

serts aufzeigte.

Die ausgewählten Plasmide wurden durch eine Mini-Präparation vervielfältigt. Nach

dem anschließenden Testverdau mit dem Restriktionsenzym NotI (Fermentas, St. Leon-

Rot) und der Auftrennung der Fragmente per Gelelektrophorese (0.7%-iges Agarosegel,

100 V, 70 min) wurden zwei Klone ausgewählt. Mit diesen Klonen wurde eine Plasmid-

DNA Midi-Präp durchgeführt und die Produkte sequenziert. Das Ergebnis der Sequen-

zierung zeigte für beide Klone, dass das Insert korrekt in den Vektor kloniert wurde.

Vektor Insert Abkürzung Tag
PQCXI H mut16 (inaktive ADAM17-Mutante) H+A PC
PQCXI H B41 (wt ADAM17) H+B PC
PQCXI P mA17E22p17 H+D HA
PQCXI P mA17E22p22 H+E HA
PQCXI P mA17E17p10 H+F HA
PQCXI P mA17E10p17 H+G HA
PQCXI P mA17E10p10 H+H HA
PQCXI P B26_ 1 (wt ADAM17) H+I HA
PQCXI P mut1 (inaktives wt ADAM17) H+J Flag

Tabelle 3.1: Übersicht durchgeführter Klonierungen
Es werden die retroviralen Vektoren, die Bezeichnungen der Inserts und deren jeweiliger Tag aufgeführt.
Der Vektor pQCXI H enthält ein Hygromycinresistenzgen, der Vektor pQCXI P ein Puromycinresistenz-
gen.
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Abbildung 3.3: Gelelektrophorese Colony-PCR
Gelelektrophorese der Produkte der Colony-PCR von 20 ausgewählten Klonen der Ligation des Inserts

mA17E22p17, kurz D, in den Vektor pQCXI P. Die Elektrophorese erfolgte mit einem 0,7%-igen
Agarosegel bei 100 V über 30 min.

Abbildung 3.4: Gelelektrophorese Testverdau
Gelelektrophorese des Testverdaus der acht ausgewählten Klone der Ligation des Vektors pQCXI P mit
der cDNA der Chimäre mA17E22p17, kurz D. Die Produkte der Plasmid-Mini-Präparation wurden
dazu mit dem Restriktionsenzym NotI verdaut und die Produkte auf einem 0,7%igen Agarosegel per

Elektrophorese (100 V, 70 min) ihrer Größe nach aufgetrennt.

3.1.3 Retrovirale Transduktion von mEFex/ex

Nun wurden mEFex/ex mit dem in die Vektoren für eine retrovirale Transduktion umklo-

nierten ADAM17-Chimären transduziert. Per Westernblot konnte gezeigt werden, dass

die transduzierten Zelllinien sowohl mit dem Antikörper A300D, welcher gegen die Disin-

tegrindomäne von ADAM17 gerichtet ist, als auch mit Antikörpern gegen die jeweiligen

Tags der Konstrukte - PC-Tag im Falle von B41 und mut16 in pQCXI H und HA-Tag

im Falle von mA17E22p22 in dem Vektor pQCXI P - nachgewiesen werden können.
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Abbildung 3.5: Westernblot der mit dem IL-1RII stabil transduzierten mEFex/ex

Westernblot zum Nachweis der erfolgreichen retroviralen Transduktion von mEFex/ex. Im Lysat aller
vier transduzierten Zelllinien ist mit dem gegen die Disintegrin-Domäne von ADAM17 gerichteten

Antikörper A300D ein Nachweis von ADAM17 zu erkennen.

3.2 Identifizierung des Bindungsepitops des humanen Interleukin-

6 Rezeptors an CANDIS1

3.2.1 Bindungsstudien mit IL-6R/IL-11R-Chimären

Für die im folgenden aufgeführten Immunopräzipitationen mit dem IL-6R, den IL-6R/IL-

11R-Chimären und den IL-6R-Deletionsmutanten wurden zunächst die unter 2.1.7 auf-

geführten Peptide an Sepharosebeads gekoppelt.

Alle Peptide enthalten die Sequenz gsgsgK, welche als Linker für die Kopplung an die

Sepharosebeads dient. Das CANDIS-Peptid umfasst den konservierten Bereich von CAN-

DIS zuzüglich einiger C-terminal gelegener Aminosäuren zur Stabilisierung der Struktur.

Das als pA10 bezeichnete Peptid umfasst die ersten 17 N-terminalen Aminosäuren der

Stalk -Region von ADAM10, ist also gewissermaßen analog zu CANDIS in ADAM17.

Das Kontrollpeptid (CP) besteht aus denselben Aminosäuren wie CANDIS, allerdings

sind diese in zufälliger Reihenfolge angeordnet. Die Interaktion eines Substrates mit ei-

nem an Sepharosebeads gekoppelten Peptid wurde durch Detektion mittels Westernblot

nachgewiesen.

Zunächst wurde untersucht, ob der hIL-6R mit seinen extrazellulären Domänen oder

mit seiner Stalk -Region an CANDIS bindet. Deshalb wurde für die erste Immunopräzi-

pitation eine IL-6R/IL-11R-Chimäre genutzt, welche aus den drei extrazellulären Domä-

nen, der Transmembran- und intrazellulären Region des IL-6R besteht - die Stalk -Region
1Die hier präsentierten Ergebnisse wurden bereits publiziert, siehe [14]
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IL-6R

IL-11R

Chimäre I

Chimäre V

Chimäre X

Chimäre IX

Abbildung 3.6: Übersicht über die verwendeten IL-6R/IL-11R-Chimären
Dargestellt sind der Wildtyp-hIL-6R in hellblau, Wildtyp-hIL-11R in grau, sowie alle für die

Immunpräzipitationen verwendeten IL-6R/IL-11R-Chimären.

wurde gegen die des IL-11R ausgetauscht. Das Konstrukt wird als Chimäre V bezeichnet

(siehe Abb. 3.6). Wie in Abb. 3.7 zu sehen ist, zeigte die Immunopräzipitation mit die-

sem Konstrukt keine Interaktion mit dem an die Beads gekoppelten CANDIS-Peptid auf.

Ebenso war keine Bindung an eine der Kontrollen auszumachen. Es ist als ein Hinweis

darauf zu werten, dass die drei extrazellulären Domänen des IL-6R nicht an der Bindung

zu CANDIS beteiligt sind.

Abbildung 3.7: Chimäre V: Schematische Darstellung und Immunopräzipitation
Westernblot der Immunopräzipitation von Chimäre V mit den an Sepharosebeads gekoppelten
CANDIS-, pA10- und Kontrollpeptiden – CANDIS, pA10 und CP. Chimäre V weist weder eine
Interaktion mit dem CANDIS-Peptid noch mit einer der verwendeten Kontrollen auf. Für den
Nachweis der Chimäre V diente ein Antikörper gegen den extrazellulären Teil des hIl-6R (4-11).
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Das nächste, hinsichtlich seiner Affinität zu CANDIS untersuchte Substrat, war Chi-

märe I, welche aus den extrazellulären Domänen, der Transmembran- und der intrazel-

lulären Region des IL-11R sowie der Stalk -Region des IL-6R besteht (siehe Abbildung

3.6). Sie ist analog zu Chimäre V, wobei die Anteile der beiden Rezeptoren ausgetauscht

sind. Hierbei zeigte sich, dass es möglich ist, diese Chimäre über CANDIS an die Sepha-

rosebeads zu binden (siehe Abb. 3.8). Die Stalk -Region des IL-6R scheint eine Bindung

zwischen dem hIL-6R und CANDIS zu vermitteln.

Abbildung 3.8: Chimäre I: Schematische Darstellung und Immunopräzipitation
Der Westernblot der Immunopräzipitation von Chimäre I mit den an Sepharosebeads gekoppelten

CANDIS-, pA10- und Kontrollpeptiden, CANDIS, pA10 und CP, zeigt, dass Chimäre I eine
Interaktion mit dem CANDIS-Peptid, jedoch keine mit einer der verwendeten Kontrollen, aufweist. Für

den Nachweis der Chimäre diente ein Antikörper gegen den N-terminalen myc-Tag (9E10).

Um zu untersuchen, ob die Region um die ADAM17-cleavage site in die Bindung

des hIL-6R an CANDIS involviert ist, wurden für weiterführende Experimente die IL-

6R/IL-11R-Chimären X und IX ausgewählt. Diese beiden Chimären unterscheiden sich

vom IL-6R (im Falle von Chimäre X) beziehungsweise dem IL-11R (im Falle von Chimäre

IX) nur in den zehn der Membran am nächsten gelegenen Aminosäuren. Diese wurden

durch den analogen Bereich des jeweils anderen Rezeptors ersetzt. So ist Chimäre X bis

auf die zehn C-terminalen Aminosäuren der Stalk -Region, welche durch die Sequenz des

IL-11R ersetzt wurde, identisch mit dem IL-6R. Im Falle des IL-6R ist in diesem Bereich

die ADAM17-Schnittstelle enthalten. Durch Austausch dieses Bereichs der Stalk -Region

kann beim hIL-6R das Shedding durch ADAM17 inhibiert werden (Müllberg et al.).

Wie auf Abb. 3.9 zu sehen ist, interagierte Chimäre X mit den CANDIS-Beads, aber

nicht mit den Kontrollen. Chimäre IX hingegen wies (siehe Abb. 3.10) keine Affinität zu

sämtlichen an die Sepharosebeads gekoppelten Peptiden auf. Hieraus lässt sich schließen,

dass das CANDIS-Bindungsepitop im N-terminalen Bereich des IL-6R zu lokalisieren ist.

Die Region um die cleavage site ist für diese Interaktion nicht relevant.
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Abbildung 3.9: Chimäre X: Schematische Darstellung und Immunopräzipitation
Westernblot der Immunopräzipitation von Chimäre X mit den an Sepharosebeads gekoppelten

CANDIS-, pA10- und Kontrollpeptiden, CANDIS, pA10 und CP . Chimäre X zeigte eine Interaktion
mit dem CANDIS-Peptid, jedoch nicht mit einer der verwendeten Kontrollen. Für den Nachweis von

Chimäre X wurde ein Antikörper gegen den extrazellulären Teil des hIL-6R (4-11) verwendet.

Abbildung 3.10: Chimäre IX: Schematische Darstellung und Immunopräzipitation
Chimäre IX enthät N-terminal einen myc-Tag. Westernblot der Immunopräzipitation von Chimäre IX
mit den an Sepharosebeads gekoppelten CANDIS-, pA10- und Kontrollpeptiden, CANDIS, pA10 und

CP . Chimäre IX weist weder eine Interaktion mit dem CANDIS-Peptid noch den verwendeten
Kontrollen auf. Für den Nachweis von Chimäre IX diente ein Antikörper gegen den N-terminalen

myc-Tag.

3.2.2 Bindungsstudien mit hIL-6R Deletionsmutanten

Im Folgenden sollte das Bindungsepitop des hIL-6R an CANDIS weiter eingegrenzt wer-

den. Hierfür wurden die gleichen hIL-6R-Deltetionsmutanten verwendet, mit welchen

Baran et al. ihre Shedding-Experimente durchgeführt haben [1].

Für das erste Experiment wurde eine Deletionsmutante ausgewählt, bei welcher die

Stalk -Region lediglich aus den ersten 16 Aminosäuren im N-terminalen Bereich bestand.

Die Aminosäuren 333 bis 362 waren deletiert (hIL-6R∆A333-V362) (siehe Abb. 3.11). Im

Experiment zeigt sich eine deutliche Interaktion mit den CANDIS-Beads, nicht jedoch

mit den Kontrollen (siehe Abb. 3.12). Daher wird vermutet, dass der N-terminale Bereich

der Stalk -Region für die spezifische Interaktion mit CANDIS notwendig ist. Um diese

Annahme zu unterstützen, wurde eine Deletionsmutante, bei welcher dieser Teil fehlt,

verwendet. Die Aminosäuren 317 bis einschließlich 352 sind deletiert (hIL-6R∆E317-T352,
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IL-6RΔE317-T352

IL-6RΔE317-Q332

IL-6RΔA333-V362

Abbildung 3.11: hIL-6R Deletionsmutanten
Schematische Darstellung des hIL-6R, seiner Stalk -Region und der verwendeten hIL-6R

Deletionsmutanten.

siehe Abb. 3.11). Diese Mutante zeigte mit keinem der an die Sepharosebeads gekoppelten

Peptide eine Interaktion (siehe Abb. 3.13).

Da mit den vorherigen Experimenten das Bindungsepitop des IL-6R an die CANDIS

auf eine Länge von 16 Aminosäuren eingegrenzt werden konnte, wurde von Christoph

Garbers (CAU Kiel) eine hIL-6R-Deletionsmutante generiert, der diese 16 N-terminalen

Aminosäuren der Stalk -Region fehlen (hIL-6R∆E317-Q332) (siehe Abb. 3.11). In der

Immunopräziptiation zeigt die Mutante hIL-6R∆E317-Q332 weder eine Interaktion mit

CANDIS noch mit einer der verwendeten Kontrollen (siehe Abb. 3.14). Daraus kann also
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Abbildung 3.12: hIL-6R∆A333-V362: Schematische Darstellung und Immunopräzipi-
tation

Westernblot der Immunopräzipitation der Deletionsmutante hIL-6R∆A333-V362 mit den an
Sepharosebeads gekoppelten CANDIS-, pA10- und Kontrollpeptiden, CANDIS, pA10 und CP. Die
Mutante weist eine Interaktion mit dem CANDIS-Peptid, jedoch mit keiner der Kontrollen auf. Für

den Nachweis des IL-6R diente ein Antikörper gegen den extrazellulären Teil des hIl-6R (4-11).

Abbildung 3.13: hIL-6R∆E317-T352: Schematische Darstellung und Immunopräzipi-
tation

Westernblot der Immunopräzipitation der Deletionsmutante hIL-6R∆E317-T352 mit den an
Sepharosebeads gekoppelten CANDIS-, pA10- und Kontrollpeptiden, CANDIS, pA10 und CP. Die

Mutante weist weder eine Interaktion mit dem CANDIS-Peptid noch mit einer der Kontrollen auf. Für
den Nachweis des IL-6R diente ein Antikörper gegen den extrazellulären Teil des hIl-6R (4-11).

gefolgert werden, dass die Aminosäuren 317 bis 332 der Stalk -Region des hIL-6R für die

Bindung dieses Rezeptors an CANDIS essentiell sind.

3.3 Bindungsstudien mit weiteren ADAM17-Substraten

Nach dem gleichen Vorgehen wie mit dem IL-6R/IL-11R-Chimären beziehungsweise den

Deletionsmutanten des hIL-6R wurden mögliche Interaktionen des CANDIS-Peptids und

den zur Kontrolle verwendeten Peptiden, pA10 und CP, mit dem löslichen IL-6R (sIL-

6R) und Hyper-IL-6 untersucht (siehe Abb. 3.15, beide Proteine von CONARIS). Das

als Hyper-IL-6 bezeichnete Protein besteht aus IL-6, welches bereits an eine lösliche

Form des IL-6R gebunden ist. Somit kann Hyper-IL-6 direkt mit gp130 interagieren
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Abbildung 3.14: hIL-6R∆E317-Q332: Schematische Darstellung und Immunopräzipi-
tation

Westernblot der Immunopräzipitation der Deletionsmutante IL-6R∆E317-Q332 mit den an
Sepharosebeads gekoppelten CANDIS-, pA10- und Kontrollpeptiden, CANDIS, pA10 und CP. Die

Mutante weist weder eine Interaktion mit dem CANDIS-Peptid noch mit einer der Kontrollen auf. Für
den Nachweis des IL-6R diente ein Antikörper gegen den extrazellulären Teil des hIl-6R (4-11).

und IL-6-Transsignaling unabhängig von sIL-6R vermitteln. Hierbei zeigte sich, dass

das verwendete Hyper-IL-6 weder mit dem CANDIS-Peptid noch mit den Kontrollen

interagiert. Der lösliche IL-6R (sIL-6R) bindet hingegen das CANDIS-Peptid (vergleiche

Abb. 3.16 und 3.17).

Abbildung 3.15: Vergleich der Sequenzen von Hyper-IL-6 und sIL-6R
Schematische Darstellung, welche Anteile der Stalk -Region die jeweiligen verwendeten IL-6R-, sIL-6R-
und Hyper-IL-6-Konstrukte enthalten. In schwarz ist die Aminosäurensequenz der Stalk -Region des
IL-6R dargestellt. Blau unterstrichen ist der Bereich der Stalk -Region, welchen der IL-6R-Anteil des
Hyper-IL-6 enthält; lila unterstrichen der Bereich der Stalk -Region, welchen das lösliche IL-6R-Peptid

(sIL-6R) enthält. Die ADAM17-cleavage site wurde durch einen Pfeil markiert.

Abbildung 3.16: Hyper-IL-6: Immunopräzipitation
Westernblot der Immunopräzipitation von Hyper-IL-6 mit den an Sepharosebeads gekoppelten
CANDIS-, pA10- und Kontrollpeptiden, CANDIS, pA10 und CP. Die Mutante weist weder eine
Interaktion mit dem CANDIS-Peptid noch mit einer der Kontrollen auf. Für den Nachweis des

IL-6R-Anteil des Hyper-IL-6 diente ein Antikörper gegen den extrazellulären Teil des hIl-6R (4-11).
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Abbildung 3.17: löslicher IL-6R: Immunopräzipitation
Westernblot der Immunopräzipitation des sIL-6R mit den an Sepharosebeads gekoppelten CANDIS-,
pA10- und Kontrollpeptiden, CANDIS, pA10 und CP. Die Mutante weist eine Interaktion mit dem
CANDIS-Peptid, jedoch mit keiner der Kontrollen auf. Für den Nachweis des sIL-6R diente ein

Antikörper gegen den extrazellulären Teil des hIl-6R (4-11).

ImWeiteren sollte untersucht werden, ob neben dem IL-6R weitere ADAM17-Substrate

mit CANDIS interagieren. Hierfür wurde die Immunopräzipitation analog zu den oben

beschriebenen Experimenten mit den ADAM17-Substraten IL-1RII und TNF-α durchge-

führt. Zur besseren Detektion mittels Westernblot wurden Konstrukte verwendet, welche

einen myc-Tag enthalten. In keiner der Proben konnte der IL-1RII nachgewiesen werden

(vergleiche Abb. 3.18). Wie an der Input-Kontrolle zu erkennen ist, wurde dieser jedoch

gut von den zur Expression verwendeten Zellen exprimiert.

Abbildung 3.18: L-1RII: Immunopräzipitation
Westernblot der Immunopräzipitation des IL-1RII-AP mit den an Sepharosebeads gekoppelten
CANDIS-, pA10- und Kontrollpeptiden, CANDIS, pA10 und CP. Die Mutante weist weder eine
Interaktion mit dem CANDIS-Peptid noch mit einer der verwendeten Kontrollen auf. Für den

Nachweis des IL-1RII-AP diente ein Antikörper gegen den myc-Tag (9E10).

Das Typ-II-Transmembranprotein TNFα zeigt im Experiment keine spezifische Inter-

aktion mit dem CANDIS-Peptid. Die leichten Banden, die auf dem Westernblot auszu-

machen sind (siehe Abb. 3.19), sind höchstwahrscheinlich auf unspezifische Interaktionen

mit den Beads zurückzuführen, da diese Bande in allen Proben in einem vergleichbaren

Ausmaß auftritt.
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Abbildung 3.19: TNF-α: Immunopräzipitation
Westernblot der Immunopräzipitation des TNF-α-AP mit den an Sepharosebeads gekoppelten
CANDIS-, pA10- und Kontrollpeptiden, CANDIS, pA10 und CP. Die Mutante weist weder eine
Interaktion mit dem CANDIS-Peptid noch mit einer der Kontrollen auf. Für den Nachweis des

TNF-α-AP diente ein Antikörper gegen den myc-Tag (9E10).



Kapitel 4

Diskussion

4.1 Rolle der membran-proximalen Domäne und CANDIS

hinsichtlich der Shedding-Aktivität von ADAM17

Durch stabile Transfektion mit IL-1RII-AP konnten drei Klone generiert werden, welche

das erwünschte ADAM17-Substrat stabil exprimieren. Durch ein Alkaline-Phostatase-

Aktivitätsassay zur Messung der Aktivität der alkalinen Phosphatase konnte gezeigt

werden, dass das Konstrukt im Überstand im Vergleich zum Zelllysat nur in vernächläs-

sigbarer Menge zu finden ist.

Wichtig ist in diesem Zusammenhang auch, dass das Verhältnis zwischen der AP-

Aktivität in Lysat und dem Überstand in den mit PMA, Marimastat und DMSO behan-

delten Ansätzen keine Unterschiede aufweisen, was für die geplanten Aktivitätsmessun-

gen von ADAM17 in diesem System systematische Fehler durch die Beteiligung anderer

in den mEFex/ex endogen exprimierter Proteasen nahezu ausschließt.

Ein Aktivitätsassay mit dem Klon 17 der IL-1RII-AP-mEFex/ex, welcher zuvor zu-

sätzlich transient mit ADAM17 beziehungsweise der inaktiven ADAM17-Mutante mut16

transfeziert wurden, zeigte zudem, dass der IL-1RII-AP in diesen Zellen durch ADAM17

von der Zelloberfläche geschnitten werden kann. Somit sind diese Zellen für die Über-

prüfung des Sheddings des IL-1RII durch ADAM17 geeignet (Daten nicht gezeigt). Zur

47
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Durchführung von ADAM17-Aktivitätsassays mit Klon 17 der IL-1RII-mEFex/ex wur-

de zunächst ein Protokoll etabliert, mit welchem eine möglichst hohe Expression der

transient transfezierten Konstrukte erzielt werden soll. Die Aktivitätsassays zur Über-

prüfung des Sheddings des IL-1RII-AP durch die verschiedenen Chimären im Vergleich zu

Wildtyp-ADAM17 ergaben keine signifikanten Unterschiede in den Aktivitäten der ein-

zelnen ADAM17-Chimären im Vergleich zu Wildtyp ADAM17. Zudem waren zum Teil

sehr große Schwankungen zwischen den einzelnen Messungen zu beobachten. Dies ist

vermutlich weniger darauf zurückzuführen, dass die Chimären keine signifikanten Diffe-

renzen in ihrer Aktivität aufwiesen, als vielmehr darauf, dass die Expression der einzelnen

transient transfezierten Konstrukte stark variierte. Trotz eines auf diese Zelllinie ange-

passten Protokolls für die transiente Transfektion wurden wahrscheinlich die transient

transfezierten ADAM17-Chimären im Vergleich zu dem stabil transfezierten Substrat in

einem wesentlich geringeren Maße auf der Zelloberfläche exprimiert.

Daraus folgte unter anderem, dass nach Induktion der ADAM17-Aktivität durch PMA

und zweistündiger Inkubation bei 37◦C immer noch ein großer Anteil des mit der alka-

linen Phosphatase fusionierten ADAM17-Substrates auf der Zelloberfläche zurückgeblie-

ben war. Infolgedessen wurde eine sehr hohe Aktivität der alkalinen Phosphatase im Zell-

lysat und eine vergleichsweise geringe Aktivität im Überstand gemessen. Schon geringe

Schwankungen der im Lysat gemessenen Aktivität konnten somit große Schwankungen

im berechneten Verhältnis verursachen. Diese Schwankungen können ebenfalls auf einer

unterschiedliche Anzahl an Zellen pro geerntetem well, die nicht vermieden werden kön-

nen, beruhen. Da der IL-1RII-AP auf diesen Zellen so gut exprimiert wurde, können

selbst marginale Unterschiede in der Zellzahl der einzelnen wells große Schwankungen in

den gemessenen Aktivitäten der alkalinen Phosphatase verursachen. Zusätzliche Schwan-

kungen konnten auch durch unterschiedliche Expressionsraten des IL-1RII-AP auftreten.

Letztendlich kann im Bezug auf die Ergebnisse der Aktivitätsassays nicht sicher gesagt

werden, ob die fehlende Signifikanz der Messergebnisse tatsächlich darauf zurückzuführen

ist, dass die Aktivität der Chimären hinsichtlich des Sheddings des IL-1RII keinen Unter-

schied aufwiesen. Deshalb gilt es nun, ein neues experimentelles Setting zu finden, welches

eine zuverlässige Messung der Shedding-Aktivität der einzelnen ADAM17-Chimären er-

laubt.
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Dass ein Unterschied im Shedding des IL-1RII-AP durch ADAM17-Chimären, deren

membranproximale Domäne beziehungsweise CANDIS durch die entsprechenden Tei-

le anderer Mitglieder der ADAM17-Familie ausgetauscht wurde, besteht, wurde bereits

durch Experimente von Stefan Düsterhöft nachgewiesen (bisher unveröffentlichte Da-

ten). Für dieses Experiment wurden mEFex/ex sowohl mit dem IL-1RII-AP als auch mit

den entprechenden ADAM17-Chimären, Wildtyp ADAM17 und der inaktiven ADAM17-

Mutante mut16 transient transfeziert.

Abbildung 4.1: Aktivitätsassay zweier ADAM17-Chimären
Als Substrat diente der IL-1RII-AP. Die Chimäre mA17E22p17, bei welcher die MPD17 durch die

EGF-like Domäne von ADAM22 ersetzt wurde, prozessiert das Substrat nicht. Die Chimäre
mA17E17p10, bei welcher CANDIS durch die 14 Aminosäuren lange Sequenz von ADAM10 ersetzt
wurde, welche direkt C-terminal an die MPD10 anschließt, prozessiert den IL-1RII-AP allerdings in

einem signifikant geringeren Maße als Wildtyp-ADAM17. Die Experimente wurden von Stefan
Düsterhöft (Biochemisches Institut der Universität Kiel) durchgeführt.

Wie dem Aktivitätsassay gut zu entnehmen ist, schneidet die Chimäre, deren membran-

proximale Domäne gegen die EGF-like Domäne von ADAM22 ausgetauscht wurde

(mA17E22p17), den IL-1RII-AP nicht von der Zelloberfläche. Die Chimäre hingegen,

deren CANDIS gegen die korrespondierende Aminosäuresequenz von ADAM10 ausge-

tauscht wurde(mA17E17p10), ist noch immer in der Lage den Rezeptor in seine lösli-

che Form überzuführen. Allerdings ist die Shedding-Aktivität der Chimäre mA17E17p10

im Vergleich zu Wildtyp-ADAM17 signifikant reduziert. Diese Reduktion der Shedding-

Aktivität der Chimäre ist ein Hinweis darauf, dass ein Austausch von CANDIS einen

Einfluss auf die Effizienz von ADAM17-vermittelten Shedding hat. Allerdings scheint

das Vorhandensein der CANDIS hierfür nicht von essentieller Bedeutung zu sein. Ein

Austausch der membran-proximalen Domäne hingegen resultiert in einer Inaktivierung

von ADAM17. In Anbetracht der Tatsache, dass die membran-proximale Domäne eine
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Rolle bei der Bindung des IL-1RII an ADAM17 spielt und einen Schalter für die Shed-

dingaktivität von ADAM17 darstellt, überrascht dieses Ergebnis nicht [15, 32].

Die typischen Mitglieder der ADAM-Familie wie ADAM22 besitzen eine EGF-like Do-

mäne, wohingegen ADAM10 und ADAM17 als atypische Vertreter der ADAMs anstelle

der cysteinreichen und EGF-like Domänen eine sogenannte membran-proximale Domä-

ne besitzen [50]. Deshalb wäre es von großem Interesse zu untersuchen, ob und wie sich

ein Austausch der membran-proximalen Domäne von ADAM17 durch die von ADAM10

auswirkt, wobei es zu beachten gilt, dass die membran-proximale Domäne von ADAM10

im Gegensatz zu der von ADAM17 nicht redoxsensitiv ist.

Weiterhin wird vermutet, dass die EGF-like Domäne der typischen Mitglieder der

ADAM-Familie zur Regulation der Subtratbindung an die cysteinreiche Domäne und

Bindung an Proteogykane an der Zelloberfläche beteiligt ist [53]. Von CANDIS ist vor

kurzem gezeigt worden, dass sie mit der Zellmembran interagiert [14]. Es wäre eine durch-

aus denkbare Möglichkeit, dass diese Aufgaben, die der EGF-like Domäne der typischen

ADAMs zugesprochen wird, bei ADAM17 zumindest partiell von CANDIS übernommen

werden.

Des Weiteren wäre es notwendig zu überprüfen, ob sich vergleichbare Unterschiede in

der Aktivität zwischen den Chimären und dem Wildtyp auch beim Shedding anderer

ADAM17-Substraten zeigen. Hierbei wäre in der erster Linie der IL-6R von Interesse, da

dieser hauptsächlich an CANDIS zu binden scheint und somit zu erwarten wäre, dass ein

Austausch der CANDIS einen Abfall in der Shedding-Aktivität bewirkt. Ein weiteres Sub-

strat, das sich für derartige Shedding-Assays anbietet, ist membran-gebundenes TNF-α

(proTNF-α). In bisherigen Untersuchungen hat proTNF-α keine Bindungsaffinität an die

membran-proximale Domäne oder CANDIS gezeigt (siehe auch 4.2.2). Außerdem gehört

TNF-α im Gegensatz zum IL-1 RII und IL-6 zu den Typ II-Transmembranproteinen. Es

wurde bereits gezeigt, dass ein ADAM17-Konstrukt, bei welchem der C-terminale Teil

ab der membran-proximalen Domäne durch die entsprechenden Anteile von ADAM10

ersetzt wurden, den p75 TNF-R und proTNF-α im gleichen Maße schneiden konnte wie
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Wildtyp-ADAM17. Der IL-1RII hingegen nicht mehr geshedded werden konnte [42]. Die-

selben Resultate ergab das analog durchgeführte Experiment mit einem Konstrukt, bei

welchen allein die Disintegrindomäne durch die von ADAM10 ersetzt worden war [42].

Gerade im Hinblick auf das Shedding von proTNF-α ist interessant, dass löslich ex-

primiertes ADAM17 – nur bestehend aus dem extrazellulären Anteil der Protease – in

einem zellfreien System in der Lage ist proTNF-α spezifisch zu spalten [4]. Es bleibt

festzustellen, dass Zellen, welche die ADAM17-Chimären nach retroviraler Transduktion

stabil exprimieren und transient mit den entsprechenenden ADAM17-Substraten trans-

feziert werden können, ein gutes Modell darstellen, um weitere Untersuchungen zu dieser

Fragestellung anzuschließen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden sechs verschiedene ADAM17-Chimären, Wildtyp

ADAM17 und eine inaktive ADAM17-Mutante in Vektoren zur retroviralen Transduktion

kloniert. Mit dreien dieser Konstrukte konnten bereits stabil transduzierte mEFex/ex-

Zelllinien generiert werden. Die Expression dieser Konstrukte wurde mittels Westernblot

nachgewiesen.

4.2 Interaktion der CANDIS mit ADAM17-Substraten

4.2.1 Identifizierung des Bindungsepitopes des hIL-6R an CANDIS

Zunächst konnte gezeigt werden, dass die Stalk -Region des hIL-6R mit der CANDIS

von ADAM17 interagiert. Chimäre V, hIL-6R mit der Stalk -Region des IL-11R, konnte

nicht mit den CANDIS-Beads gezogen werden, wohingegen Chimäre I, hIL-11R mit der

Stalk -Region des hIL-6R, ein positives Ergebnis in der Immunopräzipitation ergab, also

scheinbar in der Lage ist an CANDIS zu binden. Es war keine Interaktion mit den

Kontrollen zu erkennen.

Aus den Daten von Baran et al. [1] konnte bereits die Vermutung angestellt wer-

den, dass Bindungsepitop und Schnittstelle des hIL-6R für ADAM17 nicht identisch

sind. So konnten Deletionsmutanten des hIL-6R nicht von ADAM17 von der Zellober-

fläche geschnitten werden, obwohl der C-terminale Teil der Stalk -Region inklusive der
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cleavage site intakt war. Dieser Verdacht konnte mithilfe von zwei weiteren IL-6R/IL-

11R-Chimären bestätigt werden. Die Chimäre X, hIL-6R, bei dem die zehn C-terminalen

Aminonsäuren der Stalk -Region, inklusive der ADAM17 cleavage site, durch die des hIL-

11R ersetzt worden waren, wies eine Interaktion mit CANDIS auf, wohingegen Chimäre

IX, hIL-11R, bei welchem die zehn C-terminalen Aminosäuren der Stalk -Region durch

die des hIL-6R inklusive der ADAM17-Schnittstelle ersetzt worden waren, nicht mit den

CANDIS-Beads gezogen werden konnte. Somit konnte auch im pull down-Experiment

gezeigt werden, dass die Bindung des hIL-6R an CANDIS von einer Region N-terminal

der ADAM17-Schnittstelle vermittelt wird. Für eine weitere Eingrenzung der Lage des

Bindungsepitopes des hIL-6Rs wurde auf Mutanten des hIL-6R zurückgegriffen, bei wel-

chen unterschiedliche Teile der Stalk -Region deletiert worden waren. Es handelt sich um

dieselben Mutanten, welche schon von Baran et al. verwendet wurden, um das Shedding

des hIL-6R abhängig von der Länge der Stalk -Region zu charakterisieren.

Um zu untersuchen, ob der C-terminale Bereich der Stalk -Region an der Bindung zwi-

schen Protease und dem hIL-6R involviert ist, wurde die Deletionsmutante hIL-6R∆A333-

V362 verwendet. Bei dieser Deletionsmutante fehlt der Bereich A333 bis V362. Die Mutante

war noch immer in der Lage, mit dem CANDIS-Peptid zu interagieren. Aus diesen Er-

gebnissen konnte gefolgert werden, dass ein potentielles CANDIS-Bindungsepitop in der

Stalk -Region des hIL-6R N-terminal von A333 lokalisiert sein müsste. Deshalb wurde für

das nächste Experiment die Mutante hIL-6R∆E317-T352, bei der dieser Bereich von der

Deletion betroffen ist, ausgewählt. In der Tat konnte keine Interaktion zwischen CANDIS

und hIL-6R∆E317-T352 nachgewiesen werden.

Für eine weitere Bestätigung wurde eine Deletionsmutante generiert, welcher die Se-

quenz zwischen E317 und Q332 fehlte. Diese Mutante zeigte keine Interaktion mit dem

CANDIS-Peptid. Ebenso wurde durch Christoph Garbers gezeigt, dass diese Mutante im

Vergleich zum full length hIL-6R in einem signifikant geringeren Maße durch ADAM17

von der Zelloberfläche geschnitten werden kann, obwohl sie die ADAM17 cleavage site

enthält. Das verminderte Shedding durch ADAM17 ist somit höchstwahrscheinlich auf

eine reduzierte Bindung zwischen Substrat und Protease zurückzuführen.
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Abbildung 4.2: CANDIS-Bindungsepitop des hIL-6R
Schema des hIL-6R und Sequenz der Stalk -Region des hIL-6R. Das mögliche Bindungsepitop an

CANDIS ist rot hervorgehoben. Die ADAM17 clevage site ist zwischen Q357 und D358 lokalisiert (mit
Pfeil gekennzeichnet), TM: Transmembranregion.

Somit konnte das Bindungsepitop des hIL-6R an die CANDIS auf die in Abbildung 4.2

dargestellte Sequenz eingegrenzt werden. Ein Pepitid bestehend aus dieser Aminosäure-

sequenz wies bei einer Messung mittels CD eine random coil Struktur – ungefaltet - auf.

Zudem war es nicht möglich, eine Interaktion von diesem Peptid, welches über einen Lin-

ker an Sepharosebeads gekoppelt wurde (vergleichbar zur Kopplung des CANDIS-Peptids

an Sepharosebeads) mit inaktivem full length ADAM17 oder MPD-CANDIS-GPI zu zei-

gen [14]. Gleichwohl gilt es hier fest zu halten, dass Interaktionen in einem zellfreien

Experiment immer wesentlich schwächer ausgeprägt sind als in einem in vitro-setting.

Zudem gilt es zu klären, inwieweit eine Interaktion von CANDIS mit der Zellmembran

möglicherweise die Bindungseigenschaften dieser Sequenz beeinflusst [14].

Die in den Shedding-Experimenten mit hIL-6R∆E317-Q332 zu beobachtende Restak-

tivität könnte darauf zurückzuführen sein, dass die Bindung des IL-6R an ADAM17

nicht allein durch CANDIS vermittelt wird. So wurde mittlerweile auch eine Interakti-

on zwischen der membran-proximalen Domäne allein (ohne CANDIS) und dem hIL-6R

nachgewiesen werden (Stefan Düsterhöft, bisher unveröffentlichte Daten). Zudem werden

durch die Deletion dieser Sequenz keine umfassenden Änderungen in der Struktur des

humanen IL-6 Rezeptors erwartet [14].



Kapitel 4. Diskussion 54

Abbildung 4.3: Shedding der Deletionsmutante IL-6R∆E317-Q332 durch ADAM17
Vergleich des Sheddings des Wildtyp hIL-6R und der Deletionsmutante L-6R∆E317-Q332, bei welcher
das mögliche CANDIS-Bindungsepitop fehlt, durch ADAM17. Die Deletionsmutante wird in einem

signifikant geringeren Maße von ADAM17 prozessiert als der Wildtyp-hIL-6R. Das Experiment wurde
von Christoph Garbers (biochemisches Institut der Universität Kiel) durchgeführt.

In Verbindung mit früheren Ergebnissen zum Shedding von hIL-6R Mutanten durch

ADAM17 scheint es schlüssig, dass die Interaktion zwischen CANDIS und dem hIL-6R

auf der dreidimensionalen Strukur des N-terminalen Bereichs der Stalk -Region beruht.

Das identifizierte Bindungsepitop hat definitiv keinen α-helikalen Charakter [14]. Es wäre

ebenfalls möglich, dass die Bindung vom Abstand der Domänen zur Plasmamembran

abhängt [1]. Diese Überlegungen konnten in den durchgeführten zellfreien Experimenten

nicht mit berücksichtigt werden. Aus diesem Grund wäre es wichtig alle Ergebnisse mit

Shedding-Experimenten zu überprüfen.

Eine potentielle N-Glykosylierungsstelle nahe der Schnittstelle des IL-6R wird tatsäch-

lich auch als solche verwendet, allerdings hat diese Glykosylierung keinen Einfluss auf

das Shedding des Rezeptors von der Zelloberfläche [36]. Ein weiterer wichtiger Punkt be-

züglich des Sheddings des IL-6R durch ADAM17 ist, dass dieses speziesspezifisch zu sein

scheint. Wie bereits angemerkt ist CANDIS bei verschiedenen Spezies, auch zwischen

Mensch und Maus, hochkonserviert (siehe auch 1.2), die Stalk -Region des IL-6R ist es

jedoch nicht. Garbers et al. zeigten, dass murines ADAM17 nicht die Hauptsheddase des

murinem IL-6R ist. Nach PMA-Stimulation kann murines ADAM17 den humanen, nicht
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aber den murinen IL-6R schneiden. Humanes ADAM17 hingegen kann beide Rezepto-

ren proteolytisch spalten [19]. Deshalb wäre es interessant, welches Bindungsverhalten

Chimären des humanen und murinen IL-6R an CANDIS und die membran-proximale

Domäne zeigen.

Im Gegensatz zu ADAM17, welches den hIL-6R nach erst nach Stimulation prozes-

siert, erfolgt das Shedding durch ADAM10 konstitutiv. Allerdings sind die ADAM17-

und ADAM10-Schnittstellen nicht identisch. Eine Deletionsmutante ohne die ADAM17-

Schnittstelle, hIL-6R∆S353-V362, konnte immer noch von ADAM10 proteolytisch gespal-

ten werden [1]. Diesbezüglich wäre es zunächst wichtig die Schnittstelle für ADAM10-

vermitteltes Shedding, das Bindungsepitop und die Domäne von ADAM10, über welche

die Bindung vermittelt wird, zu finden, um weitere Vergleiche anstellen zu können.

Nach wie vor ist für die meisten Substrate noch nicht geklärt, ob sich diese zum Shed-

ding durch ADAM17 auf derselben Zelle – also in cis – oder auf einer anderen Zelle

– in trans – exprimiert werden müssen. Von ADAM10 ist berichtet worden, dass der

Rezeptortyrosinkinase-Ligand Ephrin, nachdem dieser an Eph gebunden hat, in trans

prozessiert wird [28]. Allerdings ist für proTNF-α bekannt, dass dieses nicht in trans von

ADAM17 geschnitten werden kann [42]. Angenommen das proteolytische Verhalten von

ADAM10 und ADAM17 ist hinreichend vergleichbar, wäre es denkbar, dass Substrate,

die über ein Adaptermolekül an ADAM17 binden, wie es für Ephrin der Fall ist, in trans

gespalten werden, Substrate, die direkt mit der Protease interagieren, hingegen in cis

prozessiert werden.

Die Ergebnisse der Immunopräziptiationen, welche mit dem sIL-6R und Hyper-IL-6

durchgeführt wurden, stehen mit den oben beschriebenen Ergebnissen im Einklang. Der

lösliche IL-6R enthält die Stalk -Region bis zur ADAM17-Schnittstelle (Q357, siehe 3.15)

und interagiert mit dem CANDIS-Peptid, wohingegen der in dem HyperIL-6 enthalte-

ne Anteil des IL-6R nur einen N-terminalen Bereich der Stalk -Region bis E324 enthält

und in den durchgeführten Immunopräzipitationen keine Interaktion nachzuweisen ist.

Zusätzlich konnte bereits gezeigt werden, dass die Bindung des IL-6R an MPD-CANDIS-

GPI durch Zugabe der Proteindisulfidisomerase in ihrer reduzierenden Form unterbunden

werden kann [14]. Dies ist ein starker Hinweis darauf, dass durch den Übergang der MPD



Kapitel 4. Diskussion 56

Abbildung 4.4: Co-Immunopräziptiation des hIL-6R mit MPD17-GPI und mut16
Sowohl MPD17-GPI als auch die verwendete ADAM17-Mutante besitzen einen PC-Tag. In den rechten

beiden Spalten des Westernblots ist zu sehen, dass mit beiden Konstrukten der IL-6R
coimmunopräzipitiert werden kann. Werden MPD17-GPI und mut16 zuvor mit der reduzierten Form

der PDI vorinkubiert kann der IL-6R nicht mehr binden. In der rechten Abbildung ist die
Quantifizierung des auf dem Westernblot gemessenen Signals geplottet. Das Unterschied im Signal
zwischen der mit der PDI unbehandelten und behandelten Probe ist statistisch signifikant. Das

Experiment wurde von Stefan Düsterhöft (Biochemisches Institut der Universität Kiel) durchgeführt.

von ihrer offenen in die geschlossene Form auch CANDIS eine Veränderung erfährt, die

eine Bindung des IL-6R unmöglich macht.

Gerade hinsichtlich der Ergebnisse, die zeigen, dass sowohl CANDIS als auch die MPD

allein in der Lage sind, den hIL-6R zu binden, wäre es nützlich zu wissen, ob eine poten-

tielle Dimerisierung von ADAM17 auch durch eine Interaktion zwischen CANDIS und

MPD vermittelt werden kann. Falls dies der Fall ist, stellt sich die Frage, ob diese Inter-

aktion ebenso mit der MPD in ihrer geschlossenen Form stattfindet. Des Weiteren wäre

es interessant zu untersuchen, ob eine Dimerisierung von CANDIS auch noch möglich

ist, wenn ein Substrat bereits gebunden hat oder möglicherweise über Substratbindung

vermittelt werden kann. Dazu könnte das schon gut etablierte System der Immunopräzi-

pitationen mit dem an Sepharosebeads gekoppelten CANDIS-Peptid verwendet werden.

4.2.2 Bindungsstudien mit dem Interleukin-1 Rezeptor II und TNF-α

Es konnte bestätigt werden, dass die Bindungsstelle des hIL-6R innerhalb der CANDIS

lokalisiert ist. Die Untersuchungen, ob auch die ADAM17-Substrate IL-1RII und TNF-α

an diese Region binden, ergaben keine Interaktion zwischen den Substraten und CAN-

DIS. Dies bestätigt die Vermutung, dass ADAM17 mehrere Substratbindestellen besitzt,
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welche es weiter zu charakterisieren gilt. Insbesondere hinsichtlich therapeutischer Ansät-

ze, wie der gezielten Blockade des Sheddings einzelner ADAM17-Substrate, bleibt diese

Frage sehr interessant.
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